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电针对心肌缺血大鼠模型心肌
-*K

敏感钾通道及

蛋白激酶
<L5-

表达的影响

王$巍$李记泉$孟祥宇$陈以国$荆$秦

摘要$目的$观察针刺不同经脉穴位对心肌缺血大鼠模型心肌细胞
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敏感钾通道 "

M0/H

!

#
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NOL!7
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#

KMP

#

KM'!
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$
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表达水平的影响% 方

法$健康雄性
NF

大鼠采用皮下多点位"四肢内侧根部和背部$注射
)NG

"
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$制备心肌缺血模型后

随机分成模型组#内关穴组#列缺穴组#非经非穴组"每组
#"

只$&另选择
#"

只健康大鼠作为对照组% 给予

内关穴组#列缺穴组#非经非穴组大鼠相应电针干预&采用疏密波&强度
!

%

& <-

&频率
!

%

!" RS

&留针

!" <0B

&每日
#

次&连续
$

日% 应用
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表达水平% 结果$与对照组比较&模型组各指标
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表达升高"
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与模型组比较&内关穴组#列缺穴组各指标
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表达降低"
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$% 与内关穴组比较&列缺穴组#非经
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岁人群也出现心肌缺血的表现' 研究提示"针刺内

关穴抗心肌缺血疗效确切(

#

"

%

)

' 关于针灸治疗心肌

缺血的机制研究"在中枢神经系统*心血管活性物

质*局部心肌组织调节以及抗氧自由基作用等方

面(

8

"

H

)取得一些成果"但是在分子生物学层面探索稍

显不足'

心肌细胞钾$

M

a

%通道在维持膜兴奋性*膜静息

电位以及膜复极化速率等方面起着关键性的作用"并

且与心肌细胞代谢密不可分' 三磷酸腺苷敏感钾

$

-*K

#

V:BV0D0W: .3D=VV0C<

"

M

-*K

%通道作为抗心肌

缺血的药物作用靶点日益受到广泛关注(

$

)

"然而关于

针灸对其影响的研究尚缺乏报道' 基于此"为观察电

针内关穴对缺血心肌细胞
M

-*K

通道
<L5-

表达的影

响"笔者进行了以下研究'

材料与方法

#

$实验动物$健康雄性
NKb

级
NF

大鼠
$!

只

$

&

月龄"辽宁长生生物技术有限公司"许可证号#

N'\M!"#"

"

"""#

%"体重$

!8"

&

!"

%

@

' 根据中华人

民共和国科技部颁布的+关于善待实验动物的指导性

意见,

(

9

)

"饲养条件为室温$

!%

&

#

%'"湿度
8"c

"光

照(黑暗
#! X

(

#! X

"每笼
8

只"适应性喂养$自由摄取

普通清洁级饲料和饮用矿泉水%

$

日'

!

$试剂及仪器$生理盐水$

!8" <Z

"吉林省广

春药业有限公司"批号#

7#!"8"9"!

%&盐酸异丙肾上

腺素$

)NG

"

8" <@

"美国
N0@<=

公司"批号#

)8H!$

"

8P

%&

*L)S31

试剂 $美国
)BW0D/3@:B

公司" 批号#

8#8#!#"#

%&戊巴比妥钠$

!8 @

"北京博奥拓达科技有

限公司"批号#

K##"##

%"引物合成$北京华大基因公

司%&

L:=1

#

D0<: K'L

试剂盒$大连宝
*=M=L=

生物

公司%'

H9"8

#

F

电针仪$汕头市医用设备有限公司%&

电子天平 $

7N!!&

"北京赛多利斯仪器系统有限公

司%&华佗牌无菌针灸针$

"

!

#9 <<

)

!8 <<

"苏州医

疗用品厂有限公司%&

7Z

#

%!"N

生物机能实验系统

$成都泰盟科技有限公司%& "

9"

'超低温冰箱$日本

N-5]G

电器集团%&小型台式离心机$美国
N0@<=

"

#

"

#&

%&高速冷冻离心机$美国
N0@<=

"

&#Q8

型%&

K'L

扩增仪$德国
703<:D/=

%&

L:=1

#

D0<: K'L

扩增

仪$美国
-7)

"

$8""

型%&仪紫外分光光度计 $英国

O2

#

W0V0_1: N.:>D/3<:D:/

"

O2&""

%'

&

$模型制备$参照随机数字表随机抽取
#"

只

大鼠作为对照组"其余大鼠进行造模"持续
!

日' 操作

时间每天上午
9

#

&"

' 采用
"

!

&c

戊巴比妥钠"按照

# <ZI#"" @

剂量"即
&" <@IQ@

(

6

)

"选择左下腹进行腹

腔注射' 在麻醉状态下"首先利用心电图机描记正常状

态下大鼠心电图&然后"对照组大鼠采用皮下多点位$四

肢内侧根部和背部%注射生理盐水$

98 <@IQ@

%"造模组

采用皮下多点位$四肢内侧根部和背部%注射
)NG

$

98 <@IQ@

%

(

#"

"

##

)

'各组均注射
!

次"单次间隔
!% X

'

每次注射药物后"利用心电图机分别描记-即刻*

8 <0B

*

#" <0B

*

#8 <0B

*

!" <0B

.时刻的心电图' 确认造模成

功的心电图变化是#

*

波由正向变为负向或呈双相"并

伴有
N

#

*

段抬高"

^LN

波增宽"窦性心动过速"期前收

缩或其他类型心律失常(

#!

"

#&

)

' 将造模成功的
%"

只$造

模过程中死亡
!!

只%大鼠按随机数字表分为模型组*内

关穴组*列缺穴组*非经非穴组"每组
#"

只'

%

$干预方法$-内关穴.和-列缺穴.定位参照

+实验针灸学,

(

#%

)和+针灸学,

(

#8

)中腧穴定位原则"同

时比照解剖标志法和骨度分寸法' 内关穴定位于前肢

内侧"离腕关节约
& <<

左右的尺桡骨缝间&列缺穴

定位于前肢内侧"腕关节横纹桡侧上
!

!

8 <<

&非经非

穴点选取大鼠腹部神阙与天枢连线的中点'

造模成功后"每天上午
9

#

&"

进行电针操作' 在

清醒状态下"将大鼠固定之后"对内关穴组*列缺穴组*

非经非穴组大鼠分别给予相应穴位的电针处理"每日

#

次"连续针刺
$

日' 处理方法为#毫针顺经
&"

*角斜

刺入皮下
!

%

& <<

"采用疏密波"强度
!

%

& <-

"频

率
!

%

!" RS

"以局部肌肉出现收缩为度"留针

!" <0B

'对照组与模型组不施针刺"每天在同一时间*

以同样方法进行抓取和固定'

8

$检测指标及方法$针刺结束后各组大鼠于次

日
9

#

&"

在辽宁中医药大学实验中心取材' 以戊巴比

妥钠麻醉"采用断脊法处死各组大鼠&在无菌条件下"

开胸*快速取出左心室"将心肌组织放入已消毒并编号

的
;K

管中"加入
# <Z

的
*L)S31

试剂"迅速用液氮冷
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冻"即刻放入"

9"

'超低温冰箱保存'

8

!

#

$一般状态$每日观察并记录大鼠的毛色*

活动量*饮食量*二便*体重等情况"制备心肌缺血模型

后密切观察大鼠一般状态'

8

!

!

$基因检测

8

!

!

!

#

$总
L5-

提取$提取大鼠左室心肌组织

"

!

# @

"根据
*L)S31

说明书采取一步法提取总
L5-

"步

骤为裂解*分层*

L5-

沉淀*

L5-

洗涤和
L5-

溶解'

取
# "ZL5-

样本"加
$6 "Z F;K'

水"采用紫外分光

光度计测
GF

!H"

与
GF

!9"

"二者比值为
#

!

9

%

!

!

"

"提示

样本中
L5-

纯度合格'

L5-

$

"@I"Z

%浓度
dGF

!H"

)

%"

)稀释倍数
I#"""

"样品 "

9"

'保存备用' 参照

P:B: 7=BQ

序列"采用
K/0<:/8

!

"

软件进行引物设计"

设计
P-KFR

为内参基因$引物序列见表
#

%'

表
#

#引物序列

基因 引物 片段长度$
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P-PPP'PP*P-'P--*

#

&

,

#8H

L

#

8

,#

P''--P*-P'PP--'P
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'P*PPP*-P-P*'-*-'*PP--'

#

&

,

#!%

8

!

!

!

!

$
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逆转录$将提取的总
L5-

逆转录

成
>F5-

' 反应条件#

%!

'*

#8 <0B

"

$"

'*

#8 <0B

'

反应体系#

L*

#

,0Y H "Z

*

*3D=1L5- ! "Z

*

LB=V:

b/:: ER

!

G ! "Z

'

8

!

!

!

&

$

L:=1

#

D0<: K'L

$按
K'L

扩增试剂盒

说明书"扩增靶基因和内参基因' 反应条件#

68

'*

#" <0B

"

#

个循环&

68

'*

#8 V

"

H"

'*

# <0B

"

%"

个循环&

68

'*

#8 V

"

88

'*

&" V

"

68

'*

#8 V

"

#

个循环' 反应体

系成分为
P3*=[ [K'L ,=VD:/ ,0Y#" "Z

*

K'L b3/

#

`=/E K/0<:/ "

!

% "Z

*

K'L L:W:/V: K/0<:/ "

!

% "Z

*

>F5-

模板
! "Z

和
LB=V: b/:: ER

!

G $

!

! "Z

'

8

!

!

!

%

$结果分析$

L:=1

#

D0<: K'L

结果以
'D

值表示"

'D

值为每个反应管内的荧光信号达到设定的

阈值时所经历的循环数"

'D

值越大"表达量越低' 根

据计算公式#

##'D

值
d

$靶基因
'D

值 "内参
'D

值%

处理组 "$靶基因
'D

值 "内参
'D

值%未处理组"用

!

"

##'D表示靶基因的表达相对于内参基因的改变倍

数"即相对表达量(

#H

)

"进行统计学分析'

$

$统计学方法$采用
NKNN #$

!

"

版统计软件

分析' 实验数据用
Y

&

V

表示"组间差异比较用单因素

方差分析"各组间均数两两比较采用
ZNF

检验"

K T"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$大鼠一般状态$

$!

只大鼠在适应性喂养以及

针刺过程中无死亡"对照组
#"

只均存活"

H!

只接受

造模大鼠死亡
!!

只"存活率为
H%

!

8c

' 实验期间

对照组大鼠毛色光滑"反应敏捷"两目有神"较为活

跃"饮食与二便正常"体重逐日增加' 造模后#三个

实验组大鼠毛色不光泽"反应呆滞"两目无神"懒动

蜷曲"饮食欠佳"二便减少"体重减轻' 针刺后#内关

穴组与列缺穴组大鼠毛色逐渐光泽"活动量渐多"反

应逐渐敏感"饮食与二便逐渐正常"体重增加"其中

内关穴组改善更明显&非经非穴组大鼠治疗期间一

般状态无明显改善'

!

$各组大鼠心肌细胞
M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7

*

KM-

*

KMP

及
KM'!

!

<L5-

表达比较$表

!

%$与对照组比较"模型组各指标
<L5-

表达升高

$

K T"

!

"#

%' 与模型组比较"内关穴组*列缺穴组各指

标
<L5-

表达降低$

K T"

!

"#

%' 与内关穴组比较"列

缺穴组*非经非穴组各指标
<L5-

表达升高 $

K T

"

!

"#

%' 与列缺穴组比较"非经非穴组各指标
<L5-

表达升高$

K T"

!

"8

%'

表
!

#各组大鼠心肌细胞
M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7

*

KM-

*

KMP

及
KM'!

!

<L5-

表达比较$$

Y

&

V

%

组别
B M0/H

+

# M0/H

+

! NOL!- NOL!7 KM- KMP

KM'!

!

对照
#"

"

+

69

&

"

+

#%

!

"

+

6H

&

"

+

#!

!

#

+

!%

&

"

+
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!

"

+

#6

&

"

+

"%

!

"

+

H8

&

"

+

"6

!

"
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$&

&

"

+

#%

!

#

+

&6

&

"

+

#8

!

模型
#" #

+

HH

&

"

+

!% #

+

$8

&

"

+

%" !

+

"!

&

"

+

!" #

+

#9

&

"
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!9 #
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&

"
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#" #
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!9

&

"
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!" !

+

!!

&
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#!
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#"
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+
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!%
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!#
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+
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&
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+
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"

+
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"
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#&

!

"

+
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"

+
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!

"
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&
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#%
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+
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+
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&
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+

!"
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+
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&
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!"

#

+

$!

&

"

+

!%

!"
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&
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#

+
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&
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$$注#与模型组比较"
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K T"
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"

K T"
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&与列缺穴组比较"

#

K T"
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讨$$论

心肌缺血属中医学-胸痹.的范畴' 认为胸痹主

要中医病机是心脉痹阻*心失所养(

#$

)

'

)NG

作用机制

是增强心肌收缩力"加快心率"使心肌代谢旺盛"增加

心肌耗氧量"造成心脏负荷过重&同时它还能使外周血

管扩张" 回心血量减少" 冠脉流量 减 少(

#9

"

!"

)

'

98 <@IQ@

及以上剂量的
)NG

多用于诱导心肌缺血致

心肌梗死*坏死*纤维化方面的研究"损伤多为不可逆

性(

!#

)

' 因此"本实验通过大剂量 $

98 <@IQ@

%注射

)NG

而建立的大鼠心肌缺血模型与中医学-胸痹.的

病机相符'

M

-*K

由
53<= -

于
#69&

年在豚鼠心肌细胞中发

现(

!!

)

"因其活性随细胞内
-*K

浓度的升高而被抑制"

故得名
M

-*K

通道' 研究证实
M

-*K

由内向整流钾通道

$

M0/

%和
-*K

结合蛋白$

-7'

%两部分构成"

M0/

形成

离子通道"而
-7'

决定着
M0/

的功能(

!&

"

!%

)

'

M

-*K

就

是由
M0/

和
NOL

按照
#

(

#

的比例"以四聚体模式构成

的大异源多聚体 $

NOL

-

M0/H4\

%

(

!%

)

' 构成
M

-*K

的

-7'

主要是指磺酰脲类受体
NOL

"

NOL

是磺酰脲类

药物的主要靶点"可以增强
M0/H4Y

对
-*K

的敏感性"

还能够使
M

-*K

的功能得以完整表达' 在心肌细胞上"

NOL

所 表 现 的 亚 型 主 要 是
NOL!

$

NOL!-

*

NOL!7

%'

M

-*K

主要功能是将细胞代谢和生物电活动

联系起来"对心*脑等部位的缺血*缺氧预适应以及胰

岛素分泌的调节等具有重要意义'

M

-*K

在生理状态下

处于关闭状态"但在缺血时开放"对心肌缺血起到保护

和预适应作用"被认为是心肌缺血的终末效应通道'

有报道显示"大鼠缺血心肌细胞
M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7

基因表达明显升高"中成药冠心康

干预后可明显增加各亚基基因的表达(

!8

)

'

本研究显示" 心肌缺血模型大鼠左心室肌

M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7 <L5-

表达水平

均上调' 正常大鼠心室肌细胞
NOL!7

几乎不表达"

与以往报道一致(

!H

)

' 针刺内关穴和列缺穴可降低缺

血左心室肌已上调的
M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7 <L5-

的表达"以内关穴疗效显著"表明电

针内关穴后大鼠心肌缺血得到缓解' 本研究结果与冠

心康干预大鼠心肌缺血再灌注(

!8

)结果不同"可能与造

模方法不同"造成心肌缺血*缺氧程度有差别相关' 此

外"针灸治病特点是依靠促进机体自身调节机能实现

良性转归(

!$

)

"作用途径是经络"特异性循经取穴发挥

了作用"与中药作用途径不同'

M

-*K

活性还受
KM-

*

KM'

*

KMP

等磷酸化的调

节'

KM-

与
KMP

磷酸化可激活血管平滑肌细胞

M

-*K

"

KM'

可激活心肌细胞
M

-*K

'

KM'

对心肌细胞

M

-*K

的作用与
-K*

的浓度有关"呈浓度依赖性
N

形曲

线#在较高浓度的
-K*

时"

KM'

激活心脏
M

-*K

通道&但

在较低浓度的
-*K

时"

KM'

反而抑制心脏
M

-*K

(

!9

)

'

报道指出"缺血再灌注大鼠模型组
KM'

蛋白的表达明

显增高"针刺手厥阴经穴后阳性表达率明显降低(

!6

)

'

本研究显示"心肌缺血模型大鼠左心室肌
KM-

*

KMP

*

KM'!

!

<L5-

表达水平均上调&电针干预后"内关穴和

列缺穴可降低缺血左心室肌已上调的
KM-

*

KMP

*

KM'!

!

<L5-

的表达"而且以内关穴疗效显著"表明电

针内关穴发挥了对心肌细胞的保护作用'

内关穴是手厥阴心包经的络穴"别走手少阳三焦

经"是八脉交会穴之一"通于阴维脉' +难经!二十九

难,曰#-阴维为病苦心痛'.

(

&"

)内关穴的特性决定了

它是治疗心痛病证的首选穴' 列缺穴是手太阴肺经的

络穴"是八脉交会穴之一"通于任脉"不与心脏直接联

系"有调理肺气之功' 本研究显示内关穴组的疗效明

显优于列缺穴组"且非经非穴点无疗效"此结果证实了

中医针灸的循经特异性理论'

综上所述"

M0/H

!

#

*

M0/H

!

!

*

NOL!-

*

NOL!7

*

KM-

*

KMP

*

KM'!

!

<L5-

的表达变化表明内关穴改

善心肌缺血作用显著"是针刺抗心肌缺血的分子机制

之一' 本研究进一步证实了针刺手厥阴心包经内关穴

保护缺血心肌具有循经特异性' 本研究立题基于心肌

细胞生理活动中最常见的钾离子通道进行研究"以探

讨针刺内关穴与心肌缺血之间的相关性' 从分子生物

学层面来讲"针刺干预心肌缺血的所涉及的离子通道

还有很多"如钙离子等' 该领域更深入而系统的研究"

有待进一步探索'
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