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!基础研究!

艾灸对慢性心力衰竭大鼠心功能及心肌组织
)6H

#

!

'

6H

#

"I

表达水平的影响

贾学昭#

"李"丹!

"王"茎#

"曾永蕾%!

"刘娜娜!

"杨佳辉!

摘要"目的"观察艾灸对慢性心力衰竭"

-J2/CA- J1@2. K@A4L21

#

&;H

$大鼠心功能及心肌组织肿瘤坏

死因子#

!

"

)6H

#

!

$

?M6N

%核因子#

"I

"

6H

#

"I

$表达水平的影响#探讨艾灸对
&;H

心肌保护作用机制& 方

法"采用盐酸多柔比星隔日腹腔注射的方法构建
&;H

模型#将造模成功的
!7

只大鼠随机分为模型组%艾灸

组%西药组%灸药"艾灸加西药$组#每组
$

只& 艾灸组给予温和灸双侧肺俞%心俞#每日
#

次#每次
#8 ?AC

'西

药组灌服卡托普利混悬液"

!8 ?DGOD

$#每日
#

次'灸药组给予卡托普利混悬液"

!8 ?DGOD

$灌服结合温和灸

双侧肺俞%心俞#每日
#

次#各组均连续
%

周& 检测大鼠心率"

;M

$%心输出量"

&,

$%左心室收缩压"

P3QR

$%

左心室舒张末压"

P3><R

$%左室内压最大上升或下降速率" $

STGS.?@U

$%心肌组织
6H

#

"I

活性及
)6H

#

!

?M6N

表达水平& 结果"与正常大鼠比较#建模大鼠的行为体征改变明显#心功能指标明显异常"

R V

"

!

"#

$#心肌组织
;>

染色结果符合
&;H

表现& 与正常组比较#模型组大鼠
;M

%

P3><R

升高#

&,

%

P3QR

%

W STGS.?@U

和#

STGS.?@U

降低"

R V"

!
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$#心肌组织
)6H

#

!?M6N

表达及
6H

#

"I

蛋白结合活性明显升高

"

R V"

!
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$'与模型组比较#艾灸组%西药组及灸药组
&,

%

P3QR
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STGS.?@U

均升高#
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R V"
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表达及
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核蛋白
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结合活性降低"
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$'与艾灸组和西药组比

较#灸药组
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%

P3><R

降低#

&,

%

P3QR
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升高明显"
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$#且
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表达降低明

显"

R V"

!
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$& 结论"艾灸联合西药改善大鼠心功能指标#降低
)6H

#

!?M6N

表达方面优于单用艾灸及

西药#可能通过降低
)6H

#

!?M6N

表达#抑制心肌组织
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#
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核蛋白的
<6N

结合活性#抑制免疫炎症反

应#从而改善
&;H

症状&
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""慢性心力衰竭$

-J2/CA- J1@2. K@A4L21

"

&;H

%"是

由多种原因引起的心室充盈或射血能力障碍"继而导

致心输出量减少"循环淤血的一种复杂的临床综合征"

多见于各种心血管疾病的后期"病发率高"严重影响患

者的生活质量和生命"属于临床最重要的心血管疾病

之一(

#

"

!

)

* 目前临床治疗
&;H

的药物种类多样"但由

药物导致的严重不良反应多会影响患者的依从性"且

其疗效提高缓慢(

%

)

&随着研究的深入"越来越多的研

究报道肯定了中医药在
&;H

防治中的重要性和必要

性(

#

"

9

"

8

)

* 近年来该课题组采用中西医结合的方法"

运用艾灸结合西药防治
&;H

"在实验研究和临床研

究中均取得了一定的进展(

:

%

7

)

* 为进一步证实艾灸

在防治
&;H

中的作用"该实验在前期研究基础上"

观察艾灸结合西药对
&;H

大鼠心功能的影响"并以

心肌组织肿瘤坏死因子#

!

$

)6H

#

!

%和核转录因子#

"I

$

6H

#

"I

%为观测指标"进一步探讨艾灸治疗
&;H

的机制"为艾灸改善
&;H

心功能在临床中的运用提

供实验依据*

材料与方法

#

"动物"

8"

只成年雄性
Q<

大鼠"

QRH

级"体重

!""

&

!9" D

"由安徽中医药大学实验动物中心提供

$合格证号#

""""!"8

%"正常饲养
#

周后用于实验*

该实验对动物的处理严格遵守中华人民共和国科技部

!"":

年颁布的+关于善待实验动物的指导性意见,*

!

"药物"注射用盐酸多柔比星$

#" ?DG

支"山西

普德药业股份有限公司"生产批号#

;#9"!%#9%

%&卡

托普利片$

!8 ?DG

片"上海旭东海普药业有限公司"生

产批号#

;%#"!"8:9

%&艾条$直径
# -?

"购于南阳市

卧龙汉医艾绒厂%*

%

"试剂及仪器"

R&M

试剂盒"购于南京诺维赞生

物科技有限公司$生产批号#

"="7"9"#

%&

(??/0A4/C

尼

龙 膜" 购 于 美 国 密 理 博 公 司 $ 生 产 批 号#

a%NN$97$Qa

%&丙烯酰胺'甲叉双丙烯酰胺'过硫酸

铵'

)>+><

'

R+QH

'

)I>

溶液'

RIQ

溶液"均购于南京

生兴生物技术有限公司&

>+QN

试剂盒"购于美国赛默

飞世尔科技公司$货号#

!"#97

%&

<6N

探针"购于南京

金斯瑞生物科技有限公司"标准探针
R#

序列#上游#

8

'#

N[))[N[[[[N&)))&&&N[[&

#

%

' & 下 游#

%

'#

)&NN&)&&&&)[NNN[[[)&&[

#

8

"标准探针
R!

序

列#上游#

8

'#

N[))[N[[&[N&)))&&&N[[&

#

%

'&下

游#

%

'#

)&NN&)&&[&)[NNN[[[)&&[

#

8

'*

IY8%

光学显微镜$日本
,4`?TLX

公司%&

NI(

#

!$!"R&M

仪

$美国
NTT4A1S IA/X`X.1?X

公司%&电泳仪'转膜仪$北

京六一生物科技有限公司%&

)@C/C8!""

化学发光成像

系统$上海天能科技有限公司%&微量杜恩斯组织匀浆器

$美国
aA?041

公司%&

IQN!!9X

电子天平$德国
Q@2

#

./2ALX

公司%&

_/2.1U

#

D1CA1%

旋涡混匀器'

+Q%

圆周振

荡摇床'

M+!!%8

切片机$德国
(aN

公司%&

!

#

#:TO

冷

冻离心机$德国
QAD?@

公司%&超纯水系统$德国
+12

#
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公司%&

)Q

#

#!^

生物组织自动脱水机$孝

感市宏业医用仪器有限公司%&

>&%:"

包埋机$北京美

康仪器设备有限公司%&

M)

#

%%"

生物组织摊片拷片机

$湖北博太电子科技有限公司%*

9

"动物模型的制备"取
#"

只大鼠作为正常组"

另外
9"

只建模"采用盐酸多柔比星隔日腹腔注射的方

法构建
&;H

大鼠模型(

=

)

"注射剂量依次递增"

7

次注射

累积剂量
!" ?DGOD

* 注射结束后正常饲养
%

周"每日

密切观察大鼠的行为体征"以心功能指标'左心室肌
;>

染色结果结合大鼠行为体征改变"作为模型构建成功的

判定标准(

=

"

#"

)

* 从正常组和建模组中各随机抽取
%

只

用于模型鉴定&建模过程中"建模组大鼠死亡
=

只*

8

"动物分组及干预方法"将造模成功的
!7

只大

鼠随机分为艾灸组'西药组'灸药$艾灸
W

西药%组和模

型组"每组
$

只* 艾灸组#取小艾条温和灸大鼠双侧肺

俞穴'心俞穴$+实验针灸学,

(

##

)大鼠标准穴位图谱%"

每日
#

次"每穴
#8 ?AC

&西药组#用生理盐水配制的卡

托普利混悬液$

8 ?DG?P

%"

!8 ?PGOD

灌服"每日
#

次&

灸药组采用温和灸和卡托普利灌服共同干预&模型组和

正常组均正常饲养"不进行任何干预&各组均持续
%

周*

:

"观察指标及检测方法

:

!

#

"心功能指标"干预结束后"将大鼠麻醉后

仰卧位固定"心电极头插入大鼠四肢皮下检测心率

$

J1@2. 2@.1

"

;M

%"待
;M

稳定后记录* 大鼠颈部备

皮"沿颈部正中线剪开延伸至胸部"分离气管"气管正

中剪一倒-

)

.字口"行气管插管&接小动物呼吸机"频

率
$"

次
G?AC

"潮气量
"

!

7

&

"

!

= ?P

&开胸暴露心脏"

在升主动脉根部安置内径
! ??

电磁血流量计探头"

测量心输出量$

-@2SA@- /L.TL.

"

&,

%&用直径
# ??

含肝素$

% DGP

%的心导管"经压力转换器接
#:

导生理记

录仪后"迅速将导管插入左心室并固定"同时观察示波

器"记录左心室收缩压 $

41K. _1C.2A-L4@2 X`X./4A-

T21XXL21

"

P3QR

%'左心室舒张末压$

41K. _1C.2A-L4@2

1CS

#

SA@X./4A- T21XXL21

"

P3><R

%"左室内压最大上升

或下降速率 $

?@UA?@4 2@.1 /K .J1 S1-21@X1G AC

#

-21@X1 /K 41K. _1C.2A-L4@2 T21XXL21

" $

STGS.?@U

%*

:

!

!

"左心室肌病理分析将"记录完心功能指标

的大鼠转移至冰浴的鼠台上"仰卧位重新固定"足量麻

药处死* 于大鼠右心耳处剪一小口"

9

(预冷的生理

盐水灌注"冲洗至无血性液体后取出心脏"清洁滤纸吸

干水分"切取左心室肌"保存于液氮中* 余下组织在

#"b

多聚甲醛溶液中固定
%" ?AC

后"常规洗涤'脱

水'透明'透蜡'包埋'切片$厚度
8 #?

%'展片'脱蜡'

;>

染色'封片制备成病理标本"在光学显微镜下采集

图像"并进行形态学分析*

:

!

%

"

R&M

法检测心肌组织
)6H

#

!?M6N

表达

按总
M6N

抽提试剂盒说明书提取总
M6N

&取
! #P

M6N

溶液作为模板"总反应体积为
88 #P

"具体步骤按

逆转录试剂盒说明书进行逆转录&

R&M

反应总体积为

8" #P

"

=8

(

% ?AC

预变性'

=7

(

#" X

变性'

87

(

#8 X

退火'

!

(

%" X

延伸为一个循环"共循环
%"

次"末

次循环后
$!

(再延伸
# ?AC

&

$

#

@-.AC

的反应条件"与

目的扩增产物的反应条件相同* 反应结束后"

#b

琼脂

糖凝胶电泳分离
R&M

产物"拍照"电子凝胶成像仪上检

测灰度值* 结果以
)6H

#

!

与同组
$

#

@-.AC

电泳带光密

度的比值"作为该组标本基因表达的相对数值*

:

!

9

"

>+QN

法检测心肌组织
6H

#

"I

核蛋白表

达水平"按照
6>

#

R>M

核蛋白提取试剂盒的方法抽

提取大鼠左心室肌中的蛋白&将核蛋白转移到离心管

中"置于液氮中保存&在离心管中进行
<6N

探针和蛋

白的结合反应"反应体系为
! #P IACSACD ILKK12

"

# #P 8"b

甘油"

# #P #"" ??/4GP

的
+D&4

!

"

# #P

R/4`

$

S(

!

S&

%"

# #P #b

的
6R

#

9"

"

#" #P

的核蛋白

和
9" K?/4

标记探针或
#""

倍的非标记竞争探针* 化

学发光成像系统下曝光
#" X c# ?AC

"收集发光信号"

并保存图片*

$

"统计学方法"数据采用
QRQQ !#

!

"

软件进

行处理"计量资料先进行正态性检验"用
U

$

X

表示"组

间比较采用单因素方差分析"组间两两比较采用
.

检

验"

R V"

!

"8

为差异有统计学意义*

结""果

#

"动物死亡情况"除从正常组和建模组各抽取

%

只大鼠处死用于模型鉴定外"建模期间"建模大鼠死

亡
=

只"且死亡大鼠表现为严重腹泻'水肿'四肢皮下

出血点'口鼻褐色分泌物"解剖发现心脏肥大变形'大

量腹腔及胸腔血性积液等"可能与阿霉素心脏毒性作

用及动物耐药性存在差异有关*

!

"模型鉴定$表
#

"图
#

%"建模期间"与正常大

鼠比较"建模大鼠均出现不同程度的精神萎靡'毛发脱

落'反应迟钝'呼吸困难'进食饮水减少'二便异常'体

重减轻等
&;H

表现&心功能指标显示"与正常大鼠比

较"建模大鼠心功能指标
;M

'

&,

'

P3QR

'

P3><R

' $

STGS.?@U

均出现明显改变$

R V"

!

"#

%"符合
&;H

心

功能诊断标准&

;>

染色结果显示"与正常组大鼠相

比"建模大鼠心肌细胞排列紊乱'胞浆空泡化形成"心

肌纤维局限性断裂'溶解等改变"符合
&;H

的心肌形

态学表现*
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期
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#"
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表
#

$正常大鼠与建模大鼠心功能指标比较$$

U

$

X

%

组别
C ;M

$次
G?AC

%

&,

$

?PG?AC

%

P3QR

$

OR@

%

P3><R

$

OR@

%

W STGS.?@U

$

OR@GX

% %

STGS.?@U

$

OR@GX

%

正常
% %%!

)

$9

$

!9

)

9# %9

)

8#

$

!

)

=! !8

)

!9

$

!

)

98 "

)

:9

$

"

)

#: 89$

)

7$

$

9#

)

#! %9#

)

98

$

%#

)

7=

建模
%

9$7

)

9$

$

9%

)

!7

"

!#

)

:=

$

%

)

"#

"

#:

)

%8

$

%

)

#!

"

#

)

8"

$

"

)

9!

"

%7%

)

!9

$

%!

)

#8

"

#="

)

!!

$

#7

)

!9

"

""注#与正常组比较"

"

R V"

!

"#

表
!

$各组心功能指标比较$$

U

$

X

%

组别
C ;M

$次
G?AC

%

&,

$

?PG?AC

%

P3QR

$

OR@

%

P3><R

$

OR@

%

W STGS.?@U

$

OR@GX

% %

STGS.?@U

$

OR@GX

%

正常
$ %!!

)

%9

$

!9

)

9# %:

)

#!

$

%

)

%# !9

)

#$

$

%

)

"# "

)

87

$

"

)

"$ 8%$

)

%$

$

9:

)

#8 %%#

)

9!

$

%:

)

!$

模型
$

9:7

)

!9

$

9%

)

!7

"

!"

)

%8

$

!

)

!8

"

#%

)

%#

$

!

)

"!

"

#

)

:!

$

#

)

"!

"

%8%

)

!9

$

!7

)

"=

"

#$:

)

9%

$

!#

)

!%

"

艾灸
$

9#"

)

88

$

!9

)

#!

!#

!7

)

9#

$

%

)

"!

!#

#7

)

:%

$

!

)

9%

!#

#

)

"8

$

"

)

":

!#

9:$

)

8!

$

!=

)

8

!#

!8"

)

#%

$

!"

)

#8

!#

西药
$

9""

)

#%

$

!%

)

%9

!#

!:

)

$7

$

!

)

"!

!#

#$

)

:=

$

#

)

#8

!#

#

)

"=

$

"

)

"7

!#

987

)

9%

$

!7

)

$!

!#

!8:

)

=:

$

!8

)

9!

!#

灸药
$

%:"

)

#%

$

!"

)

#9

!

%!

)

%9

$

#

)

$7

!

!#

)

8:

$

#

)

%=

!

"

)

7$

$

"

)

"8

!

9=7

)

9%

$

%7

)

$:

!

!=7

)

%9

$

!#

)

8:

!

""注#与正常组比较"

"

R V"

!

"#

&与模型组比较"

!

R V"

!

"#

&与灸药组比较"

#

R V"

!

"8

""注#

N

为正常组&

I

为建模组&

$

为胞浆空泡化&

%

为纤维溶解

图
#

$大鼠心室肌病理图$$

;>

" *

9""

%

%

"各组心功能指标比较$表
!

%"与正常组比较"

模型组大鼠
;M

'

P3><R

升高"

&,

'

P3QR

和 $

STGS.

#

?@U

降低$均
R V"

!

"#

%&与模型组比较"艾灸组'西药

组和灸药组大鼠
&,

'

P3QR

' $

STGS.?@U

升高"

;M

'

P3><R

明显降低$均
R V"

!

"#

%&与艾灸组和西药组

比较"灸药组
;M

'

P3><R

降低"

&,

'

P3QR

' $

STGS.

#

?@U

升高更明显$均
R V"

!

"8

%*

9

"各组心肌组织
)6H

#

!?M6N

和
6H

#

"I

相对

表达水平比较$表
%

"图
!

'

%

%"与正常组比较"模型组

大鼠心肌组织核
)6H

#

!?M6N

表达及
6H

#

"I

蛋白

的
<6N

结合活性明显增加$

R V "

!

"#

%&与模型组比

较"

%

个干预组
)6H

#

!?M6N

表达及
6H

#

"I

蛋白的

<6N

结合活性降低$

R V"

!

"#

%&灸药组较艾灸组和西

表
%

$各组心肌组织
)6H

#

!?M6N

和

6H

#

"I

表达水平"$

U

$

X

%

组别
C )6H

#

!?M6N 6H

#

"I

正常
$ "

)

===

$

"

)

!8: #

)

"%:

$

"

)

#":

模型
$

8

)

%8:

$

"

)

7!9

"

9

)

$=:

$

"

)

%7$

"

灸药
$

!

)

"!9

$

"

)

!9:

!

!

)

$""

$

"

)

%9!

!

西药
$

!

)

:=8

$

"

)

$7!

!#

!

)

#9$

$

"

)

#%=

!

艾灸
$

!

)

$9%

$

"

)

=89

!#

!

)

"%$

$

"

)

!8!

!

""注#与正常组比较"

"

R V "

!

"#

&与模型组比较"

!

R V "

!

"#

&与灸药

组比较"

#

R V"

!

"8

""注#

N

为正常组&

I

为灸药组&

&

为西药组&

<

为艾灸组&

>

为

模型组

图
!

$各组大鼠心肌组织
)6H

#

!?M6N

表达

""注#

N

为正常组&

I

为灸药组&

&

为西药组&

<

为艾灸组&

>

为模型组&泳道
#

为标记的探针
#

&泳道
!

为标记的探针
# W

核蛋白&泳道
%

为标记的探针
# W

核蛋白
W#""

倍未标记的探

针
#

&泳道
9

为标记的探针
# W

核蛋白
W#""

倍未标记的探针
!

图
%

$各组心肌组织
6H

#

"I

核蛋白的
<6N

结合活性

药组
)6H

#

!?M6N

表达降低更明显$

R V"

!

"8

%*

讨""论

&;H

的病变机制较为复杂"近年来"免疫炎症学
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"
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"
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!

#"

说正被引入心衰发病和心室重构机制"有研究表明"神

经内分泌反应激活的免疫和炎症介质在心衰的发生及

进展过程中起着重要的作用(

#!

"

#%

)

* 在
&;H

状态下"

多种免疫细胞参与病理性免疫应答"激活炎症系统"神

经内分泌紊乱导致心肌细胞凋亡'心室重构"从而加重

心衰进程(

#9

"

#8

)

*

卡托普利作为血管紧张素转化酶抑制剂"主要作

用于肾素/血管紧张素/醛固酮系统"可减轻心脏前

后负荷"改善
&;H

的心室重构"从而降低心衰的患病

率及病死率"是公认的临床治疗心衰的首选药物之

一(

#

"

9

"

#:

)

"但因其低血压'高血钾症和急性肾衰等不良

反应"临床运用往往受限* 作为中医学重要治疗手段

之一的艾灸疗法"具有温通经络'活血逐痹'补气回阳'

消瘀散结功效和容易操作'作用显著'不良反应少等优

势"在多种疾病的防治中都有显著效果(

#$

%

#=

)

* 有研

究表明"艾灸对免疫系统(

!"

"

!#

)和心血管系统(

!!

)等均

具有良好的调整作用"在多种免疫性疾病中"艾灸能抑

制炎症细胞因子的基因表达"降低免疫细胞对炎症的

应答(

!%

"

!9

)

"从而减轻炎症损伤* 背俞穴分布在足太阳

膀胱经距离脊柱
#

!

8

寸的循行线上"与五脏六腑有特

殊联系"有研究表明"针刺心俞和肺俞穴能影响血流动

力学参数和肺通气量"从而改善心肺功能(

!8

"

!:

)

"在前

期研究基础上"该实验也进一步证明艾灸肺俞'心俞

穴"能通过调节炎症基因的表达抑制免疫炎症反应"从

而改善
&;H

大鼠的心功能*

)/44

样受体$

./44 4AO1 21-1T./2

"

)PM

%信号通路

表达增高与压力负荷增加致心肌肥厚'心肌损伤和心

衰等关系密切(

!$

)

"

6H

#

"I

是
)PM

信号通路中重要的

下游靶点"具有基因转录多向调控作用"可调节多种细

胞因子表达"与免疫炎症反应关系密切"在
)PM

信号

通路表达中发挥重要作用(

!7

"

!=

)

* 当
)PM

信号通路表

达增高时"

6H

#

"I

游离并移位到细胞核中"结合到靶

向的
<6N

"促使多种炎症基因转录"是与心衰发生发

展密切相关的免疫信号传导通路中的重要标记物*

)6H

#

!

作为一种与多种免疫炎症疾病相关的细胞因

子"可通过促进细胞增生等方式参与组织损伤与修复"

而
)6H

#

!

的过表达可激活
6H

#

"I

"导致细胞周期调节

紊乱"对疾病的进展和预后产生不良后果(

%"

%

%!

)

"该实

验也进一步证实在
&;H

过程中"

)6H

#

!?M6N

的高

表达与
6H

#

"I

的活性一致"可能共同加剧
&;H

大鼠

心功能的恶化*

该实验在前期研究成果基础上(

:

%

7

"

%%

)

"进一步证

实温和灸双侧肺俞'心俞穴"可降低
&;H

大鼠的
;M

和
P3><R

"提高心输出量'

P3QR

和左室内压最大变

化速率"且艾灸结合西药在改善心功能指标方面效果

优于单纯运用艾灸或西药&艾灸肺俞'心俞穴结合西药

治疗"能降低心肌组织
)6H

#

!?M6N

表达量"抑制

6H

#

"I

核蛋白与
<6N

结合的活性"减轻炎症反应"发

挥改善
&;H

大鼠心功能的效应* 但该研究在实验过

程中未进一步设置对照验证艾灸治疗
&;H

的效果主

要与艾灸的温热效应有关还是和穴位相关"以及尚未

完全清楚诱导
6H

#

"I

活性的变化后"其具体调控的炎

症基因和信号通路* 因此"仍需在以后的研究中进一

步明确其具体的生物效应"从多方位研究艾灸防治

&;H

的可能机制"以便进一步丰富艾灸理论并早日为

临床
&;H

的防治提供可靠的实验依据*
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