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!基础研究!

针刺联合亚低温对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织相关

89B3C

功能表达的影响

陈楚淘$陈$文$林亚平$杨茜芸$刘$琴$肖$$田浩梅

摘要$目的$观察针刺联合亚低温疗法对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织
89B3C

功能表达的影响" 方

法$将
?"

只
D=

大鼠随机分为空白组#假手术组#模型组#针刺组#亚低温组#针刺联合亚低温组$联合组%&

每组
#"

只" 采用
E6- F0GH-

线拴法复制改良大脑中动脉缺血模型&造模成功后
& I

进行干预" 假手术组#

模型组只捆绑'针刺组针刺人中#百会#大椎穴&每次留针
&" 89G

&

#! I@

次&共治疗
5

次'亚低温组置于冰盒

内&肛温$

&&

%

#

%&#鼓膜温度 $

&#

%

#

%&保持
5! I

'联合组接受针刺及亚低温治疗
5! I

" 治疗前后进行大

鼠神经功能缺损评分&测量治疗后大脑梗死面积比&采用基因微阵列技术筛选差异表达
89B3C

" 结果$与

空白组及假手术组比较&模型组大鼠神经功能缺损评分及脑梗死面积比增加$

J K"

!

"%

%'与模型组比较&针

刺组#亚低温组#联合组经功能缺损评分及脑梗死面积比降低$

J K"

!

"%

&

J K"

!

"#

%&但三组之间比较&差异

无统计学意义$

J L"

!

"%

%" 与模型组比较&空白组#假手术组#针刺组#亚低温组和联合组差异
89B3C

表达

数量分别为
4

#

%

#

#?

#

5

#

!&

个& 且差异表达
89B3C

功能不同" 结论$针刺联合亚低温疗法可改善缺血再灌

注损伤大鼠神经功能缺损&减少脑梗死面积&作用机制可能与调节
89B3CM

表达有关"

关键词$针刺' 亚低温' 脑缺血再灌注损伤'

89B3C
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OI6R-Q. 0G NPG<O90G-1 6XQR6MM90G 0N 89B3C 9G <6R6SR-1 9M<I689- R6Q6RNPM90G 9GAPR.
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#" 9G 6-<I HR0PQ2 W0<-1 <6R6SR-1 9M<I689-
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"

OI6 9GO6R_6G

#
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-GT OI6

O.8Q-G9< O68Q6R-OPR6 -O

$
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Q6RM9MO9GH N0R 5! I0PRM

&

R-OM 9G OI6 <08S9G6T HR0PQ U6R6 OR6-O6T U9OI

-<PQPG<OPR6 -GT 891T I.Q0OI6R89- OR6-O86GO N0R 5! I0PRM 2 *I6 G6PR010H9<-1 NPG<O90G T6N9<9O M<0R6 U-M
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-GT Q0MO
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HR0PQ -GT MI-8 HR0PQ

"

OI6 G6PR010H9<-1 NPG<O90G T6N9<9O M<0R6 -GT 9GN-R<O -R6- 9G OI6 80T61 HR0PQ U6R6

M9HG9N9<-GO1. 9G<R6-M6T

$
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&
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%&

<08Q-R6T U9OI OI6 80T61 HR0PQ

"

OI6 G6PR010H9<-1 NPG<O90G T6N9<9O M<0R6

-GT 9GN-R<O -R6- 0N OI6 -<PQPG<OPR6 HR0PQ
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SPO OI6 T9NN6R6G<6M -80GH OI6 OIR66 HR0PQM U-M G0O MO-O9MO9<-11. M9HG9N9

#
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OI6 MI-8 0Q6R-O90G HR0PQ

"

OI6 -<PQPG<OPR6 HR0PQ

"
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"

%

"

#?

"

5

"

!& R6MQ6<O9_61.
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-GT OI6 NPG<O90GM 0N T9NN6R6GO9-11. 6XQR6MM6T 89B3C U6R6 T9NN6R6GO2 '0G

#

<1PM90GM
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"
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#

O90G 0N 89B3CM 6XQR6MM90G2
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&
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&
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89B3C

$$脑卒中是危害人类身心健康的主要疾病之一' 国

外研究显示人均卒中风险约为
$e

'

#"e

(

#

)

"其中缺血

性脑卒中为
?"e

'

5"e

(

!

)

"且有高发病率*高致残率和

高死亡率的特点' 缺血性脑卒中存在+缺血再灌注损伤

$

<6R6SR-1 9M<I689- R6Q6RNPM90G 9GAPR.

"

')B)

%,机

制(

&

)

"研究显示"在脑缺血再灌注后"

89B3C

发生了变

化(

4

"

%

)

"而且各个
89B3CM

相关性不同(

?

)

' 针刺及亚

低温疗法治疗脑
')B)

疗效确切(

5

"

$

)

"以往大多单独应

用"本研究观察针刺联合亚低温治疗脑
')B)

大鼠脑组

织
89B3C

的表达谱变化"为临床治疗提供新的思路'

材料与方法

#

$动物$

&

月龄健康雄性
D=

大鼠
?"

只"清洁

级"体重$

!?%

%

#%

%

H

"由湖南中医药大学实验动物中

心提供"动物许可证号#

D'^`

$湘%

!"#&

"

"""4

' 实

验通过湖南中医药大学伦理审批'

!

$试剂与仪器$

89B3C

芯片$杭州联川生物有

限技术公司%&

#"e

水合氯醛$天津市科密欧化学试剂

有限公司%*磷酸盐缓冲液$

JYD

"

+Y#""#

"长沙维尔

生物科技有限公司%*

#

!

%e !

"

&

"

%

#苯氯化四氮唑

$

**'

%溶液$

'

#f

V

#%

"长沙维尔生物科技有限公司%*

4e

多聚甲醛$

+Y"4"#

"长沙维尔生物科技有限公

司%'

CRR-.

#

JR0

图像分析软件 $

,6T9- '.S6RG6O

#

9<M

"

C86R9<-

%&激光扫描仪 $

[6G6J9X 4"""Y ,0

#

16<P1-R =6_9<6

"

C86R9<-

%&

DI-GT0G&!%

型石蜡切

片机$英国
DI-GT0G

公司%&

,)CD

医学图象分析系统

$北京北航公司%&

F7)'C =, FY

!

型双目显微镜$德

国
F7)'C

公司%&双极电凝器$上海医用激光仪器%&

VVD

#

!

电子恒温不锈钢水浴锅$上海南阳仪器有限公

司%&数位温度表$

*7D #&#" *ZJ7

#

`

"台湾泰仕电子

工业股份有限公司%&大鼠肛温温度计$

(3*

"北京冀

诺泰科技发展有限公司%&微循环泵$

CO-<O9< *6<I

#

G010H96M

"美国%'

&

$分组及造模$

?"

只大鼠按随机数字表法分为

空白组*假手术组*模型组*针刺组*亚低温组*针刺联

合亚低温组$简称联合组%"每组
#"

只' 空白组不予

造模' 模型制备参照
E6- F0GH-

线拴法(

f

)复制大脑

中动脉缺血模型并加以改良"以
#"e

水合氯醛

"

!

& 8F@cH

腹腔麻醉"颈正中切口"暴露颈总动脉

$

''C

%*颈外动脉$

7'C

%及颈内动脉$

)'C

%"结扎

7'C

后电凝"动脉夹夹闭
''C

与
)'C

"在颈外剪一斜

形小口"将
"

!

!$ 88

单丝尼龙鱼线头端
% 88

用石

蜡包被"并于
#$ 88

长度处标记"从切口处插入"栓

线长度自
''C

分叉处约
#$

'

!" 88

$根据动物体重

而定%"栓塞右侧大脑中动脉"局部喷洒青霉素注射液防

止感染"然后缝合皮肤"栓线尾端部分固定于皮肤上'

缺血
! I

后抽出栓线"形成再灌注模型' 各组大鼠于缺

血再灌注
! I

神经功能缺损评分(

f

)

#

"

分"无神经功能

损伤症状&

#

分"提尾时栓塞动脉对侧前肢不能伸直&

!

分"行走时向栓塞动脉对侧旋转&

&

分"行走时向栓塞动

脉对侧倾倒&

4

分"不能自发行走"意识丧失' 剔除评分

为
"

分和
4

分的大鼠"评分
#

'

&

分者为造模成功' 最

终模型组*针刺组*亚低温组*联合组全部大鼠造模成

功' 假手术组仅插入尼龙鱼线约
#" 88

"不栓塞'

4

$干预方法$空白组不做处理"其余各组造模后

& I

待大鼠呼吸*心跳等生命体征稳定后进行干预'

假手术组*模型组只捆绑不针刺' 针刺组针刺相应穴

位后捻转
# 89G

"

#% 89G

后捻转
#

次"留针
&" 89G

"

#! I@

次"共治疗
5

次"取穴标准参照-实验针灸学.

(

#"

)

及华兴邦制定的大鼠穴位图谱(

##

)

"并模拟人体腧穴骨

度分寸法量取#人中#唇裂鼻尖下
# 88

正中处"直刺

#

'

! 88

&百会#顶骨正中"平刺
! 88

&大椎#第
5

颈

椎与第
#

胸椎间"背部正中"直刺
& 88

' 亚低温组置

于冰盒内"

&" 89G

肛温降至$

&&

%

#

%&并保持"鼓膜
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%

温度降至$

&#

%

#

%&并保持"监测肛温与鼓膜温度

# I@

次"维持亚低温
5! I

' 联合组在针刺组基础上加

用亚低温治疗
5! I

'

%

$观察指标及方法

%

!

#

$神经功能缺损评分$参照文献(

f

)"各组大

鼠于治疗前*后进行神经功能缺损评分'

%

!

!

$梗死面积比测量$治疗后"每组随机抽取

%

只大鼠"经
#"e

水合氯醛腹腔注射麻醉"迅速断头

取脑"用冰生理盐水冲洗后"迅速放入 "

!"

&冰箱内

冷冻
#% 89G

' 去除嗅球*小脑和低位脑干"大脑冠状

切四刀"切成五片"第一刀在脑前极与视交叉连线中点

处&第二刀在视交叉部位&第三刀在漏斗柄部位&第四

刀在漏斗柄与后叶尾极之间' 然后迅速将切片置于

#

!

%e**'

溶液$

&5

&%中避光孵育
#%

'

&" 89G

"每

隔
% 89G

翻动
#

次'

**'

染色后"将其置于
#"e

甲醛

中固定"观察各组梗死面积比'

%

!

&

$

89B3C

表达谱的检测$治疗
5! I

后"每

组随机抽取
&

只大鼠断头取脑"于冰上迅速分离缺血

侧大脑海马"置于冻存管内"于液氮中保存"基因相关

检测微阵列实验由
F' D<96G<6M

公司进行' 微阵列

实验使用
4

'

$ !H

总
B3C

样品' 使用
J01.

$

C

%聚合

酶在总
B3C &

(端加上
J01.

$

C

%尾巴"再将一个寡聚

核苷酸标记与这个
J01.

$

C

%尾巴连接$

19H-O90G

%用于

后续的荧光标记' 杂交反应利用微循环泵的循环作用

在
!J-R-N10

微流体芯片上过夜进行(

#!

"

#&

)

' 在微流体

芯片上"每条检测探针都是由一个化学修饰核苷酸编

码段(与目标
89B3C

互补$来源于
89BY-M6

"

IOOQ

#

@@

UUU289RS-M620RH@

%或是与其他
B3C

$质控或是客户

定制序列%互补)和一个由聚乙二醇组成的间隔段$扩

大编码段与基质的间距%组成' 检测探针均使用
J[B

化学法进行原位合成' 杂交解链温度是通过化学修饰

检测探针进行平衡' 杂交使用含有
!%e

甲酰胺的

#"" !F ?

)

DDJ7

缓冲液 (

"

!

f" 801@F

氯化钠

$

3-'1

%"

?" 8801@F

磷酸氢二钠 $

3-

!

VJ>

4

%"

? 8801@F

乙二胺四乙酸$

7=*C

%"

QV ?

!

$

)"杂交温

度为
&4

&'

B3C

与探针杂交后"与标记特异结合的

'.&

染料在微流体芯片上循环流动进行染色' 利用

激光扫描仪采集杂交图像并使用
CRR-.

#

JR0

图像分

析软件进行图像数字化转换' 数据分析首先是减除背

景值"然后使用
F>+7DD

过滤(

#4

)

$局部加权回归%进

行信号归一化"后进行靶基因预测"下游基因
[>

和

J-OIU-.

的富集' 每组选择三个样本"利用随机方差

模型计算每个
89B3C

的显著性水平$

J

值%"按照

J K"

!

"%

进行筛选"获得差异
89B3C

'

?

$统计学方法$采用
DJDD #5

!

"

软件进行统

计分析"计量资料以
X

%

M

表示"行正态性*方差齐性检

验"正态分布*方差齐时采用单因素方差分析"

FD=

法

进行两两比较"方差不齐采用
*-8I-G6*!

法"非正态

分布采用非参数检验"

J K "

!

"%

为差异有统计学

意义'

结$$果

#

$各组治疗前后大鼠神经功能缺损评分比较

$表
#

%$与空白组及假手术组比较"治疗前及治疗后模

型组神经功能缺损评分升高$

J K"

!

"%

%' 与本组治疗

前比较"治疗后针刺组*亚低温组及联合组神经功能缺

损评分降低$

J K"

!

"%

%"但各治疗组之间比较"差异无

统计学意义$

J L"

!

"%

%' 与模型组比较"针刺组*亚低

温组*联合组治疗后神经功能缺损评分降低$

J K"

!

"%

"

J K"

!

"#

%'

表
#

$各组治疗前后大鼠神经功能缺损评分比较$$分"

X

%

M

%

组别
G

神经功能缺损评分

治疗前 治疗后

空白
#"

"

*

""

%

"

*

""

g

"

*

""

%

"

*

""

g

假手术
#"

"

*

""

%

"

*

""

g

"

*

""

%

"

*

""

g

模型
#" #

*

%"

%

"

*

%& #

*

%"

%

"

*

%&

针刺
#" #

*

4"

%

"

*

%&

"

*

$"

%

"

*

4!

g !

亚低温
#" #

*

%"

%

"

*

%4

"

*

$"

%

"

*

4!

g !

联合
#" #

*

&"

%

"

*

4$

"

*

4"

%

"

*

%!

g g !

$$注#与模型组同期比较"

"

J K"

!

"%

"

""

J K"

!

"#

&与本组治疗前比

较"

!

J K"

!

"%

!

$治疗后大鼠脑梗死面积比比较$空白组*假手

术组*模型组*针刺组*亚低温组及联合组梗死面积比

分别 为 $

"

!

""

%

"

!

""

%

e

* $

"

!

""

%

"

!

""

%

e

*

$

&&

!

4&

%

%

!

?4

%

e

*$

#$

!

&f

%

#"

!

$?

%

e

* $

!!

!

5"

%

4

!

f#

%

e

以及$

f

!

5$

%

$

!

"$

%

e

' 与空白组及假手术

组比较"模型组梗死面积比均明显增加$

J K"

!

"#

%&与

模型组比较"针刺组*亚低温组及联合组梗死面积比减

少$

J K"

!

"%

"

J K"

!

"#

%&与亚低温组比较"联合组梗

死面积比减少$

J K"

!

"%

%&余各组之间比较"差异无统

计学意义$

J L"

!

"%

%'

&

$治疗后大鼠缺血侧海马组织差异
89B3C

表达

情况$图
#

"表
!

%$与模型组比较"空白组*假手术组*针

刺组*亚低温组及联合组差异
89B3C

表达数量分别为

4

*

%

*

#?

*

5

*

!&

个"且差异表达
89B3C

功能不同'

讨$$论

针刺是治疗
')B)

的有效手段之一"其对缺血性中

风的保护*修复作用以及内在的调节机制一直是研究
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图
#

$差异
89B3C

聚类分析图

表
!

$各组与模型组间差异
89B3C

表达功能情况$$个%

组别
G

89B3C

功能

细胞增

殖调节

基因表

达调控

细胞凋

亡调控

神经元

分化调控

轴突延

伸调控

炎性因

子调控

空白
4 ! " & " " "

假手术
% & # & # # "

针刺
#? #! % ## & & ?

亚低温
5 & ! & & # !

联合
!& #! ## #& $ 5 #!

的重点并具有重要的临床意义' 目前循证医学己将针

刺列为治疗缺血性脑卒中的方法之一(

#%

)

' 其作用机

理主要体现在以下方面(

#?

"

#5

)

#改善缺血脑组织能量代

谢&使缺血脑组织血流加快及血管扩张&减少细胞聚集

及炎症介质"减轻水肿&抑制钙超载"纠正电解质紊乱&

减少自由基*

3>

等神经递质产生"降低受体活性&激

活或抑制某些细胞信号转导通路&减少凋亡及凋亡相

关因子的产生等'

研究认为"亚低温治疗
')B)

具有较好的疗效(

#$

)

'

亚低温可以在多方面保护
')B)

中的神经细胞"具体机

制包括(

#f

"

!"

)

#降低脑组织耗氧量"减少脑组织乳酸堆

积&抑制自由基的生成&减少细胞内钙超载"阻断钙对

神经元的毒性作用&保护血脑屏障"减轻脑水肿&减少

脑细胞结构蛋白破坏"促进脑细胞结构和功能修复&抑

制兴奋性氨基酸的合成与释放&抑制脑缺血再灌注后

的炎症反应&抑制神经元凋亡的发生&此外"抑制高糖

血症"减轻继发性脑损伤*减轻弥漫性轴索损伤*防止

缺血诱使的
[#PB! 8B3C

的表达"从而延长缺血后

救援海马趾
'C#

神经元的时程*影响早期基因表达等

也可能是其机制之一'

89B3CM

是一类非编码小
B3C

"

89B3CM

能结

合到靶基因
8B3C

的
&

(非翻译区诱导转录退化和

$或%抑制翻译'

89B3C

在
')B)

过程中发挥着重要

的作用'

')B)

后
89B3C

的表达随
')B)

程度*时间及

细胞$如神经元*胶质细胞等%的不同而有不同的

表达(

!#

"

!!

)

'

本研究发现"造模成功后大鼠神经功能缺损评分

及梗死面积比明显增加"而针刺*亚低温以及针刺联合

亚低温疗法均能改善
')B)

大鼠神经功能缺损*降低脑

梗死面积' 治疗后各组大鼠
89B3C

差异表达数目各

异"提示造模后"部分差异表达
89B3C

参与脑缺血再

灌注的过程"而各种干预措施亦能激活多种
89B3C

的表达"其中以联合组最为突出"联合组的差异基因数

恰好是单处理方式数量的总和"但与单处理方式重叠

的基因数只有
%

个"可见联合组并不是针刺和亚低温

疗法简单的相加' 且差异表达的
89B3C

功能主要集

中为细胞增殖*细胞凋亡功能的改变' 与模型组比较"

针刺*亚低温以及联合组差异
89B3C

功能涉及细胞

增殖调节*细胞凋亡调控*基因表达调控*神经元分化

调控*轴突延伸调控*炎性因子调控多个方面"且不同

组差异
89B3C

数量不同"以联合组差异
89B3C

数

最多"有一定的优势' 可见针刺*亚低温*针刺联合亚

低温疗法均能改善
')B)

大鼠神经功能缺损*降低脑梗

死面积' 与亚低温组比较"联合组梗死面积比明显减

少&神经功能评分三组虽无明显差异"但联合组有优于

针刺组及亚低温组的趋势' 可见联合组差异
89B3C

数目及抗损伤效应高于单独的针刺组或亚低温组"针

刺联合亚低温疗效有一定优势' 其对
')B)

的保护作

用可能是通过影响相应
89B3CM

来实现的' 本实验

只做了一个广泛的筛选"各
89B3C

具体功能*响应及

调控脑缺血损伤的具体方式*各
89B3C

的具体调控

靶蛋白及其涉及的精准调控机制*相互之间的关联等

还需进一步研究'

利益冲突# 无'
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