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电针足三里对脓毒症模型大鼠肠道
:J3.6AC

及

高迁移率族蛋白
K#

表达的影响
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摘要"目的"探讨脓毒症模型大鼠血清及肠组织
:J3.6AC

及高迁移率族蛋白
K#

!

JALJ 152A6A0M L35N/

/350.AC

"

O,:K#

#表达及电针足三里干预对其表达的影响$ 方法"采用随机数字表法将
$>

只
+AP0@3

雄性

大鼠分为假手术组!

-J@1

组#%盲肠结扎穿孔术组!

F.F@6 6AL@05C @CE /NCF0N3.

"

'QR

组#%

'QR

加电针足

三里组!

.6.F035@FN/@CF03N.

"

?S

组#及
'QR

加
:J3.6AC

受体阻断剂加电针组!

:O-TS

组#"每组
#!

只$

通过
'QR

术诱导制备严重腹腔感染致脓毒症模型$

-J@1

组沿腹正中线切口后立即缝合腹壁切口$

?S

组

于
'QR

术后
!" 1AC

行持续针刺双侧足三里
&" 1AC

!强度为
! 1S

"

!

%

#"" OU

#"

:O-TS

组于电针前静

脉注射
:J3.6AC

受体阻断剂 &

G

$
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"用量为
="" C156IVL

$注射

开始
!" 1AC

后行电针足三里治疗"操作同
?S

组$ 各组大鼠于
'QR

术后
#! J

取血标本"采用
?Q)-S

法测

定血清
O,:K#

及
:J3.6AC

含量"免疫组化法测定肠组织
:J3.6AC

免疫阳性细胞数目"蛋白质印迹法!

+.P0

$

.3C 2650

#检测肠组织
O,:K#

蛋白表达$ 结果"与
-J@1

组比较"

'QR

组血清
O,:K#

水平及肠组织

O,:K#

蛋白表达显著增加!

R W"

!

"<

#"

:J3.6AC

水平及其免疫阳性细胞表达率显著降低!

R W "

!

"<

#(与

'QR

组比较"

?S

组血清
O,:K#

水平及肠组织
O,:K#

蛋白表达显著降低!

R W"

!

"<

#"而
:J3.6AC

水平及

其免疫阳性细胞表达率显著增加!

R W "

!

"<

#(与
?S

组比较"

:O-TS

组血清
O,:K#

水平及肠组织

O,:K#

蛋白表达增加!

R W"

!

"<

#"但
:J3.6AC

水平比较"差异无统计学意义!

R X"

!
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-J@1

%

'QR

和
?S

组大鼠血清
O,:K#

与
:J3.6AC

水平呈负相关!
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#

"

!
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#$ 结论"电针足三里可抑制脓毒症

模型大鼠肠道
O,:K#

蛋白表达"促进
:J3.6AC

表达$

:J3.6AC

受体阻断剂能阻滞电针对
O,:K#

的抑制作

用"电针足三里的抗炎作用可能与
:J3.6AC

有关$

关键词"脓毒症( 电针(足三里(

:J3.6AC

(高迁移率族蛋白
K#
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$

A0AB. F.66P PALCAZAF@C06M ACF3.@P.E AC 0J. ?S L35N/

$

R W"

&

"<

%

7 '51/@3.E _A0J 0J. ?S L35N/

!

0J. CN12.3 5Z
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JA2A0 0J. .[/3.PPA5C 5Z O,:K# AC 0J. ^.^NCN1 5Z P./0AF 3@0P
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@CE /35150. 0J. .[/3.PPA5C 5Z :J3.6AC7 *J.

.[/3.PPA5C 5Z O,:K# _@P ACJA2A0.E 2M :J3.6AC 3.F./053 265FVACL @L.C0
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""脓毒症$

P./PAP

%可致肠道缺血)水肿)肠道黏膜

通透性增加!进而引起肠道细菌和毒素移位)肠源性脓

毒症甚至多器官功能障碍综合征 $

1N60A/6. 53L@C

EMPZNCF0A5C PMCE351.

!

,HG-

%的发生'

#

(

* 因此早

期有效地抑制促炎因子的产生!保护肠组织免受过度

炎症损害对于脓毒症和
,HG-

的防治具有重要意义*

近年来的研究显示!脑肠肽激素+

:J3.6AC

能改善脓

毒症的肠道黏膜屏障'

!

!

&

(

* 本课题组既往临床研究表

明!电针足三里能改善脓毒症患者的肠道通透性!使其

尽快地恢复肠道功能!早期实现目标喂养'

$

(

* 本研究

采用电针足三里方法对脓毒症模型大鼠进行干预!观

察血清及肠组织中高迁移率族蛋白
K#

$

JALJ 152A6A0M

L35N/ 25[#

!

O,:K#

%及
:J3.6AC

水平!探讨电针足

三里对脓毒症模型大鼠的作用机制*

材料与方法

#

"动物"清洁级
+AP0@3

大鼠!雄性!

#"

%

#!

周

龄!体重$

!%<

&

!!

%

L

!购自上海西普尔#必凯实验动

物有限公司!动物许可证号#

-'ca

$沪%

!"">

#

""#;

*

实验前适应性饲养
#

周!术前禁食
#! J

!禁饮
$ J

*

!

"主要试剂及仪器"

:J3.6AC

受体阻断剂 '

G

$

S3L

#

!

G

$

RJ.

<

!

G

$

*3/

=

!

%

!

Q.N

##

(

PN2P0@CF. R

$上海

爱必信生物科技有限公司%!

?Q)-S

试剂盒$上海西唐

生物有限公司%!微量注射泵$上海奥尔科特生物科技有

限公司%!电针仪$青岛鑫砷实业有限公司
:;>"<

#

!

%*

&

"分组及造模"采用随机数字表法将大鼠分为

假手术组$

-J@1

组%)盲肠结扎穿孔术组$

F.F@6 6AL@

$

05C @CE /NCF0N3.

!

'QR

组%)

'QR

加电针$

.6.F035@

$

FN/@CF0N3.

!

?S

%足三里组$

?S

组%及
'QR

加
:J

$

3.6AC

受体阻断剂加电针组$

:O-TS

组%!每组
#!

只*

参照文献'

<

(对盲肠结扎穿孔术进行适当改进!制备

严重腹腔感染致脓毒症模型* 采用
&d

戊巴比妥钠溶

液
"

!

#< 1QI#"" L

肌内注射麻醉大鼠后!实施无菌手

术!沿腹正中线切口!暴露盲肠并结扎根部 $避免结扎

回肠及盲肠根部血管%!用
#;

号针贯通穿刺盲肠
$

次

形成肠瘘!将盲肠还纳腹腔!逐层缝合腹壁切口&假手

术组沿腹正中线切口后立即缝合腹壁切口*

$

"电针干预"

?S

组于
'QR

术后
!" 1AC

进行

电针治疗* 取双侧足三里$膝关节后外侧)腓骨小头

下约
< 11

处%直刺
= 11

'

;

(

!针刺后接电针仪!持续

刺激
&" 1AC

!刺激强度
& 1S

! 频率
! e #"" OU

*

:O-TS

组于
'QR

术后!在尾静脉用微量注射泵注射

:J3.6AC

受体阻断剂 '

G

$

S3L

#

!

G

$

RJ.

<

!

G

$

*3/

=

!

%

!

Q.N

##

(

PN2P0@CF. R

!用量为
="" C156IVL

!

"

!

%d

氯

化钠溶液稀释至
# 1Q

!持续
# J

!注射开始
!" 1AC

后

电针足三里治疗!操作同
?S

组*

<

"标本收集"各组在
'QR

术后
#! J

留取血标

本!经离心分离血清!置 #

=;

'冰箱保存!备测

O,:K#

和
:J3.6AC

* 取血标本后立即麻醉处死大鼠!

取肠组织!每组有
;

只大鼠采用免疫组化法测定肠组
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织
:J3.6AC

水平!另外
;

只大鼠采用蛋白质印迹法

$

+.P0.3C 2650

%检测肠组织
O,:K#

蛋白表达*

;

"观察指标及检测方法

;

!

#

"血清
O,:K#

及
:J3.6AC

含量测定"采用

?Q)-S

法测定*

;

!

!

"免疫组织化学染色检测
:J3.6AC

水平"将

各组大鼠于
'QR

术后
#! J

处死后取上段空肠!多聚

甲醛固定
$> J

!石蜡包埋!组织切片置于涂有多聚赖

氨酸的载玻片上* 二甲苯脱蜡$

&" 1AC

(

!

%!梯度乙

醇脱水!间隔
#< 1AC

!

#

(

RK-

冲洗$

< 1AC

(

&

%!

&d

O

!

H

!

室温孵育
#" 1AC

!消除内源性过氧化物酶活性*

#

(

RK-

冲洗$

< 1AC

(

&

%* 再用
#"d

的胎牛血清封

闭
&" 1AC

* 加一抗$羊抗鼠!

#

)

#""

% 孵育!

$

'过夜*

#

(

RK-

冲洗$

< 1AC

(

&

%!加入
OTR

标记的二抗

$兔抗羊!

Q

#

!""

%!孵育
# J

!

#

(

RK-

冲洗$

< 1AC

(

&

%*

GSK

显色
#< 1AC

* 苏木精复染
#< P

* 梯度乙醇

脱水!间隔
#< 1AC

* 二甲苯透明$

&" 1AC

(

!

%* 中性

树脂封片* 显微镜下观察)拍照*

;

!

&

"

+.P0.3C 2650

法检测肠组织
O,:K#

蛋白

表达"取
!"" 1L

结肠组织!提取蛋白并定量!

#"d

十

二烷基硫酸钠#聚丙烯酰胺凝胶电泳$

-G-

$

RS:?

%!

蛋白上样量
;" "LI

孔!恒流
$" 1S

电泳!恒压
#"" 4

电转膜
! J

!将蛋白转印至
R4G]

膜*

#"d

脱脂牛奶

常温下封闭
# J

!

O,:K#

兔多克隆抗体$

#

)

$""

%孵育

! J

!

&=

'孵育
# J

!

$

'过夜* 再与
OTR

标记的羊

抗兔
)L:

二抗$

#

)

< """

%孵育
#

!

< J

* 采用
RA.3F.

公

司的
?'Q

试剂盒进行荧光显色反应* 暗室中曝光显

影!定影*

+.P0.3C 2650

条带光密度值采用
:.6

$

G5F

凝胶成像系统对
c

光片进行扫描!各组大鼠肠组织

O,:K#

含量均以同一张
8'

膜上
O,:K#

与
#

$

@F

$

0AC

含量的比值表示*

=

"统计学方法"应用
-R-- #=

!

"

统计学软件

处理数据!计量资料以
[

&

P

表示!多样本均数比较采

用单因素方差分析!相关性分析采用
R.@3P5C

检验!

R W"

!

"<

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组大鼠血清
O,:K#

及
:J3.6AC

水平比较

$表
#

%"

'QR

后
#! J

!与
-J@1

组比较!

'QR

组血清

中
O,:K#

水平显著升高!

:J3.6AC

水平显著下降

$

R W"

!

"<

%&与
'QR

组比较!

?S

组
O,:K#

水平降低!

而
:J3.6AC

水平升高$

R W "

!

"<

%&与
?S

组比较!

:O

$

-TS

组血清中
O,:K#

水平显著升高$

R W"

!

"<

%!但

两组
:J3.6AC

水平比较!差异无统计学意义$

R X"

!

"<

%*

!

"各组大鼠肠组织
:J3.6AC

免疫阳性细胞数目比

较 $表
#

!图
#

%"免疫组化结果表明!

'QR

后
#! J

!与

-J@1

组比较!模型组肠组织中
:J3.6AC

水平及阳性细胞

数明显减少$

R W"

!

"<

%&与
'QR

组比较!

?S

组肠组织

:J3.6AC

水平及阳性细胞明显增加$

R X"

!

"<

%*

""注#

S

为
-J@1

组&

K

为
'QR

组&

'

为
?S

组&

G

为
:O-TS

组&棕色颗粒为
:J3.6AC

表达

图
#

#各组大鼠肠组织
:J3.6AC

免疫组化染色"$ (

$""

%

&

"各组大鼠肠组织
O,:K#

蛋白表达水平比较

$表
#

!图
!

%"

-J@1

组大鼠肠组织中
O,:K#

蛋白呈低

表达* 与
-J@1

组比较!

'QR

组肠组织
O,:K#

蛋白表

达显著升高$

R W"

!

"<

%&电针干预后!与
'QR

组比较!

?S

组
O,:K#

蛋白表达显著降低$

R W"

!

"<

%&与
?S

组比

较!

:O-TS

组
O,:K#

蛋白表达有所升高!差异无统计

学意义$

R W"

!

"<

%*

表
#

#各组大鼠血清)肠组织
O,:K#

及
:J3.6AC

水平比较"$

[

&

P

%

组别

血清

O,:K#

$

CLI1Q

%

:J3.6AC

$

/LI1Q

%

肠组织

O,:K#

蛋白

表达量

:J3.6AC

免疫阳性

细胞表达率$
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%
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*
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""注#与
-J@1

组比较!

!

R W"

!

"<

&与
'QR

组比较!

"

R W"

!

"<

&与
?S

组比较!

#

R W"

!

"<

&括号内为动物数
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""注#

S

为
-J@1

组&

K

为
'QR

组&

'

为
?S

组&

G

为
:O

$

-TS

组

图
!

#各组大鼠肠组织
O,:K#

蛋白表达电泳图

$

"大鼠血清
:J3.6AC

与
O,:K#

水平的相关性

分析$图
&

%"合并
-J@1

)

'QR

和
?S

组数据后!进行

血清
:J3.6AC

和
O,:K#

两因素相关性分析!说明两

因素呈负相关 $

3 Y

#

"

!

;"!

!

R W "

!

"#

%!即血清中

O,:K#

水平随着
:J3.6AC

表达的增加而减少*

图
&

#大鼠血清
:J3.6AC

与
O,:K#

水平的

相关性分析

讨""论

严重感染引起的促炎因子大量产生和全身炎症反

应失控!是导致
,HG-

和死亡的重要原因* 在此过

程!肠道经受,

&

次打击-#即当感染来临时!机体经受

,第一次打击-后!出现先天性免疫系统和中性粒细胞

系统的激活!细胞因子大量释放!进而出现休克)肠黏

膜通透性增加)局部缺血水肿等&不恰当的液体复苏)

外科手术等常是,第二次打击,!加重肠道组织的缺血

和水肿&若缺血水肿得不到及时纠正!同时肠黏膜通透

性增加将导致肠道菌群易位,第三次打击-!再次促发

大量细胞因子继续释放!出现或恶化
,HG-

'

=

(

* 早期

有效地抑制炎症因子!保护肠道黏膜功能在脓毒症的

治疗过程中起着至关重要的作用*

O,:K#

在多数组织细胞中含量丰富!在创伤应

激或严重感染)脓毒症时可大量表达并分泌至胞外!是

一种重要的炎症介质和促炎因子'

>

(

* 有研究表明!肠

上皮细胞经免疫刺激分泌
O,:K#

!增加单层肠上皮

细胞通透性!肠黏膜通透性明显增加!促使细菌移位和

肠道内毒素进入体循环!促发
,HG-

'

%

!

#"

(

* 本研究结

果表明!与
-J@1

组比较!脓毒症模型大鼠血清和肠

组织
O,:K#

水平明显升高!而电针足三里可抑制脓

毒症模型大鼠血清和肠组织
O,:K#

水平!提示电针

足三里可通过降低脓毒症模型大鼠小肠组织
O,:K#

的表达来改善肠道功能*

:J3.6AC

是
#%%%

年
a5^A1@

等发现的一种脑肠

肽!主要由胃肠道的
cIS

样细胞分泌!为生长激素促

分泌物受体$

L35_0J J515C. P.F3.0@L5LN. 3.F./

$

053

!

:O-T

%的天然内源性配基!具有调节生长激素分

泌)摄食)能量代谢)记忆)睡眠)胃肠功能等多种生物

学效应'

##

(

* 在脓毒症的动物模型中!血清
:J3.6AC

浓

度明显下降!给予外源性
:J3.6AC

可抑制促炎因子

*8]

$

$

)

)Q

$

;

)

O,:K#

等表达从而发挥抗炎作

用'

#!

!

#&

(

* 在脓毒症的肠道黏膜屏障功能方面!

:J3.

$

6AC

通过降低
O,:K#

表达!增加肠组织灌注!减轻肠

壁水肿!同时能抑制肠道细菌的移位'

!

!

&

(

* 本研究结

果显示!与假手术组比较!脓毒症模型大鼠血清和肠组

织
:J3.6AC

水平降低&而电针足三里治疗后!其血清和

肠组织
:J3.6AC

水平较
'QR

组显著升高!提示电针足

三里可刺激肠黏膜分泌
:J3.6AC

*

本研究结果表明!大鼠血清
:J3.6AC

与
O,:K#

水平呈负相关&且脓毒症模型大鼠注射
:J3.6AC

受体

阻断剂后!再实施电针足三里治疗!血清及肠组织中

O,:K#

水平较
'QR

组显著升高!而
:J3.6AC

水平比

较!差异无统计学意义!提示
:J3.6AC

受体阻断剂能阻

滞电针对
O,:K#

的抑制作用*

+N T

等'

&

(发现在

'QR

术后
!" J

!大鼠脑组织中
:J3.6AC

水平下降

&$d

&静脉注射
:J3.6AC

后!脑室中的
:J3.6AC

水平恢

复!血清
O,:K#

浓度下降!肠黏膜屏障功能改善&切

断迷走神经!

:J3.6AC

不能抑制血清
O,:K#

水平以

及改善肠黏膜屏障&脑室内注射
:J3.6AC

也能导致血

清
O,:K#

浓度下降!改善肠黏膜屏障功能* 因此他

们认为
:J3.6AC

通过迷走神经或中枢
:J3.6AC

受体降

低
O,:K#

水平!改善肠黏膜屏障*

:J3.6AC

受体广

泛存在于中枢神经系统和外周组织!本研究观察
:J

$

3.6AC

的外周功能!故阻断剂注射选择外周尾静脉*

:J3.6AC

受体阻断剂 '

G

$

S3L

#

!

G

$

RJ.

<

!

G

$

*3/

=

!

%

!

Q.N

##

(

PN2P0@CF. R

半衰期为
$<

!

% 1AC

!故需要持续

注射*

中医学一向重视胃肠功能!对脾胃病治疗积累了

丰富的经验!强调,脾胃为后天之本-!脾胃居于中焦!

为全身脏器功能的枢纽!这也与现代研究中脓毒症胃
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肠功能障碍与
,HG-

的关系不谋而合* 足三里为足

阳明胃经的合穴!是调整胃肠功能的要穴* 针灸刺激

此穴!有疏通经络作用!并可调节脾胃之清浊)气机之

升降)阴阳之协调而使大便自通!毒邪随之而去* 前期

临床研究发现!电针足三里能改善脓毒症患者的肠道

通透性!早期实现目标喂养'

$

(

* 电针足三里抑制炎症

反应和保护脏器的作用机制被认为通过胆碱能通路来

实现!即兴奋副交感胆碱能神经!抑制副交感胆碱能神

经'

#$

(

* 胡森等'

#<

!

#;

(研究电针足三里穴对脓毒症大鼠

的作用!发现电针足三里穴能显著降低脓毒症大鼠促

炎因子
*8]

$

$

的水平!提高小肠组织二胺氧化酶活

性!减轻肠组织水肿和功能损害!但对抗炎因子
)Q

$

#"

水平无明显影响&电针前切断双侧迷走神经干或阻断

$=CS'JT

!则会显著减弱电针的抗炎和保护器官的作

用* 这些研究推测电针足三里穴抑制促炎因子的释放

和脏器保护作用可能与激活胆碱能通路有关* 本研究

发现!电针足三里能促进脓毒症模型大鼠肠道分泌

:J3.6AC

!降低血清
O,:K#

水平!但阻断
:J3.6AC

受

体后!电针足三里失去抑制
O,:K#

作用!笔者推测电

针足三里可能通过增加血清及胃组织内
:J3.6AC

水平

来激活胆碱能通道!从而抑制促炎因子的表达*

综上!本研究结论#$

#

%电针足三里能抑制脓毒症

模型大鼠肠道
O,:K#

的表达&$

!

%电针足三里能促

进脓毒症模型大鼠肠道分泌
:J3.6AC

&$

&

%

:J3.6AC

受

体阻断剂能阻滞电针对
O,:K#

的抑制作用&$

$

%电

针足三里对脓毒症模型大鼠肠道的抗炎作用可能与

:J3.6AC

有关* 但关于电针足三里促进脓毒症模型大

鼠肠组织
:J3.6AC

表达的机制!还有待通过其他方法

进一步研究和证实*
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