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电针内关穴及列缺穴对心肌缺血大鼠

心肌细胞蛋白激酶表达的影响

王"颖"李"迪"戴俭宇"刘昱甫"荆"秦"王"熙"王"列

摘要"目的"研究电针内关穴及列缺穴对心肌缺血大鼠心肌细胞蛋白激酶表达的影响! 方法"健康雄

性
GD

大鼠按照随机数字表随机分为对照组"模型组"内关组"列缺组"非经非穴组#每组
#"

只! 采用注射盐

酸异丙肾上腺素$

8$ <@FH@

%制作大鼠心肌缺血模型#针刺内关"列缺"非经非穴进行干预#通过
*9IJ9-?

K21J

检测技术#观察电针前后各组大鼠心肌细胞蛋白激酶
L

$

M-1J9=? H=?,I9 L

#

NOL

%"蛋白激酶
&

$

M-1

$

J9=? H=?,I9 &

#

NO&

%及蛋白激酶
P

$

M-1J9=? H=?,I9 P

#

NOP

%表达量的变化情况! 结果"与对照组比较#

模型组
NOL

"

NO&

"

NOP

的表达明显升高$

N Q"

!

"#

%! 与模型组比较#内关组和列缺组
NOL

"

NO&

"

NOP

蛋白表达量均降低$

N Q"

!

"#

#

N Q"

!

"$

%#非经非穴组
NOL

蛋白表达量降低$

N Q"

!

"#

%&与内关组比较#列

缺组"非经非穴组
NOL

"

NO&

"

NOP

的表达量明显升高 $

N Q"

!

"#

#

N Q"

!

"$

%&与列缺组比较#非经非穴组

NOL

"

NO&

"

NOP

表达量升高$

N Q"

!

"#

#

N Q"

!

"$

%! 结论"电针内关穴和列缺穴均可以降低心肌缺血大

鼠心肌细胞蛋白激酶的表达量#且内关穴的针刺效应优于列缺穴!

关键词"心肌缺血&蛋白激酶
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""心血管疾病是当今世界导致人类死亡的三大疾病

之一"心肌缺血是引发该类疾病的关键病理环节&

#

'

"

与)内经*中所描述的+真心痛,-+厥心痛,和+胸痹,

相似"其主要病因为+脉不通,. 经络系统是联系体表

与脏腑的通路"心包又是心之外膜起到保护作用"因此

临床常针刺心包经经穴来治疗心脏疾病. 近年来"内

关穴对心肌缺血动物心功能影响的实验研究已广泛开

展&

!

#

:

'

"其作用机制主要体现在对中枢神经系统-心血

管活性物质以及能量代谢等方面的影响. 随着分子生

物学的发展"内关穴对缺血心肌细胞基因表达的影响

也在逐渐被发现&

$

"

C

'

"但对蛋白表达的影响却鲜见报

道. 本实验拟通过
*9IJ9-? K21J

检测技术"观察蛋白

激酶中影响细胞功能较大的
NOL

-

NO&

-

NOP

"循经

取穴对心肌缺血的治疗作用.

材料与方法

#

"实验动物"健康
GN]

级雄性
GD

大鼠
6!

只"

C

月龄"体重$

!""

%

!$

%

@

"由辽宁长生生物技术有限

公司提供"生产许可证号#

G&\`

$辽%

!"#"

#

"""#

"使

用许可证号#

GZ\`

$辽%

!"#"

#

"""#

"室温 $

!:

%

#

%&-相对湿度$

$"a

%

$a

%"适应性饲养
#

周.

!

"试剂及仪器"戊巴比妥钠$北京博奥拓达科

技有限公司"批号#

N##"##

%(盐酸异丙肾上腺素$美

国
G(P+L

公司"批号#

($C!6

#

$P

%(生理盐水$吉林

省广春药业有限公司"批号#

7#!"$"8"!

%(三羟甲基

氨基甲烷$北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司"批

号#

!![#"%#$"

%(十二烷基硫酸钠$北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司"批号#

#"D#"#:%

%(甘氨酸$北

京鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司" 批 号#

!#]#"##C!

%(考马斯亮蓝$浙江黄岩人民化工厂"批

号#

!6""!%

%(

L?J=

$

NOL ,?J=K1TA

$美国
LK.,<

公

司"批号#

!"#!"5#"

#

"#

%(

J=

$

NO& ,?J=K1TA

$美国

LK.,<

公司"批号#

!"#!"5#C

#

"#

%(

L?J=

$

NOP ,?J=

$

K1TA

$美国
LK.,<

公司"批号#

!"#!"5#5

#

"#

%(

L?J=

$

PLND` +1?1.21?,2 ,?J=K1TA

$美国
LK.,<

公

司"批号#

!"#!"5#!

%.

7U

$

:!"G

生物机能实验系统$成都泰盟科技有限

公司%(

C8"$

$

D

电针仪$汕头市医用设备有限公司%(

电子天平$

YG!!%

北京赛多利斯仪器系统有限公司%(

华佗牌无菌针灸针$

!$ <<

'

"

!

!$ <<

苏州医疗用

品厂有限公司%( #

8"

&超低温冰箱$日本
GL4ZE

电

器集团%(

;NG%""

电泳仪$上海天能科技有限公司%(

)PU

$

!"+

高速台式冷冻离心机-恒温振荡器-

'7

$

!

型恒温磁力搅拌器$上海雷磁新泾仪器有限公司%(

L\

$

!\

射线摄影暗匣$广东粤华医疗器械厂有限公

司%(

7&L

蛋白定量测定试剂盒$北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司%.

%

"模型制备-分组及干预方法"采用
"

!

%a

戊巴

比妥钠$

%" <@FH@

%经大鼠左下腹腹腔注射进行麻醉"

然后仰卧位固定于操作台上"连接心电图仪"描述正常

状态下心电图"按照随机数字表随机抽取
#"

只大鼠作

为对照组"四肢根部内侧皮下一次性多点位注射生理

盐水$

8$ <@FH@

%"其余
C!

只大鼠同样方式注射异丙

肾上腺素$

8$ <@FH@

%"均间隔
!: /

第
!

次注射相应

试剂后再次描述心电图. 经过两次注射后"当心电图

出现
)

波由正变负或双相"并伴有
G

$

)

段抬高-

[YG

波增宽-窦性心动过速-期前收缩或其他心律失常等现

象"提示造模成功&

6

"

8

'

. 造模成功率为
C:

!

$a

. 将符

合标准的
:"

只大鼠纳入研究对象"随机分成模型组-

内关组-列缺组-非经非穴组"每组
#"

只. 于实验第
%

天开始进行针刺干预.

内关穴及列缺穴根据)实验针灸学*

&

5

'中大鼠针

灸穴位的定位方法并参照人体腧穴定位方法进行定

位"非经非穴定位于大鼠腹部神阙与天枢连线的中点"

针灸针顺经斜刺入各组相应穴位皮下
! <<

. 待大鼠

稳定后接电针仪施以疏密波"频率
!

(

!" `b

"电流为

!

(

% <L

"电流强度以大鼠前肢出现与电针频率相一

致的轻微颤动为宜. 刺激
!" <=?

"每天
#

次"连续

6

天.对照组与模型组不进行针刺.

:

"检测指标及方法

:

!

#

"取材及组织蛋白提取"取材#将各组大鼠

断脊处死后"在冰袋上迅速分离出心脏组织"冰生理盐

水冲洗干净"剪去心房及大血管"沿室间隔剪开左右心

室. 取左心室放入已编号的
;N

管中"转至 #

8"

&超

低温冰箱保存待测. 蛋白提取#取出大鼠心肌组织称

重后放置于玻璃匀浆器中"放入
#"a

$

#" <UF#"" @

%

裂解液冰上充分研磨"裂解
%" <=?

后"用移液枪将裂

解液移至
#

!

$ <U

无菌
;N

管中"放入离心机"在
:

&

条件下
#! """ - F<=?

离心
#" <=?

"取出上清液分装

于
#

!

$ <U ;N

管中" #

8"

&冰箱保存待测.

:

!

!

"

*9IJ9-? K21J

检测
NOL

-

NO&

-

NOP GDG

蛋白表达"凝胶电泳#配置
#!a

分离胶缓慢平稳注入
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两层玻璃板中至胶高约
C .<

"

!:

&室温下放置约

"

!

$ /

至胶聚合完全后制备浓缩胶"剩余空间灌满后

立即将梳子插入浓缩胶中且使梳子保持水平"同时取

出提取好的蛋白与
GDG

上样缓冲液按
!

)

#

比例混

合"加到
#

!

$ <U

离心管中以
#! """ - F<=?

离心

! <=?

"沸水煮
$ <=?

使蛋白完全变性. 将制备好的

凝胶放入到电泳槽中"加入电泳缓冲液$胶槽内高于

胶槽外%"缓慢拔出梳子"吸取蛋白样品
$" "@F

孔上

样. 盖盖"打开电源 $电源参数#浓缩胶
8" 0

"约

#$ <=?

"分离胶
#!" 0

"以不跑出胶外为主%.

电转移#转膜前制备足够转膜缓冲液充满转移槽"

准备
N0D]

膜剪成合适大小"甲醇浸泡
$ <=?

"缓冲液

浸泡
%" <=?

"滤纸与膜等大"自然沉降"缓冲液浸泡

%" <=?

. 从玻璃板上取下凝胶"去除所有浓缩胶后浸

入转膜缓冲液中"在缓冲液中按阴极
!

滤纸
!

胶
!

膜
!

滤纸
!

阳极的顺序放置在转膜仪上"赶压气泡"接

通电源$电源参数#

8" <L

"

!" 0

"

% /

%.

免疫反应#将转移膜取下"用
)7G)

从下向上浸湿

后转至含有封闭液$

$a

脱脂奶粉%的平皿中"

%6

&水浴

震荡
# /

. 对照标准
+,-H9-

将膜上的目标蛋白剪下"

同时将一抗用封闭液稀释到适当浓度"一起放入杂交袋

中"

%6

&水浴震荡
# /

后
:

&过夜. 用
)7G)

在室温

下脱色摇床上液洗
%

次"每次
$ <=?

. 同样方法封闭液

配置二抗并与膜接触"

%6

&水浴震荡孵育
# /

后"

)7G)

在室温下脱色摇床上液洗
:

次"每次
$ <=?

.

;&U

化学发光-显影-定影#在暗室中"将膜按顺

序上下左右放到黑板上"赶去杂交膜气泡"均匀的滴加

;&U

发光液"赶去杂交膜气泡后开始计时"根据信号

的强弱适当调整曝光时间. 完成后取出
\

光片"迅速

浸入显影液中显影"出现明显显影后马上浸入定影液

中"定影
$

(

#" <=?

"以胶片透明为止.

凝胶图像分析#将胶片进行扫描"用凝胶图案处理

系统分析目标条带和内参条带的净光密度值以及其

比值.

$

"统计学方法"采用
GNGG #6

!

"

统计学软件"

实验数据以
X

%

I

表示"蛋白净光密度值进行单样本方

差分析"

N Q"

!

"$

为差异有统计学意义.

结""果

#

"各组大鼠干预期间一般状态比较"实验前

各组大鼠饮食-饮水及二便正常"精神状态良好"毛

色光润"反应敏捷"体重增加"无死亡. 对照组大鼠

注射生理盐水后"生理状态与实验前无异常改变.

模型组-内关穴组-列缺穴组和非经非穴组注射
(GE

之后"大鼠精神萎靡"体毛枯燥无光泽"反应迟钝"体

重降低"各组出现不同程度死亡. 针刺干预
6

天后"

内关穴组和列缺穴组大鼠精神状态好转"毛色较光

润"体重有所增加"但内关穴组比列缺穴组生理状态

好(模型组和非经非穴组生理状态在干预过程中无

明显改善.

!

"各组大鼠心电图
)

波电压变化$表
#

%"实验

过程中"对照组大鼠心电图无明显变化(造模后"模型

组-非经非穴组-内关组和列缺组大鼠心电图
)

波电压

变化有统计学意义$

N Q"

!

"#

%. 与造模后比较#针刺

后的内关组和列缺组大鼠心电图
)

波电压变化有统计

学意义$

N Q"

!

"#

"

N Q"

!

"$

%"且内关组大鼠心电图
)

波电压升高幅度明显大于列缺组(非经非穴组大鼠心

电图
)

波电压变化无统计学意义$

N c"

!

"$

%.

表
#

#各组大鼠心电图
)

波电压的比较"$

X

%

I

%

组别
?

造模前 造模后 针刺后"""

对照""

#" "

*

#:

%

"

*

"C "

*

#%

%

"

*

"$

"

*

#$

%

"

*

":

""

模型""

#" "

*

#%

%

"

*

"6

"

*
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%

"

*

"%

""

"

*
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%

"

*

"%

""

内关""

#" "

*
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%

"

*
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*
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%

"

*

"#
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"

*

#!

%

"

*
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"##$$

列缺""

#" "

*
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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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非经非穴
#" "

*
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"$
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""%%&

""注#与本组造模前比较"

"

N Q "

*

"$

"

""

N Q "

*

"#

(与本组造模后比

较"

#

N Q "

*

"$

"

##

N Q "

*

"#

(与模型组同期比较"

$

N Q "

*

"$

"

$$

N Q"

*

"#

(与内关组同期比较"

%

N Q"

*

"$

"

%%

N Q"

*

"#

(与列缺组比

较"

&

N Q"

*

"$

%

"各组大鼠心肌细胞
NOL

-

NO&

-

NOP

表达比

较$表
#

%"三种蛋白激酶的变化趋势呈现一致性. 与

对照组比较"模型组
NOL

-

NO&

-

NOP

表达量均显著

升高"差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

%. 与模型组比较"

内关穴组-列缺穴组
NOL

-

NO&

-

NOP

表达量显著降

低"差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

"

N Q"

!

"$

%. 与内关

组比较"列缺组-非经非穴组
NOL

-

NO&

-

NOP

表达量

显著升高"差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

"

N Q"

!

"$

%.

与列缺组比较"非经非穴组
NOL

-

NO&

-

NOP

表达量

显著升高"差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

"

N Q"

!

"$

%.

表
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#各组大鼠心肌细胞
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""注#

L

为对照组(

7

为模型组(

&

为内关组(

D

为非经非穴

组(

;

为列缺组

图
#

#各组大鼠心肌细胞
NOL

-

NO&

-

NOP

表达结果

讨""论

NO&

是依赖
&,

! d和磷脂而存在的蛋白激酶. 在

静息状态下"

NO&

主要存在于胞质中"活性很低"当心

肌细胞受到外界刺激时"细胞膜上的磷脂酶水解磷脂

产生二酰甘油$

T=,.A2@2A.9-12

"

DLP

%"并与
&,

! d协

同活化
NO&

&

#"

'

.

NOL

-

NOP

是依赖于环核苷酸的蛋

白激酶. 其中"

NOL

主要依赖
.L+N

信息传导途径

激活"即在三磷酸鸟苷 $

@S,?1I=?9 J-=M/1IM/,J9

"

P)N

%的参与下"外部信号与细胞膜上的特异受体结

合"通过激活
P

蛋白"影响腺苷酸环化酶$

,T9?A2,J9

.A.2,I9

"

L&

%的活化"使
L)N

转变为
.L+N

"从而激

活
NOL

&

##

'

.

NOP

主要依赖于
.P+N

信息传导途径"

与
.L+N

传导途径不同的是"

.P+N

的生成不需要
P

蛋白的介导"而是通过受体本身激活"即通过酶联系型

受体生成. 三种蛋白激酶的激活途径完全不同"但均

可通过使底物蛋白发生磷酸化"发挥调节心脏功能的

作用.

一方面"

NOL

-

NO&

-

NOP

均可以激活
O

L)N

通

道&

#!

'

. 在正常状态下"心肌细胞中
L)N

合成充足时"

O

L)N

通道活性很低"处于关闭状态&

#%

'

. 当心肌缺血

时"由于
L)N

的合成不足"三种蛋白激酶分别与
O

L)N

通道上的多个磷酸化位点结合"使
O

L)N

通道蛋白发生

磷酸化而大量激活开放"

O

d外流增加"

&,

! d内流减

少"心肌细胞内
&,

! d超负荷减轻"

L)N

消耗减少"动

作电位时程缩短"从而起到了改善心肌缺血的作

用&

#:

"

#$

'

. 另一方面"

NOL

-

NO&

-

NOP

还可以参与心

肌细胞膜和肌浆网上
U

型
&,

! d通道和
&,

! d

$

+@

! d

$

L)N

酶的调节. 即三种蛋白激酶通过活化
&,

! d

$

+@

! d

$

L)N

酶"使肌浆网发生磷酸化"钙泵活性增强"

摄取
&,

! d能力增加"从而抑制
U

型
&,

! d通道"减少

&,

! d内流"缩短动作电位
!

期$平台期%的时程"起到

保护心肌细胞的作用&

#!

"

#C

'

.

+经脉所过"主治所及,"且心包为心之外膜"代心

受邪"因此治疗心脏疾病时常循手厥阴心包经经穴进

行针刺. 内关穴既是手厥阴心包经的络穴"具有联络

表里两经的作用"又是八脉交会穴之一"通阴维脉"

+阴维为病苦心痛,$)难经!二十九难*%. 因此"内关

穴可调理气机-活血通络"为治疗心脏疾病的特效穴.

而列缺穴是手太阴肺经的络穴"同样也是八脉交会穴

之一"通任脉"但与心脏的关系不甚密切. 本研究结果

显示# 电针内关穴-列缺穴
6

天均可以一定程度上降

低蛋白激酶的表达"发挥保护心肌作用"并促进心脏功

能的恢复"但内关穴的针刺效应明显高于列缺穴. 非

经非穴选取的是大鼠腹部神阙与双侧天枢连线中点"

不属于任何经络"所以非经非穴在降低心肌缺血大鼠

心肌细胞蛋白激酶的表达量方面几乎没有作用. 因

此"循经取穴在改善心肌缺血过程中发挥着重要作用"

不容忽视. 但是"本实验所选用的研究指标主要集中

在
NOL

-

NO&

-

NOP

方面"需要进一步检测其他相关

指标以完善针灸抗心肌缺血的机制.
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个医药卫生类项目荣获
!"#:

年度国家科技奖

!"#$

年
#

月
5

日#国家科学技术奖励大会在北京人民大会堂隆重举行! 习近平"李克强等党和

国家领导人出席大会并为获奖代表颁奖! 李克强同志代表党中央"国务院在大会上发表重要讲话#强

调要促进科技创新与经济社会发展深度融合#使创新成果转化为现实生产力#要通过深化改革健全技

术创新市场导向机制!

!"#:

年医药卫生领域共有
%:

个项目获得国家科技奖! 其中#国家科技进步一等奖
!

项#国家科

技进步二等奖
!:

项#创新团队奖
#

项#国家自然科学二等奖
:

项#国家技术发明二等奖
%

项! 由国家

卫生计生委牵头组织实施的国家科技重大专项共有
##

项成果获得
!"#:

年国家科技奖励!

重大传染病防治科技重大专项支持的'我国首次对甲型
`#4#

流感大流行有效防控及集成创新

性(获国家科技进步一等奖#该项目由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所侯云德院士牵头完

成#采用'举国体制协同创新(组织模式#在诊断试剂"预警预测"重症治疗"疫苗研发等方面取得了
8

项世界第一的研究成果#为我国和全球的疫情控制做出了突出贡献!

由重大新药创制科技重大专项支持的'中成药二次开发核心技术体系创研及其产业化(也获国家

科技进步一等奖#该项目由天津中医药大学张伯礼院士牵头完成#项目围绕临床用药和中成药产业发

展重大需求#建立系列中成药二次开发的重大核心技术体系#并应用于全国近百家企业#培育了中药

大品种群#推动中药企业技术升级换代#为重大疾病防治提供了安全有效"质优价廉的药物#并显著提

高了经济和社会效益!

$转载自国家卫生和计划生育委员会网站
!"#$

年
#

月
!"

日%


