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文章嫡号：0253-3626(2000)0I-0007-03 

局灶性脑缺血／再灌注及电针对Wistar大鼠脑组织 

(I．重庆市第 

3．重庆医科大学第=临床学院病理科 400010) 

．  ．  

纂 蔓 应用免疫组化S-P法，探讨局灶性脑缺血，再灌注及电针双侧 “台谷 穴 (LI 4)对Wistar大鼠脑组织中热休克蛋 

白 (HSF70)表达的影响及意义。结果局灶性脑缺血3h、再灌注3h及6h组HSP70的表达较假手术组明显增加 (P<O01)．缺 

t~3te再灌注6h+电针 “台谷”穴蛆与缺血3 再灌注曲组柑比HSPT0表达进一步增加 (户<O．05)。提示电针对局灶性脑姥血／ 

再灌注的保护作用可能与HsPT0~ 增 口有关。 
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Abstract：The effect of focal cerebral ischemia／reperfusion and electro-aeupuneturing bilateral“He gu” point 

(LI 4)oi1 HSP70 expression in wistar rat brain tissue WaS evaluated by the S．P immunobistochemistry method． 

Compared with a control group,HSP70 expression increased markedly in I 3h、I 3h／R 3h、 I 3h／R 6h groups < 

0．01)．Compared with the I 3h／R 6h group．it was observed that electro-acupuncture could further increase HSP70 

expression <0．os)．The results suggest that the neuroproteetive mechanism of electro-acupuncture on focal 

cerebral／re1~erfusion may be related to the upregulation ofliSP70 expressiorL 
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热休克蛋白(Heat Shock Protein．HSP')是细胞 

在缺血等应激反应时产生的一种保护性蛋白．按其 

分子量大小主要分为HSP27、HSF'／0、HsPg0等， 

其中HSP70的表这是预示受损神经元能够存活的一 

个敏感指标。现已证实：HSP70对神经元具有保护 

作用，其机制可能与HSP?0使变性蛋白复性或保护 

前核糖体功能、减少自由基生成等有关 。近年 

有关针刺治疗脑缺血机制的研究趋于多元化且更加 

深入，但从分子水平进行研究的报道较少，本文重 

点探讨局灶性脑缺血／再灌注及电针双侧 “合谷”穴 

『L【41区对Wistar大鼠脑组织中HSP70表达的影响及 

意义。 

作者介绍l IE瑜蓉(1964-I 1出生) 女，主治医师 

●量疆目 本曝题部分由卫生部研究基金资助(941356 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 本校实验动物中心提供的Wistar大鼠 

42H，雌雄兼用，体重210~260g 随机分为'组，每组6 

只，即(1)假手术组：(2)局灶性脑缺血3h组(1 3h)；(3)局灶性 

脑缺血3hf再灌注3h组(I 3h／R 3h)；(4)同灶性脑缺血3h，再灌注 

6h组(I 3h／R 6h】；(5)局灶性脑缺血3h+电针组(I 3h+EA)：(61 

局灶性脑缺血3h，再灌注3h+电针组(1 3k／R 3h+EA)：(7)局灶 

性脑缺血3N再灌注6h+电针组(1 3h／R6h+EA)。 

1 大簟局灶性脑缺血，再灌注模壁崩备 用3． 水合氯醛 

(350mg~kg．i 麻醉大鼠，参考N螭_s洲a等m介绍的线栓怯造 

模有改动，将头端约5nma长度涂有聚胺醋的直径为O．25-0． 

26ram的尼龙钩丝从右侧颈卦动脉(ECA)插入到颈 内动脉( 

ICA)，并lklECA和ICA分叉处向头端送入l_9mn~2．Imm，阻 

塞大脑中动腻McA)起始处3h。然后将钩丝轻缓外抽，使其 

头端回至 颈总动味(CCA)的主干中，实现再灌注．分别再灌 

注3b，6b 假手术对照组除钩丝不插入MCA卦，余同。 

1．3 神经病学评分 参考Ku1u 神经缺陷三级评分标准，鞘 
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裹 各姐动物脑组织神经元每个膏倍规野HsP70平均阳性数比较 iSC_+s) 

I 3h 一 3h 一 ‘3h 

6．3±3．1 30．2+l6 8 

44．0+ l6．4 

与假于术组比较 P(o01 与非电针对应组比较 P>a晒 

加改进，手术动物清醒后，于大鼠脑缺血l 进行评分。标 

准如下：O级 无虢降；、活动正常：1级 右侧Homer s征阳性 ； 

2级 提尾悬夺时左前肢屈曲、内收；3级 自主运动时 身体 

向偏癃侧‘芷懊|1划圊 上述三项体征均有的动物视为选模成 

功．进入下 ‘步实验。 

1．4 针剌干预方法 电针组动物在MCA闭塞后近曲施以电 

钳治疗，选取大鼠双侧 “台谷”(Ll 41区进针，电针仪为57-6 

l担脉冲医疗刺激仪，电针参数及方式参见另 。 

I．5 免疫组化方法 用4％多聚甲醛灌注嘲定脑组织，经胼 

胝体矢状面取材 石腊包埋，4 m连续切片，常规脱腊水他 

后Hj0 OIM柠檬酸盐为缓冲剂的高温高压抗原修复，免疫蛆 

化S-P法染色，DAB显色，HSPT0多克隆抗体及超敏S-P即用 

型药盘购丁Maxin公司。 

1．6 组化染色结果分析 染色阳性为棕黄色，着色部位在 

种经元细胞核，观察lO个高倍视野缺血区周围半影区种经元 

细胞拉阳性数，取其平均值，统计结果采用显著性f检验 

2 结 果 

备组动物脑组织中均有不同程度的HSP70表 

达，HSP70主要在缺血压周围半影区神经元细胞核 

中表达。各组动物脑组织神经元每个高倍视野 

HSP70平均阳性数的比较见表l。图l～3示假手术 

组、I 3h／R 6h组、I 3h／R 6h+EA组动物脑组织神经 

元HSP70表达情况。 

从表可看出，假手术组脑组织神经元中有少许 

HSP70表达，I 3h、I 3h／R 3h、I 3h／R 6h-~．组随着缺 

血后再灌注时间延长，HSP70表达有升高趋势，但 

三组问比较无显著差异“=0．I684、FI．2815、t=-i． 

2478P值均大于0．05)．但与假手术组比较三组的 

HSP70表达均有明显升高，有极显著性差异 3． 

241 l、m4．3761、F7．42 P值均小于0．0l】 I 3h+EA 

组与】3h组、】31VR3h+EA组与I 3h／R3h组比较，电 

针组HSP70表达均有升高趋势．但尚未达显著水平 

rF0．4212、F：1．4365，P值均大于0．05)。而I 3h／R6h~ 

EA组与I 3h／R6h组比较．电针后HSP70表达明显增 

加，■组间有显著性差异rF2．3989，P<0．05)。 

31．7±l3 8 

47．2±22．8 

与非电针对应组比 P<口05 

R6h 

40．7± 10．9 

圈1$PXl00韶手术组 

圈2$PX100 I31dR6h组 

噩3 SPx100 I 3h／R6h+EA蛆 

3．1 电针 台谷 穴的依据及意义 

中医认为 “台谷”穴为原穴．是脏腑原气输 

注，经过和留止的部位．为 十J二经的根奉。即所谓 

“五脏六腑之有疾者．皆取其原也”。既往我们的 

研究表明电针不完全性脑缺血大鼠 “合谷 穴区． 

可明显改善大脑皮层灌注量，针刺局灶性脑梗塞大 

鼠双侧 “台谷”穴可使线粒体肿胀程度明显减轻， 
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数帚lu_ ，对脑缺血有肯定保护作用 】，故本实验 

仍选取大鼠双侧 “合谷”穴作为电针穴协。 

3．2 局灶性脑缺血t再灌注时对大鼠脑组织HSP70 

表达的影响 

正常脑组织内‘。般无HSP70蛋F{表达，_奉实验 

似下术组中可见脑组织有少晕HSP70蛋白表达，可 

能为机体对造模手术的应激反应所致。HSP70基冈 

埘缺血极为敏感，可立即诱导并台成蛋白，随着再 

灌注时间延长，HSP70逐渐增高 。_奉实验观察到I 

3h、1 3h／R3h、1 3h／R6h随着再灌注时问延长， 

HSP70表达有升高趋势，虽未达显著水平 >0 

05)，但与假手术组比较，备组HSP70表达均有明显 

增高，有极显著性差异 <O．0I1，与其他学者的研 

究结果一致 ，已有研究表明，缺血延至8h甚至 

24h，HSP70均可能有表达 ，HSP70表达在再灌注 

24h最多 。本实验为观察电针的早期治疗作用，所 

设I 3h、I 3h门 h、I 3h／R6h缺血及再灌注时间均较 

短，1 3h、I 3h，R3h、I 3h／R6h之间比较，HSP70表 

达有随再灌注时间延长而升高趋势，虽未达显著水 

平 >O．O51，但本实验同文献报道HSP70表达与缺 

血及再灌时间有关的结论相似。 

3．3 电针对局灶性脑缺血，再灌注大 鼠脑组织 

HSP70的影响及意义 

近年，关于HSP在脑缺血过程中的表达、诱导 

的研究已取得一定进展，有研究证实：HSP70与细 

胞缺血耐受性关系密切，脑缺血后表达HSP70的神 

经元 发生坏死 。应激后HSP70不但在胞浆中与 

变性蛋弁结台，使变性损伤的蛋白得以迅速处理和 

恢复，维持神经元内蛋白自稳，防】卜变性蛋白进一 

步折替，失去功能 氧自由基是HSPs诱生因素之 
一

， HSPs另一作用是抑制NADPH氧化酶，NADPH 

氧化酶参与氧自由基产生的关键反应，HSPs通过反 

馈作用减少氧 自由基的产生 。综上所述，HSP70 

是机体应激时，尤其是脑缺血损伤时产生的应激蛋 

n，对细胞具有保护作用。 

奉实验中I 3h+EA组与I 3h组、I 31VR3h+EA组与 

I 3h,q~3h组比较，HSP70表达虽未达显著水平 >0． 

05)，但有逐步增高的趋势，而I 3h／R 6h+EA组与I 

3h／R 6h组相比，~]HSP70表达明显增高，有显著性 
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差异r尸<0．05)。实验表明电针对局灶性脑缺血，再灌 

注大鼠脑组织HSP70有明显影响，可使HSP70表达 

增加。 

已有研究表明：针刺具有减少脑缺血时氧 自由 

基生成的作用 ，HSP70主要在缺血半影 功能尚 

存的抻经元中表达，缺血后HSP70表达早且量多的 

神经元对缺血耐受性强 。缺血半影 的抻经元功 

能在一定时间内尚存，如何保护缺血半影区神经 

元，缩小梗塞范围，是当今治疗脑缺血疾病的焦 

点。牟实验显示：电针能够明显增加缺血半影区神 

经元HSP70表达，故我们推测增高HSP70，可能有 

助于减少氧 自由基生成，同时有助于保护缺血半影 

区神经元。本实验结果提示：针刺治疗脑缺血的机 

制可能与HSP70蛋白增加有关，为临床针刺治疗脑 

缺血疾病提供又一新的理论依据。 
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