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#摘要$
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目的
!

探讨不同穴位电针刺激复合七氟烷麻醉对断尾大鼠急性应激反应调控作用的影响&方法
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!分为正常组"
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组%(模型组"
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组%(七氟烷吸入组"
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组%(七氟烷吸入加体针组"
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组%和七氟

烷吸入加耳针组"
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组%!每组
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只&
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组不作处理置于氧流量
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的混合气体玻璃箱中"流量
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组断尾后置于氧流
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的混合气体玻璃箱中"流量
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组断尾后置于含体积分数为
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的七氟烷麻醉箱中"流量
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持续刺激双侧)足三里*穴
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"刺激参数
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次!每次间隔
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组刺激双侧)耳尖*穴!刺激参数及时间

同
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组&各组治疗方法结束后!处死各组大鼠!取断颈血采用
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测促肾上腺皮质激素"
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%和外周血皮质酮"
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%水

平&采用
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法测定下丘脑组织
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蛋白的表达水平&结果
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与
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组相比!

#

组血清
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水平(下丘脑
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蛋白表达明显升高"
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组大鼠外周血
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水平均有所下降!差异有统计学意义"
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组与
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组的
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和
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组的
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组
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表达与
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组相比均降低"
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组
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组组间差

异有统计学意义"
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$4$>

%&结论
!

七氟烷吸入复合电刺激)耳尖*穴治疗时!对应激的作用优于单纯的七氟烷治疗和七氟烷复

合电刺激)足三里*穴&电针复合吸入全身麻醉对应激的调控机制可能与下丘脑调节室旁核
5'/.1

蛋白分泌并影响下丘脑
'

垂体
'

肾上腺"
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#关键词$
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应激$电针$原癌基因蛋白质
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$七氟烷$耳针
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应激!

1H-011

"是机体对各种刺激产生的一些非特异性反

应$机体主要是通过下丘脑
'

垂体
'

肾上腺皮质!

[C=

"轴分泌

的应激激素来调节并完成对应激的适应$

[C=

多以外周血中

促肾上腺皮质激素!

=@E[

"和皮质酮!

@Y;E

"水平变化作为

应激调控的外周指标(

!

)

#以
5'/.1

蛋白作为中枢调控应激的敏

感因子(

:

)

$研究表明#电针复合全身麻醉可降低肺切除患者围

术期的应激反应(

3

)

#电针复合颈丛阻滞也能显著降低甲状腺患

者围术期的应激反应(

9

)

$临床应用多以体针复合麻醉#而实际

操作中体针多受手术操作及体位的局限#而耳针不仅操作灵活

且便于术中管理$但目前耳针复合麻醉对应激的调控作用不

明$本研究通过对外周血清
=@E[

*

@Y;E

水平和下丘脑
5'

/.1

蛋白表达的变化#探讨电针体穴和耳穴复合全身麻醉对断

尾大鼠应激反应的影响#为临床应用提供参考$
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材料与方法
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实验动物
!

取
>$

只成年雄性
?B

大鼠!桂林医学院动物

实验中心提供"#体质量
:#$

'

3:$

M

#按照昼夜节律性饲养#即

在
!:N

光照和
!:N

黑暗的条件下喂养#自由摄食和饮水$动

物在实验环境中适应
!

周后进行正式实验$
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试剂及仪器
!

大鼠
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抗体!
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#
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公司"#山羊抗兔辣根标记二抗 !
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试剂盒!武汉博士德生物技术公

司"$仪器%华佗牌
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#

型电子针疗仪!苏州医疗用品厂生

产"#

J*.';),

蛋白电泳系统*

J*.';),

电转膜仪*七氟烷挥发罐

!

B)H0S'YN(0,)

公司"#

=A@'a#

动物呼吸机!上海奥尔特生物

科技有限公司"#麻醉气体监护仪!

B)H0S'YN(0,)

"#

UCC24$

凝

胶成像系统$
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方法

?4A4?
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动物分组
!

采用随机数字表达法分为
>

组#分别为正

常组!

,

组"*模型组!

#

组"*七氟烷吸入组!

)

组"*七氟烷吸入

加体针组!

+

组"和七氟烷吸入加耳针组!

-

组"#每组
!$

只$

?4A4@

!

急性应激模型制备
!

大鼠常规饲养#除
,

组外各组大

鼠采用低位尾干切断!

U@E;

"的方法模拟急性应激#即用鼠笼

固定大鼠后#在靠近尾端的尾干处!

?3

和
?9

脊髓神经之间"

横切$
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处理方法和取材
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参照
A00

等(
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)的方法#
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组

大鼠均通入体积分数
:\

的七氟烷气体$将大鼠放入体积约

为
3$5(c:$5(c:$5(

的玻璃麻醉箱中#箱底铺满石灰#用

YN(0,)

挥发罐给予七氟烷行麻醉诱导和维持#

B)H0S

麻醉气

体监护仪与气管导管连接#用于监测呼气末七氟烷水平#使箱

内七氟烷的水平维持在
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#再将大鼠置入玻璃箱$对
+

组和

-

组进行电针刺激治疗#在翻正反射消失后#将大鼠从七氟烷

麻醉箱中迅速拿出#接上电针后立即放回麻醉箱中$按照,实

验针灸学-

(

2

)进行取穴%

+

组取.足三里/对应大鼠的后三里位

于膝关节后外侧腓骨小头下约
>((

处胫腓骨间#直刺
8((

#

给予.疏密波/#参数设置为
3a

#

3[Z

#

:(1
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$取穴完成后#

迅速放回体积分数维持在
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的七氟烷麻醉箱中#电针刺激
3$

(*7!

次#每
:

次间隔
3$(*7

#共
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次电刺激治疗$

-

组在.耳

尖/穴%位于耳尖后缘#针刺时沿耳廓横刺
:((

#各项刺激参

数*持续时间同
+

组$处理结束时#各组大鼠断颈取血
>(A

#

随后取下丘脑组织置于液氮中#以备检测以下指标$
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血清
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水平的检测
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血样加入不凝管

中#在常温下静置
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后#
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#
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#离心
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#取上

清液
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保存#采用
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试剂盒检测
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和
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水平#严格按照试剂盒说明操作$
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下丘脑组织
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蛋白水平测定
!

待测时将组织从液

氮中取出#用液氮研磨并裂解后#提取蛋白质#进行蛋白定量#

用
G01H0-7I+.H

法检测下丘脑组织
5'/.1

蛋白的变化$按
>

%

M

&

(A

的比例将组织裂解液加入到下丘脑组织内#匀浆后#

!:$$$-

&

(*7

离心吸取上清液测定总蛋白含量!

J@=

蛋白测定

法"$取
9$

%

M

蛋白质#加热变性后#进行十二烷基硫酸钠
'

聚

丙烯酰胺凝胶电泳!

?B?'C=V&

"分离蛋白#用电转膜仪!

J*.'

;),

"将凝胶上的蛋白质转印到聚二偏氟乙烯!

CaBK

"膜上#用

含
!$\

脱脂奶粉和
$4!\ EQ007':$

的
E-*1

缓冲液 !

EJ?E

"

常温封闭
2$(*7

#然后进行免疫杂交反应$首先加入
!̀ !$$$

的兔来源的
5'/.1

抗体!

?)7H)@-PZ

公司"#

9]

孵育过夜$用新

鲜配制的
EJ?E

洗涤后#加入山羊抗兔抗体二抗#抗体滴度为

!̀ >$$$

#室温孵育
8#(*7

$用
EJ?E

洗涤后#在暗室内加增

强化学发光剂 !

G01HC*5.

"#压
d

线片!柯达"$同一
G01H0-7

杂交膜显示
5'/.1

条带后#用
EJ?E

洗涤
CaBK

膜
3$(*7

#然后

用同样的方法显示
.

')5H*7

条带#以此作为加样的内参照$

d

线片上的条带经凝胶成像系统读其灰度值#并进行定量$以
5'

/.1

条带灰度值&
.

')5H*7

条带灰度值来纠正上样量的偏差$用

灰度比值的高低表示
5'/.1

蛋白水平的多少$

?4B

!

统计学处理
!

采用
?C??!24$

软件进行数据分析#正态

分布计量资料以
Bb6

表示#组间比较采用单因素方差分析'偏

态分布资料#方差不齐#以中位数!四分位数间距"(

I

!

!

:>

#

!

8>

")表示#组间比较采用非参数秩和检验#进行秩转换后用

A?B

法进一步两两比较#以
!

#

$4$>

为差异有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@4?

!

各组外周血血清
=@E[

*

@Y;E

水平比较
!

与
,

组相

比#

#

*

)

*

+

*

-

组血清
=@E[

*

@Y;E

水平明显升高!

!

#

$4$!

"$与
#

组相比#

)

*

+

*

-

组
=@E[

*

@Y;E

水平均有不

同程度下降!

!

#

$4$>

"$

)

组与
+

组的
=@E[

和
@Y;E

水平

差异无统计学意义!

!

%

$4$>

"'而
-

组的
=@E[

水平与
)

组

相比明显下降#差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"#

-

组的
@Y;E

水平与
)

组相比差异无统计学意义!

!

%

$4$>

"$

+

组与
-

组

相比#两组间
=@E[

水平差异无统计学意义!

!

%

$4$>

"#但

@Y;E

水平
-

组较
/

组低 !

!

#

$4$>

"#见表
!

$

表
!

!!

各组大鼠血清
=@E[

&

@Y;E

水平比较

!!!

'

Bb6

+

)_!$

(

组别
=@E[

!

OM

&

(A

"

@Y;E

!

7

M

&

(A

"

,

组
3:42>b249$ 83438b"4:#

#

组
8848#b!$4!#

)

!3>4$!b!843:

)

)

组
>$42:b>4!#

)I

!$84">b!94""

)I

+

组
9#42$b>4:2

)I

":4!!b24!!

)I

-

组
934">b84:9

)I5

#!4>3b>489

)I,

!!

)

%

!

#

$4$!

#与
,

组比较'

I

%

!

#

$4$>

#与
#

组比较'

5

%

!

#

$4$>

#与

)

组比较'

,

%

!

#

$4$>

#与
+

组比较$

@4@

!

各组下丘脑组织
5'/.1

蛋白表达情况
!,

组
5'/.1

表达很

少#断尾应激后#

#

组
5'/.1

表达明显上调!

!

#

$4$!

"#与
#

组

相比#

)

*

+

*

-

组
5'/.1

表达减少!

!

#

$4$!

"'与
)

组比较#

+

*

-

组的
5'/.1

表达均下调!

!

#

$4$!

"'

+

*

-

组间表达有差异#

且
-

组表达低于
+

组!

!

#

$4$!

"#见图
!

*表
:

$

图
!

!!

各组下丘脑
5'/.1

蛋白
G01H0-7

印记
d'

线片显影结果

8$3!

重庆医学
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年
9

月第
9>

卷第
!$

期



表
:

!!

各组下丘脑组织
5'/.1

蛋白表达的比较#

I

'

!

:>

+

!

8>

($

组别
) 5'/.1

蛋白表达

,

组
!$ $4!2

!

$4!>

#

$4!#

"

#

组
!$

!4"!

!

!4#"

#

!4":

"

)

)

组
!$

!4!3

!

!4!:

#

!4!9

"

)I

+

组
!$

!4$:

!

!4$$

#

!4$9

"

)I5

-

组
!$

$422

!

$42$

#

$483

"

I5,

!!

)

%

!

#

$4$!

#与
,

组比较'

I

%

!

#

$4$!

#与
#

组比较'

5

%

!

#

$4$!

#与

)

组比较'

,

%

!

#

$4$!

#与
+

组比较$

A

!

讨
!!

论

本研究参照
dP

等(

#

)采取低位尾干切断的方法制造急性

创伤性应激的模型#操作简便且模型效果显著$有研究证

实(

"

)

#电针.足三里/可通过抑制下丘脑神经元进而调整
[C=

轴功能异常#以减轻急性创伤大鼠术后应激$同时#电针大鼠

.耳尖/穴对慢性应激也有一定的调控作用(

!$

)

$固选取.足三

里/和.耳尖/复合全身麻醉进行效果对比$

5'/.1

蛋白的表达被广泛认为是神经元兴奋的标志(

!!

)

$在

非应激的基础状态#脑部
5'/.1

表达水平很低'由张云东等(

!:

)

的研究结果可知#创伤后应激早期下丘脑
5'/.1

快速表达#但促

肾上腺素释放激素!

@;[

"的表达迟于
5'/.1

的表达过程#说明

创伤应激反应中下丘脑早期表达的
5'/.1

可能起激活
@;[

基

因表达的作用$并有研究表明(

!3

)

#急性疼痛应激传入后#激活

下丘脑室旁核!

Ca<

"

5'/.1(;<=

转录#表达
5'/.1

蛋白#并作

为第
3

信使与
@;[ (;<=

位点结合激活
@;[ (;<=

转录#

使下丘脑释放
@;[

至垂体并入血#从而启动
[C=

轴$本研

究结果显示#断尾给予的急性刺激后#外周血中血清
=@E[

和

@Y;E

水平显著升高#且下丘脑
5'/.1

表达升高#即急性应激模

型制备成功#随后在给予电针加七氟烷吸入后#

5'/.1

表达降

低#可能的机制为电针复合七氟烷作用后大鼠下丘脑激活的
5'

/.1

神经元减少#则转录合成的
@;[

也随之减少$因此#

@;[

激活
[C=

轴后释放入血的
=@E[

水平也随之降低#

=@E[

刺激肾上腺皮质释放的
@Y;E

也同时减少$有实验证实(

!9

)

#

电针.百会/.神门/等穴可下调血清
@Y;E

和
=@E[

水平#作

用机制可能与电针调节
[C=

轴的功能有关'临床上将电针复

合七氟烷麻醉用于神经外科手术中#也验证了电针复合麻醉作

用对术后早期镇痛和恢复有良好的效果(

!>

)

$在本实验中#电

针复合七氟烷全身麻醉作用后#升高的外周血清
=@E[

和

@Y;E

水平均有不同程度的回落#即证实了电针联合七氟烷吸

入全身麻醉对应激的调控作用是有效的#而各治疗组大鼠的下

丘脑
5'/.1

蛋白表达降低证实下丘脑调控
[C=

轴跟通过减少

5'/.1

蛋白表达有关$

实验中发现#

+

与
-

组作用效果比较时#

-

组对应激下调

的作用强于
+

组#即电刺激.耳尖/穴复合七氟烷麻醉对断尾应

激的调控优于电刺激体穴.足三里/复合七氟烷全身麻醉$相

比于体穴#耳部有丰富的迷走神经分布$应激传入兴奋交感神

经启动
[C=

轴#电针刺激耳穴时#一方面可以通过下丘脑系

统调节交感神经和副交感神经的平衡#兴奋迷走胆碱能神经纤

维抑制交感肾上腺素能作用#调节激素水平变化(

!2

)

'另一方面

能通过激活镇痛机制#抑制痛觉信号传递#达到镇痛作用从而

降低疼痛诱发的应激反应(

!8

)

$多途径多系统的参与可能是耳

穴复合七氟烷全身麻醉作用优于体穴的原因$

总之#电针复合七氟烷麻醉法对急性应激的调控有明确效

果#其机制与
Ca<

分泌
5'/.1

蛋白有关#耳针复合七氟烷比体

针复合七氟烷的调控作用效果好$电针复合药物麻醉应用于

临床时#不仅可以有效减轻围麻醉期应激反应的作用#还对预

防术后疼痛及术后恶心呕吐等术后并发症的发生有显著作

用(

!#

)

#值得临床大力推广$
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床分期*骨损害程度及治疗效果存在相关性$应用
<?&

处理

YA@

#

E;=C (;<=

转录水平的表达上调#提示
<?&

促进

YA@

的分化和增殖'

<?&

具有
T:22

细胞对
YA@

的类似作

用'推测
<?&

可能通过细胞代谢或作为营养因子起作用#但是

否有其他某种方式的参与尚不清楚#目前国内外亦无这方面研

究的报道#值得进一步探讨$
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