
2014

年总第

46

卷第

10

期

谷氨酸是中枢神经系统主要的兴奋性氨基酸，在突触兴

奋传递中及神经元生理功能方面具有重要的作用，同时它又

具有很强的神经毒性，参与了缺血性脑中风时神经功能和结

构损伤的病理生理过程 。 有研究报道 ， 其代谢型受体

5

（

mGluR5

）亦与该过程有关。 因此，我们拟从缺血性脑组织谷

氨酸含量及

mGluR5 mRNA

表达方面进行研究， 检测针刺

对脑中动脉栓塞（

MCAO

）模型大鼠上述指标的影响，进而探

讨针刺对缺血性脑中风的保护机制。

1

实验材料

1.1

实验动物 雄性

SPF

级

Wistar

大鼠

36

只，体重（

220±

20

）

g

， 购自北京维通利华实验动物有限公司 ， 许可证号 ：

SCXK

（京）

2012-0001

。

SPF

级大鼠饲料购自北京科澳协力公

司，合格证号：

SUXK

（京）

2009-0012

。

1.2

主要实验试剂 谷氨酸测定试剂盒，批号

A074

，购自南

京建成生物工程研究所；蛋白含量测定试剂盒，批号

A045-

2

，购自南京建成生物工程研究所。

Trizol

及

RT-PCR

试剂盒

由

Invitrogen

（美国）公司生产。

1.3

主要实验仪器

GS-15R

型高速低温离心机，

Beckman

；

UV-7504

型单光束紫外可见光分光光度计，上海欣茂仪器有

限 公 司 ；

7500 Fast

型

qPCR

仪 ，

Applied biosystems

公 司 ；

EPS300

型电泳仪，

Tanon

公司；

2500

型凝胶成像仪，

Tanon

公

司。 韩式电针仪，南京济生医疗技术有限公司；

I5

独立通风大

鼠饲养笼，苏州苏杭技术设备有限公司。

1.4

引物合成及序列

mGluR5

及

GAPDH

上下游引物委托

北 京 信 利 来 科 技 有 限 公 司 合 成 ，

mGluR5

上 游 引 物

5' -

GCAGGGAGCTCTGCTACATTAT -3'

， 下 游 引 物

3' -

TGGGCTTCTTGGTACAGATTTT -5'

；

GAPDH

上 游 引 物

5' -

CATTGTCACCAACTGGGACGATA -3'

， 下 游 引 物

3' -

GGAGGCTACGTACATGGCTG-5'

。

2

实验方法

2.1

造模与分组 采用文献

[1]

记载的方法进行

MCAO

模型

复制及假手术操作，并在大鼠苏醒后参照文献

[2]

进行神经体

征评分， 将评分为

1～3

分的大鼠随机配伍分组为模型组、内

关组、曲池组、地机组，每组

8

只。 进行假手术操作的大鼠

8

只为假手术组。 另取

8

只大鼠作为空白组。

2.2

针刺方法 依据文献

[3]

制定的标准对“内关”、“曲池”及

“地机”取穴，前两穴作为治疗穴，以地机穴作为无关对照穴，

该穴定位于阴陵泉穴下

3mm

，内踝最尖部与阴陵泉穴的连线

上。 针刺内关时，直刺

1mm

；针刺曲池和地机时，直刺

4mm

。

提插捻转行针后连接在韩式电针仪上。 电针仪参数设置同参

考文献

[2]

。造模完成后，于每日上午针刺

1

次，连续针刺

14d

。

对模型组及假手术组大鼠实施抓取、捆绑等假针刺操作。 空

白组不做任何操作。

2.3

取材 末次针刺

2h

后，处死取脑，于缺血侧大脑中动脉

起始端前后

8mm

切一脑片。

2.4

脑组织谷氨酸含量测定 制备脑组织匀浆，用于谷氨酸

含量检测，检测方法按照试剂盒说明书进行。

2.5

脑组织

mGluR5 mRNA

的表达水平检测 参照试剂盒

摘 要 目的：观察针刺对局灶性脑缺血模型大鼠缺血脑组织谷氨酸含量及其代谢型受体

5

（

metabotropic glutamate

receptor5

，

mGluR5

）

mRNA

表达水平的影响。 方法： 采用线栓法复制大脑中动脉栓塞 （

middle cerebral artery occlusion

，

MCAO

）模型，将造模成功大鼠随机分为模型组、曲池组、内关组及地机组，并设置假手术组、空白组，每组

6

只。 针刺

14d

后，脑组织取材，利用酶化学法检测缺血脑组织中谷氨酸的含量，利用

RT-PCR

检测

mGluR5 mRNA

的表达水平。 结果：

与假手术组及空白组相比，内关组、曲池组及模型组大鼠脑组织谷氨酸含量明显升高；与模型组、地机组相比，内关组、曲

池组大鼠脑组织内谷氨酸含量明显下降。 与假手术组及空白组相比，地机组及模型组大鼠脑组织

mGluR5 mRNA

表达明

显升高；与模型组及地机组大鼠相比，内关组与曲池组大鼠脑组织

mGluR5 mRNA

表达明显升高。 结论：针刺可降低缺血

性脑组织谷氨酸含量，上调

mGluR5 mRNA

的表达水平，从而达到保护缺血性脑组织的作用。

关键词 脑缺血 针刺疗法 谷氨酸
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说明书提取上述脑组织匀浆的总

RNA

， 核酸测定仪测

A

260

/

A

280

，要求在

1.8~2.0

之间，以保证

RNA

纯度。

逆 转 录 反 应 ： 取

RNA0.2μg

作 为 反 应 模 板 ， 加 入

RNAase-feee

水补充至

10μL

，加入

Oligo

（

dT

）

1μL

，随机引物

1μL

，以上反应体系于

65℃

反应

5min

，冰浴

2min

后在该体系

中继续加入

dNTP

（

10μmol/L

）

1μL

，

0.1mol/L DTT 1μL

，

5×

逆

转录缓冲液

1μL

，逆转录酶

1μL

，以上反应体系在

50℃

温育

5min

。

qPCR

扩增反应： 在

ABI 7500 Fast qPCR

仪上进行扩

增反应，反应体系中加入

cDNA

模板

1μL

，

10

倍扩增反应缓

冲液

1μL

，

MgCl

2

（

25mmol/L

）

1μL

，上游引物 （

10μmol/L

）

1μL

，

下 游 引 物 （

10μmol/L

）

1μL

，

Sybgreen

（

20 ×

）

1μL

，

DEPC

水

12.8μL

， 聚合酶

0.2μL

。 反应体系参数为

95℃ 2min

，

94℃

20s

，

60℃ 20s

，

72℃ 30s

。

PCR

扩增反应共进行

40

个循环。 实

验结果以空白组作为参照，以

GAPDH

作为内参，以

2

-△△Ct

法

进行相对定量分析。

2.6

统计学方法 实验结果采用

SPSS19.0

软件包进行统计

分析，结果采用（

x±s

）表示，针刺治疗后各组间两两比较采用

单因素方差分析，以

P＜0.05

为差异具有显著性。

3

实验结果

3.1

针刺对缺血脑组织谷氨酸含量的影响 结果见表

1

。 模

型组缺血脑组织中的谷氨酸含量明显升高， 与假手术组相

比差异具有显著性（

P＜0.05

）。 内关组与曲池组脑组织内谷

氨酸含量明显下降， 与模型组及地机组相比差异具有显著

性 （

P＜0.05

）；内关组与假手术组及空白组相比没有显著性

差异（

P＞0.05

）。

3.2

针刺对脑缺血组织

mGluR5 mRNA

表达的影响 结果

见表

1

。 与假手术组比较，内关组、曲池组及模型组大鼠脑组

织

mGluR5 mRNA

表达明显升高（

P＜0.05

）；与模型组 、地机

组比较，内关组、曲池组大鼠

mGluR5 mRNA

表达明显升高

（

P＜0.05

），内关组又明显高于曲池组（

P＜0.05

）；地机组与模型

组比较差异无统计学意义（

P＞0.05

）。

表

1

各组大鼠脑组织谷氨酸及

mGluR5 mRNA

含量比较（

x±s

）

空白组

组别

1.00±0.00

mGluR5 mRNA

含量

8 121.17±22.65

动物数（只） 谷氨酸含量（

μmol/gprot

）

假手术组

1.05±0.058 126.56±21.16

模型组

6 221.74±33.81

*

2.62±0.83

*

地机组

6 269.93±51.04

*

1.99±1.70

*

内关组

6 147.22±34.65

▲#

5.56±2.49

*▲☆#

曲池组

6 188.44±49.42

*▲#

3.56±2.26

▲#

注：

*

与假手术组比较，

P＜0.05

；

▲

与模型组比较，

P＜0.05

；

☆

与曲池组比较，

P＜0.05

；

#

与地机组比较，

P＜0.05

。

4

讨论

谷氨酸是中枢神经系统主要的兴奋性氨基酸，在突触兴

奋传递及神经元生理功能方面具有重要的作用，同时它又具

有很强的神经毒性。 正常条件下，细胞外谷氨酸水平较低，仅

有少量谷氨酸参与信号传递；血脑屏障对谷氨酸的通透性极

低， 在脑内必须通过糖代谢的中间产物如草酰乙酸、

α-

酮戊

二酸和其他前体经多条化学途径合成

[4]

。 由于能量代谢紊乱，

谷氨酸从胞内释出，进入突触间隙激活谷氨酸受体

[5]

。 从而诱

使大量

Ca

2+

内流，引起细胞内钙超载，激活相应级联反应而引

发神经毒性

[6-7]

。 同时，某些氧自由基生成的酶类被激活，氧自

由基大量生成，则进一步加剧了谷氨酸对细胞的损伤

[8]

。 这种

损伤使得细胞膜及线粒体进一步损伤，细胞内

K

+

更多的从细

胞内释出，引起去极化扩散即梗死周围去极化，继而产生神

经元过度兴奋性损害作用

[9]

。

谷氨酸主要通过离子型受体 （

iGluR

） 和代谢型受体

（

mGluR

）而发挥作用

[10]

。 其中，

mGluR

有

8

种亚型，根据其结

构、 功能及药理特点可以分为

Ⅰ

、

Ⅱ

、

Ⅲ

三组。

mGluR1

和

mGluR5

共同组成了

Ⅰ

组，

Ⅱ

组包括

mGluR2

和

mGluR3

，其

余亚型组成了

Ⅲ

组

[11]

。

目前学者们对

mGluR5

在缺血性脑损伤中作用和机制的

认识并不一致。 一部分学者认为，

Ⅰ

组

mGluR

可与磷脂酶

C

结合，水解磷脂酰肌醇为

DAG

和

IP3

产生相应效应

[12]

。 一方

面，

DAG

在脑缺血时可被水解形成花生四烯酸， 这被认为是

谷氨酸参与缺血性脑损伤的机制之一。 另一方面，

IP3

则介导

了钙超载的产生。对

mGluR5

的研究发现，它参与了诸如脑缺

血、痴呆等多种疾病过程

[13]

。

还有研究者发现，

mGluR5

的激活可减少缺血组织细胞

凋亡，起保护作用

[14]

。陈继军等

[15]

利用

mGluR5

激动剂

2-

氯

-4

羟苯基甘氨酸对创伤性神经元损伤作用进行了实验研究，发

现其可减轻创伤性神经元损伤，这种保护作用可能是由

ERK

和

Akt

信号通路介导的。

在本实验中， 模型组大鼠脑组织谷氨酸浓度升高 ，其

mGluR5 mRNA

含量上调 ，与空白组及假手术组相比具有

显著性差异，提示缺血性脑损伤可引起脑组织的谷氨酸含

量上升 ，而

mGluR5 mRNA

的表达上调可能与谷氨酸的诱

导有关 。 但经针刺后 ，与模型组及地机组相比 ，内关组及

曲池组大鼠脑组织谷氨酸浓度降低 ，此时

mGluR5 mRNA

表达水平反而升高。 该实验结果与刘悦等

[16]

的研究结果存

在差异 ，其针刺干预脑缺血的研究结果显示 ，针刺可以降

低缺血脑组织

mGluR1

、

mGluR3

、

mGluR8

的水平 ， 但研究

中并没有包括

mGluR5

，但包括了

Ⅰ

组

mGluRs

的另外一个

亚型即

mGluR1

，其针刺时间为

24h

。 本课题的针刺天数为

14d

， 因此， 我们推测这种差异可能与针刺时间的长短有

关。

以上实验结果提示，针刺能够减轻兴奋性氨基酸的神

经毒性 ，从而发挥对缺血脑组织的神经保护作用 ，而表达

升高的

mGluR5

可能与针刺的神经保护作用有关， 但其表

达上调的机制及在缺血性脑中风中的作用仍需进一步研

究。
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“疏肝健脾方”由上海中医药大学附属龙华医院徐蓉娟

教授及其博士生李红主任医师经多年临床实践研制而成，广

泛用于临床。 该方具疏肝解郁、健脾安神之功效，拓展了应用

疏肝健脾法治疗糖尿病及其合并症的临床思路。 前期研究表

明，疏肝健脾方具有改善糖尿病大鼠甲状腺功能减退的治疗

作用

[1]

，本实验通过观察疏肝健脾方对应激状态下糖尿病大

鼠甲状腺功能及病理改变的影响，进一步探讨疏肝健脾方对

应激状态下糖尿病大鼠合并甲状腺功能减退的干预作用，并

进而探索其相关机制。

1

实验材料

1.1

动物

SPF

级

SD

雄性大鼠

75

只，体重（

180±10

）

g

，由上

海中医药大学实验动物中心提供。

摘 要 目的：观察疏肝健脾方对糖尿病大鼠慢性应激状态下甲状腺功能及组织形态的影响 。 方法 ：将

75

只

SD

大鼠随机分为正常组

15

只和造模组

60

只，造模组

60

只大鼠诱发糖尿病后再次随机分为模型组 、中药组 、西药

组和中西药结合组，除正常组以外其余各组大鼠在施以慢性不可预知温和刺激以诱发应激状态 （

4

周 ）同时分别给

予蒸馏水、疏肝健脾方、左洛复混悬液 、疏肝健脾方

＋

左洛复混悬液灌胃 ，正常组亦给予蒸馏水灌胃 。 治疗

12

周后

测定各组大鼠三碘甲状腺原氨酸 （

T3

）、四碘甲状腺原氨酸 （

T4

）、游离甲状腺素

T3

（

FT3

）、游离甲状腺素

T4

（

FT4

）、

促甲状腺激素（

TSH

）水平，并观察甲状腺组织改变。 结果：与正常组比较，其余各组大鼠的

T3

、

T4

、

FT3

、

FT4

均明显

降低；中西药结合组大鼠的

T3

、中药组和中西药结合组的

T4

均明显高于模型组和西药组。模型组大鼠甲状腺组织

有不同程度损伤，各用药组损伤情况介于正常组与模型组之间。 结论：疏肝健脾方能对抗链脲佐菌素（

STZ

）诱导的

糖尿病大鼠应激状态下并发的甲状腺功能减退，可能对糖尿病大鼠应激状态及下丘脑

-

垂体

-

甲状腺轴（

HPT

）有一

定的调节作用。

关键词 糖尿病 甲状腺 疏肝健脾 中药复方 实验研究
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