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［摘 要］ 目的 研究针刺手厥阴经穴对缺血再灌注损伤过程中心肌细胞蛋白激酶 C（ PKC）表达的影响，探讨 PKC 介导的信号转
导机制在心肌缺血再灌注损伤中的作用。 方法 电针大鼠手厥阴经穴位20分钟后，结扎左冠状动脉前降支40分钟，心电图监测，再
电针穴位20分钟，松扎，恢复灌流60分钟，摘取心脏，免疫组化方法分析细胞蛋白激酶 C 的表达。 结果 缺血再灌注模型组 PKC 表
达的阳性率明显增高，针刺手厥阴经穴后阳性表达率明显降低（ P＜0.01） 。 结论 针刺手厥阴经穴对 PKC 表达有明显的抑制作
用，从而发挥对心肌细胞的保护作用。
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Effect of Needl ing at Points of Pericardium Meridian of Hand Jueyin on the Expression of Protein Kinase C in Cardiocyte of Ische┐
mical Reperfusion Injury
T IAN Yue-feng1，WANG Rong1，LI Lei-yong2，et al．
（1.Shanx i College of Chinese M edicine，T aiyuan030024；2.T he Second H osp ital of Shanx i M edical University ）
ABSTRACT Objective T o study the effect of needling at points of Pericardium Meridian of Hand Jueyin on the expression of protein
kinase C （ PKC） and signal transduced mechanism mediated by PKC in cardiocyte of ischemical reperfusion injury．Methods Points of
Pericardium Meridian of Hand Jueyin of rats w ere given electro-acupuncture for 20 minutes．Ramus descendens anterior arteriae
coronariae sinistrae w as ligated for40minutes w ith electrocardiogram monitoring．Ligation ceased after another20minutes of electro-
acupuncture．Heart w as extracted after 60minutes of reperfusion．T he expression level of PKC was tested by immunohistochemical
method．Results T he expression level of PKC increased in model group but decreased significantly after acupuncture （ P＜0．01） ．
Conclusion Needling points of Pericardium Meridian of Hand Jueyin can obviously inhibit the expression level of PKC and protect
cardiocyte．
Key Words Myocardial reperfusion injury；Acupuncture therapy；Points of Pericardium Meridian of Hand Jueyin；Protein kinase C
  广泛分布于真核细胞特别是哺乳类动物细胞中的
蛋白激酶 C（ PKC）作为机体信号传导通路的一个重要
环节引起了人们的关注［1］。我们在观察针刺对缺血再
灌注损伤心肌细胞内游离钙（ Ca2＋）超载抑制作用的基
础上，采用免疫组化方法观察了 PKC 在此过程中的变
化，旨在研究 PKC 介导的信号传导机制在心肌缺血再
灌注损伤中的作用。
1 材料
1.1 动物

雄性 Wistar 大鼠50只，清洁级，体重250～280g，
由山西省中医药研究院动物中心提供（动物合格证号：
A00-002） 。

1.2 试剂与仪器
DAB显色剂、连接抗体 （ 福建迈新生物技术公

司 ） ，一抗 （ 美国 Neomarker 公司） ；G6805-1型治疗仪
（上海医疗器械高技术公司） ；DH-150动物人工呼吸机
（ 浙江大学医学仪器厂） ；ECG-6511心电图机（ 日本） ；
Olympus-CX40显微镜（日本） ；MIAS-2000图像分析软
件（四川川大智胜软件股份有限公司） 。
2 方法
2.1 动物分组及处理

50只大鼠随机分为5组：假手术组、缺血再灌注模
型组、针刺内关治疗组、针刺郄门治疗组、针刺支沟对
照组，每组10只。10％乌拉坦（1mg／kg）腹腔麻醉，接动
物人工呼吸机，第三、四肋间隙处开胸，暴露心脏，冠状
动脉左前降支根部用无创性小圆针穿零号医用缝合

线，心电图监测，穿线处置硅胶管结扎左前降支，以左
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室前壁发绀并向外膨胀及心电图 S-T 段抬高为标志。
（1）假手术组：冠状动脉左前降支根部穿线后，记录100
分钟内心电图 S-T 段变化，摘取心脏，取左心室肌结扎
部位下方心肌组织进行 PKC 蛋白的表达检测。（2） 缺
血再灌注模型组：冠状动脉左前降支根部穿线后，心电
图监测，结扎左前降支40分钟，再灌注60分钟后，摘取
心脏，取左心室肌结扎部位下方心肌组织进行 PKC 蛋
白的表达检测。（3） 针刺内关治疗组：冠状动脉左前降
支根部穿线后，心电图监测，关闭心电图机。取双侧内
关穴，G6805-1型治疗仪疏密波电针20分钟，频率30～
100Hz，强度20～30V，以前肢出现与电针频率相一致
的轻微颤动为准，去电针，心电图监测，结扎左前降支
40分钟，再电针内关穴20分钟，再灌注60分钟后，摘取
心脏，取左心室肌结扎部位下方心肌组织进行 PKC 蛋
白的表达检测。内关穴定位采取拟人比照法。（4） 针刺
郄门治疗组和针刺支沟对照组除取穴不同外与针刺内

关治疗组方法相同。
2.2 染色

实验结束取结扎下方左心室肌，大小为1cm×0.8
cm×0.3cm；10％中性甲醛固定，经脱水、透明、浸蜡、
包埋后，制成石蜡切片；贴片后在二甲苯中脱蜡2次，分
别为15分钟、10分钟；梯度酒精脱苯，时间依次为5分
钟、3分钟、3分钟、3分钟；自来水冲洗2次；PBS 冲洗3
次，每次3分钟；用酶法对组织抗原进行修复15分钟；加
3％双氧水，室温孵育10分钟；每张切片滴加1燊80的第
一抗体50μl，4℃孵育过夜；PBS 冲洗3次，每次3分钟；
每张切片滴加50μl Max 试剂，37.5℃孵育15分钟；除
去 PBS 液，每张切片加100μl DAB 显色剂，Olympus-
CX40显微镜下观察3～5分钟；自来水冲洗，苏木素复
染；再用 PBS 液冲洗反蓝；梯度酒精脱水、二甲苯透明
各3分钟；中性树胶封片。
2.3 图像分析

应用MIAS-2000图像分析软件进行分析，每组取4
张切片，每张切片取上、下、左、右相对固定的4个视野，
面积范围1.5～2.0μm2，测量其灰光度值。灰光度值越
高，说明表达率越低。
2.4 统计学方法

各组数据以均数±标准差 （ x±s ） 表示，用 SAS
8.0软件进行处理，进行方差分析及组间比较，P ＜
0.05为差异有显著性意义。
3 结果

染色结果示，心肌细胞中 PKC 的表达位于细胞
膜，呈棕黄 （ 褐） 色。假手术组未见黄褐色条状带或区
域，缺血再灌注模型组多处呈现深褐色宽带，部分连接

成片，灰光度降低，阳性表达率明显增高，与假手术组
比较差异有显著性意义（ P＜0.01） ；针刺内关治疗组
与针刺郄门治疗组可散见片状浅褐色的区域，灰光度
均较高，阳性表达率明显降低，与缺血再灌注模型组比
较差异均有显著性意义（ P＜0.01） ；针刺支沟对照组
出现大片褐色区域，阳性表达率与缺血再灌注模型组
比较差异无显著性意义（ P＞0.05） ，说明针刺手厥阴
经穴位对损伤心肌具有特异性的作用。在染色过程中，
个别标本有脱落现象，每组按8只进行统计。见附表。
附表 各组大鼠心肌细胞 PKC 表达灰光度比较（ x±s）
组别 鼠数 灰光度

假手术组 8 154.41±3.82*
缺血再灌注模型组 8 118.52±9.60
针刺内关治疗组 8 131.70±3.69*
针刺郄门治疗组 8 133.84±3.84*
针刺支沟对照组 8 124.76±3.64

  与缺血再灌注模型组比较，*P＜0.01
4 讨论

PKC 是一种依赖于 Ca2＋和磷脂的蛋白激酶，在静
息的细胞中，PKC 存在于胞质中，活性很低。当细胞受
到刺激时，第二信使二酰甘油（ DAG） 在质膜上短暂形
成，使 PKC 与质膜上的磷脂酰丝氨酸结合，使 PKC 对
Ca2＋的依赖性明显降低，该酶激活，并从胞质转到胞膜
上。PKC 分子中含有自身抑制区或假底物序列，能像
酶底物一样与酶的催化区结合，从而抑制酶的活性。假
底物序列位于 PKC 的氨基端，平时它与羧基端催化核
心的底物结合位点结合而使 PKC 处于非活化状态。当
第二信使如脂质、DAG、Ca2＋与 PKC 结合可使其构象
改变，假底物系列不再与催化区结合，底物能够进入酶
活性中心，从而使酶激活［2］。PKC被激活后可催化某些
蛋白的磷酸化反应，以此改变细胞的功能［3］。

PKC 参与的生理过程极为广泛，既涉及到许多如
分泌作用、肌肉收缩等细胞的短期生理效应，又参与细
胞 DNA 的蛋白合成、细胞的生长分化等与基因表达
相关的长期生理过程。对膜离子转运功能的调节是
PKC 参与调节的主要细胞效应之一。许多具有重要生
理功能的膜蛋白可作为 PKC 的底物，其中 Ca2＋泵

（ Ca2＋-ATP 酶）是质膜上 Ca2＋转移系统的重要成员之

一，它可把细胞内 Ca2＋泵出细胞外。外界刺激引起细
胞内 Ca2＋浓度升高，加入可激活 PKC的佛波醇脂可降
低细胞内 Ca2＋浓度，这一过程可能是通过 PKC 对
Ca2＋泵的磷酸化而使其激活实现的［4］。

细胞培养和体外实验均已证明，PKC 存在于细胞
膜和细胞质中，细胞质中的呈钝化状态，在细胞质中
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Ca2＋浓度稍升高的情况下可以从细胞质转移到细胞膜

上而呈待激状态，细胞内 Ca2＋升高而导致 PKC从细胞
质向细胞膜重新分布的现象是 PKC 激活过程中一个
非常重要的步骤［5］。PKC一旦被激活，将通过多种传导
途径调节转录因子、基因表达、Na＋／H＋交换以及细胞

内蛋白的表达。
细胞内 Ca2＋浓度增高称为钙超载，细胞内钙稳态

主要是靠细胞膜 Ca2＋泵、Na＋-Ca2＋交换、肌浆网 Ca2＋

摄取与释放，以及线粒体能量依赖的 Ca2＋转运机制来

维持的。钙超载在心肌缺血再灌注损伤发病机理中起
关键作用，缺血期由于缺血细胞膜去极化以及电压敏
感性和配位体把守的慢钙通道的开放，一部分 Ca2＋会

进入细胞内。这些内流的 Ca2＋能否增加细胞的 Ca2＋水

平，很大程度上依赖于内流的 Ca2＋量与细胞内隔离室

分隔 Ca2＋和将 Ca2＋排出细胞外能力的平衡。这些 Ca2＋

作为一种信号激发代谢活动，最终有效到再灌注损伤
的严重程度［6］。

研究再灌注损伤与 PKC 关系的实验表明，心肌细
胞缺血时细胞 PKC 的活性显著增加，再灌注抑制了
PKC活性的继续激活［7］。我们以往的实验研究证明，针
刺手厥阴经穴可明显抑制心肌缺血再灌注损伤过程中

Ca2＋超载［8］，本项研究表明，针刺可明显影响此过程中
PKC 的表达，然而针刺抑制 PKC 的活化作用是在缺
血阶段还是再灌注阶段，尚无法确定，需要进行深入的
动态观察研究，以探明心肌细胞保护作用在信号转导

机制过程中针刺对 PKC的作用机理。
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