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［摘 要］ 目的 观察针刺手厥阴经穴在大鼠缺血再灌注损伤过程中对体内钙网蛋白（ CRT ） 含量及蛋白表达的影响及其作
用机理。 方法 50只Wistar 大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注模型组、针刺内关治疗组、针刺郄门治疗组和针刺合谷对照
组，每组10只。 假手术组只穿线不结扎冠状动脉，其余各组制备缺血再灌注动物模型，其中3个针刺穴位组分别于针刺20min
后结扎冠状动脉左前降支40min，心电图监测，再次针刺上述穴位20min，松扎，恢复冠脉灌流。假手术组于穿线后100min、模型
组和各针刺穴位组于再灌注后60min，腹腔静脉取血并摘取心脏，观察血清 CRT 含量，检测心肌组织 CRT 蛋白表达的变化。
结果 缺血再灌注模型组心肌组织CRT 表达与假手术组比较有统计学差异（ P＜0.05） ；针刺内关治疗组、针刺郄门治疗组血
清CRT 含量明显升高，心肌组织CRT 表达呈高表达状态，与缺血再灌注模型组比较均有统计学差异（ P＜0.01） ；针刺合谷对
照组与缺血再灌注模型组近似，两者比较无统计学差异（ P＞0.05） 。 结论 针刺手厥阴经穴可明显提高体内CRT 含量，促进
CRT 表达的上调，减轻了缺血再灌注造成心肌损伤的程度。
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ABSTRACT  Objective  T o study the effect of electroacupuncture （ EA ） at points of the Pericardium M eridian of Hand-
Jueyin on the calreticulin （ CRT ） content and expression in myocardial ischemia reperfusion injury rats and explore its mecha-
nism．Methods  Fifty Wistar rats w ere randomized into sham-operated group，ischemia reperfusion model group，EA
Neiguan （ PC6） group，EA Ximen （ PC5） group，and EA Hegu （ LI4） group，10in each．T he sham-operated group w as oper-
ated only w ith threading but w ithout ligation of coronary artery，and the other groups w ere all made ischemia reperfusion
models．T he left descending anterior branch of the coronary artery of the three acupuncture groups w ere ligated tw enty min-
utes after acupuncture for40minutes．Under the observation of electrocardiogram，the above-mentioned points w ere treated
w ith acupuncture again for tw enty minutes，and then the ligation w as stopped for reperfusion．One hundred minutes after
threading in the sham-operated group and60minutes after reperfusion in the model and all acupuncture groups，the abdomi-
nal venous blood and myocardial sample w ere taken for observing CRT content and expression．Results  In the ischemia
reperfusion model group，there w as significant difference in the myocardial CRT expression，compared w ith the sham-operat-
ed group （ P＜0.05） ．In the EA Neiguan （ PC6） and EA Ximen （ PC5） groups，the serum CRT content w as significantly in-
creased and myocardial CRT expression w as strengthened，compared w ith the ischemia reperfusion model group （ P＜0.01） ．
In the EA Hegu （ LI4） group，the result w as similar w ith that of the ischemia reperfusion model group （ P＞0.05） ，w ithout
statist ical difference．Conclusion EA stimulation of points of the Pericardium M eridian can significantly increase the content
and expression of CRT，making the myocardial injury caused by ischemia reperfusion reduced．
Key Words electroacupuncture；myocardial ischemia reperfusion injury；calreticulin；rats；Neiguan （ PC6） ；Ximen （ PC5）

  近年来研究发现，钙网蛋白（ calreticulin，CRT ）
在组织细胞氧化应激和缺血缺氧损伤中具有重要作

用，CRT 过表达可抑制肾上皮LLC-PK 细胞内质网
Ca2＋释放，减轻胞浆钙超载，增强细胞对H2O2诱导

氧化应激损伤的抵抗力［1］。 CRT 作为凝集素样分子
伴侣，协助蛋白质正确折叠、维持细胞Ca2＋稳态、参
与调节细胞凋亡，与多种人类疾病的发生、发展和预
后密切相关。 目前，CRT 在心血管疾病发生、发展及
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防治中的作用已成为人们研究的热点。 我们以往研
究已证明针刺手厥阴心包经穴对心肌细胞有很好的

保护作用［2］，本项研究在已有的工作基础上观察针
刺手厥阴心包经穴对心肌缺血再灌注损伤大鼠血清

CRT 含量及心肌组织CRT 蛋白表达的影响，以探讨
针刺手厥阴经穴对心肌缺血再灌注损伤发挥作用的

机制。
1 材料
1.1 实验动物

Wistar 大鼠50只，清洁级，体重250～300g，雌
雄各半，由山西医科大学动物中心提供，动物许可证
号：SCXK（晋）2009-0001。
1.2 试剂及仪器

大鼠CRT 酶联免疫试剂盒（美国R＆D 公司，北
京瑞尔欣德科技有限公司代理） ；免疫组化 SP 试剂
盒（美国ZYMED 公司，北京博奥森生物技术有限公
司提供） ；浓缩型DAB显色剂（ Solarbio 公司，上海索
莱宝生物技术公司提供） ；一抗（ 兔抗鼠抗体，英国
Abcam 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） ；BI-2000医学图象分析系统
（成都泰盟科技有限公司） 。
2 方法
2.1 分组及动物处理方法

按随机数字表法将50只大鼠分为假手术组、缺
血再灌注模型组、针刺内关治疗组、针刺郄门治疗
组、针刺合谷对照组，每组10只。 动物称重，10％乌
拉坦（1mg／kg ） 行腹腔注射麻醉后，固定在鼠板上，
气管切开连接动物呼吸机，术前描记Ⅱ导联心电图。
在胸部左侧3～4肋间或心脏搏动较明显处剪开皮
肤，钝性分离各层肌肉，露出肋骨。 在第3、4根肋骨
下用止血钳将肌肉分离开，钳住并剪断第4肋骨，开
胸器放入切口处，暴露心脏，打开心包膜，轻提心耳
翻转心脏，暴露冠状动脉，在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
线处置一硅胶管后，与左前降支一并结扎，以左室前
壁发绀并向外膨胀及心电图S-T 段抬高为标志。 止
血钳关闭胸腔，心电图描记。 40min 后开胸，剪开硅
胶管，恢复左前降支灌流，60min 后腹腔静脉取血，
摘取心脏。

假手术组：冠状动脉左前降支根部穿线后，心电
图监测，记录100min 内心电图 S-T 段变化，静脉取

血，摘取心脏。
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40min，松扎，再灌
注60min 后，静脉取血，摘取心脏。

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型治疗仪疏密波针刺20min，频率30～
100Hz，强度1mA 左右，以前肢出现与针刺频率相一
致的轻微颤动为准，去针刺。 心电图监测，结扎左前
降支40min，再次针刺内关20min，松扎，再灌注
60min 后，静脉取血，摘取心脏。

针刺郄门治疗组和针刺合谷对照组分别取相应

的穴位进行针刺刺激，方法同针刺内关治疗组。穴位
定位参照林文注主编的《实验针灸学》［3］常用动物穴

位定位及拟人比照法。
2.2 标本的采集与保存

实验结束后，腹腔静脉取血5ml，3000r／min 低
速离心10min，移液枪吸取0.3ml上清，置于Eppdorf
离心管中。标本取左心室结扎部位下方的心肌组织，
大小10mm×7mm×3mm，生理盐水冲洗，秤重，取
约100mg 放在10％中性甲醛中固定。
2.3 CRT 水平测定

应用双抗体夹心酶标免疫分析法测定标本中

CRT 水平，往包被单抗的微孔中依次加入 CRT 抗
原、生物素化的抗-IgG 抗体、HRP 标记的链酶亲和
素，经过彻底洗涤后用底物TMB显色。TMB在过氧
化物酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化
成最终的黄色（测定在加中止液15min 以内进行） ，
颜色的深浅和样品中的CRT 呈正相关。用酶标仪在
450nm 波长下测定吸光度（ OD 值） ，以标准物的浓
度为横坐标 （ 对数坐标） ，OD 值为纵坐标 （ 普通坐
标） ，在半对数坐标纸上绘出标准曲线，根据样品的
OD 值由标准曲线查出相应的浓度，再乘以稀释倍
数，即为样品的实际浓度。
2.4 CRT 基因表达检测方法

全部标本10％中性甲醛固定（固定时间不超过
24h） ，常规石蜡包埋制片，切片厚度5μm，石蜡切片
行免疫组化染色。 步骤如下：石蜡切片至水洗脱蜡，
蒸馏水冲洗，PBS 冲洗5min，3％H2O2孵育10min 阻
断内源性过氧化物酶的活性，PBS 冲洗3次，每次
2min，滴加试剂A（生物素标记过氧化物酶） ，室温孵
育15min，加入一抗（1∶100稀释） ，室温过夜，PBS
冲洗3次，每次3min，滴加试剂B（链霉亲和素和酶耦

·228· 袁叶等 针刺手厥阴心包经穴对心肌缺血再灌注损伤大鼠钙网蛋白的影响 2011年第3期



联物） ，37℃孵育20min，PBS 冲洗3次，每次2min，滴
加试剂C（蛋白阻断剂） ，37℃孵育20min，PBS 冲洗3
次，每次3min，3，3-二氨基联苯胺（ DAB）显色5min，
苏木素染色，自来水充分冲洗，复染，脱水透明，树脂
胶封片。 每张切片取上、下、左、右、中相对固定的5
个视野，读取平均灰度值，灰度值越高，说明蛋白表
达率越低。
2.5 统计学方法

采用SAS8.2统计软件进行分析。 计量数据均
以均数±标准差（ x±s） 表示，采用单因素方差分析
进行比较。
3 结果
3.1 各组大鼠血清CRT 含量变化

表1示，假手术组与缺血再灌注模型组血清
CRT 含量比较无统计学差异（ P＞0.05） ；针刺内关
治疗组、针刺郄门治疗组与假手术组、缺血再灌注模
型组比较均有统计学差异（ P＜0.01或 P＜0.05） ；
针刺合谷对照组与其他各组比较差异无统计学意义

（ P＞0.05） ；针刺内关治疗组与针刺郄门治疗组比
较差异无统计学意义（ P＞0.05） 。 提示针刺内关、郄
门穴可明显提高血清CRT 含量，从而减轻心肌缺血
再灌注损伤。

表1 各组大鼠血清CRT 含量比较（ μg／L，x±s）
组别 鼠数 CRT 含量

假手术组 10 161.789±25.164
缺血再灌注模型组 10 172.696±14.979
针刺内关治疗组 10 195.617±16.270*△
针刺郄门治疗组 10 200.651±22.109*△
针刺合谷对照组 10 170.550±24.914

  注：与假手术组比较，*P ＜0.01；与缺血再灌注模型组比较，
△P＜0.05
3.2 各组大鼠心肌组织CRT 蛋白表达的变化

在染色过程中，个别标本有脱落现象，每组按8
只大鼠进行统计。图1及表2示，心肌细胞中CRT 的
表达呈棕黄（褐）色。 假手术组黄褐色的表达几乎看

不到，说明在正常情况下，CRT 呈低表达状态。 缺血
再灌注模型组出现明显的黄褐色表达，灰度值降低，
阳性表达率明显增高，与假手术组比较差异有统计
学意义（ P＜0.05） 。 针刺内关治疗组、针刺郄门治疗
组黄褐色的表达数量显著增多，颜色明显加重，灰度
值降低，说明此时心肌组织CRT 呈高表达状态，与
假手术组及缺血再灌注模型组比较差异有统计学意

义（ P＜0.01） 。 针刺合谷对照组的表达与模型组的
表达近似，两组比较其灰度值无统计学差异 （ P ＞
0.05） 。大鼠心肌组织CRT 灰度值越低，说明其蛋白
表达率越高，从结果中可以看出针刺内关、郄门穴
后，大鼠心肌组织CRT 呈高表达状态，针刺合谷穴
未见到高表达，说明了腧穴对靶器官的特异性作用。

表2 各组大鼠心肌组织CRT 灰度值比较（ x±s）
组别 鼠数 CRT 灰度值

假手术组 8 193.962±10.262
缺血再灌注模型组 8 184.887±8.3239*
针刺内关治疗组 8 169.366±5.728**△
针刺郄门治疗组 8 164.113±10.196**△
针刺合谷对照组 8 182.400±3.908*

  注：与假手术组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与缺血再灌注
模型组比较，△P＜0.01
4 讨论

CRT 属于KDEL （作为内质网滞留信号的四肽
序列）蛋白家族，存在于高等生物除红细胞以外所有
细胞中。 CRT 作为分子伴侣，参与Ca2＋稳态、细胞黏
附、抗原递呈、类固醇敏感性基因表达调节、细胞凋
亡和自身免疫反应等［4］。 钙是细胞内重要的第二信
使，内质网是重要的细胞内代谢相关Ca2＋调节器，内
质网腔 Ca2＋浓度约400μmol，是主要的“Ca2＋存储

器”。内质网CRT 有两个Ca2＋结合位点：一个在P 区，
高亲和力、低容量；一个在C 区，低亲和力、高容量。
CRT 通过C 结构域Ca2＋呈高容量性结合，增加内质
网 Ca2＋的储存能力，CRT 是细胞“Ca2＋缓冲剂”［5］。
目前CRT 在缺血、缺氧等细胞损伤中的作用

   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 针刺合谷对照组

图1 各组大鼠心肌组织CRT 阳性表达比较（免疫组化，×40）
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存在争议，有研究证明CRT 的高表达可保护细胞，
减轻氧化应激或一氧化氮诱导的细胞凋亡［6］。 但也
有报道CRT 过表达增加H9c2成心肌细胞对养护应
激的敏感性，加重细胞损伤［7］。 研究显示，缺氧预处
理24h 后心肌细胞内CRT 表达增加，提示CRT 可能
通过维持细胞内Ca2＋稳态参与预处理的心肌细胞保

护作用［8］。
酶联免疫吸附实验用酶标记物作为指示物，以

抗原－抗体的特异性结合反应为基础，在酶标记物
同抗原－抗体结合后，通过酶的催化放大作用，使得
酶联免疫吸附试验既保持抗原抗体反应的特异性，
又体现酶催化放大的敏感性，应用双抗体夹心法测
定标本中大鼠CRT 水平。通过免疫组化法来检测大
鼠心肌组织中的 CRT 表达量，是利用其高度特异
性、高敏感性和能对抗原进行精确定位的独特优势，
揭示针刺不同经穴对心肌组织中的CRT 表达量的
影响。

本项研究表明，缺血再灌注模型组血清CRT 含
量虽有升高，但与假手术组比较无统计学意义，在
CRT 蛋白基因表达中，表达量增加，出现了差异，显
示缺血再灌注损伤增强了CRT 的敏感性。 针刺内
关、郄门后，血清CRT 含量明显升高，蛋白基因过量
表达，与假手术组、缺血再灌注模型组比较均有统计
学差异。我们以往的研究发现，针刺手厥阴心包经内
关、郄门穴可减轻细胞内钙超载［2］，本次研究结果与
国内外CRT 的高表达可保护心肌细胞的报道相一
致［6］，说明CRT 的丰富表达对心肌细胞钙离子的调

节具有重要的意义，而CRT 参与细胞保护作用的相
关机制尚待进一步研究。
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