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● 基础研究 ●

阿片受体在电针预处理诱导大鼠脑缺血耐受效应中的作用

杨静 熊利泽 王强 刘艳红

【摘要】 目的 探讨阿片受体在重复电针灸预处理诱导大鼠脑缺血耐受形成中的作用。并研究可能参与作用

的阿片肽种类。方法雄性SD大鼠42只，随机分为空白对照组，戊巴比妥钠组，电针(EA)组，EA+6受体拮抗剂

naltrindole(NTI)组，EA+K受体拮抗剂nor-binaltorphimine(BNI)组，NTI组和BNI组。EA组、EA+NTI组和EA

+NBI组接受相同电针灸刺激(疏密波2／15Hz，1mA，30min／d)连续5d，EA+NTI组和EA+BNI组分别于每次电

针灸开始前给予NTI(1mg／kg)或BNI(2．5mg／kg)腹腔注射；NTI组和BNI组单纯腹腔注射相同剂量的NTI或

BNI。最后一次处理24h后采用MCAO模型。再灌注24h进行神经学评分后取脑，经TTC染色计算脑梗死容积。

结果脑梗死容积：EA组明显小于空白对照组(P一0．000)；EA+NTI组与空白组比较没有明显的统计学差异(P

一0．219)，而与EA组有明显的统计学差异(P一0．000)；EA+BNI组与空白组比较有明显统计学差异(P一0．ooo)，

与EA组比较没有明显的统计学差异(P一0．319)；说明NTI(1mg／kg)能够阻断EA预处理诱导的脑保护效应，而

BNI(2．5mg／kg)不能。结论阿片受体参与了重复电针灸刺激大鼠百会穴诱导的脑缺血耐受效应，8受体发挥了主

要作用。

【关键词】脑缺血耐受；缺血预处理；电针灸；阿片受体；8受体；大鼠

Role of opioid receptors in cerebral ischemic tolerance induced

by electroacupuncture preconditioning in rats
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[Abstract]Objective To explore the role of opioid receptors in formation of cerebral ischemic tolerance in—

duced by repeated electroacupuncture(EA)in rats． Methods Forty-two male SD rats were randomly divided into

7 groups(n=6 each)：control group，pentobarbitone group，EA group，EA+naltrindole(NTI)group，EA+nor-

binahorphimine(BNI)group，NTI group and BNI group．EA，EA+NTI and EA+BNI groups received electroacu—

puncture at the Baihui acupoint for 30 min a day for 5 days；NTI(1mg／kg)and BNI(2．5mg／kg)were intraperitone—

ally administered before the electroacupuncture stimulation in EA+NTI group and EA—卜BNI group respectively．NTI

group and BNI group only received NTI(1mg／kg)and BNI(2．5 mg／kg)respectively．Twenty-four hours after the

last treatment．the right middle cerebral artery was occluded for 1 20 min．After 24 h reperfusion，the animals were

sacrificed and the infarct volume of the brain was determined with TTC staining． Results Cerebralinfarct volume：

EA group presented smaller cerebral infarct size as compared with the control group(P一0．000)；there was no signif—

icant difference between the infarct volume of EA+NTI and control groups(P一0．2 1 9)；EA+BNI group showed

significant difference in infarct size compared with control group(P一0．ooo)。while had infarct volume similar tO that

of EA group(P=0．319)．The results showed that NTI(1mg／kg)，a 8一opioid receptor antagonist，when given before

EA preconditioning，abolished ischemic tolerance induced by EA，while BNI(2．5mg／kg)，a ic-opioid receptor antago—

nist，could not． Conclusions The present study suggests that a-opioid receptor plays a role in ischemic tolerance

induced by repeated EA in rats．

[Key words] cerebral ischemic tolerance； ischemic preconditioning； electroacupuncture； opioid receptor；
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缺血预处理诱导脑缺血耐受是目前脑保护研究

的热点之一。我们以往的研究发现，重复电针刺激

大鼠百会穴能够诱导脑缺血耐受，产生脑保护效

应[1]。而且2Hz电针刺激的保护作用远较lOOHz

者强。根据韩济生的研究结果，频率在2Hz左右的

刺激主要引起脑啡肽释放，主要通过体内的弘／占受

体发挥作用；而频率在100Hz左右的刺激则主要使

强啡肽的释放增加，主要通过K受体介导而发挥镇

痛作用口]。我们因此推测，脑啡肽和6受体在重复

电针刺激大鼠百会穴诱导脑缺血耐受中的作用可能

比强啡肽和K受体更为重要，并且设计了以下研究

进行验证。

1材料与方法

1．1 实验动物及分组 实验动物由第四军医大学

实验动物中心提供。清洁级雄性SD大鼠(280～

3209)42只，随机分为7组(咒一6)：空白对照组，戊

巴比妥钠对照组，电针灸(EA)组，EA+艿受体拮抗

剂naltrindole组(EA十NTI)，EA+fc受体拮抗剂

nor-binaltorphimine组(EA 4-BNI)，BNI和NTI。

空白对照组每日腹腔注射生理盐水4ml／(kg·d)，

连续5d；其余各组每日腹腔注射1％戊巴比妥钠

40mg／(kg·d)，连续5d。戊巴比妥钠组不做其它处

理，EA组，EA+NIT组，EA+BIN组按照相同方法

接受电针刺激百会穴(疏密波2／15Hz)30min／d，连续

5d，后两组分别于每次电针灸刺激开始前30min和

2h给予6受体拮抗剂NIT(1mg／kg)及Jc受体拮抗

剂BNI(2．5mg／kg)腹腔注射；NTI和BNI组只单

纯接受NTI(1mg／kg)或BNI(2．5mg／kg)腹腔注

射，连续5d。

1．2 电针处理 EA组参照《实验针灸学》[3]的常

用实验动物针灸穴位，在顶骨正中定位百会穴，用

30号0．5毫针向前平刺2mm，与百会穴形成回路

的另一电极夹于大鼠右侧耳上，接电针刺激仪

(WQ-10D1型，北京市海淀电子仪器厂)，以大鼠右

耳微颤为穴位刺激有效指标。

1．3大脑中动脉阻闭(MCAO)脑缺血模型 动物术

前禁食12h，不禁水。动物通过面罩给予4％异氟醚诱

导麻醉，2％异氟醚吸入维持麻醉深度，保留自主呼吸。

MCA0模型根据Koiosumi等[4]的方法，大鼠麻醉后取

颈正中切口，暴露右侧颈总动脉、颈外动脉及颈内动

脉，结扎颈总动脉、颈外动脉，于颈总动脉分叉下方剪

一切口，将一末端用酒精灯烧成圆头的尼龙线(3—0，

Ethicon Inc，Japan)置入颈内动脉17～18mm，结扎颈内

动脉。阻闭120min后抽出尼龙线，恢复再灌注。术中

体温由肛温探头连接多功能监测仪(Spacelab，Ameri—

ca)监测，用烤灯维持在37～37．5。C。

1．4观察指标 (1)动物恢复及神经功能损害评

估：麻醉苏醒后，将动物放回鼠笼，自由饮食。脑缺

血再灌注后24h，由一不了解分组情况的观察者评

估记录神经损害评分，方法为6级评分法：0级，无

功能障碍；1级，不能伸展左侧前肢；2级，向左侧旋

转；3级，向左侧倾倒；4级，无自主活动伴意识障碍；

5级，死亡。(2)TTC染色：再灌注24h神经损害评

分完成后，动物用氯胺酮深度麻醉后断头处死，用咬

骨钳迅速打开颅骨，剪开脑膜，完整取出鼠脑，立即

放人一20℃冰盐水中。10min后取出鼠脑，置于特制

鼠脑槽中，取冠状面均匀切成2mm厚脑片，共6片。

将脑片迅速放入2％TTC溶液中，37℃水浴30 min

至显色，保存在4％多聚甲醛内，24h后拍照。

1．5 脑梗死灶测量 用数码相机(KODAK，

DC240 USA)拍照后输入计算机，用图象处理软件

(ADOBE，PHOTOSHOP 6．o)计算梗死面积(粉红

色区为正常脑组织，白色区为梗死区)，各脑片梗死

面积之和乘以厚度(2mm)作为脑梗死容积。

1．6统计学方法脑梗死容积用均数±标准差表示。

对所有组别的脑梗死容积进行方差分析(SPSS软件)，

再用Dunnett-t检验(SPSS软件)检验进行两两比较，并

对EA组，EA+NTI组，EA+BNI组，BM组、NTI组

和戊巴比妥钠对照组与空白组间进行多组与一组的比

较。神经功能评分用Kruskal_Wallis方法检验(SPSS

软件)。P％0．05表示差异有统计学意义。

2 结 果

6只大鼠缺血再灌注后未达24h即死亡(可能

因颅内出血所至)，3只大鼠取脑时可见明显蛛网膜

下腔出血，均被排除出本实验。补做相应数量的大

鼠以保证每组6只的样本量。

2．1 再灌注24h后脑梗死客积(图1，2) EA组

明显<空白对照组(P一0．000)，EA+NTI组与空白

对照组比较没有明显的统计学差异(P一0．219)，与

EA组有明显的统计学差异(P一0．000)；而EA+

BNI组与空白对照组比较有明显统计学差异(P一

0．ooo)，与EA组比较没有明显的统计学差异(P—

o．319)；BNI组和NTI组与空白对照组比较都没有

明显的统计学差异(P值分别为0．351和0．480)。

空白对照组与戊巴比妥钠组梗死容积间没有统计学

差异(P一0．865)。
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Control Pento EA I王A=+NTIBA+BNI NTI BI,,U

组别

图1大鼠MCA0120min再灌注24h后脑梗死容积{n--6)

Control：对照组；Pento一戊巴比妥钠组；EA一电针

组；EA+NTI=电针+8受体拮抗剂naltrindole组；EA

+BNI=电针+K受体拮抗剂nor-binaltorphimine组

2．2神经学评分(表1) 各组间神经学评分有明

显的统计学差异(P一0．000)。因为目前尚没有较

为完善的统计学方法，故未对此神经学评分进行各

组之间的两两比较。但EA组和EA+BNI组的神

经功能损害评分低于其它各组，与脑梗死容积的结

果相一致的。

3讨 论

本研究发现艿受体拮抗剂NTI(1mg／kg)能够

阻断重复电针灸刺激大鼠百会穴诱导的脑缺血耐受

效应；但是Jc受体拮抗剂BNI(2．5mg／kg)没有消除

重复电针灸预处理的脑保护作用。说明占受体参与

了重复电针灸刺激大鼠百会穴诱导的脑缺血耐受机

制，而K受体在此过程中可能作用不大。

NTI和BNl分别是6受体和K受体的高度特

异性拮抗剂，有很好的选择性。因为NTI发挥最佳

拮抗作用的时间是腹腔注射后30min，而BNI则是

腹腔注射后2h，所以在本实验中二者的给药时间有

所不同。

在本实验中，电针组较对照组的脑梗死容积明

显减小，表现出了明显的脑保护作用，支持本实验室

以前的实验结论。而单纯的NTI组和BNI组与空

白组比较没有明显的统计学差异，而与电针预处理

组相比有明显的统计学差异，说明两种拮抗剂既无

脑保护作用亦无脑损伤作用，排除了其本身对本研

究产生干扰的可能性。

A空白组 B电针组 C EA十Nn组

D EA删组 E Nn组 F m虹组 G D∞盘。组

图2再灌注24h后脑梗死灶染色(白色未染色区为梗死灶)

表1缺血120min再灌注24h后时各组鼠神经功能损害评分

组别
神经功能损害评分

O
中(位)数变化范围
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Martin(1967)最早提出脑内存在着阿片受体，

现已证明在脑内至少存在着肛、艿和．c3种阿片受体。

主要是艿受体和弘受体，可以介导许多生理活动，如

对疼痛的调节、镇痛以及对行为、自主活动和神经内

分泌系统的作用等∞~7]。Schultz等[83首次提出内

源性阿片肽在心肌缺血耐受的快速相中发挥重要作

用，可能是心肌缺血耐受的触发和最终效应因子。

有研究[91发现脑啡肽可能通过8阿片受体诱导了心

肌缺血耐受效应。而关于阿片受体和内源性阿片肽

在脑缺血耐受方面的研究尚不成熟。Baskin等口叩

首先发现脑缺血患者脑脊液中亮氨酸脑啡肽、p内啡

肽的含量均有显著升高，应用阿片受体拮抗剂纳络酮

可以改善脑缺血的症状。但是随后也有研究发现用

3种K受体激动剂可以提高局部脑缺血的猫的存活

率，改善神经功能，减少组织损伤和脑水肿。还有研

究发现阿片受体参与了低氧预处理诱导的神经保护

作用，而且用外源性阿片受体激动剂(如吗啡)，特别

是8受体激动剂可以模拟此种保护作用[11~15]。由此

认为，占1受体的激活参与了急性脑缺氧耐受产生的

结论[1 3|。本研究发现8受体拮抗剂NTI(1mg／kg)能

够阻断重复电针灸刺激大鼠百会穴诱导的脑缺血耐

受效应，说明艿受体参与了重复电针灸刺激大鼠百会

穴诱导的脑缺血耐受机制；K受体拮抗剂BNI(2．

5mg／kg)没有消除重复电针灸预处理的脑保护作

用，但是也不能排除增大剂量后出现阳性结果的可

能。目前尚无证据证实某种内源性阿片肽通过阿片

受体参与了重复电针灸预处理。脑啡肽对8阿片受

体有较高的选择性，但重复电针刺激是否促进了脑

啡肽的释放，脑啡肽和艿阿片受体结合后是否又作

用于某种信号传导通路，通过某种或某几种最终效

应因子而诱导脑缺血耐受，产生脑保护作用，还需进

一步研究。内源性阿片肽对心脏等多个器官均有保

护作用，如果通过研究得到更为直接确实的科学依

据，将为发展新的类阿片肽器官缺血保护药物提供

一定的根据和支持。
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