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摘 要

我室以往的工作证明 2 H z
和 100 H z

电针可引起中枢释放不同种类的阿片肤
,

本工作试图阐

明不同频率的电针是否影响三种阿片肤的基 因转录
。

用地高辛标记的反 义
。 R N A 探针进行原位

杂交
,

显示大鼠脑内前脑啡肤原 ( p r e p r oe n k e p h a l in ,

P P E )
,

前强啡肤原 ( p r e p r
浏 y n o r p h in ,

P P o )

和前阿黑皮素原 ( p r
oo p i o m e l a n

oc
o r t in ,

P o M e ) m R N A
。

结果
:

( l ) 低
、

高频电针均不影响 P o M e

m R N A 的水平
。

( 2) 对 P P E 的影响
,

两种频率电针诱导脑干网状结构头端腹内侧区 P P E m R N A 升

高的幅度相似
,

2 H z
电针诱导视上核

、

视交叉上核
、

下丘脑室旁核
、

弓状核
、

腹内侧核及外侧

丘系核的 P P E m R N A表达比 1 0 0 H z

电针高得多
。

( 3 ) 对 P P o 的表达
,

2 H z

电针不改变脑内 p p D

m R N A 的水平
,

1 00 H z
电针可使视上核

、

下丘脑室旁核
、

腹内侧核及脑干臂旁核的 P P D m R N A 明

显升高
。

鉴于肤类的加速释放必然引起合成的增加
,

上述结果为不同频率电针加速不同内源性阿

片肤的释放和合成
,

从而发挥镇痛作用
,

提供了有力的佐证
。

关扭词
:

电针刺激 ; 刺激频率
;

前脑啡胜原
;

前强啡肚原
;

前阿黑皮素原
;

基因表达

本室对针刺镇痛原理的研究中
,

有一个至为重要的发现
,

即不同频率电针镇痛具有不

同的中枢机理
。

这一发现主要包括两个内容
:

( )l 低频和高频电针镇痛由不同的中枢部位

介导
,

即下丘脑弓状核是介导低频 电针镇痛的重要部位
,

而脑桥的臂旁核则是介导高频 电

针镇痛的关键部位 , 一 3〕 ; ( 2) 不同频率电针释放不同的内源性阿片肤
,

作用于不同的阿片

受体而发挥镇痛作用
,

即低频电针释放脑啡肤和内啡肤
,

作用于 。 和 6 受体
,

高频 电针则

释放强啡肤
,

作用于
K

受体而发挥镇痛作用
仁’

,

`一 6 〕
。

我们曾用
c 一 F os 免疫组化法检测不同频

率电针激活的中枢部位仁7 〕
,

发现低频和高频电针引起脑内不同部位的 F os 表达
,

其山低频

(2 H Z ) 电针激活弓状核
,

高频 ( 1 00 H
z

) 电针激活臂旁核 Fo
s
表达的结果

,

与以上发现的

第一个 内容相吻合
。

本研究采用原位杂交法
,

在转录水平检测 2 H z 和 1 00 H z
电针对脑内

三种内源性阿片肤基因
,

即前脑啡肤原 ( p r e p r oc n k e p h a l in ,

p p E )
,

前强啡肤原 ( p r e p r od y n o r -

p h in ,

P P D ) 和前阿黑皮素原 ( p r oo p志m e la n oc o r t in ,

P o M e ) 基因表达的影响
,

对不同频率

电针镇痛的原理进行深入研究
。
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材 料 和 方 法

实验在 2 1只体重为 ! 80一 2 5 09 的雌性 wt i sa r大鼠上进行
。

均分为 4组
:2H z

电针组
;

100H
:

电针组
;插针不通电组 (简称插针组 )和正常组
。

ZH
z

和 飞 00H
z

电针刺激采用本室

以往惯用的模型
,

在两后肢相当于足三里和三阴交的位置各插入一对不锈钢针灸针
。

通电

刺激 30 mi
n .

电流每 10 mi
。
按 卜 2

一

3 m A 递增
。

插针组与电针组 同样插针
,

但不予通电
。

正

常组动物未经过任何处理
。

本实验所用的三种探针 (德国 M un ihc 大学 v
.

H oll t 教授惠赠 ) 均

为 c R N A 探针
,

其中 P P E 为克隆的大 鼠
c D N A 片段

,

转录产物长约 6 00 个核昔酸
,

而 P P D

和 P o M c 为大 鼠
C D N A 的反义寡核昔酸探针

,

转录产物分别为 74 和 1 50 个核昔酸
。

电针后

24 h
,

所有动物在水合氯醛 (0
.

3 9 / k g
,

1
.

p
.

) 麻醉下经主动脉灌注固定
。

取脑组织入 4 %多

聚甲醛后 固定
,

蔗糖置换
,

恒冷箱切片
。

切片后入相应固定液 (用灭菌缓冲液配制 ) 中固定

3一 s h
。

切 片处理如下
:

( l ) 飘浮切 片于 0
.

1 m o l / L P邵 ( p H 7
.

2 )
,

5 m i n x 3 ( 3次 ) ; ( 2 )

0
.

1 m o l / L 甘氨酸 / ( 0
.

0 1 m o l
·

L 一 ’
P那 ) ( p H 7

.

2
,

下同 ) ; ( 3 ) 0
.

4 % T r i to n X
一

1 0 0 / p BS
,

15

m i n ; ( 4 ) 1 0 9 / m l蛋 白酶 3 7 C
,

3 0 m i n ; ( 5 ) 4 %多聚 甲醛 / P邢
,

5 m in ; ( 6 ) P贺 3 m in 又 2 ;

( 7 ) 0
.

2 5 % 乙酸配 / ( 0
.

1 m o一 L
一 ’

三乙醇胺 )
,

10 m i n ; ( 8 ) 2 x ss e
,

1 0 m in 。

将切片用灭

菌滤纸吸干
,

并将其放入杂交液
,

分别用地高辛标记的 P P E
,

P P D 和 P o M c 反义 c R N A 探针

( 1
以 g / m )l 行原位杂交

,

43
`

C 保温 12 一 16 h
。

杂交完毕
,

按以下程序漂洗
: 4 x ss c

,

37 C
,

1 5 m in ; 2 x s s e (含 R N a s e
A

,

2 0 鲜g / m l )
,

3 7
一

C
,

3 0 m in ; 1 X S S e
,

3 7 C
,

15 m in ; 0
.

5 x S S C
,

3 7 C
,

1 5 m i n ; O
·

0 5 m o l / L p BS ( p H 7
·

2 )
,

5 m i n 只 3
。

然后将切片挑入碱性磷酸酶标记的抗

地 高辛抗体 F a b 片段
,

1 : 1 0 0 0 (稀释液
: 1% BS A

,

0
.

」% T r it o n x
一

2 0 0
,

0
.

0 5 m o l / L P那 )
,

室温 4 h
。

切片入 0
.

0 5 m o l / L P B s 漂洗 5 m in 只 4 ; T s M I
,

5 m i n x Z ; T s M Z
,

5 m i n 火 2
。

切片

入 N B T 和 B e I P 显色液中
,

室温下避光显色 3 h
。

0
.

0 5 m o l / L P B s 冲洗 5 m i, 1又 2 以终止显色

反应
,

P Bs 中贴片
,

晾干
,

100 % 乙醇脱水 巧 m ni 只 2
,

二甲苯透 明
,

中性树胶封片
。

部分切

片用焦油紫轻度复染
。

原位杂交的对照实验为
: ( 1) 预先用 R N as

e

处理切片
; ( 2) 用过量的未标记

c R N A 探针

预处理切片
; ( 3) 用标记的正义 R N A 或标记无关 R N A 探针代替标记的

c R N A 探针进行杂

交 ; ( 4) 用正常羊血清代替地高辛抗体
。

原位杂交结果均在光学显微镜下进行观察并照相
。

数据资料的采集在 BI A 2s 0 00 图像分析仪 旧 P T o N ) 上进行光密度扫描
,

测定积分光密

度值
。

所有结果均 用均数士标准误表示
。

两两比较采用 st ud ne tl s t 检验
,

组 间比较采用方差

分析 ( A N o v A )及进 一步的 s t u d e n t
一

N
e w m a n 一

K
e u l` s

检验
。

结果如下
。

在对照实验中
,

预先用 R N as
e

处理的切片没有任何杂交信号 出现
,

提示 阳性信号的出现

依赖于 R N A 的存在
; 过量的未标记的

c R N A 探针大大降低 了原位杂交的阳性信号
,

表明标

记
c R N A 探针的有限结合

; 用标记的正义 R N A 或无关 R N A 探针进行杂交
,

以及用正常羊血

清代替地高辛抗体进 行孵育
,

也不能显示杂交信号
,

说 明本实验结果是特异的
。

在正常动物脑 内
,

三种阿片肤前体的m R N A 均有较高的基础表达
。

以 P P E 表达范围最

广
,

P P D 次之
。

P O M C m R N A 的分布最为局限
,

但 P o M c m R N A 在 弓状核局部的基础表达水

平极高
。

在插针 不通电的动物
,

其脑内各部位三种阿片肤m R N A 的水平无明显改变
。
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1不同频率电针对E P P mR N A表达的影响

2H z
电针刺激可以引起脑 内许多部位的 P PE mR N A表达加速

,

这些部位包括视交叉上

核
、

视上核
,

下丘脑室旁核
、

弓状核
、

腹 内侧核
、

外侧丘系腹侧核
、

中缝大核
、

巨细胞网

状核和旁巨细胞网状核等
,

其中以下丘脑室旁核的增加幅度最为明显
,

接近 60 0 %
,

外侧丘

系腹侧核的增加幅度也很大
,

达 4 00 %
,

其它部位也有不同程度的升高
。

1 00 H z
电针也能引

起以上各部位的 P P E m R N A 表达密度升高
,

与对照组相比具有显著性差异
,

在脑干 网状结构

腹内侧区的诸核 (即中缝大核
、

巨细胞网状核和旁巨细胞网状核等 ) 的表达升高的幅度与

Z H :
电针相似

,

但在视交叉上核
、

视上核
、

弓状核
、

室旁核
、

腹内侧核
、

外侧丘系腹侧核

等部位
,

其升高的幅度远不及 2 H z
电针组 (表 1 )

。

表 1 2 H 2 和 1 0 0 H z 电针对大鼠脑 内前脑啡肤原m R N A表达的影响

T a b le 1 E f f
e e t o f 2 H

z a n d 1 0 0 H z e
l
e e t r o a e u P u n e t u r e o n th e e x P r e ss io n o f P r e -

P r oc n k e P h a l in m R N A i n r a t b r a in ( 1
.

0
.

D
.

)

S t r U C t U r e
N a i v e N e e d l e 2 H Z 1 0 0 H z

S u P r a e h i a sm a t i e n
.

( S C N )

S u p r a o p t i e n
.

( s o N )

Pa
r a v e n t r i e u la r ( H )

n
.

( P A H )

A r e u a t e n
.

( A r e
)

v e n t r o m e d i a l n
.

( v M H )

V e n t r a l l a t e r a l le m n i s e u s
( V L L )

R a P h e m a g n u s ( R M )

G ig a n toc
e l lu la r ( G i )

Pa
r a g i邵

n toc
e l l u l a r

( P G i )

2 9
.

1士 4
.

5

1 8
.

4士 5
.

4

3 2
.

7士 2
.

2

1 9
.

7士 1
.

9

2 8
.

9士 3
.

6

2 0
.

7土 8
.

6

4 0
.

2士 6
.

9

4 7
.

9士 6
.

8

2 9
.

0士 4
.

0

3 0
.

2士 5
.

1

2 0
.

8士 5
.

6

3 3
.

8士 2
.

7

1 8
.

1士 2
.

0

3 0
.

2士 2
.

4

2 3
.

2士 4
.

3

4 1
.

1士 5
.

8

4 8
.

5士 7
.

6

3 2
.

1士 5
.

0

8 1
.

1士 9
.

7 叶

6 4
.

4士 5
.

7 叶

2 2 1
.

1士 7
.

5 叶

8 7
.

1 + 3
.

5 叶

7 6
.

5士 5
.

4 叶

1 0 1
.

0士 8
.

1叶

8 5
.

1士 7
.

1
.

8 3
.

7士 6
.

0
备

6 9
.

3士 4
.

7
.

4 1
.

5士 3
.

5
任

3 7
.

5士 4
.

2
’

4 9
.

4士 4
.

1
份

4 9
.

6士 4
.

6
书

4 5
.

6士 3
.

7
件

4 6
.

9士 4
.

7
`

8 2
.

7士 7
.

4
’

7 7
.

1士 5
.

9
.

7 8
.

7士 8
.

5
`

S h o w n a r e v a lu es o f i n t e g r a l o P t i e d e n s i t y in 牙士心 ( n = 3
,

in ea e h a r ea o f ea e h r a t S l iC留 w e r e S C a n n e d

a n d t h e n a v e r a g ed )
.

U n i l a t e r a l s e a n w a s m a d e e x e e P t f o r t h e m id l in e n u e l e i ( S C N
,

R M )
.

e o m P a r e d w i t h n a i v e a n d n e
ed l e g r o u P ( in s e r t io n o f n e e d les w i t h o u t e le e t r iac l s t im u l a t i o n

e o m P a r e d w i t h 1 0 0 H z E A g r o u P
.

.

P ( 0
.

0 1

+ P < 0
.

0 1

电针引起的 P P E m R N A 表达升高不仅表现在细胞平均 密度的增加
,

还表现在标记细胞

数目的增加
,

但在不同的部位增加的因素 (细胞数或平均细胞密度 )有所不同
,

如在 弓状核
,

1 00 H z
电针引起的 P P E m R N A 表达主要表现在细胞数 目的增加

,

而 2 H z
电针引起的表达则

两因素兼而有之
。

在 弓状核的中部
,

2 H z 电针诱导一些大细胞的 P P E m R N A表达
,

其细胞直

径可达 25 件m
,

而 1 00 H z
电针引起的 P P E m R N A 表达只出现于直径较小的细胞 (多在 15 协m

以内 )
。

在室旁核
,

电针引起的 P P E m R N A 表达加速主要表现在平均细胞密度的增加
,

以大

细胞部的增 加最为明显
,

其细胞 的直径可达 30 以m
,

细胞的形态多为 圆形或卵圆形
,

如 图 l

所示 (见图版 1 )
。
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2
.

2不同频率电针对 P P D m RN A表达的影响

插针不通电以及 H 2z
电针的动物

,

其 P P D m R N A表达均不增加
。

而 1 00 H z
电针可以引

起脑内一些部位的 P P D m R N A 表达 明显加速
,

这些部位是视上核
、

下丘脑腹内侧核
、

室旁核

以及脑干的臂旁核
。

以视上核的表达升高最为明显
,

尤其是视上核的视交叉后部的细胞染

色极深
。

1 00 H z 电针引起的 P P D m R N A表达加速主要表现为细胞平均密度的增加
,

但有的

部位也有标记细胞数 目的增多
,

如下丘脑腹 内侧核
、

脑干臂旁核等
。

结果见表 2
。

表 2 Z H z 和 1 0 0 H
z

电针对前强啡肤原m R N A表达 的影响

T a b le 2 I n f l u e n e e o f 2 H z a n d 1 0 0 H z e le e t r oa e u P u n e t u r e o n th e e x P r e ss io n o f P r e
P r --o

d y n o r P h i n m R N A in r a t b r a i n

S t r ll C t ll r e
N a iv e N e e d l e 2 H z 1 0 0 H z

S u P r a o P t i e n
.

P a r a v e n t r i e u l a r
( H )

n
.

V e n t r o m e d i a l ( H )
n

.

P a r a b r a Ch i a l n
.

1 7
.

8 士 2
.

6

7
.

9 士 5
.

4

5
.

2 士 0
.

8

1 9
.

0 士 7
.

2

18
.

3士 4
.

1

8
.

8土 3
.

7

7
.

4士 3
.

0

1 7
.

2士 3
.

0

1 9
.

0士 6
.

3

8
.

9士 1
.

3

6
.

3士 2
.

1

1 6
.

8士 2
.

0

5 3
.

7士 3
.

0
`

2 5
.

5士 2
.

9
.

2 7
.

2士 3
.

6
.

5 8
.

6士 3
.

5
.

S h o w n a r e v a l u e s o f i n t e g r a l o P t i e d e n s i t y i n 牙士 衍 ( n ~ 3
,

in
ea

e h a r e a o f ea e h r a t 3 s l i e
es w e r e

sac n n e d a n d t h e n a v e r a g e d )
. `

P < 0
.

0 1 e o m P a r
ed w i t h n a i v e , n e e d l e g r o u P a n d 2 H z E A g r o u P

.

2
.

3 电针刺激对 P O M c m R N A 表达的影响

P O M C m R N A 在脑内有基础 表达的部位较为局限
,

其阳性神经元胞体主要位于下丘脑

弓状核
,

此外在大脑皮质的某些 区域和杏仁核有少量的标记神经元
。

无论是插针不通电还

是给予 2 H z
或 1 0 0 H z

电针
,

对脑内 p o M e m R N A的表达都没有影响 (表 3 )
。

表 3 Z H z 和 1 0 0 H z 电针对前阿黑皮素m R N A表达的影响

T a b l
e 3 E f f

e e t s o f 2 H z a n d 1 0 0 H z e l
e c t r oa e u P u n e tu r e o n P r oo P io m e la n oc o r t in (P O M C )

m R N A o f th e r a t b r a in

N a iv e N e e d l e 2 H z 1 0 0 H z

A r e u a t e n u e l e u s 4 6
.

7士 5
.

0 4 8
.

0士 5
.

3 4 7
.

0士 6
.

6 4 7
.

9士 5
.

3

S h o w n a r e v a lu e s o f in t e g r a l o P t ic d e n s i t y in 荃士 衍 ( n = 3
,

in ea e h a rea o f ea e h r a t 3 s l iecs w e r e

s ac n n e d a n d t h e n a v e r a g e d )
.

T h e r e 15 n o s ig n i f iac n t d if f e r e n ec be t w e e n t h e g r o u P s 。

3 讨 论

崔霞等
〔” 三用 N or the m 杂交检测了电针 ( 2 / 1 5 H z

) 刺激后脑 内 P P E m R N A 表达的时程变

化
,

发现电针后 4 h P P E m R N A开始合成增加
,

24 h 达到较高水平
,

48 h 达最高峰
,

72 h 回降
。

纪如荣等川用原位杂交的方法检测到
,

1 00 H z
电针后 24 h 可以引起大鼠脊髓和延髓腹内侧

网状结构 的 P P E m R N A合成加速
。

基于以上工作
,

本研究也选择电针后 24 h 观察阿片肤

m R N A 的表达情况
。

发现 电针可使延髓腹内侧网状结构 ( 巨细胞网状核
、

旁巨细胞网状核
、

中缝大核 ) 的 P P E m R N A 表达明显加速
,

在这些 区域低频与高频电针刺激具有同等的效应
,



2期 郭惠夫等
: 2H z

和 1 0 0H z
电针加速脑内三种阿片肤基因表达

这一结果与纪如荣等仁 g〕的报道是一致的
。

但本研究的观察更为系统
,

并着重 比较了低频 (2

H z )和高频 ( 100 H z ) 电针作用的异同
,

发现电针还能引起脑内其它部位的 P P E m R N A表达增

加
,

这些部位是视上核
、

视交叉上核
、

下丘脑腹内侧核
、

弓状核和室旁核以及中脑的外侧丘系

腹侧核
,

在这些部位 2 H z
电针的作用 比 1 00 H z

电针强得多
。

2 H z
电针不影响 P P D m R N A的表达

,

而 1 00 H z
电针能 明显增加视上核

、

下丘脑腹 内侧

核
、

室旁核以及脑干臂旁核的 P P D m R N A合成
。

两种频率电针均不影响 P o M C m R N A 的水平
,

其可能原因是 弓状核的 P O M C 基础表达

很高
,

足以应付电针所引起的 压内啡肤的释放
。

但对此最近有不同的报道
。

俞逸红等 l[ 。〕
采

用点杂交发现 3 H z
电针 60 m ni 引起弓状核的 P O M c m R N A 表达增高

,

这一作用在电针后 8

h 开始
,

72 h 达到高峰
。

造成以上区别的原因可能是 电针持续的时间不同
,

以及从电针结束

到处死动物的时间点不同所致
。

低频电针引起脑 内 P P E m R N A表达增加
,

而高频 电针引起脑 内 P P D m R N A 的表达增

加
,

这一结果支持本室以往的发现
,

即低频电针释放脑啡肤
,

高频电针释放强啡肤而发挥镇

痛作用 ( F e i 。 t a l
,

1 9 5 7 ; H a n a n d w a n g
,

一9 9 2 )
。

但值得一提的是
,

本工作发现高频电针能加

速脑内 P P E 和 P P D m R N A 的表达
。

而事实上脑内的脑啡肤在高频 电针镇痛中的作用还没有

得到详细研究
;
其次

,

强啡肤在脑内不镇痛或对抗镇痛 的观点是基于辐射热甩尾测痛的模型

得出的结果〔 ’ `一 ` ” 〕
。

最近有人在用冷水刺激尾部引起甩尾测痛的模型上发现
,

脑内注射强啡

肤或
K
受体激动剂是有镇痛作用的

〔 ’ 7〕
,

很有可能
,

脑啡肤和强啡肤两者在脑 内都参与高频

电针镇痛
,

这一课题有待进一步研究
。

利用原位杂交方法得出的结果能从核团以至细胞水平上提供电针在中枢促进阿片肤

m R N A表达的精确部位
,

是本工作的特色
。

电针引起脑内阿片肤 m R N A 表达加速的意义可

能是对电针所释放的阿片肤进行补 充
。

由于其表达持续时间长
,

因此还可能是临床针刺治

疗具有累加效应的机制之一
。

研究电针镇痛作用中一个经常的议题是
:

电针刺激是否等同于应激刺激 ? 众所周知
,

应激刺激都是比较强 的刺激
。

从刺激强度的角度来分析
,

在电脉冲的波宽 ( 0
.

3 m s )和 电流

强度 (3 m A )都固定的情况下
,

1 00 H z
电针的应激作用应该强于 2 H z

电针的作用
。

但从我

们的实验结果可以看出
,

在许多脑区
,

2 H z 加速
c 一 f os 表达的作用大于 1 00 H z

电针川
;
对

P PE 表达的影响也是 2 H z
超过 1 00 H z

电针 (表 1 )
。

因此
,

在我们所用的电针强度下
,

所涉

及的并不是非特异的超强应激刺激
,

而是机体可分辨的相对特异的一种刺激
。
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