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电针足三里穴对严重腹腔感染大鼠胸腺细胞凋亡的保护作用

雷 澍，江荣林，吴建浓，朱美飞，智屹惠

(浙江中医药大学附属第一医院ICU，浙江杭州310006)

【摘要】 目的 探讨电针足三里穴对腹腔感染大鼠胸腺细胞凋亡的影响及机制。方法 将40只SD大鼠

随机均分成正常对照组、模型组、非经非穴组、足三里组。采用盲肠结扎穿孔(CLP)致腹腔感染动物模型，用流

式细胞仪以膜联蛋白一碘化丙啶(Annexin V—PI)双染色法及光镜、透射电镜下观察CLP致腹腔感染后36 h胸

腺细胞的凋亡情况，并观察血浆皮质酮浓度和胸腺细胞中Bcl一2蛋白含量的变化。结果CLP致腹腔感染可导

致胸腺细胞凋亡增多，模型组[(44．7士3．3)％]、非经非穴组[(42．7士3．O)％]、足三里组[(32．6士3．3)％]胸腺

细胞凋亡率显著高于正常对照组[(21．2士2．3)％，P均<0．053；而足三里组胸腺细胞凋亡率显著低于模型组

和非经非穴组(P均<0．05)；电镜和光镜下观察胸腺细胞凋亡呈典型的形态学特征。模型组((353．1士

75．8)gg／L]、非经非穴组((370．7士81．0)／zg／L3、足三里组((348．6士77．9)pg／L3血浆皮质酮浓度显著高于正

常对照组((161．2士46．5)pg／L，P均<o．05]}足三里组与模型组和非经非穴组比较差异无统计学意义(尸均>

0．05)。模型组(71．2士5．6)、非经非穴组(73．5士5．9)、足三里组(82．4士6．8)胸腺细胞中Bcl一2蛋白含量显著低

于正常对照组(95．3±6．3，P均<0．05)，而足三里组胸腺细胞中Bcl一2蛋白含量相对值显著高于模型组和非经

非穴组(P均<0．05)。结论 电针足三里穴可以减轻CLP致腹腔感染大鼠胸腺细胞凋亡，其机制可能与提高

胸腺细胞中Bcl一2蛋白含量有关。
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Mechanism and protection of electro—acupuncture at Zusanli points(足三里穴)on the apoptosis of thymocytes

in rats with severe abdominal infection LEl Shu，JIANG Rong—lin。WU Jian—nong．ZHU Mei—fei，ZHI

Yi—hui．Intensive Care Unit，The First A∥；liated Hospital of Zhejiang Chinese Medical University，Hangzhou

31 0006，Zhejiang，China

[Abstract]Objective To study the influence of electro—acupuncture(EA)at Zusanli points(足三里穴)

on the apoptosis of thymocytes in rats with abdominal infection and its mechanism．Methods A total of 40

Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into four groups，including normal control group，model

group，non-acupoint group and Zusanli group．The abdominal infection model of rat was made by cecal ligation

and puncture(CLP)．After abdominal cavity infection for 36 hours，the apoptosis of thymocytes was observed

under electron microscope and light microscope，and the apoptosis ratio of thymocytes was determined by

Annexin V-PI method with flow cytometry technique．The content of Bcl一2 protein of thymocytes and

concentration of corticosterone in plasma were determined．Results Abdominal infection resulted from C．LP

could significantly increase the apoptosis of thymocytes and lead to the typical histopathological changes of

apoptosis of thymocytes under electron microscope and light microscope．Apoptosis ratios of thymocytes in

model group((44．7士3．3)％]，non—acupoint group[(42．7士3．O)％]and Zusanli group((32．6土3．3)％]

were significantly higher than the ratio in the control group[(21．2土2．3)％，all P<O．05]．And apoptosis

ratio of thymocytes in Zusanli group was significantly lower than the ratios in model group and non-acupoint

group(both P<0．05)．Abdominal infection resulted from CLP could increase the plasma concentration of

corticosterone．The plasma concentrations of corticosterone in model group((353．1士75．8)pg／L]，

non—acupoint group((370·7士81．O)t_￡g／L3 and Zusanli group((348．6士77．9)pg／L]were significantly higher

than the concentration in control group[(161·2士46．5)pg／L，all P<0．053．But there was no significant

difference among model group，non-acupoint group and Zusanli group(all P>0．05)．Abdominal infection

resulted from CLP also could reduce the content of Bcl一2 protein of thymocytes．The content of Bcl一2 protein

of thymocytes in model group(71·2士5·6)，non—acupoint group(73．5士5．9)and Zusanli group(82．4士6．8)

were significantly lower than normal control group(95．3土6．3。aU P<0．05)．And the content of Bcl一2

protein of thymocytes in Zusanli group was significantly higher than those in model and non—acupoint groups

(both P<O．05)．Conclusion EA at Zusanli points cansignificantly reduce the apoptosis of thymocytes in rats
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with abdominal infection resulted from CLP and the mechanism may be closely associated with the increasing

content of Bcl-2 protein of thymocytes．

[Key words]electro—acupuncture；Zusanli point；abdominal infection；thymocyte}apoptosis

严重腹腔感染患者虽然应用外科引流、广谱抗

菌药物和营养支持等治疗，但20年来病死率未见明

显降低，仍在2D％以上‘¨。近年对严重腹腔感染导

致多器官功能障碍综合征(MODS)的研究日益受到

重视，强调免疫防御功能在机体抗感染中起重要作

用。有研究表明严重感染常伴有免疫抑制，且与淋巴

细胞凋亡加速关系密切n3。本研究中拟盲肠结扎穿

孔(CLP)致腹腔感染大鼠为模型，研究电针足三里

穴对胸腺细胞凋亡及血浆皮质酮浓度和胸腺细胞

Bcl-2蛋白含量的影响，并进一步探讨其作用机制。

1材料与方法

1．1材料：12～14周龄SD大鼠(由本校实验动物

中心提供)，体重200 250 g。膜联蛋白一碘化丙啶

(Annexin V—PI)双染试剂盒购自瑞士罗氏公司，皮

质酮放射免疫试剂盒由北京海科锐生物制品有限公

司提供，Bcl一2单克隆抗体(单抗)为丹麦Dako公司

产品，电针治疗仪由上海医疗仪器厂生产，流式细胞

仪由美国Coulter公司生产。

1．2动物分组及腹腔感染模型制备：用分段随机分

组法将大鼠分为正常对照组、模型组、非经非穴组、

足三里组，每组10只。以盐酸氯胺酮100 mg／kg腹

腔注射麻醉大鼠后，作1～2 am长的腹正中切口，游

离出盲肠并用30—0号丝线结扎，以22 G针头于盲

肠穿刺2处，并挤出少量肠内容物以保持穿刺孔开

放，还纳肠管，以丝线缝合关腹。术毕皮下注射生理

盐水2 ml。

1．3针刺方法：足三里穴位于后肢膝关节外下方，

腓骨小头下约0．5 am处；非经非穴点选足三里穴旁

0．5 E1TI处。参数选择：断续波，频率2 Hz，强度3 V，

以大鼠后肢轻微抖动为宜，持续30 min。足三里组

与非经非穴组于复苏成功后即刻、12 h和24 h行电

针治疗。正常对照组与模型组大鼠每日相同时间点

以同样方法固定30 min，但不行电针刺激。

1．4标本采集及测定：所有大鼠于术后36 h处死，

收集标本进行检测。①胸腺细胞凋亡的形态学变化：

光学显微镜和透射电镜下观察胸腺形态学改变。

②胸腺细胞凋亡率：Annexin V—PI双染色法标记，

基金项目：浙江省教育厅科技基金资助项目(20050847)

作者简介：雷澍(1972一)，男(汉族)，医学硕士，副主任医师，

Email：fishmanshu@163．corn。

网搓法分离胸腺细胞，将细胞收集到试管，磷酸盐缓

冲液(PBS)洗2次，离心弃上清液，悬浮沉淀细胞，

取50 pl细胞悬液(含细胞数5×105～1×1010个)加

入试管中，同时加入1 pl异硫氰酸荧光素标记的

Annexin V(Annexin V—FITC)试剂及5肛l PI溶液

(O．25 g／L)，4℃下避光反应，10 min后加冷缓冲液

400弘1，30 min内流式细胞仪上机检测。③血浆皮质

酮的测定：应用放射免疫法测定血浆皮质酮水平，按

试剂盒说明书操作进行。④胸腺细胞中Bcl一2蛋白

含量的测定：将1×109个／L胸腺细胞悬液用Bcl一2

单抗和FITC—IgG标记后，用流式细胞仪检测Bcl一2

蛋白相对含量。应用相应的程序软件进行资料处理，

Bcl一2蛋白含量以荧光强度的倒数表示。

1．3统计学处理：应用SPSS 10．0统计软件，采用

One—Way ANOVA统计方法，实验结果以均数±标

准差Q土s)表示，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1胸腺细胞凋亡的形态学变化

2．1．1光镜下观察：正常对照组胸腺组织学所见基

本一致，胸腺无明显病理学改变，胸腺细胞密集分布

于胸腺皮质，细胞核呈圆形，深蓝色着染，胞质少，凋

亡小体少见；核较大而着色浅的上皮性网状细胞散

在于皮质胸腺细胞之间；过渡到胸腺髓质后，胸腺细

胞数目明显减少，逐渐以上皮性网状细胞为主。CLP

后36 h各组大鼠胸腺皮质细胞稀疏，而髓质区细胞

无明显减少，细胞分布反而较皮质区密集。皮质区凋

亡细胞增多，核染色质浓缩、固缩，可见吞噬细胞碎

片和较多吞噬凋亡小体的巨噬细胞。

2．1．2透射电镜下观察：正常对照组胸腺皮质内可

见许多淋巴细胞，表面光滑，核大，胞质少，胞内细胞

器少，线粒体无肿胀，粗面内质网发达，细胞核密度

高。CLP致腹腔感染各组大鼠胸腺的淋巴细胞与上

皮网状细胞均遭到不同程度的破坏。凋亡的胸腺细

胞主要表现为：细胞器增殖的凋亡细胞胞体变大，胞

体内充满增殖的细胞器，以线粒体和粗面内质网为

主；细胞器不增殖的凋亡细胞体皱缩，细胞形态不规

则，核／浆比例减少，核固缩，核染色质固缩成新月形

或块状，线粒体和粗面内质网肿胀、增多。出现凋亡

小体：晚期细胞核崩裂为多个小球形块，经细胞膜出

芽形成多个凋亡小体。
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2．2胸腺细胞凋亡率比较(表1)：与正常对照组比

较，CLP致腹腔感染各组36 h后大鼠胸腺细胞凋亡

率明显升高(P均<o．05)；足三里组胸腺细胞凋亡

率较模型组和非经非穴组明显降低(P均<o．05)。

裹l各组大鼠胸腺细胞凋亡率、血浆皮质酮浓度

和胸腺细胞中Bel．2蛋白含量相对值比较(；士j)

组别=翟雾乒
血浆皮质酮 胸腺细胞中Bcl一2

浓度(tzg／L) 蛋白含量相对值

注：与正常对照组比较，‘JP<0．05；与模型组和非经非穴组比

较，‘P<0．05

2．3血浆皮质酮浓度比较(表1)：CLP致腹腔感染

各组血浆皮质酮浓度明显高于正常对照组(P均<

0．05)；而足三里组血浆皮质酮浓度与模型组和非经

非穴组比较差异无统计学意义(P均>o．05)。

2．4 胸腺细胞中Bcl一2蛋白含量的比较(表1)：与

正常对照组比较，CLP致腹腔感染各组胸腺细胞中

Bcl一2蛋白含量的相对值明显降低(P均<O．05)；而

足三里组高于模型组和非经非穴组(P均<O．05)。

3讨论

严重腹腔感染是指合并脓毒症与脓毒性休克的

腹腔感染，多发生于消化道穿孔、破裂和肠吻合口破

裂合并的继发性腹膜炎，也可出现在原发与继发性

腹膜炎治疗失败后的复发性腹膜炎或持续性腹膜

炎，即第三型腹膜炎。研究发现，严重腹腔感染时不

仅出现外周血淋巴细胞凋亡率升高瞳]，且常伴有胸

腺细胞的异常凋亡。Hiramatsu等D3发现CLP致腹

腔感染可诱导大鼠胸腺细胞凋亡。国内李建国等H]

也证实CLP致腹腔感染后10 h即可观察到胸腺细

胞的凋亡显著增加。在成熟T和B淋巴细胞缺失的

Rag一1小鼠CLP致腹腔感染模型中，也在胸腺观察

到广泛的淋巴细胞凋亡Is]。本研究结果也证实在

CLP致腹腔感染36 h后各组胸腺细胞凋亡增多，胸

腺细胞凋亡率明显升高。

严重腹腔感染时，大量淋巴细胞凋亡是机体重

要的应激反应。此时由于细菌及内毒素的不断入侵，

T淋巴细胞在受到外来抗原刺激后被激活，当出现

异常的活化信号或非特异性的损伤时可导致淋巴细

胞的凋亡。虽然淋巴细胞对外界的刺激异常敏感是

细胞自身的一种保护机制，但淋巴细胞的过度凋亡

会导致迟发超敏反应丧失、病原清除能力下降，减弱

机体抗感染能力。而且凋亡细胞诱导了T淋巴细胞

克隆无反应性和抑制性细胞因子释放的增加，进而

严重损害免疫系统对病原体的反应能力[6]。Green

等[71的研究表明，凋亡细胞可通过造成免疫细胞无

反应或抗炎细胞因子分泌等抑制机体免疫防御机

能。Barker等[81发现摄入凋亡细胞的巨噬细胞和树

突细胞不会刺激活化T淋巴细胞所必需的共刺激

分子的表达。Hotchkiss等口1证实将凋亡的脾淋巴细

胞输入CLP致腹腔感染小鼠体内会严重影响预后；

更重要的是，研究发现抑制淋巴细胞异常凋亡可明

显改善严重感染的预后。Hotchkiss等Elo]证实TAT—

BH4和TAT—Bcl—xL缩氨酸能减轻CLP致腹腔感

染诱导的淋巴细胞凋亡并改善预后。Chung等[1妇报

道FasL缺陷CLP致腹腔感染模型小鼠黏膜B淋

巴细胞凋亡减少且生存率提高。Schwulst等[123发现

用竞争性CD40受体单抗能减少淋巴细胞凋亡，可

明显改善CLP致腹腔感染模型小鼠预后。由此可

见，严重感染时淋巴细胞异常凋亡是导致机体出现

免疫抑制状态的重要机制，而纠正淋巴细胞异常凋

亡很可能成为治疗严重感染新的着眼点。

近年来一些临床和实验研究发现针灸足三里穴

具有抗炎和免疫调节作用。李建国等[13]发现电针大

鼠足三里穴不仅能兴奋胆碱能N受体发挥抗炎作

用，也能兴奋胆碱能M受体发挥促进胃肠蠕动和排

毒作用。胡森等n4]发现电针大鼠足三里穴可能通过

胆碱能抗炎通路发挥抗炎和肝损伤保护作用。陈永

等[15]发现针刺足三里穴能提高正常大鼠的免疫功

能。赵宁侠等口6]发现针刺足三里穴还能提高正常大

鼠与免疫抑制模型大鼠T淋巴细胞免疫功能及红

细胞免疫黏附能力，能防止创伤大鼠脾淋巴细胞增

殖率的下降。汪军等口73发现电针可通过抑制创伤应

激诱导的胸腺细胞凋亡，起到改善应激后细胞免疫

功能紊乱的作用。张荣军等[18]发现电针足三里穴具

有保护吗啡戒断大鼠的免疫器官、抑制胸腺细胞凋

亡的作用。本研究中发现，电针足三里穴能减轻

CLP致腹腔感染大鼠胸腺细胞的凋亡，表明其可能

在改善严重感染的免疫抑制状态中发挥一定作用。

有研究表明糖皮质激素水平也可能与淋巴细胞

过度凋亡有关，在烧伤、脓毒症等动物模型和患者

中，胸腺和脾淋巴细胞凋亡增加均与糖皮质激素有

关[1引。本研究显示，CLP致腹腔感染后大鼠胸腺细

胞发生凋亡的同时，血浆皮质酮水平明显升高。但电

针足三里穴对CLP致腹腔感染后升高的血浆皮质

酮浓度无显著影响，表明电针足三里穴并非通过抑

 万方数据



±垦±耍堕笙金鱼墼盘查!!!!堡!旦整!!堂筮!塑堡!i!』!￡坚旦坚里坐堡!堡!皇坐!璺!竺!!!!!∑!!：!i!塑!：! 。303‘

制血浆皮质酮浓度的升高而减少胸腺细胞凋亡。

Bcl一2基因是与细胞凋亡关系最密切的基因之一，其

表达的Bcl一2蛋白在抑制多种因素诱导的细胞凋亡

中起重要作用。Bcl一2蛋白抗凋亡的作用机制可能与

调节细胞的氧化还原状态，影响细胞内钙离子的重

新分布和与Bax结合成杂二聚体，以及抑制Bax促

凋亡作用等有关[2引。CLP致腹腔感染后大鼠胸腺细

胞中Bcl一2蛋白含量明显降低，而电针足三里穴可

减轻Bcl一2蛋白的下降程度。因此，电针足三里穴防

止CLP致腹腔感染后胸腺细胞中Bcl—2蛋白含量

的降低有可能是其减少细胞凋亡的重要机制之一。
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