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α7 烟碱型乙酰胆碱受体在电针减轻肢体缺血 
再灌注兔肺损伤中的作用

宫丽荣 1，董树安 1，阚永星 2，余剑波 1

摘要 目的：观察 α7 烟碱型乙酰胆碱受体（α7nAChR）在电针减轻肢体缺血再灌注诱发兔肺损伤中的作用。方法：

40 只健康雄性新西兰大白兔，采用随机数字表法分为假手术组、模型组、电针组和 α- 银环蛇毒素（α-BGT）组（n=10）。
采用夹闭股动脉 3 h、再灌注 4 h 的方法制备兔肢体缺血再灌注模型；电针组、α-BGT 组于模型制备前 1~4 d（30 min/ 次，

1 次 /d）及模型制备过程中电针足三里穴和肺俞穴（电流 l~2 mA，频率 2/15 Hz，疏密波）；α-BGT 组于模型制备前 30 
min 腹腔注射 α7nAChR 拮抗剂 α-BGT（1 µg/kg）。再灌注 4 h 时采集颈动脉血样，随后处死兔取肺组织，观察病理学结

果并行肺损伤评分，计算肺湿 / 干重（W/D）比值。采用 ELISA 法检测肺组织肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白介素 -1β
（IL-1β）、白介素 -6（IL-6）含量，Western blot 法检测 α7nAChR 蛋白表达水平。结果：模型组、电针组和 α-BGT 组再

灌注 4 h 时肺组织 W/D 比值分别为 6.89±1.07、4.56±0.75、8.68±1.49，均明显高于假手术组（2.83±0.43，P<0.05）；

肺损伤评分分别为 7.52±1.05、4.16±0.68、9.23±1.57，均明显高于假手术组（1.19±0.22，P<0.05）；TNF-α 分别

为（13.3±2.3）pg/mg、（11.0±1.6）pg/mg、（14.1±3.0）pg/mg，均明显高于假手术组 [(3.2±0.3) pg/mg，P<0.05] ；
IL-1β 分别为（9.2±2.0）pg/mg、（7.4±1.7）pg/mg、（10.5±1.9）pg/mg，均明显高于假手术组 [(2.1±0.5) pg/mg，
P<0.05] ；IL-6 分别为（14.2±2.3）pg/mg、（11.7±2.0）pg/mg、（14.8±1.8）pg/mg，均明显高于假手术组 [(4.2±0.7) 
pg/mg， P<0.05] ；α7nAChR 表达水平分别为（0.55±0.09）、（0.87±0.14）、（0.33±0.08），均明显高于假手术组（0.23±0.04，
P<0.05）。与模型组比较，电针组再灌注 4h 时肺组织 W/D 比值、肺损伤评分、肺组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量均显著

降低（P<0.05），电针组 α7nAChR 表达均显著上调（P<0.05）。与电针组比较，α-BGT 组再灌注 4h 时肺组织 W/D 比值、

肺损伤评分、肺组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量升高（P<0.05），α7nAChR 表达下调（P<0.05）。结论：α7nAChR 表达

上调，可能参与了电针减轻肢体缺血再灌注诱发兔肺损伤的过程。
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Effect of α 7 nAChR in Electroacupuncture-induced Reduction of Lung Injury Induced by Limb 
Ischemia-reperfusion in Rabbits GONG Li-rong, DOMG Shu-an, KAN Yong-xing, et al. Department of 
Anesthesiology，Tianjin Nankai Hospital Nankai Clinical College of Tianjin Medical University, Tianjin (300270), 
China 

Abstract: Objective To observe the effect of α7 nicotinic acetylcholine receptor (α7nAChR) 
in electroacupuncture-induced reduction of lung injury induced by limb ischemia-reperfusion in rabbits.  
Methods Forty New Zealand white rabbits were randomly divided into 4 groups (n=10 each): Sham operation 
group, limb ischemia-reperfusion group, electrical acupoint stimulation group and α-bungarotoxin (α-BGT) 
group. Limb ischemia-reperfusion was induced by clamping bilateral femoral arteries for 3 h followed by 4 h 

reperfusion. Bilateral electroacupuncture stimulation 
of Zusanli and Feishu acupoints was performed 
(intensity of 1–2 mA, frequency of 2/15 Hz, disperse-
dense wave) for 30 min once daily for 4 d before 
establishment of the model and during the course 
of establishment of the model in electrical acupoint 
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stimulation group and α-BGT group. At 30 min before the model establishment, specific α7nAChR inhibitor 
α-BGT 1 µg/kg was injected intraperitoneally in α-BGT group. Blood samples were taken from the internal 
carotid artery at 4 h of reperfusion, and the rabbits were sacrificed. The lungs were removed for microscopic 
examination and for determination of lung injury scores, wet to dry weight ratio (W/D), contents of TNF-α, 
interleukin-1beta (IL-1β) and IL-6, and expression of α7nAChR by Western blotting. Results The lung 
W/D ratio after 4 h reperfusion in limb ischemia-reperfusion group, electrical acupoint stimulation group and 
α-BGT group were 6.89±1.07, 4.56±0.75 and 8.68±1.49, respectively. The lung injury scores in above 
three groups were 7.52±1.05, 4.16±0.68 and 9.23±1.57, respectively. Both lung W/D ratio and lung injury 
scores in above three groups were significantly higher than that of Sham operation group. TNF-α concentrations 
[(13.3±2.3), (11.0±1.6) and (14.1±3.0) pg/mg] in limb ischemia- reperfusion group, electrical acupoint 
stimulation group and α-BGT group were significantly increased compared with Sham operation group 
[(3.2±0.3) pg/mg, P<0.05], IL-1β concentrations [(9.2±2.0), (7.4±1.7) and (10.5±1.9) pg/mg] in 
above three groups were significantly increased compared with Sham operation group [(2.1±0.5) pg/mg, 
P<0.05], IL-6 concentrations [(14.2±2.3), (11.7±2.0) and (14.8±1.8) pg/mg] in above three groups were 
significantly increased compared with Sham operation group [(4.2±0.7) pg/mg, P<0.05], and expression of 
α7nAChR [(0.55±0.09), (0.87±0.14) and (0.33±0.08)] in above three groups were significantly up-
regulated compared with Sham operation group [(0 .23±0.04), P<0.05]. Compared with limb ischemia-
reperfusion group, lung W/D ratio, lung injury scores, contents of TNF-α, IL-1β and IL-6 were significantly 
decreased, and expression of α7nAChR was significantly up-regulated in electrical acupoint stimulation group. 
Compared with electrical acupoint stimulation group, lung W/D ratio, lung injury scores, contents of TNF-α, 
IL-1β and IL-6 were significantly increased, and expression of α7nAChR was significantly down-regulated in 
α-BGT group. Conclusion Up-regulated expression of α7nAChR is involved in electroacupuncture-induced 
reduction of lung injury induced by limb ischemia-reperfusion in rabbits.

Key words: Nicotinic; electrical acupoint stimulation; ischemia-reperfusion; lung injury; rabbits

肢体缺血再灌注是骨科手术及严重肢体挤压

伤常见的病理生理过程，不仅引起肢体局部的损

伤，严重时可引起远隔脏器损伤，其中肺脏是最

易受累的器官 [1]。研究表明，炎性介质的大量释

放引起的炎症反应是肢体缺血再灌注肺损伤主要

的发病机制 [2-3]。前期研究表明，电针刺可减轻

肢体缺血再灌注诱发的肺损伤 [4]，但具体作用

机制并不明确。α7 烟碱型乙酰胆碱受体（α7 
nicotinic acetylcholine receptor，α7nAChR）是胆

碱能抗炎通路的关键受体，参与急性肺损伤的发

病过程 [5-6]。本文探讨 α7nAChR 在电针减轻肢体

缺血再灌注诱发兔肺损伤中的作用。

1  材料与方法

1.1 动物和试剂 本研究经中国医学科学院放射

医学研究所实验动物伦理委员会批准。健康清洁

级新西兰大白兔 40 只，雄性，体质量 1.9~2.4 kg， 
3 月龄，中国医学科学院放射医学研究所实验

动物中心提供。G6805-1A 低频电子脉冲治疗仪

（上海华谊医用仪器有限公司）；α- 银环蛇毒素

（α-BGT，Sigma 公司，美国）；戊巴比妥纳（百

奥莱博公司）；α7nAChR 兔多克隆抗体（Abcam
公司，美国）；β-actin 一抗、DAB 显色试盒（Santa 
Cruz 公司，美国）；山羊抗兔 IgG 二抗（北京康为

世纪生物科技有限公司）；TNF-α、IL-1β 及 IL-6 
ELISA 试剂盒（R&D 公司，美国）。

1.2 分组和模型制作 根据预实验，选取 40 只新

西兰大白兔，采用随机数字表法随机分为假手术

组、模型组、电针组和 α-BGT 组（n=10）。参照

文献 [7] 方法，制作肢体缺血再灌注模型。戊巴比

妥纳 30 mg/kg 腹腔注射麻醉，仰卧位固定于特制

兔台。右颈内静脉穿刺置管以备输液。于兔双后

肢股动脉三角区备皮、消毒、并切开，分离出股

静脉、股动脉。以微型动脉夹于近腹股沟韧带处

夹闭股动脉 3 h 形成缺血期，松开无创微动脉夹，

再灌注 4 h 形成再灌注期。假手术组只放置微型动

脉夹而不夹闭股动脉。α-BGT 组于模型制备前 30 
min 腹腔注射 α7nAChR 拮抗剂 α-BGT 1 µg/kg。
实验期间持续静脉输注生理盐水 1.5 mL/(kg · h)。
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1.3 电针刺预处理 参照中国针灸学会实验针灸

研究会制定的“动物针灸穴位图谱”，采用特殊兔

盒暴露针刺部位，选取兔双侧足三里穴（后肢背

外侧，胫骨粗隆下部外约 0.3 cm 处）和肺俞穴（背

部，第 3 胸椎棘突下旁开约 1.5 cm 处）。消毒，采

用直径 0.3 mm 一次性无菌针灸针，直刺进针约

5~7 mm 接电针。选用 G6805-1A 低频电子脉冲治

疗仪进行刺激。针刺参数设置：刺激电流 l~2 mA，

疏密波，频率 2/15 Hz，以兔出现轻微肌颤为宜，

每次持续 30 min，1 次 /d。电针组及 α-BGT 组于

模型制备前 1~4 d 及模型制备过程中行电针刺激。

1.4 标本采集 再灌注 4 h 时，采集颈动脉血

样。随后采用颈总动脉放血法处死兔，留取双

肺组织。取右肺上叶组织测定 W/D 比值，取

部 分 左 肺 组 织 用 10% 多 聚 甲 醛 固 定， 取 部

分左肺组织液氮内速冻处理后于 –80 ℃冰箱 
保存。

1.5 肺组织 W/D 比值的测定 取右肺上叶组织

100 mg，纱布拭去水渍，置于精细天平上称湿重

（W），然后置于 80 ℃电热恒温干燥箱烘干 72 h。
至恒重后称干重（D），计算肺组织 W/D 比值。

1.6 肺损伤评分 左肺上叶组织置于 10% 甲醛溶

液固定，常规石蜡包埋连续切片厚度 4 µm，HE 染

色，封片，在光学显微镜下观察病理学结果。参

照文献 [8] 方法进行肺损伤评分。

1.7 ELISA 法检测肺组织 TNF-α、IL-1β、IL-6
含量 取部分左肺组织，制成组织匀浆，4 ℃下

3000 r/min离心 10 min，离心半径 10 cm。取上清液，

按照 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 ELISA 试剂盒 （R&D
公司，美国）说明书进行操作。测定 450 nm 处的

吸光度值，根据标准品的吸光度值分别绘制标准

曲线，计算肺组织 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 含量。

1.8 Western blotting 法 检 测 α7nAChR 蛋 白 表

达 取 -80 ℃冻存肺组织，冻融、剪碎后 10000 
g 离心 15 min。按照 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度，取样品 10 µg 蛋白经凝胶恒压电泳、转

膜、封闭 1 h，加入一抗（1:1000） 4 ℃孵育过夜。

TBST 清洗 5 次，每次 5 min，加入山羊抗兔 IgG
二抗（1:3000）室温孵育 1 h 后漂洗。TBST 漂洗后，

于暗室中进行显色和曝光，采用 Quantity One 图像

分析软件进行分析，以目的蛋白与内参 β-actin 条

带积分光密度值的比值反映 α7nAChR 蛋白表达

水平。

1.9 统计学处理 采用 SPSS 19.0 软件进行分析，

所有数据以均数 ± 标准差（ ）表示，通过

Ryan-Joiner 法行正态性检验，采用双侧检验，组

间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采

用 LSD 检验。选取P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 肺组织病理学变化 检测结果显示（图 1、
表 1），灌注 4 h 时，假手术组兔肺组织未见明显

病理改变，模型组、电针组及 α-BGT 组可见不

同程度炎细胞浸润、肺泡或间质水肿、可见出血，

电针组水肿、炎细胞浸润和出血均较模型组减轻。

模型组、电针组及 α-BGT 组的肺损伤评分明显高

于假手术组（P<0.05），电针组的肺损伤评分明显

低于模型（P<0.05），组 α-BGT 组的肺损伤评分

明显高于电针组（P<0.05）。
2.2 肺组织 W/D 比值的变化 测定结果显示，

灌注 4 h 时，模型组、电针组及 α-BGT 组的 W/
D 比值明显高于假手术组（P<0.05），电针组

的 W/D 比值明显低于模型（P<0.05），α-BGT
组 的 W/D 比 值 明 显 高 于 电 针 组（P<0.05）。 
见表 1。

图 1  各组兔肺组织病理表现（HE染色 ×400）

注：A为假手术组；B为模型组；C为电针组；D为α-BGT组
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表1  各组兔肺损伤评分及W/D比值的比较（n=10）

组别 肺损伤评分 W/D 比值

假手术组

模型组

电针组

α-BGT 组

1.19±0.22

7.52±1.05a

4.16±0.68ab

 9.23±1.57ac

2.83±0.43

6.89±1.07a

4.56±0.75ab

 8.68±1.49ac

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与模型组比较，P<0.05；c与电针组比较，P<0.05

2.3 肺 组 织 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 含 量 变 化  
ELISA 结果显示，灌注 4 h 时，模型组、电针组及

α-BGT 组的 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 含量明显高

于假手术组（P<0.05），电针组的 TNF-α、IL-1β

及 IL-6 含量明显低于模型组（P<0.05），α-BGT
组的 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 含量明显高于电针

组（P<0.05）。见表 2。

表 2  各组兔肺组织 TNF-α和 IL-1β及 IL-6 含量的比较（pg/mg）

组别 例数 TNF-α IL-1β IL-6

假手术组

模型组

电针组

α-BGT 组

10

10

10

10

3.2±0.3

13.3±2.3a

11.0±1.6ab

 14.1±3.0ac

2.1±0.5

9.2±2.0a

7.4±1.7ab

 10.5±1.9ac

4.2±0.7

14.2±2.3a

11.7±2.0ab

 14.8±1.8ac

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与模型组比较，P<0.05；c与电针组比较，P<0.05

2.4 α7nAChR 蛋白变化 Western blotting 结果

显示，灌注 4 h 时，模型组、电针组及 α-BGT
组的 α7nAChR 蛋白表达明显高于假手术组

（P<0.05），电针组的 α7nAChR 蛋白表达明显高

于模型组（P<0.05），α-BGT 组的 α7nAChR 蛋

白表达明显低于电针组，（P<0.05）。见图 2。

注：a与假手术组比较，P<0.05；b与模型组比较，P<0.05； 
c与电针组比较，P<0.05

图 2  各组α7nAChR蛋白表达的变化

3  讨论

肢体缺血再灌注引起远隔肺损伤发病机制

复杂，其中过度的炎症反应是最为重要的机制 
之一 [9]。肢体缺血再灌注诱发炎性反应过程中释

放多种促炎细胞因子，其中 TNF-a 作为肢体缺血

再灌注肺损伤时重要的促炎介质之一，是由单核 / 
巨噬细胞和其它促炎细胞激活后释放 , 其水平升

高较其他细胞因子更早。它不仅产生直接的细胞

毒性，还能通过中性粒细胞进一步启动炎症级联

反应，增加 IL-1β、IL-6 等其它炎症介质的释放，

从而加重肺组织损伤 [10-11]。本研究显示，兔肢体

缺血 3 h 再灌注 4 h 后，肺组织 W/D 及肺损伤评分、

TNF-α、IL-1β 及 IL-6 浓度升高。说明肢体缺血

再灌注继发了肺内炎症反应，导致肺损伤的发生。

胆碱能抗炎通路作为调节免疫系统的一种神

经生理机制，主要通过迷走神经和 α7nAChR 调

节炎性细胞因子的分泌和产生发挥抗炎效应，在

多器官缺血再灌注损伤及炎症性疾病中发挥良好

的机体保护作用 [5,12]。α7nAChR 是烟碱型胆碱

能受体的一员，广泛分布于巨噬细胞、上皮细胞、

内皮细胞等表面，是胆碱能递质参与调节炎症反

应所必需的受体 [13]。研究表明，α7nAChR 可
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通过多条途径抑制 TNF-α、IL-1β 等炎性因子

的合成和释放从而起到抑制炎症反应的作用 [14] ；

特异性激活 α7nAChR 可通过减少炎性因子的释

放减轻肺脏、肾脏以及其它脏器炎症反应导致的 
损伤 [6,12]。

电针刺激具有脏器保护作用，可通过减少炎

性介质释放对脏器起免疫调节和保护作用 [15]。研

究表明，电针刺足三里穴和肺俞穴能够减轻肺损

伤，其机制可能与其抗氧化、减少中性粒细胞聚

集的作用有关 [16-17]。本研究于肢体缺血再灌注模

型制备前进行电针刺预处理并参照文献 [18] 方法

给予α7nAChR拮抗剂α-BGT 1 µg/kg。结果表明，

电针刺足三里和肺俞穴可上调兔肺组织α7nAChR
的表达，并减少炎性因子 TNF-α、IL-1β 及 IL-6
的含量，减轻兔肺损伤，而 α-BGT 可部分拮抗

电针刺减少炎性因子 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的

释放以及肺保护作用。综合研究结果，可能提

示 α7nAChR 表达上调减少炎性介质 TNF-α、

IL-1β 及 IL-6 的释放参与了电针减轻肢体缺血再

灌注诱发兔肺损伤的过程，其它可能涉及的机制

待研究。
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