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α７尼古丁受体介导１００Ｈｚ电针调节自然杀伤细胞活性的实验研究


胡志苹，黄志华，黄　诚△

（赣南医学院基础医学院，江西赣州３４１０００）

　　摘　要：目的　在已有的实验基础上，进一步寻求α７尼古丁受体（α７ｎＡＣｈＲ）介导１００Ｈｚ电针（ＥＡ）调节自然杀伤细胞（ＮＫ）

细胞活性的新证据。方法　应用α７ｎＡＣｈＲ抗体和特异性的α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂α银环蛇毒（αＢｇｔ），探讨α７ｎＡＣｈＲ在ＥＡ对 ＮＫ

细胞活性中的作用。结果　与１００ＨｚＥＡ组相比，１００ＨｚＥＡ＋α７ｎＡＣｈＲ抗体组脾脏ＮＫ细胞活性明显增强，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；与１００ＨｚＥＡ组相比，１．５和３．０μｇαＢｇｔ＋１００ＨｚＥＡ组均 ＮＫ细胞活性明显增强，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。结论　α７ｎＡＣｈＲ介导了１００ＨｚＥＡ调节免疫功能的作用，这为进一步明确和扩展ＥＡ的临床应用提供理论和实践依据。
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ｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｃｌａｒｉｆｙｉｎｇａｎｄｅｘｐａｎｄｉｎｇｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＡ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ；ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ；α７ｎＡＣｈＲ

　　α７尼古丁受体（Ａｌｐｈａ７ｎｉｃｏｔｉｎｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，α７ｎＡＣｈＲ）在

抗炎免疫反应中扮演着重要的角色。有实验表明，乙酰胆碱

（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）可抑制体外培养的脂多糖刺激引起的巨

噬细胞释放ＴＮＦ、ＩＬ６、ＩＬ１β及ＩＬ１８，刺激迷走神经可抑制

大鼠肝脏ＴＮＦ的合成，降低炎症免疫反应
［１］，进一步的实验发

现乙酰胆碱是通过与巨噬细胞膜上α７ｎＡＣｈＲ结合而发挥抑

制炎性细胞因子的合成及分泌的作用［２］。小鼠外周血与脾组

织的淋巴细胞可表达 ｍＡＣｈＲｓ和ｎＡＣｈＲｓ
［３］，本实验也发现

小鼠免疫细胞上有α７ｎＡＣｈＲ的表达
［４］。以上实验结果提示，

α７ｎＡＣｈＲ可能参与了电针（ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＥＡ）调节免疫

功能的作用，但其作用机制不清楚。为 此，本 研 究 应 用

α７ｎＡＣｈＲ抗体和特异性的α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂α银环蛇毒（α

ｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ，αＢｇｔ），进一步证实α７ｎＡＣｈＲ在电针对 ＮＫ细

胞活性中的作用，旨在为 ＥＡ 的临床应用提供理论基础和

参考。

１　材料与方法

１．１　材料　雄性昆明小鼠，体质量１８～２２ｇ，由江西中医学院

实验动物中心提供，自然照明，自由饮水、饮食。实验严格按照

赣南医学院医学伦理委员会的相关规定。αＢｇｔ（Ｔ０１９５）购自

Ｓｉｇｍａ公司；α７ｎＡＣｈＲ抗体（ＳＣ５５４４）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物科

技有限公司。对 小 鼠 进 行 分 组，每 组 ９ 只。（１）为 检 测

α７ｎＡＣｈＲ抗体的作用，实验分６组：对照组、ＩｇＧ组、α７ｎＡＣｈＲ

抗体组、１００ＨｚＥＡ 组、１００ＨｚＥＡ＋ＩｇＧ 和１００ＨｚＥＡ＋

α７ｎＡＣｈＲ抗体组；（２）为检测特异性的α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂αＢｇｔ

的作用，实验分９组：对照组、１．５μｇ／ｍＬａＢｇｔ组、３．０μｇ／ｍＬ

ａＢｇｔ组、扎针组（ｎｅｅｄｌｅ组）、扎针＋１．５μｇ／ｍＬａＢｇｔ组、

扎针＋３．０μｇ／ｍＬａＢｇｔ组、１００ＨｚＥＡ组、１００ＨｚＥＡ＋１．５

μｇ／ｍＬａＢｇｔ组和１００ＨｚＥＡ＋３．０μｇ／ｍＬａＢｇｔ组。

１．２　方法

１．２．１　ＥＡ刺激　分别给予小鼠双后肢的足三里和三阴交插

针，并与 ＨＡＮＳＥＡ刺激仪相连，对照组于穴位附近扎针后不

通电流，处理时间与１００ＨｚＥＡ组相同，刺激强度以０．５、１．０、

１．５ｍＡ方式递增各刺激１０ｍｉｎ，共３０ｍｉｎ，每天１次，连续刺

激３ｄ。

１．２．２　脾脏 ＮＫ细胞杀伤活性检测　靶细胞的制备：细胞培

养２４ｈ后，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心时间５ｍｉｎ，弃上清液，加入２ｍＬ

ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，用苔盼蓝染色检测细胞活性应大于

９０％；细胞浓度调至５×１０５ ｍＬ－１。效应细胞的制备：无菌取

脾，用１００目不锈钢筛机械分离，Ｈａｎｋ′ｓ液洗２次，以１０％胎

牛血清ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，用苔盼蓝染色检测细胞活性
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应大于９０％，调整细胞浓度为１×１０７ ｍＬ－１。效靶细胞作用：

９６孔培养板中各加入１００μＬＹＡＣ１细胞及效应细胞，效靶

比为２０∶１，另设效应细胞孔及靶细胞孔，均为３复孔，将培养

板置于３７℃、５％ＣＯ２ 温箱中培养２０ｈ，每孔加１０μＬＭＴＴ（５

ｍｇ／ｍＬ），３７℃、５％ＣＯ２ 环境中培养４ｈ。结果观察：取出培

养板，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清液，加二甲基亚砜１５０

μＬ，震荡５ｍｉｎ，酶标仪５７０ｎｍ读取光密度（犗犇）值，计算 ＮＫ

细胞的杀伤活性＝［１－（实验孔犗犇值－效应细胞犗犇值）／靶

细胞对照孔犗犇值］×１００％。

１．３　统计学处理　采用Ｐｒｉｓｍ５．０统计软件进行分析，计量资

料以狓±狊表示。数据分析采用单因素方差分析并继之以

ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　α７ｎＡＣｈＲ抗体对１００ＨｚＥＡ作用脾脏 ＮＫ细胞活性的

影响　在ＥＡ前，预先给予小鼠抗α７ｎＡＣｈＲ抗体后，观察１００

ＨｚＥＡ对小鼠 ＮＫ细胞活性的影响。结果显示，分别与１００

ＨｚＥＡ组和１００ＨｚＥＡ＋ＩｇＧ组相比，１００ＨｚＥＡ＋α７ｎＡＣｈＲ

抗体组的ＮＫ细胞活性均明显增强，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图１。

　　：犘＜０．０５，与１００ＨｚＥＡ比较；＃：犘＜０．０５，与１００ＨｚＥＡ＋ＩｇＧ

组比较。

图１　　α７ｎＡＣｈＲ抗体对１００ＨｚＥＡ作用脾脏

ＮＫ细胞活性的影响

　　：犘＜０．０１，与１００ＨｚＥＡ组比较。

图２　　α７ｎＡＣｈＲ特异性拮抗剂αＢｇｔ对１００ＨｚＥＡ

作用脾脏ＮＫ细胞活性的影响

２．２　特异性的α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂αＢｇｔ对１００ＨｚＥＡ作用脾脏

ＮＫ细胞活性的影响　在ＥＡ前，分别给予小鼠不同剂量的特异

性α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂αＢｇｔ后，观察１００ＨｚＥＡ对小鼠ＮＫ细胞

活性的影响。结果显示，与１００ＨｚＥＡ组相比，１００ＨｚＥＡ ＋

１．５μｇαＢｇｔ组和１００ＨｚＥＡ＋３．０μｇαＢｇｔ组均明显增强了

ＮＫ细胞活性，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图２。

３　讨　　论

ＡＣｈ作为神经递质在中枢和外周神经系统发挥信息传递

的作用。近年来的研究显示，胆碱能系统在机体免疫调节中起

重要作用。小 鼠 淋 巴 细 胞 表 达 ＡＣｈ、ＣｈＡＴ、ｍＡＣｈＲｓ和

ｎＡＣｈＲｓ
［３］，淋巴细胞合成和释放的ＡＣｈ可通过作用于免疫细

胞上的ｍＡＣｈＲｓ和ｎＡＣｈＲｓ来发挥免疫调节作用
［５］，ｍＡＣｈＲｓ

和ｎＡＣｈＲｓ参与了对细胞因子的调节作用（如ＩＬ６）
［６］，这些证

据均支持胆碱能系统参与了免疫功能调节过程。

在小鼠上存在１６种不同的ｎＡＣｈＲｓ亚单位（α１７、α９１０、

β１４、δ、ε、γ），他们组成了多种具有不同结构和药理性质的同

构五聚体和异构五聚体［７］。在淋巴细胞和巨噬细胞上主要表

达ｎＡＣｈＲｓ中的 α２，α５７，α１０ 和 β２ 亚 单 位
［８］。在 这 些

ｎＡＣｈＲｓ的 亚 单 位 中，对 α７ｎＡＣｈＲ 的 研 究 较 多［９１０］。

α７ｎＡＣｈＲ对免疫细胞起负反馈调节作用，这种作用主要是通

过抑制ＴＮＦα、ＩＦＮγ和ＩＬ６等细胞因子的合成和释放来实

现的，而且发现在α７ｎＡＣｈＲ基因敲除小鼠血清中的致炎性细

胞因子含量明显升高［１１１２］。因此，目前认为７ｎＡＣｈＲ是胆碱

能系统调节免疫反应的关键受体，它的兴奋介导了大部分的

ＡＣｈ在免疫系统中的效应
［１３］。

有研究表明，ＥＡ可提高刺激副交感神经的作用效果
［１４］。

课题组前期研究结果提示，α７ｎＡＣｈＲ可能参与了１００ＨｚＥＡ

对小 鼠 ＮＫ 细 胞 活 性 的 调 节 作 用。因 此，本 实 验 选 择

α７ｎＡＣｈＲ作为研究ＥＡ通过胆碱能系统调节免疫功能的切入

点。结果显示，连续３ｄ给予１００ＨｚＥＡ刺激后，小鼠 ＮＫ细

胞活性明显降低。如预先给予抗α７ｎＡＣｈＲ的抗体后，再进行

１００ＨｚＥＡ刺激，小鼠的ＮＫ细胞活性显著升高；同样，进一步

应用特异性的α７ｎＡＣｈＲ拮抗剂αＢｇｔ的实验也观察到１００Ｈｚ

ＥＡ可显著地升高ＮＫ细胞活性
［１５］。以上结果提示，小鼠免疫

细胞上的α７ｎＡＣｈＲ在１００ＨｚＥＡ调节 ＮＫ细胞活性中发挥

重要作用。
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放ＴＬＲ４的内源性激活物，并进一步使ＴＬＲ４触发级联免疫炎

性反应［９１３］。有实验证实，ＩＣＨ后血肿周围脑组织ＴＬＲ４ｍＲ

ＮＡ表达量逐渐升高，７２ｈ达到高峰，持续到术后第７天。杨

继文等［２］证实，在外来信号（如炎症、缺血等）刺激下也可以激

活ＴＬＲ４的表达，而 ＴＬＲ４通过上调其下游因子 ＮＦκＢ的表

达调控了多种炎性因子的释放，从而使机体产生损伤。国外研

究表明，敲除ＴＬＲ４表达基因的老鼠，其炎性因子释放明显减

少，其组织学损伤相对减轻。为此，本研究通过大鼠ＩＣＨ 模

型，观察ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的表达情况。免疫组织化学结果显

示，随着时间的延续，与Ｓｈａｍ组比较，模型组ＴＬＲ４和ＮＦκＢ

均表达升高，脑组织损伤不断加重，神经功能损伤评分升高。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示两者表达量与之相一致。提示激活

ＴＬＲ４可能是导致ＩＣＨ后脑组织周围ＮＦκＢ介导炎性反应的

一个重要原因。

综上所述，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的表达在大鼠ＩＣＨ 后血肿周

围脑组织的继发性病理损伤过程中发挥重要作用，其表达的升

高加重了脑的继发性炎症损伤，那么找到抑制ＴＬＲ４和ＮＦκＢ

表达的药物，可为ＩＣＨ防治策略提供可靠理论依据。
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