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填 写 说 明 

 
 

一、省科学基金项目根据《黑龙江省科学基金资助项目及资金管理暂

行办法》（黑科联发[2011]96号）组织实施，面向全省，主要用于资助自

然科学方面的基础研究和应用基础研究。 

二、项目申请书是申报省科学基金项目的重要依据，要认真如实填写 

。内容必须真实、详实，所附材料齐全。 

三、项目名称应当紧紧围绕项目核心创新内容，简明、准确地反映出

创新内容和特征，要简洁、明确，字数限定在30个汉字以内。 

四、基本信息要填写完整，不得空白，项目内容要重点突出、条理清

晰、方案具体、指标合理、科学预期，经费预算要符合国家、省科研经费

管理的相关规定，支出合理。 

五、申请书中  

“三、申报项目的研究基础”，“四、申报项目情况”，“五、项目经费

预算”中不得出现主要研究人员（前三名）姓名，依托单位、合作单位名

称，出现者为初审不合格。（前三名人员的姓名必须以“申请人”，“第

二人”，“第三人”代替；依托、合作单位名称以“依托单位”，“合作

单位1”，“合作单位2”代替，其他单位名称可以用实名） 

六、申报项目如有合作单位，第一个合作单位必须在基金管理系统上注

册，然后在系统中对申报项目网上推荐（同依托单位操作），否则项目申报

无效。 
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一、基本信息 
 

 

 
申
请
人 

姓名 蔡国锋 性别 男 出生年月 1980-03-25 

学历 博士研究生 学位 博士学位 职称 副主任医师 

电话 0451-87878135 电子邮箱 wulongels@163.com 

手机 13845071440 从事专业 针灸临床 

留学国别  归国时间  

工作单位 黑龙江中医药大学 

 

 

 

依
托
单
位 

名称 黑龙江中医药大学 

单位性质 高等院校 邮编 150040 

所在实验
室 

 
实验室等级 

 

科研部门 
联 系 人 杨波 电子邮箱 kejichu@yeah.net 

电话 82193038 手机 13352516088 

单位地址 黑龙江省哈尔滨市香坊区和平路24号 

合
作
单
位 

 
名称 

 

 

申
请
项 
目 

学科代码 H2718 中医针灸 

研究年限 2018-07-01- - - ->2020-12-31 

 

 

 

 

 

 

 

摘
要 

（概述姓名主要内容、创新点、预期目标和主要成果，限500字） 
     
脑出血气管切开后患者的肺感染发生率和死亡率居高不下，主要原因是咳嗽反射障碍。
因此，咳嗽反射重塑对于就只脑出血气切患者，具有十分重要的临床应用价值。我们在
临床证据及成功建立脑出血咳嗽反射障碍豚鼠模型基础上，进行交叉电项针促进咳嗽反
射重塑的机理研究。创新性的采用交叉电项针的方法，作用于咳嗽反射中枢，通过轴索
反射，来探讨交叉电项针的外周机制。运用ILISA法测定豚鼠肺组织SP含量，同时采用FQ 
-PCR法检测SP受体NK1、VR1的mRNA的水平和VR1、PGP-9.5及NF-                    
200的表达，来观察其对轴索反射的影响，阐明咳嗽反射重塑的外周神经源性炎症机制， 
为交叉电项针促进咳嗽反射重塑的外周机制研究奠定基础，同时也为其中枢机制研究提
供思路。 

关键词用分号分开， 
最多5个 

 

交叉电项针;脑出血;咳嗽反射重塑;神经源性炎症 

 

mailto:wulongels@163.com
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二、项目组主要研究人员（申请人为第一名） 

         
 

  

       
 

  
 

 

            

       
 

    

            

       
 

    

       
 

    

            

            

            

            

            

            

            

            

            

 

总人数 博士后 
学位 学历 在读 职称 性别 

博士 硕士 学士 博研 硕研 大学 大专 博士生 硕士生 正高 副高 中级 初级 男 女 

9 3 4 5 0 1 3 0 0 2 0 1 3 4 1 4 5 
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提示：申请书 
“三、申报项目的研究基础”，“四、申报项目情况”，“五、项目经费预算”中不得出现主要研究人员（前三名）姓名，依托单位、合作
单位名称，出现者为初审不合格。（前三名人员的姓名必须以“申请人”，“第二人”，“第三人”代替；依托、合作单位名称以“依托单
位”，“合作单位1”，“合作单位2”代替，其他单位名称可以用实名） 

三、申报项目的研究基础 

㈠项目组主要研究人员（前三名）的学历和研究工作简历 
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㈡承担项目情况(申请人正在承担或已完成（主持或参加）国家、省（部）、市项目) 

序
号 

项目名称 批准号 计划名称 起止年月 
课题组
排名 

进展或完成情况 项目来源 

 

1 
交叉电项针促进脑出血后气 
管切开插管患者咳嗽反射重
建的研究 

 

12521515 
 

黑龙江省教育厅面上项目 
 

2012-01-01至2014-12-01 
 

第一 
 

已结题 
 

厅/市计划 

 

2 
交叉电项针促进脑梗死后气
管切开插管患者咳嗽反射重 
塑的研究 

 

ZHY12-Z049 
黑龙江省中医药管理局面上项
目 

 

2012-01-01至2014-12-01 
 

第一 
 

已结题 
 

厅/市计划 

3        

4        

5        

6        

7        

8        

9        

10        

11        

12        
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㈢曾获科技奖励情况 
 
 

序号 获奖项目名称 获奖时间 奖项名称 奖励等级 授奖部门（单位） 

1 
交叉电项针促进脑梗死后气管切开插管患者咳
嗽反射重塑的研究 

2017-06-06 
2017年度黑龙江省医疗卫生新技术应用
奖 

一等奖 
黑龙江省卫生和计划生育委员
会 

2 
以应用型人才为目的的《神经病学》教学培养 
机制研究 2017-07-05 

黑龙江省高等教育学会第二十二次优秀 
高教研究成果奖 三等奖 黑龙江省高等教育学会 

3      

4      

5      

6      

7      

8      

本表只能填写以下科技奖励：                       
1．省、自治区、直辖市、市（地）政府设立的科技奖励； 
2．经登记备案的社会力量设立的科技奖励；  
3．国际组织和外国政府授予的科技奖励。 



JJ2018ZR0959 2017-09-24 20:43:51 

8 / 31 

 

 

 

㈣代表性论文(著) 

 
序
号 

 
论文（著）名称 

 
刊名 

 
作者 

 
影响
因子 

年卷页码（xx 
年xx卷xx  
页） 

 
发表时间
(年月日) 

是否
国内
完成 

SCI 
他引
次数 

EI他
引次
数 

他引
总次
数 

1 
交叉电项针对脑出血后气管切开插管患者咳嗽反 

射的重塑：随机对照研究 中国针灸 申请人 1.43 35(1):3-6 2015-01-05 是 0 0 3 

2 
交叉电项对脑出血后气管切开插管患者吞咽功能

及肺感染恢复的随机单盲对照观察 
中医药信息 申请人 0.82 32(1):76-79 2015-01-12 是 0 0 5 

3 
交叉电项针促进脑梗死后气管切开插管患者咳嗽

反射的随机单盲对照观察 
针灸临床杂志 申请人 0.89 31(1):21-24. 2015-02-10 是 0 0 6 

4 
交叉电项针对脑梗死后气切插管患者吞咽及肺感 

染的影响 上海针灸杂志 申请人 1.25 04:293-296 2015-04-16 是 0 0 7 

 

 
 

5 

Effect of cross electro-nape-acupuncrure  
on cough reflex remodeling in patients  

with cerebral infarction through 
tracheostomy tubes-preliminary data from a 

single-blinded, randomized cuntrolled  
study 

The 3rd 
Internatonal 
Symposium on 

IT in 
Medicine and 
Education 

 

 

申请人 

 

 

0 

 

356- 
359，guangzh 
ou，2011.12. 

09-11. 

 

 

2010-12-14 

 

 

是 

 

 

0 

 

 

3 

 

 

3 

6 
          

7 
          

8 
          

9 
          

10 
          

11 
          

12 
          

13 
          

14 
          

15 
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总    计 ：  3 24 
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㈤获得专利情况 

 

序号 授权项目名称 专利类型 授权国家（地区） 授权号 发明人位次 

1 一种便于多次膀胱内取尿样的导尿管 实用新型专利权 中国 ZL 2013 2 0401293.5 第一 

2 一种头囊式胃管 实用新型专利权 中国 ZL 2013 2 0401294.X 第一 

3 一种防误吸胃管 实用新型专利权 中国 ZL 2012 2 0007540.9 第一 

4      

5      

6      

7      

8      

9      

10      

11      

12      

13      

14      

15      

授权发明专利总计（项）  授权实用新型专利
总计（项） 

3 
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四、申报项目情况 

㈠项目研究目的、意义及国内外研究现状与存在问题(附主要的参考文献及出处) 

一、研究意义 

脑出血后肺感染的发生率为25.15% - 46.20%，死亡率为12.5% - 47% 

[1]。肺感染发生率与死亡率如此之高，大多患者是咳嗽反射减弱或消退所致[2]。因此 

，咳嗽反射的重塑就变得格外重要了，因为这对于救治脑出血后咳嗽反射障碍的患者

具有十分重要的理论与临床应用价值。经过多年的临床实践，我们采用“交叉电项针” 

这一新方法，治疗脑出血后咳嗽反射障碍气管切开插管患者，从而促进气道保护性咳

嗽反射的重塑[3]，来清除气道的分泌物和异物，预防呼吸道感染和控制呼吸道感染的

加重，在该研究方向已经完成了两项厅局级临床科研课题，临床疗效确切[2]，因此， 

进一步进行相应机制研究。 

二、国内外研究现状及发展动态分析 

（一）脑出血与咳嗽反射障碍的关系 

 

脑出血是指非外伤性脑实质内出血，属中医中风病范畴。其患病人数约占所有脑卒中

病人的10%-20%，住院病死率往往高达43%- 

51%[4]。我们结合临床实践和查阅文献发现，脑出血死亡率居高不下的一个重要的原

因，就是患者咳嗽反射障碍，进而导致口咽或胃部的内容物及其产生的细菌的吸入而

窒息或者感染，咳嗽反射会阻止患者口咽或胃部的内容物和细菌的吸入[5]。所以咳嗽

反射的重塑意义重大，但目前针灸促进基底节区脑出血后咳嗽反射重塑的研究还刚起

步，临床确定有效[2]，其机制有待进一步深入研究。 

（二）咳嗽反射的研究进展 

 

咳嗽反射是复杂的神经生理反射过程，气道的咳嗽感受器受到刺激后被激活，冲动经

迷走神经传入脑干咳嗽中枢，再经传出神经活化相应的肌群产生咳嗽[6]。喉、气管和

支气管内壁粘膜上皮内的感受器能接受机械性刺激和化学性刺激，大支气管以上部位

的感受器对机械刺激特别敏感，支气管以下部位的感受器对化学刺激敏感[7-           9]，

这些感受器受到刺激时，冲动由迷走神经的传入纤维传至延髓的咳嗽反射中枢， 然后

经传出神经到声门和呼吸肌等处，引起一系列协调而有次序的动作。咳嗽动作的开始，

先为短促而深的吸气，然后声门关闭，腹肌和肋间内肌强烈收缩，使肺内压大大升高，

常可比大气压高100毫米汞柱或更多，继而声门突然开放，在高压力差推动下 

，气流从肺内快速冲出，排出呼吸道内的异物和过多的分泌物，这样可以清洁、保护 
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和维持呼吸道的畅通。 

（三）咳嗽反射机制研究 

 

咳嗽反射的机制主要包括咳嗽刺激物、外周咳嗽受体、咳嗽传入神经纤维、咳嗽中枢

定位、神经递质及传出神经[10]，同时受皮层控制。因此，咳嗽反射重塑的机制大致

分为中枢机制和周围机制两个方向，大脑皮层及上运动神经元、皮质核束的神经调控

属中枢机制。外周神经递质、咳嗽受体及传入、传出神经研究属外周机制。目前，咳

嗽反射重塑研究主要集中在周围机制上，尤其集中在气道神经源性炎症机制ANI（airw 

ay neurogenic inflammation）。 

1、SP与咳嗽反射重塑及ANI的关系 

 

在动物实验中给予外周神经肽受体拮抗剂，能降低辣椒素诱导的咳嗽敏感性并有效治

疗咳嗽，证实神经肽参与了咳嗽反射[11]。近年来，感觉神经肽P物质(Substance P，SP)

在咳嗽敏感性中的作用日益受到重视。SP是一种广泛分布于外周和中枢神经系统中具

有众多生物活性的小肽，发现较早，是神经源性气道炎症中的一种重要介质。S P通过

多种形式影响气道组织并可诱发神经源性炎症如扩张血管和增加血管通透性、使气道

平滑肌收缩、活化气道炎症细胞、增加气道腺体分泌等[12]。许多实验结果证实了神

经肽参与促进咳嗽反射的产生，外周神经肽受体拮抗剂可以明显减小辣椒素诱导的咳

嗽敏感性来治疗咳嗽[13- 

16]。辣椒素、柠檬酸诱导的咳嗽均有SP释放增加，能抑制上述刺激诱发的咳嗽[14- 

16]。Mutoh等[13]通过向豚鼠孤束核注射SP这一方法，可以明显增强支气管C纤维传出

冲动的输出。Moreaux等[14]发现气管灌洗液中SP物质明显增加，NK- 

1受体拮抗剂可以明显减弱咳嗽的发生。Sekiza 

Wa等发现，可通过吸入SP的方法，诱发慢性特发性咳嗽及呼吸道感染患者产生咳嗽[1 

5]，他们推测SP易于透过黏膜上皮，从而激活突触反射的运动神经，产生神经源性炎

症，刺激呼吸道咳嗽感觉神经末梢，导致咳嗽发生[15- 

17]。由此可见，肺内SP释放增加与ANI的产生直接相关。 

2、NK1受体及VR1受体与咳嗽反射重塑及ANI的关系 

研究表明，SP及NK1受体的释放增加可能是副流感病毒型（para influenza virus 

3PIV3）感染性咳嗽CRS增高主要机制之一。在感染后NK1mRNA的表达随时间上调， 

说明SP及NK1受体在感染性咳嗽中起到关键作用[18]。NK1是SP的受体，广泛分布于

外周和中枢神经系统[19]。 
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瞬时受体电位类香草酸受体亚型l   (transient   receptor   potential   vanillic- 1，TRPV1)， 

也 称 辣 椒 素 受 体 亚 型 1（vanilloid receptor subtype 1，VR1），是瞬时受体电

位通道蛋白超家族的又一新成员。VR1是一种感受器，可将刺激信息传输到中枢神经

系统；辣椒素受体（vanilloid                             receptor，VR）是一种效应器，介导引

起气道神经源性炎症，会产生局部炎症[20]。V R1在肺泡周围和细支气管有表达，在

血管及上皮下平滑肌、气管上皮内的轴突末梢亦有表达，其表达的多样性说明，VR

参与咳嗽的产生[21]。气道平滑肌VR1表达显著增强，这说明VR1参与了咳嗽的发生

过程[22]。由此可知，NK1及VR1是产生ANI的重要标志。 

3、蛋白基因产物PGP-9.5及NF-200与咳嗽反射重塑及ANI的关系 

蛋白基因产物（protein gene product，PGP- 

9.5）可以标记呼吸道总神经纤维分布，PGP- 

9.5的表达水平及分布受到呼吸道病毒感染影响 

[23]。神经丝（neurofilament，NF）蛋白是神经元细胞骨架的主要组成部分，它在所有

神经元当中皆有表达。neurofilament-200（NF- 

200）是NF的一个亚群，在神经元的发育、退化、衰老和再生过程中发生变化，是豚

鼠肺内发生ANI的一个标志。 

 
综上所述，咳嗽反射重塑的周围机制，围绕着ANI炎性因子SP和相应受体NK1、VR1 

及蛋白基因产物PGP-9.5及NF- 

200的研究展开，那么，交叉电项针促进咳嗽反射的机制是否与ANI有关？经过二十余

年的临床实践，我们创新性的将电针电极在颈部交叉相连应用于临床，通过对200余例

脑出血及脑梗死后咳嗽反射障碍，气管切开插管患者的系统临床观察，完成了省教育

厅及省中医药管理局的两项科研课题并已结题。明确了“交叉电项针”促进咳嗽反射重

塑的独特疗效[2,24,25]。并且将“交叉电项针”应用于呼吸机辅助呼吸患者的研究中，初

步证实了该方法也有助于咳嗽反射障碍呼吸机辅助呼吸患者的恢复，降低患者死亡率 

、减少住院时间和降低住院费用，也体现了针灸在重症医学领域中的重要作用。 

三、研究假说：本课题基于临床实践提出“交叉电项针”促进气道咳嗽反射的重塑，拟

通过动物实验深入探讨“交叉电项针”对豚鼠肺组织咳嗽 

反射相关蛋白以及神经炎性物质SP的影响，有助于揭示“交叉电项针”促进咳嗽反射重

塑的周围机制。 
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“交叉电项针”通过电场作用在豚鼠延髓的咳嗽反射中枢，经过反射弧的感传，咳嗽反

射的调控，促进了神经末梢对P物质等的逆行性释放，也就是轴索反射，然后释放的P 

物质再作用于外周靶细胞，其受体NK1和VR1也随之增加，从而促进ANI，进而刺激

有 髓 鞘 的 Aδ 纤 维 快 适 应 感 受 器 （rapidily         adapting receptors，RAR）

从而实现了咳嗽反射的重塑。 

我们拟对豚鼠肺组织SP、VR1、PGP-9.5及NF- 

200蛋白的表达和豚鼠肺组织的NK1、VR1的mRNA相对表达进行分析，从而为交叉电

项针促进脑出血后咳嗽反射重塑的周围机制研究提供分子生物学证据。 

四、总结 
 

我们拟通过动物实验研究来证实，如果“交叉电项针”能够促进P物质的释放及NK1、V 

R1表达的变化，那么将为“交叉电项针促进咳嗽反射重塑的周围机制”假说提供实验依

据，为咳嗽反射重塑的周围机制研究奠定基础，同时也为其中枢机制研究提供思路， 

也会对咳嗽反射障碍呼吸机辅助呼吸患者的治疗提供新的理论依据。 
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(二)项目已开展的前期研究(在申报项目的研究方向、研究内容方面已取得的探索性成果) 

 
（1） 项目申请人长期从事基础及临床、科研工作，掌握相关理论知识和实验技能；项目组成员在临床工作中   

已为大量脑出血后气管切开咳嗽反射障碍患者进行治疗，疗效肯定，为本项目的顺利实施创造了良好的临床基   
础； 

 
 

（2） 已在本项目的相关领域开展大量研究工作。 

 

下面介绍一下本研究建立脑出血并咳嗽反射障碍豚鼠模型的预实验。 

 

空白组 

分组 

（n=10） 

 
20μL组

（ n=10） 

 
30μL组

（ n=10） 

 
40μL组

（ n=10） 

 
50 μL组 

（n=10） 

 
60μL组

（ n=10） 

 
70μL组

（ n=10） 

 
 

平均咳嗽次 

数/10min 
19 13.67 10.33 8.33 6 5 4.67 

死亡/周 0 0 0 0 1 7 9 

意识丧失 0 0 0 0 2 7 9 

 
 

1. 分组：根据注射自体股动脉血量的不同，将雄性纯白SPF级豚鼠70只，体重300±15 g之间，随机分成7组， 

每组10只。分别为空白对照组；20μL组；30μL组；40μL组；50μL组；60μL组和70μL组。 

 
 

2. 方法：将豚鼠用戊巴比妥钠(40mg/kg)腹腔注射麻醉，俯卧位固定于立体定位仪上，头部正中切开头皮，暴   
露颅骨，在颅骨中线左侧5mm，冠状缝前钻一直径1mm的小孔，立体定向穿刺后，用微量注射器向左侧基底节内 

（靶点：前囟左侧4-5mm，冠状缝向前0.2mm，进针深度5-6mm，即基底节区），将未肝素化的自体股动脉血以

20μL/min速度推进基底节区，留针10min，缓慢出针。术后局部喷洒庆大霉素，用牙科水泥封闭颅骨伤口，缝   
合头皮，局部皮肤采用碘酚消毒。 

 

脑出血咳嗽反射障碍模型成功标准：咳嗽次数减少> 50 。 

 
采用“辣椒素引咳法”，脑出血造模后第2天开始检测。将豚鼠置于特制的密闭箱盒内，用超声雾化器以0.5mL· 

min-1容量雾化吸入0.03mol·L-1辣椒素2min引发咳嗽。计数10min内咳嗽次数，正常咳嗽次数为10-20次，平均  
15次。连续检测7天，每天一次。咳嗽反射次数减少50 以上，即小于7次/10min即为造模成功。 

 
3结果 

 
 

3.1 咳嗽反射障碍模型与注血量关系

由表可见： 

①基底节区注射血量在20-40μL区间均未出现豚鼠1周内的死亡现象，50μL组仅死亡1例，并且随着注射血量 
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的增加，平均咳嗽次数在逐渐降低，但20μL、30μL、40μL三组的平均咳嗽次数> 7次/10min。 

 

 
②60μL组、70μL组咳嗽次数明显降低均<7次/10min，但是随着脑内注血量的增加，颅内占位效应的增加及神   
经功能缺失的增加、造成的死亡率高达70-90 。但咳嗽反射减弱程度与50μL组相差不大，因此，可以界定基
底节区注血50μL组为造模最理想选择，既保证了咳嗽反射障碍的成功，同时保证了模型的成活率。 

 

3.2 注血量与行为学观察 

 
 

采用Longa评分法：0分没有神经功能缺失，1分右侧前爪不能完全伸展，2分行走时向右侧转圈，3分行走时   

身体向右侧倾倒，4分不能自发行走，有意识丧失。 

 

 

空白组 

分组 

（n=10） 

 

 

20μL组（ 30μL组

（ n=10） n=10） 

 

 

40μL组

（ n=10） 

 

 

50μL组

（ n=10） 

 

 

60μL组

（ n=10） 

 

 

70μL组

（ n=10） 

 
 

行为学察Longa评 

分法 
0 2 2.33 2.67 3 3.67 4 

意识丧失 0 0 0 0 2 7 9 

 

 
由上表可见：随着注血量的增加，豚鼠行为学改变越来越明显，神经功能缺失逐渐增加，甚至出现了昏    
迷，意识障碍的出现也会显著增加模型死亡率。 

 
3.3注血后脑解剖学观察 

 
 

采用戊巴比妥钠腹腔麻醉，断头猝死，取出完整脑组织，去除嗅球及额前部4mm，以左侧大脑半球中部，注射   

针孔处冠状位切割脑组织，可见基底节区脑出血造模成功。 

 
 

注血 

3mm 4mm 5mm 6mm 7mm 8mm 9mm 

深度 

 
 

注血 破入 

外囊外侧 外囊 基底节 基底节 

部位 脑室 

 

破入 破入 

 
 

脑室 脑室 

 
 

由上表可见：注血深度3mm和4mm略浅，5mm-6mm恰好在基底节区，符合造模要求，7mm-9mm均穿刺过深造成了血   

破入脑室不符合造模要求。 

 
 

综上所述，既保证能够得到可靠的基底节出血模型，同时能够保证咳嗽反射障碍指标和模型的高成活率和稳定     
性，注血量应为50μL，进针深度为5-6mm。 

 
已取得的研究工作成绩： 
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（1） 成功建立脑出血后咳嗽反射障碍的豚鼠模型，为“交叉电项针”促进咳嗽反射重塑的神经源性炎症机制  
研究提供模型基础； 

 
 

（2） “交叉电项针”促进脑出血后咳嗽反射障碍患者的咳嗽反射重塑在临床应用上已得到证实，完成两项厅     
局级课题的临床研究并在国际会议发表论文1篇（EI检索）。2015年1月在针灸类核心期刊发表“交叉电项针”  
促进咳嗽反射重塑文章4篇。 

 

① 申请人。交叉电项针对脑梗死后气切插管患者吞咽及肺感染的影响[J].上海针灸杂志，2015，04:293-296。 

 

②申请人。交叉电项针对脑出血后气管切开插管患者咳嗽反射的重塑：随机对照研究，中国针灸，2015， 
35(1):3-6。 

 
 
③  申请人。交叉电项对脑出血后气管切开插管患者吞咽功能及肺感染恢复的随机单盲对照观察，中医药信息，
2015，32(1):76-79。 

 

④ 申请人。交叉电项针促进脑梗死后气管切开插管患者咳嗽反射的随机单盲对照观察，针灸临床杂志， 
2015，31(1):21-24。 

 
 

⑤ 申 请 人 。 Effect of cross electro-nape-acupuncrure on cough reflex remodeling in patients with 
cerebral infarction through tracheostomy tubes-preliminary data from a single- blinded，
randomized cuntrolled study，The 3rd Internatonal Symposium on IT in Medicine and Education，
356-359，guangzhou，2011，12，09-11。（EI收录锋） 
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㈢研究内容和解决的关键问题(主要研究内容，要解决的主要技术难点和问题，研究
的创新点等) 
1、研究内容 

（1） 豚鼠咳嗽反射敏感性（cough reflex sensitivity，CRS）和气道反应性（airway 
responsiveness，AR）测定； 

（2） 豚鼠肺组织感觉神经肽P物质（Substane P，SP）含量及表达与CRS的关系；  

（3） 豚鼠肺组织NK1、VR1的mRNA 的表达水平与CRS的关系； 

（4）豚鼠肺组织VR1、PGP-9.5及NF-200蛋白的表达与CRS的关系。

2、拟解决的关键科学问题 

（1）通过动物实验来进一步证实“交叉电项针”能够促进咳嗽反射重塑 

  
解决方案：本项目通过在脑出血后咳嗽反射障碍豚鼠模型上，运用“交叉电项针”进行
干预，运用动物体描仪进行客观、量化研究，来进一步证实“交叉电项针”促进咳嗽反
射重塑的确定性。 

（2）明确“交叉电项针”促进咳嗽反射重塑可能的周围机制 

解决方案：本项目通过对肺内神经末梢对P物质及咳嗽反射相关蛋白的测定，将明确
“ 交叉电项针”促进咳嗽反射重塑的周围机制，可能是通过肺内神经源性炎症机制发
挥作用的。即“交叉电项针”促进P物质逆行性释放，其肺内受体也随之增加，反向促
进咳嗽反射，从而实现了咳嗽反射重塑。 
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(四)项目研究方法、技术路线及可行性分析 

 

1、技术路线 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

2、实验方法与手段 

 
 

2.1基底节脑出血并咳嗽反射障碍豚鼠的模型研究 
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选用雄性纯白SPF级豚鼠，体重300±15 g之间，于清洁级动物房饲养，温度22±3℃，相对湿度
50～60％，人工照明，12h 光照，12h 黑暗，食用标准颗粒饲料，自由饮水。 

 
 

2.1.1 造模注血 

 
 

注血方法：将豚鼠用戊巴比妥钠(40mg/kg)腹腔注射麻醉，俯卧位固定于立体定位仪上，头部正中切开头   

皮，暴露颅骨，在颅骨中线左侧5mm，冠状缝或前钻一直径1mm的小孔，立体定向穿刺后，用微量注射器向   
左侧基底节内（靶点：前囟左侧4-5mm，冠状缝向前0.2mm，进针深度5-6mm，即基底节区），将未肝素化   

的自体股动脉血50μL，以20μL/min速度推进基底节区，留针10min，缓慢出针。术后局部喷洒庆大霉 

素，用牙科水泥封闭颅骨伤口，缝合头皮，局部皮肤采用碘酚消毒。

2.1.2脑出血咳嗽反射障碍模型成功标准 

采用“辣椒素引咳法”，脑出血造模后第2天开始检测。咳嗽次数减少50 以上为造模成功。 

 
 

将豚鼠置于特制的密闭箱盒内，用超声雾化器以0.5mL·min-1容量雾化吸入0.03mol·L-1辣椒素2min引发  

咳嗽。计数10min内咳嗽次数，正常咳嗽次数为10-20次，平均15次。连续检测7天，每天一次。咳嗽反射  

平均次数小于7次/10min即为造模成功。 

 
 

2.2在造模成功基础上进行针灸动物实验，实验方法： 

 
 

2.2.1 实验动物及分组：将雄性纯白SPF级豚鼠200只，体重300±15g之间。随机分成5组，空白组、造模  
空白对照组、针刺组、电针组、交叉电针组，每组40只。各组再随机分为7d、14d、28d、42d四个亚组，  

每组10只。空白组及造模空白对照组不予以治疗。 

 
 

2.2.2 针灸治疗方法 

 
 

2.2.2.1 取穴：翳风（双侧）；风池（双侧）；针灸针规格：0.25mm×25mm不锈钢毫针；进针深  

度：10mm；脉冲宽度：0.5±0.15ms；脉冲重复频率：2±0.5Hz。 

 
 

2.2.2.2 针刺组：平补平泻捻转行针，隔10min/次，30s/次，留针30min，每日1次。 

 
 

2.2.2.3 电针组：电针电极不交叉，在同侧风池、翳风穴位相连。连续波，强度以头部微颤动为准，每次

30min，每日1次。 

 
 

2.2.2.4 交叉电项针组：电针电极在颈部交叉连接，即同侧风池与对侧翳风穴交叉相连。连续波，强度以  
头部微颤动为准，每次30min，每日1次。 

 
 

2.2.3 处死动物及取材 

 
 

腹腔注射戊巴比妥麻醉动物后，从股动脉放血后，将胸腔打开。分别在相应治疗后于第7、14、28、42  天

处死动物。之后将右主支气管结扎，将右肺中下叶取下，先取肺组织50mg放置于含有Trizol或组织RNA保   
存液的EP管后、再取组织少许放入清洁的EP管中，做冰冻切片时用；也取组织少许放入含有甲醛固定液的  

EP管中，做组织病理学检查时用。 

 
 

2.2.4支气管肺泡灌洗液（BALF）及支气管肺泡灌洗细胞计数 
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（1）方法：剪开气管上段，将灌流管插入，经气管插管将预温至37℃的生理盐水注入肺内，每次灌入2- 

3ml，1-2min后缓缓进行回抽，反复3次，使回收率大于70 。 

 
 

（2）处理：将BALF离心，条件为：1500转/min，低温离10min。离心后弃上清液PB溶解细胞沉淀，取100μL用   
Z2细胞计数仪BECKMANCOΜLTER计算出每毫升灌洗液中所含细胞总数；另取10μL制作细胞涂片。 

 
 

（3）染色：光学显微镜下进行细胞分类计数。

2.3实验结果检测 

2.3.1豚鼠CRS和AR的测定 

 
 

2.3.1.1 豚鼠CRS 的测定 

 
 

从造模第二日起，应用Buxco单腔非限制型小动物体描仪测定豚鼠的CRS，各组动物分别进行辣椒素咳嗽  
激发试验，判断CRS的指标主要是咳嗽总次数（CCnt），Buxco系统通过采集气流变化信号，计算曲线下面  

积（V2）以及气流半数峰值转换的时间，在通过模拟方程进行换算后判断是否咳嗽。总体辣椒素溶液是

1ml，浓度是50μmol/L，观测10min（包含雾化的时间）并记录CCnt，每日一次。 

 
 

2.3.1.2 豚鼠AR 的检测 

 
 

在检测CRS后，经过12h之后，再测定动物的增强呼气间歇（Enhanced Pause，Penh）（应用Buxco 无创
肺功能仪进行检测）。使用MeCh（100μL倍增浓度）雾化并激发Penh，测定其激发后的变化，激发浓度为  

从低到高，以2为公比的等比数列递增，从100mg/L开始递增至1600mg/L，记录MeCh每个浓度级激发下的
Penh的数值，并取平均数。将各个MeCh激发浓度下的Penh 值转换为与生理盐水（NS）激发时Penh值的百

分比，以Penh 表示，作为AR的评价指标，每日一次。 

 
 

空白对照组及7d、14d、28d、42d四个亚组，开始针灸后每日采用BUXCO肺功能仪通过辣椒素和乙酰胆碱刺  

激测定CRS及AR，每日一次。 

 
 

2.3.2运用ELISA法进行豚鼠肺SP蛋白定量测定 

 
 

制备匀浆液及检测SP蛋白定量方法：取新鲜肺组织（用电子天平称）100mg，先加入0.3ml醋酸（0.1M），  
为了使内源性激肽酶失去活性，将加入醋酸的肺组织置于100℃的水浴中，保持10min。之后将一定量的

PBS液按照一定的比例加入，再用1-3ml玻璃匀浆器进行匀浆，条件为：3500rpm，离心20min后取上清液并   

在水浴之后-70℃温度下保存，或-70℃温度下保存，使用之前再匀浆。用ELISA 法测定肺组织SP的含量： 
采用竞争法测抗体，按照试剂盒说明书进行操作。 

 
 

2.3.3运用FQ-PCR法检测肺组织NK1、VR1的mRNA表达水平 

 
 

除了先提取组织总RNA和无需标准品做标准曲线外，均按TaKaRa公司的试剂盒说明进行。结果计算：采用

GAPDH作为内参照和2-ΔΔCt相对定量法来计算NK1、VR1mRNA的表达水平。 

 
 

2.3.4 应用免疫组化法测定肺组织SP、VR1、PGP-9.5及NF-200蛋白表达 

 
 

2.3.4.1 免疫组化步骤 
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（1）烤好的石蜡组织切片常规脱蜡、水合。PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（2）3 过氧化氢室温孵育10min。PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（3） 抗原修复（微波炉修复，柠檬酸修复液）。PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（4） 室温封闭30min。 

 
 

（5） 一抗4℃过夜，PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（6） HRP标记免疫组化二抗室温孵育30min。PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（7） DAB显色适当时间（根据镜下变化调整）。PBS洗3次，每次2min。 

 
 

（8） 苏木复染1-10min。 

 
 

（9） 水洗去多余染液，分化数秒，水洗，返蓝。 

 
 

（10） 常规脱水、透明。最后中性树胶封片。 

 
 

2.3.4.2 采用半定量的方法对免疫组化结果进行图象分析 

 
 

免疫组化图用Leica显微镜观察并拍照，之后比较蛋白表达强度（灰度）。按照染色深浅作半定量分析：0 
（无染色）；1（轻着色）；2（中着色）；3（强着色）；4（很强着色、接近黑色）。所有免疫组化照片   
皆由两名未参加本实验的研究人员进行分析，且每张照片最少分析5个高倍视野，且5个高倍视野皆为随机  

的。 

 
 

3、可行性分析： 

 

 
3.1 我们经过长期的临床实践已经证实：“交叉电项针”能够促进脑出血后咳嗽反射障碍患者的咳嗽反射  
重塑，预实验脑出血后咳嗽反射障碍模型的成功建立，也为咳嗽反射重塑研究提供理论可行性。 

 
3.2 技术依据：项目申请人已具备本项目所涉及的相关理论知识及实验技能，能够完成SP、VR1、PGP-9.5 及
NF-200蛋白的检测与定量分析，为实验的完成提供了技术可行性。 

 
3.3申请人所在的重症医学科为国家中医药管理局中医重症医学重点专科培育单位、黑龙江省中医药管理   
局中医重症医学重大专科，导师也具有设备完善的实验研究中心、细胞与分子神经生物学实验室等，为实    
验的完成提供了相应的设备。 

 

3.4项目团队人员构成合理，分工明确，能够保证实验的顺利完成 
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㈤项目学术思想及创新之处 

1、学术思想：采用“交叉电项针”这一新方法，促进脑出血后咳嗽反射障碍豚鼠的咳
嗽反射重塑，将电针电极在颈部交叉相连，使电场作用于咳嗽反射中枢，从而通过反
射弧的调控来促进咳嗽反射重塑。                                             
2、创新之处：将“交叉电项针”这一新方法，应用于促进咳嗽反射重塑的神经源性炎
症机制的研究中，以明确“交叉电项针”促进咳嗽反射重塑的周围机制。同时，也将
为其中枢机制的研究提供思路。 



26 / 31 

JJ2018ZR0959 2017-09-24 20:43:51 

 

 

     
本研究属于针灸学与重症医学的交叉学科研究范畴，将传统的国粹针灸学与现代重症
医学相结合，充分发挥了中医针灸的特色优势，将针灸引入重症医学领域也体现了中
医重症医学建设的创新与发展，同时引进了分子生物学技术，这不仅将为重症医学的
发展提供新的治疗方法，而且也会促进针灸学的现代化与国际化。 

1、从实验角度证实交叉电项针能够促进脑出血后咳嗽反射障碍豚鼠咳嗽反射的重塑。 

2、初步揭示交叉电项针促进咳嗽反射重塑的P物质靶点相关性。 

3、探索交叉电项针促进咳嗽反射重塑的受体靶点相关性。 

4、从而获得交叉电项针对脑出血后咳嗽反射重塑的神经源性炎症机制的分子生物学证
据，可能为交叉电项针促进咳嗽反射重塑的中枢机制研究提供思路。 

 
 

㈥项目研究涉及的学科交叉情况 
 

㈦项目研究的预期目标 
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1、培养博士生1名; 

2、在国际、国内学术刊物上发表论文6篇以上。 

1、本研究获得的新技术将在同行业内进行推广 

2、本研究的结论为下一步研究中枢机制奠定基础 

㈧预期研究的成果和水平（形成的主要成果，理论成果，专利、论文、专著的数量、
指标及其水平等或其它相应考核的指标） 

 

㈨项目预期应用前景或产业化前景 
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㈩项目研究所具备的基本条件 

1、已具备的实验条件 

     
项目申请人所在的单位具有设备完善的实验研究中心、细胞与分子神经生物学实验室

等，为此多学科的研究提供了所有必要的实验条件。                            

2、尚缺少的实验条件和拟解决的途径 

     
脑出血后咳嗽反射障碍豚鼠模型的建立需要特定的定向钻颅设备，可由针灸研究所提
供，攻读博士学位期间，申请人曾协助导师完成多项基础实验研究工作；本课题实验
经费不足部分，自筹经费补助。 
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五、经费预算 
预算编制人：蔡国锋 电话：13845071440 
1、经费来源预算 单位：万元 

 

 

 

 

 

 

 

经费来源合计=专项省拨经费+自筹经费 

2、经费支出预算 单位：万元 

预算科目名称 合计 专项省拨经费 自筹经费 

一、直接费用 9.5 6.5 3 

1、设备费 4.5 3 1.5 

（1）购置设备费    

（2）试制设备费 4.5 3 1.5 

（3）设备改造与租赁费    

2、材料费    

3、测试化验加工费 1.5 1 0.5 

4、燃料动力费 0.75 0.5 0.25 

5、差旅费    

6、会议费(举办会议) 1 0.75 0.25 

7、国际合作与交流费    

8、出版/文献/信息传播/知识产权事务费 1 0.75 0.25 

9、劳务费(非本单位在编人员) 0.75 0.5 0.25 

10、专家咨询费    

11、其他支出    

    

    

    

    

二、间接费用    

其中：绩效支出    

经费支出合计 9.5 6.5 3 

经费支出合计=直接费用+间接费用 
注：请按照我省《省级财政科研项目资金管理办法》（黑财规审〔2017〕12号）相关规定，填报 
相关“经费支出”科目。 

年度 总计 2018年 2019年 2020年 备注 
一、专项省拨经费 6.5 2.5 2 2  

二、自筹经费 3 1 1 1  

1、其他财政拨款      

2、单位自用资金 3 1 1 1  

3、企业配套资金      

4、其他货币资金      

经费来源合计 9.5 3.5 3 3  

 



30 / 31 

JJ2018ZR0959 2017-09-24 20:43:51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
主 任 委 员 （ 签 章 ） 年 月 日 

六、依托单位学术委员会的审查意见（包括：对项目的意义、特色和创新及申请人
的素质与水平等情况签署具体意见） 

 

 

七、申请人承诺： 

我保证申请书内容的真实性。 如果获得基金资助， 我将履行项目负责人职责， 

严格遵守《黑龙江省科学基金资助项目及资金管理暂行办法》的有关规定，  

切实保证研究工作时间， 认真开展工作，按时报送有关资料。

若填报失实和违反规定，本人将承担全部责任。  

签 字 ： 

 

八、依托单位及合作单位承诺： 

已按填报说明对申请人的资格和申请书内容进行了审核。 申请项目如获资助， 

我单位保证对研究计划实施所需要的人力、物力和工作时间等条件给予保障，  

严格遵守《黑龙江省科学基金资助项目及资金管理暂行办法》的有关规定，  

督促项目负责人和项目组成员以及本单位项目管理部门按照省自然科学基金委员会的规定及时

报送有关材料 

依托单位公章              合作单位公章1：             合作单位公章2： 

日 期 ： 日 期 ： 日 期 ： 
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九、主要附件目录（另加页） 

1.申请人身份证扫描件 

2.申请人学历和学位证书扫描件 

3.申请人职称证书扫描件 

4.申请人使馆开具的留学证明扫描件（仅申报留学基金提供） 

5.其他 


