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电针对慢性炎性痛大鼠镇痛作用及机制研究

刘盈君"方"芳"方剑乔"张静若"池细绿"陈华德

摘要"目的"观察电针对慢性炎性痛大鼠镇痛作用及患侧背根神经节及脊髓背角
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"

@0;I1.G. LF.,-H

$

D <HM,N<-G

#

&LO

$

"

!

# ;P

建立慢性炎性痛模型#分别测量大鼠造模前及干预第
#

&

%

&

6

&

5

日及干预后患侧足缩腿阈"

I<Q Q=GRHF<Q<1 GRF.DR01HD

#

S*)D

$% 采用免疫印迹法检测大鼠干预后患

侧背根神经节和脊髓背角
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本实验拟通过
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诱导建立慢性炎性痛模型"观

察电针对慢性炎性痛大鼠患侧背根神经节和脊髓背角
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表达及脊髓背角
UO+!!

含量的影响"讨论

电针镇痛作用及其相关机制)

材料与方法
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"主要试剂及仪器"兔抗大鼠
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"强"上
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"动物分组及模型制备"根据完全随机数字表

将大鼠分为正常组*模型组*针刺组*电针组"每组

#"

只)模型组*针刺组*电针组均于大鼠右侧足底皮下

注射
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$

"

!

# ;PC

只%

'
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(

"建立慢性炎性痛模型) 正

常组于相同部位注射等量生理盐水) 造模后
#

日"大

鼠出现右侧足跖红肿"患肢跛行"承重足偏向健侧等症

状&
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造模后
#

日模型大鼠患侧足缩腿阈 $
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%较正常组显著降低"

即为造模成功) 该模型的制备过程简单且成熟"其成

功率达
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以上"此次研究中模型成功率
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"干预方法"造模
#

日后开始干预"电针组及针

刺组用
"
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毫针针刺双侧足三里穴*

昆仑穴$参照华兴邦大鼠穴位图谱%

'
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(

"电针组刺激

波形为疏密波"频率为
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"后调为
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"
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次
C

日&针刺组仅予针

刺穴位"不做手法且不接通电流"连续干预
9

日) 模型

组仅做固定"正常组不予任何处理)
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"观察指标及方法
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"大鼠患侧足跖
S*)D

检测"参照参考文

献'
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()于造模前及干预第
#

*

%

*
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*

5

日及干预后检测
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S*)D

) 以
S*)D

作为指标观察各组大鼠机

械痛阈) 测量前"先将大鼠放置于动态足底触觉仪"全

身可以自由活动"适应环境
%" ;=-

) 待大鼠安静后"

将直径为
"

!

6 ;;

的金属丝置于大鼠足底正中$避开

足垫%"从
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开始以
!

!
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递增的强度刺激大鼠足

底"直至引发大鼠缩爪"记录大鼠缩爪刺激强度"连续

测量
%

次"每次间隔
6 ;=-

"取平均值作为测定结果)

设定最大刺激强度为
6" J

"截止时间为
!" D

"以免大

鼠足爪损伤)
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"样本取材及处理"干预结束后大鼠行腹腔

麻醉"用于免疫组化法检测的
6

只大鼠"采用
8b

多聚

甲醛经心灌注"快速剪取大鼠腰段脊髓$

P8

#

P$

节段%"

8b

多聚甲醛溶液固定
$ R

"蔗糖溶液梯度脱水"经液氮

速冻"放入 %

4"

'冰箱中保存备用) 用于
*.DG.F-

T10G

检测的
6

只大鼠"仅灌注生理盐水"冰上剪取大鼠

腰段脊髓$
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#
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节段%"切取脊髓背角"并取
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#
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背

根神经节"立即置于%
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'冰箱中保存备用)

6
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"患侧背根神经节和患侧脊髓背角
+FJIF&

表达检测"严格按照裂解液
X(SO

$强%说明书操作流

程提取蛋白"

U&O

蛋白定量试剂盒来测定组织蛋白的

含量) 取适量蛋白样品"加等量
!

(上样缓冲液"
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'变性
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) 进行
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#
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凝胶电泳#
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!"

'冰冻切片"切片厚度

%" ";

"采用漂片法'

#!

(

"切片
SUK

漂洗后"入
%b

\

!

B

!

溶液室温孵育
#" ;=-

&

6b

山羊血清
%5

'孵育

# R

&滴加兔抗大鼠
UO+!!

抗体$

#

)

!""

%"

8

'孵育

过夜&生物素标记的山羊抗兔
(JE

$

#

)

8""

%

%5

'孵育

# R

&

\XS

标记的链霉卵白素$

#

)

8""

%

%5

'孵育
# R

后"

AOU

显色"常规封片) 每个步骤间均用
SUK

漂洗

%

次"

#" ;=-C

次) 阴性对照采用正常山羊血清代替一

抗)

P.=@<

显微镜下摄片后"由
(;<J. SF0 S1,D $

!

"

病理图像分析系统计算阳性细胞率) 每组选取
6

只大

鼠"每只大鼠
%

张切片$切片隔三取一%"记录大鼠患

侧腰段脊髓背角浅层$

# c$

层%内
UO+!!

阳性细胞

数与总细胞数"计算其阳性细胞率)

$

"统计学方法"采用
KSKK !"

!

"

进行统计"计

量资料以
_

&

D

表示) 多组间比较采用单因素方差分

析&组间两两比较"方差齐性时采用
PKA

检验"方差不

齐时采用
A,--.GG

$

D )%

检验"

S V "

!

"6

为差异有统

计学意义)

结""果

#

"各组大鼠一般状态比较"

&LO

造模后
#

日"

模型组*针刺组*电针组大鼠患侧足跖红肿"大鼠承重

足偏向健侧"移动跛行"毛发凌乱"活动减少"但饮食正

常) 电针干预后"模型组和针刺组大鼠患侧足跖红肿

等症状稍有减轻"活动无明显增加&电针组大鼠干预后

患侧足跖红肿稍有消退"但活动显著增加) 各组大鼠

实验期间未出现死亡)

!

"各组大鼠
S*)D

比较$表
#

%"造模前各组大

鼠
S*)D

比较"差异无统计学意义$

S d"

!

"6

%) 与正

常组同期比较"模型组各时点
S*)D

降低 $

S V

"

!

"#

%) 与模型组同期比较"电针组干预第
6

日及干

预后
S*)D

升高$

S V"

!

"6

"

S V"

!

"#

%) 与针刺组同

期比较"电针组干预后
S*)D

升高$

S V"

!

"6

%)

%

"各组大鼠患侧背根神经节及脊髓背角
+FJ

#

IF&

表达比较$图
#

"表
!

%"正常组大鼠患侧背根神

经节及脊髓背角中
+FJIF&

有少量表达) 与正常组比

较"模型组患侧背根神经节
+FJIF&

相对表达量升高

""注#

O

为正常组&

U

为模型组&

&

为针刺组&

A

为电针组

图
#

$各组大鼠患侧背根神经节和患侧脊髓背角

+FJIF&

表达电泳图

表
#

$各组大鼠各时点
S*)D

比较"$

J

"

_

&

D

%

组别
-

时间

造模前 干预第
#

日 干预第
%

日 干预第
6

日 干预第
5

日 干预后

正常
#" !5

*

9

&

#

*

9

!8

*

$

&

#

*

!

!!

!9

*

%

&

!

*

4

!!

!6

*

!

&

#

*

%

!!

%%

*

#

&

!

*

6

!!

%"

*

%

&

%

*

#

!!

模型
#" !5

*

4

&

!

*

" #$

*

!

&

"

*

9 #8

*

9

&

#

*

6 ##

*

4

&

#

*

# #!

*

!

&

"

*

4 #"

*

6

&

"

*

6

针刺
#" !5

*

4

&

!

*

% #$

*

#

&

#

*

# #6

*

6

&

#

*

6 #%

*

5

&

#

*

# #%

*

!

&

"

*

$ #8

*

"

&

#

*

%

电针
#" !9

*

4

&

#

*

5 #$

*

8

&

#

*

" #5

*

4

&

#

*

4

#$

*

"

&

#

*

8

!

#$

*

8

&

#

*

!

!"

*

!

&

!

*

"

!!"

""注#与模型组同期比较"

!

S V"

!

"6

"

!!

S V"

!

"#

&与针刺组同期比较"

"

S V"

!

"6
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表
!

$各组大鼠患侧背根神经节和脊髓背角
+FJIF&

表达比较"$

_

&

D

%

组别
-

背根神经节 脊髓背角

正常
6

"

*

#6$

&

"

*

"#$

!!

"

*

85"

&

"

*

"$"

模型
6 "

*

84"

&

"

*

"!! "

*

6!9

&

"

*

#""

针刺
6 "

*

69"

&

"

*

"!% "

*

8#8

&

"

*

"86

电针
6

"

*

$9%

&

"

*

"%$

!

"

*

%6"

&

"

*

"%%

""注#与模型组比较"

!

S V"

!

"6

"

!!

S V"

!

"#

$

S V"

!

"#

%) 与模型组比较"电针组
+FJIF&

患侧背

根神经节表达量升高"差异有统计学意义$

S V"

!

"6

%)

8

"各组大鼠患侧脊髓背角
UO+!!

阳性细胞率

比较$图
!

"表
%

%"正常组可见少量
UO+!!

阳性细

胞表达) 与正常组比较"模型组
UO+!!

阳性细胞率

升高$

S V"

!

"#

%) 与模型组比较"电针组
UO+!!

阳

性细胞率升高"差异有统计学意义$

S V"

!

"6

%)

""注#

O

为正常组&

U

为模型组&

&

为针刺组&

A

为电针组&箭头

所示为
UO+!!

阳性细胞表达

图
!

$各组大鼠患侧脊髓背角
UO+!!

免疫组化结果

$

AOU

染色" (

#"

%

表
%

$各组大鼠患侧脊髓背角
UO+!!

阳性细胞率比较

$

b

"

_

&

D

%

组别
- UO+!!

阳性细胞表达率

正常
6

"

*

"!8 4

&

"

*

""" %

!!

模型
6 "

*

"8# #

&

"

*

""# 5

针刺
6 "

*

"8% 5

&

"

*

""! #

电针
6

"

*

"89 %

&

"

*

""# $

!

""注#与模型组比较"

!

S V"

!

"6

"

!!

S V"

!

"#

讨""论

持续痛觉过敏是慢性炎性痛的主要特征之一) 足

底注射
&LO

引起伤害性信息传入所致疼痛症状类似

于临床炎性痛"因此
&LO

致炎性痛模型被国内外广泛

认同为慢性炎性痛模型'

#%

(

)

&LO

产生的痛觉过敏一

般在
8 R

内发展"为炎性痛的急性期"之后
!8 R

发展

为慢性炎性痛"随后
5

日左右痛觉过敏达高峰"之后慢

慢恢复) 研究表明患侧痛觉过敏可持续
8

+

$

周"而在

健侧产生的炎性疼痛一般在
#4

日以上'

#8

(

) 本研究以

S*)D

为指标观察
&LO

诱导的慢性炎性痛"结果显示

&LO

处理
#

日后"患侧
S*)D

显著降低"并且在随后

的第
9

日降至最低"其中
5

日时
S*)D

略有上升"与

文献报道稍有差异"这可能与
&LO

模型本身的动态波

动有关)

在本研究中"电针组干预各时间点
S*)D

均高于

模型组"尤其是干预后第
6

日及干预后"表明电针具有

良好的镇痛效果"并且该效应逐步累积'

#6

(

) 本研究观

察到针刺组
S*)D

虽高于模型组"但其差异无统计学

意义"其原因可能是由于针刺组不做手法不通电流"刺

激量较小"刺激强度不变易引起机体耐受"因而不能显

著改善
&LO

诱导的痛觉过敏)

+FJIF&

为
!""#

年发现的新型
E

蛋白偶联受

体"仅高度表达于外周神经系统中的背根神经节和三

叉神经节的中小型感觉神经元"并在表达后转运至脊

髓背角浅层和炎性疼痛局部'

$

(

) 由于鼠类
+FJ

#

IF&

'

#$

(和人体
+FJIF]#

表现出相似的组织学特

性'

$

(

"因此对
+FJIF&

的研究有着重要的临床价

值'

#5

(

) 有研究发现
6!b+FJIF&

阳性神经元与热感

的辣椒素受体共表达'

#4

(

"说明
+FJIF&

是一种与疼痛

有密切联系的受体) 进一步研究证实"

+FJIF&

敲除

+FJ

基因簇$包含
;+FJIF&##

基因%不影响其正常

痛阈"但炎症状态下
+FJIF&

参与了疼痛调制"提示

+FJIF&

可能不参与正常生理痛觉信息的传递'

#9

(

)

椎管内注射
UO+4

#

!!

$人工
+FJIF&

选择性激动剂%

能抑制大鼠福尔马林反应中的疼痛行为&在
&LO

造模

#

日后"鞘内注射
UO+4

#

!!

能延缓
&LO

引起的痛觉

过敏与脊髓背角
*AX

神经元的兴奋性"该神经元的

兴奋被认为是病理性痛的脊髓关键机制"但是敲除小

鼠
+FJ

基因后这一作用被封闭'

!"

(

) 江剑平等'

4

(发现

UO+!!

激活
+FJIF&

可以抑制早期$

#

日%

&LO

炎性

痛觉过敏的发生与发展) 此外"鞘内注射两种
+FJ

#

IF&

激活剂
UO+4

#

!!

'

!#

"

!!

( 以及促黑素 $

;.1<-0

#

@YG.

#

DG=;,1<G=-J R0F;0-.

"

+K\

%

'

!!

(

"均能够抑制

慢性$

#

日后%

&LO

炎性痛过敏的发生和发展) 据以

上推测"

+FJIF&

可能在背根神经节和脊髓水平抑制

&LO

引起的痛觉过敏)

前期研究主要采用激动剂和基因敲除方法观察

+FJIF&

在急性痛与慢性炎性痛早期的功能'

4

"

#9

"

!"

(

"

对于
+FJIF&

在炎症状态下尤其是在慢性炎性痛发展



!!")$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/012 %$

"

30

!

$

中期的表达研究甚少) 本研究的结果显示在模型组造

模第
9

日"背根神经节
+FJIF&

表达量升高"推测

&LO

诱导的慢性炎性痛除引发机体痛觉过敏外"还同

时激活了机体本身防御功能"诱导
+FJIF&

大量产生

以防止疼痛进一步加重) 本研究观察了患侧脊髓背角

浅层
+FJIF&

表达"结果显示模型组的表达量与正常

组比较"差异无统计学意义"原因如下#$

#

%大鼠样本

量不足导致结果误差&$

!

%

+FJIF&

在脊髓水平没有发

挥作用&$

%

%模型组脊髓背角
+FJIF&

数量没有显著

增加"但其活性可能得到明显提升) 笔者进一步观察

了患侧脊髓背角
+FJIF&

在体内的唯一激动剂

UO+!!

含量"结果显示与正常组比较" 模型组

UO+!!

阳性细胞增多"提示
&LO

诱导的慢性炎性痛

可能上调脊髓背角
UO+!!

含量"激活患侧背根神经

节中
+FJIF&

表达)

以往对电针镇痛机理的研究主要集中在中枢阿片

肽及其受体"研究表明电针促外周阿片机制的重要环

节之一是阿片受体'

!%

(

) 然而在探讨阿片受体在针刺

镇痛外周机制中的作用时"发现背部皮下$全身注射%

注射纳络酮$

"

!

8 ;JCeJ

%只可阻断吗啡给药前针效的

89

!

$b

'

!8

(

"提示除了经典阿片受体途径"阿片肽可

能通过其他受体途径在电针干预慢性炎性痛的外周

机制中起作用)

UO+!!

是体内脑啡肽原 $

IF0.-

#

e.IR<1=- O

"内源性阿片肽
+.G

#和
P.,

#脑啡肽的前

体%的一种自然降解产物"以往研究发现电针能够诱

导
&LO

模型大鼠患侧背根神经节中
UO+!!

含量显

著增加"从而激活阿片受体和
+FJIF&

双重途径起到

镇痛作用'

!6

(

"亦有研究证明纳络酮只能部分阻断

UO+!!

的抗伤害作用'

!8

(

) 本研究结果显示"在

&LO

诱导的慢性炎性痛的基础上"电针进一步促进

了患侧背根神经节
+FJIF&

表达"电针对患侧脊髓背

角
+FJIF&

表达无上调作用"但却进一步提升了患侧

脊髓背角中
UO+!!

含量) 提示电针可能通过促进

患侧背根神经节中
+FJIF&

表达及激活脊髓背角

+FJIF&

活性双重作用产生镇痛效应) 同时观察到

患侧背根神经节和脊髓背角"针刺组
+FJIF&

表达及

UO+!!

阳性细胞表达率与模型组差异无统计学意

义"这与单纯针刺对于
&LO

诱导的机械痛觉过敏无

干预作用的结果是一致的'

8

(

"与文献报道的电针的

效应与穴位和刺激的强度'

!$

"

!5

(

*频率'

!4

(变换相关

的结果也是一致)

综上所述"电针可能通过促进患侧背根神经节中

+FJIF&

表达及激活脊髓背角
+FJIF&

功能双重作用

产生镇痛效应) 然而"

UO+!!

多肽可以同时激活

+FJIF&

与经典阿片受体"它并不是
+FJIF&

的特异

性激动剂"今后的研究需要在抑制阿片受体活性时或

应用
+FJIF&

特异性拮抗剂时进一步观察
+FJIF&

参

与电针镇痛的具体机制)
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第五届中医药现代化国际科技大会将于
#"

月在成都召开

中医药是世界医学的重要组成部分#数千年来为人类健康和世界文明作出了重要的贡献% 中国

政府长期致力于推动中医药的继承&创新与发展% 在成功举办前四届中医药现代化国际科技大会的

基础上#中华人民共和国科学技术部&国家卫生和计划生育委员会&国家食品药品监督管理总局&国家

中医药管理局等部委和四川省人民政府定于
!"#$

年
#"

月
!8

(

!6

日在四川成都举办)第五届中医

药现代化国际科技大会*% 本届大会将以)中医药科技创新与大健康产业*为主题#立足传统医学#面

向科学前沿#打造这一中医药和生物医药国际交流与合作的重要平台#多角度深入探讨交流中医药的

继承&创新&发展和应用领域进展% 大会组委会热忱邀请世界各国"地区$政府&国际组织&科研机构&

医疗机构&大学&企业的官员&学者&企业家等参加此次盛会#共商中医药发展大计#共同推动中医药现

代化&国际化进程#更好地服务人类健康% 大会网址+
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