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!基础研究!

电针对功能性消化不良大鼠胃促生长素及其

受体
=E4F

表达的影响

周"利#

"程艳萍!

摘要"目的"探讨电针对功能性消化不良大鼠胃促生长素及胃促生长素受体"

GHI

$

E

#

=E4F

表达的

影响$ 方法"依据随机数字表法将
:"

只大鼠分成正常组%模型组%药物组和电针组&每组
!"

只$ 用夹尾造

模法复制功能性消化不良大鼠模型&造模成功后第
%

天药物组按
! =JD#"" K

'含西沙必利

"

!

"? KD

"

LK

!

M

#(的剂量灌胃&每日
#

次$电针组针刺大鼠的足三里穴"

"

!

% N"

!

;

寸#和太冲穴"

"

!

# N"

!

!

寸#&快速捻转至针下沉涩感后&接韩式穴位神经刺激仪&采用疏密波%频率
! HO

%强度
! =F

&

%" =>PD

次&每

日
#

次$

$

日为
#

个疗程&休息
#

日进入第
!

个疗程&共治疗
!

个疗程$ 观察各组大鼠小肠墨汁推进率)

*8QR8-P S21R

法检测胃组织胃促生长素蛋白表达)

E8,2

$

R>=8 T&E

法检测胃%下丘脑和海马组织
GHI

$

E

=E4F

表达的影响$ 结果"与正常组比较&模型组大鼠小肠墨汁推动率%胃组织胃促生长素蛋白表达以及

胃%下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E4F

表达降低"

T U"

!

";

&

T U"

!

"#

#)与模型组比较&电针组大鼠小肠墨汁

推进率%胃组织胃促生长素蛋白表达及胃%下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E4F

表达升高"

T U"
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#&药物组

胃%下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E4F

表达升高"

T U"

!
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#$ 与药物组比较&电针组胃组织胃促生长素蛋白

表达及下丘脑
GHI

$

E =E4F

表达升高"

T U"

!
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&

T U"
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#$ 结论"电针可调控
VB

大鼠下丘脑%海马组

织和胃组织胃促生长素含量和
GHI

$

E =E4F

的表达&促进大鼠小肠墨汁推进率$
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""功能性消化不良$

WXP.R>1P,2 M[QY8YQ>,

"

VB

%是

消化系统疾病中常见的一种功能性疾病"现已严重影

响人类健康) 研究发现"

VB

与胃肠激素分泌异常有

关'

#

(

"胃促生长素则是胃肠激素的一种) 胃组织合成

分泌的胃促生长素通过血液循环将其转运至胃肠道及

中枢系统"直接与胃促生长素受体$

GHI

$

E

%结合"通

过迷走神经介导对胃运动进行调节'

!

(

) 本实验对
VB

大鼠进行电针干预"探讨电针对
VB

大鼠下丘脑*海马

组织和胃组织胃促生长素含量和
GHI

$

E =E4F

表

达的影响)

材料与方法

#

"动物"武汉大学动物实验中心购进健康
ITV

级
:

周龄
IB

大鼠
:"

只"雌雄各半"许可证号为

I&ba

$$鄂% #

!"":

#

"""5

"体重约$

#:"

%

#"

%

K

) 造

模前动物进行适应性喂养
#

周)

!

"试剂"

#"c

阿拉伯树胶*

;c

活性炭粉$百奥

斯生物科技有限公司%&大鼠胃促生长素受体抗体试

剂$美国
FS.,=

公司"型号#

,S:;#"5

%&

)->O12

试剂

$上海华舜公司"批号#

#;;?$"!$

%&

E8,2

$

R>=8 T&E

试剂盒$日本
)1]171

公司"批号#

dTa

$

!"#

%&西沙必

利片$

; =KD

片"浙江京新药业股份有限公司"批号#

#!#"!?#

%)

%

"仪器"

)GJ

$

!"

台式高速冷冻离心机$长沙平

凡仪器仪表有限公司%&

HTJFI

$

#""

全自动光镜$华

中科技大学同济医学院千屏影像公司%&

(+I

$

!"

全自

动雪花制冰机$常熟市雪科电器有限公司%&

B]]

$

:&

型电泳仪$北京市六一仪器厂%&

*B

$

?5"%&

紫外仪

$北京市六一仪器厂%&

E8,2

$

R>=8 T&E

仪 $德国

E1./8

公司%&

&70

$

#;""F

型多功能无菌工作台$上

海瑞仰净化装备公司%&

%!

号
!; ==

$

#

寸%

D#% ==

$

"

!

;

寸%无菌针灸针 $苏州针灸用品有限公司%"

HF4I

$

!""F

韩式穴位神经刺激仪$南京济生医疗科

技有限公司% 等)

5

"分组及造模"依据随机数字表法将
:"

只
IB

大鼠分成正常组*模型组*药物组和电针组"每组
!"

只) 除正常组外均采用郭海军等'

%

(的夹尾法建立
VB

大鼠模型"用大号止血钳前端包裹纱布"夹大鼠尾巴远

端
#D%

处"以不破皮为度"大鼠暴怒后会寻衅激怒全笼

大鼠厮打) 每次连续刺激
%" =>P

"每隔
% /

刺激
#

次"每日
%

次"连续刺激
9

日) 每天刺激结束后"观察

大鼠受伤情况"用
"

!

;c

的碘伏涂擦受伤部位控制感

染) 造模过程中大鼠会出现活动量减少*毛发枯槁*体

重负增长*食量下降等消化不良的症候"解剖大鼠未发

现器质性病变"提示造模成功"符合
VB

的诊断标

准'

5

(

) 造模过程中无大鼠死亡)

;

"治疗方法"造模成功后第
%

天开始给予治疗)

药物组采用蒸馏水将西沙必利稀释成
"

!

"! KD=J

西

沙必利溶液"按
! =JD#"" K

的剂量给大鼠灌胃治疗"

每日
#

次) 电针组参照华兴邦主编的+大鼠穴位图谱

的研制,

'

;

(选取大鼠-足三里穴.和-太冲穴.) 治疗前

将大鼠用自制鼠衣后固定"用毫针针刺大鼠的足三里

穴$

"

!

% N"

!

;

寸%和太冲穴$

"

!

# N"

!

!

寸%"快速捻转

至针下沉涩感后"接韩式穴位神经刺激仪"采用疏密

波*频率
! HO

*强度
! =F

"

%" =>PD

次"每日
#

次) 正

常组和模型组大鼠每日定时抓捕"不给予治疗)

$

日

为
#

个疗程"休息
#

日进入第
!

个疗程"共治疗
!

个

疗程)

$

"取材"取材前
#

天"制作墨汁) 密封后
5

&

冰箱冷藏) 大鼠治疗
!

疗程后"禁食不禁水
!5 /

"次

日禁水
! /

后"药物组大鼠给予含西沙必利的墨汁

$

#

!

; =JD#"" K

%灌胃&正常组*模型组*电针组大鼠给

予同体积的墨汁灌胃)

!" =>P

后"断头处死各组大

鼠"迅速在冰下取胃$剪取胃底组织%"分离海马和下
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丘脑"装入液氮管中"放入液氮速冻后存于 #

:"

&冰

箱"备用)

9

"检测指标及方法

9

!

#

"胃组织病理检测"将各组大鼠胃组织脱

水*透明*浸蜡*包埋*切片
5 !=

*烤片*脱蜡后"

H<

染

色清洗吹干"中性树胶封片) 在显微镜$ '

#""

%高倍

视野下观察)

9

!

!

"小肠墨汁推进率计算"处死大鼠时剖开腹

腔取肠"剪取上端自幽门*下端至回盲部的肠管"置于

托盘上"轻轻将小肠拉成直线"测量肠管长度为小肠总

长度"从幽门至墨汁前沿为墨汁推进长度) 按下式计

算小肠墨汁推进率#小肠墨汁推进率
e

墨汁推进长度

$

.=

%

D

小肠总长度$

.=

% '

#""c

'

$

(

)

9

!

%

"

*8QR8-P S21R

法检测胃组织胃促生长素蛋

白表达"取保存于#

:"

&的胃组织组织约
#"" =K

"

加入预冷
E>Y,

裂解液中充分匀浆后转移至离心管

中"

5

&

#! """ - D=>P

离心
! =>P

"吸取上清$即组织

蛋白%) 加入
;

'

21,M>PK SXWW8-

充分混合后煮沸变性

进行
IBI

$

TFG<

稳压电泳"将胶从电泳槽中卸下"左

上切角"在转移液中稍稍浸泡"放入有
# """ =J

电转

液的电转槽中) 随后将电转槽放入冰水混合物中"

5"" =F

"

5 /

"将胶上的蛋白转移至
T0BV

膜) 漂洗

膜"浸没与封闭液中缓慢摇荡
# /

&用封闭液将胃促生

长素受体抗体$

#

(

#""

%稀释"室温轻摇
# /

&一抗孵育

结束后"

)7I)

漂洗膜
%

次"每次
#" =>P

&稀释
HET

标记的二抗"室温轻摇
# /

&孵育结束后
)7I)

漂洗膜

%

次"每次
#" =>P

) 将膜用去离子水稍清洗后滤纸贴

角吸干"覆于
<&J

化学发光液"孵育
; =>P

后滤纸吸

干"置暗盒内与
b

胶片曝光数秒至数分钟&显影冲洗

晾干"标定
+,L8-

) 记录每条蛋白电泳带的灰度值"

进行相对定量分析)

9

!

5

"

E8,2

$

R>=8 T&E

法检测胃*下丘脑和海马

组织
GHI

$

E =E4F

表达"引物设计由
T->=8- ;

!

"

软件设计)

GHI

$

E

引物序列# 上游#

&F)&GGGFG

$

GFFG&)F)GG

" 下 游#

&GFFGGF&))G

$

GFFFFGFGG)F

" 片段长度为
#$9 SY

) 内参引物

序列# 上游#

&G))GF&F)&&G)FFFGF&&)&

"下

游#

)FGGFG&&FGGG&FG)FF)&)

"片段长度为

##" SY

)将胃*下丘脑和海马组织分别从 #

:"

&冰箱

中取出"

)->O12

一步法提取总
E4F

)

+F0

逆转录酶

催化合成
.B4F

"与引物等在
?;

&$

# =>P

%&再
5"

个

循环#预变性#

?;

&

#; Q

&变性#

$"

&

!" Q

&延伸#

9!

&

!" Q

的
T&E

反应条件下反应)

T&E

产物采用

!

#

""&)法进行分析计算
GHI

$

E =E4F

相对表达量)

重复
%

次独立试验"求得均值)

:

"统计学方法"所有数据均采用
ITII #$

!

"

软件进行统计处理) 实验数据以
Z

%

Q

表示) 分别采

用单因素方差分析进行组间比较分析"

T U"

!

";

为差

异有统计学意义)

结""果

#

"完成情况"实验过程中电针组有
#

只大鼠因

电针过程中窒息而死亡)

!

"各组大鼠胃组织病理结果比较$图
#

%"腹部

解剖观察到各组大鼠胃肠组织未发现器质性改变) 光

镜下发现#正常组*模型组和电针组大鼠胃组织未发现

淋巴细胞*中性粒细胞和活动性炎症*腺上皮病变&药

物组大鼠胃黏膜间质少许淋巴细胞浸润)

""注#

F

为正常组"

7

为模型组&

&

为药物组&

B

为电针组& 箭

头所指为少许淋巴细胞

图
#

#各组大鼠胃组织病理结果比较#$

H<

" '

#""

%

%

"各组大鼠小肠墨汁推进率比较$表
#

%"与正

常组比较"模型组大鼠小肠墨汁推进率降低 $

T U

"

!

"#

%&电针组大鼠小肠墨汁推进率明显升高"与模型

组和药物组比较差异均有统计学意义$

T U"

!

"#

%) 药

物组与模型组比较"差异无统计学意义$

T f"

!

";

%)

5

"各组大鼠胃组织胃促生长素蛋白表达比较

$表
#

"图
!

%"与正常组比较"模型组大鼠胃组织胃促

生长素蛋白表达下降$

T U"

!

"#

%&电针组大鼠胃组织

胃促生长素蛋白较模型组和药物组表达升高"差异有

统计学意义$

T U"

!

";

"

T U"

!

"#

%) 药物组与模型组

比较"差异无统计学意义$

T f"

!

";

%)

;

"各组大鼠胃*下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E

$

4F

表达比较$表
!

%"与正常组比较"模型组大鼠胃*

下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E4F

表达下降 $

T U

"

!

";

"

T U"

!

"#

%&与模型组比较"药物组及电针组胃*
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!

%

!!"'##!

下丘脑和海马组织
GHI

$

E =E4F

表达升高 $

T U

"

!

"#

%"电针组下丘脑
GHI

$

E =E4F

表达较药物组

更高"差异有统计学意义$

T U"

!

"#

%)

表
#

#各组大鼠小肠墨汁推进率及胃组织胃促生长素

蛋白表达水平比较"$

Z

%

Q

%

组别
P

小肠墨汁推进率$

c

% 胃促生长素蛋白表达

正常
!" 9:

)

";

%

?

)

;" "

)

%$

%

"

)

!%

模型
!"

$:

)

::

%

$

)

$#

!

"

)

##

%

"

)

#9

!

药物
!" $$

)

%$

%

:

)

9" "

)

":

%

"

)

59

电针
#?

:"

)

!"

%

?

)

":

"##

"

)

!?

%

"

)

"9

"#

""注#与正常组比较"

!

T U "

!

"#

&与模型组比较"

"

T U "

!

"#

&与药物

组比较"

#

T U"

!

";

"

##

T U"

!

"#

""注#

F

为正常组&

7

为模型组&

&

为药物组&

B

为电针组

图
!

#各组大鼠胃组织胃促生长素蛋白表达

表
!

#各组大鼠胃*下丘脑和海马组织
GHI

$

E

=E4F

表达比较"$

Z

%

Q

%

组别
P

GHI

$

E =E4F

表达

胃 下丘脑 海马

正常
!" #

)

!!

%

"

)

!; #

)

;#

%

"

)

#" #

)

%!

%

"

)

:9

模型
!"

"

)

?#

%

"

)

!!

!!

"

)

:!

%

"

)

#9

!!

"

)

?#

%

"

)

#?

!

药物
!"

#

)

$"

%

"

)

$?

"

#

)

!"

%

#

)

":

"

#

)

!9

%

"

)

9?

"

电针
#?

#

)

9%

%

"

)

"$

"

!

)

9:

%

#

)

"$

"#

#

)

%%

%

"

)

#%

"

""注#与正常组比较"

!

T U "

!

";

"

!!

T U "

!

"#

&与模型组比较"

"

T U

"

!

"#

&与药物组比较"

#

T U"

!

"#

讨""论

VB

是临床上比较常见的一种功能性胃肠病) 属

于中医学- 痞满.*- 胃脘痛.*- 嘈杂.*- 纳呆.*- 吐

酸.等范畴) 其病位在胃" 涉及肝脾) 脾失健运*胃失

和降是
VB

的主要病因病机)

近年来有学者认为
VB

的发病机制与脑肠轴

$

S-,>P

$

KXR ,Z>Q

"

7GF

%有关)

7GF

是人体中枢神经

系统$

.8PR-,2 P8-^1XQ Q[QR8=

"

&4I

%*自主神经系

统$

,XR1P1=>. P8-^1XQ Q[QR8=

"

F4I

% 和肠神经系

统$

8PR8->. P8-^1XQ Q[QR8=

"

<4I

%共同参与的一

个巨大的神经内分泌免疫网络系统"双向连接着大脑

和胃肠道'

9

(

)

&4I

对胃肠道的调节可能是由丰富纤

维联系的脑区$下丘脑*海马%接受体内*外环境传入

的信息" 经过整合后由自主神经和神经内分泌系统将

调控信息通过迷走神经传递到胃肠道的肠道神经丛或

直接作用于胃肠道平滑肌细胞" 调整胃肠道各段平滑

肌的活动'

:

"

?

(

) 而这些联系的衔接是通过多种脑肠肽

$如胃促生长素%来实现的'

#"

(

)

胃促生长素是
a1_>=, +

等'

##

(

#???

年在大鼠和

人胃内分泌细胞及下丘脑弓状核中发现的"

GHI

$

E

是其唯一的天然配体) 电镜观察到封闭型胃促生长素

细胞基底部与毛细血管网紧密相连"能有效地通过血

液循环将胃促生长素转运到表达
GHI

$

E

的中枢脑区

发挥作用'

#!

(

)

)8SS8 ''

等'

#%

(将胃促生长素注入下

丘脑室旁核$

Y,-,^8PR->.X2,- PX.28XQ 1W /[Y1R/,2,

$

=XQ

"

T04

%"发现结肠推进活动加快"证实胃促生长

素在中枢是通过
T04

发挥胃肠动力的中枢调节作用)

脑室内注射胃促生长素"海马
&F2

区
&

$

W1Q

基因和树

突棘突触密度显著增高'

#5

(

"大鼠胃运动幅度明显增

强"证实海马含
GHI

$

E

的神经元且作用点在海马兴

奋性突触上'

#;

(

) 形态学发现#海马以多突触形式与下

丘脑核团发生双向联系"由海马发出的纤维"到达下丘

脑"再经由脑干*延髓*自主神经等逐级下传"对胃运动

进行调节"且胃促生长素参与了这种神经通路的

调控'

#$

(

)

现代研究发现#针刺信号可能通过支配穴位局部

皮肤肌肉的传入神经传入" 在脊髓和脊髓上中枢$迷

走神经复合体*下丘脑% 经过整合" 由交感和副交感

神经传出" 通过胃肠壁内神经丛作用于胃" 从而达到

对肠胃功能和疾病的调节治疗作用'

#9

"

#:

(

) 针刺可增

强使中枢的
&

$

W1Q

蛋白表达'

#?

(

&可提高迷走神经兴奋

性" 降低交感神经兴奋性"调节自主神经的功能状

态'

!"

(

&进一步调节受交感和副交感分支的突触支配的

胃肠道黏膜下神经丛和肌间神经丛"释放相应脑肠肽

如胃促生长素"促进胃肠道正常张力和蠕动运动的

发生'

!#

(

)

本实验采用郭海军的夹尾刺激法所造大鼠模型"

与
VB

患者多焦虑*抑郁等心理特点和中医-怒伤肝"

肝气犯胃.的特性相符) 依据中医学 -七情内伤.的病

因病机结合现代生物医学的技术研究平台发现该模型

没有器质性损害"符合
VB

诊断标准)

本实验中模型组小肠推动率减慢"胃组织胃促生

长素蛋白表达下降"胃*下丘和海马
GHI

$

E =E4F

表达下调) 药物组通过增加胃*下丘和海马
GHI

$

E

=E4F

的表达促进胃肠蠕动) 本实验以疏肝健和胃

为治疗原则"采用电针疗法针刺双侧足三里穴和太冲

穴的治疗方法"探讨电针疗法对
VB

模型大鼠胃肠动

力*胃组织
G/-82>P

蛋白及胃*下丘脑和海马
GHI

$

E

=E4F

表达的影响) 研究发现电针组可通过增加胃

促生长素蛋白及胃*下丘和海马
GHI

$

E =E4F

的表



!!"(##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

达来推动小肠动力"使胃肠功能得以改善"恢复正常的

消化运动)

众所周知"西沙必利等促胃动力药物不良反应较

大"可引起
d

$

)

间期延长或室性心律失常"严重者可

导致猝死'

!!

(

) 针灸治疗安全*无毒副作用"其疗效也

早已在长期的临床实践得到证实和患者的认可) 加之

本实验研究中小肠推动率*胃组织胃促生长素蛋白含

量和下丘脑
GHI

$

E =E4F

表达较药物组增加"进一

步证实了电针治疗更安全"疗效较药物更佳)

本实验样本量小"缺乏规范的临床研究) 通过本

实验的开展"引导更多的多中心临床研究"利用针灸疗

法为主要手段的中医外治疗法治疗
VB

"发挥针灸疗法

等中医外治法在胃肠道疾病中的潜在优势"为进一步

在临床上推广针灸治疗包括
VB

在内的功能性胃肠病

提供更有说服力的证据)
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