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　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针对糖尿病神经痛大鼠脊髓背角磷酸化细胞外信号调节蛋白激酶(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)
和磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(ｐ￣ＣＲＥＢ)表达的影响ꎮ 方法　 从 ３０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠中随机选择

８ 只作为正常组ꎬ其余 ２２ 只采用单次大剂量腹腔注射链脲佐菌素法建立糖尿病神经痛模型ꎬ共 １６ 只大鼠造

模成功ꎬ将其分为模型组和电针组ꎬ每组 ８ 只ꎮ 电针组于链脲佐菌素注射后 １５ ｄ 开始电针干预ꎬ每日 １ 次ꎬ每
次 ３０ ｍｉｎꎬ干预 １ 周ꎬ穴位选择双侧“后三里”和“昆仑”穴ꎮ 链脲佐菌素注射前、注射后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄꎬ观察并

记录大鼠的体重、空腹血糖、热痛阈变化ꎬ采用免疫印迹法检测大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 表达ꎬ采用

免疫荧光法检测 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数与神经元共表达情况ꎮ 结果　 链脲佐菌素注射后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄꎬ与正常

组比较ꎬ模型组大鼠体重下降(Ｐ<０.０５)、空腹血糖升高(Ｐ<０.０１５)ꎮ 链脲佐菌素注射后 ７ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模
型组大鼠热痛阈无显著变化ꎻ链脲佐菌素注射后 １４ ｄ、２１ ｄꎬ模型组大鼠热痛阈下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组比

较ꎬ链脲佐菌素注射后 ２１ ｄꎬ电针组大鼠热痛阈显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫印迹结果显示ꎬ与正常组比较ꎬ模型

组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠脊髓背角 ｐ￣
ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫荧光结果显示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组大鼠脊髓背角

ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
糖尿病神经痛模型大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 与神经元存在共表达ꎮ 结论　 电针可有效缓解糖尿病神经痛ꎬ其机

制可能与抑制大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 的蛋白表达有关ꎮ
【关键词】 　 电针ꎻ　 糖尿病神经痛ꎻ　 脊髓背角ꎻ　 磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白

基金项目:国家自然科学基金(８１８０４１８１ꎬ８１７７４３８９)ꎻ浙江省自然科学基金(ＬＹ２２Ｈ２７０００６)ꎻ浙江省大学

生创新创业训练计划(２０２０１０３４４０１５ꎬＳ２０２１１０３４４０３７)ꎻ浙江省大学生科技创新活动计划暨新苗人才计划

(２０２０Ｒ４１００１２)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２２.０８.００２

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ ａｎｄ ｐ￣ＣＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏ￣
ｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｒａｔｓ
Ｍａ Ｌｉｑｉａｎ１ꎬＷａｎｇ Ｘｉａｏｘｉａｎｇ１ꎬＺｈａｎｇ Ｋｕｎｌｏｎｇ１ꎬＭａ Ｙｉｑｉ１ꎬＨｕ Ｑｕｎｑｉ１ꎬＫａｎｇ Ｙｕｒｏｎｇ１ꎬＷａｎｇ Ｈａｎｚｈｉ１ꎬＱｕ Ｓｉｙｉｎｇ１ꎬ
Ｚｈｅｎｇ Ｙｉｎｍｕ１ꎬＬｉ Ｓｉｙｉ１ꎬＳｈａｏ Ｘｉａｏｍｅｉ１ꎬ２ꎬ３ꎬＪｉａｎｇ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬＦａｎｇ Ｊｉａｎｑｉａｏ１ꎬ２ꎬ３ꎬＨｅ Ｘｉａｏｆｅｎ１ꎬ２ꎬ３

１Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ａｎｄ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３ꎬ Ｃｈｉ￣
ｎａꎻ ３ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｈｅ Ｘｉａｏｆｅｎꎬ Ｅｍａｉｌ: ｚｊｈｘｆ１９８６＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ (ＥＡ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ｐ￣ＥＲＫ１ / ２) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (ｐ￣ＣＲＥＢ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃｓ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｉｎｇ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｅｉｇｈｔ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ３０ ｈｅａｌｔｈｙ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ａｓ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ (Ｎ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｍａｉ￣
ｎｉｎｇ ｔｗｅｎｔｙ￣ｔｗｏ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ (ＳＴＺ) ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｍｏｄｅｌｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｍꎬ ｎ＝８) ａｎｄ ａｎ ＥＡ
ｇｒｏｕｐ (ｎ＝８). Ｉｎ ｔｈｅ ＥＡ ｇｒｏｕｐꎬ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｂｉｌａｔｅｒａｌ Ｈｏｕ ｓａｎ ｌｉ ａｎｄ Ｋｕｎｌｕｎ ａｃｕｐｏｉｎｔｓ ｓｔａｒｔ￣
ｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ １５ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄａｉｌｙ ｓｅｓｓｉｏｎｓ ｌａｓｔｅｄ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｆｏｒ １ ｗｅｅｋ. Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ (ＢＷ)ꎬ ｆａｓｔｉｎｇ
ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＦＢＧ) ａｎｄ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ (ＰＷＬ) ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈꎬ １４ｔｈꎬ

９７６中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ８ 月第 ４４ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.８



ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒｗａｒｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐ￣ＣＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ′ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄｓ ｗａｓ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔ ｏｆ ｐ￣ＣＲＥＢ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｅｕ￣
ｒｏｎｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＢＷ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈꎬ １４ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＦＢＧ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｍ ａｎｄ Ｎ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＰＷＬ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ １４ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＰＷＬ ｏｆ ｔｈｅ ＥＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｎｇｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ２１ｓｔ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐ￣ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｎ ｇｒｏｕｐ. ｐ￣ＣＲＥＢ ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＥＡ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｆｅｗｅｒ. Ｐ￣
ＣＲＥＢ ｗａｓ ｃｏ￣ｌｏｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＥＡ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ￣
ｌｙꎬ ｐｅｒｈａｐｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ ａｎｄ ｐ￣ＣＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　 Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　 Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒａｌｇｉａꎻ　 Ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎｓꎻ　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ￣
ａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１８０４１８１ ａｎｄ ８１７７４３８９)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ＬＹ２２Ｈ２７０００６)ꎻ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ
ｉｎ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ｐｒｏｊｅｃｔｓ ２０２０１０３４４０１５ ａｎｄ Ｓ２０２１１０３４４０３７)ꎻ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ
Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｉｎ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０２０Ｒ４１００１２)

ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２２.０８.００２

　 　 １ 型糖尿病是由于患者自身无法生产足够的胰岛
素或根本无法生产胰岛素所致ꎬ糖尿病神经痛是糖尿
病患者的常见并发症ꎬ严重影响患者的情绪、睡眠和生
活质量ꎬ目前临床上尚缺乏有效的治疗方法[１￣２]ꎮ 电针
具有针刺和电疗的双重优点ꎬ在多种疼痛模型的研究
中ꎬ均表现出了优异疗效和良好的安全性[３￣８]ꎮ 有研究
报道ꎬ电针在治疗糖尿病周围神经病变方面具有显著
优势[９￣１０]ꎮ 本课题组前期研究表明ꎬ与 １００ Ｈｚ 高频电
针相比ꎬ２ Ｈｚ 低频电针治疗糖尿病神经痛的效果更
好ꎬ但其机制需进一步研究[１１]ꎮ

脊髓背角在疼痛的传递过程中扮演着重要角
色[１２]ꎮ 近年来ꎬ有研究发现ꎬ糖尿病神经痛大鼠模型
脊髓背角中的磷酸化细胞外信号调节蛋白激酶(ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ￣
ＥＲＫ)和磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白(ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｐ￣ＣＲＥＢ)表达显著上升[１３￣１５]ꎮ 为
进一步明确电针治疗糖尿病神经痛的相关机制ꎬ本研
究通过单次大剂量腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病神
经痛大鼠模型ꎬ观察电针对糖尿病神经痛大鼠热痛阈
的干预作用ꎬ及其对脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋
白表达的影响ꎬ报道如下ꎮ

材料与方法

一、实验动物
选用成年健康 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)雄性大鼠 ３０

只ꎬ体重(１８０±２０)ｇꎬ购于上海斯莱克实验动物有限公
司[ＳＣＸＫ(沪)２０１７￣０００５]ꎬ于浙江中医药大学动物实
验中心[ＳＹＸＫ(浙) ２０１８￣００１２]适应环境及饲养ꎮ 自

由饮水ꎬ并采用啮齿类动物标准颗粒饲料饲喂ꎬ室温
(２３±２)℃ꎬ恒定湿度ꎬ昼夜明暗灯光 １２ ｈ 交替ꎬ所有
实验操作均严格遵照实验动物伦理学要求(伦理审批
号 ＩＡＣＵＣ￣２０１９０８０５￣０４)ꎮ

二、主要试剂与仪器
１.主要试剂:链脲佐菌素(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ兔抗

ｐ￣ＥＲＫ 抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ兔抗 ｐ￣ＣＲＥＢ 抗体(美
国 ＣＳＴ 公司)ꎻ小鼠抗 Ｎｅｕ 抗体(美国 ａｂｃａｍ 公司)ꎻβ￣
ａｃｔｉｎ(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
二抗(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ驴抗兔 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ＩｇＧ(Ｈ＋
Ｌ)二抗(美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司)ꎻ驴抗小鼠 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ５９４
ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)二抗(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ二奎啉甲酸法
(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃ ａｃｉｄꎬ ＢＣＡ) 蛋白定量试剂盒 (美国
Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ十二烷基磺酸钠 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌ￣
ｆａｔｅꎬＳＤＳ)上样缓冲液 (中国碧云天公司)ꎻ增强化学
发光法(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)显色液(中
国碧云天公司)ꎮ

２.主要仪器:足底热测痛仪(意大利 ＵＧＯ 公司)ꎻ
罗氏卓越型血糖仪(德国 Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ ＧｍｂＨ 公
司)ꎻ ＨＡＮＳ￣２００Ｅ 型韩氏穴位神经刺激仪(中国南京
产)ꎻＭ４ 多功能酶标仪(美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)ꎻ
电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻ快速凝胶转印仪(美国
Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＩｍａｇｅ Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ４０００ 型凝胶成像仪(美
国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＮＸ５０ 型冰冻切片机(德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公
司)ꎻＩｍａｇｅ.Ｍ２ 型蔡司显微镜(德国 ＺＥＩＳＳ 公司)ꎮ

三、动物分组和造模
从 ３０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠中随机选取 ８ 只作为正

常组ꎬ其余 ２２ 只禁食 １６ ｈ 后ꎬ予以链脲佐菌素腹腔注
射(６５ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ正常组大鼠予以等体积柠檬酸缓冲液
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腹腔注射ꎮ 链脲佐菌素注射后 ３ ｄꎬ取模型组大鼠尾静
脉血ꎬ测定空腹血糖ꎬ空腹血糖≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ视为糖
尿病模型造模成功[１６]ꎬ未达到这一标准的大鼠不予采
用ꎮ 链脲佐菌素注射后 ２ 周ꎬ痛阈下降 １５％的大鼠ꎬ视
为糖尿病神经痛模型造模成功[１１]ꎮ 最终 １６ 只大鼠造
模成功ꎬ将其分为模型组和电针组ꎬ每组 ８ 只ꎮ

四、电针干预
电针组大鼠于链脲佐菌素注射 １５ ｄ 后开始电针

干预ꎬ大鼠“后三里”和“昆仑”穴参照«实验针灸学实
验指导»定位[１７]ꎮ 用 ０.２５ ｍｍ×１ ｍｍ 毫针刺入大鼠双
侧“后三里” 和 “昆仑” 穴ꎬ进针后针柄连接 ＨＡＮＳ￣
２００Ｅ 型韩氏穴位神经刺激仪ꎬ刺激频率 ２ Ｈｚ、强度 １~
２ ｍＡ、连续波ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎬ持续 ７ ｄꎮ 正常
组和模型组大鼠予以电针组大鼠相同的固定ꎮ

五、空腹血糖与体重测量
链脲佐菌素注射前和注射后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄꎬ各组

大鼠禁食 ８ ｈ 后ꎬ取尾静脉血ꎬ采用血糖仪及其配套试
纸测定 ３ 组大鼠的空腹血糖ꎬ并测量大鼠体重ꎮ

六、热痛阈测定
链脲佐菌素注射前和注射后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄꎬ进行

热痛阈检测ꎮ 将各组大鼠放置于透明塑料箱中适应
３０ ｍｉｎꎬ待大鼠安静后ꎬ用足底热测痛仪进行检测ꎬ打
开热辐射源刺激大鼠足部ꎬ记录大鼠缩足时间ꎮ 设置
２０ ｓ为每次刺激最高时长ꎬ以防大鼠足部受伤ꎬ每次测
量间隔 ５ ｍｉｎꎬ共检测 ３ 次ꎬ计算平均值ꎮ

七、免疫印迹法检测大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和
ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达

大鼠经 ３％戊巴比妥腹腔麻醉后ꎬ用 ４ ℃预冷的
生理盐水经心脏快速灌注ꎬ用注射器冲出脊髓后ꎬ切取
腰膨大部分ꎬ并分离双侧脊髓背角ꎮ 将脊髓背角组织
加入到细胞裂解液中研磨并离心ꎬ吸取上清液ꎬ经
ＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎮ 上清液中加入 ２ｘ ＳＤＳ 上样缓
冲液后ꎬ１００ ℃变性 ５ ｍｉｎꎮ 脊髓背角蛋白经 ＳＤＳ￣聚丙
烯酰胺凝胶电泳 ( ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ
ＰＡＧＥ)电泳ꎬ并转印至孔径大小为 ０.４５ μｍ 的聚偏二
氟乙烯膜(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)上ꎬ用 ５％的
脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ将条带放入稀释后的兔抗 ｐ￣ＥＲＫ１ /
２ 一抗(１ ∶ １０００)或兔抗 ｐ￣ＣＲＥＢ 一抗(１ ∶ １０００)中ꎬ
４ ℃孵育过夜ꎮ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ加入稀释后的

山羊抗兔二抗(１ ∶ ５０００)于摇床室温孵育 ２ ｈꎮ 重复
漂洗后与 ＥＣＬ 显色液反应 １ ｍｉｎ 显影ꎬ经 ＬＡＳ ４０００ 凝
胶成像仪采集图像ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值ꎮ

八、免疫荧光法观察大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 荧光
强度

参照杜俊英等[１８]的方法提取脊髓ꎮ 大鼠经 ３％戊
巴比妥腹腔麻醉后ꎬ先使用 ４ ℃预冷的生理盐水经心
脏快速灌注ꎬ继以 ４ ℃预冷的多聚甲醛快速灌注ꎬ用注
射器冲出脊髓后ꎬ放入 ４％多聚甲醛溶液中固定 ４ ｈꎬ
依次经 １５％和 ３０％的蔗糖溶液脱水至组织沉底ꎬ再放
入液氮快速冷冻后ꎬ存放于－８０ ℃冰箱保存ꎮ 将大鼠
腰段脊髓行 ３０ μｍ 冰冻切片ꎬ切片前包埋ꎬ切片后漂
洗 ６ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ用 １０％驴血清封闭 １ ｈ 后ꎬ加入
兔抗 ｐ￣ＣＲＥＢ 一 抗 (１ ∶ ８００) 和 小 鼠 抗 Ｎｅｕ 一 抗
(１ ∶ ４００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 次日 ３７ ℃复温 １ ｈ 后ꎬ漂
洗 ６ 次ꎬ每次１０ ｍｉｎꎬ加入驴抗兔 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)二抗(１ ∶ ４００)和驴抗小鼠 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ５９４ ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)二抗(１ ∶ ４００)ꎬ３７ ℃恒温孵育 １ ｈ 后再次重复
漂洗ꎬ晾干后滴加抗荧光淬灭液封片ꎮ 每组选取３ 只
大鼠ꎬ每只大鼠取 ３ ~ ５ 张切片ꎬ在蔡司显微镜下观察
脊髓背角切片并拍摄ꎬ通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行图像分
析ꎬ统计每只大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数ꎮ

九、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版软件进行统计学处理ꎮ 数据采

用(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ组间比较釆用单因素方差分析ꎬ方
差齐者继以最小显著差异法 ( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅꎬＬＳＤ)进行两两比较ꎬ方差不齐者以 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ 法
进行两两比较ꎮ Ｐ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠不同时间点的体重变化
链脲佐菌素注射前ꎬ各组大鼠体重比较ꎬ差异无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 链脲佐菌素注射后 ７ ｄ、１４ ｄ、
２１ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模型组和电针组大鼠体重显著降
低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 １ꎮ

二、各组大鼠不同时间点的空腹血糖变化
链脲佐菌素注射前ꎬ各组大鼠空腹血糖水平比较ꎬ

差异无统计学意义 (Ｐ> ０.０５)ꎮ 链脲佐菌素注射后
７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模型组和电针组大鼠

表 １　 各组大鼠不同时间点的体重变化(ｇꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 注射前 ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ

正常组 ８ １９６.７５±１２.５０ ２５５.００±９.６８ ２９９.７５±８.７６ ３３７.１３±１３.３１
模型组 ８ １９４.７５±１１.３４ ２０９.３８±７.３３ａ ２０６.１３±７.１２ａ ２０８.００±５.５６ａ

电针组 ８ １９６.８８±１０.１０ ２１１.８８±９.２２ａ ２０８.５０±１３.０９ａ ２０８.５０±１１.７１ａ

　 　 注:与正常组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５
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表 ２　 各组大鼠不同时间点的空腹血糖变化(ｍｍｏｌ / Ｌꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 注射前 ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ

正常组 ８ ６.２３±０.３９ ５.８３±０.７１ ５.８６±０.４８ ６.３９±０.７３
模型组 ８ ５.６５±０.８５ ２１.５８±３.３０ａ ２０.４１±６.２６ａ ２８.１３±５.５０ａ

电针组 ８ ５.６０±１.１４ ２２.５１±３.９１ａ ２１.４６±６.３６ａ ２５.００±４.７４ａ

　 　 注:与正常组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５

表 ３　 各组大鼠不同时间点的热痛阈变化(ｓꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 注射前 ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ

正常组 ８ １２.９４±１.１０ １２.９３±１.０４ １３.２１±０.９９ １２.６５±０.６６
模型组 ８ １３.０１±０.８８ １３.３３±０.８４ ７.２７±１.１０ａ ７.６９±０.９５ａ

电针组 ８ １３.２８±０.６８ １３.３９±０.４９ ８.８８±２.５３ａ １０.１２±０.８８ｂ

　 　 注:与正常组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５

空腹血糖水平显著增高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ

三、各组大鼠不同时间点的热痛阈变化
链脲佐菌素注射前ꎬ各组大鼠热痛阈比较ꎬ差异无

统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 链脲佐菌素注射后 ７ ｄꎬ各组
大鼠热痛阈比较ꎬ差异亦无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 链
脲佐菌素注射后 １４ ｄ、２１ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模型组大
鼠热痛阈显著降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 链
脲佐菌素注射后 ２１ ｄꎬ与模型组比较ꎬ电针组大鼠热痛
阈显著升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ３ꎮ

四、各组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白
表达水平比较

链脲佐菌素注射后 ２１ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模型组大
鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达量显著升
高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组
大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达量显著降
低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 １、图 ２ꎮ

注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 １　 各组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 蛋白表达比较

注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 蛋白表达比较

五、各组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 免疫荧光结果
链脲佐菌素注射后 ２１ ｄꎬ与正常组比较ꎬ模型组大

鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数显著升高ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ电针组大鼠脊髓
背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数显著降低ꎬ差异有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎮ 可见脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 与神经元存在
共表达ꎮ 详见图 ３ꎮ

讨　 　 论

链脲佐菌素是目前使用较广泛的糖尿病动物模型

化学诱导剂[１９￣２０]ꎮ 本实验结果表明ꎬ腹腔注射链脲佐

菌素７ ｄ后ꎬ大鼠空腹血糖上升、体重下降ꎬ热痛阈在链
尿佐菌素注射 １４ ｄ 后显著下降ꎬ表明链尿佐菌素可成
功诱导糖尿病神经痛ꎮ 电针可对神经病理痛形成和发
展中涉及的多个环节进行调控ꎬ从而起到治疗作

用[２１]ꎮ “后三里”作为针灸治疗糖尿病的常用穴位ꎬ对
糖尿病及其多种并发症有良好的治疗作用ꎬ“昆仑”
穴在治疗疼痛上也颇具优势[２２￣２３]ꎮ 故本实验选取
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注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数比较(×１００ μｍ)

“后三里”和“昆仑” 穴作为靶标治疗穴位ꎬ结果显示
电针此二穴可使糖尿病神经痛模型大鼠热痛阈升高ꎬ
有效缓解糖尿病神经痛ꎮ

脊髓背角的浅层ꎬ特别是边缘层和胶质层ꎬ是中枢
神经系统疼痛调节相关信息的重要区域[２４]ꎮ ＥＲＫ 是
丝裂原活化蛋白激酶家族的关键成员之一[２５]ꎬ包括
ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ꎮ 神经损伤引起的神经元 ＥＲＫ１ / ２ 激
活对痛觉过敏的诱导至关重要ꎬ因此 ＥＲＫ１ / ２ 被认为
是治疗神经性疼痛的靶点[２６]ꎮ ＥＲＫ１ / ２ 可促进 ＣＲＥＢ
磷酸化ꎬ参与疼痛调节[２７￣２９]ꎮ ＣＲＥＢ 是位于细胞核内
的转录因子ꎬ是一种高度选择性结合环磷酸腺苷反应
元件的核蛋白[３０￣３１]ꎮ ｐ￣ＣＲＥＢ 广泛存在于脊髓背角神
经元细胞ꎬ参与多种类型疼痛的形成和维持ꎬ在中枢敏
化中发挥重要作用[３２￣３５]ꎮ

本实验免疫印迹结果显示ꎬ模型组大鼠脊髓背角
ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 表达增多ꎬ而电针连续干预 ７ ｄ
后ꎬ大鼠脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 表达下调ꎮ 免
疫荧光结果显示ꎬ脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 与神经元存在共
表达ꎬ模型组大鼠脊髓背角 ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数较正
常组显著增多ꎬ经电针连续干预 ７ ｄ 后ꎬ大鼠脊髓背角

ｐ￣ＣＲＥＢ 阳性细胞数显著减少ꎮ
本实验结果显示ꎬ采用电针刺激糖尿病神经痛模

型大鼠“后三里”和“昆仑”穴ꎬ可有效缓解其疼痛ꎬ抑
制脊髓背角 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ￣ＣＲＥＢ 表达ꎬ其机制有待进
一步证实ꎮ 在后续研究中ꎬ将开展电针对糖尿病神经
痛模型大鼠其他疼痛相关部位及疼痛物质调控作用的
研究ꎮ
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