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电针足三里对功能性消化不良大鼠十二指肠
半胱氨酸蛋白酶￣１ 和消皮素 Ｄ 的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨电针足三里对功能性消化不良(ＦＤ)大鼠十二指肠细胞焦亡的影响和可能的作用

机制ꎮ 方法　 将 ２４ 只 ７ 日龄 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠按照随机数字表法分为空白组、模型组、电针组ꎬ每组 ８
只ꎮ 模型组和电针组采用多因素诱导法(碘乙酰胺灌胃法＋夹尾刺激法)制备 ＦＤ 大鼠模型ꎮ 造模成功后ꎬ电
针组大鼠给予针刺“足三里”穴后连接韩式穴位神经刺激仪治疗 ２ 周ꎬ空白组和模型组不予任何干预ꎮ 于基

线期、造模后、电针干预 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后记录 ３ 组大鼠的体重ꎬ于电针干预结束后检测 ３ 组大鼠的胃排空率和小

肠推进率ꎬ并采用酶联免疫法(ＥＬＩＳＡ)检测其血清白介素￣１β(ＩＬ￣１β)和白介素￣６(ＩＬ￣６)的表达水平ꎬ采用实时

荧光定量聚合酶链式反应检测 ３ 组大鼠十二指肠 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 转录水平ꎬ采用免疫印迹法检测 ３ 组大鼠十二

指肠半胱氨酸蛋白酶￣１(ｃａｓｐａｓｅ￣１)ｐ２０ 和消皮素 Ｄ(ＧＳＤＭＤ)蛋白表达水平ꎮ 结果　 造模成功后ꎬ模型组和电

针组大鼠的平均体重与空白组造模成功后比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ电针干预 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后ꎬ模
型组和电针组大鼠的平均体重与空白组同时间点比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且电针组电针干预

７ ｄ和 １４ ｄ 后的平均体重与模型组同时间点比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 电针干预结束后ꎬ电针组

大鼠胃内残留率和小肠推进率与模型组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ而模型组大鼠胃内残留率和小

肠推进率与空白组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 电针干预结束后ꎬ模型组和电针组大鼠血清中 ＩＬ￣
１β 和 ＩＬ￣６ 表达水平、十二指肠组织 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达水平和十二指肠组织 ＧＳＤＭＤ、ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０
蛋白表达水平与空白组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且电针组大鼠血清中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 表达水平、
十二指肠组织 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达水平和十二指肠组织 ＧＳＤＭＤ、ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 蛋白表达水平与模型

组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 电针足三里可显著降低 ＦＤ 大鼠十二指肠的细胞焦亡水平ꎬ
改善十二指肠低度炎症ꎬ进而减轻 ＦＤ 临床症状ꎬ其作用机制可能与电针足三里可下调 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０、ＧＳＤＭＤ￣
Ｎ 蛋白的表达水平ꎬ降低 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 等炎性因子的表达水平ꎬ以及缓解 ＦＤ 大鼠十二指肠的低度炎症有关ꎮ
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ｔｏｍｓ ｏｆ ＦＤ. Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣１ Ｐ２０ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ￣Ｎ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＩＬ￣６ꎬ ｒｅｌｉｅｖｉｎｇ ｌｏｗ￣ｇｒａｄｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａꎻ　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　 Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ꎻ　 Ｄｅｒｍａｔｉｎ Ｄ
Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８２０６０８９７)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０２１ＣＦＢ５４８)ꎻ ａ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｗｕｈａｎ (ＷＺ２２Ｑ３４)ꎻ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ (２０２１ｚｚｘ００９)
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　 　 功能性消化不良( ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｅｓｉａꎬＦＤ)是常
见的功能性胃肠疾病之一ꎬ主要起源于胃、十二指肠区
域ꎬ以上腹部疼痛或烧灼感、餐后饱胀或早饱等消化道
症候为主[１]ꎮ 流行病学调查显示ꎬ普通人群中 ＦＤ 患

病率约 １６％[２￣３]ꎮ ＦＤ 的发病机制较为复杂ꎬ目前学界

认为ꎬ主要与胃肠动力障碍、内脏高敏感性、肠脑互动
异常、社会心理因素、幽门螺旋杆菌感染和十二指肠低
度炎症等密切相关ꎬ其中十二指肠低度炎症在 ＦＤ 中
发挥了关键作用ꎬ是目前研究 ＦＤ 发病机制的重点[４]ꎮ
十二指肠低度炎症会引起肠上皮完整性受损ꎬ肥大细
胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞等数量明显增加ꎬ引起消
化不良等症状ꎬ但导致十二指肠低度炎症的机制尚不
明确[５￣６]ꎮ

目前ꎬＦＤ 的药物治疗方法有限ꎬ且面临长期使用
副作用明显、疗效不显著等问题ꎮ 作为非药物治疗方
法之一ꎬ针灸治疗 ＦＤ 的有效性在多项临床试验和循
证医学中已得到证实[７￣９]ꎮ 有研究运用数据挖掘技术
分析了针灸治疗 ＦＤ 的取穴规律ꎬ结果发现ꎬ足三里穴
为选用频率最高的穴位[１０]ꎮ 哈佛大学研究团队证实ꎬ
电针足三里可通过刺激免疫相关的神经通路ꎬ缓解小
鼠的全身性炎症反应[１１]ꎮ 既往的研究也表明[１２￣１３]ꎬ电
针可通过改善胃肠动力、调节脑肠肽表达水平、减轻焦
虑抑郁状态、降低血清相关炎性因子表达和恢复肠黏
膜屏障等作用来减轻 ＦＤ 症状ꎮ Ｎｏｊｋｏｖ 等[１４]的研究显
示ꎬ相较于健康对照者ꎬＦＤ 患者十二指肠黏膜半胱氨
酸蛋白酶￣１( ｃａｓｐａｓｅ￣１) 阳性细胞数量明显增加ꎻ而

ｃａｓｐａｓｅ￣１ 活化是细胞焦亡经典途径的重要标志ꎮ 细
胞焦亡是一种依赖炎症小体的炎症性程序性细胞死亡
方式ꎬ炎症小体感知危险后会招募并活化 ｃａｓｐａｓｅ￣１ꎬ
ｃａｓｐａｓｅ￣１ 切 割 并 激 活 白 介 素￣１β ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ
ＩＬ￣１β)等炎症因子ꎬ切割底物消皮素 Ｄ(Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ￣Ｄꎬ
ＧＳＤＭＤ)的 Ｎ 端序列ꎬ使其结合到膜上产生膜孔ꎬ导致

细胞破裂死亡[１５]ꎮ
本研究旨在通过观察电针足三里对 ＦＤ 大鼠

ｃａｓｐａｓｅ￣１ 和 ＧＳＤＭＤ 表达水平、血清和十二指肠组织
ＩＬ￣１β、白介素￣６(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)水平的影响ꎬ从细
胞焦亡角度探讨电针足三里调节 ＦＤ 十二指肠低度炎
症可能的作用机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物
选取无特定病原体(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级

７ 日龄 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)雄性大鼠ꎬ体重(２０±５)ｇꎬ
由三峡大学实验动物中心提供[许可证号:ＳＹＸＫ(鄂)
２０１７￣００６７]ꎬ饲养于湖北中医药大学 ＳＰＦ 实验动物中
心ꎮ 动物房内温度保持恒温 ２２ ~ ２５ ℃ꎬ相对湿度
５０％~６０％ꎮ 母鼠全价颗粒饲料喂养ꎬ自由饮水ꎬ幼鼠
母乳喂养ꎬ适应性喂养 ３ ｄ 后开始实验ꎮ

二、主要试剂和仪器设备
ｃａｓｐａｓｅ￣１ 抗体(美国 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司ꎬ批号 Ａ０９６４)ꎻ

ＧＳＤＭＤ 抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ批号 ａｂ２０９８４５)ꎻ辣根
过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ)标记羊抗兔
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二抗(武汉博士德生物工程有限公司ꎬ批号 ＢＡ１０５４)ꎬ兔
多抗甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ) (美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ批号
１０４９４￣１￣ＡＰ)ꎻ酶联免疫吸附测定( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒(武汉伊莱瑞特生物
科 技 股 份 有 限 公 司ꎬ 批 号 Ｅ￣ＥＬ￣Ｍ００４４ｃ、 Ｅ￣ＥＬ￣
Ｍ００３７ｃ)ꎻ二氨基联苯胺(３ꎬ３′￣ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)
试剂盒(北京索莱宝科技有限公司ꎬ批号 ＤＡ１０１０)ꎻ碘
乙酰胺[阿拉丁试剂(上海)有限公司ꎬ批号 Ｉ１０５５６３]ꎬ
无水蔗糖(国药集团ꎬ批号 １００２１４６３)ꎬ戊巴比妥钠(美
国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号 Ｐ３７６１)ꎻ总 ＲＮＡ 抽提试剂 Ｔｒｉｚｏｌ
(Ａｍｂｉｏｎꎬ批号 １５５９６￣０２６)ꎻ无核酸酶水(上海生工生
物ꎬ批号 Ｂ５４１０１８)ꎻ甲醇(国药集团ꎬ批号 １００１４１１８)ꎬ
异丙醇(国药集团ꎬ批号 ４５６４６３４)ꎻＦａｓｔ ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ批号 ４３８５６１０)ꎻＤＮＡ 电
泳 Ｍａｒｋｅｒ (北京全式金生物技术有限公司ꎬ 货号
ＢＭ１０１￣０１)ꎮ

韩式穴位神经刺激仪(南京济生医疗科技有限公
司ꎬＨＡＮＳ￣２００Ａ 型)ꎻ一次性使用无菌针灸针(苏州医
疗用品厂有限公司ꎬ直径 ０.２８ ｍｍꎬ长 ２５ ｍｍ)ꎻ手持式
电动组织研磨器(无锡德凡仪器有限公司ꎬＧ５５５００￣
００００ 型)ꎻ垂直电泳槽 (美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎬＤＹＣＺ￣
２４ＤＮ 型)ꎻ电转仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬＤＹＣＺ￣４０ 型)ꎻ微量
移液器(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪
(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎬＣＦＸ９６ 型)ꎻ紫外分光光度(美
国 Ｎａｎｏｄｒｏｐꎬ２０００ 型)ꎻ酶标仪(美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ
公司ꎬＦｌｅｘｓｔａｔｉｏｎ３ 型)ꎮ

三、实验分组和造模方法
将 ２４ 只大鼠按随机数字表法随机分为空白组、模

型组和电针组ꎬ每组 ８ 只大鼠ꎮ ３ 组大鼠造模方法如
下ꎮ 模型组和电针组大鼠参考多因素诱导法(碘乙酰
胺溶液＋夹尾刺激法)复制 ＦＤ 模型[１６]ꎬ空白组不夹尾
刺激ꎬ仅采用蔗糖溶液灌胃ꎮ

碘乙酰胺溶液灌胃方法:模型组和电针组参考多
因素诱导法(碘乙酰胺溶液＋夹尾刺激法)复制 ＦＤ 模
型[１６]ꎬ每日灌胃 １ 次ꎬ每次灌胃 ０.２ ｍｌ(２％蔗糖溶液＋
０.１％碘乙酰胺的混合溶液)ꎬ空白组大鼠仅给予 ２％蔗
糖溶液 ０.２ ｍｌ 每日灌胃 １ 次ꎮ ３ 组大鼠均连续灌胃
６ ｄ后改为常规饲养至 ８ 周龄ꎮ

夹尾刺激方法:模型组和电针组大鼠常规饲养至
８ 周龄后ꎬ用包裹无菌纱布的止血钳适度用力夹取大
鼠尾部后 １ / ３ 处ꎬ令同笼大鼠暴怒并与其他大鼠撕咬ꎬ
以不破皮、出血为度ꎬ每次刺激 ３０ ｍｉｎꎬ每日 ２ 次(刺激
间隔时间至少 ４ ｈ 以上)ꎬ连续刺激 １４ ｄꎮ 空白组不行
夹尾刺激ꎮ 造模期间每日固定时间段记录 ３ 组大鼠的
体重和饮食量ꎮ

造模成功标准[１７]:模型组和电针组大鼠造模期间
精神状态由激怒、焦虑、烦躁逐渐转为萎靡、倦怠ꎻ活动
度由活跃、自发打斗逐渐变得倦卧扎堆ꎬ抓捕反应迟
钝ꎻ毛发由光泽、柔顺变为枯黄、粗糙ꎻ粪质由干燥、无
臭、长椭圆形变得稀溏甚至不成形ꎬ伴有不消化颗粒ꎬ
有酸臭味ꎻ进食量显著减少ꎬ体重进行性减轻ꎮ 经评
价ꎬ模型组和电针组共 １６ 只大鼠均造模成功ꎮ

四、电针干预方法
电针组大鼠于造模结束后第二天对进行电针干

预ꎬ大鼠穿戴自制鼠衣并暴露双后肢ꎬ固定后悬挂于鼠
架上ꎮ 参考«实验针灸学» [３] 穴位定位ꎬ选取双侧“足
三里”穴ꎬ位于腓骨小头下 ３.５ ｍｍ 处ꎮ 酒精局部消毒
后ꎬ使用 ０.２８ ｍｍ×２５ ｍｍ 一次性无菌针灸针直刺 ５ ~
７ ｍｍ后连接韩式穴位神经刺激仪ꎬ参数设置为连续
波ꎬ频率 ２ Ｈｚꎬ强度 １ ｍＡꎬ每次干预 ２０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎬ
连续干预 １４ ｄꎮ 空白组和模型组在电针干预期间均穿
鼠衣ꎬ但不给予其他任何处置ꎮ

五、体重监测
记录 ３ 组大鼠在基线期、造模成功后、电针干预

７ ｄ后和 １４ ｄ 后的体重ꎬ计算 ３ 组大鼠的平均体重ꎬ观
察 ３ 组大鼠不同时间点的平均体重ꎬ以明确造模和电
针干预对大鼠体重的影响ꎮ

六、取材和检测
电针干预结束后ꎬ３ 组大鼠均于禁食和不禁水

２４ ｈ后称重ꎬ按照大鼠体重量以营养半固体糊(２ ｍｌ /
１００ ｇ体重)、墨汁(１ ｍｌ / １００ ｇ 体重)依次进行灌胃ꎬ然
后按 ５ ｍｇ / １００ ｇ 体重腹腔注射 ２％戊巴比妥钠溶液ꎬ
取腹主动脉血 ２ ｍｌꎬ低温离心 １５ ｍｉｎ 后吸取上清液ꎬ
－２０ ℃冻存备检ꎮ 另剪取十二指肠组织(放入液氮中
冷冻保存待检)和全胃ꎬ记录胃全重ꎬ剪开胃体冲去胃
内容物后用滤纸拭干记录胃净重ꎬ同时测量并记录小
肠总长度和墨汁推进长度(即幽门至墨汁前沿的长
度)ꎮ 胃内残留率 ＝ (胃全重 －胃净重) /所给糊重 ×
１００％ꎻ小肠推进率 ＝ 墨汁推进长度 /小肠总长度 ×
１００％ꎮ

七、ＥＬＩＳＡ 测定
根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书ꎬ检测 ３ 组大鼠血清样

本 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 浓度ꎬ绘制出标准曲线ꎬ操作步骤按照
试剂盒说明书进行ꎮ

八、实时荧光定量聚合酶链式反应检测
采用实时荧光定量聚合酶链式反应( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)检测十二指肠组织 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的
转录水平ꎮ 取适量样品ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取大鼠十二
指肠组织总 ＲＮＡꎬ采用微量分光光度计测定 ＲＮＡ 浓
度ꎬ按照逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ 逆转录合成
ｃＤＮＡꎮ 随后在荧光 ＰＣＲ 仪器上进行 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 基因
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的 ｍＲＮＡ 扩增ꎮ 扩增条件为:９５ ℃激活 ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃
变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ共 ４０ ｃｙｃｌｅꎬ使用 ２－△△Ｃｔ法计
算ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 基因相对表达量ꎮ

ＩＬ￣１β 上 游 引 物 为 ５′￣ＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴ￣
ＧＡＴＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＴＧＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴＴ￣
３′ꎬ扩增片段长度为 １３８ ｂｐꎻＩＬ￣６ 上游引物为 ５′￣ＣＴＴ￣
ＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＧＣＣＡＴ￣
ＴＧＣＡＣＡＡＣＴＣＴＴＴＴＣＴＣ′ꎬ扩增片段长度为 １６６ ｂｐꎻ
ＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′￣ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ￣
３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ￣３′ꎬ扩
增片段长度为 ２５３ ｂｐꎮ

九、免疫印迹法检测
采用免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)检测十二指肠组

织 ｃａｓｐａｓｅ￣１、ＧＳＤＭＤ 蛋白表达水平ꎮ 取大鼠十二指肠
组织ꎬ加入 ０.３ ｍＬ 放射免疫沉淀法缓冲液( ｒａｄｉｏ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬＲＩＰＡ)裂解液进行匀浆裂解ꎬ
然后放入低温高速离心机内ꎬ１２０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ
后取上清液ꎬ采用二辛可宁酸 ( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃ ａｃｉｄꎬ
ＢＣＡ)试剂盒进行蛋白定量ꎬ随后加入 ５Ｘ 蛋白上样缓
冲液进行加热使蛋白变性ꎬ配置十二烷基硫酸钠( ｓｏ￣
ｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)￣聚丙烯酰胺凝胶后进行上
样、电泳、转膜、封闭、孵育抗体等步骤ꎬ采用增强化学
发光 ( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ ＥＣＬ) 显影ꎬ利用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值ꎬ计算蛋白表达水平ꎮ

十、统计学处理
采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 版统计学软件进行分析ꎬ计量资

料采用夏皮洛￣威尔克正态性检验(Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ ｔｅｓｔ)ꎬ
符合正态分布的数据采用(ｘ－ ±ｓ)ꎬ两组间比较采用配
对样本 ｔ 检验ꎬ多组间差异比较采用单因素方差分析
(ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬ方差齐者用最小显著
性差异法( Ｌｅａｓｔ—ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬ方差不
齐者用 ＴａｍｈａｎｅｓꎬＴ２ 法ꎬ以Ｐ<０.０５为差异有统计学意
义ꎮ 采用数据处理和图形软件 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 版
绘制图表ꎮ

结　 　 果

一、３ 组大鼠不同时间点平均体重比较
基线期ꎬ３ 组大鼠平均体重组间比较ꎬ差异均无统

计学意义(Ｐ> ０.０５)ꎻ造模成功后ꎬ模型组和电针组

大鼠的平均体重与空白组造模成功后比较ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ但模型组造模成功后的平均体
重与电针组造模成功后比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎻ电针干预 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后ꎬ模型组和电针组大鼠
的平均体重与空白组同时间点比较ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且电针组电针干预 ７ ｄ 和 １４ ｄ 后的平
均体重与模型组同时间点比较ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 １ꎮ

二、电针干预对 ＦＤ 大鼠胃内残留率的影响
电针干预结束后ꎬ电针组大鼠胃内残留率明显低

于模型组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ而模型组大
鼠胃内残留率与空白组比较ꎬ差异亦有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 １ꎮ

注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 １　 ３ 组大鼠胃内残留率比较

三、电针干预对 ＦＤ 大鼠小肠推进率的影响
电针干预结束后ꎬ电针组大鼠小肠推进率显著高

于模型组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ而模型组大
鼠小肠推进率显著低于空白组ꎬ差异亦有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ２ꎮ

注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０１
图 ２　 ３ 组大鼠小肠推进率比较

表 １　 ３ 组大鼠不同时间点平均体重比较(ｇꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 基线期 造模成功后 电针干预 ７ ｄ 后 电针干预 １４ ｄ 后

空白组 ８ １６.５３±０.７３ ２６０.８２±２３.８９ ３２１.７７±２４.７１ ３８１.６９±２３.８２
模型组 ８ １６.３８±１.４５ １７９.６７±１５.２７ａ ２２３.８２±１３.３１ａ ２７０.７１±１４.２６ａ

电针组 ８ １５.８１±１.３２ １８１.２９±１５.２１ａ ２４５.８９±１４.３９ａｂ ３１６.００±１７.３１ａｂ

　 　 注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
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注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ４　 ３ 组大鼠十二指肠组织 ＧＳＤＭＤ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 表达

　 　 四、３ 组大鼠血清 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 的表达水平
电针干预结束后ꎬ模型组和电针组大鼠的血清中

ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 表达水平与空白组比较ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且电针组大鼠的血清中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣
６ 表达水平与模型组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ详见表 ２ꎮ

表 ２　 ３ 组大鼠血清 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 的表达水平比较(ｎｇ / Ｌꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 ＩＬ￣１β ＩＬ￣６

空白组 ８ ３５.９７±２.４６ １６.８７±１.６７
模型组 ８ ９５.０４±４.３１ａ ６５.３３±２.８５ａ

电针组 ８ ５４.６３±２.８４ａｂ ３１.６２±２.０２ａｂ

　 　 注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５

五、３ 组大鼠十二指肠组织 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ
的表达水平

电针干预结束后ꎬ模型组和电针组十二指肠组织
ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达水平与空白组比较ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且电针组大鼠十二指肠组
织 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达水平与模型组比较ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ３ꎮ

注:与空白组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠十二指肠组织 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达

六、３ 组大鼠十二指肠组织 ＧＳＤＭＤ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣１
ｐ２０ 蛋白表达水平

电针干预结束后ꎬ模型组和电针组十二指肠组
织 ＧＳＤＭＤ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 蛋白表达水平与空白组

比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且电针组十二
指肠组织 ＧＳＤＭＤ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 蛋白表达水平与
模型组比较ꎬ差异亦有统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎬ详见

图 ４ꎮ

讨　 　 论

多因素诱导法是目前使用比较广泛的 ＦＤ 造模方

法之一ꎮ 电针可对引起 ＦＤ 的多种病理生理机制如胃
动力不足、内脏高敏感性、十二指肠炎症、社会心理因

素刺激等多个方面进行调控ꎬ从而起到治疗作用[１８]ꎮ
本课题组对大鼠进行碘乙酰胺溶液灌胃和夹尾刺激法

１４ ｄ 后ꎬ模型组和电针组大鼠出现体重下降ꎬ胃残留
率增加ꎬ小肠推进率减少ꎬ与本课题组前期的研究结果

一致[１２￣１３]ꎮ 本研究结果显示ꎬ电针干预结束后ꎬ电针

组大鼠的体重增加ꎬ胃残留率减少ꎬ小肠推进率增高ꎬ
ＦＤ 消化不良症状得到显著改善ꎮ

足三里穴位是足阳明胃经合穴ꎬ胃腑之下合穴ꎬ具
有健脾和胃、补益气血、扶正培元等功效ꎬ在临床上常

用于治疗多种急慢性胃肠疾病ꎬ如肠易激综合征、ＦＤ、
糖尿病胃轻瘫等[１９￣２０]ꎮ ＩＬ￣６ 主要由活化的免疫细胞

(如巨噬细胞、淋巴细胞以及肠上皮细胞)分泌ꎬ介导

多种慢性炎症反应[２１]ꎮ 有研究团队利用现代交叉遗

传学策略标记特定神经元ꎬ采用电针刺激脂多糖( ｌｉ￣
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)诱导的全身性炎症反应模型ꎬ发
现低强度(０.５ ｍＡ)电针足三里穴位即可激活免疫相

关通路发挥抗炎作用ꎬ血清肿瘤坏死因子￣α ( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α)水平降低 ３８.５％ꎻ而高强度(３ ｍＡ)电
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针刺激还可激活其他不同的信号通路发挥联合抗炎作
用ꎬ血清 ＴＮＦ￣α 水平降低了 ７１.５％ꎬ而且还能降低 ＩＬ￣
１β、ＩＬ￣６ 炎症因子水平[１１]ꎮ 以上研究为电针足三里调
节机体炎症和免疫反应提供了有力的证据ꎮ 故本研究
选用足三里穴位作为靶标穴位ꎮ 本研究结果显示ꎬ电
针干预结束后ꎬ大鼠血清和十二指肠 ＩＬ￣６ 的表达显著
下调ꎬ证明电针足三里可减轻 ＦＤ 十二指肠炎症反应ꎮ

细胞焦亡为程序性细胞死亡 ( ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈꎬＰＣＤ)方式之一ꎬ并且可以释放多种炎症因子ꎬ
扩大局部或全身炎症反应ꎬ故又称促炎症细胞坏
死[１５ꎬ２２]ꎮ 它是机体一种重要的先天性免疫反应ꎬ在抗
击多种炎症过程中发挥重要作用ꎮ 目前认为ꎬ细胞焦
亡主要是由 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 家族成员 ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＥ 等介
导的 ＰＣＤꎬ并依赖于炎症小体和 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 或 ｃａｓｐａｓｅ￣
４ / ５ / １１[２３]ꎮ ｃａｓｐａｓｅ￣１ 属于保守的半胱氨酸蛋白酶
ｃａｓｐａｓｅ 家族ꎬ主要以非激活的酶原形式 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 前
体存在于细胞质中ꎬ在响应上游信号后被激活ꎬ通过自
剪切形成由大亚基 ｐ２０ 和小亚基 ｐ１０ 组成的异源二聚
体ꎮ 激活的 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 特异性识别底物分子 ＧＳＤＭＤ 并
将其裂解 ＧＳＤＭＤ￣Ｎ 端和 ＧＳＤＭＤ￣Ｃ 端ꎬ切割 ＩＬ￣１β 前
体并促使其成熟ꎬ裂解的 ＧＳＤＭＤ￣Ｎ 端在聚集在细胞
膜上形成孔洞ꎬ使细胞内离子平衡丧失、渗透压增加、
水分内流、细胞肿胀裂解ꎬ细胞内炎症介质释放ꎮ 既往
的研究表明ꎬＩＬ￣１β 作为 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 炎症信号通路下游
的炎症因子ꎬ在肠道炎症发生发展过程中起重要作用ꎬ
ＩＬ￣１β 能通过自分泌或旁分泌来刺激其他细胞因子和
炎症递质产生ꎬ还能够增加肠上皮细胞紧密结合部的
通透性ꎬ导致肠上皮屏障功能损伤和炎症[２１]ꎮ 本研究
结果显示ꎬ电针干预结束后ꎬ模型组大鼠十二指肠组织
中的 ＧＳＤＭＤ￣Ｎ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 的表达水平显著上
调ꎬ血清 ＩＬ￣１β 含量和十二指肠组织 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的
表达明显上升ꎻ 电针组大鼠十二指肠组织中的
ＧＳＤＭＤ￣Ｎ、ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 表达水平明显下调ꎬ血清
ＩＬ￣１β含量和十二指肠组织 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表达明显
下降ꎮ 以上结果提示ꎬ模型组 ＦＤ 大鼠十二指肠组织
的 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 活化后分割 ＧＳＤＭＤ 促使 ＧＳＤＭＤ 裂解成
ＧＳＤＭＤ￣Ｎ 端并释放ꎬ可促使 ＩＬ￣１β 成熟ꎻ细胞膜破裂
释放出 ＩＬ￣１βꎬ会导致十二指肠炎症的发生ꎬ而电针足
三里可抑制 ＦＤ 大鼠十二指肠组织中的 ｃａｓｐａｓｅ￣１ 和
ＧＳＤＭＤ 的表达ꎬ降低血清和十二指肠组织中的 ＩＬ￣１β
含量ꎬ减轻十二指肠炎症反应ꎮ

综上所述ꎬ电针 ＦＤ 大鼠足三里可通过降低十二
指肠组织中的 ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０、ＧＳＤＭＤ￣Ｎ 蛋白和炎性因
子 ＩＬ￣１β 等焦亡分子标志物的表达水平来抑制细胞焦
亡ꎬ同时还可显著改善 ＦＤ 大鼠消化不良的症状和十
二指肠炎症反应ꎮ 本研究仍存在一些不足之处ꎬ如细

胞焦亡信号通路的相关因子众多ꎬ本研究只检测了细
胞焦亡经典通路中的 ＧＳＤＭＤ、ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐ２０ 和炎症因
子 ＩＬ￣１β 等部分指标ꎬ对于细胞焦亡中的细胞形态学
改变ꎬ以及细胞焦亡在体动态过程的检测等均尚未涉
及ꎻ且未探讨细胞焦亡非经典通路在电针治疗 ＦＤ 中
的作用ꎬ这些均需在后续研究中进行探讨ꎮ
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(修回日期:２０２２￣１０￣２２)
(本文编辑:阮仕衡)

􀅰特稿􀅰

沉痛悼念本刊前总编辑南登崑教授

我国著名的康复医学专家、本刊第 ５ 届编委会总编辑及第 ６ꎬ７ 届编委会顾问南登崑教授因病医治无效ꎬ于

２０２２ 年 １２ 月 ２１ 日 ７ 时 ５０ 分在武汉不幸逝世ꎬ享年 ９６ 岁ꎮ

南登崑教授是我国现代康复事业的先驱者及奠基人之一ꎬ曾在引领本专业由理疗学和物理医学向现代康复

医学转型及培训现代康复人才方面做出了不可替代的卓越贡献ꎮ 在担任本刊总编辑和顾问期间ꎬ南登崑教授为

本刊建设倾注了大量心血ꎮ 他一贯强调学术期刊的首要任务是起到正确的学科导向与学术引领作用ꎬ强调学术

质量是杂志的生命线ꎬ总是提醒大家要时刻保持对国内外康复医学新理论、新技术及新的研究成果的敏锐性ꎬ要

随时跟踪、及时报道ꎮ 他总是身体力行ꎬ从编辑委员会建设到专家队伍的储备、作者队伍的联络与培养ꎬ从杂志报

道主题策划到栏目建设以及国内、外学术联系的拓展ꎬ他都给予了具体指导甚至亲自参与谋划ꎮ 南教授的办刊理

念ꎬ已成为我们办刊工作中的重要指导思想ꎮ

南登崑教授的不幸逝世ꎬ是中国康复医学界、更是本刊的重大损失ꎮ 我们将继承南教授的遗志ꎬ勤勤恳恳、扎

扎实实地办好杂志ꎬ以优异的成绩告慰南教授在天之灵ꎮ

«中华物理医学与康复杂志»编辑委员会
«中华物理医学与康复杂志»编辑部
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