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电针对大鼠胃黏膜损伤相关信号分子的影响

严 洁 张英进 田浩梅 易受乡 陈斌国 常小荣 林亚平
（湖南中医药大学针灸推拿学院，湖南省长沙市韶山南路113号，410007）

［摘 要］ 目的 探索电针对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜细胞损伤修复的作用机制。 方法 将大鼠随机分为正常组、模型组、针刺治
疗组，每组10只，应用乙醇灌胃法造成胃黏膜损伤大鼠模型，用电针对胃黏膜损伤大鼠治疗10天，采用链霉蛋白酶消化法分离胃
黏膜细胞，用表面加强激光解析电离飞行时间质谱技术（ SELDI-TOF-MS） 及 WCX2蛋白芯片获得各组大鼠胃黏膜细胞的蛋白质
指纹图谱，对比分析各组的差异蛋白质质／荷比峰。 结果 模型组大鼠胃黏膜细胞蛋白质 SELDI-TOF-MS 蛋白指纹图谱与正常组
比较有4个蛋白质质／荷比峰差异有统计学意义 （ P＜0.05或 P＜0.01） ，其中两个蛋白质质／荷比峰明显升高 （ P＜0.05或 P＜
0.01） ，两个蛋白质质／荷比峰明显降低（ P＜0.05） ；针刺治疗组与正常组比较共有4个蛋白质质／荷比峰差异有统计学意义 （ P＜
0.05或 P＜0.01） ，其中1个蛋白质质／荷比峰明显升高（ P＜0.05） ，3个蛋白质质／荷比峰明显降低（ P＜0.05或 P＜0.01） ；针刺治
疗组与正常组比较亦有4个蛋白质质／荷比峰差异有统计学意义（ P＜0.05或 P＜0.01） ，且4个蛋白质质／荷比均为降低（ P＜0.05
或 P＜0.01） 。 结论 电针对胃黏膜损伤的修复可能不是单纯针地对某一个或两个蛋白的调节发挥治疗作用的，而可能是多个蛋
白质参与的复杂的链环反应。
［关键词］ 电针；胃黏膜损伤修复；表面加强激光解析电离子飞行时间质诱技术；蛋白芯片技术；特异生物标志

Effect of Electroacupuncture on Gastric Mucosal Damage Related Signal Molecules in Rats
YAN Jie，ZHANG Yingjin，T IAN Haomei，et al．
（ College of A cup uncture and T uina，H unan University of Chinese M edicine，Changsha410007）
ABSTRACT Objective T o study the repairing mechanism of electroacupuncture on mucosal cells of rats w ith gastric mucosal dam-
age．Methods T he experimental rats w ere randomized into normal group，model group，and electroacupuncture group，10in each．
T he models w ere created by gastric administration w ith ethanol．After electroacupuncture treatment for10days，the gastric mucosal
cells w ere separated w ith pronase digestion method．T he surface enhanced laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry
（ SELDI-TOF-MS） technique and WCX2protein chip w ere applied to obtain the fingerprints of proteins of gastric mucosal cells of all
groups．A contrastive analysis w as carried out to see the difference in charge-to-mass ratio peaks of all groups．Results Compared
w ith the normal group，the fingerprints of proteins of gastric mucosal cells in the model group had4charge-to-mass ratio peaks，the
difference w as significant （ P＜0．05or P＜0．01） ，of which，tw o of the peaks w ere significantly elevated （ P＜0．05or P＜0．01） ，and
tw o significantly low ered （ P＜0．05） ．Compared w ith the model group，the fingerprints of proteins of gastric mucosal cells in the elec-
troacupuncture group had4charge-to-mass ratio peaks，the difference w as significant （ P＜0．05or P＜0．01） ，of which，one of the
peaks w as significantly elevated （ P ＜0．05） ，and three significantly low ered （ P ＜0．05or P ＜0．01） ．Compared w ith the normal
group，the fingerprints of proteins of gastric mucosal cells in the electroacupuncture group also had4charge-to-mass ratio peaks，the
difference w as significant （ P＜0．05or P＜0．01） ，all of w hich w ere low ered （ P＜0．05or P＜0．01） ．Conclusion T he repairing of
gastric mucosal cells by electroacupuncture is probably not aimed at regulating one or tw o proteins，but a complicated chain reaction
joined by multiple proteins．
Key Words  Electroacupuncture；Repairing of gastric mucosal damage；Surface enhanced laser desorption／ionization time-of-flight
massspectrometry （ SELDI-TOF-MS） ；Protein chip technique；Specific biological markers
  20世纪末期已经完成了人类基因组的测序工作，
但是基因只是遗传信息的携带者，并不能代表其全部
功能，要了解基因的功能，必须对其功能蛋白质进行不
断探索。 表面加强激光解析电离飞行时间质谱技术
（ surface enhanced laser desorption／ionization time-of-

flight massspectrometry，SELDI-TOF-MS） 是蛋白质
组学研究中重要的工具，已应用于肿瘤的早期诊断生
物标志物的筛选。我们利用该技术检测了正常大鼠、胃
黏膜损伤大鼠以及电针治疗大鼠胃黏膜细胞的蛋白质

表达谱，现报告如下。
1 材料
1.1 实验动物及分组

健康雄性 SD 大鼠30只，购自中南大学湘雅医学
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院动物中心（医动字第20－010号） ，体重（200±20） g。
按甲、乙、丙安全随机分组法分为3组，即正常组、模型
组、针刺治疗组，每组10只。
1.2 实验试剂和仪器

乙腈（ ACN ） 、三氟乙酸（ T FA ） 、人葡萄球菌蛋白
A（ SPA ） （ Sigma，德国） 。 蛋白弱阳离子芯片（ WCX2）
（ Ciphergen，美国） 。 Protein Chip Biomarker System Ⅱ
（ PBSⅡ）质谱仪（ Ciphergen，美国） ，Freedom EVO 型自
动加样器 （ T ecan，瑞士） ，超纯水制备仪 （ M illipore，美
国） 。6805治疗仪（北京福寿医疗设备技术有限公司） 。
2 方法
2.1 造模方法

采用无水乙醇灌胃法［1］制作20只 SD大鼠胃溃疡
模型。将 SD大鼠常温下，自由摄食饮水，适应性喂养1
周，在灌胃前24h 开始停食，然后按1mg／kg 无水乙醇
灌胃制造大鼠胃溃疡模型。造模成功标准：①造模后第
2天，模型组大鼠胃腔有大量积血，黏膜表面附有多量
血痂，胃体部见多处点状、线状、片状或条带状出血、糜
烂；②模型组大鼠胃黏膜损伤指数与正常组大鼠胃黏
膜损伤指数比较差异有统计学意义（ P＜0.05） ，说明
乙醇灌胃法造模成功。
2.2 取穴及针刺方法

造模成功后第2天开始治疗。 取穴参考林文注主
编《实验针灸学》［2］常用动物穴位定位法及拟人对照法

进行，针刺治疗组针刺四白、梁门、足三里3个穴位。电
针参数：6805治疗仪作电针刺激，疏密波，疏波4Hz、密
波20Hz，输出电压60V，0～60峰峰（1kΩ负载） ，强度
以肢体轻微颤抖为度，电针时间每次30min，每日1
次，共10次。
2.3 大鼠胃黏膜损伤指数测定

大鼠处死后，取出胃，从幽门至贲门沿胃大弯剪开
轻轻洗去胃内容物，用镊子展平，放大镜下，参考 Guth
法［3］进行溃疡指数计分：正常胃黏膜计0分，以 mm 表
示，损伤≤1mm（包括糜烂点） 计1分；1mm＜损伤≤
2mm 计2分；2mm＜损伤≤3mm 计3分；3mm＜损
伤≤4mm 计4分；＞4mm 计5分。
2.4 大鼠胃黏膜细胞的分离

采用链霉蛋白酶消化法［4，5］：①制作胃袋。②缓冲
液 A 孵育。 ③缓冲液 B孵育。 ④将收集的细胞洗两次，
1500r／min离心5min，细胞用MC1ml悬浮。 用 PBS 洗
细胞两次，800r／min 离心5min，收集的细胞放入
－80℃冰箱中保存。
2.5 SELDI-TOF-MS 技术对大鼠胃黏膜细胞蛋白分
析

步骤：①小心取出 WCX2的芯片，在芯片背后标

记时间、芯片种类、操作者的姓名等资料。 ②将芯片装
入生物芯片处理器，在组装生物芯片处理器时，注意
不要触碰到加样点，同时要将芯片上带有“A”的一端
放在外端，注意密封。 ③每孔加入200μl结合缓冲液
（ 50 mM NaAC，pH 4.0，或试剂盒中的 binding
buffer） ，置振荡器400～600r／min 震荡5min，甩掉缓冲
液。重复上述操作1次。以上操作要注意芯片上每个点
的表面要保持湿润，加缓冲液后要观察芯片有无气泡，
如有气泡用取液器吹去，枪头不得接触芯片上各点的
表面。 ④上样，在芯片处理器每孔中加入100μl处理好
的样品，置振荡器400～600r／min，室温震荡1h。 ⑤甩
出样品，特别注意要将生物样品甩入预装消毒剂的容
器中防止生物样品的污染。 ⑥每孔加入200μl的结合
缓冲液（50mM NaAc，pH4.0）置振荡器400～600r／
min室温震荡5min，甩去孔中液体，再次加入结合缓冲
液200μl，重复操作1次。 ⑦每孔加入200μl HPLC 级
水，立刻甩出。 ⑧立刻拆开芯片处理器，取出芯片，待干
后，在每个加样孔上加 SPA0.5μl（取80μl1％TFA 溶
液和80μl ACN，同时加入 SPA 分装管中，在旋涡混合
器上充分混合 （约3min） 静置5min，以10000r／min
离心5min，取上清后备用） ，待风干后，重复加 SPA
0.5μl1次。 ⑨数据收集：待芯片干燥后，放入 Protein
Chip Biomarker System Ⅱ质谱仪进行数据收集。用 Ci-
phergen proteinchip3.0软件自动采集数据，统一采用
激光强度为160，灵敏度为8的模式，每两位采集一次
数据，对芯片进行扫描。
2.6 统计学方法

将各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质谱图标准化后，用
BioMarker Wizard 软件分析其组间蛋白质谱的差异，
BioMarker Wizard 软件自动标记蛋白质质荷比峰［蛋
白质质荷比峰是在蛋白质质谱法中，利用电磁学原理，
对荷电分子或亚分子裂片依其质量和电荷的比值（质
荷比）进行分离和分析的方法］，设定有意义的峰，其出
现频率阈值为20％，信噪比最低值为5，对两组之间蛋
白质质荷比峰强度比较。模型组与正常组、针刺治疗组
与模型组大鼠之间蛋白质峰的比较采用 Mann-Whit-
ney U 检验。
3 结果
3.1 各组大鼠胃黏膜损伤指数比较

正常组、模型组、针刺治疗组各10只，胃黏膜损伤
指数分别为0分、 （53.15±3.98） 分、 （16.25±2.94）
分。 造模后大鼠与正常组比较胃黏膜损伤明显（ P＜
0.05） ，说明乙醇灌注引起的急性胃黏膜损伤动物模型
可靠；针刺治疗组与模型组胃黏膜损伤指数比较差异
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表1 正常组与模型组大鼠蛋白质质／荷比有意义的差异峰蛋白含量比较（ U，x±s）
组别 鼠数

蛋白质质／荷比峰值（ m／z）
3727.126 10777.71 18708.49 8586.021

正常组 10 0.75±0.12 9.52±1.10 3.59±0.36 10.77±2.11
模型组 10 3.21±1.40** 5.85±1.25* 2.30±1.02* 15.59±3.68*

  注：与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
表2 模型组与针刺治疗组大鼠蛋白质质／荷比有意义的差异峰蛋白含量比较（ U，x±s）

组别 鼠数
蛋白质质／荷比峰值（ m／z）

3727.126 10777.71 9359.813 8699.705
模型组 10 3.21±1.40 5.85±1.25 30.10±7.27 8.28±1.89

针刺治疗组 10 0.83±0.15** 8.37±1.77* 13.06±4.18* 5.03±2.56*

  注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
表3 正常组与针刺治疗组大鼠蛋白质质／荷比有意义的差异峰蛋白含量比较（ U，x±s）

组别 鼠数
蛋白质质／荷比峰值（ m／z）

12369.79 12456.04 12155.3 28891.52
正常组 10 18.07±2.22 33.59±4.35 42.87±6.08 0.98±0.18

针刺治疗组 10 10.06±3.11** 21.37±2.36** 27.64±5.44** 0.67±0.12*

  注：与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
有统计学意义（ P＜0.01） ，说明针刺对胃黏膜损伤具
有明显的保护作用。
3.2 运用 SELDI-TOF-MS 技术对大鼠胃黏膜细胞
蛋白分析结果的比较

表1示，模型组大鼠胃黏膜细胞蛋白质 SELDI-
TOF-MS 蛋白指纹图谱与正常组比较共有4个蛋白
质质／荷比峰差异有统计学意义 （ P ＜0.05或 P ＜
0.01） ，其中两个蛋白质质／荷比峰明显升高（ P＜0.05
或 P＜0.01） ，两个蛋白质质／荷比峰明显降低 （ P＜
0.05） ；表2示，经过针刺治疗后大鼠胃黏膜细胞蛋白
质 SELDI-TOF-MS 蛋白指纹图谱与模型组比较共有
4个蛋白质质／荷比峰差异有统计学意义（ P＜0.05或
P＜0.01） ，其中1个蛋白质质／荷比峰明显升高（ P＜
0.05） ，3个蛋白质质／荷比峰明显降低 （ P＜0.05或
P＜0.01） ；表3示，针刺治疗组胃黏膜细胞蛋白质
SELDI-TOF-MS 蛋白指纹图谱与正常组比较亦有4
个蛋白质质／荷比峰差异有统计学意义（ P＜0.05或 P
＜0.01） ，且4个蛋白质质／荷比均为降低 （ P＜0.05
或 P＜0.01） 。综合表1、表2、表3发现，10777.71、
3727.126这两个蛋白质质／荷比峰在大鼠经过乙醇灌
胃造模后，与正常组比较前者明显降低（ P＜0.05） ，后
者明显升高（ P＜0.01） ；与针刺治疗组比较前者明显
升高（ P＜0.05） ，后者明显降低（ P＜0.01） ，而正常组
与针刺治疗组比较差异无统计学意义（ P＞0.05） 。
4 讨论

多年的临床实践证实，针灸足阳明经（穴） 对胃脘
疾病有很好的治疗效果。实验研究亦显示，针刺胃经穴

对胃电、胃运动、胃分泌、胃黏膜血流量等均有明显调
整作用，对胃黏膜损伤有很好的修复作用，并且认为，
针刺对胃黏膜的保护和修复效应与胃泌素、胃动素、P
物质和生长抑素等脑肠肽密切相关［6-8］。课题组前期的
实验研究也证明，针刺大鼠足阳明胃经的足三里、梁
门、四白穴对损伤的胃黏膜有很好修复作用，可改善胃
黏膜的血流量［9］，促进胃黏膜细胞的修复，能显著升高
胃黏膜表皮生长因子（ EGF） 、转化生长因子α（ TGF-α）
含量［10］。 活化 EGFR 介导的 EGF 受体后信号转导通
路中的信号分子 PLCg-1，并进一步激活 IP3／Ca2＋和

DG／PKC 双信号系统以及 Ras信号通路，从而导致细
胞内酪氨酸残基的磷酸化，引起细胞的分裂增殖［11］。
但是，针刺足阳明经穴是否对胃黏膜损伤修复中复杂
的网络机制有特异性的调节作用，对诸网络中的相关
信号分子是否存在特异相关性，仍值得深入研究。

SELDI-TOF-MS 技术近年来飞速发展，由最初的
主要用于肿瘤特异标志物的探索，逐渐扩大到包括传
染病、呼吸系统疾病、神经系统疾病等的研究。 如
Kas［12］采用该技术检测50例肝细胞性肝癌患者和50
例性别、年龄匹配的正常健康人血清，获得 WCX2蛋
白质芯片表达图谱。 用 BioMarker Wizard软件分析和
数据库搜索，发现7个差异蛋白质可能是肝细胞性肝
癌患者血清特异性生物标志物。故本研究采用 SELDI-
TOF-MS 技术探讨针刺治疗胃黏膜损伤的作用机制。

本实验采用该技术对正常组、模型组、针刺治疗组
大鼠胃黏膜细胞蛋白进行比较研究。 结果发现，
10777.71、3727.126这两个蛋白质质／荷比峰在模型
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组与正常组、针刺组与模型组比较都有明显的差异变
化 （ P＜0.05） ，提示其可能是针刺治疗胃黏膜损伤大
鼠损伤修复的特异效应物质，但对于其蛋白组成及功
能还需要深入研究。实验结果中还发现，经过乙醇灌胃
造模后共有4个蛋白质质／荷比峰发生了改变，其中两
个明显升高，分别是3727.126、8586.021，两个明显降
低，分别是10777.71、18708.49。但是经过电针治疗后
这4个病理峰中只有3727.126和10777.71这2个蛋
白质质／荷比峰发生了改变，前者降低，后者升高。这同
时又有两个新的蛋白质质／荷比峰发生了改变，分别是
8699.705、9359.813，都表现为降低。 这说明电针对胃
黏膜损伤的修复可能不是单纯针对某一个或两个蛋白

的调节发挥治疗作用的，而可能是多个蛋白质参与的
复杂的链环反应。 在针刺治疗组与正常组比较时也有
4个蛋白质质／荷比峰发生了改变，它们都明显降低，
分别是12369.79、28891.52、12155.3、12456.04。且这
4个峰与大鼠造模后产生的4个病理蛋白峰完全不
同，这说明电针治疗不光能对胃黏膜细胞损伤修复发
挥治疗作用，还可能对别的生理和病理状态下的蛋白
质发挥调节作用。
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已远远超出了疮疡肿毒的外科范畴。如该书载有很多治疗雀斑、胎痣、赤鼻的美容妙方，论述了
人面疮、人咬舌断、误服蒙汗药等怪异奇病的解治方法，还汇集有治疗沙尘入目、竹木刺肉和驱
蚊的生活经验与窍门等。凡人身从头到脚一切肉眼可见的病证几乎无所不包，更令人叫绝的是
该书图文并茂，每有一证就有一图。 每册97．00元。
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●《中医脑病现代研究进展》是一部临床医学专著。收集、精选了建国以来中医脑病的
理论研究和临床研究进展等资料，并结合作者的临床经验，系统完整地阐述了近代中医脑病的
临床研究成就、研究动态和发展，是临床工作者必血备的参考书。 每册：36．00元。

●《中医百年百名中医临床家丛书》是由卫生部张文康部长担任主编，几百名中医
药专家进行整理而成。该套丛书收录了过去100年中为中医药事业做出过巨大贡献、在中医临
床方面取得卓越成就，在全国享有崇高威望且具有较高学术造诣的中医临床大家。以每位医独
立成册，每册按医家小传、专病论治、诊余漫话、年谱四部分编写。 本书不仅具有较高的临床参
考价值和学术价值，同时还具有前所未有的文献价值。 现出版的医家有：余无言、耿鉴庭、马光
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00元（免收邮资） 。

●《常见疾病的诊断与疗效判定（标准） 》是一部具有规范性的临床医疗专著，根据
临床所需，收集国内外有关临床医学专业资料，对临床各科1500余种疾病的诊断和疗效判定
进行了总结。 每册：51．00元。

●《中国民间疗法大全》汇集了临床各科近400余种常见病的民间疗法。 本书介绍的
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医务工作者。 每册：56．00元。
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