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［摘要］ 目的 探讨电针干预功能性消化不良 ( FD) 的可能作用机制。 方法 将 30 只 SD 大鼠随机分为
空白组、模型组、电针组，每组 10 只。除空白组外，其余两组大鼠采用多因素干预法制备功能性消化不良
模型。造模成功后电针组予以电针 “足三里”“太冲”穴 14 天，其他组不采取干预措施。干预结束后采用
免疫组化法检测各组大鼠十二指肠闭锁蛋白、紧密连接蛋白 ( ZO-1) 表达情况。电镜观察十二指肠紧密连
接情况和浆细胞变化。 结果 与空白组比较，模型组大鼠十二指肠闭锁蛋白、ZO-1 阳性表达产物显著降低
( P ＜ 0. 01) 。电镜下十二指肠紧密连接缝隙模糊、增宽，浆细胞粗面内质网增多、扩张，胶原纤维沉积。与
模型组比较，电针组大鼠十二指肠闭锁蛋白、ZO-1 阳性反应产物显著增高 ( P ＜ 0. 05) ，十二指肠上皮细胞
间紧密连接较清晰，浆细胞粗面内质网减少，无扩张，无胶原纤维沉积。 结论 电针可能通过上调十二
指肠闭锁蛋白、ZO-1 表达，减轻肠低度炎症，调节浆细胞活跃状态，从而修复肠黏膜屏障而发挥治疗 FD的
作用。
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功能性消化不良 ( functional dyspepsia，FD )
是由一种非器质性胃肠病，其症状多来源于胃和十

二指肠，主要包括餐后不适、早饱、上腹痛、上腹
灼烧等［1 － 2］。虽然 FD 并不会危及生命，但其发病
率高达 12% ～ 15%［3］，不仅降低患者生活质量，
还严重增加了社会医疗负担［4］。FD 发病机制与脑
肠互动异常、胃肠动力障碍、内脏高敏感、肠道菌
群失调、胃肠低度炎症等因素有关［5 － 6］。当肠道通
透性增加时，肠腔内毒素、外源微生物、抗原等通
过肠上皮细胞及细胞间隙，引发肠黏膜免疫反应或

损伤肠黏膜屏障［7］。FD 患者肠黏膜电阻抗值显著
低于正常人，提示十二指肠黏膜屏障受损［1］。目
前，FD的治疗方案有促进胃肠运动、改善内脏敏
感性、抗幽门螺杆菌感染、调节肠道菌群或抗焦虑
等［8］，但药物存在副作用、疗效不确切且易复发。
研究［9］显示，电针疗法治疗 FD 具有复发率低，无

药物毒副作用。因此本研究采用电针干预 FD 大
鼠，并从十二指肠机械屏障、免疫屏障角度探究肠
道屏障在 FD发病机制中的作用及电针治疗 FD 的
靶点。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级雄性 SD大鼠 30 只，体重( 200 ± 20 ) g，

购自三峡大学实验动物中心，实验动物许可证号:

SCXK ( 鄂) 2017-0012。饲养于 SPF级动物房，室
温 22 ～ 25℃，相对湿度 50% ～ 70%。每笼 5 只。
适应性喂养 1 周后开始试验。喂养期间自由饮水、
摄食。
1. 2 主要试剂与仪器
紧密连接蛋白 ( ZO-1 ) 抗体 ( 武汉三鹰生物

技术有限公司，批号: 21773-1-AP) ; 闭锁蛋白抗
体 ( 英国 Abcam公司，批号: Ab216327) ; 免疫组
化显色试剂盒 ( 丹麦DAKO公司，批号: K5007 ) ;
戊二 醛 ( 德 国 Alfa Aesar 贸 易 公 司，批 号:
A17876) ; 水合氯醛 ( 批号: 40935760 ) 、3% 的
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H2O2 ( 批 号: 10011218 ) 、无 水 乙 醇 ( 批 号:
20190820) 、氯化钾 ( 批号: 10016318 ) 、氯化钠
( 批 号: 10019318 ) 、 磷 酸 二 氢 钾 ( 批 号:
10017618) 、磷酸氢二钠 ( 批号: 10020318 ) 、二
甲 苯 ( 批 号: 20190812 ) 、 丙 酮 ( 批 号:
20181210) 、硝酸铅 ( 批号: F20060512 ) ，均为上
海国药集团公司生产; 山羊血清 ( 博士德生物有

限公司，批号: AＲ1009) ; 苏木素 ( 美国 Sigma 公
司，批号: H9627 ) ; 锇酸 ( 美国 TED PELLA 公
司，批号: 18456 ) ; 醋酸铀 ( CHEMAPOL 公司，
批号: 4961) 。

0. 35 mm ×25 mm 华佗牌无菌针灸针 ( 苏州医
疗 用 品 厂 有 限 公 司， 批 号: 苏 械 注 准

20162270970) ; HANS-200A 型韩式穴位神经刺激
仪 ( 南京济生医疗科技有限公司) ; ＲM 2016 型轮
转式病理切片机 ( 德国 Leica 公司) ; BX53 型生物
显微镜 ( 奥林巴斯公司) ; SKG1601 型电陶炉 ( 广
东艾诗凯奇智能科技有限公司 ) ; HT7700-SS /FEI
Tecnai G20 TWIN电镜 ( 日本日立公司) 。
1. 3 动物分组及造模方法
将 30 只 SD 大鼠按顺序编号后采用随机数表

法分为空白组、模型组及电针组，每组 10 只。模
型组及电针组大鼠参考多因素干预法［10］制备 FD模
型，即冰生理盐水灌胃后进行夹尾刺激，逢单日禁

食，饮水正常。造模 20 天，每日 21 时称大鼠体重
并登记。经模型评价，两组 20 只大鼠造模均成
功［10 － 11］，在造模期间空白组大鼠不予任何处置。
1. 4 干预方法
造模结束后第 2 天开始电针组大鼠进行电针干

预: 大鼠穿上自制鼠衣后悬挂于自制悬挂架上，参

照《实验针灸学》［12］，选取 “足三里”“太冲”
穴，酒精局部消毒后，采用 0. 35 mm ×25 mm毫针
分别直刺深度约 12. 5、5 mm; 将双侧 “足三里”
接韩氏穴位神经刺激仪，连续波，频率 2 Hz，强度
1 mA; 双侧 “太冲”仅留针。每次干预时间
30 min，每日干预 1 次 ( 早 9: 00—11: 00) ，干预
14 天。空白组和模型组大鼠在干预期间给予电针
组大鼠同样的穿鼠衣及悬吊，不予其他任何处置，

在安静环境隔离。每只大鼠每日均给予 200 g 饲
料，保证每日称大鼠体重时饲料有剩余，自由饮

水。电针组最后一次干预结束，将各组大鼠称重并
禁食 24 h后采用 8%水合氯醛 ( 0. 35 ml /100 g) 麻
醉大鼠后，剖开大鼠腹部，取十二直肠球部组织。

1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 各组大鼠体重变化情况 于造模前、造模
20 天、干预 14 天分别称取各组大鼠体重。
1. 5. 2 免疫组化法检测十二指肠组织闭锁蛋白和
ZO-1 表达 取十二指肠组织石蜡切片，常规二甲
苯、无水乙醇、梯度酒精脱蜡后用电陶炉进行抗原
修复 15 min，注意抗原修复液液面高于切片。当抗
原修复液降至室温后 PBS冲洗切片 3 遍。用 3%的
H2O2 阻断内源性过氧化物酶后用山羊血清封闭。
滴加闭锁蛋白抗体或 ZO-1 抗体置于 4℃冰箱内孵
育过夜。PBS冲洗切片 3 次后滴加二抗，37℃湿盒
内孵育 20 min。DAB 显色 1 min，PBS 冲洗。DAB
显色后苏木素复染，随后脱水、封片。最后于
BX53 型生物显微镜下观察，注意镜下控制显色时
间。细胞膜和细胞质中见棕色或棕褐色深染区定义
为闭锁蛋白和 ZO-1 的阳性染色。100 倍光镜下每
张切片随机选取 5 个视野，每个视野下随机选取 3
个区域运用 Image-Pro Plus 6. 0 软件 ( Media Cyber-
netics 公司) 计算闭锁蛋白和 ZO-1 的积分光密度
( IOD) 值、有效目标分布区域 ( Area ) 值，以
IOD /Area为平均光密度值。平均光密度值升高或
下降即可认定为相应蛋白表达的升高或下降。
1. 5. 3 透射电镜观察十二指肠超微结构 取 1 cm2

十二指肠组织块迅速置于 2. 5 %的戊二醛固定液
中，并于 4 ℃固定 4 h。随后移除固定液，用 PBS
漂洗 3 次，每次 15 min。用 1%的锇酸和 PBS 20 ℃
固定 2 h后再次用 PBS 漂洗 3 次，每次 15 min。按
无水乙醇梯度上行脱水，每次 15 min。采用丙酮渗
透过夜后 60℃聚合 48 h，随后切成 60 nm超薄切片。
铀铅双染色 ( 2%醋酸铀饱和水溶液、硝酸铅溶液各
染色 15min) 切片室温干燥过夜后用电镜观察。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学分析，计量资

料以 ( 珋x ± s) 表示。多组比较采用单因素方差分
析。经正态性及方差齐性检验后，若呈正态分布且
方差齐，则组间两两比较采用 LSD 法; 若不符合，
则采用 Dunnett＇s T3 法。以 P ＜ 0. 05 表示差异具有
统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠不同时间体重比较
表 1 示，造模前各组大鼠体重差异无统计学意

义 ( P ＞ 0. 05) 。与空白组比较，造模 20 天模型组
及电针组大鼠体重显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型
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组比较，干预 14 天电针组大鼠体重显著增加( P ＜
0. 01) 。

表 1 各组大鼠不同时间体重比较 ( g，珋x ± s)

组别 鼠数 造模前 造模 20 天 干预 14 天

空白组 10 213. 15 ± 5. 17 273. 41 ± 8. 67 346. 19 ± 7. 08
模型组 10 209. 41 ± 5. 42 190. 99 ± 5. 41* 232. 80 ± 8. 16*

电针组 10 209. 15 ± 4. 07 191. 31 ± 7. 07* 271. 16 ± 8. 36＊△

注: 与空白组同时间比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组同时间比

较，△P ＜ 0. 01

2. 2 各组大鼠十二指肠闭锁蛋白和 ZO-1 表达情况
图 1、2 示 ( 彩图见后插一) ，闭锁蛋白和 ZO-

1 在空白组十二指肠肠上皮组织中均呈明显的阳性
表达，为棕色或棕褐色; 与空白组比较，模型组大

鼠肠上皮组织中棕褐色分布减少，电针组大鼠肠上

皮组织中棕色褐分布明显增加。表 2 示，与空白组
比较，模型组闭锁蛋白、ZO-1 表达显著降低 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，电针组闭锁蛋白、ZO-1 表
达均显著增加 ( P ＜ 0. 05) 。

表 2 各组大鼠十二指肠组织闭锁蛋白、ZO-1
平均光密度值比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 闭锁蛋白 ZO-1

空白组 10 0. 109 ± 0. 022 0. 109 ± 0. 021
模型组 10 0. 033 ± 0. 008* 0. 029 ± 0. 020*

电针组 10 0. 064 ± 0. 006# 0. 069 ± 0. 035△

注: ZO-1，紧密连接蛋白; 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模

型组比较，△P ＜ 0. 05

2. 3 各组大鼠十二指肠透射电镜下观察结果
图 3 示，空白组大鼠十二指肠上皮细胞间隙正

常，模型组大鼠十二指肠上皮细胞间隙增宽，紧密

连接模糊，电针组大鼠十二指肠上皮细胞间隙较清

晰，无增宽。
图 4 示，透射电镜下观察十二指肠固有层浆细

胞超微结构的变化: 空白组大鼠浆细胞粗面内质网

无扩张，细胞膜完整。模型组大鼠浆细胞粗面内质
网发达且轻度扩张，细胞膜间隙增大，固有层存在

大量胶原纤维。电针组大鼠粗面内质网无扩张，线
粒体未见肿胀，细胞膜完整。

注: A，空白组; B-1、B-2，模型组; C，电针组; A、B-1、C，箭
头示浆细胞; B-2 箭头示固有层胶原纤维
图 4 各组大鼠十二指肠固有层电镜观察结果( ×15. 0k)

注: A，空白组; B，模型组; C，电针组; Inset A、Inset B、Inset C分别为各组放大图，箭头示紧密连接
图 3 各组大鼠十二指肠紧密连接电镜结果观察 ( × 20. 0k)
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注: A，空白组; B，模型组; C，电针组; ×100; Inset A、Inset B、Inset C分别为各组
□内放大图， ×400; 棕色或棕褐色深染区为阳性表达，箭头示闭锁蛋白阳性表达

图 1 各组大鼠十二指肠闭锁蛋白免疫组化结果

注: A，空白组; B，模型组; C，电针组; ×100; Inset A、Inset B、Inset C分别为各组
□内放大图， ×400; 棕色或棕褐色深染区为阳性表达，箭头示紧密连接蛋白阳性表达

图 2 各组大鼠十二指肠紧密连接蛋白免疫组化结果



3 讨论

中医学认为 FD属于 “痞满” “胃脘痛” “嘈
杂”等范畴，其中饮食不节和情志失调是主要病
因。因此，本研究采用多因素复合干预造模法，以
饮食不节、情志失调为致病因素复制 FD 模型。饮
食不节则脾失健运，情志不调则肝失疏泄。肝疏泄
失职，升降失常，亦会加重运化失调，损伤脾胃之

气。足三里为足阳明胃经合穴，也是胃腑下合穴，
可健脾益胃，滋后天生化之源。配合肝经原穴太
冲，舒肝理气，调和肝脾，使脾胃气机升降得以正

常，气机条达，脾胃自和，诸症自除。研究［13］表
明，电针可降低 FD模型大鼠胃内残留率、提高小
肠推进率，提示电针干预可增强胃肠动力，改善

FD相关症状。本研究结果显示，电针干预后，FD
大鼠体重明显增加。
近年来发现，FD 患者存在十二指肠黏膜通透

性增加，并认为可能与肠道低度炎症或免疫反应有

关［14 － 15］。肠黏膜通透性增加是肠黏膜屏障损伤的
表现，机械屏障的主要结构基础是肠上皮细胞间的

紧密连接。紧密连接蛋白包括跨膜蛋白、外周膜蛋
白和细胞骨架蛋白等［16］，可防止肠腔有害物质损

伤肠黏膜上皮细胞，对调节肠黏膜通透性起着重要

作用。闭锁蛋白是跨膜蛋白，可调节紧密连接的通
透性，维持细胞极性; ZO-1 是一种外周膜蛋白，
与闭锁蛋白和细胞骨架蛋白共同维持紧密连接的完

整性［17］。因此，闭锁蛋白、ZO-1 的表达是反应肠
黏膜屏障功能的重要指标。肠固有层浆细胞受抗原
刺激后合成分泌的免疫球蛋白 E ( IgE) 可参与速
发型变态反应，调节肠道免疫系统，抵御外源病菌

侵袭，是肠道黏膜免疫屏障的主要重要保卫者［18］。
因此，当肠道免疫激活时，浆细胞合成分泌代谢

活跃。
本研究结果显示，电针组大鼠体重增加大于模

型组。模型组大鼠十二指肠闭锁蛋白与 ZO-1 表达
降低，且电镜下紧密连接间隙变宽、边缘模糊，提
示 FD大鼠十二指肠黏膜机械屏障受损; 另外模型
组大鼠浆细胞粗面内质网增加、扩张，浆细胞处于
合成分泌活跃状态，表明 FD 大鼠十二指肠黏膜受
损，免疫屏障激活。经电针干预后，FD 大鼠模型
十二指肠闭锁蛋白与 ZO-1 表达显著增加，且电镜
下紧密连接间隙恢复至与空白组相似，边界清晰;

固有层浆细胞粗面内质网无扩张。以上结果提示在
FD大鼠模型中，电针干预可上调十二指肠闭锁蛋

白与 ZO-1 表达，恢复十二指肠黏膜机械屏障及黏
膜屏障稳态。各组大鼠中，只有模型组大鼠十二指
肠固有层出现大量胶原纤维，提示模型组大鼠十二

指肠存在炎性反应，这与肠道低度炎症参与 FD 发
病研究一致［15］，而电针干预可减轻肠道低度炎症，

减少胶原纤维沉积。FD与十二指肠紧密连接损伤，
紧密连接蛋白表达减少有关，这与前人研究［19 － 20］

结果一致。本研究发现，电针不仅可减轻紧密连接
损伤，还通过调节浆细胞活跃程度而调控肠道黏膜

免疫并减轻肠道炎症。关于电针干预如何调控肠黏
膜屏障从而缓解 FD症状仍需进一步探索。
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Effects of Electroacupuncture on Duodenal Tight Junction Protein and Plasma Cells in Functional Dyspepsia
Model Ｒats
WANG Dan1，2，ZHANG Hongxing1，ＲONG Peijing2，HOU Liwei2，LI Shaoyuan2，WANG Yu2，WANG
Junying2，ZHANG Jinling2，GUO Xiao3，ZHAO Bin2，ZHANG Yue2，ZHANG ZIxuan2，WANG Yifei2，HE
Jiakai2

1． Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan，430061; 2． Institute of Acupuncture and Moxibustion，China Academy of Chinese
Medical Sciences

ABSTＲACT Objective To explore the action mechanism of electroacupuncture ( EA) on functional dyspepsia
( FD) ． Methods A total of 30 SD rats were randomly divided into a blank group，a model group and an EA
group，with 10 rats in each group． Except for the blank group，the other rats were given multi-factor intervention to
prepare FD models． After successfully modeling，EA group was treated with EA for 14 days at“Zusanli ( ST36) ”and
“Tai Chong ( LＲ3) ”，while the other groups did not give any intervention． The expression of Occludin and tight junc-
tion protein ZO-1 of duodenum was detected by immunohistochemistry after intervention finished． The changes of duo-
denal tight junction and plasma cells were observed by electron microscope． Ｒesults Compared with the blank
group，the positive expression of Occludin and ZO-1 in the model group were significantly reduced ( P ＜ 0. 01) ． Un-
der electron microscope，the duodenal tight junctions were blurred and widened，the rough endoplasmic reticulum
( ＲEＲ) of plasma cells increased and expanded，as well as deposition of collagen fibers． Compared with the model
group，the duodenal Occludin and ZO-1 positive expression in the EA group were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ，
the tight junctions between the duodenal epithelial cells were relatively clear，the rough endoplasmic reticulum re-
duced in plasma cells，and there was no expansion and collagen fiber deposition． Conclusion EA play a role in
the treatment of FD by up-regulating expression of occludin and ZO-1，reducing intestinal low-grade inflammation，
regulating plasma cell activity，repairing the intestinal mucosal barrier．
Keywords functional dyspepsia; electroacupuncture; occludin; tight junction protein ( ZO-1) ; plasma cells; colla-
gen fibers
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