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［摘　要］　目的　研究艾灸对胃黏膜损伤修复相关细胞信号蛋白质的影响，探讨艾灸促进胃黏膜损伤修复的分子机制。 方

法　４０只ＳＤ大鼠随机分为正常组、模型组、胃经穴组和对照点组各１０只，采用束缚冷应激法建立应激性胃溃疡大鼠模型，胃

经穴组大鼠造模后鼠板束缚，艾灸胃经“梁门”、“足三里”穴位；对照点组鼠板束缚，艾灸对照点；空白组和模型组仅鼠板束缚，

各组均每次２０ｍｉｎ，每日１次，持续１２天。应用蛋白质指纹图谱技术和疏水芯片、亲水芯片、金属离子螯合芯片检测各组大鼠

胃黏膜细胞蛋白质指纹图谱，对比分析各组的差异蛋白质质荷比峰。 结果　各组蛋白质指纹图谱比较，３个芯片共检测出１０
个标志蛋白质差异表达，其中疏水芯片有３个标志蛋白质表达差异，分子量分别是２７３６Ｄａ、６９８５Ｄａ、７３２４Ｄａ；亲水芯片有１个

标志蛋白质表达差异，分子量是４５６１Ｄａ；金属离子螯合芯片有６个标志蛋白质表达差异，分子量分别是１０３４Ｄａ、２１３６Ｄａ、

３２６１Ｄａ、４８７１Ｄａ、７５８６Ｄａ、８２６７Ｄａ。 结论　艾灸可调节胃黏膜损伤模型大鼠多种相关信号蛋白质的差异表达，这可能是其促

进胃黏膜损伤修复的分子机制之一。
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　　胃黏膜损伤是消化系统疾病中常见的一种病理
反应，临床上艾灸对其有着较好的疗效［１－３］。近年
来随着蛋白质组学的发展，在双向凝胶电泳和质谱
基础上产生了一门新兴技术———蛋白质指纹图谱技

术即表面增强激光解析离子化飞行时间质谱技术
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技术可广泛用于低丰度小分子生物标志蛋白质的筛
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选［４－５］。我们利用该技术检测艾灸促进胃黏膜损伤
修复相关标志蛋白质的差异表达，旨在进一步探讨
艾灸干预胃黏膜损伤修复的客观物质基础及其生物

学机制，为临床上艾灸胃经（穴）治疗胃黏膜损伤疾
病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
疏水芯片、亲水芯片、金属离子螯合芯片购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 仪购自美国

Ｃｉｐｈｅｒｇｉｎ公司；蛋白抽提试剂盒（批号Ｐ００２８）和增
强型ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（批号Ｐ００１０）购自
上海碧云天生物技术有限公司；硝酸鉫 （批号

２８９８９２）、乙腈（批号３４８５１）、ａ－氰基－４－羟基肉桂酸
（批号Ｃ８９８２）、三氟乙酸（批号３０２０３１）均购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　实验动物
健康清洁级ＳＤ大鼠４０只，１０～１２周，雌雄各

半，由江西中医学院实验动物中心提供，动物合格证
号：医动检证字２０１０－０００５，饲养温度２０～２２℃，相
对湿度６５％～７０％，给予充足的标准饲料和饮用
水，在自然光暗周期的环境中饲养。

１．３　造模方法
采用束缚冷应激（ＷＲＳ）法［６］制作应激性胃溃

疡大鼠模型，实验动物造模前禁食不断水２４ｈ，将大
鼠仰卧固定在鼠板上，所用线绳松紧适度，然后将鼠
板直立浸于２０℃的恒温水箱中，水平面保持在胸骨
剑突部位，水浸１０ｈ后取出动物。

１．４　动物分组及处理

４０只大鼠按随机数字表法分为空白组、模型
组、胃经穴组、对照点组各１０只。胃经穴组大鼠造
模后，鼠板束缚，艾灸胃经梁门、足三里穴位；对照点
组大鼠造模后，鼠板束缚，艾灸对照点；空白组、模型
组大鼠仅鼠板束缚。各组均每次２０ｍｉｎ，每日１次，
持续１２天。

１．５　取穴方法
胃经穴组选取胃经“梁门”、“足三里”两穴，对照

点组选取“梁门”、“足三里”穴外侧旁开０．５ｃｍ处为
对照刺激点。穴位定位根据《实验针灸学》［７］。“足
三里”：膝关节后外侧，在腓骨小头下约５ｍｍ 处；
“梁门”：腹正中线与乳头线之间的中点，脐上４寸。
将大鼠固定，用动物特用艾炷（南阳神农艾草艾条
厂，规格：１８ｍｍ×２７ｍｍ），持于“梁门”、“足三里”和
对照点上２ｃｍ处悬灸，采用温和灸补法，每次取单

侧，两侧交替使用。

１．６　胃黏膜细胞蛋白质指纹图谱
大鼠麻醉后仰卧固定于鼠板上，摘出全胃，在胃

底剪开一小口，翻转使胃内面朝外，用生理盐水冲
洗，于胃黏膜损伤明显处，取１ｃｍ×０．５ｃｍ大小的
胃黏膜组织作标本。
胃黏膜细胞蛋白质抽提、定量均按照试剂盒说

明进行。采用ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ和疏水芯片、亲水
芯片、金属离子螯合芯片等检测胃黏膜组织蛋白的
差异表达，具体步骤如下：①蛋白溶液酶切：称取蛋
白样品１００μｇ，溶于１００μｌ　２５ｍｍｏｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 中。
加入分装保存的胰蛋白酶３μｇ，３７℃、１６ｈ后取出部
分稀释成所需浓度备用。②肽段富集：分别取疏水
芯片、亲水芯片、金属离子螯合芯片用０．４％乙酸／

６０％乙腈／水溶液洗４次；用４００ｍｍｏｌ　Ｇａ（ＮＯ３）３
溶液洗８次，用超纯水洗４次；用２％乙酸／２０％乙
腈／水溶液洗４次；用０．２％乙酸／２０％乙腈／水溶液
洗６次；蛋白质酶解混合物用酸性溶液２０％乙酸调

ｐＨ至３以下，再用化学芯片吸取、排出１４次；各芯
片用０．２％乙酸／２０％乙腈／水溶液洗６次，超纯水
洗４次，４μｌ　０．３％氨水洗脱，进行质谱分析。

１．７　统计学方法

采用蛋白质芯片阅读机读取数据（每天用标准
多肽和低于２００×１０３ 的蛋白质标准分子校正，系统

的质量偏差为１％），每次收集数据前以标准蛋白质
芯片校正分子量。采用 Ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ　３．０自带的

Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ　３．１软件对各组大鼠蛋白质指纹

图谱数据进行比较和ｔ检验，检测有表达差异的蛋
白质质荷比峰。

２　结果

２．１　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的疏水

芯片检测结果

表１示，各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质指纹图谱
疏水芯片结果比较，发现有３个标志蛋白质表达差

异，分子量分别是２７３６Ｄａ、６９８５Ｄａ、７３２４Ｄａ，其中模
型组与空白组比较，２７３６Ｄａ标志蛋白表达增高
（Ｐ＜０．０１）。胃经穴组、对照点组与模型组比较，

２７３６Ｄａ标志蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），

６９８５Ｄａ、７３２４Ｄａ标志蛋白表达增高（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。胃经穴组２７３６Ｄａ标志蛋白低于对照
组，６９８５Ｄａ、７３２４Ｄａ标志蛋白高于对照点组（Ｐ＜
０．０１）。
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表１　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的疏水芯片检测结果（质荷比，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ２７３６Ｄａ　 ６９８５Ｄａ　 ７３２４Ｄａ

空白组 １０　 ３．７６±０．７４　 ２．８６±０．５４　 ３．２２±０．６４
模型组 １０　 ７８．３２±３．８７＊ ４．７３±１．２５　 ３．５６±０．９８
胃经穴组 １０　 ６６．４７±１．３６△△▲ ２６．８７±２．３９△△▲ １１．８９±１．１２△△▲

对照点组 １０　 ７４．２９±５．２８△ ９．７５±３．０１△ １７．３１±２．５６△△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与对照点组比较，▲Ｐ＜０．０１

２．２　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的亲水
芯片检测结果

表２示，各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质指纹图谱
亲水芯片结果比较，发现有１个标志蛋白质表达差
异，分子量是４５６１Ｄａ，其中模型组与空白组比较，

４５６１Ｄａ标志蛋白表达增高（Ｐ＜０．０５）；胃经穴组与
模型组比较，４５６１Ｄａ标志蛋白表达下降 （Ｐ＜
０．０１）；对照点组与模型组比较，４５６１Ｄａ标志蛋白表
达增高（Ｐ＜０．０５）。胃经穴组和对照点组４５６１Ｄａ
标志蛋白表达差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表２　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的

　　亲水芯片检测结果（质荷比，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 　４５６１Ｄａ

空白组 １０　 ８１．９５±５．８９
模型组 １０　 ８９．２６±３．７５＊

胃经穴组 １０　 ２４．９１±６．３７△△▲

对照点组 １０　 ９３．６６±１０．１９△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１；与对照点组比较，▲Ｐ＜０．０１

２．３　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的金属
离子螯合芯片检测结果

表３示，各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质指纹图谱
金属离子螯合芯片结果比较，发现有６个标志蛋白
质表 达 差 异，分 子 量 分 别 是 １０３４Ｄａ、２１３６Ｄａ、

３２６１Ｄａ、４８７１Ｄａ、７５８６Ｄａ、８２６７Ｄａ，其中模型组与空
白组比较，１０３４Ｄａ、７５８６Ｄａ、８２６７Ｄａ标志蛋白表达
增高，３２６１Ｄａ标志蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）。胃经穴组与模型组比较，２１３６Ｄａ、４８７１Ｄａ、

７５８６Ｄａ 标 志 蛋 白 表 达 下 降，１０３４Ｄａ、３２６１Ｄａ、

８２６７Ｄａ标志蛋白表达增高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

对照点组与模型组比较，４８７１Ｄａ、７５８６Ｄａ标志蛋白
表达下降，１０３４Ｄａ、３２６１Ｄａ标志蛋白表达增高（Ｐ＜
０．０５或 Ｐ＜０．０１）。胃经穴组２１３６Ｄａ、３２６１Ｄａ、

４８７１Ｄａ、７５８６Ｄａ和８２６７Ｄａ标志蛋白与对照组点组
比较，差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论
胃黏膜损伤是多种胃疾病的始动环节，胃黏膜

在受到一定程度的损伤刺激后，可启动修复机制使
胃黏膜迅速恢复其完整性，以避免损伤向深层发展，
这是胃黏膜抵抗疾病的一种重要屏障能力［８］。然而
在应激状态下胃黏膜的更新发生异常，易引起急性
胃黏膜糜烂、出血、坏死、脱落、浅表溃疡形成［９－１０］。
胃黏膜损伤属中医学“胃痛”、“呕吐”范畴，主要由寒
邪客胃、饮食伤胃、肝气犯胃、脾胃虚弱等原因引起，
针灸对胃痛有着很好的防治作用。足阳明胃经与胃
腑密切相关，足三里为胃经合穴、胃腑下合穴，具有
调理脾胃、补中益气、通经活络、疏风化湿、扶正祛邪
之功能，《灵枢》曰：“邪在脾胃，则病肌肉痛，阳气有
余，阴气不足，则热中善饥；阳气不足，阴气有余，则
寒中肠鸣腹痛。阴阳俱有余，若俱不足，则有寒有
热，皆调于足三里”；梁门为足阳明胃经位于腹部的
穴位，根据“经脉所过，主治所及”的原理，可治疗胃
腑病。大量研究表明，针灸可以通过调节体内失衡
的免疫功能，抑制炎性细胞因子的基因表达，降低免
疫细胞对炎症的反应，实现抗感染、减轻炎症反应的
作用［１１－１２］。本课题组前期研究也发现，针灸胃经穴
对消化系统疾病具有良好的双向调节作用，能促进
胃黏膜损伤的修复，提高胃幽门括约肌的张力，促进
胃运动及其分泌功能［１３－１４］，揭示了针灸可通过调节

表３　各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质差异表达的金属离子螯合芯片检测结果（质荷比，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １０３４Ｄａ　 ２１３６Ｄａ　 ３２６１Ｄａ　 ４８７１Ｄａ　 ７５８６Ｄａ　 ８２６７Ｄａ

空白组 １０　 １１．２３±１．９９　 ８９．６５±１０．４５　 １２．５６±２．４６　 ４８．７４±２．９９　 ３７．８６±３．１１　 ６７．５４±１２．１３
模型组 １０　 ２１．６５±４．７２＊＊ ９２．５１±７．４８　 ８．９８±１．９８＊ ５０．６１±７．５４　 ４５．８７±１．１２＊ ９２．３８±１０．６３＊

胃经穴组 １０　 ２８．９８±５．９８△ ２３．４６±９．５４△△▲ ３２．９８±６．３３△△▲ １３．６６±５．１２△△▲ １０．１２±２．３１△△▲ ９６．１４±９．８７△▲

对照点组 １０　 ３１．７５±３．６５△△ ８８．５２±１１．８７△ １６．４４±４．１２△ ３９．４２±４．３８△△ ３２．７５±２．８９△ ９１．４３±１３．９９

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与对照点组比较，▲Ｐ＜０．０１
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机体内多种活性物质的表达，进而促进胃黏膜损伤
的修复。
蛋白质组是指由一个细胞或一个组织基因组所

表达的全部蛋白质，是从整体水平探索蛋白质的作
用模式、功能机制以及蛋白质群体内相互作用。

ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ技术是一种高通量、高灵敏度、高
特异性且微型化的蛋白质分析技术，可以在同一时
相分析整个蛋白质组，通过比较正常与疾病状态的
蛋白质组，有可能发现新的效应特异性相关蛋
白［１５］。严洁等［１６］采用 ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 技术和

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，
结果发现针刺治疗后大鼠胃黏膜细胞蛋白质指纹图

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，其中１个蛋白质质荷比峰明显升高，３个
蛋白质质荷比峰明显降低。本研究采用３种化学芯
片观察了艾灸胃经穴对胃黏膜细胞信号蛋白质的差

异表达，研究结果显示，艾灸胃经穴可促进应激性胃
溃疡大鼠胃黏膜细胞相关信号蛋白质的表达，３种
化学芯片中共检测出１０个标志蛋白质出现差异表
达。疏水芯片有３个标志蛋白质表达差异，其中艾
灸可调节分子量２７３６Ｄａ标志蛋白表达降低和

６９８５Ｄａ、７３２４Ｄａ标志蛋白表达增高，艾灸胃经穴调
节分子量２７３６Ｄａ和６９８５Ｄａ标志蛋白质的表达比
艾灸对照点更为显著；亲水芯片有１个标志蛋白质
表达差异，艾灸胃经穴可使上升的分子量４５６１Ｄａ
标志蛋白质表达下降，而艾灸对照点对上升的

４５６１Ｄａ标志蛋白质表达无下调作用，反而有所上
调；金属离子螯合芯片有６个标志蛋白质表达差异，
其中艾灸胃经穴可调节分子量２１３６Ｄａ、４８７１Ｄａ、

７５８６Ｄａ 标 志 蛋 白 表 达 下 降，１０３４Ｄａ、３２６１Ｄａ、

８２６７Ｄａ标志蛋白表达增高，艾灸对照点可调节分子
量４８７１Ｄａ、７５８６Ｄａ标志蛋白表达下降，１０３４Ｄａ、

３２６１Ｄａ标志蛋白表达增高。上述１０个标志蛋白质
可能是艾灸胃经穴促进胃黏膜损伤修复的特异效应

物质，艾灸胃经穴和艾灸对照点可调节不同特异效
应蛋白质的表达，但对于上述蛋白质的组成及其功
能尚需做进一步的深入研究。本实验研究亦表明艾
灸对胃黏膜损伤修复不是针对一种或两种蛋白质的

调节而发挥治疗作用，而可能是多种蛋白质参与的
复杂级联反应。
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