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电针“风池”“外关”“阳陵泉”对慢性偏头痛模型
大鼠痛觉敏化和三叉神经节PKC/TRPV1通路的影响
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［摘要］ 目的　从痛觉敏化角度探讨电针风池、外关、阳陵泉治疗慢性偏头痛的可能作用机制。方法　将

40 只 SPF 级 SD 大鼠随机分为空白组、模型组、电针组、电针+激动剂组、抑制剂组，每组 8 只。除空白组

外，其余各组大鼠采用腹腔注射硝酸甘油建立慢性偏头痛大鼠模型。大鼠造模成功后，电针组予电针双侧

“风池”“外关”“阳陵泉”，每次 30 min；电针+激动剂组在电针组的基础上经眶下孔注射蛋白激酶 C （PKC）
激动剂 Phorbol 12-myristate 13-acetate Abcam （1. 0 ng/μl） 25 μl；抑制剂组经眶下孔注射 PKC 抑制剂 Chelery⁃
thrine Chloride （1. 0 ng/μl） 10 μl；空白组、模型组、抑制剂组均予捆绑束缚 30 min，不做其他干预。各组均

连续干预 5 天。干预结束后对大鼠进行眶周、后足机械痛阈值及后足热痛阈值测定；分别运用 Western Blot
法、实时荧光定量 PCR 法、免疫荧光法检测三叉神经节组织中瞬时受体电位香草酸亚型 1 （TRPV1）、磷酸

化瞬时受体电位香草酸亚型 1 （p-TRPV1）、PKC 蛋白水平，Trpv1、Pkc mRNA 表达以及 TRPV1、PKC 平均荧

光强度。结果　与空白组比较，模型组大鼠眶周、后足机械痛阈值及后足热痛阈值均降低，三叉神经节组织

中 TRPV1、PKC、p-TRPV1 蛋白水平，Trpv1、Pkc mRNA 表达以及 TRPV1、PKC 平均荧光强度均升高 （P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与模型组比较，电针组大鼠眶周、后足机械痛阈值及后足热痛阈值均升高，三叉神经节

组织中 TRPV1、PKC、p-TRPV1 蛋白水平，Trpv1、Pkc mRNA 表达以及 TRPV1 平均荧光强度均降低；电针+
激动剂组大鼠三叉神经节组织中 TRPV1 平均荧光强度降低；抑制剂组大鼠眶周机械痛阈值和后足热痛阈值

升高，三叉神经节组织中 TRPV1、PKC、p-TRPV1 蛋白水平以及 TRPV1、PKC 平均荧光强度均降低 （P＜
0. 05或P＜0. 01）。与电针组比较，电针+激动剂组大鼠三叉神经节组织中TRPV1、PKC、p-TRPV1蛋白水平以及

Trpv1 mRNA 表达均升高 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。结论　电针“风池”“外关”“阳陵泉”可提高慢性偏头痛

大鼠机械痛阈值及热痛阈值，减弱痛觉敏化，其机制可能与抑制PKC/TRPV1通路有关。
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慢性偏头痛（chronic migraine，CM）是指频繁

发作 （＞15 次/月），持续 3 个月以上的偏头痛［1］。

据统计，CM影响全球 1. 7%~4. 0%的人口，且每年

约有 2. 5% 的发作性偏头痛进展为 CM，严重降低

了患者的生活质量［2］。电针作为CM非药物治疗方

法之一，具有安全性高、疗效显著等治疗优势［3］。

偏头痛属于少阳经头痛，风池、阳陵泉、外关作为

少阳经特定穴，针刺三者治疗偏头痛临床疗效肯

定［4］，且能减少CM患者神经源性炎症［5］。

在神经病理性疼痛疾病的发展过程中，患者会

形成痛觉敏化状态，包括中枢敏化和外周敏化［6］。

CM患者中枢敏化常表现为恶心、呕吐、认知功能

下降等，外周敏化常表现为扳机点、声音、光线、

嗅觉超敏等与三叉神经相关的局部症状［1］。伤害性

感受器可塑性变化是痛觉敏化形成的关键因素之

一［7］。瞬时受体电位香草酸亚型 1 （TRPV1）作为

一种伤害性感受器，高表达于三叉神经节、背根神

经节、迷走神经节等中小型神经元中，其在慢性疼
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痛患者的神经组织中有不同程度的改变，可介导疼

痛发生［8］。研究［9］证明，CM患者头皮血管动脉壁

神经纤维中的TRPV1表达更高，而蛋白激酶C（PKC）
的活化能引起 TRPV1 受体的磷酸化，调节 TRPV1
敏感性，降低其对机械和热刺激的反应阈值，从而

参与炎症和痛觉敏化的形成［10］。本研究通过建立

CM大鼠模型，从痛觉敏化及外周PKC-TRPV1通路

角度探讨电针风池、外关、阳陵泉治疗CM的可能

作用机制，为其临床应用提供实验依据。本研究已

通过湖南中医药大学实验动物伦理委员会审批，批

件号：LL2023053110。
1　材料与方法

1. 1　动物

选取 SPF 级 SD 大鼠 40 只，体质量 200~250 g，
雌雄各半，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，实验动物生产许可证号：SCXK（湘）2019-0004。
于湖南中医药大学动物实验中心饲养，温度 20~
25 ℃，湿度 50%~70%，12 h光/暗循环控制，自由

进食和饮水，雌雄分笼。

1. 2　主要试剂和仪器

硝酸甘油注射液（1 ml︰5 mg，货号：H11020289），
北京益民药业有限公司；PBS缓冲液（货号：HY-

K3005）、二甲基亚砜 （货号：HY-Y0320）、多聚

甲醛（货号：HY-Y0333）、DAPI染液（货号：HY-

D0814）、抗荧光淬灭封片剂（货号：HY-K1042）、

PKC 激动剂 Phorbol 12-myristate 13-acetate Abcam
（PMA，货号：HY-13956）、PKC 抑制剂 Chelery⁃
thrine Chloride （CC，货号：HY-12048），MedChe⁃
mExpress公司；戊巴比妥钠（货号：H31020240），

上海上药新亚药业有限公司；TRPV1抗体（货号：

DF10320）、磷酸化瞬时受体电位香草酸亚型 1 （p-

TRPV1）抗体（货号：AF8520）、PKC抗体（货号：

AF6197），Affinity Biosciences 公司；GAPDH 单克

隆抗体 （货号：YM3029）、HRP 羊抗兔 （货号：

RS0002）、HRP 羊抗鼠 （货号：RS0001）、即用型

鼠兔通用二抗（货号：RS0011）、远红外荧光二抗

（货号：RS23910），美国 Immunoway 公司；Trizol
溶液（货号：15596026），美国Ambion公司；快速

qPCR 试剂盒（货号：KM4101），KAPA Biosystems
公司；反转录引物 Oligo （dT） 18 Primer （货号：

3806）、反转录酶（货号：2690A）、重组型RNA酶

抑制剂 （货号：2313A），TAKARA 公司；脱氧核

苷三磷酸底物 （货号：PC2200）、裂解液 （货号：

R0010），Solarbio 公司；超敏 ECL 化学发光试剂盒

（货号：P10200），苏州新赛美生物科技有限公司。

华佗牌一次性针灸针 （0. 18 mm×13 mm）、电

子针疗仪（型号：SDZ-Ⅱ），苏州医疗用品有限公

司；纤毛机械刺激针 （型号：Von Frey），深圳瑞

沃德生命科技有限公司；足底测痛仪（型号：UGO），

Ugo Basile 公司；PCR 仪（型号：GE48527），杭州柏

恒科技有限公司；超微量分光光度计 （型号：

Nano-300），杭州奥盛仪器有限公司；荧光成像

（型号：Odyssey），美国 LICOR 公司；酶标仪（型

号： SpectraMax M5E），美国 Molecular Devices 公

司；石蜡病理切片机（型号：RM2016），上海徕卡

仪器有限公司；组织摊片机（型号：KD-P），浙江

省金华市科迪仪器设备有限公司；正置荧光显微

镜、成像系统（型号：NIKON DS-U3），日本尼康公司。

1. 3　动物分组及造模方法

大鼠适应性喂养 1周后，按随机数字表法分为

空白组、模型组、电针组、电针+激动剂组、抑制

剂组，每组 8只。除空白组外，其余各组大鼠予腹

腔注射 10 mg/kg硝酸甘油注射液隔日 1次，共注射

5 次，建立 CM 大鼠模型［11］。造模结束后大鼠热、

痛阈值较空白组大鼠显著降低，差异有统计学意

义，说明引起急性痛觉过敏，证明造模成功［12］。

1. 4　干预方法

所有大鼠均造模成功，电针+激动剂组大鼠经

眶下孔注射 PKC 激动剂 PMA（1. 0 ng/μl） 25 μl，抑

制剂组大鼠经眶下孔注射PKC抑制剂CC（1. 0 ng/μl）
10 μl。经眶下孔注射给药方法［13］：腹腔注射1%戊

巴比妥钠 40 mg/kg麻醉大鼠，后用碘伏对大鼠双侧

触须垫进行消毒，在面部体表仔细扪及大鼠颧骨及

鼻骨交界处的凹陷（位于大鼠鼻翼旁约 1 cm），以

确定进针点；持微量注射器自进针点刺入后，探查

并刺入眶下孔，注射药物。注射药物结束 30 min
后，电针组、电针+激动剂组大鼠捆绑束缚并予电

针干预 30 min。选取大鼠双侧“风池”“外关”“阳

陵泉”，取穴定位参照《大鼠穴位图谱的研制》［14］。

将大鼠捆绑束缚在固定台上，采用0. 18 mm×13 mm
一次性华佗牌针灸针进行针刺干预，根据穴位特点

进针 3~6 mm，应用平补平泻的捻转手法，捻转角

度约 180°，频率约 120 次/min，持续捻转约 1 min。
行针结束后，选取同侧的“外关”和“阳陵泉”穴

位连接华佗牌电子针疗仪的正负极进行电针治疗，

波形选用疏密波（10 Hz/50 Hz），刺激强度以大鼠双

上肢出现规律性抖动为判断标准，每次电针刺激时
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长为 30 min。空白组、模型组、抑制剂组予相同方

法捆绑束缚固定 30 min，不做其他干预。以上各组

干预均每日1次，连续5日。

1. 5　观察指标及方法

1. 5. 1　机械痛阈值测定　最后一次干预2 h后，按

照“up-down”法［15］进行眶周机械痛阈值、后足机

械痛阈值测定。1） 眶周机械痛阈值测定：使用

Von Frey纤维丝按照“上上下下”的方法测量大鼠

左侧眶周机械痛阈值。统一选取 2 g 的 Von Frey 纤

维丝作为起始测量力度作用于大鼠左侧眶上部，若

刺激过程中大鼠出现快速缩头、挠头或拨开纤维丝

等反应时为阳性反应，记为“X”，否则为阴性反

应记为“O”；若刺激过程中大鼠走动或者一刺激

就挠头为可疑阳性反应，需等大鼠安静后再行测

量。连续两次眶上部刺激后，变更为两次眶下部刺

激，循环交替，相邻刺激间隔至少 7 s，采取阳性

降阶、阴性升阶的测量方法，直到第一次出现

“X”“O”交叉时，再测量 4 次，最后一次测量的

Von Frey 纤维丝克数的对数记为 Xf。根据公式［15］

计算痛阈值，即 50% 机械痛阈值=（10［Xf+kδ］）/
10000，δ=0. 224，k 值来源于文献 ［15］ 后附录。

2）后足机械痛阈值测定：根据大鼠体型分别放入

自制铁丝网笼中 （以允许头和前后爪自由活动为

度）静置 30 min后，统一选取 10 g的Von Frey纤维

丝作为起始测量力度作用于大鼠左侧掌跖部无毛

处，使 Von Frey 纤维丝垂直刺激呈“S”型，作用

时间 6~8 s；若刺激过程中大鼠抬足或舔舐被刺激

侧则为阳性反应，记为“X”，否则为阴性反应记

为“O”；若刺激过程中大鼠走动或者一刺激就抬

足为可疑阳性反应，需等大鼠安静后再行测量。相

邻刺激间隔至少 7 s，采取阳性降阶、阴性升阶的

测量方法，直到第一次出现“X”“O”交叉时，再

测量 4次，最后一次测量的Von Frey纤维丝克数的

对数则为Xf，根据公式［15］计算痛阈值。

1. 5. 2　后足热痛阈值测定　按照文献［16］报道

方法测定：将大鼠放在 UGO 足底测痛仪的透明分

隔中30 min进行适应，待大鼠安静后开始后足热痛

阈值测定。将测痛仪灯芯对准大鼠左后足足底中心

部位，打开热源开关（热刺激强度 48%，保护时间

为 20 s），当大鼠出现快速抬起被测后足、舔舐被

测后足等行为时立即关闭热源开关，并记录大鼠后

足的热痛反应时间。若大鼠出现走动、小幅度挪动

等可疑阳性反应，则 5 min后再次测量，每只大鼠

重复测量 4次，相邻测量间隔 5 min，4次测量的平

均值即该大鼠的后足热痛阈值。

1. 5. 3　实时荧光定量 PCR 法检测大鼠三叉神经节

组织中 Trpv1、Pkc mRNA 表达　机械痛阈值和热痛

阈值测量结束后，腹腔注射1%戊巴比妥钠40 mg/kg
麻醉大鼠，脱颈处死，迅速断头，从枕骨大孔沿正

中线剪开颅顶部骨面并掀起，暴露并剥离脑组织，

用钝性分离和锐性分离法将三叉神经节分离后切断

并用镊子取出，一部分于冻存管内-80 ℃冻存备

用，另一部分于4%多聚甲醛中固定后4 ℃保存备用。

取冻存的大鼠三叉神经节组织，使用 Trizol溶
液提取总 RNA，通过分光光度计检测其浓度和纯

度，选取 OD 值在 1. 8~2. 0 范围内的样本留用。随

后，取 20 μl 的反应混合物置于 42 ℃环境下孵育

60 min，再加热至 70 ℃孵育 15 min，将总 RNA 反

转录为稳定的 cDNA。利用荧光定量 PCR 仪进行

PCR 反应。Pkc 引物：上游 GAAAGGCAGTTTTGG-

GAAGG，下游 GGTGGAATGAAGTTGTGTGAG，长

度 196 bp；Trpv1 引物：上游 CGAGTGCCGACACC-

TATC，下游TTCAAGGGTTCCACGAGA，长度177bp；
Gapdh 引物：上游 CAAGTTCAACGGCACAG，下游

CCAGTAGA-CTCCACGACAT，长度 138 bp。引物

由 TAKARA 公司合成，反应条件为 56 ℃、10 s，
95 ℃、5 s，72 ℃、25 s，共 40 个循环。内参基因

为Gapdh，通过2-△△CT方法分析基因相对表达量。

1. 5. 4　Western Blot法检测三叉神经节组织中TRPV1、
p-TRPV1、PKC 蛋白水平　取冻存的大鼠三叉神经

节组织，加入 200 μl裂解液裂解，使用高速冷冻离

心机在 4 ℃、12 000 r/min （离心半径 10 cm）离心   
5 min，取上清液，存于-20 ℃冰箱。利用BCA法测

定蛋白浓度，将提取的蛋白与 5×蛋白上样缓冲液

混合 （比例 4∶1），沸水热浴 10 min 后冷却至室

温。制备电泳胶进行电泳分离，使用PVDF膜进行

转膜，条件为 200 mA、90 min。膜转后用含 1% 
BSA 的 TBST 缓冲液室温封闭 1 h，随后加入一抗

（TRPV1、p-TRPV1、PKC稀释比例均为 1∶1000），

再加入二抗（稀释比例为 1∶10 000），使用ECL化

学发光试剂发光，并通过X光胶片曝光显影。利用

Image J 1. 54f软件分析胶片灰度值，以β-actin作为

内参对照，以目的蛋白与内参灰度值的比值表示目

的蛋白水平。

1. 5. 5　免疫荧光法检测三叉神经节组织中TRPV1、

PKC 平均荧光强度　取固定于 4%多聚甲醛中的三

叉神经节组织，常规石蜡包埋，将各组样本石蜡切

片（厚度 5 μm）洗净，经高压抗原修复后，滴加
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山羊血清封闭液，37 ℃培养箱孵育30 min。然后滴

加一抗（TRPV1、PKC 稀释比例均为 1︰200），加

盖置于 37 ℃培养箱孵育 60 min，PBS-T 溶液冲洗 3
次后，滴加免疫荧光二抗（山羊抗兔 IgG、山羊抗

小鼠 IgG稀释比例均为 1∶400），加盖置于 37 ℃培

养箱避光孵育 50 min，PBS-T 溶液冲洗 3 次后，用

抗荧光淬灭封片剂封片。采用数字切片扫描仪扫描

荧光切片，每张随机选取 3 个视野检测 TRPV1、
PKC平均荧光强度。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计分析。计量资料

均符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，两两比较方差齐者

采用 LSD 检验，方差不齐者采用 TamhaneT2检验。

以P＜0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠机械痛阈值及热痛阈值比较

表 1示，与空白组比较，模型组大鼠眶周机械

痛阈值、后足机械痛阈值及后足热痛阈值均降低

（P＜0. 01）。与模型组比较，电针组上述各痛阈值

均升高（P＜0. 05或P＜0. 01）；抑制剂组眶周机械

痛阈值、后足热痛阈值升高 （P＜0. 05），但后足

机械痛阈值差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 2　各组大鼠三叉神经节组织中Trpv1、Pkc mRNA
表达比较

表 2示，与空白组比较，模型组大鼠三叉神经

节组织中Trpv1、Pkc mRNA表达均升高（P＜0. 01）。
与模型组比较，电针组三叉神经节组织中 Trpv1、
Pkc mRNA 表达均降低 （P＜0. 01）。与电针组比

较，电针+激动剂组三叉神经节组织中Trpv1 mRNA
表达升高（P＜0. 05），但Pkc mRNA表达差异无统

计学意义（P＞0. 05）。

2. 3　各组大鼠三叉神经节组织中 TRPV1、PKC、

p-TRPV1蛋白水平比较

表 3示，与空白组比较，模型组大鼠三叉神经

节组织中TRPV1、PKC、p-TRPV1蛋白水平均升高

（P＜0. 01）。与模型组比较，电针组和抑制剂组三

叉神经节组织中TRPV1、PKC、p-TRPV1蛋白水平

均降低（P＜0. 01）。与电针组比较，电针+激动剂

组三叉神经节组织中TRPV1、PKC、p-TRPV1蛋白

水平均升高 （P＜0. 01）。各组大鼠三叉神经节组

织中TRPV1、PKC、p-TRPV1蛋白电泳图见图1。

2. 4　各组大鼠三叉神经节组织中 TRPV1、PKC 平

均荧光强度比较

表 4示，与空白组比较，模型组大鼠三叉神经

节组织中TRPV1和PKC平均荧光强度均升高（P＜
0. 05或P＜0. 01）。与模型组比较，电针组、电针+
激动剂组、抑制剂组三叉神经节组织中 TRPV1 平

均荧光强度降低，抑制剂组 PKC 平均荧光强度降

表1　各组大鼠机械痛阈值及热痛阈值比较

Table 1　Comparison of mechanical pain threshold and thermal 
pain threshold among different groups of rats （x̄±s）

组别

空白组

模型组

电针组

电针+激动剂组

抑制剂组

鼠数

8
8
8
8
8

眶周机械痛

阈值/g
0. 46±0. 12
0. 05±0. 04a）

0. 35±0. 14b）

0. 17±0. 09
0. 31±0. 13c）

后足机械痛

阈值/g
4. 37±1. 33
0. 90±0. 42a）

2. 68±0. 49b）

1. 45±0. 40
1. 33±0. 41

后足热痛阈

值/s
10. 82±1. 12

7. 26±1. 33a）

8. 92±1. 67c）

7. 94±1. 78
8. 76±1. 28c）

注：a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；
c）与模型组比较，P＜0. 05。

表2　各组大鼠三叉神经节组织中Trpv1、Pkc mRNA
表达比较

Table 2　Comparison of Trpv1 and Pkc mRNA expression in 
the trigeminal ganglion tissue among different groups of rats

（x̄±s）

组别

空白组

模型组

电针组

电针+激动剂组

抑制剂组

鼠数

8
8
8
8
8

Trpv1

1. 01±0. 16
6. 67±0. 93a）

3. 45±0. 12b）

6. 07±0. 62c）

5. 50±0. 37

Pkc

1. 01±0. 16
6. 57±0. 75a）

1. 73±0. 14b）

5. 10±0. 26
2. 47±0. 16

注：Trpv1，瞬时受体电位香草酸亚型1；Pkc，蛋白激酶C。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与电针组比较，P＜0. 05。

表3　各组大鼠三叉神经节组织中TRPV1、PKC、p-TRPV1
蛋白水平比较

Table 3　Comparison of TRPV1，PKC，and p-TRPV1 protein 
levels in the trigeminal ganglion tissue 

among different groups of rats （/β-actin，x̄±s）

组别

空白组

模型组

电针组

电针+激动剂组

抑制剂组

鼠数

8
8
8
8
8

TRPV1
0. 71±0. 10
1. 47±0. 20a）

0. 99±0. 10b）

1. 40±0. 17c）

1. 17±0. 14b）

PKC
0. 71±0. 12
1. 57±0. 21a）

1. 08±0. 18b）

1. 42±0. 18c）

1. 14±0. 19b）

p-TRPV1
0. 66±0. 07
1. 45±0. 06a）

0. 97±0. 08b）

1. 35±0. 06c）

1. 12±0. 06b）

注：TRPV1，瞬时受体电位香草酸亚型 1；PKC，蛋白激酶C；

p-TRPV1，磷酸化瞬时受体电位香草酸亚型1。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；

c）与电针组比较，P＜0. 01。
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低（P＜0. 05或P＜0. 01）。各组大鼠三叉神经节组

织中TRPV1、PKC免疫荧光图见图2。

3　讨论

从经络辨证的角度出发，侧头部属于少阳经循

行范围，故针刺治疗偏头痛多选取少阳经腧穴以疏

通少阳［17］。既往研究表明，风池、阳陵泉、外关

是治疗急性偏头痛的高频穴位［18-19］。风池、阳陵泉

属于足少阳胆经穴位，外关属于手少阳三焦经穴

位，我们认为该三穴为“少阳经特定穴”，三穴共

用有疏泄少阳、通络止痛之功，临床常以该三穴治

疗急性或慢性偏头痛。有研究［20-21］表明，电针少

阳经特定穴可显著改善偏头痛模型大鼠的疼痛程

度。因此，本研究选取电针“风池”“外关”“阳陵

泉”三穴，探讨其对CM模型大鼠痛觉敏化和相关

通路的影响，以期为临床电针治疗 CM、降低痛觉

敏化并改善CM伴随症状的作用机理提供一定参考。

本研究通过测定眶周机械痛阈值、后足机械痛

阈值及后足热痛阈值来测量痛觉敏化的状态，但三

者侧重点有所不同：后足机械痛阈值及后足热痛阈

值偏向于中枢敏化，而眶周机械痛阈值偏向于外周

敏化。TRPV1 作为伤害性刺激分子整合器，高表

达于三叉神经元中，其可被多种理化因素如辣椒

表4　各组大鼠三叉神经节组织中TRPV1、PKC平均荧光

强度比较

Table 4　Comparison of the average fluorescence intensity of 
TRPV1 and PKC in the trigeminal ganglion tissue 

among different groups of rats （x̄±s）

组别

空白组

模型组

电针组

电针+激动剂组

抑制剂组

鼠数

8
8
8
8
8

TRPV1
1. 00±0. 07
1. 16±0. 14a）

1. 04±0. 11c）

1. 08±0. 06d）

1. 01±0. 08c）

PKC
1. 00±0. 24
1. 44±0. 29b）

1. 19±0. 42
1. 32±0. 21
1. 10±0. 13d）

注：TRPV1，瞬时受体电位香草酸亚型1；PKC，蛋白激酶C。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与空白组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与模型组比较，P＜0. 05。

注：TRPV1，瞬时受体电位香草酸亚型 1；PKC，蛋

白激酶C；p-TRPV1，磷酸化瞬时受体电位香草酸亚型1。
图1　各组大鼠三叉神经节组织中TRPV1、PKC、

p-TRPV1蛋白电泳图

Figure 1　Electrophoresis of TRPV1，PKC，and 
p-TRPV1 protein in the trigeminal ganglion tissue 

among different groups of rats

注：TRPV1，瞬时受体电位香草酸亚型1；PKC，蛋白激酶C。

红色荧光为TRPV1阳性表达，绿色荧光为PKC阳性表达，蓝色荧光为细胞核染料。

图2　各组大鼠三叉神经节组织中TRPV1、PKC免疫荧光图

Figure 2　Immunofluorescence images of TRPV1 and PKC in the trigeminal ganglion tissue
among different groups of rats
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素、H+ （pH＜6. 0）、机械刺激及热刺激等激活，

引起神经末梢去极化产生动作电位，诱导疼痛产

生［22］。TRPV1 通道是非选择性阳离子通道，当

TRPV1 活化后，其通道开放能力进一步增强，促

进神经元产生并释放多种神经肽类物质，介导血管

舒张，增加血流量，引起神经源性炎症，参与痛觉

敏化形成［23］，进一步加重偏头痛。PKC 是细胞内

重要的信号转导分子，在伤害性刺激的传导中发挥

重要作用［24］。当炎症刺激神经末梢伤害性感受器

时，炎症因子与细胞膜上G蛋白偶联受体结合，会

激活 PKC 通路［25］。PKC 通路的激活能促使底物活

化，引起TRPV1受体的磷酸化，即激活PKC/TRPV1
通路，升高 TRPV1 蛋白水平，进而参与炎症和痛

觉敏化过程，是炎症反应和痛觉敏化形成的重要环

节［26］。本研究设立PKC相关的抑制剂组和电针+激
动剂组，进一步验证电针对PKC的影响。

本研究结果显示，与空白组比较，模型组大鼠

三叉神经节组织中PKC、TRPV1、p-TRPV1蛋白水

平及Pkc、Trpv1 mRNA表达均升高，免疫荧光检测

结果趋势亦与其一致，而机械痛阈值及热痛阈值均

降低，提示CM模型大鼠处于痛觉敏化状态，此现

象可能与三叉神经节组织中 PKC/TRPV1 通路被激

活，导致 TRPV1 水平升高有关。与模型组比较，

抑制剂组PKC、 TRPV1、 p-TRPV1蛋白水平及TRPV1、
PKC平均荧光强度均降低，眶周机械痛阈值及后足

热痛阈值升高，可以推测 PKC 抑制剂减弱大鼠痛

觉敏化与抑制 PKC-TRPV1通路而降低 TRPV1水平

有关。经电针干预后，大鼠三叉神经节组织中上述

PKC、TRPV1的蛋白水平、mRNA表达及平均荧光

强度均降低，机械痛阈值及热痛阈值均升高，提示

电针“风池”“外关”“阳陵泉”能减弱CM模型大

鼠痛觉敏化状态，其机制可能与抑制 PKC-TRPV1
通路，降低 TRPV1 水平而抑制痛觉敏化有关。电

针+激动剂组机械痛阈值及热痛阈值较模型组差异

无统计学意义，仅 TRPV1 平均荧光强度较模型组

降 低 ， 且 TRPV1、 PKC、 p-TRPV1 蛋 白 水 平 及

Trpv1 mRNA表达较电针组均升高，提示电针+激动

剂组大鼠仍处于痛觉敏化状态，其电针效应的减弱

可能与PKC激活导致PKC-TRPV1通路的活化有关。

综上所述，电针“风池”“外关”“阳陵泉”能

提高CM模型大鼠的疼痛阈值，减弱痛觉敏化，其

机制可能与抑制 PKC-TRPV1 通路有关。然而，本

研究未进一步探索电针对CM模型大鼠脑干及丘脑

中PKC-TRPV1通路的影响，后续有待进一步研究。
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Effects of Electroacupuncture at "Fengchi" （GB 20）， "Waiguan" （TE 5）， and "Yanglingquan" （GB 34） on 
Nociceptive Sensitization and PKC/TRPV1 Pathway in the Trigeminal Ganglion of Chronic Migraine Model Rats
ZENG Yixiang， TU Runze， ZHAO Shucong， YANG Yang， WEN Haojia， HE Zhuozhong， ZHOU Shengli， 
TAN Lei， HE Ke， FU Lei
The Second Affiliated Hospital of Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，410005
ABSTRACT Objective　To explore the possible mechanisms of electroacupuncture at Fengchi （GB 20）， Waiguan 
（TE 5）， and Yanglingquan （GB 34） in treating chronic migraine from the perspective of nociceptive sensitization.
Methods　 Forty SPF-grade SD rats were randomly divided into blank group， model group， electroacupuncture 
group， electroacupuncture + agonist group， and inhibitor group， with 8 rats in each group.  Except for the blank 
group， rats were injected intraperitoneally with nitroglycerin to establish a chronic migraine rat model.  After successful 
modeling， the electroacupuncture group received electroacupuncture at bilateral "Fengchi" （GB 20）， "Waiguan" （TE 5）， 
and "Yanglingquan" （GB 34） for 30 minutes each session.  The electroacupuncture + agonist group received the same 
electroacupuncture treatment and additional injection of protein kinase C （PKC） agonist Phorbol 12-myristate 13-acetate 
（1. 0 ng/μl， 25 μl） via the infraorbital foramen.  The inhibitor group received PKC inhibitor Chelerythrine Chloride 
（1. 0 ng/μl， 10 μl） via the infraorbital foramen.  The blank group， model group， and inhibitor group underwent 
restraint for 30 minutes without other interventions.  All groups were continuously intervened for 5 days.  After the 
intervention， the nociceptive thresholds （mechanical and thermal pain） of the periorbital area and hind paw were mea⁃
sured.  The expression levels of transient receptor potential vanillic acid subtype 1 （TRPV1）， phosphorylated TRPV1 
（p-TRPV1）， PKC proteins， Trpv1， Pkc mRNA， and the average fluorescence intensity of transient receptor potential 
vanillic acid subtype 1 （TRPV1） and PKC in the trigeminal ganglion were detected using Western Blot， real-time fluo⁃
rescence quantitative PCR， and immunofluorescence methods.   Results　Compared with the blank group， the me⁃
chanical and thermal pain thresholds of the periorbital area and hind paw were reduced in the model group， and the 
protein levels of TRPV1， PKC， p-TRPV1， as well as the mRNA expression of Trpv1 and Pkc， and the average fluores⁃
cence intensity of TRPV1 and PKC in the trigeminal ganglion significantly increased （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Com⁃
pared with the model group， the electroacupuncture group exhibited increased mechanical and thermal pain thresholds 
in the periorbital and hind paw areas， and decreased protein levels of TRPV1， PKC， p-TRPV1， mRNA expression of 
Trpv1 and Pkc， and average fluorescence intensity of TRPV1.  In the electroacupuncture + agonist group， the average 
fluorescence intensity of TRPV1 in the trigeminal ganglion decreased.  The inhibitor group exhibited increased mechani⁃
cal pain thresholds in the periorbital area and thermal pain thresholds in the hind paw， along with decreased protein levels 
of TRPV1， PKC， p-TRPV1， and the average fluorescence intensity of TRPV1 and PKC （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Com⁃
pared with the electroacupuncture group， the electroacupuncture + agonist group showed an increase in the protein levels 
of TRPV1， PKC， p-TRPV1， and the mRNA expression of Trpv1 （P＜0. 05 or P＜0. 01）.   Conclusion　Electroacupunc⁃
ture at the "Fengchi" （GB 20）， "Waiguan" （TE 5）， and "Yanglingquan" （GB 34） acupoints can increase the mechanical 
and thermal pain thresholds in chronic migraine rats and alleviate nociceptive sensitization.  The mechanism may be 
related to the inhibition of PKC/TRPV1 pathway.
Keywords chronic migraine； nociceptive sensitization； electroacupuncture； transient receptor potential vanillic 
acid subtype 1； protein kinase C； Fengchi（GB 20）； Waiguan （TE 5）； Yanglingquan （GB 34）

（收稿日期：2024 - 09 - 22；修回日期：2024 - 11 - 25）
［编辑：邓 媛］

··289


