
书书书

基金项目：国家自然科学基金面上项目（８１５７４０５６）；国家自然科学基金青年基金项目（８１８０４１８３）
作者简介：徐立雷（１９９８０７—），男，本科，研究方向：中医针灸，Ｔｅｌ：（０５７１）８６６１３７６８，Ｅｍａｉｌ：２５４６３０２５８８＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：邵晓梅（１９７７０２—），女，博士，研究员，研究方向：针刺镇痛效应基础研究，Ｅｍａｉｌ：１３１８５０９７３７５＠１６３ｃｏｍ

专题———针刺镇痛

痛记忆模型大鼠 ＡＣＣ脑区蛋白质组学研究
及电针干预
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摘要　目的：采用蛋白质组学方法筛选痛记忆模型大鼠ＡＣＣ脑区差异蛋白，并进一步筛选与电针干预痛记忆可能相关的
差异蛋白，为电针干预痛记忆的深入研究提供理论支持。方法：将１８只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为空白组（生理盐水对照
组）、模型组和电针组，每组６只。模型组及电针组大鼠通过二次角叉菜胶足跖注射建立痛记忆模型。对照组注射同等剂
量的生理盐水。电针组于首次注射后５ｈ、１～５ｄ进行电针治疗。模型组与空白组仅作与电针组相同的束缚处理。分别
检测３组大鼠造模前，首次注射后４ｈ、５ｄ和二次注射后４ｈ、７２ｈ的机械痛阈。二次注射后第３天，大鼠处死后取ＡＣＣ脑
组织。以双向凝胶电泳分离，双向电泳后经不同波长光激发扫描得到不同样品的蛋白质组图谱，经ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄ６０软
件进行分析后，筛选相差在１５倍以上的蛋白作为差异表达的蛋白质，并进行质谱鉴定。结果：１）与空白组比较，模型组
二次未注射角叉菜胶足跖痛阈显著下降（Ｐ＜００５）；与模型组比较，电针组二次未注射角叉菜胶足跖痛阈显著上升（Ｐ＜
００５）。２）经蛋白质组学分析共筛选出１８个差异蛋白质。其中模型组有明显差异者有１１个，４个表达呈现下调，分别为
微管蛋白α１Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、ＮＡＤＨ脱氢酶的辅酶黄素蛋白２、转凝蛋白３；７个表达呈现上调，分别为微管蛋
白β３链、肌动蛋白１、磷酸甘油酸激酶１、类固醇激素合成急性蛋白、肌动蛋白２、细胞色素 ｃ氧化酶６Ａ１亚基、泛素４０Ｓ
核糖体蛋白Ｓ２７ａ。与空白组比较，电针组有明显差异者有１５个，３个表达呈现下调，分别为微管蛋白 α１Ｃ链、ＲｈｏＧＤＰ
解离抑制因子、ＮＡＤＨ脱氢酶的辅酶黄素蛋白２；１２个表达呈现上调，分别为微管蛋白 β２Ａ链、微管蛋白 β３链、肌动蛋
白１、乌头酸水合酶、丙酮酸激酶同工酶、异柠檬酸脱氢酶、磷酸甘油酸激酶１、Ｒａｓ相关Ｒａｂ１９蛋白、类固醇激素合成急性
蛋白、肌动蛋白２、细胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基、泛素４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ２７ａ。电针组与模型组比较后呈现明显差异的有８
个差异蛋白，２个呈现下调，分别是ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子、肌动蛋白２。６个呈现上调，分别是微管蛋白α１Ａ链、微管蛋
白β２Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、乌头酸水合酶、异柠檬酸脱氢酶、Ｒａｓ相关 Ｒａｂ１９蛋白。结论：经蛋白质组学分析发现，
有１１个差异蛋白参与痛记忆的唤醒过程；有８个差异蛋白参与电针干预痛记忆的过程。提示电针对痛记忆的干预可能
与稳定神经细胞骨架蛋白，进而抑制神经突触可塑性改变有关。

关键词　电针；痛记忆；前扣带皮层；蛋白质组学；差异蛋白；角叉菜胶；全景式；大鼠
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　　痛记忆目前被认为是慢性痛形成的主要原因之
一，主要表现为炎性反应、创伤等引起疼痛的初始病

因消除后，伤害性感受仍然存在的现象［１３］。对这类

疼痛的治疗目前临床仍以抗炎镇痛药物为主，但临

床效果不明显，并且长期恐惧、回避行为将导致患者

的生活能力下降、肢体废用、肌力下降等［４］，对于疼

痛患者的生命质量产生重大影响。因此对痛记忆的

干预已逐渐成为疼痛治疗的新热点。

研究发现前扣带皮层（ＡｎｔｅｒｉｏｒＣｉｎｇｕｌａｔｅＣｏｒｔｅｘ，
ＡＣＣ）是人类疼痛研究中激活频率最高的脑区［５７］，

我们以往研究也已发现电针可有效缓解痛记忆，并

且其作用与抑制 ＡＣＣ脑区活性有关［８］。尽管既往

研究初步说明电针是干预痛记忆的有效方法，但是

目前对于针灸治疗痛记忆的认识极其有限，有下列

问题急需解决：１）缺乏蛋白质组学层面对编码痛记
忆的关键脑区（ＡＣＣ）可能涉及的调控网络和细胞通
路的证据。尽管有研究报道了与痛记忆变化密切相

关的通路或因子包括 ｃＡＭＰ／ＰＫＡ／ＣＥＲＢ通路、ＥＲＫ
磷酸化、ＮＭＤＡ受体等［９１１］，以及与痛感觉密切相关

ＭＡＰＫ信号通路、Ｐ２Ｘ嘌呤受体、ＴＲＰＶ等［１２１４］。但

是尚未开展就 ＡＣＣ脑区全景式的蛋白质组学差异
蛋白比较研究。２）缺乏蛋白质组学层面针灸抗痛记
忆机制认识。我们的前期工作以痛记忆模型研究对

象，有力说明了电针对痛记忆早期的干预优势，遗憾

的是我们仅关注了ｐＣＲＥＢ在痛记忆唤醒过程及电
针干预中的作用，没有采用更加合适的蛋白质组学

技术全景式揭示电针对痛记忆的干预机制。针灸作

为镇痛公认有效的作用多靶点传统疗法，对于揭示

针灸镇痛原理的研究多数仍然集中在针灸对特定通

路或蛋白的研究，极大限制了本领域的发展。因此，

目前的研究成果不能完全阐释针灸对痛记忆干预的

原理。本研究基于比较蛋白质组学技术，系统分析

痛记忆唤醒阶段ＡＣＣ脑区差异蛋白表达，并进一步
观察电针对差异蛋白表达的影响，这对初步构建针

灸干预痛记忆调制网络尤为必要，将为深入了解痛

记忆唤醒机制及针灸干预奠定夯实的基础。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选用购自中国科学院上海实验动物
中心的１８只健康雄性 ＳＤ大鼠，由浙江中医药大学
实验动物中心饲养（实验动物质量合格证号为

ＳＹＸＫ（浙）２００８０１１５），体质量（１８０±２０）ｇ。
１１２　药物　角叉菜胶、０９％生理盐水。
１１３　试剂和仪器　ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝测痛仪（美国
ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司），韩式 ＨＡＮＳ２００Ａ穴位神经刺激仪
（联创科技（集团）南京济生医疗科技有限公司），Ｅｔ
ｔａｎＴＭＤＡＬＴＳｉｘ垂直板电泳仪（ＧＥ公司），Ｔｙｐｈｏｏｎ
９４００多功能扫描成像系统（ＧＥ公司），ＤｅＣｙｄｅｒＩｍ
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ａｇｅＱｕａｎｔＴＭＶ６５凝胶图像析软件（ＧＥ公司），基
质辅助激光解吸飞行时间串联质谱仪（美国应用生

物系统公司），ＭｕｌｔｉＴｅｍｐⅢ温控循环水浴系统（美
国ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　选用清洁级健康雄性 ＳＤ
大鼠１８只，体质量（１８０±２０）ｇ，适应性喂养１周后，
将大鼠随机分分为空白组（生理盐水对照组）、模型

组、电针组３组，每组６只。
本研究通过２次角叉菜胶注射诱导炎性痛，建

立疼痛记忆模型。模型组与电针组大鼠首次造模于

左后足跖皮下注射２％角叉菜胶０１ｍＬ，首次造模
后１４ｄ，以同样的方法在２组大鼠右后足跖皮下注
射２％角叉菜胶０１ｍＬ。空白组在相应时间点注射
等剂量的生理盐水。

１２２　干预方法　参照《实验动物穴位图谱》进行
穴位定位，将０３ｍｍ×１３ｍｍ毫针针刺电针组大鼠
双侧“后三里”穴，将参考电极置于“后三里”下１ｃｍ
处，使用韩氏穴位暨神经刺激仪连接针灸针，电针仪

的刺激参数设定如下：波形为疏密波，频率 ２／
１００Ｈｚ；波宽０２ｍｓ；电流强度以动物局部皮肤轻微
颤动为度（１ｍＡ～２ｍＡ），起始强度为 １ｍＡ，每
１０ｍｉｎ增加０５ｍＡ，直至２ｍＡ，共计３０ｍｉｎ。电针
时间为首次造模后５ｈ及第１～５天。空白组与模
型组大鼠仅作与电针组相同的束缚处理。

１２３　指标检测与方法　１）机械缩足阈检测：采用
ｖｏｎｆｒｅｙ检测大鼠双侧后足缩足阈（ＰａｗＷｉｔｈｄｒａｗａｌ
Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ，ＰＷＴｓ）作为机械痛阈。检测时间段为上
午９点至 １２点，保持室内温度 ２３～２５℃，湿度
４５％～５５％，噪声４０ｄＢ以下。痛阈检测时间点为首
次造模前、首次造模后４ｈ、１２０ｈ，２次造模前、２次
造模后４ｈ、７２ｈ。每次测痛连续检测５次，每次间
隔５ｍｉｎ，取后面４次缩足阈的平均值作为１个时间
点痛阈值。各组大鼠于基础痛阈测量前，进行两天

适应性痛阈的检测，以减少环境对实验大鼠痛阈的

影响。２）提取总蛋白及电泳：３组大鼠在第２次角
叉菜胶注射后的第４天，麻醉状态下经心灌注预冷
生理盐水后，取大鼠左侧前扣带皮层２０ｍｇＡＣＣ组
织，加入２００μＬ裂解液，匀浆后静置于冰盒３０ｍｉｎ。
再置于高速低温离心机中设定１１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离
心１０ｍｉｎ，结束后提取上清液。并采用 ＢＣＡ法检测
蛋白浓度，再进行双向电泳和银染法蛋白质点的检

测。３）凝胶银染后图像扫描与软件分析：凝胶电泳
之后使用 ＭｉｌｌｉＱ纯水冲洗数次，运用 Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００

扫描仪进行扫描成像。所获得的蛋白质组图谱采用

ＤｅＣｙｄｅｒＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＭＶ６５图像分析软件进行点识
别、点匹配、背景消除以及差异蛋白质分析。确定差

异蛋白质后，使用２５０μＬ枪头剪去其前端部分，将
感兴趣的蛋白质点对准后，轻压切下，置于离心管中

备用。４）胶内酶解：将进行银染后切下的蛋白质点
置于离心管中，再用 ｄｄＨ２Ｏ将蛋白质凝胶反复冲洗
后，依次进行洗胶脱色、分解和剩余物中半胱氨酸烷

基化、酶解、萃取、纯化和结合。５）质谱分析（ＭＡＬ
ＤＩＴＯＦＴＯＦＭＳ检测）：用４８００串联飞行时间质谱
仪（４８００ＰｌｕｓＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＴＭＡｎａｌｙｚｅｒ）进行质谱
分析，设定激光强度为３８８０，采集数据方式采用反
射模式和自动获取数据的模式，每张图谱共采集

１０００点，肽段扫描范围为９００～４０００Ｄａ，选择信噪
比大于５０００的母离子进行二级质谱（ＭＳ／ＭＳ）分析，
每个样品点上选择２个母离子，二级ＭＳ／ＭＳ激光激
发碰撞能量２ＫＶ。每个样品采集３个 ～５个谱图。
质谱数据用 ＤａｔａＥｘｐｌｏｒｅｒ（４０）分析软件去除同位
素峰后，用Ｍａｓｃｏｔ检索在 ＮＣＢＩｎｒ引擎中进行检索。
最后，结合２Ｄ图谱上初步的蛋白质的分子量、等电
点信息鉴定蛋白质。

２　结果
２１　电针对痛记忆模型大鼠机械痛阈的影响　首
次造模前，空白组、模型组和电针组大鼠双侧足跖基

础痛阈组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
与空白组比较，模型组大鼠左侧足跖首次造模后４ｈ
痛阈显著下降（Ｐ＜００１）并延续至造模后 １２０ｈ
（Ｐ＜００１）。电针组痛阈在４ｈ均显著低于空白组
（Ｐ＜００１）。与模型组比较，电针组造模后４ｈ痛阈
无统计学意义（Ｐ＞００５），但在造模后１２０ｈ痛阈显
著上升（Ｐ＜００１）（见图１Ａ）。未造模侧足跖痛阈
在各时间点均无统计学意义（Ｐ＞００５）（见图１Ｂ）。
　　１４ｄ之后，当大鼠右后足跖痛阈恢复到基础痛
阈，进行右后足跖２次角叉菜胶造模（首次未注射侧
足跖），２次造模后右后足跖痛阈变化类似于首次造
模侧足跖，与空白组比较，模型组与电针组大鼠痛阈

在２次造模后 ４ｈ至 ７２ｈ均有显著下降（Ｐ＜
００１）。模型组与电针组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）（见图１Ｃ）。在大鼠２次未造模侧足跖
即首次造模侧足跖，与空白组比较，模型组痛阈在２
次造模后４ｈ、７２ｈ显著下降（Ｐ＜００１）（见图１Ｄ）；
电针组痛阈在２次造模后４ｈ、７２ｈ痛阈无统计学意
义（Ｐ＞００５）。与模型组比较，电针组２次造模后
４ｈ及７２ｈ痛阈均有显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）。
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图１　各组大鼠双侧机械痛阈的变化（珋ｘ±ｓ，ｇ）
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００１

图２　银染后各组样品的蛋白质图谱

与此同时，空白组各时间点机械痛阈均无统计学意

义（Ｐ＞００５）。
２２　电泳图谱分析　图２显示了经过差异蛋白质
组分析后的银染蛋白质图谱。可以看出各蛋白质在

Ａ空白组、Ｂ模型组、Ｃ电针组表达量的变化（余蛋
白质图谱见附图）。

２３　质谱分析　对上述３块胶蛋白质组图谱中相
匹配的点进行统计学分析，选择模型组、２／１００Ｈｚ
电针组与空白组相较表达差值绝对值异超过５０％
的蛋白质，再将这些蛋白点经胶内酶解后用基质辅

助激光电离质谱进行检测，与蛋白质文库进行比对

分析后，将蛋白质ＣＩ值 ＜６０者剔除后，即为本实
验所获得差异蛋白质。结果共筛选出１８个差异蛋
白质，这１８种差异蛋白分别是微管蛋白 α１Ａ链
（Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ，Ｔｕｂａ１ａ）、微管蛋白α１Ｃ
链 （Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ｃｃｈａｉｎ，Ｔｕｂａ１ｃ）、微管蛋白

β２Ａ链 （Ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ２Ａｃｈａｉｎ，Ｔｕｂｂ２ａ）、ＤＡＢ２
相互作用蛋白 （Ｄｉｓａｂｌｅｄｈｏｍｏｌｏｇ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ｄａｂ２ｉｐ）、微管蛋白 β３链 （Ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ３
ｃｈａｉｎ，Ｔｕｂｂ３）、ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子 （Ｒｈｏ
ＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１；Ａｒｈｇｄｉａ，ｒｈｏＧＤＩ）、
ＮＡＤＨ脱氢酶的辅酶黄素蛋白２，（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ［ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ］ｆｌａｖｏｐｒｏｔｅｉｎ２，ＮＤＵＦＶ２）、肌
动蛋白１（Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ１，Ａｃｔｂ１）、乌头酸水
合酶 （Ａｃｏｎｉｔａｔｅｈｙｄｒａｔａｓｅ）、丙酮酸激酶同工酶
（Ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，ＰＫＭ）、异柠檬酸脱氢酶 （Ｉｓｏｃｉ
ｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）、磷酸甘油酸激酶１（Ｐｈｏｓｐｈｏ
ｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１，Ｐｇｋ１）、Ｒａｓ相关 Ｒａｂ１９蛋白
（ＲａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＲａｂ１９，Ｒａｂ１９）、类固醇激素
合成急性蛋白 （Ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ｓｔａｒ）、转凝蛋白３（Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ３）、肌动蛋
白２（Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ２，Ａｃｔｂ２）、细胞色素ｃ氧
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化酶 ６Ａ１亚基 （Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６Ａ１，
Ｃｏｘ６ａ１）、泛素 ４０Ｓ核糖体蛋白 Ｓ２７ａ（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
４０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ２７ａ，Ｒｐｓ２７ａ）等１８个差异

蛋白。其相关性质见表１。图３～图１０为Ｋ２、Ｋ４、
Ｋ５、Ｋ１０、Ｋ１９、Ｋ２１、Ｌ１、Ｌ９，等 ８个差异蛋白
的肽指纹图谱。

图３　编号Ｋ２微管蛋白α１Ａ链蛋白肽指纹图谱

图４　编号Ｋ４微管蛋白β２Ａ链蛋白肽指纹图谱

图５　编号Ｋ５ＤＡＢ２相互作用蛋白蛋白肽指纹图谱

图６　编号Ｋ１０ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子肽指纹图谱
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图７　编号Ｋ１９乌头酸水合酶肽指纹图谱

图８　编号Ｋ２１异柠檬酸脱氢酶肽指纹图谱

图９　编号Ｌ１Ｒａｓ相关Ｒａｂ１９蛋白肽指纹图谱

图１０　编号Ｌ９肌动蛋白２肽指纹图谱
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表１　蛋白质点相关信息及质谱鉴定结果

差异蛋白编码 名称 中文名称 ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮＯ ＭＷ ｐｒｏｔｅｉｎＰＩ

Ｋ２ Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ａｃｈａｉｎ 微管蛋白α１Ａ链 Ｐ６８３７０ ５０１０３６ ４９４
Ｋ３ Ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ１Ｃｃｈａｉｎ 微管蛋白α１Ｃ链 Ｑ６ＡＹＺ１ ４９９０５５ ４９６
Ｋ４ Ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ２Ａｃｈａｉｎ 微管蛋白β２Ａ链 Ｐ８５１０８ ４９８７５０ ４７８
Ｋ５ Ｄｉｓａｂｌｅｄｈｏｍｏｌｏｇ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ＤＡＢ２相互作用蛋白 Ｑ６Ｐ７３０ １０９９３６１ ６７０
Ｋ７ Ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ３ｃｈａｉｎ 微管蛋白β３链 Ｑ４ＱＲＢ４ ５０３８６２ ４８２
Ｋ１０ ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子 Ｑ５Ｘ１７３ ２３３９２８ ５１２
Ｋ１１ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ［ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ］ｆｌａｖｏｐｒｏｔｅｉｎ２ ＮＡＤＨ脱氢酶 ｐ１９２３４ ２７３６０９ ６２３
Ｋ１２ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ１ 肌动蛋白１ Ｐ６０７１１ ４１７０９７ ５２９
Ｋ１９ Ａｃｏｎｉｔａｔｅｈｙｄｒａｔａｓｅ 乌头酸水合酶 Ｑ９ＥＲ３４ ８５３８００ ７８７
Ｋ２０ ＰｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅＰＫＭ 丙酮酸激酶同工酶 Ｐ１１９８０ ５７７８０９ ６６３
Ｋ２１ Ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ 异柠檬酸脱氢酶 Ｐ４１５６２ ４６７０４５ ６５３
Ｋ２２ Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１ 磷酸甘油酸激酶１ Ｐ１６６１７ ４４５１００ ８０２
Ｌ１ ＲａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＲａｂ１９ Ｒａｓ相关Ｒａｂ１９蛋白 Ｑ５Ｍ７Ｕ５ ２４４３０４ ６０６
Ｌ２ Ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ 类固醇激素合成急性蛋白 Ｐ９７８２６ ３１４８１２ ８９３
Ｌ６ Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ３ 转凝蛋白３ Ｐ３７８０５ ２２４８６２ ６８４
Ｌ９ Ａｃｔｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ２ 细胞肌动蛋白２ Ｐ６３２５９ ４１７６５８ ５３１
Ｌ１１ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６Ａ１ 细胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基 Ｐ１０８１８ １２２９３２ ９３０
Ｌ１２ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ４０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ２７ａ 泛素４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ２７ａ Ｐ６２９８２ １７９３９５ ９６８

表２　差异蛋白表达程度（灰度值）

差异蛋白

编码
中文名称 空白组 模型组 电针组

模型空白
表达差异

电针空白
表达差异

电针模型
表达差异

Ｋ２ 微管蛋白α１Ａ链 ２６７９３８ １２４６５６ １８６３７５ ↓ ▲
Ｋ３ 微管蛋白α１Ｃ链 ６４３３０２ ３４５９２１ ３１８５８３ ↓
Ｋ４ 微管蛋白β２Ａ链 １０１３９０ ０９８６５０ １９０５９６ ▲ ▲
Ｋ５ ＤＡＢ２相互作用蛋白 ２８１６１０ １１０６９６ １７５０２２ ↓ ▲
Ｋ７ 微管蛋白β３链 １２２７８７ ２５３５６３ ２２７８８１ ▲ ▲
Ｋ１０ ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子 ３５３１２５ ３６５４８０ １５２４２８ ↓ ↓
Ｋ１１ ＮＡＤＨ脱氢酶 ３８５７７３ １１８７０２ １２６１１６ ↓ ↓
Ｋ１２ 肌动蛋白１ １９９３４２ ５５５２７６ ３８５０４３ ▲ ▲
Ｋ１９ 乌头酸水合酶 ０７２４０２ ０５７０８６ １８１１５６ ▲ ▲
Ｋ２０ 丙酮酸激酶同工酶 ２１６４３４ ２７２２７０ ３８３３４７ ▲
Ｋ２１ 异柠檬酸脱氢酶 ０６４４６１ ０８６４１２ １７５１８０ ▲ ▲
Ｋ２２ 磷酸甘油酸激酶１ ０９７５０９ １８８４７８ ２０２５６３ ▲ ▲
Ｌ１ Ｒａｓ相关Ｒａｂ１９蛋白 １４９３７９ １６７５１５ ３１５２３７ ▲ ▲
Ｌ２ 类固醇激素合成急性蛋白 ０７５０７８ ２１４１６７ ２１５８５７ ▲ ▲
Ｌ６ 转凝蛋白３ ２１１２５１ ０７３３９３ １０９２０１ ↓
Ｌ９ 肌动蛋白２ ０３３２６７ ６１５８９６ ２７６８１６ ▲ ▲ ↓
Ｌ１１ 细胞色素ｃ氧化酶亚基蛋白 １３０４５５ １９７２４０ ２８６１４１ ▲ ▲
Ｌ１２ 泛素４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ２７ａ ２６７７６１ ６４４６４９ ６６４４５５ ▲ ▲

　　注：↓下调表达差异绝对值比例＞＝５０％；▲上调表达差异绝对值比例＞＝５０％；差异有统计学意义

图１１　各组差异蛋白比例

　　经质谱鉴定后各蛋白质在３组间表达程度（灰
度值）及差异如表２（差异绝对值比例＞５０％为有统
计学意义），表述如下：微管蛋白 α１Ａ链，在空白组
表达值为 ２６７９３８，模型组 １２４６５６，电针组
１８６３７５；与空白组比较，模型组明显下调，电针组
无统计学意义，电针组与模型组比较明显上调；微管

蛋白 α１Ｃ，在空白组表达值为 ６４３３０３，模型组
３４５９２１，电针组３１８５８３；与空白组比较，模型组
无统计学意义，电针组明显下调，电针组与模型组比
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较，差异无统计学意义；链微管蛋白 β２Ａ链，在空
白组表达值为 １０１３９０，模型组 ０９８６５０，电针组
１９０５９６；与空白组比较，模型组无统计学意义，电
针组明显上调，模型组与电针组比较明显上调；

ＤＡＢ２相互作用蛋白，在空白组表达值为２８１６１０，
模型组１１０６９６，电针组１７５０２２；与空白组比较，
模型组明显下调，电针组无统计学意义，电针组与模

型组比较明显上调；微管蛋白β３链，在空白组表达
值为１２２７８７，模型组２５３５６３，电针组２２７８８１；
与空白组比较，模型组明显上调，电针组明显上调，

电针组与模型组比较，差异无统计学意义；ＲｈｏＧＤＰ
解离抑制因子，在空白组表达值为３５３１２５，模型组
３６５４８０，电针组１５２４２８；与空白组比较，模型组
无统计学意义，电针组明显下调，电针组与模型组比

较明显下调；ＮＡＤＨ脱氢酶，在空白组表达值为
３８５７７３，模型组１１８７０２，电针组１２６１１６；与空
白组比较，模型组明显下调，电针组明显下调，电针

组与模型组比较，差异无统计学意义；肌动蛋白１，
在空白组表达值为１９９３４２，模型组５５５２７６，电针
组３８５０４３；与空白组比较，模型组明显上调，电针
组明显上调，电针组与模型组比较，差异无统计学意

义；乌头酸水合酶，在空白组表达值为０７２４０２，模
型组０５７０８６，电针组１８１１５６；与空白组比较，模
型组无统计学意义，电针组明显上调，电针组与模型

组比较明显上调；丙酮酸激酶同工酶，在空白组表达

值为２１６４３４，模型组２７２２７０，电针组３８３３４７；
与空白组比较，模型组无统计学意义，电针组明显上

调，电针组与模型组比较，差异无统计学意义；异柠

檬酸脱氢酶，在空白组表达值为０６４４６１，模型组
０８６４１２，电针组１７５１８０；与空白组比较，模型组
无统计学意义，电针组明显上调，电针组与模型组比

较明显上调；磷酸甘油酸激酶１，在空白组表达值为
０９７５０９，模型组１８８４７８，电针组２０２５６３；与空
白组比较，模型组明显上调，电针组明显上调，电针

组与模型组比较，差异无统计学意义；Ｒａｓ相关Ｒａｂ
１９蛋白，在空白组表达值为 １４９３７９，模型组
１６７５１５，电针组３１５２３７；与空白组比较，模型组
无统计学意义，电针组明显上调，电针组与模型组比

较明显上调；类固醇激素合成急性蛋白，在空白组表

达值 为 ０７５０７８，模 型 组 ２１４１６７，电 针 组
２１５８５７；与空白组比较，模型组明显上调，电针组
明显上调，电针组与模型组比较，差异无统计学意

义；转凝蛋白３，在空白组表达值为２１１２５１，模型
组０７３３９３，电针组１０９２０１；与空白组比较，模型

组明显下调，电针组无统计学意义，电针组与模型组

比较，差异无统计学意义；肌动蛋白２，在空白组表
达值 为 ０３３２６７，模 型 组 ６１５８９６，电 针 组
２７６８１６；与空白组比较，模型组明显上调，电针组
明显上调，电针组与模型组比较明显下调；细胞色素

ｃ氧化酶６Ａ１亚基，在空白组表达值为１３０４５５，模
型组１９７２４０，电针组２８６１４１；与空白组比较，模
型组明显上调，电针组明显上调，电针组与模型组比

较，差异无统计学意义；泛素４０Ｓ核糖体蛋白 Ｓ２７ａ，
在空白组表达值为２６７７６１，模型组６４４６４９，电针
组６６４４５５；与空白组比较，模型组明显上调，电针组
明显上调，电针组与模型组比较，差异无统计学意义。

３　讨论
疼痛是一种跟机体组织受到伤害或者跟潜在性

伤害有关的不愉快的主观感觉和情绪体验（ＩＡＳＰ
１９９４）。疼痛的定义中包含了疼痛感觉和疼痛情绪
等两方面。Ａｐｋａｒｉａｎ等［１５］认为记忆是人们不由自

主的行为，疼痛的发生会与学习和记忆相关联。随

着疼痛的发生，记忆就可以被唤醒而恢复。本次实

验我们所使用的痛记忆模型是参照 Ｉｇｏｒ的方法［１６］

建立的，在前人的研究结果中已经确认角叉菜胶２
次交叉注射大鼠足跖方法，将其作为疼痛记忆的评

价模型［１７２１］。前期研究工作中，本研究小组发现２／
１００频率早期电针对痛记忆有较好的干预作用。

本研究经质谱仪共筛选出１８个差异蛋白依其
功能大致可以分为３类，即结构相关蛋白、传导转运
相关蛋白、能量代谢相关蛋白。依其数量结构相关

蛋白占总数的 ５０％，传导转运相关蛋白占总数的
１７％、能量代谢相关蛋白占总数的３３％。各组差异
蛋白所占比例如图１１所示。

将空白组、模型组与电针组比较，表达差异值绝

对值超过５０％，并符合质谱鉴定后蛋白质 ＣＩ值 ＞
６０者，为最终被确定的差异蛋白质，共获得１８种差
异蛋白，分别是微管蛋白 α１Ａ链、微管蛋白 α１Ｃ
链、微管蛋白β２Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、微管蛋
白β３链、ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子、ＮＡＤＨ脱氢酶
２，、肌动蛋白１、乌头酸水合酶、丙酮酸激酶同工酶、
异柠檬酸脱氢酶、磷酸甘油酸激酶１、Ｒａｓ相关 Ｒａｂ
１９蛋白、类固醇激素合成急性蛋白、转凝蛋白３、肌
动蛋白２、细胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基、泛素４０Ｓ核
糖体蛋白Ｓ２７ａ。

痛记忆产生后（模型组）有１１个差异蛋白表达
比较有统计学意义。分别是结构相关：转凝蛋白３、
微管蛋白α１Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、微管蛋白
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β３链、肌动蛋白１、肌动蛋白２；转运传输相关：类
固醇激素合成急性蛋白、泛素 ４０Ｓ核糖体蛋白
Ｓ２７ａ；能量代谢相关：ＮＡＤＨ脱氢酶、磷酸甘油酸激
酶１、细胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基蛋白等。此１１个
差异表达蛋白质的组合性变化与痛记忆唤醒有关。

电针干预后有１５个差异蛋白表达比较有统计
学意义。分别为微管蛋白 α１Ｃ链、ＲｈｏＧＤＰ解离
抑制因子、ＮＡＤＨ脱氢酶２、微管蛋白 β２Ａ链、微管
蛋白β３链、肌动蛋白１、乌头酸水合酶、丙酮酸激
酶同工酶、异柠檬酸脱氢酶、磷酸甘油酸激酶１、Ｒａｓ
相关Ｒａｂ１９蛋白、类固醇激素合成急性蛋白、肌动
蛋白２、细胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基、泛素４０Ｓ核糖
体蛋白Ｓ２７ａ。此１５个差异表达蛋白质的组合性变
化与电针干预有关。

电针组与模型组比较后有８个差异蛋白表达比
较有统计学意义。微管蛋白 α１Ａ链、ＤＡＢ２相互作
用蛋白、ＲｈｏＧＤＰ解离抑制因子、微管蛋白 β２Ａ
链、肌动蛋白２、Ｒａｓ相关 Ｒａｂ１９蛋白、乌头酸水合
酶、异柠檬酸脱氢酶等。此８个差异表达蛋白质的
组合性变化与电针干预痛记忆有关。

模型组的１１个差异蛋白，与电针组的１５个差
异蛋白中，有８个差异蛋白相同，而此８个差异蛋白
经由模型组与电针组比较后，只有肌动蛋白２一个
蛋白质比较有统计学意义。且差异表达趋势与动物

实验结果相同；提示肌动蛋白２在痛记忆唤醒过程
及及电针干预痛记忆中扮演主要角色。

电针组与模型组比较后，电针组中有９个差异
蛋白表达无统计学意义。分别是微管蛋白 α１Ｃ
链、ＮＡＤＨ脱氢酶２、微管蛋白 β３链、肌动蛋白１、
丙酮酸激酶同工酶、磷酸甘油酸激酶１、类固醇激素
合成急性蛋白、细胞色素 ｃ氧化酶６Ａ１亚基、泛素
４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ２７ａ。此９个差异表达蛋白质的组
合性变化其表达为电针干预后反应，与电针干预痛

记忆无关。

综上所述，本研究发现１１个差异蛋白参与痛记
忆的唤醒过程。分别是结构相关：转凝蛋白３、微管
蛋白 α１Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、微管蛋白 β３
链、肌动蛋白１、肌动蛋白２；转运传输相关：类固醇
激素合成急性蛋白、泛素４０Ｓ核糖体蛋白 Ｓ２７ａ；能
量代谢相关：ＮＡＤＨ脱氢酶、磷酸甘油酸激酶１、细
胞色素ｃ氧化酶６Ａ１亚基蛋白等；本研究发现８个
差异蛋白参与电针干预痛记忆的过程。分别是结构

相关：微管蛋白 α１Ａ链、ＤＡＢ２相互作用蛋白、Ｒｈｏ
ＧＤＰ解离抑制因子、微管蛋白β２Ａ链、肌动蛋白２；

转运传输相关：Ｒａｓ相关 Ｒａｂ１９蛋白；能量代谢相
关：乌头酸水合酶、异柠檬酸脱氢酶等；电针对痛记

忆的干预可能与稳定神经细胞骨架蛋白，进而抑制

神经突触可塑性改变有关，但其作用的具体机制还

需要进一步研究。
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投稿须知：关于摘要与关键词
摘要：论著类的文章，均须附中文和英文摘要。中、英文摘要的内容要一致。采用第三人称撰写，

不用“本文”等主语。论著类文稿的摘要形式使用结构式。结构式摘要主要分目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）、方法
（Ｍｅｔｈｏｄｓ）、结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）和结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）４部分。

关键词：选词要规范，应尽量从美国国立医学图书馆编辑的最新版 ＩｎｄｅｘＭｅｄｉｃｕｓ的 ＭｅｄｉｃａｌＳｕｂ
ｊｅｃｔＨｅａｄｉｎｇ（ＭｅＳＨ）词表中选用规范用词，中文译名可参照中国医学科学院医学信息研究所编译的
《医学主题词注释字顺表》。中医药词汇以中国中医研究院图书情报研究所编著的《中医药学主题词

表》为准。未被词表收录的词，如确有必要可作为关键词标注。关键词数目一般３～５个，关键词之间
用“；”分隔。无摘要的文稿，只需标注中文关键词，关键词置于正文之前；附中英文摘要的文稿须中英

文关键词，中文关键词置于中文摘要下方；英文关键词应与中文词相对应，置于英文摘要下方。

投稿须知：关于表格
凡能用文字说明者，尽量不用表格。一篇文章中，表格应控制在３～５个之内。表格均应有简要的

表题。表序号一律用阿拉伯数字，分别按其在正文中出现的先后次序连续编码，并在正文中标示。即

使只有１张表，也须标示“表１”。
表：表附在正文内，一律采用“三线表”，其内容不可与文字有差异。表内不设备注栏，如有需说明

的事项（如Ｐ值等），以简练文字写在表的下方，表内依次用、△、▲、□、■号标注在相应内容的右上角。

表内参数的单位应尽量相同，放在表的右上方；如各栏参数的单位不同，则放在各栏的表头内。均值±
标准差，用（珋ｘ±ｓ）表示，置于表题后的括号内。表内数据要求同一指标保留的小数位数相同，一般比可
准确测量的精度多１位。统计学处理结果统一用、△、▲、□、■表示 Ｐ＜００５；、△△、▲▲、□□、■■表示
Ｐ＜００１，Ｐ为大写，斜体。
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