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电针对电刺激硬脑膜偏头痛大鼠模型５ＨＴ１Ｂ
受体的调节作用

朱玉璞　裴　培　刘　璐　赵洛鹏　曲正阳　王麟鹏
（首都医科大学附属北京中医医院，北京，１０００１０）

摘要　目的：探讨电针对电刺激硬脑膜大鼠偏头痛模型５ＨＴ１Ｂ受体的调节作用。方法：选取成年雄性ＳＤ大鼠４０只，随机

分为５组，每组８只，对照组（Ｃ，只进行手术，不进行硬脑膜电刺激）、模型组（Ｍ，造模不给予电针）、单穴组（ＥＡ１，造模并
给予电针风池穴）、双穴组（ＥＡ２，造模并给予电针风池穴、阳陵泉穴）和假穴组（ＳＡ，造模并给予电针假穴）。实验前检测
面部机械痛阈基线，实验第２、４、６天分别测定大鼠足面部的机械痛阈。实验第７天取三叉神经脊束核、三叉神经核，用相
对定量实时聚合酶链式反应测定５ＨＴ１Ｂ受体基因相对表达水平，用蛋白印迹法测定５ＨＴ１Ｂ受体蛋白相对表达水平。结
果：与模型组比较，单穴组和双穴组的痛阈显著提高（Ｐ＜００５），且双穴组高于单穴组（Ｐ＜００５）；单穴组和双穴组５ＨＴ１Ｂ
受体基因表达和蛋白表达比模型组显著提高（Ｐ＜００５），且双穴组高于单穴组（Ｐ＜００５）。结论：电针对偏头痛大鼠模型
有治疗作用，且双穴组优于单穴组。
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　　偏头痛是一种多因素神经血管紊乱疾病，临床
表现为反复发作性头痛，并伴有神经、胃肠道及自主

神经功能紊乱症状［１］。在２０１２年由《柳叶刀》发起
的全球疾病负担调查中，偏头痛排第８位［２］。而且，
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偏头痛在世界范围内已成为第６大致残性疾病［３］，

但治疗却缺乏完整有效的手段［１］。偏头痛久治不

愈，可能会发展为慢性偏头痛最终致残，此类患者在

中国占９３％［４］，在美国占１２％［５］。目前，对于偏头

痛的病理生理学机制仍然知之甚少，现代研究认为

多与三叉神经血管系统有关［６９］。经典疼痛传导通

路由三叉神经节（ＴｒｉｇｅｍｉｎａｌＧａｎｇｌｉａ，ＴＧ）、三叉神经
脊束核尾核（ＴｒｉｇｅｍｉｎａｌＮｕｃｌｅｕｓＣａｕｄａｌｉｓ，ＴＮＣ）和丘
脑组成。同时，有学者认为５ＨＴ１Ｂ受体在脑血管平
滑肌、内皮细胞、ＴＧ以及ＴＮＣ上均有分布［１０］。还有

研究发现，多数ＴＧ内的神经元具有５ＨＴ１Ｂ受体
［１１］。

可以确定５ＨＴ１Ｂ存在于 ＴＧ和 ＴＮＣ部位。目前，曲
普坦类是临床治疗偏头痛的一线用药，从药理学上

分析，曲普坦类是５ＨＴ１Ｂ受体激动剂，其抗偏头痛作
用的机制是收缩颅血管［１２］和阻滞三叉神经引起的

硬脑膜血浆蛋白渗出［１３］。由此可见，５ＨＴ１Ｂ受体在
偏头痛的发生过程中扮演了非常重要的角色，同时

也是偏头痛治疗当中非常重要的靶点。在最近几十

年里，西方国家将针灸应用于包括偏头痛在内的各

种疾病的治疗［１４１５］。但是，目前对于电针治疗偏头

痛的机制尚不明确。所以，本实验采用电刺激硬脑

膜的方法建立大鼠偏头痛模型，应用面部机械痛测

定、相对定量实时聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）测定和
蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别从行为学、基因以及
蛋白方面对电针治疗偏头痛的机制进行阐述，以期

望能够揭示电针治疗偏头痛的相关机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　成年雄性 ＳＤ大鼠４０只，２００～
２２０ｇ，由北京维通利华公司提供。适应性喂养一
周，饲养环境：安静，１２∶１２ｈ明暗光照环境中（８：
００ＡＭ８：００ＰＭ），单笼喂养。
１１２　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｍ
ＭＬＶ逆转录酶（宝生物工程（大连）有限公司）；
ＤＮａｓｅＩ（美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司）；６×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司）；ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）
（宝生物工程（大连）有限公司）；２×ＥｘＴａｑＭｉｘ（宝
生物工程（大连）有限公司）；ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ（韩国
Ｗａｌｇｅｎｅ公司）；Ｅｖａ＿ｇｒｅｅｎ（美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）；５
ＨＴ１Ｂ多克隆抗体（１∶１０００）（美国 ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公
司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　选取４０只成年雄性 ＳＤ
大鼠，随机分为５组，每组８只，对照组（Ｃ，只进行手

术，不进行硬脑膜电刺激）、模型组（Ｍ，造模不给予
电针）、单穴组（ＥＡ１，造模并给予电针风池）、双穴组
（ＥＡ２，造模并给予电针风池、阳陵泉）和假穴组
（ＳＡ，造模并给予电针假穴）。模型的建立参照先前
的实验方法　１）安置电极：用１０％戊巴比妥钠 ４０
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，待大鼠完全麻醉后，剔除头正中部
毛发，俯卧位置于脑立体定位仪上，并将耳杆插入大

鼠耳道内。皮肤消毒，逐层切开皮肤、肌肉等组织，

用蘸有双氧水的棉签擦去骨膜，颅骨彻底暴露后，以

颅中线冠状缝交叉点前４ｍｍ为前界，颅中线冠状
缝交叉点后６ｍｍ为后界，用台式牙科钻小心钻开２
个直径约１ｍｍ的圆孔，钻孔时使用４℃生理盐水以
降低钻及孔的温度，防止灼伤硬膜；暴露上矢状窦旁

硬脑膜后，将双极电极放置于钻好的刺激孔中（除电

极外均应是绝缘），轻柔接触硬膜，以５０２胶水和牙
托粉将电极固定于颅骨骨面，仅留电极接头于皮肤

外，并在孔内插入电极保护帽，以防止外刺激孔堵

塞。以上所有操作均在无菌条件下进行。术后分笼

单独饲养，温度为（２４±１）℃，麻醉清醒后自由摄取
水和食物，常规使用庆大霉素（００４ｍｉｌｌｉｏｎＩＵ／１００
ｇ），密切观察生命体征和伤口愈合情况，实验严格按
照国际疼痛学会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅ
ＳｔｕｄｙｏｆＰａｉｎ，ＩＡＳＰ）关于动物进行疼痛研究的伦理
纲要进行操作，电极脱落或死亡的大鼠予以剔除。

２）反复电刺激：大鼠安置电极后恢复一周，恢复后开
始电刺激硬脑膜，正式刺激前以１Ｈｚ进行预刺激５
～１０ｓ，观察到大鼠１次／ｓ的节律性点头动作表示
电极安放成功，确定电极安放成功后给予正式电刺

激。电刺激参数：刺激频率：２０Ｈｚ，电流强度：１８～
２０ｍＡ，脉宽：０５ｍｓ，波形：方波，刺激时间：１５
ｍｉｎ，在实验第１、３、５ｄ进行电刺激。对照组仅安置
电极不进行电刺激。

１２２　电针治疗　“穴位”电针：参照《实验针灸
学》的方法取穴，单穴组取大鼠双侧“风池”穴

（ＧＢ２０），双穴组取大鼠双侧“阳陵泉”穴（ＧＢ３４）。
假穴组取腰部非穴位点。在实验第１、３、５天进行电
针治疗。电针（直径０１６ｍｍ）进针２～３ｍｍ，连接
ＨＡＮＳ电针仪，电针参数：疏密波 ２／１５Ｈｚ，０５～１
ｍＡ，强度以大鼠耳郭轻度抖动或局部肌肉收缩为
度，刺激１０ｍｉｎ。
１２３　大鼠面部机械痛阈（ＭｅｃｈａｎｉｃａｌＷｉｔｈｄｒａｗａｌ
Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＭＷＴ）的测定　本研究中大鼠面部机械刺
激反应阈值同样采用测定。原理是利用不同压力作

用于大鼠面部眶周，引起大鼠的躲避反应，以引起躲
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避反应的压力表示大鼠的机械反应阈值。安静环境

中，将大鼠置于半透明有机玻璃笼中，靠近大鼠头部

的两侧笼壁上有１ｃｍ×５ｃｍ孔径。测试前大鼠适
应环境１５～３０ｍｉｎ，用电子 ｖｏｎＦｒｅｙ测痛仪直刺激
大鼠面部眶周，大鼠出现躲避行为视为阳性反应，否

则为阴性反应。每次刺激持续时间２ｓ，间隔１５ｓ，
出现阳性反应的力度即记为面部机械反应阈值。在

实验前进行面部的痛阈Ｂａｓｅｌｉｎｅ的测定，在第２、４、６
天分别进行痛阈测定。

１２４　取材　实验大鼠在第７天取材。ＰＣＲ取材
用１０％水合氯醛经腹腔注射麻醉大鼠，剪开胸部，
将灌注针由左心室穿入主动脉升部，注入生理盐水

灌注３０ｍｉｎ后，取ＴＧ和ＴＮＣ迅速放入液氮中冷冻，
冻实后备用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ取材用１０％水合氯醛经
腹腔注射麻醉大鼠，剪开胸部，将灌注针由左心室穿

入主动脉升部，注入生理盐水，灌注２０ｍｉｎ后，取出
脑组织后，取ＴＧ和ＴＮＣ迅速放入液氮中冷冻，冻实
后备用。

１２５　５ＨＴ１Ｂ受体基因的相对表达测定　用相对
定量ＲＴＰＣＲ测定。取组织后迅速放液氮中冷冻，
冻实后置于研钵中研磨，用Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总 ＲＮＡ，取
少量组织用分光光度法和琼脂糖凝胶电泳测定

ＲＮＡ质量。按照逆转录试剂盒要求，将 １μｇ总
ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，４℃冰箱保存备用。配置ＰＣＲ
反应体系 ２５μＬ备用，包含 ２×ＰＣＲＴａｑＭｉｘ１２５
μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物各 ０５μＬ，ｃＤＮＡ模板 １
μＬ，并用灭菌ｄｄＨ２０补足至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：
９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ，６０℃退火２０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，扩增４０个循环，最后溶解曲线６５～
９０℃。实验结束即可得到目的基因与内参基因的
扩增曲线和溶解曲线。目的基因和内参基因均设置

３个复孔，以表示 ５ＨＴ１Ｂ受体基因的相对表达量。
ΔＣｔ（Ｃｔ值目的基因 －Ｃｔ值内参基因 ）实验组 －ΔＣｔ（Ｃｔ
值目的基因 －Ｃｔ值管家基因）对照组，２

－（△△ＣＴ） ＝ｆｏｌｄｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅ（实验组／对照组）其中ＣＴ值为 ＰＣＲ扩增过程中，扩增
产物的荧光信号达到设定的阈值时所经过的扩增循

环次数。

１２６　５ＨＴ１Ｂ受体基因蛋白的测定　实验步骤严
格遵照试剂盒说明书进行。将待测定的脑组织从液

氮中取出，在冰生理盐水中洗净，吸干水分后称重，

加裂解液后在冰上进行匀浆，提前预冷（４℃）离心
机后进行离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）。每等分样品
取１／２上清液，测定其蛋白浓度，将１０ｇ蛋白与上样
缓冲液充分混匀，并煮沸加热５ｍｉｎ，置于 ＳＤＳ变性

聚丙烯胺凝胶电泳，转膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ，加
一抗和单克隆抗 βａｃｔｉｎ，洗膜，加二抗孵育１ｈ（抗
兔ＩｇＧ抗体），再次洗膜，显影，Ｇｅｌｐｒｏ软件分析可视
带的密度。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采
用单因素方差分析，当方差齐时用单因素方差分析

中的Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｌ分析，当方差不齐时用单因素方分析
中的Ｔａｍｈａｎｅ分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果
２１　各组大鼠面部机械痛阈（ＭｅｃｈａｎｉｃａｌＷｉｔｈｄｒａｗ
ａｌＴｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＭＷＴ）水平比较　Ｖｏｎｆｒｅｙ测试显示，
模型组、单穴组、双穴组和假穴组的大鼠面部痛域在

实验第２、４、６天都有下降。在实验前，各组大鼠面
部痛阈值对照组（３２８０±２３３）ｇ，模型组（３１９２±
７９８）ｇ，单穴组（３２９６±７７６）ｇ，双穴组（３１８６±
４６５）ｇ，假穴组（２９３３±４９０）ｇ，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。实验第２天，模型组（７８２±１５７）ｇ与
对照组（３７５０±９５１）ｇ比较，痛阈有显著下降（Ｐ＜
０００１）；单穴组（２４２７±５７２）ｇ相较于模型组
（７８２±１５７）ｇ痛阈显著升高（Ｐ＜００５），双穴组
（２７５３±７７）ｇ痛阈相较于模型组（７８２±１５７）ｇ
痛阈显著升高（Ｐ＜００５），同时，双穴组（２７５３±
７７）ｇ痛阈高于单穴组（２４２７±５７２）ｇ（Ｐ＜００５）；
模型组（７８２±１５７）ｇ与假穴组（６４４±１９５）ｇ比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。实验第４天，模
型组（６７４±２５８）ｇ与对照组（３２６１±７７１）ｇ比
较，痛阈有显著下降（Ｐ＜０００１）；单穴组（２０５１±
３８９）ｇ相较于模型组（６７４±２５８）ｇ痛阈显著升高
（Ｐ＜００５），双穴组（２７３３±７９６）ｇ痛阈相较于模
型组（６７４±２５８）ｇ痛阈显著升高（Ｐ＜００１），同
时，双穴组（２７３３±７９６）ｇ痛阈高于单穴组（２０５１
±３８９）ｇ（Ｐ＜００５）；模型组（６７４±２５８）ｇ与假穴
组（９８７±３１６）ｇ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。实验第６天，模型组（７１４±１３４）ｇ与对照
组（３３９１±６４３）ｇ比较，痛阈有显著下降（Ｐ＜
００５）；单穴组（２１６３±１０８）ｇ相较于模型组（７１４
±１３４）ｇ痛阈显著升高（Ｐ＜００５），双穴组（２３９４
±３７７）ｇ痛阈相较于模型组（７１４±１３４）ｇ痛阈显
著升高（Ｐ＜００５），同时，双穴组痛（２３９４±３７７）ｇ
阈高于单穴组（２１６３±１０８）ｇ（Ｐ＜００１）；模型组
（７１４±１３４）ｇ与假穴组（１３２８±２７６）ｇ比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
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２２　各组５ＨＴ１Ｂ受体基因相对表达水平比较　实
验结果显示，５ＨＴ１Ｂ受体基因在各组 ＴＮＣ和 ＴＧ中
均有表达，模型组５ＨＴ１Ｂ受体基因相对表达水平明
显高于对照组（Ｐ＜００５）。与模型组比较，单穴组
和双穴组在ＴＮＣ和ＴＧ基因相对表达明显较高（Ｐ＜
００５）。与假穴组比较，单穴组和双穴组在 ＴＮＣ和
ＴＧ的基因相对表达也呈现高表达态势（Ｐ＜００５）。
同时，单穴组在 ＴＮＣ和 ＴＧ的基因相对表达水平低
于双穴组（Ｐ＜００５）。单穴组和双穴组在 ＴＮＣ和
ＴＧ的基因相对表达水平高于假穴组（Ｐ＜００５）。
在ＴＮＣ和 ＴＧ，假穴组与模型组比较基因相对表达
水平，差异无统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。

图１　各组大鼠ＴＮＣ和ＴＧ中５ＨＴ１Ｂ受体基因相对表达量

　　注：Ｍ组与 Ｃ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜
０００１；Ｍ组与 ＥＡ２组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜
０００１；ＥＡ２组与ＥＡ１组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ
＜０００１；ＥＡ１组与 Ｍ组比较，□Ｐ＜００５，□□Ｐ＜００１，□□□Ｐ

＜０００１

２３　各组５ＨＴ１Ｂ受体基因蛋白表达水平比较　模
型组５ＨＴ１Ｂ受体蛋白表达水平明显高于对照组（Ｐ
＜００５）。与模型组比较，单穴组和双穴组在 ＴＮＣ
和ＴＧ蛋白表达明显较高（Ｐ＜００５）。与假穴组比
较，单穴组和双穴组蛋白表达也呈现高表达态势（Ｐ
＜００５）；同时，单穴组的表达低于双穴组（Ｐ＜
００５）。在ＴＮＣ和ＴＧ，单穴组和双穴组的蛋白水平
大于假穴组（Ｐ＜００５）。假穴组与模型组比较，５
ＨＴ１Ｂ受体蛋白水平差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见图２。
３　讨论

偏头痛作为临床常见疾病，具有反复发作，迁延

难愈，疼痛剧烈的特点，其发病机制尚未完全阐明，

目前主要流行的学说有血管源学说、神经学说、三叉

神经血管学说、遗传学说及离子学说等。中医学认

为偏头痛属于“头痛”范畴，亦称“偏头风”，风池穴

是电针治疗偏头痛的常用穴位。本课题组的早前调

查表明，风池穴是目前偏头痛动物实验中较为常用

的穴位［１６］。本实验利用行为学、５ＨＴ１Ｂ受体基因相
对表达水平以及５ＨＴ１Ｂ受体基因蛋白表达水平等多

种指标对假说进行了验证。ｖｏｎＦｒｅｙ测痛数据显
示，在实验第２、４、６天，对照组痛阈高于模型组（Ｐ＜
００５），说明造模成功。与模型组比较，在实验第２、
４、６天，单穴组和双穴组显著偏高（Ｐ＜００５），且单
穴组和双穴组高于假穴组（Ｐ＜００５），同时，双穴组
高于单穴组（Ｐ＜００５）。５ＨＴ１Ｂ受体在 ＴＮＣ和 ＴＧ
均有分布。其中，对照组中５ＨＴ１Ｂ的表达水平高于
模型组（Ｐ＜００５），说明造模成功。与模型组比较，
在单穴组和双穴组中５ＨＴ１Ｂ受体表现为高表达（Ｐ
＜００５），且双穴组高于单穴组（Ｐ＜００５）。这说明
电针对偏头痛可以通过激活５ＨＴ１Ｂ起到治疗作用，
并且局远配穴治疗方案要优于局部单穴治疗。在

ＴＮＣ和ＴＧ，单穴组和双穴组的蛋白水平大于假穴组
（Ｐ＜００５）。假穴组与模型组比较蛋白水平差异统
计学意义（Ｐ＜００５）。这说明治疗作用是由刺激特
定穴位起作用的。

图２　各组大鼠ＴＮＣ和ＴＧ中５ＨＴ１Ｂ受体蛋白表达水平

　　目前在偏头痛的药物治疗当中，５ＨＴ１Ｂ受体激
动剂仍然属于一线用药，因此这提示我们５ＨＴ１Ｂ受
体在抑制偏头痛的发作过程当中具有重要意义。相

关研究显示，５ＨＴ１Ｂ受体和舒马曲坦引起的脑血管
收缩有关［１７］，这一作用在偏头痛的发病机制当中占

有一席之地，因此，电针对偏头痛的的治疗作用可能

部分是通过激活 ５ＨＴ１Ｂ受体来起作用。有研究显
示，针刺风池穴可以提高脑内的５ＨＴ水平［１８］。临

床应用当中，曲普坦类药物的缩血管作用所引起的

不良反应阻碍了其在心血管疾病患者中的应用。而

相关研究发现，５ＨＴ在偏头痛病理生理机制当中，
可能不仅作为其血管活性物质起作用，还可能具有

神经递质或神经调质作用［１９］。最近数据表明偏头

痛患者的５ＨＴ系统的５ＨＴ转运蛋白基因发生了改
变［２０］。因此，电针上调５ＨＴ表达水平不仅起到缩
血管作用，同时调节神经内分泌的作用，而这一作用

并非像曲普坦类药物一样作用于全身，而是直接作

用于神经系统，因此可避免药物治疗带来的不良反
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应，使得电针治疗更加具有广泛的应用前景。此外，

本实验中没有利用５ＨＴ１Ｂ受体激动剂和抑制剂进行
验证，是本实验的不足，同时也是未来继续进行实验

研究的方向。同时本实验未能在电生理方面进行验

证。
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