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慢性炎性痛电针镇痛频率优选及其

ＤＲＧＴＲＰＶ１活化机制研究
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摘要　目的：筛选电针干预慢性炎性痛的优势频率，观察不同频率电针对慢性炎性痛大鼠 ＤＲＧｐＴＲＰＶ１的干预情况，探
讨优势频率电针的ＤＲＧｐＴＲＰＶ１活化干预机制。方法：所有实验大鼠完全随机分为空白组、模型组、２Ｈｚ电针组、１００Ｈｚ
电针组和２／１００Ｈｚ电针组。除空白组外，其余各组均进行ＣＦＡ造模。电针组选用双侧“足三里”和“昆仑”穴，０５ｍＡ～
１５ｍＡ，３０ｍｉｎ／次。采用ＶｏｎＦｒｅｙＨａｉｒ检测各组大鼠不同时间点患侧 ＰＷＴ和 ＰＷＬ；采用免疫印迹法检测大鼠 ＤＲＧｐ
ＴＲＰＶ１的表达。结果：１００Ｈｚ电针对ＣＦＡ大鼠的 ＰＷＴ提升最为显著（Ｐ＜００５），１００Ｈｚ、２／１００Ｈｚ电针均能有效提高
ＣＦＡ大鼠的ＰＷＬ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００５）；ＣＦＡ模型大鼠Ｌ４６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达均有上调，其中 Ｌ４水平上调差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），Ｌ５、Ｌ６水平上升较为显著（Ｐ＜００５），１００Ｈｚ电针能有效抑制ＣＦＡ大鼠Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白的过
表达（Ｐ＜００５），对Ｌ４、Ｌ６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白的过表达虽有下调趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：１００Ｈｚ电
针对慢性炎性痛的镇痛效应最佳，这可能与其能有效下调ＣＦＡ大鼠Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白的过表达有关。
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　　慢性炎性痛严重影响患者的身心健康，是临床
最常见的病症之一。目前慢性炎性痛的治疗常使用

抗炎镇痛类药物，而现有的药物治疗存在不良反应

大，治疗效果不佳等问题［１］。

电针作为一种绿色无不良反应的干预手段，具

有良好的镇痛效应，已被临床广泛运用于慢性炎性

痛的治疗［２３］。电针频率是影响电针镇痛效应的重

要因素，不同频率适用于不同类型病理性疼痛的治

·９４３１·世界中医药　２０１９年６月第１４卷第６期



疗［４５］。因此，筛选电针干预慢性炎性痛的优势频

率，可以为临床电针治疗慢性炎性痛提供更优化的

治疗方案。

长期以来，慢性炎性痛的机制是国内外研究的

热点［６７］。背根神经节（ＤｏｒｓａｌＲｏｏｔＧａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）
神经元接受并整合周围神经末梢传出的信号，是痛

觉传入的初级感觉神经元［８９］。瞬时受体电位香草

酸亚 型 １（ＴｒａｎｓｉｅｎｔＲｅｃｅｐｔｏｒＰｏｔｅｎｔｉａｌＶａｎｉｌｌｏｉｄ
Ｔｙｐｅ１，ＴＲＰＶ１）在外周广泛分布于 ＤＲＧ神经元和三
叉神经节（ＴｒｉｇｅｍｉｎａｌＧａｎｇｌｉｏｎ，ＴＧ）神经元中［１０］。

研究表明，ＤＲＧＴＲＰＶ１参与了慢性炎性痛外周敏化
的病理进程［１１］。

本研究使用完全弗氏佐剂（ＣｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ′ｓ
Ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）诱导的慢性炎性痛模型是用于研究
慢性炎性痛最经典的动物模型［１２］。通过观察各组

大鼠 ５０％机械缩足阈（ＰａｗＷｉｔｈｄｒａｗａｌＴｈｒｅｓｈｏｌｄｓ，
ＰＷＴ）和热缩足潜伏期（ＴｈｅｒｍａｌＰａｗＷｉｔｈｄｒａｗａｌＬａ
ｔｅｎｃｉｅｓ，ＰＷＬ），筛选电针干预慢性炎性痛的优势频
率。分析各组大鼠ＤＲＧｐＴＲＰＶ１的表达，阐明优势
频率电针对慢性炎性痛镇痛效应的外周 ＴＲＰＶ１活
化机制，以期为电针镇痛提供新的理论依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选用清洁级雄性健康 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠 ６０只，动物合格证书：ＳＣＸＫ（沪）２０１３
００１６，体质量２００～２４０ｇ；购自中国科学院上海实验
动物中心，由浙江中医药大学实验动物中心饲养。

饲养期间给予啮齿类动物标准颗粒饲料（由实验动

物中心提供）及自由饮食，１２ｈ循环灯光。
１１２　试剂与仪器　试剂：ＣＦＡ（美国Ｓｉｇｍａ，批号：
ＳＬＢＭ９３１２Ｖ）；一抗：兔抗大鼠 ｐＴＲＰＶ１单克隆抗体
（美国 Ａｂｎｏｖａ，产品货号：ＰＡＢ８４９９）；小鼠抗大鼠
ＴｆＲ单克隆抗体（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，产品货号：
ＭＡ１９０７８４）；二抗：山羊抗兔（美国 Ａｂｃａｍ，产品货
号：ａｂ６７２１）；山羊抗小鼠（美国 Ａｂｃａｍ，产品货号：
ａｂ９７２３０）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物
技术有限公司，产品编号：Ｐ００１８）；其余试剂均为国
产分析纯级。

仪器：纤毛机械刺激针（ＶｏｎＦｒｅｙＨａｉｒｓｔｅｓｔ触觉
纤维丝，美国 ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ）；足底热辐射测痛仪（３７３７０，
意大利 ＵＧＯ ＢＡＳＩＬＥ）；韩式穴位神经刺激仪
（ＨＡＮＳ２００Ａ，联创科技南京济生医疗科技有限公
司）；电泳转印系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；全能台式
高速冷冻离心机（ＳｏｒｖａｌｌＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ，美国Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；酶标仪（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ４，美国美谷
分子有限公司）；凝胶成像系统（德国 ＧＥ公司，型
号：ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００型）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　分组：用于本研究的实验
大鼠完全随机分为５组：空白组、ＣＦＡ模型组、２Ｈｚ
电针组、１００Ｈｚ电针组和２／１００Ｈｚ电针组，每组１２
只（６只用于ＰＷＴ检测，６只用于ＰＷＬ检测）。

模型制备：空白组于大鼠右后足底皮下注射

０９％氯化钠溶液，０１ｍＬ／只，其余各组大鼠于相同
部位注射ＣＦＡ０１ｍＬ／只，建立大鼠炎性痛模型。
１２２　干预方法　空白组不做任何处理；ＣＦＡ模型
组：仅予以与观察组相同时间的束缚固定。所有电

针组于造模后２４ｈ完成患侧 ＰＷＴ和 ＰＷＬ检测后，
即刻介入电针治疗。参照华兴邦大鼠穴位图谱，取

大鼠双侧“足三里”穴（膝关节后外侧，在腓骨小头

下５ｍｍ处）和“昆仑”穴（后肢外踝与跟腱之间的凹
陷中）［１２］。采用０１８ｍｍ×１３ｍｍ针灸针，进针后
用ＬＨ２０２Ｈ韩氏穴位暨神经刺激仪连接双侧“足三
里”和“昆仑”穴。治疗参数如下，２Ｈｚ电针组：
２Ｈｚ，０５ｍＡ～１５ｍＡ（起始强度为０５ｍＡ，每隔
１５ｍｉｎ增加０５ｍＡ），共４５ｍｉｎ，１次／ｄ，连续治疗
７ｄ；１００Ｈｚ电针组和２／１００Ｈｚ电针组：除治疗频率
分别为１００Ｈｚ和２／１００Ｈｚ，其余同２Ｈｚ电针组。
１２３　检测指标与方法　ＰＷＴ检测：采用ＶｏｎＦｒｅｙ
ｈａｉｒ检测大鼠基础痛、模后２４ｈ、模后１ｄ、模后３ｄ
和模后７ｄ电针治疗后５个时间点ＰＷＴ作为痛阈指
标。选用ＶｏｎＦｒｅｙｈａｉｒ套组：０４ｇ、０６ｇ、１ｇ、２ｇ、
４ｇ、６ｇ、８ｇ、１５ｇ、２６ｇ。测量时，将大鼠置于铁丝网
上透明有机玻璃箱内（２０ｃｍ×２０ｃｍ×１５ｃｍ）。待
其安静后，用 ＶｏｎＦｒｅｙｈａｉｒ刺激大鼠足底区域，至
ＶｏｎＦｒｅｙｈａｉｒ轻微弯曲并持续 ５ｓ。强度从 ４ｇ开
始，若大鼠出现逃避反应则记为“Ｘ”并给予小一级
纤维丝刺激，反之记为“Ｏ”并给予大一级纤维丝刺
激，每次刺激间隔不少于２ｍｉｎ。当出现“ＯＸ”或是
“ＸＯ”组合后，再刺激４次，得一串“Ｏ”或“Ｘ”组合
序列，通过公式５０％ＰＷＴｓ（ｇ）＝１０^（ｘｆ＋ｋδ－４）
计算出大鼠５０％ＰＷＴｓ。ｘｆ为序列中最后一根 Ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ丝的对数值，ｋ为所得序列在 ｋ值表中相对应
的数值，δ为各个纤维丝力度取 ｌｏｇ后的均差，在此
约为 ０２３１。若连续五次刺激均为“Ｏ”则记为
２６０ｇ，反之若刺激均为“Ｘ”则记为０４ｇ。若计算
得出 ５０％ＰＷＴ大于 ２６０ｇ或小于 ０４ｇ，仍以
２６０ｇ或０４ｇ作为最大或最小值。测量时间固定
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在９：００１６：００，环境温度：（２３±２）℃。
ＰＷＬ检测：采用足底热辐射测痛仪检测各组大

鼠基础痛、模后２４ｈ、模后１ｄ、模后３ｄ和模后７ｄ
电针治疗后５个时间点 ＰＷＬ。测量前，各组大鼠适
应环境３ｄ。测量时，将大鼠置于玻璃板上的透明有
机玻璃箱内，室温保持（２５±２）℃，待大鼠安静后
（即停止梳理毛发和探索性活动，约１５ｍｉｎ）。将测
试仪上的“十”字形标记置于大鼠右后足足底中央

并避开足垫，开启仪器用强光照射大鼠右后足足底

中央，照射开始至大鼠出现抬腿回避的时间为大鼠

的ＰＷＬ测量５次，每次间隔５ｍｉｎ。去除最低值和
最高值，取３次结果的平均值为测定结果。为防止
大鼠热辐射烫伤，将大鼠的ＰＷＬ测定时间上限值设
定为２０ｓ，温度上限值设定为３５℃。

取材及样本处理：于电针治疗后７ｄ，以１％戊
巴比妥（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠。开胸暴露心
脏，经升主动脉快速灌注４℃生理盐水。取大鼠患
侧Ｌ４６ＤＲＧ放入预冷的ＥＰ管内，保存于－８０℃冰
箱待用。

免疫印迹法测大鼠 Ｌ４６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１膜蛋白
表达组织加入ＲＩＰＡ裂解液和膜蛋白提取试剂，使用
超声粉碎法提取膜蛋白，ＢＣＡ法测膜蛋白浓度。取
适量Ｌ４／Ｌ５／Ｌ６ＤＲＧ膜蛋白，加入２×上样缓冲液，
１００℃变性５ｍｉｎ。蛋白上样为每泳道２０μｇ。电泳
采用８％分离胶和 ５％浓缩胶，电泳参数：分离胶
８０Ｖ恒压，浓缩胶１５０Ｖ恒压。ＰＶＤＦ膜１５Ｖ恒压半
干转印４５ｍｉｎ。５％脱脂奶粉室温孵育封闭１ｈ，一
抗（兔抗大鼠 ｐＴＲＰＶ１（１∶１０００），小鼠抗大鼠 ＴｆＲ
单克隆抗体（１∶１０００））４℃孵育过夜。二抗（辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔抗体（１∶１００００），辣根过
氧化物酶标记山羊抗小鼠抗体（１∶１００００））室温孵
育２ｈ。ＥＣＬ显色，ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００凝胶成像
系统拍片，ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ软件分析条带的灰度值。
１３　统计学方法　数据以均数 ±标准误（珋ｘ±ｓ）表
示，采用 ＳＰＳＳ２１０软件进行统计分析。ＰＷＴ和
ＰＷＬ数据采用重复测量方差分析，并用多因素方差
分析进行各时点比较；免疫印迹数据采用单因素方

差分析；组间两两比较，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，均以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠ＰＷＴ的干预情况　
由图１可见，造模前各组大鼠ＰＷＴ差异无统计学意
义（Ｐ＞００５），具有可比性。ＬＳＤ检验表明，ＣＦＡ造
模后２４ｈ至模后７ｄ电针治疗后，与空白组比较，各

造模组大鼠ＰＷＴ显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），提示 ＣＦＡ致慢性炎性痛模型成功建立。模
后１ｄ电针治疗后，与模型组比较，各电针观察组大
鼠患侧 ＰＷＴ显著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与２Ｈｚ电针组比较，１００Ｈｚ电针组大鼠患侧
ＰＷＴ上升更为显著，且差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。模后３ｄ电针治疗后结果与之相似，与２Ｈｚ
电针组比较，１００Ｈｚ与 ２／１００Ｈｚ电针组大鼠患侧
ＰＷＴ上升更为显著，且差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。模后７ｄ电针治疗后，与模型组比较，１００Ｈｚ
电针组大鼠患侧ＰＷＴ有显著上升，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；２Ｈｚ和 ２／１００Ｈｚ电针组大鼠患侧
ＰＷＴ虽有上升趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

图１　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠不同时间点
ＰＷＴ的影响（珋ｘ±ｓ，ｇ）

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与 ＣＦＡ模型组比较，△Ｐ＜００５；

与２Ｈｚ电针组比较，▲Ｐ＜００５

２２　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠ＰＷＬ的干预情况　
　　由图２可见，造模前各组大鼠ＰＷＬ差异无统计
学意义（Ｐ＞００５），具有可比性。ＬＳＤ检验表明，
ＣＦＡ造模后２４ｈ至模后７ｄ电针治疗后，与空白组
比较，各造模组大鼠 ＰＷＬ显著降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），提示 ＣＦＡ致慢性炎性痛模型成功
建立。模后１ｄ电针治疗后，与模型组比较，１００Ｈｚ
和２／１００Ｈｚ电针组大鼠患侧 ＰＷＬ显著上升，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。模后３ｄ电针治疗后，与
模型组比较，各电针观察组大鼠患侧 ＰＷＬ显著上
升，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。模后７ｄ电针治
疗后，结果与之相似，但与２Ｈｚ电针组比较，１００Ｈｚ
与２／１００Ｈｚ电针组大鼠患侧ＰＷＬ上升更为显著，且
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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图２　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠不同时间点
ＰＷＬ的影响（珋ｘ±ｓ，ｓ）

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与 ＣＦＡ模型组比较，△Ｐ＜００５；

与２Ｈｚ电针组比较，▲Ｐ＜００５

图３　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠Ｌ４ＤＲＧｐＴＲＰＶ１

蛋白表达的干预情况（珋ｘ±ｓ）

　　注：Ａ空白组，ＢＣＦＡ模型组，Ｃ２Ｈｚ电针组，Ｄ１００Ｈｚ电针

组，Ｅ２／１００Ｈｚ电针组

２３　不同频率电针对 ＣＦＡ大鼠 ＤＲＧＴＲＰＶ１活化
的干预情况

２３１　不同频率电针对 ＣＦＡ大鼠 Ｌ４ＤＲＧＴＲＰＶ１
活化的干预情况　由图３可见，与空白组比较，ＣＦＡ
模型组大鼠Ｌ４ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达水平有所提
升，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与ＣＦＡ模型组
比较，各电针观察组大鼠 Ｌ４ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表

达有下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图４　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１
蛋白表达的干预情况（珋ｘ±ｓ）

　　注：Ａ空白组，ＢＣＦＡ模型组，Ｃ２Ｈｚ电针组，Ｄ１００Ｈｚ电针

组，Ｅ２／１００Ｈｚ电针组。与空白组比较，Ｐ＜００５；与 ＣＦＡ模型组

比较，△Ｐ＜００５

图５　不同频率电针对ＣＦＡ大鼠Ｌ６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１
蛋白表达的干预情况（珋ｘ±ｓ）

　　注：Ａ空白组，ＢＣＦＡ模型组，Ｃ２Ｈｚ电针组，Ｄ１００Ｈｚ电针

组，Ｅ２／１００Ｈｚ电针组。与空白组比较，Ｐ＜００５
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２３２　不同频率电针对 ＣＦＡ大鼠 Ｌ５ＴＲＰＶ１活化
的干预情况　由图４可见，与空白组比较，ＣＦＡ模型
组大鼠 Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达水平显著上升，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与ＣＦＡ模型组比较，
１００Ｈｚ电针观察组大鼠Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达
显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），２Ｈｚ和２／
１００Ｈｚ电针观察组大鼠Ｌ５ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达
虽有下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２３３　不同频率电针对 ＣＦＡ大鼠 Ｌ６ＴＲＰＶ１活化
的干预情况　由图５可见，与空白组比较，ＣＦＡ模型
组大鼠 Ｌ６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达水平显著上升，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与ＣＦＡ模型组比较，
各电针观察组大鼠Ｌ６ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白表达虽有
下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
３　讨论

大鼠足底注射 ＣＦＡ可诱导红、肿、热、痛等显著
的炎性反应，导致大鼠出现机械痛觉过敏和热痛觉

过敏等现象［１３１４］。本研究中，各造模组大鼠于模后

２４ｈ出现 ＰＷＴ、ＰＷＬ显著降低，该结果与以往研究
结果相一致，提示ＣＦＡ造模成功。

根据“腧穴所在，主治所在”的选穴规律，“足三

里”和“昆仑”穴处于病变部位，具有通利关节、舒经

活络止痛作用［１５１６］。故本研究选取“足三里”和“昆

仑”穴作为治疗主穴。大量研究证明，电针“足三

里”和“昆仑”穴对ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛有良好的
镇痛效应［１７１９］。本研究结果提示，模后１ｄ电针治
疗后，各电针组大鼠患侧ＰＷＴ和 ＰＷＬ均有提升，其
中１００Ｈｚ电针组大鼠患侧ＰＷＴ和ＰＷＬ上升最为显
著；模后３ｄ电针治疗后，１００Ｈｚ和２／１００Ｈｚ电针组
大鼠患侧 ＰＷＴ上升较显著，而各电针组大鼠患侧
ＰＷＬ上升均显著；模后７ｄ电针治疗后，１００Ｈｚ电针
组大鼠患侧 ＰＷＴ上升较显著，而 １００Ｈｚ与 ２／
１００Ｈｚ电针组大鼠患侧 ＰＷＬ上升均显著。由此可
见：不同时间点１００Ｈｚ电针治疗均能显著提升大鼠
患侧ＰＷＴ和 ＰＷＬ。该结果与以往研究相一致，即
１００Ｈｚ是治疗慢性炎性痛的优势频率［１９］。

ＴＲＰＶ１是一种与疼痛密切相关的非选择性阳离
子通道。炎性反应状态下，ＴＲＰＶ１在神经系统疼痛
信号传导整合中发挥了重要作用［２０］。磷酸化是ＴＲ
ＰＶ１活化的重要形式之一［２１］。在 ＣＦＡ诱导的慢性
炎性痛模型中，大鼠会出现患侧ＤＲＧｐＴＲＰＶ１表达
增多的现象［２２］。本研究结果亦发现，慢性炎性痛大

鼠ＤＲＧ神经元细胞膜蛋白中的 ｐＴＲＰＶ１蛋白表达
显著增多。已有研究报道，电针对炎性痛大鼠的镇

痛效应可能与其抑制脊髓 ＴＲＰＶ１ｍＲＮＡ及蛋白的
表达、ｐＴＲＰＶ１蛋白的表达有关［１９，２３］。本研究发

现，１００Ｈｚ电针能有效调控慢性炎性痛大鼠Ｌ５ＤＲＧ
神经元细胞膜蛋白中的 ｐＴＲＰＶ１蛋白过表达，但对
Ｌ４、Ｌ６节段无显著调控效应。出现该差异的具体机
制，仍需后期进一步研究。

综上所述，１００Ｈｚ电针是干预慢性炎性痛的优
势频率，其干预作用可能通过下调 ＣＦＡ大鼠 Ｌ５
ＤＲＧｐＴＲＰＶ１蛋白的过表达实现。
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