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电针对 ＣＦＡ大鼠感觉及情绪的二维调节及前扣带
皮层初级体感皮层 ｐＥＲＫ表达的影响
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摘要　目的：观察电针对慢性炎性痛大鼠痛感觉及其所诱发情绪的干预效应及对前扣带皮层（ＡｎｔｅｒｉｏｒＣｉｎｇｕｌａｔｅＣｏｒｔｅｘ，
ＡＣＣ）和初级体感皮层后肢区域（ＰｒｉｍａｒｙＳｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙＣｏｒｔｅｘ，ＨｉｎｄｌｉｍｂＲｅｇｉｏｎ，Ｓ１ＨＬ）磷酸化细胞外调节蛋白激酶（Ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲｅｇｕｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ，ｐＥＲＫ）表达的影响。方法：建立完全弗氏佐剂（ＣｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ′ｓＡｄｊｕ
ｖａｎｔ，ＣＦＡ）诱导的慢性炎性痛大鼠模型。痛感觉部分：将３８只成年雄性 ＳＤ大鼠随机分为空白组（ｎ＝１１）、模型组（ｎ＝
１３）、电针组（ｎ＝１４），在造模前１ｄ、模后３ｄ、６ｄ、９ｄ检测大鼠患足机械缩足阈（ＰＷＴｓ）的变化；痛情绪部分：将６２只成年
雄性ＳＤ大鼠，随机分为空白组（ｎ＝２１）、模型组（ｎ＝２１）、电针组（ｎ＝２０）进行条件性位置厌恶实验（ＣｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄＰｌａｃｅＡ
ｖｅｒｓｉｏｎ，ＣＰＡ）。通过自由跑动（１５ｍｉｎ），剔除不符合条件的大鼠，造模前１ｄ进行条件化前训练（４５ｍｉｎ），模后２ｈ和第２
天进行条件化训练（４５ｍｉｎ），模后第３天、９天进行检测（１５ｍｉｎ）。两部分电针组大鼠均在造模后３ｄ～９ｄ进行电针干
预，选取双侧“后三里”穴，刺激参数：２／１００Ｈｚ疏密波，初始电流强度１ｍＡ，后每１０ｍｉｎ增加０５ｍＡ，共３０ｍｉｎ，１次／ｄ，造
模后第１０天取材，采用免疫荧光法（ＩＦ）和免疫印迹法（ＷＢ）检测大鼠 ＡＣＣ、Ｓ１ＨＬ的 ｐＥＲＫ的表达情况。结果：ＰＷＴｓ结
果显示，造模后第３天、第６天、第９天，模型组与电针组大鼠ＰＷＴｓ较空白组显著降低（Ｐ＜００１），第９天电针组ＰＷＴｓ较
模型组显著升高（Ｐ＜００１）。ＣＰＡ检测结果显示，造模后第３天，模型组和电针组 ＣＰＡｓｃｏｒｅ值（大鼠在条件箱停留时间
差，Ｐｒｅｐｏｓｔ）较空白组显著升高（Ｐ＜００１），造模后第９天，模型组 ＣＰＡｓｃｏｒｅ值较空白组显著升高（Ｐ＜００１），电针组
ＣＰＡｓｃｏｒｅ值较模型组显著降低（Ｐ＜００１）。与造模后第３比较，造模后第９天模型组ＣＰＡｓｃｏｒｅ值显著增加（Ｐ＜００１），
电针组显著降低（Ｐ＜００５）。ＩＦ检测结果显示，在左侧Ｓ１ＨＬ，模型组ｐＥＲＫ免疫阳性细胞的表达较空白组和电针组有上
升趋势，在右侧Ｓ１ＨＬ和双侧ＡＣＣ，模型组ｐＥＲＫ免疫阳性细胞的表达较空白组和电针组均显著升高（Ｐ＜００１）。ＷＢ结
果显示，在双侧Ｓ１ＨＬ，模型组ｐＥＲＫ１／２蛋白表达与空白组比较，差异无统计学意义。在左侧Ｓ１ＨＬ，电针组ｐＥＲＫ１／２蛋
白水平与模型组比较明显降低（Ｐ＜００５），在右侧Ｓ１ＨＬ，电针组ｐＥＲＫ２蛋白水平与模型组比较明显降低（Ｐ＜００５），在
双侧ＡＣＣ区，模型组ｐＥＲＫ１／２蛋白水平较空白组有上升趋势，电针组ｐＥＲＫ１／２蛋白水平较模型组有下降趋势。结论：
电针可提高ＣＦＡ模型大鼠机械痛阈并缓解ＣＦＡ大鼠厌恶情绪；该效应可能与其下调右侧 Ｓ１ＨＬ中 ｐＥＲＫ表达水平和下
调双侧ＡＣＣ的ｐＥＲＫ表达水平有关。
关键词　电针；慢性炎性痛；磷酸化细胞外调节蛋白激酶；前扣带皮层；体感皮层；痛感觉；痛情绪；大鼠
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００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ３ｒｄｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅＣＰＡｓｃｏｒｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｏｎｔｈｅ９ｔｈｄａｙａｆｔｅｒ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩＦｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｌｅｆｔＳ１ＨＬ．ＩｎｔｈｅｒｉｇｈｔＳ１ＨＬａｎｄｂｉｌａｔｅｒａｌＡＣＣｒｅｇｉｏｎｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１）．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇｒｅ
ｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈａｔｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｉｎｂｉ
ｌａｔｅｒａｌＳ１ＨＬ．ＩｎｌｅｆｔＳ１ＨＬ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄ
ｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＯｎｔｈｅｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆＳ１ＨＬ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐＥＲＫ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＩｎｂｉｌａｔｅｒａｌＡＣＣ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｉｎｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃ
ｔｕｒｅｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆＣＦＡｍｏｄｅｌｒａｔｓａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅａｖｅｒｓｉｏｎｏｆＣＦＡｒａｔｓ；ｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｒｉｇｈｔＳ１ＨＬａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｉｌａｔｅｒａｌＡＣＣｒｅｇｉｏｎｓ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ；Ｃｈｒｏｎｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐａｉｎ；Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ；Ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｃｉｎｇｕｌａｔｅｃｏｒｔｅｘ；Ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙｃｏｒｔｅｘ；Ｐａｉｎｓｅｎｓｏｒｙ；Ｐａｉｎａｆｆｅｃｔ；Ｒａｔ
中图分类号：Ｒ２４５９＋７ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１９．０６．００３

　　国际疼痛研究学会（ＩＡＳＰ）于１９９４年将疼痛定
义为一种与组织损伤或潜在损伤相关的不愉快的主

观感觉和情绪体验。疼痛被赋予了痛感觉（Ｐａｉｎ
Ｓｅｎｓａｔｉｏｎ）和痛情绪（ＰａｉｎＡｆｆｅｃｔ）的双重含义。临床
研究报道３０％～５０％的慢性痛患者会出现焦虑、抑
郁、回避等负面情绪［１］，此种不良情绪长期伴随着疼

痛本身，严重影响患者的镇痛疗效和生命质量。以

往对慢性痛的研究多集中在痛感觉层面，在整体至

分子水平都取得了巨大进展，而对痛情绪的研究却

鲜见报道。临床治疗此类患者时除使用常规镇痛药

物外，会加用抗焦虑抑郁药，虽有一定临床疗效，但

不良反应大，不宜长期服用［２］。针灸作为治疗慢性

痛的有效手段，可以有效抑制炎性痛、神经病理性

痛、癌性痛等多种急慢性疼痛［３５］。临床上，针灸对

抑郁、焦虑、失眠等情绪障碍性疾病治疗作用也已得

到广泛认可［６７］。本研究以 ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛
大鼠为模型，观察电针改善痛行为和痛情绪效应及

其对情绪相关脑区ＡＣＣ和感觉相关脑区Ｓ１ＨＬ区ｐ

ＥＲＫ表达的影响，探讨电针干预痛感觉和痛情绪的
可能机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　１００只健康成年清洁级雄性 ＳＤ大
鼠，体质量２００～２５０ｇ（浙江中医药大学实验动物中
心提供）。每笼５只饲养于浙江中医药大学实验动
物中心，饲养环境：室温 ２３～２５℃，湿度 ４０％～
６０％，自由饮水进食，１２ｈ循环灯光。实验过程中对
动物的处置遵照中华人民共和国科学技术部２００６
年颁布的《关于善待实验动物的指导意见》。

１１２　试剂与仪器　ＶｏｎＦｒｅｙ纤维丝测痛仪（美国
ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司），ＣＰＡ箱（深圳市瑞沃德生命科技有
限公司），ＨＡＮＳ２００Ａ穴位暨神经刺激仪（联创科技
南京济生医疗科技有限公司），激光共聚焦扫描显微

镜（日本Ｎｉｋｏｎ，Ａ１ＲＡ１），Ｍ４酶标仪（ＭＤ公司），电
泳转印 系 统 （美 国 ＢｉｏＲａｄ公 司），ｐＥＲＫ１／２
（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，批
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号：４３７０Ｓ），ＥＲＫ１／２（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
批号：４６９５），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ（美国 ａｂｃａｍ，
批号：ａｂ１５００８０），抗荧光淬灭封片液（碧云天公司，
批号：Ｐ０１２８），ＢＣＡ试剂盒（碧云天公司，批号：
Ｐ００１０），正常山羊封闭血清（郑州益康生物工程有
限公司，批号：２０１６０６０７），超敏 ＥＣＬ化学发光试剂
盒（碧云天公司，批号：Ｐ００１８），ＩｇＧＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔ
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（美国ＢｉｏＲａｄ，批号：１７２１０１１）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　该实验分为两部分，３８
只雄性ＳＤ大鼠用于检测痛感觉，随机分为空白组
（ｎ＝１１）、模型组（ｎ＝１３）、电针组（ｎ＝１４）；６２只雄
性ＳＤ大鼠用于检测痛情绪，随机分为空白组（ｎ＝
２１）、模型组（ｎ＝２１）、电针组（ｎ＝２０）。造模时，抽
取０１ｍＬ完全弗氏佐剂（Ｆｒｅｕｎｄ′ｓＡｄｊｕｖａｎｔ，Ｃｏｍ
ｐｌｅｔｅ，ｓｉｇｍａ），皮下注射在模型组和电针组大鼠左后
足底。空白组在相同的部位注射 ０１ｍＬ的生理
盐水。

１２２　干预方法　使用ＨＡＮＳ２００Ａ穴位暨神经刺
激仪对实验动物进行电针干预。参照《实验动物穴

位图谱》中大鼠“后三里”的定位，选取大鼠双侧“后

三里”穴进行电针刺激。电针参数：恒流方波输出

（脉冲宽度：０６ｍｓ２Ｈｚ，０２ｍｓ１００Ｈｚ），初始强度
１０ｍＡ，每１０ｍｉｎ增加０５ｍＡ，递增至２０ｍＡ，共
计３０ｍｉｎ。２Ｈｚ和 １００Ｈｚ２种频率交替工作。１
次／ｄ，连续７ｄ（模后第３天到第９天）。针灸针：华
佗牌，０２２ｍｍ×１３ｍｍ。同时，其余组予以同等抓
取固定以平衡处理因素。

１２３　检测指标和方法　１）机械缩足阈（ＰＷＴｓ）检
测：使用ｖｏｎＦｒｅｙ纤维丝测定大鼠左侧后肢足底的
机械痛阈值。将大鼠置于金属网上，盖以透明的有

机玻璃罩（２０ｃｍ×１０ｃｍ×１５ｃｍ），待大鼠安静后，
用ｖｏｎＦｒｅｙ纤维丝刺激大鼠后肢足底中部，直至弯
曲成Ｓ形，持续刺激６～８ｓ，观察动物是否出现缩足
反应。若大鼠在刺激时间内或在移开 ｖｏｎＦｒｅｙ纤维
丝时立即出现快速的缩足或舔足反应，则记为阳性

反应。实验所用 ｖｏｎＦｒｅｙ纤维力度分别为 ０４ｇ，
０６ｇ，１０ｇ，２０ｇ，４０ｇ，６０ｇ，８０ｇ，１５０ｇ，
２６０ｇ。测定首先从中等力度的 ｖｏｎＦｒｅｙ纤维丝
（４ｇ）开始，当该力度的ｖｏｎＦｒｅｙ纤维刺激不能引起
阳性反应时，则给予相邻大一级力度的纤维刺激；如

出现阳性反应，则给予相邻小一级力度的刺激，如此

连续进行，直至出现第一次阳性和阴性（或阴性和阳

性）反应的骑跨，再以此原则连续测定４次。不同刺

激之间相隔３０ｓ，以消除前一刺激的影响。根据公
式５０％ ＰＷＴ（ｇ）＝（１０［ｘｆ＋ｋδ］）／１００００，计算每只
大鼠５０％爪缩阈值。２６０ｇ是本法可能达到的最大
５０％缩足阈值，０４ｇ是本法可能达到的最小５０％缩
足阈值。

机械阈值检测时间点：造模前１ｄ（基础痛阈），
模后３ｄ、６ｄ、９ｄ。若模型组和电针组大鼠在模后第
３天的痛阈相较基础痛阈值明显降低（Ｐ＜００１），表
明制备大鼠ＣＦＡ慢性炎性痛模型成功。
２）ＣＰＡ行为学检测：使用ＣＰＡ检测大鼠的条件

位置厌恶情绪。该实验分为４部分，自由跑动（ｆｒｅｅ
ｄａｙ）：取出装置中间的隔板，使 Ａ（黑底且均匀分布
白色三角形）、Ｂ箱联通（白底且均匀分布黑色圆
形），拍摄并记录１５ｍｉｎ内大鼠在装置中活动的轨
迹。剔除标准：大鼠在 Ａ或 Ｂ室停留 ＞８０％或者 ＜
２０％；条件化前（ＰｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＤａｙ）：插入位于中
间的隔板，隔开 Ａ、Ｂ箱，将 Ａ、Ｂ分隔成２个相对独
立的空间，选定 Ａ或 Ｂ作为“非条件箱”，将大鼠放
入其中，自由活动４５ｍｉｎ以适应非痛环境；条件化
第１天（ＣｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＤａｙ１）：造模后２ｈ大鼠足部出
现红肿热痛即将大鼠放入条件箱（疼痛环境）。大

鼠在疼痛环境适应４５ｍｉｎ后，取出大鼠至饲养笼，
完成当日行为学检测。条件化第２天（Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
Ｄａｙ２）：操作时间及环境同第１天，将大鼠放入条件
箱，继续让大鼠在条件箱适应４５ｍｉｎ，取出大鼠至饲
养笼，完成当日行为学检测；条件化后自由跑动

（ＰｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＤａｙ）：造模后第３天、９天，拿出隔
板，使Ａ、Ｂ箱联通，拍摄并记录１５ｍｉｎ内大鼠在装
置中活动的轨迹。为保证实验效果，每只大鼠实验

结束后整个装置需要用７５％乙醇擦拭，待装置干净
无味再继续实验。若大鼠模后第３天在条件箱停留
的时间少于造模前在该室停留的时间，说明大鼠因

为疼痛对条件箱产生了厌恶，即成功建立 ＣＦＡ诱导
慢性炎性痛的ＣＰＡ模型。
３）免疫荧光染色：造模后第１０天，大鼠腹腔注

射７％水合氯醛麻醉（３５０ｍｇ／ｋｇ）。暴露胸腔，经左
心室向升主动脉灌注约２００ｍＬ的０９％生理盐水
（４℃冰箱预冷）和１５０ｍＬ４％的多聚甲醛，将大鼠
置于冰台取出全脑，随后在４％多聚甲醛溶液中固
定２４ｈ，分别经１５％和３０％蔗糖溶液梯度脱水后，
液氮速冻放入－８０℃低温冰箱储存备用。以２５μｍ
的厚度分别在前囟前３７ｍｍ和前囟后１２ｍｍ切
取ＡＣＣ和Ｓ１ＨＬ脑片进行免疫荧光染色。采用贴片
法在各组分别取出脑组织（ＡＣＣ、Ｓ１ＨＬ）５片，用含有
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５％的ＢＳＡ、０３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液（００１ｍｏｌ／ＬＴＢＳＴ溶液
稀释）３７℃水浴箱孵育１ｈ，加入含５％ＢＳＡ的一抗
混合液（ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｐＥＲＫ，１∶４００）（ＴＢＳＴ稀释）的 ｐ
ＥＲＫ一抗，放入湿盒在４℃孵育１６ｈ，用 ＰＨ７４的
ＴＢＳＴ溶液漂洗３次，１０ｍｉｎ／次，加入用００１ｍｏｌ／Ｌ
ＴＢＳＴ稀释的含 ５％ＢＳＡ的荧光二抗混合液（Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ５９４ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ１∶５００）的二抗，３７℃水浴
箱避光孵育１ｈ。ＴＢＳＴ避光漂洗６次，１０ｍｉｎ／次，组
织干燥后，用抗荧光淬灭剂封片。采用 ＮｉｋｏｎＡ１Ｒ
激光共聚焦显微镜在１０倍物镜下拍摄图像，观察大
鼠双侧 ＡＣＣ及 Ｓ１ＨＬ的 ｐＥＲＫ的阳性细胞数。每
组选择３只大鼠，每只大鼠选取５张 ＡＣＣ和 Ｓ１ＨＬ
切片，用ＮＩＳｅｌｅｍｅｎｔｓＡＲ软件统计相应区域阳性细
胞数，根据文献［８９］可知在 ＡＣＣ第Ⅲ层阳性细胞的
表达率高，因此结合实验结果选取第Ⅲ层进行计数。
Ｓ１ＨＬ区ｐＥＲＫ的表达主要集中在第Ⅱ／Ⅲ层，因此
选取第Ⅱ和Ⅲ层进行计数［１０１１］。

４）免疫印迹法：造模后第１０天，大鼠腹腔注射
７％水合氯醛麻醉（３５０ｍｇ／ｋｇ）。用 ４℃预冷的
０９％生理盐水迅速灌注升主动脉后快速取出全脑。
根据大鼠脑立体定位图谱《ＴｈｅＲａｔＢｒａｉｎｉｎＳｔｅｒ
ｅｏｔａｘｉｃＣｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ》［１２］确定 ＡＣＣ取材范围：前囟
（Ｂｒｅｇｍａ）（＋３２ｍｍ）～（＋１７ｍｍ），左右旁开０８
ｍｍ，深度２６ｍｍ。Ｓ１ＨＬ取材范围：前囟（Ｂｒｅｇｍａ）
（－０５ｍｍ）～（－２５ｍｍ），左右旁开 １０ｍｍ，深
度２０ｍｍ。液氮速冻后放入－８０℃冰箱储存备用。
将大鼠组织经过ＲＩＰＡ裂解液裂解，于冰上匀浆，低
温离心后取上清液，ＢＣＡ法进行蛋白定量。按照试
剂说明书经过 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜、封闭，加入 ｐ
ＥＲＫ１／２（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）一抗（１∶２０００）４℃孵育过
夜（１８ｈ），加入ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ二抗（１∶３０００）室
温孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光显影。ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ软
件对条带灰度值进行半定量分析，即将各组 ｐ
ＥＲＫ１／２的灰度值除以ＥＲＫ１／２的灰度值，算出各组
的磷酸化的相对表达水平，然后把空白对照组的相

对表达量作为１倍数，其他组相对空白对照组的比
值（增加倍数）则作为柱状图的纵坐标。

１３　统计学方法　实验结果采用均数 ±标准误
（珋ｘ±ｓ）表示。使用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计和分
析，多组间比较选用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组
间两两比较采用 ＬＳＤ检验。ＰＷＴｓ数据采用重复测
量方差分析，组间两两比较，方差齐性时采用 ＬＳＤ
检验，方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３检验。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　电针对 ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛大鼠机械痛阈
的影响　大鼠造模前、造模后第３天、６天、９天的机
械痛阈的测量结果显示，造模前，空白组、模型组、电

针组大鼠的机械痛阈值无统计学意义（Ｐ＞００５）。
造模后第３天、６天、９天，与空白组比较，模型组、电
针组机械痛阈值显著降低（Ｐ＜００１），说明 ＣＦＡ诱
导的慢性炎性痛模型成功。而造模后第９天，与模
型组比较，电针组机械痛阈值显著升高（Ｐ＜００１）。
见图１。

图１　空白组、模型组、电针组大鼠各时间段
机械缩足阈的比较

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００１

图２　空白组、模型组、电针组大鼠ＣＰＡｓｃｏｒｅ值比较
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５；Ｐ＜

００１；与各自组Ｄａｙ３比较，▲Ｐ＜００５；ＣＰＡｓｃｏｒｅ＝ｐｒｅｐｏｓｔ
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图３　空白组、模型组、电针组大鼠左侧Ｓ１ＨＬ区ｐＥＲＫ表达水平比较
　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５

２２　电针对ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛大鼠厌恶情绪
的影响　大鼠 ＣＰＡ结果显示，造模前，空白组、
模型组、电针组在条件箱与非条件箱停留的时间无

统计学意义。造模后第３天，与空白组比较，模型
组和电针组ＣＰＡｓｃｏｒｅ值显著升高 （Ｐ＜００１）；造
模后第９天，与模型组比较，空白组和电针组ＣＰＡ
ｓｃｏｒｅ值显著降低 （Ｐ＜００１）。与造模后第３天比
较，造模后第 ９天模型组 ＣＰＡｓｃｏｒｅ值显著增加
（Ｐ＜００１），电针组 ＣＰＡｓｃｏｒｅ值显著降低 （Ｐ＜
００５）。见图２。
２３　电针对ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛大鼠 Ｓ１ＨＬ及
ＡＣＣ区ｐＥＲＫ免疫阳性细胞数及蛋白表达的影响
　　如图３～图６所示，编号 Ａ、Ｂ、Ｃ图分别代表双
侧Ｓ１ＨＬ脑区、双侧ＡＣＣ脑区的空白组、模型组、电
针组ｐＥＲＫ免疫阳性细胞荧光图；图Ｄ是对应的ｐ
ＥＲＫ免疫阳性细胞统计图；图 Ｅ、Ｇ分别是 ＣＦＡ模

后１０ｄ时，Ｓ１ＨＬ、ＡＣＣ水平ｐＥＲＫ的免疫印迹结果
图和灰度统计图；图 Ｆ中红框区域是图 Ａ～Ｃ在大
鼠冠状位脑片位置（ＡＰ＋２７ｍｍ；ＡＰ１５ｍｍ），图
中白色箭头为阳性点。

免疫荧光结果：左侧Ｓ１ＨＬ，与空白组比较，模型
组ｐＥＲＫ免疫阳性细胞的表达有上升趋势；与模型
组比较，电针组ｐＥＲＫ免疫阳性细胞的表达有下降
趋势。右侧Ｓ１ＨＬ和双侧ＡＣＣ，与模型组比较，空白
组和电针组 ｐＥＲＫ免疫阳性细胞的表达均显著降
低（Ｐ＜００１）。

免疫印迹结果：左侧Ｓ１ＨＬ，与模型组比较，电针
组ｐＥＲＫ１／２蛋白水平明显下降（Ｐ＜００５）。右侧
Ｓ１ＨＬ，与模型组比较，电针组ｐＥＲＫ２蛋白水平明显
下降（Ｐ＜００５）。双侧 ＡＣＣ脑区，与空白组比较，
模型组 ｐＥＲＫ１／２蛋白水平有上升趋势；与模型组
比较，电针组ｐＥＲＫ１／２蛋白水平有下降趋势。
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图４　空白组、模型组、电针组大鼠右侧Ｓ１ＨＬ区ｐＥＲＫ表达水平比较
　　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
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图５　空白组、模型组、电针组大鼠左侧ＡＣＣ脑区ｐＥＲＫ表达水平比较
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图６　空白组、模型组、电针组大鼠右侧ＡＣＣ脑区ｐＥＲＫ表达水平比较
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００１

３　讨论
疼痛具有感觉和情绪双重含义，疼痛在感觉维

度上体现了对于伤害性刺激的感觉成分的辨别，如

性质、强度、定位、时间过程，主要接受外侧疼痛系统

调控。痛相关的负面情绪与疼痛长远的影响密切相

关。痛情绪维度上表现出了疼痛的情感动机成分，

其中包括机体产生的厌恶程度（对受到的疼痛刺

激），和动机强弱（躲避疼痛），它的神经元活动基础
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位于内侧丘脑、杏仁核和边缘皮层［１３１４］。目前关于

疼痛的研究也逐渐从单一关注痛感觉发展为同时关

注痛感觉、痛情绪、痛认知等多维度。研究者们逐渐

把疼痛理解为是一种高度主观的多维度的体验。

中枢神经系统是一个与疼痛相联系的神经网

络，包括了感觉维度、情绪维度和认知维度，和部分

潜在的可分离的神经网络［１５１６］，ＡＣＣ和 Ｓ１ＨＬ分别
是大脑中与情绪和感觉相关的重要脑区。ＡＣＣ主
要功能是对疼痛的情绪信息进行编码，前扣带皮层

吻侧区（ｒＡＣＣ）是加工疼痛情绪的特异性脑区。研
究显示［１７］在 ＡＣＣ的 ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路，可能通过
ＣＲＥＢ的磷酸化，参与到痛敏反应及痛情绪的发展
过程。而在脊髓背角 ＭＡＰＫ／ＣＲＥＢ通路可能涉及
到痛情绪反应［１８］。

细胞外调节蛋白激酶属于丝裂原活化蛋白激酶

（ＭｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）家族的
一员。研究证明，ＥＲＫ参与调节神经元可塑性（长
时程增强、长时程抑制）与记忆密切相关。在疼痛

状态下，能长期有效的激活ＥＲＫ１／２的磷酸化，特别
在初级体感皮层ＳＩ、海马、脊髓。在正常大鼠的 ＳＩ，
ＥＲＫ２的表达多于 ＥＲＫ１，ＥＲＫ的磷酸化表达较
少［１９］。ＡＣＣ中ｐＥＲＫ的表达对于痛情绪的调节起
到了至关重要的作用［２０］，ＡＣＣ中 ＥＲＫ的活化参与
到了足底注射福尔马林或足底手术切口疼痛诱导的

焦虑、抑郁等负性情绪过程［２１］。Ｚｈｏｎｇ等［２２］认为缓

解ｐＥＲＫ的过度激活是对于痛相关焦虑情绪的一
种极具潜在价值的治疗方法。ＳＮＬ大鼠 ＡＣＣ中
ＥＲＫ的激活上调也伴随着大鼠的焦虑样行为的加
重，通过针刺能下调其 ＥＲＫ的激活［２３］。本实验结

果表明，在慢性痛的条件下，体感皮层 ＥＲＫ的磷酸
化表达增加，且主要表达在 ＳＩ的Ⅱ／Ⅲ层，与
ＲＫＨｏｆｂａｕｅｒ的研究成果相似［２４］。结果提示 ＣＦＡ
大鼠模后９ｄ，右侧体感皮层 ｐＥＲＫ表达水平显著
上调与痛感觉的刺激密切相关。

临床和实验研究反复证明，针灸是治疗慢性痛

的有效手段，已从整体、细胞、分子、基因水平深刻阐

释了始动、外周、中枢的针灸镇痛原理［２５２７］。随着

对痛情绪在慢性痛发展过程中重要性的认识，已有

研究发现针灸对疼痛诱发的情绪改变有治疗作用。

针刺对痛感觉的干预机制不是针刺镇痛的全部机

制，电针对慢性痛发展过程中痛情绪的调节，可能是

针刺镇痛又一关键机制。本实验结果显示，在模后

３ｄ，除空白组外大鼠机械痛阈值显著降低，说明
ＣＦＡ诱导的慢性炎性痛模型成功。从造模后第３天

到第９天予以２／１００Ｈｚ电针干预后，与模型组比，
电针组机械痛阈值显著升高。说明电针对慢性炎性

痛起到了镇痛作用。ＣＰＡ实验的结果表明，通过电
针的干预，大鼠由疼痛诱导的厌恶情绪得到了改善。

接下来对Ｓ１ＨＬ区ｐＥＲＫ表达水平的检测表明电针
可能通过下调右侧体感皮层 ｐＥＲＫ表达水平发挥
镇痛作用。而起到改善疼痛诱发的厌恶情绪的作用

可能是下调了ＡＣＣｐＥＲＫ表达的结果，这也验证了
Ｚｈｏｎｇ等认为的［２２］抑制 ｐＥＲＫ的过度激活是对于
痛相关厌恶情绪的一种极具潜在价值的治疗方法。

也与我们前期得出的结果相一致［２３］。

综上所述，本实验通过足底注射ＣＦＡ复制慢性
炎性痛大鼠模型，通过 ＰＷＴｓ和 ＣＰＡ实验以及对大
脑Ｓ１ＨＬ和ＡＣＣ中ｐＥＲＫ表达水平的检测，证明电
针可提高ＣＦＡ模型大鼠痛阈水平并缓解 ＣＦＡ大鼠
的厌恶情绪，达到降低痛感觉和改善痛情绪的双重

目的，其机制可能是电针下调了右侧 Ｓ１ＨＬ和双侧
ＡＣＣ中 ｐＥＲＫ的表达水平。本实验分开验证电针
干预痛感觉和痛情绪相关脑区的作用机制，大脑是

一个复杂的系统，各脑区之间有着千丝万缕的联系，

通过相互影响发挥作用，Ｓ１ＨＬ与 ＡＣＣ之间可能存
在的解剖和功能上的相互联系，需要在今后的研究

当中进一步证明。
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