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文章编号:1005-0957(2022)06-0604-06                                           ·动物实验· 

电针对 STZ 诱导的糖尿病神经痛大鼠脊髓小胶质细胞和 P2X4

的干预作用 
 

陈芷羽,胡群祺,马益琪,费雪瑜,李想,蒋晨琳,王涵芝,瞿思颖,方剑乔,何晓芬,蒋永亮 

(浙江中医药大学第三临床医学院康复医学院,杭州 310053) 

 

【摘要】  目的  探讨电针对糖尿病神经痛(DNP)大鼠脊髓小胶质细胞和离子通道型嘌呤能受体 P2X4(P2X4R)表

达的影响。方法  将 20 只健康雄性 SD 大鼠随机选取 6 只作为对照组,其余 14 只予以腹腔注射 STZ(65 mg/kg)

以诱导 1 型糖尿病(T1DM)神经痛模型,将 12 只造模成功的 DNP 大鼠随机分为模型组和电针组。电针组从造模

后 14 d 开始予以 2 Hz 电针干预,选取双侧足三里和昆仑穴,每次 30 min,每日 1 次,连续干预 7 d;余组仅予相同

固定,不作干预。观察各组大鼠的体质量、空腹血糖、热痛阈变化,采用 Western blot 法检测脊髓小胶质细胞

Iba1 和 P2X4R 蛋白的表达。结果  STZ 注射 14 d 后模型组空腹血糖上升(P＜0.01),热痛阈下降(P＜0.01),说明

DNP 大鼠造模成功;与对照组比较,模型组大鼠脊髓 Iba1 和 P2X4R 表达明显增加(P＜0.05);与模型组比较,电针

组 Iba1、P2X4 蛋白表达明显减少(P＜0.01,P＜0.05)。结论  低频电针对 DNP 模型大鼠有良好的镇痛作用,其作

用机制可能与其有效抑制小胶质细胞和 P2X4R 蛋白表达有关。 
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Intervening Effect of Electroacupuncture on Microglia and P2X4 in the Spinal Cord of Rats with STZ-induced 

Diabetic Neuropathy  CHEN Zhiyu, HU Qunqi, MA Yiqi, FEI Xueyu, LI Xiang, JIANG Chenlin, WANG Hanzhi, QU 

Siying, FANG Jianqiao, HE Xiaofen, JIANG Yongliang.  Rehabilitation Medicine School, the Third Clinical Medical 

School, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China 

[Abstract]  Objective  To investigate the effects of electroacupuncture (EA) on the expression of microglia and 

P2X4 receptor (P2X4R) in the spinal cord of rats with diabetic neuropathy (DNP). Method  Six rats were randomly 

selected from twenty healthy male Sprague-Dawley (SD) rats and taken as the control group. The other 14 rats received 

intraperitoneal injection of Streptozotocin (STZ, 65 mg/kg) to induce the model of type 1 diabetes mellitus (T1DM) 

neuropathy. Twelve successful DNP rats were randomized into a model group and an EA group. The EA group 

received the 2 Hz EA intervention starting from 14 d after the modeling by selecting bilateral Zusanli (ST36) and 

Kunlun (BL60), once daily, 30 min each time for 7 consecutive days. The other groups only received the same fixing 

operation without any other interventions. The rats were observed in terms of body mass, fasting blood glucose, and 

thermal pain threshold. The protein expression of microglia Iba1 and P2X4R in the spinal cord was detected using 

Western blot. Result  Fourteen days after the injection of STZ, the fasting blood glucose level increased (P＜0.01), 
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and the thermal pain threshold dropped (P＜0.01) in the model group, indicating the success of the DNP rat model; 

compared with the control group, the expression of Iba1 and P2X4R in rat spinal cord elevated significantly in the 

model group (P＜0.05); compared with the model group, the expression of Iba1 and P2X4 dropped notably in the EA 

group (P＜0.01, P＜0.05). Conclusion  The low-frequency EA intervention can produce a satisfactory analgesic 

effect for DNP rat models, and its mechanism of action may be associated with its inhibition of the expression of 

microglia and P2X4R. 

[Key words]  Acupuncture therapy; Electroacupuncture; Diabetic neuropathy; Microglia; P2X4R; Rats 

 

糖尿病神经痛(diabetic neuropathic pain, DNP)

是一种常见的糖尿病并发症,属于典型的外周性神经

病理性疼痛[1]。DNP 常表现为对热和机械性刺激的敏感

性增高。DNP 症状可采用链脲佐菌素(streptozotocin, 

STZ)诱导的糖尿病鼠模型进行模拟,STZ 诱导的糖尿

病模型大鼠有较长的病程,造模后可出现显著的热痛

和机械痛变化[2],有很多研究通过检测大鼠机械痛阈

和热痛阈来评价 DNP 模型[3-4]。 

小胶质细胞在调节 DNP 的形成中发挥着重要作用,

已成为治疗 DNP 的重要靶点[5]。脊髓中离子钙结合适

配 器 分 子 (ionized calcium binding adapter 

molecule 1, Iba1)是小胶质细胞的标记物之一。脊髓

背 角 离 子 通 道 型 嘌 呤 能 受 体 P2X4(purinergic 

ligand-gated ion channel 4 receptor, P2X4R)在神

经病理性痛痛觉过敏中起重要作用,P2X4R 的表达下

调,痛觉过敏症状明显减轻甚至逆转[6-7]。目前电针已

被广泛用于治疗各种慢性疼痛,已有研究表明电针能

缓解 DNP[8-9],但其镇痛机制有待进一步明确和探究。已

有研究表明,在坐骨神经慢性压迫性损伤模型中,电针

可能通过下调 P2X4R 表达以提高大鼠热痛阈[10]。ZHENG 

Y 等[11]研究表明电针可降低小胶质细胞 P2X4R 的高表

达缓解 L5 脊神经结扎诱导的神经病理痛,但电针对

DNP 模型大鼠脊髓 P2X4R 的干预作用有待研究。因此

本实验通过建立 DNP 大鼠模型来探讨电针镇痛是否与

其有效干预脊髓背角小胶质细胞和 P2X4R 表达有关。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

健康雄性 SD 大鼠 20 只,体质量(200±50)g,由中

国科学院上海实验动物中心动物科学实验中心提供,

许可证号为 SCXK(沪)2018—0006。大鼠在 12 h 明暗

交替、温度 20～25 ℃、湿度 45%～55%的环境中饲养,

允许大鼠自由摄食和饮水。适应性喂养 7 d 后开始实

验操作。实验过程中所有的操作严格遵守《关于善待

实验动物的指导性意见》中对实验动物进行处置的相

关规定。 

1.2  实验试剂与仪器 

链脲佐菌素(S0130,美国 Sigma),兔抗 Iba1 抗体

(ab178846,英国 Abcam),兔抗 P2X4 抗体(APR-002,以

色列 Alomone),山羊抗兔二抗(7074,美国 CST),韩氏

穴位神经刺激仪(HANS-200E,南京济生医疗科技有限

公司),足底热痛仪(37370,意大利 Ugobasile),血糖

仪(德国 Roche Diagnostics GmbH),纯水仪(美国

Thermo Fisher Scientific),全波长酶标仪(美国

Molecular Devices),电泳仪(美国 Bio-Rad),转印仪

(美国 Bio-Rad),凝胶成像仪(美国 Bio-Rad),移液器

(德国 Eppendorf),pH 计(瑞士 METTLER TOLEDO)。 

1.3  分组与模型制备 

将20只大鼠随机选取6只作为对照组,对其余14

只大鼠禁食 16 h 后参照 KAUR N 等[12]造模方法予以腹

腔注射 STZ 溶液(65 mg/kg),监测大鼠体质量、空腹血

糖和热痛阈。空腹血糖值≥16.7 mmol·L﹣1,热痛阈下

降≥15%以上[13-14]则表示 DNP 造模成功。DNP 造模成功

的大鼠有 12 只。对照组大鼠予以注射等量的柠檬酸钠

缓冲液。 

1.4  干预方法 

电针干预于造模后第 14 天开始,选取自制的布

套[15]将大鼠予以固定,根据邰昭霞等[16]实验大鼠选穴

依据,选取大鼠膝关节后外侧,在腓骨小头下5 mm的足

三里穴和大鼠后肢外踝尖与跟腱之间凹陷处的昆仑

穴。用规格为 0.25 mm×13 mm 的针灸针进行针刺,并

连接电针仪进行电针干预,电针频率为 2 Hz,强度

为 1～2 mA,每次治疗 30 min,每日 1 次,连续电针 7 d。

对照组和模型组大鼠于电针组干预的相同时间段不做

任何干预,仅予以固定,每次固定 30 min,连续固定

7 d。
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1.5  指标检测 

1.5.1  空腹血糖测定 

用尾静脉采血检测各组大鼠的空腹血糖,并在

0 d、7 d、14 d、21 d 测大鼠的体质量。 

1.5.2  热痛阈测定 

参照 FEI X Y 等[17]测定大鼠热痛阈的方法,待大鼠

安静后采用足底热痛仪照射大鼠足底中部直至其产生

抬足、舔足的反应时间,记作热痛阈。检测大鼠 0 d、

7 d、14 d、21 d 足跖热痛阈。 

1.5.3  脊髓组织中 Iba1 和 P2X4R 蛋白表达检测 

    参考杜俊英等[18]取大鼠脊髓背角的方法,腹腔注

射戊巴比妥溶液麻醉大鼠并对其进行开胸,用生理盐

水快速灌注左心室及升主动脉至大鼠肝脏发白。将大

鼠开背置于冰上,剪断脊柱两旁的肋骨,剪取L4节段以

上约 5 cm 的脊柱,用 50 mL 注射器冲出脊髓,留取中间

膨大区域并用刀片切取大鼠脊髓背角,放置超低温冰

箱保存备用。用 Western blot 法检测小胶质细胞标记

物 Iba1 和 P2X4R 蛋白表达。取出大鼠脊髓背角,加入

裂解液,匀浆后离心。用 BCA 试剂盒进行蛋白定量检测,

再进行SDS-PAGE凝胶电泳,将分离的蛋白电泳至PVDF

膜上。用 5%脱脂奶粉封闭,加入一抗,稀释比依次为兔

抗 Iba1(1:1 000),P2X4R(1:1 000),内参β-actin 抗

体(1:5 000),4 ℃过夜。TBST 洗涤 3 次后加入山羊抗

兔二抗孵育 1 h,用 TBST 洗涤 3 次,最后用 ECL 显影。

应用Image J软件对结果进行图像分析,计算目的蛋白

与β-actin 的灰度比值。 

1.6  统计学分析 

采用 SPSS22.0 软件对数据进行统计分析。符合正

态分布的计量资料采用均数±标准差表示;重复测量

数据采用多次重复测量方差分析方法分析,其余数据

采用单因素方差(one-way ANOVA)分析;若方差齐,组

间两两比较采用 LSD 法 ,若方差不齐则采用

Dunnett’s T3 分析。以 P＜0.05 表示差异有统计学

意义。 

 

2  结果 

2.1  各组大鼠体质量变化 

各组大鼠 0 d 体质量比较,差异无统计学意义   

(P＞0.05);与对照组比较,模型组和电针组大鼠在

7 d、14 d、21 d 体质量明显下降,差异有统计学意义

(P＜0.01);与模型组比较,电针组大鼠在7 d体质量上

升,差异有统计学意义(P＜0.05)。详见图 1。 

 

注:与对照组比较 1)P＜0.01;与模型组比较 2)P＜0.01 

图 1  各组大鼠体质量变化情况 

2.2  各组大鼠空腹血糖变化 

各组大鼠 0 d 空腹血糖比较,差异无统计学意义 

(P＞0.05);与对照组比较,模型组和电针组大鼠在

7 d、14 d、21 d 空腹血糖明显升高,差异有统计学意

义(P＜0.01)。详见图 2。 

 

注:与对照组比较 1)P＜0.01 

图 2  各组大鼠空腹血糖变化情况 

2.3  各组大鼠热痛阈变化情况 

各组大鼠 0 d 和 7 d 热痛阈比较,差异无统计学意

义(P＞0.05);与对照组比较,模型组大鼠在 14 d、21 d

热痛阈明显下降,差异有统计学意义(P＜0.01);与对

照组比较,电针组大鼠在14 d热痛阈明显下降,差异有

统计学意义(P＜0.01);与模型组比较,电针组大鼠在

21 d 热痛阈明显升高(P＜0.01)。详见图 3。 

2.4  各组大鼠脊髓 Iba1、P2X4R 蛋白表达水平 

与对照组比较,模型组 Iba1、P2X4R 蛋白表达明显

增加,差异有统计学意义(P＜0.05);与模型组比较,电

针组 Iba1、P2X4R 蛋白表达显著减少,差异有统计学意

义(P＜0.05)。详见图 4、图 5。
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注:与对照组比较 1)P＜0.01;与模型组比较 2)P＜0.01 

图 3  各组大鼠热痛阈变化情况 

 

 

注:与对照组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.01 

图 4  各组大鼠脊髓 Iba1 蛋白表达情况 

 

注:与对照组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05 

图 5  各组大鼠脊髓 P2X4R 蛋白表达情况 

 

3  讨论 

糖尿病是严重危害人类健康的慢性疾病之一[19],

糖尿病神经痛(DNP)是其常见的并发症之一[20]。DNP 在

临床上表现为肢体疼痛、感觉减退、麻木、灼热、冰

凉等,也可表现为自发性疼痛、痛觉过敏、痛觉超敏,

甚至发展至糖尿病足溃疡或需要截肢,严重影响患者

生活质量。STZ 可诱发糖尿病[21],它可通过破坏胰岛β

细胞,导致血糖升高[22]。本实验采用单次腹腔注射 STZ

诱导 DNP 大鼠模型,STZ 注射后大鼠出现体质量下降,

空腹血糖明显上升,在 STZ 注射 2 周后热痛阈下降,且

持续至模后 3周,说明 DNP 造模成功。 

足三里为足阳明胃经的合穴,《灵枢·五邪》:“邪

在脾胃,则病肌肉痛,阳气有余,阴气不足,则热中善饥;

阳气不足,阴气有余,则寒中肠鸣腹痛;阴阳俱有余,若

俱不足,则有寒有热,皆调于三里。”由此可见,除了本

经的作用养胃健脾,足三里还可以镇痛、平衡阴阳。有

研究证明针刺足三里可以提高痛阈[23],临床治疗急性

肾绞痛[24]、癌痛[25]、肩周炎[26]、三叉神经痛[27]效果显

著。昆仑为足太阳膀胱经的经穴,《针灸大成》中提到

“昆仑主腰尻脚气,足腨肿不得履地,鼽衄,腘如结,踝

如裂,头痛,肩背拘急,咳喘满,腰脊内引痛……”,可见

昆仑对身体各部有镇痛作用,临床多用来治疗腰扭

伤[28]、坐骨神经痛[29]、眉棱骨痛[30]等,近年来在无痛分

娩[31]方面也取得了成效。更有研究发现,电针下肢穴位

镇痛效果比上肢更明显[32],故本实验选取足三里和昆

仑二穴治疗 DNP。研究结果表明,电针可提高 DNP 大鼠

的热痛阈。 

    研究发现鞘内注射小胶质细胞抑制剂米诺环素[33]

和 P2X4R 拮抗剂可抑制脊髓小胶质细胞和 P2X4R 的表

达 [4] 。小胶质细胞源性脑源性神经营养因子

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)的合成

与释放与 P2X4R 密切相关[34-35]。周围神经损伤后,P2X4

可通过刺激小胶质细胞释放 BDNF 作用于脊髓背角神

经元的酪氨酸激酶 B 受体参与神经痛[36]。王英等[37]研

究表明,电针能够通过调节神经元内生物活性物质的

合成与释放以发挥镇痛效应。ZHENG Y 等[38]研究还发

现电针可通过下调大鼠脊髓 P2X4R 缓解神经病理性疼

痛。课题前期研究[39]表明,电针可能通过抑制 DNP 大鼠

脊髓背角小胶质细胞表达和 BDNF 的表达发挥镇痛作

用。故本课题进一步探究电针治疗DNP除了与下调DNP

大鼠脊髓小胶质细胞 BDNF 有关以外,是否还与其有效

干预脊髓小胶质细胞和 P2X4R 有关。研究结果表

明,STZ 注射后模型组大鼠脊髓背角上小胶质细胞和
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P2X4 蛋白表达增多,电针可下调其蛋白表达。 

综上所述,低频电针能有效改善糖尿病神经痛,可

能与其有效干预脊髓小胶质细胞和 P2X4 蛋白表达有

关。 
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