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降钙素基因相关肽在胃溃疡模型小鼠穴位敏化中的作用研究 
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【摘要】  目的  从分子生物学的角度,探讨降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related peptide, CGRP)在

慢性胃溃疡模型小鼠穴位敏化过程中的作用。方法  将 C57BL/6 小鼠随机分为对照组和模型组,每组 15 只,将冰

乙酸溶液于胃小弯近幽门处注射到胃壁肌层近黏膜下层构建慢性胃溃疡模型,随后在小鼠尾静脉上注射伊文思

蓝,观察穴位敏化点的体表分布规律;HE 染色法观察胃部组织在造模前后的病理形态变化;通过体表痛敏行为学

实验,观察小鼠痛觉阈值的改变;蛋白质印迹法、免疫荧光染色法检测穴位敏化后脊髓、背根神经节(dorsal root 

ganglion, DRG)和皮肤中的 CGRP 表达。结果  通过向小鼠胃部注射冰乙酸可诱导其形成符合胃溃疡典型病理特

征的动物模型;对照组 EB 渗出点较少,模型组 EB 渗出点分散于脊髓 T1～T13节段支配区域,其中以 T9～T11区域最

为集中,且其伊文思蓝渗出点压痛阈较造模前显著降低(P＜0.01)。穴位敏化后模型组的脊髓、DRG 和皮肤中的

CGRP 蛋白和荧光蛋白阳性表达显著高于对照组(P＜0.01)。结论  冰乙酸诱导小鼠形成胃溃疡后,其胃部组织病

变所对应的体表敏化区、相应的脊髓 T9～T11节段和 DRG 神经元中 CGRP 表达增高,可能是引起外周和中枢痛觉敏

化,使体表局部出现神经源性炎性反应,介导穴位敏化的原因。 

【关键词】  胃溃疡;穴位敏化;痛阈;降钙素基因相关肽;小鼠 

【中图分类号】  R2-03   【文献标志码】  A 

DOI:10.13460/j.issn.1005-0957.2023.13.3006 

Study of the Role of calcitonin gene-related peptide in acupoint sensitization in gastric ulcer mice  YANG Xue1, 

ZHENG Xuan1, YUAN Wei1,2,3, WU Yuwei1,2,3, DIAO Zhijun2,3, XUE Simeng2,3, QIAO Haifa1,2,3.  1.Shaanxi University 

of Chinese Medicine, Xianyang 712046, China; 2.Shaanxi Key Laboratory of Acupuncture and Medicine, Xianyang 

712046, China; 3.Shaanxi Administration of Traditional Chinese Medicine, Xianyang 712046, China 

[Abstract]  Objective  To discuss the role of calcitonin gene-related peptide (CGRP) in acupoint sensitization in 

chronic gastric ulcer mice from the perspective of molecular biology. Method  C57BL/6 mice were randomly divided 

into a control group and a model group, with 15 mice in each group. The chronic gastric ulcer model was established by 

injection of glacial acetic acid into the submucosal layer of the gastric wall near the pylorus in the lesser curvature, 

followed by Evans blue injection into the tail vein of mice to observe the distribution pattern of acupoint sensitization 

spots on the body surface. Pathological changes in gastric tissues after modeling were observed by hematoxylin-eosin 

staining. Changes in the pain threshold of mice were observed by body surface hyperalgesia-like behavior tests. The 

expression of CGRP in the spinal cord, dorsal root ganglion (DRG), and skin after acupoint sensitization was detected 

by Western blotting and immunofluorescence staining. Result  Injecting glacial acetic acid into the stomach of mice 

could induce a model conforming to the typical pathological features of gastric ulcer. The control group had fewer EB 

exudate spots, while the model group had EB exudate spots scattered in the dominant regions of T1-T13 segments of the 

spinal cord, predominantly concentrated in the T9-T11 regions, and a significantly lower pressing pain threshold was 
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found at the Evans blue exudate spots compared with that before modeling (P＜0.01). After acupoint sensitization, the 

CGRP protein levels and positive expression of fluorescent protein in the spinal cord, DRG, and skin were significantly 

higher in the model group than in the control group (P＜0.01). Conclusion  After the establishment of gastric ulcers 

induced by glacial acetic acid in mice, the expression levels of CGRP in the sensitized regions on the body surface, the 

corresponding T9-T11 spinal cord segments, and DRG neurons corresponding to the gastric lesions were significantly 

accelerated, which may be responsible for peripheral and central hyperalgesia, topical neurogenic inflammatory 

responses on the body surface, and mediating acupoint sensitization. 

[Key words]  Stomach ulcer; Acupoint sensitization; Pain threshold; Calcitonin gene-related peptide; mice 

 

穴位,是脏腑-经络之气输布于体表的特殊部位。

其可根据机体的病理状态[1],发生从“静息态”向“激

活态”的可塑性转变,即穴位敏化[2-3]。研究[4]表明,降

钙素基因相关肽(calcitonin gene-related peptide, 

CGRP)在神经源性炎症和伤害性痛觉敏化过程中发挥

重要作用。CGRP 是由 37 个氨基酸组成的肽类神经递

质,主要表达在外周神经A和C纤维,大多数内脏感觉

传入纤维以及脊髓后角的浅层[5],其可通过影响外周

和中枢敏化过程来调节穴位敏化的发生[6-8]。在外周神

经系统中,背根神经节(dorsal root ganglion, DRG)

神经元是合成 CGRP 的主要部位[9]。这些神经元可同时

接收来自皮肤、肌肉等外周体表和内脏组织传递的伤

害性信息,并在 DRG 神经元内进行信息整合,再传递到

脊髓背角和更高级中枢,实现外周信号向中枢的传

递[10]。当内脏病变时,内脏感觉传导纤维将痛觉信息传

递给 DRG 神经元,使之兴奋性异常升高,促使外周末梢

释放 CGRP、P 物质和炎症因子等,介导了痛觉信号的传

导敏化和体表神经源性炎性反应的发生[11],提示 CGRP

是参与脏腑相关体表神经源性炎性反应的主要物质。

急性胃炎模型体表敏化点的 CGRP 表达增加[8],CGRP 是

否介导了慢性胃溃疡介导的体表穴位敏化发生却并不

清楚。因此,本研究通过使用冰乙酸建立小鼠胃溃疡模

型,观察胃部损伤小鼠体表穴位敏化的分布和规律,以

及体表敏化点、DRG 神经元和脊髓节段 CGRP 的蛋白和

荧光蛋白阳性表达情况，有助于从分子生物学的角度

阐明 CGRP 与胃溃疡模型小鼠体表敏化的关系、效应及

机制,为解释穴位敏化的生物学机制提供实验证据。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与分组 

选用清洁级健康雄性 C57BL/6 小鼠 30 只,体质量

(22±3)g,所有动物均购于西安交通大学医学实验中

心,许可证号为 SCXK(陕)2018-001。在陕西中医药大

学针药结合创新研究中心动物房饲养。动物房温度

22～24 ℃,湿度50%～60%,12 h昼夜交替照明,小鼠自

由饮食、饮水。小鼠适应性饲养 1 周后,随机将小鼠分

为对照组、模型组两组,每组 15 只。 

1.2  主要试剂与仪器 

伊文思蓝(evans blue, EB)染色液、苏木素-伊红

染色液(hematoxylin-eosin staining, HE)(西安灏洋

生物有限公司),抗 CGRP 抗体(D5R8F,美国 CST 公司), 

-actin(AC026,武汉爱博泰克生物科技有限公司);

山羊抗兔免疫球蛋白 G(H＋L),辣根过氧化物酶

(EK020,西安壮志生物科技有限公司);Alexa Fluor  

647 驴抗兔荧光二抗(34213ES60,上海翊圣生物科技

有限公司);冰冻切片机(美国 Thermo Fisher),莱卡显

微镜(德国 Leica),电泳仪、化学发光成像系统(美国

BioRad);足底触觉测痛仪(意大利 Ugo Basile),足底

热痛仪(意大利 Ugo Basile),电子 von Frey(美国

IITC)。 

1.3  模型制备 

小鼠术前 12 h 禁食不禁水,异氟烷麻醉后于腹部

切开皮肤暴露胃,以0.05 mL冰乙酸溶液于胃小弯近幽

门处注射到胃壁肌层近黏膜下层,胃壁即出现圆形隆

起并逐渐变为乳白色,直径约为 5 mm。逐层缝合腹壁

再进行碘伏消毒,构建小鼠胃溃疡模型[12]。对照组采用

同法注射相同剂量生理盐水溶液。模型鉴定标准为可

见小鼠精神萎靡,行动缓慢,身体蜷缩,拉柏油样便;并

对小鼠胃部组织做 HE 染色[13]。 

1.4  胃溃疡模型小鼠体表敏化部位检测 

造模前1 d将小鼠全身轻柔脱毛,造模完成后尾静

脉注射 0.5% EB 溶液(0.1 mL/10 g)。注射 2 h 后观察

小鼠体表 EB 渗出点[14],并记录敏化点的数量和分布位

置,在小鼠体表图中标记。 
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1.5  脊髓神经节段参与慢性胃溃疡引起体表痛敏行

为学实验 

为研究慢性胃溃疡是否可以引起脊髓节段的体表

牵涉痛敏,通过体表机械压力痛[15]、足底机械痛、热痛

来检测小鼠对照组和模型组的压痛阈变化[16]。机械压

力痛检测时先用记号笔标记小鼠 T1～T13 脊髓节段,使

用测痛仪按压各组小鼠脊髓节段处的敏化点;足底机

械痛检测时用测痛仪在小鼠左右后足按压;热痛检测

时将光源放置在小鼠左右后足下方。分别于造模后 1、

3、6 d 进行测试,并观察小鼠有明显躲避样行为时记

录压痛阈值,每个敏化点或后足部位测 3次取平均值。 

1.6  小鼠胃组织病理学观察 

每组随机抽取5只小鼠在术后6 d取材,0.9%生理

盐水和 4%多聚甲醛溶液灌流。取胃组织放入 4%多聚甲

醛后固定 24 h,OCT 包埋组织,常规冰冻切片(厚

度 16 m),HE 染色。HE 染色步骤为先将切好的组织的

载玻片架子置于 1 000 mL 的烧杯中,用自来水冲洗干

净,滴加苏木素 1 min,纯水冲洗干净,接着滴加伊红

2 min,震荡后冲洗干净,75%乙醇震荡 1 min,85%乙醇

震荡 1 min,95%乙醇震荡 1 min,无水乙醇浸泡

2×2 min,二甲苯固化 3×2 min,最后中性树胶封片,

在显微镜下观察胃组织形态。 

1.7  蛋白质印迹(Western blot, Wb)法观察穴位敏化

后脊髓、DRG 及皮肤中 CGRP 蛋白相对表达量 

造模后 6 d,随机抽取每组 5 只小鼠麻醉,背部剃

毛,剪开小鼠皮肤和肌肉,暴露出胸椎段,剪除棘突和

椎板,在冰上操作,迅速剥离 T9～T11 脊髓和 DRG,并取

皮肤,分别加入RIPA裂解液,用BCA法蛋白定量,20 ℃

保存蛋白样本备用。选用15% SDS-PAGE凝胶电泳分离,

然后将蛋白质转移到PVDF膜上;用5%的脱脂奶粉室温

封闭 2 h;一抗(CGRP1:1 000, -actin1:1 000)4 ℃

过夜孵育;二抗(1:20 000)室温孵育 2 h;使用 ECL 显

影。采用 Image J 读取灰度值进行分析测定。 

1.8  免疫荧光染色法观察穴位敏化后脊髓、DRG 及皮

肤中 CGRP 阳性表达 

造模后 6 d,各组剩余 5 只小鼠麻醉,0.9%生理盐

水和 4%多聚甲醛灌流。取脊髓 T9～T11节段、DRG 及皮

肤组织放入4%多聚甲醛后固定24 h,用 OCT包埋,常规

冰冻切片(厚度 16 m)。驴血清封闭 2 h,CGRP 抗体

(1:500)4 ℃过夜,二抗(1:500)室温孵育 2 h,抗荧光

衰减封片剂(含 DAPI)封片,荧光显微镜下拍照,Image 

J 进行整理和分析视野阳性细胞荧光强度。 

1.9  统计学方法 

采用 GraphPad Prism 9 和 SPSS25.0 统计软件进

行分析。符合正态分布的计量资料用均数±标准差表

示,比较采用t检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。 

 

2  结果 

2.1  两组小鼠胃组织形态学比较 

HE 染色后对照组小鼠胃组织比较完整,病理切片

未见明显异常,而模型组小鼠胃组织水肿,炎性细胞增

多,表面上皮分界明显加重,上皮细胞丢失。结果表明

慢性胃溃疡模型小鼠造模成功。详见图 1。 

 

注:A 为对照组;B 为模型组。 

图 1  两组小鼠胃组织形态学比较(×40) 

2.2  两组小鼠体表穴位敏化结果比较 

对照组小鼠体表 EB 渗出点分布稀疏分散,无主要

集中区域。而模型组小鼠 EB 渗出点分布涉及脊髓 T1～

T13节段体表支配区域,其中以 T9～T11节段体表支配区

域中胆俞、脾俞、胃俞和脊中穴位分布最为集中。提

示,小鼠体表 EB 渗出点数目与胃部炎性程度成正比,

且其分布规律与内脏组织损伤部位所对应的体表支配

区域一致。详见图 2。 

2.3  两组小鼠体表痛敏行为学实验结果比较 

与对照组比较,模型组小鼠在造模后6 d的体表敏

化区机械痛阈值、后足机械痛阈值和热痛阈值均显著

降低(P＜0.01)。提示慢性胃溃疡小鼠会出现牵涉性痛

敏化现象,其脊髓 T9～T11 节段体表支配区域痛觉阈值

降低、兴奋性增强、感受野扩大,可能与胃部损伤引起

的体表神经源性炎性反应有关。详见图 3。 

2.4  两组小鼠脊髓中CGRP蛋白含量和CGRP荧光蛋白

阳性表达比较 

与对照组比较,模型组小鼠脊髓 T9～T11 节段中的

CGRP 蛋白含量显著升高(P＜0.01)。免疫荧光结果显

示,与对照组比较,模型组小鼠脊髓中的 CGRP 荧光蛋

白阳性表达也显著高于对照组(P＜0.01)。详见图 4。
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注:A 为小鼠体表典型 EB 渗出点分布图;B 为小鼠体表 EB 渗出点叠加图;C 为模型组小鼠 EB 渗出点节段分布统计图。 

图 2  两组小鼠体表渗出点分布比较(n＝10) 

 

注:与对照组比较 1)P＜0.01。 

图 3  两组小鼠体表痛敏行为学实验结果比较( x ±s,n＝10) 

 

注:A为各组小鼠穴位敏化后脊髓中CGRP的蛋白表达比较;B为各组小鼠穴位敏化后脊髓中CGRP免疫荧光蛋白阳性表达图(×

20);与对照组比较 1)P＜0.01。 

图 4  两组小鼠脊髓中 CGRP 蛋白含量和 CGRP 荧光蛋白阳性表达比较( x ±s,n＝5)
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2.5  两组小鼠DRG中CGRP蛋白含量和CGRP荧光阳性

表达比较 

Wb结果显示,与对照组比较,模型组小鼠DRG中的

CGRP 蛋白含量显著升高(P＜0.01)。免疫荧光结果显

示,与对照组比较,模型组小鼠DRG中的CGRP荧光蛋白

阳性表达显著高于对照组(P＜0.01)。详见图 5。 

 

注:A 为各组小鼠穴位敏化后 DRG 中 CGRP 的蛋白表达比较;B 为各组小鼠穴位敏化后 DRG 中 CGRP 免疫荧光蛋白阳性表达图;

与对照组比较 1)P＜0.01。 

图 5  两组小鼠 DRG 中 CGRP 蛋白含量和 CGRP 荧光蛋白阳性表达比较( x ±s,n＝5) 

2.6  两组小鼠皮肤中CGRP蛋白含量和CGRP荧光阳性

表达比较 

Wb 结果显示,与对照组比较,模型组小鼠皮肤中

的 CGRP 蛋白含量显著升高(P＜0.01)。免疫荧光结果

显示,与对照组比较,模型组小鼠皮肤中的 CGRP 荧光

蛋白阳性表达也显著高于对照组(P＜0.01)。详见

图 6。 

 

注:A 为各组小鼠穴位敏化后皮肤中 CGRP 的蛋白表达比较;B 为各组小鼠穴位敏化后皮肤中 CGRP 免疫荧光蛋白阳性表达图;

与对照组比较 1)P＜0.01。 

图 6  两组小鼠皮肤中 CGRP 蛋白含量和 CGRP 荧光蛋白阳性表达比较( x ±s,n＝5) 
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3  讨论 

胃溃疡是常见的消化系统疾病之一[17],临床多表

现为节律性反复发作的胃脘部疼痛。本研究通过在小

鼠胃壁注射冰乙酸,诱使其胃部组织水肿,炎性细胞增

多,表面上皮分界明显加重,上皮细胞丢失,构建了符

合胃溃疡典型病理特征的动物模型。研究结果表明,

小鼠胃部损伤后,可诱导其内脏所对应的体表支配区

域产生神经源性炎性反应,使敏化点显著增多,痛觉阈

值下降,并使其脊髓 T9～T11节段、DRG 神经元和体表敏

化区域中的 CGRP 阳性表达和蛋白水平显著升高。提示,

外周和脊髓的 CGRP 表达改变,可能是内脏损伤病理状

态下介导穴位敏化的重要分子基础。 

体表-内脏反射具有确切的节段性构筑特性[18]。当

内脏病变时,体表相应部位会出现节段性的阳性反应,

如结节、凹陷、瘀点、皮疹等[19-20]。在动物实验中,通

过尾静脉注射EB染料,观察到内脏疾病引起EB在体表

渗出[21-23],渗出点呈现神经节段分布并与穴位具有规

律性联系,与敏化穴位穴区的血管通透性增加相关[24],

这些结果均提示穴位与内脏疾病引起的体表敏化存在

高度相关性,即穴位的敏化现象[25]。EB 渗出点的出现

表明内脏病变时,穴位处体表局部血管通透性改变,导

致神经源性炎性反应[6],这一反应在外周主要是由于 C

类多型性伤害性感受器的激活引起的,导致局部致痛

物质的释放,引起周围血管扩张,进一步引起伤害性感

受器敏感性增强,局部出现痛敏点或者痛敏区域。这些

痛敏区域和穴位的分布密切相关[26]。同时,EB 渗出的

多少可代表 C 类纤维末梢的密度[27],穴位和非穴位区

的EB渗出点都有C类纤维伤害性反应引起的局部炎性

反应,但可能穴位处 C 类纤维末梢更加集中,能够激发

较多的 C 类纤维机械刺激感受器或温度感受器[28],因

此敏化状态下穴位较非穴区能够更好地引起机体的反

应及治疗效应。动物研究表明,肠炎大鼠的 EB 渗出点

主要分布在T12～L2节段[29];心肌缺血大鼠的EB渗出点

出现在其左侧背部,并在脊髓 T1～T5 节段体表支配区

域发生规律性的牵涉性的“敏化”反应[30]。急性胃黏

膜损伤大鼠的 EB 渗出点主要集中在背部 T6～T11 节

段[6,31],而刺激大鼠背部相应的体表皮肤可引起同节段

支配的十二指肠和肠道血管运动变化[18]。可见,体表穴

位与内脏器官之间具有节段性分布的密切联系,这些

敏化反应点的功能状态可能与“穴位”的形成有关。

本研究结果显示,胃溃疡小鼠脊髓 T9～T11 节段体表支

配区域出现多个 EB 渗出点,而这一敏化区又包括胆

俞、脾俞、胃俞、脊中穴等与治疗胃部疾病相关的功

能穴位。临床研究表明,压痛反应是腧穴敏化的一种表

现,如膝关节骨关节炎患者在鹤顶、梁丘及曲泉穴压痛

敏感[32];胃病可在胃俞等穴位触及结节或条索状改变,

按压这些穴位均可出现疼痛感[33]。在本研究中,与胃部

损伤前相较,小鼠脊髓 T9～T11 节段体表支配区域及相

应穴位敏化点的痛阈值显著降低,兴奋性水平显著升

高。说明模型小鼠的胃部炎性反应,可能通过神经源性

炎性反应反映在体表相应部位[34-35],并通过体表敏化

点兴奋性阈值改变使穴位向激活态发生功能迁移。 

大量研究[36]表明,穴位敏化可能与炎性物质的释

放有关。石宏等[37]认为穴位敏化可能是由于内脏病变

通过轴突反射影响体表,导致体表发生神经源性炎性

反应,引起局部致炎致痛物质增高,促进血管扩张和渗

出增加,进而出现痛觉敏化。CGRP 作为感觉神经末梢

激活导致神经源性扩张反应的主要介质,是介导病理

状态下伤害感受器敏化的关键靶分子[38-39]。当内脏组

织损伤时,CGRP 会导致伤害性神经元敏化,刺激肥大

细胞活化[40-41],作用于炎症细胞后释放大量炎性因子,

引起神经源性炎症反应,提高致痛效应,引起血管扩张,

导致血浆蛋白渗出,介导体表穴位敏化的发生。如大鼠

足跖部重复微量注入 CGRP 可诱发外周敏化,使大鼠伤

害性机械刺激的反应阈值明显减小[42]。足底注入 CGRP

受体拮抗剂则可阻断外周神经损伤大鼠痛觉超敏的行

为学表征,减轻辣椒素诱发的机械性诱发痛及痛觉过

敏[43]。在脊髓水平鞘内注射CGRP的拮抗剂h-CGRP8-37

能够降低多因素诱发的内脏痛觉过敏[44]。因此,脊髓水

平 CGRP 的释放是伤害性感受信息传递和调控过程中

一个重要环节[45],抑制脊髓水平 CGRP 的表达或阻止其

发挥作用可以降低机体的痛敏反应。本研究观察到胃

溃疡小鼠脊髓 T9～T11节段对应体表区域的 CGRP 蛋白

和荧光蛋白阳性表达升高,说明 CGRP 的表达改变可能

参与了胃溃疡体表穴位微理化环境的状态改变,而这

可能与躯体-内脏牵涉痛的会聚易化有关。 

牵涉痛的会聚易化理论认为,病变器官和出现牵

涉痛的皮肤受到相同的脊神经后根传入纤维支配,从

而使同时支配体表和内脏的脊髓后角会聚神经元反应

阈值降低、异常放电活动增加、体表感受野扩大等现

象[18]。在这一过程中,内脏组织损伤可导致神经生长因

子释放并与TrkA受体结合逆行转运至DRG神经元胞体,
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通过胞内信号级联,使DRG中的CGRP上调,并提高脊髓

后角的CGRP水平[46-47]。因而,尽管 CGRP在 DRG中产生,

但最高浓度的 CGRP 却出现在脊髓后角的浅层。与此相

一致的,在本研究中也观察到脊髓及 DRG 中的 CGPR 蛋

白和阳性表达显著升高,说明了 CGRP 参与调节内脏损

伤动物模型的中枢敏化过程。 

综上,本研究结果提示,慢性胃溃疡模型在胃部对

应节段的脊髓和DRG中CGRP表达显著提升可能是导致

体表敏化的重要分子基础。本研究从分子生物学角度

为阐明 CGRP 在胃溃疡小鼠穴位敏化中的作用提供了

可靠的实验依据,丰富了“穴位敏化”理论的科学内涵。 
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