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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect of 
acupuncture at He-Sea point and Front-Mu point 
of the stomach meridian on gastric stress ulcer 
(SU) in rats and to explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: Thirty-five Wistar rats were ran-
domly divided into five groups: blank control 

group, model group, He-Sea point (Zusanli) 
group, Front-Mu point (Zhongwan) group, and 
He-Sea and Front-Mu point (He-Mu) group. 
Gastric SU was induced in rats by water immer-
sion and restraint. Proteomic alterations in the 
stomach of rats were analyzed by nano-two-
dimensional liquid chromatography (nano-2D-
LC).

RESULTS: Five chromatographic peaks at a re-
tention time between 27 and 32 min were noted 
on the chromatograms in the model group and 
acupuncture treatment groups. The retention 
time of these five peaks was basically identical. 
The peak area was largest in the model group, 
followed by the Front-Mu point group, He-Sea 
point group and He-Mu group.

CONCLUSION: Acupuncture at He-Sea point 
and Front-Mu point exerts a therapeutic effect 
on SU possibly by altering the expression of 
some proteins.
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摘要
目的: 揭示合募配穴法治疗胃溃疡特异性效
应和协同机制. 

方法: 大鼠35只随机分为空白对照组、应激
性胃溃疡模型组、募穴组(中脘穴)、下合穴
组(足三里组)和合募配穴组(中脘穴配足三里
穴组), 利用水浸加捆绑法复制应激性胃溃疡
模型大鼠, 借助纳升级二维液相色谱(Nano-
2D-LC)技术研究大鼠胃经下合穴及募穴针刺
后胃组织差异蛋白表达谱峰. 

结果: 在保留时间27和32 min时, 模型组、募
穴组、下合穴组和合募配穴组比空白对照组
多出色谱峰5个, 并且色谱峰5个的峰面积依次
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■背景资料
胃溃疡是全球性
多 发 病 、 常 见
病, 也是世界范围
内严重影响人类
健康的常见病之
一. 针灸疗法因其
简便、高效、安
全、无不良反应
等特点, 被广泛用
于治疗胃溃疡及
溃疡复发.

■同行评议者
王富春, 教授, 长春
中医药大学针灸
推拿学院; 沈克平, 
主任医师, 上海中
医药大学附属龙
华医院肿瘤科



对应缩小.

结论: 针刺对应激性胃溃疡的治疗机制可能
与5种多肽含量的减小有关.

关键词: 应激性胃溃疡; 合募配穴; 纳升级二维液相

色谱; 差异多肽谱峰
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0  引言

针灸疗法被广泛用于治疗胃溃疡及溃疡复发[1,2]. 
蛋白质组学技术已经被用于针灸防治胃溃疡的

机制研究[3]. 本文从合募配穴治疗胃溃疡的有效

性出发[4], 对应激性胃溃疡大鼠进行针刺治疗, 
利用纳升级二维液相色谱(nano-two-dimensional 
liquid chromatograph, nano-2D-LC)技术对针刺

治疗后的胃组织匀浆液进行蛋白质组研究, 以
揭示针灸防治胃溃疡的现代生物学机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠35只, ♂, 体质量200 
g±30 g, 由长春高新医学动物实验研究中心

提供, 实验动物合格证号: 0003845. 乙腈(ACN, 
G.R., Fisher Scientific Fair Lawn), 甲酸(FA, G.R., 
Fluka), 胰蛋白酶(Trypsin, Sigma, St. Louis, MO), 
牛血清白蛋白(BSA, A.R., Sigma), 苯甲基磺酰氟

(PMSF, A.R., Amresco), 醋酸铵(NH4AC, A.R., 北
京化工厂), 碳酸氢铵(NH4HCO3, A.R., 北京化工

厂). Agilent 1100纳升级的多维液相分析系统, 美
国Agilent公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将35只大鼠分为如下5组(n  = 7), 分
别是: 空白对照组; 应激性胃溃疡模型组; 募穴

(中脘)组; 下合穴(足三里)组; 合募配穴(中脘穴

配足三里穴)组. 
1.2.2 穴位选取和针刺治疗: “足三里”、“中

脘”的选取参照大鼠常用针灸穴位定位标准[5]. 
按照分组要求, 各组大鼠依照分组所取穴位, 合
募配穴组取“足三里穴”加“中脘穴”针刺, 
下合穴组取“足三里穴”针刺, 募穴组取“中

脘穴”针刺, 均采用平补平泻针法治疗, 每日1
次, 每次留针20 min, 连续施术2 d; 模型组每日

同样抓取, 不针刺; 空白对照组正常喂养, 不予

处理. 
1.2.3 模型复制: 依据文献进行模型复制[6,7], 将所
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有实验大鼠造模前禁食不禁水24 h, 将模型组, 
募穴组, 下合穴组, 合募配穴组大鼠四肢捆绑固

定于木板上, 将木板直立浸于23 ℃±1 ℃的恒

温水槽中, 液面保持在大鼠胸骨剑突水平; 空白

对照组大鼠不予处理; 模型组, 募穴组, 下合穴

组, 合募配穴组大鼠同时浸泡; 5组大鼠于24 h后
颈椎脱臼法处死. 
1.2.4 鼠胃组织蛋白提取: 将35只大鼠用颈椎脱

臼法处死后, 迅速剪取溃疡部胃组织, 用冰的生

理盐水冲洗3次以除去体液及血液中一些可能

的污染物. 用滤纸吸净多余水分, 将鼠胃组织切

成约3 mm3小块, 接着称质量, 以1∶8(g∶mL)的
比例加入提取液(含1 mmol/L PMSF的水溶液)
后用玻璃匀浆器对胃组织进行匀浆. 匀浆液在

冰浴中混悬20 min, 然后在4 ℃条件下以13 000 
r/min离心10 min. 收集上清液, 贮存在-80 ℃冰

箱留待下一步使用. 
1.2.5 鼠胃组织匀浆液总蛋白含量测定: 采取

Bradfo rd法[8], 以牛血清白蛋白作标准品, 用
SmartSpec3000分光光度计进行定量. 
1.2.6 酶解反应: 取10 μL样品, 用100 mmol/L 
NH4HCO3水溶液调节其pH值至7.5-8后, 煮沸5 
min, 加入15% ACN, 冷至室温, 将胰蛋白酶加入

该溶液中, 使样品与胰蛋白酶的质量比为40∶1. 
该样品液在37 ℃水浴条件下过夜后, 滴入FA使

pH值至3-4以终止酶解反应. 
1.2.7 蛋白质酶解物的nano-2D-LC分离: 第一

维强阳离子交换(Strong Cation-Exchange, SCX)
色谱柱采用Agilent ZORBAX Bio-SCX Series
Ⅱ(50 mm×0.8 mm, 3 μm), 上样液与纳升级

分析型反相液相色谱流动相A相同, 即流动相

A: H2O-ACN-FA(体积比为95∶5∶0.1)溶液. 洗
脱液为0.5 mol/L的NH4Ac, 洗脱15 min, 流速: 
10 μL/min. 富集柱: C18柱为Agilent ZORBAX 
300SB(50×0.3 mm, 5 μm). 样品的预浓缩和除

盐时所用的溶液与纳升级液相色谱流动相A
相同. 第二维纳升级分析型RPLC柱: C18柱为

Agilent ZORBAX SB(150×0.5 mm, 5 μm). 所用

流动相A为H2O-ACN-FA(体积比为95∶5∶0.1)
溶液; B液为H2O-ACN-FA(体积比为5∶95∶0.1)
溶液, 线性梯度洗脱程序: 0-15 min, 上样除盐; 
15-25 min, 0%B-50%B; 25-35 min, 50% B-99% 
B; 35-45 min, 99% B-0% B, 流速4 μL/min, 多波

长检测器(Multiwavelength Detector, MWD), 检
测波长214 nm. 鼠胃组织蛋白提取液的酶解样

品由在线的nano-2D-LC系统完成分离. 第一维
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■研发前沿
以整体的观念和
角 度 ,  从 基 因、

蛋白质和代谢物
入 手 ,  构 建 针 灸
组穴治疗胃溃疡
效应研究的技术
平 台 和 方 法 ,  为
腧穴效应研究、

脏腑病证治疗和
中医药现代化提
供新的技术和理
论体系.

■创新盘点
本实验利用nano-
2D-LC技术, 筛选
并分离合募配穴
法防治应激性胃
溃疡大鼠胃组织
中的特定效应蛋
白, 揭示合募配穴
法防止胃溃疡的
作用机制. 此法改
变了以往单个蛋
白的静态研究, 从
蛋白质组的整体
变化研究胃溃疡
针灸效应的物质
基础, 阐明针灸疗
效的现代生物学
机制.
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是基于静电作用的离子交换色谱分离, 第二维

是基于疏水作用的反相液相色谱分离. 

2  结果

第一维采用SCX柱, 通过0.25 mol/L的NH4Ac溶液

置换, 由富集柱除盐吸附组分后反冲入反相液相

色谱柱线形洗脱, 最后进入多波长检测器分析.
5组酶解液所有成分的色谱峰在40 min内出

完, 比较5组色谱图(图1). 图1是5组样品重叠比

较的色谱图. 观察空白对照组、模型组和各治

疗组色谱图, 在保留时间27-32 min时, 模型组和

各治疗组比空白对照组多出5个色谱峰, 即模型

组、下合穴组、募穴组及合募配穴组具有保留

时间基本一致的5个多肽峰, 详细数据见表1, 各
峰在4组间的保留时间差小于0.5 min, 峰1、2、
3、4、5的保留时间在4组间均无显著差异(均
P >0.05), 故确定为共有多肽峰. 在空白对照组中

未见这5个共有峰, 提示共有峰属于大鼠病理状

态下产生的5种特异性多肽.
比较4组间5个色谱峰峰面积大小(图1), 可见

模型组与治疗组相比, 5个共有峰的各个峰面积

对应减小, 详细数据见表2. 共有峰1、2、3、4、
5的峰面积积分在模型组、募穴组、下合穴组和

合募配穴组中呈现逐渐减小趋势, 组间峰面积积

分比较均有非常显著性差异(均P <0.01), 并且合

募配穴组峰面积积分最小, 最接近正常状态.

3  讨论

中医针灸疗法在治疗胃溃疡中具有很好的疗效, 

特别是选取中脘、足三里等穴配伍治疗胃溃疡

等疾病效果显著[9]. 研究表明: 针刺足三里、中

脘穴可有效改善胃肠运动失调, 其调整作用可

使胃分泌功能协调, 使胃窦部位运动趋于正常, 
胃节律恢复正常, 胃排空不受阻碍; 还能使处于

病理状态下的胃电振幅恢复正常[10]. 针刺胃经穴

对胃的运动、分泌以及胃黏膜损伤修复皆有明

显的调节作用[11], 研究发现针刺治疗胃溃疡的机

制可能与针刺参与胃黏膜细胞分裂和增殖的信

号转导机制有关[12]. 但目前针刺防治胃溃疡机制

研究大都局限于以胃或胃局部改变为对象, 或
以单一的指标改变进行观察, 研究结果难以体

现中医“胃腑”的整体功能变化规律, 更难反

映“胃腑”与其他脏腑的密切联系和相互作用. 
由于针灸效应的整体性, 仅从单个蛋白的静态

研究难以全面反映针灸效应的整体变化, 因此

改变以往单个蛋白的静态研究而从蛋白质组的

整体变化研究针灸的效应将是针灸学研究的一

表  1  4组样品共有色谱峰保留时间比较 (min, mean±SD)

     
	              模型组		  募穴组	                  下合穴组		   合募配穴组	          平均

峰1	       27.286±0.68	          27.189±0.79	             27.045±0.54	 26.894±0.47	 27.1035±0.62

峰2	       28.023±0.88	          27.947±0.53	             27.909±0.38	 27.811±0.65	 27.9225±0.61

峰3	       28.980±0.89	          28.850±0.92	             28.700±0.71	 28.606±0.76	 28.7840±0.82

峰4	       30.934±0.31	          30.859±0.24	             30.814±0.41	 30.749±0.28	 30.8390±0.31

峰5	       31.546±0.87	          31.386±0.77	             31.338±0.62	 31.262±0.70	 31.3830±0.74

表  2  4组样品共有色谱峰峰面积比较 (mAu, mean±SD)

     
分组 	                共有峰峰1面积           共有峰峰2面积            共有峰峰3面积          共有峰峰4面积         共有峰峰5面积

模型组 1 711.8±2.89d 18 734.1±5.87d 12 339.8±4.28d 4 464.9±8.95d 4 163.4±1.56d

募穴组    868.2±6.23bd   7 322.9±4.64bd   5 929.0±6.75bd 2 543.3±6.31bd 2 361.3±2.35bd

下合穴组    786.9±5.21bdf   3 604.7±7.21bdf   3 656.3±5.37bdf 1 608.3±7.39bdf 1 554.9±2.61bdf

合募配穴组    549.6±4.68b   1 565.7±6.88b   1 080.0±6.26b    694.5±6.27b    701.3±1.43b

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  合募配穴组; fP<0.01 vs  募穴组.
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图  1  5组鼠胃组织酶解多肽的SCX-RPLC二维分离图(重叠). 
A: 空白对照组; B: 模型组; C: 募穴组; D: 下合穴组; E: 合募

配穴组. 1-5为B、C、D、E组的共有色谱峰.

■应用要点
现代科技手段与
针灸研究的基础
工作相融合将成
为针灸效应研究
新的发展方向, 必
将为腧穴效应研
究、脏腑病证治
疗和中医药现代
化提供新的技术
和理论体系, 也将
为解决当代中医
药学的重大疑难
问题提供可寻求
的新途径.



www.wjgnet.com

2358                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年8月8日      第18卷      第22期

个突破口. 蛋白质组首先由澳大利亚Macquarie
大学的Williams和Wilkins于1994年提出, 指的是

“一个细胞或组织所表达的全部蛋白质”[13]. 蛋
白质组学(Proteomics)即以蛋白质组为研究对象, 
从蛋白质组的水平进一步认识生命活动的机制

和疾病发生的分子机制, 是对生物体在蛋白质

水平定量、动态、整体性的研究. 蛋白质组所

体现的时空性与整体性, 与中医精髓的整体观

念亦十分贴近[14]; 同时, 蛋白质组学通过采用高

分辨率的蛋白质分离手段, 结合高效率的蛋白质

鉴定技术, 全景式地研究在各种特定情况下的蛋

白质谱[15], 这一主要特点为中医针灸的整体调节

效应研究提供了有利的理论指导与技术支撑.
本实验结果显示, 空白对照组与模型组和

治疗组色谱图, 在保留时间27-32 min时, 模型

组、下合穴组、募穴组及合募配穴组具有5个
多肽峰保留时间基本一致, 各峰在4组间的保留

时间差小于0.5 min, 峰1、2、3、4、5的保留时

间在4组间均无显著差异(均P >0.05), 故确定为

共有多肽峰. 在空白对照组中未见这5个共有峰, 
提示共有峰属于大鼠病理状态下产生的5种特

异性多肽. 
比较4组间5个色谱峰峰面积积分, 共有峰

1、2、3、4、5的峰面积积分在模型组、募穴

组、下合穴组和合募配穴组中呈现逐渐减小趋

势, 组间峰面积积分比较有非常显著性差异(均
P <0.01), 并且合募配穴组峰面积积分最小, 最接

近正常状态. 通过比较发现, 针刺后5种特异性

多肽峰的峰面积积分都明显减小, 并且针刺足

三里穴比针刺中脘穴的减小程度大, 合募配穴

组比单纯针刺中脘或足三里穴对其峰面积积分

减小的程度更大, 表明针刺能够减小这5种多肽

的含量, 并且针刺中脘穴、足三里穴及中脘穴

配足三里穴对5种多肽含量减小的程度依次增

大, 合募配穴比单纯选用下合穴或募穴对5种特

异性多肽的作用强, 提示针刺对应激性胃溃疡

的治疗机制可能与这5种多肽含量的减小有关, 
合募配穴比单用下合穴或募穴对应激性胃溃疡

的治疗作用更强, 即合募配穴的疗效优于单纯

针刺中脘穴或足三里穴, 同时单纯针刺足三里

穴的疗效优于单纯针刺中脘穴[16], 这与胃溃疡

等胃腑疾病的临床表现和针灸治疗胃腑疾病的

实践相一致.
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■同行评价
本 文 方 法 先 进 , 
文 字 表 达 流 畅 , 
为针灸效应研究
提供了新的思路
和技术.


