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■背景资料
胃溃疡 ( g a s t r i c 
ulcer, GU)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 .  针灸防治
胃 病 疗 效 确 切 , 
以 往 研 究 表 明 , 
留针时间与疗效
有密切关系 ,  但
目前研究中 ,  关
于针刺留针时间
与效应之间关系
的临床和实验研
究较少 ,  对于针
刺时效关系没有
较为科学的解释
与规范. 
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Abstract 
AIM: To assess the effect of needle retaining 
time of electroacupuncture at “Weibing Fang” 

on the repair of acute gastric mucosal injury in 
order to explore the optimal needle retaining 
time and the time-effect relationship. 

METHODS: Eighty Wistar rats were randomly 
divided into 8 groups: a blank group, a 
model group, and six electroacupuncture 
treatment groups with different needle-
retaining times. Acute gastric mucosa injury 
was induced using anhydrous alcohol gavage. 
Immunohistochemistry assay was used for 
the detection of gastric mucosal transforming 
growth factor-α (TGF-α) and heat shock protein 
70 (HSP70) expression. 

RESULTS: The integral optical density of 
TGF-α expression in the 10-, 15-, 30-min 
acupuncture groups was significantly higher 
than that in the model group (P < 0.05). The 
integral optical density of TGF-α expression 
in the 15- and 30-min groups were statistically 
different from that in the other 4 treatment 
groups (P < 0.05), although there was no 
significant difference between the 15- and 
30-min groups. The integral optical density 
of HSP70 expression in the acupuncture 
treatment groups was significantly higher than 
that in the model group (P < 0.05). The integral 
optical density of HSP70 expression in the 
30-s, 3-min and 5-min groups was significantly 
lower that in the 10, 15 and 30-min groups 
(P < 0.05); HSP70 expression in the 10-min 
group was significantly lower that in the 
15-min and 30-min groups (P < 0.05). Long-
duration (15 min and 30 min) acupuncture up-
regulated TGF-α and HSP70 expression more 
significantly compared with other groups. 
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■研发前沿
针 刺 治 疗 G U 疗
效确切 ,  对其作
用机制也有一定
探讨 ,  但目前运
用分子生物学免
疫组织化学进行
研究已成为针刺
研究的热点之一. 
本文以整体观念
出发 ,  从现代科
学技术手段着眼, 
构建针灸组穴治
疗 G U 效 应 研 究
的技术平台和方
法 ,  为腧穴效应
研究、针刺时效
关系研究提供新
的思路和方法.

CONCLUSION: Long-duration acupuncture 
has better effect on rat gastric mucosal 
repair, and the mechanism may be related to 
promoting endogenous protective substance 
expression. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察电针“胃病方”(足三里+中脘+
内关)针刺留针不同时间对急性胃黏膜损伤
大鼠胃黏膜的修复效应, 并探讨其最佳留针
时间及时效关系. 

方法: 将80只大鼠随机分为空白组、模型组
及30 s、3、5、10、15、30 min不同留针时
间组, 共8组. 采用无水乙醇灌胃法制作模型, 
免疫组织化学法检测胃黏膜转化生长因子
-α(transforming growth factor-α, TGF-α)和热休
克蛋白70(heat shock protein 70, HSP70)的表达. 

结果: 10、15、30 min针刺治疗组TGF-α
表达的积分光密度值较模型组明显升高
(P <0.05), 且15、30 min治疗组较其余4治疗
组差异具有统计学意义(P <0.05), 其中15 min
和30 min两组间比较, 并无明显差异. 各留针
时间针刺组HSP70表达的积分光密度值较
模型组明显升高(P <0.05). 30 s、3、5 min 3
组均与10、15、30 min比较, 后3组积分光密
度值明显高于前3组, 差异具有统计学意义
(P <0.05); 10 min组与15、30 min比较, 后两
组HSP70表达更为明显(P <0.05). 提示针刺
可使急性胃黏膜损伤大鼠胃黏膜TGF-α和
HSP70表达增强, 但针刺长时间留针(15 min
和30 min两组)更具有显著的效果. 

结论: 长时间留针能更有效的修复大鼠胃黏
膜损伤, 其机制可能与促进内源性保护物质
合成有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本课题首次研究“胃病方”的针刺

时效关系, 从分子生物学角度探讨不同留针时

间针刺“足三里+中脘+内关”后的信号反映及

“胃病方”保护和逆转胃黏膜损伤的机制, 并
为针刺治疗胃溃疡(gastric ulcer)的临床运用提

供依据.
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0  引言

胃溃疡(gastric ulcer, GU)是临床常见的胃肠疾

患, 关于针刺治疗GU的临床观察和动物实验

有不少文献报道[1-15], 疗效肯定. 就所查阅资料

来看, 关于时效关系的研究, 尤其是对于电针

后观测指标的时间变化趋势的研究还很少, 而
这对于确立针刺时间很有意义. 转化生长因

子-α(transforming growth factor-α, TGF-α)具
有促胃黏膜上皮细胞迁移和增殖的作用[16]. 热
休克蛋白(heat shock protein, HSP)是一类在进

化上高度保守的应激蛋白, 参与一些重要的细

胞生理活动, 如参与蛋白质的折叠、装配、运

输、修复等, 对维持细胞及功能有重要作用, 
近年来的研究[17]证实HSP可通过抑制单核细

胞释放促炎细胞因子来保护细胞组织免受炎

症损伤, 以HSP70最为密切, 他是胃黏膜保护

中一类重要蛋白, 与金属硫蛋白作为内源性保

护蛋白, 参与了胃黏膜细胞保护过程[18-21]. 基于

以往的研究[22-32], 本实验进一步观察电针“胃

病方”对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜T G F-α和

HSP70的影响, 探讨电针“胃病方”治疗胃黏

膜损伤的时效关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠80只, 体质量200 g
±20 g, 雌雄各半. 随机分为8组, 即正常对

照组(空白组)、未针刺治疗组(模型组)、穴

位治疗一组 (留针30  s组 )、穴位治疗二组

(留针3 m i n组)、穴位治疗三组(留针5 m i n
组)、穴位治疗四组(留针10 min组)、穴位治

疗五组(留针15 min组)、穴位治疗六组(留针
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■相关报道
国内外众多的研
究都已表明 ,  针
刺 治 疗 G U 疗 效
确切 ,  对其作用
机制也有一定探
讨 ,  转化生长因
子-α(transforming
growth factor-α, 
TGF-α)、热休克
蛋白70(heat shock 
protein 70, HSP70)
均对胃黏膜的保
护起重要作用.

30 min组), 每组10只. 石蜡切片机(德国制造); 
JA-2003型电子天平(上海舜宇恒平科学仪器

有限公司制造); BS60电热三用水箱(北京市

医疗设备厂生产); LD5-2A离心机(北京医用

离心机厂生产); 数显恒温水浴锅(上海申滕

生物技术有限公司生产); OLYMPUS显微镜

(日本制造); Sony照相机(DSC-T200)(日本制

造); 电针仪: G6805-Ⅱ电针仪(四川恒明医

疗器械有限公司); 封闭液(武汉博士德公司); 
SABC(兔)IgG(武汉博士德公司); DAB显色

剂(武汉博士德公司); 苏木素(武汉博士德公

司); PBS缓冲液(武汉博士德公司); 枸橼酸盐

缓冲液(武汉博士德公司). 
1.2 方法

1.2.1 造模: 采用无水乙醇灌胃法制作急性胃

黏膜损伤模型[33]: 造模前大鼠分笼饲养, 均禁

食、禁水24 h. 空白组以生理盐水灌胃, 其余各

组以无水乙醇灌胃, 1 h后均立即处死, 留取胃

黏膜及胃组织标本, 待肉眼及光镜下观察, 并
检测胃黏膜组织中TGF-α、HSP70含量.
1.2.2 标本处理: 胃黏膜损伤指数: 每组大随机

选取1只麻醉取材, 黏膜出现充血、水肿、出

血、糜烂及溃疡形成, 模型形成. 
1.2.3 针刺: 选取“胃三穴”(“足三里”“中

脘”“内关”, 均为双侧), 定位参照《实验针灸

学》[34]. 针刺组予以针刺, 使用直径0.18 mm、

长10 mm毫针, 足三里直刺6-7 mm, 中脘直刺

2 mm, 内关直刺2 mm. 针刺后接G-6805电针

仪, 凡针刺组频率均为30 Hz, 电流1-3 mA(以
大鼠肢体微颤为度). 正常对照组(空白组)不造

模不电针, 未针刺治疗组(模型组)造模不电针, 
其余针刺各组方法分别为: 穴位治疗一组、二

组、三组、四组、五组、六组造模后1 h用电

针刺激, 疏密波, 疏波4 Hz, 密波30 Hz, 电流1-3 
mA(以大鼠肢体微颤为度)刺激“足三里+中脘

+内关”30 s、3、5、10、15、30 min, 各组均

在针刺后麻醉取材. 
1.2.4 观察指标及检测: 胃黏膜TGF-α、HSP70
表达的检测: 于胃黏膜损伤明显处, 切取胃黏

膜标本, 大小为1.0 cm×0.5 cm, 迅速置于4%
多聚甲醛固定24 h, 按照常规脱水, 二甲苯透

明, 石蜡包埋后切片. 免疫组织化学染色采用

SABC法. 阳性染色结果的判断标准光镜下阳

性染色均为棕黄色颗拉. 图像定量分析: 每组

10只大鼠的切片各1张, 每张随机选取5个视野

(10×40倍)作图像分析, 采用MOTIC医学图像

分析系统显微摄像并分别记录积分光密度, 然
后取其均值. 

统计学处理 所有数据用SPSS13.0软件进

行统计学处理, 所有数据均以mean±SD表示, 
组间比较若满足正态性且方差齐时采用单因

素方差分析法, 若不满足正态性时采用秩和检

验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组大鼠胃黏膜肉眼观察结果 如图1所示, 
空白组大鼠胃黏膜平滑光洁, 呈淡红色, 质润, 
除个别大鼠黏膜有散在的小糜烂外, 其余黏膜

均光滑完整, 未见溃疡形成; 模型组大鼠胃腔

有大量积血, 黏膜表面附有多量血斑, 胃体部

见多处点状, 线状、片状或条带状出血、糜烂, 
有溃疡形成; 其他各针刺组可见胃黏膜均有不

同程度的恢复, 其中针刺30 s、3、5、10 min
组胃黏膜呈橘红色, 结构较完整, 但有水肿, 仍
有点线状出血灶, 见糜烂灶, 未见溃疡; 针刺

15、30 min组胃黏膜色泽红润, 偶见糜烂及溃

疡, 偶见点状出血灶. 
2.2 不同留针时间针刺对急性胃黏膜损伤大

鼠胃黏膜TGF-α表达的影响 如图2, 3所示, 模
型组、各针刺组与空白组比较见大鼠胃黏膜

TGF-α表达的积分光密度值均有增高, 差异有

统计学意义(P <0.05); 各留针时间针刺组与模

型组比较, 10、15、30 min TGF-α表达的积分

光密度值明显升高(P <0.05), 而30 s、3、5 min
组与模型组比较, 差异无统计学意义. 30 s、
3、5、10 min组均与15、30 min比较, 后两组

积分光密度值明显高于前4组, 差异具有统计

学意义(P <0.05), 其中15和30 min两组间比较, 
并无明显区别. 提示长时间留针15或30 min能
使急性胃黏膜损伤大鼠胃黏膜TGF-α的表达

增强, 其余短时间留针组也有增强的趋势, 但
其增高的表达不甚明显. 
2.3 不同留针时间针刺对急性胃黏膜损伤大

鼠胃黏膜HSP70表达的影响 如图4, 5所示, 模
型组、各针刺组与空白组比较见大鼠胃黏膜

HSP70表达的积分光密度值均有降低, 差异有

统计学意义(P<0.05); 各留针时间针刺组与模型

组比较, 积分光密度值明显升高(P<0.05). 30 s、
3、5 min 3组均与10、15、30 min比较, 后3组
积分光密度值明显高于前3组, 差异具有统计
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■创新盘点
本文选取针刺治
疗 G U 疗 效 确 切
的“胃病方”组
穴研究针刺时效
关系 ,  设计更贴
近临床 ,  结果更
能充分体现针灸
临床疗效的中枢
机制.

学意义(P <0.05); 10 min组与15、30 min组比

较, 后两组HSP70表达更为明显, 积分光密度

值升高更为显著(P <0.05). 提示针刺可使急性

胃黏膜损伤大鼠胃黏膜HSP70表达增强, 但针

刺长时间留针更具有显著的效果. 

3  讨论

TGF-α是表皮生长因子(ep idermal g rowth 

factor, EGF)家族中参与胃黏膜损伤后修复的

主要调节肽, 是维持黏膜完整性的重要介质, 
称为“黏膜完整肽”, 能结合并激活EGFR, 诱
导其磷酸化, 引起细胞增殖、分化. 若体液中

TGF-α的含量低于正常水平时, 他对胃肠道黏

膜的保护作用降低, 就会导致消化系溃疡的发

生. 以往研究[35]报道当胃肠道出现溃疡时, 体
液中TGF-α的量往往低下, 治疗后其体液中的

A B

C D

E F

G H

图  1  各组大鼠胃黏膜肉眼观察结果. A: 空白组; B: 模型组; C: 30 s治疗组; D: 3 min治疗组; E: 5 min治疗组; F: 10 min

治疗组; G: 15 min治疗组; H: 30 min治疗组. 
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■应用要点
本文从疗效有效
的针刺组穴“胃
病方”入手 ,  观
察不同留针时间
GU患者TGF-α、
HSP70的影响, 探
讨针刺不同留针
时 间 治 疗 G U 的
中枢机制 ,  可为
针 刺 治 疗 G U 的
临床运用提供可
视化的试验依据.

含量又会明显增高[36], 尤其是溃疡部位, TGF-α
的浓度会更高, 说明TGF-α刺激了溃疡部位细

胞的代谢, 加速了溃疡部位上皮的修复. 本实

验结果也证实, 长时间针刺15 min或30 min治
疗组可增强大鼠胃黏膜TGF-α的表达, 但短

时间留针组这种作用则不明显. 提示长时间

留针针刺“胃三穴”对胃黏膜损伤的修复与

TGF-α表达上调有关, 留针时间不足将无法升

高生长因子, 故短时的针刺治疗对胃黏膜损伤

修复的作用与TGF-α表达的关系不甚明显. 

CA B

图  2  不同留针时间针刺对急性胃黏膜损伤大鼠胃黏膜TGF-α表达的影响(400×). A: 空白组; B: 模型组; C: 30 s治疗组; 

D: 3 min治疗组; E: 5 min治疗组; F: 10 min治疗组; G: 15 min治疗组; H: 30 min治疗组. TGF-α: 转化生长因子-α.
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图  3  各留针时间组对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜TGF-α含量的影响. aP<0.05 vs 空白组; cP<0.05 vs 模型组; eP<0.05 vs  30 s

治疗组; gP<0.05 vs  3 min治疗组; iP<0.05 vs  5 min治疗组; kP<0.05 vs  10 min治疗组. TGF-α: 转化生长因子-α.
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■名词解释
热休克蛋白(HSP): 
属于应急反应性
蛋白 ,  高温应激
可诱导该蛋白质
形成. HSP是分子
伴侣的一种 ,  在
蛋白质翻译后修
饰过程中 ,  起到
促进需要折叠的
多肽链折叠为天
然空间构象的蛋
白质. 

H S P是保护细胞的物质基础 ,  对维持

细胞及功能有重要作用. 近年来已有研究[37]

证实HSP70可以通过抑制促炎因子的核因子

-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的活化, 进而阻

断促炎因子的表达, 即可增强机体耐热、耐低

温、抗感染、抗毒素等能力. 而在胃黏膜受到

外源性刺激时能迅速合成HSP70可起到保护

胃黏膜的作用. 大量实验证明针灸治疗能引起

HSP70表达增加, 从而促进胃黏膜损伤的修复. 
本实验也证实, 正常大鼠、急性胃黏膜损伤大

鼠胃黏膜均有HSP70表达, 凡针刺组均可增强

大鼠胃黏膜HSP70的表达, 其中10、15、30 min
留针时间组作用更为明显. 

分析实验结果发现, 针刺达到15 min以上

时, TGF-α和HSP70的含量均达到高峰, 由此推

测, 电针对于两者的影响是协同一致的, 这是

A B

C

图  4  不同留针时间针刺对急性胃黏膜损伤大鼠胃黏膜HSP70表达的影响(400×). A: 空白组; B: 模型组; C: 30 s治疗组; 

D: 3 min治疗组; E: 5 min治疗组; F: 10 min治疗组; G: 15 min治疗组; H: 30 min治疗组. HSP70: 热休克蛋白70. 
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■同行评价
本文具有一定的
研究意义.

机体在受到外界刺激后两种物质共同作用从

而实现对胃黏膜的保护. 而短时的针刺治疗由

于刺激时间还不够, 还不可能达到显著的治疗

效果, 也从一方面说明了针刺的累积效应. 故
长时的电针治疗可明显的上调TGF-α和HSP70
表达, 可更好的达到修复和保护胃黏膜的作

用. 对于胃黏膜损伤的最佳留针刺激时间为

15-30 min, 出于临床耗时及经济等因素考虑, 
在此建议以留针15 min为宜. 
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图  5  各留针时间组对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜HSP70含量的影响. aP<0.05 vs 空白组; cP<0.05 vs 模型组; eP<0.05 vs  30 s

治疗组; gP<0.05 vs  3 min治疗组; iP<0.05 vs  5 min治疗组; kP<0.05 vs  10 min治疗组. HSP70: 热休克蛋白70.
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