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［摘要］ 目的 采用核磁共振氢谱技术 ( 1H NMＲ) 探讨电针梁门-足三里治疗急性胃黏膜损伤的可能作用

机制。 方法 54 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、电针组，各组又分为干预 1、4、7 天 3 个时间点，

每个时间点 6 只。除正常组外其余各组采用 75% 乙醇灌胃法复制急性胃黏膜损伤大鼠模型。造模成功后电

针组大鼠用鼠板捆绑固定，采用疏密波 ( 4 Hz，50 Hz) ，电针 “梁门” ( 负极) “足三里” ( 正极) ，每次

30 min，每日 1 次。正常组和模型组大鼠用鼠板捆绑固定 30 min，每日 1 次。分别于干预 1、4、7 天后光镜

观察胃黏膜病理形态，检测大鼠血清1H NMＲ 谱，并利用模式识别方法分析不同干预时间下代谢物谱的差

异，用正交偏最小二乘判别分析 ( OPLS-DA) 模型和独立样本 t 检验，以 P ＜ 0. 05 筛选潜在的生物代谢标志

物。 结果 病理结果显示，正常组大鼠胃黏膜表面细胞完整，未见溃疡性损害。干预 1、4 天时模型组大鼠

可见胃黏膜上皮结构破坏严重，毛细血管增生及出血; 干预 4 天时电针组大鼠胃黏膜的黏膜结构恢复较为完

整，较模型组明显改善。血清代谢组学结果显示，正常组与模型组分离出差异代谢物 6 个: 甘油磷酸胆碱、
谷氨酰胺、甜菜碱、葡萄糖、乙酸盐和胆碱。与模型组比较，干预 1 天时电针组胆碱、甘油磷酸胆碱、葡萄

糖、乙酸盐、谷氨酰胺和甜菜碱均升高; 干预 4 天时胆碱、葡萄糖、谷氨酰胺和甜菜碱升高，甘油磷酸胆碱

和乙酸盐降低; 干预 7 天时甘油磷酸胆碱降低，葡萄糖、乙酸盐、谷氨酰胺和甜菜碱升高，胆碱无明显变

化。 结论 电针“梁门”-“足三里”可有效回调急性胃黏膜损伤大鼠血清相关差异代谢物，恢复相应代

谢通路稳定，以电针 4 天效果最佳，可能是其逆转胃黏膜损伤的作用机制之一。
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针灸作为中国传统医学的重要组成部分，已被

广泛应用于临床上的各种胃肠道病症。现代研究表

明，多种难治性胃病首先表现为胃黏膜损伤，进一

步可导致胃黏膜坏死、腺体萎缩、穿孔、癌变等恶

劣后果，严重危害人类健康［1］。胃黏膜损伤后机

体氨基酸、糖和脂质等代谢出现紊乱，代谢异常是

胃黏膜损伤的关键病理环节之一［2］。有研究证明，

电针胃经穴能对与胃相关的中枢及外周神经电生

理、胃运动、胃分泌等起到调整作用［3］。代谢组

学是针对生物或细胞所有代谢产物进行定性和定量

分析的学科，它从机体的整体代谢状态来观察生物

体生理和病理情况下代谢产物的改变［4］。因此，

本研究使用代谢组学方法观察代谢物的动态变化，

以探讨电针治疗急性胃黏膜损伤的可能机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

清洁级 SD 雄性大鼠 54 只，鼠龄 6 ～ 8 周，体

重 ( 200 ± 20 ) g，购自吴氏实验动物中心，实验

动物合格证号: SCXK ( 浙) 160803004。在厦门大

学动物实验中心适应饲养 1 周后进行实验，饲养室

温( 20 ±2) ℃，相对湿度 65% ±5%，自然光暗周期。
1. 2 主要试剂及仪器

乙醇、甲醇、氯仿 ( 分析纯级，国药集团化

学试 剂 有 限 公 司 ) ; HE 染 色 试 剂 盒 ( 批 号:

G1120， Solarbio 公 司 ) ; 水 合 氯 醛 ( 批 号:
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20160215，上海山浦化工有限公司) ; 4%多聚甲醛

( 批号: 181745，武汉赛维尔生物科技有限公司) ;

重水 ( D2O， 批 号: 8J-452，99. 9% 氘 代， 美 国

Sigma 公司) ; 氘代三甲基硅烷丙酸钠 ( TSP，批

号: L-17273，美 国 Cambridge Isotope Laboratories
公司) 。

石蜡包埋机 ( EG1160 型，德国 Leica 公司) ;

旋转切片机 ( ＲM 2135 型，德国 Leica 公司) ; 智

能生物显微镜 ( BX53 型，Olympus 公司) ; 核磁共

振谱 仪 ( Bruker Avance Ⅲ 型 ，德 国 Bruker 公

司) ; 氮吹仪 ( HGC-12A 型，杭州奥盛仪器有限公

司) ; 电针治疗仪 ( G6805-2 型，上海医疗器械高技

术公司) ; 一次性无菌针灸针 ( 汉医牌 0. 25mm ×
25 mm，长春爱康医疗器械有限公司) 。
1. 3 造模方法

采用乙醇灌胃的方法建立急性胃黏膜损伤模

型［5］，造模前先将大鼠禁食不禁水 24 h，然后用灌

胃针以 75% 乙醇 4 ml /kg 口腔灌胃，3 h 后恢复大

鼠自由饮食。预实验大鼠次日予断头处死，摘出全

胃，沿胃底剪开暴露胃腔，肉眼观察可见黏膜呈潮

红充血状态，胃体数处出现出斑点状溃烂、糜烂、
出血，病理检测可见黏膜缺损，有炎性细胞浸润，

上皮细胞坏死等，说明模型复制成功［5］。
1. 4 干预方法

按随机数字表法将 54 只大鼠分为正常组、模

型组、电针组，每组 8 只，并将每组根据干预时间

分为 1、4、7 天 3 个时间点，每个时间点 6 只。正

常组和模型组大鼠用鼠板捆绑固定 30 min，每日 1
次。电针 组 大 鼠 造 模 后 用 鼠 板 捆 绑 固 定，电 针

“梁门”“足三里”，每次 30 min，每日 1 次。穴位

定位参考模拟人体经络穴位的大鼠穴位定位法［6］，

用针灸针针刺穴位，深度约 5 mm，连接电针治疗

仪，输出线接胃经同侧 “足三里” ( 正极) 、 “梁

门” ( 负极) ; 输出参数: 采用疏密波 ( 疏波时间

为 5 s，密波时间为 10 s) ; 输出脉冲幅度: 接 500Ω
负载时 2 ～ 4V; 输出脉冲宽度: 0. 5ms，疏波 4 Hz，
密波 50 Hz，强度以毫针出现轻颤为度，电针时间

30 min，每日 1 次。
1. 5 观察指标及方法

1. 5. 1 胃黏膜病理学观察 分别于各时间点用

10% 水合氯醛 ( 0. 3 ml /100 g) 麻醉大鼠，麻醉后

先腹主动脉采血，再解剖摘取全胃，沿胃底将胃腔

剪开，暴露胃内侧面，用 0. 9%NaCl 溶液冲洗，肉

眼观察胃黏膜损伤情况，在胃黏膜损伤明显处切取

1 cm ×0. 5 cm 大小组织，放入 4% 多聚甲醛中固定

24 h，随后进行常规石蜡包埋切片，HE 染色，并

用光学显微镜进行检查。
1. 5. 2 血清代谢组学观察 血清样品后在分析前

储存在 － 80℃，分析前先于冰上解冻样品至常温，

取 400μl 血清样品，加入磷酸盐缓冲液将 pH 值调

至 7. 4; 同时加入 300μl TSP 作为定标物，混合均

匀后，4 ℃ 10000 r /min 离 心 10 min，离 心 半 径

13. 5 cm，取 上 清 550μl 移 入 5 mm NMＲ 管，在

Bruker 600 MHz 核磁共振谱仪上进行血清检测，所

有血清1H NMＲ 光谱中的代谢物均按照 HMDB 数据

库 ( http: / /www. hmdb. ca / ) 进行查找。
1. 6 统计学分析

通过 MestＲeNova v9. 0. 1 软件 ( Mestrelab Ｒe-
search，Santiago de Compostella，西班牙) 对血清

样本的所有核磁共振氢谱技术 ( 1H NMＲ) 图谱进

行分阶段和基线校正。在 1H NMＲ 谱中，参考了

0. 0 ppm 处 TSP 的单峰。为了克服峰值转移问题，

所有 光 谱 都 进 行 了 峰 值 对 齐。将 范 围 δ 4. 70 ～
5. 2 ppm 的 水 峰 去 除 后， 光 谱 在 δ 处 在 0. 5 ～
9. 0 ppm 的区域以 0. 01 间隔进行分割。为了弥补样

品间显著的浓度差异，来自每个谱图的积分值被归

一化为谱中所有积分的和，再用于进一步的多变量

分 析。 1H NMＲ 光 谱 数 据 被 引 入 SIMCA-P14. 1
( Umetrics，瑞典) 软件中多变量分析。在数据处

理过程中，先用主成分分析 ( PCA) 对所有组别进

行直观的组间分离，然后用正交偏最小二乘判别分

析 ( OPLS-DA) 最大化组间差异。同时，OPLS-DA
模型通过模型适应性 ( Ｒ2 ) 和预测能力 ( Q2 ) 的

参数来评估，并使用 S-plot 图获得对相应的 OPLS-
DA 模型用于区分的潜在变量。最后，根据结果中

变量的重要性 ( VIP≥1. 00 ) ( OriginProver. 8. 1 )

建立的 OPLS-DA 模型和独立样本 t 检验，以 P ＜
0. 05 将潜在的生物代谢标志物筛选出来。

2 结果

2. 1 各组大鼠胃黏膜病理学结果

正常组大鼠干预 1、4、7 天时胃黏膜显示: 胃

黏膜表面细胞完整，未见溃疡性损害，组织结构正

常，未见萎缩、脱落或变形。干预 1 天时 ( 图 1) ，

模型组大鼠可见胃黏膜上皮结构破坏严重，大量细

胞坏死、脱落，电针组的胃黏膜上皮结构皆损伤较

严重，黏膜细胞稀疏甚至出现空洞，说明胃溃疡模

型造模成功，电针组与模型组胃黏膜未见明显差
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异。干预 4 天时 ( 图 2 ) ，模型组大鼠胃黏膜上皮

结构损伤较严重，黏膜细胞稀疏，毛细血管增生及

出血，部分炎性细胞浸润; 电针组大鼠胃黏膜结构

恢复较为完整，少量细胞脱落，未见明显炎性细胞

浸润。干预 7 天时 ( 图 3 ) ，模型组大鼠胃黏膜与

前期相比明显改善，可见较完整上皮结构，未见炎

性细胞浸润和无毛细血管增生; 电针组大鼠胃黏膜

上皮结构恢复完整，腺体排列整齐，与正常组基本

一致。
2. 2 血清的1H NMＲ 代谢组检测

血清的典型1H NMＲ 谱如下，共检测出代谢物

23 个 ( 图 4) 所示。结果显示一个良好的代谢物

鉴定， 参 考 数 据 来 自 HMDB 数 据 库 ( http: / /
www. hmdb. ca / ) 。

由于核磁共振谱图的复杂性，主成分分析中各

组间的差异并不明显。为了更好地评估各组数据的

差异，使用 OPLS-DA 对每组数据进行聚类分析，

通过将血清谱图相应代谢物的波峰积分，得出相对

浓度大小，再进行 t 检验。正常组与模型组分离出

差异代谢物 6 个: 甘油磷酸胆碱、谷氨酰胺、甜菜

碱、葡萄糖、乙酸盐和胆碱。图 5 示，正常组与模

型组之间有明显的分离，表明在模型组中发生了明

显的代谢改变。随后对相应的 S-plot 图分析以及 t
检验，结果显示出现变化的代谢物为: 干预 1 天

时，与正常组相比，模型组甘油磷酸胆碱、谷氨酰

胺、甜菜碱、葡萄糖和乙酸盐浓度下调，胆碱浓度

上调。干预 4 天时，与正常组相比，模型组胆碱、
甘油磷酸胆碱、葡萄糖、乙酸盐和谷氨酰胺浓度上

调，甜菜碱下调。干预 7 天时，与正常组相比，模

型组胆碱和谷氨酰胺上调，甘油磷酸胆碱、乙酸盐

和甜菜碱均下调，葡萄糖无明显变化。
在使用电针对胃经穴进行干预后，图 6 示，电

针组与模型组之间也出现了明显的组间差异，其结

果表现为: 干预 1 天时，与模型组相比，电针组胆

正常组 模型组 电针组

图 1 各组大鼠干预 1 天胃黏膜病理情况 ( HE 染色， × 400)

正常组 模型组 电针组

图 2 各组大鼠干预 4 天胃黏膜病理情况 ( HE 染色， × 400)

正常组 模型组 电针组

图 3 各组大鼠干预 7 天胃黏膜病理情况 ( HE 染色， × 400)
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注: 1，低密度脂蛋白; 2，极低密度脂蛋白; 3，异亮氨酸; 4，亮氨酸; 5，缬氨酸; 6，乙醇; 7，

3-羟基丁酸盐; 8，乳酸盐; 9，丙氨酸; 10，乙酸盐; 11，谷氨酸盐; 12，谷氨酰胺; 13，丙酮;

14，乙酰乙酸盐; 15，柠檬酸盐; 16，肌苷; 17，胆碱; 18，磷酸胆碱; 19，甘油磷酸胆碱; 20，

甘氨酸; 21，甜菜碱; 22，葡萄糖; 23，酪氨酸

图 4 血清 23 个代谢物1H NMＲ 谱图

干预 1 天 干预 4 天 干预 7 天

注: ▲，模型组; ●，正常组

图 5 正常组与模型组 OPLS-DA 得分图

干预 1 天 干预 4 天 干预 7 天

注: ▲，模型组; ■，电针组

图 6 模型组与电针组 OPLS-DA 得分图

碱、甘油磷酸胆碱、葡萄糖、乙酸盐、谷氨酰胺和

甜菜碱均升高。干预 4 天时，与模型组相比，电针

组胆碱、葡萄糖、谷氨酰胺和甜菜碱升高，甘油磷

酸胆碱和乙酸盐降低。干预 7 天时，与模型组相

比，电针组甘油磷酸胆碱降低，葡萄糖、乙酸盐、
谷氨酰胺和甜菜碱升高，胆碱无明显变化。

3 讨论

急性胃黏膜损伤属于中医学 “胃脘痛”的范

畴，十二经脉中的足阳明经内合于胃腑，临床上常

使用刺激循行于体表的胃经穴治疗与胃相关的诸多

疾病，本课题组前期研究证明了电针胃经穴能有效

促进胃黏膜损伤的修复［7］。足三里为足阳明经的

下合穴，下合穴是六腑气血深注于下肢三阳经的部

位，且阳明经乃后天之本，生化之源，气多血多，

所以和胃腑的关系密切; 梁门近食物出入胃腑之门

户，属于近部取穴，能有效调节足阳明经的气血循

行，从而达到治疗所属腑脏疾病的作用。
急性胃黏膜损伤后的黏膜修复是由多条代谢通

路及代谢物协同参与调节的，而血液作为生命系统

中最基础的组织层次，可以作为代谢研究的入口。
本实验通过对胃黏膜病理图片的观察发现，与正常
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组相比，模型组损伤的胃黏膜随着时间的推移，表

现出了一定的自愈趋势。而相比于模型组，干预 1
天后电针对胃黏膜及腺体的恢复并没有明显的疗

效; 干预 4 天后，与同期模型组相比，可观察到胃

黏膜有更明显的修复痕迹; 干预 7 天后，与正常组

相比，模型组大鼠的胃黏膜开始通过自身调节，修

复损伤的胃黏膜，而电针治疗对胃黏膜的修复作用

仍比较明显。
差异代谢物中，谷氨酰胺是人体含量最高的氨

基酸，作为机体神经系统中最丰富的内源性快速兴

奋性神经递质———谷氨酸类神经递质的前体［8 － 9］，

能够促进中枢神经敏化减少脑部抑制性神经递质的

生成，同时还能增加肠道的血流量和氧耗量，在维

持胃肠黏膜的完整性中起着重要的作用［10］。醋酸

盐主要以乙酰辅酶 A 的形式被生物利用，而乙酰

辅酶 A 是许多生物广泛活跃的前提，是线粒体能

量供应及脂肪酸合成和脂质代谢的核心［11］。甜菜

碱又称三甲基甘氨酸，存在于细胞之中，维持蛋白

质结构以及细胞膜的完整性及其对脂质的代谢具有

突出 的 调 控 作 用，能 够 降 低 和 重 新 分 配 体 内 脂

肪［12 － 13］。胆碱是甜菜碱合成的主要来源，是构成

生物细胞膜的重要组成部分，有维持细胞膜完整性

及细胞信号传导的功能［14 － 15］。磷酸胆碱可由胆碱

转化而来，可进一步合成磷脂酰胆碱 ( 卵磷脂) ，

成为细胞膜的重要组成部分［16 － 17］，甘油磷酸胆碱

可由卵磷脂分解获得，是一种细胞内渗透调节剂，

含量依赖于肌醇的摄取［18］。本研究结果显示，胃

黏膜损伤后胆碱大量表达，谷氨酰胺虽干预 1 天时

降低，干预 4 天和干预 7 天时在机体自身调节机制

的作用下又明显升高，甜菜碱的浓度则明显降低;

而通过电针刺激胃经穴位后能显著提高胆碱、谷氨

酰胺和甜菜碱的浓度。本实验初期，电针能够一定

程度上逆转胃黏膜损伤大鼠血清中的甘油磷酸胆碱

和乙酸盐浓度，然而随着实验的进行，在大鼠自我

修复系统的参与下，在 7 天时未能出现一致的波动

趋势，考虑与代谢物之间复杂的联系和相互转化、
调节有关。后期补充实验应当缩短检测间隔，以获

得更加清晰的代谢物变化曲线。
综上所述，电针梁门-足三里可有效治疗急性

胃黏膜损伤。在血清的代谢组学研究中发现，急性

胃黏膜损伤会影响机体的神经递质、能量代谢和组

织修复等相关代谢通路。虽然电针对部分代谢物的

调节作用并不明显，或与机体自身的调节机制相互

影响，导致谱图显示出来的浓度上下波动与所预测

的结果相悖，但仍有少数代谢物对此刺激反应敏

感，因此相关的分子响应机制及更深入的代谢组分

析需要更进一步的探索研究。
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Effects of Electroacupuncture at“Liangmen”( ST 21) and“Zusanli”( ST 36) on Dynamic Expression of Se-
rum Metabolites in Acute Gastric Mucosal Injury Model Ｒats
LIAN Linyu1，2，LIU Caichun1，QIAN Linchao1，LIU Mi3，HE Qida1，2，ZHANG Yuan1，3，SHEN Jiacheng1，

HUANG Miaosen1，2，ZHANG Longbin1，YANG Zongbao1

( 1． Shenzhen Ｒesearch Institute /Medical College of Xiamen University，Shenzhen 518000; 2． Acupuncture and Moxibustion College，

Fujian University of Traditional Chinese Medicine; 3． School of Acupuncture，Moxibustion and Tuina，Hunan University of Traditional
Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanism of electroacupuncture at Liangmen ( ST 21 ) and
Zusanli ( ST 36) in the treatment of acute gastric mucosal injury by nuclear magnetic resonance spectroscopy
( 1H NMＲ) ． Methods A total of 54 SD rats were randomly divided into normal group，model group and electroa-
cupuncture group． Each group was divided into three subgroup treated for 1，4 and 7 days respectively，with 6 rats at
each subgroup． Except for the normal group，the rat models of acute gastric mucosal injury were replicated by 75%
ethanol． After successful modeling，the rats in the electroacupuncture group were fixed with the rat plates，and the
electroacupuncture at“Liangmen”( ST 21 ) ( negative polar) and“Zusanli”( ST 36 ) ( positive polar) were per-
formed 30 mins，once a day． Dilatational wave ( 4 Hz，50 Hz) was used． Ｒats in the normal group and the model
group were fixed with a rat plate for 30 min once a day． The pathological morphology of gastric mucosa was observed
by light microscopy after 1，4，and 7 days of intervention，and the serum 1H NMＲ spectra were detected． The pattern
recognition method was used to analyze the differences of metabolite profiles under different intervention time． The or-
thogonal partial least squares discriminant analysis ( OPLS-DA) and independent sample t-test were used to screen the
potential biometabolism markers at the level P ＜ 0. 05． Ｒesults Pathological results showed that the surface of the
gastric mucosa of the normal group was intact and no ulcerative damage was observed． After 1 and 4 days of interven-
tion，the gastric mucosal epithelial structure was severely damaged，and capillary proliferation and hemorrhage
occurred in the model group． The mucosal structure of the gastric mucosa in the electroacupuncture group was com-
pletely intact after 4 days of intervention，which was significantly improved compared with the model group． Serum
metabolomics results showed that the normal group and the model group were separated from 6 metabolites: glycerol
phosphate，glutamine，betaine，glucose，acetate and choline． Compared with the model group，choline，glycerophos-
phocholine，glucose，acetate，glutamine and betaine were increased in the electroacupuncture group after 1 day of in-
tervention; After 4 days of intervention，choline，glucose，glutamine and glycine phosphorylcholine and acetate in-
creased，and betaine，glycerol phosphate choline decreased; After 7 days of intervention，glycerophosphoryl choline
decreased，glucose，acetate，glutamine and betaine increased，and choline did not change significantly． Conclu-
sion Electroacupuncture at Liangmen ( ST 21) and Zusanli ( ST 36) can effectively alleviate the serum-related dif-
ferential metabolites in rats with acute gastric mucosal injury and restore the stability of the corresponding metabolic
pathway． The effect of electroacupuncture is best for 4 days，which may be one of the mechanisms of its reversal of
gastric mucosal injury．
Keywords acute gastric mucosal injury; electroacupuncture; Liangmen ( ST 21) ; Zusanli ( ST 36) ; nuclear mag-
netic resonance; serum metabolomics
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