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艾灸对应激性胃溃疡大鼠胃黏膜细胞
凋亡蛋白质磷酸化的影响

陈慧娟1，杨宗保1，周然宓1，王晨光2，刘琼，2，龚安2，张文龙1

( 1． 厦门大学医学院中医系，福建 厦门 361005; 2． 江西中医药大学，江西 南昌 330004)

摘 要: 目的: 研究艾灸对应激性胃溃疡大鼠胃黏膜细胞凋亡蛋白质磷酸化的影响，探讨艾灸促进胃黏膜损

伤修复的信号转导机制。方法: 将大鼠随机分为正常组、模型组、胃经穴组和对照点组，采用束缚冷应激法制作应

激性胃溃疡大鼠模型，肉眼观察大鼠胃黏膜损伤程度，Apoptosis Microarray Slides 芯片检测胃黏膜细胞凋亡蛋白

质磷酸化水平。结果: 与模型组比较，胃经穴组和对照点组大鼠胃黏膜损伤指数值均显著降低( P ＜ 0． 05) ; 与对

照点组比较，胃经穴组大鼠胃黏膜损伤指数显著降低( P ＜ 0． 05) ; Apoptosis Microarray Slides 芯片检测结果显

示: 与模型组比较，胃经穴组大鼠胃黏膜细胞 10 种蛋白质磷酸化水平上调，其中 Bcl － XL、Mcl － 1、Bcl － 2、IAPs 4
种蛋白磷酸化水平差异有统计学意义( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05) ; 18 种蛋白质磷酸化水平下调，其中 TNF、Fas、Apaf －
1、Caspase － 3、Caspase － 9、Bax 6 种蛋白质磷酸化水平差异有统计学意义( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05) 。结论: 艾灸可促

进胃黏膜的损伤修复，调节多种凋亡相关信号蛋白质的磷酸化水平，并且存在一定的经脉脏腑相关性。
关键词: 艾灸; 应激性胃溃疡; 蛋白质磷酸化; Apoptosis Microarray Slides 芯片
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Abstract: Objective: To study the effects of moxibustion on apoptosis protein phosphorylation in rats with gastric
stress ulcer and to explore the signal transduction mechanisms promoting gastric mucosal injury and repairing moxibus-
tion． Methods: The rats were randomly divided into normal group，model group，stomach meridian group and the control
point groups and each group had 10 rats． The stress ulcer rat model was established by using restraint cold stress method．
We observed the rat gastric mucosa injury degree and Apoptosis Microarray Slides microarray was used to observe the gas-
tric apoptosis protein phosphorylation levels． Ｒesults: Compared with the model group，the gastric mucosa injury index val-
ues of control point and meridian groups were significantly lower ( P ＜ 0． 05) ． Compared with the control point group，a
significant reduction in rat gastric mucosa injury index was in meridian group ( P ＜ 0． 05) ． Apoptosis Microarray Slides
microarray results showed that 10 kinds of protein phosphorylation levels increased，among which Bcl － XL，Mcl － 1，Bcl －
2 and IAPs protein phosphorylation levels were statistically significant ( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05 ) and 18 kinds of protein
phosphorylation levels decreased，among which TNF，Fas，Apaf － 1，Caspase － 3，Caspase － 9 and Bax protein phosphoryla-
tion levels were statistically significant ( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Moxibustion can promote gastric mucosal in-
jury and repair and regulate phosphorylation of several proteins related to apoptotic signals and there is a certain correla-
tion between the meridians organs．

Key words: moxibustion; stress gastric ulcer; protein phosphorylation; Apoptosis Microarray Slides chip

针灸是祖国传统医学疗法之一，近年来在西方发达国

家作为一种补充替代疗法而备受人们所青睐［1 － 2］。应激性

胃溃疡是一种常见的消化系统疾病，针灸对其有很好的防

治作用［3 － 4］。以往研究证实艾灸胃经穴可特异性地减轻胃

黏膜损伤指数，增加胃黏膜脑肠肽含量，降低胃黏膜细胞凋

亡指数，诱导胃黏膜细胞的分裂增生，促进胃黏膜损伤的修

复［5 － 7］。本项目拟以应激性胃溃疡大鼠为实验模型，采用

泛抗磷酸化抗体蛋白芯片，探讨艾灸参与胃黏膜损伤修复

的全景式信号转导通路，为临床上运用艾灸防治胃黏膜损

伤性疾病提供科学的理论依据。
1 材料与方法

1． 1 主要仪器及试剂

Apoptosis Microarray Slides 芯片( 71 种蛋白，编号 AAP
－ 100，上海碧云天生物技术有限公司) ，细胞核蛋白与细胞

浆蛋白抽提试剂盒( 编号 P0028，上海碧云天生物技术有限

公司) 。
1． 2 实验动物

健康 Sprague － Dawley 大鼠 40 只，10 ～ 12 周，雌雄各

半，由江西中医学院实验动物中心提供。饲养温度 20 ～ 22
℃，相对湿度 65% ～70%，给予充足的标准饲料和饮用水，

大鼠在自然光暗周期的环境中分组饲养。
1． 3 造模方法

采用束缚 － 冷应激法制作应激性胃溃疡大鼠模型［8］，

实验动物造模前禁食不断水 24 h，将大鼠仰卧固定在鼠板

上，所用线绳松紧适度，然后将鼠板直立浸于 20 ℃ 的恒温

水箱中，水平面保持在胸骨剑突部位，水浸 10 h 取出动物。
1． 4 分组及处理

40 只大鼠按随机数字表法分为 4 组: ① 空白组: 鼠板

束缚，每次 20 min，每日 1 次，持续 12 d; ; ② 模型组: 造模

后，鼠板束缚，每次 20 min，每日 1 次，持续 12 d; ③胃经穴

组: 造模后，鼠板束缚，艾灸胃经梁门、足三里穴位，每次 20
min，每日 1 次，持续 12 d;④ 对照点组: 造模后，鼠板束缚，

艾灸对照点，每次 20 min，每日 1 次，持续 12 d。
1． 5 取穴方法

胃经穴组选取胃经梁门、足三里两穴，对照点组选取梁

门、足三里穴外侧旁开 0． 5 cm 处为对照刺激点。穴位定位根

据《实验针灸学》［9］，足三里: 膝关节后外侧，在腓骨小头下约 5
mm 处，梁门: 腹正中线与乳头线之间的中点，脐上 4 寸。
1． 6 艾灸方法

将大鼠固定，用动物特用艾条，持于梁门、足三里和对

照点上 2 cm 处悬灸，采用温和灸补法，每日 1 次，每次 15
min，每次取单侧，两侧交替使用，共 12 d。
1． 7 标本处理

大鼠麻醉后仰卧固定于鼠板上，摘出全胃，在胃底剪开

一小口，翻转使胃内面朝外，用生理盐水冲洗，于胃黏膜损伤

明显处，取1 cm ×0． 5 cm 大小的胃组织作标本，取100 mg 胃

黏膜组织，用 1X PBS 洗去血污，剪成小块放入组织研磨器

中，加入 1 mL 1X PBS，制成匀浆，然后置于 －20 ℃过夜。经

过反复冻融 2 次处理破坏细胞膜后，将组织匀浆于 2 ～ 8℃
5000 g 离心 5 min 取上清。取适量上清液立即进行实验。
1． 8 指标检测

1． 8． 1 胃黏膜损伤指标 按 Guth［10］标准详细记录指数，

斑点糜烂计 1 分; 糜烂长度 ＜ 1 mm 计 2 分; 糜烂长度 1 ～ 2
mm 计 3 分; 糜烂长度 2 ～ 3 mm 计 4 分; 糜烂长度 ＞ 4 mm
计 5 分; 宽度 ＞ 1 mm 时分值 x2。
1． 8． 2 胃黏膜细胞信号蛋白质磷酸化水平 艾灸结束后

即用甲醇固定胃黏膜组织，采用 Apoptosis Microarray Slides
芯片( 71 种蛋白，编号 AAP － 100) 检测胃黏膜细胞信号蛋

白质磷酸化水平。
具体步骤如下: 把胃黏膜组织尽可能切成非常细小的

碎片，胃黏膜组织蛋白质抽提按照编号 P0028 碧云天公司

的细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒说明进行; 胃黏膜

组织蛋白质的定量按照碧云天公司的 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒( 增强型) 说明进行，根据标准曲线计算出样品的蛋

白浓度。
将定量的蛋白质采用 Apoptosis Microarray Slides 芯片

封闭，将芯片与封闭缓冲液在 26 ℃ 条件下孵育 30 min，封

闭大多数非特异性结合位点。蛋白样品与芯片杂交: 封闭

后的芯片干燥 5 min，放入潮湿杂交室中，每孔加蛋白样品

1 μL，并加入 1 μL 杂交缓冲液，上样，在 26 ℃ 条件下孵育
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杂交。物素标记磷酸化抗体( 二抗) 孵育: 根据实验要求，

利用生物素偶联的抗磷酸化酪氨酸( 或丝 /苏氨酸) 的抗体

与芯片孵育，使抗体结合到相应位点。将荧光标记的链亲

和素在 26 ℃条件下与芯片孵育，使之与生物素结合。芯片

洗涤和干燥: 去除盖玻片，用缓冲液洗涤 6 次，然后用去离

子水洗涤 5 次，最后离心甩干。图像扫描、分析: 使用 Gene-
pix 4000B 进行图像扫描，使用 532 nm 激发，测定实验样品

各点的信号强度。利用 Genepix Pro 6． 0 分析数据，分析结

果导出。蛋白芯片数据分析过程: 根据各组磷酸化蛋白的

实验数据。首先将模型组与空白组比较，筛选出上、下调 1
倍以上蛋白，后将胃经穴组和对照点组分别与模型组比较，

观察胃经穴组和对照点组是否能将模型组上、下调 1 倍的

蛋白下、上调至 1 倍以上，归纳出上调的蛋白质数量以及与

胃黏膜修复有无特异相关性。
1． 9 统计学处理

所有数据均以均数和标准差( 珋x ± s ) 表示，组间比较若

方差齐时选择 LSD 法，方差不齐时选择 DunnettT3 法进行

方差分析和两两比较，所有数据均输入计算机，用 SPSS
13． 0软件进行统计学处理。
2 结果与分析

2． 1 艾灸对应激性胃溃疡大鼠胃黏膜损伤指数的影响

表 1 结果显示: 正常组大鼠胃黏膜损伤指数记分最

低，模型组大鼠胃黏膜损伤指数记分最高，两 组 间 差 异

显著( P ＜ 0． 05 ) ，说 明 成 功 复 制 应 激 性 胃 溃 疡 大 鼠 模

型; 与模型组比较，胃经穴组、对照点组大鼠胃黏膜损伤

指数均显著降低( P ＜ 0． 05 ) ; 与对照点组比较，艾灸胃

经穴组 大 鼠 胃 黏 膜 损 伤 指 数 值 降 低 更 为 显 著 ( P ＜
0． 05 ) 。表明艾灸能有效促进胃黏膜损伤的修复，且艾

灸胃经穴效应强于艾灸非穴位，说明经脉与脏腑之间存

在一定的特异性联系。
表 1 艾灸对应激性胃溃疡大鼠胃黏膜损伤指数的影响

( 珋x ± s )

组别 溃疡指数

空白组 0． 75 ± 0． 52
模型组 26． 83 ± 2． 07＊＊

胃经穴组 10． 67 ± 1． 63＊＊▲▲△△

对照点组 21． 83 ± 2． 32＊＊▲▲

注: 与正常组比较＊＊ P ＜ 0． 01; 与模型组比较，▲▲ P ＜
0． 01; 与对照点组比较△△ P ＜ 0． 01。

2． 2 Apoptosis Microarray Slides 芯片检测结果

2． 2． 1 荧光扫描图结果 应激性胃溃疡形成主要是通过

线粒体途 径 的 细 胞 凋 亡 所 介 导，抗 磷 酸 化 Apoptosis Mi-
croarray Slides 蛋白芯片共检出 71 种蛋白质，经校正及组间

比较，发现部分蛋白质磷酸化水平出现了不同程度的上调

或下调变化，本实验只提取磷酸化水平变化大于或等于 1
倍的蛋白质进行分析，见插页ⅩⅥ图 1。
2． 2． 2 艾灸胃经穴促进应激性胃溃疡大鼠胃黏膜细胞蛋

白质磷酸化的上调 各组大鼠胃黏膜细胞蛋白质磷酸化水

平上调结果: 与空白组比较，模型组大鼠胃黏膜细胞 12 种

蛋白磷酸化水平下调: Bcl － xL、P35、Mcl － 1、Al、Bcl － W、
CrmA、IAPs、FLIPS、Bcl － 2、XIAP、CaMK、Bmt; 与模型组比

较，胃经穴组大鼠胃黏膜细胞 10 种蛋白磷酸化水平上调:

Bcl － xL、P53、Mcl － 1、Bcl － W、CrmA、IAPs、FLIPS、Bcl － 2、
XIAP、HrkDPS，对照点组大鼠胃黏膜细胞 4 种蛋白磷酸化

水平上调: P35、Al、CaMK、Bmt。
表 2 特异性蛋白磷酸化水平定量结果( 珋x ± s )

组别
特异性蛋白

Bcl － XL Mcl － 1 IAPs Bcl － 2

空白组 2． 68 ± 0． 43 4． 65 ± 0． 65 1． 78 ± 0． 11 3． 65 ± 0． 15
模型组 0． 74 ± 0． 17＊＊ 1． 33 ± 0． 12＊＊ 1． 10 ± 0． 23* 1． 26 ± 0． 20＊＊

胃经穴组 4． 27 ± 0． 55▲▲ 3． 87 ± 0． 37▲▲ 2． 46 ± 0． 16▲ 5． 75 ± 0． 36▲▲

对照点组 1． 32 ± 0． 32 1． 88 ± 0． 11 1． 32 ± 0． 23 1． 90 ± 0． 11

注: 与空白组比较，＊＊ P ＜ 0． 01，* P ＜ 0． 05; 与模型组比

较，▲▲P ＜ 0． 01，▲P ＜ 0． 05

表 2 结果表明: 与空白组比较，模型组大鼠胃黏膜细胞

Bcl － XL、Mcl － 1、IAPs、Bcl － 2 这 4 种蛋白磷酸化水平显著

下调; 与模型组比较，胃经穴组大鼠胃黏膜细胞 Bcl － XL、
Mcl － 1、IAPs、Bcl － 2 这 4 种蛋白磷酸化水平显著上调。
2． 2． 3 艾灸胃经穴促进应激性胃溃疡大 鼠 胃 黏 膜 细 胞

蛋白质磷酸化的下调 各组大鼠胃黏膜细 胞 蛋 白 质 磷

酸化水平下调结果: 与空白组比较，模型组大 鼠 胃 黏 膜

细胞 21 种蛋白磷 酸 化 水 平 上 调: TNF、IL － 1、IL － 6、IL
－ 8、Fas、FasL、Bax、FADD、Bak、Bcl － Xs、Bad、BID、Apaf
－ 1、PKC、Akt、AIF、Caspase － 8、Caspase － 10、Caspase －
9、Caspase － 3、PKA; 与模型组比 较，胃 经 穴 组 大 鼠 胃 黏

膜细胞 31 种蛋白磷酸化水平下调: TNF、Fas、FasL、Bax、
FADD、Bak、Bcl － Xs、Bad、BID、Apaf － 1、PKC、Akt、AIF、
Caspase － 8、Caspase － 9、Caspase － 3、IL － 1、IL － 6，对照

点组大鼠胃黏膜细胞 5 种蛋白磷酸化水平下调: IL － 1、
IL － 6、IL － 8、Caspase － 9、PKA。

从表 3 可以看出，与空白组比较，模型组大鼠胃黏膜细

胞 TNF、Fas、Bax、Apaf － 1、Caspase － 3、Caspase － 9 这 6 种蛋

白磷酸化水平显著上调; 与模型组比较，胃经穴组大鼠胃黏

膜细胞 TNF、Fas、Bax、Apaf － 1、Caspase － 3、Caspase － 9 这 6
种蛋白磷酸化水平显著下调; 对照点组大鼠胃黏膜细胞

Caspase － 9 蛋白磷酸化显著下调。

表 3 特异性蛋白磷酸化水平定量结果( 珋x ± s )

组别
特异性蛋白

TNF Fas Bax Apaf － 1 Caspase － 3 Caspase － 9

空白组 1． 37 ± 0． 41 2． 20 ± 0． 12 0． 99 ± 0． 22 1． 11 ± 0． 45 0． 88 ± 0． 22 1． 99 ± 0． 43
模型组 5． 24 ± 0． 22＊＊ 4． 65 ± 0． 57* 6． 54 ± 0． 55＊＊ 4． 87 ± 0． 32＊＊ 5． 67 ± 0． 32＊＊ 4． 13 ± 0． 17*

胃经穴组 2． 10 ± 0． 66▲▲ 2． 24 ± 0． 43▲▲ 1． 10 ± 0． 11▲▲ 0． 99 ± 0． 27▲▲ 1． 09 ± 0． 11▲▲ 2． 10 ± 0． 65▲▲

对照点组 3． 32 ± 0． 13 4． 01 ± 0． 32 4． 54 ± 0． 66 3． 13 ± 0． 21 4． 32 ± 0． 32 3． 57 ± 0． 23▲

注: 与空白组比较，＊＊ P ＜ 0． 01，* P ＜ 0． 05; 与模型组比较，▲▲P ＜ 0． 01，▲P ＜ 0． 05。
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3 讨论

胃黏膜损伤是消化系统疾病中常见的一种病理反应，

临床上艾灸对其有着较好的疗效。实验研究表明艾灸对应

激性胃溃疡的胃黏膜具有很好的保护作用。由于生物体对

外界刺激作出反应要靠复杂的调控机制调节，其中大多数

调控机制是通过蛋白质表达所介导的，蛋白质磷酸化 /去磷

酸化是蛋白质翻译后修饰中最普遍、最重要的形式。因此，

研究信号转导通路中的蛋白质分子的磷酸化或去磷酸化，

已成为信号转导领域的前沿和热点。利用蛋白质芯片技术

能够系统地研究多条信号转导通路中的蛋白质磷酸化等翻

译后修饰和下游靶蛋白的改变，有助于全面阐述信号转导

通路，从整体上揭示细胞信号转导的复杂网络机制。
胃黏膜损伤修复涉及多环节、多途径、多通道的调节机

制，其中胃黏膜细胞相关信号转导通路的活化是其重要而

关键的调节环节。大量研究表明，艾灸可以通过调节体内

失衡的免疫功能，抑制炎性细胞因子的基因表达，降低免疫

细胞 对 炎 症 的 反 应，实 现 抗 感 染，减 轻 炎 症 反 应 的 作

用［11 － 12］。严洁［13］探索了电针对胃黏膜损伤大鼠胃黏膜细

胞损伤修复的作用机制，结果发现电针对胃黏膜损伤的修

复可能不是单纯地针对某一个或两个蛋白的调节发挥治疗

作用的，而可能是多个蛋白质参与的复杂的链环反应。易

受乡［14］应用蛋白芯片技术观察相关蛋白磷酸化信号转导

通路的多途径变化情况，结果表明电针足阳明胃经( 穴) 修

复胃黏膜引起大鼠胃黏膜损伤后修复信号蛋白的多个信号

通路的激活，提示电针促胃黏膜修复机制是一个多通路、多
水平的调节过程，其修复过程也是多通路、多靶点、多途径

共同作用的结果。易受乡［15］探讨了艾灸促进胃黏膜损伤

修复的细胞分子生物学机制，结果表明艾灸“足三里”“梁

门”对应激性胃溃疡的胃黏膜具有保护作用，其机制可能

是艾灸可降低胃黏膜损伤指数，增加胃黏膜 TGF － α 含量，

促进 HSP70ＲNA 和 PCNA 的表达，降低胃黏膜细胞凋亡指

数。常小荣［16］观察了艾灸足三里和梁门穴对应激性溃疡

大鼠胃黏膜热休克蛋白 70 ( HSP70) 表达的影响，结果发现

艾灸足三里和梁门穴能诱导胃黏膜 HSP70 高表达并降低

MDA 含量，以达到其抗氧化损伤作用，并有相对的穴位特

异性。陈楚淘［17］探讨了电针足阳明胃经( 穴) 对胃黏膜修

复过程中 P － ＲAF － 1 表达的影响，结果表明电针足三里、
梁门、四白穴可减轻无水乙醇灌胃造成的胃黏膜损伤，对胃

黏膜具有修复作用，其机制可能是电针足阳明胃经( 穴) 能

使胃黏膜 PCNA 显著得到上调，ＲAF － 1 蛋白磷酸化水平显

著升高，说明 ＲAF － 1 蛋白的磷酸化促进胃黏膜细胞增殖，

参与了胃黏膜损伤修复的过程。
本实验研究表明: 艾灸胃经穴对应激胃黏膜损伤大鼠

具有很好的胃黏膜修复作用，其效应强于艾灸非穴位，说明

经脉与脏腑之间存在一定的特异性联系。Apoptosis Mi-
croarray Slides 芯片检测发现艾灸胃经穴可促进胃黏膜损伤

大鼠 10 种蛋白质磷酸化水平上调，其中 Bcl － XL、Mcl － 1、
IAPs、Bcl － 2 这 4 种蛋白质磷酸化水平差异有统计学意义;

18 种蛋白质磷酸化水平下调，其中 TNF、Fas、Bax、Apaf － 1、
Caspase － 3、Caspase － 9 这 6 种蛋白质磷酸化水平差异有统

计学意义。以上研究表明艾灸胃经穴对胃黏膜损伤的修复

可能不是单纯针对某一个或两个蛋白质的调节而发挥治疗

作用的，而可能是多种蛋白质参与的复杂级联或链环反应，

艾灸胃经穴可促进应激性胃溃疡大鼠胃黏膜细胞中多种信

号蛋白质磷酸化的变化，可引起调控炎性反应、细胞免疫、
细胞周期、细胞凋亡等多条信号通路的激活，提示艾灸促进

胃黏膜损伤修复机制是一个多通路的调节过程，是多靶点、
多途径共同作用的结果。
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