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【摘　要】　目的：探讨痛转化的机制，并评估电针对痛转化的干预效果。方法：雄性 C57 小鼠 59 只，分别用

于四部分实验。第一部分实验分为空白组、假敏化组和敏化组，每组 5 只；第二部分实验分为假敏化组、敏化

组和敏化+电针组。每组 5 只；第三部分实验分为敏化组和敏化+米诺环素组，每组 7 只；第四部分实验分

为敏化组、敏化+电针+磷酸盐缓冲液组、敏化+电针+集落刺激因子组，每组 5 只。通过连续足底注射角

叉菜胶和前列腺素建立痛转化小鼠模型。电针小鼠双侧“足三里”和“昆仑”穴，30 min/次，1 次/日，共 8 d。
观察不同时间点小鼠机械缩足阈值（PWTs）的变化，评估痛转化的发生和发展及电针的干预作用。免疫荧

光技术检测小胶质细胞（Iba1）和星形胶质细胞（GFAP）的活化状态。对痛转化小鼠进行鞘内注射米诺环

素，检测其对 Iba1 活化及 PWTs 的影响。实验后进行骨架分析和 Sholl 分析，以评估 Iba1 的形态。进一步鞘

内注射集落刺激因子（CSF-1），观察其对电针作用的影响。结果：痛转化模型小鼠不同时间点的 PWTs 显著

下降（P<0.01）。造模后 Iba1 活化（P<0.01），而 GFAP 未活化。电针干预能提升痛转化小鼠的 PWTs（P<
0.01），并抑制 Iba1 活化（P<0.01）。鞘内注射米诺环素可抑制 Iba1 活化，降低脊髓背角中 Iba1 的表达（P<
0.01），并有效逆转 PWTs 的下降（P<0.01）。进一步鞘内注射 CSF-1 可促进 Iba1 活化，并阻断电针对模型小

鼠的镇痛作用（P<0.01）。结论：Iba1 活化在痛转化中起关键作用，电针可通过抑制 Iba1 活化，缓解痛转化

小鼠的痛觉过敏状态。

【关键词】　痛觉敏化诱发；痛转化；脊髓背角；小胶质细胞；米诺环素；集落刺激因子；电针

The role of microglia in hyperalgesia priming and electroacupuncture interventionfor pain 

transition
XU Ya-shuang1， ZHONG Li-yan1， DU Jun-ying1，2， ZHOU Jie1，2， LIANG Yi3， FANG Jian-qiao3， FANG Jun-fan1，2 （1 The 
Third Clinical Medical College of Zhejiang Chinese Medical University ，  Hangzhou 310053，  China； 2 The Third Affiliated 
Hospital of Zhejiang Chinese Medical University，  Hangzhou 310053； 3 Zhejiang Chinese Medical University，  Hangzhou 
310053）
【ABSTRACT】　 Objective　To explore the mechanism of hyperalgesia priming （HP） and evaluate the intervention 

effect of electroacupuncture （EA） on HP. Methods　 Fifty-nine male C57 mice were used for four separate 

experiments. In the first experiment， the mice were divided into a control group， a sham sensitization group， and a 

sensitization group， with 5 mice per group. In the second experiment， the mice were divided into a sham sensitization 

group， a sensitization group， and a sensitization + electroacupuncture group， with 5 mice per group. The third 

experiment consisted of a sensitization group and a sensitization + minocycline group， with 7 mice per group. In the 

fourth experiment， the mice were divided into a sensitization group， a sensitization + electroacupuncture + PBS group， 

and a sensitization + electroacupuncture + colony-stimulating factor group， with 5 mice per group. A HP mouse model 

was established via consecutive intraplantar injections of carrageenan and prostaglandin E2. EA was applied to bilateral 
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“Zusanli” （ST36） and “Kunlun” （BL60） for 30 min， once daily for 8 days. Mechanical paw withdrawal thresholds 

（PWTs） were measured at different time points to assess pain transition and the effect of EA. Immunofluorescence was 

used to detect the activation of microglia （Iba1） and astrocytes. Intrathecal injection of minocycline was also 

administered， and its impacts on Iba1 activation and PWTs were tested. After the experiment， skeleton and Sholl 

analyses were performed to analyze the morphology of Iba1. To further examine the role of CSF-1， the factor was 

administered intrathecally to assess its influence on the effects of electroacupuncture. Results　 In the pain 

transformation mouse model， the PWTs at various time points decreased significantly （P<0.01）. After modeling， Iba1 

were activated （P<0.01）， but astrocytes were not. Electroacupuncture increased the PWTs in pain-transformed mice 

（P<0.01） and suppressed Iba1 activation （P<0.01）. Intrathecal minocycline administration inhibited Iba1 activation， 

reduced Iba1 expression in the spinal cord dorsal horn （P<0.01）， and effectively reversed the PWTs reduction （P<

0.01）. Subsequent intrathecal CSF-1 injection promoted Iba1 activation and blocked electroacupuncture’s analgesic 

effect in the model mice （P<0.01）. Conclusion　 Iba1 activation is critical in pain transition. EA can alleviate 

hyperalgesia in HP mice by inhibiting Iba1 activation.

【KEYWORDS】　 Hyperalgesia priming； Pain transition； Spinal cord dorsal horn； Microglia； Minocycline； Colony-

Stimulating Factor 1； Electroacupuncture

急性疼痛是受伤后的常见反应，可通过冰敷、

非甾体抗炎药等方法有效缓解 [1]。但部分患者在损

伤痊愈后仍有持续痛感，可能预示慢性疼痛的发

生。慢性疼痛机制复杂，分子路径尚未完全明确，

给治疗带来挑战。有研究表明，组织损伤会影响神

经系统功能，致使传入神经末梢在后续刺激下变得

更加敏感，从而引发急性痛向慢性痛的转变（痛转

化）[2]，该 类 敏 化 现 象 被 命 名 为 痛 觉 敏 化 诱 发

（HP）[3]。阻断痛转化被认为是治疗慢性痛的重要

方向之一，但其机制的相对模糊限制了相关治疗方

案的开发。

脊髓背角（SCDH）是疼痛信息整合并向高位中

枢传递的关键部位 [4]。SCDH 处小胶质细胞（Iba1）
和星形胶质细胞（GFAP）在慢性痛的发生和维持中

均起到关键作用 [5]。研究表明，外周伤害性刺激能

促使 Iba1 活化并释放炎性反应介质和细胞因子，增

强 SCDH 处痛觉传导神经元的兴奋性，并形成正反

馈炎性反应 [6]。GFAP 在慢性痛状态下亦被激活，

并通过释放谷氨酸、脑源性神经营养因子（BDNF）
等物质，敏化痛觉信号传递 [7]。但目前对于 SCDH
处何种胶质细胞主导痛觉敏化的早期启动过程，以

及精准干预胶质细胞活化的时机与靶点选择仍存

在争议。

电针在慢性痛治疗中展现出独特优势 [8-9]。近

年来，已有部分研究表明电针具备干预痛转化的作

用。但相关研究主要集中在外周机制，如对背根神

经节神经元的调节、外周局部肥大细胞的调节等 [10]。

电针干预痛转化是否具有中枢机制尚不清楚。现

有研究明确，电针能通过影响脊髓内神经递质释放

和胶质细胞活化状态发挥镇痛作用 [11]。但相关机制

是否适用在电针干预痛转化中尚未明确。本文将

重点探讨电针对痛转化干预作用的脊髓机制，特别

是其对 SCDH 处 Iba1 活化的抑制作用，以期为电针

治疗慢性痛提供新的理论依据和潜在靶点，推动电

针疗法在慢性痛临床治疗中的应用。

1　材料与方法

1.1　实验动物

健康雄性 C57 小鼠 59 只，体质量 20-25 g，由浙

江中医药大学实验动物中心提供，购自上海斯莱克

实验动物有限公司 [动物生产许可证号 :SCXK(沪)
2022-0004]。在浙江中医药大学实验动物中心（清

洁级）喂养，饲养环境：温度 (25±2) ℃，相对湿度

（55±5）%，12 h/12 h 昼夜节律交替，自由摄食和饮

水。整个实验过程中对动物的各种处理均遵照中

华人民共和国科技部 2006 年颁布的有关动物的

使用及伦理学规定。所有实验程序均经浙江中医

药 大 学 动 物 护 理 与 福 利 委 员 会 批 准  (IACUC-

20230501-18)。
1.2　主要试剂与仪器

角叉菜胶（Car，Sigma），前列腺素 E2（PGE2，
sigma），抗 Iba1 抗体（美国 Abcam），抗 -GFAP 抗体

（Atlas Antibodies），米诺环素（美国 Sigma），集落刺

激 因 子（CSF-1，美 国 MCE），戊 巴 比 妥 钠（德 国  
Sigma-Aldrich），异氟烷（深圳 RWD），驴血清（中国

Solarbio），抗 荧 光 淬 灭 封 片 液（含 DAPI，中 国  
Beyotime）。

一次性针灸针（0.16 mm× 0.13 mm，中研太

和），von-Frey 丝套组（美国 Stoelting），扫片机（德
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国  Zeiss），冰冻切片机（美国  Thermo），荧光显微镜

（德国蔡司），呼吸麻醉机（深圳瑞沃德），韩氏穴位

神经刺激仪（南京济生医疗科技有限公司）。

1.3　造模及实验分组处理

参考本课题组以往造模方法 [12-13]。第 1 次注射：

于小鼠左后足足底皮下注射 25 μL 1% Car，在痛阈

恢复至基础水平后第 2 次注射：于左后足足背注射

浓度为 100 ng/25 μL 的 PGE2。
造模成功后，依据不同干预措施及检测需求，

将小鼠进行如下分组与相应处理。

分组一：小鼠随机分为空白组、假敏化组和敏

化组，每组 5 只，用于行为学检测，其中每组 3 只用

于免疫荧光检测。同时每组分为 Car 注射后 0、4、
24、48、72 h 及 7 d 和 PGE2 注射后 1、4、24 h（Car 
0 h、Car 4 h、Car 24 h、Car 48 h、Car 72 h、Car 7 d、
PGE2 1 h、PGE2 4 h、PGE2 24 h）9 个时间点。假敏

化组第 1 次注射 25 μL 0.9% 氯化钠溶液，第 2 次注

射同等体积 PGE2；空白组两次均注射 25 μL 0.9%
氯化钠溶液。

分组二：小鼠随机分为假敏化组、敏化组和敏

化+电针组。每组 5 只，用于行为学检测，其中 3 只

用于免疫荧光检测。敏化+电针组进行电针干预，

假敏化组和敏化组于相同时间采用相同方法固定，

但不进行电针干预。

分组三：小鼠随机分为敏化组和敏化+米诺环

素组，每组 7 只，用于行为学检测，其中 3 只用于免

疫荧光检测。敏化+米诺环素组通过鞘内给药方

式注射盐酸米诺环素，注射时间为 PGE2注射前 1 h。
敏化组不进行给药注射。

分组四：小鼠随机分为敏化组、敏化+电针+
磷酸盐缓冲液组、敏化+电针+集落刺激因子组，

每组 5 只，用于行为学检测，其中 3 只用于免疫荧光

检测。敏化+电针+集落刺激因子组采用鞘内给

药 CSF-1，在 PGE2 注射后 4 h、24 h 进行注射，除敏

化组外，其余两组均需在实施电针刺激前完成给药

操作。

1.4　干预方法

电针干预方法：使用动物专用呼吸麻醉机，异

氟烷（0.5%~1.5%）麻醉动物，并将其系在恒温台

上以保持体温。选用 0.16 mm×7 mm 针灸针，直刺

小鼠双侧“足三里”（膝关节后外侧，腓骨小头下 2 mm
处）和“昆仑”穴（后肢外踝与跟腱之间的凹陷中），

穴位定位参照《实验针灸学》。同侧两穴位针柄分

别连接 LH-200A 韩氏穴位神经刺激仪的输出端。

电针参数：疏密波 2 Hz/100 Hz，电流强度 0.5 mA，

30 min/次，1 次/日，直至最后一次行为学检测前。

鞘内注射：用异氟烷短暂麻醉小鼠，从髂后开

始至腰椎第一阶段，剔除小鼠背部背毛，局部用

75% 乙醇对腰部区域进行消毒。用一块软布放在

动物的头部和上半身以保证小鼠安静，用左手的拇

指和食指通过骨盆带轻柔地固定小鼠的身体，使其

后腿向外和向下张开。左手上抬将脊柱稍微变圆

或弯曲以打开椎间隙，形成一个水平面，绷紧局部

皮肤，将带有 30 号针头（BD）的微升注射器 20°~40°
斜刺入，缓慢向前滑动，针尖有落空感，小鼠出现甩尾

或甩爪反应，然后注射药物。米诺环素浓度为 50 μg/
5 μL，CSF-1浓度为 20 ng/10 μL。针头停留至少 10 s，
缓慢拔出针头。剔除具有运动功能障碍迹象的小鼠。

1.5　观察指标及检测方法

行为学检测[机械缩足痛阈值（PWTs）检测]：各
组小鼠分别于第 1 次注射 Car 及注射后 4、24、48、
72 h 和 7 d 检 测 ；在 7 d 检 测 后 开 始 第 2 次 注 射

PGE2，在注射后的 1、4、24 h 再次检测机械痛阈。

检测前，先将小鼠置于测痛架上的透明塑料盒内，

合上盖板，让小鼠安静 30 min。采用 Chaplan 等 [14]建

立的 up and down 法检测 PWTs。当小鼠停止整理

毛发和探索走动时，提示安静完成。检测时，用不

同力量的 von Frey hair（0.02、0.04、0.07、0.16、0.4、
0.6、1、1.4、2 g）进行刺激。从 0.4 g 刺激强度开始，

用 von Frey hair 垂直刺激小鼠左后肢足底中部，刺

激时避开足垫，向小鼠足底施加压力至 von Frey 
hair 轻微弯曲并持续 5 s，接着持续进行刺激 5 s,若
小鼠出现缩腿或者舔足反应则为阳性反应，记为

“X”并给予相邻小一级的刺激，当该力度的 von 
Frey hair 刺激不能引起阳性反应时，则记为“O”并

给予相邻大一级力度的纤维刺激，每次刺激间隔

30 s。由此可以得到一串以“O”或“X”组合的序列，

以第一次出现“X”的前一次“O”作为起点，选择包

括该起点的连续 6 次的刺激反应，作为推算 PWTs
的关键序列。PWTs (g) = (10^[Xf + κδ])/10 000。
序列中最后 1 次纤维丝的对数值记为 Xf 值，κ 值由

序列组合查表后获得，选取的各个纤维丝强度取对

数后差值的平均值记为 δ，此处为 0.244。若由公式

推算 PWTs 大于 2 g 或小于 0.02 g 的值，仍以 2 g 或

0.02 g 作为最大或最小的 PWTs。
免疫荧光染色：所有行为学实验结束后，用 0.3%

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠，剂量为 50 mg/kg。
动物麻醉后打开胸腔，经升主动脉快速灌注 4 ℃预

·· 3



Acupuncture Research

冷后的 PBS 溶液，随后灌注新鲜的 4% 多聚甲醛，等

待小鼠肢体僵硬后，快速取出小鼠腰膨大处脊髓，

并置于含有 4% 多聚甲醛的 EP 管中，静置过夜。随

后依次使用 15%、30% 的蔗糖溶液脱水，液氮速冻，

置于-80 ℃冰箱保存。使用冰冻切片机，SCDH 切

割为 12 μm 的切片，按顺序隔六取一于载玻片上，切

片保存于-80 ℃冰箱。将切片从-80 ℃冰箱中拿出，

采用小鼠抗 Iba1 抗体标记脊髓中的 Iba1，小鼠抗

GFAP 抗体标记脊髓中的 GFAP。实验步骤如下：

37 ℃恒温水浴箱复温 1 h，PBST 清洗 6 遍，37 ℃水

浴 箱 内 封 闭 液（10% 驴 血 清 、90% PBST、0.3% 
Triton X-100）封闭 1 h，加入一抗 4 ℃孵育过夜，≥
18 h 后于 37 ℃水浴箱复温 1 h, TBST 清洗 6 遍。避

光条件下加入二抗，于 37 ℃水浴箱孵育 1 h，PBST
清洗 6 遍。切片干燥后，抗荧光淬灭封片液（含

DAPI）封片。SCDH 使用蔡司荧光显微镜 10 倍物

镜拍摄图像。ba1 采用 Image J 进行细胞计数，每组

选择 3 只小鼠， 每只小鼠选择 5 张图片进行阳性细

胞数量统计。3 名专家使用 Image J 对随机选取的

15 张图片进行训练，可获得 3 份 15 张 MASK，结合

原图训练共识模型，进行批量分析获取图片参数。

详细信息参考相关文献 [15]。同时 Iba1 采用  Image J
（Fiji） [16]进行形态学分析和  Sholl 分析， 每组选择

3 只小鼠，每只小鼠随机选取 30 个单细胞进行形态

学 分 析 和 Sholl 分 析 [17] 。 Sholl 分 析 方 法 参 照  
Ferreira 等 [18]报道进行，所选原始图像的颜色转换为

8-bit，调整阈值，消除背景噪声。然后，对图像进行

二值化处理，并对细胞骨架进行描绘。最后以胞体

中心为原点，以 5 μm 为步长画出一系列同心圆，并

计算测量值，包括总终点数量、总骨架长度和每个

同心圆与细胞骨架的交叉点数。总终点数量、总骨

架长度和交叉点数分别代表细胞树突分枝复杂程

度、延伸程度和分枝的密度。

1.6　统计学分析

采 用  GraphPad Prism 9.5.1 软 件 进 行 统 计 分

析。数据符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表

示。两组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比较

使用单因素方差分析，进一步组间两两比较采用

Bonferroni 检验。以 x̄P<0.05 为差异具有统计学意

义的标准。

2　结果

2.1　痛转化模型小鼠不同时间点的 PWTs
本实验痛转化模型构建时间轴如图 1A 所示。

如图 1B 所示，三组小鼠基础（BL）机械缩足阈值

PWTs 差异无统计学意义。Car 注射（第 1 次注射）

后 4 h，与空白组相比，假敏化组小鼠造模足 PWTs
差异无统计学意义，而敏化组小鼠造模足 PWTs 显
著降低（P<0.01），并持续至注射后 72 h（P<0.01）；

第 1 次注射后 7 d，3 组小鼠造模足 PWTs 差异无统

计学意义，提示敏化组小鼠 PWTs 恢复至基础水

平。PGE2注射（第 2 次注射）后 1 h，与空白组相比，

假敏化组和敏化组小鼠造模足 PWTs 显著降低

（P<0.01）；与假敏化组相比，敏化组造模足 PWTs
差异无统计学意义。第 2 次注射后 4、24 h，与空白

组相比，敏化组小鼠造模足 PWTs 持续低水平（P<
0.01），而假敏化组小鼠造模足 PWTs 差异无统计学

意义。此 PWTs 变化趋势与 Aley 等 [19]结果一致，痛

转化模型成功建立。

2.2　痛转化模型小鼠造模后 SCDH 处 Iba1 活化，而

GFAP 不活化

研究表明，SCDH 处 Iba1 和 GFAP 均参与痛觉

敏化的发生 [16]。为进一步探讨两者在痛转化中的作

用，本研究观察了痛转化模型小鼠腰膨大段 SCDH
处 Iba1 与 GFAP 的活化情况。

BL 4 h 4 h24 h 48 h 72 h 7 d 1 h 24 h

Car 
PGE2
PWT

首次注射后的时间 第2次注射
后的时间

 
机

械
缩

足
阈

值
（

g）
 

A

B

首次注射后的时间 第2次注射
后的时间

 

BL 4 h
24

h
48

h
72

h 7 d 1 h 4 h
24

h
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

** ** ** ** ******
## ## ## ## ## ##

空白组

敏化组
假敏化组

注：Car为角叉菜胶，PGE2 为前列腺素 E2， PWT 为机械缩

足痛阈值， BL 为基础。A 为实验方案时间轴，B 为各组小鼠

PWTs变化情况。与空白组相比，**P<0.01；与假敏化组相

比， ##P<0.01。
图 1　各组小鼠不同时间点的 PWTs比较  （x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 1　PWTs of each group of mice at different time points 

（x̄±s， 5 mice/group）
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SCDH 处 Iba1 免疫荧光结果如图 2A 所示。与

空 白 组 比 较 ，假 敏 化 组 小 鼠 造 模 侧 腰（L）3~L5 
SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量（图 2C）差异无统计学

意义；敏化组造模侧 Iba1 阳性细胞数量显著升高（P
<0.01）。而在造模对侧，与空白组比较，假敏化组、

敏化组小鼠 L3~L5 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量

（图 2E）差异均无统计学意义。SCDH 处 GFAP 免

疫荧光结果如图 2B 所示。无论在造模侧还是对侧，

与 空 白 组 比 较 ，假 敏 化 组 、敏 化 组 小 鼠 L3~L5 
SCDH 中 GFAP 阳性细胞数量（图 2D 和图 2F）差异

均无统计学意义。以上结果提示，造模侧 SCDH 中

Iba1 而非 GFAP 活化参与痛转化。

我们进一步分析了造模侧 SCDH 中 Iba1 的形

态变化，代表性图像和其骨架结构如图 2G 所示。

与空白组相比，敏化组 Iba1 总骨架长度（图 2H）和

总终点数量（图 2I）均显著下降（P<0.05，P<0.01），

假敏化组 Iba1 则无此变化（P>0.05）。以 5 μm 为间

距的Sholl分析（图2J）显示，与空白组和假敏化组相比，

敏化组 Iba1 的交叉点数量（图 2K）显著下降（P<
0.05，P<0.01）。骨架长度缩短、总终点数量和总交叉

数量降低均为 Iba1活化的典型形态学改变。相关结果

进一步证实，模型组小鼠造模侧 SCDH处 Iba1活化。

2.3　电针能提升痛转化小鼠痛阈，并抑制造模侧

SCDH 处 Iba1 活化

本研究按图 3A 所示时间轴对痛转化小鼠进行

电针干预。痛阈测量结果如图 3C 所示，各组小鼠造

模足基础 PWTs差异无统计学意义。Car注射后 4 h，
与假敏化组相比，敏化组和敏化+电针组小鼠造模

足 PWTs 显著降低（P<0.01）；且敏化组和敏化+
电针组小鼠造模足 PWTs 差异无统计学意义。Car
注射后 24、48、72 h 分别介入电针干预，敏化+电针

组小鼠造模足 PWTs 逐渐上升，高于同时点敏化组

（P<0.05，P<0.01），但 仍 低 于 同 时 点 假 敏 化 组

（P<0.01）。Car 注射后 7 d，各组小鼠造模足 PWTs
差异无统计学意义。第 2 次注射后 1 h，各组小鼠造

模足 PWTs 均降低，且 3 组间比较差异无统计学意

义。第 2 次注射后 4 h，假敏化组小鼠造模足 PWTs
迅速恢复至基础水平，而敏化组和敏化+电针组小

鼠 PWTs 仍处于较低水平，明显低于同时点假敏化

组（P<0.01），但敏化+电针组 PWTs 高于敏化组

（P<0.01）。第 2 次注射后 24 h，敏化+电针组小鼠

PWTs 继续上升，明显高于同期敏化组（P<0.01），

但仍低于假敏化组（P<0.01）。SCDH 中 Iba1 的免

疫荧光结果如图 3D 所示。与假敏化组比较，敏化

组小鼠造模侧 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量显著上

升（P<0.01）；与敏化组比较，敏化+电针组小鼠造

模侧 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量（图 3E）显著下降

（P<0.01）。以上结果提示，电针可能通过抑制

SCDH 中的 Iba1 活化干预痛转化。

我们进一步分析了造模侧 SCDH 中 Iba1 的形

态变化，代表性图像和其骨架结构如图 3F 所示。与

假敏化组和敏化+电针组相比，敏化组 Iba1 总骨架

长度（图 3G）和总终点数量（图 3H）均显著下降（P<
0.01）；与敏化组相比，电针组 Iba1 总骨架长度和总

终点数量均显著升高（P<0.01）。以 5 μm 为间距的

Sholl分析（图 3I）显示，与假敏化组和敏化+电针组

相比，敏化组 Iba1 的交叉点数量（图 3J）显著下降

（P<0.01）。骨架长度缩短、总终点数量和总交叉数

量降低均为 Iba1 活化的典型形态学改变。相关结

果进一步证实，电针可以抑制模型组小鼠造模侧

SCDH 处 Iba1 活化。

2.4　鞘内注射米诺环素与电针效果相似

为进一步明确 SCDH 中 Iba1 在电针干预痛转

化中的作用，本研究按图 4A 所示时间点鞘内注射

米诺环素抑制 Iba1 活化。米诺环素是一种非选择

性 Iba1 抑制剂，已被证明可减轻神经性疼痛、炎性

反应性疼痛和术后疼痛 [20]。结果如图 4B 所示，两组

小鼠造模足基础 PWTs 差异无统计学意义。第 1 次

Car 注射后 4、24、48、72 h，两组小鼠造模足 PWTs
显著下降，但两组间相比差异无统计学意义。第 1
次 Car 注射后 7 d，两组小鼠造模足 PWTs 均恢复至

基础水平，且差异无统计学意义。第 2 次 PGE2 注

射前 1 h 鞘内注射米诺环素 10 μL，注射后 1 h，敏
化+生理盐水组小鼠造模足 PWTs 显著下降，明显

低 于 同 期 敏 化 + 米 诺 环 素 组 小 鼠 PWTs（P <
0.01）。第 2 次 PGE2 注射后 4、24 h，敏化+生理盐

水组造模足 PWTs 均明显低于同期敏化+米诺环

素组（P<0.01）。

进一步分析了两组小鼠 SCDH 处 Iba1 的活化

情况。 Iba1 免疫荧光结果如图 4C 所示。与敏化+
生理盐水组比较，敏化+米诺环素组小鼠造模侧

L3~L5 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量（图 4D）显著降

低（P<0.01）。两组小鼠 SCDH 处 Iba1 代表性图像

和其骨架如图 4E 所示。与敏化+生理盐水组相比，

敏化+米诺环素组 Iba1 总骨架长度（图 4F）显著上

升（P<0.01）。同时，与敏化+生理盐水组相比，敏

化+米诺环素组 Iba1 的总终点数量（图 4G）显著上

升（P<0.01）。  5 μm 为间距的 Sholl 分析（图 4H）表
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注：Iba1 为小胶质细胞，GFAP 为星形胶质细胞，SCDH 为脊髓背角。A：各组小鼠造模侧腰（L）3~L5 SCDH 中 Iba1 免疫荧光

检测结果代表图（标尺：100 μm；放大图标尺：50 μm）。B：各组小鼠造模侧 L3~L5 SCDH 中 GFAP 免疫荧光检测结果代表图

（标尺：100 μm；放大图标尺：50 μm）。C：各组造模侧 Iba1 免疫荧光阳性细胞数量统计。D：各组造模侧 GFAP 免疫荧光阳性

细胞数量统计。E：各组造模对侧 Iba1 免疫荧光阳性细胞数量统计。F：各组造模对侧 GFAP 免疫荧光阳性细胞数量统计。

G：Iba1 的代表性图像，显示了空白组、假敏化组、敏化组 Iba1 的骨架（标尺：20 μm）。H：各组的总骨架长度统计。I：各组的总

终点数量统计。J：5 μm 为间距的 Sholl分析中投影交集数量的量化。K：各组的交叉点数量统计。与空白组相比，*P<0.05，
**P<0.01；与假敏化组相比， #P<0.05，##P<0.01。

图 2　痛转化小鼠 SCDH中 Iba1， GFAP的表达及 Iba1的骨架分析和 Sholl分析（x̄±s，3只鼠/组，5张切片/只鼠）

Fig. 2　Expression of Iba1 and GFAP in the spinal dorsal horn of pain-transformed mice and the skeleton and Sholl analyses 

of Iba1（x̄±s， 3 mice/group，5 slices/mice）
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明，与敏化+生理盐水组相比，敏化+米诺环素组

Iba1 的交叉点数量（图 4I、J）显著上升（P<0.01）。

Iba1 数量和形态学均表明，鞘内注射米诺环素显著

抑制了模型动物 SCDH 处 Iba1 活化。以上结果共

同提示，阻断 SCDH 处 Iba1 活化能有效反转痛转

化，电针通过抑制 Iba1 活化可能阻断痛转化。

假
敏
化
组

敏
化
组

电
针
组

0

100

200

300

400

 
Ib

a1
数

量
/个

 
 

**

##

--- -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
0

2

4

6

 
 

交
叉

点
数

量
/个

**
##

**
##

**
##

**
##

**
##

0

50

100

150

200

 
总

骨
架

长
度

/μ
m

 

**

##

0

5

10

15

总
终

点
数

量
/个

 

**

##

A

B C

D

E

F
G H

I J

 
 

机
械

缩
足

阈
值

（
g）

首次注射后的时间  第2次注射
后的时间

敏化组
敏化+电针组

BL 4 h 4 h24 h 48 h 72 h 7 d 1 h 24 h

Car
PGF2
PWT
EA

4 d 5 d 6 d→

→ → → → → → → → →

假敏化组

假敏化组 敏化组 敏化+电针组

假
敏
化
组

敏
化
组

电
针
组

假
敏
化
组

敏
化
组

电
针
组

假敏化组

敏化组

敏化+电针组

Iba1 DAPI Merge Zoom in

半径（5 μm）

首次注射后的时间  第2次注射
后的时间

BL 4h
24

h
48

h
72

h 7d 1h 4h
24

h
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
 

 

****
**

**** **

**

** **

**

****# ##

##

##

##

## ## ## ## ## ##

假敏化组

敏化组
敏化+电针组

注：Car为角叉菜胶，PGE2 为前列腺素 E2，PWT 为机械缩足痛阈值， BL 为基础，EA 为电针，ST36 为“足三里”穴，BL60 为“昆

仑”穴，Iba1 为小胶质细胞，SCDH 为脊髓背角。A：电针实验方案时间轴。B：电针参数及示意图。C：各组小鼠 PWTs变化情

况。D：各组小鼠造模侧腰（L）3~L5 SCDH 中 Iba1 免疫荧光代表图（标尺：200 μm；放大图标尺：50 μm）。E：各组小鼠造模侧

L3~L5 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量统计。F：Iba1 的代表性图像，显示了假敏化组、敏化组、敏化+电针组 Iba1 的骨架（标尺：

20 μm）。G：各组的总骨架长度统计。H：各组的总终点数量统计。I： 5 μm 为间距的 Sholl分析中投影交集数量的量化。

J：各组的交叉点数量统计。与假敏化组相比， **P<0.01；与敏化组相比，#P<0.05，##P<0.01。
图 3　电针对痛转化小鼠痛阈（5只鼠/组）、SCDH中 Iba1表达（3只鼠/组，5张切片/只鼠）的影响及骨架分析和 Sholl分析（x̄±s）

Fig. 3　Effect of electroacupuncture on the pain threshold in pain-transformed mice （5 mice/group）， the immunofluorescence 

expression of Iba1 in the SCDH （3 mice/group，5 slices/mice）， as well as skeleton and Sholl analyses （x̄±s）
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2.5　鞘内注射 CSF-1 可抑制电针的效应，痛阈下

降，并激活 Iba1
CSF-1 是经典的 Iba1 激活剂。本研究按图 5A

所示时间点鞘内注射 CSF-1 刺激 Iba1 活化。结果

如图 5B 所示，3 组小鼠造模足基础 PWTs 差异无统

计学意义。第 1 次 Car 注射后 48、72 h，与敏化组相

比，敏化+电针+磷酸盐缓冲液组和敏化+电针+
集落刺激因子组小鼠造模足 PWTs 显著上升（P<

 
 

机
械

缩
足

阈
值

/g

敏化+生理盐水组

首次注射后的时间 第2次注射
后的时间

BL 4 h 4 h24 h 48 h 72 h 7 d1 h 24 h

Car 
PGE2
PWT

minocycline

1h

敏化+
生理盐水组

敏化+
米诺环素组

敏化+米诺环素组

第2次注射
后的时间

首次注射后的时间

敏
化

+生
理
盐
水
组

敏
化

+米
诺
环
素
组

0

100

200

300

400

 
 

Ib
a1

数
量

 

**

敏
化

+生
理
盐
水
组

敏
化

+米
诺
环
素
组

0

50

100

150

200

总
骨

架
长

度
/μ

m
 

**

敏
化

+生
理
盐
水
组

敏
化

+米
诺
环
素
组

0

5

10

15

20

 
总

终
点

数
量

/个

**

5 10 15 20 25 30 35 40 45
0

2

4

6

 

 
 

交
叉

点
数

量
/个

** **
**

**

**

半径（5 μm）

A

B

C

D

E F G

H I

Iba1 DAPI Merge Zoom in

 
 

BL 4 h
24

h
48

h
72

h 7 d1 h 4 h
24

h
0

0.5

1.0

1.5

 

**
** **

敏化+生理盐水组
敏化+米诺环素组

注：Car为角叉菜胶，PGE2 为前列腺素 E2，PWT 为机械缩足痛阈值，minocycline 为米诺环素， BL 为基础， Iba1 为小胶质细胞，

SCDH 为脊髓背角。A：实验方案时间轴。B：两组小鼠不同时间点的 PWTs。C：两组小鼠造模侧腰（L）3~L5 SCDH 中 Iba1
免疫荧光代表图（标尺：200 μm；放大图标尺：100 μm）。D：各组小鼠造模侧 L3~L5 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量统计。

E：Iba1 的代表性图像，显示了敏化+生理盐水组、敏化+米诺环素组 Iba1 的骨架（标尺：20 μm）。F：各组的总骨架长度统计。

G：各组的总终点数量统计。H：5 μm 为间距的 Sholl分析中投影交集数量的量化。I：各组的交叉点数量统计。

与敏化+生理盐水组相比， **P<0.01。
图 4　鞘内注射米诺环素对痛转化小鼠痛阈（7只鼠/组）、SCDH中 Iba1表达（3只鼠/组，5张切片/只鼠）的影响及骨架分析和

Sholl分析（x̄±s）

Fig. 4　Effect of intrathecal injection of minocycline on the pain threshold in pain-transformed mice （7 mice/group）， the 

immunofluorescence expression of Iba1 in the SCDH （3 mice/group，5 slices/mice）， as well as skeleton and Sholl analyses（x̄±s）
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0.05，P<0.01），表明电针干预有效。第 1 次 Car 注
射后 7 d，3 组小鼠造模足 PWTs 均恢复至基础水

平，且差异无统计学意义。第 2 次 PGE2 注射后，每

次电针干预前 15 min 均鞘内注射 CSF-1。第 2 次

PGE2 注射后 1 h，3 组小鼠造模足 PWTs 显著下降。

第 2 次 PGE2 注射后 4、24 h，敏化+电针+集落刺激

因子组和敏化组造模足 PWTs 均明显低于同期敏

化+电针+磷酸盐缓冲液组（P<0.01），CSF-1 注射

显著阻断了电针对模型动物的镇痛作用。

我们进一步分析了鞘内注射 CSF-1 后 3 组小

鼠  SCDH 处 Iba1 的活化情况。实验结果显示，与敏

化组和敏化+电针+集落刺激因子组相比，敏化+
电针+磷酸盐缓冲液组 L3~L5 SCDH 中  Iba1 阳性

细胞数量显著下降（P<0.05，P<0.01），表明鞘内注

射 CSF-1 激活  SCDH 处的 Iba1，从而显著阻断了电

针的镇痛作用。见图 5C、D。

3　讨论

痛转化是慢性痛产生和发展的前序环节，阻断

痛转化已被证明是电针干预慢性痛的重要机制之

一 [21]。中枢神经系统中胶质细胞的活化长期被认为

是慢性疼痛产生和维持的重要神经机制，特别是

SCDH 处的 Iba1 和 GFAP[22]。已有大量研究表明，

抑制 SCDH 胶质细胞活化是电针干预多种慢性疼

痛的关键机制 [23]。本研究在团队前期研究的基础

上，以电针对 Iba1 活化的抑制作用为切入点，重点

探讨电针对痛转化干预作用的低位中枢机制。

SCDH 处 Iba1 和 GFAP 活化在慢性痛维持和

发展中发挥重要作用 [24]。部分研究将 SCDH 处 Iba1
和 GFAP 活化视为慢性痛产生的生物学标志 [25]。但

现有研究并不清楚，两种胶质细胞是否参与急性痛

向慢性痛的转化。既有研究表明，Iba1 和 GFAP 存

在交互作用，Iba1 的活化是 GFAP 活化的重要先决

条件 [26]。有研究进一步提示，痛转化与 SCDH 中
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敏化+电针+集落刺激因子组

 机
械

缩
足

阈
值

/g

 首次注射后的时间 第2次注射
后的时间

敏化+电针+
集落刺激因子组

敏化+电针+
磷酸盐缓冲液组

0

100

200

300

400

500

Ib
a1

的
数

量
/个

 
 

 *
##

A

B D

BL 4 h 4 h24 h 48 h 72 h 7 d 1 h 24 h

Car 
PGE2
PWT

 首次注射后的时间 第2次注射
后的时间

CSF
4 d 6 d5 d

→

EA

→

→ → → → → → →_ _15 min15 min

Iba1 DAPI Merge Zoom in

敏化组

C

BL  4h
24

h
48

h
72

h
7d 1h 4h

24
h

0

0.5

1.0

1.5

**
*

####

****
** **

 

敏
化

+电
针

+集
落
刺
激
因
子

敏
化

+电
针

+磷
酸
盐
缓
冲
液
组

敏
化
组

注：Car为角叉菜胶，PGE2 为前列腺素 E2，PWT 为机械缩足痛阈值，CSF 为集落刺激因子，EA 为电针， BL 为基础， Iba1 为小

胶质细胞，SCDH 为脊髓背角。A：实验方案时间轴。B：3 组小鼠不同时间点的 PWTs 。C：3 组小鼠造模侧腰（L）3~L5 
SCDH 中 Iba1 免疫荧光代表图（标尺：200 μm；放大图标尺：100 μm）。D：各组小鼠造模侧 L3~L5 SCDH 中 Iba1 阳性细胞数量

统计。与敏化组相比，*P<0.05，**P<0.01；与敏化+电针+磷酸盐缓冲液组相比， ##P<0.01。
图 5　鞘内注射 CSF对痛转化小鼠痛阈（5只鼠/组）和 SCDH中 Iba1表达（3只鼠/组，5张切片/只鼠）的影响（x̄±s）

Fig. 5　Effect of intrathecal injection of CSF on the pain threshold in pain-transformed mice （5 mice/group）， the 

immunofluorescence expression of Iba1 in the SCDH （3 mice/group，5 slices/mice）（x̄±s）
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BDNF 的表达增高密切相关 [27]，而活化的 Iba1 是

SCDH 处 BDNF 的主要分泌源之一 [28]。以上研究共

同提示，SCDH 处的 Iba1 较 GFAP 更可能参与痛转

化的发生。本研究观察到 Car 联合 PGE2 注射，诱

导 SCDH 处的 Iba1 活化。活化的 Iba1 能通过诱导

神经炎性反应和调节神经信号传递，加剧 SCDH 投

射神经元的敏化状态，从而在痛转化过程中发挥重

要作用 [29]。本研究相关时点并未观察到 SCDH 中

GFAP 的活化。以上结果共同提示，在痛转化的早

期阶段，Iba1 是更为关键的参与者。对于早期活化

的 Iba1 是否诱导 GFAP 活化从而维持慢性疼痛，仍

有待进一步探索。

课题组研究表明，电针能阻断 HP 模型动物的

痛转化，改善其疼痛症状 [30]。相关研究证明，电针能

通过抑制背根神经节中蛋白激酶 Cε（PKCε）活化干

预痛转化。而 PKCε 活化不仅在外周神经系统介导

急性痛向慢性痛的转化，同时也是 SCDH 处构成

HP 状态的重要分子 [31]。已有大量研究表明，电针抑

制 SCDH 处 Iba1 活化是电针镇痛的重要机制之

一 [32]。 且 有 部 分 研 究 提 出 ，电 针 可 能 通 过 抑 制

SCDH 中 BDNF-酪氨酸受体激酶 B 通路干预痛转

化 [33]。同时，本研究表明 SCDH 处 Iba1 而非 GFAP
活化是早期痛转化发生的关键环节。由此，我们重

点考察了电针是否能抑制痛转化小鼠 SCDH 处的

Iba1。相关研究结果表明，电针能显著降低痛转化

小鼠 SCDH 处小胶质细胞标志物（Iba1）的表达水

平，有效抑制由  Car 联合  PGE2 注射诱导产生的

Iba1 活化现象，从而在痛转化的早期阶段发挥关键

的阻断作用。我们同时观察到，激活 SCDH 处的

Iba1 能显著阻断电针对痛转化小鼠痛阈的改善作

用。相关结果表明电针通过抑制 SCDH 处 Iba1 的

活化，进而阻断了痛觉信号的传递与放大过程，从

而在痛转化的发生发展中发挥关键的调控作用。

这不仅进一步证实了 Iba1 在电针镇痛中的重要作

用，也为理解电针如何影响痛转化提供了新的分子

层面的证据。然而，电针通过抑制 Iba1 活化来阻断

痛转化的具体机制仍有待进一步探究。

前人研究表明，抑制 SCDH 处的 Iba1 能直接改

善动物的肢体疼痛 [34]。我们在 PGE2 注射前利用鞘

内注射米诺环素预防 Iba1 活化。PGE2 注射前鞘内

给予米诺环素，不仅阻断了外周 PGE2 注射诱导的

SCDH 处 Iba1 活化，且有效逆转痛转化小鼠  PWTs 
的下降，表明当 Iba1 活化被抑制后，急性痛将不再

转为慢性痛。这一结果佐证了电针能通过抑制

SCDH 处的小胶质细胞活化干预痛转化。

课题组前期系统比较过三种不同的电针介入

时间 [35]：自 Car注射后开始持续至 PGE2 注射后的全

程电针介入拥有最佳的镇痛效果；Car 注射后、

PGE2 注射前介入电针对 PGE2 注射后疼痛的镇痛

效应不明显；而 PGE2 注射后介入电针虽能镇痛但

效应不如全段介入。为保证本研究的顺利开展，我

们选择了全程电针介入。遗憾的是，在本研究中我

们并未能阐明为什么在外周炎性反应刺激后 ，

PGE2 注射能诱发 SCDH 处持续的 Iba1 活化。

综上所述，本研究深入探讨了痛转化早期阶段

SCDH 处 Iba1 活化的关键作用，并揭示了电针干预

痛转化的脊髓中枢 Iba1 作用机制，为痛转化的临床

治疗提供了实验依据和潜在的治疗策略。
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