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电针“足三里”恢复糖尿病前期血糖稳态的
效应机制研究

李雅静，朱溶瑾，宿杨帅，李 桐，刘筱羽，王莉莉，景向红

（中国中医科学院针灸研究所，北京 100700）

【摘　要】　目的：观察电针“足三里”对急性高糖、低风险及高风险糖尿病前期小鼠的血糖调控效应，并初步

探讨电针调节低风险糖尿病前期胰岛 β 细胞功能的作用机制。方法：本研究分为急性高糖、低风险糖尿病前

期、高风险糖尿病前期 3 部分实验，每部分实验中将 C57BL/6J 小鼠随机分为正常组、模型组、电针组，急性

高糖和高风险糖尿病前期实验每组 6 只，低风险糖尿病前期实验每组 30 只。急性高糖实验中，采用腹腔注

射 2 g/kg 葡萄糖溶液制备模型；电针组小鼠予以双侧“足三里”行 1 次电针干预，持续 20 min。低风险糖尿病

前期实验中，采用高脂喂养 1 周制备模型；自第 4 天达糖尿病前期血糖受损标准起，对电针组小鼠行电针干

预，参数同上，每日 1 次，共 4 次。高风险糖尿病前期实验中，采用高脂喂养 8 周制备模型；造模 4 周后对电针

组小鼠行电针干预，参数同上，每周 3 次，共 12 次。采用血糖仪检测小鼠血糖及糖耐量；酶联免疫吸附法检

测血清糖化血红蛋白、胰岛素、胰高血糖素含量；HE 染色法观察胰腺形态变化；分离胰岛 β 细胞并以 PCR 法

检测胰岛 β 细胞标志物的表达；Western blot 法检测胰岛 β 细胞中内质网应激（ATF6、ERN1、EIF2AK3）、细

胞衰老（P21）、乙酰胆碱受体（M2-AchR、M3-AchR）蛋白表达水平；免疫荧光染色法检测胰腺组织中胰岛

β 细胞衰老标志物 P21、胰内神经节及迷走神经背核（DMV）中支配胰腺的 ChAT+神经元中 c-fos 阳性表达。

结果：急性高糖实验中，与正常组相比，模型组小鼠血糖升高（P<0.001），血清胰岛素含量增加（P<0.05）；与

模型组相比，电针组小鼠 15、30、60 min 血糖均降低（P<0.01），血清胰岛素含量增加（P<0.05）。低风险糖

尿病前期实验中，与正常组相比，模型组小鼠造模第 3 天血糖升高（P<0.001），糖耐量升高（P<0.05，P<

0.01），胰岛 β 细胞中 M2-AchR 和 M3-AchR 乙酰胆碱受体蛋白表达水平降低（P<0.05），ATF6、ERN1、
EIF2AK3 蛋白表达水平升高（P<0.01，P<0.05），P21 蛋白表达水平增加（P<0.05），Insulin+/P21+共标细胞

数量增加（P<0.01）；与模型组相比，电针组小鼠血糖在第 4、6、7 天降低（P<0.001，P<0.01），糖耐量降低

（P<0.05，P<0.01），血清胰岛素含量增加（P<0.05），胰内神经节及 DMV 中支配胰腺的 ChAT+/c-fos+共标

神经元增多（P<0.05），胰岛 β 细胞中 M2-AchR 和 M3-AchR 乙酰胆碱受体蛋白表达水平升高（P<0.01，P<
0.05），ATF6、ERN1、EIF2AK3 蛋白表达水平降低（P<0.01，P<0.05），P21 蛋白表达水平降低（P<0.05），

Insulin+/P21+共标细胞数量减少（P<0.01）。高风险糖尿病前期实验中，与正常组相比，模型组小鼠造模

1 周的血糖升高（P<0.001），糖耐量升高（P<0.05，P<0.01），血清糖化血红蛋白升高（P<0.05），胰岛体积

增大，血清胰岛素含量升高（P<0.01），血清胰高血糖素含量降低（P<0.05）；与模型组相比，电针组小鼠血糖

在第 5、6 周降低（P<0.01，P<0.05），胰岛体积略缩小，血清胰岛素和胰高血糖素均降低（P<0.01，P<
0.05）。结论：电针“足三里”可恢复血糖平衡且最优效应阶段为低风险糖尿病前期，其机制可能与激活迷走

神经抑制胰岛 β 细胞内质网应激有关。
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Study on the underlying mechanisms of electroacupuncture at “Zusanli” （ST36） in restoring 

blood glucose homeostasis in prediabetes mice
LI Ya-jing， ZHU Rong-jin， SU Yang-shuai， LI Tong， LIU Xiao-yu， WANG Li-li， JING Xiang-hong （Institute of Acupuncture 
and Moxibustion，  China Academy of Chinese Medical Sciences，  Beijing 100700，  China）
【ABSTRACT】　 Objective　 To observe the effect of electroacupuncture （EA） at “Zusanli” （ST36） on blood 

glucose in acute hyperglycemia （AH）， low-risk prediabetes （LRP） and high-risk prediabetes （HRP） mice， and to 

explore its underlying mechanisms in regulating the function of pancreatic β -cells in LRP. Methods　 This study 

included 3 （AH， LRP and HRP） experiments. In each part of the experiments， C57BL/6J mice were randomly divided 

into normal， model and EA groups， with 6 mice in each group in AH and HRP experiments， and 30 mice in LRP 

experiment. The AH model was established by intraperitoneal injection of 2 g/kg glucose solution. After injection， EA 

（1 mA， 10 Hz） was applied to bilateral “Zusanli” （ST36） for 20 min. The LRP model was established by feeding the 

mice with high-fat diet for 1 week. From the 4th day when the impaired glucose tolerance criteria of prediabetes were 

reached， EA was applied to bilateral ST36， with the parameters being the same as above， once a day for a total of 

4 times. In the HRP experiment， the animal model was established by feeding the mice with a high-fat diet for 8 weeks. 

Four weeks after beginning of the modeling， EA intervention （1 mA， 10 Hz） was performed at ST36 for 20 min， 3 times 

a week for a total of 12 times. Blood glucose and glucose tolerance were measured using a glucose meter， and serum 

glycated hemoglobin （HbA1c）， insulin， and glucagon levels were detected by enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA）. Changes of the pancreatic morphology were examined by HE staining. The expression levels of activating 

transcription factor 6 （ATF6）， ERN1 （endoplasmic reticulum ［ER］ to nucleus signaling 1）， EIF2AK3 （eukaryotic 

translation initiation factor 2 alpha kinase 3）， p21 （a cell cycle factor in cellular senescence）， muscarinic acetylcholine 

receptor M2 （M2-AchR） and M3-AchR in the pancreatic β -cells were detected using Western blot， and the expression 

levels of pancreatic and duodenal homeobox factor-1 （PDX-1）， beta-cell-specific transcription factor （MAFA） and 

forkhead box O1 （FOXO1） mRNAs in the pancreatic β-cells detected using quantitative real-timePCR. The insulin+/P21+ 

co-positive cells， and the number of ChAT+/c-fos+ co-labeled neurons in the pancreatic ganglia and ChAT+/CTB647/c-

fos+ co-labeled neurons in the dorsal motor nucleus of the vagus （DMV） innervating the pancreas were determined 

using fluorescent immunohistochemistry. Results　1） In the AH experiment， compared to the normal group， the blood 

glucose level in the model group was significantly increased 15 min after modeling （P<0.001）， gradually decreased 

from 30 to 60 min （P<0.01）， without pathological damage in the pancreas， and the serum insulin level was significantly 

increased after modeling （P<0.05）. In comparison with the model group， the blood glucose levels at 15， 30， and 

60 min were significantly reduced （all P<0.01）， while the serum insulin content was considerably increased in the EA 

group （P<0.05）， suggesting that EA lowered blood glucose by increasing stress-induced insulin level. 2） In the LRP 

experiment， compared to the normal group， the blood glucose levels from the 3rd day to the 7th day， and the glucose 

tolerance from 15 to 120 min were significantly elevated in the model group （P<0.001， P<0.05， P<0.01）. No significant 

changes were found in the serum HbA1c， serum insulin and glucagon levels and in the morphological results of the 

pancreas tissue in the model group. In comparison with the model group， the blood glucose levels on day 4， 6 and 7， 

the glucose tolerance at 15， 30， 60 and 120 min were strikingly decreased （P<0.001， P<0.01， P<0.05）， while the 

serum insulin content was notably increased （P<0.05） in the EA group， accompanied with a restoration of the 

morphological changes. No significant changes were found in the serum HbA1c and glucagon levels after modeling and 

after EA intervention. 3） In the HRP experiment， compared to the normal group， the blood glucose levels from 1 to 

8 weeks， the glucose tolerance levels at 15， 30， 60 and 120 min， HbA1c and insulin levels were significantly increased 

（P<0.001， P<0.05， P<0.01）， whereas the serum glucagon level was notably decreased in the model group （P<0.05）， 

accompanied with an increase of the pancreatic islet volume. Following EA intervention， the blood glucose at the 5th and 

6th week， the glucose tolerance at 15， 30， 60 and 120min， insulin and glucagon levels were considerably down-

regulated in the EA group （P<0.05， P<0.01）， accompanied with a slight decrease of the pancreatic islet volume. 4） In 

LRP mice， in comparison with the normal group， the expression levels of M2-AchR and M3-AchR protein were 

significantly decreased （P<0.05）， while the expression levels of ATF6， ERN1， EIF2AK3， P21 and the number of 

insulin+/P21+ positive cells in the pancreas tissue were significantly increased in the model group （P<0.01， P<0.05）. In 

contrast to the model group， the EA group had an obvious increase in the number of c-fos+/CTB647/ChAT+ co-labeled 
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neurons in the DMV and ChAT+/c-fos+ co-labeled neurons in the pancreatic ganglia， and the expression of M2-AchR and 

M3-AchR protein （P<0.05， P<0.01）， and a notable down-regulation in the expression levels of ATF6， ERN1， EIF2AK3 

and P21 proteins and in the number of pancreatic insulin+/P21+ positive cells （P<0.01， P<0.05）. No significant changes 

were found in the number of c-fos+/CTB647/ChAT+ co-labeled neurons in the DMV and ChAT+/c-fos+ co-labeled neurons 

in the pancreatic ganglia in the model group， and in the mRNA expression levels of pancreatic PDX1， MAFA and 

FOXO1 in both model and EA groups. Conclusion　EA at ST36 can promote the restoration of blood glucose balance 

in the AH， LRP and HRP stages in mice， with the most effective phase being the LRP. The underlying mechanism may 

be related to its functions in activating vagus nerve to inhibit the endoplasmic reticulum stress in pancreatic β-cells.

【KEYWORDS】　Electroacupuncture； Zusanli （ST36）； Prediabetes； Vagus nerve； Endoplasmic reticulum stress

糖尿病是以慢性高血糖为特征的内分泌代谢

疾病，已成为威胁人类健康的重要公共卫生问题 [1]。

糖尿病前期是血糖高于正常水平但未达到糖尿病

诊断标准的状态，是正常机体向糖尿病发展的高危

阶段 [2-3]。2021 年全球糖尿病前期患病率为 14.9%
（7.62 亿），预 计 2045 年 将 增 加 至 16.5%（10.52
亿）[4]。糖尿病前期包括空腹血糖受损（IFG）和糖耐

量受损（IGT）两种状态的单独或合并出现 [5]，诊断

标 准 为 6.1 mmol/L≤ 空 腹 血 糖 <7.0 mmol/L 和

（或）7.8≤糖负荷 2 h 后血糖<11.1 mmol/L 和（或）

5.7%≤糖化血红蛋白<6.5%[6-7]。目前认为胰岛 β
细胞功能障碍是糖尿病前期发生发展的关键 [8]，其

机制主要涉及 β 细胞内质网应激引起 β 细胞向衰老

及功能丧失表型转化 [9-10]。糖尿病前期临床主要沿

用二甲双胍等糖尿病阶段的治疗药物 [11-12]，缺乏针

对此阶段的公认可靠的一线用药。

针灸科学研究联盟在 2025 年发布“针灸科学

研究行动计划”指出：聚焦神经 -内分泌 -免疫 -代谢

互作网络以探索针灸调控的系统生物学规律，全链

条解析针灸的调控特征 [13]。针刺在改善糖尿病等

代谢疾病的临床症状及并发症方面具有明显疗效，

安全性高且不良反应小 [14]。针刺可通过刺激穴位

调节神经内分泌系统和免疫系统，影响血糖稳态和

胰岛素敏感性 [15-17]。针灸治疗糖尿病前期的临床

文献计量分析显示，足三里为 49 个腧穴中使用频

次最高的腧穴 [18-19]，也是《2 型糖尿病中西医结合诊

疗指南》中的推荐腧穴 [20]。目前研究表明，电刺激

“足三里”可激活自主神经通路改善肥胖模型大鼠

血糖 [21]，改善即刻高糖下大鼠血糖 [22]。电针“足三

里”还可以通过激活孤束核 -迷走神经改善糖尿病

胃动力障碍 [23-24]。但电针“足三里”激活迷走神经

传出对胰岛 β 细胞的作用及机制尚不明确。本研

究以急性高糖、低风险糖尿病前期、高风险糖尿病

前期模型观察电针“足三里”对血糖的改善作用，在

明确优势效应阶段基础上，初步探索电针“足三里”

改善内质网应激进而改善胰岛 β 细胞功能的自主

神经机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

清洁级 C57BL/6J 雄性小鼠 54 只，8 周龄，体质

量 24~26 g，购于北京维通利华实验动物技术有限

公司，生产许可证号：SCXK（京）2021-0006，饲养于

中 国 中 医 科 学 院 针 灸 研 究 所 动 物 房 ，温 度 20~
24 ℃，相对湿度（55±2）%，12 h/12 h 昼夜交替照明

并适应性饲养 1 周。在急性高糖实验中，随机选取

6 只小鼠作为正常组，其余以腹腔注射葡萄糖溶液

进行造模，注射结束后将模型小鼠随机分为模型

组、电针组，每组 6 只。在低风险糖尿病前期实验

中，随机选取 30 只鼠作为正常组，其余小鼠进行高

脂喂养，造模 4 d 血糖达标后将模型小鼠随机分为

模型组、电针组，每组 30 只。在高风险糖尿病前期

实验中，随机选取 6 只鼠作为正常组，其余进行高脂

喂养，造模 4 周血糖达标后将模型小鼠随机分为模

型组、电针组，每组 6 只。实验过程严格遵守中华人

民共和国科学技术部 2006 年颁布的《关于善待实验

动物的指导性意见》，并经中国中医科学院针灸研

究所伦理委员会审查通过（伦理批号为 Y2025-3-

12-01）。

1.2　主要仪器与试剂

异氟烷（中国鲁南贝特），驴血清、苏木精 -伊红

染色试剂盒、RIPA 快速裂解液（北京索莱宝），

TritonX-100（美国 Sigma），4% 多聚甲醛（天津华

东），糖化血红蛋白试剂盒、M3-AchR 抗体（英国

Abcam），胰岛素试剂盒、胰高血糖素剂盒及 c-fos、
ChAT 抗体（德国 Merck），RNA 提取试剂盒、实时

荧光定量 PCR 试剂盒（南京诺唯赞），胶原酶 P（瑞

士 Roche），CTB Alexa Fluor 647 逆向示踪病毒、激

活转录因子 6（ATF6）抗体（美国 Thermo Fisher），

内质网核心信号 1（ERN1）、P21、真核翻译起始因子
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2α激酶 3（EIF2AK3）、β-actin抗体（美国 Proteintech），

Insulin 抗体（武汉赛维尔），M2-AchR 抗体（美国

Santa Cruz）。

针灸针（0.18 mm×13 mm，北京中研太和），电

刺激器（德国 Multi-Channel Systems），全光谱扫描

共聚焦显微镜（日本 Nikon），冰冻切片机（德国

Leica），全自动多功能全景组织细胞扫描分析系统

（日本 Olympus），离心机（德国 Eppendorf），蛋白免

疫印迹电泳系统、全自动凝胶成像仪（美国 Bio-

Rad），血糖仪及检测试纸（美国强生），酶标仪（美国

Molecular Devices）。

1.3　模型制备

结合文献及前期预实验建立急性高糖模型：模

型组、电针组小鼠给予腹腔注射 2 g/kg 葡萄糖溶

液，注射后 15 min 血糖达 16.7 mmol/L 为造模成功

的标准 [25-26]。结合文献及前期预实验建立低风险糖

尿病前期模型：模型组、电针组小鼠给予高脂饲料

喂养 1 周，每日上午检测血糖，最后 1 d 上午检测糖

耐量。高风险糖尿病前期模型：给予模型组、电针

组小鼠高脂饲料喂养 8 周，每周日早上检测血糖，最

后 1 周的周日检测口服糖耐量。低、高风险糖尿病

前期模型均以 6.1 mmol/L≤血糖<7.0 mmol/L 和

（或）7.8 mmol/L≤ 口服糖耐量 <11.1 mmol/L 和

（或）5.7%≤糖化血红蛋白<6.5% 为造模成功的

标准 [7,27]。

1.4　电针干预方法

取穴操作：在小动物专用吸入麻醉机下小鼠经

4% 异氟烷（0.6 L/min）诱导麻醉后，以 1% 异氟烷

（0.6 L/min）维持麻醉。小鼠呼吸平稳，用手捏压小

鼠脚爪或尾巴若无反应则表示麻醉完成。按照《实

验针灸学》[28]中的取穴方法定位双侧“足三里”。采

用一次性无菌针灸针，分别直刺小鼠双侧“足三

里”，深度 3 mm，分别连接电针仪正负极，电针

参数 [29]：强度 1 mA，频率 10 Hz，波宽 0.5 ms，每次

15 min。
急性高糖实验中电针组小鼠在腹腔注射 2 g/kg

葡萄糖溶液后立即给予电针干预；低风险糖尿病前

期实验中电针组小鼠在造模第 4、5、6、7 天给予电针

干预，每日上午 1 次；高风险糖尿病前期实验中电针

组小鼠在造模第 5、6、7、8 周的周一、周四、周日给予

电针干预，3 次/周，共电针 12 次。各部分实验中正

常组、模型组仅采用相同的麻醉方法，不进行其他

任何干预。

1.5　观察指标及检测方法

血糖仪检测小鼠血糖：将小鼠固定在倒扣的烧

杯中，留出尾巴，用酒精棉片擦拭消毒小鼠尾巴，用

采血针轻刺尾静脉至有血滴出现，用酒精棉片擦去

首滴血液后沿尾静脉轻轻挤压至出现第 2 滴血样，

将血样滴入血糖仪的血糖试纸采血条中，等待 3~5 s
后记录血糖仪上的读值。急性高糖实验中，在实验

开始前记录各组小鼠血糖作为 0 min 时点血糖值，

随后进行葡萄糖注射（需 15 min）后记录小鼠血糖

值作为 15 min时点血糖值，进行电针干预（需 15 min）
后立即记录小鼠血糖值作为 30 min 时点血糖值，

30 min 后记录血糖作为 60 min 时点血糖值，60 min
后记录血糖作为 120 min 时点血糖值。低风险糖尿

病前期实验中，在实验开始前记录各组小鼠血糖作

为基础血糖值，随后在每天上午检测血糖，其中第

4、5、6、7 天于电针结束后立即检测。高风险糖尿病

前期实验：在实验开始前记录各组小鼠血糖作为基

础血糖值，随后在每周日上午检测血糖，其中第 5、
6、7、8 周的周日于电针结束后检测。

小鼠糖耐量检测：分别在低风险糖尿病前期实

验中第 7 天电针结束、高风险糖尿病前期实验中第

8 周周日电针结束后，对小鼠进行禁食 6 h 处理，检

测其血糖作为 0 min 血糖值，随后给予小鼠腹腔注

射 5 g/kg 葡 萄 糖 溶 液 ，在 注 射 后 15、30、60、90、
120 min 检测血糖，正常组和模型组采用相同的方式

麻醉后进行相同操作并在相同时间点检测血糖。

酶联免疫吸附法测定血清糖化血红蛋白、胰高

血糖素、胰岛素含量：急性高糖、低风险糖尿病前期

和高风险糖尿病前期实验电针结束后取材，采用负

压抽血管从小鼠腹主动脉取血后，6 000×g 离心

10 min 获得血清。按照试剂盒说明书，分别在试剂

盒中预包被了糖化血红蛋白抗体、胰高血糖素抗体

及胰岛素抗体的 96 孔板底加入血清样品，覆上板膜

后在 37 ℃孵育 2 h 后，清洗液洗板 3 次，每次 3 min，
加入反应液 100 μL/孔，在 37 ℃孵育 1 h，清洗液洗

板 3 次，每次 3 min，加入显色液 100 μL/孔后立刻于

酶标仪 405 nm 波长下读值。根据标准曲线分别计

算血清糖化血红蛋白、胰高血糖素及胰岛素的

含量。

HE 染色法观察小鼠胰腺组织病理变化：在急

性高糖、低风险糖尿病前期、高风险糖尿病前期实

验电针结束后 15 min 将小鼠处死，取胰腺组织固定

于 4% 多聚甲醛中 24 h 后经过脱水、石蜡包埋、切

片（5 μm），分别通过苏木精、伊红染色后在光学显
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微镜下观察胰腺组织病理变化。

免疫荧光染色法检测胰腺组织胰岛 β 细胞中衰

老标志物 P21、胰内神经节及迷走神经背核（DMV）

中支配胰腺的 ChAT+神经元中 c-fos 阳性表达：在

低风险糖尿病前期实验第 1 天，通过异氟烷麻醉小

鼠后腹部剃毛，剪开腹腔暴露胰腺组织，通过玻璃

微 电 极 注 射 泵 进 行 5~10 个 点 注 射 CTB Alexa 
Fluor 647 逆向示踪病毒 [32]，每个点注射 300 nL。第

7 天小鼠电针结束后用 4% 多聚甲醛心脏灌流固定，

灌流结束后分别取胰腺组织、胰内神经节、DMV 相

应的脑干部位固定 2 h，置于 25% 蔗糖溶液中 4 ℃冰

箱脱水 24 h，待组织沉底后用 OCT 包埋组织，通过

冰冻切片机切片，厚度 30 μm。将组织切片清洗后

置于封闭液（3%驴血清、0.5%TritonX-100、0.1 mol/L 
PBS）中封闭 45 min。在胰腺组织切片中加入 Insulin
和 P21一抗（1∶1 000），在胰内神经节和 DMV 切片中

加入 ChAT（1∶100）和 c-fos（1∶1 000）一抗，置于 4 ℃
摇床中孵育过夜后，用 0.1 mol/L PBS 清洗 3 次，

再分别加入相应二抗（Alexa Flour 488、Alexa Flour 
594 荧光素二抗 1∶1 000）室温孵育 1 h，使用 50% 甘

油封片，在全光谱扫描共聚焦显微镜下观察和拍

照，用 Adobe Illustrator 进行图片标注。分别以同时

表达 ChAT/c-fos 和 CTB647 的位置作为 DMV 中

阳性表达，以同时表达 ChAT/c-fos的位置作为胰内

神经节中阳性表达，以同时表达 Insulin 和 P21 的细

胞作为胰腺组织中阳性表达。

分离胰岛 β 细胞并使用 PCR 法检测胰岛 β 细胞

标志物胰十二指肠同源框因子-1（PDX-1）、β 细胞特

异性转录因子（MAFA）、叉头盒 O1（FOXO1）：低风

险糖尿病前期实验电针结束后将小鼠处死并快速

打开腹腔，将胰腺从小鼠腹腔分离出来，放入装有 2 mL
胶原酶 P 的 50 mL 离心管，在 37 ℃水浴振荡 28 min
使组织充分消化。把离心管置于涡旋仪上振摇，

加入 15 mL 的 HBSS 缓冲液终止消化。将悬液以

1 500×g 离心 10 min 后弃去上层液体、保留下层糜

状物，加入 15 mL HBSS 重悬为混悬液。另取 50 mL
离心管在底部加入 15 mL 50% 的 Percoll 溶液，轻轻

地在上方加入 15 mL 25% 的 Percoll溶液，最后用移

液管将混悬液缓慢加到最上层，以 900×g 速度离心

30 min。离心结束后胰岛 β 细胞沉降在 Percoll 溶液

中间层，细胞碎片会分散在 Percoll 溶液中或沉降在

底部 [30-31]，小心吸取中间层的液体转移至 2 个 1.5 mL
离心管中离心，弃上层液体，留取沉淀物分为两份。

取其中一份沉淀物用试剂盒提取 RNA，将提取的

RNA 反转录为 cDNA 后进行 PCR 扩增，扩增体系：

95 ℃，10 min；95 ℃，15 s，随后 60 ℃，30 s，共 40 个

循 环 。 以 HPRT1 为 内 参 ，用 2-△△Ct 法 计 算 目 标

mRNA 的相对表达量。引物序列及产物长度为：

PDX-1（上 游 TGATGGGTGTGAACCACGAG，

下游 AGTGATGGCATGGACTGTGG，124 bp）、

MAFA（上 游 TTTCTTCCCCTTCGACCAGC，

下 游 CCATCTGCTCCAGGTCGATC，113 bp）、

FOXO1（上游 GACTGGGAGTCGACGTTGTT，

下游 TGTCTGAGCAGAAGTGGCTG，136 bp）。

Western blot 法检测胰岛细胞中内质网应激指

标（ATF6、ERN1、EIF2AK3）、衰老指标 P21、乙酰

胆碱受体（M2-AchR、M3-AchR）蛋白表达水平：将

低风险糖尿病实验另一份细胞沉淀物加入 200 μL
预冷的 RIPA 溶液，提取蛋白样品，采用 BCA 法测

定蛋白质浓度。制备 10% 的 SDS-PAGE 凝胶，蛋

白样品与上样缓冲液预混并在 100 ℃ 加热变性

15 min。将蛋白样品以 80 V 电压电泳 50 min 后将

分离的蛋白条带以电流 320 mA 转印至 PVDF 膜，

转膜后置于 5% 脱脂奶粉中，室温封闭 1 h，TBST
缓冲液洗涤后加入 ATF6、ERN1、EIF2AK3、P21、
M2-AchR、M3-AchR一抗（1∶1 000）和内参蛋白 β-actin
（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。TBST 洗涤后加入相应二

抗（1∶2 000），室温孵育 1 h 后，以 TBST 漂洗 3 次，用

ECL 发光法显示目标条带，用 Quantity One 分析条

带灰度值。以目标蛋白条带与内参蛋白条带灰度

值的比值作为目标蛋白的相对表达量。

1.6　统计学分析

采用 SPSS27.0 软件进行数据分析，GraphPad 
Prism 作图。计量资料通过正态性检验，以均数±
标准差（x̄±s）表示。组间比较用单因素方差分析，

进一步两两比较，方差齐则采用 LSD 检验，方差不

齐则采用 Dunnett’s t3 法。以 P≤0.05 为差异有统

计学意义的标准。

2　结果

2.1　电针对急性高糖、低风险糖尿病前期、高风险

糖尿病前期血糖的影响

急性高糖实验中，造模后 15 min 小鼠血糖>
16.7 mmol/L，与正常组相比升高（P<0.001），已达

急性高糖范围，在 30~120 min 逐渐降低；电针组小

鼠 在 15、30、60 min 较 模 型 组 血 糖 均 降 低（P<
0.01）。低风险糖尿病前期实验中，模型组造模 3 d
血糖与正常组相比升高，已达糖尿病前期 IFG 标准
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（P<0.001），且这种差异可持续至观察结束（1 周）；

电针组在第 4、6、7 天较模型组降低（P<0.001，P<
0.01）。高风险糖尿病前期实验中，造模 1 周血糖与

正 常 组 相 比 升 高（P<0.001），已 达 糖 尿 病 前 期

IFG 标准，且这种差异可持续至观察结束（8 周）；

电针组小鼠在第 5、6 周较模型组降低（P<0.01，

P<0.05）。见图 1。
2.2　电针对小鼠糖耐量的影响

低风险糖尿病前期实验中，模型组小鼠 15、30、
60、120 min 血糖较正常组升高（P<0.05，P<0.01），

120 min 血糖已达糖尿病前期 IGT 标准；电针组小

鼠 15、30、60、120 min 血糖较模型组降低（P<0.05，

P<0.01），120 min 血糖已恢复至非受损范围。高

风 险糖尿病前期实验中，模型组小鼠 15、30、60、
120 min 血 糖 较 正 常 组 升 高（P<0.05，P<0.01），

120 min 血糖已达糖尿病前期 IGT 标准；电针组小

鼠各时点血糖较模型组有降低趋势，但差异无统计

学意义。见图 2。
2.3　电针对低风险糖尿病前期、高风险糖尿病前期

小鼠血清糖化血红蛋白的影响

低风险糖尿病前期实验中，模型组与正常组，

以及电针组与模型组之间的血清糖化血红蛋白含

量差异均无统计学意义。高风险糖尿病前期实验

中，模型组血清糖化血红蛋白含量较正常组升高

（P<0.05），已达糖尿病前期糖化血红蛋白标准

（5.7%~6.5%），电针组较模型组有降低趋势，但差

异无统计学意义。见图 3。
2.4　电针对急性高糖、低风险糖尿病前期、高风险

糖尿病前期小鼠胰腺病理形态的影响

胰腺组织 HE 染色显示，急性高糖实验中，正

常组、模型组、电针组小鼠胰腺组织中胰岛形态规

整，未见明显形态变化；低风险糖尿病前期实验中，

正常组、模型组、电针组小鼠胰腺组织中也未见胰
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岛形态病理改变；高风险糖尿病前期实验中，正常

组小鼠胰岛结构完整、形态规整，模型组小鼠胰岛

体积增大，电针组小鼠的胰岛体积仅略有增大。

见图 4。
2.5　电针对急性高糖、低风险糖尿病前期、高风险

糖尿病前期小鼠血清胰岛素、胰高血糖素的影响

急性高糖实验中，模型组小鼠血清胰岛素含量

较正常组增加（P<0.05），血清胰高血糖素较正常组

有降低趋势但差异无统计学意义；电针组小鼠血清

胰岛素含量较模型组显著增加（P<0.05），血清胰高

血糖素较模型组有升高趋势但差异无统计学意义。

低风险糖尿病前期实验中，模型组小鼠血清胰岛素

含量及血清胰高血糖素较正常组有升高趋势但差

异无统计学意义；电针组小鼠血清胰岛素含量较模

型组升高（P<0.05），血清胰高血糖素较模型组有

降低趋势但差异无统计学意义。高风险糖尿病前

期实验中，模型组小鼠血清胰岛素含量较正常组增

加（P<0.01），胰高血糖素含量较正常组降低（P<
0.05）；电针组小鼠血清胰岛素含量、血清胰高血

糖 素 含 量 较 模 型 组 均 降 低（P<0.01，P<0.05）。

见图 5。
2.6　 电 针 对 低 风 险 糖 尿 病 前 期 小 鼠 DMV 中

ChAT+神经元激活情况的影响

c-fos 可作为神经元活动的标志物，胰腺注射

CTB647 可逆向示踪到支配胰腺的神经元，c-fos+/
CTB647/ChAT+共标神经元数量可反映支配胰腺

的 ChAT 神经元的激活情况。与正常组相比，模型

组 c-fos+/CTB647/ChAT+共标神经元数量差异无

统计学意义。与模型组相比，电针组小鼠 DMV 中

c-fos+/CTB647/ChAT+共标神经元数量增多（P<
0.01）。见图 6。
2.7　电针对低风险糖尿病前期小鼠胰内神经节中

ChAT+神经元激活情况的影响

c-fos+/ChAT+神经元共标可反映胰内神经节

中 ChAT 神经元的激活情况。模型组与正常组胰

内神经节中 c-fos+/ChAT+共标神经元激活数量差

异无统计学意义。与模型组相比，电针组小鼠胰内

神经节中 c-fos+/ChAT+共标神经元的激活数量明

显增多（P<0.05）。见图 7。
2.8　电针对低风险糖尿病前期小鼠胰岛 β 细胞标

志物 PDX-1、MAFA、FOXO1 mRNA 及乙酰胆碱受

体蛋白表达水平的影响

PDX-1、MAFA、FOXO1 是胰岛 β 细胞标志物，

可用于鉴定提取到的胰岛 β 细胞。正常组、模型组、

电针组提取的胰岛 β 细胞中均有 PDX-1、MAFA、

FOXO1 表达。见图 8。
与正常组相比，模型组胰岛 β 细胞中 M2-AchR

和 M3-AchR 蛋白表达水平降低（P<0.05）；与模

型 组 相 比 ，电 针 组 胰 岛 β 细 胞 中 M2-AchR 和

M3-AchR 蛋白表达水平升高（P<0.01，P<0.05）。

见图 9。
2.9　电针对低风险糖尿病前期小鼠胰岛 β 细胞内

质网应激标志物 ATF6、ERN1、EIF2AK3 的影响

与正常组相比，模型组胰岛 β 细胞中 ATF6、
ERN1、EIF2AK3 蛋白表达水平升高（P<0.01，P<
0.05）；与模型组相比，电针组胰岛 β 细胞中 ATF6、
ERN1、EIF2AK3 蛋白表达水平降低（P<0.01，P<
0.05）。见图 10。

注：A 为急性高糖实验，B 为低风险糖尿病前期实验，C 为高

风险糖尿病前期实验。黄色箭头所示为胰岛，标尺=50 μm。

图 4　各组小鼠胰腺组织形态比较

Fig. 4　Comparison of pancreas histological alterations of 

mice in the 3 groups
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注：与正常组比较，#P<0.05。
图 3　各组小鼠血清糖化血红蛋白含量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of serum contents of HbA1c of mice in 

the 3 groups （x̄±s， 6 mice/group）
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2.10　电针对低风险糖尿病前期小鼠胰岛 β 细胞衰

老的影响

P21 是衰老指标，用于评价各组小鼠胰岛 β 细

胞衰老。与正常组相比，模型组胰岛 β 细胞中 P21
蛋白表达显著增加（P<0.01）；与模型组相比，电针

组胰岛 β 细胞中 P21 蛋白表达显著降低（P<0.05）。

见图 11。
免疫荧光染色显示，小鼠胰腺组织中有大量

Insulin 标记的胰岛 β 细胞（绿色），Insulin+/P21+细

胞共标可反映衰老胰岛 β 细胞数量。模型组胰腺组

织 中 Insulin+/P21+ 细 胞 数 量 较 正 常 组 增 加（P<
0.01），电针组胰腺组织中 Insulin+/P21+细胞数量较
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注：与同时点正常组比较，#P<0.05，##P<0.01；与同时点模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
图 5　各组小鼠血清胰岛素和胰高血糖素比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of levels of insulin and glucagon in serum of mice in the 3 groups （x̄±s， 6 mice/group）

注：DMV 为迷走神经背核。白色箭头表示 ChAT+、c-fos+和 CTB647 共表达神经元，标尺=50 μm。与模型组比较，**P<0.01。
图 6　各组小鼠 DMV中 CTB647/ChAT+/c-fos+三标神经元数量比较（免疫荧光染色，x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of CTB647/ChAT+/c-fos+ co-labeled neurons in DMV of mice in the 3 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 6 mice/group）
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模型组减少（P<0.01）。见图 12。

3　讨论

糖尿病前期是糖尿病发生前的高风险状态，也

是实施干预措施降低糖尿病风险的关键时期。糖

尿病前期的临床特征包括 IFG 和（或）IGT。2023 年

版《糖尿病前期干预专家共识》中新增了糖化血红

蛋白指标，诊断标准为 6.1 mmol/L≤空腹血糖<
7.0 mmol/L 和（或）7.8≤糖耐量<11.1 mmol/L 和

（或）5.7%≤糖化血红蛋白<6.5%[6-7]。专家共识中

对糖尿病前期人群的风险进行阶段分层，按照风险

由低到高排序为：单纯 IFG 或 IGT<IFG 和 IGT<
单纯糖化血红蛋白高于 6%<糖化血红蛋白高于

6% 和 IFG 和/或 IGT[7]。结合既往研究及预实验结

果，本研究以血糖、糖耐量及糖化血红蛋白诊断指

标为造模标准，通过高脂喂养构建糖尿病前期模

型，结果显示，在血糖指标中高脂饲料喂养 3 d 血糖

已达（7.01±0.72）mmol/L，且在此之后的 1 周到 8
周血糖仍处于 IFG（6.1 mmol/L~7.0 mmol/L）的范

围；在糖耐量指标中高脂饲料喂养 1 周和 8 周的糖
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注：PDX-1 为胰十二指肠同源框因子-1，MAFA 为 β 细胞特异性转录因子，FOXO1 为叉头盒 O1。
图 8　各组小鼠胰岛 β细胞 mRNA表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of mRNA expression levels of PDX-1、MAFA、FOXO1 in pancreatic beta-cells of mice in the 3 groups 

（x̄±s， 6 mice/group）

注：白色箭头表示ChAT+和 c-fos+共表达神经元，标尺=50 μm。与模型组比较，*P<0.05。
图 7　各组小鼠胰内神经节中 ChAT+/c-fos+双标神经元数量比较（免疫荧光染色，x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of ChAT+/c-fos+ co-labeled neurons in IPG of mice in the 3 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 6 mice/group）
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耐 量 分 别 为（9.07±1.22）mmol/L、（9.30±0.99）
mmol/L，均处于 IGT（7.8 mmol/L~11.1 mmol/L）
范围；在糖化血红蛋白指标中高脂饲料喂养 1 周和

8 周分别为 4.11% 和 6.31%，高脂饲料喂养 1 周未达

糖尿病前期（5.7%~6.5%）范围，而高脂饲料喂养

8 周已达到此范围。由此可见，本研究采用高脂 1 周

和高脂 8 周动物模型较好地模拟了低风险和高风险

糖尿病前期病理状态。

针刺在改善糖尿病并发症方面具有良好的临

床疗效 [23-24]，例如能在糖尿病前期发挥降低血糖的

效应，对预防糖尿病前期向糖尿病发展具有重要意

义。电针足三里在糖尿病相关代谢疾病中具有广

泛的临床应用 [22-24, 33]，是《2 型糖尿病的中西医结合

治疗指南》中的推荐腧穴 [20]。在针灸治疗糖尿病前

期的 49 个腧穴中“足三里”是临床使用频次最高的

腧穴 [17-18]。

本研究中采用的急性高糖模型（葡萄糖注射后

15 min 血糖达 16.7 mmol/L）是考察降糖效应的常

用手段 [25-26]。在本研究血糖指标的效应评价中，电

针在低风险糖尿病前期小鼠中可发挥显著降糖效

应，而在高风险糖尿病前期小鼠模型中第 5 周后电

针组与模型组血糖值逐步接近，提示电针效应并不
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图 9　各组小鼠胰岛 β细胞 M2-AchR、M3-AchR蛋白表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 9　Comparison of protein expression levels of M2-AchR and M3-AchR in pancreatic beta-cells of mice in the 3 groups 

（x̄±s， 6 mice/group）
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#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
图 10　各组小鼠胰岛 β细胞 ATF6、ERN1、EIF2AK3蛋白

表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 10　Comparison of expression levels of ATF6、ERN1、

EIF2AK3 protein in pancreatic beta-cells of mice in the 3 

groups （x̄±s， 6 mice/group）
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注：与正常组比较，#P<0.01；与模型组比较，*P<0.05。
图 11　各组小鼠胰岛 β细胞 P21蛋白表达比较

（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 11　Comparison of expression levels of P21 protein in 

pancreatic beta-cells of mice in the 3 groups 

（x̄±s， 6 mice/group）
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理想，推测原因可能为长期高血糖状态下机体具有

一定的自我修复倾向。相较于临床人体试验，动物

实验样本量并不足够充足，因此仍需后续临床数据

进一步评价针刺在此阶段干预的必要性与有效性。

在糖耐量指标的效应评价中，电针在低风险糖尿病

前期小鼠中发挥了显著的改善效应，而在高风险糖

尿病前期模型中电针效应不理想，与电针在血糖指

标中的作用一致，均需临床试验完善证据链以进一

步评价针刺效应。糖化血红蛋白指标意义为反映

过去 1~3 月内的变化情况 [34-35]，因急性高糖模型实

验时程较短未检测此指标，低风险糖尿病前期时各

组小鼠糖化血红蛋白未发生明显变化，高风险糖尿

病前期实验中模型组血清糖化血红蛋白升高，已达

糖尿病前期标准，但电针对此的改善效应并不明

显。随后对本研究同一动物模型中电针效应进行

纵向分析，在急性高糖模型中，血糖在葡萄糖注射

后（15 min 时 点 血 糖 值）即 刻 达 到 高 糖 标 准（>
16.7 mmol/L），在电针干预后即刻降低（30 min 时

点血糖值）并在随后的 30 min 及 60 min 持续降低

（60 min 时点和 120 min 时点血糖值），此时胰岛素

水平显著增加，且未见胰腺病理损伤，由此推测电

针效应是否通过增加胰岛素含量以更快降低血糖；

在低风险糖尿病前期模型中，血糖和糖耐量均已达

糖尿病前期标准，但此时未见胰岛素增加和胰腺病

理损伤，对比急性高糖时胰岛素应激性增加，结果

提示在低风险阶段中胰岛素分泌受阻，机体可能处

于胰岛功能受损而尚未发展为形态病变的阶段。

结合本研究结果中电针有效降低血糖和糖耐量并

增加胰岛素含量，由此推测电针可能通过恢复胰岛

功能缓解胰岛素分泌受阻。在本研究的高风险糖

尿病前期模型中，血糖、糖耐量、糖化血红蛋白均已

达糖尿病前期标准，且出现胰岛素含量升高，胰高

血糖素含量降低，胰岛形态不规整的病理表现，对

比低风险模型时胰岛素含量无明显变化，结果提示

长期高血糖下已出现胰岛病理损伤，且代偿性释放

的激素仍无法有效降低血糖，机体处于胰岛素抵抗

和胰岛病理损伤阶段，在此状态下电针具有一定的

降低血糖、糖耐量、糖化血红蛋白效应，但却无法使

其恢复至正常范围。结合本研究结果中电针降低

胰岛素和胰高血糖素水平缓解胰腺病理损伤的作

用，由此推测电针可能通过改善胰腺损伤、缓解激

素代偿性释放，增加胰岛素利用率来实现降低血糖

效应，但作用效果并不十分理想。然而，由于本研

究中低风险和高风险糖尿病前期实验中电针干预

Merge                              P21+                                                   Insulin+                           DAPI

注：各组小鼠胰腺组织 P21+（红色）、Insulin+（绿色）、DAPI（蓝色）的表达水平例图，P21 表达在细胞核中，Insulin 表达在细胞质

中围绕细胞核分布，DAPI表达在细胞核中，白色箭头指示同时表达 Insulin 和 P21 的细胞，标尺=50 μm。与正常组比较，
##P<0.01；与模型组比较，**P<0.01。

图 12　各组小鼠胰腺组织中 Insulin+/P21+双标胰岛 β细胞数量比较（免疫荧光染色法，x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 12　Comparison of Insulin+/P21+ co-labeled in pancreatic beta-cells of mice in the 3 groups 

（immunofluorescence， x̄±s， 6 mice/group）
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的频率并不完全相同，因此无法得到电针的绝对优

势效应阶段。本团队后续研究中将设置相同的电

针干预频次，并在高脂喂养同一时程内给予电针干

预后对比电针的最优效应阶段，以期以更完整的证

据链进一步明确电针的最佳效应“时间窗”。

在血糖的激素调控中，迷走神经通过乙酰胆碱

神经递质作用于胰岛 β 细胞表面乙酰胆碱受体进而

支配 β 细胞 [36]。M2-AchR 和 M3-AchR 是 M2 和 M3
型乙酰胆碱受体，用于评价胰岛 β 细胞中乙酰胆碱

受体含量。胰岛 β 细胞是机体唯一产生降糖激素胰

岛素的细胞类型，且占胰岛内细胞总数的 70%[37]。

既往研究表明，刺激迷走神经可增加胰岛素分泌，

促进胰岛 β 细胞增殖和胰岛素释放 [38-40]。DMV 是迷

走神经传出纤维发挥作用的初级中枢，研究表明电

针“足三里”可激活 DMV 迷走神经传出发挥效

应 [41-43]。在本研究中，电针“足三里”可增加 DMV、

胰内神经节中支配胰腺的 ChAT+/c-fos+神经元数

量，增加 β 细胞中乙酰胆碱受体，提示电针“足三里”

可显著激活迷走传出神经以支配胰岛 β 细胞。

在胰岛素的合成过程中，血糖升高启动前胰岛

素原蛋白分子进入内质网中经氧化、折叠后形成胰

岛素分子后从 β 细胞中转运至循环系统中发挥降血

糖效应 [44]。然而，急性高糖或持续高血糖引起胰岛

素高速合成需求导致未及时折叠或错误折叠的胰

岛素前体分子在内质网中堆积，最终导致内质网应

激而胰岛素分泌不足 [45-47]。持续的内质网应激引起

胰岛 β 细胞抗氧化能力减弱和分泌功能障碍，导致 β
细胞走向衰老继而发展为不可逆转的糖尿病阶

段 [48]。因此，针刺如能在内质网应激和仅出现衰老

表型的阶段发挥逆转作用，则对改善胰岛 β 细胞功

能具有重要的意义。在本研究低风险糖尿病前期

实验中，以胰岛 β 细胞中内质网应激标志物 ATF6、
ERN1、EIF2AK3 和衰老表型标志物 P21 为检测指

标观察电针效应机制，结果显示电针组小鼠胰岛 β
细胞中 ATF6、ERN1、EIF2AK3 含量降低，胰腺组

织中 Insulin+/P21+细胞数量减少，即表明小鼠处于

衰老状态的 β 细胞数量降低，提示电针“足三里”可

通过缓解内质网应激及胰岛 β 细胞向衰老表型转化

来发挥改善糖尿病前期的效应。

综上，区别于既往电针“足三里”在糖尿病中的

应用，本研究聚焦在糖尿病前期这一关键时期。研

究结果初步明确了电针的优效阶段为糖尿病前期

的低风险状态，其机制可能是电针激活系统性迷走

神经，作用于胰岛 β 细胞，进而通过改善胰岛 β 细胞

内质网应激和减少胰岛 β 细胞衰老来发挥改善糖尿

病前期的效应。该研究为针灸在糖尿病前期的应

用提供了一定的科学证据，为针灸研究从基础向临

床转化提供了思路参考。
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