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【摘　要】　目的：探究电针对神经根型颈椎病（CSR）大鼠 Piezo1 蛋白的调控作用及对一氧化氮（NO）/环磷

酸鸟苷（cGMP）/蛋白激酶 G（PKG）信号通路的影响，探讨电针治疗 CSR 的镇痛机制。方法：雄性 SD 大鼠

随机分为假手术组、模型组、电针组、电针+Yoda1 组，每组各 10 只。模型组、电针组、电针+Yoda1 组采用椎

管插线法制备 CSR 大鼠模型。电针组取双侧“合谷”“太冲”行电针治疗，20 min/次，连续 7 d；电针+Yoda1
组腹腔注射 Piezo1 激动剂 Yoda1（1.5 mg/kg）后行电针治疗。电针干预前后对大鼠进行步态评分、机械缩足

阈值及热缩足反应潜伏期测量；HE 染色观察病变部位脊髓组织的病理变化；qPCR 法检测大鼠脊髓组织

Piezo1 基因表达水平；免疫荧光双染法检测大鼠脊髓组织 Piezo1、钙调蛋白（CaM）的表达；Western blot 法检

测脊髓组织 CaM、神经元型一氧化氮合酶（nNOS）、可溶性鸟苷酸环化酶（sGC）、PKG1 蛋白表达情况；

ELISA 法检测脊髓组织 cGMP 的含量；亚硝酸盐显色法测定脊髓组织 NO 含量。结果：与假手术组相比，干

预前模型组大鼠步态评分升高（P<0.01），机械缩足阈值下降、热缩足潜伏期缩短（P<0.01）；模型组大鼠脊

髓组织 Piezo1 mRNA，Piezo1、CaM 免疫荧光强度及共定位阳性表达，CaM、nNOS、sGC、PKG1 蛋白相对表

达量，cGMP、NO 含量均显著升高（P<0.01）；HE 染色显示，模型组大鼠脊髓组织可见神经元皱缩，细胞染

色加深，胞核胞质分界不清，可见神经胶质细胞增生，细胞密度增加，微血管扩张出血。与模型组比较，电针

组大鼠步态评分降低（P<0.01），机械缩足阈值升高、热缩足潜伏期延长（P<0.01）；Piezo1 mRNA 表达，

Piezo1、CaM 免疫荧光强度及共定位阳性表达，CaM、nNOS、sGC、PKG1 蛋白相对表达量，cGMP、NO 含量

均降低（P<0.01）；HE 染色显示，电针组大鼠脊髓组织可见个别神经元皱缩，微血管扩张及神经胶质细胞增

生均较模型组减少。与电针组相比，电针+Yoda1 组大鼠热缩足潜伏期缩短（P<0.01）；Piezo1 mRNA 表达，

Piezo1、CaM 免疫荧光强度及共定位阳性表达，CaM、nNOS、sGC、PKG1 蛋白相对表达量，cGMP、NO 含量

均升高（P<0.05，P<0.01）；HE 染色显示，电针+Yoda1 组大鼠脊髓组织可见神经元皱缩，神经胶质细胞数

量增多，部分微血管扩张出血。结论：电针可有效缓解 CSR 大鼠的疼痛，其机制可能是通过抑制脊髓 Piezo1
蛋白的激活，抑制 NO/cGMP/PKG 信号通路，从而发挥镇痛作用。
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Nanning 530023）
【ABSTRACT】　 Objective　To investigate the regulatory effect of electroacupuncture on Piezo1 protein in rats with 

cervical spondylotic radiculopathy （CSR） and its impact on the nitric oxide （NO）/cyclic guanosine monophosphate 

（cGMP）/protein kinase G （PKG） signaling pathway， in order to explore the analgesic mechanism of electroacupuncture 

in treating CSR. Methods　 Male SD rats were randomly divided into sham-operation， model， electroacupuncture 

（EA）， and EA+Yoda1 groups， with 10 rats in each group. The CSR model was established by a surgical procedure 

involving thread insertion into the vertebral canal. Rats in the EA group received electroacupuncture at bilateral “Hegu” 

（LI4） and “Taichong” （LR3） acupoints for 20 min per session， continuously for 7 days. Rats in the EA+Yoda1 group 

received an intraperitoneal injection of the Piezo1 agonist Yoda1 （1.5 mg/kg） before electroacupuncture treatment. Gait 

score， mechanical paw withdrawal threshold， and thermal paw withdrawal latency were measured before and after the 

electroacupuncture intervention. Pathological changes in the spinal cord tissue at the lesion site were observed using 

hematoxylin-eosin （HE） staining. The mRNA expression level of Piezo1 in the spinal cord was detected by qPCR. The 

expression of Piezo1 and calmodulin （CaM） in the spinal cord was detected by immunofluorescence double staining. 

The protein expression levels of CaM， neuronal nitric oxide synthase （nNOS）， soluble guanylate cyclase （sGC）， and 

PKG1 in the spinal cord were detected by Western blot. The content of cGMP in the spinal cord was measured by 

ELISA. The nitrite colorimetric method was used to determine the NO content in the spinal cord. Results　Compared to 

the sham-operation group， the model group showed increased gait score （P<0.01）， decreased mechanical withdrawal 

threshold， and shortened thermal withdrawal latency before intervention （P<0.01）. After intervention， the model group 

exhibited significant increases in Piezo1 mRNA expression， Piezo1 and CaM immunofluorescence intensity and co-

localization， protein expressions of CaM， nNOS， sGC and PKG1， as well as cGMP and NO contents in the spinal cord 

tissue （P<0.01）. HE staining revealed shrunken neurons， deepened cytoplasmic staining， blurred nuclear-cytoplasmic 

boundaries， glial cell hyperplasia， increased cell density， and dilated microvessels with hemorrhage in the spinal cord 

of the model group. Compared to the model group， the electroacupuncture group showed decreased gait score （P<

0.01）， increased mechanical withdrawal threshold， and prolonged thermal withdrawal latency （P<0.01）. Piezo1 mRNA 

expression， Piezo1 and CaM immunofluorescence intensity and co-localization， protein expressions of CaM， nNOS， 

sGC， PKG1， as well as cGMP and NO contents were all reduced （P<0.01）. HE staining showed occasionally shrunken 

neurons in the electroacupuncture group， with reduced microvascular dilation and glial cell hyperplasia compared to the 

model group. Compared to the electroacupuncture group， the EA+Yoda1 group showed shortened thermal withdrawal 

latency （P<0.01）， and increased Piezo1 mRNA expression， Piezo1 and CaM immunofluorescence intensity and co-

localization， protein expressions of CaM， nNOS， sGC， PKG1， as well as cGMP and NO contents （P<0.05，P<0.01）. 

HE staining revealed neuronal shrinkage， increased glial cell numbers， and some microvascular dilation with 

hemorrhage in the EA+Yoda1 group. Conclusion　 Electroacupuncture can effectively alleviate pain in CSR rats， 

potentially by inhibiting Piezo1 protein activation and suppressing the NO/cGMP/PKG signaling pathway in the spinal 

cord to exert analgesic effects.

【KEYWORDS】　Cervical radiculopathy； Electroacupuncture； Analgesia； Piezo1

神经根型颈椎病（CSR）是指由于颈椎间盘退

变、骨质增生等因素，导致颈神经根受压、炎性刺

激，从而引发颈部疼痛及相应神经支配区域疼痛、

麻木、无力等症状的临床综合征［1］，属于神经病理性

疼痛（NP）中的一种。随着生活习惯的改变，CSR
的发病率逐年升高［2］。临床运用针灸治疗 CSR 疗

效确切，但机制尚未明确。

CSR 的核心为机械压迫所致的脊神经根损害，

因此机体对机械力刺激的感受与转导机制是启动

疼痛信号级联反应的首要环节。Piezo1 为机械敏感

阳离子蛋白，可在背根神经节神经元、脊髓神经元

与巨噬细胞等表达。在神经元上表达，可直接引起

钙内流，导致神经元去极化和兴奋性增高，介导外

周敏化；在免疫细胞上表达，可调控巨噬细胞极化、

炎性反应相关通路，对 NP 的调控具有重要的作

用［3-6］。Piezo1 被激活后可诱导 Ca2+内流，其作为第

二信使，通过与钙调蛋白（CaM）结合，可进一步激

活一氧化氮（NO）/环磷酸鸟苷 (cGMP)/蛋白激酶 G
(PKG)通路 ,这是参与外周及中枢疼痛调控的关

键［7-8］，其通过参与背根神经节及脊髓背角的神经元

可塑性的调节，在痛觉敏化的形成与维持中起着重

要的作用［9］，且已有研究证实抑制 NO/cGMP 通路
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对坐骨神经损伤导致的 NP 具有治疗作用［10］。

电针治疗 CSR 已在临床及基础研究中得到验

证，本课题组前期研究观察到，电针“合谷”“太冲”

可以通过调控神经炎性反应［11］、调节突触超微结

构［12］、调控自噬凋亡［13］等缓解 CSR 大鼠疼痛。细胞

机械力敏感相关受体 Piezo1 蛋白是近年来研究的

热点，而针刺是否可以通过 Piezo1 蛋白调控 NO/
cGMP/PKG 信号通路从而产生镇痛作用，目前尚不

清楚。因此，本实验以 CSR 大鼠为模型，观察电针

通过 Piezo1 蛋白对 NO/cGMP/PKG 信号通路的影

响，从而探讨电针改善 CSR 疼痛的潜在机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物和分组

48 只成年雄性 SD 大鼠（SPF 级），体质量 230~
270 g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，饲

养于广西中医药大学第一附属医院分子生物学实

验室动物房，室温（22±1） ℃、相对湿度（55±5）%、

12 h 光暗循环，大鼠可自由饮食。本研究获广西

中 医 药 大 学 动 物 伦 理 与 福 利 委 员 会 批 准

（DW20220430-075），所有实验操作严格遵守 3R 原

则。大鼠适应性喂养 1 周后，随机选取 10 只作为假

手术组，剩余 38 只进行 CSR 造模。造模期间有 5 只

大鼠死亡，3 只大鼠步态评分为 1 分，成功造模 30 只

大鼠，成功率为 79%。将 30 只造模成功的大鼠随机

分为模型组、电针组、电针+Yoda1 组，每组 10 只。

1.2　主要试剂和仪器

Piezo1 抗体（江苏亲科），神经元型一氧化氮合

酶（nNOS）抗体（武汉塞维尔），可溶性鸟苷酸环化

酶（sGC）抗体（北京博奥森），PKG1 抗体（上海赛信

通），CaM 抗体（武汉三鹰生物），GAPDH 一抗（北

京兰杰柯），HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗、Cy3 标

记的山羊抗兔 IgG 二抗（武汉塞维尔），NO 亚硝酸

盐显色法试剂盒（南京建成），cGMP ELISA 试剂盒

（武汉贝茵莱），Yoda1（美国 Selleck），gDNA 去除反

转录预混液（上海新贝）、SYBR qPCR 预混液（上海

新贝），Triquick 总 RNA 提取试剂（北京索莱宝），苏

木精染液、伊红染液（珠海贝索）。

华佗牌无菌针灸针（0.18 mm×13 mm，苏州医

疗用品厂），G-6805 型电针治疗仪（江苏英迪），von 
Frey 纤维丝（上海玉研），热板痛觉测试仪（江苏卡

尔文），光学显微镜、成像系统（日本 OLYMPUS），

高速低温组织研磨仪（武汉塞维尔），低温高速离心

机（ 美 国 Eppendorf），多 功 能 酶 标 仪（ 瑞 士

TECAN），荧光定量 PCR 仪（美国 ABI），电泳仪、蛋

白转印模块（美国 Bio-Rad），凝胶成像系统（上海天

能），包埋机（武汉俊杰），病理切片机（上海徕卡），

扫 描 仪（匈 牙 利 3DHISTECH），微 量 天 平（德 国

Sartorius），正置荧光显微镜（广州明美）。

1.3　造模方法及模型评估

造模方法：按照课题组既往的造模方法，采用

尼龙鱼线压迫颈神经根的方法制备 CSR 模型［14］。

所有大鼠在造模前 12 h 禁食禁水，称重记录，予 2%
戊巴比妥钠溶液（0.2 mL/100 g）腹腔注射麻醉，剔

除大鼠颈部及上胸段的毛，采取俯卧位固定，头朝

上，消毒，由胸（T）2 向上沿着背部正中线做长约

3 cm 切口，沿着皮下组织、肌肉、韧带，逐层钝性分

离，直到充分暴露颈（C）6~T2 左侧椎弓，用手术剪

在 C7 左侧椎弓剪开约 0.2 cm，将消毒的尼龙鱼线

（长约 1.5 cm，直径约 0.8 mm）沿着脊髓纵轴放置于

左侧 C6~T1 的神经根腋下，确保鱼线压迫神经，然

后将肌肉层及皮层分层缝合。假手术组操作同上，

仅不进行鱼线椎管插入。

模型评价：从术后第 1 天开始，于每日上午 8：00
将大鼠置于观察箱内，适应 30 min 后观察大鼠一般

活动状态及进行步态评分［11］。评分标准为：1 分：步

态正常，无畸形；2 分：左前肢出现蜷缩畸形，跛行，

不能持重；3 分：左前肢出现严重的足内收蜷缩畸

形、抬起，走路时不着台面。评分为 2~3 分的模型

大鼠为造模成功。

1.4　干预方法

电针：电针组及电针+Yoda1 组行电针治疗，电

针治疗在造模后第 7 天开始，穴位选择双侧“合谷”

“太冲”，20 min/次，连续干预 7 d。穴位定位参照

《实验针灸学实验指导》，“合谷”位于前肢第 1、第 2
掌骨之间，“太冲”位于后肢足背第 1、第 2 跖骨间凹

陷处。在开始针刺之前，用 2.5% 异氟烷诱导麻醉

大鼠，后选择 1.5% 浓度维持麻醉。直刺进针，针刺

深度为  3~5 mm，轻捻转后，以同侧穴位为一组连接

电针仪的一对电极，选择连续波，频率 1.5 Hz，强度

以大鼠四肢轻度抖动为度。假手术组和模型组仅

进行抓取及与上述相同的麻醉操作 ，不做其他

处理。

药物注射：电针+Yoda1 组在电针干预前 1 h 进

行腹腔注射 Piezo1 激动剂 Yoda1（1.5 mg/kg）［15］，配

置方式为 Yoda1 溶于 5% 二甲基亚砜+95% 玉米

油中，连续注射 7 d，而电针组仅给予 5% 二甲基亚

砜+95% 玉米油混合溶液。
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1.5　观测指标及检测方法

大鼠步态评分：在干预前 1 d 及干预完成后 1 d
对大鼠进行步态评分，评分标准同前。

大鼠机械缩足阈值检测： 在干预前 1 d 及干预

完成后 1 d 分别测定大鼠的机械缩足阈值。将大

鼠置于透明树脂箱（底部为金属网格）中适应环境

15 min，采用改良 up-down 法，使用一系列 von Frey
纤维丝（0.4、0.6、1.4、2.0、4.0、6.0、8.0、15.0 g）垂直

刺激大鼠左前肢足底中部皮肤。当纤维丝弯曲呈

“C”或“S”形并维持 6~8 s，大鼠出现抬足、舔足或

躲避反应，则判定为阳性。同一大鼠的连续两次刺

激需间隔至少 10 min。  机械缩足阈值计算公式为：

阈值  = ［10(Xf + kδ)］/10 000。式中，Xf 表示最后

一次使用的纤维丝压力值（g），k 为根据阳性反应模

式查表所得系数，δ 代表所用刺激间的平均差值（固

定为 0.224 g）。

热缩足反应潜伏期检测：在干预前 1 d 及干预

完成后 1 d 分别测定大鼠的热缩足反应潜伏期。

实验前将大鼠置于带挡板的有机玻璃箱中适应

15 min；设置热板温度为 50 ℃，待温度稳定后，使大

鼠左前肢足底接触热板表面并启动计时，以出现舔足

或抬腿反应为终点，同一大鼠每次刺激间隔 10 min，
连续测量 3 次取平均值。

样本采集：完成行为学测试后取材，用 2% 戊巴

比妥钠溶液（0.2 mL/100 g）腹腔注射麻醉大鼠，确

定充分麻醉后，每组取 3 只大鼠进行灌流固定。切

开大鼠胸腔，暴露心脏，剪开右心耳以排出血液，将

输液针从心尖刺入左心室，灌注 0.9% 氯化钠溶液，

直至肝脏、四肢末端变白，后于冰盘上取出 C6~T1
节段脊髓，浸泡于 4% 多聚甲醛溶液中固定，用于

HE 及免疫荧光染色。其余脊髓组织不经过灌注，

直接取材后用液氮速冻，后置于-80 ℃冰箱保存，用

于 Western blot、qPCR、ELISA、生化检测。

HE 染色法观察大鼠脊髓组织病理形态变化 : 
取上述每组 3 只大鼠脊髓组织，将固定后的脊髓组

织经流水冲洗，依次进行梯度乙醇脱水、石蜡包埋，

切片（厚度 3~5 μm）后  65 ℃烤片。脱蜡水化，苏木

精染色 5 min，盐酸乙醇分化，流水冲洗返蓝，伊红染

色 5 min。经无水乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶

封片。光镜下观察并采集目标区域图像。

免疫荧光染色法观察脊髓组织中 Piezo1、CaM
表达情况：取上述每组 3 只大鼠脊髓组织，固定完成

后石蜡包埋，5 μm 厚度切片, 环保型脱蜡液脱蜡共

30 min,梯度乙醇中脱水 15 min，在乙二胺四乙酸抗

原修复缓冲液中进行 2 次热修复，每次 8 min，自然

冷却后 PBS 洗涤，滴加牛血清白蛋白孵育 30 min，
PBS 清洗后,加入稀释的一抗 Piezo1、CaM（1∶100），

4 ℃过夜，次日 PBS 清洗后，加入稀释的荧光标记二

抗（1∶200），室温孵育 50 min，滴加 DAPI 染液，染色

5 min，PBS 清洗后封片 ,荧光显微镜下观察 ,计算

Piezo1 和 CaM 的平均荧光强度。

qPCR 法检测大鼠脊髓组织 Piezo1 基因表达水

平：取上述每组 3 只大鼠脊髓组织，剪取约 20 mg 的

组织样本，采用低温研磨 TriQuick Reagent 法提取

组织总 RNA，RNA 纯度经酶标仪检测；将总 RNA
进行 gDNA 的去除，使用 gDNA 去除反转录预混液

反转录为 cDNA；qPCR 采用 SYBR Green 法：反应

体系含 SYBR qPCR 预混液、正反引物、cDNA 模

板，95 ℃ 30 s 预变性，95 ℃ 10 s 变性、60 ℃ 30 s 退火

及延伸，共 40 循环，并采集熔解曲线，以 GAPDH 为

内参，采用 2-△△Ct法计算目的 mRNA 的相对表达量。

Piezo1、GAPDH 引物序列见表 1。

Western blot 法 检 测 大 鼠 脊 髓 组 织 中 CaM、

nNOS、sGC、PKG1 蛋白表达水平：从-80 ℃冰箱中

取上述每组 3 只大鼠的脊髓组织，每个样本剪取约

20 mg，加入研磨珠和 250 μL 蛋白裂解液（RIPA），

用高速低温组织研磨仪匀浆，4 ℃、13 500×g 离心

5 min，取上清液，采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒进

行蛋白浓度测定，用酶标仪测定 A562 nm 处吸光度

值，根据标准曲线计算出蛋白浓度，根据蛋白定量

结果，加入 PBS 统一蛋白浓度至 2 mg/mL，按照 1∶3
的比例加入蛋白上样缓冲液，100 ℃变性 10 min。
所得变性后的蛋白置于-20 ℃保存待用。制胶后进

行 SDS-PAGE（浓缩胶 80 V，分离胶 120 V），电泳

结束后，以 300 mA 恒定电流转膜 90 min，将蛋白转

移到 PVDF 膜上，采用 5% 脱脂奶粉（TBST 配置）

常温封闭 2 h，以 1×TBST 洗涤 5 min×3 次；分别

加入 CaM、nNOS、sGC、PKG1 一抗（均为 1∶1 000）

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

名称

Piezo1

GAPDH

序列（5 '→3 '）

上游：ATTGCCCCTAATCCGAGTCC
下游：GTGAGCCGGAGACTTTGGTC

上游：TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT
下游：ATCCGTTCACACCGACCTTC

产物长

度/bp

126

95

·· 4
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和 GAPDH 一抗（1∶2 000）4 ℃孵育过夜，1×TBST
洗涤 5 min×3 次；加入二抗（1∶5 000）室温孵育 1 h，
1×TBST 洗涤 5 min×3 次。ECL 化学发光成像系

统曝光成像，以 GAPDH 为内参，用 Image J 软件计

算目标蛋白的相对表达量（目标蛋白条带灰度值/
GAPDH 条带灰度值）。

ELISA 法检测脊髓组织 cGMP 含量：取-80 ℃
保存的每组 6只大鼠脊髓组织，用预冷的  0.01 mol/L 
PBS(pH7.4)冲洗，称重后剪碎。按照组织质量 (g)与
PBS 体积 (mL)比例为 1∶9 的比例加入预冷 PBS，冰

上研磨，4 ℃ 1 150×g 离心 10 min，收集上清液。参

照大鼠  cGMP ELISA 试剂盒说明书操作，于 450 nm 
波长测定吸光度值，检测脊髓组织 cGMP 含量。

亚硝酸盐显色法测定脊髓组织 NO 含量：取

-80 ℃保存的每组 6 只大鼠脊髓组织，准确称重。按

质量 (g)与 0.9% 氯化钠溶液体积 (mL)比 1∶9 加入预

冷 0.9% 氯化钠溶液，冰浴机械匀浆，4 ℃ 1 150×g离

心 10 min，取上清液即 10% 匀浆上清 300 μL，然后

按照 NO 测定试剂盒操作步骤进行，用酶标仪测定

波长 550 nm 处各孔吸光度值，计算样本中 NO 的

含量。

1.6　统计学方法

采用 SPSS27.0 软件进行统计学分析。计量资

料均采用均值±标准差（x̄±s）表示。先对数据进行

正态性检验，当数据符合正态分布，采用单因素方

差分析，两两比较时，方差齐用 LSD 检验，方差不齐

用 Dunnett’t3 检验；当不符合正态分布时，采用

Kruskal-Wallis秩和检验。以 P≤0.05 为差异具有统

计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠步态评分、机械缩足阈值及热缩足反

应潜伏期比较

干预前，与假手术组比较，模型组、电针组、电

针 +Yoda1 组均出现步态改变，步态评分均升高

（P<0.01），且模型组、电针组、电针+Yoda1 组之间

的差异无统计学意义,说明造模成功。干预后，与

模型组相比，电针组步态评分显著降低（P<0.01）；

与电针组相比，电针+Yoda1 组步态评分有升高趋

势，但差异无统计学意义。见图 1。
干预前，与假手术组比较，模型组、电针组、电

针+Yoda1 组机械缩足阈值均降低（P<0.01），且模

型组、电针组、电针+Yoda1 组之间的差异无统计学

意义。干预后，与模型组相比，电针组机械缩足阈

值 显 著 增 高（P<0.01）；与 电 针 组 相 比 ，电 针 + 
Yoda1 组机械缩足阈值有降低趋势，但差异无统计

学意义。见图 2。
干预前，与假手术组比较，模型组、电针组、电

针 +Yoda1 组 热 缩 足 反 应 潜 伏 期 明 显 缩 短（P<
0.01）。干预后，与模型组相比，电针组热缩足反应

潜伏期明显延长（P<0.01）；与电针组相比，电针+ 
Yoda1 组 热 缩 足 反 应 潜 伏 期 缩 短（P<0.01）。

见图 3。
2.2　各组大鼠脊髓组织病理形态学比较

对大鼠脊髓背角进行 HE 染色分析，结果显示

假手术组大鼠脊髓组织染色均匀，神经元形态结构

正常、胞核胞质分界清晰、核仁明显，极少量神经元

皱缩，未见明显的炎性细胞浸润，微血管数量较少。

模型组大鼠脊髓组织可见神经元皱缩，细胞染色加

深，胞核胞质分界不清，可见神经胶质细胞增生，细

干预前 干预后
0

1

2

3

4

评
分

/分

**

## ## ## ##
假手术组
模型组
电针组
电针+Yoda1组

注：与同时点假手术组比较，##P<0.01；与同时点模型组

比较， **P<0.01。
图 1　各组大鼠干预前后步态评分比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of gait scores before and after 

intervention in rats of the 4 groups （x̄±s， 10 rats/group）

假手术组
模型组
电针组
电针+Yoda1组

干预前 干预后
0

5

10

15

20

50
%
缩

足
阈

值
/g

**

## ## ####

注：与同时点假手术组比较，##P<0.01；与同时点模型组

比较， **P<0.01。
图 2　各组大鼠干预前后机械缩足阈值比较

（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of mechanical paw withdrawal 

thresholds before and after intervention of rats in the 4 

groups （x̄±s， 10 rats/group）
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胞密度增加，微血管扩张出血。电针组大鼠脊髓组

织可见个别神经元皱缩、细胞染色加深、胞核胞质

分界不清，微血管扩张及神经胶质细胞增生均较模

型组减少。电针+Yoda1 组大鼠脊髓组织可见神经

元皱缩，神经胶质细胞数量增多，部分微血管扩张

出血。见图 4。
2.3　各组大鼠脊髓组织 Piezo1 mRNA 表达的比较

与假手术组相比，模型组大鼠脊髓组织 Piezo1 
mRNA 表达显著升高（P<0.01）；与模型组相比，电

针组 Piezo1 mRNA 相对表达显著降低（P<0.01）；

与电针组相比，电针+Yoda1 组 Piezo1 mRNA 表达

升高（P<0.05）。见图 5。
2.4　各组大鼠 Piezo1、CaM 免疫荧光共定位分析

免疫荧光分析显示，与假手术组相比，模型组

脊髓组织 Piezo1、CaM 荧光强度及共定位阳性表达

显著升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组 Piezo1、
CaM 荧光强度及共定位阳性表达降低（P<0.01）；

与电针组相比，电针+Yoda1 组 Piezo1、CaM 荧光强

度及共定位阳性表达升高（P<0.05）。见图 6。
2.5　各组大鼠脊髓组织 CaM、nNOS、sGC、PKG1
蛋白表达水平的比较

与假手术组相比，模型组大鼠脊髓组织中的

CaM、nNOS、sGC、PKG1 蛋 白 表 达 均 升 高（P<
0.01）；与模型组相比，电针组大鼠脊髓组织 CaM、

nNOS、sGC、PKG1 蛋白表达均降低（P<0.01）；与

电针组相比，电针+Yoda1 组大鼠脊髓组织 CaM、

nNOS、sGC、PKG1 蛋 白 表 达 升 高（P<0.05，P<
0.01）。见图 7。
2.6　各组大鼠脊髓组织 cGMP 含量比较

与假手术组相比，模型组大鼠脊髓组织 cGMP
含量显著升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组大

鼠脊髓组织 cGMP 含量降低（P<0.01）；与电针组相

比，电针+Yoda1 组大鼠脊髓组织 cGMP 含量升高

（P<0.01）。见图 8。
2.7　各组大鼠脊髓组织 NO 含量的比较

与假手术组相比，模型组大鼠脊髓组织的 NO
含量显著升高（P<0.01）；与模型组相比，电针组

NO 含量显著降低（P<0.01）；与电针组相比，电针

+Yoda1 组 NO 含量升高（P<0.01）。见图 9。

3　讨论

CSR 归属于中医“颈肩痛”“痹证”等病的范畴。

《素问·阴阳应象大论》云“气伤痛，形伤肿”，“气伤

假手术组
模型组
电针组
电针+Yoda1组

##
## ## ##

干预前 干预后
0

5

10

15

潜
伏

期
/s

**
△△

注：与同时点假手术组比较，##P<0.01；与同时点模型组

比较，**P<0.01；与电针组比较，△△P<0.01。
图 3　各组大鼠干预前后热缩足阈值比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of thermal paw withdrawal latency 

before and after intervention of rats in the 4 groups 

（x̄±s， 10 rats/group）

假手术组 模型组 电针组 电针+Yoda1组

注：上排标尺=200 μm，下排标尺=100 μm，黑色箭头示神经元皱缩，红色箭头示神经胶质细胞，绿色箭头示微血管。

图 4　各组大鼠脊髓组织病理形态比较（HE染色）

Fig. 4　Comparison of the pathological morphology of spinal cord tissue of rats in the 4 groups（HE staining）

·· 6



针刺研究

痛”指气的运行不能畅通，经络痹阻，最终导致疼痛

的发生。课题组以“气伤痛”为 CSR 的基本病机，以

调畅气机、行气止痛为基本治疗原则，以电针“合

谷”“太冲”调气止痛。《针灸穴名解》有：“合谷、太冲

各二穴，名曰四关，以其能大开通也。”《标幽赋》载

“寒热痹痛，开四关而已之”。合谷属阳、主气，太冲

属阴、主血，一气一血，一升一降，可见四关具有调

畅全身气机、通络止痛功效。课题组前期动物实验

证实，电针“合谷”“太冲”具有良好的镇痛效应，可

用于治疗 CSR［16-17］。合谷、太冲虽非临床上治疗

CSR 的常用穴位，但其配合局部腧穴治疗可加强镇

痛效应［18］。吴倩扉等［19］研究结果提示，在常规针刺

的基础上配合“四关穴”，可明显降低颈椎病患者血

清肿瘤坏死因子 -α、C 反应蛋白及 P 物质，可有效减

轻患者的疼痛。在辨证论治理论指导下，两穴是治
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注：与假手术组比较，##P<0.01；与模型组比较，**P<0.01；
与电针组比较，△P<0.05。

图 5　各组大鼠脊髓组织 Piezo1 mRNA表达水平比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of Piezo1 mRNA expression levels in 

spinal cord tissue of rats in the 4 groups 

（x̄±s， 3 rats/group）
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Piezo1
Piezo1+CaM

假手术组

模型组

电针组

电针+Yoda1组

Piezo1                                      CaM                                         DAPI                                       Merge

注： CaM 为钙调蛋白。标尺=50 μm。与假手术组比较，##P<0.01；与模型组比较， **P<0.01；与电针组比较，△P<0.05。
图 6　各组大鼠脊髓组织 Piezo1、CaM 及其共定位阳性表达比较（免疫荧光染色，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of the Piezo1 and CaM immunofluorescence intensity and co-localization in the spinal cord tissue of rats 

in the 4 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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疗神经根型颈椎病气滞血瘀证型的配合用穴［20］。

因此本研究选取“合谷”“太冲”进行电针干预，进一

步研究电针的镇痛的机制。

Piezo1 可感知针样刺激、剪切力、拉伸和内源性

膜张力等多种机械刺激［21］，Piezo1 为“三叶草”螺旋

结构，在受机械力刺激时叶片区域变形，驱动中心

孔开放，中心孔位于结构中央，是离子运行的通道，

其开放后可使阳离子内流，引起细胞去极化，由此

将机械刺激产生的物理信号转化为电信号和化学

信号，参与调控神经炎性反应、神经发育等各种生

理及病理过程［22-23］。研究发现，Piezo1 机械敏感受

膜张力及膜电压调节。Piezo1 具有电压依赖性失活

特性，其在静息时活性受抑制，而去极化则显著降

低其机械激活阈值；另一方面，静息膜张力可调节

Piezo1 的整体敏感性，但持续或过强的机械刺激则

导致其进入失活状态［24］。CSR 的本质为颈神经根

受压，持续性机械力可能通过直接激活 Piezo1 蛋

白，从而进行信号转换，而 CSR 产生的痛觉过敏，则

可能是持续的机械力压迫导致的膜张力及膜电压

在一定范围内的升高所致，但仍有待进一步的细胞

电生理学验证。已有研究［25］显示，在坐骨神经损伤

模型中，Piezo1 在前扣带皮质层中表达升高，介导神

经炎性反应，促进脊髓疼痛信号的传递。另有研

究［26］显示，Piezo1 可在大鼠背根神经节中 60% 的初

级感觉神经元中检测到，当周围神经损伤时，大鼠

背根神经节及脊髓的 Piezo1 表达升高，痛阈值降

低，注射 Piezo1 激动剂 Yoda1 可进一步诱发机械异

常性疼痛及痛觉过敏，Piezo1 抑制剂 GsMTx4 可逆
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图 7　各组大鼠脊髓组织 CaM、nNOS、sGC、PKG1蛋白

表达水平比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of the protein expression levels of 

CaM， nNOS， sGC， and PKG1 in the spinal cord tissue of 

rats in the 4 groups （x̄±s， 3 rats/group）
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图 8　各组大鼠脊髓组织 cGMP含量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of the contents of cGMP in the spinal 

cord tissue of rats in the 4 groups （x̄±s， 6 rats/group）
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图 9　各组大鼠脊髓组织 NO含量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 9　Comparison of the contents of NO in the spinal 

cord tissue of rats in the 4 groups （x̄±s， 6 rats/group）
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转 Yoda1 诱导的超敏反应，也进一步验证了 Piezo1
的 表 达 可 诱 发 NP，对 于 NP 的 调 控 具 有 重 要 的

作用。

NO/cGMP/PKG 信号通路在调节疼痛方面具

有重要的作用。当细胞内 Ca2+浓度升高，可诱导

CaM 募集并形成偶联，激活 nNOS，nNOS 可作用于

L-精氨酸产生 NO 和瓜氨酸，NO 可与胞质的 sGC
结合，促进 cGMP 的形成，从而进一步激活 cGMP
依赖的 PKG，最终促进疼痛介质的释放，兴奋脊髓

伤害性感受神经元，将信息传向更高级中枢，导致

疼痛［27］。这条通路中，NO 在增强神经兴奋性的同

时，又可抑制神经元的下行抑制，对 NP 的产生和维

持 起 到 重 要 作 用［28-29］。 研 究 显 示 ，持 续 激 活 的

cGMP/PKG 信号通路是导致持续性痛觉过敏的关

键［30］。坐骨神经结扎大鼠的 nNOS、cGMP、sGCβ、
PKG1 蛋白表达上调，而抑制 Ca2+内流可降低上述

蛋白表达，从而达到镇痛效应［31］，抑制该通路中的

任意分子也均可达到镇痛效应［32］。Piezo1 激活后可

诱导 Ca2+内流，其可能是调控 NO/cGMP/PKG 信

号通路的关键。既往的研究表明，Piezo1 可通过

cGMP 信号通路调节神经功能［33］。

本研究采用椎管插线法成功诱导 CSR 大鼠模

型。造模后，大鼠表现为热痛阈值降低、步态评分

升高；HE 染色进一步显示脊髓组织出现神经元皱

缩、染色加深、胞核胞质分界不清，伴神经胶质细胞

增生、细胞密度增加及微血管扩张出血等病理改

变。本研究重点关注 Piezo1 及其下游信号通路的

变化。实验结果显示，模型大鼠脊髓中 Piezo1 的

mRNA 及蛋白表达水平均显著升高。经电针干预

后，大鼠疼痛行为明显改善，同时 Piezo1 的表达被

显著抑制。为进一步验证电针作用是否经由 Piezo1
介导，本研究增设电针+Yoda1 组，结果显示 Piezo1
激动剂 Yoda1 可部分逆转电针的镇痛效应及对

Piezo1 表达的抑制作用，表明电针确实通过调控

Piezo1 发挥治疗作用。进一步对 NO/cGMP/PKG
通路相关指标进行检测，免疫荧光双标显示，模型

组脊髓组织 Piezo1 与 CaM 共表达增强，同时 CaM、

nNOS、sGC、PKG1 蛋白表达及 NO、cGMP 含量均

升高，提示 Piezo1 激活可启动 NO/cGMP/PKG 通

路。电针干预有效逆转了上述分子的异常高表达，

而 Yoda1 则可阻断电针对该通路的抑制作用，进一

步证实了电针可通过脊髓组织中 Piezo 参与 NO/
cGMP/PKG 信号通路的调控，最终改善 CSR 疼痛。

综上，电针能改善 CSR 大鼠行为学，提高大鼠

的热痛阈值 ，其机制可能与电针通过抑制脊髓

Piezo1 蛋白，调控 NO/cGMP／PKG 信号通路，抑

制中枢神经元的兴奋有关，从而启动镇痛效应，缓

解痛觉过敏症状。
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