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【摘　要】　目的：探讨多次电针干预通过靶向调控腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路产生累积镇痛效

应的分子机制。方法：将小鼠随机分为对照组、模型组、单次电针组、多次电针组、假电针组；对照组、模型

组、溶媒+电针组、抑制剂+电针组，每组 8 只。建立完全弗氏佐剂（CFA）诱导的小鼠炎性疼痛模型。对多

次电针组、溶媒+电针组、抑制剂+电针组小鼠施加多次电针干预，选取小鼠左侧“足三里”和“上巨虚”，频

率  2 Hz、电流 1 mA、每次干预 30 min，每日 1 次，共 6 d；单次电针组仅于造模次日行单次电针处理；假电针组

仅 浅 刺 皮 下 ，不 接 入 电 针 仪 器。抑 制 剂 + 电 针 组 每 日 电 针 开 始 前 30 min 按 20 mg/kg 剂 量 腹 腔 注 射

Compound C。检测机械痛阈和热痛阈评价疼痛行为学，Western blot 法检测脊髓背角磷酸化（p）-AMPK
和 AMPK、c-Fos 蛋白的表达，免疫荧光染色技术检测脊髓背角 c-Fos 的表达数量。结果：与对照组相比，模

型组小鼠机械痛阈值和热痛潜伏期均显著降低（P<0.05），与模型组相比，单次电针组小鼠电针后 1、2、4 h
的机械痛阈值和热痛潜伏期显著升高（P<0.05），多次电针组电针后 2~7 d 的机械痛阈值和热痛潜伏期显著

升高（P<0.05）。与对照组和模型组相比，多次电针后腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值和

c-Fos 表达显著升高（P<0.05）；假电针组的 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值和 c-Fos 表达相较多次电针组明

显降低（P<0.05）。与模型组相比，溶媒＋电针组小鼠在造模第 3~7 天的机械痛阈值和热痛阈潜伏期均显

著升高（P<0.05）。与溶媒+电针组相比，抑制剂+电针组小鼠造模后第 3~7 天机械痛阈和热痛阈均显著

降低（P<0.05）。与对照组相比，模型组 c-Fos 表达和 c-Fos 阳性神经元数量显著增加（P<0.05）。与模型组

相比，溶媒+电针组腰段脊髓背角 c-Fos 表达和 c-Fos 阳性神经元数量显著降低（P<0.05）。与溶媒+电针

组相比，抑制剂+电针组腰段脊髓背角 c-Fos 表达和 c-Fos 阳性神经元数量显著增加（P<0.05）。结论：多次

电针显著改善了 CFA 小鼠疼痛，该累积镇痛效应可能是通过持续激活腰段脊髓背角中 AMPK 介导的。
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【ABSTRACT】　 Objective　 To explore the molecular mechanism of cumulative analgesic effect induced by 

repeated electroacupuncture（EA） intervention via targeted regulation of adenosine monophosphate-activated protein 

kinase （AMPK） signaling pathway. Methods　Mice were randomly divided into control group， model group， single EA 

group， repeated EA group and sham EA group； as well as vehicle + EA group and inhibitor + EA group， with 8 mice in 
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each group. A mouse inflammatory pain model was established by complete Freund’s adjuvant （CFA） injection. 

Repeated EA stimulation was applied to mice in repeated EA group， vehicle + EA group and inhibitor + EA group at left 

“Zusanli” （ST36） and “Shangjuxu” （ST37）. The parameters were set as frequency 2 Hz， current 1 mA， 30 minutes 

per intervention， once a day for 6 consecutive days. The single EA group only received a single EA treatment on the 

second day after modeling. The sham EA group only received superficial subcutaneous puncture without electrical 

stimulation. Mice in inhibitor + EA group were intraperitoneally injected with Compound C at a dose of 20 mg/kg 30 

minutes before daily EA. Mechanical pain threshold and thermal pain latency were detected to evaluate pain behaviors. 

Western blot was used to determine the protein expression levels of p-AMPK， AMPK and c-Fos in the spinal dorsal 

horn. Immunofluorescence staining was adopted to detect the number of c-Fos positive cells. Results　Compared with 

the control group， mechanical pain threshold and thermal pain latency were markedly decreased in the model group （P<

0.05）. Compared with the model group， single EA significantly elevated mechanical pain threshold and thermal pain 

latency at 1， 2 and 4 h after treatment （P<0.05）； repeated EA increased pain thresholds from day 2 to day 7 after 

intervention （P<0.05）. The ratio of p-AMPK/AMPK and c-Fos expression in lumbar spinal dorsal horn were significantly 

higher in repeated EA group than those in control and model groups （P<0.05）， while these indicators were obviously 

lower in sham EA group than those in the EA group （P<0.05）. Pain thresholds from day 3 to day 7 were higher in 

vehicle + EA group relative to the model group （P<0.05）， and notably declined in inhibitor + EA group compared with 

vehicle + EA group （P<0.05）. The expression level and positive neuron number of c-Fos were increased in the model 

group versus the control group （P<0.05）， and reduced in vehicle + EA group （P<0.05）. Such changes were reversed 

after Compound C intervention （P<0.05）. Conclusion　 Repeated EA can effectively alleviate CFA-induced pain in 

mice. The cumulative analgesic effect may be mediated by persistent activation of AMPK in the lumbar spinal dorsal 

horn.

【KEYWORDS】　Electroacupuncture； Analgesia； Spinal dorsal horn； Cumulative effect； AMPK signaling pathway

疼痛，特别是慢性疼痛，作为一种复杂的病理

生理状态，不仅严重损害患者的生活质量，还带来

了沉重的社会经济负担 [1]。传统镇痛药物常伴随成

瘾性、耐受性及器官毒性等不良反应，因此，包括传

统医学电针在内的非药物镇痛疗法日益受到关注。

电针结合了传统针刺与现代电刺激技术，通过特定

频率的电流刺激穴位，发挥神经调节和组织修复作

用 [2]。临床观察表明，电针的镇痛效果随治疗次数

增加而逐渐增强，呈现明显的累积效应特性，但其

内在的分子机制尚未完全阐明 [3-4]。

腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）作为细胞能量

代谢的核心调控因子，其广泛参与疼痛的调控过

程。AMPK 在结构和功能上高度保守，是由 α 催化

亚基和 β、γ 调节亚基组成的异三聚体蛋白，其激活

依赖于激酶结构域通过磷酸化激活 ST 环中的保守

苏氨酸（Thr172），而这一过程受到上游肝激酶 B1、
钙/钙调素依赖性蛋白激酶激酶 β 和转化生长因子 -

β 活化激酶 1 的精密调控 [5]。研究表明，AMPK 可通

过抑制炎性介质表达、调节初级传入神经元离子通

道兴奋性以及调控脊髓胶质细胞活性等多重途径

发 挥 镇 痛 作 用 [6]。 在 神 经 病 理 性 疼 痛 模 型 中 ，

AMPK 激动剂能显著缓解痛觉超敏，而 AMPK 基因

敲除小鼠则表现出疼痛持续时间延长和程度加

重 [7]，另外，可通过改善脊髓 AMPK/核因子 κB 信号

通路紊乱，抑制慢性束缚应激诱导的神经炎性反应

和胶质细胞活化，从而缓解痛觉过敏 [8]。其次，在偏

头痛模型中，外源性激活 AMPK 可显著减轻痛觉过

敏和疼痛样行为，提示 AMPK 激活可通过调节神经

炎性反应和能量代谢发挥镇痛作用 [9]。这进一步凸

显了 AMPK 在疼痛调控中的关键作用。

作为一种物理刺激疗法，电针已被证实可在炎

性疼痛模型中通过激活大麻素 CB2 受体依赖的

AMPK 通路，上调 β-内啡肽表达，从而缓解炎性疼

痛 [10]；另外，电针可通过外周循环中的脂联素作用

于脊髓内的脂联素受体 2，进而激活 AMPK 通路，

产生镇痛效应 [11]。然而，多次电针刺激是否通过

AMPK 通路介导其累积镇痛效应，以及该过程中

涉及的关键分子事件的变化规律，目前尚缺乏系统

研究。

基于以上研究背景，本研究提出以下科学假

说：多次电针干预能够通过持续激活脊髓 AMPK 信

号通路，产生累积性镇痛效果。为验证这一假说，

我们建立了炎性疼痛小鼠模型，系统观察不同频次

电针干预对疼痛行为学及脊髓背角 AMPK 通路关

键分子表达的影响，并采用药理学手段 AMPK 抑制

剂 Compound C 进一步明确 AMPK 在电针累积镇
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痛效应中的核心作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级雄性 C57 BL/6J 小鼠，8 周龄，体质量

20~22 g，北京维通利华实验动物技术有限公司提

供，实验动物生产许可证号：SCXK（京）2021-0006。
实验过程对动物的处理遵守中华人民共和国科学

技术部颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》

相关规定，华中科技大学同济医学院实验动物伦理

委员会批准了本研究所涉及的动物实验方案（伦理

批号：伦理字 S2681 号）。

1.2　主要仪器与试剂

0.20 mm×13 mm 毫针（吴江云龙），LH202 型

韩氏穴位神经刺激仪（南京济生），von Frey 丝（美国

Stoelting），APW-M500 电 泳 仪（武 汉 赛 维 尔），

LS780 显微镜（德国蔡司），CM1950 切片机（德国

Leica），ChemiDoc MP 扫描仪（美国伯乐）。完全弗

氏佐剂（CFA，美国 Sigma F5881），BCA 试剂盒（上

海 碧 云 天），AMPK 抑 制 剂 Compound C（英 国

Abcam，#ab120843），Triton X-100（美 国 Sigma-

Aldrich，#T9284），c-Fos 抗 体（ 德 国 Synaptic 
Systems GmbH，#226008），磷酸化（p）-AMPK 抗体

（Thr172，#2353T）、AMPK 抗体（#2532S）均购自美

国 Cell Signaling Technology，β -actin 抗 体（美 国

Santa Cruz Biotechnology，#sc-47778），抗兔 HRP、

抗鼠 HRP 二抗（武汉科瑞）。

1.3　造模方法和分组

根据文献 [12]和课题组已发表的报道 [10, 13]，用

CFA 法制备炎性痛模型。采用 25 号皮下注射针

头，对照组在同样部位注射 25 µL 0.9% 氯化钠注射

液，模型组在左后足背皮下注射 25 µL CFA，共注射

1 次，注射操作均在乙醚吸入轻度麻醉下进行。患

侧足出现明显红肿，检测机械痛阈值显著下降表明

造模成功。

根据实验目的需要，将小鼠随机分为对照组、

模型组、单次电针组、多次电针组、假电针组；对照

组、模型组、溶媒 + 电针组、抑制剂 + 电针组，每

组 8 只。

1.4　干预方法

电针干预：多次电针组、溶媒+电针组、抑制

剂+电针组造模第 2 天开始给予小鼠左侧“足三里”

和“上巨虚”电针干预。小鼠穴位定位参考《实验动

物常用穴位名称与定位》[14]，并结合解剖学进行穴位

定位。“足三里”：膝关节后外侧，在腓骨小头下约

2 mm 的凹陷处。“上巨虚”：“足三里”直下 5 mm。

在 CFA 造模后第 2 天，将电针处理组小鼠放置于

用牛仔布自制的鼠衣内，暴露小鼠的左下肢并固

定。取小鼠“足三里”“上巨虚”，选用 0.20 mm×
13 mm 毫针直刺 2~3 mm。针柄接韩氏穴 位 神 经

刺激仪，选择连续波、频率 2 Hz、强度 1 mA 的电

流刺激。每日 1次，每次 30 min，连续 6 d。单次电针

组操作参数与多次电针组相同，仅于造模次日行单

次电针处理；假电针组仅浅刺皮下，不接入电针仪

器。对照组小鼠和模型组小鼠在电针组小鼠电针

处理期间，以相同方法放置于牛仔布中固定，但不

进行任何处理。

抑制剂和溶媒注射：溶媒+电针组、抑制剂+
电针组每日电针开始前 30 min，抑制剂+电针组按

20 mg/kg 剂量腹腔注射 Compound C，溶媒组同期

注射等量对应溶剂。

1.5　观察指标和检测方法

机械痛阈值的测定：采用 von Frey 丝以“up and 
down”方法 [15]测定小鼠机械痛阈。在室温 25~27 ℃
的安静环境中，采用双盲实验方法，将小鼠置于底

为 5 mm×5 mm 的金属丝网眼垫的透明有机玻璃箱

中，适应 30 min，等其安静后测定机械痛阈。将校准

的 von Frey 丝垂直地作用于小鼠左后肢足底，稍用

力，直至其弯曲成 S形，每次持续时间最长不超过 6 s，
小鼠出现足掌快速撤退或缩抓等行为可判断为阳

性反应。每次测试重复 2 次，计算平均值。造模前

所有小鼠连续测定 3 d 基础痛阈，造模后连续测 6 d。
热痛阈值的测定：采用热板法，在室温为 25~

27 ℃的安静环境中，将小鼠置于 53 ℃热板，观察爪

部反应并计时。小鼠抬爪或甩爪时，停止计时，该

时间段为热痛潜伏期。为避免组织损伤，热板测试

仅持续 20 s[16]。每只小鼠的热痛潜伏期取 3 次热痛

阈值实验的平均值，每次实验间隔 5 min。
Western blot法检测脊髓背角 AMPK、p-AMPK

蛋白表达：最后一次电针结束后，小鼠使用 1% 戊巴

比妥钠，按小鼠体质量以 50 mg/kg 腹腔注射，小鼠

在麻醉状态下取各组小鼠腰段和胸段脊髓背角组

织，经称量、按比例加混合裂解液，剪碎研磨、冰浴

裂解及离心取上清以提取蛋白；接着用 BCA 试剂盒

检测蛋白浓度，随后制备 SDS-PAGE 凝胶，将蛋白

样品加缓冲液变性后上样，经电泳分离；再激活

PVDF 膜，配制转膜液，按特定步骤转膜；之后用

1×TBST 配制封闭液封闭膜，再依次孵育特异性一
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抗 [p-AMPK (Thr172) 1∶1 000，AMPK 1∶1 000，

β-actin 1∶1 000，c-Fos 1∶2 000]，4 ℃过夜，TBST 清

洗膜；再孵育相应种属的 HRP 标记二抗（1∶20 000），

室温下 1 h，TBST 清洗膜。在暗室用 ECL 化学发

光显色液显色 5 min，压胶片，取出胶片并依次放入

显影液、定影液中显影。将胶片洗净晾干后扫描并

分析。用 Image J软件分析条带灰度值，将目的蛋白

与内参蛋白条带灰度值的比值作为量化指标。

免疫荧光染色检测脊髓背角 c-Fos 表达：最后

一次电针结束后，用 1% 戊巴比妥钠麻醉小鼠，经心

脏灌流（先灌 0.9% 的氯化钠溶液至液清，再灌冰冷

多聚甲醛溶液），取相应组别的腰段或者胸段脊髓

固定、PBS 漂洗，经 20%、30% 蔗糖梯度脱水后，用

OCT 包埋并速冻，切 20 µm 切片贴于载玻片，晾干

后-20 ℃保存；染色时，切片复温后 PBS 洗涤，用含

0.3% Triton X-100 的驴血清封闭 1 h，随后 4 ℃孵育

稀释的 c-Fos 一抗（1∶2 000）过夜，次日 PBS 洗涤

后，37 ℃孵育稀释的荧光二抗 anti-rabbit Dylight 594
（1∶600）1 h，接着避光用 DAPI染核 5 min，PBS 洗涤

后封片，最后用荧光显微镜在 1 h 内或 4 ℃下 4 h 内

拍照。每组取 3 只动物，每只动物取 2 个切片分析

阳性表达细胞数。

1.6　统计学方法

数据分析和处理通过 GraphPad Prism 8.2 软件

完成。绘图用 Adobe Illustrator CC 2020 软件。所

有数据以均数±标准误（x̄±sx̄）表示。行为学采用

双因素重复测量方差分析检验组别×时间对机械

痛阈值及热痛潜伏期的影响，事后两两比较采用

Bonferroni 校正。文中 Western blot 和免疫荧光染

色的 n=3 为生物学重复（来自 3 只独立动物/3 次独

立实验）。因样本量较小，不满足参数检验的前提

假 设 ，故 采 用 非 参 数 检 验 。 多 组 间 比 较 采 用

Kruskal-Wallis H 检验，差异有统计学意义时采用

Dunnett’s 事 后 检 验 。 两 组 间 比 较 采 用 Mann-

Whitney U 检验。以 P≤0.05 为差异有统计学意义

的标准。

2　结果

2.1　单次与多次电针对炎性痛的镇痛效应

疼痛行为学结果显示，CFA 诱导的炎性痛模型

成功建立，表现为与对照组相比，模型组小鼠机械

痛阈值和热痛潜伏期均显著降低（P<0.05），且各组

基线痛敏程度一致。单次电针干预在造模后当天

即显示出显著的镇痛效果，与模型组相比，单次电

针组小鼠电针后 1、2、4 h 的机械痛阈值和热痛潜伏

期显著升高（P<0.05）；与单次电针组相比，假电针

组机械痛阈值和热痛潜伏期阈值差异无统计学意

义。多次电针干预在造模后第 7 天表现出更强的镇

痛作用，与模型组相比，多次电针组电针后 2~7 d 的

机械痛阈值和热痛潜伏期显著升高（P<0.05）；与多

次电针组相比，假电针组机械痛阈值和热痛潜伏期

阈值差异无统计学意义。见图 1。
2.2　单次与多次电针对脊髓背角 AMPK 活化的

作用

为了探究 AMPK 信号通路在电针镇痛效应中

的作用机制，我们检测了脊髓背角 AMPK 的活化水

平。Western blot 结果显示，在单次电针干预后，各

组的腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值

差异无统计学意义。在多次电针干预后，与对照组

相比，模型组腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋白

表达比值差异无统计学意义；与模型组相比，多次

电针组腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比

值显著升高（P<0.05）；与多次电针组相比，假电

针组腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比

值明显降低（P<0.05）。各组小鼠胸段脊髓背角

p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值差异无统计学意

义。各组小鼠胸段和腰段脊髓背角 AMPK 蛋白表

达差异均无统计学意义。见图 2。
2.3　AMPK 抑制剂对电针累积镇痛及 AMPK 活化

的影响

疼痛行为学检测显示，造模后第 1 天，模型组小

鼠的机械痛阈和热痛阈均显著低于对照组（P<
0.05），证实模型成功建立。在造模第 3~7 天，与模

型组相比，溶媒＋电针组（多次）小鼠的机械痛阈和

热痛阈均显著升高（P<0.05），而抑制剂+电针组

（多次）小鼠的机械痛阈和热痛阈差异无统计学意

义。与溶媒+电针组（多次）相比，造模后第 3~7
天，抑制剂+电针组（多次）小鼠的机械痛阈和热痛

阈均显著降低（P<0.05）。见图 3。
进一步通过 Western blot 检测造模第 7 天腰段

脊髓背角 AMPK 活化状态。结果显示，与对照组相

比，模型组小鼠腰段脊髓背角 p-AMPK/AMPK 蛋

白表达比值差异无统计学意义。与模型组相比，溶

媒+电针组（多次）小鼠 p-AMPK/AMPK 蛋白表达

比值显著升高（P<0.05）；抑制剂+电针组（多次）小

鼠 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值差异无统计学意

义。与溶媒+电针组（多次）相比，抑制剂+电针组

（多次）的 p-AMPK/AMPK 蛋白表达比值明显降低
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（P<0.05）。各组间 AMPK 蛋白表达差异无统计学

意义。见图 3。
2.4　多次电针抑制腰段脊髓背角 c-Fos 表达依赖

AMPK 活化

Western blot 结果显示，与对照组相比，模型组

小鼠患侧腰段脊髓背角 c-Fos 表达水平显著升高

（P<0.05）。多次电针干预则显著抑制了这种升高，

与模型组相比，电针组（多次）c-Fos 表达水平显著

降低（P<0.05）。与电针组（多次）相比，假电针组

c-Fos表达显著升高（P<0.05）。

为了阐明 AMPK 在此抑制效应中的作用，我们

观察了 AMPK 抑制剂对多次电针效应的影响。与

对照组相比，模型组小鼠患侧腰段脊髓背角 c-Fos
表达水平显著升高（P<0.05）。与模型组相比，溶

媒+电针组腰段脊髓背角 c-Fos 表达显著降低（P<

0.05）。而 AMPK 抑制剂联合多次电针则完全阻断

了电针的抑制作用，与溶媒+电针组（多次）比较，

抑制剂+电针组（多次）c-Fos 表达水平显著升高

（P<0.05）。见图 4。
进一步采用免疫荧光染色技术在患侧腰段脊

髓背角浅层（Ⅰ-Ⅱ板层）的细胞水平验证上述结果。

与对照组相比，模型组 c-Fos 阳性神经元数量显著

增加（P<0.05）。与模型组相比，溶媒+电针组（多

次）腰段脊髓背角 c-Fos 阳性神经元数量显著减少

（P<0.05）。与溶媒+电针组（多次）相比，抑制剂+
电针组腰段脊髓背角 c-Fos 阳性神经元数量显著增

加（P<0.05）。见图 5。

3　讨论

本研究综合运用疼痛行为学、Western blot及免
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图 1　单次电针和多次电针对小鼠疼痛行为学的影响（x̄±sx̄， 8只鼠/组）

Fig. 1　Effects of single and repeated electroacupuncture on pain behaviors in mice （x̄±sx̄， 8 mice/group）
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疫荧光染色等方法，系统探讨了电针干预炎性痛的

镇痛效应及其分子机制。疼痛行为学结果显示，

CFA 诱导的炎性痛模型成功建立，表现为模型组小

鼠机械痛阈值和热痛潜伏期均显著降低。单次电

针干预在造模后当天即显示出显著的镇痛效果，与

模型组相比，其显著升高了小鼠的机械痛阈值和热

痛潜伏期，表明单次电针能够产生镇痛即时效应。

更为重要的是，连续 6 d 的多次电针干预在造模后

第 7 天表现出更强的镇痛作用，与模型组相比，其同

样显著升高了小鼠的机械痛阈值和热痛潜伏期，提

示多次电针能够产生镇痛累积效应。这一结果与

既往临床和基础研究中观察到的“电针镇痛效果随

治疗次数增加而增强”的现象高度一致 [17-18]。前期

研究表明，单次电针治疗 CFA 诱导炎性痛的即时效

应仅持续 4 h[19]，多次电针对炎性痛的镇痛效应可持

续 24 h，表现出累积效应 [20-21]。从临床转化角度看，

这一时效特性具有重要指导价值。单次电针的即

时效应适用于快速缓解急性疼痛发作；而多次电针

产生的累积效应，则为慢性炎性痛的长期、有效管

理提供了极具前景的非药物策略，因此临床中对于

针灸治疗的频率（频次）也是针灸疗效的一个关键

变量 [22]。临床实践中，针对慢性疼痛患者，可据此设
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p-AMPK、AMPK 蛋白表达条带图和统计直方图，D、E、F 分别为多次电针后腰段脊髓背角 p-AMPK、AMPK 蛋白表达条带图

和统计直方图，G、H、I分别为多次电针后胸段脊髓背角 p-AMPK、AMPK 蛋白表达的条带图和统计直方图。与对照组相比，
*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与多次电针组相比，&P<0.05。

图 2　单次和多次电针对小鼠胸段和腰段脊髓背角 AMPK活化水平的影响（x̄±sx̄， 3只鼠/组）

Fig. 2　Effects of single and repeated electroacupuncture on AMPK activation level in thoracic and lumbar segment spinal 

dorsal horn （x̄±sx̄， 3 mice/group）
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计规律的多疗程电针方案，以维持稳定、持久的镇

痛效果。

AMPK 作为细胞能量稳态的核心调控因子

（“主开关”），在神经系统中广泛表达，并参与调控

多种与疼痛发生发展密切相关的病理生理过程。

近年来研究日益关注其在疼痛调控中的角色，提示

AMPK 可能通过调节初级传入神经元或脊髓神经

元的兴奋性等多种途径参与疼痛缓解 [23-25]。本课题

组前期研究结果表明：单次电针后 1~4 h 虽然能发

挥即时镇痛效应，但不能激活皮肤水平的 AMPK，

而多次电针可通过激活 AMPK，发挥镇痛作用 [10]，

这和以往的研究结果相一致 [26-28]。为探究 AMPK 信

号通路在电针镇痛效应中的作用机制，本研究采用

Western blot 法检测脊髓背角 AMPK 的活化水平。

结果显示，单次电针干预后，各组小鼠的腰段脊髓

背角 AMPK 活化水平均未发生显著变化，表明单次

电针产生的即时镇痛效应并不依赖于脊髓背角

AMPK 的激活。然而，多次电针治疗后炎性痛模型

小鼠腰段脊髓背角的 AMPK 活化水平显著升高，且

抑制 AMPK 后电针的作用被削弱，而健侧胸段（病

灶异节段）脊髓背角的 AMPK 未见激活。这些结果

共同表明，多次电针在发挥镇痛累积效应的过程
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注：AMPK 为腺苷酸活化蛋白激酶，p-AMPK 为磷酸化的腺苷酸活化蛋白激酶。A、B 分别为患侧机械痛阈值和热痛潜伏期

（8 只鼠/组），C~E 为各组小鼠腰段脊髓背角 p-AMPK、AMPK 蛋白表达条带图和统计直方图（3 只鼠/组）。与对照组相比，
*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与溶媒+电针组相比，$P<0.05。

图 3　AMPK抑制剂可翻转电针镇痛和激活腰段脊髓背角 AMPK的作用（x̄±sx̄）

Fig. 3　The AMPK inhibitor can reverse the analgesic effect of electroacupuncture and the activation of AMPK in the 

lumbar spinal dorsal horn （x̄±sx̄）
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图 4　各组小鼠腰段脊髓背角 c-Fos表达比较

（x̄±sx̄， 3只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of c-Fos expression in the lumbar 

spinal dorsal horn of mice in the 4 groups 

（x̄±sx̄， 3 mice/group）
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中，特异性地激活了同节段（腰段）脊髓背角的

AMPK 信号通路，而不能激活异节段（即胸段）脊髓

的 AMPK。

c-Fos作为神经元活动高度敏感的分子标记，其

表达水平是反映神经元群体兴奋状态的可靠指

标 [29-30]。本研究进一步观察了多次电针对腰段脊髓

背角 c-Fos 表达的影响。Western blot 结果显示，慢

性炎性痛模型小鼠腰段脊髓背角 c-Fos 表达显著升

高，提示痛觉传导通路中神经元的过度激活。多次

电针干预显著抑制了腰段脊髓背角 c-Fos 表达水平

的升高，这表明多次电针能够有效抑制同节段脊髓

背 角 神 经 元 的 兴 奋 性 。 在 使 用 AMPK 抑 制 剂

Compound C 后，电针对 c-Fos 的抑制作用完全被阻

断，提示电针抑制脊髓背角 c-Fos 表达的作用依赖

AMPK 的活化。进一步采用免疫荧光染色在患侧

腰段脊髓背角浅层（I-II 板层）细胞水平验证上述结

果 ，免 疫 荧 光 结 果 在 细 胞 水 平 进 一 步 证 实 了

Western blot的结果，即多次电针显著抑制脊髓背角

浅层神经元的激活（c-Fos表达减少），且该效应可被

AMPK 抑制剂 Compound C 所逆转。需要指出的
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注：c-Fos为细胞 Fos原癌基因。上 3 排标尺为 50 μm，最下排为框选处放大图，标尺=10 µm。箭头示阳性表达。

与对照组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与溶媒+电针组相比，$P<0.05。
图 5　各组小鼠腰段脊髓背角 c-Fos表达比较（免疫荧光染色，x̄±sx̄， 3只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of c-Fos expression in lumbar spinal dorsal horn of mice in the 4 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±sx̄， 3 mice/group）
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是，Compound C 虽然被广泛用作 AMPK 抑制剂，但

其特异性存在局限性。既往研究表明，高浓度（通

常>10 µmol/L）下，Compound C 可显著脱靶抑制

多种激酶，包括 Yes 相关蛋白（YAP）的磷酸化过

程 [31]、骨形成蛋白信号通路 [32]及线粒体复合物 [33]等，

从而可能以非 AMPK 依赖的方式影响细胞代谢、自

噬及存活。既往多数研究将 Compound C 作为工具

药验证 AMPK 通路功能，如阻断秋葵果胶分离纯化

提取物 OP-1 的抗脂毒性 [34]、逆转电针镇痛效应 [10]、

抑制 gastrodin 肝保护作用 [35]等。为了尽可能规避脱

靶效应带来的假阳性结果，本研究参考上述文献，

控制实验中使用的 Compound C 剂量为 20 mg/kg，
浓度 5 μmol/L。因此，尽管 Compound C 存在固有

的脱靶风险，本研究的主要结论——多次电针显著

抑制脊髓背角浅层神经元的激活（c-Fos表达减少），

且该效应可被 Compound C 所逆转，仍是可靠的，其

并非单纯由 Compound C 的非特异性效应所致。

基于上述结果，我们提出“AMPK-c-Fos 信号

轴”是介导电针累积镇痛效应的核心通路：多次电

针刺激通过特异性激活同节段脊髓背角的 AMPK，

进而抑制该区域痛觉相关神经元的过度兴奋（表现

为 c-Fos 表达降低），最终削弱痛觉信号向高级中枢

的传递，产生累积镇痛效果。本研究揭示了靶向脊

髓背角 AMPK 通路的多次电针干预策略在调控慢

性疼痛中的核心机制。其独特的累积效应特性，不

仅为深入理解传统医学疗法的现代生物学基础提

供了重要依据，也为开发更高效、持久且避免药物

不良反应的非药物疼痛管理方案开辟了新思路。

利益冲突　所有作者声明不存在利益冲突。作者景向红、李

熳为本刊编委，但未参与本文的审理。
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