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［摘 要］ 目的：观察耳电针对糖尿病胃轻瘫大鼠行为学、胃排空率和胃窦组织中酪氨酸激酶受体（c⁃Kit）和促肾上腺皮质释

放激素因子（corticotropin releasing factor，CRF）表达的影响，探讨耳电针改善糖尿病胃轻瘫大鼠胃排空和抑郁样行为的作用机

制。方法：将36只SPF级SD大鼠随机分为空白对照组、模型组、耳电针组和假耳针组，每组9只。空白对照组腹腔注射柠檬酸

钠缓冲液，其余 3组腹腔注射链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）溶液，随后继续饲养 6周后开始治疗，耳电针组电针双侧耳穴

“胃”，每日1次，每周5日，连续2周；假耳针组针刺耳垂，不加电。治疗结束后，进行行为学以及胃排空率检测，qRT⁃PCR检测

胃窦组织CRF、c⁃Kit mRNA 表达，ELISA 检测胃窦组织CRF、c⁃Kit 蛋白表达。结果：旷场实验中模型组大鼠进入中央区域次数

（CE）、进入中央区域时间百分比（CT%）和进入中央区域距离百分比（CD%）均较空白对照组明显降低（均P < 0.05），耳电针组

CE、CT%和CD%值均较模型组明显升高（均P < 0.05）；强迫游泳实验中模型组大鼠漂浮时间百分比（FT%）较空白对照组明显

升高（P < 0.05），耳电针组FT%值较模型组明显降低（P < 0.05）；与空白对照组相比，模型组大鼠胃排空率显著降低，胃窦中

CRF的mRNA和蛋白表达水平明显升高（P＜0.05），c⁃Kit的mRNA和蛋白表达水平明显降低（P＜0.05）；与模型组和假耳针组

比较，耳针组大鼠胃排空率显著升高，胃窦中CRF的mRNA和蛋白表达水平明显降低（P＜0.05），c⁃Kit的mRNA和蛋白表达水

平明显升高（P＜0.05）。结论：低频耳电针可以改善糖尿病胃轻瘫大鼠的胃动力与抑郁样行为，其机制可能与调节胃窦组织中

相关因子的表达有关。
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［Abstract］ Objective：The current study aims to observe the effects of auricular electroacupuncture on behavior，gastric emptying
rate，expression of tyrosine kinase receptor（c⁃Kit）and corticotropin releasing factor（CRF）in gastric sinus tissues of rats with diabetic
gastroparesis，and to investigate the mechanism of auricular electroacupuncture to improve gastric emptying and depression ⁃ like
behavior in diabetic gastroparesis rats. Methods：Thirty⁃six SPF⁃grade SD rats were randomly divided into the control group，the model
group，the auricular electroacupuncture group and the sham auricular acupuncture group，with 9 rats in each group. The control group
was intraperitoneally injected with sodium citrate buffer solution，and the other three groups were intraperitoneally injected with
streptozotocin（STZ）solution. After six weeks of treatment，the rats in the auricular electroacupuncture group were given electro ⁃

［基金项目］ 江苏省卫生健康委科研立项项目（ZD2021032）；江苏省第三批省名老中医药专家传承工作室建设项目（苏中医

科教〔2019〕10号）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：z1356@163.com

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第43卷第6期
2023年6月 ··795



南 京 医 科 大 学 学 报
第43卷第6期
2023年6月

胃轻瘫是糖尿病患者的常见并发症，其主要表

现为餐后饱胀、上腹部不适和/或腹胀，其发病特点

为胃排空延迟［1］，并且合并明显焦虑抑郁情绪［2］。

Cajal间质细胞（interstitial cells of Cajal，ICC）是

胃肠道的起搏细胞，在维持正常胃肠动力中起到了

重要作用［3-4］。促肾上腺皮质释放激素因子（cortico⁃
tropin releasing factor，CRF）是经典的应激压力相关

因子，研究发现它通过外周CRF1受体引起结肠动

力异常，从而减少 ICC数量和降低 ICC功能［5］。本团

队前期研究发现，电针耳穴“胃”能够促进糖尿病模

型大鼠胃窦 ICC的修复［6］；在内脏高敏感大鼠模型

中，也发现2 Hz低频耳电针可以调节下丘脑CRF及

其受体的mRNA表达，缓解内脏敏感性［7］。耳电针

作为一种体表刺激，可能通过刺激耳迷走神经分

支来调节自主神经功能，从而改善消化道症状与

情绪障碍［8-9］。本研究通过建立糖尿病胃轻瘫大鼠

模型，观察低频耳电针对其抑郁样行为学、胃动力

以及胃窦组织 ICC和CRF的表达，初步探讨耳电针

对糖尿病胃轻瘫的脑胃调控机制。

1 材料和方法

1.1 材料

36 只清洁级健康成年雄性6周龄Sprague⁃Daw⁃
ley（SD）大鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司，许可证号：SCXK（沪）2017⁃0005。所有大鼠均在

24 ℃温度、40%~50%湿度和 12 h光/暗循环的条件

下，适应性喂养 1周后进入实验。所有实验操作遵

循《动物实验的伦理准则与指南》并获得南京医科

大学伦理委员会审批（IACUC⁃2105064）。
1.2 方法

1.2.1 分组与造模

所有大鼠随机分为空白对照组、模型组、耳电

针组、假耳针组，每组各9只。采用一次性腹腔注射

链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）溶液（Sigma公司，

美国）（55 mg/kg）的方法建立糖尿病大鼠模型［10-11］。

STZ溶液由柠檬酸钠缓冲液配制，空白对照组腹腔

注射柠檬酸钠缓冲液，其余3组腹腔注射STZ溶液，

STZ注射72 h后，使用快速血糖仪和血糖试纸（雅培

公司，美国）检测血糖，其随机血糖＞16.6 mmol/L 的

大鼠为符合条件的糖尿病大鼠。饲养6周后，耳电针

组和假耳针组分别进行相应的耳针干预2周，第9周
时大鼠进行行为学测试与取材。

1.2.2 耳电针干预

从第 7周开始对动物进行耳电针干预。2.0%~
2.5%异氟烷吸入 1 min后，动物被装置固定。参考

本课题组前期研究［6，12］，空白对照组和模型组同步抓

取固定，不进行针刺刺激。耳电针组使用0.20 mm×
25.00 mm 规格的一次性无菌针灸针刺入双侧耳穴

“胃”，连接电针仪，大鼠恢复清醒状态后开始电刺

激。根据课题组前期研究设置电针刺激参数［7］：连

acupuncture at bilateral auricular point“stomach”once a day，five days a week for two weeks. The earlobe of the sham auricular
acupuncture group was needled without electricity. After the treatment，the behavioral and gastric emptying rates were measured，and
the protein and mRNA levels of CRF and c⁃Kit were respectively detected by ELISA and qRT⁃PCR in gastric sinus tissue. Results：In
the open field test，the entries into the central area（CE），the percentage of time entering the central area（CT%）and the percentage of
distance entering the central area（CD%）were significantly lower in the model group compared with the control group（all P < 0.05）.
CE，CT% and CD% were significantly higher in the auricular electroacupuncture group compared with the model group（all P < 0.05）.
In the forced swimming test，the percentage of floating time（FT%）was significantly higher in the model group compared with the
control group（P < 0.05），and FT% were significantly lower in the auricular electroacupuncture group compared with the model group
（P < 0.05）. Compared with the control group，the gastric emptying rate of rats in the model group was significantly lower，and the
mRNA and protein expression levels of CRF in the gastric sinus were significantly higher（P < 0.05），and the mRNA and protein
expression levels of c ⁃Kit were significantly lower（P < 0.05）. Compared with the model group and the sham auricular acupuncture
group，the gastric emptying rate of rats in the auricular acupuncture group was significantly higher，and the mRNA and protein
expression levels of CRF in the gastric sinus were significantly lower（P < 0.05），and the mRNA and protein expression levels of c⁃Kit
were significantly higher（P < 0.05）. Conclusion：Low ⁃ frequency auricular electroacupuncture can improve gastric motility and
depression⁃like behavior in diabetic gastroparesis rats，and its mechanism may be related to regulating the expression of related factors
in gastric antrum tissue.
［Key words］ auricular acupuncture；diabetic gastroparesis；gastric motility；depression；corticotropin⁃releasing hormone factor

［J Nanjing Med Univ，2023，43（06）：795⁃801］

··796



续波，频率 2 Hz，电流强度 0.5~1.0 mA，每次电针治

疗 30 min，每日 1次，1周 5日，连续 2周。假耳针组

用针灸针刺激双侧耳垂，无电刺激。

1.2.3 行为学检测

1.2.3.1 旷场实验

在温和照明条件下的隔离无噪音房间中放置

一个由黑色聚丙烯制成的旷场实验箱（100 cm ×
100 cm × 40 cm）。将大鼠轻轻放置在场地中央，并

允许探索场地 5 min。大鼠运动轨迹由安装在实验

箱中心上方的摄像机记录，并使用 ANY⁃Maze 视频

跟踪系统（Stoelting 公司，美国）进行分析。计数并

计算每只大鼠进入中央区域时间百分比（CT%）、进

入中央区域次数（CE）及进入中央区域距离百分比

（CD%）。在每次测试结束时，用70%乙醇清洁实验

箱以消除嗅觉线索。

1.2.3.2 强迫游泳实验

将每只大鼠放入装有水的有机玻璃圆柱体（直径

20 cm、高50 cm）中，水温为 23~25 ℃、水深 40 cm，让

大鼠强迫游泳 10 min，记录其后 8 min内的漂浮时

间。全程对实验过程进行录像，并由 SuperFst高通

量强迫游泳实验软件分析大鼠的漂浮时间，计算大

鼠漂浮时间百分比（FT%）。游泳结束后，将大鼠擦

干后放入干净鼠笼内。

1.2.4 固体胃排空测试

在行为学实验结束后，禁食过夜，10 min内给所

有大鼠喂食2 g食物。30 min后迅速处死大鼠，收集

整个胃内容物放入容器中并风干72 h。测量胃内容

物的干重，并使用以下公式计算胃排空的百分比：

胃排空率=（喂食食物克数-干胃内容物克数）/喂食

食物克数×100%。

1.2.5 酶联免疫吸附实验（ELISA）
取胃窦组织，加入含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶

抑制剂的RIPA裂解液，置于冰上裂解 30 min，4 ℃
下 12 000 r/min离心 10 min，取上清液，BCA 试剂盒

测定蛋白浓度。随后根据ELISA检测试剂盒（江苏

晶美生物科技有限公司）中说明书测定样品中酪氨

酸激酶受体（c⁃Kit）、CRF的含量。

1.2.6 实时荧光定量PCR
使用 RNAiso Plus（TaKaRa公司，日本）提取胃

窦总 RNA，并通过 NanoDrop 2000 分光光度法

（Thermofisher 公司，德国）测量和确定 RNA 的纯

度。使用 ABI 7300 快速实时 PCR 系统（Applied
Biosystems公司，美国）进行实时定量 PCR，循环条

件如下：用SYBR® Premix Ex TaqTM（TaKaRa公司，日

本）95 ℃预孵化 5 min，95 ℃ 10 s、60 ℃ 10 s、72 ℃
10 s的40个扩增循环。引物序列见表1。

1.3 统计学方法

使用 GraphPad Prism 8.0软件对数据进行统计

分析和绘图。对于符合正态分布的计量资料，数据

采用均值±标准误（x ± sx）表示，两组之间采用 t检验

进行比较，3组之间采用Tukey事后检验的单因素方

差分析进行比较；对于不符合正态分布的数据，两

组之间采用Mann⁃Whitney非参数检验，3组之间采

用Kruskal⁃Wallis 非参数检验。P < 0.05 为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 耳电针对糖尿病胃轻瘫大鼠行为学的影响

在旷场实验中（图1），与空白对照组比较，模型

组大鼠CE、CD%和CT%均明显降低（均P < 0.05）；

与模型组比较，耳电针组CE、CD%和CT%值明显升

高（均 P < 0.05）；模型组与假耳针组 CE、CD%和

CT%值差异均无统计学意义（均P > 0.05）；与耳电

针组比较，假耳针组CE值差异无统计学意义，CD%
和CT%值明显降低（均P < 0.05）。

在强迫游泳实验中（图2），与空白对照组比较，

模型组大鼠 FT%明显升高（P < 0.05）；与模型组比

较，耳电针组FT%值明显降低（P < 0.05）；模型组与

假耳针组 FT%值差异无统计学意义（均P > 0.05）；

与耳电针组比较，假耳针组FT%值明显升高（均P <
0.05）。
2.2 耳电针对糖尿病胃轻瘫大鼠固体胃排空率的

影响

与空白对照组比较，模型组大鼠胃排空率显著

降低（P＜0.01）；与模型组比较，耳电针组大鼠胃排

空率显著升高（P＜0.01），假耳针组大鼠胃排空率也

有明显升高（P＜0.01）；与耳电针组比较，假耳针组

表1 qPCR引物序列

Table 1 qPCR primer sequences

引物名称

c⁃Kit⁃F
c⁃Kit⁃R
CRF⁃F
CRF⁃R
β⁃actin⁃F
β⁃actin⁃R

引物序列（5′→3′）
ATCAGGGCGACTTCAATTACG
CTGCTGGTGTTCAGGTTTAGGG
GAAGAGAGCGCCCCTAACAT
GCGGGACTTCTGTTGAGGTT
TGCTATGTTGCCCTAGACTTCG
GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG

片段长度

（bp）
254

242

240
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大鼠胃排空率显著降低（P＜0.01，图3）。
2.3 耳电针对糖尿病胃轻瘫大鼠胃窦 c⁃Kit、CRF
mRNA表达的影响

与空白对照组比较，模型组大鼠胃窦 c ⁃Kit
mRNA表达显著降低（P＜0.01），CRF mRNA表达显

著升高（P＜0.01）；与模型组比较，耳电针组大鼠

c⁃Kit mRNA表达显著升高（P＜0.01），CRF mRNA表

达显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，假耳针组大

鼠 c⁃Kit mRNA表达差异无统计学意义（P＞0.05），

CRF mRNA表达明显降低（P＜0.05，图4）。
2.4 耳电针对糖尿病胃轻瘫大鼠胃窦c⁃Kit、CRF蛋

白表达的影响

与空白对照组比较，模型组大鼠胃窦 c⁃Kit蛋白

表达显著降低（P＜0.01），CRF蛋白表达显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，耳电针组大鼠 c⁃Kit蛋白

表达显著升高（P＜0.01），CRF蛋白表达显著降低

（P＜0.01）；与模型组比较，假耳针组大鼠 c⁃Kit蛋白

表达也有显著升高（P＜0.01），CRF蛋白表达差异无

统计学意义（P＞0.05）；与耳电针组比较，假耳针组

大鼠 c⁃Kit蛋白表达显著降低（P＜0.01），CRF蛋白

表达显著升高（P＜0.01，图5）。
3 讨 论

与正常人群比较，糖尿病患者抑郁症的发病风

险增加 2倍［13］。其中，合并胃肠道不适症状的糖尿

病患者更易表现出焦虑抑郁症状［14］。近来，焦虑抑

郁症状在胃轻瘫（包括糖尿病性与特发性）发病过

程中的影响逐渐受到关注［15-19］。胃轻瘫患者的胃肠

道不适症状与焦虑抑郁情绪呈正相关，服用抗抑郁

药能改善胃轻瘫患者的胃肠道不适症状［20］。虽然
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与空白对照组比较，***P＜0.001；与模型组比较，#P＜0.05；与耳

电针组比较，▲▲P＜0.01（n=6）。
图2 干预后各组大鼠在强迫游泳实验中的表现

Figure 2 Performance of rats in each group in the forced
swimming test after intervention

与空白对照组比较，***P＜0.001；与模型组比较，###P＜0.001；与
耳电针组比较，▲▲▲P＜0.001（n=6）。

图3 干预后各组大鼠的胃排空效率

Figure 3 Gastric emptying efficiency of rats in each group
after intervention
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图1 干预后各组大鼠在旷场实验中的表现

Figure 1 Performance of rats in each group in open field test after intervention
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中枢神经调节剂在改善功能性胃肠道症状有效，但

依旧存在不同程度的不良反应［21-22］，因此，寻求一类

安全有效的替代疗法可能会对糖尿病胃轻瘫患者

带来新的希望。

耳电针是一种通过电刺激耳廓上穴位的常见

疗法。早有古籍记载：“耳者，宗脉之所聚也。”古代

医家认为十二经脉之别气皆走于耳。在临床诊疗

中，耳针疗法广泛运用于胃肠道疾病和情绪症状的

治疗，然而其在改善糖尿病胃轻瘫共病抑郁中的作

用机制尚未见报道。本研究采用腹腔注射STZ的方

法建立糖尿病胃轻瘫大鼠模型，结果发现，糖尿病

胃轻瘫大鼠表现出显著的抑郁样行为以及胃动力障

碍。低频电针刺激耳穴“胃”可显著改善糖尿病胃轻

瘫大鼠的抑郁样行为学表现，促进胃动力。

研究发现，STZ诱导的糖尿病大鼠的胃肠道推

动率较空白对照组大鼠低，胃动力减退［23］。另一项

研究发现，STZ处理后的模型大鼠在强迫游泳实验

期间不动时间更长，表明这些模型大鼠的绝望行为

增加，出现了明显的抑郁样行为［24］。因此，本研究

选择腹腔注射STZ的方法建立糖尿病胃轻瘫大鼠模

型，得到了一致的结果，在胃动力和行为学测试中，

糖尿病胃轻瘫大鼠的胃排空效率较空白对照组显

著降低，在强迫游泳实验中的漂浮时间也更长，表

现出了明显的胃动力障碍和抑郁样行为。而在接

受了 2周低频耳电针刺激后，糖尿病胃轻瘫大鼠的

抑郁样行为和胃动力障碍得到了显著改善。以上

研究证据表明，糖尿病胃轻瘫大鼠存在共病抑郁，

而低频耳电针刺激对其抑郁样行为和胃动力均有

明显的良性调节效应。

ICC是广泛分布于胃肠道的起搏器细胞，能够

驱动胃肠道自发节律运动，调节神经递质的传导，

在胃动力中起关键作用［25］，而 ICC需要 c⁃Kit信号传

导才能正常发挥其生理功能［4］。临床研究发现，严

重糖尿病胃轻瘫患者胃组织的病理变化特征在于

ICC丢失和免疫浸润［26］。在糖尿病大鼠的胃窦中，

观察到 ICC细胞的分布密度显著降低，更趋向于成

纤维样［27］。本课题组先前研究也同样发现，低频耳

与空白对照组比较，**P＜0.01，***P＜0.001；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01（n=4）。
图4 各组大鼠胃窦中c⁃Kit（A）和CRF（B）的mRNA相对表

达量

Figure 4 The relative expression of c⁃Kit（A）and CRF（B）
mRNA in gastric antrum of rats in each group
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电针干预能够促进糖尿病鼠胃窦组织中 ICC的修

复［6］。而本研究再次验证了低频耳电针刺激上调糖

尿病胃轻瘫大鼠胃窦 c⁃Kit的蛋白与mRNA表达，提

示对 ICC有修复作用。

CRF一直被认为是介导啮齿类和灵长类动物

全身性应激性反应的关键因子［28］，被下丘脑激活释

放后，与其受体结合，激活下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴以

应对不同情况下的应激，而且在抑郁症和焦虑症中

存在失调［29］。近几年许多研究表明，CRF信号通路

通过中枢或外周系统在应激诱导的胃肠动力功能

障碍中起重要作用。研究发现应激诱导肠道神经

系统释放CRF增加，而外周给予CRF1受体拮抗剂

可抑制外周CRF的功能［30］。最近研究发现，CRF1
受体激动剂处理的小鼠结肠平滑肌中 c⁃Kit蛋白表

达显著降低，结肠蠕动异常，胃肠道功能受损［5］。因

此，CRF是参与压力相关的胃肠道运动功能障碍和

抑郁症的重要因素。本研究发现，糖尿病胃轻瘫大

鼠胃窦中CRF的蛋白表达异常升高，而给予耳电针

刺激后，CRF蛋白表达显著下降，胃排空率也接近

空白对照组，在强迫游泳实验中的绝望表现也被纠

正，提示低频耳电针可能是通过调节CRF与 ICC，有
效改善糖尿病大鼠胃轻瘫症状及其继发的情绪障

碍，然而CRF与 ICC之间的更深层次联系还需进一

步探索。

目前研究认为，耳电针作为一种体表刺激，可

能通过刺激耳迷走神经分支来调节自主神经功能，

从而改善消化道症状与情绪障碍［8-9］。本研究中，耳

电针组选择的耳穴“胃”位于耳甲腔，是耳迷走神经

在耳廓的主要分布区域，而假耳针组选择的耳垂区

域耳迷走神经分布较少，这可能是耳电针可显著改

善糖尿病胃轻瘫共病抑郁，而假耳针组作用不显著

的原因，有待于进一步探讨。

综上所述，本研究结果证明低频耳电针可改善

糖尿病胃轻瘫大鼠的胃动力障碍和共病抑郁，其机

制可能与降低胃窦中CRF的表达和修复 ICC的数量

有关。本研究为耳电针治疗糖尿病胃轻瘫的机制

研究提供了部分依据，但仍需进一步的临床及实验

研究加以验证。
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