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基于 ERK 通路电针大鼠内关穴
对糖尿病肢体缺血再灌注心肌损伤的研究∗
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［摘 要］ 目的：通过电针内关穴作为干预措施，观察糖尿病肢体缺血再灌注（ischemia-reperfusion，

IR）动物模型血清酶学和细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated kinase，ERK）通路蛋白的

表达，探讨其治疗机制。方法：将80只SD大鼠随机分为空白组、模型组、电针组及西药组。将除空白组以外

的其他3组分别制备糖尿病模型和肢体IR模型，并在肢体IR模型制备前后7天分别进行相应干预。取各阶

段大鼠血液及心脏组织，测定血清内肌酸激酶同工酶（creatine kinase-MB，CK-MB）、肌钙蛋白I（cardiac 

troponin I，cTnI）和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）值，以及心肌组织内蛋白激酶B（protein 

kinase B，Akt）、磷酸化蛋白激酶B（phosphorylated Akt，p-Akt）、细胞外信号调节激酶1/2（ERK1/2）、磷酸化

细胞外信号调节激酶1/2（phosphorylated ERK1/2，p-ERK1/2）的蛋白表达水平。结果：肢体IR造模后，相较

于空白组，其他3组血清内CK-MB、cTnI、LDH值均升高（P＜0.05）；相较于模型组，电针组和西药组血清内心

肌酶谱值显著降低（P＜0.05）。继续干预7天后，相较于模型组，电针组和西药组血清内cTnI、LDH值显著

降低（P＜0.05），但西药组血清内CK-MB值与模型组相比差异无统计学意义（P＞0.05）。肢体IR造模后，电针组

与西药组较模型组p-Akt/Akt、p-ERK/ERK比值均升高（P＜0.05）；电针组较空白组p-Akt/Akt比值升高（P＜0.05），

而西药组较空白组p-Akt/Akt比值降低（P＜0.05）。继续干预7天后，电针组较空白组和模型组p-Akt/Akt比

值升高（P＜0.05），p-ERK/ERK比值降低（P＜0.05）；西药组较空白组和模型组p-Akt/Akt、p-ERK/ERK比值均

降低（P＜0.05）。结论：电针内关穴可减轻糖尿病肢体IR所致的心肌组织损伤，其作用机制可能与上调Akt

和ERK信号通路的活性有关。
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AbstractAbstract Objective: To investigate the effects of electroacupuncture at the Neiguan acupoint (PC6) on 

serum enzyme levels and the expressions of extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway proteins in a rat 

model of diabetic limb ischemia-reperfusion (IR), and to discuss its therapeutic mechanism. Methods: A total of 80 

Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into four groups: blank group, model group, electroacupuncture 

(EA) group, and Western medicine group. Diabetes models and limb ischemia-reperfusion (IR) models were 

established in the three groups except the blank group. Corresponding interventions were administered for seven 

days before and after the establishment of the limb IR model. Blood samples and cardiac tissue were collected 

from each group at different stages. To measure serum levels of creatine kinase-MB (CK-MB), cardiac troponin I 

(cTnI), and lactate dehydrogenase (LDH), and to detect the protein expression levels of protein kinase B (Akt), 

phosphorylated Akt (p-Akt), extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), and phosphorylated ERK1/2 (p-

ERK1/2) in myocardial tissue. Results: After limb IR modeling, compared with the blank group, the serum levels 

of CK-MB, cTnI, and LDH were increased in the other three groups (P<0.05). Compared with the model group, 

the serum myocardial enzyme levels were significantly decreased in the EA group and the Western medicine group 

(P<0.05). After seven days of continued intervention, compared with the model group, the serum levels of cTnI 

and LDH were significantly decreased in the EA group and the Western medicine group (P<0.05). However, there 

was no statistically significant difference in serum CK-MB level between the Western medicine group and the 

model group (P>0.05). After limb IR modeling, the ratios of p-Akt/Akt and p-ERK/ERK were increased in both 

the EA group and the Western medicine group (P<0.05), compared with the blank group, the p-Akt/Akt ratio was 

increased in the EA group (P<0.05), while it was decreased in the Western medicine group compared with the 

blank group (P<0.05). After seven days of continued intervention, compared with both the blank group and the 
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model group, the EA group showed an increased p-Akt/Akt ratio (P<0.05) and a decreased p-ERK/ERK ratio 

(P<0.05). In contrast, the Western medicine group exhibited decreased ratios of both p-Akt/Akt and p-ERK/ERK 

compared with the blank group and the model group (P<0.05). Conclusion: Electroacupuncture at the Neiguan 
acupoint attenuates myocardial injury induced by diabetic limb IR, and its underlying mechanism may be 

associated with the upregulation of Akt and ERK signaling pathway activities.

KeywordsKeywords myocardial injury; ischemia-reperfusion; electroacupuncture; ERK signaling pathway

气压止血带在糖尿病患者下肢手术中应用广

泛 ，但使用过程中易引发肢体缺血再灌注

（ischemia reperfusion，IR）损伤，不仅会造成缺

血肢体本身的损伤，还可能继发其他远隔组织器

官的病理改变［1］。研究表明，电针预处理对IR心

肌损伤具有保护作用［2］，其中电针内关穴可抑制

心肌细胞内钙超载，并提高内源性氧自由基清除

系 统 酶 的 活 性［3-5］。 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK）

信号通路与心肌细胞损伤密切相关，而电针本身

也具有抗心肌细胞凋亡的保护效应［6-7］。但电针

对于肢体IR损伤所致糖尿病大鼠心肌损伤的保

护作用，是否通过调节ERK信号通路实现，仍需进

一步深入研究。本研究以糖尿病肢体IR动物模

型为研究对象，采用电针内关穴作为干预手段，通

过检测血清酶学指标及ERK通路相关蛋白的表

达，探讨ERK通路在电针内关穴改善糖尿病大鼠

肢体IR心肌损伤中的作用机制，旨在为中医药防

治围术期糖尿病肢体IR心肌损伤提供新思路与

新方法。

1 材料与方法

1.1　实验动物、分组及干预方法　SPF级健康成

年雄性SD大鼠80只，体质量为（200±20）g，购自

甘肃中医药大学实验动物中心，实验动物许可证

号：SCXK（甘）2020-0009，饲养于甘肃中医药大学

实验动物中心。饲养环境安静，氨浓度≤14 mg/m3，

室内温度 18～29 ℃，日温差≤3 ℃，相对湿度

40%～70%。大鼠分笼饲养，每笼5只，饲料为无菌

标准颗粒饲料，每日饲喂1次，自由饮水，垫料每

日更换。将所有大鼠编号后，按照随机数字表法

分为4组，每组20只，分别为空白组、模型组、电针

组和西药组，分组后每组再分为2个亚组。空白

组不进行造模处理，在肢体IR造模前7天与造模

后7天予以生理盐水2 mL/kg尾静脉注射，每日1

次；模型组制备双模型（糖尿病及肢体IR），并在

肢体IR造模前 7天与造模后7天予以生理盐水

2 mL/kg尾静脉注射，每日1次；电针组制备双模型，

并在肢体IR造模前7天与造模后7天予以电针刺

激，每日1次；西药组制备双模型，并在肢体IR造模

前7天及造模后7天予以乌司他丁12 000 IU/kg

尾静脉注射，每日1次。本研究方案经甘肃中医

药大学动物实验伦理委员会审查（2020-294），符

合实验动物伦理要求。

1.2　主要试剂与仪器　链脲佐菌素（streptozocin，

STZ，美国Sigma公司，批号：222Y021）；柠檬酸钠

（天津市兴复科技发展有限公司，批号：2017年10

月10日）；柠檬酸三钠（天津市大茂化学试剂厂，

批号：20161101）；注射用乌司他丁（广东天普生化

医药股份有限公司，批号：032004093）；参附注射

液（雅安三九药业有限公司，批号：200501-1）；抗

ERK1/2 抗 体（ 美 国 Immunoway 公 司 ，批 号 ：

YM3677）；抗p-ERK1/2抗体（美国Immunoway公司，

批号：YP1055）；抗Akt抗体（美国Immunoway公司，

批号：YT0185）；抗p-Akt抗体（美国Immunoway公

司，批号：YP006）。GA-3型血糖仪及配套试纸（三

诺生物传感股份有限公司）；32号毫针（华佗牌）；

SDZ-Ⅴ型电针治疗仪（苏州医疗用品厂有限公司）；

特制气囊止血带。

1.3　糖尿病模型制备　实验前，检测所有大鼠血

糖水平，血糖值在3.0～5.0 mmol/L范围内则视为

血糖水平正常，可进行后续造模实验。于大鼠颈动脉

采血，测定血清肌酸激酶同工酶（creatine kinase-

MB，CK-MB）、肌钙蛋白 I（cardiac troponin I，

cTnI）和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，

LDH）的基线值。大鼠先给予高糖高脂饲料喂养4

周，随后禁食（不禁水）12 h。配制柠檬酸-柠檬酸

钠缓冲液（0.1 mol/L，pH 4.2～4.5）。于注射前，

将STZ溶于上述预冷的柠檬酸缓冲液中，配制成

浓度为0.35%的STZ溶液。该溶液需避光并于冰

盒中保存，且须在30 min内完成注射。根据大鼠

空腹体质量，按35 mg/kg的剂量腹腔注射STZ溶

液。空白组大鼠以相同方式腹腔注射等体积柠檬

酸缓冲液。注射STZ后，密切观察动物的精神状态、

活动及摄食饮水等一般情况。于注射后第5天，采

用剪尾法采集外周血，测定大鼠空腹血糖（fasting 

blood glucose，FBG）值。FBG≥11.1 mmol/L则判

定为糖尿病模型造模成功。造模成功后，再次剪

尾采血，测定血清CK-MB、cTnI、LDH值。

1.4　肢体IR模型制备　对各组大鼠进行相应干

预1周后，制备肢体IR损伤模型。将大鼠称重后，
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用2%戊巴比妥钠（40～50 mg/kg）腹腔注射麻醉，

仰卧固定，双后肢脱毛。用自制气囊止血带压迫

大鼠双后肢股动脉，充气压力为40 kPa，使其缺

血2 h，然后撤去止血带，再灌注4 h。空白组大

鼠麻醉、脱毛、固定并安置止血带，但不加压。在

灌注结束后，采血测定血清CK-MB、cTnI、LDH值，

确认造模成功。每组各处死10只大鼠，取心脏组

织，用预冷的磷酸盐缓冲液（phosphate buff‐

ered saline，PBS）漂洗，吸干水分后，用锡纸或冻

存管包装，于-80 ℃冰箱保存备用。其余大鼠继

续按原方案干预1周后，采血并处死，取心脏组织

同法保存。

1.5　电针干预方法　参照中国针灸学会实验针

灸分会制定的《常用实验动物穴位图谱》及相关研

究［8］，“内关穴”位于大鼠前肢内侧，距腕关节约3 mm

的尺桡骨缝间。将大鼠仰卧位固定于铁质网格上。

使用华佗牌一次性无菌针灸针（0.2 mm×25 mm）

直刺内关穴，进针约1 mm，捻转后连接电针治疗

仪，左右各接一电极，设置连续波，频率为2 Hz，

电流强度为 1 mA，持续通电 20 min，每日 1次。

1.6　检测指标

1.6.1　血清CK-MB、cTnI、LDH含量　分别于大鼠

饲养开始时、糖尿病造模前、造模成功后、干预1

周后、肢体IR造模后、继续干预1周后采血。反

复采血采用剪尾法，末次采血采用腹主动脉采

血法。每次采血≥1 mL，室温静置 10～20 min，

4 ℃，离心半径15 cm，3500 r/min离心15 min，

收集上清液，-20 ℃保存待测。采用酶联免疫吸

附测定（enzyme-linked immunosorbnent assay，

ELISA）法测定血清CK-MB、cTnI、LDH含量，严格按

照ELISA试剂盒说明书操作。

1.6.2　心肌组织Akt、p-Akt、ERK1/2和p-ERK1/2表达

水平　取再灌注后和继续干预1周后的心肌组织，

匀浆后提取总蛋白。用蛋白微量测定仪采用蛋白

免疫印迹法（western blot，WB）测定蛋白浓度。

取120 μL蛋白样本与30 μL上样缓冲液混合，煮

沸变性。以10% SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，转

至PVDF膜上。用5%脱脂牛奶室温封闭1.5 h，然

后与相应一抗（Akt、p-Akt、ERK1/2、p-ERK1/2）

4 ℃孵育过夜。TBST洗膜后，与相应二抗室温孵

育1 h，再次洗膜后，用化学发光仪曝光，并使用

Image J软件分析WB条带灰度值，利用GraphPad 

Prism 8.0软件进行作图，计算 p-Akt/Akt及 p-

ERK/ERK的比值。

1.7　统计学方法　采用SPSS 21.0统计软件分

析数据，计量资料以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单

因素方差分析，若符合正态分布且方差齐，进一步

两两比较采用LSD法；若不满足条件则采用非参

数检验，组间两两比较采用 Mann-Whitney U 检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果 

2.1　大鼠血清CK-MB含量　ELISA结果显示，预干

预后（糖尿病造模成功后），模型组、电针组和西药

组血清CK-MB含量均高于空白组（P＜0.05）；电针

组血清CK-MB含量低于模型组（P＜0.05）。肢体

IR造模后，电针组和西药组血清CK-MB含量均低于

模型组（P＜0.05），但两组间差异无统计学意义

（P＞0.05）。继续干预7天后，模型组、电针组和

西药组血清CK-MB含量仍高于空白组（P＜0.05）；

电针组血清CK-MB含量低于模型组（P＜0.05）。各

组血清CK-MB含量均有所降低，但未恢复至正常

水平。见图1。

2.2　大鼠血清cTnI含量　ELISA结果显示，糖尿

病造模后及预干预后，模型组、电针组和西药组

血清 cTnI 含量均高于空白组（P＜0.05）。肢体

IR造模后，电针组和西药组血清cTnI含量均低于

模型组（P＜0.05），且电针组低于西药组（P＜0.05）。

继续干预7天后，模型组血清cTnI含量仍高于空

白组（P＜0.05）；电针组和西药组血清cTnI含量

与空白组比较差异无统计学意义（P＞0.05），且两

组间比较也无统计学差异（P＞0.05）。见图2。
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图1　各组大鼠不同时间点血清CK-MB含量比较
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图2　各组大鼠不同时间点血清cTnI含量比较
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2.3　大鼠血清LDH含量　ELISA结果显示，糖尿

病造模后，模型组、电针组和西药组血清LDH含量

均高于空白组（P＜0.05）。预干预后，电针组和西

药组血清LDH含量均低于模型组（P＜0.05），且两

组间比较无统计学差异（P＞0.05）。肢体IR造模

后，电针组和西药组血清LDH含量均低于模型组

（P＜0.05），且两组间比较无统计学差异（P＞0.05）。

见图3。

2.4　大鼠心肌组织p-Akt/Akt比值　WB结果显示，

肢体IR造模后，电针组心肌组织p-Akt/Akt比值

高于空白组和模型组（P＜0.05）；西药组 p-Akt/

Akt比值低于空白组（P＜0.05），但高于模型组

（P＜0.05）。继续干预7天后，电针组p-Akt/Akt

比值仍高于空白组和模型组（P＜0.05）；西药组p-

Akt/Akt比值则低于空白组和模型组（P＜0.05）。

见图4—5。

2.5　大鼠心肌组织p-ERK/ERK比值　WB结果显示，

肢体IR造模后，电针组和西药组心肌组织 p-ERK/

ERK比值均高于模型组（P＜0.05），但与空白组比

较差异无统计学意义（P＞0.05）。继续干预7天

后，电针组和西药组心肌组织p-ERK/ERK比值均

低于空白组和模型组（P＜0.05）。见图6—7。

3 讨论 

据《2025年IDF全球糖尿病概览》（第九版）统

计，全球糖尿病患者约达4.63亿［9］。糖尿病患者

术中应用气压止血带时，极易引发骨骼肌IR损

伤；而骨骼肌细胞缺血后恢复血流，可导致心肌线

粒体膜损伤，使胞浆内容物释放入血，进而引起血

液成分及性状的显著异常［10-13］。糖尿病加重心肌

IR损伤是胰岛素抵抗基础上糖脂能量代谢紊乱、

氧化应激增强、全身炎性反应及离子通道功能障

碍等共同作用的结果［14-15］。本研究结果发现，糖

尿病造模后，造模组的三项心肌酶谱指标已出现

不同程度升高，这表明糖尿病本身即可造成心肌

损伤。由于心脏是下肢血液回流的首个靶器官，

缺血期产生的毒性代谢产物及再灌注期形成的大

量炎性介质会随血流抵达心脏，可进一步引发损

伤。目前，预处理手段（如药物或电针预适应）可

用于防治心脏IR损伤。药物干预包括自由基清

除剂乌司他丁、中药参附注射液等［16-18］，预处理手

段也包括电针等［19］。与药物治疗糖尿病相比，电

针无相关副作用，在临床应用中具有一定优势。

研究显示，电针双侧内关穴对IR心肌损伤具有保

护作用［20］，可降低血清CK-MB、cTnI和LDH水平［21］，

减轻自由基损伤及心肌细胞线粒体的病理改

变［22］。研究发现，糖尿病大鼠可通过上调心肌组

织p-ERK1/2和p-Akt蛋白表达，发挥抗心肌凋亡、

保护心肌的作用［23-24］。电针干预心肌肥厚大鼠

时，也可通过调节ERK信号通路实现心肌保护［25］。

本研究结果显示，肢体IR造模后，血清CK-MB、cTnI

和 LDH水平显著升高，提示模型构建成功。经预

处理的电针组与西药组，造模后上述指标均显著

低于模型组，表明两种干预方式均具有心肌保护

作用。同时，肢体IR造模后，模型组的p-Akt/Akt

及 p-ERK/ERK比值较空白组显著降低，而电针组
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图3　各组大鼠不同时间点血清LDH含量比较

图4　心肌组织Akt、p-Akt蛋白表达条带

图5　各组大鼠心肌组织p-Akt/Akt比值比较

图6　心肌组织ERK1/2、p-ERK1/2蛋白表达条带

图7　各组大鼠心肌组织p-ERK/ERK比值比较
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与西药组的该比值较模型组显著升高，提示肢体

IR损伤可下调心肌p-Akt和 p-ERK的蛋白表达，

而电针预干预能增加其表达，从而减少心肌细胞

凋亡。继续干预7天后，模型组的p-Akt与p-ERK

蛋白表达上调（提示进入修复状态），此时电针组

的p-Akt与 p-ERK蛋白表达已下降（可能趋于稳

定），西药组则呈现不同的变化趋势。这表明电针

预干预可能通过早期上调Akt和ERK信号通路活

性，减轻心肌损伤程度，改善预后。

综上所述，电针内关穴可能通过上调Akt和

ERK信号通路发挥心肌保护作用，其上游机制或

与Ras通路激活相关。本研究通过观察电针糖尿

病大鼠内关穴对肢体IR所致心肌损伤后血清CK-

MB、cTnI、LDH水平及心肌组织p-Akt、Akt、p-ERK、

ERK蛋白表达的影响，证实糖尿病本身可导致心

肌损伤；电针糖尿病大鼠内关穴能够降低血清心

肌酶谱水平，减轻肢体IR后的心肌损伤，其机制

可能与上调Akt和ERK信号通路活性有关。本研

究为临床应用电针改善糖尿病患者肢体IR后的

心肌损伤提供了实验依据。
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