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·短篇论著·

针刺对慢性疲劳综合征大鼠认知功能及海马神经元的影响*

刘长征1 雷 波1 张 鹏1

慢性疲劳综合征（chronic fatigue syndrome，CFS）是以

严重疲劳为主要表现，伴睡眠障碍、短期记忆力减退、注意力

下降、头痛、关节痛等症状的一组症候群[1]。研究表明，CFS

患者认识功能障碍存在普遍性和典型性，其兼症中记忆力、

注意力下降最为突出[2—4]。认知功能的受损严重影响了患者

的学习、工作和生活[5]。既往研究表明，针刺对改善CFS患者

认知功能具有较好的疗效，但其机制研究甚少，已有的研究

见于观测脑组织中自由基代谢、神经递质代谢水平，或通过

磁共振影像、脑电位变化推测其机制[6—8]。海马神经元与认

知功能密切相关，但既往报道中未见从海马神经组织学角度

探讨针刺改善CFS认知功能作用机制的报道，故本研究通过

观察针刺对CFS大鼠认知功能及海马神经元的影响，为针刺

治疗CFS临床应用及机制研究打下基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性SD大鼠48只（由长沙天勤生物技术有限公司

提供，许可证号 SCXK2009-0013），清洁级，体质量 180—

220g。适应性喂养 7d后，采用随机数字表法将其分为 4组：

空白对照组、CFS 模型组、针刺组、阳性对照组，每组各 12

只。动物处置符合 2006年 9月中华人民共和国科技部颁发

的《关于善待实验动物的指导性意见》（国科发财字〔2006〕

398号）。

1.2 试剂及仪器

人参皂甙片，25mg/片，沈阳东昂制药有限公司生产；水

溶性伊红，Sigma 公司生产；苏木素，Sigma 公司生产；Leica

病理石蜡切片机 RM2016（德国 Leica 公司）；OLYMPUS 生

物显微镜（日本奥林巴斯株式会社）；电热恒温水浴锅 HH-

W420S（上海精科实业有限公司）。

1.3 造模方法

采用悬吊游泳法制备CFS大鼠模型。上午悬吊：距离大

鼠尾根部 3cm 处置一空心玻棒，穿线将大鼠悬吊在悬吊架

上，头部距地面约1m，第1天悬吊时间为1h，3d加量1次，即

悬吊时间分别为 1h、1.5h、2h、2.5h，连续悬吊 12d。下午游

泳：令大鼠在水温为(24±1)℃、水深 50cm的池中游泳，造模

开始前3天每天适应性游泳30min，后每天强制游泳2h，共计

12d。除空白对照组外，其余三组均采用上述方法制备CFS

大鼠模型。

1.4 干预方法

空白对照组和CFS模型组不予任何处理，针刺组和阳性

对照组于造模开始时给予相应处理。针刺组：选取百会、足

三里（双）、三阴交（双），腧穴定位参考李忠仁主编《实验针灸

学》，固定大鼠，针刺部位常规消毒，采用0.28×25mm的毫针

进行针刺，百会穴斜刺进针 3mm，足三里、三阴交垂直进针

3—5mm，施捻转补法，每穴每次行针 10s左右，120r/min，每

5min行针1次，留针20min，1次/d，共治疗12d。阳性对照组：

予人参皂甙水溶液灌胃（按总皂甙含量计，浓度为 5.83mg/

ml），每次3ml，每日1次，连续灌胃12d。

1.5 观察指标与检测方法

1.5.1 跳台实验：治疗结束前1d开始实验，实验分为两个阶

段：训练阶段和试验阶段。训练阶段先将大鼠放在跳台箱内

适应3min，然后通电，大鼠受到电击后通常会跳上平台躲避

电击。训练结束24h后进行测试，记录5min内大鼠第1次从

平台跳下的时间，即跳台潜伏期（step down latency，SDL），

以及 5min 内大鼠跳下平台的次数，即错误次数（error

times，ET)。若大鼠5min内未跳下平台，错误次数记录为0，

潜伏期记录为5min。

1.5.2 Morris迷宫实验：治疗结束前 6d开始实验，每天于针

刺治疗结束2h后进行训练。Morris水迷宫为一直径150cm、

高 50cm的圆桶，池内水深 30cm，平台直径 9cm，置于水面下

2cm处，水温 22℃，水中加入奶粉使其变成不透明乳白色隐

蔽平台。水池壁标记 4个入水点，将水池分为 4个象限。①
定位航行实验（place navigation test，PNT）：实验前 1d，让大

鼠在水池内自由游泳120s以熟悉环境，实验开始后每天进行

4次训练，依次从 4个象限入水点处面向池壁将大鼠放入池

中，记录大鼠爬上平台所用时间，即逃避潜伏期（escape la-
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tent period），如果大鼠在120s内未能爬上平台，则将其引导

至平台，并将逃避潜伏期记录为120s，2次训练之间休息60s，

共训练 5 天。②空间探索实验（spatial probe test，SPT）：定

位航行实验结束后，将平台撤除，从第Ⅲ象限入水点处将大

鼠放进水中，记录120s内大鼠穿越平台位置的次数以及在平

台象限逗留的时间。

1.5.3 海马神经元形态学变化：实验结束后将各组实验大鼠

脱颈椎处死，迅速取出脑组织，分离海马，置于10%的福尔马

林溶液中固定备测。石蜡包埋，切片，HE染色光镜下观察海

马神经元变化。

1.6 统计学分析

实验所得数据以均数±标准差表示，采用 SPSS 18.0软

件包进行统计学分析，组间比较采用方差分析，继以q检验，

以P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 针刺对大鼠跳台实验的影响

跳台实验结果显示，CFS模型组与空白对照组相比，大

鼠潜伏期缩短，错误次数增多；阳性对照组及针刺组大鼠潜

伏期均比CFS模型组长，错误次数比CFS模型组少，而针刺

组的潜伏期更长于阳性对照组。说明人参皂甙水溶液及针

刺均能延长 CFS 模型大鼠逃避潜伏期时长，减少其错误次

数，而针刺的效果更优于人参皂甙。见表1。

2.2 针刺对大鼠Morris 迷宫实验的影响

2.2.1 针刺对大鼠逃避潜伏期的影响：训练期间，随着训练

天数的增加，各组大鼠逃避潜伏期逐渐缩短。CFS模型组在

1—5d 逃避潜伏期均长于空白对照组（P<0.05），针刺组在

2—5d逃避潜伏期均短于模型组（P<0.05），与阳性对照组比

较，针刺组在 d3、4、5 天逃避潜伏期短于阳性对照组（P<

0.05）。见表2。

2.2.2 针刺对大鼠空间探索实验的影响：空间探索实验结

果显示，CFS模型组大鼠穿越平台象限的次数比空白对照组

少（P<0.05），平台象限的逗留时间比空白对照组短（P<

0.05）；针刺组及阳性对照组大鼠穿越平台象限的次数比模

型组多（P<0.05），平台象限的逗留时间比模型组长（P<

0.01），针刺组与阳性对照组相比平台象限的逗留时间也存

在差异（P<0.05）。见表3。

表1 针刺对大鼠跳台实验的影响 （x±s）

组别

空白对照组
CFS模型组

针刺组
阳性对照组

①与空白对照组比较P<0.05；②与CFS模型组比较P<0.05；③与针
刺组比较P<0.05。

动物数

12
12
12
12

潜伏期（s）

284.33±27.43
195.25±52.14①

260.42±39.82②

226.33±35.74③

错误次数（次）

0.5±0.67
1.67±0.98①

0.83±0.72②

1.25±0.62

表2 针刺对CFS大鼠逃避潜伏期的影响 （x±s，s）

组别

空白对照组
CFS模型组

针刺组
阳性对照组

①与空白对照组比较P<0.05；②与CFS模型组比较P<0.05；③与针刺组比较P<0.05

动物数

12
12
12
12

d1

36.91±7.65
63.99±22.97①

47.25±16.28
52.68±27.60

d2

29.09±8.08
52.38±22.75①

33.99±12.27②

43.02±16.89

d3

24.98±7.91
42.27±15.71①

23.21±7.69②

39.33±21.94③

d4

15.95±8.21
35.83±13.74①

18.04±8.10②

29.43±10.61③

d5

10.23±6.15
28.08±7.90①

14.10±8.54②

22.59±9.61③

2.3 针刺对大鼠海马神经元的影响

镜下观察显示：空白对照组大鼠海马回神经元排列整

齐，神经元呈圆形或椭圆形，轴突、树突清楚，核染色质均匀，

神经纤维清楚，彼此无缠结现象，神经元胞质尼氏体分布均

匀，核膜清晰，染色质呈颗粒状，核仁清晰；CFS模型组大鼠

海马神经元排列明显紊乱，细胞间隙明显增大，周围可见小

胶质细胞浸润，部分神经元坏死，出现红色神经细胞现象，大

部分神经元核结构不清晰，核仁不清，胞质浓缩深染，尼氏体

消失，神经纤维彼此缠结明显；阳性对照组大鼠海马神经元

排列较紊乱，神经元细胞核、核膜结构较模型组明显清楚，大

部分神经元胞浆颜色加深，神经纤维缠结现象存在；针刺组

大鼠海马神经元排列较整齐，神经元细胞核、核膜结构较模

型组明显清晰，部分神经元胞浆颜色加深，尼氏体存在，结构

稍模糊，神经纤维缠结现象明显减轻。见图1。

3 讨论

针灸具有良好的整体调节作用，对CFS具有显著疗效，

且无不良反应，在CFS的治疗中具有一定的优势[9]。“百会”、

“足三里”、“三阴交”均为针灸治疗CFS的常用穴位，研究显

示，“足三里+三阴交+百会”在针灸治疗CFS三穴配伍项中，

表3 针刺对大鼠空间探索实验的影响 （x±s）

组别

空白对照组
CFS模型组

针刺组
阳性对照组

①P<0.05，与空白对照组比较；②P<0.05，与CFS模型组比较；③P<
0.05，与针刺组比较。

动物数

12
12
12
12

穿越平台象限的
次数（次）
6.83±3.07

4.17±1.99①

6.42±2.07②

5.75±1.60②

平台象限的
逗留时间（s）
55.98±9.16

40.39±8.84①

50.92±9.20②

42.13±10.02③
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集中支持度和置信度均最高[10]。百会为督脉要穴，可安神益

智、开窍醒脑，足三里补益脾胃、益气养血，“三阴交”为足三

阴经交会穴，调补肝、脾、肾三经气血。三穴合用共奏补肝、

健脾、益肾之功，使 CFS 患者疲劳、健忘、失眠等诸症自

消[6，11]。

跳台实验、Morris水迷宫实验是较好的测试大脑空间学

习、记忆能力的工具[12]。本实验结果显示，CFS模型组大鼠

与空白对照组相比，跳台实验潜伏期缩短，错误次数增多，

Morris 迷宫实验逃避潜伏期延长，穿越平台象限的次数减

少，平台象限的逗留时间缩短，说明CFS模型组大鼠学习记

忆能力下降，认知功能受损；针刺组与CFS模型组相比，潜伏

期更长，错误次数减少，逃避潜伏期缩短，穿越平台象限的次

数增多，平台象限的逗留时间延长，且针刺组与阳性对照组

相比也存在差异，说明针刺能增强CFS大鼠学习记忆能力，

改善其认知功能受损，且针刺对改善CFS大鼠认知功能的作

用更优于人参皂甙。研究结果与既往研究基本一致[6]。

海马是目前公认的与认知功能有密切关系的重要脑区，

是学习记忆的解剖学基础，而海马发挥正常的学习记忆功能

依赖于其完整的组织结构。本研究中通过病理组织学对比

观察，发现CFS模型组神经元排列紊乱，明显变性，部分神经

元坏死，神经纤维彼此缠结，这些均为海马区神经组织受损

表现。针刺组和阳性对照组神经元排列明显好转，细胞胞质

浓缩，尼氏体虽结构不清，但神经纤维

缠结现象减轻。对比阳性对照组，针刺

组镜下改变尤为明显，这与跳台实验、

Morris 迷宫实验的结果相吻合。说明

针刺可能通过影响海马神经组织结构

起到改善CFS认知功能的作用。
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图1 针刺对慢性疲劳综合征大鼠海马神经元的影响 （HE染色）

空白对照组，×4 空白对照组，×10 空白对照组，×40

CSF模型组，×4 CSF模型组，×10 CSF模型组，×40

针刺治疗组，×4 针刺治疗组，×10 针刺治疗组，×40
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