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通讯作者!赵静洁
F 3*(:

!

8%>==%<=%G$H8=%7 6/3

&/--5I0/)A()B *2.'/-

!

JKL, +()B D(5 F 3*(:

!

8%>==%<=%G$H8=%7 6/3

小针刀通过足三里对肌痛共病抑郁大鼠行为学

及海马 ;MNO%和 PM?#!表达的影响

王永志 #

!王安娜 #

!高雪松 !

!杜仪 #

!李丽 %

!赵静洁 #

%

#7

首都医科大学附属北京友谊医院中医科'北京
#QQQRQ

$

!7

北京市隆福医院康复医学科北苑院区'北京
8QQQ8Q

$

%7

首都医科大学附属北京友谊医院国际医学部'北京
8QQQRQ

&

!摘要" 目的!观察小针刀刺激足三里穴对肌痛共病抑郁大鼠行为学及海马区
;/A

样受体蛋白
%

"

;/A :(S5-5650T

./- 0-/.5()

#

;MNO%

$和白介素
8!

%

().5-:52S()?8!

&

PM?8!

$表达的影响' 方法!采用急性利血平腹腔注射法制备肌痛共病

抑郁大鼠动物模型&将
!>

只
E4

雄性大鼠随机分为正常组(模型组(小针刀组和阿米替林组&每组
=

只&分别给予对应

处理'检测各组大鼠
,05) U(5:A

行为学以及机械痛敏程度&智能热板仪检测各组大鼠热缩足阈值&应用
V5I.5-) W:/..()B

免疫印迹法检测大鼠海马
;MNO%

和
PM?8!

表达量' 结果!与模型组比较&小针刀组大鼠足底机械痛阈明显改善"

!X

Q7Q8

$)与阿米替林组比较&针刀刺激足三里可显著提高大鼠热缩足阈值"

!XQ7QR

$' 在
,05) U(5:A

行为学大鼠水平运动

距离及穿格次数比较中&小针刀组大鼠旷场水平运动总距离明显增加"

!XQ7QR

$)与模型组比较&大鼠穿格次数有增多

趋势&但差异无统计学意义"

!YQ7QR

$' 模型组大鼠海马体
;MNO%

和
PM?8!

表达均明显升高"

!XQ7QR

$&小针刀组
PM?8!

表达明显降低"

!XQ7QR

$)针刺足三里可抑制大鼠海马
;MNO%

的表达&但与模型组比较&差异无统计学意义"

!YQ7QR

$'

结论!小针刀可以改善利血平导致的肌痛共病抑郁大鼠的病理状态&其作用机制可能与抑制中枢海马内
;MNO%

炎性

小体和
PM?8!

的表达有关'

!关键词" 小针刀) 足三里) 肌痛) 抑郁

中图分类号!
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'
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&

7
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·基础研究·

88R8

" "



!"#$ !"#$% #!&' %!(' #!) &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

4567!"8$

!

9/:7%!

!

;/78!

长期以来!以肌筋膜疼痛综合征"

3</=*>6(*: 0*()

><)?-/35

!

@AB

#和纤维肌痛综合征"

=(C-/3<*:D(* ><)E

?-/35

!

F@B

$ 为代表的肌筋膜疼痛类疾病缺乏组织

形态学和生理学改变的确凿证据! 实验室检查目前

尚无特异性指标! 其特征性疼痛或表现为弥漫性全

身疼痛!或是软组织多个解剖位点的肌僵直和触痛!

同时可能伴有抑郁%焦虑%失眠%肠易激惹综合征%自

主神经功能紊乱等多种情志失调症状或者疾病&

@AB

和
F@B

虽然没有明确的实验室病理过程!但患

者多变的临床症状和动物实验结果依然让本病的研

究充满了复杂性& 骨肌筋膜疾病隶属中医'痹症(范

畴!伴随针刀疗效观察%中医针刺%运动医学的研究!

肌筋膜疼痛类疾病的机制研究逐渐得到学者们的重

视&与传统针灸相比!针刀医学吸收和发挥了现代解

剖学%骨伤生物力学%病理学以及无菌理论和麻醉术

的优点!其优势病种相对集中!主要为肌肉骨骼和结

缔组织疾病)

#

*

& 然而!文献研究显示!有关针刀的报

道中临床观察比例非常高!基础研究不到
GH

!针刀

医学的科研基础数据亟需提升与积累)

!

*

& 新近研究

表明! 炎性细胞因子在骨骼肌筋膜类疾病的发病机

制中起重要作用)

%

*

& 劳损%缺血%缺氧等局部或外周

刺激诱发机体炎性因子升高! 并激活相关中枢炎性

物质!导致外周神经通路障碍发展为痛性肌病!又可

引发心理情绪障碍)

G

*

& 其中!神经中枢内
;/?

样受体

蛋白
%

"

;/?I:(J5 -5650./- 0-/.5() %

!

;KLA%

$炎性小体

被动激活可能是启动外周固有免疫系统参与
@AB

或者
F@B

发病的关键因素)

M

*

& 本实验采用利血平致

肌痛共病抑郁大鼠模型! 观察小针刀刺激足三里穴

对模型大鼠自主行为%疼痛行为!以及海马
;KLA%

炎性小体和白介素
8!

"

().5-:52J()N8!

!

OKN8!

$表达

的影响! 探讨小针刀针刺治疗肌筋膜疼痛类疾病的

中枢神经机制&

!

材料与方法

!" !

实验动物

健康雄性
B4

大鼠!体质量
8P"Q!!R D

!购买于北

京维通利华实验动物技术有限公司"实验动物许可

证编号 +

B&ST

"京 $

!R8GNRRRG

!使用许可证编号 +

BUST

"京$

!R8!NRR!%

$!于北京友谊医院实验动物中

心饲养& 正常昼夜节律!所有实验在昼间进行& 本实

验所涉及的实验动物方案均按照首都医科大学动物

实验基本原则进行! 并得到了首都医科大学附属北

京友谊医院实验动物管理委员会的许可 "伦理审查

批号+

8GN8R8R

$&

!" #

主要试剂及仪器

利血平注射液! 购自广东邦民制药厂有限公司

"批号+

VGGR!#P$!

$,智能热板仪!购自北京众实迪

创科技发展有限责任公司-型号
UKBNWX

$,

9/)F-5<

针刺痛觉测试套件"型号
Y5>.'5>(/

!中国香港$,自动

多功能酶标仪"

X(/15JNZK[PRR

!美国$,

5!W$M

高效

液相色谱仪!及
!GWM

电化学检测器"

\*.5->

公司!美

国$,

Y]!PM

电子分析天平! 购自瑞士
@5..:5- 1/:5?/

公司,

ZKOBY

试剂盒!购自上海
Z:(>*

生物技术公司&

!" $

动物模型制备

参考国际比较认可的骨肌系统疼痛共病抑郁的

造模方法)

WNP

*

!每日给予腹腔注射利血平
# 3D ^ JD

!连

续注射
% ?

!制备肌痛大鼠模型& 正常组不接受造模

刺激!群养!自由摄食饮水&

!" %

分组及各组处理方法

B4

大鼠按照随机数字表法分为
G

组+ 正常组!

模型组!小针刀组!阿米替林组!每组
W

只& 模型组%

小针刀组% 阿米替林组大鼠每日给予腹腔注射利血

平
# 3D ^ JD

!连续注射
% ?

,正常组动物每日给予同体

积蒸馏水&小针刀组每日
#

次针刀刺激干预!于接受

注射前
# '

进行!参考.实验针灸学/选取大鼠双侧

足三里穴 -胫骨结节旁开
#Q! 33

!腓骨小头下

M 33

#!使用直径
#7RR 33

一次性无菌小针刀!平刺

或斜刺进针!深度
!Q% 33

!以中等刺激切割
%QM

次

为度& 阿米替林组于造模前
# '

予
#R 3D ^ JD

盐酸阿

米替林灌胃给药&

!" &

观察项目与方法

!" &" !

旷场实验-

/05)N=(5:? .5>.

!

,F1

# 在末次给

药结束
% '

后首先进行测试! 结合实验条件适度改

动!制备大鼠旷场反应箱-

P$ 63_P$ 63`GR 63

#!内

壁涂黑& 选取安静%暗室环境!采用
B@YL1%7R

动物

行为学视频采集与分析系统-

A*):*C

!

B0*()

#跟踪活

动状况&将大鼠放入反应箱中央!记录动物在旷场内

W 3()

的行为学表现!系统自动计算水平运动距离及

穿格数&

!

只动物之间用
aMb

乙醇擦拭底部及四壁!

后使用清水擦拭!消除乙醇气味!防止'前任者效应(&

!" &" #

机械痛测定 各组大鼠造模第
8

%

%

天给药

结束
M '

后! 采用
9/) F-5<

丝测量右后足机械痛敏

感度&方法+将大鼠分别放置于金属筛网上的有机玻

璃箱里-

!" 63`!" 63`8M 63

#!安静
8M 3()

!用不同

力量-

8

%

!

%

G

%

W

%

P

%

8"

%

8M D

#的
9/) F-5<

丝!垂直刺其

右后足底中部皮肤! 施加压力至纤维丝轻微弯曲并

持续
WQP >

! 若大鼠出现缩足或逃逸行为则阳性反

.'5 ()'(C(.(/) /= ;KLA% ()=:*33*>/35 *)? OKN8! 5[0-5>>(/) () 65).-*: '(00/6*302>7

'()*+,-. B3*:: )55?:5 J)(=5

,

c2>*):(

,

@<*:D(*

,

450-5>>(/)

88M!
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表
!

各组大鼠机械痛阈和热痛阈比较!!

!

!"

"

"#$%! &'()#*+,'- '. (/01#-+0#2 )#+- 31*/,1'24 #-4

31/*(#2 )#+- 31*/,1'24 #('-5 6 5*'7),

!!

!

!"

"

注#与正常组比较$

*

#<"7"=

%与模型组比较$

>

$<?7"=

%与阿米替林组比

较$

6

$<"7"=

& 下同

;/.5

#

&/30*-5@ A(.' .'5 6/).-/: B-/20

$

*

$<"7"=

%

6/30*-5@ A(.' .'5 3/@5:

B-/20

$

>

$<"7"=

%

6/30*-5@ A(.' .'5 *3(.-(0.C:()5 B-/20

$

6

$<"7"=7 D/::/AE

.'5 E*35

表
8

各组大鼠
9:"

水平运动距离及穿格次数比较 !!

!

%"

"

"#$%8 &'()#*+,'- '. 31/ 4+,3#-0/ '. 9:" 1'*+;'-3#2

('</(/-3 #-4 31/ -7($/* '. 0*',,+-5, #('-5 6 5*'7),

!!

!

!"

"

组别 鼠数!只" 机械痛阈!

B

" 热痛阈!

E

"

正常组
F 8!7FGH%IJ% JK$GH%7L%

模型组
F %78GH878G

*

M7F$H!7"!

*

小针刀组
F G7="H!7$=

*>

J7"!H87%J

>6

阿米替林组
F F7FGH!7JJ

*>

=7%%H87="

*

&

值
8878$! =7JJF

$

值
"7""8 "7""=

组别 鼠数!只"

旷场实验

距离!

63

" 穿格!次"

正常组
F ! 8G$78$H=!F7JG JM7%%H%$7==

模型组
F %MG7M!H8="78%

*

%M7%FHM7=M

*

小针刀组
F $GF7$!H$F7"J

*>

%J7$%HM7$M

*

阿米替林组
F GJF7FFH8=F7FG

*>

=G7!MH8!7J%

*>

&

值
MM7""$ =7$GJ

$

值
"7""8 "7""M

应$表示有机械痛敏&当该力度的纤维丝刺激不能引

起阳性反应时$则给予相邻大
8

级力度的纤维刺激$

如在
F E

前出现阳性反应$则给予相邻小
8

级力度的

刺激$如此连续进行$不同刺激间隔
%" E

&

! B

刺激强

度开始$依次向最大刺激强度过渡& 若刺激力度
N8= B

或
<8 B

$阈值记为
8= B

或
8 B

$以
=

次刺激引起大鼠

%

次阳性反应的最小刺激作为机械痛阈值& 采用标

准文献
20O@/A)

方法$计算
="P

热痛敏感缩足率&

!% =% >

热缩足阈值测定 采用智能热板仪检测各

组大鼠造模后热痛阈$于造模第
#

'

%

天给药结束
G '

后进行& 定义热刺激开始到大鼠缩足反射发生的时

间间隔为潜伏期$为疼痛阈值高低的指标& 方法#环

境温度保持!

!=K?H#?K?

"

Q

$打开热板仪$将温度设

定到!

=!KLHLK!

"

Q

$待热板仪温度到达$大鼠安静后

!停止梳理毛发和探索性活动$约
8L 3()

"进行实验&

拿掉热板仪上的有机玻璃罩$ 一手捉鼠一手将其右

后足贴于热板$ 当感觉大鼠有明显的后抽逃避动作

时$锁定时间$抬腿回避的时间即为大鼠的热痛阈$

实验中如大鼠
FL E

无反应$立即将其足离开热板$避

免烫伤$痛阈以
FL E

计算$取
%

次结果的平均值为测

定结果&

!% =% 6 R5E.5-) >:/..()B

免疫印迹法检测海马
;ST

UV%

及
WSX8!

表达量 完成行为学实验后$ 大鼠快

速断头处死$冰上迅速取海马组织$液氮冻存& 组织

样品冰上裂解
%L 3()

进行蛋白提取& 配制
8LP

'

8=P

的分离胶$

=P

浓缩胶$上样'电泳'转膜& 转移结

束后将
V94D

膜浸泡于
R5E.5-) >:/..()B

封闭液中$

摇床中轻摇
8 '

& 用
8PYZ[ \ =P 3(:]

稀释一抗& 封

闭结束后$将
V94D

膜置于杂交袋中$加入配制好的

一抗 $封膜
M Q

孵育过夜 &

1YZ1

洗膜
%

次 $每次

= 3()

& 用
R5E.5-) >:/..()B

封闭液稀释二抗$羊抗兔
X

^UV

或羊抗小鼠
X^UV #

#

=???

稀释 $室温轻摇

=? 3()

&

1YZ1

洗膜
=

次$每次
= 3()

& 最后进行
_&S

反应'胶片曝光$把
V94D

膜浸泡于
_&S

显色液中

# 3()

$暗室中曝光'显影并定影&

!% ?

统计学处理

采用
ZVZZ !?K?

软件进行统计分析$定量资料以

均数
`

标准差!!

!

%"

"表示$多个样本比较$数据符合正

态分布且方差齐用单因素方差分析$ 各组间两两比

较采用
SZ4X'

法检验% 不符合正态分布或方差不齐

时用非参数的秩和检验& 检验水准
"aLKL=

$ 以
$<

LKL=

为差异有统计学意义&

8

结果

8% !

各组大鼠机械痛'热痛行为改变比较

正常组大鼠足底对
9/) D-5C

丝的机械刺激最不

敏感$大鼠给予利血平后$各组大鼠足底机械敏感度

急剧改变$ 模型组大鼠机械痛阈最低% 与模型组比

较$ 小针刀和阿米替林组大鼠足底机械痛阈明显改

善!表
8

"& 正常组大鼠热缩足阈值最高$与正常组比

较$ 利血平致肌痛共病抑郁模型大鼠的热缩足阈值

明显降低!

$<LKL=

"%阿米替林组热痛阈与模型组比

较差异无统计学意义% 小针刀组热痛阈较模型组和

阿米替林组升高$ 故针刀治疗可缓解利血平导致的

热痛觉敏感度!表
8

"&

8% 8

各组大鼠
,D1

结果比较

结果见表
!

& 正常组大鼠水平运动距离及穿格

次数均较高$ 模型组大鼠旷场实验表现出明显降低

的自主与探究行为%与模型组比较$阿米替林与针刀

治疗可明显改善大鼠旷场活动总距离表现% 阿米替

林组多于模型组$但针刀组穿格次数与模型组比较$

差异无统计学意义&

88=%

" "
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图
! <5=.5-) >:/..()?

检测海马
;@AB%

和
C@D8!

蛋白的表达!

&.-:

"

正常组#

EF

"模型组#

G4

"小针刀组#

HE1@

"阿米替林组

"#$%! <5=.5-) >:/..()? *)*:I=(= /J ;@AB% *)K C@D8! 0-/.5() 5L0-5==(/)

() '(00/6*302=7 &.-:

"

&/).-/: ?-/20

#

EF

"

E/K5: ?-/20

#

G4

"

;55K:5

M)(J5 ?-/20

#

HE1@

"

H3(.-(0.I:()5 ?-/20

表
&

各组大鼠海马
'()*&

和
+(,!!

表达比较$!

!

!"

%

N

&

-./%& 0123.4#516 17 '()*& .68 +(,!! 9:34955#16 #6

;#331<.23=5 17 9.<; $41=3

'!

!

!"

%

N

&

组别 鼠数'只&

;@AB% C@D8!

正常组
O 8P" 8""

模型组
O QRS7Q"T#!$7UQ

*

%OQ7QPTQ%7Q%

*

小针刀组
O Q##7QPT#$Q7%Q

*

!R%7!PT$%7$P

*>

阿米替林组
O !R#7!PT OQ7US

*>

#$!7!PTRQ7!%

*>

#

值
$7P%P #S7P%%

$

值
P7PP# P7PP#

>% &

各组大鼠海马
;@AB%

和
C@D#!

表达比较

正常组大鼠海马体
;@AB%

和
C@D#!

表达均较

低%而模型组表达明显升高'表
%

&#阿米替林组与小

针刀组较模型组
C@D#!

表达降低'表
%

&#与模型组

比较% 阿米替林组
;@AB%

表达下降% 但针刀组
;@

AB%

表达与模型组比较差异无统计学意义'表
%

%图
#

&!

&

讨论

&% !

足三里与机体免疫镇痛的关系

EBV

和
WEV

的发病除了疼痛外常常伴有情绪

不佳(焦虑或者抑郁状态) 一般认为%除了生物力学

原因以外%

EBV

和
WEV

病因可能与失眠(情绪障碍(

神经递质异常以及免疫代谢紊乱等有关* 针刀疗法

是国内中医骨伤科治疗
EBV

和
WEV

的有效方法%是

在传统中医基础理论指导下% 以及在古代九针中的

针+锋针等长期实践经验上%借鉴外科软组织松解手

术方法而创建的中医新疗法! 针刀医学以经络理论

为根基%强调从经络刺激传递至中枢系统%中枢系统

再反馈到相应的内脏系统(组织(器官%产生相应的

整体性调节作用!经络理论认为人的身体是由内在(

外在器官组成的动态有机整体% 两者通过经络相互

连接%而气的运行则依靠经络的通畅与否!健康情况

下%人体处于平衡状态%人之正气运行通畅%给予器

官结构和组织功能提供必需的重要能量! 足三里作

为穴位之一%是经络上特殊的点%可供气进入(传出(

交汇和聚积#足三里穴亦是足阳明胃经合穴%能调畅

脾胃肠气机%可有效调治虚劳(疼痛(肝郁以及乏力

等病症,

$

-

* 现代医学研究表明%针刺足三里穴可以显

著提高机体免疫力,

8"

-

* 其作用机制可能与中枢以及

外周迷走神经调制有关,

88

-

*针刺止痛%同时也与中枢

内神经递质的改变密切相关,

8!

-

*

;@AB%

炎性体分子量约为
U"" MK*

%是一种由细

胞浆内天然免疫识别受体参与组装的多蛋白复合

物%为目前炎症体中最明确的模式识别受体%可被感

染(活性氧(创伤应激代谢产物(胞内病原微生物(

H1B

等多种外源或内源性因素激活,

8%

-

*

;@AB%

同时

是半胱天冬酶
D8

'

6*=0*=5D8

&活化所必需的反应平

台%可剪切与成熟
C@D8!

等促炎细胞因子%参与天然

免疫系统的激活并对炎症反应的发生发展与转归至

关重要* 除了炎症反应%

;@AB%

炎性小体在抑郁症

的发病机制中同样起到重要作用% 是疼痛抑郁共病

的关键因素之一,

8Q

-

*目前%国内已经开始出现针刺不

同穴位改善
;@AB%

炎性小体免疫机制的临床与基

础研究%

EBV

和
WEV

的
;@AB%

调节及其相关免疫

治疗鲜有报道*

&% >

小针刀通过刺激足三里抑制海马中枢炎症因

子表达并缓解疼痛抑郁共病

目前% 很多研究显示刺激触发点局部组织可以

通过中枢途径调节疾病发展与转归的状态% 针刀疗

法如何通过中枢影响外周的作用机制尚不十分明

确* 本实验给予大鼠利血平模拟致肌痛共病抑郁的

病理状态%检测
;@AB%

炎性小体中枢海马信号疼痛

炎症通路重相关蛋白的表达变化% 并通过行为学指

标观察模型小鼠抑郁样行为能否得以改善% 同时观

察针刀刺激足三里穴通过外周
D

中枢机制改善肌痛

大鼠疼痛与抑郁行为的分子生物学改变* 在减缓肌

痛方面% 有学者发现针刀通过刺激触发点局部软组

织%可减轻肌筋膜疼痛综合征肌组织压力%并能促进

局部
H1B

和肌糖元合成加快乳酸的代谢%减低乳酸

含量%从而对肌肉能量代谢进行有效调控%缓解肌肉

持续收缩状态(改善肌肉疼痛等症状,

8R

-

*本实验中大

鼠造模后足底机械敏感度急剧改变% 模型组大鼠机

械痛阈最低% 经针刀足三里刺激后大鼠足底机械痛

阈明显改善*在大鼠热缩足阈值实验方面%针刀可显

著缓解利血平导致的热痛觉敏感度% 其改善程度优

于阿米替林组*

除了外周机制% 有研究发现局部针刀刺激膝关

节%大鼠中枢神经
RD

羟色胺和儿茶酚胺类神经递质

88RQ

" "
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的合成和代谢会发生相应变化! 骨关节炎疼痛明显

缓解"

8<

#

$ 也有研究者发现
=>?

模型大鼠血清和局部

组织中的
@A

羟色胺和去甲肾上腺素明显增加!而针

刀疗法可减少局部组织及血清中的去甲肾上腺素%

@A

羟色胺%

>

物质含量!起到一定治疗作用"

8BA8C

#

$针刀

松解法也能抑制骨关节炎兔血清中
DEA8!

%

DEA<

和

1;FA"

等炎性因子的合成! 减慢金属蛋白酶的合

成!抑制软骨基质降解!缓解其对软骨细胞和滑膜细

胞的破坏"

8$

#

$本实验中!小针刀刺激外周足三里后大

鼠
,F1

行为学指标明显改善! 降低此炎症通路中

DEA8!

的表达量! 说明小针刀在一定程度上可以缓

解外周肌筋膜疼痛和中枢抑郁共病的情况$

总之! 针刀可以改善利血平导致的大鼠肌痛共

病抑郁的病理状态! 其作用机制可能与抑制中枢海

马内
;EG>%

炎性小体和
DEA8!

的表达有关$进一步

的研究将集中在炎症介质通过何种神经传入信号进

入或激活中枢相关细胞因子受体方面! 期待为小针

刀治疗
=>?

和
F=?

类疾病的外周及其中枢作用机

制提供基础数据$
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