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摘要 目的：探讨电针干预对慢性疲劳综合征（CFS）大鼠海马和下丘脑区NF-κB p65和COX-2蛋白表达的

影响。方法：清洁级SD雄性大鼠 36只，随机将大鼠分为正常组、模型组、治疗组各 12只，建立CFS动物模

型，治疗组选择百会、情感 1区、感觉区给予电针治疗，应用免疫组化方法，检测各组大鼠海马、下丘脑区

NF-κB p65及COX-2表达的变化情况。结果：模型组大鼠海马和下丘脑区可见NF-κB p65、COX-2蛋白阳

性表达显著增加，与正常组比较有显著性差异（P＜0.01）；治疗组大鼠海马和下丘脑的NF-κB p65阳性细

胞表达明显减少，与模型组比较有显著性差异（P＜0.01）。结论：针刺治疗能降低CFS大鼠海马与下丘脑

中NF-κB p65、COX-2蛋白表达。

关键词 慢性疲劳综合征；NF-κB p65；COX-2

中图分类号 R741；R741.05 文献标识码 A DOI 10.16780/j.cnki.sjssgncj.2018.07.001
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Abstract Objective: To investigate the effects of scalp electroacupuncture on the expression of NF-κB p65

and COX-2 protein in the hippocampus and hypothalamus of rats with chronic fatigue syndrome (CFS).

Methods: Thirty-six pathogen-free male SD rats were randomly divided into the normal group, model group,

and treatment group with 12 rats per group. The CFS animal model was established. The treatment group was

given acupuncture therapy to the Baihui, emotional zone 1, and sensory zone. Immunohistochemistry was

employed to examine the variation in expression of NF-κB p65 and COX-2 in the hippocampus and

of rats in each group. Results: Compared with that of the normal group, the hippocampus and hypothalamus of

rats in the model group showed significantly increased positive expression of NF-κB p65 and COX-2 protein (P<

0.01). Compared with that of the model group, the hippocampus and hypothalamus of rats in the treatment group

displayed significantly reduced expression of NF-κB p65 positive cells (P<0.01). Conclusion: Acupuncture can

reduce the expression of NF-κB p65 and COX-2 protein in the hippocampus and hypothalamus of CFS rats.
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慢性疲劳综合征（chronic fatigue syndro-

me，CFS）是以持续或反复发作极度疲劳为

特征的现代生活方式症候群，表现为全身多

系统的非正常生理反应，已成为影响城市人

口健康的多发病[1]。1987年，美国疾病控制

与预防中心（Centers for Disease Control and

Prevention，CDC）将一组以慢性或反复发作

的极度疲劳，休息后不能缓解，持续时间至

少半年为主要特征，严重影响人们的工作、

教育、社会行为和个人活动的症候群命名为

CFS[2]。现代医学无明确、有效的治疗方法

和药物，大量文献报道针灸对改善CFS疲劳

症状有肯定疗效，但作用机制尚无明确阐

述。现在有证据表明 CFS 与炎症反应系统

的激活和氧化应激的增加有关，核转录因

子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）作为细胞内

调节炎症反应和氧化应激的主要上游介质，

在CFS的发病过程中扮演着重要角色[3]。基

于 NF-κ B 及 其 下 游 炎 症 介 质 环 氧 酶 2

（cyclooxygenase，COX-2）在炎症反应中的

重要作用，本研究观察电针干预CFS大鼠海

马和下丘脑区 NF-κB p65 及 COX-2 蛋白表

达，以进一步探知NF-κB/COX-2信号通路在

电针抗CFS中所发挥的作用机制。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级健康雄性SD大鼠36只，由黑

龙江中医药大学实验动物中心提供，体质量（220±30）g，

许可证号：SCXK黑2008004。大鼠在安静环境下适应

性饲养7 d，室温（22±2）℃，相对湿度55%~60%。饲养

期间给予充足清洁饮水，自由摄食。

1.1.2 主要设备与试剂 6805-Ⅱ电针仪，购于常州市

武进长城医疗器械有限公司；2135型切片机，购于德国

菜卡公司；moticam3000显微摄影系统与MoticMed6.0

病理图像分析系统，购于美国Motic公司；电热恒温箱，

购于上海一恒科技有限公司；大鼠声光电刺激实验装

置由黑龙江中医药大学实验中心自制；TES-1350A型

噪音机，购于台湾泰仕电子有限公司；兔抗NF-κB p65

多克隆抗体和兔抗COX-2多克隆抗体，均购于武汉博

士德生物工程有限公司；PV-6001二抗和DAB显色剂，

购于北京中杉生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 造模 适应性饲养后，将大鼠分为正常组、模型

组、治疗组 3组，每组 12只，参考相关文献造模[4-6]并加

以改进，采用力竭游泳加慢性复合应激刺激多重因素

制备CFS模型，共进行28 d，造模期间大鼠单笼饲养。

大鼠于前 3 d在游泳缸中适应性游泳，每日 1次，

每次20 min，水深>35 cm，水温（25±2）℃。开始正式造

模时大鼠负重游泳至力竭每天1次。当大鼠浮在水面

不运动时用木棒驱赶，使其维持运动状态直至游泳动

作明显失调为力竭标准。动物出现力竭后及时捞起避

免溺水，用毛巾擦干体表，吹风机吹干，单独置笼中休

息。正常组动物相同条件常规饲养，不参与游泳造模。

在大鼠负重力竭游泳后随机给予包括 12 h 禁食，12 h

禁水，通宵照明，噪声刺激（110 dB，1 h）在内的不可预

知的慢性应激刺激，每天随机给予两种不同刺激，使大

鼠不能预料刺激的发生，以避免产生适应，同时又要将

刺激强度控制在大鼠能承受的范围内。

1.2.2 针刺操作 造模完成后对治疗组进行电针治

疗。大鼠百会、情感 1区、感觉区等取穴参照《实验针

灸学》动物标准穴位图谱。大鼠相关部位常规剪毛消

毒，用 0.35 mm×25 mm毫针在百会、情感 1区、感觉区

等穴处快速刺入皮下，连接 G6805-Ⅱ电针仪，调节电

针参数，频率50 Hz，连续波，电针强度以肌肉微微跳动

为度，每日电针一次，每次持续 30 min，连续电针治疗

15 d。正常组、模型组不给予任何治疗。

1.2.3 组织取材方法 取血后，用注射器在心尖处将

4 ℃生理盐水缓慢注入左心室，同时在右心房心耳下

方剪一小口，使液体经体循环后从右心房流出。流出

的液体颜色变清时，换用冷的4%多聚甲醛PBS液继续

灌注，直至大鼠四肢肌肉发硬僵直，肝、肺逐渐变白停

止心脏灌注。断头取脑，放入 4%多聚甲醛溶液中，以

备免疫组化染色的使用。

1.2.4 主要观察指标 采用免疫组化方法，检测各组

大鼠海马和下丘脑区NF-κB p65及COX-2蛋白表达，

并用病理图像分析系统进行分析。①免疫组织化学染

色：将脑组织按常规方法制成石蜡切片，然后二甲苯脱

蜡、梯度酒精水化，高温修复抗原；滴加一抗（NF-κB

p65和 COX-2浓度分别为 1∶60和 1∶80）4 ℃孵育过夜；

滴加二抗（PV-6001），37 ℃孵育 30 min；DAB显色 5～

10 min；苏木素复染、脱水、中性树胶封片，显微镜下观

察。②免疫组化分析：采用 MoticMed6.0 病理图像分

析系统，每组每张切片随机观察并计数海马或下丘脑

区3个不重复视野，在400倍视野下，像素512×480，摄

入图像分析系统，选择免疫组化分析模块，通过灰度调

节，区分视野内阳性信号面积并结合目测进行分析，计

算阳性细胞总数，取其平均值，每组各分析6例。

1.3 统计学处理

应用SPSS18.0软件包进行统计分析，计量资料以

（x±s）表示，方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠海马和下丘脑区NF-κB p65蛋白表达比较

正常组大鼠海马和下丘脑区可见NF-κB p65阳性

蛋白表达，阳性表达的细胞数目较少且颜色较淡；而模

型组NF-κB p65阳性表达细胞数量相对增多，颜色较

深，与正常组比较有显著性差异（P＜0.01）；治疗组的

NF-κB p65 阳性细胞表达明显减少，与模型组比较有

显著性差异（P＜0.01），见图1A、表1。

2.2 各组大鼠海马和下丘脑区COX-2蛋白表达比较

正常组大鼠海马和下丘脑区可见 COX-2 阳性蛋

白表达，阳性表达的细胞数目较少且颜色较淡；而模型

组COX-2阳性表达细胞数量相对增多，颜色较深，与

正常组比较有显著性差异（P＜0.01）；治疗组的COX-2

阳性细胞表达明显减少，与模型组比较有显著性差异

（P＜0.01），见图1B、表1。

3 讨论
CFS患者除躯体症状之外，精神症状也较为突出，

大量文献报道CFS患者普遍存在精神抑郁、焦虑的负
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性情绪因素，并且CFS患者的疲劳程度越重，其躯体

化症状和抑郁程度越明显[7]，临床上抗抑郁药的使用常

常能减轻 CFS 患者症状。人体的情绪反应中枢在大

脑，有研究表明CFS可能与脑内炎症有关，且不同部位

的炎症程度导致CFS患者出现不同的症状表现[8]。因

此本实验着重研究CFS大鼠海马和下丘脑区脑组织的

变化情况。其中海马是公认的人体认知和情绪调节的

重要中枢核团，其损伤主要体现在学习记忆障碍，下丘

脑是NEI网络的高级整合中枢，其损伤主要体现在肢体

疼痛和认知障碍。从海马和下丘脑角度进行针灸治疗

CFS的机制研究，对解释针灸的疗效有一定帮助。

本研究的主要观察指标为NF-κB p65和 COX-2，

NF-κB为一种控制DNA转录、细胞因子生成和细胞存

活的蛋白质复合体，可通过病毒、肿瘤坏死因子等激

活，发挥免疫应答调控作用，NF-κB信号通路不仅可在

各阶段介导炎性反应，同时也参与细胞周期调控、凋亡

等多种生理过程，是机体炎性反应的重要观察指标[9]。

NF-κB 主要以 p50/p65 二聚体形式存在，其中 NF-κB

p65含转录活化区，参与基因转录的起始调节。COX-2

是合成前列腺素重要的限速酶，在炎症反应中发挥重

要作用，是导致细胞毒性作用的关键因子，各种损伤因

素如生长因子、细胞因子、炎症介质和激素等可诱导

COX-2表达。活化的NF-κB可以结合下游靶基因，启

动靶基因转录，从而增加COX-2的基因表达[10]。

观察 CFS 模型大鼠海马、下丘脑区 NF-κB p65 及

COX-2变化情况，免疫组化结果显示与正常组相比模

型组海马和下丘脑区的NF-κB p65及 COX-2蛋白含量

升高，说明海马、下丘脑区有炎性改变可能是CFS的发

病机制之一，而治疗组与模型组相比，海马和下丘脑区

的NF-κB p65及COX-2蛋白含量降低，说明电针治疗

可以减轻CFS大鼠海马、下丘脑的炎性反应，而达到抑

制神经损伤的目的。

本研究结果为CFS与脑内炎症相关提供了进一步

的支持，同时根据大脑结构分区选取头部腧穴，有效减轻

CFS大鼠脑组织的炎性状态，改善了CFS大鼠的躯体及

精神疲劳症状，为CFS的诊断防治提供了新的思路。
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正常组 模型组 治疗组

海马

下丘脑

A

海马

下丘脑

正常组 模型组 治疗组

B

组别

正常组

模型组

治疗组

只数

6

6

6

NF-κB p65阳性细胞数目

海马区

14.50±1.87

30.83±3.71②

18.83±2.48①③

下丘脑

10.50±1.87

27.33±2.16②

16.33±2.07②③

COX-2阳性细胞数目

海马区

28.17±2.93

53.67±5.35②

34.17±4.26①③

下丘脑

22.83±2.48

38.67±2.80②

27.50±2.43②③

表1 各组大鼠脑组织中NF-κB p65、COX-2蛋白表达(x±s)

注：与正常组比较，①P<0.05，②P<0.01；与模型组比较，③P<0.01

图1 各组大鼠海马及下丘脑NF-κB p65（A）、COX-2（B）表达（免疫组化染色，×400）

（本文编辑：王晶）
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