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［摘要］ 目的 探讨艾灸足三里治疗疲劳的可能作用机制。 方法 24 只 SD大鼠随机分为正常组、模型组
和艾灸组，每组 8 只。模型组和艾灸组大鼠以慢性负重力竭游泳 21 天建立疲劳大鼠模型。艾灸组在造模同
时艾灸大鼠双侧“足三里”，隔日 1 次，共 11 次; 正常组和模型组不予处理。干预前后比较各组大鼠力竭
游泳时间。干预后观察各组大鼠旷场实验行为，采用实时荧光定量 PCＲ法检测海马白细胞介素 1β ( IL-1β) 、
白细胞介素 6 ( IL-6) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) mＲNA 表达，采用免疫组化法检测海马 ( CA1 区、CA3
区) 小胶质细胞标记物离子钙接头蛋白 1 ( Iba-1) 表达。 结果 干预后艾灸组力竭游泳时间为 ( 658. 00 ±
250. 76) s，较模型组 ( 263. 38 ± 105. 87) s显著延长 ( P ＜ 0. 01) 。各组大鼠旷场实验的水平移动距离、垂
直移动距离差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。与正常组比较，模型组大鼠海马 IL-1β、IL-6、TNF-α mＲNA
表达及 Iba-1 表达升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，艾灸组大鼠海马 IL-6 mＲNA表达及 Iba-1 表达降低( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 艾灸“足三里”可改善大鼠运动性疲劳，其机制可能与抑制海马小胶质细胞的
活化和炎症因子有关。
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随着人类社会发展，慢性疲劳作为一种亚健康

状态，其防治日益受到关注［1］。研究显示，长期
大负荷、超强度运动容易产生运动性疲劳，可引起
机体炎症反应和免疫功能的抑制，进一步导致慢性

疲劳的出现［2］。艾灸具有温通气血、扶正补虚的
功效。大量研究［3 － 6］显示，艾灸对消除运动性疲劳
有促进作用。足三里是足阳明胃经的合穴，具有调
理脾胃、补益气血、补虚扶正的作用，是治疗运动
性疲劳的常用穴［7］。我们前期研究［8 － 9］显示，艾灸
可以降低疲劳大鼠外周促炎性细胞因子水平。本研
究采用慢性力竭游泳建立疲劳大鼠模型，进一步观

察艾灸足三里对疲劳所致大脑神经炎症反应及小胶

质细胞活化的影响，探讨艾灸缓解疲劳的可能机制。

1 材料和方法

1. 1 实验动物
SPF 级 SD 大鼠 24 只，雄性，体重 ( 200 ±

20) g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供，实验动物许可证号: SCXK ( 京) 2016-0011。
实验前适应性喂养 1 周，自由饮水和摄食。
1. 2 主要试剂与仪器

SYBＲ qPCＲ 试剂盒 ( 批号: 005196-20-1，美
国 Kapa Biosystems 公司) ; 逆转录试剂盒 ( 批号:
50231，北京康为世纪生物科技有限公司) ; Trizol
提取试剂盒 ( 批号: 15596026，美国 Life 公司) ;
小胶质细胞标记物离子钙接头蛋白 1 ( Iba-1) 多克
隆抗体 ( 批号: ab178847，英国 Abcam 公司) ; 兔
二步法免疫组化试剂盒 ( 批号: K182430C) 、二氨
基 联 苯 胺 ( DAB ) 显 色 试 剂 盒 ( 批 号:
K187721A) ，均为北京中杉金桥公司产品; 4%多
聚甲醛 ( 批号: DE-0094，北京拜尔迪生物技术有
限公司) ; 氨基甲酸乙酯 ( 批号: 20130609，上海
化学试剂有限公司) 。
实时定量 PCＲ 仪 ( 型号 ABI7500，美国应用

生物公司) ; 半自动轮转式切片机 ( 型号 ＲM2245，
德国 Leica 公司 ) ; 显微镜 ( 型号 DP72，日本
Olympus公司) ; 旷场实验仪 ( 型号 7431，意大利
UGO BASILE公司) ; 自贴式艾炷 ( 高 1 cm，直径
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0. 8 cm，北京中研太和医疗器械有限公司) 。
1. 3 模型建立
参照文献 ［9 － 10］，大鼠适应性饲养 1 周后，

在水温 ( 30 ± 2 ) ℃、水深 50 cm 的水桶 ( 半径
26 cm) 里适应性游泳 3 天，每日 1 次，每次
20 min。随后大鼠每日 1 次负重 ( 所负铅坠重量为
体重的 5% ) 力竭游泳，持续 21 天。游泳条件同
适应性游泳。大鼠浮在水面不动时，用棒驱赶使其
维持运动状态。当大鼠游泳动作明显失调、不能再
坚持，且沉入水底 10 s 不能回到水面时视作力竭。
力竭后大鼠被及时捞起，用毛巾擦干后置笼中休息。
1. 4 动物分组和干预方法

24 只 SD大鼠根据随机数字表法分为正常组、
模型组和艾灸组，每组 8 只。正常组大鼠正常摄食
饮水，不接受任何刺激。模型组和艾灸组大鼠建立
大鼠疲劳模型，艾灸组从第 1 天游泳结束后开始
用自贴式小艾炷施灸双侧 “足三里”，每穴灸 3
壮，隔日 1 次，共 11 次。参照 《实验针灸学》［11］

取“足三里” ( 膝关节后外侧，在腓骨小头下约
5 mm处) 。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 行为学观察 1 ) 力竭游泳时间: 记录大
鼠从入水至力竭的时间。在实验第 1 天、21 天对
模型组与艾灸组进行观测。2) 旷场实验: 在实验
结束后观测大鼠 5 min 内在旷场仪内的水平移动距
离和垂直移动距离，以反映大鼠的自主行为和探究

行为［12］。
1. 5. 2 海马白细胞介素 1β ( IL-1β) 、白细胞介素
6 ( IL-6) 及肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) mＲNA 表
达 采用实时荧光定量 PCＲ ( ＲT-PCＲ) 法检测。
实验结束后每组采用随机数字表法选取 5 只大鼠，
以 20%氨基甲酸乙酯 ( 1g /kg) 麻醉断头后迅速取
出海马，置于液氮中，然后移入 － 80℃冰箱保存。
采用 ＲT-PCＲ 法检测 IL-1β、 IL-6 及 TNF-α 的
mＲNA表达，引物由 Intrivigon 公司合成。按 Trizol
提取试剂盒操作说明书提取 ＲNA; 并按逆转录试
剂盒说明将其逆转录成 cDNA; 以一个样本的
cDNA稀释后作为标准品做基因的定量 PCＲ，扩增
条件为 95℃ 15 min 变性，94℃ 15 s，57℃ 30 s，
72℃ 45 s; 共 40 个循环，最后是 72℃ 10 min 延
伸。引 物 序 列: IL-1β: 上 游 5'-GAGTCTGCA-
CAGTTCCCCAA-3'， 下 游 5'-TGTCCCGACCATT-
GCTGTTT-3'，片 段 长 度 88bp; IL-6: 上 游 5'-
CACTTCACAAGTCGGAGGCT-3'，下 游 5'-TCTGA-
CAGTGCATCATCGCT-3'，片段长度 114bp; TNF-

α: 上游 5'-CGTCAGCCGATTTGCCATTT-3'，下游
5'-CTCCCTCAGGGGTGTCCTTA-3'，片段长度 89bp;
β-actin: 上游 5'-ACGTTGACATCCGTAAAGAC-3'，
下游 5'-GGACTCATCGTACTCCTGCT-3'，片段长度
81bp。反应结束后，根据测得的样品阈值 ( Ct )
及标准曲线，求出待测样品的相对起始浓度，用目

的基因相对起始拷贝数除以 β-actin 的相对起始拷
贝数，得到目的基因 mＲNA表达相对值。
1. 5. 3 海马 Iba-1 表达 采用免疫组化法检测。实
验结束后每组剩余的 3 只大鼠进行常规左心室灌流
固定。先快速灌注生理盐水约 150 ml，至大鼠肝脏
发白，随即灌注 4%多聚甲醛约 250 ml。取脑放入
4%多聚甲醛后固定，常规石蜡包埋切片，片厚
10μm。室温下石蜡切片复温 15 min。放置在 60℃
恒温箱中烘烤 30 min。脱蜡至水，热修复抗原后，
PBS洗 5 min × 3。滴加山羊血清，37℃ 20 min。滴
加一抗 ( Iba-1 抗体，1 ∶ 8000) ，PBS洗 5 min × 3。
滴加二抗，37℃ 20 min。PBS 洗 5 min × 3。DAB 显
色，苏木素轻度复染，乙醇梯度脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片，显微镜下观察并照相。应用
Image Pro Plus 6. 0 图像分析软件分析海马 CA1 区、
CA3 区 Iba-1 免疫组化染色的平均光密度值
( MOD) 。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 20. 0 软件进行数据处理。计量数据

符合正态分布以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，采用
单因素方差分析，并进一步使用 LSD 法进行组间
差异分析。两组力竭游泳时间比较采用 t 检验。以
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 模型组和艾灸组大鼠不同时间力竭游泳时间
比较

表 1 示，第 1 天两组大鼠力竭游泳时间比较差
异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ; 第 21 天与模型组比
较，艾灸组大鼠力竭游泳时间显著延长 ( P ＜
0. 01) 。

表 1 模型组和艾灸组大鼠不同时间
力竭游泳时间比较 ( s，珋x ± s)

组别 鼠数 第 1 天 第 21 天

模型组 8 988. 50 ± 236. 52 263. 38 ± 105. 87
艾灸组 8 1001. 38 ± 232. 30 658. 00 ± 250. 76*

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 01
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2. 2 干预后各组大鼠旷场实验结果比较
表 2 示，干预后各组大鼠旷场实验的水平移动

距离、垂直移动距离差异均无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。

表 2 干预后各组大鼠旷场实验结果比较 ( cm，珋x ± s)

组别 鼠数 水平移动距离 垂直移动距离

正常组 8 1233. 38 ± 79. 69 141. 50 ± 39. 83
模型组 8 1092. 88 ± 262. 56 120. 88 ± 45. 53
艾灸组 8 1175. 75 ± 78. 87 133. 75 ± 36. 59

2. 3 干预后各组大鼠海马 IL-1β、 IL-6、TNF-α
mＲNA表达比较
表 3 示，干预后与正常组比较，模型组大鼠海

马 IL-1β、IL-6、TNF-α mＲNA表达显著升高 ( P ＜
0. 01) 。与模型组相比，艾灸组海马 IL-6 mＲNA 表
达显著降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，而 IL-1β、TNF-α mＲNA
表达差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 3 干预后各组大鼠海马 IL-1β、IL-6、

TNF-α mＲNA表达比较 ( 2 －△△Ct，珋x ± s)

组别 鼠数 IL-1β IL-6 TNF-α

正常组 5 0. 28 ± 0. 18 0. 22 ± 0. 10 0. 34 ± 0. 18
模型组 5 0. 47 ± 0. 09* 0. 59 ± 0. 20* 0. 72 ± 0. 12*

艾灸组 5 0. 33 ± 0. 24 0. 25 ± 0. 17△ 0. 58 ± 0. 23

注: IL-1β，白细胞介素 1β; IL-6，白细胞介素 6; TNF-α，肿

瘤坏死因子 α; 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜

0. 05

2. 4 干预后各组大鼠海马小胶质细胞标记物 Iba-1
表达比较

图 1 示，免疫组化染色显示，正常组大鼠海马
CA1 区、CA3 区可见散在分布的 Iba-1 反应阳性细

胞，胞体瘦长，有伸向各个方向的呈分支状细长的

弯曲突起，呈典型“分枝样”，呈现静息状态。与
正常组比较，干预后模型组大鼠 Iba-1 反应阳性细
胞胞体变大，突起短而粗大，分支回缩减少，呈现

活化状态。艾灸组大鼠 Iba-1 反应阳性细胞活化形
态较模型组明显改善，胞体肥大减轻，趋向静息形

态。表 4 示，与正常组比较，干预后模型组大鼠海
马 CA1、CA3 区 Iba-1 阳性细胞 MOD 值显著升高
( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，艾灸组 CA1、CA3 区
Iba-1 阳性细胞 MOD值明显降低 ( P ＜ 0. 01) 。

表 4 干预后各组大鼠海马 CA1 区、CA3 区
Iba-1 表达比较 ( MOD值，珋x ± s)

组别 鼠数 CA1 CA3

正常组 3 0. 015 ± 0. 001 0. 015 ± 0. 001
模型组 3 0. 020 ± 0. 017* 0. 018 ± 0. 001*

艾灸组 3 0. 016 ± 0. 001△ 0. 016 ± 0. 001△

注: Iba-1，离子钙接头蛋白 1; 与正常组相比，* P ＜ 0. 01;

与模型组相比，△P ＜ 0. 01

3 讨论

中医学没有疲劳的病名，但从其病因和症状

看，可归属于中医学“虚劳”“劳倦”等范畴。李
东垣于《脾胃论》中提出: “形体劳役则脾病”，
张介宾《景岳全书卷十七·脾胃》记载: “盖脾胃
之伤于外者，惟劳倦最能伤脾，脾伤则表里相通，

而胃受其困者为甚”，王肯堂亦云: “脾主四肢，
若劳力辛苦，伤其四肢，则根本竭矣”，可见疲劳
多因劳致虚，病位主要在脾胃。艾灸有温通经脉、
调和气血、扶正补虚之功效［13］。孙思邈 《千金翼
方》言: “一切病，皆灸三里三壮”，《通玄指要

图 1 各组大鼠海马 CA1 区、CA3 区离子钙接头蛋白 1 ( Iba-1) 表达免疫组化染色 ( × 400)
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赋》曰: “三里却五劳之羸痩”。足阳明胃经为多
气多血之经，足三里是足阳明胃经的合穴，为补虚

保健的要穴，可以调理脾胃、扶正补虚、补益气
血，是目前针灸治疗运动性疲劳研究中常用的穴位

之一［14］。艾灸足三里，使脾胃健运，气血生化有
源，可以有效缓解疲劳症状，有助于恢复体力。本
实验结果显示，艾灸组力竭时间较模型组显著增

加，说明艾灸可有效缓解大鼠运动性疲劳，与既往

研究结果［15］一致。
长期大强度运动，可以引起机体免疫炎性反

应，同时也是一种典型的慢性应激［16］。小胶质细
胞是神经炎症主要的效应细胞，当出现炎症反应时

小胶质细胞是最先被活化的效应细胞［17 － 18］。其过
度活化后会释放大量细胞因子，特别是促炎性细胞

因子如 IL-1β、IL-6、TNF-α 等，加重炎症反应并
产生细胞毒性作用，损伤海马神经细胞［19］。Iba-1
是小胶质细胞的特异性抗体，当出现脑部炎症或脑

部损伤时，小胶质细胞活化的同时也导致 Iba-1 表
达增加。临床研究［20］发现，在慢性疲劳患者海马、
丘脑等部位存在大量活化的小胶质细胞，提示活化

的小胶质细胞参与了慢性疲劳的病理过程。本研究
结果显示，模型组大鼠海马 IL-1β、IL-6、TNF-α
mＲNA表达显著增加，海马 Iba-1 表达升高。而艾
灸组大鼠海马内 Iba-1 及 IL-6 mＲNA表达降低，表
明艾灸可下调慢性疲劳大鼠海马小胶质细胞的活

化，降低促炎性细胞因子水平。有研究显示，运动
大鼠 TNF-α 增高的同时伴有单核细胞数目的升
高［21］，单核细胞是 TNF-α 的主要来源; 而巨噬细
胞是 IL-1β 的主要来源［22］。本研究未观察到艾灸
后海马 IL-1β、TNF-α mＲNA 下降，可能与艾灸没
有显著影响大鼠单核细胞和巨噬细胞的数量有关。
综上所述，艾灸 “足三里”可改善运动性疲

劳，其机制可能与艾灸抑制海马小胶质细胞的活化

和炎症因子增高，从而缓解脑内炎症反应和海马神

经元损伤有关。
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Effects of Moxibustion at“Zusanli ( ST 36 ) ”on Inflammatory Factors and Microglia Activation in Hippo-
campus of Fatigue Model Ｒats
WANG Hongmei1，LI Tiange1，PU Ｒong2，SHUI Ling3，BAI Shumei3，LU Jun1，CHEN Yingsong3

( 1． School of Acupuncture，Moxibustion and Tuina，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029; 2． The Eighth Medical
Center of PLA General Hospital; 3． Inner Mongolia Medical University)

ABSTＲACT Objective To explore the possible action of moxibustion at Zusanli ( ST 36 ) in treating fatigue．
Methods A total of 24 SD rats were randomly divided into a normal group，a model group，and a moxibustion
group，with 8 rats in each group． Ｒats in the model group and the moxibustion group were exposed to chronic loaded
gravity for 21 days to establish a fatigue rat model． In the moxibustion group，moxibustion on bilateral“Zusanli ( ST
36) ”was performed，once every other day for 11 times． The normal group and the model group were not treated． The
exhaustive swimming time of each group was compared before and after the intervention． After the intervention，the
open-field experimental behavior of the rats in each group was observed． Ｒeal-time quantitative polymerase chain re-
action ( PCＲ) was used to detect the mＲNA expression of interleukin-1β ( IL-1β) ，interleukin-6 ( IL-6) and tumor
necrosis factor-α ( TNF-α) in hippocampus． Immunohistochemistry was used to detect the expression of microglia
marker ion-calcium adaptor protein 1 ( Iba-1) in hippocampus ( CA1 region，CA3 region) ． Ｒesults After inter-
vention，the exhaustive swimming time of the moxibustion group was ( 658. 00 ± 250. 76) s，which was significantly
prolonged than that of the model group ( 263. 38 ± 105. 87) s ( P ＜ 0. 01) ． There was no significant difference in the
horizontal movement distance and vertical movement distance of the open-field test between the groups ( P ＞ 0. 05) ．
Compared with the normal group，the expression of IL-1β，IL-6，TNF-α mＲNA and Iba-1 in the hippocampus of the
model group was increased ( P ＜ 0. 01) ． Compared with the model group，the hippocampus IL-6 mＲNA expression of
the moxibustion group and Iba-1 expression were decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion Moxibustion at
“Zusanli ( ST 36) ”could improve exercise-induced fatigue in rats，and its mechanism may be related to inhibition of
hippocampal microglial activation and inflammatory factors．
Keywords moxibustion; Zusanli ( ST 36) ; fatigue; microglia; ion-calcium adaptor protein 1; inflammatory factors
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