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[ 摘　要] 　目的　研究针刺神门和命门穴后大鼠中缝背核 5-羟色胺( 5-HT)和 5-羟吲哚乙酸( 5-H IAA)含量变化, 探讨针刺治

疗失眠症的作用机制。 方法　将 SD 雄性大鼠 18 只随机分为对照组 、针刺神门组 、针刺命门组各 6 只, 采用立体定位法将微

透析探针置入大鼠中缝背核,运用微透析法收集大鼠针刺前 40min, 针刺后 20 、40 、60、80 、100 、120min 中缝背核细胞外液, 用

高效液相-电化学法 ( HPLC-ED) 检测其 5-H T 和 5-HIAA 含量的变化。 结果　与针刺前相比, 针刺大鼠神门和命门穴

20min 后中缝背核 5-H T 的水平显著下降( P<0.01) , 在其后 2h 维持在低水平;与对照组相比, 大鼠针刺后 2h 各时相点中缝

背核 5-HT 的水平也显著下降(P <0.01) 。与针刺前的基础值及与对照组相比, 针刺神门和命门穴均显著降低中缝背核 5-

HIAA 含量( P<0.01) 。 结论　针刺神门和命门穴能通过调节中缝背核组织中 5-H T 和 5-HIAA 含量从而起到调节睡眠的

作用。
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ABSTRACT　Objective　To study the changes in the contents of 5-hydroxy tryptamine ( 5-HT) and 5-hydro xyindo leacetic acid

( 5-HIAA ) o f the do rsal r aphe nucleus ( DRN) of rats after acupunctur e at Shenmen ( H T 7) and M ingmen ( GV 4) to discuss

the mechanism o f acupuncture tr eatment fo r insomnia.Methods　Eighteen SD male rats w ere randomized into contro l g r oup,

acupuncture Shenmen ( H T 7) gr oup and acupunc ture M ingmen ( GV 4) g roup, with 6 in each.A microdialy zer pr obe w as

placed into the DRN w ith stereo taxic technique.The extr acellula r fluid o f DRN 40min before acupuncture and 20, 40, 60, 80,

100, and 120min after acupuncture w as co llected by microdialy sis, and the changes in 5-H T and 5-H IAA contents w ere deter-

mined with high pe rfo rmance liquid chroma to g raphy - electro chemical de tection ( HPLC-ED) .Results　Com pared w ith befo re

acupuncture, the content of 5-H T of DRN was significantly decreased 20min after acupuncture at Shenmen ( H T 7) and M ing-

men ( GV 4) ( P<0.01) , and thereafter it remained low w ithin 2 hours.Compa red with the control g roup, the content o f 5-H T

of acupuncture g roups 2h after acupuncture at each time point w as a lso significantly decreased ( P<0.01).Compa red w ith the

basic v alue befo re acupuncture and w ith the contro l g roup, acupuncture at Shenmen ( H T 7) and M ingmen ( GV 4) both could

decrease the content o f 5-HIAA o f DRN ( P<0.05) .Conclusion　Acupuncture at Shenmen ( HT 7) and M ingmen ( GV 4)

functions to regulate sleep thr ough regulating the contents of 5-H T and 5-HIAA in the tissues of DRN.

Key Words　acupuncture;cerebral microdialysis;dor sal raphe nucleus ( DRN );5-hydroxy tryptamine ( 5-H T) ;5-hydroxyin-

doleace tic acid ( 5-H IAA)

　　针刺治疗失眠症具有显著的疗效
[ 1]
。5-羟色胺

( 5-HT)作为重要的神经递质在睡眠的调节过程中

起着重要的作用
[ 2]
,其参与针刺调节睡眠的作用研

究较少。神门穴为手少阴心经主穴,具有宁心安神 、

通经活络的作用, 主治与“心”有关的病症 。命门穴

属督脉要穴,具有温益肾阳 、舒筋镇痉作用 。为探讨

针刺调节睡眠活动的机理,了解不同经穴作用的差

异,本实验利用微透析技术研究针刺神门穴及命门
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穴后中缝背核 5-HT 和 5-羟吲哚乙酸( 5-HIAA)的动

态变化,比较针刺不同经穴 5-HT 及其代谢产物 5-

HIAA含量变化的差异,为其临床运用提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 SD雄性大鼠 18 只, 体重 ( 160±20) g,

由北京维通利华动物有限公司提供,动物许可证号:

SCXK(京) 2006-0009。

1.2　仪器与器具

脑立体定位仪(美国 ASI仪器公司生产) ;色谱

仪( 1100LC 型, 美国 Agi lent 公司生产 ) ;色谱泵

( G1311A 型, 美国 A gilent 公司生产) ;色谱柱:

HPLC Column C18 ( 2.1mm ×100mm, 3μm, 德国

SYKAM 公司生产) ;电化学检测器 ( DECADE Ⅱ

SDC型,荷兰 AN TEC 公司生产) , 铂金电极, 动物

微透析系统(美国 BAS 公司生产) ;微透析管 ( Mi-

crodialy sis Probe, 瑞典 CMA 公司生产) ,微透析灌

注泵 ( Baby Bee, 美国 BAS 公司生产 ) 。针具:

0.4mm×25mm 环球牌无菌针灸针。

1.3　药品与试剂

5-HT 和 5-HIAA 标准品购自 Sigma 公司。色

谱级甲醇( Fisher) 、磷酸二氢钠 、辛烷磺酸钠 、乙二

胺四乙酸 、氯化钾均为分析纯 。实验用水为超纯水 。

1.4　动物分组及针刺方法

雄性 SD大鼠 18只,采用随机数字表法分为 3

组,对照组 、针刺神门组 、针刺命门组,每组 6只。根

据《实验针灸学》[ 3] ,并以比较解剖和骨度分寸法取

穴,用 0.4mm×25mm 规格毫针, 针刺神门穴, 直刺

约 1mm ;命门穴, 直刺约 5 ～ 6mm;持续 20min。

1.5　微透析管的埋置和微透析液的收集

动物用 20%氨基甲酸乙酯( 1g/kg)腹腔注射麻

醉后,俯卧位固定。用颅骨钻钻开直径为 2mm 的

颅窗,仔细挑破硬脑膜, 按照 Paxinos 和 watson 大

鼠脑立体定位图谱, 将微透析管插入中缝背核( A P:

-7.3mm, L/ R0.0mm, H :6.4mm) 。用 Ringer 液

以 2L/min 的速度灌流, 每 20min 收集透析液

40m l。微透析管置入 60min后正式收集微透析液,

以取得稳定的基础值。针刺前 40min收集 2次作为

对照, 然后收集针刺结束后 20 、40 、60 、80 、100 、

120min各时相点的透析液, 用于测定 5-H T 和 5-

HIAA 的含量。样本收集器的温度设定为 4℃。收

集完毕后的微透析液样品置于-80℃冰箱保存。

1.6　5-HT 和 5-HIAA 测定

利用 1100LC型高效液相色谱仪系统测定透析液

中 5-HT 和5-HIAA。流动相:磷酸二氢钠:100mM,辛

烷磺酸钠:0.74mM,乙二胺四乙酸:0.027mM,氯化钾:

8mM,甲醇10%,流速0.2ml/min。

1.7　探针回收率的测定

将探针置入0.34ng/μl的混合对照品液中,以与脑

内微透析相同的灌流液 、流速和间隔时间收集体外透

析液,并按前述色谱条件进行测定,计算各物质的相对

回收率分别为5-HT:11.99%, 5-HIAA:11.60%。

1.8　组织学鉴定

实验结束后, 用外径为 0.3mm 的单极不锈钢

电极插入引导管通以 3mA 阳极直流电 10s 电损毁

大鼠中缝背核,取脑置于 4%多聚甲醛溶液, 2天后

做脑组织切片,观察引导管轨迹顶部是否位于中缝

背核,仅对定位准确的大鼠实验数据进行统计。

1.9　统计学方法

采用 SPSS 17.0统计分析软件处理, 计量数据

以均数±标准差( x ±s)表示,多组间比较用单因素

方差分析。

2　结果

2.1　各组大鼠中缝背核 5-HT 含量比较

表 1示,针刺神门穴和命门穴后 20min,中缝背

核 5-HT 含量明显下降,与对照组相比,针刺后各时

相点之间 5-HT 含量差异有统计学意义 ( P <

0.01) 。与针刺前相比, 针刺神门穴和命门穴后

20min, 5-HT 水平显著下降 ( P <0.01) , 在其后的

2h 维持在低水平,针刺神门穴与命门穴所引起的中

缝背核 5-H T 含量变化之间差异无统计学意义( P

>0.05) 。提示针刺神门穴和命门穴能降低中缝背

核 5-H T 含量,且持续时间长于 2h。

2.2　各组大鼠中缝背核 5-HIAA 含量比较

表 2示,与对照相比,针刺神门穴明显降低中缝

背核 5-HIA A 的含量 ( P <0.01) 出现在针刺后

20min, 持续至针刺后 120min 。而针刺命门穴明显

降低中缝背核 5-HIAA 的含量( P <0.01)出现在针

刺后 60min,并持续至针刺后 120min。与针刺前相

比,针刺神门和命门穴均显著降低中缝背核 5-

HIAA 含量( P <0.01) , 但针刺神门穴降低中缝背

核 5-HIAA的含量要先出现于命门穴, 针刺神门和

命门穴降低中缝背核 5-HIA A 含量的效应均持续

至针刺后 2h 。针刺神门穴与命门穴所引起的中缝

背核 5-HIAA 含量变化之间差异无统计学意义。

提示针刺神门穴与命门穴均能降低中缝背核 5羟色

胺的代谢产物 5-HIAA 的含量, 针刺神门穴该效应

出现时间较命门穴快。
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表 1　各组大鼠针刺前后不同时间点中缝背核 5-HT 含量比较( pg/μl,  x±s)

组别 动物数 针刺前 针刺后 20min 针刺后 40min 针刺后 60min 针刺后 80min 针刺后 100min 针刺后 120min

对照组 6 1.2±0.60 0.87±0.33 0.76±0.31 0.80±0.37 0.81±0.39 0.81±0.33 0.79±0.32

针刺神门组 6 1.0±0.50 0.05±0.04＊■ 0.03±0.02＊■ 0.04±0.02＊■ 0.05±0.05＊■ 0.06±0.04＊■ 0.05±0.05＊■

针刺命门组 6 0.9±0.41 0.06±0.02＊■ 0.06±0.02＊■ 0.05±0.03＊■ 0.03±0.02＊■ 0.04±0.02＊■ 0.04±0.01＊■

　　注:与对照组同时间点比较, ＊P<0.01;与本组针刺前比较, ■P<0.01

表 2　各组大鼠针刺前后不同时间点中缝背核 5-HIAA 含量比较( pg/μl,  x±s)

组别 动物数 针刺前 针刺后 20min 针刺后 40min 针刺后 60min 针刺后 80min 针刺后 100min 针刺后 120min

对照组 6 75.10±18.90 71.20±19.72 71.10±20.12 72.00±21.44 71.99±22.99 71.33±23.43 68.49±22.13

针刺神门组 6 59.65±28.48
29.83 ±
24.98＊■

27.75±19.30＊■ 19.24±18.58＊■ 26.58±23.71＊■ 23.49±16.37＊■ 23.31±21.49＊■

针刺命门组 6 69.20±13.80 55.7±28.59 50.50±25.52■ 39.92±22.01＊■ 31.25±21.50＊■ 36.87±19.07＊■ 37.54±18.77＊■

　　注:与对照组同时间点比较, ＊P<0.01;与本组针刺前比较, ■P<0.01

3　讨论

针刺治疗失眠的关键在于调节阴阳,疏通经络 。

针刺神门具有宁心安神 、通经活络的作用,是临床常

用的治疗失眠症的穴位;命门为先天之太极, 是人体

精 、气 、神的根源, 为五脏六腑之本, 十二经脉之根,

呼吸之门, 三焦之原, 水火之府, 阴阳之宅, 精气之

海,死生之窦,其功能位于十二官之上
[ 4]
。命门穴属

督脉,督脉因其“总督诸阳”,具有整体调整作用而多

被使用。对于针刺作用的中枢机制,采用分析脑匀

浆或脑脊液中生化物质的含量来进行, 不能直接反

映活体细胞外液中生化物质的动态变化, 限制了对

脑细胞直接生存的微环境的研究。微透析技术的发

展使研究脑内神经递质的作用成为可能
[ 5]
, 该技术

将灌流取样和透析技术结合, 适合深部组织和重要

器官的生化研究 。

5-HT 是一种重要的神经递质, 在睡眠调节中

起到重要作用, 中枢神经系统的 5-H T 能神经元胞

体大部分位于网状结构的中缝核群,其纤维投射到

丘脑 、下丘脑 、海马 、基底神经节和大脑皮层。中缝

核是中枢神经系统中富含 5-H T 能神经元的一个重

要核团,只有少量的 5-HT 神经元分布在中缝核以

外的区域,如脚间核 、蓝斑的周围区等。刺激中缝核

引起运动和皮层唤醒[ 6] 。本研究结果显示, 针刺神

门及命门穴,可明显降低大鼠中缝背核细胞外液中

5-HT 含量, 提示针刺神门及命门穴可能部分是通

过改变中缝背核细胞外液中 5-HT 含量从而起到治

疗失眠的作用。

本研究还发现针刺神门及命门穴也明显降低中

缝背核 5-HIAA 的含量。5-HIAA是 5-HT 生成的

无活性的酸性代谢终产物, 是脑内 5-H T 的主要代

谢途径。5-HT 经 A 型单胺氧化酶( MAO)作用生

成 5-羟吲哚乙醛,后者在醛脱氢酶的催化下生成 5-

HIAA 。本研究测得的 5-HT 比其代谢产物 5-

HIAA 低得多,这种细胞外液中单胺递质与其代谢

产物的比率,反映了活体对该神经递质的灭活与再

摄取能力 。由于释放入突触间隙的 5-HT 被重新摄

取进入突触末梢后,一部分被囊泡摄取以备再释放,

另一部分被胞浆内 MAO 降解后再释放, 若胞内

MAO性增高, 则会出现虽然 5-HT 神经元兴奋性

升高,但 5-H T 释放并不增加,而 5-HIAA 增高 。因

此 5-HIAA的变化也可间接反映 5-H T 的变化。5-

H T 的作用表现与其受体的类型和剂量有关, 鉴于

5-HT 作用机制的复杂性, 5-H T 受体和受体亚型各

自有不同的作用, 因此,针刺后 5-HT 含量变化与受

体之间的关系有待进一步探讨。

本研究结果表明, 针刺大鼠神门穴及命门穴,可

以降低中缝背核 5-HT 含量,同时也降低其代谢产

物 5-HIAA的含量,提示针刺以上穴位可通过改变

脑内神经递质含量从而改变大脑皮质的兴奋性 。
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