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艾灸血清对体外 ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖的影响

戴历群，王　蕾

（四川大学华西基础医学与法医学院，四川 成都 ６１００４１）

摘　要：目的　探究艾灸血清对类风湿性关节炎（ＲＡ）大鼠滑膜成纤维细胞体外增殖的影响，观察艾灸对实验性
ＲＡ大鼠的治疗效果。方法　将３０只ＳＤ大鼠随机分为３组，即模型组、直接灸组、隔姜灸组，每组１０只，将每组大
鼠造ＲＡ模型。造模成功后，模型组不予以任何治疗，直接灸组、隔姜灸法分别给予直接灸法、隔姜灸法刺激ＲＡ模
型大鼠的“肾俞”、“足三里”。疗程结束后，取腹主动脉血并离心取血清，用含有各组血清培养基培养ＲＡ模型滑膜
成纤维细胞２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ，用ＣＣＫ８试剂盒检测各组血清培养的滑膜成纤维细胞增殖情况。结果　艾灸血清培养
的滑膜成纤维细胞的增殖较模型组血清培养的滑膜成纤维细胞受到抑制，其中３６ｈ隔姜灸组抑制程度最显著。结
论　艾灸治疗能显著改善大鼠ＲＡ症状，抑制ＲＡ滑膜成纤维细胞的增殖，这可能是艾灸发挥抗炎作用的有效机制
之一。
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　　类风湿性关节炎（ＲＡ）是全球性健康问题，无论
在发达国家还是发展中国家，影响全球约１％的人
口，且女性患病几率是男性的两倍［１］。ＲＡ是一种
复杂的慢性炎性疾病，像其他关节炎一样，ＲＡ最初
的特征是滑膜炎症反应与异常增殖，包括血管分布

和通透性增加。虽然 ＲＡ的确切原因仍然是未知
的，但是过去几十年的大量研究提供了支持 ＲＡ是
抗原驱动的自身免疫性疾病的数据。这种疼痛和失

能疾病表现为慢性全身性炎症，给病人造成生理上

的折磨的同时，还带来了沉重的经济负担［２］。艾灸

作为传统中医的一个重要组成部分，虽然西方国家

对此知之甚少，但从穴位刺激角度出发，艾灸与针灸

类似［３，４］。以往已有大量在体实验研究艾灸从调节

免疫系统和抑制炎性因子分泌的角度出发，对艾灸

治疗ＲＡ的作用机理进行了阐述，但是艾灸对 ＲＡ
滑膜成纤维细胞体外增殖作用的影响却鲜有报道。

在此实验中，我们通过建立大鼠 ＲＡ模型，体外培养
ＲＡ滑膜成纤维细胞，探索艾灸血清对异常增殖的
ＲＡ滑膜成纤维细胞的影响，直接从滑膜成纤维细
胞增殖的角度进一步探讨了艾灸在治疗 ＲＡ的作用
机制［５］。

１　材料与方法

１．１　动物与分组
将ＳＰＦ级体重２２５～２３０ｇＳＤ大鼠３０只，雌雄

各半，适应性喂养一周后，将老鼠随机分为模型组、

直接灸组、隔姜灸组三组，每组１０只。由四川大学
实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
弗式完全佐剂（Ｓｉｇｍａ，美国），二甲基亚砜（Ｓｉｇ

ｍａ，美国），高糖 ＤＭＥＭ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），０．
２５％胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美
国），ＣＣＫ－８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８）试剂盒（日本同仁
化学）。

１．３　实验方法
１．３．１　ＲＡ模型建立　成年 ＳＤ大鼠（雄性，十周
龄，雌性，十一周龄），研究开始时体重为２２５～２３０
ｇ，获自四川大学实验动物中心，用于本研究。在２２
±１℃的环境温度和１２∶１２小时的光照／黑暗循环的
房间内，将动物自由食入标准食物和水。所有的动

物实验操作均经过四川大学动物护理与道德操守委

员会的批准，并严格按照国家卫生研究院实验动物

护理和使用指南（１９８５年修订的第８５～２３号出版

物）进行。ＳＤ大鼠适应性喂养一周后，随机分为以
下实验组：模型组，直接灸组和隔姜灸组，每组１０只
老鼠。分组完成第一天，将每组动物的左后足足底

用７５％医用酒精消毒后注射 ＦＣＡ，按老鼠体重０．１
ｍＬ／１００ｇ注射［６］。

１．３．２　艾灸治疗　弗式完全佐剂造模后的第八天
开始艾灸治疗。艾灸治疗共三个疗程，每个疗程六

天，每两个疗程之间间隔一天。艾灸治疗时，将大鼠

固定于操作台上，将大鼠肾俞穴和足三里穴位处的

毛发剃除。将艾绒制成５ｍｇ／壮的艾粒。直接灸组
老鼠在“肾俞穴”和“足三里穴”涂抹少量白凡士林

后，点燃艾粒，用艾粒未点燃一头置于大鼠穴位处，

燃尽后换新的艾粒，每个穴位各五壮。隔姜灸组老

鼠在穴位处放置隔离材料姜片（姜片面积为２．５×
２．５ｃｍ，厚度０．１ｃｍ），艾粒点燃后，将点燃一头置于
姜片中央进行艾灸治疗［７－９］。模型组老鼠同法固定

但不给予治疗。且艾灸组艾灸治疗双侧交替进行。

１．３．３　ＲＡ滑膜成纤维细胞培养　在艾灸治疗三
个疗程结束后的第一天，将模型组老鼠按０．５ｍＬ／
１００ｇ腹腔注射 ３．６％的水合氯醛，处死模型组老
鼠，在无菌操作台中打开大鼠双侧后肢膝关节，用手

术钳取出膝关节腔内的滑膜组织，然后将其置于装

有适量含有１％双抗（青霉素和链霉素各１０万 ｕ／
Ｌ）的ＰＢＳ培养皿中。取材完成后移至超净工作台，
再用ＰＢＳ洗三次后，将组织块剪碎后均匀植入盛有
２ｍＬ完全培养基（含１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ
培养基）６ｃｍ培养皿中，使培养基刚好润湿覆盖滑
膜组织碎片，然后将培养皿放置于３７℃、５％ＣＯ２的
细胞培养箱中培养，培养２４ｈ后补加３ｍＬ完全培
养基。当原代滑膜成纤维细胞长至覆盖培养皿

８０％面积时，用０．２５％胰蛋白酶消化后传代，当滑
膜成纤维细胞传至３～４代时，用含１０％二甲基亚
砜的高糖ＤＭＥＭ培养基冻存于液氮中备用。取５～
７代滑膜成纤维细胞用于此研究。
１．３．４　艾灸血清的提取　艾灸治疗结束后，各组老
鼠按体重０．１ｍＬ／１００ｇ注射３．６％的水合氯醛，待
老鼠麻醉后，对模型组、直接灸组和隔姜灸组进行腹

主动脉无菌取血。将血液放置４℃冰箱静置１ｈ后，
离心机于转速３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，然后在超
净台中取上清液，同组血清混合、分装后冻存于 －
８０℃冰箱备用。
１．３．５　滑膜成纤维细胞增殖检测　通过 ＣＣＫ８试
剂盒测定评估来自ＲＡ大鼠的原代培养的滑膜成纤
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维细胞的增殖活力。取对数生长期的 ＲＡ滑膜细
胞，胰蛋白酶消化重悬后细胞计数，调整细胞浓度，

按每孔２００μＬ细胞数量为８０００个的浓度接种于９６
孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后弃
培养液，并分为模型组、直接灸组、隔姜灸组，每组设

５个复孔。各组对应分别加入 ２００μＬ模型组（含
１０％模型组大鼠血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基）、直接
灸组（含１０％直接灸血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基）和
隔姜灸组（含１０％隔姜灸血清的高糖 ＤＭＥＭ培养
基）培养基。加入以上各组不同血清的培养液继续

培养２４ｈ、３６ｈ与４８ｈ。在指定的时间血清处理后，
接着弃培养液，换成常规高糖 ＤＭＥＭ培养基后，每
孔加入２０μＬＣＣＫ８检测试剂，继续培养１ｈ后终止
培养。再于摇床上振荡１０ｍｉｎ使结晶完全溶解，用
酶联免疫检测仪上测定４５０ｎｍ波长的光密度值值
（ＯＤＶａｌｕｅ）。然后作图分析，包括来自一只动物的
ＲＡ滑膜成纤维细胞的五份重复，并且用来自三只
实验动物的ＲＡ滑膜成纤维细胞独立地重复三次。

２　结果

体外培养的ＲＡ滑膜成纤维细胞，换为各组实验
组血清。在用直接灸和隔姜灸治疗后的 ＲＡ大鼠的
血清刺激后，来自ＲＡ大鼠的滑膜成纤维细胞的增殖
活力显著降低，表现为与细胞数相对应的ＣＣＫ８检测
中的光密度值较模型组血清刺激后低［９－１１］。

２．１　各实验组血清刺激 ＲＡ滑膜成纤维细胞２４ｈ
结果

ＣＣＫ８检测结果显示，用不同实验组血清培养
ＲＡ滑膜成纤维细胞２４ｈ后，与模型组比较，两个艾
灸组细胞增殖减慢（见图１）。

注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与ＲＡ模型组老鼠血清刺激
ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖ＯＤ值比较

图１　ＲＡ滑膜成纤维细胞不同实验组血清刺激２４ｈ后ＯＤ值

２．２　各实验组血清刺激 ＲＡ滑膜成纤维细胞３６ｈ
结果

ＣＣＫ８检测结果显示，用不同实验组血清培养

ＲＡ滑膜成纤维细胞３６ｈ后，与模型组比较，两个艾
灸组细胞增殖减慢（见图２）。

注：Ｐ＜０．０１，与ＲＡ模型组老鼠血清刺激ＲＡ滑膜成
纤维细胞增殖ＯＤ值比较

图２　ＲＡ滑膜成纤维细胞不同实验组血清刺激３６ｈ后ＯＤ值

２．３　各实验组血清刺激 ＲＡ滑膜成纤维细胞４８ｈ
结果

ＣＣＫ８检测结果显示，用不同实验组血清培养
ＲＡ滑膜成纤维细胞４８ｈ后，与模型组比较，两个艾
灸组细胞增殖减慢（见图３）。

注：Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与ＲＡ模型组老鼠血清刺激
ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖ＯＤ值比较

图３　ＲＡ滑膜成纤维细胞不同实验组血清刺激４８ｈ后ＯＤ值

３　讨论

滑膜成纤维细胞是ＲＡ中关节损伤和 ＩＬ－１、ＩＬ
－１７、ＴＮＦ－α等多种炎症因子的直接作用细胞，在
ＲＡ发病机制中起着及其重要的作用［１２－１４］。滑膜

成纤维细胞通过通过分泌各种蛋白酶类、花生四烯

酸代谢产物及细胞因子等诱导滑膜炎症，同时滑膜

成纤维细胞自身分泌的高水平促炎细胞因子和化学

趋化因子又反过来持续刺激滑膜成纤维细胞信号转

导途径的不同部位，引起细胞内蛋白激酶的持续激

活，导致滑膜成纤维细胞信号转导异常及滑膜细胞

异常增殖，进一步加重炎症过程，致使病情难以控

制［９，１１，１５］。本实验中可能是艾灸治疗后引起血清中

某些活性物质含量有意义的改变，致使艾灸血清最
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终能够抑制 ＲＡ滑膜成纤维细胞体外增殖［９，１１，１６］。

实验结果显示两种艾灸对ＲＡ滑膜成纤维细胞的异
常增殖均有抑制作用，在血清刺激３６ｈ时细胞抑制
程度最为显著，且不同血清刺激时间段里，隔姜灸组

血清效果更明显。

４　结论

本研究中用两种艾灸方法即直接灸法与隔姜灸

法治疗实验性 ＲＡ大鼠“肾俞”、“足三里”两穴，通
过体外培养ＲＡ滑膜成纤维细胞，用各实验组血清
刺激ＲＡ滑膜成纤维细胞，并检测不同时间段滑膜
成纤维细胞的增殖。结果显示，血清刺激３６ｈ时两
组艾灸血清抑制细胞增殖最明显，且隔姜灸组血清

效果最为显著。病理学证实，ＲＡ关节滑膜的主要
异常表现为滑膜组织充血，滑膜衬里层滑膜成纤维

细胞增生，因此抑制滑膜成纤维细胞的活化与增殖

对控制ＲＡ的发病具有重要意义。艾灸血清对 ＲＡ
滑膜成纤维细胞异常增殖的抑制，可能是艾灸产生

抗炎效应，治疗 ＲＡ的作用机制之一。本研究结果
显示艾灸治疗ＲＡ的最佳时间段。但艾灸的具体作
用机制还有待进一步探究。
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