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也摘要页 目的 对比观察电针和艾灸对佐剂性关节炎渊adjuvant arthritis, AA冤大鼠足跖容积测量尧关节炎指数评分及分化簇 4
淋巴细胞渊cluster of differentiation-4+T-cell, CD4+T冤水平的影响袁评价两种干预措施治疗 AA 的效应机制遥 方法 选取健康雄性大鼠

24 只袁随机分为空白组尧模型组尧电针组和艾灸组袁每组 6只遥 艾灸组予以双侧野足三里冶野关元冶野阿是穴冶悬灸 20 min曰电针组左侧足

三里与关元配穴袁右侧足三里与同侧阿是穴配穴袁干预 20 min遥于干预第 21 天进行足跖容积测量及关节炎指数评分袁隔天于无菌操

作台进行脾脏取材袁采用流式细胞术检测脾脏 CD4+T淋巴细胞遥 结果 与空白组相比袁模型组的足跖容积尧关节炎指数评分尧CD4+T淋巴

细胞数量均明显增多渊P<0.01冤曰与模型组相比袁电针组尧艾灸组的足跖容积尧关节炎指数评分尧CD4+T淋巴细胞数量均明显减少渊P<0.05 或

P<0.01冤曰与电针组相比袁艾灸组的足跖容积尧关节炎指数评分尧CD4+T淋巴细胞数量差异均无统计学意义(P>0.05)遥 结论 电针与艾灸

在改善类风湿关节炎症状及免疫方面的作用机制具有类似效应袁均可抑制脾 CD4+T淋巴细胞的增殖袁维持机体免疫稳态袁改善病情遥
也关键词页 佐剂性关节炎曰类风湿关节炎曰电针曰艾灸曰CD4+T 细胞曰免疫紊乱曰疗效对比
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effects of electroacupuncture and moxibustion on the plantar volume, arthritis index
and the levels of cluster of differentiation-4+T-cell level in adjuvant arthritis (AA) rats. And to evaluate the mechanism of in the
treatment of AA rats. Methods Twenty-four healthy male rats were randomly divided into blank group, model group, electroac鄄
upuncture group and moxibustion group, with 6 rats in each group. In the moxibustion group, the two sides of "Zusanli" (ST36),
"Guanyuan" (BL26) and "Ashi" acupoints were suspended moxibustion for 20 min, while in the electroacupuncture group, the same
acupoint intervention was performed for 20 min. The left ST36 was combined with BL26 point and the right ST36 was combined
with the same side "Ashi" acupoints for 20 min. On the last day of intervention, plantar volume and arthritis index were scored. On
the second day, spleen were taken from the sterile operation table, and CD4+T lymphocytes were detected by flow cytometry.
Results Compared with blank group, plantar volume, arthritis index and number of CD4+T lymphocyte of model group (P<0.01).
Compared with model group, plantar volume, arthritis index and number of CD4+T lymphocytes in electroacupuncture group and
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moxibustion group were significantly decreased (P<0.05, P<0.01). Compared with electroacupuncture group, the moxibustion group had
no significant differences in plantar volume, arthritis index and number of CD4+T lymphocyte (P>0.05). Conclusion Electroacupuncture
and moxibustion have similar effects on improving rheumatoid arthritis symptoms and immunity, both of which can inhibit the
proliferation of CD4+T lymphocytes, maintain immune homeostasis and improve the disease.

也运藻赠憎燥则凿泽页 adjuvant arthritis; rheumatoid arthritis; electricacupuncture; moxibustion; CD4+T cells; immune disorders; com鄄
parison of curative effects

类风湿关节炎渊rheumatoid arthritis, RA冤是一

种以侵蚀性关节滑膜炎症为主要症状袁病理过程难

以控制的慢性尧系统性自身免疫性疾病袁且发病机制

尚不明确[1-2]遥 该病目前尚无特效药袁患者需要长期

服药控制病情袁费用昂贵袁是现阶段临床相关领域研

究的难点和热点遥
RA 的特征是以大量 CD4+T 细胞浸润为主的慢

性滑膜炎症反应遥研究表明袁针刺和艾灸治疗 RA 均

可以通过调节机体内免疫细胞的活性尧细胞因子的

表达等来调节 RA 患者自身的免疫反应袁发挥其治

疗作用[3-4]遥 针灸治疗 RA 免疫调节机制是近年来的

研究热点袁艾灸属于温热刺激袁针刺属于机械刺激袁
对于机体效应是否一致尚未明确遥因此袁本研究分别

采用电针和艾灸野足三里冶野关元冶野阿是穴冶干预佐剂

性关节炎渊adjuvant arthritis, AA冤模型大鼠袁以脾脏

CD4+T 细胞为切入点袁观察电针和艾灸治疗 AA 大鼠

免疫相关的对比疗效袁探讨其对 CD4+T 细胞的影响遥
1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

健康 SPF 级 SD 雄性大鼠 24 只袁来源于湖南

斯莱克景达实验动物公司[动物合格证院4307272 111
02588284袁许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004]袁体质量

渊100依10冤 g遥 24 只大鼠以 3 只一笼饲养于湖南中医

药大学动物实验中心袁设置 12 h/12 h 的昼夜明暗交

替环境袁饲养室温渊25.0依2冤 益袁相对湿度 50%依10%遥
适应性喂养 1 周后袁根据随机数字表法分为 4 组院空
白组尧模型组尧电针组尧艾灸组袁每组 6 只遥 本实验所

有过程均遵从叶关于善待实验动物的指导性意见曳
渊2006 年版冤中的相关规定[5]遥
1.2 主要试剂与仪器

灭活结核分枝杆菌渊美国 Becton-Dickinson 公司袁
批号院231141冤曰矿物油渊美国 Sigma Aldrich 公司袁
批号院M8410冤曰抗鼠 CD4 抗体渊美国 BioLegend 公

司袁批号院201505冤曰大鼠淋巴细胞分离液渊深圳市达

科为生物工程有限公司袁批号院7211011冤曰红细胞

裂解液渊Biosharp 公司袁 批号院BL503B冤曰PBS 溶液

渊北京索莱宝科技有限公司袁 批号院P1022冤曰RPMI-
1640 培养基渊美国 Gibco 公司袁批号院21870076冤遥

35 mm 培养皿渊湖南比克曼生物公司袁型号院
110301019冤曰200 目尼农网渊北京索莱宝科技有限公

司袁型号院YA0961冤曰5 mL 流式管渊美国 Becton 公司袁
Dickinson and Company袁型号院352235冤曰移液枪渊德
国 Eppendorf 公司袁型号院10~1000 滋L冤曰电针治疗仪

渊苏州医疗用品有限公司袁型号院华佗牌 SDZ-域型冤曰
足跖容积测量仪渊济南益延科技发展有限公司袁型
号院YLS-7C冤曰高速低温离心机渊美国 SCILOGEX 公

司袁型号院D3024R冤曰电热恒温槽渊上海精宏实验设

备袁型号院DK-8D冤曰流式细胞仪渊美国 Becton-Dick鄄
inson 公司袁型号院Celesta冤遥
1.3 模型制备

本实验采用以 T 细胞介导的免疫性炎症动物

模型要要要AA 大鼠模型袁免疫调节异常是其关键病

理机制[6]遥 实验第 1 天袁模型组尧电针组尧艾灸组大鼠

进行造模袁 将定量灭活结核分枝杆菌与矿物油放

入高温灭菌的研钵中充分研磨袁直至溶液清透无杂

质袁配制成 2.5 mg/mL 的完全弗氏佐剂备用袁使用

时需震荡以充分混匀遥 将大鼠呼吸麻醉后袁在尾根

部皮下用乙醇棉球消毒后注射佐剂袁剂量为 0.1 mL/
只遥 空白组同法注射 0.1 mL 矿物油遥 通过观察大鼠

关节外表现袁 即模型大鼠造模第 6 天后出现尾根部

红肿袁全身性关节继发症状出现袁第 9~12 天大鼠食

欲减退尧体质量减轻尧皮温变高袁关节红肿明显加剧袁
其余关节也出现症状袁则为模型制备成功的标志[7]遥
1.4 干预方法

空白组尧模型组大鼠不予任何治疗袁常规饲养袁
均仅以仰卧位固定于鼠板上 20 min曰电针组大鼠固

定于自制的大鼠鼠板上袁直刺双后足野足三里冶野关元冶
和 野阿是穴冶渊双侧大鼠足跖关节肿胀明显部位冤[8]袁
各穴均用 30 号 1 寸针袁穴位参照野十五冶国家规划统

编教材叶实验针灸学曳中的大鼠标准穴位图谱进行定

位袁针刺 0.2耀0.3 寸袁进针后接电子针疗仪袁左侧足

三里与关元配穴袁右侧足三里与同侧阿是穴配穴袁采
用疏密波袁强度通过观察针柄端以出现轻微抖动袁每
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次留针 20 min曰艾灸组大鼠固定于自制鼠板上渊鼠板

上安有固定艾条装置冤艾灸野足三里冶野关元冶和野阿是

穴冶袁离穴位处皮肤 2 cm 处悬灸 20 min遥 4 组大鼠

均于造模第 2 天开始干预袁每天 1 次袁7 次为 1 个疗

程袁共治疗 3 个疗程遥
1.5 取材

干预结束后第 2 天袁在无菌超净台下操作袁将大

鼠腹腔麻醉处死后开腹取出脾脏中段袁放入装有生

理盐水的试管备用遥
1.6 指标检测

1.6.1 右后足跖容积测量 干预第 21 天袁使用足跖

容积测量仪测量足跖关节容积袁每只足测量 3 次袁记
录读数取平均数遥
1.6.2 关节炎指数评分 炎症出现后袁每 3 天评估

关节炎指数评分袁以便观察各组大鼠的继发病变遥
评分标准 [9]如下院0 分袁无红肿曰1 分袁跖关节出现轻

微肿胀曰2 分袁踝关节到跖关节或掌关节肿胀曰3 分袁
踝关节以下足爪出现肿胀曰4 分袁包括踝关节及以下

足爪出现肿胀遥 分别记录四肢关节炎指数评分袁统
计总分袁每只大鼠最多评 12 分遥
1.6.3 流式细胞术检测 CD4+T 淋巴细胞数据 此

操作在无菌超净台上完成袁首先分离出脾脏淋巴细

胞悬浮液袁将取出的脾脏组织渊从大鼠体内取出脾脏

到进行分离不能超过 1 h冤放入培养皿上的 200 目

尼龙网上袁使用移液枪放入 4~5 mL 淋巴细胞分离液

渊取用前摇匀冤到脾脏上袁进行研磨袁研磨时幅度不宜

过大袁直至培养皿中的液体变色明显且脾脏只剩些

许结缔组织遥 把研磨后悬有脾脏细胞的分离液转移

到 15 mL 离心管中袁立即覆盖200~500 滋L的 RPMI-
1640 培养基后袁室温袁放入离心机以 800 r/min尧半径

约为 8 cm 离心 30 min遥 离心结束后会出现细胞分

层袁吸出淋巴细胞层后袁加入 10 mL RPMI-1640 培

养基后颠倒洗涤遥 室温袁250 r/min尧半径约为 8 cm 离

心 10 min 后立即收集细胞袁倾倒上清液袁用 PBS 溶

液重悬细胞得到淋巴细胞悬浮液遥 然后袁进行裂红

孵育袁用移液枪将淋巴细胞悬浮液加入带滤网的

5 mL流式管中袁加入 1 滋L CD4 抗体曰将样本与抗体

用涡旋振荡器混匀袁在室温渊25 益冤下避光孵育15 min曰
所得混合物中加入 3 mL PBS 缓冲液袁1000 r/min尧
半径约为 8 cm 离心 5 min袁弃上清液曰用 500 滋L
PBS 缓冲液重悬即得到待测样品遥 同法不加抗体设

置阴性管遥 最后袁将待测样品和阴性管冰上保存尽

快进行上机检测袁 得出 CD4+T 淋巴细胞数据结果袁
使用Flowjo软件进行分析袁得出结果遥
1.7 统计学分析

数据分析应用 SPSS 26.0 软件处理袁本实验所

有数据均为计量资料袁以野曾依s冶表示袁符合正态分布

且方差齐者袁组间比较采用单因素方差分析袁均以

P<0.05 表示差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 一般情况

空白组大鼠一般情况良好曰模型组大鼠于造模

第 9 天后足出现不均匀红斑或红肿袁在第 15耀18 天

症状到达最高峰袁全身出现继发性炎症袁饮食减少袁
体质量与其他 3 组相比增长缓慢曰电针组和艾灸组

饮食正常袁且肉眼可见大鼠后足跖肿胀度明显小于

模型组遥
2.2 各组大鼠足跖容积比较

干预第 21 天袁与空白组相比袁模型组足跖容积

明显增大渊P<0.01冤曰与模型组相比袁电针组足跖容积

明显减小渊P<0.05冤袁艾灸组显著减少渊P<0.01冤曰而电

针组与艾灸组足跖容积比较袁差异无统计学意义

渊P跃0.05冤遥 详见图 1遥

2.3 各组大鼠关节炎指数评分比较

干预第 21 天袁空白组大鼠评分为 0 分袁与空白

组相比袁模型组尧电针组尧艾灸组关节炎指数评分显

著增大渊P<0.01冤曰与模型组相比袁电针组关节炎指数

评分显著减小渊P<0.01冤袁艾灸组明显减少渊P<0.05冤曰
而电针组与艾灸组比较袁差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥
详见图 2遥
2.4 各组大鼠 CD4+T 淋巴细胞数量比较

干预第 21 天袁与空白组相比袁模型组大鼠 CD4+T

图 1 干预第 21 天各组大鼠足跖容积比较

注院与空白组相比袁**P<0.01曰与模型组相比袁##P<0.01袁
#P<0.05遥
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图 2 干预第 21天各组大鼠关节炎指数评分比较

注院与空白组相比袁**P<0.01曰与模型组相比袁##P<0.01袁
#P<0.05遥

淋巴细胞数量显著增多渊P<0.01冤曰与模型组相比袁电
针组尧艾灸组 CD4+T 淋巴细胞数量均显著减少渊P<
0.01冤曰而电针组与艾灸组比较袁差异无统计学意义

渊P跃0.05冤遥 详见图 3要4遥

3 讨论

中医学中袁将 RA 归入野痹病冶范畴袁病因多为正

气不足尧复感外邪所致袁中医治疗中针灸疗效肯定袁
已成为重要治疗手段之一遥本课题组前期研究表明袁
电针治疗 AA 大鼠能有效缓解大鼠足跖肿胀程度尧
降低致炎因子表达尧缓解关节局部炎症[10-11]遥 钟玉梅

等[12]发现艾灸通过调节脾脏膜型程序性细胞死亡配

体 1尧血清可溶性程序性死亡蛋白 1 的表达袁抑制 T
细胞的过度活化袁缓解 RA 炎性反应遥与这些研究结

果一致袁本实验中模型大鼠足跖容积明显增大渊P<
0.01冤尧关节炎指数评分显著增大渊P<0.01冤袁经电针

干预后足跖容积明显降低渊P<0.05冤尧关节炎指数评

分明显降低渊P<0.01冤袁艾灸干预后足跖容积明显降

低渊P<0.01冤尧关节炎指数评分明显降低渊P<0.05冤曰而
电针组与艾灸组相比后足跖容积尧关节炎指数评分

差异均无统计学意义渊P>0.05冤袁提示电针与艾灸在

缓解 AA 大鼠关节炎症反应具有类似效果遥
多因素相互作用导致的免疫耐受紊乱是 RA 发

病的中心环节袁RA 的发病机制主要为 T 淋巴细胞

等免疫细胞浸润的慢性滑膜炎袁且存在于滑膜下层

的成纤维细胞增殖并导致软骨损伤[13-14]遥 CD4+T 细

胞是其效应细胞袁在一定程度上影响 RA 的发生与

发展[15]遥 大部分 RA 病人外周血单个核细胞中均伴

有 CD4+T 细胞活化 [16]袁且在关节积液中存在 CD4+T
细胞的高度扩增[17]袁提示 CD4+T 细胞可能是缓解滑

膜炎症的靶点之一遥大鼠 AA 模型是一种 T 细胞介导

的免疫性炎症动物模型[18-19]袁结核分枝杆菌中一个

相对分子量为 65 kDa 热休克蛋白渊heat shock pro鄄
tein 65, HSP65冤与大鼠关节软骨渊cartilago articularis,
CII冤的自身抗原 60 kDa 热休克蛋白渊heat shock pro鄄
tein 60, HSP60冤有高度相似的保守序列袁可以通过

分子模拟或交叉反应袁激活原来处于静止状态的针

对CII 抗原为主的 T 淋巴细胞克隆袁 从而引起关节

的自身免疫反应[20-21]遥研究证明袁CD4+T 细胞缺陷小鼠

RA发病率更低[22]遥进一步研究提示袁CD4+T 细胞在RA
发病过程中的重要性袁维持机体免疫稳态袁对于维持

正常免疫功能具有重要意义[23-24]遥 研究发现袁悬灸法

能够降低 RA 大鼠血清抗体类风湿因子表达袁从而

改善免疫功能[25]遥 电针可以通过调节 T 淋巴细胞改

善机体免疫功能[26]遥本研究也发现袁模型组大鼠脾脏

CD4+T 细胞显著增多渊P<0.01冤袁电针尧艾灸干预后袁
CD4+T 细胞数量均显著减少渊P<0.01冤袁提示电针与

艾灸均可抑制 CD4+T 细胞增殖袁缓解炎症反应曰同
时袁电针组与艾灸组比较袁差异无统计学意义渊P>
0.05冤袁这提示电针和艾灸在调节脾脏 CD4+T 细胞数

图 3 各组大鼠脾内 CD4+T淋巴细胞结果

图 4 各组大鼠脾内 CD4+T淋巴细胞比较

注院与空白组相比袁**P<0.01曰与模型组相比袁##P<0.01遥
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量等方面表现出类似效应遥因此袁本研究认为电针尧
艾灸在改善 RA 炎性症状及其免疫方面的作用机制

均与降低 AA 大鼠脾脏内 CD4+T 细胞数量袁抑制其

增殖袁进而缓解炎性反应有关遥
综上所述袁本研究认为电针和艾灸在改善 RA

症状及免疫方面的作用机制具有类似效应袁即均可

通过抑制脾脏 CD4+T 细胞增殖袁减轻促炎效应袁改
善 RA 免疫功能袁在一定程度上维持了机体免疫稳

态袁从而减轻病情袁这为电针尧艾灸治疗 RA 提供了

一定的证据基础遥 此外袁本研究尚存在一些局限性袁
CD4+T 细胞的异常增殖尧分化是 RA 早期免疫耐受

紊乱的核心袁本研究仅探讨了电针与艾灸治疗对

CD4+T 细胞增殖的影响袁未涉及异常分化遥 因此袁在
后续的研究中袁可增加 CD4+T 细胞异常分化相关指

标如 Th1/Th2尧Th17/Treg 的检测来完善研究袁同时进

一步扩大样本量进行重复袁以增加信度遥
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