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隔药饼灸对免疫抑制大鼠 ＳＬＡＭ、ＰＶＲＬ２
甲基化及４－１ＢＢ调控的影响

田岳凤１，熊罗节２，王慧芳１，翟春涛１，李玮１

（１．山西中医药大学第二临床学院，山西 晋中 ０３０６１９；２．湖南中医药大学针灸推拿与康复学院，湖南 长沙 ４１０２０８）

　　摘要：目的 观察隔药饼灸干预对免疫抑制大鼠信号转导淋巴细胞激活分子（ｓｉｇｎａｌｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｏｌｅ
ｃｕｌｅ，ＳＬＡＭ）、脊髓灰质炎病毒相关受体２基因（ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ２，ＰＶＲＬ２）甲基化以及共刺激分子肿瘤坏死因
子受体超家族成员９（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ９，ＴＮＦＲＳＦ９，又称４－１ＢＢ）的影响。方法 ５０只ＳＤ
大鼠随机分为空白组、免疫抑制模型组、隔药饼灸组、假药饼灸组、中药灌胃组，每组１０只。采用腹腔注射环磷酰胺造
模，以３０ｍｇ／ｋｇ剂量对除空白组外其余各组进行模型制备，持续３ｄ。隔药饼灸组与假药饼灸组均选择“神阙”“关元”
“中脘”“足三里（双）”进行干预，连续１０ｄ。中药灌胃组使用六味地黄汤悬浊液灌服，连续１０ｄ。血常规检测各组白细
胞（ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＷＢＣ）数量，ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＣＤ２８、４－１ＢＢ、肿瘤坏死因子配体超家族成员９（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ９，ＴＮＦＳＦ９，又称４－１ＢＢＬ）及白细胞介素 －１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ－１７）含量；免疫荧光法检测脾组
织中４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ平均荧光强度；ＢＳＰ法检测脾组织 ＳＬＡＭ及 ＰＶＲＬ２。结果 血常规结果显示与空白组比较，免

疫抑制模型组白细胞显著减少。ＥＬＩＳＡ结果显示与空白组比较，免疫抑制模型组ＣＤ２８、４－１ＢＢ及ＩＬ－１７水平均显著升
高；与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组ＣＤ２８、４－１ＢＢ及ＩＬ－１７水平均显著降低。免疫荧光结果显示，与空白组比较，
免疫抑制模型组４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ平均荧光强度显著升高；与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ
荧光强度均显著降低。甲基化结果显示，与空白组比较，免疫抑制模型组ＳＬＡＭ及ＰＶＲＬ２启动子区甲基化率均降低；与
免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组ＳＬＡＭ甲基化率升高，但ＰＶＲＬ２甲基化率降低。结论 隔药饼灸可能通过调节共刺激

分子４－１ＢＢ及其配体以及ＳＬＡＭ甲基化水平，改善免疫抑制状态，提高机体免疫功能。
　　关键词：隔药饼灸；免疫抑制；环磷酰胺；肿瘤坏死因子受体超家族成员９；信号转导淋巴细胞激活分子；脊髓灰质炎
病毒相关受体２基因
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ｔｈｅｒｅｂｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｅｒｂａｌｃａｋｅｓｅｐａｒａｔｅｄｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ；ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４－１ＢＢ；ＳＬＡＭ；ＰＶＲＬ２

　　免疫系统作为人体抵御外邪的屏障之一，其稳态与人体健
康状况密不可分，一旦出现免疫失调的情况，就会引起诸多与

免疫相关的疾病，如类风湿性关节炎［１－２］、肿瘤［３］等。中医典

籍文献中早有对免疫的定义，《免疫类方》中记载：“免除疫

疠”，古代医家已认识到免疫的重要性，及其与疾病之间的关

联。中医在长期实践过程中也证实了针灸对免疫的有效作用，

能起到扶正祛邪、调和阴阳之效，基础研究［４］表明，针灸治疗

能发挥镇痛抗炎［５－６］、抵抗应激［７－８］等协同效应，从而调达经

络，强健体魄。

《本草纲目》曰：“灸之则透诸经而治百种病邪，起沉疴之

人为康泰，其功亦大矣”，隔药饼灸作为艾灸特色疗法之一，能

扶正祛邪，有效增强免疫力［９］。本课题组前期研究［１０－１２］表

明，隔药饼灸能拮抗环磷酰胺的免疫抑制作用，提升免疫球蛋

白水平，调控免疫共抑制分子程序性死亡受体－１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１，ＰＤ－１）和Ｔ细胞免疫球蛋白和黏蛋白域蛋
白４（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｄｍｕｃｉｎｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ４，Ｔｉｍ－４）
的水平。但是既往中医药研究多集中在共抑制分子上，对于激

活淋巴细胞的共刺激分子的研究较少。因此，本实验针对隔药

饼灸对环磷酰胺诱导的免疫抑制模型大鼠免疫功能进行研究，

进一步研究隔药饼灸对免疫抑制动物共刺激分子肿瘤坏死因

子受体超家族成员９（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒ９，ＴＮＦＲＳＦ９，又称４－１ＢＢ）的调控以及如何影响信号
转导淋巴细胞激活分子（ｓｉｇｎａｌｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｏｌｅ
ｃｕｌｅ，ＳＬＡＭ）及脊髓灰质炎病毒相关受体２基因（ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ２，ＰＶＲＬ２）甲基化的机制［１３－１４］。

１　材料与方法
１．１　实验动物　５０只 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，雌雄各半，体质量
（２１８±１３）ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，实验动物
许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０。按随机数字表分笼后饲养
于山西中医药大学实验动物中心 ＳＰＦ级动物实验室，温度控
制２０～２５℃，湿度控制３０％～５０％。本研究各阶段对动物的
处理均严格遵循我国科学技术部２００６年发布的《关于善待实

验动物的指导性意见》［１５］，并获得山西中医药大学动物伦理委

员会批准（伦理编号：２０２１ＤＷ０３６）。
１．２　艾炷与药饼制备　六味地黄组方药粉：山药、熟地黄、山
茱萸肉、泽泻、牡丹皮、茯苓，组方所需药物均购于山西中医药

大学附属医院。组方药物打碎成粉后过１２０目筛，并采用１∶１
比例将药粉与赋形剂混匀后调和成泥，使用规格相同的模具，

制备底径约０．８ｃｍ，高０．２ｃｍ，质量为（０．１２±０．０３）ｇ的药饼，
表面刺５个小孔备用。假药饼仅使用赋形剂，采用与隔药饼灸
相同方法制备同样规格药饼。

艾绒由北京同仁堂中药饮片有限责任公司提供，批号：

１８０８２６。采用统一规格模具制备艾炷，约为底径 ０．５ｃｍ、高
０７ｃｍ的圆锥形，质量（０．０５２±０．０１５）ｇ，备用。
１．３　主要仪器与试剂　仪器：酶标仪（型号：ＳＭ６００，上海永创
医疗器械有限公司）；生物显微镜（型号：ＣＸ４１，中国奥林巴斯
有限公司）；超净工作台（型号：ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ，苏净安泰公
司）；恒温箱（型号：ＭＩＲ－２６２，日本三洋公司）；全自动血细胞
分析仪（型号：Ｆ５８０，中国迈克生物股份有限公司）；ＰＣＲ仪（型
号：东胜龙ＥＴＣ８１１，北京东胜创新生物科技有限公司）。

试剂：注射用环磷酰胺（批号：２２０１１９２５，江苏恒瑞医药股
份有限公司）；艾绒（批号：１８０８２６，北京同仁堂中药饮片有限
责任公司）；氨基甲酸乙酯（批号：１８２２１５５９９１０，阜阳曼林生物
技术有限公司）；大鼠白细胞介素 －１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ－１７）
（批号：２２０９８８Ｒ）、ＣＤ２８（批号：２２０９０９Ｒ）、４－１ＢＢ（批号：
２２０９２１Ｒ）、肿瘤坏死因子配体超家族成员９（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ９，ＴＮＦＳＦ９，又称 ４－１ＢＢＬ）（批号：
２０２２１１２０）ＥＬＩＳＡ试剂盒，均来自江苏酶免实业有限公司；４－
１ＢＢ一抗（货号：Ａ００８６７６－２）、４－１ＢＢＬ一抗（货号：ＢＡ３３９５）、
羊抗兔二抗（货号：ＢＡ１０５４）、抗体稀释液（货号：ＡＲ１０１６）、ＰＢＳ
漂洗液（货号：ＡＲ００３０），均来自 ＢＯＳＴＥＲ公司；组织基因组
ＤＮＡ提取试剂盒（货号：Ｇ３６３３，武汉赛维尔生物科技有限公
司）；Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ＧｏｌｄＫｉｔ（货号：Ｄ５００５，美国 ＺＹＭＯＲＥ
ＳＥＡＲＣＨ生物科技公司）；无水乙醇（货号：１０００９２１８）、异丙醇

６
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（货号：８０１０９２１８）均来自国药（上海）国际医药卫生有限公司。
１．４　模型制备及分组　实验对象称重后适应性喂养７ｄ，随机
分为空白组、免疫抑制模型组、隔药饼灸组、假药饼灸组、中药灌

胃组，每组１０只。参照文献［１６－１７］进行免疫抑制模型制备，通过观

察免疫功能低下状态以及动物死亡情况，每瓶环磷酰胺０．２ｇ粉
末加入１０ｍＬ生理盐水配成２０ｍｇ／ｍＬ的溶液，随后按照４０ｍｇ／ｋｇ
剂量，连续３ｄ腹腔注射制备免疫抑制模型，空白组每日腹腔注射
等量生理盐水。干预结束后腹主动脉采血，行血常规检测，以白细

胞在１．５×１０９～２．９×１０９Ｌ－１作为造模成功标准［１８］。

１．５　干预方法　造模后次日进行干预，选取“神阙”“关元”
“中脘”“足三里（双）”施灸。穴位定位参照《实验针灸学》［１９］

中动物穴位定位图谱、《实验动物常用穴位名称与定位第２部
分：大鼠》以及拟人比照法［２０］。“神阙”位于脐正中央，剑突与

耻骨联合上缘的连线下三等分点［２１］；“关元”穴位于脐下约２５
ｍｍ，第４对乳头连线与前正中线交点下２分处［２２］；中脘位于

脐上约２０ｍｍ，脐与剑突连线取中点；足三里位于膝关节后外
侧，腓骨小头下约５ｍｍ处，左右各一穴。

隔药饼灸组：选用制备好的艾炷及药饼，放置于上述穴位

施灸，每穴灸５壮，燃尽更换，每日灸，连灸１０ｄ。假药饼灸组
操作同隔药饼灸组，仅将药饼置换为面粉为主制作的假药饼。

中药灌胃组选取六味地黄组方悬浊液灌胃治疗，浓度约为

０．８１ｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续１０ｄ。
１．６　取材　干预后次日进行取材，首先将２０％氨基甲酸乙酯
溶液按２００ｍｇ／ｋｇ剂量对大鼠进行腹腔注射麻醉，后迅速腹主
动脉取血２ｍＬ于含促凝剂的真空管内，静置１０ｍｉｎ后离心１５
ｍｉｎ，取其上清，部分放置于４℃待测，部分保存于 －２０℃待
测。另取２ｍＬ于ＥＤＴＡ抗凝管中，混匀后冰上保存，待后续血
常规检测。迅速摘取脾脏组织，生理盐水清洗至无血迹，滤纸

吸干水分后将脾脏二等分，左段１／２保存于４％多聚甲醛溶液
内固定，用于免疫荧光及 ＨＥ检测；右段１／２液氮速冻后置于
－８０℃保存，用于甲基化检测。
１．７　观察指标与检测方法　（１）白细胞系列检测：血细胞分
析仪检测外周血白细胞含量：包括白细胞（ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，
ＷＢＣ）、中性粒细胞百分比（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ＮＥＵ）、淋巴
细胞百分比（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ＬＹＭ）、单核细胞百分比
（ｍｏｎｏｃｙｔｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ＭＯＮＯ）、嗜酸性粒细胞百分比（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，ＥＯＳ）、嗜碱性粒细胞百分比（ｂａｓｏｐｈｉｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，
ＢＡＳＯ）。

（２）ＥＬＩＳＡ法检测血清ＣＤ２８、４－１ＢＢ、４－１ＢＢＬ及 ＩＬ－１７
含量：将－２０℃内保存血清样品取出，按试剂盒说明进行依次
操作。对酶标仪在４５０ｎｍ波长时各孔内的吸光度（ＯＤ）值进
行记录，并以此绘制标准曲线，计算血清ＩＬ－１７、ＣＤ２８、４－１ＢＢ
及４－１ＢＢＬ含量。

（３）免疫荧光法检测４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ在脾组织中平均
荧光强度：取在４％多聚甲醛中的脾组织，固定脱水后切片，分
别于不同组加入４－１ＢＢ（１∶１００），或４－１ＢＢＬ（１∶１００）一抗，４
℃孵育过夜，ＰＢＳ溶液洗涤３次后，加入ＦＩＴＣ标记的荧光二抗
（１∶１００），避光室温孵育１ｈ，ＰＢＳ再次冲洗３次，随后加入ＤＡ

ＰＩ染液，室温避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ再次冲洗３次，加入自发荧
光淬灭剂，孵育５ｍｉｎ，流水冲洗１０ｍｉｎ，最后加入抗荧光淬灭
封片剂封片。采用ＩｍａｇｅＪ软件分析４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ的平
均荧光强度。其中荧光显微镜下：ＤＡＰＩ细胞核为蓝色，４－
１ＢＢ及４－１ＢＢＬ目的蛋白均为绿色。

（４）亚硫酸氢盐处理后测序（ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰＣＲ，
ＢＳＰ）检测脾组织中 ＳＬＡＭ及 ＰＶＲＬ２甲基化水平：分别取 ２０
μＬ基因组ＤＮＡ及１３０μＬＣＴ转换试剂混匀，提取 ＤＮＡ，利用
Ｚｙｍｏ甲基化试剂盒分别检测ＳＬＡＭ及ＰＶＲＬ２的ＤＮＡ浓度，随
后用ＰＣＲ纯化试剂盒纯化，随后对目的基因ＤＮＡ进行重亚硫
酸盐处理，ＰＣＲ扩增后检测目的基因，再选取相应数量克隆子
送至武汉赛维尔生物科技有限公司进行基因测序，ＢＩＱＡｎａｌｙ
ｚｅｒ软件进行结果分析。详见表１。

表１　ＢＳＰ相关引物信息

引物名称 引物序列（５＇－３＇）
长度／

（ｂｐ）

ＧＣ含量／

（％）

碱基

数

Ｒ－ＳＬＡＭ－ＢＳＰ－Ｆ ＴＴＴＡＧＧＴＧＡＴＡＧＧＧＡＡＡＡＴＴＴＡＧＴＡＧＡＴ ３９７ ２８．６ ２８
Ｒ－ＳＬＡＭ－ＢＳＰ－Ｒ ＡＡＡＴＡＡＡＣＴＡＴＡＡＣＴＡＣＴＣＣＡＴＴＡＣＣＣＡ ２８．６ ２８
Ｒ－ＰＶＲＬ２－ＢＳＰ－Ｆ１ ＡＡＧＴＴＴＧＧＡＡＧＧＧＧＧＴＧＴＧＡＴ ４４８ ４７．６ ２１
Ｒ－ＰＶＲＬ２－ＢＳＰ－Ｒ１ ＡＡＣＡＡＡＡＡＡＴＡＣＣＴＡＡＡＡＡＣＣＡＣＴＣＴＣ ２９．６ ２７

１．８　统计学方法　实验结果采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件进行分
析。全部实验结果均进行方差齐性检验，将满足正态分布的计

量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，不满足正态分布条件的结果采用非参
数检验分析。所有满足正态分布的数据均采用单因素方差

（Ｏｎｅｗａｙ－ＡＮＯＶＡ）分析，事后比较中，则采用最小显著差异ｔ
（ＬＳＤ－ｔ）检验，并将双侧 α＝０．０５，Ｐ＜００５作为差异存在统
计学意义的判定标准。

２　结果
２．１　各组大鼠白细胞系列结果　所有组治疗结束后血常规结
果显示，与空白组比较，免疫抑制模型组白细胞显著减少（Ｐ＜
０００１），提示免疫抑制模型制备成功，同时单核细胞百分比降
低（Ｐ＝００３７）；与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组白细胞含
量显著升高（Ｐ＝０００２），淋巴细胞百分比含量降低（Ｐ＜
０００１），假药饼灸组与中药灌胃组白细胞含量也显著升高
（Ｐ＝０００７，Ｐ＝０００１），同时淋巴细胞百分比含量均显著降低
（均Ｐ＜０００１）。详见表２。
２．２　各组大鼠血清中ＣＤ２８、４－１ＢＢ、４－１ＢＢＬ及ＩＬ－１７含量
　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，在 ＣＤ２８中，与空白组比较，其余４组
含量均显著增多（Ｐ＜０００１，Ｐ＝０００９，Ｐ＜０００１，Ｐ＝００２３）；
与免疫抑制模型组比较，３组治疗组含量均显著降低（Ｐ＜
０００１，Ｐ＝００２４，Ｐ＜０００１）；与隔药饼灸组比较，假药饼灸组
含量升高（Ｐ＝００１２）。
４－１ＢＢ中，与空白组比较，除隔药饼灸组外，其余３组含

量均显著增多（均Ｐ＜０００１）；与免疫抑制模型组比较，隔药饼
灸组含量显著降低（Ｐ＜０００１），中药灌胃组含量减少（Ｐ＝
００３１）；与隔药饼灸组比较，假药饼灸组及中药灌胃组含量均
增多（Ｐ＜０００１，Ｐ＝０００５）。
４－１ＢＢＬ中，与空白组比较，仅有假药饼灸组含量增多

７
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表２　各组大鼠白细胞系水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＷＢＣ／（１０９·Ｌ－１） ＮＥＵ／（％） ＬＹＭ／（％） ＭＯＮＯ／（％） ＥＯＳ／（％） ＢＡＳＯ／（％）

空白组　　　　 １０ ７．８±１．５ ６８．７±６．５ ２２．４±１．５ １．２±０．４ １．２±０．３ ０．１±０．１
免疫抑制模型组 １０ ２．０±０．５３） ７５．８±９０．０ ２３．３±７．５ ３．４±１．４１） ０．７±０．７ ０．１±０．１
隔药饼灸组　　 １０ ４．４±１．１３）５） ８６．２±２．４２） １０．１±４．７３）６） ２．８±２．５ ０．６±０．４１） ０．１±０．１
假药饼灸组　　 １０ ３．９±０．６３）５） ８７．４±３．９２）４） ９．６±３．３３）６） ２．２±０．６ ０．５±０．３１） ０．１±０．１
中药灌胃组　　 １０ ４．６±１．０３）６） ７８．１±１４．５ ６．４±１．１３）６） ３．４±１．７１） １．０±０．４ ０．１±０．１

Ｆ值 ２１．１１１ ４．２４１ １６．９７４ １．８０４ ２．１８４ ０．０００
Ｐ值 ０．０００ ０．０１２ ０．０００ ０．１６８ ０．１０８ １．０００

　　注：１）与空白组比较，Ｐ＜００５；２）与空白组比较，Ｐ＜００１；３）与空白组比较，Ｐ＜０００１；４）与免疫抑制模型组比较，Ｐ＜００５；５）与免疫抑制模

型组比较，Ｐ＜００１；６）与免疫抑制模型组比较，Ｐ＜０００１。

（Ｐ＝００２３）；与免疫抑制模型组比较，仅假药饼灸组含量增多
（Ｐ＝００１３）；与隔药饼灸组比较，假药饼灸组及中药灌胃组含
量均增多（Ｐ＝０００５，Ｐ＝００４９）。

ＩＬ－１７中，与空白组比较，其余４组含量均显著增多（Ｐ＜
０００１，Ｐ＝００２２，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１）；与免疫抑制模型组比
较，隔药饼灸组含量显著降低（Ｐ＜０００１），中药灌胃组含量减
少（Ｐ＝０００７）；与隔药饼灸组比较，假药饼灸组含量增多（Ｐ＝
０００３）。详见插页Ⅰ图１。
２．３　各组大鼠脾组织中４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ结果　免疫荧光
结果显示，在４－１ＢＢ中，与空白组比较，除隔药饼灸组外，其
余３组平均荧光强度均增强（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＝
０００６）；与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组及中药灌胃组平
均荧光强度显著减弱（均Ｐ＜０００１）；与隔药饼灸组比较，假药
饼灸组平均荧光强度增强（Ｐ＜０００１）。详见插页Ⅱ图２。

在４－１ＢＢＬ中，与空白组比较，其余４组平均荧光强度均
显著增强（均Ｐ＜０００１）；与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组
及中药灌胃组平均荧光强度均显著减弱（均Ｐ＜０００１）；与隔
药饼灸组比较，假药饼灸组平均荧光强度显著增强（Ｐ＝
０００１）。详见插页Ⅲ图３。
２．４　各组大鼠脾组织中 ＳＬＡＭ及 ＰＶＲＬ２甲基化结果　甲基
化ＢＳＰ法检测结果显示，在ＳＬＡＭ基因中，与空白组比较，免疫
抑制模型组与中药灌胃组甲基化率降低明显（Ｐ＝００１９，Ｐ＝
０００７），与免疫抑制模型组比较，隔药饼灸组甲基化率增高明
显（Ｐ＝０００４），与隔药饼灸组比较，中药灌胃组甲基化率降低
明显（Ｐ＝０００２）。详见插页Ⅳ图４。

在ＰＶＲＬ２基因中，与空白组比较，其余４组甲基化率均不
同程度降低（Ｐ＝００３０，Ｐ＝０００４，Ｐ＝００２１，Ｐ＝００４４）。详
见插页Ⅴ图５。
３　讨论

隔药饼灸是结合灸温、药物及穴位三方面作用的一种综合

疗法，能借助艾灸温热刺激，促进药物透皮吸收，直达穴位深

处，从而影响经络循行［２３］。艾灸具有温补温养温通、扶正祛邪

之功，可刺激免疫调节因子正向表达，有效调节机体免疫［２４］。

《扁鹊心书·须识扶阳》记载：“人于无病时，常灸关元、气

海、命门、中脘，虽未得长生，亦可保百余年寿矣”。足三里穴

具有抗炎及双向调节免疫的功能［２５］，中脘穴能强健中焦、补养

元气［２６］。因此本研究选定神阙、关元、足三里及中脘补益要

穴。同时本研究取《小儿药证直诀》中的六味地黄组方作为药

饼材料，方中六味合用、诸药并行，起到温阳补中之效。课题组

前期研究证实［１０－１１，１８，２７］，“药 －穴 －灸”三者合用能够有效改
善免疫抑制状态，恢复免疫功能。同时假药饼灸组的设置能够

对比药饼因素在隔药饼灸治疗中的差异性调节。因此，本研究

选取六味地黄组方配合上述穴位进行隔药饼灸，更好地发挥

“艾灸－穴位－药物”三合一作用，达到增强机体免疫的功效。
环磷酰胺作为烷化剂类抗肿瘤药物，临床常用于治疗乳腺

癌［２８］等恶性肿瘤与类风湿性关节炎［２９］、肾小球肾炎［３０］等自

体免疫性疾病，能诱导免疫抑制的发生，抑制细胞与体液免疫，

并造成ＤＮＡ结构损伤，因此常被应用于构建卵巢早衰［３１－３２］、

再生障碍性贫血［３３－３４］等多种免疫抑制相关疾病模型。本研究

采用环磷酰胺制备免疫抑制模型，在实际用量及观察中发现白

细胞显著降低，与崔瑾等人的结果相似［１８］，确定免疫抑制模型

构建成功。

脾脏作为体内最大的免疫器官，中医学中也有“脾主运

化”的概念，因此本研究选择脾脏组织来对 ４－１ＢＢ以及
ＳＬＡＭ、ＰＶＲＬ２作为切入点，探索隔药饼灸对免疫的调控机制。
４－１ＢＢ是ＴＮＦ受体超家族的成员，也是一类共刺激分子，主
要促进Ｔ细胞的增殖，从而加速免疫反应。４－１ＢＢ其主要配
体为４－１ＢＢＬ，通过与４－１ＢＢ结合，由核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ
ｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，ＮＦ－κＢ）等炎症途径诱导Ｂｃｌ－２等表达，并且能
拮抗促凋亡的Ｂｉｍ基因的表达，能够促进 Ｔ细胞的增殖，并且
保护Ｔ细胞，以免被诱导死亡［３５－３６］。在临床研究中发现，４－
１ＢＢ能够参与多种自身免疫系统疾病的进展，通过阻断 ４－
１ＢＢ的表达或者利用基因敲除等方法，能够使疾病的严重程度
有不同程度地缓解［３７］。在目前的肿瘤研究中，采用４－１ＢＢ激
动剂与共抑制分子（ＰＤ－１或 ＣＴＬＡ－４）的抑制剂联合使用，
能够有效抑制肿瘤的进程，并且毒性不强［３８］。本研究结果显

示，环磷酰胺诱导的免疫抑制模型组４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ表达
量远高于空白组，但是整体表达量不多，所以荧光强度一般，与

目前４－１ＢＢ在静息ＣＤ＋４ 或ＣＤ
＋
８Ｔ细胞上不表达，但在受抗原

刺激激活Ｔ细胞时而上调的认识一致［３９］。

同时，共刺激分子ＣＤ２８与４－１ＢＢ趋势一致，也说明在免
疫抑制情况下，Ｔ细胞被大量地激活。但是不同治疗组之间，
对于拮抗４－１ＢＢ激活的调节并不相同，由血清结果（插页Ⅰ
图１）可以发现，隔药饼灸组与中药灌胃组对于调节４－１ＢＢ、

８
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４－１ＢＢＬ以及ＣＤ２８效果均要好于假药饼灸组，并且在４－１ＢＢ
中，隔药饼灸效果最好。但是在４－１ＢＢＬ中，免疫抑制模型组
与空白组并无太大的差别，结合免疫荧光结果（插页Ⅲ图３）可
知，４－１ＢＢ主要表达在活化的 Ｔ细胞上，而４－１ＢＢＬ则主要
表达在抗原提呈细胞如树突状细胞上成熟时表达较高。组织

激活但血清水平不同的原因可能是两者表达细胞类型不同或

功能动态不同。

ＫＷＡＪＡＨＭＭＳ等的研究表明，通过注射 ４－１ＢＢ激动
剂，能够激活树突状细胞表达４－１ＢＢＬ，进而在 Ｔ细胞的激活
中发挥作用，由４－１ＢＢ与树突状细胞表面的４－１ＢＢＬ结合后
在诱导Ｔ细胞增殖方面比经典树突状细胞激活途径更有效。
主要通过抑制Ｔｒｅｇ细胞的发育，诱导Ｔ细胞ＩＬ－１７等［４０］。因

此，除了ＣＤ＋４、ＣＤ
＋
８Ｔ细胞之外，树突状细胞的４－１ＢＢ激活途

径也被证明能够调节免疫水平。ＩＬ－１７来源于辅助性 Ｔ细胞
（Ｔｈ）的一个亚群，是一类细胞因子，可以通过激活 Ｔ细胞、Ｂ
细胞等激活，进而增强免疫反应。ＯＳＯＲＩＯＦ等的研究表明，
ＤＣ细胞可以通过表达ＩＬ－１７家族细胞因子促进Ｔｈ１７细胞的
分化和活化，从而促进ＩＬ－１７的产生［４１］。ＩＬ－１７的结果（插
页Ⅰ图１）显示，ＩＬ－１７的表达趋势与４－１ＢＢ相似，由 ＩＬ－１７
与树突状细胞的紧密关系，推测隔药饼灸能够促进４－１ＢＢ与
树突状细胞表面的４－１ＢＢＬ结合，从而在免疫抑制环境中促
进Ｔ细胞的激活［４２］。

甲基化是一种重要的表观遗传学调控方式，ＤＮＡ甲基化
多指在ＣｐＧ位点添加甲基基团（ＣＨ３）的过程，主要参与基因
沉默、肿瘤抑制基因失活等过程。

ＳＬＡＭ家族基因编码一组免疫细胞表面的共刺激受体蛋
白。ＳＬＡＭ受体在Ｔ细胞和Ｂ细胞表面高表达，提供共刺激信
号。近年的研究证实ＮＫ细胞表面上的 ＰＤ－１不是内源性表
达的，而是以ＳＬＡＭ受体依赖的方式完全从细胞中获得的［４３］。

同时研究表明ＳＬＡＭ受体的亚基ＳＡＰ可以通过ＳＨ２结构域与
４－１ＢＢ受体胞内段结合［４４］。本研究结果显示（插页Ⅳ图４），
免疫抑制模型组相较于空白组，ＳＬＡＭ基因发生去甲基化现
象，去甲基化减少了对基因的抑制作用，可以上调 ＳＬＡＭ蛋白
的表达。因此可能通过促进免疫细胞的识别、活化和增殖来增

强免疫应答，激活ＳＬＡＭ基因的转录表达。之后经隔药饼灸治
疗后，甲基化率又有显著增高，可能为了降低免疫细胞的过度

增殖而启动的刹车措施，以降低自身免疫反应。因此我们推测

ＳＬＡＭ基因和４－１ＢＢ基因通过编码互作的受体参与免疫细胞
的共刺激、活化和功能调节，两者的协同作用可用于增强 Ｔ细
胞的疗效。假药饼灸呈现的趋势与隔药饼灸类似，但是甲基化

率与免疫抑制模型组无差别，说明在隔药饼灸治疗中，除了温

度治疗外，药物在该治疗中也扮演了重要的角色。另外，中药

灌胃的结果显示，六味地黄汤并不会直接作用于ＳＬＡＭ基因影
响其甲基化，而隔药饼灸可以通过影响 ＳＬＡＭ甲基化，抑制该
基因的表达，结合脾脏组织４－１ＢＢ及４－１ＢＢＬ的结果可以推
测，中药灌胃和隔药饼灸调节虽然均能调节免疫抑制状态，但

是途径却不相同。

Ｎｅｃｔｉｎ２家族是由激活受体ＣＤ２２６及其主要的负调控对应
Ｔ细胞免疫受体（ＴｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｗｉｔｈＩｇａｎｄＩＴＩＭｄｏ
ｍａｉｎｓ，ＴＩＧＩＴ）组成。Ｎｅｃｔｉｎ家族的配体包括了 ＣＤ１５５和
ＰＶＲＬ２（ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ２，即ｎｅｃｔｉｎ－２）。在免疫调
节中，能够介导Ｔ细胞和树突状细胞之间的黏附互动，参与 Ｔ
细胞的激活，并且可以通过与 ＣＣＲ７化学因子受体协同作用，
促进树突状细胞和Ｔ细胞的趋化运动［４５］。课题组前期研究也

发现隔药饼灸能够减少ＴＩＧＩＴ的表达［２７］，本研究结果（插页Ⅴ
图５）表明，与空白组比较，其余各组 ＰＶＲＬ２均发生了去甲基
化现象，表明ＰＶＲＬ２可能促进了 Ｔ细胞的激活。因为 ＰＶＲＬ２
与共抑制分子ＴＩＧＩＴ结合紧密，但是４－１ＢＢ与ＰＶＲＬ２之间未
见明显的调控联系，另外中药灌胃组甲基化检测的结果显示，

灌服六味地黄汤调节免疫抑制并非通过 ＳＬＡＭ及 ＰＶＲＬ２基
因，因此可能存在其他调控机制，有待进一步的研究。

综上可知，本研究在前期隔药饼灸能够有效提高机体免疫

力的基础上，进一步对隔药饼灸调节免疫的机制进行探索，发

现隔药饼灸能通过共刺激分子４－１ＢＢ，调节 ＳＬＡＭ的甲基化
水平，进而刺激Ｔ细胞激活，实现免疫功能提高的目的。这可
能是隔药饼灸干预免疫抑制机制的途径之一。
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Ⅰ

隔药饼灸对免疫抑制大鼠ＳＬＡＭ、ＰＶＲＬ２甲基化及４－１ＢＢ调控的影响

（正文见５－１０页）

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与空白组比较，Ｐ＜００１；与空白组比较，Ｐ＜
０００１；＃与免疫抑制模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与免疫抑制模型组比较，Ｐ＜００１；＃＃＃与免疫抑制模
型组比较，Ｐ＜０００１；％与隔药饼灸组比较，Ｐ＜００５；％％与隔药饼灸组比较，Ｐ＜００１；％％％与
隔药饼灸组比较，Ｐ＜０００１。

图１　各组大鼠血清中ＣＤ２８、４－１ＢＢ、４－１ＢＢＬ及ＩＬ－１７含量比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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Ⅱ

　　注：（Ａ）各组免疫荧光结果，（Ｂ）各组４－１ＢＢ统计结果。其中与空白组比较，Ｐ＜００１；与空白组比较，Ｐ＜０００１；＃＃＃与免
疫抑制模型组比较，Ｐ＜０００１；％％％与隔药饼灸组比较，Ｐ＜０００１。

图２　各组大鼠脾组织中４－１ＢＢ平均荧光强度（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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Ⅲ

　　注：（Ａ）各组免疫荧光结果，（Ｂ）各组４－１ＢＢ统计结果。其中与空白组比较，Ｐ＜０００１；＃＃＃与免疫抑制模型组比较，Ｐ＜０００１；
％％与隔药饼灸组比较，Ｐ＜００１。

图３　各组大鼠脾组织中４－１ＢＢＬ平均荧光强度（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ
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Ⅳ

　　注：（Ａ）ＣｐＧ岛预测结果，（Ｂ）各组ＳＬＡＭ启动子区甲基化结果，（Ｃ）各组统计结果。其中与空白组比较，Ｐ＜００１；＃与免疫
抑制模型组比较，Ｐ＜００５。●甲基化ＣｐＧ位点，○非甲基化ＣｐＧ位点。

图４　各组大鼠脾组织中ＳＬＡＭ甲基化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ⅴ

　　注：（Ａ）ＣｐＧ岛预测结果，（Ｂ）各组ＰＶＲＬ２启动子区甲基化结果，（Ｃ）各组统计结果。其中与空白组比较，Ｐ＜００５；与空白组比
较，Ｐ＜００１。●甲基化ＣｐＧ位点，○非甲基化ＣｐＧ位点。

图５　各组大鼠脾组织中ＰＶＲＬ２甲基化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）


