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从 LncRNA -UCA1 探讨针刺调节 miRNA -331 -3p/BRD4
轴改善脾虚大鼠肠道炎症作用机制
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　　摘要：目的 从长链非编码 RNA尿路上皮癌相关基因 1（LncRNA -UCA1）探讨针刺调节 miRNA -331 -3p/溴结构
域蛋白 4（BRD4）轴改善脾虚大鼠肠道炎症作用机制，探讨“健益脾气”针刺疗法改善脾虚便溏症状现代作用机制。方法
将 60 只 SD雄性大鼠以随机数字表法分为正常组、模型组、非经非穴组、针刺组，每组 1 5 只。除正常组外，其余 3 组采用
劳倦过度和不规律饮食复合方法建立脾虚证大鼠模型。造模成功后，针刺组电针“足三里”穴及“脾俞”穴干预治疗，非

经非穴组给予电针尾尖作为对照干预，每日 1 次/20 min，共治疗 1 4 d。治疗结束后，取大鼠血清及结肠组织。qPCR法
检测大鼠结肠组织 LncRNA -UCA1、miRNA -331 -3p/BRD4 轴相关基因的表达；ELISA 法检测大鼠血清中白介素 -1β
（IL -1β）、白细胞介素-6（IL -6）的含量；HE 染色法观察大鼠结肠组织病理形态变化；免疫组化法观察结肠中 BRD4、
白细胞介素 -8（IL -8）的表达情况；免疫荧光法观察 IL -1β、IL -6、肿瘤坏死因子 -α（TNF -α）及核因子 -κBp65
（NFκBp65）的表达水平；TUNEL染色法观察各组结肠组织凋亡情况。结果 与正常组比较，模型组、非经非穴组大鼠结

肠组织 miRNA -331 -3p的表达水平明显下降（P<0.05），LncRNA -UCA1、BRD4、NF -κB p65、IL -1β、IL -6、IL -8、
TNF -α的 mRNA 表达水平有所升高（P<0.05）；与模型组比较，针刺组大鼠结肠组织 miRNA -331 -3p 的表达水平明
显升高（P<0.05），LncRNA -UCA1、BRD4、NF -κB p65、IL -1β、IL -6、IL -8、TNF -α的 mRNA 表达水平有所降低
（P<0.05）。与正常组比较，模型组大鼠血清中促炎因子 IL -1β、IL -6 表达水平明显升高（P<0.05），与模型组比较，
针刺组大鼠结肠组织中促炎因子 IL -1β、IL -6 的表达水平有所降低（P<0.05）。免疫组化法结果显示与正常组比较，
模型组大鼠结肠组织 BRD4、IL -8 表达有所升高（P<0.05）；与模型组比较，针刺组的 BRD4 表达有所降低（P<0.05）。
免疫荧光结果显示与正常组比较，模型组、非经非穴组结肠组织 IL -1β、IL -6、TNF -α、NF -κB p65 免疫荧光平均吸光
度值升高（P<0.05）；与模型组比较，针刺组大鼠结肠组织中 IL -1β、IL -6、TNF -α、NF -κB p65 免疫荧光平均吸光度
值降低（P<0.05）。另外 HE 染色结果显示，针刺治疗可有效减轻结肠黏膜组织中炎症细胞浸润和杯状细胞的损失；
TUNEL染色结果显示，针刺治疗可以改善脾虚大鼠结肠炎症，抑制结肠黏膜细胞凋亡。结论 电针“足三里”“脾俞”穴

可以干预 LncRNA -UCA1 调节 miRNA -331 -3p/BRD4 轴，抑制肠道炎症和促炎症介质的表达，进而抑制结肠黏膜细胞
凋亡，提高机体免疫力，从而改善脾虚便溏症状。
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Exploring Mechanism of Intestinal Inflammation in Rats with Spleen Deficiency Treated
with Acupuncture Based on LncRNA（UCA1）Regulation of miRNA-331 /BRD4 Axis
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Abstract：Objective The aim of this study is to investigate the regulatory mechanism of LncRNA（UCA1）on the miRNA -
331 -3p/bromine domain protein 4（BRD4）axis through acupuncture，in order to ameliorate colonic inflammation in rats with
spleen deficiency.Additionally，this study seeks to explore the contemporary mechanism of“strengthening spleen and benefiting
Qi”acupuncture therapy in improving symptoms of spleen deficiency and loose stools.Methods Sixty male SD rats were randomly
assigned to four groups：normal group，model group，non -meridian non -acupuncture group and acupuncture group，with 1 5 rats
in each group.With the exception of the normal group，the remaining three groups were utilized to establish a rat model of spleen
deficiency through the compound method of overwork and irregular diet.Following successful modeling，the acupuncture group re-
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ceived electro -acupuncture at “Zusanli（ST36）”and “Pishu（BL20）”，while the non -meridian non -acupuncture group was
treated with electro -acupuncture at the tail tip as a control.The treatment was administered once daily for 20 minutes over a pe-
riod of 1 4 days.After treatment，serum and colonic tissues were collected from the rats.The expressions of LncRNA（UCA1）and
miRNA -331 -3p/BRD4 axis -related genes in rat colon tissue were detected by qPCR.The contents of interleukin -1β（IL -
1β）and interleukin -6（IL -6）in rat serum were detected by ELISA.The pathological morphological changes of rat colon tissue
were observed by HE staining.The staining of BRD4 in colon was observed by immunohistochemistry method.The immunoactivi-
ties of IL -1β，IL -6，tumor necrosis factor -α（TNF -α）and NFκB p65 expression levels were detected by immunofluores-
cence histochemistry.The apoptosis in colon tissues of each group was detected by TUNEL staining.Results Compared with those
of the normal group，the expression levels of miRNA -331 -3p in colon tissues of rats in the model group and non -meridian
non -acupuncture group were significantly decreased（P<0.05），and the mRNA expression levels of LncRNA（UCA1），BRD4，
nuclear factor kappa -B（NF -κB）p65，IL -1β，IL -6，IL -8 and TNF -αwere increased（P<0.05）.Compared with those of
the model group，the expression levels of miRNA -331 -3p in the colon tissue of rats were significantly increased（P<0.05）in
the acupuncture group，and the mRNA expression levels of LncRNA（UCA1），BRD4，NF -κB p65，IL -1β，IL -6，IL -8 and
TNF -αwere decreased（P<0.05）.Compared with those of the normal group，the expression levels of IL -1βand IL -6 in the
serum of rats in the model group were significantly increased（P<0.05），and the expression levels of IL -1βand IL -6 in the
colon tissue of rats in the acupuncture group were decreased（P<0.05）compared with those in the model group.Immunohisto-
chemical results showed that the expression of BRD4 in the colon tissue of rats in the model group was increased compared with
that in the normal group（P<0.05）.Compared with that in the model group，the expression of BRD4 in the acupuncture group
was decreased（P<0.05）.The immunofluorescence histochemistry results showed that the mean absorbance values of IL -1β，
IL -6，TNF -αand NF -κB p65 immunofluorescence in colon tissues of the model group and non -meridian non -acupuncture
group were increased compared with those of the normal group（P<0.05）.Compared with those of the model group，the mean
absorbance values of IL -1β，IL -6，TNF -αand NF -κB p65 immunofluorescence in colon tissues of rats in the acupuncture
group were decreased（P<0.05）.In addition，HE staining results showed that acupuncture could effectively reduce inflammatory
cell infiltration and loss of cupped cells in colonic mucosal tissues.TUNEL staining results showed that acupuncture could im-
prove colonic inflammation and inhibit apoptosis of colonic mucosal cells in spleen deficiency rats.Conclusion Electro -acupunc-
ture at “Zusanli（ST36）”and “Pishu（BL20）”can interfere with the LncRNA（UCA1）regulating miRNA -331 -3p/BRD4 ax-
is，inhibit the expressions of intestinal inflammation and pro -inflammatory mediators，and then inhibit the apoptosis of colonic
mucosal cells and improve the immunity of the body，thus improving the symptoms of spleen deficiency and loose stools.

Keywords：Zusanli （ST36）；Pishu （BL20）；spleen deficiency；intestinal inflammation；LncRNA -UCA1；miRNA -
331 /BRD4

　　《素问·灵兰秘典论篇》曰：“脾胃者，仓廪之官，五味出
焉。”李中梓《医宗必读》也写道：“一有此身，必资谷气，谷入于

胃，洒陈于六腑而气至，和调于五脏而血生，而人资之以为生者

也，故曰后天之本在脾。”脾把饮食物化生为人体所需精微，并

将这些精微吸收转输至全身，人体脏腑赖脾胃后天濡养，气血

化生得源而获充足的营养滋润［1］。而脾胃虚弱，不能受纳水

谷并运化精微，纳化停滞，清浊杂混而下，则成便溏。李东垣

《脾胃论》曰：“历观诸篇而参考之，则元气之充足，皆由脾胃之

气无所伤，而后能滋养元气。”《内经》也记载：“正气存内，邪不

可干”，脾胃虚弱，气血元气生化乏源，机体抗邪功能降低，免

疫系统失衡，则会诱发肠道炎症［2］。现代免疫学认为，免疫防

御系统是机体抵抗各种致病微生物侵袭，维持机体协调平衡性

的重要生理功能，脾虚引起便溏，免疫防御被破坏，导致肠道菌

群失调，容易引起致病菌的增加，诱发肠炎变成本虚标实的症

状。故此，脾虚是诱发肠道炎症的一个重要因素。现代研究表

明，肠上皮细胞凋亡进程可由多种炎症因子［如白介素 -1β
（IL -1β）、白细胞介素-6（IL -6）］活性增加而驱动［3］。研究

还发现在炎症部位可观察到结肠上皮黏膜细胞的凋亡增加，这

会破坏结肠黏膜结构完整和屏障功能，进一步加强结肠炎症

反应［4］。

长非编码 RNA（LncRNA）多数位于细胞质中，是一种长度

超过 200 个核苷酸，因缺少可译框架而没有蛋白质编码功能的
RNA［5］。LncRNAs已被证明参与多种炎症过程，并通过与核
酸和蛋白质相互作用、引诱 miRNAs、激活或抑制单个分子而与
免疫疾病的发病机制有关［6］。已发现 UCA1 与多种炎症及肿
瘤密切相关并在其发生中发挥作用，可发挥促炎功能［7］。已

知微小 RNA（miRNAs）结合靶 mRNA 的 3’非翻译区（3’-
UTR）并调节其表达，多种 mRNA 可由单个 miRNA 同时靶向，
从而调节各个基因的基因表达［8］。miRNAs 已被证明可以调
节多种生物活性，包括炎症、细胞死亡和癌症进展［9］。已发现

miR -331 -3p参与多种疾病的炎症反应过程且 UCA1 通过调
节 miR -331 -3p可以改善肠道炎症［1 0］。BRD4 是溴和末端外
（BET）家族的重要成员，其溴结构域可以结合乙酰化组蛋白和
转录因子以调节多种病理生理活性，包括癌症和炎症［1 1］。

BRD4 是参与炎症反应的重要溴和末端外蛋白且 BRD4 是调节
炎症的 NF -κB 通路的关键调节因子［1 2］。现代研究发现

BRD4 是 miR -331 -3p 的直接靶点，BRD4 受 miR -331 -3p
调节，BRD4 的消耗逆转了 miR -331 -3p 抑制对 LPS 处理的
FHC中的细胞活力、细胞凋亡和炎症的影响［1 0］。

脾虚失健，运化失司，T淋巴细胞功能下降，从而促使机体
免疫能力降低，进一步加重便溏。研究表明脾虚和肠道炎症有

密切的联系，且于临床上广泛应用针灸改善脾虚症状，但其作
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用机制与是否调控相关肠道炎症尚缺乏充足的理论及系统的

研究。本实验通过观察电针脾虚大鼠干预 LncRNA -UCA1 调
节 miRNA -331 -3p/BRD4 轴的治疗作用，探讨其健运脾气、
抵抗炎症、抑制细胞凋亡的效果，为临床针灸治疗脾虚提供科

学实验依据。

1 　材料与方法
1 .1 　实验动物与分组　SPF 级 SD 大鼠 60 只，8 周龄，体质量
1 80 ~200 g，购于辽宁长生生物技术股份有限公司，动物生产
许可证号［SCXK（辽）2020 -0001］。饲养环境：辽宁中医药大
学实验动物中心，使用许可证号［SYXK（辽）201 9 -0004］，湿
度为（45 ±5）%，温度为（22 ±2）℃。依据随机数字表法将大
鼠分为 4 组，为正常组、模型组、非经非穴组和针刺组，每组 1 5
只。实验过程中严格按照中华人民共和国科技部 2006 年颁布
的《关于善待实验动物的指导性意见》对动物进行处置。本实

验通过辽宁中医药大学动物伦理审查批准实施［2021 -01 6］。
1 .2　主要仪器与试剂　Stratagene Mx3000p 荧光 PCR仪（Agi-
lent Technologies），M8 数字切片扫描成像系统（Precipoint），针
灸针（0.1 9 mm ×1 0 mm，苏州医疗用品厂有限公司），电子针疗
仪（苏州医疗用品厂有限公司），酶标仪（赛默飞世尔科技公

司），TNF -α一抗（华安生物，ER651 89），miRNA 提取试剂盒
（291 22，康为世纪），miRNA 反转试剂盒（25722，康为世纪），
miRNA扩增试剂盒（02422，康为世纪），免疫组化试剂盒
（KIT -971 0，福州迈新生物技术开发有限公司），组织自发荧
光淬灭剂（G1 221，武汉赛维尔生物科技有限公司）。
1 .3　造模方法　采用劳倦过度和不规律饮食复合造模法建立
SD大鼠模型。适应性饲养 1 周后开始造模。正常组每日自由
进食及饮水，其余 3 组先饱食 1 d，再禁食 2 d，3 d为 1 个周期，
并每日力竭游泳（尾部系 5%体质量保险丝），每日 1 次，前后
相差 1 0 min，水温保持在 25 ℃，水深保持在 50 cm，持续 21 d。
以大鼠出现食欲不振、形体消瘦、倦怠神疲、毛发失荣、大便不

调（便溏），扎堆嗜睡等症状，符合《中医实验动物模型方法学》

中对于脾虚大鼠的评定标准。

1 .4　干预方法　造模成功后，针刺组选取“足三里”及“脾俞”
进行电针治疗，定位参考中国针灸学会实验动物研究会制定的

《动物针灸穴位图谱》，固定后，采用疏密波、频率 2 Hz/
1 00 Hz，输出电压 2 V，20 min/d，持续 1 4 d。非经非穴组确定
大鼠尾尖为非经非穴点，给予同等条件下的电针处理。正常组

和模型组大鼠在每天同一时间固定，不给予电针干预。

1 .5　观察指标及检测方法　取腹主动脉血：以上 4 组均用
1 0%水合氯醛进行腹腔麻醉注射（3 mL/kg 体质量），酒精消
毒，充分暴露腹腔，棉球剥离开脏器，分离出粉色腹主动脉，右

手持取血针，针尖接近平行刺入腹主动脉，回血后，取血针另一

端连接真空抗凝采血管，收集 3/4 管后拔出。
取结肠：暴露腹腔并剪取结肠，0.9%氯化钠溶液冲洗肠

腔，取部分结肠置于 4%多聚甲醛固定，另将剩余结肠置于
-80 ℃保存。
实时定量荧光 PCR 观察大鼠结肠组织 LncRNA -UCA1、

miRNA -331 -3p、BRD4、P65、IL -1β、IL -6、IL -8、TNF -α
mRNA表达：于-80 ℃取出结肠组织，并使用 Trizol 法提取总
RNA，后逆转录为 cDNA；miRNA 则按 miRNA 提取及转录试剂
盒说明书提取并转录为 cDNA，设定条件：95 ℃，1 0 min；95 ℃，

1 5 s；60 ℃，1 min，40 个循环，扩增所用引物见表 1，荧光定量
PCR仪进行检测，溶解反应按 Mx3000p 自动设定的条件进行。
2 -△△CT法对 PCR结果进行定量分析。

表 1 　引物序列

基因 引物序列（5′→3′） 产物长度/bp

miRNA -331 -3p 上游：UCAUUUUACCCUCCACCAGGGGG （加尾法）

LncRNA -UCA1 上游：GAGCCCTGTCCTTTGATG 279
下游：GATAGACTGTGACCCGATA

BRD4 上游：GAGGAAAGAAACAGGGACA 77
下游：TCTGCGGAGAAGTTGATG

NFκBp65 上游：ACAACTATGAGATGAACTCCGGG 1 1 4
下游：GATAGCAGTGGGCTGTCTCC

IL -6 上游：ATCAAGAGTCAACTGGCTCAACTCA 1 42
下游：TGTTGGGCGCACATAGCTTATC

IL -8 上游：CCCCCATGGTTCAGAAGATTG 1 25
下游：TTGTCAGAAGCCAGCGTTCAC

TNFα 上游：CCACGCTCTTCTGTCTACTG 1 45
下游：GCTACGGGCTTGTCACTC

IL -1β 上游：TGTGATGTTCCCATTAGAC 1 31
下游：AATACCACTTGTTGGCTTA

β-actin 上游：CCTCTATGCCAACACAGT 1 55
下游：AGCCACCAATCCACACAG

　　ELISA检测大鼠血清中 IL -1β、IL -6 的含量：室温血液
自然凝固 1 5 min，离心 20 min（3000 r/min）后，收集上清液加
样酶标板，标准品梯度稀释加入标准品孔，空白孔加入 40 μL
样品稀释液再加入 1 0 μL待测样品，充分混匀，封板后以 37 ℃
温育 30 min，弃去液体并甩干，每孔加满 20 倍稀释洗涤液，静
置 30 s弃去（重复 5 次）后拍干。加入酶标试剂温育并洗涤。
每孔先后加入显色剂 A、B 各 50 μL，37 ℃避光显色 1 5 min 每
孔加终止液 50 μL。450 nm波长（酶标仪）下测定吸光度，计算
IL -1β、IL -6 的表达量。

HE 染色法观察结肠组织形态学变化：将 4%多聚甲醛固
定好的结肠组织取出，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，常规石蜡包

埋、切片，经脱蜡、清洗后进行 HE 染色，显微镜下观察组织形
态学变化。

免疫组化染色法观察结肠 BRD4 表达：取出 4%多聚甲醛
固定好的结肠组织，石蜡包埋，切片 4 μm厚，放入 60 ℃恒温箱
中加热 3 h，取出冷却至室温。将切片脱蜡、水化，水流冲洗。
置于柠檬酸缓冲液中 95 ~1 00 ℃下孵育 20 min，以用于抗原提
取。静置冷却至室温后，分别用阻断内源性过氧化物酶、非特

异染色阻断剂孵育 1 0 min。一抗，4 ℃孵育过夜。分别用 IgG
聚合物、加链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化氢酶室温孵育 1 0
min，DBA显色。采用生物显微镜阅片，Image J 软件对图像进
行光密度分析。

免疫荧光染色法观察结肠 IL -1β、IL -6、TNF -α、
NFκBp65 的表达：取结肠石蜡切片，经过脱蜡后，将切片充分
浸泡在柠檬酸钠抗原修复液内，95 ~1 00 ℃下孵育 20 min，取
出自然冷却至室温。切片甩干，滴加组织自发荧光淬灭剂 A
液，室温孵育 30 min，BSA 牛血清白蛋白封闭 40 min。一抗，
4 ℃孵育过夜。荧光二抗避光孵育 50 min，洗涤后加入 DAPI，
避光孵育 1 0 min，最后用荧光显微镜观察。采集图像后用 Im-
age J软件进行图像分析。
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TUNEL染色法观察结肠组织细胞凋亡：取 4%多聚甲醛固
定好的样本，石蜡包埋后切片处理，按照 TUNEL染色试剂盒操
作步骤检测结肠组织细胞凋亡。荧光显微镜观察采集图像及

分析。

1 .6　统计学方法　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析，数据
采用均数±标准差（■x±s）表示，所有数据均行正态性及方差齐
性检验，均满足正态分布。组间比较使用单因素方差分析。以

P<0.05 为差异有统计学意义。
2　结果
2.1　各组大鼠体质量、抓力及结肠长度比较　见表 2、表 3。

表 2　各组大鼠体质量比较 单位：g

组别 n 造模前体质量 治疗前体质量 治疗后体质量

正常组　　 1 5 21 5.40 ±6.69 402.20 ±1 7.76 483.40 ±29.62
模型组　　 1 5 21 2.40 ±6.77 1 81 .80 ±5.26* 223.00 ±1 2.53*

非经非穴组 1 5 21 7.20 ±4.77 1 85.20 ±1 3.77* 236.60 ±9.99*

针刺组　　 1 5 21 1 .60 ±7.77 1 94.40 ±1 3.24* 284.00 ±1 0.93*#

　　注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。
表 3　各组大鼠抓力及结肠长度比较

组别 n 造模前抓力/（N）治疗前抓力/（N） 治疗后抓力/（N） 结肠长度/（cm）

正常组　　 1 5 887.40 ±27.37 1 020.1 0 ±68.1 2 1 278.00 ±22.31 8.88 ±0.34*

模型组　　 1 5 874.00 ±1 9.65 798.20 ±23.91 * 807.00 ±54.1 4* 7.30 ±0.42*

非经非穴组 1 5 891 .80 ±25.58 775.40 ±45.32* 785.40 ±26.47* 7.43 ±0.57*#

针刺组　　 1 5 893.40 ±1 6.89 803.40 ±36.86* 869.40 ±23.45*#8.08 ±0.1 5

　　注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。

2.2 　各组大鼠结肠 LncRNA -UCA1、miRNA -331 -3p、
BRD4、P65、IL -1β、IL -6、IL -8、TNF -α基因表达　与正常
组比较，模型组、非经非穴组大鼠结肠组织 miRNA -331 -3p
的表达水平明显下降（P<0.05），LncRNA -UCA1、BRD4、P65、
IL -1β、IL -6、IL -8、TNF -α的 mRNA 表达水平有所升高
（P<0.05）；与模型组比较，针刺组大鼠结肠组织 miRNA -
331 -3p 的表达水平明显升高（P<0.05），LncRNA -UCA1、
BRD4、P65、IL -1β、IL -6、IL -8、TNF -α的 mRNA 表达水平
有所降低（P<0.05）。见表 4、表 5。
2.3　各组大鼠血清中 IL -1β、IL -6 含量的比较　与正常组
比较，模型组、非经非穴组大鼠结肠组织中促炎因子 IL -1β、
IL -6 表达水平明显升高（P<0.05），与模型组比较，针刺组大
鼠结肠组织中促炎因子 IL -1 β、IL -6的表达水平有所降低

（P<0.05）。见图 1。
表 4　针刺对脾虚大鼠 UCA1 及 miRNA -331 -3p/

BRD4 轴 mRNA表达影响

组别 n miRNA -331 -3p UCA1 BRD4 NFκB P65

正常组　　 1 5 1 .00 ±0.00　 1.00 ±0.00　 1.00 ±0.00　 1.00 ±0.00　
模型组　　 1 5 0.68 ±0.32* 1 .80 ±0.1 2* 2.02 ±0.38* 1 .97 ±0.25*

非经非穴组 1 5 0.70 ±0.59* 1 .88 ±0.1 1 * 2.1 3 ±0.49* 1 .97 ±0.24*

针刺组　　 1 5 0.87 ±0.95*# 1.30 ±0.1 1 *# 1.41 ±0.80# 1.37 ±0.1 9#

　　注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。
表 5　针刺对脾虚大鼠 IL -1β、IL -6、IL -8、

TNF -α的 mRNA表达影响（■x±s）

组别 n IL -1βmRNA IL -6 mRNA IL -8 mRNA TNF -αmRNA

正常组　　 1 5 1 .00 ±0.00　 1.00 ±0.00　 1.00 ±0.00　 1.00 ±0.00　
模型组　　 1 5 2.22 ±0.54* 1 .39 ±0.22* 2.1 0 ±0.55* 1 .88 ±0.23*

非经非穴组 1 5 1 .81 ±0.25* 1 .34 ±0.1 6* 1 .86 ±0.1 0* 1 .43 ±0.20*#

针刺组　　 1 5 1 .42 ±0.1 9# 0.97 ±0.1 6# 1.1 9 ±0.30# 1.1 4 ±0.27#

　　注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。

2.4　各组大鼠结肠组织病理变化　正常组中结肠组织隐窝边
缘规则，杯状细胞和隐窝结构正常；模型组、非经非穴组中炎性

细胞增加，隐窝边缘不规则，且杯状细胞减少；针刺组可见炎性

细胞有所减少，杯状细胞数量和隐窝结构得到一定程度的恢

复。见插页ⅩⅩⅦ图 2。
2.5　各组大鼠结肠组织 BRD4、IL -8 的表达　与正常组相
比，模型组、非经非穴组大鼠结肠组织中 BRD4、IL -8 的表达
量明显增加，差异有统计学意义（P<0.05）；与模型组相比，针
刺组大鼠结肠组织中 BRD4、IL -8 的表达量有所减少，差异有
统计学意义（P<0.05）。见插页ⅩⅩⅦ图 3。
2.6　各组大鼠结肠组织 IL -1β、IL -6、TNFα及 NFκBp65 免
疫荧光表达比较　由插页ⅩⅩⅧ图 4、插页ⅩⅩⅨ图 5 及表 6 可见，阳
性表达呈现绿色，细胞核表达呈现蓝色，Merge 为两者共表达。
与正常组比较，模型组及非经非穴组 IL -1β、IL -6、TNF -α、
NF -κB p65 的免疫荧光表达有所升高（P<0.05）。与模型组
比较，针刺组IL -1β、IL -6、TNF -α、NF -κB p65 的免疫荧光
表达有所降低（P<0.05）。
2.7　TUNEL染色检测各组大鼠结肠上皮黏膜细胞凋亡　正
常组中绿色荧光标记的凋亡细胞数量最少，凋亡细胞与总细胞

重合最少，凋亡阳性细胞表达率最低；与正常组比较，模型组、

注：A.IL -1β表达水平；B.IL -6 表达水平。*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。
图 1 　针刺对脾虚大鼠相关因子影响
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表 6　各组大鼠中 IL -1β、IL -6、TNF -α及 NF -κB p65
平均荧光强度比较（■x±s）

组别 n IL -1β IL -6 TNF -α NFκB P65

正常组　　 1 5 1 02.90 ±2.52 98.34 ±4.80 1 05.44 ±2.1 4 87.58 ±3.05
模型组　　 1 5 1 31 .89 ±6.1 4* 1 46.54 ±3.66* 1 35.30 ±2.38* 1 20.96 ±4.54*

非经非穴组 1 5 1 28.25 ±9.64* 1 48.83 ±6.58* 1 31 .57 ±2.56* 1 1 1 .51 ±2.80*#

针刺组　　 1 5 1 1 3.54 ±3.76# 1 24.41 ±3.78*#1 1 5.86 ±2.60*# 98.42 ±4.28*#

　　注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。

非经非穴组结肠组织细胞凋亡情况最为严重，凋亡细胞与总细

胞重合最多，凋亡阳性细胞表达率升高（P<0.05）；与模型组
比较，针刺组细胞凋亡率下降明显，凋亡细胞与总细胞重合均

减少（P<0.05）。见插页ⅩⅩⅩ图 6。
3　讨论

《医宗必读·肾为先天脾为后天论》曰：“脾为中宫之土，

土为万物之母［1 3］。”脾中央土以灌四傍，主运化水谷，布散精

微，为“后天之本”，脾将饮食水谷化为精微，并将其转输至全

身。《素问·阴阳应象大论篇》云：“清气在下，则生飧泄；浊气

在上，则生腹胀。”《儒门事亲》亦云：“故湿之气……其化在天

为雨，在地为泥，在人为脾，甚则为泄。”脾胃虚弱，无法受纳水

谷并运化精微，水谷停滞，清浊混杂而下，遂成便溏。《景岳全

书·泄泻》载：“泄泻之本无不由于脾胃，若饮食失节……不能

输化，致合污下降，而泻利作矣。”论述了脾胃与便溏的紧密的

联系。脾胃亏虚，脏腑不得充养，机体的抵抗力降低［1 4］。且便

溏日久，使肠道屏障功能逐渐减弱，无法发挥正常功能，机体免

疫系统作用减弱，则易产生肠道炎症［1 5］。肠道炎症会破坏肠

黏膜的完整性且降低肠黏膜屏障功能，进而促进肠黏膜细胞

凋亡［1 6］。

因此本研究以“从脾论治”入手，通过电针足三里、脾俞干

预 LncRNA -UCA1 调节 miRNA -331 -3p/BRD4 轴治疗脾虚
肠道炎症的机制。足三里穴出自《灵枢·本输》，为足阳明胃

经合穴、胃之下合穴，属于“四总穴”“回阳九针”之一［1 7］。故

此选择针刺足三里以健脾，符合从脾论治之法。脾俞穴出自

《灵枢·背俞》，属足太阳膀胱经，脾之背俞穴。背俞穴广泛用

于治疗相应的脏腑病证及有关的组织器官病证，故脾俞穴是治

疗脾胃病的要穴，除可用于治疗背痛等局部病证外，还善于治

疗脾胃疾患如腹胀、腹泻、痢疾、纳呆、水肿等［1 8］。

肠道轻度炎性反应目前被认为与脾虚有关，可以通过针刺

调节脾虚，从而降低炎性，改善结肠黏膜功能［1 9］。本研究结果

显示，大鼠体质量降低，抓力降低，病理改变呈现出轻度炎性反

应，与有关研究结果一致。针刺干预后，大鼠体质量增加，抓力

升高，肠道炎性反应减轻。相关实验表明针刺可调节脾虚，降

低炎性反应，改善肠道功能及完整性，减轻便溏症状［20］。

LncRNAs已被证明与 DNA或 RNA特异性碱基配对，这使
它们能够调节基因表达并参与几种生物学过程［21］。据报道

LncRNA在各种场合参与炎症活动，且已经在肠道炎症中鉴定
出 LncRNA的失调［22］。诸多研究表明，miRNAs可能与肠道炎
症的进展有关，其机制可能通过控制肠道炎症相关基因参与炎

症的发病［23］。现代研究揭示了 miR -331 -3p 被 UCA1 靶向
并反向调节，本研究中也证明了这一点［1 0］。据报道，BRD4 是
炎性疾病中的重要调节因子且 BRD4 是 miR -331 -3p的直接

靶点，miR -331 -3p 的缺失会导致 BRD4 的高表达来促使炎
症发生。NF -κB是一种转录因子，控制着一系列参与炎症信
号级联反应的促炎基因，在肠道炎症的发病机制中起着重要作

用［24］。研究已表明，BRD4 是调节炎症的 NF -κB 通路的关键
调节因子，NF -κB信号可以被 BRD4 激活［25］。本实验结果表

明 BRD4 可以通过激活肠道炎症中的 NF -κB 信号通路促进
结肠上皮细胞损伤。

本研究探讨了电针治疗 LncRNA -UCA1 干预 miR -
331 -3p/BRD4 轴对细胞凋亡的影响。结果发现，BRD4 的过
度表达及 miR -331 -3p低表达会促进结肠上皮细胞凋亡，而
BRD4 的表达下调及 miR -331 -3p 高表达则表现出相反的作
用。此外，炎症结肠中促炎细胞因子（IL -1β、IL -6 等）的水
平显著升高，会破坏肠黏膜完整性并且降低肠黏膜屏障功能，

进而促进肠黏膜细胞凋亡。

总之，本研究首先证明电针治疗 LncRNA -UCA1 干预
miR -331 -3p/BRD4 轴在肠道炎症的调节中起重要作用。
LncRNA -UCA1 的过表达通过抑制结肠 miR -331 -3p 并加
强 BRD4 的表达从而促进炎症。本研究显示电针足三里、脾俞
可以抑制 LncRNA -UCA1 的表达，进一步抑制 BRD4 并促进
miR -331 -3p的表达，从而抑制炎症因子的表达。LncRNA -
UCA1、miR -331 -3p和 BRD4 在炎症性结肠病变中的差异表
达可能为针刺治疗脾虚提供一个有希望的生物标志物。Ln-
cRNA -UCA1 干预 miR -331 -3p/BRD4 轴是脾虚治疗的潜在
治疗靶点。
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肺康喘宁丸治疗慢性阻塞性肺疾病迁延期肺肾气虚证的

疗效及对 AKT/mTOR通路的影响

柴树人，杨征，贾旭锦，杜学宏
（宁波市中医院，浙江 宁波 31 5000）

　　摘要：目的 探讨肺康喘宁丸治疗慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）迁延期肺肾气虚证
的疗效及对蛋白激酶 B/雷帕霉素靶蛋白（protein kinase B/mammalian target of rapamycin，AKT/mTOR）通路的影响。方法
选择 2021 年 5 月—2023 年 5 月就诊的慢性 COPD迁延期肺肾气虚证患者 84 例，采用随机数字表法分成常规组（42 例）
与中药组（42 例）。常规组采用常规治疗，中药组在此基础上给予肺康喘宁丸治疗。观察两组患者的中医证候积分、肺
功能、AKT/mTOR通路蛋白水平、临床疗效、不良反应发生情况。结果 治疗后，中药组患者中医证候积分、AKT、p -
AKT、mTOR、p -mTOR水平均低于常规组（P<0.05）；中药组患者用力肺活量（forced vital capacity，FVC）、1 秒用力呼气
容积（forced expiratory volume in one second，FEV1）、呼气峰流量（peak expiratory flow，PEF）与 FEV1 /FVC水平均高于常规
组（P<0.05）；中医组患者治疗总有效率高于常规组（P<0.05）；两组不良反应总发生率差异无统计学意义（P>0.05）。
结论 肺康喘宁丸能够改善患者肺功能，降低中医证候积分，提高临床疗效，降低 AKT/mTOR 通路蛋白水平，安全性
较高。

　　关键词：慢性阻塞性肺疾病；迁延期；肺肾气虚证；肺康喘宁丸；肺功能；临床疗效；不良反应
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从 LncRNA -UCA1 探讨针刺调节 miRNA -331 -3p／BRD4
轴改善脾虚大鼠肠道炎症作用机制

（正文见 183 -187 页）

图 2　各组大鼠肠黏膜组织病理观察（HE）

注：*与正常组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。
图 3　各组大鼠结肠组织 BRD4、IL -8 的表达（400 ×）
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图 4　各组大鼠结肠组织 IL -6、IL -1β免疫荧光染色图
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图 5　各组大鼠结肠组织 TNF -α、NF -κB p65 免疫荧光染色图
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图 6　各组大鼠结肠上皮黏膜细胞凋亡情况（200 ×）

茯苓多糖通过抑制炎症和氧化应激改善阿霉素诱导的心肌细胞损伤

（正文见 239 -243 页）

注：*与对照组比较，P<0.05；#与模型组比较，P<0.05。
图 1　各组 AC16 细胞增殖能力比较


