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艾灸及艾烟对 ＡＰＯＥ基因敲除小鼠血清
促炎因子的干预研究
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摘要　目的：观察艾灸及艾烟对ＡＰＯＥ／小鼠血清细胞间黏附分子（ＩＣＡＭ１）、血管细胞黏附分子（ＶＣＡＭ１）以及单核细胞
趋化因子（ＭＣＰ１）水平的影响，以期初步探讨艾灸防治动脉粥样硬化的机制。方法：采用高脂饮食喂养的载脂蛋白 Ｅ基
因敲除小鼠（ＡＰＯＥ／小鼠）作为动脉粥样硬化模型，并随机分为４组：艾灸组、艾烟组、香烟对照组组、模型组。分别运用
艾灸、艾烟及香烟的方式进行干预，干预１２周后观察小鼠血清ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１及ＭＣＰ１水平的变化。结果：与模型组相
比，艾灸组，艾烟组小鼠血清ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１及ＭＣＰ１水平明显降低（Ｐ＜００５），艾灸组，艾烟组之间无统计学意义。香
烟组于模型组之间差异无统计学意义。结论：艾灸及艾烟可明显降低动脉粥样硬化小鼠血清中黏附分子和单核趋化分子

的水平。
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　　心脑血管疾病是世界发病率最高的疾病之一，
其致死、致残率高居各类疾病之首。动脉粥样硬化

（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管疾病的主要病理基
础。在我国，随着人民生活水平的日益提高和人口

老龄化，高脂血症、ＡＳ及由此引发的心脑血管疾病
发病率和死亡率逐年上升，对国家和人民的生命财

产造成了极大的损失，给医疗资源带来了极大的负

担。脂质代谢紊乱作为动脉粥样硬化的治病因素一

直以来为我们所熟知，其过程伴随着巨噬细胞脂质

增多，转变为泡沫细胞，形成脂肪条纹，最终形成纤

维斑块，最终形成粥样硬化斑块。然后越来越多研

究发现其中的炎性特征。１９９５年，Ｒｏｓｓ等提出动脉
粥样硬化“损伤理论”，并阐述了动脉粥样硬化过程

中的炎性机制［１］。直至今天，大量的研究发现炎性

反应在动脉粥样硬化斑块的进展中的各个阶段都发

挥重要作用，因而动脉粥样硬化也越来越被认为一

·３０７·世界中医药　２０１６年４月第１１卷第４期



种炎性疾病［２］。大量的黏附分子、趋化因子和促炎

性细胞因子在此过程中释放，并参与动脉粥样硬化

病变的发展。

中医认为，动脉粥样硬化属于本虚标实的范畴，

为机体气化功能不足，而导致代谢紊乱，从而形成

“痰浊、血瘀”滞留体内，属于中医“膏、浊、脂”的范

畴。而艾灸防治ＡＳ的机理也在于扶正祛邪，具体体
现在“补”与“通”２方面。补足正气，纠正紊乱的代
谢，使机体代谢有序化，正常化。温通经脉，改善血

管功能，使“痰浊”“血瘀”等病理产物的生成得以减

少，从而控制病理衍变。

艾灸疗法是中医学的主流疗法之一，在养生保

健方面发挥着重要的作用。大量临床和实验研究发

现，艾灸疗法具有降低血脂，改善动脉粥样硬化的作

用［３５］。在治疗高脂血症和动脉粥样硬化等方面有

着广泛的应用。艾烟是艾灸过程中的产物，其中含

有多种活性成分，具有抗炎、抗氧化等作用。本实验

通过观察艾灸及艾烟干预动脉粥样硬化小鼠对其血

清黏附分子 ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１及单核细胞趋化因子
ＭＣＰ１水平的影响，以期探讨艾灸及艾烟在防治动
脉粥样硬化中，对其炎性反应过程的作用。

１　材料和方法
１１　实验动物　本实验选用８周龄载脂蛋白 Ｅ基
因敲除小鼠（ＡＰＯＥ／小鼠）作为动脉粥样硬化模
型，同龄相同遗传背景非转基因小鼠 Ｃ５７ＢＬ／６作为
空白对照。小鼠均购自于北京大学医学部实验动物

科学部。ＡＰＯＥ／小鼠采用高脂饲料（购自北京维
通利华实验动物有限公司，含 １５％猪油、２％胆固
醇、００５％胆酸），Ｃ５７ＢＬ／６常规饲料喂养。所有小
鼠均可自由进食饮水；饲养环境温度为（２２±２）℃，
湿度为５０％～６０％左右。采用人工控制室内照明，
保持１２ｈ光照（８：００—２０：００）和黑暗（２０：００—次日
８：００）交替循环。
１２　主要试剂和仪器　１）细艾条：规格 φ０５ｃｍ×
２０ｃｍ，购自河南南阳汉医艾绒有限公司；２）香烟：市
售，中南海牌，混合型，焦油含量１０ｍｇ，尼古丁含量
１０ｍｇ，ＣＯ含量１０ｍｇ；３）小鼠固定器：规格１５０ｍｍ
×６５ｍｍ×５０ｍｍ，可固定小鼠头、尾、四肢部位，底
板处设有小孔，可暴露腹部，购自上海华岩仪器设备

有限公司；４）玻璃缸：自制，８０ｃｍ×８０ｃｍ×６０ｃｍ，
顶层玻璃正中设有直径为５ｍｍ的圆孔；５）光散射
式数字粉尘测试仪：购自北京宾达绿创科技有限公

司；６）低温离心机，德国 ＺＫ３８０型；７）超低温冰箱，
日本三洋公司产；８）酶联免疫吸附测定（ｅｌｉｓａ）试剂

盒：ＩＣＡＭ１（细胞间黏附分子１）、ＶＣＡＭ１（血管细胞
黏附分子１）、ＭＣＰ１（单核细胞趋化活性蛋白１）酶
联免疫吸附测定试剂盒，购自北京北化康泰临床试

剂有限公司。

１３　实验方法
１３１　动物分组及处理　６８只８周龄 ＡＰＯＥ／小
鼠随机分为３组：模型对照组，香烟组，艾烟组，艾灸
组，每组１７只。２０只 Ｃ５７ＢＬ／６作为空白对照。适
应性喂养一周后，进行实验干预。干预方法：正常

组：将小鼠放入固定器，固定小鼠头、尾、四肢部位。

模型组：将小鼠放入固定器固定，固定小鼠头、尾、四

肢部位。香烟组：将小鼠放入固定器后放入玻璃缸，

玻璃缸内置有调试好的粉尘测试仪。点燃香烟，从

玻璃缸上方圆孔中将燃烧的一端插入，令香烟烟雾

充满玻璃缸。用粉尘测试仪测试其浓度，当烟雾浓

度达到１０～１５ｍｇ／ｍ３之间时将香烟取出，迅速封闭
圆孔。此后每隔３ｍｉｎ记录１次浓度数值，使数值保
持在１０～１５ｍｇ／ｍ３之间。若数值高于１５ｍｇ／ｍ３，
可将上方玻璃盖稍微移动，令烟雾部分散去后迅速

将盖子移回；若数值低于１０ｍｇ／ｍ３，可再将点燃的
香烟由圆孔插入，以补充香烟烟雾。艾烟组：将小鼠

放入固定器后放入玻璃缸，玻璃缸内置有调试好的

粉尘测试仪。点燃艾条，从玻璃缸上方圆孔中将燃

烧的一端插入，令艾烟充满玻璃缸。用粉尘测试仪

测试其浓度，当艾烟浓度达到１０～１５ｍｇ／ｍ３之间时
将艾条取出，迅速封闭圆孔。此后每隔３ｍｉｎ记录１
次浓度数值，使数值保持在１０～１５ｍｇ／ｍ３之间。若
数值高于１５ｍｇ／ｍ３，可将上方玻璃盖稍微移动，令
艾烟散去部分后迅速将盖子移回；若数值低于 １０
ｍｇ／ｍ３，可再将点燃的艾条由圆孔插入，以补充艾
烟。艾灸组：将小鼠放入固定器固定，固定器底板处

设有小孔，暴露腹部关元穴，将小鼠放入固定器后架

起，点燃艾条放置小鼠腹部下方，使灸火透过固定器

底部小孔传至小鼠腹部关元穴。所有干预２０ｍｉｎ／
次，１次／ｄ，６ｄ／周，共１２周，在干预１２周末处死小
鼠，取血。

１３２　取材及检测　末次干预后，禁食不禁水１２
ｈ。小鼠麻醉后，采用眼球摘除法，从眼眶静脉丛采
集血液标本约１５～２ｍＬ，置于离心管中，静置１ｈ
后，离心１５ｍｉｎ（４℃，１５００ｒ／ｍｉｎ）。离心后将血清
保存于２０℃冰箱中备用。采用酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）测定血清中 ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、ＭＣＰ１的含
量，具体操作步骤：１）分别设空白孔（空白对照孔不
加样品及酶标试剂，其余各步操作相同）、标准品孔、

·４０７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．４



待测样品孔。在酶标包被板上标准品孔中加入稀释

好的标准品５０μＬ；在酶标包被板上待测样品孔中
先加样品稀释液４０μＬ，然后再加待测样品 １０μＬ
（样品最终稀释度为５倍）。轻轻晃动混匀，３７℃温
育３０ｍｉｎ。２）弃去液体，甩干，每孔加满稀释后洗涤
液，振荡３０ｓ，甩去洗涤液，用吸水纸拍干。如此重
复５次，拍干。３）每孔加入酶标试剂５０μＬ，空白孔
除外。轻轻晃动混匀，３７℃温育３０ｍｉｎ。４）弃去液
体，甩干，每孔加满稀释后洗涤液，振荡３０ｓ，甩去洗
涤液，用吸水纸拍干。如此重复５次，拍干。５）每孔
先加入显色剂Ａ５０μＬ，再加入显色剂 Ｂ５０μＬ，轻
轻震荡混匀，３７℃避光显色 １０ｍｉｎ。６）取出酶标
板，每孔加终止液５０μＬ，终止反应（此时蓝色立转
黄色）。７）加终止液后１５ｍｉｎ以内进行测定：以空
白孔调零，在 ４５０ｎｍ波长下测量各孔的吸光度值
（ＯＤ值）。测定应在加终止液后１５ｍｉｎ以内进行。
８）根据标准品的浓度及对应的ＯＤ值，以ＯＤ值为纵
坐标，以标准品浓度为横坐标，绘制标准曲线，计算

出标准曲线的直线回归方程，再根据样品的 ＯＤ值
在回归方程上计算出对应的样品浓度。

１４　数据统计　实验结果用 ＳＰＳＳ１３０统计软件
分析。所用数据首先进行正态性检验和方差齐性检

验，对符合正态性分布且方差齐的计量数据，用（珋ｘ±
ｓ）表示，并采用单因素方差分析法 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ
进行分析，当组间数据有统计学意义时，再用 ＬＳＤ
法进行组间多重比较，实验数据以（珋ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。对于非正态分布的数
据采用中位数（四分位距）Ｍ（ＩＱ）表示，组间比较选
用非参数检验（ＭａｎｎｗｈｉｔｎｅｙＵ）法进行，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　实验结果
各组小鼠血清ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、ＭＣＰ１含量见表

１。各组小鼠血清 ＩＣＡＭ１含量呈正常组、艾灸组 ＜
艾烟组＜香烟组、模型组的趋势；与正常组相比，模
型组小鼠血清ＩＣＡＭ１显著高于正常组（Ｐ＜０００１）；
与模型组相比，艾灸组、艾烟组小鼠血清 ＩＣＡＭ１显
著低于模型组（Ｐ＝０００１，００３）；香烟组与模型组
差异无统计学意义（Ｐ＝０３５）；艾灸组与艾烟组小
鼠血清ＩＣＡＭ１含量差异为差异无统计学意义（Ｐ＝
００５）；香烟组与艾烟组差异无统计学意义（Ｐ＝
０１７）。各组小鼠血清 ＶＣＡＭ１含量呈正常组、艾灸
组、艾烟组 ＜香烟组 ＜模型组的趋势；与正常组相
比，模型组小鼠血清 ＶＣＡＭ１含量显著高于正常组
（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，艾灸组、艾烟组小鼠血

清ＶＣＡＭ１显著低于模型组（差异有统计学意义Ｐ＜
０００１，Ｐ＜０００１），香烟组与模型组为差异无统计学
意义（Ｐ＝０１２）；艾灸组与艾烟组小鼠血清 ＶＣＡＭ１
含量为差异无统计学意义（Ｐ＝０５２）；香烟组显著
高于艾烟组（Ｐ＜０００１）。各组小鼠血清ＭＣＰ１含量
呈正常组＜艾灸组、艾烟组 ＜香烟组 ＜模型组的趋
势；与正常组相比，模型组小鼠血清 ＭＣＰ１含量显著
高于正常组（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，艾灸组、艾
烟组小鼠血清 ＭＣＰ１显著低于模型组（差异有统计
学意义Ｐ＝０００２，０００５），香烟组与模型组差异无
统计学意义（Ｐ＝０１２）；艾灸组与艾烟组小鼠血清
ＭＣＰ１含量差异无统计学意义（Ｐ＝０７３）；香烟组与
艾烟组差异无统计学意义（Ｐ＝０１２）。

表１　各组小鼠血清ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、
　　ＭＣＰ１含量比较（珋ｘ±ｓ，ｇ／Ｌ）

组别 只数 ＩＣＡＭ１ ＶＣＡＭ１ ＭＣＰ１

正常组 １９ １５０２±２５５１９２０±３８１ ６１８９±１５４７

模型组 １２ ２２６７±４７７ ３１８５±２０８ １０２２０±１４３３
香烟组 １５ ２１０７±２７２ ２８６７±３８６ ８７３３±３８８△△

艾烟组 １５ １９０３±２０１ ２１３８±３９９ ７４８５±１８８２

艾灸组 １６ １６４３±３３２２０３１±２６４ ７２１８±２１５２

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；与艾烟组相比△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜０００１。

图１　各组小鼠血清ＶＣＡＭ１，ＩＣＡＭ１含量比较

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５；Ｐ＜０００１。

图２　各组小鼠血清ＭＣＰ１含量比较

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５；Ｐ＜０００１。

３　讨论
根据动脉粥样硬化的炎性反应学说：ＡＳ是动脉
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壁内皮细胞、血管平滑肌细胞受到损伤后，引发的炎

性纤维组织增生性反应。炎性反应参与了动脉粥样

硬化的起始、发生、发展的全部过程。初始阶段：吸

烟，高血压，高血脂，感染等各种刺激可以激发内皮

损伤和功能障碍，内皮损伤和功能障碍是动脉粥样

硬化病变的第一步，继而激发一系列的炎性反应。

内皮细胞激活导致黏附分子表达（如细胞间黏附分

子 ＩＣＡＭ１，血管细胞黏附分子 ＶＣＡＭ１，选择素
等），吸引炎性细胞如单核细胞、中性粒细胞，Ｔ淋巴
细胞等到达血管损伤部位。血管平滑肌细胞和炎性

细胞通过分泌趋化因子如单核细胞趋化蛋白１
（ＭＣＰ１）和促炎性细胞因子如肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）、白细胞介素 １β（ＩＬ１β）、白细胞介素 ６
（ＩＬ６）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）等，加强炎性细胞对内皮
的黏附，参与病变的形成和进展。在趋化因子（如

ＭＣＰ１）的作用下，炎性细胞等开始向内膜迁移。在
巨噬细胞集落刺激因子（ＭＣＳＦ）的影响下［６］，单核

细胞转化为巨噬细胞、不断摄取脂质并最终泡沫化，

大量的泡沫细胞汇聚形成了脂肪条纹———动脉粥样

硬化的早期病变。发展阶段：在炎性反应的刺激下

血管平滑肌内表达特定的降解酶，降解弹力蛋白和

纤维。使得血管平滑肌细胞可以穿过内膜弹力纤

维，并移行至内膜下［７］。同时血管平滑肌细胞分泌

细胞因子，召集更多的单核细胞［８］。富含脂质成分

的巨噬细胞，Ｔ淋巴细胞和纤维成分（平滑肌细胞和
细胞外基质），进入一个向内膜迁移的恶性循环，细

胞增殖和纤维组织过量生成，导致内膜增厚，形成动

脉粥样硬化的中间病变。在大量促炎性因子的作用

下，具有脂质和坏死组织的核心和并伴随纤维帽的

覆盖的动脉粥样硬化高级病变逐渐形成。

这些炎性分子的表达受细胞内炎性信号通路的

调控，如 ＩＫＫ和 ＪＮＫ信号通路等，多种不同转录因
子都参与其中，包括核因子 ＮＦκＢ，激活蛋白１（ｃ
Ｊｕｎ／ＡＰ１），早期生长反应因子（ＥＧＲ１）。这些转录
因子在动脉粥样硬化斑块中的内皮细胞（ＥＣｓ），平
滑肌细胞（ＳＭＣｓ）和免疫细胞等多种类型细胞内表
达和激活，各类细胞通过分泌黏附分子如 ＩＣＡＭ１、
ＶＣＡＭ１，趋化因子如单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ
１），促炎性细胞因子如肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、白
细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）等，参与
病变的形成和进展。

３１　黏附分子ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１　黏附分子是一类
膜表面糖蛋白，广泛介导细胞与细胞、细胞与细胞外

基质的相互作用。在动脉粥样硬化病变的炎性应

中，黏附分子发挥了基础性作用。在动脉粥硬化相

关的黏附分子中，免疫球蛋白超家族成员细胞间黏

附分子（ＩＣＡＭ１）和血管细胞黏附分子（ＶＣＡＭ１）相
对研究较多。在病理因素刺激下，血管内皮大量表

达黏附分子ＩＣＡＭ１和ＶＣＡＭ１，参与动脉粥样硬化
的早期形成及病变进展。在动脉粥样硬化的早期病

变中，黏附分子ＩＣＡＭ１和ＶＣＡＭ１介导血液中单核
细胞向受损的内皮细胞处黏附，促进单核穿过内皮，

进入内皮下，逐步分化成为巨噬细胞、演变成为泡沫

细胞，形成动脉粥样硬化早期脂肪条纹病变［９］。在

动脉粥样硬化病变的发展过程中，各类细胞所分泌

的黏附因子，可以促进单核细胞滚动，并促进细胞之

间以及细胞与细胞外基质相互作用，而后使病变部

位逐步扩大，斑块形成。

３２　趋化因子 ＭＣＰ１　单核细胞趋化因子（ＭＣＰ
１），是单核巨噬细胞重要的趋化因子之一。在动脉
粥样硬化的过程中，不仅可以促进单核细胞的趋化，

同时还可以加强趋化的单核细胞与内皮细胞之间的

黏附作用［１０］。研究表明，在高脂血症、动脉粥样硬

化的情况下，ＭＣＰ１会出现过度表达，而抑制 ＭＣＰ
１，可以减轻内膜增生、减轻动脉粥样硬化斑块病
变［１１］。本实验中，在艾灸关元穴和艾烟暴露２种干
预下，ＡＰＯＥ／小 鼠 血 清 促 炎 性 因 子 ＩＣＡＭ１、
ＶＣＡＭ１、ＭＣＰ１，得以显著下降，艾灸和艾烟干预具有
明显的降低动脉粥样硬化炎性反应的作用。艾灸和

艾烟的抗炎效果，在以往的文献中也有报道［１２１３］，本

次实验观察进一步证实了艾灸和艾烟具有明显的抑

制炎性反应的作用。并说明抗炎作用，可能是艾灸

和艾烟用以治疗多种疾病的起效机制之一。结合本

研究主题，可以认为抗炎作用是艾灸和艾烟２种干
预方法，抑制动脉粥样硬化病变的重要机制之一。

艾灸关元穴与艾烟暴露２种干预模式之间比较，大
部分的数据显示，艾灸抗炎效果有优于艾烟的趋势，

但二者之间的差异不足以形成统计学意义。除个别

指标如ＩＣＡＭ１艾灸和艾烟的差异处于统计学临界
值Ｐ＝００５的状态之外。

关于香烟烟雾可造成呼吸、免疫系统的不良反

应，有研究显示，香烟烟雾的暴露可以刺激体内炎性

反应，增加血清炎性物质的表达［１４］。在本实验设定

的香烟烟雾暴露条件下，小鼠血清各项促炎性因子

都与模型组ＡＰＯＥ／小鼠没有差异，可以说，在本次
实验中所设计的香烟环境，对 ＡＰＯＥ／小鼠既没有
造成更严重的损伤，也没有出现有益的效果。这可

能与前期关于香烟烟雾的报道存在差异，分析其原
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因，可能是因为本次实验所设计的香烟浓度，为追求

与艾烟暴露浓度一致，设定范围在１０～１５ｍｇ／ｍ３之
内，燃烧所需的香烟量非常小，相比与其他研究，本

实验设定的香烟暴露浓度较低，浓度的差异可能是

导致效果差异的主要原因，并可据此推测，低浓度的

香烟暴露３个月，２０ｍｉｎ／ｄ，并不会明显的加重心血
管疾病的病变程度。

４　结论
８周龄 ＡＰＯＥ／小鼠在高脂喂养９０ｄ后，体内

存在着明显的炎性反应，各项促炎性细胞因子，

ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、ＭＣＰ１明显升高；２０ｍｉｎ／ｄ的艾灸
关元穴和１０～１５ｍｇ／ｍ３的艾烟暴露２种干预方式，
均可显著性降低ＡＰＯＥ／小鼠血清ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、
ＭＣＰ１。艾灸和艾烟干预具有明显的降低动脉粥样
硬化炎性反应的作用。

香烟暴露下 ＡＰＯＥ／小鼠，在以上各项指标方
面，都与无任何干预的模型组小鼠没有差异，可以

说，在本次实验中所设计的香烟环境，对 ＡＰＯＥ／小
鼠既没有造成更严重的损伤，也没有出现有益的效

果。大部分的数据显示艾灸抗炎效果有优于艾烟的

趋势，但除个别指标如 ＩＣＡＭ１艾灸和艾烟的差异处
于统计学临界值 Ｐ＝００５的状态之外，二者之间的
差异不足以构成统计学意义。进一步说明艾灸和艾

烟在防治动脉粥样硬化中有确切的作用，其机制可

能源自艾灸能改善ＡＳ过程中的炎性反应。
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