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摘要　目的：探讨逆灸“天枢”穴干预对健康大鼠结肠组织基因表达谱的影响，本文首次从转录组学的角度探讨逆灸的作
用机制。方法：１６只成年的雄性ＳＤ大鼠随机分成２组，正常组（ＮＣ）、正常＋隔药灸组（ＮＭ），采用隔药灸天枢穴（双侧）
７ｄ，在２％戊巴比妥钠麻醉下获取结肠组织。从大鼠的一般状况、体重、结肠组织病理学，观察隔药灸天枢穴对健康的正
常大鼠的效应。每组各取３只提取总 ＲＮＡ，采用 ＲＮＡｓｅｑ的高通量测序的方法检测结合生物信息学，分析结肠组织的
ｍＲＮＡ表达谱。结果：与ＮＣ组比较，隔药灸不导致的健康大鼠体重降低，不影响结肠组织病理学形态观察。与 ＮＣ组比
较，ＮＭ组的结肠组织差异表达基因有８６６个，其中上调６０４个，下调２６２个。差异表达基因涉及的基因本体（ＧＯ）主要与
细胞周期、免疫分子和蛋白质生物过程相关，基因通路（Ｐａｔｈｗａｙ）主要与机体免疫和蛋白质代谢相关。结论：艾灸“天枢”
穴不损伤健康成年大鼠的结肠组织的形态，或能通过影响结肠组织的差异表达基因的生物学过程及通路，调节机体免疫

功能而发挥艾灸保健与养生的作用。
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　　炎症性肠病（ＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＢｏｗｅｌＤｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）
是一种慢性非特异性肠道炎性反应性疾病，包括克

罗恩病（Ｃｒｏｈｎ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎（Ｕｌ
ｃｅｒａｔｉｖｅＣｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ），因慢性炎性反应不易治愈，易
复发，影响机体对营养物质的吸收，一直是消化道疾

病中亟待解决的问题［１］。肠道黏膜感染和正常的吸

收和传输障碍，使 ＩＢＤ患者的胃肠传输与健康人不
同［２］。结肠是 ＩＢＤ的好发部位，伴有肠道的慢性炎
性反应及微生物紊乱［３］。由于ＩＢＤ发病机制尚未完
全阐明，迄今为止，ＩＢＤ在临床上主要采取药物控制
和手术为主的治疗方法，尚缺乏有效的防治措施。

“逆灸”即用灸法保健防病，是针灸“治未病”的

主要预处理方法之一。明·高武在《针灸聚英》里

说：“无病而先针灸曰逆，逆，未至而迎之也。”中医

古籍记载了大量关于“逆灸”防病保健的案例与方

法，这种艾灸疗法被现代医家和百姓用以养生，既可

预防疾病发生又可既病防变。艾灸激发经络之气，

扶助正气，提高机体抵御各种致病因子和应变的能

力，调节免疫功能［４］。笔者所在团队前期研究表明，

艾灸“天枢”穴可缓解炎症性肠病，调节免疫炎性反

应因子［５８］。本实验采用系统生物学研究方法———

转录组学，以雄性ＳＤ成年健康大鼠为研究对象，观
察艾灸“天枢”穴对机体的影响。

１　材料与方法
１１　实验动物　健康成年 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄
性大鼠，体重（１８０±２０）ｇ，由上海中医药大学实验动
物中心提供，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，实验动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２
０００１。饲养条件：清洁级，１２ｈ昼夜节律交替（上午
７点—下午７点照明），室内温度（２０±２）℃，室内湿
度５０％～７０％，适应性饲养１周后开始正式实验。
实验严格按照美国国立卫生研究院实验动物的使用

指南执行，实验过程中对动物的处置遵循科技部颁

布的《关于善待实验动物的指导性意见》规定。

１２　主要试剂与仪器　ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００（Ｗｉｌｍｉｎｇ
ｔｏｎ，ＤＥ，ＵＳＡ）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＵＳＡ）；ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ２２００（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｉｎｃ，ＳａｎｔａＣｌａｒａ，ＣＡ，ＵＳＡ）；ＩｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑＴＭＲＮＡ
ＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔｓ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）；Ｉｌｌｕ
ｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，
ＵＳＡ）；ＴｒｕＳｅｑＰＥＣｌｕｓｔｅｒＫｉｔｖ３ｃＢｏｔＨＳ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，
ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）；ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）；实验用小艾条（蕲艾，
湖北）。

１３　艾灸干预　ＮＭ组：取天枢穴（双），穴位的定
位参考《实验针灸学，李忠仁》。药饼由中药粉（黄

连、附子、肉桂、木香、红花、丹参和当归）结合黄酒混

合搅拌成厚糊状，采用模具做成直径１ｃｍ，厚０４５
ｃｍ的药饼；采用模具做成直径和高分别为０６ｃｍ
的艾柱，重９０ｍｇ。采用固定器固定好大鼠，暴露天
枢穴（双），提前１ｄ将天枢穴的鼠毛剔除，将做好的
艾柱放在药饼的上面，然后将药饼放置天枢穴位上

（双），点燃艾绒，每个穴位每次２个艾柱，每天上午
艾灸１次，共干预７次。采用与 ＮＭ组固定相同的
方法ＮＣ组的大鼠固定，固定时间相同。
１４　样本采集　隔药灸干预 ７ｄ后，所有大鼠在
２％戊巴比妥钠（３０～４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉下，在距离肛门
１ｃｍ处采集６～８ｃｍ的远端结肠，每个结肠分成２
部分，一部分用４％多聚甲醛固定，另一部分剪碎后
置于冻存管中，用液氮冻存１ｈ后保存在 －８０℃冰
箱备用。

１５　结肠的组织病理学观察　将固定于多聚甲醛
的２４ｈ的结肠组织取出，清洁修片后脱水包埋，切
成４μｍ薄片，采用ＨＥ染色在光学显微镜下观察结
肠的组织病理学变化。

１６　总 ＲＮＡ抽提、质控及文库构建　每组取３只
结肠组织采用 Ｔｒｉｚｏｌ的方法提取结肠组织的总
ＲＮＡ，采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测其纯度和浓度，采用
安捷伦２２００检测总ＲＮＡ的完整性，将ＲＩＮ值大于７
的总ＲＮＡ用于文库构建。每个样本取３μｇ总ＲＮＡ
建立小 ＲＮＡ文库，根据 ＩｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑＴＭ ＲＮＡ
ＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔｓ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）操作说明
分别选取不同的 ｉｎｄｅｘ标签建库。建库完成后利用
安捷伦２２００检测文库的质量。
１７　ＲＮＡｓｅｑ高通量测序和数据分析　本实验采
用ＴｒｕＳｅｑＰＥＣｌｕｓｔｅｒＫｉｔｖ３ｃＢｏｔＨＳ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）试剂
在ｃＢｏｔ上生成簇，接着在 Ｈｉｓｅｑ２０００测序平台上运
行单端测序程序。测序过程由 Ｉｌｌｕｍｉａｎ提供的 Ｄａｔａ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ进行控制，实时数据分析。与参考
序列比对，采用ＤＥＳｅｑ进行分析，计算变化倍数和Ｐ
值，设定ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ≥２为上调，≤０５为下调，Ｐ值
＜００５，并将表达低于００１的数值过滤掉。
１８　基因通路分析和 ＧＯ分析　利用 ｈｔｔｐｓ：／／
ｄａｖｉｄｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／ｔｏｏｌｓｊｓｐ分析了基因本体（Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和基因通路（Ｐａｔｈｗａｙ）的富集分析，Ｐ
值＜００５为显著富集。
１９　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件分析，
对数据资料进行正态分布检验，若服从正态分布用
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均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间差异采用独立样本ｔ
检验，统计检验水准均为α＝００５，以Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　隔药灸“天枢”穴对大鼠体重及结肠组织形态
的影响　大鼠一般情况比较，发现２组大鼠均毛色
密集光泽，大便成形，无便血、腹泻，行动活跃、反应

灵敏。大鼠在隔药灸“天枢”穴后从第 １天到第 ７
天，体重共增加了３５ｇ，正常组增长了３３ｇ。与 ＮＣ
组比较，ＮＭ组体重增长差异无统计学意义。见图１。

图１　不同时间点２组大鼠体重比较
　　注：ＮＣ，正常组；ＮＭ，正常＋隔药灸组。（每组ｎ＝８）。

　　采用光学显微镜进一步观察 ＨＥ染色后的结肠
组织病理学微观变化，ＮＣ组与ＮＭ组的肠黏膜及腺
体结构均完整，排列整齐规则，无充血、水肿及坏死，

无浆细胞及中性粒细胞的浸润。见图２。

图２　２组结肠组织病理学比较
　　注：代表性 ＨＥ染色（ＨＥ，×２００）。ＮＣ，正常组；ＮＭ，隔
药灸组。（每组ｎ＝８）。

　　以上通过对体重和组织病理学观察，我们发现
隔药灸天枢穴对大鼠的体重及结肠的组织病理学形

态无明显影响。

２２　隔药灸“天枢”穴对大鼠结肠组织基因表达谱
的影响　每组取３只大鼠的结肠组织总 ＲＮＡ采用
ＲＮＡｓｅｑ测序，观察隔药灸“天枢”穴对大鼠结肠组
织基因表达谱的影响。与ＮＣ组比较，ＮＭ组的结肠
组织差异表达基因有８６６个，其中上调６０４个，下调
２６２个。见图３。

采用Ｃｌｕｓｔｅｒ３０和Ｔｒｅｅｖｉｅｗ软件对差异表达的
ｍＲＮＡｓ聚类分析、热图，直观的比较每组样本之间

均一性和组间的差异。２组共６个样本采用 ｈｉｅｒａｒ
ｃｈｉｃａｌ的聚类方法，分别分析上调和下调的差异表达
基因，结果提示ＮＣ组和ＮＭ组各３个样本的差异表
达基因，均按组别聚类。见图４、图５；两个热图中可
见每组３个样本的表达较为一致，２组之间有明显
的差异。见图４、图５，图４为上调的差异表达基因
的聚类分析、热图；图５为下调的差异表达基因的聚
类分析和热图。其中，差异表达基因的差异倍数大

于１０的基因有 １４个，Ｇｂｇｔ１（ＦＣ＝６２１１）、Ｋｌｈｌ１４
（ＦＣ ＝３５６３）、ＬＯＣ１０２５４７６１２（ＦＣ ＝３４３０）、
ＬＯＣ１０２５５２１７１（ＦＣ＝１７７２）、ＬＯＣ１０２５５４６９８（ＦＣ＝
１４７２）、Ｐｎｍｔ（ＦＣ＝１４０７）、ＬＯＣ１０２５４８２９９（ＦＣ＝
１３７１）、ＬＯＣ１０３６９３４３５（ＦＣ＝１３６７）、Ｌｇｓｎ（ＦＣ＝
１２４２）、ＬＯＣ１０３６９４８５２（ＦＣ＝１１６６）、ＬＯＣ１０２５５１７６２
（ＦＣ＝１１６３）、Ｃｒｔａｍ（ＦＣ＝１１６０）、ＬＯＣ１０２５５５９１７
（ＦＣ＝１０５２）、ＬＯＣ６８４９９８（ＦＣ＝１００１）。差异表达
基因的差异倍数小于 ００１的基因有 １７个，
Ｈｉｓｔ１ｈ２ａａ、 ＬＯＣ１００３６１５４３、 ＬＯＣ１００３６２１８５、
ＬＯＣ１０２５４７４５５、 ＬＯＣ１０２５５２８５１、 ＬＯＣ１０２５５４５７９、
ＬＯＣ１０３６９１２９７、 ＬＯＣ１０３６９２０５０、 ＬＯＣ１０３６９３１３５、
ＬＯＣ１０３６９３５１６、 ＬＯＣ１０３６９３５３１、 ＬＯＣ１０３６９４４６５、
ＬＯＣ６７９５６５、 ＬＯＣ６８３５７３、 Ｐａｂｐｃ１ｌ、 Ｓｅｒｐｉｎｂ２、
Ｓｌｃ２５ａ２１。其中Ｇｂｇｔ１上调了６２１１倍，是变化最大
的基因。

图３　结肠组织差异表达基因的数目

２３　隔药灸“天枢”穴对大鼠结肠组织差异表达基
因的ＧＯ和Ｐａｔｈｗａｙ的影响　隔药灸影响了ＮＣ大鼠
结肠组织的ｍＲＮＡｓ表达，ＧＯ分析结果提示，差异表
达基因主要与ＭＨＣⅠ类蛋白复合物、ＭＨＣⅠｂ类蛋白
复合物、细胞周期蛋白密切相关，其中上调的６０４个
基因主要与ＭＨＣⅠ类蛋白复合物、ＭＨＣⅠｂ类蛋白复
合物、细胞周期蛋白相关；下调的２６２个基因主要与
细胞外的蛋白质基质、分泌颗粒相关。见图６。Ｐａｔｈ
ｗａｙ分析提示，差异表达基因主要与免疫炎性反应、类
固醇和吞噬小体的作用关系密切。上调基因相关的

通路有２２个，其中主要与 ＴＮＦα信号通路、ＮＯＤ样
受体信号传导途径、抗原提呈、Ｔｏｌｌ样受体信号传导途
径、Ｐ５３信号通路、合成类固醇、吞噬小体相关；下调基
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因相关通路有４条，其中主要与花生四烯酸代谢、蛋
白质的消化与吸收和黏着相关。见图７。

图４　上调差异表达基因的聚类分析和热图
　　注：与 ＮＣ组比较，ＮＭ组基因表达上调；ＮＣ，正常组；
ＮＭ，正常＋隔药灸组。（每组ｎ＝３）。

图５　下调差异表达基因的聚类分析和热图
　　注：与 ＮＣ组比较，ＮＭ组基因表达下调；ＮＣ，正常组；
ＮＭ，正常＋隔药灸组。（每组ｎ＝３）。

图６　２组差异表达基因的ＧＯ分析

图７　２组差异表达基因的Ｐａｔｈｗａｙ分析

３　讨论
炎症性肠病发病率较高，每年的 ＩＢＤ预防保健

费用巨大［９］。目前研究结果表明，炎症性肠病与机

体内环境———肠道微生物群的异常免疫应答密切相

关，树突状细胞存在调节Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞介导免疫
应答［１０］。国外学者Ｊｏｏｓ观察到针灸对ＣＤ和ＵＣ均
有较好的疗效［１１１２］；针灸具有抗炎调节免疫的作用

已被证实［１３］；研究者所在团队前期开展了隔药灸对

ＣＤ和ＵＣ的临床和实验研究，观察到艾灸对 ＩＢＤ的
良好效应，该效应可能与调节了结肠免疫炎性反应

因子有关［１４１７］。基于前期研究的基础，本研究采用

ＲＮＡｓｅｑ高通量测序技术与方法，从转录组学的角
度，探讨艾灸“天枢”穴是否影响健康大鼠结肠组织

全基因组表达。

艾灸健康大鼠“天枢”穴对体重及结肠组织形

态的均无明显影响，从组织病理学观察未见充血、水

肿和炎性反应细胞浸润，表明艾灸不引起对健康大

鼠结肠组织形态学改变。然艾灸具有逆灸的保健作

用，其机制尚未阐明。本实验从系统生物学转录组

学的角度，观察了艾灸对健康大鼠结肠组织的全基

因组表达谱的影响。研究结果表明，艾灸能影响结

肠组织的基因表达谱，既有上调也有基因下调的差

异表达基因，总体上调基因数较下调的基因数多。

采用ＧＯ和Ｐａｔｈｗａｙ分析，发现差异表达基因所涉及
的主要与细胞周期、机体免疫功能和蛋白质代谢等

密切相关。炎性反应对机体感染和损伤的局部组织

所呈现的反应，是十分常见而又重要的基本病理过

程，相关的免疫因子在结肠的免疫调节扮演重要角

色。艾灸调节了多条免疫相关的通路：ＴＮＦα信号
通路、ＮＯＤ样受体信号传导途径、抗原提呈、Ｔｏｌｌ样
受体信号传导途径等。目前研究证实，针灸具有调

节免疫发挥抑制炎性反应的作用［１３］，同时艾灸不仅

能抑制结肠炎［１８２０］，也能调节正常大鼠的免疫功能
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相关的因子，或可防止肠道炎性反应。另外，隔药灸

调节了正常大鼠结肠组织 Ｐ５３信号通路，参与细胞
周期、蛋白质代谢，或可防止肠道的癌变［２１］。

隔药灸调节正常大鼠结肠组织全基因组表达

谱，影响多条免疫信号通路，或可调节机体的免疫功

能，预防炎症性肠病的发生。后续将进一步观察逆

灸“天枢”穴对炎症性肠病的防治作用，以及逆灸

“天枢”穴在病理状态的影响的作用机制，以期为逆

灸的临床应用提供详实的客观依据。
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