
书书书

基金项目：国家自然科学基金面上项目（８１５７４０７７）；湖南省大学生研究性学习及创新性实验项目（２０１７１０３４）
作者简介：谭静（１９８５０７—），女，博士，讲师，研究方向：针灸治病机理及针灸教学研究，Ｔｅｌ：（０７３１）８８４５８１８７，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｇｏｔａｎ０１０１＠
１６３ｃｏｍ，
通信作者：林亚平（１９５６１０—），女，硕士，教授，研究方向：针灸治病机理研究，Ｔｅｌ：（０７３１）８８４５８１８７，Ｅｍａｉｌ：４２１１９２６３９＠ｑｑｃｏｍ

专题———针灸现代化研究

艾灸对胃荷瘤大鼠外周血中 ＣＤ４＋、
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞的影响
谭　静　林亚平　赵　欢　彭卓隽　欧阳里知　陈欲攀　石俊林
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摘要　目的：观察艾灸对胃荷瘤大鼠外周血中ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞亚群的影响。方法：将５０只健康 ＳＰＦ级 ＳＤ
大鼠，雌雄各半，随机分为空白组、假手术组、模型组、艾灸组和红外组５组，每组１０只。利用Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞来源的实体
瘤组织移植胃部制备模型。模型成功后，艾灸组予以悬灸中脘、胃俞等穴位；红外组予以短波红外线照射腹部胃脘及背部

胃脘投影区；其余组捆绑束缚。干预２０ｍｉｎ／次，１次／ｄ，持续２１ｄ。干预结束后，眼眶采血，流式细胞技术测定外周血中
ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴比例。处死动物，测算胸腺指数及肿瘤体积生长抑制率。结果：与空白组比较，模型组动物生存
状态变差，胸腺指数增加，外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞比例显著增加（Ｐ＜００５）；与模型组比较，艾灸组动物艾灸组
动物生存状态改善，胸腺指数进一步增加，瘤体内坏死灶较多，血管较少，外周血中 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例显著增加（Ｐ＜
００１），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞比例减少（Ｐ＜００１）；与红外组比较，艾灸组瘤体内坏死灶更多，血管较少，外周血中ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞比例增加（Ｐ＜００１）。结论：艾灸可一定程度改善荷瘤动物生存状态，减少肿瘤细胞转移、促进肿瘤细胞坏死，
减少血管增生。这种影响可能与增加ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，减少ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞有关。
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　　胃癌（ＧａｓｔｒｉｃＣａｒｃｉｎｏｍａ）是消化道最常见的恶 性肿瘤，常以上腹部不适、疼痛、呕吐等为主要症
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状［１］。受地域环境及饮食习惯的影响，我国胃癌的

发病率、死亡率远高于全球平均水平［２］。胃癌的防

治一直是我国医学研究的重点。近年来，研究者抓

住“肿瘤细胞更不耐高温”的特点，利用红外线、微

波等的辐射能对肿瘤局部或全身加温，从调节免疫

功能出发探索热疗抗肿瘤的作用机制，取得了一定

进展［３４］。目前，热疗已成为临床第五大抗癌疗法。

传统中医学中不乏利用“热”来防治疾病的方法，如

艾灸、火针等。现代医学认为，艾灸主要通过燃烧时

释放的各种光线的热刺激，激活穴位、经络产生复杂

的反馈应答，实现对机体的“温补”与“温通”。我们

的前期发现，艾灸可对抗多种刺激下的胃黏膜损

伤［５７］，能明显激活胃荷瘤大鼠外周血中自然杀伤细

胞（ＮＫ）、自然杀伤性Ｔ细胞（ＮＫＴ），但对肿瘤生长、
转移及其他Ｔ细胞亚群的影响未作进一步研究［８］。

本实验再次以胃荷瘤大鼠为实验对象，观察艾灸对

肿瘤生长、转移，肿瘤组织形态学及外周血中ＣＤ４＋、
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞的影响，探索艾灸对抗胃癌
的疗效及可能的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　１６０～１８０ｇＳＰＦ级 ＳＤ大鼠６只，雄
性，用于瘤组织制备；２００～２４０ｇＳＰＦ级 ＳＤ大鼠５０
只，雌雄各半，用于分组实验。上述动物由中国食品

药品检定研究院动物中心提供，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２０１４００１３，使用许可证号：ＳＹＸＫ（京）
２０１４０００３。实验在中国医学科学院肿瘤医院动物
实验中心完成。饲养环境：室温（２５±１）℃，相对湿
度５０％～７０％，１２ｈ昼夜节律交替。实验前先适应
性饲养１周。实验过程符合有关伦理学规定。
１１２　试剂与仪器　Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞（中国医学科
学院肿瘤医院馈赠）、戊巴比妥钠（Ｂｉｏｔｏｂｂｅｄ）、淋巴
细胞分离液（华美生物）、ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶＡｐｏｐｔｏｓｉｓ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（Ｂ＆Ｄ）、大鼠 ＣＤ３ＡＰＣ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、
ＣＤ４ＰＥ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、ＣＤ２５ＰｅｒＣＰｅＦｌｕｏｒＴＭ ７１０
（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、单抗（Ｓｉｇｍａ）；流式细胞仪（ＬＳＲＩＩ型，
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）、低速离心机（ＬＤ５１０Ｂ型，北京京
立）、红外线治疗仪（６００２Ｂ型，徐州天飞）、数显表面
测温仪（浙江波仕欧）、直径０７ｃｍ艾条（长沙艾医
生物）、自制小动物艾灸架。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　分组方法：实验分为空白
组、假手术组、模型组、艾灸组、红外组５组。随机数
字表法对动物编号。通过下述方法制备动物模型，

成模后，随机分入模型组、艾灸组及红外组。手术模

拟皮下实体瘤组织胃壁移植过程，成功后，随机分入

假手术组。每组动物１０只，雌雄各半，共计５０只动
物。

参考文献［９］，按照以下３步制备动物模型。１）
腹水瘤制备：１６０～１８０ｇ大鼠分别腹腔注射０３ｍＬ
Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞的悬液（２×１０７个／ｍＬ，３只）。２）
皮下实体瘤制备：待形成明显腹水（腹腔注射７ｄ）
后处死动物，收集腹水中的瘤细胞，调整至０５×１０７

个／ｍＬ，皮下注射于１６０～１８０ｇ的大鼠右前、右后肢
（０２ｍＬ／部位，３只）。３）手术移植：待皮下注射处
形成橄榄核大小的实体瘤后，处死动物，无菌条件下

切开瘤体，取大小０５ｃｍ×０５ｃｍ×０３ｃｍ新鲜鱼
肉样瘤组织手术缝合于待移植大鼠胃大弯皮、腺区

交界的胃壁上，荷瘤大鼠体质量２００～２４０ｇ。７ｄ后
剖腹探查判断造模是否成功。模型成功标准：移植

处瘤体已附生在胃壁上，直径０５ｃｍ以上，边界清
晰，表面光滑，无粘连及脏器侵犯，组织学证实与皮

下实体瘤同源。见图１。

图１　皮下实体瘤（左）、胃部瘤体（右）
（ＨＥ染色，×４００）

１２２　给药方法　造模成功的第２天，艾灸组《针
灸基础与临床》［１０］中大鼠穴位定位方法，仰卧位固

定施灸中脘、关元、足三里（双），隔日俯卧位固定施

灸脾俞（双）、胃俞（双）。施灸时，将直径７ｍｍ艾条
通过自制艾灸架在穴位垂直上方固定并点燃施灸。

利用表面测温仪监测表皮温度，适时去除艾灰、调整

施灸高度，确保温度持续在（４２±１）℃之间。每次施
灸２０ｍｉｎ，１次／ｄ，连续２１ｄ。红外组于造模成功后
第２天，使用波长０４～３μｍ的短波红外线照射，强
度１档、输出功率１０Ｗ、光斑直径３ｃｍ，隔日交替照
射胃脘部及背部Ｔ１１至Ｔ１３区域，治疗时温度控制、
治疗时间、频次、疗程等与艾灸组相同。空白、假手

术、模型组动物在同一时间段，隔日仰卧、俯卧交替

捆绑束缚。

１２３　检测指标与方法　１）生存状态积分评定：自
开始干预起，每隔５ｄ对各组动物的生存状态进行
评定。见表１。

·６１５· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｒｃｈ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．３



表１　生存状态积分评定

分值 表现

５分 饮食正常，活动自如，毛色光亮

４分
呼吸平稳，反应较敏锐，能站立行走，但步态较缓慢，毛色

较光亮

３分
意识清醒，但不能四肢站立行走，可自主爬行，部分鼠毛脱

落，毛质较粗糙、发黄

２分
嗜睡，反应迟钝、呼吸较急促、浅快，呼吸动度可，较多鼠毛

脱落，毛质较粗糙、背毛耸立明显

１分
昏迷、静卧不动，只有微弱的腹式呼吸运动（浅慢），或明显

节律紊乱、对外界刺激无明显反应，或极度迟钝、背毛耸立

０分 死亡

　　２）外周血ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞检测：
干预结束后的第２天，禁食不禁水１２ｈ后，眼眶采
血２ｍＬ，２４ｈ内采用流式细胞仪检测。检测时，取
１００μＬ血样，分别加入适量的 ＣＤ３ＡＰＣ、ＣＤ４ＰＥ、
ＣＤ２５ＰｅｒＣＰｅＦｌｕｏｒＴＭ７１０荧光标记抗体，室温避光
孵育２０ｍｉｎ后加入２ｍＬ红细胞裂解液，室温反应
１０ｍｉｎ；３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入２ｍＬＰＢＳ混
匀，３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清；加入５００μＬＰＢＳ混匀
上流式细胞仪，通过ＦＡＣＳＤｉｖａ６０分析软件获取分析。
３）胸腺指数测量：采血后，处死动物，无菌环境

下剖开胸，摘取胸腺，ＰＢＳ冲洗后，无菌纱布吸干水
分后，用电子精密天平测量重量，按照胸腺重量

（ｍｇ）／小鼠体质量（ｇ）计算胸腺指数。
４）肿瘤生长抑制率：动物处死后，无菌环境下剖

开腹腔，手术线结扎大鼠幽门部和贲门部，在两结扎

线之间剪下全胃，ＰＢＳ溶液轻柔冲洗，无菌纱布吸干
多余水分后将胃平摊于定型滤纸，暴露肿瘤部位，用

电子游标卡尺测量胃部瘤体的最长径（ａ），最小径
（ｂ），根据公式 Ｖ＝（π／６）×［（ａ＋ｂ）／２］３，计算出
肿瘤的体积。按照（模型组肿瘤体积均值实验组肿
瘤体积均值）／模型组肿瘤体积均值 ×１００％计算肿
瘤生长抑制率。

５）肿瘤组织形态学观察：取肿瘤组织，４％低聚
甲醛固定、脱水、石蜡包埋、切片。苏木精伊红
（ＨＥ）染色，普通光镜下观察肿瘤组织坏死，血管等
情况。

１３　统计学方法　所有数据使用 ＳＰＳＳ２００软件
进行处理，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
所有数据资料进行正态性检验和方差齐性检验。满

足正态性时，多组间比较采用单因素方差分析，若方

差齐时用ＬＳＤ法检验，不齐时用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３法检验。
不满足正态性时，采用秩和检验。以 Ｐ＜００５定义
差异有统计学意义。

２　结果
２１　生存状态状态积分　在观察时间内，各组均未
见动物死亡。与空白组比较，模型组成模后第５日
起生存状态积分持续降低（Ｐ＜００１）。干预 １５ｄ
后，与模型组比较，艾灸组、红外组动物生存状态改

善，积分值增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），且艾灸组明显优
于红外组（Ｐ＜００５）；干预２０ｄ后，艾灸组积分与空
白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图２。

图２　各组大鼠生存状态积分比较（珋ｘ±ｓ）
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜

００５，△Ｐ＜００１；与红外组比较，▲Ｐ＜００５

２２　肿瘤增长抑制率　干预期间内无动物死亡。
干预结束后，处死动物开腹探查后发现模型组、艾灸

组、红外组均有瘤体破溃消失，其中模型组１只，艾
灸组６只、红外组３只。各组均有肿瘤细胞转移，其
中以红外治疗、腹水转移最常见。见表２。如图３所
示，与模型组比较，艾灸组、红外组胃部所荷瘤体体

积明显减小（Ｐ＜００５）。经计算，体积生长抑制率
分别为４１８９％、２８０９％。

表２　各组大鼠肿瘤细胞转移情况

组别
转移部位（例）

腹水 肝 肠 脾

模型组（ｎ＝１０） １ １ １ １
艾灸组（ｎ＝１０） １ ０ ０ ０
红外组（ｎ＝１０） ３ ０ ０ ３

图３　各组大鼠胃瘤体体积比较（珋ｘ±ｓ）
　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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２３　瘤体形态学观察　模型组瘤体内出现大量增
生的血管，较少有坏死灶；艾灸组瘤体内出现大量坏

死灶，血管较少；红外组瘤体内尽管出现了一定量坏

死灶，但也有一定量血管增生。见图４。

图４　各组大鼠肿瘤组织形态学（ＨＥ染色，×４００）
　　注：Ａ模型组、Ｂ艾灸组、Ｃ红外组，红色箭头所示为血管，绿色箭

头所示为坏死灶

２４　胸腺指数　与空白组比较，模型组胸腺指数增
高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，艾灸组胸腺指数显著
增高（Ｐ＜００１）；与红外组比较，艾灸组胸腺指数增
加明显（Ｐ＜００５）。见图５。

图５　各组大鼠胸腺指数比较（珋ｘ±ｓ）
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜００１；与红

外组比较，▲Ｐ＜００５

２４　外周血中 ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞比例
　　与空白组比较，模型组外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
淋巴细胞比例显著增加 （Ｐ＜００５）。与模型组比
较，艾灸组外周血中 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例显著增
加 （Ｐ＜００１），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞比例减少。
与红外组比较，艾灸组外周血中 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞
比例增加更明显 （Ｐ＜００１）。见图６、图７。

图６　各组大鼠外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
淋巴细胞流式分布图

图７　各组大鼠外周血中ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
淋巴细胞比例（珋ｘ±ｓ）

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ

＜００１；与红外组比较，▲▲Ｐ＜００１
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３　讨论
恶性肿瘤是威胁人类健康的重要疾病，已经给

社会带来沉重的负担。预计到２０２０年中国每年的
恶性肿瘤死亡总数将达３００万，患病总数将达６６０
万［１１］。目前，恶性肿瘤的治疗方法主要仍为手术根

治及放化疗。但其治疗范围的局限性及较普遍、明

显的不良反应，促使抗瘤的新技术、新方法不断被探

索。近年来，研究者抓住肿瘤细胞较正常细胞更不

耐高温的特点，利用红外线、微波等对实体瘤局部表

皮进行照射。发现，通过将肿瘤内温度升高至４２℃
后，肿瘤内的温度较正常组织高１～２℃，这样既不
会伤害正常组织，又能杀死肿瘤细胞［１２］。在这种高

温环境下，一方面，肿瘤细胞细胞膜的流动性、通透

性增加，细胞内酶失活、ＤＮＡ合成受阻、代谢抑制，
肿瘤细胞将程序化死亡［１３］；另一方面，热刺激可诱

导大量抗瘤因子如热休克蛋白等的表达、释放，使抗

体、抗原结合更容易、更紧密，增强机体对肿瘤细胞

的特异性杀伤［１４］。由于肿瘤内血管丰富，血液中水

分、血红蛋白能吸收大量光线而升温并使血液循环

加快，对血管壁的压力增加，进而引起实体瘤组织的

坏死、破溃［１３，１５］。因此，热疗已成为临床第五大抗

瘤疗法。

近年来，随着国家对中医药发展的日益重视，艾

灸作为中医学的重要组成已积极应用于恶性肿瘤的

对症治疗中，如减轻术后腹胀、呕吐，改善放化疗后

的骨髓抑制，增强免疫功能等［１５１６］，但对艾灸直接的

肿瘤抑制作用观察较少。与现有热疗技术比较，艾

灸具有多种潜在优势。一方面，艾灸辐射的是以短

波红外线为主的综合光线，各种光线的比例可随着

燃烧时间不断变化，因此效应广、作用深、难耐

受［１７］。另一方面，艾灸时释放的艾烟具有空气消

毒、抑菌杀菌、抗感染、清除自由基等作用［１８］。本研

究中，艾灸控制表皮温度在４２℃时，动物没有明显
的挣扎、撕叫等应激反应，经艾灸治疗２１ｄ后，肿瘤
体积、转移例数明显小于（少于）模型组，同时瘤体

内血管较少、坏死灶较多，提示艾灸具有一定的肿瘤

抑制作用。然而，艾灸通过什么方式起效？

研究表明，肿瘤的发生发展与机体免疫，特别是

淋巴细胞的状态密切相关。淋巴细胞（Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ）
是体积最小的白细胞，可分为Ｔ淋巴细胞（Ｔ细胞）、
Ｂ淋巴细胞（Ｂ细胞）和自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）。
Ｔ细胞和Ｂ细胞都是抗原特异性淋巴细胞，分别参
与细胞免疫及体液免疫，其中 Ｔ细胞的影响更
大［１９］。Ｔ淋巴细胞来源于骨髓的多功能干细胞，在

胸腺中分化成熟后布到全身各处。Ｔ细胞表达多种
重要的膜分子，它们参与 Ｔ细胞识别抗原、活化、增
殖。其中，ＣＤ４＋Ｔ细胞能在抗原提呈细胞的协助
下，可识别肿瘤细胞分泌的可溶性抗原，继而释放多

种细胞因子（ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＩＬ４等），促进 Ｂ细胞、巨
噬细胞、ＮＫ细胞的激活，帮助其杀伤肿瘤细胞。
ＣＤ４＋Ｔ细胞具有多种亚群，其中，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节
性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ细胞）于２０世纪９０年代被发现，因
具有强大的免疫调节作用，一直是研究的热点。研

究表明［２０］，Ｔｒｅｇ细胞可通过分泌细胞因子、细胞接
触抑制２种方式调节肿瘤免疫，帮助肿瘤细胞实现
免疫逃逸。一方面，Ｔｒｅｇ细胞通过分泌ＴＧＦβ、ＩＬ１０
等多种细胞因子发挥免疫抑制效应。如 ＴＧＦβ可
抑制由ＮＫ细胞激活受体介导的细胞毒性作用，减
少ＮＫ细胞对肿瘤细胞的杀伤［２１２２］；通过分泌颗粒

酶（Ｇｒａｎｚｙｍｅ），诱导靶细胞坏死［２３］；通过竞争性结

合ＩＬ２后促进自身增殖、分化，增强对效应 Ｔ细胞
的免疫［２４］；通过调节核因子（ＮＦκＢ）受体活化因子
及其配体受体信号的途径对肿瘤的转移起促进作

用［２５］。另一方面，Ｔｒｅｇ细胞可通过 Ｔ细胞上的跨膜
受体 ＣＴＬＡ４介导的细胞接触抑制抗瘤发挥效
应［２６］。临床研究表明［２７２８］，胃癌等多种类型肿瘤患

者的外周血和肿瘤组织内 Ｔｒｅｇ细胞均呈高表达，其
细胞数量与肿瘤患者的预后呈负相关。手术及放化

疗治疗后，外周血中 Ｔｒｅｇ细胞数目减少，其可能作
用方式是通过抑制癌灶微环境中血管的生成，加速

凋亡进程有关［２９３０］。我们的前期研究表明，艾灸能

明显组成荷瘤大鼠外周血中 ＮＫ、ＮＫＴ细胞的激
活［８］。本次研究表明艾灸具有一定的肿瘤生长及转

移的抑制作用，瘤体中的血管明显减少，上述发生或

许与减少外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞有关。然而，
艾灸后外周血中ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞比例明显增加，提
示艾灸或对其他Ｔ细胞亚群也有作用。同时，ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞的激活途径及后续影响等均有待进一
步研究。
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