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　 　 【摘要】 　 目的　 本实验研究穴位埋线通过调控 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路抗类风湿关节炎（ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＲＡ）的作用及其机制。 方法　 取 ２５ 只 ＳＤ 雌性大鼠，用完全弗氏佐剂进行诱导，建立 ＲＡ 模型大鼠，然后进行穴位

埋线和药物治疗，将大鼠分成 ５ 组：对照组、模型组、来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组，通过评价关

节炎指数判断炎症程度；ＥＬＩＳＡ 检测血清白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）和白细胞介素－８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ⁃８）的
含量；ＨＥ 染色观察滑膜炎性细胞浸润、滑腹组织、纤维组织、巨噬细胞增生及血管形成等情况；流式检测 ＰＤ⁃１ ／
ＯＸ４０ 及 ＣＤ４＋ＣＤ２８＋细胞含量。 结果　 除对照组外，各组大鼠踝关节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀，在 １４
ｄ 以后模型组评分没有明显的变化，而来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组炎症因子评分开始下降，
其中穴位埋线＋来氟米特组下降最快。 模型组血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），来氟米特组、穴位埋线

组和穴位埋线＋来氟米特组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 模型组大鼠滑膜组织遭到破坏，有
大量的炎症细胞浸润，血管扩张，纤维细胞增生，在进行来氟米特和穴位埋线处理后大鼠滑膜组织中炎症细胞浸润

明显降低，血管增生被抑制，且在来氟米特和穴位埋线共同作用时效果最明显。 模型组中大鼠的 ＰＤ⁃１ 表达增加，
ＯＸ４０ 表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＣＤ４ 和 ＣＤ２８ 表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟

米特组大鼠的 ＯＸ４０ 的表达显著增加，ＣＤ４、ＣＤ２８ 和 ＰＤ⁃１ 表达显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 穴位埋线能够改善 ＲＡ
症状，并且与来氟米特具有联合治疗的作用，其作用机制可能与 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路有关。

【关键词】 　 穴位埋线；类风湿关节炎；ＰＤ⁃１；ＯＸ４０
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－０００８－０７

Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＣＨＥＮ Ｌｉｃｈｕａｎ∗， ＤＵＡＮ Ｂｏ， ＹＵ Ｚｈａｏ， ＭＡ Ｚｈｉｙｉ， ＭＥＮＧ Ｑｉａｎｗｅｎ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ

Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｗｕｈａｎ ４３００５０， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｗｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｏｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
（ＲＡ） ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ ＳＤ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ＲＡ ｍｏｄｅｌ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｍｏｄｅｌ， Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ
ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ． Ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ （ ＩＬ⁃６） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８ （ ＩＬ⁃８） ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ， ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ， ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ



ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ａｎｄ ＣＤ４＋ＣＤ２８＋ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅｔａｔａｒｓａｌ ｂｏｎｅ ｏｒ
ｐａｌｍ ｊｏｉｎｔ． Ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｆａｓｔｅｓｔ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｅｒｅａｓ
ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｗａｓ ｄａｍａｇｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ
ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｗｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ＰＤ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＯＸ４０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ２８
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＯＸ４０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ
ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ ＣＤ４， ＣＤ２８， ａｎｄ ＰＤ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ＲＡ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｗｉｔｈ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ； ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ＰＤ⁃１； ＯＸ４０
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）作为一

种常见的炎症性关节炎，主要表现为关节疼痛和僵

硬，伴随终生的发病率在世界范围内高达 １％［１］，其
诊断标准包括至少一个关节有明确的肿胀［２］。 ＲＡ
的主要特征是炎症途径导致的关节滑膜细胞增殖，
形成的血管翳可能导致软骨的破坏和骨质的侵蚀，
促炎因子大量产生更加促进了这一过程的发生［３］。
在 ＲＡ 患者治疗中，两种或两种以上的抗风湿药物

联合治疗比单药治疗更有效，但是两种以上的生物

制剂的使用会带来很大的不良反应风险。
穴位埋线（ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ，ＡＣＥ）是

现代针灸的一种，是指用无菌镊子将肠线（１． ０ ～ １􀆰 ５
ｃｍ）放入一次性无菌针的针尖，肠线与针尖内缘平

行，针头随针用钝针，将消毒过的针头插入消毒过

的穴位，将针刺针推入片刻，取出无菌针，将肠线留

在穴位［４－５］。 穴位埋线结合了针灸和穴位的优点，
对穴位和机体产生全面持久的作用，此方法价格低

廉，疗效持久，临床上被广泛应用。 研究证明，在与

炎症反应有关的急性呼吸窘迫综合征研究中，通过

穴位埋线治疗降低了白细胞介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，
ＩＬ⁃６）水平，抑制了促炎细胞因子的产生［６］。 Ｌｕ
等［７］总结发现，在治疗以肠道炎症为主的溃疡性结

肠炎疾病中，通过穴位埋线治疗效果更持久，愈合

所需时间更短。 目前也有很多研究通过穴位埋线

能够有效治疗 ＲＡ，但是对其机制研究尚不明确。
此外，程序性死亡受体 １（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃１，

ＰＤ⁃１）信号缺失或被阻断可以导致一系列自身免疫

性疾病，而肿瘤坏死因子受体超家族成员 ４（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４，ＯＸ４０）
信号敲除或被阻断则对自身免疫性疾病有治疗作

用。 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０ 共刺激信号失衡可促进 ＲＡ 疾病

的进展［８］。 因此，本研究通过建立 ＲＡ 模型大鼠，对
大鼠穴位埋线和给药治疗，从炎症因子、滑膜形态

以及流式检测 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及分化决定族抗原 ４
（ＣＤ４） ／ Ｔ 细胞特异性表面糖蛋白（ＣＤ２８）细胞含量

方面，进一步探讨穴位埋线在 ＲＡ 中可能作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，雌性，８ 周龄，体重 １５０ ～ １８０
ｇ，共 ２５ 只，来源于三峡大学 ［ ＳＣＸＫ （鄂） ２０２２ －
００１２］，在武汉华联科生物技术有限公司无特定病

原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）条件下饲养［ＳＹＸＫ
（鄂）２０１８－０１０４］。 所有动物实验均由华联科生物

技术有限公司伦理委员会审批 （ ＨＬＫ⁃２０２００１１０⁃
００１）。 实验过程严格按照 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 来氟米特（上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，Ｌ１２９５１８）；戊巴比妥钠和完全弗氏佐剂（美国

ｓｉｇｍａ 公司，Ｐ３７６１、Ｆ５８８１）；ＩＬ⁃６ 和白细胞介素－ ８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ⁃８）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（武汉贝茵莱生物

科技有限公司，ＲＡ２０６０７）；二甲苯（北京沃凯生物科

技有限公司，４００９１０６０）；苏木素和伊红（北京碧云

天生物科技有限公司，Ｃ０１０７ 和 Ｃ０１０９）；大鼠全血
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单个核细胞分离液 ＫＩＴ（上海微科生物技术有限公

司，ＬＤＳ１０８０）；所有抗体 ＰＤ１ （ ＰＡＢ４７９０２）、 ＯＸ４０
（ＰＡＢ４７９６８ ）、 ＧＡＰＤＨ （ ＰＡＢ３６２６９ ） 和 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（ＳＡＢ４３７１４）均购自武汉贝茵莱生物科技

有限公司。 可吸收缝合线 （上海浦东金环医疗，
６６Ｖ１２２８Ａ）；埋线针（高冠医械，２０１６２２７１０５９）；酶标

仪（芬兰雷勃，ＭＫ３）；电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ
３ ｃｅｌｌ）；全自动化学发光分析仪（上海天能，Ｔａｎｏｎ⁃
５２００）；流式细胞仪（艾森，ＮｏｖｏＣｙｔｅ）；倒置荧光显微

镜（Ｌｅｉｃａ 公司，ＭＩＬ ＬＥＤ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将动物按照随机数字表（由 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 程序生

成）随机分为 ５ 组，每组 ５ 只。 对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组：造
模后第 １０ 天开始予以等剂量生理盐水灌胃，连续

４２ ｄ。 模型（ｍｏｄｅｌ）组：造模后第 １０ 天开始予以等

剂量 生 理 盐 水 灌 胃， 连 续 ４２ ｄ。 来 氟 米 特

（Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ）组：造模后第 １０ 天开始予以大鼠灌胃

来氟米特量为 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），灌胃剂量 １ ｍＬ ／ １００
ｇ，连续 ４２ ｄ。 穴位埋线（ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ，
ＡＣＥ）组：按照上述造模过程，造模后第 １０ 天进行穴

位埋线，处理 ４２ ｄ，埋线 ３ 次。 穴位埋线＋来氟米特

（ＡＣＥ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ）组：造模后第 １０ 天开始予以大

鼠灌胃来氟米特量为 １０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），灌胃剂量 １
ｍＬ ／ １００ ｇ，连续 ４２ ｄ，并进行上述穴位埋线操作。
１􀆰 ３􀆰 ２　 模型构建

　 　 将各组大鼠右后足趾皮下注射完全弗氏佐剂

（ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）０􀆰 １ ｍＬ 致炎。 其

中对照组按照造模过程注射等量 ＰＢＳ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 穴位埋线

　 　 实验前动物禁食不禁饮 １２ ｈ。 以 ３％戊巴比妥

钠麻醉大鼠。 背部、右后腿剃毛后消毒备用。 参照

文献进行穴位埋线［９］，定位双侧“足三里” “肾腧”。
“肾腧”位于第二腰椎下两旁，左右各一穴，“足三

里”位于膝关节后外侧，在腓骨小头下约 ５ ｍｍ 处。
将大鼠俯卧位固定，将 ９ 号针头（含 ０􀆰 ８ ｃｍ 长无菌

羊肠线），刺入已消毒的双侧“足三里”和“肾腧”，将
肠线完全置入穴内。 操作完成后使用碘伏消毒

创面。
１􀆰 ３􀆰 ４　 取材

　 　 用 ３％戊巴比妥钠麻醉大鼠，取抗凝新鲜全血

用于细胞流式检测；血清用于 ＥＬＩＳＡ 检测；滑膜组

织用于病理 ＨＥ 染色。

１􀆰 ３􀆰 ５　 关节炎指数

　 　 参照前期方法［９］，每 ７ ｄ 对大鼠进行关节炎评

分。 其标准见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ６　 炎症因子检测

　 　 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定大鼠血清中的 ＩＬ⁃６ 和

ＩＬ⁃８ 水平，其测定步骤严格按照按照试剂盒说明书

进行，通过标准品的稀释，加样，加酶及温育，洗涤，
显色，最终加入终止液，在 ４５０ ｎｍ 波长依序测量各

孔的吸光度，计算 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 的浓度。
１􀆰 ３􀆰 ７　 滑膜组织病理检测

　 　 将样本经过脱钙、浸蜡及包埋、切片（３ μｍ）、烤
片后进行 ＨＥ 染色，并采集样本相关部位。 根据炎

症滑膜中的三大类细胞群（定居细胞群、迁移细胞

群和内膜细胞群）对 ＨＥ 染色进行定量评分［１０］。 评

分范围依次为 ０ 分（正常）、１ 分（轻度）、２ 分（中
度）、３ 分（重度）。 将 ３ 种炎症特征的参数进行汇

总，总分 ０～ １ 分表示正常，炎症级别为 ０；总分 ２ ～ ３
分为轻度滑膜炎，炎症级别为 １；总分 ４～６ 为中度滑

膜炎，炎症级别为 ２；总分 ７ ～ ９ 分为重度滑膜炎，炎
症级别为 ３。

表 １　 关节炎评分标准
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ

状态
Ｓｔａｔｕｓ

分值
Ｓｃｏｒｅ

正常
Ｎｏｒｍａｌ ０

踝或腕关节出现轻微红斑、肿胀
Ｓｌｉｇｈｔ ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｏｒ ｗｒｉｓｔ １

后足踝关节及跗骨出现红斑和肿胀
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ ｔａｒｓａｌ

ｂｏｎｅ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｆｏｏｔ
２

踝关节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｎｋｌｅ ｔｏ

ｍｅｔａｔａｒｓａｌ ｏｒ ｍｅｔａｃａｒｐａｌ ｊｏｉｎｔｓ
３

踝关节至跖骨处严重肿胀和红斑，且不能负重
Ｓｅｖｅｒｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｒｙｔｈｅｍａ ｆｒｏｍ ａｎｋｌｅ ｔｏ

ｍｅｔａｔａｒｓａｌ ａｎｄ ｎｏ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅａｒｉｎｇ
４

１􀆰 ３􀆰 ８　 流式检测

　 　 分离大鼠外周血单个核细胞进行流式检测。
取各组样本，１×１０６ 个细胞，１００ μＬ ＰＢＳ 重悬后，每
管加入 ２ μＬ ＯＸ４０⁃ＡＰＣ、ＣＤ４⁃ＰｅｒＣＰ⁃ｅＦｌｕｏｒ ７１０ 和

ＣＤ２８⁃ＰＥ 抗体，４℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ；加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ
洗涤 １ 次，４℃ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液；加
入 １ ｍＬ ４％多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ；用 １ ｍＬ ＰＢＳ
洗 ２ 次，每次 ３ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；加入 ２００ μＬ 用 ＰＢＳ
１ ∶ ２００ 稀释后的抗体 ＰＤ⁃１，室温孵育 １ ｈ，用 １ ｍＬ
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ＰＢＳ 洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；加二抗稀释液：
加入 ２００ μＬ 用 ＰＢＳ １ ∶ ２００ 稀释后的二抗，３７℃，孵
育 １ ｈ；用 １ ｍＬ ＰＢＳ 洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；
４００ μＬ 的 ＰＢＳ 重悬细胞，４℃避光保存，上机检测，
使用 ＮｏｖｏＣｙｔｅ 分析软件分析实验结果。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
　 　 取各组样本，采用蛋白抽提试剂盒提取不同组

别细胞总蛋白。 采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 采用

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离总蛋白，每道孔上样 ５０ μｇ 总蛋

白质。 电泳 ２ ｈ 后，采用湿法转膜至 ＰＶＤＦ 膜，将膜

用 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，４℃ 孵育一抗 ＰＤ１（１ ∶
１０００）、ＯＸ４０（１ ∶ １０００）过夜，次晨采用 ＴＢＳＴ 漂洗

膜，加入 ＨＲＰ 标记的二抗 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（１ ∶２０
０００），３７℃ 孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 显影，保存图像，采用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 侧光密度值。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计学分析，计量资

料采用平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 多组间比较使

用单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ 检验。 以

Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 模型鉴定

　 　 对照组大鼠的足均正常（图 １），跖骨和足骨形

图 １　 大鼠模型的鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ

态规则，而模型组大鼠右后足出现明显红肿，炎症

严重，跖骨和足骨出现多处红斑，足趾明显肿胀，大
鼠行走受限。 此模型构建成功。
２􀆰 ２　 关节炎指数

　 　 在大鼠免疫后每 ７ ｄ 进行 １ 次关节炎评分，结
果如图 ２ 所示，在第 ７ 天除对照组外，各组大鼠踝关

节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀，在第 １４
天时除对照组外，各组大鼠炎症加重，炎症因子评

分均在 ３ 分以上，在 １４ ｄ 以后模型组评分没有明显

的变化，但是来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋
来氟米特组炎症因子评分开始下降。 在第 ４９ 天时，
与对照组比较，模型组炎症因子评分显著升高；与
模型组比较，来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋
来氟米特组炎症因子评分明显下降，且穴位埋线＋
来氟米特组最低。

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组关节炎指数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ３　 血清中炎症因子水平

　 　 模型组与对照组比较（图 ３），大鼠血清中 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃８ 含量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来
氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组大

鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 大鼠滑膜组织 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

２􀆰 ４　 组织病理形态观察

　 　 对大鼠滑膜组织进行 ＨＥ 染色（图 ４），结果发

现，对照组大鼠的关节滑膜组织结构和形态正常，
模型组大鼠滑膜组织遭到破坏，有大量的炎症细胞

浸润，血管扩张，纤维细胞增生，在进行来氟米特和

穴位埋线处理后大鼠滑膜组织中炎症细胞浸润明

显降低，血管增生被抑制，且在来氟米特和穴位埋

线共同作用时效果最明显。 此外，与对照比较，模
型组评分显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来氟

米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组评分

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 流式检测

　 　 流式检测的大鼠血中 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及 ＣＤ４ ／
ＣＤ２８ 细胞含量（图 ５），与对照组比较，模型组中大

鼠的 ＰＤ⁃１ 和 ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，
穴位埋线组和穴位埋线 ＋来氟米特组的 ＰＤ⁃１ 和

ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 显

著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 如图 ６ 所示，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 流式检测 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及 ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ａｎｄ ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ ｃｅｌｌ

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃１ ａｎｄ ＯＸ４０ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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检测相关通路的变化，与对照组比较，模型组 ＰＤ⁃１
的蛋白表达显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 的蛋白表达

显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来氟米特组、
穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组 ＰＤ⁃１ 的蛋白

表达显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 的蛋白表达显著上

调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３　 讨论

　 　 ＲＡ 是一种慢性的炎症性关节疾病，可导致不

可逆的关节损伤和严重残疾，在过去的几年里，在
ＲＡ 治疗方面已经取得了很大的进展，但其治疗机

制尚不明确［１１］。 而且，仍有一部分的患者对这些治

疗并没有得到有效的反应。 基于目前对穴位埋线

的研究发现，穴位埋线不仅能够有效治疗多种疾

病，而且还弥补了传统针灸治疗周期长和刺激时间

短的缺点［１２－１４］。 李小兰等［１５］ 研究发现，通过穴位

埋线联合西药治疗类风湿关节炎，结果实现其治疗

效果显著改善。 本研究中，通过对大鼠的关节炎评

分发现，穴位埋线和来氟米特治疗后，大鼠的关节

炎指数明显降低。 在 ＲＡ 发病机制中，活化的 Ｔ 细

胞产生炎性细胞因子刺激巨噬细胞和单核细胞。
本研究中，在 ＲＡ 治疗中通过穴位埋线能够显著降

低大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量，缓解了大鼠关节炎

症，通过 ＨＥ 染色观察滑膜组织发现，在穴位埋线后

大鼠滑膜关节的损伤明显的得到缓解。
程序性死亡受体 １（ＰＤ⁃１），是一种重要的免疫

抑制分子，负责 Ｔ 细胞的激活增殖和细胞毒性的分

泌［１６］。 在慢性感染期间，ＰＤ⁃１ 由于失去甲基化启

动子而在耗尽的 ＣＤ８ 细胞中表达［１７］。 在一项研究

中表明，与健康者比较，三名 ＨＬ 患者肿瘤浸润性 Ｔ
细胞中的 ＰＤ⁃１ 水平显著升高［１８］。 ＰＤ⁃１ 能够向下

调节免疫系统对人体细胞的反应，以及通过抑制 Ｔ
细胞炎症活动来调节免疫系统。 ＯＸ４０ 是一种有效

的共刺激受体，能够增强 Ｔ 淋巴细胞表面的 Ｔ 细胞

受体信号，是能被特异性识别的信号［１９］，其主要由

Ｔ 细胞表达，并在 ＣＤ４＋Ｔ 细胞上的表达较高［２０］，能
够增强 Ｔ 细胞对效应分子和细胞因子的增殖和表

达，对促炎细胞因子的产生有明显的抑制作用。
之前有研究证明，ＰＤ⁃１ 的缺失或阻断可导致自

身免疫性疾病［２１］，而 ＯＸ４０ 信号对自身免疫性疾病

具有治疗作用［２２］。 Ｍａ 等［２３］ 发现，具有高水平的

ＯＸ４０ 和低水平的 ＰＤ⁃１ 会使晚期胰腺导管腺癌患

者具有更长的生存时间。 本研究中，在穴位埋线和

给予来氟米特后 ＯＸ４０ 的含量显著增加， ＣＤ４＋

ＣＤ２８＋和 ＰＤ⁃１ 细胞含量显著下降；而 ＲＡ 模型组中

ＯＸ４０＋的含量最低，ＣＤ４＋ＣＤ２８＋和 ＰＤ⁃１ 细胞含量较

高。 我们推测这是在 ＲＡ 病理中可能存在 ＰＤ⁃１ 和

ＯＸ４０ 共刺激信号的不平衡，使 ＣＤ４＋Ｔ 细胞异常激

活，从而导致自身免疫。 共刺激分子 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０
分别属于免疫球蛋白家族和 ＴＮＦ 家族，均在 ＣＤ４＋Ｔ
细胞的激活直接具有重要的作用，其异常信号与多

种自身免疫性疾病有关［９］。
综上所述，本研究采用 ＣＦＡ 诱导构建 ＲＡ 模

型，通过实验进行穴位埋线和来氟米特治疗后，能
够明显降低 ＲＡ 的炎症程度，其作用机制可能与调

控 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路有关。
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