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基于TGF-β/Smad7信号通路探讨针灸对大鼠
溃疡性结肠炎的影响※

曾于恒 林丽珠 吴小云 吴 锋▲

摘 要 目的：研究针灸对大鼠溃疡性结肠炎（UC）的疗效及作用机制。方法：将40只SPF级SD
雄性大鼠随机分成空白组、模型组、电针组、隔药灸组。空白组予生理盐水灌肠，其余三组均予TN⁃
BS-50%乙醇液灌肠，建立UC模型。造模成功后，电针组及隔药灸组均选取天枢穴（双侧）、气海穴，

分别进行电针及隔药灸治疗，每日1次，空白组、模型组不干预。干预14 d后，进行大鼠疾病活动性

指数（DAI）评分及结肠黏膜损伤指数（CMDI）评分，并检测血清转化生长因子-β（TGF-β）、信号转导

分子 7（Smad7）、白介素-10（IL-10）及结肠组织 TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-10 mRNA表达量。

结果：空白组大鼠DAI、CMDI评分显著低于其他三组（P<0.05），电针组、隔药灸组大鼠DAI、CMDI评
分均明显低于模型组（P<0.05）；空白组大鼠结肠组织TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-10 mRNA及血

清TGF-β、Smad7、IL-10表达量明显低于其他三组（P<0.05），电针组、隔药灸组低于模型组（P<0.05）。

结论：电针、隔药灸能通过调节TGF-β-Smad7-IL-10信号通路而达到治疗UC的目的。
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溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)为非特异炎

性肠病，以腹泻、便次增多、黏液脓血便等为主要症

状。至目前为止，其病因和发病机理尚未完全阐明[1]，

由于其病变范围能累及全部肠黏膜，并且病情易反

复，迁延难愈，世界卫生组织将其归为难治性疾病，一

般认为胃肠道免疫功能的紊乱是其主要病因[2]。流行

病学调查[3]显示，近年来该病在亚洲的发病率明显升

高。相关研究[4]表明，TGF-β为多效性细胞因子，具有

抗炎活性，TGF-β的活化与受体结合，TGF-β/Smad7
信号通过通路调节黏膜免疫作用，促使组织的修复，

是治疗UC的关键靶标。多项研究表明[5-8]，针灸能有

效治疗UC，本研究通过观察针灸对UC的疗效，并从

黏膜组织基于TGF-β/Smad信号通路方面研究其作用

机制。

1 材料与方法
1. 1 实验动物及分组 斯莱克景达公司（湖南省长

沙市）提供的 40只 SPF级 SD雄性大鼠（体重：180～

200 g），质量合格证号为 43004700032111，许可证号

为 SCXK（湘）2014-0002。动物饲养于该公司 SPF级
实验室，温度为 20～26 ℃，相对湿度为 40%～70%，

适应性饲养1 w后，按随机分组法，将其分成空白组、

模型组、电针组、隔药灸组各10只。

1. 2 实验用药及器材 TNBS（SLBG2766W）；乙醇

（国药集团，批号：20181017）；水合氯醛（国药集团，批

号：20200917）；石蜡切片机（KW2148，浙江温州）；显

微镜（奥林巴斯BF52）；实时荧光定量PCR仪（艾华德

replex3）；PCR扩增仪（Bio-RadT110 thermal cycler）；

化学发光凝胶成像（Bio-Rad）；台式高速冷冻离心机

（HERNLEZ33HK）；核酸水平电泳仪（武汉百达生物BG-
SUHWIDI）；核酸蛋白浓度测定仪 (BioDropBD1106)；
Elisa试剂盒（重庆基因美生物，批号：E-EL-R0016c、
E-AB-16094、E-AB-12904）。
1. 3 模型制备 禁食、不禁水 2 d，空白组予 0.6 mL
生理盐水灌肠；其余三组于腹腔用 10%的水合氯醛

350 mg/kg进行注射麻醉，用灌胃针取 0.6 mLTNBS-
50%乙醇造模剂注入肛门8 cm。灌肠后提尾倒置30 s，
然后归笼，取头低脚高位。模型制备后第2 d，每组随

机选取 3只大鼠，观察耸毛、拱背、进食和活动等情

况，并处死大鼠取结肠组织，观察结肠病理变化来判
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定UC模型是否成功[9]。

1. 4 干预方法 空白组、模型组：无干预。

电针组：造模成功后，将大鼠固定在特制的鼠架

上，暴露腹部，根据《实验针灸学》[10]选取天枢（双侧）、

气海等穴位（见图1），天枢穴予毫针刺入13 mm，气海

穴予毫针刺入 7～10 mm，接G6805ll型电针仪，选择

疏密波，20 min/次，每日1次，共14 d。

隔药灸组：造模成功后，将肉桂 5 g、附子 5 g研
末，用黄酒混合调制，并用模具做成厚度约0.2 cm、直
径约1 cm的药饼，中间用针刺小孔，将药饼置于大鼠

的气海穴、天枢穴（双侧），并选择清艾条内的艾绒制

成重约 1 g、底面直径约 1 cm的圆锥形艾炷，隔药饼

灸，每次灸1壮，每日1次，共14 d。

1. 5 标本采集 干预结束后禁食、不禁水1d，麻醉后

解剖腹主动脉，抽取动脉血 5 mL，用于ELISA检测；

取3 cm结肠，剖开，分成2段，1段用于RT-PCR检测，

1段用于HE染色。

1. 6 观察指标

1. 6. 1 一般情况 整个实验过程，每日观察并记录

大鼠精神、活动、体重、饮食、毛色、排便等情况。

1. 6. 2 大鼠疾病活动性指数（DAI）评分 参考Mur⁃
thy标准[11]，DAI评分为干预后大鼠体重下降率、大便

性状、便血程度这3个指标评分的均值。见表1。

1. 6. 3 结肠黏膜损伤指数（CMDI）评分 根据结肠

黏膜的病理改变情况来进行评分。0分为结肠黏膜无

损伤；1分为结肠黏膜轻度水肿，无溃疡；2分为结肠

黏膜充血且粗糙呈颗粒状；3分为结肠黏膜形成

<1 cm的溃疡；4分为结肠黏膜溃疡1～2 cm，但和外

周脏器没有粘连；5分为结肠黏膜溃疡1～2 cm，肠管

增厚，且肠管和周围脏器粘连严重。

1. 6. 4 病理学观察 取各组大鼠结肠组织，经石蜡

包埋切片后进行苏木素-伊红（HE）染色，结肠组织通

过显微镜下观察病理学改变。

1. 6. 5 血清TGF-β、Smad7及 IL-10表达量 将结肠

黏膜置于玻璃匀浆器中，加入PBS匀浆，离心15 min，
取上清液，采用ELISA法，检测各孔的吸光度值，计算

TGF-β、Smad7及 IL-10表达量。

1. 6. 6 结肠组织 TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-
10 mRNA表达量 采用 RT-PCR法检测。步骤：取

100 mg组织于EP管，加 1 mL Trizol匀浆、200 μL三
氯甲烷，离心，取500 μL上清液于新EP管，加500 μL
异丙醇，离心 15 min，弃上清液，取RNA沉淀干燥至

透明状，加150 μL RNase，溶解，混匀，取2 μL用于测

定RNA浓度、质量。当OD260/OD280为1.8～2.0时质

量较好，取 2 μL进行逆转录，合成 cDNA，用 Real-
time PCR检测。PCR扩增：95 ℃预变性 2 min；95 ℃
15 s，60 ℃ 1 min，40次循环，凝胶成像仪检测质量。

用2-△△Ct方法计算TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-10
mRNA表达量。基因 TGF-β、Smad7、IL-10的引物序

列见表2。

图1 大鼠气海、天枢（双侧）解剖示意图

表1 大鼠疾病活动性指数（DAI）评分细则

评分

0
1
2
3
4

体重下降率

无

1%～5%
5%～10%
10%～15%
15%以上

大便性状

正常

软便

半稀便

稀便

水稀样便

便血程度

隐血（-）
隐血（±）
隐血（+）
少许便血

肉眼血便
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1. 7 数据统计方法 采用 SPSS 20.0进行统计，各组

数据均以(-x ± s)表示，多组间数据经方差齐性检验后，

采用单因素方差分析进行两组间比较，检验水平α=
0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果
造模后，空白组大鼠神情自然，灵活度好，肛周毛

发干净，进食、二便无异常；各模型组大鼠都有耸毛、

拱背、进食减少、活动减少甚至不动，伴有稀便。结合

病理结果，判定UC造模成功[9]。

2. 1 各组大鼠DAI及CMDI评分比较 空白组大鼠

DAI、CMDI评分显著低于其他三组（P<0.05）；电针组、

隔药灸组大鼠DAI、CMDI评分均明显低于模型组（P<
0.05）；电针组、隔药灸大鼠DAI、CMDI评分比较，无统

计学差异（P<0.05）。见表3。

2. 2 光镜下各组大鼠的结肠病理组织比较 空白组

大鼠结肠黏膜结构完整，无炎性细胞浸润、充血；模型

组大鼠结肠黏膜结构较模糊，排列紊乱，腺体结构较

不完整，大量炎性细胞浸润，并坏死、出血；电针组和

隔药灸组大鼠结肠黏膜结构相对较完整，明显黏膜病

变减少，腺体排列较连续，少量炎性细胞浸润。

见图2。
2. 3 各组大鼠 TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-
10 mRNA表达量比较 模型组、电针组、隔药灸组大

鼠 TGF-β mRNA、Smad7 mRNA及 IL-10 mRNA表达

量显著高于空白组（P<0.05），电针组、隔药灸组低于

模型组（P<0.05）。见表4。
2. 4 各组大鼠血清TGF-β、Smad7及 IL-10表达量

比较 与空白组比较，其他三组TGF-β、Smad7及 IL-

10表达量升高；与模型组比较，电针组、隔药灸组TGF-
β、Smad7及 IL-10表达量降低（P<0.05）。见表5。

表2 基因TGF-β、Smad7、IL-10引物序列

基因

TGF-β
Smad7
IL-10
GAPDH

正向引物

5＇-ATACGCCTGAGTGGCTGTCTTT-3＇
5＇-CAGATTCCCAACTTCTTCTG-3＇
5＇- CCGAACAGCCAACGAATCC-3＇
5＇-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3＇

反向引物

3＇-AAAGCCCTGTATTCCGTCTCCT-5＇
3＇-GTTGAAGATGACCTCCAGCC-5＇
3＇-ACATCCTTCCATCCTTCACAGA-5＇
3＇-TGATGGCAACAATGTCCACT-5＇

表3 各组大鼠DAI、CMDI评分比较（分，
-x ± s）

组别

空白组

模型组

电针组

隔药灸组

n
7
7
7
7

DAI
0.19±0.11
1.55±0.69*
0.61±0.21*#
0.66±0.27*#

CMDI
0.42±0.18
3.79±0.38*
1.82±0.43*#
2.14±0.35*#

注：与空白组比较，*P<0. 05；与模型组比较，#P<0. 05

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 电针组；D. 隔药灸组

图2 光镜下各组大鼠的结肠病理组织（10×10）
表4 各组大鼠结肠组织TGF-β mRNA、Smad7 mRNA及

IL-10 mRNA表达量比较（
-x ± s）

组别

空白组

模型组

电针组

隔药灸组

n
7
7
7
7

TGF-βmRNA
1.03±0.11
3.16±0.19*
1.57±0.14*#
1.46±0.15*#

Smad7mRNA
2.77±0.23
4.26±0.31*
3.01±0.19*#
2.79±0.26*#

IL-10mRNA
6.98±1.08
15.03±0.29*
9.11±0.27*#
8.31±0.36*#

注：与空白组比较，*P<0. 05；与模型组比较，#P<0. 05

表5 各组大鼠血清TGF-β、Smad7及IL-10表达量比较（
-x ± s）

组别

空白组

模型组

电针组

隔药灸组

n
7
7
7
7

TGF-β( pg /mL)
1532.56±269.57
3998.69±61.37*
1951.35±171.43*#
1849.75±159.34*#

Smad7( pg /mL)
1156.14±37.03
1957.75±41.58*
1321.58±17.47*#
1284.21±26.49*#

IL-10(pg /mL)
35.71±1.23
109.28±0.41*
52.28±1.44*#
48.32±1.67*#

注：与空白组比较，*P<0. 05；与模型组比较，#P<0. 05
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3 讨论
根据UC的临床症状及体征，当归属于中医学“泄

泻”“久痢”范畴。《证治汇补》曰：“泄者，大便溏薄；泻

者，大便直下，略分轻重，总属脾虚。”可见，UC的发病

根本乃脾胃虚弱[12-14]。刘欢等[15]认为，脾虚不运贯穿

于UC疾病过程的各个阶段。脾胃虚弱最终可发展为

脾肾阳虚，导致清阳下陷，从而使魄门失主，泻下无

度，发为久泻，正如《景岳全书》所言：“脾弱者，因虚易

泻，因泻愈虚，盖关门不固，则气随泻去，气去则阳衰，

阳衰则寒从中生……阴寒性降，下必及肾……所以久

泻不愈，必自太阴传于少阴而为肠澼。”因此，UC病位

在肠，与脾、肾关系密切。综合其病因病机，治疗当以

温补脾肾、通调肠腑为法。

天枢穴归足阳明胃经，乃阳明脉气所发之处，且

其为大肠经募穴，参考腑病取募的取穴原则，天枢穴

不仅可以有效通调大肠腑气、降浊化湿，而且还有益

胃健脾、强身止泻作用。《素问·六微旨大论》云：“天枢

之上，天气主之；天枢之下，地气主之。”说明此穴为升

清降浊的穴位，可通调脏腑。《千金要方》记载：“大便

泄数，并灸天枢。”《针灸大全》曰“泄泻不止，里急后重

……天枢二穴。”《针灸大成》描述天枢主“主奔豚，泄

泻……水痢不止，食不下，水肿腹胀肠鸣……冬月感

寒泄痢”。气海穴乃全身气血汇集之所，可生发元气、

培元益肾、扶正固本、益气温阳。《千金翼方》曰“水泄

痢，灸气海百壮，三报之”“胀满瘕聚滞下疼冷，灸气海

百壮”。天枢、气海相配，可以达到温养脾肾、通调气

血、调和阴阳之功效。

电针是将电与针两种刺激方式相结合而防治疾

病的一种方法，可以代替人做较长时间的持续运针，

且能较客观地控制刺激量。相关研究[16]表明，电针具

有促进血液新陈代谢、止痛、调理人体生理机能等作

用。对于本研究中电针治疗时所选择的疏密波，李晓

璐等[17]认为，该波形具有增强人体代谢、促进血液循

环、有效改善组织营养、抗炎、消除水肿等功效。

隔药灸是将中药及艾灸的优势高度结合的一种

灸法。本研究中，药饼的组成为附子、肉桂，二者皆大

热，味辛，归脾、肾经，善补火助阳，相须为用则功效益

彰，可健脾温肾以治其本。其中，附子为补助元阳之

要药，具有温补肾阳、回阳救逆之功，《本草正义》曰：

“附子辛温大热，性善走，故为通行十二经纯阳之要

药。”肉桂具有温经通脉、引火归元、补火助阳之功效，

乃治疗命门火衰之要药，《本草求真》曰其“大补命门

相火，益阳治阴”。该法集穴、药、灸作用于一体，药

物、艾灸对穴位可起到双重刺激作用。

本研究结果发现，空白组上皮结肠黏膜完整，未

见充血、水肿，具有完整的腺体性结构，未见炎性细胞

浸润；而模型组结肠黏膜破损，伴充血，腺体排列紊

乱，炎性细胞大量浸润；电针组、隔药灸组上皮结肠黏

膜组织损伤有不同程度修复，腺体量增多，排列较整

齐，炎性细胞明显下降，表明电针及隔药灸均能促进

黏膜修复且有效抑制炎症反应。

相关研究[18]表明，在免疫缺陷、易感性基因及环

境等多方面因素综合作用下，人体分泌过多的炎症介

质及炎症因子，导致大肠黏膜受损，发为UC。发病

时，黏膜通透性升高，肠内物质通过黏膜固有层进入，

激活免疫，导致炎症。课题组前期研究发现[19]，UC的

发病机制可能与NOXs信号通路途径有关，大量ROS
活化产生，使NLRP3小体激活，导致促炎因子大量分

泌，而电针及隔药灸治疗溃疡性结肠炎可抑制NOXs-
ROS-NLRP3炎症小体信号通路，从而发挥作用。

TGF-β因子可有效抑制肠道炎症性反应，诱导免疫耐

受性，恢复受损组织，因而可通过TGF-β信号通路途

径来治疗炎症性肠病[20]。在此通路依赖 Smad途径，

p-Smad2 与 p-Smad3结合，并与 Smad4产生复合物

质，进入细胞核，靶基因进行调节转录[21]。研究显

示[22]，UC肠内炎症性特征由p-Smad2/3表达量降低和

TGF-β信号传导性受损以及Smad7（磷酸化抑制剂）、

IL-10表达升高所引起[23]。本实验发现，模型组大鼠

结肠组织 TGF-β mRNA、Smad7 mRNA、IL-10 mRNA
及血清中 TGF-β、Smad7及 IL-10的表达量均明显高

于空白组，电针及隔药灸干预后，这些指标均较模型

组明显降低，表明电针及隔药灸可能通过 TGF-β/
Smad7信号通路抑制炎症性反应，促进黏膜修复。

综上所述，电针及隔药灸可促使 UC大鼠结肠黏

膜损伤修复，抑制炎症性反应，其作用机制可能与

TGF-β/Smad7信号通路有关。电针及隔药灸如何调

控TGF-β/Smad7信号通路发挥其治疗作用有待今后

进一步研究。
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