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大鼠 Foxp3 /ＲOＲ-γt失衡的影响

金恒1，凌家艳1，李雪松1，邹燃1 ，徐派的2

1. 湖北省武汉市第一医院，湖北省武汉市硚口区中山大道 215 号，430000; 2. 湖北中医药大学针灸骨伤学院

［摘要］ 目的 探讨艾灸治疗功能性消化不良 ( FD) 的可能作用机制。 方法 43 只大鼠随机选取 10 只作
为空白对照组，剩余 33只大鼠进行造模，将造模成功的 30 只大鼠随机分为模型组、艾灸组、莫沙必利组，每
组 10只。空白对照组不予任何处置，余组均采用复合因素 ( 夹尾刺激 +不规则饮食) 干预法造模 20 日。造模
成功后，艾灸组予以艾灸“足三里”，每日 1 次，每次30min; 莫沙必利组予以莫沙必利 0. 45mg / ( kg·d) 灌
胃，两组均干预 14 天。干预结束后采用 ELISA法检测各组大鼠血清血细胞介素 17 ( IL-17) 水平，采用 HE
染色观察各组大鼠十二指肠形态变化，采用 Western blot 法检测各组大鼠十二指肠叉头状 /翅状螺旋蛋白 3
( Foxp3) 、维甲酸相关核孤儿受体-γt ( ＲOＲ-γt) 蛋白表达。 结果 与空白对照组比较，模型组大鼠血清
IL-17 水平显著升高 ( P ＜ 0. 01) ; 十二指肠黏膜结构较完整，但绒毛部分脱落，排列欠整齐，有炎性细胞浸
润; 十二指肠 Foxp3 蛋白表达显著降低 ( P ＜ 0. 01) ，ＲOＲ-γt 蛋白表达水平升高 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比
较，艾灸组及莫沙必利组大鼠血清 IL-17 水平均降低 ( P ＜ 0. 05) ; 艾灸组及莫沙必利组大鼠十二指肠绒毛排
列较模型组整齐，炎症细胞浸润减少，但莫沙必利组大鼠十二指肠绒毛部分绒毛存在破损，脱落; 此二组

Foxp3 蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05) ，ＲOＲ-γt 蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 05)。与莫沙必利组比较，艾灸组大鼠血清
IL-17水平降低 ( P ＜0. 05) ; 十二指肠 Foxp3及 ＲOＲ-γt 蛋白表达差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。 结论 艾
灸 “足三里”能降低 FD模型大鼠血清 IL-17 水平，调节 Foxp3 /ＲOＲ-γt平衡，从而减轻肠道炎症，可能是其
治疗 FD的作用机制之一。
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功能性消化不良 ( functional dyspepsia，FD )
是一种起源于胃与十二指肠病变的慢性功能性胃肠

病，FD主要分为餐后不适综合征，表现为餐后饱
胀，早饱; 上腹痛综合征，表现为上腹痛或上腹灼

烧。据统计，高达 20%的普通人群出现消化不良
症状，与反流症状重叠，导致多达三分之一的患者

出现更频繁和更严重的症状，严重影响患者的工作

及生活 ［1 － 2］。有研究表明，餐后不适综合征患者
十二指肠黏膜嗜酸性粒细胞浸润和脱颗粒增加［3］，

提示十二指肠的免疫反应在 FD 中的重要作用。叉
头状 /翅状螺旋蛋白 3 ( Foxp3 ) /维甲酸相关核孤
儿受体 γt ( ＲOＲ-γt ) 是控制辅助性 T 细胞 17
( Th17) /调节性 T 细胞 ( Treg) 分化的特异性转

录因子，共同维持机体的免疫平衡［4］。目前，FD
的主要治疗方案包括促胃肠动力剂、内脏敏感调节
剂、抗幽门螺杆菌剂、抗焦虑及抑郁剂等，但 FD
的症状复杂，药物难以适应复杂的个体差异且副作

用多［5］。艾灸疗法治疗 FD 疗效较好［6 － 7］，但其作
用机制尚不明确。因此，本研究采用艾灸足三里干
预 FD模型大鼠，测定十二指肠 ＲOＲ-γt、Foxp3 表
达及相关因子白细胞介素 17 ( IL-17 ) ，镜下观察
十二指肠形态变化，探讨艾灸对 FD 的作用机制，
为临床 FD的治疗提供依据。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF 级雄性 SD 大鼠 43 只，体质量 ( 200 ±

20) g，购自湖北省医学科学研究院实验动物中
心，实验动物许可证号: SCXK 鄂 2011-0012。室
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温 22℃，相对湿度 50%，每笼≤5 只。适应性喂
养 5 日后进行实验。
1. 2 主要试剂与仪器
鼠单抗 Foxp3 ( 美国 Santa Cruz 公司，批号:

Sc-53876) ; 兔多抗 ＲOＲ-γt ( 北京博奥森生物技术
有限公司，批号: Bs-23110r ) ; 兔多抗 GAPDH
( 杭州贤至生物有限公司，批号: AB-P-Ｒ 001 ) ;
BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 批号: P0012S ) 、
ＲIPA裂解液 ( 批号: P0013C ) 、磷酸酶抑制剂
( 批号: P1082 ) ，上海碧云天生物技术有限公司;
大鼠 IL-17 ELISA试剂盒 ( 武汉伊莱瑞特生物科技
股份有限公司，批号: E-EL-Ｒ0566c ) ; 苏木素
( 美国 Sigma 公司，批号: H9627 ) ; 伊红 ( 批号:
71014544) 、无水乙醇 ( 批号: 10009218 ) 、二甲
苯 ( 批 号: 10023418 ) 、包 埋 石 蜡 ( 批 号:
69019361) ，上海国药集团公司; HCL ( 信阳市化
学试剂厂，批号: GB622-89 ) ; 吐温 ( 南京威尔
化工 有 限 公 司，批 号: 9005656 ) ; Trise-Base
( Biosharp公司，批号: T1378) 。
艾灸条 ( 南阳汉医艾绒有限责任公司，规格:

直径 0. 4 cm，长度 12 cm) ; FlexStation 3 多功能酶
标仪 ( 美国 Molecular Devices 公司) ; H1650-W 离
心机 ( 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司) ; BX53
型生物显微镜 ( 奥林巴斯公司) ; ＲM 2016 轮转式
病理切片机 ( 德国 Leica 公司) ; DYCZ-24DN 型垂
直电泳槽、DYCZ-40 型电转仪，北京六一仪器厂;
自制大鼠鼠衣及大鼠悬挂装置。
1. 3 动物分组与造模方法
采用随机数字表法抽取 10 只大鼠作为空白对

照组，剩余 33 只大鼠造模并经模型评价，筛选出
造模成功的 30 只按照同样的随机方法分为模型组、
艾灸组、莫沙必利组，每组 10 只。实验过程中对
大鼠的处理遵循 《关于善待实验动物的指导性意
见》［8］。
采用复合因素 ( 夹尾刺激 +不规则饮食) 法建

立 FD模型［9 － 10］。将长柄止血钳的夹子用纱布包裹
后钳住大鼠尾部后 1 /3区域 ( 以不破皮为度) ，令笼
中大鼠尖叫、暴怒并相互厮打。每日 2 次，每次
30min ( 保证每日刺激的时间点分别为 8 ∶ 30、
16 ∶ 30) 。与此同时，给予造模大鼠隔日禁食处理，
饮水正常。造模 20天后进行模型评价。大鼠出现皮
毛干燥、枯黄，活动量减低，喜扎堆蜷缩，饮食量
下降，精神状态由烦躁易怒变为迟钝低落; 随机解

剖 3只大鼠，光学显微镜下观察见腹部脏器无溃疡、

出血等器质性病变，表明造模成功［11 － 12］。在造模期
间空白对照组大鼠正常饮食，不予任何处置。
1. 4 干预方式
艾灸组大鼠予以艾灸干预。将大鼠固定于自制

悬挂装置后，用剃毛刀剃除大鼠双后肢前外侧鼠

毛。参照 《实验针灸学》［13］取大鼠双侧 “足三
里”。将艾条固定于自制艾灸架后点燃，置于距离
双侧“足三里”穴约 2. 5 cm 处。观察大鼠行为反
应，待大鼠安静后干预开始。每日 1 次 ( 9: 00—
11: 00) ，每次 30 min，连续 14 天。
莫沙必利组大鼠予以莫沙必利 0. 45 mg / ( kg·

d) 灌胃［14］，每日 1次( 9: 00—11: 00) ，连续 14天。
空白对照组、模型组和艾灸组大鼠自由饮水、

进食，均予以剃毛、固定和蒸馏水灌胃。
1. 5 标本采集
干预结束后，各组大鼠禁食 24 h 后取材。大

鼠称重后腹腔注射 10%水合氯醛 ( 0. 5 ml /100 g )
麻醉。剖开胸腹腔，心尖取血 3 ～ 5 ml，静置
30 min 后离心 ( 4℃，离心力 1370 g，3500 r /min，
10min) ，取上清液。取大鼠十二指肠，用生理盐水
洗净饲料残渣后，剪下一部分置于液氮后再转移入

－80℃冰箱，另一部分置于 4%多聚甲醛固定液中。
1. 6 检测指标与方法
1. 6. 1 ELISA法检测各组大鼠血清 IL-17 含量 用
移液枪吸取上清液，按照 ELISA 试剂盒的操作说
明，用酶标仪在 450 nm波长测量各孔的光密度值，
检测血清 IL-17 含量。
1. 6. 2 HE染色观察十二指肠组织形态 将于 4%
多聚甲醛固定后的十二指肠组织经梯度脱水、浸
蜡、包埋后切片 ( 4μm) 。用二甲苯溶液脱蜡后苏
木素和伊红染色，二甲苯透明后封片，在显微镜下

观察十二指肠组织的结构及形态。
1. 6. 3 Western blot 法检测各组大鼠十二指肠中
Foxp3、ＲOＲ-γt蛋白表达 取各组大鼠十二指肠组
织，于液氮中研磨成粉末状后提取总蛋白。采用
BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。制备凝
胶成功后上样，进行聚丙烯酰胺凝胶 ( SDS-
PAGE) 电泳，转膜后脱脂奶粉封闭，分别加入一
抗 ( Foxp3 或 ＲOＲ-γt 抗体) 孵育过夜、二抗室温
孵育 2 h，经 TBST 洗涤后显色曝光，用 BandScan
5. 0 图像分析软件 ( 美国 ChemPoint 公司) 分析胶
片灰度值，计算目的蛋白与内参蛋白的比值。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件进行统计学分析，计量资
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料以 ( 珋x ± s) 表示，符合正态分布及方差齐性者采
用单因素方差分析进行多组间比较分析，两两比较

用 LSD检验; 方差不齐则采用 Dunnett' s T3 检验。
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠血清 IL-17 含量比较
表 1 示，与空白对照组比较，模型组大鼠血清

IL-17 水平显著升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，
艾灸组及莫沙必利组大鼠血清 IL-17 水平均降低
( P ＜ 0. 05) ; 与莫沙必利组比较，艾灸组大鼠血清
IL-17 水平降低 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组大鼠血清 IL-17 水平比较 ( pg /ml，珋x ± s)

组别 鼠数 IL-17

空白对照组 10 14. 73 ± 1. 51
模型组 10 44. 11 ± 6. 40a)

艾灸组 10 26. 50 ± 1. 08b) c)

莫沙必利组 10 35. 53 ± 4. 24b)

注: IL-17，血细胞介素 17。

a) 与空白对照组比较，P ＜ 0. 01; b ) 与模型组比较，P ＜

0. 05; c) 与莫沙必利组比较，P ＜0. 05。

2. 2 各组大鼠十二指肠组织形态学比较
HE染色可见空白对照组大鼠肠黏膜各层结构

完整，肠绒毛排列整齐，未见炎性细胞浸润。模型
组大鼠肠黏膜结构较完整，但绒毛部分脱落，排列

欠整齐，有炎性细胞浸润。艾灸组大鼠肠绒毛排列
较模型组整齐，炎症细胞浸润明显减少。莫沙必利
组大鼠十二指肠组织黏膜结构较完整，但绒毛排列

欠整齐，部分绒毛破损，脱落，炎症细胞浸润较模

型组减少。如图 1 所示。
2. 3 各组大鼠十二指肠 Foxp3、ＲOＲ-γt 蛋白表达
影响

与空白对照组比较，模型组大鼠十二指肠
Foxp3 蛋白表达显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，而 ＲOＲ-γt
蛋白表达水平升高( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比较，艾

灸组 Foxp3 蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05) ，ＲOＲ-γt 蛋
白表达降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。与莫沙必利组比较，艾
灸组大鼠十二指肠中的两种蛋白表达无显著性差异
( P ＞ 0. 05) 。如图 2、表 2 所示。

注: Foxp3，叉头状 /翅状螺旋蛋白 3; ＲOＲ-γt，维甲
酸相关核孤儿受体-γt。
图 2 各组大鼠 Foxp3、ＲOＲ-γt蛋白表达电泳图

表 2 各组大鼠十二指肠 Foxp3、ＲOＲ-γt蛋白
相对表达量比较 ( /GAPDH，珋x ± s)

组别 鼠数 Foxp3 ＲOＲ-γt

空白对照组 10 0. 46 ± 0. 07 0. 25 ± 0. 10
模型组 10 0. 19 ± 0. 03a) 0. 55 ± 0. 03a)

艾灸组 10 0. 35 ± 0. 06b) 0. 42 ± 0. 10b)

莫沙必利组 10 0. 33 ± 0. 11b) 0. 42 ± 0. 08b)

注: Foxp3，叉头状 /翅状螺旋蛋白 3; ＲOＲ-γt，维甲酸相关核

孤儿受体-γt。

a) 与空白对照组比较，P ＜ 0. 01; b ) 与模型组比较，P ＜

0. 05。

3 讨论

FD可归于中医学 “痞满”“胃脘痛”等范畴。
若肝气郁滞，脾升胃降受阻，则胃脘部胀满不适。
肝郁日久化火伤脾，导致脾运失常，此为基本病

机。足三里穴是足阳明胃经合穴，又是胃的下合
穴，“合治内腑”，具有调理中焦、健脾益胃、充
养后天之功［15］，故足三里穴是治疗腹部胀满的要

穴，亦是治疗胃肠疾病的主要穴位［16］。
Foxp3 与 ＲOＲ-γt分别是调节 Treg和 Th17 细胞

空白对照组 模型组 艾灸组 莫沙必利组

图 1 各组大鼠十二指肠组织形态学结果 ( HE染色， × 100)
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分化的特异性转录调控因子，这两种细胞在分化过

程中可互相转化，共同维持机体免疫平衡［17］。
Th17 细胞能特异性地产生 IL-17，具有强大的促炎
作用。当肠上皮细胞受到内毒素、致病菌侵袭时，
ＲOＲ-γt表达增加，促进 Th17 细胞分化产生 IL-17，
诱导肠道炎症发生［18］。研究表明，Foxp3 过表达可
诱导 Treg 细胞分化，从而抑制 ＲOＲ-γt 表达［19］。
Treg细胞可负调控 Th17 细胞分化，Th17 /Treg 转
化平衡是维持肠道免疫平衡的关键［20］。可见，
Foxp3 /ＲOＲ-γt水平变化是评价 Treg /Th17 平衡的
重要指标，反映肠道免疫炎症变化。
莫沙必利是第二代 5-HT4 受体激动剂，促进胆

碱能神经元释放乙酰胆碱，提高胃肠动力，加快胃

肠道蠕动［21］，这种作用与调节免疫细胞，修复黏

膜损伤相关［22 － 23］。莫沙必利常用于 FD 等消化疾
病的治疗，具有较好的临床疗效［24］，但长期服用

存在腹泻、腹痛、皮疹头晕等不良反应［25］。
本研究结果显示，FD 模型大鼠十二指肠存在

低度炎症及肠绒毛损伤，艾灸可改善 FD 模型大鼠
十二指肠绒毛损伤，减轻炎性浸润。FD 模型大鼠
存在 Foxp3 /ＲOＲ-γt失衡，艾灸与莫沙必利均可下
调 ＲOＲ-γt蛋白水平，上调 Foxp3 蛋白水平，促进
Foxp3 /ＲOＲ-γt恢复平衡，且艾灸可达到与莫沙必
利相似作用。另外，艾灸降低血清 IL-17 水平，其
作用优于莫沙必利，提示艾灸的抗炎作用更强。既
往研究［26 － 27］表明，艾灸具有抗炎、修复黏膜、增
强机体免疫等功能，与本研究结论一致。
本研究表明，莫沙必利和艾灸均可减轻肠绒毛

损伤，降低血清 IL-17 表达，调节 Foxp3 /ＲOＲ-γt
平衡，参与维持机体免疫平衡。由于莫沙必利存在
一定的药物副作用，而艾灸疗法绿色、无明显不良
反应，值得在临床推广。现阶段，艾灸调节 Foxp3 /
ＲOＲ-γt平衡的作用靶点尚不明确，且该平衡与修
复肠黏膜损伤的联系是本项目下一步研究方向。
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Effect of Moxibustion at“Zusanli”( ST 36) on Foxp3 /ＲOＲ-γt Balance in Functional Dyspepsia Model Ｒats
JIN Heng1，LING Jiayan1，LI Xuesong1，ZOU Ｒan1，Xu Paidi2

1． Wuhan No. 1 Hospital，Wuhan 430000; 2． College of Acupuncture and Orthopedics，Hubei University of Traditional Chinese Medi-
cine
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of moxibustion in the treatment of functional dyspepsia
( FD) ． Methods Ten out of 43 rats were randomly selected as blank group，while the other 33 rats were set as
model group of which 30 rats were successfully modeled． The successfully modeled rats were randomly divided into
model group，moxibustion group and mosapride group，with 10 rats in each group． Except for the blank group，multi-
factor interventions including tail-clamping stimulation and irregular diet were given in all the groups to establish the
model for 20 days． After successful modeling，moxibustion group was administered with moxibustion at“Zusanli”( ST
36) ，30 minutes per time，once daily; 0. 45 mg / ( kg·d) mosapride was given by gavage in mosapride group; both
groups were intervened for 14 days． After the intervention，the serum level of interleukin 17 ( IL-17) was detected by
ELISA; the morphological changes of duodenum were observed by HE staining; and the expressions of forkhead box
protein 3 ( Foxp3 ) and retinoic acid-related nuclear orphan receptor-γt ( ＲOＲ-γt) in duodenum were detected by
western blotting． Ｒesults Compared to those in the blank group，the serum level of IL-17 in the model group in-
creased significantly ( P ＜ 0. 01) ; the structure of duodenal mucosa was relatively complete，but the villi were partly
exfoliated，arranged in an irregular way，with inflammatory cell infiltration; Foxp3 protein expression in duodenum
decreased significantly ( P ＜ 0. 01) ，while the expression of ＲOＲ-γt protein increased ( P ＜ 0. 01) ． Compared to the
model group，the moxibustion group and mosapride group had significantly lower serum level of IL-17 ( P ＜ 0. 01 ) ;
the villi of duodenum were arranged in order，and the infiltration of inflammatory cells was reduced in both groups，
while part of the duodenal villi in the mosapride group was damaged and fell off; the expression of Foxp3 protein in-
creased in the moxibustion group and mosapride group ( P ＜ 0. 05) ，and the expression of ＲOＲ-γt protein decreased
( P ＜ 0. 05) ． Compared to the level of serum IL-17 in the mosapride group，that in moxibustion group significantly de-
creased ( P ＜ 0. 05) ; there was no significant difference in the expression of Foxp3 and ＲOＲ-γt in duodenum between
mosapride group and moxibustion group ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Moxibustion at Zusanli can reduce serum IL-17
level and adjust Foxp3 / ＲOＲ-γt balance，thereby reducing intestinal inflammation in the FD model rats，which may
explain the mechanism of moxibustion in the treatment of FD．
Keywords functional dyspepsia; moxibustion; Zusanli ( ST 36) ; forkhead box protein 3; retinoic acid-related nu-
clear orphan receptor-γt; interleukin 17
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