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基于 Th17/Treg 免疫平衡探讨艾灸对缺血性脑卒中大鼠脑肠共治机制
研究
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［摘要］ 目的：观察艾灸干预对缺血性脑卒中大鼠 Th17/Treg 细胞的影响，从免疫平衡角度探讨其通过

“脑肠共治”改善神经功能的作用机制。方法：120只雄性 SD 大鼠随机分为空白组（25只）、造模组（95只）。75只

大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）造模成功大鼠随机分为模型组、益生菌组和艾灸

组，每组 25 只。益生菌组给予金双歧灌胃，艾灸组给予悬灸“百会”“大椎”及双侧“天枢”“足三里”穴，

每次 20 min，两组每日干预 1 次，连续 7 d。干预结束后，采用 Longa 评分、TTC 染色、H&E 染色、ELISA、实

时荧光定量 PCR、Western blot、免疫组织化学及流式细胞术检测艾灸对 MCAO 大鼠的影响。结果：与空白

组相比，模型组 Longa 评分升高（P<0.01），脑梗死体积增大（P<0.01），缺血侧脑、结肠组织形态破坏且炎性

细胞浸润明显，白细胞介素‐10（interleukin‐10，IL‐10）含量减少（P<0.01），IL‐10 和叉头框蛋白 P3（forkhead 
box P3，FOXP3）mRNA、蛋 白 表 达 水 平 及 阳 性 表 达 降 低（P<0.01），白 细 胞 介 素‐17A（interleukin‐17A，

IL‐17A）含量增加（P<0.01），IL‐17A 和维甲酸相关孤核受体 γt（retinoid‐related orphan nuclear receptor γt，
RORγt） mRNA、蛋白 表 达 水 平 及阳 性 表 达 升 高（P<0.01），CD4+ 、Treg 百 分 比 降低（P<0.05），CD8+ 、

Th17 百 分 比 升 高（P<0.05）。与模型组相比，益生菌组和艾灸组 Longa 评分降低（P<0.01），脑梗死体积缩

小（P<0.01），缺血侧脑、结肠组织形态相对完好，炎性细胞浸润减轻，IL‐10 含量增加（P<0.01），IL‐10 和

FOXP3 mRNA、蛋白表达水平及阳性表达升高（P<0.01），IL‐17A 含量减少（P<0.01），IL‐17A 和 RORγt 
mRNA、蛋白表达水平及阳性表达降低（P<0.01），CD4+、Treg 百分比升高（P<0.05），CD8+、Th17 百分比降

低（P<0.05）。结论：艾灸通过脑肠共治改善缺血性脑卒中后神经功能损伤，可能与调节 Th17/Treg 免疫平

衡，抑制脑肠炎性反应有关。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To observe the effects of moxibustion on Th17/Treg cells in rats with ischemic stroke and to explore its 

mechanism of improving neurological function through the "brain‐gut co‐medication" from the perspective of immune homeostasis. 
Methods： A total of 120 male SD rats were randomly divided into the blank group （25 rats） and the modeling group （95 rats）. 
Among which 75 successful middle cerebral artery occlusion （MCAO） modeled rats were randomly divided into the model group， 
the probiotic group， and the moxibustion group， with 25 rats in each group. In the probiotic group， gold bifidus was administered 
by gavage， and in the moxibustion group， moxibustion was administered at the "Baihui" and "Dazhui" points， as well as the bilater‐
al "Tianshu" and "Zusanli" points， for 20 min each time. Both groups were intervened once a day for 7 consecutive days. At the end 
of the interventions， the effects of moxibustion on the MCAO rats were detected by the Longa score， TTC staining， H&E stain‐
ing， ELISA， real‐time fluorescence quantitative PCR， Western blot， immunohistochemistry， and flow cytometry. Results： Com‐
pared to the blank group， the model group exhibited higher Longa scores （P<0.01） and larger cerebral infarct volumes （P<
0.01）. There was pronounced morphological disruption and inflammatory cell infiltration in the ischemic brain and colon tissues. 
The level of interleukin‐10 （IL‐10） was decreased （P<0.01），IL‐10 and forkhead box P3（FOXP3） mRNA， protein， and posi‐
tive expressions were reduced （P<0.01）. The level of interleukin‐17A（IL‐17A） was increased （P<0.01）， IL‐17A and 
retinoid‐related orphan nuclear receptor γt（RORγt） mRNA， protein， and positive expressions were increased （P<0.01）. The 
percentages of CD4+ and Treg were decreased （P<0.05）， while those of CD8+ and Th17 were increased （P<0.05）. Compared 
to the model group， the probiotic and moxibustion groups showed lower Longa scores （P<0.01） and reduced cerebral infarct vol‐
umes （P<0.01）. Tissue morphology in the ischemic brain and colon was relatively intact， and inflammatory cell infiltration was re‐
duced. The level of IL‐10 was increased （P<0.01）， IL‐10 and FOXP3 mRNA， protein， and positive expressions were elevated 
（P<0.01）. The level of IL‐17A was decreased （P<0.01）， and IL‐17A and RORγt mRNA， protein， and positive expressions 
were reduced （P<0.01）. The percentages of CD4+ and Treg were increased （P<0.05）， while those of CD8+ and Th17 de‐
creased （P<0.05）. Conclusion： Moxibustion ameliorate neurological function damage after ischemic stroke through brain‐gut 
co‐treatment， likely by regulating the Th17/Treg immune balance and inhibiting inflammatory responses in the brain‐gut axis.

［Key words］ Moxibustion； Ischemic stroke； Brain‐gut co‐treatment； Th17/Treg immune balance

当前，伴随我国人口老龄化进程加速，缺血性

脑卒中（ischemic stroke，IS）发病率和致残率持续上

升，给公共卫生体系带来压力［1，2］。现阶段西医在应

对 IS 时多以溶栓、抗凝以及脑保护等策略来减缓脑

损伤，但存在疗效限制及依赖性问题［3］。

中医理论认为，脑与肠存在密切的相互作用关

系，通过上下协同以共同维持人体生理平衡。基于

此形成“脑肠相通”理念，并衍生出“脑肠同调”“脑

肠共治”等干预手段。临床观察报道，IS 引发的肠

道菌群失调会陷入恶性循环，紊乱菌群加重脑组织

损伤，阻碍患者功能恢复与预后改善［4，5］。针灸通过

增强肠道蠕动、调节菌群及修复肠屏障以减轻炎

症、改善肠道稳态，来减轻神经功能缺损，从而改善

卒中结局［6‐8］。然而，其内在机制的探究目前尚显

不足。

维持 Th17 与 Treg 平衡已被证实对改善缺血性

卒中预后具有关键作用［9，10］。艾灸不仅能通过调控

Th17/Treg 平衡增强免疫、抑制炎症以减轻脑损伤

及促进神经恢复，还能调整肠道菌群代谢维护稳

态，从而改善卒中预后［11‐13］。因此，艾灸“脑肠共治”

的作用机制是否与调节脑肠 Th17/Treg 平衡，进而

提高针灸改善 IS 的疗效有关，值得研究探讨。本课

题组前期研究发现艾灸能通过脑‐肠轴双向调节改

善脑卒中大鼠神经功能，其机制与调节肠道菌群及

增强肠黏膜屏障功能有关［14］。本研究聚焦于脑肠

Th17/Treg 免疫平衡视角，深入探究艾灸“脑肠共

治”促进 IS 大鼠神经功能恢复的作用机制，为临床

应用提供更充分的理论支撑。

1 材料与方法  
1.1　实验动物与分组　

120 只清洁级雄性 SD 大鼠（周龄：7~9 周，体

重：220~250 g），购自河南斯克贝生物科技股份有

限公司，生产许可证：SCXK（豫）2020‐0005。大鼠

饲养于安徽中医药大学实验动物中心，环境参数：

恒温（24±2） ℃ 、相对湿度（60%±10%）、12 h 光

照/黑暗循环，自由取食饮水。实验前进行为期 1 周

的适应性饲养。随后随机分配 25 只大鼠为空白组，

其余 95 只用于大脑中动脉闭塞（middle cerebral ar‐
tery occlusion，MCAO）模型制备，将成功建立模型

的大鼠随机纳入模型组、益生菌组与艾灸组。本实

验经安徽中医药大学伦理委员会审查通过（编号：

AHUCM‐rats‐2023159）。

1.2　主要试剂与仪器　

主要试剂：戊巴比妥钠（SC‐6017，上海上药新

亚），硫酸庆大霉素注射液（兽药字 041531504，山西

金馥康），细艾条 7 mm×120 mm（临湘市湖香艾），
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双歧杆菌乳杆菌三联活菌片（金双歧国药准字

S19980004，内蒙古双奇），大鼠白细胞介素‐17A（in‐
terleukin‐17A，IL‐17A）、白 细 胞 介 素‐10（interleu‐
kin‐10， IL‐10） ELISA 试 剂 盒 （JYM0480Ra、
JYM0651Ra，武汉基因美），实时定量荧光 PCR 引

物（上海 Sangon Biotech 公司），山羊抗小鼠 IgG、山

羊抗兔 IgG（236000213、234750414，Zsbio 公司），维

甲酸相关孤核受体 γt（retinoid‐related orphan nucle‐
ar receptor γt，RORγt）抗体、IL‐17A 抗体、IL‐10 抗

体、叉头框蛋白 P3（forkhead box P3，FOXP3）抗体

（bs‐10647R、bs‐2140R、bs‐0698R、bs‐10211R，北 京

Bioss 公司），小鼠抗大鼠 GAPDH 抗体（TA‐08，北
京中杉金桥），兔抗大鼠 FOXP3、兔抗大鼠 RORγt、
兔 抗 大 鼠 IL‐17A、兔 抗 大 鼠 IL‐10 （bs‐10211R、

bs‐23110R、bs‐2140R、bs‐0698R，北京 Bioss 公司），

二氨基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色试剂盒

（B011，安徽 ebiogo 公司），CD4‐FITC、CD8‐APC、

CD25‐APC（201505、200610、202113，美国 BioLeg‐
end 公司），PE Anti‐Mo/Rt IL‐17A、PE Anti‐Mo/Rt 
FOXP3（12‐7177‐81、12‐5773‐80，美 国 Invitrogen
公司）。

主要仪器：酶标仪（RT‐6100，深圳雷杜），高速

台式冷冻离心机（JW3021HR，安徽嘉文），电泳仪、

转膜仪（EPS300、VE‐186，上海天能），荧光定量

PCR 仪（PIKOREAL96，美国 Thermo 公司），ImageJ
图像分析软件（美国 NIH），切片机（RM2016，德国  
Leica 公司），正置电子显微镜（NIKON Ci‐S，日本

Nikon），数字切片扫描仪（Pannoramic MIDI，匈牙

利 3DHISTECH 公司），流式细胞仪（CytoFLEX，美

国贝克曼库尔特公司）。

1.3　模型制备　

参照文献［15］的方法制备 MCAO 模型，术前

禁食不禁水 12 h，大鼠腹腔注射 2% 戊巴比妥钠

（30 mg/kg）实施麻醉，将其仰卧位固定后，常规备

皮并进行术区消毒，于颈部正中作纵行切口，钝性

分离右侧颈总动脉（common carotid artery，CCA）、

颈内动脉（internal carotid artery， ICA）以及颈外动

脉（external carotid artery，ECA），将 CCA 近心端和

近分叉的 ECA 予以结扎，于 CCA 临近分叉处预置 1
根缝合线打活结备用，用动脉夹夹闭 ICA 远端，在

距离 CCA 分叉约 1 cm 处，使用眼科剪做一“V”形切

口，将制备完成的线栓自该切口插入，沿 CCA 方向

送入 ICA 内，遇轻微阻力即止，栓线插入深度控制在

18~20 mm。然后于血管分叉处进行结扎操作，松

开动脉夹，随后检查该区域是否仍有活动性出血，

待排除后 方 继 续 ，予 以 局 部 喷 洒 硫 酸 庆 大 霉 素

注射液（0.2 mL/100 g）抗感染，缝合皮肤，单笼饲

养。本研究共纳入 95 只大鼠用于模型建立。建模

过程中，共计 20 只大鼠死亡，其中 6 只因 Longa 神经

功能缺损评分达到 4 分而被排除。在后续观察中有

14 只大鼠死亡，最终筛选留存符合标准的大鼠

75 只。将模型构建成功的大鼠随机分为模型组、益

生菌组及艾灸组，每组 25 只。

造模成功的评判标准［15］：待大鼠自然苏醒后，

采用 Longa 等的 5 分制评分对所有大鼠进行神经功

能缺损评定，评分在 1~3 分为造模成功，纳入实验。

1.4　干预方法　

艾灸组：于造模成功后当日开始予以艾灸干

预。取穴：“百会”“大椎”，双侧“天枢”“足三里”，定

位参照文献［16，17］的方法。操作：将大鼠俯卧位

固定于自制的艾灸架上，以其不挣扎为度，充分暴

露穴位，将直径 7 mm、长 120 mm 艾条点燃，在距离

穴位皮肤 2~3 cm 处施以温和灸，施灸时根据大鼠

躲避的动作来调整距离，每次 20 min，每日 1 次，持

续 7 d。
益生菌组：造模成功后当日，予以 200 mg/kg

金双歧溶液（双歧杆菌乳杆菌三联活菌片溶解于

0.9% 氯化钠溶液）灌胃［18］，每天 1 次，持续 7 d。
模型组和空白组不给予治疗性干预，只做与艾

灸组、益生菌组相同的抓取和固定。

1.5　观察指标及检测方法　

1.5.1　神经行为学评估　分别于造模结束后当日和

干预结束后当日观察大鼠神经功能缺损评分。0分：

提起鼠尾，双上肢可伸展，无明显神经缺损症状；

1 分：不能完全伸展对侧前爪；2 分：提起鼠尾，对侧

前肢内旋，行走时向对侧转圈；3 分：行走时向对侧

倾倒；4 分：不能自发行走，意识丧失；5 分：死亡。分

数越高，神经损伤越严重［15］。

1.5.2　TTC 染色检测大鼠相对脑梗死体积　每组

随机选取 4 只大鼠，麻醉处死后快速取脑，剔除嗅球

等，置于 −20 ℃冰箱冷冻。将冷冻的鼠脑切成 5
个厚度约 2 mm 的冠状切片，置于 2%TTC 溶液中，

染色 30 min，染色完毕后通过 ImageJ 图像分析软件

计算相对脑梗死体积。脑梗死体积（%）=（脑切片

白色缺血区域体积÷脑切片总体积）×100%。

1.5.3　苏木精‐伊红（H&E）染色观察大鼠缺血侧脑

组织、结肠组织病理形态　每组随机选取 3 只大鼠

制作成石蜡切片进行标准步骤处理：依次脱蜡复

水、H&E 染色、脱水、透明化处理、中性树胶封片，于
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显微镜下观察大鼠切片组织的病理形态。

1.5.4　ELISA 检测大鼠 IL‐10、IL‐17A 的含量　每

组随机选取 8 只大鼠分离血清置于−80 ℃冰箱中保

存，同时取脾脏、结肠及缺血侧脑组织，加入 PBS 匀

浆，离心 20 min（2 000~3 000 r/min），收集上清，按

照 ELISA 试剂盒使用说明，检测各组织及血清中

IL‐17A、IL‐10 的含量。

1.5.5　 Western blot 检 测 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、
RORγt 相关蛋白的表达　每组随机选取 6 只大鼠，

取脾脏、结肠及缺血侧脑组织，将组织裂解、离心取

上清液，进行蛋白定量，制胶、上样、电泳、转膜，加

入一抗 IL‐10（1∶1 000）、IL‐17A（1∶1 000）、FOXP3（1∶
1 000）、RORγt（1∶1 000）过夜，加入二抗（1∶20 000），

室温孵育 1.2 h，PBS‐T 漂洗 3 遍。使用 ECL 化学发

光试剂进行化学发光、显影及定影，ImageJ 图像处

理软件分析灰度值，以 GAPDH 为内参计算目标蛋

白相对表达量。

1.5.6　 实 时 荧 光 定 量 PCR 测 定 IL⁃10、IL⁃17A、

FOXP3、RORγt mRNA 表达水平　每组随机选取

6 只大鼠，分别取缺血侧脑、脾脏及结肠组织，依次

经过总 RNA 提取、反转录反应与荧光定量 PCR 反

应。反应体系：实时荧光定量PCR混合液 2×5 μL，基

因引物 1 μL，cDNA1 μL。扩增条件：95 ℃，然后按

照 95 ℃ 20 s、60 ℃ 1 min 循环。选用 β⁃actin 作为内

参基因，采用 2−ΔΔCt法对目的基因相对表达水平进行

定量分析，引物序列见表 1。

1.5.7　免疫组织化学观察 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、
RORγt 阳性表达　每组随机选取 3 只大鼠，取缺血

侧脑、结肠和脾脏组织石蜡切片，依次经过二甲苯

脱蜡、梯度乙醇脱水、柠檬酸钠修复、细胞通透 15 
min，3% H2O 室 温 孵 育 ，PBS‐T 冲 洗 后 加 入

FOXP3/IL‐17/IL‐10/RORγt 一 抗 过 夜 ，二 抗

（37 ℃，30 min），PBS 洗涤 3 次，DAB 显色、苏木素

复染 2~5 min、返蓝 30 s、树胶封片。每只大鼠随机

选取 2~3 张切片，每张切片随机取 3~4 个视野，运

用图像分析软件检测各视野阳性表达。

1.5.8　流式细胞术检测 CD4+、CD8+、Th17、Treg 百

分比及 CD4+/CD8+、Th17/Treg 比值　每组随机选

取 4 只大鼠，取各组大鼠腹主动脉血、缺血侧脑和脾

脏组织，离心收集不同分组的组织细胞，用 PBS 洗

涤后弃上清，并重悬细胞，调整细胞浓度，在 100 μL
细胞液中加入 5 μL CD3、5 μL CD4、5 μL CD8，避
光孵育 15 min，检测 Th17 细胞加入固定剂和破膜剂

后加入适量 IL‐17A，检测 Treg 细胞加入破核后，加

入适量的 FOXP3，PBΧS 洗涤后重悬细胞，采用流

式细胞仪检测 CD4+、CD8+、Th17、Treg 百分比及

CD4+/CD8+、Th17/Treg 比值。

1.6　统计学处理　

采用 SPSS 26.0 软件处理统计结果，GraphPad 

Prism 9.5 软件负责绘制图表。服从正态分布的计

量资料以 x̄ ± s表示。满足方差齐性假设的情况下，

多组间总体比较采用单因素方差分析，组间两两对

比使用 LSD 检验；若方差不齐，则改用 Tamhane's 
T2 检验。针对非正态分布数据，组间比较采用

Kruskal‐Wallis 秩和检验。P<0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果  
2.1　各组大鼠 Longa 神经功能缺损评分和脑梗死

体积百分比　

造模结束后当日，模型组、益生菌组及艾灸组

Longa 神经功能缺损评分高于空白组（P<0.01），且

在 1~3 分范围内，提示造模成功。干预结束后当

日，与模型组相比，益生菌组、艾灸组大鼠 Longa 神

经功能缺损评分降低（P<0.01），见图 1A。与空白

组相比，模型组大鼠脑梗死体积明显增大（P<0.01）；

与模型组相比，益生菌组、艾灸组脑大鼠梗死体积

明显缩小（P<0.01），见图 1B、C。

2.2　各组大鼠缺血侧脑组织、结肠组织 H&E 染色

结果　

空白组大鼠脑组织细胞排列紧密规则，体积与

形态相近且结构饱满。模型组缺血侧脑组织中细

胞发生皱缩，可见核固缩碎裂现象，并出现空泡样

表 1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因

β⁃actin

IL⁃10

IL⁃17A

RORγt

FOXP3

上游引物  （5'→3'）
CCCATCTATGAGGGTTACGC

GTCATCGATTTCTCCCCTGT

ATTCCATCCATGTGCCTGAT

CAGAGACACCACCGAACAT

GCTTTCTGCGTATGTCCTTC

下游引物  （5'→3'）
TTTAATGTCACGCACGATTTC

TTTGAGTGTCACGTAGGCTT

GAGCTAAGGGAGTTGAGGAC

TGCAAGGGATCACTTCGATT

TTAACCTTAGTGCCTGATGTG

扩增长度  （bp）
150

149

161

79

148
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变性。益生菌组与艾灸组细胞形态均匀，结构相对

完整，细胞间隙水肿明显减退，可观察到数量增多

的形态正常细胞，其组织病理损伤程度轻于模型

组，见图 2A。

空白组大鼠结肠黏膜形态完好，腺体规则有序

分布，隐窝结构正常，无明显炎性细胞浸润。模型

组大鼠结肠黏膜形态破损，腺体排列紊乱，隐窝出

现萎缩，炎性细胞浸润明显。相较于模型组，益生

菌组、艾灸组大鼠结肠黏膜形态相对完整，腺体排

列整齐有序，隐窝结构基本规整，炎性细胞浸润减

少，见图 2B。

2.3　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A 含量　

与空白组相比，模型组大鼠在缺血侧脑、结肠

和脾脏组织及血清中 IL‐10 含量减少（P<0.01），

IL‐17A 含量增加（P<0.01）。与模型组相比，益生

菌组和艾灸组缺血侧脑、结肠和脾脏组织及血清中

的 IL‐10 含量增加（P<0.01），IL‐17A 含量减少（P<
0.01）。与益生菌组相比，艾灸组在缺血侧脑组织中

IL‐17A 含量减少（P<0.05），见图 3。

A：Longa神经功能缺损评分；B：脑梗死体积百分比；C：TTC 染色结果；与空白组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01
图 1　各组大鼠干预前、后行为学评分和脑梗死体积百分比

Fig 1　Behavioural scores and percentage of cerebral infarct volume between pre‑ and post‑intervention rats in each group

A：缺血侧脑组织；B：结肠组织；黑色箭头指示神经元细胞核固缩、坏死，红色箭头指示肠黏膜形态破坏，蓝色箭头指示炎性细胞浸润，绿色箭

头指示腺体排列紊乱

图 2　各组大鼠缺血侧脑组织、结肠组织 H&E 染色结果  （×400， 比例尺=50 μm）

Fig2　H&E staining results of brain tissue and colon tissue on the ischemic side of rats in each group （×400， scale bar=50 μm）
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2.4　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、RORγt 相关

蛋白表达水平　

与空白组相比，模型组大鼠在缺血侧脑、结肠

和脾脏组织中 IL‐17A、RORγt 蛋白表达升高（P<
0.01），IL‐10、FOXP3 蛋白表达降低（P<0.01）。与

模 型 组 相 比 ，益 生 菌 组 和 艾 灸 组 大 鼠 IL‐17A、

RORγt 蛋白表达降低（P<0.01），IL‐10、FOXP3 蛋

白表达升高（P<0.01）。与益生菌组相比，艾灸组在

结肠组织中 RORγt 蛋白表达降低（P<0.05），在脾

脏组织中 IL‐17A 蛋白表达降低（P<0.05），见图 4。

2.5　 各 组 大 鼠 IL⁃10、IL⁃17A、FOXP3、RORγt 
mRNA 表达水平　

与空白组相比，模型组大鼠在缺血侧脑、结

肠和脾脏组织中 IL⁃17A、ROR γ t mRNA 表达升

高（P<0.01），IL⁃10、FOXP3 mRNA 表达降低（P<
0.01）。与模型组相比，益生菌组和艾灸组大鼠的

IL⁃17A、RORγt mRNA 表达降低（P<0.01），IL⁃10、

FOXP3 mRNA 表达升高（P<0.01），见图 5。
2.6　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、RORγt 阳性

表达水平　

与空白组相比，模型组大鼠缺血侧脑、结肠和

脾 脏 组 织 中 IL‐17A、RORγt 阳 性 表 达 升 高（P<
0.01），IL‐10、FOXP3 阳性表达降低（P<0.01）；与模

型组相比，益生菌组和艾灸组 IL‐17A、RORγt 阳性

表达降低（P<0.01），IL‐10、FOXP3 阳性表达升高

（P<0.01）。与益生菌组相比，艾灸组脾脏组织中

RORγt阳性表达降低（P<0.05），见图 6。
2.7　各组大鼠 CD4+、CD8+、Th17、Treg 百分比及

CD4+/CD8+、Th17/Treg 比值　

采用流式细胞仪检测缺血侧脑、结肠和脾脏组

织及血清中 CD4+、CD8+、Th17、Treg 百分比，结果

显示，结肠组织因表达水平低未能检出，而缺血侧

与空白组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01；与益生菌组相比，∆P<0.05
图 3　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A 的含量

Fig 3　Levels of IL‑10 and IL‑17A of rats in each group

与空白组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01；与益生菌组相比，∆P<0.05
图 4　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、RORγt 相关蛋白表达水平

Fig 4　Expression levels of IL‑10， IL‑17A， FOXP3， and RORγt‑related proteins of rats in each group

274



欧阳洁等 .基于 Th17/Treg 免疫平衡探讨艾灸对缺血性脑卒中大鼠脑肠共治机制研究

脑、脾脏组织及血清中的细胞百分比呈明显表达。

结果表明，与空白组相比，模型组大鼠缺血侧脑、脾

脏组织和血清中 CD4+、Treg 百分比、CD4+/CD8+

比值降低（P<0.05），CD8+、Th17百分比、Th17/Treg

比值升高（P<0.05）；与模型组相比，益生菌组和艾

灸 组 CD4+ 、Treg 百 分 比 、CD4+/CD8+ 比 值 升 高

（P<0.05），CD8+、Th17 百分比、Th17/Treg 比值降

低（P<0.05），见图 7。

与空白组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01
图 5　各组大鼠 IL⁃10、IL⁃17A、FOXP3、RORγt mRNA 表达水平

Fig 5　Expression levels of IL‑10， IL‑17A， FOXP3， and RORγt mRNA of rats in each groupn

免疫组织化学，箭头指示阳性表达；与空白组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01；与益生菌组相比，∆P<0.05
图 6　各组大鼠 IL‐10、IL‐17A、FOXP3、RORγt 阳性表达水平  （免疫组化，×400，比例尺=50 μm）

Fig 6　Positive expression levels of IL‑10， IL‑17A， FOXP3， and RORγt of rats in each group （immunohistochemistry， 
×400， scale bar=50 μm）
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3 讨论  
IS 属于中医“中风”病范畴，其病位在脑，因脏

腑阴阳失调、气血逆乱上扰清窍，导致脑脉痹阻、神

机失用［19］。百会、大椎穴为督脉要穴，天枢、足三里

穴为足阳明胃经穴，四穴合用，起到开窍醒脑、健脾

调肠、祛邪扶正的作用［20‐22］。古籍中虽并未直接提

与空白组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05
图 7　各组大鼠 CD4+、CD8+、Th17、Treg 百分比及 CD4+/CD8+、Th17/Treg 比值

Fig 7　Percentages of CD4+， CD8+， Th17， and Treg and ratios of CD4+/CD8+ and Th17/Treg of rats in each group

276



欧阳洁等 .基于 Th17/Treg 免疫平衡探讨艾灸对缺血性脑卒中大鼠脑肠共治机制研究

出脑肠轴概念，但经络作为连接各个器官的通道，

起到贯通上下、维系平衡的作用，《灵枢·动输》曰：

“胃气上注于肺……循眼系，入络脑”，而大肠手阳

明之脉循行“至目内眦，斜络于颧”，胃足阳明之脉

循行则“至额颅”，皆提示脑与胃肠密切相关［23］。中

医学认为，艾灸具有温通经脉、调和脑肠、平衡气血

的作用，在中风的治疗中发挥重要价值［24］。动物实

验显示，艾灸通过抑制神经元凋亡与促炎因子释

放 ，能明显缓解脑缺血模型大鼠的神经功能障

碍［25，26］。临床研究证实，艾灸治疗能有效改善患者

神经功能障碍，增强日常生活自理能力，并通过改

善脑血流灌注状态、减轻脑血管病理损伤，实现对

脑部神经元的保护性干预，在脑卒中康复中具有明

确临床效益［27，28］。上述研究表明艾灸是治疗脑卒中

的有效方法。本实验结果也证实，艾灸通过调控

Th17/Treg 免疫平衡以维护肠道稳态，减轻炎性反

应，有效缓解脑卒中大鼠的神经功能损伤。

本研究结果显示，MCAO 大鼠神经功能缺损评

分升高、脑梗死体积增大，脑组织细胞皱缩、结构破

碎，肠组织腺体排列紊乱、炎性细胞浸润，提示大鼠

脑缺血后，脑和肠组织出现不同程度的炎症反应。

益生菌和艾灸干预后，MCAO 大鼠神经功能缺损评

分降低、脑梗死体积缩小，脑组织细胞大小均匀、结

构完整，肠组织腺体排列有序、炎性细胞浸润减少，

提示益生菌和艾灸干预有改善肠道炎症反应、减少

神经炎性损伤和脑组织损伤的作用。

卒中后，失衡的肠道菌群激活了促炎性 T 细

胞，介导 IL‐17A 促炎因子过度生成，破坏血脑屏障

（blood‐brain barrier，BBB），加剧中枢神经系统炎性

损伤。而 IL‐10 具有免疫调节和神经保护作用，能

减轻肠道炎症反应和脑损伤［29，30］。本研究发现

MCAO 大鼠缺血侧脑、结肠和脾脏组织及血清中

IL‐10 含量减少，IL‐17A 含量增加，提示 MCAO 大

鼠促炎细胞因子增加，肠道炎性反应激活并促使产

生 IL‐17A 的 Th17 细胞迁移至中枢神经系统，形成

肠脑轴免疫连接，加重中风炎症损伤，该结果与既

往研究结果一致［29，31，32］。艾灸干预后 MCAO 大鼠缺

血侧脑、结肠和脾脏组织及血清中 IL‐10 含量增加，

IL‐17A 含量减少，提示艾灸干预后能调节肠道菌

群，抑制炎症反应，从而改善神经功能。

RORγt 是 Th17 细 胞 分 化 的 核 心 因 子 ，增 强

IL‐17A 表 达 ，对 炎 症 和 免 疫 疾 病 至 关 重 要 。

FOXP3 作为 Treg 细胞的关键转录因子，抑制炎症

反 应 。 FOXP3 和 RORγt 是 细 胞 分 化 为 IL‐10 和

IL‐17A 分泌的关键因子，二者相互制约，共同维持

Th17 与 Treg 细胞的平衡［33，34］。本研究发现 MCAO
大鼠缺血侧脑、结肠和脾脏组织 RORγt 表达升高，

FOXP3 表达降低，提示肠道免疫状态发生改变，引

发炎症反应。艾灸干预后 MCAO 大鼠 RORγt 表达

降低，FOXP3 表达升高，提示益生菌和艾灸能下调

RORγt 的表达。结合有关报道分析［35‐37］，艾灸干预

能减轻肠道的免疫炎症反应，改善机体免疫功能，

对中枢神经系统产生积极调节效应。

Th17 细胞在中枢神经系统中的分布与功能是

近年来免疫学和神经科学交叉研究的热点，脑缺血

导致 Th17 可在脑组织中明显浸润，Th17 分泌促炎

因子和直接细胞毒性作用驱动神经炎症。Treg 扩

增可减少神经元死亡，改善神经功能恢复。脑组织

中 Th17/Treg 失衡导致神经炎症［38‐40］。CD4+辅助

性 T 细胞和 CD8+细胞毒性能调节脑损伤后淋巴细

胞驱动的免疫反应及神经炎症反应［41］。本研究发

现 MCAO 大 鼠 缺 血 侧 脑 、脾 脏 组 织 和 血 清 中

Th17/Treg 比值升高，CD4+/CD8+比值降低，提示

脑缺血后机体免疫系统失衡，可加重脑损伤，影响

神经功能恢复。艾灸干预后 MCAO 大鼠 Th17/
Treg 比值降低，CD4+/CD8+比值升高，这对调节免

疫反应减轻脑损伤具有积极作用。

有研究表明［42］，Th17 和 Treg 细胞之间的平衡

在调节缺血性中风的免疫反应和抑制炎症方面至

关重要。Th17 细胞在病理状态下可主动穿透 BBB
并加剧神经炎症，而 Treg 细胞在病理状态下可通过

BBB 通透性改变和趋化因子引导穿透 BBB，其功能

兼具免疫抑制与组织修复双重作用。脑缺血发生

后，BBB 受损，中风诱导的免疫抑制随后感染导致

外周免疫细胞浸润到受损的大脑中，外周 Th17 和

Treg 细胞可经过体循环穿过 BBB 进入脑组织，通过

脑肠轴调节 Th17/Treg 免疫平衡［43，44］。Th17/Treg
失衡会破坏肠道稳态并加剧脑损伤，缺血性脑损伤

引发的全身炎症反应，通过脑肠轴影响免疫系统，

进一步诱发炎症反应，加剧肠道菌群失调和中枢神

经炎症，而调节这一平衡有助于减轻 IS 的神经炎症

损伤并改善神经功能。结合有关研究分析［41，45］，艾

灸脑肠共治起到抑制脑、肠的炎症，调节免疫反应，

进而起到减轻脑损伤的作用。

脑肠轴作为神经系统疾病发生、发展的重要调

控枢纽，通过神经‐免疫‐内分泌途径介导大脑与肠

道的双向调控，在维持肠道屏障功能、调节免疫稳

态及促进神经修复等方面具有关键作用［46，47］。研究

表明，益生菌可抑制促炎因子释放，上调抗炎因子

表达，重塑肠道免疫平衡，并且通过脑肠轴进行双
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向通讯，减轻中枢神经炎症反应，从而促进 IS 后神

经功能恢复［48，49］。基于此，本研究选择益生菌作为

阳性对照药物，艾灸组各项观察指标结果与益生菌

组变化趋势一致，组间比较差异无统计学意义，进

一步提示艾灸可通过改善 MCAO 大鼠的肠道炎症

反应减少神经炎性损伤，其作用机制与中医“脑肠

共治”理论具有内在一致性。

综上所述，艾灸基于“脑肠共治”理论能减轻机

体免疫炎性反应，维持肠道稳态，调节 Th17/Treg
免疫平衡，形成脑肠协同效应，有利于改善 IS 大鼠

神经功能损伤程度，为“脑肠共治”的中医特色疗法

的临床应用提供了理论依据，凸显了艾灸“双向调

节、整体干预”的治疗优势，但脑肠共治作用机制复

杂，仍需要进一步深入研究。
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