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“温阳通脉”灸法通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路
对 ApoE-/-动脉粥样硬化小鼠内皮功能的影响

朱 洲 1，潘 莉 1，闫朝勃 2，张 宁 1，杨志虹 1，熊娇娇 1，杨孝芳 1

（1 贵州中医药大学针灸推拿学院，贵阳  550025；2 长沙市中医院，长沙  410007）

【摘　要】　目的：研究“温阳通脉”灸法对动脉粥样硬化（AS）小鼠磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B
（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路及内皮功能相关因子的影响，探讨“温阳通脉”灸法通过

抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路防治 AS 的可能机制。方法：将 30 只雄性 ApoE-/-小鼠随机分为模型组、灸

法组和灸法+激动剂组，每组 10 只，高脂饲料喂养 12 周复制 AS 模型。10 只 C57BL/6J 雄性小鼠作为对照

组，普通饲料喂养 12 周。各组小鼠均在造模第 1 天开始干预，对照组、模型组仅抓取固定；灸法组在“膻中”

“神阙”及双侧“内关”“血海”行灸法干预，每次 30 min；灸法+激动剂组在灸前 30 min 给予腹腔注射 740Y-P
（5 μmol·kg-1·d-1）。以上各组均每周干预 5 d，连续干预 12 周。观察小鼠一般情况及体质量；生化分析测定血

清甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）含量；HE
染色法观察小鼠胸主动脉病理形态；ELISA 法检测小鼠血清中一氧化氮（NO）及内皮素-1（ET-1）含量；流式

细胞术检测主动脉活性氧（ROS）含量；qPCR 及 Western blot 法检测小鼠主动脉组织中 P13K、Akt、mTOR、

内皮型一氧化氮合酶（eNOS）mRNA 及蛋白表达。结果：与对照组比较，模型组小鼠第 8、12 周体质量，血清

TC、TG、LDL-C 含量均显著增加（P<0.05，P<0.01），血清 HDL-C、NO 含量显著降低（P<0.01）；主动脉弓

内壁不平整，内膜增厚，有“斑块”增生；血清 ET-1 含量，主动脉中 ROS 含量、mTOR mRNA 表达，p-PI3K/
PI3K、p-mTOR/mTOR 蛋白表达比值显著升高（P<0.01），主动脉中 eNOS mRNA 表达，eNOS 蛋白表达

量和 p-Akt/Akt 比值显著降低（P<0.01，P<0.05）。与模型组比较，灸法组小鼠主动脉弓偶见少量内膜细胞

脱落，未见明显病理变化，其余指标除 HDL-C 外均逆转（P<0.01，P<0.05）。与灸法组相比，灸法+激动剂

组小鼠血清 TC、TG、LDL-C 含量显著增加（P<0.01，P<0.05）；主动脉弓见少量或极少量“斑块”增生，

内膜偶见较少内皮细胞脱落；血清 NO 含量降低（P<0.05），血清 ET-1 含量，主动脉中 ROS 含量，主动脉

p-PI3K/PI3K、p-mTOR/mTOR 蛋白表达比值显著增高（P<0.01，P<0.05），主动脉 eNOS mRNA 表达、

eNOS 蛋白表达量及 p-Akt/Akt 比值显著降低（P<0.01，P<0.05）。结论：“温阳通脉”灸法可降低 ApoE-/- 
AS 小鼠体质量，改善血脂异常，修复内皮损伤，减轻 AS 症状，其机制可能与通过调节 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路进而影响氧化应激反应保护内皮功能有关。

【关键词】　“温阳通脉”灸法；动脉粥样硬化；磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号

通路；活性氧；内皮功能，氧化应激
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mTOR ） signaling pathway and endothelial function-related factors in ApoE-/- mice with atherosclerosis （AS）， so as to 

explore its potential mechanism underlying prevention and treatment of AS. Methods　 Thirty male ApoE-/- mice were 

randomly assigned to three groups： model， moxibustion， and moxibustion plus PI3K agonist （moxibustion + agonist） 

groups， with 10 mice in each group. The AS model was established by feeding the mice with high-fat diet for 12 weeks. 

An additional 10 male C57BL/6J mice were used as the control group， and fed with a standard diet for 12 weeks. The 

interventions began on the first day of modeling. Rats of the control and model groups were only restrained for fixation. 

Moxibustion was applied to “Danzhong”（CV17）， “Shenque”（CV8）， bilateral “Neiguan” （PC6） and “Xuehai”（SP10） 

acupoints for 30 min per session. Mice of the moxibustion + agonist group received intraperitoneal injection of PI3K 

agonist 740Y-P （5 μmol·kg-1·d-1） 30 min before each moxibustion. The intervention was conducted 5 days per week for 

12 consecutive weeks. General conditions and body weight of the mice were recorded. Biochemical analysis was 

performed to measure serum triglycerides （TG）， total cholesterol （TC）， low-density lipoprotein cholesterol （LDL-C）， 

and high-density lipoprotein cholesterol （HDL-C） contents. Histopathological changes in the thoracic aorta were 

observed via H. E. staining. The contents of serum nitric oxide （NO） and endothelin-1 （ET-1） were detected using 

ELISA. The reactive oxygen species （ROS） content in the aorta was detected by flow cytometry. The Western blot and 

qPCR were employed to analyze the expression of PI3K， Akt， mTOR， and eNOS proteins and mRNA in the aortic 

tissue， respectively. Results　 Compared to the control group， the model group showed a significant increase in the 

body weight at week 8 and 12 after modeling （P<0.05）， serum TC， TG， and LDL-C and ET-1 contents， and aorta ROS 

content， expression levels of mTOR mRNA， and， p-PI3K/PI3K and p-mTOR/mTOR ratios in the aorta tissue （P<0.01）， 

and a significant decrease in the serum HDL-C and NO contents， and expression levels of eNOS mRNA and protein 

and p-Akt/Akt ratio in the aorta （P<0.01， P<0.05）. Compared with the model group， the moxibustion intervention 

obviously lowered the body weight at week 8 and 12， contents of serum TC， TG， LDL-C， ET-1 and aorta ROS， and 

expression levels of mTOR mRNA and protein and p-PI3K/PI3K ratio （P<0.01， P<0.05）， and evidently elevated serum 

NO content， expression of eNOS mRNA and protein and p-Akt/Akt ratio （P<0.01）. Compared to the moxibustion group， 

the moxibustion+agonist group exhibited an evident elevation in the serum TC， TG， and LDL-C contents （P<0.01， P<

0.05）， ET-1， ROS contents and the ratio of p-PI3K/PI3K and p-mTOR/mTOR proteins （P<0.01， P<0.05）， and a 

striking down-regulation in the content of NO， expression of eNOS mRNAs and proteins， and p-Akt/Akt ratio （P<0.05， 

P<0.01）. Histopathological examination revealed uneven aortic inner walls， intimal thickening， and plaque proliferation 

in the model group， while minor intimal cell detachment in the aortic arch and no obvious lesions in the moxibustion 

group， and a small amount of “plaque” and hyperplasia in the aortic arch， and an occasional endothelial cell sloughing 

of the intima in the moxibustion+angonist group. Conclusion　“Wenyang Tongmai” moxibustion can reduce body 

weight， alleviate dyslipidemia and mitigate AS symptoms in ApoE -/- mice， which may be associated with its functions in 

inhibiting the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway， reducing oxidative stress and protecting the endothelial function.

【KEYWORDS】　“Wenyang Tongmai” moxibustion； Atherosclerosis； PI3K/Akt/mTOR signaling pathway； Reactive 

oxygen species； Endothelial function； Oxidative stress

动脉粥样硬化（AS）是心血管疾病（CVD）的主

要病理基础，被称为损害人类健康的“头号杀手”，

主要与慢性炎性反应及脂质沉积密切相关，具有高

发病率和高死亡率的特点 [1-3]。目前研究 [4]表明，AS
发病机制尚未明确，但多与炎性反应、脂质代谢、血

管内皮功能障碍（ECD）、细胞自噬等密切相关，其

中 ECD 是 AS 发病的始动因素。ECD 作为 AS 早期

即可出现的病理变化，不仅可增加脂质沉积和血管

壁炎性反应风险，还会诱导平滑肌细胞迁移、血小

板聚集和不稳定斑块形成等事件发生，而血管氧化

应激是导致 ECD 的重要病理因素 [5-6]。因而，调控血

管氧化应激修复血管内皮功能可作为防治 AS 的重

要 方 向 。 既 往 研 究 [7] 表 明 ，磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）信号通路与 AS 疾病密切相关，可通过

影响氧化应激、炎性反应及凋亡等多种生物过程，

从而干预 AS 的发生发展。选择性抑制 PI3K/Akt/
mTOR 信号通路可减轻氧化应激诱导的人冠状动

脉 ECD，发挥心血管保护作用。

艾灸作为中医学的重要外治法之一，具有“温

通”“温补”之效，可有效改善 AS 病理变化，防治 AS
的发生 [8]。课题组前期研究证实“温阳通脉”灸法可

有效改善 ApoE-/- AS 小鼠血脂水平，调节血管氧化

应 激 反 应 ，从 而 逆 转 AS 的 发 生 发 展 [8-9]。 此 外 ，
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PI3K/Akt/mTOR 信号通路也可通过影响氧化应激

从而干预 AS 的发生发展。然而，“温阳通脉”灸法

是否可通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，改善

氧化应激反应，从而减少 ECD 达到防治 AS 的目的

尚未明确。因此，本实验将基于 PI3K/Akt/mTOR
信号通路观察“温阳通脉”灸法对 ApoE-/- AS 小鼠

ECD 和氧化应激的影响，为“温阳通脉”灸法防治

AS 提供更多的实验基础与科学依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

10 只 C57BL/6J 雄性小鼠，30 只雄性 ApoE-/-小

鼠，体质量（20±2）g，均购自斯贝福（北京）生物技

术有限公司，生产许可证号：SCXK（京）2019-0010，
自由摄食和饮水，环境温度（22±1）℃，湿度（55±
5）%，每日光照/黑暗各 12 h。适应性喂养 1 周后，

将 C57BL/6J 小鼠作为对照组，30 只 ApoE-/-小鼠随

机分为模型组、“温阳通脉”灸法组（以下简称灸法

组）、灸法+PI3K 激动剂组（以下简称灸法+激动剂

组），每组 10 只。动物处理均依照科学技术部《关

于善待实验动物的指导性意见》执行并通过贵州

中 医 药 大 学 动 物 伦 理 审 查 委 员 会 批 准（批 号 ：

20210147）。

1.2　主要试剂与仪器

总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低密度脂蛋

白胆固醇（LDL-C）和高密度脂蛋白胆固醇（HDL-

C）试剂盒（深圳迈瑞），苏木精染液（武汉赛维尔），

伊红染液（合肥博美），一氧化氮（NO）测定试剂盒

（南京建成），内皮素 -1（ET-1）ELISA 试剂盒（上海

茁彩），活性氧（ROS）探针、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒（上海碧云天），740Y-P（合肥 Biosharp），内皮型

一氧化氮合酶（eNOS）抗体（美国 Abcam），磷酸化

（p）-Akt、mTOR、PI3K 抗 体（美 国 Proteintech），

α-actin、Akt 抗体（武汉 Abclonal），p-mTOR 抗体（成

都正能），p-PI3K 抗体（美国 genetex），二抗（武汉

Servicebio），清艾条（0.4 cm×12 cm，临湘湖香艾）。

电子天平（美国康州 HZ），徕卡 -2016 转轮式切

片机（德国徕卡），自动脱水机（武汉俊杰），RS36 型

全自动染色机（常州派斯杰），Pannoramic250 数字

切片扫描仪（匈牙利 3DHISTECH），C2500 低温离

心机（湖南湘仪），SpectraMAX Plus384 酶标仪（上

海美谷），KZ-Ⅲ -F 高速低温组织研磨仪（武汉赛维

尔），QuantStudio TM3 实时荧光定量 PCR 仪（美国

ThermoFisher），JY200C 电泳仪（北京君意东方），

TY-80A 水平脱色摇床（江苏科析），5200 化学发光

凝胶成像仪（上海天能），Image J 软件（美国 NIH），

兽 用 生 化 分 析 仪（深 圳 迈 瑞），PVDF 膜（美 国

Millipore），显微镜（厦门麦克奥迪），转膜仪（上海翌

圣），流式细胞仪（美国 Beckman）。

1.3　模型制备

参照团队既往研究 [10]方法造模：30 只 ApoE-/-

小鼠用高脂饲料（含基础饲料 78.85%，猪油 21%，

胆固醇 0.15%）持续喂养 12 周以复制 AS 模型。造

模后 HE 染色观察到小鼠主动脉处呈现血管内膜粗

糙、血管壁增厚、管腔狭窄、斑块形成等病理改变，

证明造模成功 [11]。

1.4　干预方法

灸法组：造模第 1 天开始，取小鼠“膻中”“神阙”

及双侧“内关”“血海”进行艾灸治疗，腧穴定位依据

《实验动物常用穴位名称与定位  第 3 部分：小鼠》[12]。

将小鼠固定于束缚板，采用自制艾灸架将充分燃烧

的艾条固定于小鼠穴位正上方，施灸距离为 3~
4 cm，在施灸过程中应及时调整艾条与小鼠皮肤的

距离，每次每穴艾灸 30 min，每日 1 次，每周连续干

预 5 d，休息 2 次，共治疗 12 周。

灸法+激动剂组：在灸前 30 min，行腹腔注射

PI3K 激动剂 740Y-P（5 μmol·kg-1·d-1）[13]，艾灸治疗

同灸法组，共干预 12 周。

对照组与模型组给予灸法组和灸法+激动剂

组相同固定方法和固定时间，但不干预。

1.5　观察指标及检测方法

小鼠一般情况及体质量检测：每日观察小鼠存

活率、皮毛光泽度，精神状态，活动度及其他症状，

同时记录小鼠体质量。

取材：干预结束后，小鼠禁食不禁水 24 h 后开

始取材，予小鼠 1% 戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉，摘

除小鼠眼球，取血 0.5~1 mL，室温静置 1 h 后 4 ℃离

心 10 min，收集血清于-20 ℃冻存待测。取血后快

速打开小鼠胸腹腔，分离主动脉，一部分主动脉弓

于 10% 多聚甲醛溶液中固定，剩余一部分放入液氮

中速冻，然后放入-80 ℃冻存，用于后续实验。

小鼠血清血脂含量检测：采用全自动生化分析

仪检测各组小鼠血清 TG、TC、LDL-C 和 HDL-C 含

量，其中 TC、TG 含量采用甘油磷酸氧化酶 -过氧化

物酶法测定，HDL-C 含量采用磷酸钨沉淀法测定，

LDL-C 含量则采用聚乙烯硫酸沉淀法测定。

HE 染色法观察小鼠胸主动脉弓病理形态：将

固定组织修剪后进行脱水、石蜡包埋及切片处理
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（厚 5 μm）。按照 HE 染色法流程对切片进行脱蜡复

水，苏木精染色，伊红复染，二甲苯透明，中性树脂

封片等操作。于光镜下观察小鼠主动脉弓组织病

理形态。

ELISA 法检测小鼠血清中 NO、ET-1 含量：取

冻存血清，复温后，按照 ELISA 试剂盒说明书进行

操作。在酶标仪 450 nm 处测得各孔吸光度值，根据

标准品吸光度值绘制标准曲线，计算样本中 ET-1、
NO 含量。

流式细胞术法检测小鼠主动脉活性氧（ROS）
含量：取每组 6 只小鼠主动脉组织于直径 60 mm 装

有 2 mL 预冷 PBS 的玻璃平皿中漂洗干净后，用眼

科剪剪成小块后将组织研磨，收集细胞悬液用 200目

细胞筛过滤，300×g 离心 5 min，弃上清，经 PBS 洗

涤后，加入 3倍体积的红细胞裂解液室温裂解 5 min，
离心收集细胞沉淀。按照 1∶1 000 的比例用无血清

培养液稀释 DCFH-DA 探针（浓度 10 μmol/L），在

每管样品中加入 1 mL 的 DCFH-DA 稀释液，37 ℃
细胞培养箱内温育 20 min，每隔 3~5 min 颠倒混匀，

使探针和细胞充分接触后，350 ×g 离心 5 min，弃上

清，用无血清细胞培养液洗涤细胞 3 次，以充分去除

未进入细胞内的 DCFH-DA。最后使用流式细胞仪

检测 ROS 含量，使用 CytExpert软件分析流式数据。

qPCR 法检测小鼠主动脉 PI3K、Akt、mTOR 及

eNOS mRNA 表达：取每组 6 只小鼠 10~20 mg 冻存

的主动脉组织加入 350 μL 裂解液研磨捣碎后，将研

磨匀浆液移至装有 DNA 清除/RNA 吸附通用柱上

（柱子放在 2 mL 收集管内），离心 1 min，收集含

RNA 的滤液，将 DNA 清除/RNA 吸附通用柱放入

1.5 mL 离心管中，在膜中央加入 30~50 μL RNase-

free H2O，室温放置 1 min 后，离心 1 min，得到 RNA
滤液。进行基因组 DNA 去除反应、反转录反应并

通过 PCR 反应体系进行扩增。PCR 反应体系：Tli 
RNaseH Plus10 μL，对应基因上下游引物（引物序

列见表 1）各 0.8 μL，Template（DNA） 2 μL，ddH2O 
6.4 μL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性

5 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃充分延伸 30 s，共 45 个循

环。最终得到检测样本相应 Ct 值，以 2-ΔΔCt 法计算

样本中目的基因的相对表达量。引物序列见表 1。
Western blot 法检测小鼠主动脉组织 p-PI3K/

PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 比值及 eNOS 蛋

白表达：取每组 6只小鼠冻存主动脉组织 10~20 mg，
经 RIPA 裂解液进行匀浆裂解，4 ℃离心 10 min 后取

上清，采用 BCA 法测定蛋白浓度，其后进行蛋白变

性、电泳、转膜、封闭、一抗孵育（p-Akt 1∶1 000，Akt 
1∶2 000，mTOR 1∶5 000，PI3K 1∶1 000，p-mTOR 
1∶1 000，p-PI3K 1∶1 000，e-NOS 1∶1 000，α -actin 
1∶2 000）、二抗孵育（1∶5 000 稀释）。ECL 发光液滴

加到 PVDF 膜上，反应 1 min 后，放入化学发光凝胶

成像仪暗室中，使用 GIS 机箱控制软件 V2.0 进行曝

光扫描，Image J 软件读取条带灰度值，以目的蛋白

条带灰度值与内参条带灰度值的比值作为目的蛋白

的相对表达量，并以对照组为对照进行归一化处理。

1.6　统计学处理

用 SPSS26.0 统计软件进行统计分析。数据符

合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比

较采用 One-Way ANOVA 检验，进一步两两比较方

差齐采用 LSD 检验，方差不齐则采用 Tamhane’s T2
检验，以 P≤0.05为差异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组小鼠一般情况及体质量比较

实验开始前，各组小鼠皮毛光亮润泽、反应灵

活、活泼好动、进食正常。12 周干预结束后，对照组

小鼠未见明显异常；模型组小鼠毛色黯淡，反应灵

活度欠佳，精神状态较差，活动量减少，进食尚可；

灸法组、灸法+激动剂组小鼠毛色稍暗，精神状态

尚可，反应灵敏度及活动量一般，食欲未见明显

异常。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

Akt

eNOS

mTOR

PI3K

β-actin

引物序列（5'→3'）

上游  TGCACAAACGAGGGGAATATAT
下游  CGTTCCTTGTAGCCAATAAAGG

上游  CTGAGAGCCTGCAATTACTACC
下游  TTTCCACAGAGAGGATTGTAGC

上游  CTGATCCTCAACGAGCTAGTTC
下游  GGTCTTTGCAGTACTTGTCATG

上游  AAACAAAGCGGAGAACCTATTG
下游  TAATGACGCAATGCTTGACTTC

上游  CTACCTCATGAAGATCCTGACC
下游  CACAGCTTCTCTTTGATGTCAC

产物

长度/
bp

88

81

112

125

90

注：Akt 为蛋白激酶 B，eNOS 为内皮型一氧化氮合酶，

mTOR 为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，PI3K 为磷脂酰肌醇 3-

激酶。
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各时间点组间比较，第 0 周和第 4 周，各组小鼠

体质量比较差异无统计学意义；第 8 周及第 12 周，

与对照组相比，模型组小鼠体质量显著增加（P<
0.05），与模型组比较，灸法组、灸法+激动剂组小鼠

体质量显著降低（P<0.01，P<0.05）。见图 1。
2.2　各组小鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 含量

比较

与 对 照 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 血 清 TC、TG、

LDL-C 含量均显著升高（P<0.01），HDL-C 含量显

著降低（P<0.01）；与模型组比较，灸法组小鼠血清

TC、TG、LDL-C 含量显著降低（P<0.01，P<0.05）；

与灸法组比较，灸法+激动剂组小鼠血清 TC、TG、

LDL-C含量显著升高（P<0.01，P<0.05）。见图 2。
2.3　各组小鼠主动脉弓病理形态比较

对照组小鼠主动脉弓结构完整，内膜、中膜和

外膜结构完整清晰，血管内皮细胞较为完整，内皮

细胞呈扁平状，紧贴内弹性膜，胞核呈长梭形，未见

明显 AS 病变特征。模型组小鼠主动脉弓内壁不平

整，内膜增厚，中膜结构紊乱，可见“斑块”增生，少

量内膜细胞脱落。干预后，灸法组小鼠主动脉弓偶

见少量内膜细胞脱落；中膜层含丰富的弹性纤维和

平滑肌细胞，未见明显病理改变。灸法+激动剂组

小鼠主动脉弓可见少量或极少量“斑块”增生，内膜

偶见较少内皮细胞脱落。见图 3。
2.4　各组小鼠血清中 NO、ET-1 含量比较

与对照组比较，模型组小鼠的血清 NO 含量显

著降低（P<0.01），ET-1 含量显著升高（P<0.01）；

与模型组比较，灸法组小鼠的血清 NO 含量显著升

高（P<0.01），而 血 清 ET-1 含 量 显 著 降 低（P<
0.01）；与灸法组比较，灸法 + 激动剂组小鼠血清

NO 含量下降（P<0.05），ET-1 含量显著增加（P<
0.01）。见图 4。
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图 1　各组小鼠体质量比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of body weight of mice in the 4 groups 

（x̄±s，10 mice/group）
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图 2　各组小鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C含量的比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of serum TC， TG， LDL-C， and HDL-C contents of mice in the 4 groups （x̄±s，10 mice/group）

对照组 模型组 灸法组 灸法+激动剂组

注：标尺=100 μm。蓝色箭头示变性的主动脉病理结构。

图 3　各组小鼠胸主动脉病理形态比较（HE染色）

Fig. 3　Comparison of pathological morphology of thoracic aorta of mice in the 4 groups （HE staining）
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2.5　各组小鼠主动脉组织 ROS 含量比较

与对照组比较，模型组小鼠主动脉中 ROS 含量

显著增加（P<0.01）；与模型组比较，灸法组小鼠主

动脉中 ROS 含量显著减少（P<0.01）；与灸法组比

较，灸法+激动剂组小鼠主动脉中 ROS 含量显著增

加（P<0.01）。见图 5。
2.6　各组小鼠主动脉组织 PI3K、Akt、mTOR 及

eNOS mRNA 表达比较

与对照组比较，模型组小鼠主动脉中 mTOR 
mRNA 表达显著增加（P<0.01），eNOS mRNA 表

达 显 著 减 少（P<0.01）；与 模 型 组 比 较 ，灸 法 组

mTOR mRNA 表 达 显 著 减 少（P<0.05），eNOS 
mRNA 表达显著增加（P<0.01）；与灸法组比较，灸

法+激动剂组小鼠 mTOR mRNA表达差异无统计学

意义，eNOS mRNA 表达显著减少（P<0.01）。各组

PI3K、Akt mRNA 表达差异无统计学意义。见图 6。
2.7　各组小鼠主动脉组织 p-PI3K/PI3K、p-Akt/
Akt、p-mTOR/mTOR 比值及 eNOS 蛋白表达比较

与 对 照 组 相 比 ，模 型 组 小 鼠 p-PI3K/PI3K、

p-mTOR/mTOR蛋白表达比值显著增加（P<0.01），

p-Akt/Akt 蛋白比值、eNOS 蛋白表达水平显著减

少（P<0.01，P<0.05）；与模型组相比，灸法组小

鼠 p-PI3K/PI3K、p-mTOR/mTOR 蛋白表达比值显

著减少（P<0.01），p-Akt/Akt蛋白比值、eNOS 蛋白

表达水平显著增加（P<0.01）；与灸法组相比，灸

法+激动剂组小鼠 p-PI3K/PI3K、p-mTOR/mTOR
蛋白表达比值显著增加（P<0.05，P<0.01），主动

脉中 p-Akt/Akt 蛋白比值、eNOS 蛋白表达水平显

著减少（P<0.01，P<0.05）。见图 7。

3　讨论

AS 属中医学“真心痛”“胸痹”“脉阻”等范畴。

中医学认为 AS 是虚实错杂类疾病，其病因涉及

“寒”“痰”“瘀”“虚”。血得温则行，得寒则凝，寒邪

是 AS 发病过程的重要病理因素，艾灸具有“温补”

及“温通”双重效应，可延缓机体衰老 [14]、温经散寒、

活血通脉，有效针对阳虚和痰浊血瘀之证。本研究
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图 4　各组小鼠血清中NO、ET-1含量的比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of serum NO and ET-1 contents of 

mice in the 4 groups （x̄±s，10 mice/group）
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Fig. 5　Comparison of ROS contents in thoracic aorta of 

mice in the 4 groups （x̄±s，6 mice/group）
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图 6　各组小鼠主动脉组织中 PI3K、Akt、mTOR及 eNOS mRNA表达的比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of mRNA expression levels of PI3K， Akt， mTOR， and eNOS in thoracic aorta of mice in the 4 groups 

（x̄±s，6 mice/group）
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“温阳通脉”灸法选穴为膻中、神阙、内关（双侧）、血

海（双侧）。内关为心包经络穴，可通调三焦气机，

行郁滞之气；膻中为八会穴之气会，具有宽胸理气、

行气疏肝、活血化瘀之效；“血海者，是心生血、肝藏

血、肾助血，三阴并行，通血之要路”，故艾灸血海可

达滋养肝血，促进肝气疏泄的功效；神阙为任脉要

穴，可增强周身气机，促进痰瘀消散。四穴合用，可

共奏行气、益气、温气的治疗效果，进而达到调气行

血，温阳健脾、化瘀通脉之效。本研究结果显示，艾

灸上述诸穴能够显著改善 ApoE-/- AS 小鼠一般情

况、体质量，调节血脂水平及主动脉组织病理变化，

与课题组前期研究 [8]结果一致。

ECD 是 AS 发病的始动因素。自“内皮损伤反

应”学说提出以来，ECD 与 AS 的相关性逐步得到广

泛证实 [15]。ECD 是指血管内皮细胞不能维持血管

内稳态的病理过程，包括形态及结构两方面的改

变，其中血管舒张因子及收缩因子表达失衡是 ECD
的重要病理特征。血管舒张因子 NO 可在内皮细胞

损伤时，发挥保护作用 [16]。ECD 会导致内皮收缩因

子 ET-1 水平升高，发生严重的血管收缩，最终导致

AS 发生 [17]。研究显示，ET-1 与 NO 表达呈负相关，

两者失衡会导致全身微循环障碍、血小板异常黏

附、炎性因子释放、内皮细胞渗透性增加，进而导致

AS 发生 [16,18-19]。eNOS 是 NO 合成的关键酶，可有效

调节 NO 的生成，从而维持血管功能 [20]。研究 [21-22]表

明，ROS 作为重要的氧化应激标志物，当机体处于

氧化应激状态时，会生成大量 ROS 以抑制 eNOS 的

表达，从而导致 NO 水平的降低，引起 NO 与 ET-1
失衡，导致 AS 的发生发展。本研究结果表明，与对

照组相比，模型组 AS 小鼠主动脉 ROS 含量显著升

高，主动脉 eNOS mRNA 及蛋白表达显著降低，血

清 NO 含量显著降低，血清 ET-1 含量显著升高。干

预后，与模型组相比，灸法组 ROS 含量显著降低，

eNOS mRNA 及蛋白表达显著升高，NO 含量显著

升高，ET-1 含量显著降低，AS 程度得到缓解，提示

“温阳通脉”灸法可有效调节 AS 小鼠主动脉氧化损

伤，促进内皮功能损伤的修复，延缓 AS 疾病进展。

近年来，大量研究 [23-24]显示，PI3K/Akt/mTOR
信号通路在 AS 疾病进展中发挥关键作用，其激活

可在内皮氧化应激反应的调控中发挥关键作用。

PI3K 被激活后会导致 3,4-二磷酸磷酰肌醇（PIP2）
转变为 3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3），而 PIP3 作

为第二信使与 3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1 结合

后，再与细胞内含有 PH 结构的 Akt 信号蛋白相互

结合，导致 Akt在苏氨酸 308 处和丝氨酸 473 处发生

磷酸化，进而导致 Akt 被激活。活化的 Akt 再继续
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与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；与灸法组比较，△P<0.05，△△P<0.01。
图 7　各组小鼠主动脉组织中 PI3K、Akt、mTOR及 eNOS蛋白表达的比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of protein expression levels of PI3K， Akt， mTOR， and eNOS in thoracic aorta of mice in the 4 groups 

（x̄±s，6 mice/group）
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靶向调控下游 mTOR、AMPK 等信号分子，从而参

与细胞增殖、血管生成、侵袭、氧化应激和迁移等生

物过程 [25]。研究证实，PI3K/Akt/mTOR 信号通路

被激活后可调节机体还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸氧化酶活性 [26]，从而影响 ROS 生成，使 eNOS
表达降低，导致 NO 水平降低，氧化应激反应加剧导

致 AS 内皮功能损伤。既往研究 [27]也证实，青蒿素

可通过 PI3K/Akt途径抑制 ROS 的聚集及丙二醛的

活性，同时增加 eNOS 及 NO 的生成，进而改善氧化

应激诱导的内皮依赖性血管舒张损伤，改善血管内

皮功能。本研究结果显示，模型组小鼠主动脉中

PI3K 磷酸化水平增加的同时，Akt 磷酸化受到抑

制，mTOR 磷酸化水平升高，主动脉中 ROS 含量增

加，并且主动脉中 eNOS 表达及血清中 NO 含量减

少，血清中 ET-1 含量增加，说明 AS 时 PI3K、Akt、
mTOR 表达的变化可能会影响氧化应激反应，从而

造成血管内皮功能损伤。模型组 Akt磷酸化程度反

而下降，可能与 mTOR 激活后导致 Akt 被抑制的负

反馈环路相关 [28-29]。干预后，灸法组小鼠主动脉中

PI3K、mTOR 磷酸化水平较模型组降低，主动脉中

ROS 含量降低，并且主动脉中 eNOS 表达及血清中

NO 含量增加，血清中 ET-1 含量降低，提示“温阳通

脉”灸法可通过调控 PI3K、Akt、mTOR 的表达，抑

制 ROS 的生成，修复机体氧化损伤，保护血管功能，

从而延缓 AS 的进展。

740Y-P 作为 P13K 激动剂，可特异性促进 P13K
磷酸化为 p-PI3K，从而激活 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路，以发挥调控细胞代谢、血管生成、氧化应激等

作用 [13,30-32]。本研究通过使用 740Y-P 旨在验证灸法

通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路从而改善 AS
的潜在机制。本研究结果显示，腹腔注射 740Y-P
后行艾灸干预，与灸法组比较，灸法+激动剂组小

鼠 PI3K 和 mTOR 磷酸化水平升高，Akt磷酸化水平

降低，主动脉中 ROS 含量增加，eNOS 表达及血清

中 NO 含量减少，ET-1 含量增加，同时血清 TC、TG
及 LDL-C 含量进一步增加，主动脉弓内皮细胞肿胀

加重。在注射 740Y-P 后，灸法+激动剂组主动脉

弓仍有少量斑块增生且血脂水平等较模型组无统

计学意义，说明灸法对于 PI3K/AKT/mTOR 信号

通路的抑制作用在注射 740Y-P 后减弱。提示腹腔

注射 740Y-P 后，“温阳通脉”灸法未能有效发挥调

节血脂水平、调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路、改

善机体氧化应激、修复内皮功能的功效。进一步证

实 了“温 阳 通 脉 ”灸 法 可 能 通 过 调 节 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路影响氧化应激及内皮细胞因子表

达以干预 AS 的进展。下一步我们将进一步研究

“温阳通脉”灸法调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路

的具体作用机制及其影响 AS 进展的相关因素，更

进一步证实灸法通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路

对 AS 的影响。
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