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基于 Tim-3/Gal-9 信号通路探讨艾灸调控巨噬细胞
极化抑制类风湿关节炎滑膜炎性反应的作用机制
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【摘　要】　目的：观察艾灸“肾俞”“足三里”对类风湿关节炎（RA）大鼠 T 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子 -3/
半乳糖凝集素 -9（Tim-3/Gal-9）信号通路及巨噬细胞极化的影响，分析艾灸改善 RA 滑膜炎性反应的机制。

方法：雄性 SD 大鼠随机分为空白组、模型组、艾灸组、干扰组，每组 8 只。采用足跖皮下注射弗氏完全佐剂制备

RA 模型。干扰组一次性足跖皮下多点注射 Tim-3 慢病毒，艾灸组、干扰组予“肾俞”“足三里”麦粒灸，每穴

5 壮，1 次/d，6 次为 1 个疗程，每疗程结束后休息 1 d，共治疗 3 个疗程。分别于实验第 1、7、14、21、28、35 天测

量双侧足跖厚度，HE 染色观察关节病理改变并进行评分，ELISA 法检测血清白细胞介素（IL）-4、血管内皮

生长因子（VEGF）含量，免疫荧光染色法检测滑膜组织 Tim-3、Gal-9 及巨噬细胞极化相关分子 CD86、
CD206 的表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠双侧足跖厚度增加（P<0.01），关节间隙变窄，滑膜组织、

纤维组织增生，滑膜组织增生、纤维组织增生、炎细胞浸润评分升高（P<0.01），大鼠血清 IL-4 含量降低（P<
0.05），血清 VEGF 含量升高（P<0.01），大鼠滑膜组织 Tim-3、Gal-9、CD86 表达升高（P<0.01，P<0.05），

CD206 表达降低（P<0.01）。与模型组比较，艾灸组大鼠第 35 天双侧足跖厚度减少（P<0.01），关节间隙变

窄程度减轻，滑膜组织、纤维组织增生减轻，滑膜组织增生、纤维组织增生、炎细胞浸润评分降低（P<0.01），

血清 IL-4 含量升高（P<0.05），血清 VEGF 含量降低（P<0.01），滑膜组织 Tim-3、Gal-9、CD206 表达升高

（P<0.05，P<0.01），CD86 表达降低（P<0.05）。与艾灸组比较，干扰组大鼠关节间隙变窄，滑膜组织增生、

炎性细胞浸润评分升高（P<0.05），血清 IL-4 含量、关节滑膜组织 Tim-3、Gal-9、CD206 表达降低（P<0.05，
P<0.01），CD86表达升高（P<0.05）。结论：艾灸可以改善 RA大鼠滑膜炎性反应，其作用机制可能与调节 Tim-3/
Gal-9 信号通路的表达，抑制巨噬细胞 M1 型极化，促进巨噬细胞 M2 型极化有关。
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【ABSTRACT】　 Objective　To observe the effects of moxibustion at “Shenshu” （BL23） and “Zusanli” （ST36） on 

the T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 3/galectin-9 （Tim-3/Gal-9） signaling pathway and 

macrophage polarization in rats with rheumatoid arthritis （RA）， so as to explore the mechanism by which moxibustion 

ameliorates synovial inflammation in RA. Methods　 Male Sprague-Dawley （SD） rats were randomly divided into the 

blank control， model， moxibustion， and Tim-3 knockdown （Tim-3 KD） group， with 8 rats in each group. The RA model 
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was established by subcutaneous injection of Freund’s complete adjuvant （FCA） into the plantar region. The Tim-3 KD 

group received a single multi-point subcutaneous injection of Tim-3 lentivirus into the plantar region. Both the 

moxibustion group and Tim-3 KD group were treated with grain-sized moxibustion at BL23 and ST36， 5 cones per 

acupoint， once daily， with 6 treatments as one course and 1 day of rest after each course， totaling 3 courses. The 

thickness of bilateral plantar regions was measured on days 1， 7， 14， 21， 28， and 35 of the experiment. HE staining 

was used to observe joint pathological changes and pathological scores were evaluated. ELISA was employed to detect 

the serum contents of interleukin （IL）-4 and vascular endothelial growth factor （VEGF）. Immunofluorescence staining 

was used to determine the expression of Tim-3， Gal-9， and macrophage polarization-related molecules （CD86， 

CD206） in synovial tissue. Results　 Compared with the blank control group， the model group showed increased 

thickness of bilateral plantar regions （P<0.01）， narrowed joint space， proliferation of synovial and fibrous tissues， 

elevated scores of synovial hyperplasia， fibrous tissue proliferation， and inflammatory cell infiltration （P<0.01）， 

decreased serum IL-4 content （P<0.05）， increased serum VEGF content （P<0.01）， up-regulated expression of Tim-3， 

Gal-9， and CD86 （P<0.01， P<0.05） and down-regulated expression of CD206 （P<0.01） in synovial tissue. Compared 

with the model group， the moxibustion group exhibited reduced thickness of bilateral plantar regions （P<0.01）， 

alleviated joint space narrowing， decreased proliferation of synovial and fibrous tissues， lowered scores of synovial 

hyperplasia， fibrous tissue proliferation， and inflammatory cell infiltration （P<0.01）， increased serum IL-4 content （P<
0.05）， decreased serum VEGF content （P<0.01）， up-regulated expression of Tim-3， Gal-9， and CD206 （P<0.05， P<
0.01） and down-regulated expression of CD86 （P<0.05） in synovial tissue. Compared with the moxibustion group， the 

Tim-3 KD group showed narrowed joint space， increased score of synovial hyperplasia and inflammatory cell infiltration 

（P<0.05）， decreased serum IL-4 content， and down-regulated expression of Tim-3， Gal-9， and CD206 （P<0.05， P<

0.01）， along with up-regulated CD86 expression （P<0.05） in synovial tissue. Conclusion　Moxibustion can ameliorate 

synovial inflammation in RA rats， and its mechanism may be related to regulating the expression of the Tim -3/Gal-9 

signaling pathway， inhibiting M1 macrophage polarization， and promoting M2 macrophage polarization.

【KEYWORDS】　 Rheumatoid arthritis； Moxibustion； Tim-3/Gal-9 signaling pathway； Macrophage polarization； 

Synovium； Inflammatory reaction

类风湿关节炎（RA）是以慢性滑膜炎性反应为

特征的自身免疫性疾病。滑膜炎性反应的持续存

在是 RA 病情反复发作、进一步恶化的直接因素，延

缓甚至阻断滑膜炎性反应成为本病治疗的重要靶

标。巨噬细胞是滑膜的常驻细胞，在 RA 滑膜炎性

反应过程中具有重要的作用。正常情况下，体内巨

噬细胞极化保持动态平衡，而在 RA 局部炎性反应

微环境的刺激下，巨噬细胞极化的动态平衡被打

破，出现 M1 型极化增强，产生大量细胞因子如血管

内皮生长因子（VEGF）、白细胞介素 1β（IL-1β）等，

促进炎性反应的发展 [1-2]；同时，巨噬细胞 M2 型极化

减弱，使得白细胞介素 4（IL-4）、精氨酸酶 1（Arg-1）
等分泌减少，不足以对抗 RA 的炎性反应，从而加重

局部组织的损伤。T 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子-3
（Tim-3）作为巨噬细胞极化信号的诱导器，通过与

其配体半乳糖凝集素 -9（Gal-9）结合发挥相应的生

物学功能，调节巨噬细胞极化 [3]。研究 [4]结果显示，

Tim-3 的基因多态性与 RA 易感性相关，其通过促

进细胞内信号的转导、调节巨噬细胞极化和 T 细胞

的分化，在自身免疫性疾病和抗炎中具有关键的

作用 [5-6]。

艾灸具有益气扶正、温经通脉的功效，可改善

RA 关节疼痛、肿胀的症状，也能降低类风湿因子水

平，调节炎性信号通路的异常激活等，抑制炎性反

应和保护关节滑膜，在 RA 的治疗中发挥着重要的

作用 [7-8]。但艾灸改善 RA 滑膜炎性反应是否通过

Tim-3/Gal-9 信号通路调节巨噬细胞极化尚待研

究。故本研究以 Tim-3/Gal-9 信号通路为切入点，

观察艾灸对 RA 大鼠滑膜组织巨噬细胞极化及相关

炎性因子表达的影响，以深化艾灸治疗 RA 的科学

内涵。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

健康成年雄性SD大鼠 32只，体质量（200±20）g，
由成都达硕动物科技有限公司提供，清洁级，生产

许可证号：SCXK（川）2020-030。开展正式实验之

前，大鼠适应性饲养 1 周。饲养环境：室温（23±
1）℃，相对湿度 50%~60%，定时通风换气，自然光

暗周期，动物自由摄食饮水。采用随机数字表法将

大鼠分为空白组、模型组、艾灸组、干扰组，每组 8只。
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实验过程中对动物的操作和处置均符合科学技术

部 2006 年颁布的《关于善待实验动物的指导性

意见》的规定。本实验通过成都中医药大学动物实验

伦理审批，伦理审批编号：2022-11。
1.2　主要试剂与仪器

弗氏完全佐剂（FCA，美国 Sigma），大鼠 IL-4 
ELISA 试剂盒、大鼠 VEGF ELISA 试剂盒（杭州

MultiSciences），慢病毒载体 Lv-Tim-3-RNAi（上海

吉凯基因），Tim-3 抗体、Gal-9 抗体、CD86 抗体（英

国 Abcam），CD206 抗体（武汉三鹰），艾绒（南阳市

医乐嘉），DAPI（武汉谷歌），二抗（杭州联科），HE
试剂盒（北京索莱宝）。

离 心 机（上 海 安 亭），Epoch 型 酶 标 仪（美 国

BioTek），BMJ-Ⅲ型包埋机（常州中威），RA2135 型

自动切片机（德国 Leica），KD-P 型组织摊片机（金

华科迪），Eclipse C1 型荧光显微镜、DS-U3 型成像

系统（日本尼康），ChemiScope analysis 图像分析系

统（上海勤翔），卡尺（日本三丰）。

1.3　模型制备

本研究采用足跖注射 FCA 法制备 RA 模型，参

照文献 [9]，于实验第 1 天，分别对模型组、干扰组、

艾灸组大鼠足跖消毒，将 FCA 按 0.5 mL/kg 于大鼠

双侧足跖皮下单点注射，同法将等量无菌 0.9% 氯

化钠溶液注入空白组大鼠双侧足跖内。以造模后

24 h 足踝部出现红、肿等急性炎性反应表现，48 h 后

出现继发性全身多关节炎为造模成功标准 [10]。

1.4　干预方法

Tim-3 干扰慢病毒载体在体操作 [11]：实验第 7
天，将 100 μL Tim-3 干扰慢病毒载体（滴度 2.0×
108 TU/mL）用 0.9% 氯化钠溶液配置成 0.2 mL 溶

液，使用微量注射器分别对干扰组大鼠双侧足跖皮

下多点注射，并轻微按揉 3 min 以加速足跖内慢病

毒的扩散，空白组、模型组、艾灸组按同法注入等量

0.9% 氯化钠溶液。

实验第 14 天开始麦粒灸治疗，参照《实验针灸

学》[12]定位大鼠“肾俞”“足三里”。艾灸组、干扰组大

鼠以穴位为中心，周围剃毛 1 cm×1 cm，将大鼠固

定于手套中（余组同法固定，但不予以艾灸治疗），

暴露背部及后肢，施灸穴位涂以凡士林，将搓捻好

的艾炷（5 mg/壮）置于“肾俞”“足三里”，每穴灸 5壮，

1次/d，每次治疗一侧，左右两侧穴位交替治疗，6 次

为 1 个疗程，每个疗程结束后休息 1 d，共治疗 3 个

疗程。

1.5　观察指标及检测方法

大鼠足跖厚度测量：实验第 1、7、14、21、28、35天

对大鼠双足跖厚度进行测量。测量方法：固定大鼠

后，拉伸后肢，足跖测量部位用记号笔标记，将游标

卡尺置于大鼠后足掌关节掌骨正中冠状面处测量，

每次测量 3 次取平均值。为减少视觉读数的误差，

每次测量由同一人完成。

HE 染色观察大鼠关节病理改变并进行评分：

实验第 36 天，大鼠称重后腹腔注射 1% 戊巴比妥

钠（1 mL/100 g）麻醉。打开左踝关节皮肤后，剥离

周围软组织，剪去多余的骨组织，将关节放入 4% 多

聚甲醛溶液浸泡固定 72 h，然后进行脱钙。按照病

理检验标准操作程序进行脱水、修剪、石蜡包埋，制

成 5 μm 厚切片，HE 染色、树胶封片处理。光镜下观

察大鼠踝关节病理改变，拍照保存图片，并对各组

大鼠关节滑膜在光镜下的组织形态按病理评分标

准进行分级评分。具体评分标准见表 1。

ELISA 法检测大鼠血清 IL-4、VEGF 含量：大

鼠麻醉后，打开腹腔暴露腹主动脉，取腹主动脉血

置于采血管中，室温静置 2~4 h，离心 20 min，吸取

上清，-80 ℃保存。操作前，从冰箱取出试剂盒和血

清，平衡至室温。根据 ELISA 试剂盒说明书，按照

标准品稀释、加样、洗涤、显色、终止反应的步骤操

作，以空白孔调零，450 nm 波长下依次测量各孔的

吸光度值，通过绘制标准曲线分别计算样本中 IL-4、
VEGF 的含量。

免疫荧光染色法检测大鼠滑膜组织 Tim-3、
Gal-9、CD86、CD206 的表达：大鼠麻醉后，剥离右踝

关节周围软组织，打开关节，取下淡黄色的滑膜组

织放入 4% 多聚甲醛中固定 24 h，浸洗、梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋待测。将固定的组织蜡

块取出，切片（厚度 4 µm），常规脱蜡、脱水后进行抗

原修复。切片于 PBS 溶液中洗涤 3 次，每次 5 min。

表 1　关节病理评分标准 分

Table 1　Criteria of joint pathological scores

滑膜组织增生

病变

正常滑膜

早期病变

慢性期病变

晚期病变

评分

0

1~2

3

4

纤维组织增生

病变

无增生

轻度增生

中度增生

重度增生

评分

0

1~2

3

4

炎性细胞浸润

病变

偶见炎性细胞

轻度浸润

中重度浸润

-

评分

0

1~2

3~4

-

注：“-”表示无此项评分。
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随后用山羊血清室温封闭 1 h。封闭结束后甩干，滴

加一抗（Tim-3 1∶200，Gal-9 1∶500，CD86 1∶500，
CD206 1∶500），4 ℃孵育过夜。PBS 洗涤 3 次后，

滴加荧光二抗（1∶500 或 1∶1 000），避光室温孵育

50 min，DAPI 复染细胞核，最后封片。于荧光显微

镜下观察并采集图像，Image-Pro Plus 6.0 软件分析

荧光强度。测算积分吸光度（IOD）值及检测区域面

积（Area），以 IOD 值与 Area 的比值计算得出平均荧

光强度。

1.6　统计学处理

运用 SPSS25.0 对数据资料进行分析。所有数

据用均数±标准差（x̄±s）表示。多组间比较用单因

素方差分析，足跖厚度采用重复测量方差分析。以

P≤0.05 为差异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠足跖厚度比较

实验第 1 天，各组大鼠足跖厚度比较，差异无统

计学意义。实验第 7、14、21、28、35 天，与空白组比

较，模型组大鼠双足跖厚度增加（P<0.01）。实验第

35 天，与模型组比较，艾灸组双足跖厚度减少（P<
0.01）；与艾灸组比较，干扰组足跖厚度呈增加趋势，

但差异无统计学意义。见图 1。
2.2　各组大鼠关节病理表现及评分比较

空白组大鼠关节间隙正常，滑膜组织光滑、

排列规则整齐，无炎性细胞浸润、血管增生；模型组

大鼠关节间隙变窄，滑膜组织明显充血、水肿，

可见大量炎性浸润；艾灸组、干扰组大鼠关节间

隙变窄及滑膜组织充血、水肿程度均减轻，关节

内少量炎性细胞浸润。与空白组比较 ，模型组

大鼠关节滑膜组织增生、纤维组织增生、炎性细胞

浸 润 评 分 均 升 高（P<0.01）。与模型组比较，艾

灸组大鼠滑膜组织增生、纤维组织增生、炎性细

胞浸润评分降低（P<0.01）。与艾灸组比较，干

扰组大鼠滑膜组织增生、炎性细胞浸润评分升

高（P<0.05），纤维组织增生评分差异无统计学

意义。见图 2。
2.3　各组大鼠血清 IL-4、VEGF 含量比较

与空白组比较，模型组大鼠血清 IL-4 含量降低

（P<0.05），VEGF 含量升高（P<0.01）；与模型组

比较，艾灸组 IL-4 含量升高（P<0.05），VEGF 含

量降低（P<0.01）；与艾灸组比较，干扰组 IL-4 含

量降低（P<0.05），VEGF 含量差异无统计学意义。

见图 3。

2.4　 各 组 大 鼠 滑 膜 组 织 Tim-3、Gal-9、CD86、
CD206 表达比较

与空白组比较，模型组大鼠滑膜组织 Tim-3、
Gal-9、CD86 表达升高（P<0.01，P<0.05），CD206
表达降低（P<0.01）；与模型组比较，艾灸组 Tim-3、
Gal-9、CD206 表达升高（P<0.05，P<0.01），CD86
表达降低（P<0.05）；与艾灸组比较，干扰组 Tim-3、
Gal-9、CD206 表达降低（P<0.05，P<0.01），CD86
表达升高（P<0.05）。见图 4~图 7。

3　讨论

中医学根据 RA 的病因病机和临床症状特点，

将其归于“痹症”范畴。《济生方》曰：“皆因体虚，腠

理空疏，受风湿气而成痹也”，认为痹症发生的主要

原因是正气不足，易感受风寒湿气侵袭而成。《素

问·痹论》云：“淫气肌绝，痹聚在脾”，同时王肯堂言

“痹病有风、有湿、有寒、有热……皆标也；肾虚其本

也”，可见 RA 的发生与脾肾关系密切。足三里为胃

经五输穴之合穴、胃之下合穴，该穴具有益气健脾

的作用。研究表明，针灸“足三里”参与中枢神经递

质的调控，可恢复 T 细胞的动态平衡从而调节机体

免疫功能 [13-14]。肾俞乃肾气输注于背腰部的穴位，
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图 1　各组大鼠左、右足跖厚度变化比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of the thickness of the left and right 

plantar of rats in the 4 groups（x̄±s，8 rats/group）
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具有补益脾肾、调节脏腑功能的作用。现代研究也

证明艾灸“肾俞”可调节大鼠下丘脑-垂体-肾上腺轴

功能，促进 IL-4、IL-10 等抗炎因子分泌，显著抑制滑

膜炎性反应 [15-16]。故本研究选取“肾俞”“足三里”为

治疗穴位。

滑膜炎性反应是 RA 病理过程的始动环节，持

续并贯穿于疾病过程的始终。早期表现以巨噬细

胞为主的炎性细胞增殖与浸润，继而形成血管翳。

一旦骨质遭到破坏，其病理改变持续发展，最终导

致 RA 患者残疾。研究 [17]结果显示，滑膜炎性活动

程度与炎性血管翳导致的软骨侵蚀严重程度密切

相关，血管翳附着并侵入关节软骨，诱导破骨细胞

激活导致骨破坏发生。滑膜炎性反应是 RA 的基本

病理变化，是出现疾病相关关节破坏的主要原因。

为了抑制关节破坏的进展，应在治疗窗内尽早缓解

滑膜炎性反应 [18]。艾灸治疗 RA 疗效确切，其机制

可能与调节关节局部炎性因子水平，减轻滑膜炎性

反应有关 [19-20]，但具体作用机制尚待进一步研究。

本研究结果表明 RA 大鼠关节足跖厚度增加，滑膜

组织和纤维组织增生，出现大量炎性细胞浸润，经

艾灸干预后足跖厚度减少，滑膜组织和纤维组织增

生减轻，炎性细胞浸润减少，进一步证实艾灸治疗

能减轻 RA 大鼠滑膜炎性反应。

巨噬细胞浸润是 RA 病理过程的特征性表现，

在驱动慢性炎性反应和组织损伤的恶性循环中占

据了中心地位。在炎性条件下，巨噬细胞被激活并

分化为两种亚型，即经典活化巨噬细胞（M1 型）和

替代活化巨噬细胞（M2 型）[21]。M1 型巨噬细胞表

达 CD86 等表面标志物，分泌如诱导型一氧化氮合
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图 2　各组大鼠关节病理形态及评分比较（HE染色，x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of pathological morphology and pathological scores of joints of rats in the 4 groups

（HE staining， x̄±s，8 rats/group）
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0.05，##P<0.01；与艾灸组比较，▲P<0.05。

图 3　各组大鼠血清 IL-4、VEGF含量比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of the contents of IL-4 and VEGF in 

serum of rats in the 4 groups（x̄±s，8 rats/group）
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酶、VEGF、白细胞介素（IL）-23 等促炎细胞因子，促

进炎性反应 [2,22]；而 M2 型巨噬细胞则与免疫调节和

耐受性相关，表达 CD206 等表面标志物，分泌如

Arg-1、IL-4 等抗炎细胞因子，限制过度炎性反应并

促进组织修复 [23-24]。研究显示，RA 巨噬细胞在受到

炎性微环境的刺激后，出现 M1 型极化增强，M2 型

极化减弱，巨噬细胞的动态平衡被打破 [23]。调节巨

噬细胞极化表型是防治 RA 的关键靶点之一。本研

究结果显示，模型组滑膜组织 M1 型巨噬细胞标志

物 CD86 及 VEGF 表达上调，而 M2 型巨噬细胞标

志物 CD206 和 IL-4 表达下降，巨噬细胞极化出现失

衡；艾灸干预后，滑膜组织 CD86 及 VEGF 表达水平

较模型组下降，同时 M2 型巨噬细胞标志物 CD206、
IL-4 表达显著上调，表明艾灸干预可使滑膜组织巨

噬细胞由促炎 M1 型向抗炎 M2 型极化，从而发挥对

RA 滑膜炎性反应的调节作用。

Tim-3/Gal-9 信号通路是调控巨噬细胞极化的

诱导器。Tim-3 作为免疫系统的关键调节分子，通

过调节巨噬细胞极化、促进细胞内信号的转导和 T
细胞的分化，在自身免疫性疾病和抗炎中具有关键
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注：标尺=20 μm。Tim-3 为 T 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子-3。箭头所示红色荧光为 Tim-3 的阳性表达。与空白组比较，
**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05；与艾灸组比较，▲P<0.05。

图 4　各组大鼠滑膜组织 Tim-3的表达比较（免疫荧光染色，x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of expression of Tim-3 in synovium of rats in the 4 groups

（immunofluorescence staining， x̄±s， 8 rats/group）
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图 5　各组大鼠滑膜组织 Gal-9的表达比较（免疫荧光染色，x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of expression of Gal-9 in synovium of rats in the 4 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 8 rats/group）
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的作用，已成为治疗 RA 的一个关键靶点 [6,25]。Gal-9
作为 Tim-3 的配体，可以磷酸化 Tim-3 尾部的酪氨

酸残基，当其与 Tim-3 特异性结合时，向 T 细胞提供

负性共刺激信号，导致辅助性 T 细胞 1 程序性死亡，

最终诱导外周免疫耐受，参与多种自身免疫性疾病

过程 [26]。研究显示，骨髓来源巨噬细胞分化为 M1
和 M2 巨噬细胞表型后，Tim-3/Gal-9 的表达分别出

现了显著变化 [6]。当 M2 型巨噬细胞增加时，其表达

上调；而当 M2 表型巨噬细胞减少且 M1 表型巨噬细

胞增加时，其表达则下调。研究还证实，α -乳糖

（Gal-9 抑制剂）和 Tim-3 单抗（Tim-3 阻滞剂）在脂

多糖刺激下降低了 M2 表型的比例，同时增加了 M1
表型的比例 [6]。Gal-9 的过表达和分泌与巨噬细胞

M2 极化密切相关，而其下调则促进巨噬细胞 M1 极

化 [27]。可见，Tim-3/Gal-9 信号通路在调控巨噬细胞

极化中具有重要的作用。

Tim-3 在 RA 患者的各类型免疫细胞上的表达

上调，且 Tim-3 的表达与疾病活动评分 28 和血浆肿

瘤坏死因子 α（TNF-α）水平呈负相关关系 [28-29]。本

研究结果显示，RA 大鼠滑膜组织存在 Tim-3、Gal-9
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图 6　各组大鼠滑膜组织 CD206的表达比较（免疫荧光染色，x̄±s， 8只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of expression of CD206 in synovium of rats in the 4 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 8 rats/group）
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与艾灸组比较，▲P<0.05。

图 7　各组大鼠滑膜组织 CD86的表达比较（免疫荧光染色，x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of expression of CD86 in synovium of rats in the 4 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 8 rats/group）
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表达的升高，与既往研究结果具有一致性 [28,30]。相

关研究表明 Tim-3 高表达于 RA 大鼠滑膜组织，艾

灸治疗后 Tim-3 表达进一步上调，且 M1 巨噬细胞

相关炎性因子 IL-12、TNF-α 表达降低，当 Tim-3 表

达被敲低时，炎性因子 IL-12、TNF-α 的表达水平即

使在艾灸治疗后也未被抑制 [31]。RA 病理过程中，

持续的抗原刺激使机体反应性抑制不断增殖的 T
细胞，体内的负性信号 Tim-3 等也相应增强，但其增

强不足以抑制持续的抗原刺激，不能为细胞免疫应

答提供足够的负性调控，打破了体内的免疫自稳态

导致免疫损伤。本研究结果显示，艾灸治疗后，

Tim-3 的表达上调，使其配体 Gal-9 的表达也随之升

高，高表达的 Tim-3 与 Gal-9 结合后，有利于恢复巨

噬细胞极化的平衡状态，故 M1 型标记物 CD86 和效

应分子 VEGF 表达下调，同时 M2 型标记物 CD206
和效应分子 IL-4 表达上调。这与 Zhang 等、Luo
等 [6,31]的研究结果一致，即 Tim-3 高表达于 RA 患者

滑膜组织，Gal-9 高表达于 RA 患者的外周血单个核

细胞，同时对 Tim-3、Gal-9 的抑制降低了 M2 表型的

百分比，但增加了 M1 表型的百分比。为了进一步

明确 Tim-3 在 RA 巨噬细胞极化中的作用，采用慢

病毒载体介导抑制 Tim-3 的表达，结果显示艾灸调

节巨噬细胞表型极化即抑制 M1 型极化，促进 M2 型

极化的作用被显著抑制。可见，Tim-3 作为巨噬细

胞极化的关键调控分子，通过与其配体 Gal-9 结合，

在调节巨噬细胞极化的动态平衡中具有重要的作

用。但 Tim-3/Gal-9 在多种细胞上均有表达，本研

究未对 Tim-3/Gal-9 与巨噬细胞进行多重荧光共定

位等手段进行检测 ，还有待于下一步的研究中

完善。

综上所述，艾灸能有效减轻 RA 滑膜炎性反应，

其作用机制可是通过调节 Tim-3/Gal-9 信号通路的

表达，抑制巨噬细胞 M1 型极化，促进巨噬细胞 M2
型极化，恢复巨噬细胞极化的动态平衡，这可能是

艾灸治疗 RA 的作用机制之一。本研究未进行关节

局部炎性因子及 Tim-3/Gal-9 与巨噬细胞共定位相

关检测，还有待进一步的研究以明确 Tim-3/Gal-9
信号通路对巨噬细胞的具体调控机制。
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