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TRAF2 蛋白表达及巨噬细胞自噬的影响

张 珍 1，3，方丹群 1，3，尹修文 1，3，刘 娜 1，3，张新芳 2，项水英 1，3，刘自兵 1，2，3

（1 安徽中医药大学针灸推拿学院，合肥  230012；2 安徽中医药大学中西医结合学院，

合肥  230012；3 经脉脏腑相关安徽省重点实验室，合肥  230038）

【摘　要】　目的：观察电针是否通过调控核受体 77（Nur77）的表达及其核 -胞质转位，影响 Nur77 与肿瘤坏

死因子受体相关因子 2（TRAF2）的相互作用，进而抑制肺组织巨噬细胞过度自噬，改善慢性阻塞性肺疾病

（COPD）小鼠的肺部炎性反应。方法：C57BL/6 雄性小鼠随机选取 10 只作为空白组，其余 30 只通过香烟烟

雾暴露 3 个月复制 COPD 小鼠模型。造模成功小鼠按照随机原则分为模型组、电针组及拮抗剂+电针组，每

组 10 只。电针组和拮抗剂+电针组小鼠予以电针双侧“肺俞”“足三里”干预，每日 1 次，20 min/次，共 14 d；
拮抗剂+电针组小鼠于每日电针前 30 min 腹腔注射 Nur77 拮抗剂 DIM-C-pPhOH（25 mg/kg），每日 1 次，持

续 14 d。使用动物呼吸功能分析仪检测小鼠肺功能用力肺活量（FVC）、0.05 s 用力呼气容积（FEV0.05）、

0.1 s 用力呼气容积（FEV0.1）、FEV0.05/FVC 比值及 FEV0.1/FVC 比值；HE 染色观察肺组织病理形态变

化；ELISA 法检测支气管肺泡灌洗液（BALF）中白细胞介素（IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α 含量；比

色法检测肺组织超氧化物歧化酶（SOD）活性及丙二醛（MDA）含量；透射电镜观察肺组织巨噬细胞内自噬

小体的变化；Western blot 法检测肺组织 Nur77、TRAF2、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）、自噬衔接蛋白 P62
（P62）的表达；实时荧光定量 PCR 法检测肺组织 Nur77、TRAF2 mRNA 表达水平；免疫共沉淀（Co-IP）法检

测 Nur77 与 TRAF2 的相互作用。结果：与空白组比较，模型组小鼠呼吸功能指标降低（P<0.01，P<0.05），

肺泡壁结构变厚，多个肺泡相互融合形成较大囊泡样结构，同时伴有大量炎性细胞的弥漫性浸润，BALF 中

IL-6、IL-1β、TNF-α 含量升高（P<0.01），肺组织 SOD 活性、P62 蛋白表达降低（P<0.01），MDA 含量、LC3
Ⅱ/LC3I 比值、TRAF2 蛋白水平升高（P<0.01，P<0.05），Nur77 在细胞核内的表达量增加（P<0.01），在细

胞质中的表达量减少（P<0.01），Nur77 mRNA 表达水平下降（P<0.01），TRAF2 mRNA 表达水平升高（P<
0.05），Nur77 与 TRAF2 的相对结合量降低（P<0.01）；电镜下可见巨噬细胞内自噬小体数量显著增多。与

模型组比较，电针组各指标均发生逆转（P<0.05，P<0.01）。与电针组比较，拮抗剂+电针组上述指标均有

所逆转（P<0.05，P<0.01）。结论：电针可通过上调 Nur77 表达并促进其由细胞核向胞质转位，增强 Nur77
与 TRAF2 的相互作用，调控自噬相关蛋白，抑制肺巨噬细胞过度自噬，减轻 COPD 肺部炎性反应。
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macrophages and alleviates pulmonary inflammatory response in mice with chronic obstructive pulmonary disease 

（COPD） by regulating the expression and nucleo-cytoplasmic translocation of nuclear receptor 77 （Nur77）， affecting 

the interaction between Nur77 and tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 （TRAF2）. Methods　 Ten male 

C57BL/6 mice were randomly selected as the blank group， and the remaining 30 mice were exposed to cigarette smoke 

for 3 months to establish the COPD mouse model. The successfully modeled mice were randomly divided into model 

group， electroacupuncture group， and antagonist+electroacupuncture group， with 10 mice in each group. Mice in the 

electroacupuncture group and antagonist+electroacupuncture group received electroacupuncture at bilateral “Feishu” 

（BL13） and “Zusanli” （ST36）， once a day for 20 min per session， for a total of 14 days. Mice in the antagonist+

electroacupuncture group were intraperitoneally injected with Nur77 antagonist DIM-C-pPhOH （25 mg/kg） 30 min 

before daily electroacupuncture treatment， once a day for 14 consecutive days. An animal respiratory function analyzer 

was used to detect pulmonary function indicators including forced vital capacity （FVC）， forced expiratory volume in 

0.05 s （FEV0.05）， forced expiratory volume in 0.1 s （FEV0.1）， FEV0.05/FVC ratio and FEV0.1/FVC ratio. HE staining 

was performed to observe the pathological morphological changes of lung tissue. ELISA was adopted to detect the 

contents of interleukin （IL）-6， IL-1β and tumor necrosis factor （TNF）- α in bronchoalveolar lavage fluid （BALF）. 

Colorimetric assay was used to measure superoxide dismutase （SOD） activity and malondialdehyde （MDA） content in 

lung tissue. Transmission electron microscopy was used to observe the changes of autophagosomes in pulmonary 

macrophages. Western blot was used to detect the protein expressions of Nur77， TRAF2， microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 （LC3） and autophagy adaptor protein P62 in lung tissue. Real-time fluorescent quantitative PCR 

was used to detect the mRNA expression levels of Nur77 and TRAF2 in lung tissue. Co-immunoprecipitation （Co-IP） 

was applied to test the interaction between Nur77 and TRAF2. Results　 Compared with the blank group， the 

respiratory function indicators of mice in the model group were decreased （P<0.01， P<0.05）； the alveolar wall 

thickened， multiple alveoli fused to form large vesicle-like structures accompanied by diffuse infiltration of a large 

number of inflammatory cells. The contents of IL-6， IL-1β and TNF-α in BALF were increased （P<0.01）； SOD activity 

and P62 protein expression in lung tissue were decreased （P<0.01）； MDA content， LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ ratio and TRAF2 

protein level were increased （P<0.01， P<0.05）. Nuclear Nur77 expression was up-regulated （P<0.01） while 

cytoplasmic Nur77 expression was down-regulated （P<0.01）. Nur77 mRNA expression was decreased （P<0.01） and 

TRAF2 mRNA expression was increased （P<0.05）. The relative binding capacity between Nur77 and TRAF2 was 

declined （P<0.01）， and the number of autophagosomes in macrophages was significantly increased under electron 

microscope. Compared with the model group， all indicators in the electroacupuncture group were reversed （P<0.05， P<

0.01）. Compared with the electroacupuncture group， the above indicators in the antagonist + electroacupuncture group 

were reversed （P<0.05， P<0.01）. Conclusion　 Electroacupuncture can up-regulate Nur77 expression， promote its 

translocation from nucleus to cytoplasm， enhance the interaction between Nur77 and TRAF2， regulate autophagy-

related proteins， inhibit excessive autophagy of pulmonary macrophages， and relieve pulmonary inflammatory response 

in COPD.

【KEYWORDS】　Electroacupuncture； Chronic obstructive pulmonary disease； Nuclear receptor 77； Tumor necrosis 

factor receptor-associated factor 2； Macrophage autophagy

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是以不可逆性气道

阻塞为主要表现的慢性呼吸系统疾患，可通过积极

干预实现预防与治疗，其病理基础涉及复杂的肺部

及全身炎性反应，已成为全球范围内重大公共卫生

挑战 [1]。吸烟作为 COPD 最主要的环境危险因素，

长期香烟烟雾暴露是驱动其发生发展的核心环节，

可导致气道重塑与肺实质的渐进性破坏 [2]。除了经

典的炎性细胞浸润和以白细胞介素（IL）-6、IL-1β、
肿瘤坏死因子（TNF）-α 为代表的促炎因子水平升

高外，自噬功能障碍在 COPD 发病机制中发挥关键

作用。自噬是一种在进化中高度保守的细胞内降

解机制，其主要功能是移除损伤的细胞器以维护细

胞稳态 [3]。在 COPD 病理状态下，肺巨噬细胞中存

在自噬调控失衡，导致炎性反应持续放大 [4-5]。核受

体 77（Nur77）是一种配体依赖性转录因子，可通过

核-胞质转位，在胞质中与肿瘤坏死因子受体相关因

子 2（TRAF2）相 互 作 用 ，参 与 线 粒 体 自 噬 的 调

控 [6-7]。在 COPD 患者的肺组织中观察到 Nur77 表

达 异 常 及 其 亚 细 胞 定 位 紊 乱 [8-9]，提 示 Nur77 和

TRAF2 参与自噬可能是 COPD 炎性反应的重要调
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控机制，然而 Nur77 在 COPD 肺巨噬细胞自噬调控

中的作用机制尚未明确。针灸疗法作为传统中医

的核心治疗手段，已被证实可在 COPD 急性发作期

和稳定期显著改善呼吸功能并抑制炎性反应 [10]。《针

灸科学研究行动计划》指出，对确有疗效的针灸技

术应进行深入科学研究，明确其调控路径和刺激效

应的因果关联 [11]。研究表明针刺干预可有效减轻

COPD 模型动物的肺部炎性浸润与氧化应激损伤，

其机制可能涉及调控炎性信号通路及气道重塑 [12]。

然而，电针治疗 COPD 的具体分子机制尚不清楚，

因此本研究旨在探讨电针能否通过调控 Nur77 表达

及其核 -胞质转位，影响 Nur77 与 TRAF2 的相互作

用，进而调节肺巨噬细胞自噬失衡，减轻 COPD 的

肺部炎性损伤，从分子机制角度为电针干预 COPD
提供新的理论支撑和实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

本研究选用 8 周龄 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠

40 只，购自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，

生产许可证编号：SCXK(豫)2020-0005。于安徽中

医药大学实验动物中心进行饲养管理，每笼 5 只，环

境温度控制在 22~25 ℃，湿度保持 50%~60%，光

照周期为 12 h 光照/12 h 黑暗交替，自由摄食饮水。

适应性饲养 1 周后，随机选取 10 只作为空白组，其

余 30 只用于构建 COPD 模型。造模成功后，将造模

小鼠按随机数字表法分为模型组、电针组、拮抗

剂＋电针组，每组 10 只。本实验方案经安徽中医药

大学实验动物伦理审查委员会批准实施（批准号：

AHUCM-mouse-2023099）。

1.2　主要试剂与仪器

黄山牌香烟（安徽中烟），LC3、P62、TRAF2、
Nur77 抗体（美国 Affinity），LaminB1(合肥 SciBen)，
β-actin 抗体、山羊抗小鼠 IgG、山羊抗兔 IgG（北京中

杉金桥），F4/80 抗体（武汉三鹰），ECL 超敏发光试

剂 盒（美 国 GLPBIO），HE 染 色 试 剂 盒（北 京

Solarbio），免 疫 沉 淀 试 剂 盒 ( 上 海 碧 云 天)，IP 用

Nur77 抗体（美国 Proteintech），预染蛋白 Marker（美

国 Thermo），PVDF 膜（美 国 Millipore），拮 抗 剂

DIM-C-pPhOH（上海 Ambeed），白细胞介素（IL）
-6、IL-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α ELISA 检测试剂

盒（武汉基因美），反转录试剂盒（日本 TaKaRa），超

氧化物歧化酶（SOD）活性及丙二醛（MDA）检测试

剂盒（南京建成）。

一次性针灸针（0.25 mm×25 mm）、电子针疗

仪（苏州医疗用品厂），Ani-Res2005 动物呼吸功能

分析仪（北京贝兰博），BX53 光学显微镜（日本奥林

巴斯），电泳仪、转膜仪（上海天能），酶标仪（美国雷

杜），荧光定量 PCR 仪（美国赛默飞），高速冷冻离心

机（安徽嘉文），自动曝光仪（上海培清），电热恒温

鼓风干燥箱（上海三发），透射电子显微镜（日本

电子）。

1.3　造模方法

空白组小鼠正常饲养，不予任何干预；其余 30
只小鼠通过香烟烟雾暴露 3 个月复制 COPD 动物模

型。采用 PAB-S200 被动吸烟动物染毒系统进行烟

雾暴露，使用黄山牌香烟（焦油含量 10 mg，尼古丁

含量 0.8 mg）。暴露方案为每天 2 次，每次 1 h，两次

暴露间隔 5 h，连续 3 个月，每次暴露同时点燃 10 支

香烟。染毒过程中 CO 浓度维持在 1 200 ppm。空

白组小鼠在相同条件下暴露于正常空气 [13]。造模成

功判定标准：肺功能检测显示 0.1 s 用力呼气容积/
用力肺活量（FEV0.1/FVC）比值显著降低，提示存

在明显气流受限；病理切片观察显示肺泡结构显著

紊乱，肺泡间质显著增宽，肺泡腔呈现明显扩张状

态，并伴随大量炎性细胞的聚集与浸润 [14]（用于病理

检测的大鼠另行设置，不计入前述动物统计）。

1.4　干预方法

造模完成后参照文献 [15-16]的给药方法并加

以改进，将拮抗剂配制成 120 mg/mL 的储备液。临

用前，取适量储备液，依次与 PEG300、Tween-80 和

0.9% 氯化钠溶液混合，制成浓度为 2.08 mg/mL 的

澄清工作液。拮抗剂＋电针组小鼠通过腹腔注射

方式给予该拮抗剂溶液，给药剂量为 25 mg/kg，注
射体积为 0.30 mL/只（以 25 g 体质量小鼠计）。每

日给药 1 次，共持续 14 d。
拮抗剂+电针组小鼠于每次腹腔给药后 0.5 h，

与电针组同时接受双侧“足三里”电针刺激。参照

文献[17]，选取双侧“足三里”与“肺俞”。“足三里”取

外膝眼下方、腓骨小头前下缘约 2 mm 处；“肺俞”取

第 3 胸椎棘突下缘，距脊柱正中线外侧 3 mm。“足三

里”垂直进针 3 mm；“肺俞”朝脊柱方向斜刺 1~
2 mm。随后连接电针治疗仪，将同侧的“肺俞”与

“足三里”连接为一组输出电极。疏密波，2 Hz/10 Hz，
电 流 强 度 1 mA，每 次 20 min，每 天 1 次 ，共 持 续

14 d。
1.5　观察指标及检测方法

动物呼吸功能分析仪检测小鼠肺通气功能：完
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成治疗后，各组随机取 5 只小鼠，2% 戊巴比妥钠溶

液按照 75 mg/kg 的剂量腹腔注射麻醉。充分麻醉

后将小鼠仰卧位固定，于颈部正中线做纵形切口显

露气管结构，实施气管切开并置入插管，整个过程

中确保呼吸道持续畅通。将气管导管与小动物呼

吸功能测试系统连接，通过配套分析程序获取肺通

气指标数据：用力肺活量（FVC）、0.05 秒用力呼气

容积（FEV0.05）及 0.1 s 用力呼气容积（FEV0.1），

FEV0.05/FVC 比值及 FEV0.1/FVC 比值。

HE 染色法观察肺组织形态学改变：各组随机

选取 6 只小鼠的右侧肺组织用 4% 多聚甲醛固定，

组织块遵循标准流程，经梯度乙醇逐级脱水处理，

二甲苯透明化处理，完成石蜡浸润包埋操作后，连

续制备厚度为 4 μm 的病理切片。切片脱蜡水化后，

依次进行苏木精核染色、1% 盐酸乙醇分化处理、伊

红胞质染色，染色完成后，将切片再次脱水透明，并

以中性树胶封固。于光学显微镜下随机选择 5 个非

重叠区域进行病理观察并评估肺泡结构完整性、肺

泡间隔增厚及炎性细胞浸润等病理学改变。

ELISA 法检测小鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）
中炎性因子含量：肺功能检测完成后，进行 BALF
采集，结扎右主支气管后向左肺缓慢灌注预冷的

PBS 缓冲液并回收，重复 3 次以获取 BALF。将

BALF 于 4 ℃离心 15 min，收集上清液并于-80 ℃冻

存备用。采用 ELISA 法对 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 含

量进行检测，所有实验步骤严格遵循试剂盒操作规

程执行。酶标检测仪于 450 nm 波长下测定各反应

孔的吸光度值，结合标准曲线计算各细胞因子的实

际含量。

比色法检测小鼠肺组织 SOD 活性和 MDA 含

量：取每组 6 只小鼠右肺组织，按质量 (g)∶体积 (mL)
=1∶9 比例加入预冷的 0.9% 氯化钠溶液，在冰浴

条件下充分研磨制成 10% 组织匀浆。 4 ℃ 离心

10 min，取上清液。实验操作严格遵循试剂盒说明

书。将样品加入 96 孔板中，置于酶标仪内，分别在

450 nm 和 532 nm 波长下测定其吸光度值。依据绘

制的标准曲线，计算出肺组织样本中 SOD 的活性及

MDA 的含量。

透射电子显微镜观察肺组织自噬小体形态变

化：取每组 3 只小鼠 1 mm × 1 mm × 1 mm 的肺

组织块，立即固定于 2.5% 戊二醛溶液中 24 h。用

0.1 mol/L PBS 清洗 6 h 后，加入 1% 四氧化锇后固

定 2 h。经梯度乙醇脱水（30%、50%、70%、80%、

95%、100%）和环氧丙烷处理后，环氧树脂浸透、包

埋，45 ℃烤箱 12 h，72 ℃烤箱 24 h 聚合硬化。使用

超薄切片机切成厚度约为 70 nm 的超薄切片，并将

其捞置于铜网上。随后，切片先后经醋酸双氧铀和

柠檬酸铅溶液进行染色。置于透射电子显微镜下

观察 ，分析自噬小体的形态结构并统计其数量

变化。

Western blot 法检测小鼠肺组织中相关蛋白的

表达：取每组 3 只小鼠肺组织，采用 RIPA 裂解液提

取总蛋白，使用核浆蛋白抽提试剂盒分离胞核与胞

质蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。取 30 μg 蛋白进行

SDS-PAGE 凝胶电泳（LC3 检测采用 12% 分离胶，

其余均采用 10%分离胶），随后湿转至PVDF膜。5%
脱脂牛奶室温封闭 2 h后，加入一抗 Nur77（1∶1 000）、

TRAF2（1∶1 000）、P62（1∶1 000）、LC3（1∶500）、

β-actin（1∶1 000）及胞核内参 Lamin B1（1∶2 000），一

抗溶液于 4 ℃环境下孵育过夜，翌日经充分洗涤后，

添加辣根过氧化物酶偶联的二抗工作液（1∶10 000），

在室温条件下反应 2 h，采用 ECL 增强化学发光试

剂显影。使用 Image J 软件对蛋白条带进行灰度值

分析。其中，TRAF2 与 P62 蛋白的相对表达量，通

过计算其条带灰度值与内参蛋白 β-actin 条带灰度

值的比值来确定；Nur77 在胞核和胞质中的相对表

达量分别以其与 Lamin B1 和 β-actin 的灰度值比值

表示；LC3 的表达以 LC3-Ⅱ/LC3-I的比值表示。

实时荧光定量 PCR 技术检测肺组织中 Nur77
与 TRAF2 mRNA 表达水平：各组取 6 只小鼠 50~
100 mg 肺组织，置于液氮环境中研磨至粉末状态，

随 后 加 入 1 mL TRIzol 试 剂 进 行 裂 解 并 提 取 总

RNA。利用超微量分光光度计对提取的 RNA 浓度

进行精确测定。使用 PrimeScript™RT 反转录试剂

盒将 RNA 反转录为 cDNA，反应条件设置为 37 ℃
孵育 15 min，随后 85 ℃ 处理 5 s。配制总体积为

20 μL 的 PCR 反 应 体 系 ，其 中 包 含 10 μL 的 2×
SYBR Green 混合液、各 1 μL 的上下游引物（浓度为

10 μmol/L）、3 μL 的 cDNA 模板以及 5 μL 的无核酸

酶水。PCR 扩增程序设定如下：95 ℃预变性 1 min；
然后进行 40 个循环，每个循环包括 95 ℃变性 20 s、
60 ℃退火并延伸 1 min。选用 β-actin 作为内参照基

因，通过 2-ΔΔCt 计算 Nur77 与 TRAF2 mRNA 的相对

表达量。引物由上海生工合成，引物序列见表 1。
免疫共沉淀实验验证 Nur77 与 TRAF2 的蛋白

互作关系：取每组 3 只小鼠肺组织 50~100 mg，加入

预冷的含蛋白酶及去乙酰化酶抑制剂的裂解缓冲

液充分研磨，于 4 ℃离心，收集上清。采用 Protein 
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A+G 磁珠法，将 4 μg 的 Nur77 抗体与 Protein A+G
磁珠于室温孵育 1 h 进行偶联，并设 IgG 为阴性对

照。将蛋白上清液与偶联了抗体的磁珠于 4 ℃条件

下孵育过夜，以形成免疫复合物。用裂解液充分洗

涤磁珠以去除所有非特异性结合蛋白，最后加入

SDS-PAGE 上样缓冲液于 95 ℃加热洗脱。洗脱的

蛋白样品通过 10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，随后

转印到 PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶粉于室温封闭

2 h。加入 Nur77（1∶1 000）和 TRAF2（1∶1 000）
一抗，4 ℃ 孵育过夜；HRP 标记的山羊抗兔二抗

（1∶10 000）室温孵育 2 h。采用 ECL 化学发光法进

行检测，并使用 Image J 软件分析条带, 以 TRAF2
与 Nur77 信号比值表示相对结合量。数据以空白组

为对照进行归一化处理（设为 1.0），其他各组表示相

对于空白组的倍数变化。

1.6　统计学分析

本研究所有数据均使用 GraphPad Prism 9 统计

软件进行处理。计量资料以均数±标准差（x̄±s）表

示。先对数据进行正态性检验与方差齐性检验。

对于多组间的总体差异，采用单因素方差分析进行

评估。两两比较方差齐时采用 Tukey’s 检验，方差

不齐时则选用 Dunnett’s t3 检验。以 P ≤ 0.05 为差

异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组小鼠肺通气功能指标比较

与空白组比较，模型组小鼠的 FVC、FEV0.05、
FEV0.1 及 FEV0.05/FVC、FEV0.1/FVC 比值均下

降（P<0.01，P<0.05）；与 模 型 组 比 较 ，电 针 组

FVC、 FEV0.05、 FEV0.1 及 FEV0.05/FVC、

FEV0.1/FVC 比值升高（P<0.05）；拮抗剂+电针

组较电针组 FVC、FEV0.05、FEV0.1 及 FEV0.05/
FVC、FEV0.1/FVC 比值降低（P<0.05）。见图 1。

2.2　各组小鼠肺组织病理形态比较

空白组小鼠肺泡结构完整，间隔纤薄，未见明

显炎性细胞浸润；模型组小鼠肺组织损伤严重，表

现为肺泡壁广泛增厚、结构断裂，多个肺泡融合形

成肺大泡，并伴有大量炎性细胞浸润。电针组肺泡

融合及肺大泡明显减少，肺泡结构趋于完整，仅见

少量散在炎性细胞；拮抗剂＋电针组呈现肺泡间隔

增厚、炎性细胞聚集及肺组织结构紊乱等病理改

变。见图 2。
2.3　各组小鼠 BALF 中 IL-6、IL-1β、TNF-α 含量的

比较

与空白组比较，模型组 BALF 中的 IL-6、IL-1β、
TNF-α 含量升高（P<0.01）；与模型组比较，电针组

IL-6、IL-1β 和 TNF-α 含量降低（P<0.05，P<0.01）；

与电针组比较，拮抗剂 + 电针组 BALF 中 IL-6、
IL-1β 和 TNF- α 含量均逆转（P<0.05，P<0.01）。

见图 3。
2.4　各组小鼠肺组织 SOD 活性与 MDA 含量比较

与空白组比较，模型组肺组织中 SOD 活性下降

（P<0.01），MDA 含量上升（P<0.01）；与模型组比

较，电针组肺组织 SOD 活性升高（P<0.01），MDA
含量降低（P<0.05）；与电针组比较，拮抗剂+电针

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

Nur77

TRAF2

β-actin

上游

下游

上游

下游

上游

下游

序列（5’→3’）

CCCCACTATTTGTCTTATCCC

TTACAGTAGCGTCAGCTTATTT

GGAACACCTAGCCCTACT

GTTCAAGACGCAGACAAT

AGTGTGACGTTGACATCCGT

TGCTAGGAGCCAGAGCAGTA

产物长

度/bp

112

148

120

注：Nur77 为核受体 Nur77，TRAF2 为肿瘤坏死因子受

体相关因子 2。

空白组
模型组
电针组
拮抗剂十电针组

2.0

1.5

1.0

0.5

0
FVC FEV0.05 FEV0.1

体
积

/m
L

## △
*

##
△*

# △*

80

60

40

20

0
FEV0.05/FVC FEV0.1/FVC

百
分

比
/%

# △*

##
△

*

注：FVC 为用力肺活量，FEV 为用力呼气量。与空白组比

较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05；
与电针组比较，△P<0.05。

图 1　各组小鼠肺通气功能指标比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of pulmonary ventilation function 

parameters of mice in the 4 groups（x̄±s，5 mice/group）
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组 SOD 活 性 和 MDA 含 量 均 逆 转（P<0.05）。

见图 4。
2.5　各组小鼠肺组织巨噬细胞内自噬小体比较

空白组小鼠肺组织巨噬细胞结构清晰完整，胞

质内仅见少量正常形态的自噬小体；模型组巨噬细

胞内自噬小体数量显著增多；电针干预后，电针组

巨噬细胞内自噬小体数量明显减少；拮抗剂＋电针

组中，巨噬细胞内的自噬小体数量则相对较多。

见图 5。
2.6　各组小鼠肺组织中 LC3Ⅱ/LC3I 比值及 P62、
TRAF2 蛋白水平，以及 Nur77 核质分布的比较

与空白组比较，模型组肺组织中 LC3Ⅱ/LC3I
比值上升（P<0.05），自噬底物蛋白 P62 蛋白表达水

平 下 调（P<0.01），TRAF2 蛋 白 水 平 升 高（P<
0.01），Nur77 蛋白的核内表达量升高（P<0.01），而

空白组                                      模型组                                            电针组                                  拮抗剂十电针组

图 2　各组小鼠肺组织病理形态变化的比较（HE染色，标尺=50 μm）

Fig. 2　Comparison of lung histopathological morphology changes of mice in the 4 groups（HE staining，scale=50 μm）

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

250

200

150

100

50

0

*

##

△

含
量

/p
g·

m
L-1

IL-6

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

150

100

50

0

**

##

△△

含
量

/p
g·

m
L-1

IL-1β

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

1 500

1 000

500

0

**

##

△

含
量

/p
g·

m
L-1

TNF-α

注：BALF 为支气管肺泡灌洗液，IL-6 为白细胞介素-6，IL-1β 为白细胞介素-1β；TNF-α 为肿瘤坏死因子-α。与空白组比较，
##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；与电针组比较，△P<0.05，△△P<0.01。

图 3　各组 BALF中 IL-6、IL-1β、TNF-α含量的比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of IL-6， IL-1β， TNF-α contents in BALF of mice in the 4 groups（x̄±s，6 mice/group）

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

2.0

1.5

1.0

0.5

0

*

##

△

活
性

/U
·m

g 
pr

ot
-1

SOD

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

15

10

5

0

*

##

△

含
量

/n
m

ol
·m

g-1

MDA

注：MDA 为丙二醛，SOD 为超氧化物歧化酶。与空白组比

较，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；
与电针组比较，△P<0.05。

图 4　各组小鼠肺组织 SOD活性与 MDA含量比较

（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of SOD activity and MDA content in 

lung tissue of mice in the 4 groups（x̄±s，6 mice/group）

空白组                                        模型组                                         电针组                                拮抗剂十电针组

注：标尺=500 nm。黄色箭头示自噬小体。

图 5　各组小鼠肺组织巨噬细胞内自噬小体的比较（透射电子显微镜）

Fig. 5　Comparison of autophagosomes in macrophages of lung tissuesof mice in the 4 groups （Electron microscopy）
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胞质内表达量显著降低（P<0.01）。与模型组比较，

电针组 LC3Ⅱ/LC3I 比值下降（P<0.01），P62 蛋白

表达水平增加（P<0.01），TRAF2 蛋白表达水平降

低（P<0.05），Nur77 核 内 表 达 量 明 显 降 低（P<

0.05），胞质内表达量升高（P<0.01）；与电针组比

较 ，拮 抗 剂 ＋ 电 针 组 LC3 Ⅱ/LC3I 比 值 、P62、
TRAF2 蛋白水平、Nur77 核内表达量好胞质内表达

量均逆转（P<0.05）。见图 6。

2.7　各组小鼠肺组织中 Nur77、TRAF2 mRNA 的

表达比较

与空白组比较，模型组肺组织中 Nur77 mRNA
表达量降低（P<0.01），TRAF2 mRNA 表达量升

高（P<0.05）；与模型组比较，电针组 Nur77 mRNA
表 达 上 升（P<0.05），TRAF2 mRNA 表 达 下 降

（P<0.05）；与 电 针 组 比 较 ，拮 抗 剂 + 电 针 组

Nur77、TRAF2 mRNA 表达量均逆转（P<0.05）。

见图 7。

2.8　各组小鼠肺组织中 Nur77 蛋白与 TRAF2 蛋白

的相互作用水平

与空白组比较，模型组中 TRAF2 与 Nur77 的

相对结合量降低（P < 0.01）；与模型组比较，电针组

的 TRAF2 与 Nur77 的相对结合量升高（P < 0.05）；

与电针组比较，拮抗剂+电针组的 TRAF2 与 Nur77
相对结合量逆转（P < 0.05）。见图 8。

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

空
白
组
模
型
组
电
针
组
拮
抗
剂
+电

针
组

0.8

0.6

0.4

0.2

0

**

#

△△

相
对

表
达

量
比

值

LC3Ⅱ/Ⅰ

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

**

##
△△

相
对

表
达

量

P62

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

*

##

△

相
对

表
达

量

TRAF2

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

0.8

0.6

0.4

0.2

0

*

##

△

相
对

表
达

量

Nur77（细胞核 ）

空
白
组

模
型
组

电
针
组

拮
抗
剂
+电

针
组

1.5

1.0

0.5

0

**

##
△相

对
表

达
量

Nur77（细胞质）

actin

LC3Ⅰ
LC3Ⅱ

P62

TRAF2

42 kDa

16 kDa
14 kDa

62 kDa

56 kDa

空
白
组
模
型
组
电
针
组
拮
抗
剂
+电

针
组

β-Actin

Nur77(质)

LaminB1

Nur77(核)

42 kDa

64 kDa

66 kDa

64 kDa

注：LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，P62 为自噬衔接蛋白 P62，Nur77 为核受体 Nur77，TRAF2 为肿瘤坏死因子受体相关因子 2。
与空白组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；与电针组比较，△P<0.05，△△P<0.01。
图 6　各组小鼠肺组织中 LC3Ⅱ/LC3I比值、P62及 TRAF2蛋白水平及 Nur77核质分布的比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig.6　Comparison of LC3Ⅱ/LC3I ratio， P62 and TRAF2 protein levels， and Nur77 nuclear-cytoplasmic distribution in 

lung tissue of mice in the 4 groups （x̄±s， 3 mice/group）
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3　讨论

针灸在临床上广泛用于治疗各类慢性疾病，并

已被证实能有效改善 COPD 患者的肺功能与生活

质量 [18]。从中医理论角度看，COPD 多表现为“肺

胀”“喘证”“咳嗽”，属本虚标实范畴，病久肺气虚

弱，痰浊瘀阻，病及脾肾。临床针灸常以肺经为主，

配合脾经肾经及胸背局部穴位施治 [19]。大量 Meta
分析及本课题组既往研究表明，足三里和肺俞为治

疗 COPD 的重要腧穴，对这两个穴位进行电针刺激

能显著改善肺功能，抑制炎性反应并缓解组织损

伤 [20-22]。基于此，本研究围绕 Nur77 介导的自噬通

路，探讨电针对 COPD 肺部炎性反应的作用机制。

吸烟是 COPD 的主要病因，其致病机制涉及慢

性气道及肺实质的持续炎性反应，表现为巨噬细

胞、中性粒细胞及 CD8+ T 细胞的浸润激活，以及多

种 促 炎 细 胞 因 子 的 持 续 释 放 ，如 IL-6、IL-1β 和

TNF-α，这些因素共同介导气道重塑、肺气肿等病

理改变，引起肺通气功能进行性损害 [23-24]。氧化应

激作为 COPD 发病的另一重要病理机制，与炎性反

应相互促进，形成正反馈放大效应 [25]。SOD 作为机

体重要的抗氧化酶系统，能够催化超氧阴离子自由

基歧化，保护细胞免受氧化损伤，而 MDA 是脂质过

氧化反应的终产物，其含量升高直接反映组织氧化

损伤程度 [26-27]。本研究结果显示，模型组小鼠肺组

织 SOD 活性显著降低，MDA 含量显著升高，提示

COPD 小鼠肺组织存在明显的氧化应激损伤。电

针干预后，SOD 活性显著升高，MDA 含量明显降

低，同时 BALF 中 IL-6、IL-1β 及 TNF-α 等炎性因子

水平显著下降，表明电针能够增强机体抗氧化能

力，减轻氧化应激损伤，抑制炎性反应。值得注意

的是，应用 Nur77 拮抗剂后，电针对 SOD、MDA 及

炎性因子的调节作用均被明显削弱，提示 Nur77 在

电针调控氧化应激 -炎性网络中发挥关键作用。自

噬系统是细胞内物质降解与循环的重要通路，对保

持细胞内稳态至关重要。然而，过度或失调的自噬

可导致细胞功能障碍，甚至促进细胞死亡和组织损

伤 [28-29]。研究表明，COPD 患者肺组织中自噬水平

异常升高，自噬小体大量累积，这种过度自噬不仅

未能有效清除受损成分，反而加剧了细胞损伤和炎

性反应 [30]。肺巨噬细胞作为肺部固有免疫的关键效

应细胞，其自噬功能失衡在 COPD 炎性病理中扮演

重要角色 [5]。本实验结果表明，COPD 模型组呼吸

功能明显受损，同时 BALF 中 IL-6、IL-1β 及 TNF-α
等炎性因子水平显著增高，透射电镜下巨噬细胞内

自噬小体数量显著增多且异常堆积，LC3Ⅱ/LC3I
比值显著升高，P62 蛋白表达明显降低，表明 COPD
肺组织存在自噬过度激活。自噬底物 P62 作为自噬

降解的经典标志物，其水平降低进一步证实了自噬

活性的异常增强。电针治疗后肺通气功能明显改
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图 7　各组小鼠肺组织中 Nur77、TRAF2 mRNA的表达比较

（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of Nur77 and TRAF2 mRNA 

expression in lung tissue of mice in the 4 groups

（x̄±s， 6 mice/group）
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比较，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05；与电针组比较，
△P<0.05。

图 8　各组小鼠肺组织中Nur77与TRAF2相对结合量的比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of relative binding levels between 

Nur77 and TRAF2 in lung tissues of mice in the 4 groups 

（x̄±s， 3 mice/group）
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善，炎性细胞因子含量降低，巨噬细胞内自噬小体

数量明显减少，LC3Ⅱ/LC3I 比值显著降低，P62 蛋

白表达显著升高，提示电针治疗可通过抑制过度自

噬，减轻 COPD 肺部炎性反应。

Nur77 作为核受体超家族成员，在细胞应激反

应、炎性调控及自噬调节中发挥关键作用。Nur77
的功能高度依赖于其亚细胞定位：在细胞核内，

Nur77 作为转录因子调控靶基因表达；当细胞受到

应激刺激时，Nur77 可发生核 -胞质转位，在胞质中

发挥非转录功能 [31]。研究表明，胞质中的 Nur77 可

定位于线粒体外膜，通过与 TRAF2 相互作用,介导

Parkin 依赖性线粒体自噬的启动 [32]。TRAF2 作为

E3 泛素连接酶，可催化 Nur77 发生非降解性 K63 泛

素化修饰，促进 Nur77 在线粒体中的富集，进而募集

自噬相关蛋白，启动受损线粒体的选择性降解 [6]。

本研究证实 COPD 模型小鼠肺组织 Nur77 核内表达

量显著升高而胞质内表达量显著降低，TRAF2 蛋

白水平显著升高，Nur77 与 TRAF2 的相对结合量显

著降低，同时伴随巨噬细胞内自噬小体异常堆积、

LC3Ⅱ/LC3I 比值升高和 P62 蛋白降低。这些结果

提示，COPD 病理状态下存在 Nur77 核-胞质转位障

碍及 Nur77 与 TRAF2 互作减弱，导致对自噬的负

向调控作用减弱，进而引起自噬过度激活。电针干

预后，Nur77 核内表达量明显降低而胞质内表达量

明显升高，同时巨噬细胞内自噬小体数量减少，LC3
Ⅱ/LC3I 比值降低，P62 蛋白表达升高，炎性反应缓

解。为进一步从转录水平验证上述蛋白表达变化，

本研究结果显示，模型组 Nur77 mRNA 表达显著下

调，TRAF2 mRNA 表达显著上调，与蛋白水平变化

趋势一致，表明 COPD 状态下 Nur77-TRAF2 通路

在转录和翻译水平均受到抑制。电针干预显著上

调 Nur77 mRNA 表达，下调 TRAF2 mRNA 表达，

从基因转录层面调控该通路。这些结果表明，电针

可 通 过 促 进 Nur77 核 - 胞 质 转 位 ，增 强 Nur77 与

TRAF2 的相互作用，调控自噬相关蛋白表达，抑制

过度自噬，从而改善 COPD 肺部炎性反应。

基于 Nur77-TRAF2 介导的线粒体自噬的已知

机制，我们推测电针可能通过促进 Nur77 在线粒体

的富集，增强受损线粒体的选择性清除，减少线粒

体源性 ROS 的产生，从而阻断线粒体损伤 -氧化应

激-炎性放大的级联反应。然而，本研究尚未直接检

测线粒体自噬标志物（如 PINK1、Parkin 等）及线粒

体功能指标（如线粒体膜电位、ROS 水平），无法确

证线粒体自噬在电针抑制 COPD 炎性中的具体作

用。未来研究需通过透射电镜观察线粒体形态、检

测线粒体自噬相关蛋白、评估线粒体功能动态变

化，并结合线粒体 -溶酶体共定位分析，系统验证这

一假设。

综上所述，香烟烟雾刺激可导致肺组织 Nur77
表达下调及核 -胞质转位障碍，Nur77 与 TRAF2 相

互作用减弱，从而引起自噬过度激活，导致 COPD
持续存在的肺部炎性反应；电针可通过上调 Nur77
表达并促进其核 -胞质转位，增强 Nur77 与 TRAF2
的相互作用，调控自噬相关蛋白表达（LC3Ⅱ/LC3I
比值降低、P62 升高），抑制肺巨噬细胞过度自噬，从

而改善 COPD 肺部炎性反应。本研究不仅为电针

治疗 COPD 提供了新的实验证据和机制阐释，也为

靶向调控 Nur77-TRAF2-自噬轴以治疗慢性炎性肺

病提供了新的思路。
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