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  [摘要] 类风湿性关节炎(RA)是以慢性滑膜炎症为特征的自身免疫性疾病。艾灸治疗能明显改善RA
免疫紊乱,减轻滑膜炎症,但其作用机制有待进一步深入。衰老是诱使RA发生、发展的关键因素,巨噬细胞作

为免疫系统监测衰老的关键哨点,在RA的发病过程中发挥了重要作用。生物钟主导机体的昼夜节律,调控着

多种蛋白表达和细胞功能,广泛参与多种疾病的生理、病理过程。生物钟参与巨噬细胞衰老,具有调节免疫紊

乱的作用,而在影响RA发生、发展的机制中,巨噬细胞衰老作为重要的突破点已受到越来越多的关注。该文

主要从生物钟参与巨噬细胞衰老角度出发,阐明RA可能的发病机制并分析艾灸通过调控生物钟参与巨噬细

胞衰老,从而治疗RA的可行性。
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  [Abstract] Rheumatoid

 

arthritis
 

(RA)
 

is
 

an
 

autoimmune
 

disease
 

characterized
 

by
 

chronic
 

synovial
 

in-
flammation.Moxibustion

 

treatment
 

can
 

significantly
 

improve
 

RA
 

immune
 

disorders
 

and
 

reduce
 

synovial
 

in-
flammation,but

 

its
 

mechanism
 

of
 

action
 

needs
 

to
 

be
 

further
 

deepened.Senescence
 

is
 

a
 

key
 

factor
 

that
 

induces
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

RA,and
 

macrophages,as
 

the
 

key
 

sentinel
 

sites
 

of
 

the
 

immune
 

system
 

to
 

monitor
 

aging,play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

onset
 

process
 

of
 

RA.The
 

circadian
 

clock
 

dominates
 

the
 

circadian
 

rhythm
 

of
 

the
 

body,regulates
 

the
 

expression
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

proteins
 

and
 

cell
 

functions,and
 

is
 

widely
 

involved
 

in
 

the
 

physiological
 

and
 

pathological
 

processes
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

diseases.The
 

circadian
 

clock
 

is
 

involved
 

in
 

mac-
rophage

 

senescence
 

and
 

has
 

the
 

effect
 

of
 

regulating
 

immune
 

disorders.Among
 

the
 

mechanisms
 

affecting
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

RA,macrophage
 

senescence
 

has
 

received
 

more
 

and
 

more
 

attentions
 

as
 

an
 

im-
portant

 

breakthrough
 

point.Therefore,this
 

article
 

mainly
 

elucidates
 

the
 

possible
 

pathogenesis
 

of
 

RA
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

the
 

involvement
 

of
 

the
 

biological
 

clock
 

in
 

macrophage
 

senescence
 

and
 

analyzes
 

the
 

feasibility
 

of
 

moxi-
bustion

 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

RA
 

by
 

regulating
 

the
 

biological
 

clock
 

and
 

participating
 

in
 

macrophage
 

senescence.
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  类风湿性关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是以

关节肿胀疼痛、僵硬、畸形为主要症状的难治性自身

免疫疾病。调查结果显示[1],全球约1%的人群深受

RA的困扰,若有家族遗传史,发病风险可增加3~5
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倍。RA好发于50岁以上人群,且随着年龄的增长,
RA的发病率增加,发病具有明显的年龄特征。流行

病学数据表明,年龄是RA的重要危险因素[2]。第7
次全国人口普查数据显示,我国60岁以上老年人口

比例高达18.7%,老龄社会形态的深度演化或将引起

老年慢性病的经济负担[3]。而RA患者的老衰迹象

明显且不受疾病持续时间的影响。针灸能改善衰老,
在治疗RA方面取得良好效果,深入研究艾灸治疗衰

老诱发RA的内在生物学机制,发现延缓衰老的针灸

基础,对于RA、强直性脊柱炎等多种与年龄相关的自

身免疫性疾病的治疗具有重要的学术价值与社会

意义。
1 诱发RA的关键因素

  RA由多种因素造成,发病机制复杂,而衰老是使

RA发生、发展的关键因素。衰老是生命过程中分子、
细胞和机体结构与功能改变的总称。研究人员发现,
使用任何一种或所有衰老标志物进行评估时,RA患

者的细胞库被提前老化了约20年,过早衰老可能是

RA炎症状态的结果[4]。T细胞对衰老较为敏感,衰
老的CD4+T细胞容易导致滑膜炎症,而炎症在加速

RA病程中发挥了重要作用[5]。在衰老过程中可观察

到促炎细胞在组织中的积聚,在无明显感染的情况下

机体会处于慢性低度炎症状态[6]。通过减缓衰老可

降低炎症反应[7]。因此,延缓衰老对控制RA免疫炎

症至关重要。
2 免疫系统的关键闸门调控作用

2.1 免疫失调

免疫系统作为病原信号的传感器和防御者,是监

测衰老过程中出现衰退的“开关”。免疫系统随着年

龄的增长发生免疫器官结构的破坏和免疫反应的功

能障碍,出现免疫衰老,并导致许多与年龄相关的慢

性疾病,免疫失调已成为衰老的一个特征[8]。RA的

特征是免疫系统加速老化,这些衰老的迹象在早期RA
患者中较为明显且不受疾病的持续时间影响[9]。既往

研究发现,免疫衰老与慢性滑膜炎症之间存在复杂的关

系,免疫衰老常并发机体的持续性炎症问题[10]。
2.2 巨噬细胞衰老

巨噬细胞作为免疫系统监测衰老的关键哨点,是
调控免疫与炎症的重要枢纽。研究发现,在衰老小鼠

肝脏、大脑和肌肉组织中,促炎巨噬细胞表达上调[11]。
此外,不断有新的证据证明年龄相关的免疫代谢变化

是巨噬细胞表型和功能改变的驱动因素。研究人员

使用乳酸双歧杆菌BB-12能诱导巨噬细胞 M2型极

化,抑制巨噬细胞衰老,从而延缓免疫衰老[12]。巨噬

细胞衰老被认为是导致 M1型巨噬细胞向 M2型巨噬

细胞转变延迟的主要因素。正常巨噬细胞可以在骨

整合过程中及时从 M1表型转换为 M2表型,但对于

衰老巨噬细胞而言,这种转换通常会发生延迟,从而

导致长时间的炎症并使骨整合受到影响[13]。作者在

前期研究中发现,RA大鼠体内巨噬细胞 M1型极化

增强,而 M2型极化减弱,经艾灸治疗后,巨噬细胞极

化失衡的状态被纠正,同时大鼠滑膜炎 症 得 到 改

善[14],提示延缓巨噬细胞衰老,是抑制免疫衰老的重

要方面。
3 节律性转录丢失

3.1 昼夜节律

免疫系统受免疫细胞内的系统信号和分子时钟

的直接昼夜节律控制。免疫系统功能的昼夜节律振

荡与机体免疫系统活动一致,使宿主能有效监测和抵

抗威胁;同时,昼夜节律振荡还有助于促进组织恢复,
清除循环中对机体有害成分[15]。昼夜节律可能是充

分理解巨噬细胞衰老的关键分子机制。巨噬细胞无

论在数量还是质量上都表现出强烈的 每 天 振 荡。
8%~15%的巨噬细胞转录组具有昼夜节律振荡。研

究表明,巨噬细胞受内毒素刺激后,其表达细胞因子

的水平呈明显的昼夜节律;体外培养的巨噬细胞在不

同时间点用脂多糖刺激后,其分泌的肿瘤坏死因子

(tumor
 

necrosis
 

factor,TNF)-α和白细胞介素(inter-
leukin,IL)-6具有明显的昼夜节律[16]。RA患者疼痛

和肿胀症状在每天晨起时最为严重,并在1
 

d中逐渐

减轻,表明其症状具有昼夜节律性变化的特征。前期

研究发现,RA大鼠血清促炎细胞因子TNF-α峰相位

后移,振幅增高,其分泌的昼夜节律紊乱,这可能与

RA晨僵症状相关[17],提示维持巨噬细胞昼夜节律对

RA减轻症状尤为重要。
3.2 节律性转录丢失

巨噬细胞具有强大的自身昼夜节律。研究发现,
巨噬细胞介导吞噬作用的昼夜节律随年龄的增长而

消失,同时使用JTK循环分析发现年轻小鼠巨噬细

胞有680个基因进行节律性转录,但在老年小鼠巨噬

细胞中只有53个基因,在衰老的巨噬细胞中,昼夜节

律转录被明显破坏,其中大部分转录失去了昼夜节律

性[18]。昼夜节律的失调会导致衰老加速及全身炎症

的发展。巨噬细胞昼夜节律紊乱是全身炎症的关键

中介,昼夜节律失调会将巨噬细胞的表型重塑为杀伤

模式[19]。与此同时,昼夜节律紊乱导致脾脏中 M1型

(促炎)和 M2型(抗炎)巨噬细胞及细胞因子水平的

丢失或倒置[20]。在昼夜节律紊乱的巨噬细胞条件培

养液中,巨噬细胞表现为促细胞因子分泌增强,且更

容易形成泡沫细胞[21],给器官和组织带来负面影响。
因此,良性整复紊乱的昼夜节律,减缓巨噬细胞衰老,
能使其功能和表型向有利于RA的方向发展。
4 巨噬细胞昼夜节律调节

4.1 生物钟

昼夜节律的维持受生物钟调控,生物钟通过钟基

因和钟控基因对免疫系统的昼夜节律变化进行调控,
从而在维持免疫稳态中发挥重要作用[22]。迄今为止,
已证实脑和肌肉组织芳香烃受体核转运蛋白的类似
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蛋 白 1(brain
 

and
 

muscle
 

Arnt-like
 

protein
 

1,
Bmal1)、昼夜自发输出周期蛋白kaput(circadian

 

lo-
comoter

 

output
 

cycles
 

Kaput,CLOCK)、CRY(Cryp-
tochrome)及PER(Period)等是哺乳动物的核心钟基

因。Bmal1是巨噬细胞免疫反应和细胞代谢的重要

调控因子,敲除Bmal1的巨噬细胞中促炎细胞因子

IL-1β和TNF-α表达下调,而抗炎细胞因子IL-10表

达上调[23]。Bmal1-/- 小鼠巨噬细胞大多情况下钟

基因的昼夜节律表达丢失,同时分泌细胞因子的节律

性消失[24]。Rev-erbα激动剂SR9011
 

加重巨噬细胞

炎症反应[25],小分子拮抗剂SR8278抑制Rev-erbα促

进巨噬细胞向吞噬型 M2型极化[26]。研究发现,核心

钟基因深度参与RA的炎症病理过程,在RA大鼠下

丘脑Clock和Bmal1
 

mRNA表达水平下调;与此同

时,滑膜组织中检测出表达紊乱的核心生物钟基因

Clock和Bmal1[27]。可见,核心生物钟基因在RA表

达紊乱,纠正核心生物钟基因表达有利于整复巨噬细

胞昼夜节律,进而延缓衰老。
4.2 Kruppel样 因 子 4(Kruppel-like

 

factor
 

4,
KLF4)

老年小鼠的免疫失调是由于多种免疫反应丧失

昼夜节律调节[28]。KLF4作为钟控基因,调节免疫反

应的昼夜节律,与人类先天免疫功能之间存在密切联

系。在年轻的巨噬细胞中,核心分子钟通过KLF4维

持健康的免疫反应;而在衰老的巨噬细胞中,尽管核

心分子钟功能正常,但KLF4的活性降低。研究人员

发现,衰老巨噬细胞中KLF4丰度和节律性降低会引

起昼夜节律调控丧失,随后导致老年巨噬细胞的免疫

功能障碍[29]。在年轻的巨噬细胞中,KLF4基因表达

在ZT12时出现日增加,这与细胞吞噬的日峰值相似。
运用短发夹RNA(short

 

hairpin
 

RNA,shRNA)慢性

病毒干扰腹腔巨噬细胞KLF4表达,导致KLF4和吞

噬基因Gba和Rab3d的昼夜节律性丧失,并破坏了

大肠杆菌颗粒吞噬活性的昼夜节律[30]。在年轻巨噬

细胞中,KLF4的敲除再现了衰老巨噬细胞中节律性

吞噬作用的丧失。因此,除了核心生物钟,作为调控

免疫昼夜节律钟控基因的 KLF4对巨噬细胞衰老也

发挥了重要作用。
5 艾灸的调控作用

5.1 RA治疗

中医根据RA的临床表现,将其归入痹病范畴。
艾灸疗法具有简便易行、经济实用等优点,应用于延

缓衰老具有其独特的优势。研究显示,艾灸肾俞、足
三里穴可有效改善RA关节疼痛、肿胀、僵硬症状,降
低C反应蛋白、类风湿因子水平,抑制炎症反应[31-32]。
动物实验发现,艾灸具有良好的抗炎效应,其可降低

RA大鼠关节滑膜组织增生、纤维组织增生,减少血管

翳生成,降低促炎细胞因子的表达,抑制RA大鼠关

节炎症的加重[33]。艾灸治疗RA的原理研究也取得

不少进展。针灸在神经系统、内分泌系统及免疫系统

的共同作用下,能通过多靶点、多途径治疗RA,但艾

灸在延缓RA免疫衰老钟的作用机制还有待深入。
5.2 免疫衰老过程调节

老龄化是全球研究焦点,如何更好地延缓衰老、
改善免疫系统退化等受到广泛关注。艾灸在延缓衰

老中具有优势,能对免疫衰老进行多方面、多层次的

综合调节。对亚急性衰老大鼠模型予以艾灸后,大鼠

皮肤组织超氧化物歧化酶活性增强、丙二醛水平及血

清IL-6水平降低,表明艾灸可通过调节氧化应激紊乱

及免疫因子来延缓皮肤衰老[34]。研究发现,艾灸可调

节脾脏指数,改善免疫器官脾组织、胸腺组织的受损

情况,提高免疫抑制兔的免疫功能[35]。对老年人足三

里、关元和膻中穴隔药灸的临床观察发现[36],老年人

接受艾灸后,自然杀伤细胞活性和IL-2合成分泌能力

与艾灸前比较明显增强,艾灸后的CD3、CD4
 

T淋巴

细胞数、CD4/CD8比值、T淋巴细胞总数也有明显增

加,提示艾灸可能通过调节免疫功能来延缓衰老。
6 生物钟调控

6.1 生物钟深度参与RA的病理机制

研究发现,RA大鼠核心钟基因Clock、Bmal1表

达下调[27],敲除核心钟基因则产生严重的关节炎症反

应[37]。另有研究显示,Bmal1敲除的骨髓细胞可破坏

变异和炎性单核细胞的昼夜节律振荡[38]。而在骨关

节炎小鼠模型中,per2基因转录的昼夜节律振荡在成

年小鼠的软骨中明显降低,且per2转录的强力振荡也

在未成年小鼠软骨中得到验证[39]。由此可见,钟基因

不仅影响着RA相关炎症因子的循环水平和节律性

分泌,还与昼夜节律和骨破坏密切相关。
6.2 生物钟在艾灸效应机制中的作用

针灸作为一种非光性授时因子,对节律相位的转

移具有调节作用,而其导引节律相位可能是通过调节

生物钟基因的表达来实现。研究发现,艾灸可通过上

调RA大鼠不同组织中Clock、Bmal1
 

mRNA和蛋白

表达水平,下调细胞焦亡经典信号通路中的效应分子

表达,以此来减轻滑膜炎症反应[27],揭示了艾灸可能

通过钟基因调控细胞焦亡治疗RA的新机制。谈倩

等[40]研究发现,针刺结合艾灸更能有效调节膝骨关节

炎大鼠关节炎性损伤状况,可能通过局部的温热刺激

及机械刺激,下调滑膜瞬时感受器电位香草酸受体4
(transient

 

receptor
 

potential
 

vanilloid
 

4,TRPV4)通
路的表达,促进滑膜组织中Clock、Bmal1的表达,同
步中央外周时钟节律,从而起到抗炎和减轻痛觉过敏

的作用。针灸治疗RA可能通过调节生物钟基因的

表达,以此调控相关细胞因子和激素水平紊乱的昼夜

节律,从而产生治疗作用。
7 小结与展望

  现有研究结果证明,艾灸可能通过调节巨噬细胞

衰老,抑制免疫紊乱,从而改善RA的滑膜炎症和慢
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性损伤,而其中具体机制可能是通过艾灸调控特定生

物钟,参与巨噬细胞的衰老,从而调节免疫功能,改善

了RA的慢性损伤。目前尚无直接从生物钟参与巨

噬细胞衰老角度探讨艾灸治疗RA的潜在机制的研

究。但研究已间接提示,艾灸可能通过调控特定生物

钟,参与巨噬细胞衰老,抑制RA免疫紊乱。
艾灸可通过调控免疫紊乱发挥治疗作用,但其对

RA免疫的调控机制仍有待深入。免疫紊乱是RA的

核心发病机制,而生物钟介导的巨噬细胞衰老是RA
免疫紊乱过程的重要参与者,也是研究热点之一,对
其深入研究可为艾灸调节免疫紊乱提供新的证据。
今后的研究中,可通过临床试验收集RA患者在艾灸

治疗前后的滑膜,从中提取出巨噬细胞,通过体外培

养收集巨噬细胞中的生物钟蛋白,采用高通量测序筛

选出关键的生物钟基因,这些生物钟基因是艾灸发挥

疗效的关键靶点。同时可结合动物实验,采用流式细

胞术验证艾灸对RA生物钟基因表达和巨噬细胞衰

老的调控作用。进一步还可通过基因敲除或过表达

关键钟基因,寻找艾灸调控巨噬细胞衰老的分子通

络,结合分子实验,采用细胞培养、Nanolive无标记

3D成像等技术观察艾灸通过调控生物钟参与巨噬细

胞衰老的过程。
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