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针灸对环磷酰胺化疗小鼠骨髓造血细胞中 Notch信号
传导通路相关差异基因 Numb1、Numb2 的影响

路玫1，杜雪源1，滕迎春2，李建伟2，赵喜新3，曹大明1

( 1．河南中医药大学，河南 郑州 450046; 2．河南中医药大学第一附属医院，河南 郑州 450003;
3．河南中医药大学第三附属医院，河南 郑州 450008)

摘 要:目的: 通过观察针刺、艾灸对环磷酰胺( CTX) 化疗后，健康小鼠骨髓造血细胞中 Notch信号通路相关
差异基因 numb1、numb2 表达的影响，从分子生物学方面探讨针灸改善化疗后骨髓抑制、提升外周血白细胞的机
制。方法: 取雄性昆明种 SPF级小鼠 40 只，运用随机分层分组的方法分为空白组( A组) 、模型组( B组) 、针刺组
( C组) 、艾灸组( D组) 。B组、C组、D组的小鼠注射 CTX建立骨髓抑制模型，A组给予同等剂量生理盐水。针刺
和艾灸治疗后，运用免疫组化法、ＲT － PCＲ 法、Western － Bolt 法检测 Notch 信号通路上相关差异基因 numb1、
numb2 的蛋白表达水平及 m ＲNA表达，进行数据统计分析。结果: numb1、numb2 属于小鼠骨髓造血细胞 Notch
信号通路相关性基因，且具有显著差异性，针刺、艾灸可以上调 numb1、numb2 mＲNA 的表达，促进 numb1、numb2
蛋白含量的增加。结论: 上调 Notch信号通路相关差异基因 numb1、numb2 的表达，抑制过度激活的 Notch信号通
路，增强骨髓造血功能，可能是针灸减轻 CTX化疗引起的骨髓抑制、改善造血功能的微观机制之一。
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Effects of Acupuncture and Moxibustion on Differentially Expressed Genes
Numb1，Numb2 of Notch Signaling Pathway － related in Bone Marrow

Hematopoietic Cells in Cyclophosphamide － induced Mice
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Abstract: Objective: To explore the molecular biology mechanism underlying acupuncture and moxibustion in impro-
ving bone marrow suppression and periphery leucocyte by observing the effects of acupuncture and moxibustion on differ-
entially expressed genes numb1，numb2 of Notch signaling pathway － related in bone marrow hematopoietic cells in cyclo-
phosphamide － induced mice． Methods: Forty male Kunming mice( SPF) were randomly divided into control group( group
A) ，model group( group B) ，acupuncture group( group C) and moxibustion group( group D) ． The models of myelosup-
pression in group B，C and D were induced by cyclophosphamide． The group A was given the same dose of saline． The
protein and mＲNA expression levels of differentially expressed genes numb1，numb2 of Notch signaling pathway － related
were detected by immunohistochemical method，ＲT － PCＲ and Western － bolt Test after being treated by acupuncture and
moxibustion． Ｒesults: Genes numb1 and numb2 which belong to the Notch signaling pathway － related genes in mice bone
marrow hematopoietic cells have a significant difference． Acupuncture and moxibustion can increase numb1 and numb2
mＲNA expressions，thereby promoting numb1 and numb2 protein contents． Conclusion: Acupuncture and moxibustion
can reduce bone marrow suppression caused by chemotherapy of CTX and improve hemopoietic function． One of its micro-
mechanism could be acupuncture and moxibustion can increase the expressions of Notch signaling pathway － related genes
numb1，numb2，and thus inhibiting the excessive activation of Notch signaling pathway． Therefore，the bone marrow hem-
atopoietic function was enhanced．
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据中国国家癌症中心 2017 年数据显示，2013 年全国
恶性肿瘤新发病例约 368． 2 万，死亡约 222． 9 万［1］，总体而
言，在全球 184 个国家和地区中，我国的恶性肿瘤发病位居
中等偏上水平［2］。目前，化疗是临床治疗恶性肿瘤的主要
方法之一［3］，环磷酰胺( cyclophosphamide，CTX) 作为双功
能烷化剂及细胞周期非特异性药物，对白血病和实体瘤均

有疗效，是为广谱抗肿瘤药［4］，但其具有非常明显的免疫

抑制及细胞毒化作用［5］。
Notch信号传导通路在肿瘤疾病的发生、发展中的有重

要作用，近些年的研究发现，在多种肿瘤细胞中，均存在

Notch信号传导通路的异常表达［6 － 8］，且该信号通路对免疫

系统、造血系统等的细胞命运起着决定性作用，并在造血细
胞以及胚胎和成人器官祖细胞的增殖、分化、自我更新过程
中发挥极为重要的调控作用［9 － 10］。目前针灸改善化疗后
机体免疫和造血功能的疗效及安全性已得到公认［11 － 12］，其

作用机理研究也在进行积极地探索［13 － 14］，但针灸是通过调

节何种信号通路来实现化疗后骨髓抑制减轻、造血功能改
善的微观机制仍未明确。
本研究以 CTX建立骨髓抑制模型，从 Notch 信号传导

通路上差异表达基因 numb1、numb2 方面，探索针灸减轻
CTX小鼠骨髓抑制的重要信号分子，阐明其作用机理，为临
床应用针灸减轻化疗后骨髓抑制、提高患者生存质量、延长
患者生存期提供实验基础。
1 材料
实验动物及分组: 由河南省实验动物中心购得无特定

病原体( SPF) 级、雄性昆明种( KM) 小鼠［批号: scxk ( 豫)
2010 － 0002］40 只，体质量( 18 ± 2) g。自由饮食饮水饲养 3
d后，按体质量随机分层分组分为空白组( A 组) 、模型组
( B组) 、针刺组( C组) 、艾灸组( D组) ，10 只 /组，以苦味酸
溶液染色编号。经基础白细胞计数，剔除两极小鼠，每组保
留 8 只。
2 方法
2． 1 模型制作方法
依据我国《新药( 西药) 临床前研究指导原则汇编》［15］

收录的造模方法，制备 CTX化疗小鼠骨髓抑制模型。B、C、
D组小鼠均给予腹腔注射 CTX 100 mg / ( kg·d) ，连续 3 d，
4 h后模型即成［16］。A组腹腔注射等量生理盐水。
2． 2 取穴及治疗方法
参考《中国兽医针灸学》［17］行小鼠穴位定位，“大椎”

位于背中线上，第 7 颈椎与第 1 胸椎棘突间; “膈俞”( 双)
位于第 7 胸椎棘突下左右两旁;“肾俞”( 双) 位于第 2 腰椎
棘突下左右两旁; “足三里”位于后肢膝关节后外侧，腓骨
小头下约 5mm处［18］。
各组小鼠在造模完成后依次进行治疗: C组: 选佳健牌

美容毫针，采取直刺法，进针 3 mm，留针 6 min，每日治疗 1
次，连续 5 d。D组: 选河南南阳卧龙艾绒厂特制美容艾条，
点燃后将艾条高度固定在距离穴位皮肤 2 cm 处，艾灸 3
min，每日治疗 1 次，连续 5 d。A 组、B 组: 每天陪同抓取、

固定，不治疗。
2． 3 观察指标
2． 3． 1 镜检外周血白细胞数 自小鼠经 CTX处理前的当
天，直至造模后、针灸治疗期间，于每日上午 7 ∶ 30 固定专
人行小鼠尾静脉采血。取静脉血 10 μL /只，依次分别滴入
事先配好、置有 390 μL 3%冰乙酸稀释液的试管中，吹打混
匀，取 10 μL悬液，镜检外周血白细胞计数。
2． 3． 2 免疫组化法检测各组小鼠骨髓造血细胞 Notch 信
号传导通路相关差异基因 numb1、numb2 蛋白表达水平
治疗 5 d 后，从各组中随机选取 8 只小鼠脱颈，取肱骨、股
骨骨髓，制成石蜡切片，用免疫组化染色法( Elivison 二步
法) ，测定骨髓细胞中 numb1、numb2 蛋白的表达量。分析
方法: En Vision法，显微镜下 400 ×高倍视野每例切片随机
采集 5 个视野，使用 Image J2x 软件计算阳性面积，5 个视
野中阳性面积的平均值代表该指标的表达量。OD 值同时
使用软件计算。
2． 3． 3 Ｒealtime － PCＲ 法检测各组小鼠骨髓造血细胞
Notch信号传导通路显著性差异基因 mＲNA 表达水平 治
疗 5 d后，从各组中随机选取 8 只小鼠脱颈处死，取肱骨和
股骨骨髓，采用 Ｒealtime － PCＲ法检测 Notch信号传导通路
显著性差异基因 numb1、numb2 mＲNA 的表达情况。①使
用 Trizol对组织 ＲNA、对数生长期细胞 ＲNA进行抽提，分别用
DEPC处理水溶解ＲNA，－80 ℃保存待用;②取上述ＲNA 4 μL
进行逆转录反应，20 μL体系，得到的 cDNA －20 ℃保存;③取
上述 cDNA模板 5 μL进行 FQ －PCＲ反应，50 μL体系。
扩增条件:①50 ℃，2 min; ②95 ℃，5 min; ③95 ℃，15

s;④60 ℃，45 s; 40Cycle。所得数据采用仪器自带的软件分
析: ABI Prism 7300 SDS Software。mＲNA 相对表达量 =
2 －△C T × 100%，△CT = 目标基因 CT 值 － 内参( GAPDH)
CT值。

表 1 引物及探针序列

Name
Primer
sense

Sequence ( 5’→3’)
Amplification
product( bp)

Numb1
Forward
Ｒeverse

5’GCCTCTAATGTGCCTGTAGTG 3’
5’TTGGCGACTGATGTGGATG 3’

103bps

Numb2
Forward
Ｒeverse

5’GCCTCTAATGTGCCTGTAGTG 3’
5’TTGGCGACTGATGTGGATG 3’

103bps

2． 3． 4 Western － Blot 法检测各组小鼠 Notch 信号传导通
路中显著性差异基因蛋白量 治疗 5 d 后，从各组中随机
选取 6 只小鼠脱颈处死，取其骨髓，采用Western Blot法( 免
疫印迹方法) 进行骨髓细胞 numb蛋白量的检测，包括蛋白
质的抽取及定量。
2． 4 统计方法
采用 SPSS 18． 0 软件进行统计分析。计量资料以均数

( 珋x ± s) 表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
3 结果
3． 1 针灸对 CTX健康小鼠外周血白细胞数的影响
除 A组外，其余各组小鼠经 CTX处理后第 2 天白细胞
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计数明显下降，说明 CTX 对小鼠具有明显的细胞毒作用。
见表 2。
表 2 CTX造模前后健康小鼠外周血白细胞
计数的变化( × 109 /L，珋x ± s)

组别 n 1 /0 2 /1 3 /2 4 /3

A组 8 8． 56 ± 2． 362 10． 05 ± 1． 794 8． 43 ± 0． 570 7． 33 ± 2． 020
B组 8 6． 48 ± 1． 969 5． 14 ± 2． 365# 2． 85 ± 1． 111# 1． 41 ± 0． 562#

C组 8 6． 86 ± 3． 567 4． 35 ± 1． 604# 2． 16 ± 0． 717# 1． 28 ± 0． 311#

D组 8 7． 01 ± 1． 599 4． 51 ± 0． 730# 2． 30 ± 0． 334# 1． 14 ± 0． 256#

注: 与 A组比较，#P ＜ 0. 05

与 B组相比，C组、D组小鼠白细胞回升提前且升幅较
大，验证了前期导师组的研究结果［19］: 针灸均有较好的改

善化疗药物所致骨髓抑制，升高外周血白细胞的作用。见
表 3。

表 3 治疗前后健康小鼠外周血白细胞
计数变化( × 109 /L，珋x ± s)

组别 n 1 2 3 4 5

A组 8 7． 33 ± 2． 020 7． 84 ± 2． 107 8． 29 ± 0． 948 7． 60 ± 0． 854 9． 80 ± 0． 578
B组 8 1． 41 ± 0． 562# 1． 49 ± 0． 552# 0． 76 ± 0． 288# 3． 60 ± 0． 896# 5． 85 ± 1． 242#

C组 8 1． 28 ± 0． 311# 1． 01 ± 0． 253# 2． 48 ± 2． 266#* 5． 95 ± 1． 954* 8． 06 ± 0． 713
D组 8 1． 14 ± 0． 256# 1． 26 ± 0． 267# 2． 01 ± 0． 356# 5． 48 ± 0． 623#* 7． 50 ± 0． 961

注: 与 A组比较，#P ＜ 0. 05; 与 B组比较，* P ＜ 0. 05

3． 2 针灸对 CTX健康小鼠 notch 信号传导通路中差异基
因蛋白表达的影响

治疗 5 d后，与 A 组比，B 组中 numb1 和 numb2 上调;
与 B组比，C组、D组中 numb1 和 numb2 上调，且具有显著
性差异( P ＜ 0. 05) 。见表 4。
表 4 针灸对 CTX健康小鼠 Notch信号传导通路中
差异基因蛋白表达的影响( 珋x ± s)

组别 n numb1 numb2

A组 8 831． 38 ± 24． 686 796． 13 ± 52． 283
B组 8 748． 25 ± 37． 040# 727． 63 ± 47． 764#

C组 8 792． 88 ± 56． 992* 790． 25 ± 36． 503*

D组 8 819． 25 ± 32． 740* 791． 25 ± 22． 257*

注: 与 A组比较，#P ＜ 0. 05; 与 B组比较，* P ＜ 0. 05

3． 3 针灸对 CTX 健康小鼠 Notch 信号传导通路中显著性
差异基因 mＲNA( % ) 的影响

CTX化疗后，在小鼠骨髓细胞 notch 信号传导通路显
著性差异基因 numb1、numb2 中，与 A 组比，B 组 numb1、
numb2 mＲNA表达降低; 经过治疗后与 B 组比，C 组、D 组
虽均无统计学意义，但针刺、艾灸后 numb1、numb2 mＲNA
表达均上调，且 D 组优于 C 组，但无显著性差异( P ＞
0. 05) 。见表 5。
表 5 针灸对 CTX健康小鼠 Notch信号传导通路中
显著性差异基因 mＲNA( % ) 的影响( 珋x ± s)

组别 n numb1 numb2

A组 8 0． 326 1 ± 0． 147 9 5． 403 3 ± 2． 241 0
B组 8 0． 173 2 ± 0． 058 9# 3． 103 2 ± 0． 599 1#

C组 8 0． 215 4 ± 0． 125 2 4． 252 8 ± 2． 222 8
D组 8 0． 282 6 ± 0． 173 9 4． 437 6 ± 1． 526 4

注: 与 A组比较，#P ＜ 0. 05

3． 4 针灸对 CTX 健康小鼠 Notch 信号传导通路中差异基
因蛋白量的影响

经 CTX 处理后，numb1、numb2 蛋白含量下降，说明
CTX可引起小鼠骨髓细胞中的 numb 蛋白( numb1、numb2)
含量下降，可能导致 Notch信号传导通路失去抑制，发生异
常激活，致骨髓抑制。治疗 5 d 后，C 组、D 组与 B 组比，
numb2 含量增加，且 D 组具有显著性差异( P ＜ 0. 05 ) ，C
组、D组与 B组比，numb1 蛋白量变化虽无显著性差异( P
＞ 0. 05) ，但有升高趋势，且 C组较 D组高。提示针灸可以
通过增加 numb蛋白的含量。见表 6。
表 6 针灸对 CTX健康小鼠 Notch信号传导
通路中差异基因蛋白量的影响( 珋x ± s)

组别 n numb1 numb2

A组 6 2 911． 8 ± 632． 6 3 576． 1 ± 383． 26
B组 6 2 323． 6 ± 902． 55 2 758． 4 ± 644． 68#

C组 6 3 065． 4 ± 849． 17 3 318． 7 ± 364． 72
D组 6 2 953． 0 ± 921． 95 3 412． 0 ± 580． 86*

注: 与 A组比较，#P ＜ 0. 05; 与 B组比较，* P ＜ 0. 05

4 讨论
“骨髓抑制”虽未见载于祖国医学典籍中，但据其病
因、病机和临床表现，多将之归于中医“虚劳”“虚损”的范
畴［20 － 22］。本病多以正气虚损为本，复受“外来毒邪”即化
学药物所伤，导致生化乏源，气血具虚，脾肾不足。据《诸
病源候论》所载:“夫虚劳多伤于肾”，虚劳之人“精髓萎竭，
血气虚弱”，“脏腑不和，脾胃气弱”，“阴阳伤损，血气凝
涩”。以“虚则补之”( 《灵枢·经脉》) 、“劳则温之”( 《素
问·至真要大论》) 为治疗原则，结合导师课题组近 30 年
的临床和实验研究经验［23］，取“大椎”“膈俞”“肾俞”“足三
里”等腧穴，施以针刺及艾灸，以达到健脾益肾、调补气血、
益精填髓、固本培元之作用。
促进机体骨髓造血微环境的恢复与重建，使造血干细

胞( Hematopoietic stem cell，HSC) 快速有效地增殖是化疗后
造血功能再生的关键与前提，而 HSCs 自我更新能力的获
得、造血特性的保持则依赖于 Notch 信号传导通路［24］。有
研究发现，Notch信号传导通路也许是主要的造血系统调节
通路，维持 HSC的增殖、分化潜能，改善骨髓造血功能［25］。
活化 Notch信号，能够达到抑制 HSCs 分化，促进造血功能
短期、长期恢复的目的［26］，抑制 Notch信号能导致 HSCs 加
速分化，降低其造血重建能力［27］。

Numb是一个与质膜相连的细胞质蛋白质，是细胞命
运的关键调控器，其 6 种亚型均包含 4 个作用域: 磷酸酪氨
酸结合结构域( phosphotyrosine － binding，PTB) 、富脯氨酸结
构域( proline rich region，PＲＲ) 、表皮生长因子受体底物 15
( EGFＲ pathway substrate clone no． 15，Eps15 ) 同源结构域
DPF( aspartate － proline － phenylalanine tripeptide ) 和 NPF
( aspargine － proline － phenylalanine tripeptide) ［28］。Numb通
过其 N端 PTB与 Notch结合，通过其 C端 DPF与 α －衔接
蛋白结合，进而实现由 α －衔接蛋白介导的胞吞作用下调
Notch［29］。Notch是一种跨膜受体蛋白，Numb是 Notch的上
游分子，二者相互拮抗，Numb 通过抑制 Notch 的活性发挥
其抑癌作用，抑制肿瘤发展［30 － 31］。有研究发现，Numb的 2
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种亚型，h － Numb － 1、3 ( Numb － PＲＲL ) ，具有促进细胞增

殖的作用，h － Numb － 2、4 ( Numb － PＲＲS ) 则具有促进细胞

分化的作用［32］。因此，Numb1 与 Numb2 可促进骨髓造血
干细胞的增殖和分化。
本研究结果显示，小鼠经 CTX 处理后，骨髓细胞中

Notch信号传导通路 numb蛋白( numb1、numb2) 表达下调，
CTX健康小鼠 Notch信号过度激活，致使骨髓造血干 /祖细
胞细胞增殖作用减弱、分化作用增强，从而持续减少造血
干 /祖细胞的数量，进而骨髓造血功能减弱，同时影响细胞
周期［33］，引起骨髓抑制、外周血白细胞减少等一系列不良
反应。对 CTX小鼠分别施以针刺和艾灸，结果提示: 针刺、
艾灸可上调 CTX 小鼠骨髓细胞中 Notch 信号传导通路
numb蛋白( numb1、numb2) 的表达，抑制过度活化的 Notch
信号，减轻 CTX化疗引起的健康小鼠骨髓抑制，改善其骨
髓造血功能，提升 CTX化疗导致的外周血白细胞减少。本
研究系统观察了针灸对 CTX化疗后，健康小鼠骨髓细胞中
Notch信号传导通路上差异表达基因作用途径，通过探索针
灸对 Numb /Notch信号网络上相关蛋白 numb1、numb2 表达
的影响，初步验证了“Notch信号传导通路是针灸对抗骨髓
抑制、改善造血等综合作用的关键机制”之假说。揭示了针
灸保护骨髓造血功能，减轻骨髓抑制新的分子生物学机制。
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