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摘要： 为探究 ｔｅｌｏｃｙｔｅｓ （ＴＣｓ） 在内关穴的形态特征及其与周围结构的关系， 分析 “逆灸” 对其微细结构的形态响应， 本文选用健康 ＳＤ 雄性大

鼠为研究对象， 分为正常组和艾灸干预组， 正常组不做处理， 艾灸干预组进行 “逆灸” 内关穴 １０ ｄ， 通过 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色， ＣＤ３４＋和 ｃ－ｋｉｔ＋免
疫荧光双标， 透射电镜检测， 进行系统研究。 结果显示， 内关穴分布有丰富的 ＴＣｓ， 它们与皮肤中的血管、 神经、 脂肪细胞、 筋膜和胶原纤维等

密切相接， 显示出其与周围成分的联系功能。 进一步发现， 与正常组对比， “逆灸” 组 ＴＣｓ 的突起 （Ｔｐｓ） 增长， ＴＣｓ 周围胞外囊泡增多， ＴＣｓ 之

间的细胞连接增加， 表明 “艾灸” 可在形态上激活 ＴＣｓ， 并增强其信息传递功能。 提示， 作为心包经的关键穴位， 内关穴中的 ＴＣｓ 有望成为艾灸

预防心血管疾病机制研究的新靶位。
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　 　 根据中医经络学说， 内关穴是手厥阴心包经的主
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要穴位， 一直以来是中医治疗心胸血管疾病的首选经

典穴位。 早在 《灵枢·邪客》 《灵枢·经别》 和 《针
灸甲乙经》 中提及心为五脏六腑之主， 心包经为心

之主脉， 内关穴为心包经之主穴， 可治心胸疾病［１］。
随着社会发展， “治未病” 的预防医学理念逐渐

被认可， 并在防治心血管疾病上取得显著疗效［２］。
治未病主要分为 ３ 个层次， 未病先防 、 既病防范和
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病后防复。 中医针灸包括针刺与艾灸， 两者均为治未

病的重要方法。 相关文献研究报道， 针刺多用于既病

防变的方面， 而艾灸多用于正常机体的未病先防， 因

此在 “治未病” 中艾灸的应用多于针刺［３－４］。 艾灸预

处理， 也被称为 “逆灸” 法， 具有温经活络， 提高

免疫力等疗效［５］。 现代中医学研究证明艾灸预处理

内关穴对心肌缺血等心血管疾病具有较好的预防作

用［６－８］。 然而内关穴发挥作用的实质， 目前尚无明确

定论。
Ｔｅｌｏｃｙｔｅｓ （ＴＣｓ）， 又名远细胞， 广泛分布于体内

间质， 具有数量不等极细而长的突起 （Ｔｐ）， 突起上

有大小不等的膨大结节［９］， 并与同型细胞和异型细

胞之间可形成缝隙连接网络， 实现细胞之间的直接通

讯［１０］。 而且在远细胞的突起和膨大结节中有丰富的

内质网， 线粒体， 钙窖和分泌的胞外囊泡， 能促进细

胞之间的远距离联系［１１－１２］。 近期相关研究报道远细

胞与经络特点吻合， 远细胞可能是经络中发挥关键作

用的细胞［１３］。 但目前仍需要大量的试验验证。
本文在前期观察与分析的基础上［１４－１８］， 选取了

大鼠心包经络线上的皮肤内关穴， 并通过艾灸预处理

（ “逆灸” ）， 从形态结构与细胞功能的角度， 鉴定

ＴＣｓ 在皮肤内关穴上存在及其动态变化， 力图阐明

ＴＣｓ 为艾灸治未病的效应细胞之一。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与分组

ＳＤ 雄性大鼠 （ｎ＝ ６）， 购买于北京斯贝福生物技

术有限公司， 饲养于南京农业大学实验动物中心。 试

验中所有动物试验程序均得到了南京农业大学动物医

学院实验动物伦理委员会的许可和江苏省科技厅

［ＳＹＸＫ （ＳＵ） ２０２１－００８６］ 的批准。 试验随机分为 ２
组， 正常组和艾灸组， 每组各 ３ 只。
１􀆰 ２　 穴位定位与艾灸方法

内关穴在距离腕关节约 ３ ｍｍ 的桡尺骨缝间， 根

据针刺研究 《实验动物常用穴位名称与定位第 ２ 部

分： 大鼠》 取穴定位。 将大鼠用魔术贴平躺并固定

在自制木板上， 剃去前肢内侧的内关穴位处的毛， 点

燃艾灸条， 将艾灸条对准双侧内关穴悬在穴位上方

０􀆰 ５ ｃｍ 左右， 并及时除去艾灰， 调整施灸距离， 控

制穴区温度在 ４３ ℃左右， １ 天 １ 次， 共计 １０ ｄ。 在

１０ ｄ 内， 正常组进行和艾灸组一样的绑定方式， 但

不艾灸， 每次 ２０ ｍｉｎ， 共 １０ ｄ。 试验用艾条购买于临

湘市湖香艾生物科技有限责任公司， 规格为 ４ ｍｍ×
１２０ ｍｍ×４０ 支。
１􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＣＤ３４ 兔多克隆抗体， ＤＡＰＩ 细胞核染色液 （武

汉博士德生物工程有限公司）； ｃ－ｋｉｔ 鼠单克隆抗体

（美国圣克鲁斯生物技术有限公司）； 抗荧光淬灭剂

（上海碧云天生物技术有限公司）； ＣｏｒａＬｉｔｅ ４８８－ｃｏｎ⁃
ｊｕｇａｔｅｄ 山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 和 ＣｏｒａＬｉｔｅ ５９４－ｃｏｎｊｕ⁃
ｇａｔｅｄ 山羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （武汉三鹰生物技术有限

公司）； 组织自发荧光淬灭剂 （北京普利莱基因技术

有限公司）； 苏木精和伊红染色液 （上海源叶生物技

术有限公司）； ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒和中性树胶 （北京

索莱宝科技有限公司）。
石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）， Ｏｌｙｍｐｕｓ ＤＰ７３

光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）， 超微切片机 （奥
地利 Ｒｅｉｃｈｅｒｔ Ｊｕｎｇ 公司）， 日立透射电镜 Ｈ － ７６５０
（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）。
１􀆰 ４　 ＨＥ 染色

取大鼠皮肤内关穴位 （根据穴位定位取材）， 将

组织固定在 ４％多聚甲醛中 ４８ ｈ。 再进行修块， 脱

水， 透明， 浸蜡与包埋。 将组织切为 ６ μｍ 的薄片，
烘干， 脱蜡至水， 苏木精伊红染色后， 中性树胶封

片， 显微镜观察并拍照。
１􀆰 ５　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

将切片进行常规脱蜡至水， 使用 Ｗｅｉｇｅｒｔ 铁苏木

素染色液染色 ８ ｍｉｎ， 酸性乙醇分化 １０ ｓ， 水洗，
Ｍａｓｓｏｎ 蓝化液返蓝 ４ ｍｉｎ， 蒸馏水洗， 丽春红品红染

色液染色 ８ ｍｉｎ， 配置弱酸工作 （液蒸馏水 ∶ 弱酸溶

液＝ ２ ∶ １）， 用弱酸工作液洗 １ ｍｉｎ， 磷钼酸溶液洗

１ ｍｉｎ ３０ ｓ， 用弱酸工作液洗 １ ｍｉｎ 后， 苯胺染色液中

染色 １ ｍｉｎ ３０ ｓ， 用弱酸工作液洗 １ ｍｉｎ， ９５％乙醇和

无水乙醇脱水， 二甲苯透明， 中性树胶封固。
１􀆰 ６　 免疫荧光鉴定 ＴＣ 细胞

组织切片被脱蜡至水。 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 清

洗切片， 再放入 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ 柠檬酸钠溶液中以修复抗

原。 ３％的 Ｈ２ Ｏ２ 灭活过氧化物酶， ＰＢＳ 清洗。 ＣＤ３４
兔多克隆抗体 （１ ∶ １００） 和 ｃ－ｋｉｔ 小鼠单克隆抗体

（１ ∶ １００） 在 ４ ℃ 下培养过夜。 用 ＰＢＳ 清洗， 二抗

（１ ∶ １００） 在 ３７ ℃ 下孵育 １ ｈ。 细胞核用 ＤＡＰＩ
（ Ｂｏｓｔｅｒ ） 染色， 组织自发荧光淬灭剂室温孵育

３０ ｍｉｎ 后， 抗荧光淬灭剂封片。 通过荧光显微镜

（日本奥林巴斯 ＤＰ７３） 收集图像。
１􀆰 ７　 透射电镜观察

将皮肤内关穴组织修剪为 １ ｍｍ３的小块， 用预冷

的 ２􀆰 ５％戊二醛在 ４ ℃下固定 ４８ ｈ 后， 然后用 ＰＢＳ 清

洗并在 １％四氧化锇中孵育。 再用 ＰＢＳ 清洗， 用乙醇

梯度 （５０％、 ７０％、 ８０％和 １００％） 脱水， 用氧化丙

烯－Ａｒａｌｄｉｔｅ 混合物渗透， 并嵌入 Ａｒａｌｄｉｔｅ。 用超微切

片机制备超薄切片 （５０ ｎｍ）。 超薄切片经 １％乙酸铀

和雷诺铅染色 ２０ ｍｉｎ。 最后超薄组织切片用透射电子
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显微镜 （日本日立 Ｈ－７６５０） 观察。
１􀆰 ８　 数据统计分析

数值均使用 “平均值±标准差” 表示， 数据处理

与图片分析通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２， Ｉｍａｇｅ Ｊ 和

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件完成。 采用 ｔ 检验进行组间差异性对

比分析， 所有检测至少独立进行 ３ 次， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为显

著性差异， Ｐ＜０􀆰 ０１ 为极显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠内关穴皮肤组织的结构特征

ＨＥ 染色表明， 大鼠皮肤内关穴位处由上到下依

次分为表皮， 真皮和皮下组织 （图 １－ａ１ 和图 １－ａ２），
在大鼠皮肤内关穴从表皮到皮下组织， 穿过真皮层和

浅深筋膜带的垂直距离为 ２􀆰 ２ ｍｍ 左右。 在真皮层中

分布有毛囊和皮脂腺等， 而皮下组织中分布有毛囊、
脂肪、 筋膜、 血管和神经等。

Ｍａｓｓｏｎ 染色进一步显示 （图 １－ｂ１ 和图 １－ｂ２），
在大鼠皮肤内关穴位处的真皮、 皮下组织中有蓝色的

胶原纤维和红色的肌纤维， 且胶原纤维主要围绕着皮

脂腺、 毛囊、 脂肪、 血管、 神经、 筋膜分布。 与

ＨＥ 染色相同， 内关穴皮肤亦包括表皮、 真皮和皮下

组织。

Ｈｆ． 毛囊； Ｓｇ． 皮脂腺； Ａｔ． 脂肪组织； Ｅｐ． 表皮； Ｂｖ． 血管； Ｎｅ． 神经； Ｆａ１ ／ Ｆａ２． 筋膜浅层 ／ 深层。

图 １　 大鼠内关穴皮肤结构的 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色

２􀆰 ２　 大鼠内关穴荧光双标的鉴定 ＴＣｓ 及其对 “逆
灸” 的响应

　 　 免疫荧光标记鉴定 ＴＣｓ， 常使用 ＣＤ３４ ＆ ｃ－ｋｉｔ，
ＣＤ３４ ＆ ＰＤＧＦＲＡ 或 ＣＤ３４ ＆ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 双重组合。 本

试验正常组在真皮层和皮下组织中的毛囊 （图 ２ －
ａ４）、 血管 （图 ２－ｂ４）、 神经 （图 ２－ｂ４）、 脂肪周围

和筋膜中 （图 ２－ｃ４） 均有双标 ＣＤ３４ （绿色） 与 ｃ－
ｋｉｔ （红色） 为阳性的 ＴＣｓ， 呈细长突起状， 筋膜中

ＴＣｓ 数量较多， 且具有平行排列的特点 （图 ２－ｃ４）。
艾灸预处理后， ＣＤ３４ 和 ｃ－ｋｉｔ 荧光双标阳性的

ＴＣｓ 大量分布在筋膜处 （图 ３）。 通过半定量统计分

析发现， 在 “逆灸” 组筋膜中 ＣＤ３４ 和 ｃ－ｋｉｔ 蛋白表

达的平均荧光强度比正常组筋膜中的显著性增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ３Ａ）， 并且 “逆灸” 筋膜中的 ＣＸ４３
（细胞连接标记物） 表达比正常组极显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１） （图 ３Ｂ）。
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白色箭头代表免疫荧光双标为 ＣＤ３４ （绿色） 和 ｃ－ｋｉｔ （红色） 阳性的 ＴＣｓ。 ａ１ ～ ａ４． 毛囊周围的 ＴＣｓ； ｂ１ ～ ｂ４． 血管、 神经周围和筋膜中的

ＴＣｓ； ｃ１～ ｃ４． 脂肪和筋膜中的 ＴＣｓ。 Ｈｆ． 毛囊； Ｂｖ． 血管； Ｎｅ． 神经； Ａｔ． 脂肪组织； Ｆａ． 筋膜。

图 ２　 大鼠内关穴皮肤免疫荧光双标鉴定 ＴＣｓ

Ａ． ＣＤ３４ （绿色） 和 ｃ－ｋｉｔ （红色） 荧光双标为阳性的 ＴＣｓ， 柱状图分别表示正常组与 “逆灸” 组 ＣＤ３４ 和 ｃ－ｋｉｔ 阳性平均荧光强度的差异对

比结果； Ｂ． 正常组与 “逆灸” 组 ＣＤ３４ （绿色） 和 ＣＸ４３ （红色） 荧光双标图， 柱状图表示正常组与 “逆灸” 组 ＣＸ４３ 表达差异。

图 ３　 大鼠内关穴筋膜正常组和 “逆灸” 组中免疫荧光双标 ＴＣｓ 和 ＣＸ４３ 表达差异

·１２１·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ６ 期



２􀆰 ３　 透射电镜观测 ＴＣｓ 及其对 “逆灸” 的响应

超微形态结果显示 （图 ４）， 正常大鼠内关穴皮

肤筋膜中有 ＴＣｓ 分布， 这些 ＴＣｓ 周围总是伴随着胶原

纤维， 并且 ＴＣｓ 具有细长的突起 （Ｔｐ）， 胞体中有丰

富的内质网 （图 ４ｂ）， 在 ＴＣｓ 周围有胞外囊泡分布，

Ｔｐ 与 Ｔｐ 之间形成了细胞连接 （图 ４ａ）。
与正常组比较， 艾灸预处理后皮肤内关穴 ＴＣｓ 的

总长度显著性增长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， 图 ４ｆ ～ ｈ）， 并且胞外

囊泡和细胞连接也都增加， 且细胞连接更发达 （图
４ｅ）。

黑色直箭头表示 ＴＣｓ； 黑色弯箭头表示远细胞分泌的胞外囊泡； 黑色双箭头表示的细胞连接； ＣＪ． 细胞连接； Ｃｆ． 胶原纤维； ＥＲ． 内质网；
Ｂｖ． 血管； Ｔｐ１ ／ Ｔｐ２． ＴＣ 的突起。

图 ４　 大鼠内关穴 ＴＣｓ 及其对 “逆灸” 响应的透射电镜观察

３　 讨论

ＴＣｓ 一般位于组织器官的间质中， 其细长的突起

向外延伸［１９］， 鉴定 ＴＣｓ 的方法是透射电镜和免疫荧

光双重标记， 其标记因子包含 ＣＤ３４ ＆ ｃ－ｋｉｔ， ＣＤ３４
＆ ＰＤＧＦＲＡ 或 ＣＤ３４ ＆Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 双重组合［９］。 本研究

发现， 在内关穴位皮肤中由真皮层到皮下组织 （浅
筋膜）， 在毛囊、 血管、 神经、 脂肪细胞、 筋膜和胶

原纤维束的周围均有荧光双标为 ＣＤ３４ 和 ｃ－ｋｉｔ 阳性

的 ＴＣｓ 分布， 并得到超微结构的验证。 透射电镜结果

进一步发现皮肤内关穴位的 ＴＣｓ 之间具有细胞连接，
周围聚集大量的胞外囊泡， 显示出其广泛的联络性。

艾灸是中医上常用来预防与治疗疾病的有效方

法， 主要以温促通， 利于气血运行［２０］。 艾灸内关穴

对心血管系统有特异性的预防保护作用［６－８］， 因此在

内关穴位靶向到心脏的路径上， 必定存在响应艾灸效

应的细胞通道实现信息的传递与交流［２１－２２］， 但联络

实质未知。 中医理论认为， 经络能够联络穴位与脏

腑。 有观点提出 “ＴＣｓ 可能为潜在的经络实质细胞”。
本研究发现， 艾灸预处理内关穴后， 穴位处 ＴＣ 突起

变长， 胞外囊泡增加。 这些变化表明， ＴＣｓ 及其细长

突起具有实现远距离信息传递的可能。 目前已有研究

报道 ＴＣｓ 分泌的外泌体 （信号载体） 可运送到多种

细胞和基质中［２３］。 进一步的荧光双标和透射电镜试

验观察到， ＴＣｓ 之间存在 ＣＸ４３ 阳性 （缝隙连接标记

物） 的细胞连接， 结合相关文献研究， 证明 ＴＣｓ 可

实现细胞的单向和双向的信息传递 （缝隙连接具有

双向传导功能）， 利于细胞之间发生电偶联和代谢偶

联［２４］。 由此， ＴＣｓ 在内关穴位的存在， 以及艾灸激

活 ＴＣｓ 分泌胞外囊泡和细胞连接， 说明 ＴＣｓ 可能为艾

灸作用的效应细胞， 而且能够在皮肤内关穴传递信

息， 即 ＴＣｓ 具有合乎中医经络实质的细胞学特点。 与

此同时， ＴＣｓ 具有丰富的内质网和线粒体， 加之分泌

大量的胞外囊泡， 是其进行能量和传递信息的保障。
因此， 光镜 （免疫荧光双标法） 和电镜技术均能显

示 ＴＣｓ 在内关穴皮肤中存在， 并响应 “逆灸” 作用。
试验证明， 作为心包经的关键穴位， 内关穴中的 ＴＣｓ
有望成为艾灸预防心血管疾病机制研究的新靶位。
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