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!基础研究!

温针灸对兔膝骨性关节炎模型软骨细胞中

D

#

'?A

氨基末端激酶信号通路的影响

武永利$刘$娣$马晓秀$李$春

摘要$目的$观察温针灸治疗兔膝骨性关节炎"

IFJ

#模型软骨中
D

#

'?A

氨基末端激酶"

',I

#信号通

路及基质金属蛋白酶"

++K

##

#

$

++K

#

#%

的表达%为温针灸治疗
IFJ

提供现代医学理论支持& 方法$

9"

只新西兰大耳兔随机选择
%"

只采用右膝关节伸直位石膏固定制备
IFJ

模型%另
#"

只为正常对照组& 固

定
7

周后行
L

线检查确定造模成功后随机分为温针灸组$双氯芬酸钠组$模型组%每组
#"

只& 温针灸组选

取足三里$鹤顶$内膝眼穴给予温针灸治疗%每天
#

次%

#8 0=AG

次%治疗
!

周'双氯芬酸钠组按
#8 0BGMB

灌

胃%每天
#

次%治疗
!

周'模型组及正常对照组不予任何干预%正常饲养& 采用免疫组织化学法$

N)

#

K&N

$免

疫蛋白印迹法"

*/OP/2A Q4-P

#检测软骨中
',I#

$

',I!

$

++K

#

#

$

++K

#

#%

的表达& 结果$与正常对照组

比较%模型组关节软骨中
++K

#

#

$

++K

#

#%

$

',I#

$

',I! 0N,J

及蛋白表达升高"

K R"

!

"8

#%且温针灸组$

双氯芬酸钠组关节软骨中
++K

#

#

$

++K

#

#%

$

',I#

$

',I! 0N,J

及蛋白表达较模型组降低"

K R"

!

"8

#%同

时温针灸组
++K

#

#

$

++K

#

#% 0N,J

蛋白表达及
',I#

$

',I! 0N,J

表达较双氯芬酸钠组降低更为明显

"

K R"

!

"8

#& 结论$温针灸可抑制
IFJ

软骨细胞中
',I#

$

',I!

$

++K

#

#

$

++K

#

#%

的表达%温针灸治疗

IFJ

可能是通过激活
',I

信号通路%抑制
++K

#

#

$

++K

#

#%

的表达而达到治疗作用&

关键词$温针灸' 膝骨关节炎' 基质金属蛋白酶'

D

#

'?A

氨基末端激酶信号通路

;SS/DP -S *<20=AB +-T=1?OP=-A -A ;TU2/OO=-A -S D

#

'?A ,

#

P/20=A<4 I=A<O/ -S &<2P=4<B/ &/44O =A

N<11=PO >=PV IA// FOP/-<2PV2=P=O

$

*W X-AB

#

4=

"

Y(W E=

"

+J L=<-

#

T=?

"

<AZ Y( &V?A

$

E/U<2P0/AP -S

F2PV-U/Z=DO <AZ )2<?0<P-4-B@ -S )2<Z=P=-A<4 &V=A/O/ +/Z=D=A/

"

[/A/2<4 \-OU=P<4 -S ,=ABT=< +/Z=D<4 WA=

#

./2O=P@

"

X=ADV?<A

$

$8"""9

%

JQ])NJ&)

%

F1H/DP=./

%

)- -1O/2./ PV/ /SS/DP -S PV/ ><20=AB 0-T=1?OP=-A

$

*+

%

-A PV/ /TU2/OO=-A

-S D

#

'?A ,

#

P/20=A<4 M=A<O/

$

',I

%

<AZ 0<P2=T 0/P<44-U2-P/=A<O/

#

#G#%

$

++K

#

#

&

++K

#

#%

%

=A MA// D<2P=4<B/

-S -OP/-<2PV2=P=O 2<11=PO

"

<AZ /TU4-2/ PV/ 0/DV<A=O0 -S *+ P2/<P0/AP -A MA// -OP/-<2PV2=P=O

$

IFJ

%

5

+/PV-ZO

%

)/A 2<11=PO >/2/ O/4/DP/Z 2<AZ-04@ S2-0 9" 2<11=PO <O PV/ A-20<4 D-AP2-4O B2-?U

$

,& B2-?U

%"

<AZ PV/ 2/OP %" 2<11=PO >/2/ /OP<14=OV/Z 0-Z/4 -S IFJ 1@ /TP/AO=-A U-O=P=-A >=PV U4<OP/2 D<OP5 JSP/2 7

>//MO

"

L

#

2<@ DV/DM=AB ><O ?O/Z P- Z/P/20=A/ PV/ 0-Z/4 O?DD/OO5 )V/ %" 0-Z/4 2<11=PO >/2/ 2<AZ-04@

Z=.=Z/Z =AP- PV/ *+ B2-?U

"

PV/ Z=D4-S/A<D O-Z=?0 B2-?U

$

E] B2-?U

%

<AZ PV/ 0-Z/4 B2-?U

$

+[ B2-?U

%"

#"

=A /<DV B2-?U5 *+ <P ^?O<A4=

$

])

#

%7

%"

\/Z=AB

$

;L

#

Y;!

%"

,/=T=@<A

$

;L

#

Y;9

%

><O U/2S-20/Z =A PV/ *+

B2-?U

"

#8 0=A /<DV

"

-AD/ U/2 Z<@5 )V/ 2<11=PO =A PV/ E] B2-?U >/2/ <Z0=A=OP2<P/Z >=PV Z=D4-S/A<D O-Z=?0

1@ B<.<B/ #8 0BGMB

"

-AD/ U/2 Z<@ S-2 ! >//MO5 )V/ 2<1=PO =A PV/ +[ <AZ ,& B2-?U 2/D/=./Z A- P2/<P0/AP5

)V/ DV<AB/ -S D-AP/AP -S ',I#

"

',I!

"

++K

#

#

"

++K

#

#% /TU2/OO=-A =A D<2P=4<B/ <SP/2 P2/<P0/AP >/2/ -1

#

O/2./Z 2/OU/DP=./4@ 1@ =00?A-V=OP-DV/0=D<4 0/PV-Z

"

2/./2O/ P2<AOD2=UP=-A

#

K-4@0/2<O/ &V<=A N/<DP=-A

<AZ */OP/2A Q4-P5 N/O?4PO

%

&-0U<2/Z >=PV PV/ ,& B2-?U

"

PV/ 0N,J <AZ U2-P/=A /TU2/OO=-AO -S ',I#

"

',I!

"

++K

#

#

"

++K

#

#% =A PV/ +[ B2-?U >/2/ O=BA=S=D<AP4@ =AD2/<O/Z

$

K R "

&

"8

%

5 &-0U<2/Z >=PV PV/ +[

B2-?U

"

PV/ 0N,J <AZ U2-P/=A /TU2/OO=-AO -S ',I#

"

',I!

"

++K

#

#

"

++K

#

#% =A PV/ *+ <AZ E] B2-?U >/2/
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O=BA=S=D<AP4@ Z/D2/<O/Z

$

K R"

&

"8

%

5 )V/ 0N,J <AZ U2-P/=A /TU2/OO=-AO -S ++K

#

#

"

++K

#

#% <AZ PV/ 0N,J

/TU2/OO=-A -S ',I#

"

',I! =A PV/ +[ B2-?U >/2/ Z/D2/<O/Z O=BA=S=D<AP4@ PV<A PV-O/ =A PV/ E] B2-?U

$

K R

"

&

"8

%

5 &-AD4?O=-AO

%

*+ D<A =AV=1=P PV/ /TU2/OO=-A -S ',I#

"

',I!

"

++K

#

#

"

++K

#

#% =A IFJ DV-AZ2-

#

D@P/O

"

=AZ=D<P=AB PV<P *+ 0=BVP 2/4=./O MA// -OP/-<2PV2=P=O 1@ 2/Z?D=AB PV/ /TU2/OO=-A -S ++K

#

# <AZ

++K

#

#% 1@ ',I U<PV><@5

I;X*FNE]

%

><20=AB 0-T=1?OP=-A

'

MA// -OP/-<2PV2=P=O

'

0<P2=T 0/P<44-U2-P/=A

'

D

#

'?A ,

#

P/20=A<4 M=

#

A<O/ U<PV><@

$$骨关节炎$

-OP/-<2PV2=P=O

"

FJ

%是临床上最常见

的关节疾患之一"是导致关节长期慢性疼痛及关节功

能障碍的主要病因"引起了国际社会的广泛关注"手术

治疗只能处理终末期的症状"对早中期缺乏有效的治

疗手段( 临床研究发现"温针灸治疗早中期膝骨性关

节炎$

MA// -OP/-<2PV2=P=O

"

IFJ

%具有一定的临床疗

效)

#

"

!

*

"但其作用机制未完全阐明( 有研究报道不同

的应激刺激可以通过刺激
D

#

'?A

氨基末端激酶$

D

#

'?A ,

#

P/20=A<4 M=A<O/

"

',I

%信号蛋白通路引起软

骨退变及损伤等一系列变化"包括慢性应激刺激能够

引起关节软骨细胞&滑膜细胞产生相关炎症因子)

%

*

"

炎症因子进一步经过
',I

信号通路进行细胞内信号

转导"最终引起基质金属蛋白酶$

0<P2=T 0/P<44-U2-

#

P/=A<O/

"

++KO

%表达升高&自由基的生成&细胞凋亡

等一系列的过程)

9

"

$

*

"达到抑制蛋白多糖和二型胶原

的的合成"促进细胞外基质降解"引起并加快
IFJ

的

进展( 现代研究表明"

++KO

与
',I

信号通路在软

骨细胞退变中起到了重要的作用)

6

"

#"

*

"且温针灸可抑

制软骨细胞中
++KO

的表达)

##

"

#!

*

( 因此"温针灸治

疗
IFJ

的作用机制可能与抑制
++KO

的表达及

',I

信号通路之间存在相关性( 本实验制备
IFJ

模

型兔"采用温针灸疗法作用于
IFJ

兔关节周围穴位"

以期观察温针灸治疗
IFJ

的临床疗效及对软骨细胞

',I

信号转导通路中
',I#

&

',I!

的表达及通路下

游的
++K

#

#

&

++K

#

#%

表达的影响(

材料与方法

#

$动物$

9"

只普通级
7

月龄雄性新西兰大耳兔

$宁夏医科大学动物实验中心提供"动物许可证号#

]&LI!"#9

"

"""8

%"体重$

!

!

89

%

"

!

8#

%

MB

( 实验通过

宁夏医科大学总医院医学科研伦理审查委员会批准(

!

$试剂及仪器$兔抗人
!

#

D<P/A=A

单克隆抗体&

兔抗人
)&_

#

9

单克隆抗体&兔抗人
O-OP

单克隆抗体

$

J1D<0

公司"美国%'

\NK

标记山羊抗兔
(B[

$北京中

杉金桥生物技术有限公司"中国%'

N,J K?2/ )=OO?/ I=P

动物组织
N,J

提取试剂盒$北京康为世纪生物科技有限

公司"中国%'

W4P2<]XQN +=TP?2/

$

>=PV V=BV NFL

"北京

康为世纪生物科技有限公司%'

(0<B/ K2- K4?O 7

!

"

图像

分析软件$

+/Z=< &@1/2A/P=DO

公司"美国%'

\7"!%=

显

微镜及图像采集系统$

Y/=D<

公司"德国%'

JY]9"""

凝胶

成像仪$

[;

公司"美国%'

&_L &-AA/DP

定量
K&N

仪

$

Q(F

#

NJ(

公司"美国%(

%

$分组及造模$

9"

只大耳兔采用随机数字表法

分为温针灸组&双氯芬酸钠组&模型组&正常对照组"每

组
#"

只"各组大耳兔在实验前均适应性喂养
%

天"除

正常对照组其余各组采用右膝关节伸直位石膏固定术

制备兔
IFJ

模型)

#%

*

( 首先将大耳兔侧卧位固定在兔

架上"兔毛剪短至
"

!

8 D0

左右$注意误剪伤大耳兔%"

由助手将右后肢膝关节完全伸直"操作者用管型石膏将

之固定于过伸位"长度从髋关节远端约
! D0

至踝关节

上缘
! D0

"待石膏干硬后"再放回兔笼"固定
7

周制备

IFJ

兔软骨退变模型"造模结束后行
L

线检查确定造

模成功(

IFJ

兔模型制备过程中未出现实验兔死亡"

经
L

线检验所制备模型均符合
IFJ

的诊断标准(

9

$干预方法$造模完成
%

天后"对各组进行干

预( 温针灸组#选取鹤顶&足三里&内膝眼穴行温针灸

治疗$操作方法#取长
#

!

8

寸毫针直刺"在留针过程

中"取约
# D0

长艾条一段"套在针柄之上"距皮肤
!

&

% D0

"从其下端点燃施灸( 在操作过程中"术者一手

置于穴位附近"如觉温度过高"可在该穴区置一硬纸

片"以稍减火%每日
#

次"灸一壮"

$

天为
#

个疗程"共

治疗
!

个疗程( 双氯芬酸钠组#造模完成
%

天后"按照

#8 0BGMB

灌 胃 双 氯 芬 酸 钠" 每 日
#

次"

$

日为
#

个疗程"共治疗
!

个疗程( 模型组#造模完成

%

日后开始"不予任何干预手段"每天在固定器上固定

#8 0=A

(正常对照组#不予造模"不予任何干预手段(

均干预
!

周(

8

$标本收集方法$干预结束后"耳缘静脉注射空

气
!" 0Y

栓塞处死大耳兔( 常规消毒"打开膝关节

后"充分暴露关节软骨"观察关节软骨表面情况及关节

内滑膜增生情况"观察完毕后取右后肢内侧胫骨关节

面软骨( 一部分软骨标本生理盐水冲洗表面血迹后立
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即放入
9`

多聚甲醛溶液中固定
!9 a96 V

"

#8` ;E

#

)J

脱钙液$每周更换
#

次%"石蜡包埋"切片$

8 "0

%"

用于免疫组织化学检测软骨细胞中
++K

#

#

&

++K

#

#%

的表达'另一部分放入液氮中保存"用于
N)

#

K&N

及

*/OP/2A Q4-P

检测
++K

#

#

&

++K

#

#%

&

',I#

&

',I!

的表达(

7

$免疫组织化学检测
++K

#

#

&

++K

#

#%

$$

#

%取

组织经
9`

多聚甲醛固定"常规包埋"石蜡切片'$

!

%切

片经纯二甲苯&梯度酒精脱蜡结束后"用自来水漂洗&

KQ]

漂洗各
%

次"每次
8 0=A

'$

%

%加
%` \

!

F

!

阻断

内源性过氧化物酶"室温下作用
#" 0=A

"

KQ]

洗

%

遍"每次
8 0=A

'$

9

%加入
"

!

#`

胰酶修复液中"

%$

'

修复
!" 0=A

"

KQ]

洗
%

遍"每次
8 0=A

'$

8

%切片放入

#"`

尿素中"

%$

'静置
#" 0=A

"

KQ]

洗
%

遍"每次

8 0=A

'$

7

%加入封闭用正常山羊血清封闭$湿盒内操

作%"室温下静置
%" 0=A

'$

$

%加入对应的第一抗体

$湿盒内操作%"浓度为
#

(

#""

"室温下静置
%" 0=A

后

放入
9

'冰箱过夜'$

6

%从
9

'冰箱取出"室温静置

%" 0=A

后经
KQ]

洗
%

遍"每次
8 0=A

'$

:

%加入生物

素化二抗"室温静置
# V

"

KQ]

洗
%

遍"每次
8 0=A

'

$

#"

%加链霉菌卵白素+辣根过氧化物酶"室温下静置

#" 0=A

'$

##

%

KQ]

洗
%

遍后加入
EJQ

"显色
# a

8 0=A

'$

#!

%苏木素浅复染$小于
8 0=A

%"常规脱水&

封片&分析结果( 结果分析采用
(KK

图像分析软件"测

定其
FE

值(

$

$

*/OP/2A Q4-P

检测法检测
',I#

&

',I!

$取

软骨组织
#"" 0B

"边研磨边加入液氮"直至将组织完

全研磨成粉末状"加入细胞裂解液"提取总蛋白'配置

#"`

的分离胶和
9`

的浓缩胶"按照
Q&J

试剂盒操作

步骤对蛋白含量进行测定'经过上样&电泳及转膜后"

加入浓度为
#

(

#""

的一抗"完成孵育后再进行洗膜'

选择与一抗来源合适的二抗工作液"将浓度稀释为

#

(

#" """

后进行二抗孵育'二抗孵育完成后再进过洗

膜"最后曝光及洗片( 采用
(0<B/ '

软件分析灰度

值"最后进行统计分析(

6

$

N)

#

K&N

检测法检测
++K

#

#

&

++K

#

#%

&

',I#

&

',I! 0N,J

表达$将软骨从液氮中取出"在预冷的研

钵中加入液氮"将软骨研磨成粉"将粉末转移至预冷的

离心管中"按照
)2=b-4

提取试剂盒说明操作提取

N,J

"并用紫外分光光度计测定
N,J

的浓度和纯度'

逆转录合成
DE,J

"加入
++K

#

#

&

++K

#

#%

&

',I#

&

',I!

的引物并将反应体系放入实时荧光定量
K&N

仪进行
E,J

表达检测(

:

$统计学方法$采用
]K]] !"

!

"

对数据进行统

计分析"所有实验数据均采用
T

%

O

表示"组间比较采用

FA/ *<@ J,F3J

(

K R"

!

"8

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$模型组与正常对照组
L

片比较$图
#

%$正常

对照组关节面光滑平整"关节间隙正常"关节边缘整齐

平整无骨赘形成$图
#Q

%"模型组关节软骨表面欠光滑"

骨赘形成"关节间隙明显变窄"关节边缘欠平整光滑$图

#J

%"同时大体观察发现正常对照组关节软骨表面呈乳

白色光泽"关节表面光滑平整"关节液清亮"模型组关节

软骨面呈淡黄色"无光泽"关节边缘不平整(

$$注#

J

为模型组'

Q

为正常对照组'箭头所指为病变处

图
#

%模型组与正常对照组
L

线检查结果比较

!

$各组
++K

#

#

&

++K

#

#%

蛋白表达比较$表
#

"

图
!

&

%

%$

++K

#

#

&

++K

#

#%

的阳性结果为软骨细胞

质或
G

和细胞核内呈现棕褐色颗粒( 正常对照组软骨

细胞
++K

#

#

&

++K

#

#%

基本无表达'模型组软骨细胞

中可见
++K

#

#

&

++K

#

#%

强阳性表达"细胞核&细胞质

均可见深棕色颗粒"表层表达最强烈"全层可见'温针

灸组软骨细胞中可见
++K

#

#

&

++K

#

#%

部分表达"多

表现在细胞核"细胞质基本无表达"且颜色变浅"只在表

层可见部分较深表达'双氯芬酸钠组软骨细胞中可见

++K

#

#

&

++K

#

#%

部分表达"细胞质&细胞核均可见"颜

色相对较深( 采用
(KK

图像分析软件"测定软骨细胞中

++K

#

#

&

++K

#

#%

表达的
FE

值"与正常对照组比较"模

型组
++K

#

#

&

++K

#

#%

蛋白含量表达升高$

K R"

!

"8

%'

表
#

%各组
++K

#

#

&

++K

#

#%

蛋白表达比较

$

FE

值"

T

%

O

%

组别
A ++K

#

# ++K

#

#%

正常对照
#" "

)

!:

%

"

)

"6 "

)

!9

%

"

)

"!

模型
#"

#

)

#"

%

"

)

"$

!

#

)

"!

%

"

)

"7

!

双氯芬酸钠
#"

"

)

7%

%

"

)

"7

"

"

)

79

%

"

)

"$

"

温针灸
#"

"

)

%9

%

"

)

##

"#

"

)

%!

%

"

)

"8

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

K R "

!

"8

'与模型组比较"

"

K R "

!

"8

'与

双氯芬酸钠组比较"

#

K R"

!

"8
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与模型组比较"双氯芬酸钠组及温针灸组
++K

#

#

&

++K

#

#%

蛋白含量表达降低"且温针灸组低于双氯芬

酸钠组$均
K R"

!

"8

%(

%

$各组关节软骨中
',I#

&

',I!

蛋白表达比较

$表
!

"图
9

%$与正常对照组比较"模型组
',I#

&

',I!

蛋白表达升高$

K R"

!

"8

%'与模型组比较"温针

灸组
',I#

&

',I!

蛋白表达降低$

K R "

!

"8

%( 双氯

芬酸钠组与模型组及温针灸组比较"差异无统计学意

义$

K c"

!

"8

%(

9

$各组
',I#

&

',I!

&

++K

#

#

&

++K

#

#% 0N,J

水平比较$表
%

%$与正常对照组比较"模型组
',I#

&

',I!

&

++K

#

#

&

++K

#

#% 0N,J

水平升高 $

K R

"

!

"8

%'与模型组比较"双氯芬酸钠组及温针灸组

',I#

&

',I!

&

++K

#

#

&

++K

#

#% 0N,J

水平降低"且

温针灸组低于双氯芬酸钠组$均
K R"

!

"8

%(

讨$$论

FJ

是一种常见的老年性退行性疾病"严重影响

患者的身体健康和生活质量"带来了极大的家庭负担

及经济压力( 中医学将
IFJ

归类于,膝骨痹-的范畴"

认为其形成的主要原因为,风&寒&湿-邪侵袭人体"或

因素体虚弱"邪气趁虚而入"致使经脉痹阻不通"故治

疗上多采用温补之法"以达到温通经脉"通络止痛之

效( 温针灸疗法同时具有针刺与艾灸的双重疗效"在

针刺活血通络"调整气血的同时"配合灸的热敏刺激"

改善局部微循环"具有温阳补虚&行气活血的作用( 本

实验选取具有治疗膝关节酸痛的鹤顶穴&内膝眼穴"以

及补虚要穴足三里穴"病痛局部取穴及循经选穴可疏

通经络气血"营卫调和"使风&寒&湿邪无所依附"达到

通则不痛的疗效(

表
!

%各组关节软骨中
',I#

&

',I!

蛋白表达比较$

T

%

O

%

组别
A ',I# ',I!

正常对照
#" "

)

%::

%

"

)

#$6 "

)

%$6

%

"

)

#87

模型
#"

#

)

!%%

%

"

)

"!9

!

#

)

!9%

%

"

)

"!8

!

双氯芬酸钠
#" #

)

#$$

%

"

)

"9$ #

)

#8$

%

"

)

"7$

温针灸
#"

"

)

6$"

%

"

)

!!"

"

"

)

67"

%

"

)

!!"

"

$$注#与正常对照组比较"

!

K R"

!

"8

'与模型组比较"

"

K R"

!

"8

本实验选择了膝关节伸直位石膏固定的方法制备

兔
IFJ

模型( 此方法是参考经典的
3=Z/0<A )

造

模法)

#9

*

"将兔子的右膝关节固定在伸直位上
7

周形成

$$注#

J

为正常对照组"

Q

为模型组"

&

为双氯芬酸钠组"

E

为温针灸组"箭头所指为阳性表达位置'图
%

同

图
!

%免疫组化检测各组
++K

#

#

阳性细胞表达$$免疫组化染色" *

9""

%

图
%

%免疫组化检测各组
++K

#

#%

阳性细胞表达$$免疫组化染色" *

9""

%

表
%

%各组
',I#

&

',I!

&

++K

#

#

&

++K

#

#% 0N,J

水平比较$

T

%

O

%

组别
A ++K

#

# ++K

#

#% ',I# ',I!

正常对照
#" #

)

""

%

"

)

88 #

)

"!

%

"

)

96 #

)

""

%

"

)

9#

#

)

"#

%

"

)

%%

!

模型
#"

!

)

88

%

"

)

8"

!

%

)

!8

%

"

)

%6

!

!

)

6$

%

"

)

!:

!

!

)

:!

%

"

)

%#

!

双氯芬酸钠
#"

#

)

::

%

"

)

7#

"

#

)

:#

%

"

)

%6

"

#

)

:8

%

"

)

%:

"

#

)

:#

%

"

)

!:

"

温针灸
#"

#

)

!6

%

"

)

89

"#

#

)

"8

%

"

)

98

"#

#

)

!:

%

"

)

9"

"#

#

)

%#

%

"

)

%7

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

K R"

!

"8

'与模型组比较"

"

K R"

!

"8

'与双氯芬酸钠组比较"

#

K R"

!

"8
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$$注#

I

为正常对照组'

+

为模型组'

*

为温针灸组'

]

为双

氯芬酸钠组

图
9

%各组关节软骨中
',I#

&

',I!

蛋白电泳图

IFJ

模型( 兔
IFJ

模型制备成功后"膝关节大体观

察发现兔
IFJ

模型关节表面不光滑"无光泽"软骨不

透明"可见明显缺损及骨赘形成"在不对膝关节内环境

造成影响的前体下"极大程度上模拟了
IFJ

发生的

全过程"该法操作简便且成功率较高"适用于本实验(

IFJ

发病的主要原因是在力学和生物学因素共

同作用下"软骨细胞&细胞外基质以及软骨下骨三者降

解和合成正常偶联失衡导致( 随着对信号通路研究的

深入"目前发现
+JKI

信号通路在
FJ

的发病机制中

起到了关键性的作用"并且已经证实
',I

&

K%6

激酶

及
;NI

信号通路均参与了
FJ

的发病)

#8

*

(

',I

信

号通路是参与炎症反应调控的重要信号通路"外界多

种应激原如细胞因子都可以致
',I

磷酸化"引起细胞

内蛋白激酶的连锁反应)

#7

*

( 关节软骨是由软骨细胞

和细胞外基质$

/TP2<D/44?4<2 0<P2=TD

"

;&+

%共同组

成"且软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞( 正常状态

下"软骨细胞在细胞因子和生长因子的共同调节作用

下"保证蛋白酶和蛋白酶抑制剂含量处于动态平衡"维

持
;&+

结构和功能上的完整( 软骨细胞影响
;&+

的同时"也受
;&+

的影响"包括软骨细胞的激活&增

殖及分化( 当软骨基质的降解和合成明显失调"就会

引起关节软骨基质胶原的降解"关节软骨破坏"软骨细

胞数量减少"软骨结构改变"其中
++K

#

#

&

++K

#

#%

是

加速
FJ

细胞外基质病理性降解的主要蛋白酶)

#$

*

(

当软骨细胞受到炎性因子&机械应力等刺激时"会通过

细胞内的信号转导途径"将信号传递给各种转录因子"

调控着软骨组织的发生&改建&内环境的稳定以及创伤

修复等病理生理过程"而其中
+JKIO

信号通路是介

导骨关节炎软骨损伤最重要的信号转导系统( 既往

]@4./OP/2 '

等)

#6

*研究发现
(Y

#

#$

通过
',I

途径诱

导
++K

#

#%

和蛋白聚糖酶的表达从而引起关节软骨

细胞基质的降解( 而
(Y

#

7

作用于牛关节软骨细胞时"

能通过激活
;NI

和
',I

途径而引起
++K

#

#

&

++K

#

%

&

++K

#

#%

的增高)

#8

*

(

&V->ZV?2@ ))

等)

#:

*研究发

现"在
IFJ

发展过程中"

',I

信号通路可以提高

++KO

的表达水平(

Y=<D=A= J

等)

!"

*使用姜黄素特异

性的阻断
',IG]KJI

通路"发现其可降低
++K

#

%

&

++K#%

的表达( 说明在
FJ

的发展过程中"在力学

及生物学因素的影响下"促进炎症因子的分泌"进一步

激活
',I

信号通路"引起
++K

#

#

&

++K

#

#%

等基质金

属蛋白酶表达升高"加速细胞外基质的降解"导致

IFJ

的发生( 本次实验结果显示"温针灸治疗后关节

软骨中
',I#

&

',I!

&

++K

#

#

&

++K

#

#%

的
0N,J

及

蛋白表达较模型组明显降低"由此可以推测温针灸治

疗
IFJ

的机制与其抑制
',I

信号通路"引起
++K

#

#

&

++K

#

#%

表达下降有关(

综上所述"本研究发现温针灸引起
',I

信号通路

蛋白表达下降"促进
++K

#

#

&

++K

#

#%

含量的下调"进

一步延缓软骨细胞的退变"缓解
;&+

降解"提示
',I

信号通路的表达变化与
++KO

表达具有相关性"但因

本研究没有应用相关抑制剂"无法证明温针灸对关节

软骨细胞中
++K

#

#

&

++K

#

#%

的作用是通过
',I

信

号通路完成的"另外温针灸对各种病变程度
IFJ

软

骨细胞及人软骨细胞是否有具有同样的作用目前还无

法证实"需要进一步深入研究证实(
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