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!基础研究!

温针灸对骨关节炎大鼠软骨组织
&4/-G

'

H@A4#

蛋白的影响

蔡国伟#

"李柏村#

"李"佳!

"李"静#

摘要"目的"探讨温针灸对骨关节炎"

,I

#大鼠软骨组织
&4/-G

$

H@A4#

蛋白表达的影响% 方法"

="

只
%

月龄
JKL

级雄性
JE

大鼠&按随机数字表法分为对照组$模型组$针刺组$温针灸组&每组
#>

只% 以手

术方法制备
,I

大鼠&温针灸组于造模第
#

天取足三里$犊鼻和内膝眼穴温针灸治疗&采用手针及悬灸法&

#> @BM<

次&

#

次
<

天&共
!#

天% 针刺组采用针刺方法同温针灸组&不用艾灸% 对照组大鼠自由饮水&正常饲

养% 所有大鼠于相应处理结束后&采用排水法测大鼠膝关节部体积&

N?

染色观察软骨组织病理结构&

*1O.

$

12M H4/.

检测软骨组织
&4/-G

$

H@A4#

蛋白表达% 结果"与对照组比较&模型组大鼠右膝关节肿胀明显

"

K P"

!

"#

#'模型组大鼠软骨组织
&4/-G

$

H@A4#

蛋白表达明显降低"

K P"

!

"#

#'与模型组比较&针刺和温针

灸均能显著改善大鼠右膝关节肿胀程度"

K P"

!

">

#&提高
,I

大鼠软骨组织中
&4/-G

$

H@A4#

蛋白表达水平

"

K P"

!

">

#&温针灸组较针刺组改善更为明显"

K P"

!

">

#% 结论"相对于针刺&温针灸更能有效调节
,I

大

鼠关节炎性损伤状况&促进
,I

大鼠软骨组织中
&4/-G

$

H@A4#

蛋白表达&从而调节软骨细胞生物钟&抑制了

软骨细胞骨架破坏的进程&减缓膝关节的关节退变%

关键词"温针灸' 足三里' 骨关节炎'

&4/-G

蛋白'

H@A4#

蛋白

?QQ1-.O /Q *A2@BMR I-STSM-.S21 /M &A2.B4AR1 )BOOS1 K2/.1BM ?UT21OOB/MO /Q &4/-G AMV H@A4# BM

,O.1/A2.W2B.BO XA.O

"

&I( YS/

$

Z1B

#

!

[( H/

$

-SM

#

!

[( 'BA

!

!

AMV [( 'BMR

#

"

# E1TA2.@1M. /Q I-STSM-.S21

!

\MB/M N/OTB.A4

!

)/MRFB +1VB-A4 &/441R1

!

NSA]W/MR \MB^12OB._ /Q J-B1M-1 AMV )1-WM/4/R_

!

*SWAM

$

9%""!!

%&

! &/441R1 /Q I-STSM-.S21 AMV ,2.W/T1VB-O

!

NS01B \MB^12OB._ /Q &WBM1O1 +1VB-BM1<NS01B K2/

$

^BM-BA4 &/44A0/2A.B^1 (MM/^A.B/M &1M.12 /Q K21^1M.B^1 )21A.@1M. 0_ I-STSM-.S21 AMV +/UB0SO.B/M

!

*SWAM

$

9%""=#

%

IHJ)XI&)

$

,0F1-.B^1

$

)/ /0O12^1 .W1 1QQ1-.O /Q ZA2@BMR A-STSM-.S21 /M T2/.1BM 1UT21OOB/MO /Q

&4/-G AMV H@A4# BM -A2.B4AR1 .BOOS1 /Q 2A.O ZB.W /O.1/A2.W2B.BO

$

,I

%

5 +1.W/VO

$

JBU._ %

$

@/M.W

$

/4V @A41

JT2ARS1

$

EAZ41_

$

JE

%

2A.O Z121 2AMV/@4_ VB^BV1V BM./ Q/S2 R2/STO 0_ 2AMV/@ MS@012 .A041

!

B515

!

.W1 -/M

$

.2/4 R2/ST

!

.W1 @/V14 R2/ST

!

.W1 A-STSM-.S21 R2/ST

!

AMV .W1 ZA2@BMR A-STSM-.S21 R2/ST

!

#> BM 1A-W R2/ST5

,I 2A. @/V14 Z121 T21TA21V 0_ OS2R12_5 XA.O BM ZA2@BMR A-STSM-.S21 R2/ST Z121 M11V41V A. :SOAM4B

$

J)%=

%!

ES0B

$

J)%>

%!

61BUB_AM

$

?`

$

[?9

%

/M VA_ # /Q @/V14BMR

!

#> @BM T12 .B@1

!

/M-1 A VA_ AMV ./.A44_ Q/2

!# VA_O5 XA.O BM A-STSM-.S21 R2/ST Z121 .21A.1V ZB.W .W1 OA@1 A-STSM-.S21 @1.W/V AO .W1 ZA2@BMR A-S

$

TSM-.S21 R2/ST ZB.W/S. @/UB0SO.B/M5 XA.O BM .W1 -/M.2/4 R2/ST Z121 Q1V M/2@A44_ AMV Q211 A--1OO ./ M/2@A4

ZA.125 )W1 ^/4S@1 /Q GM11 F/BM.O ZAO V1.1-.1V SOBMR V2ABMAR15 )W1 TA.W/4/RB-A4 O.2S-.S21O /Q -A2.B4AR1 .BO

$

OS1 Z121 /0O12^1V 0_ N? O.ABMBMR5 )W1 1UT21OOB/MO /Q &4/-G AMV H@A4# T2/.1BM BM -A2.B4AR1 .BOOS1 Z121 V1

$

.1-.1V 0_ *1O.12M H4/.5X1OS4.O

$

&/@TA21V ZB.W .W1 -/M.2/4 R2/ST

!

.W1 2BRW. GM11 F/BM. ZAO /0^B/SO4_ OZ/4

$

41M

$

K P"

%

"#

%!

.W1 1UT21OOB/MO /Q &4/-G AMV H@A4# T2/.1BM BM -A2.B4AR1 .BOOS1 OBRMBQB-AM.4_ V1-21AO1V BM .W1

@/V14 R2/ST

$

K P"

%

">

%

5 &/@TA21V ZB.W .W1 @/V14 R2/ST

!

.W1 OZ/441M 2BRW. GM11 F/BM. ZAO /0^B/SO4_ A@14B/

$
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.W1 1UT21OOB/MO /Q &4/-G AMV H@A4# T2/.1BM BM -A2.B4AR1 .BOOS1 OBRMBQB-AM.4_ 141^A.1V BM .W1

A-STSM-.S21 R2/ST AMV .W1 ZA2@BMR A-STSM-.S21 R2/STO

$

K P "

%

">

%

5 H1..12 1QQ1-.O Z121 /0.ABM1V BM .W1

ZA2@BMR A-STSM-.S21 R2/ST

$

K P"

%

">

%

5 &/M-4SOB/M

$

&/@TA21V ZB.W A-STSM-.S21

!

ZA2@BMR A-STSM-.S21

21RS4A.1V BMQ4A@@A./2_ BMFS2_ /Q ,I 2A.O @/21 1QQ1-.B^14_

!

T2/@/.1V 1UT21OOB/MO /Q &4/-G AMV H@A4# T2/

$

.1BMO BM -A2.B4AR1 .BOOS1 /Q ,I 2A.O

!

.WSO 21RS4A.BMR .W1 -B2-AVBAM -4/-G /Q -W/MV2/-_.1O

!

BMWB0B.BMR .W1

T2/-1OO /Q -A2.B4AR1 -_./OG141./M V1O.2S-.B/M

!

AMV 214B1^BMR .W1 V1.12B/2A.B/M /Q GM11 ,I5

a?;*,XEJ

$

ZA2@BMR A-STSM-.S21

&

:SOAM4B

$

J)%=

%&

/O.1/A2.W2B.BO

&

&4/-G T2/.1BM

&

H@A4# T2/.1BM

""骨关节炎$

/O.1/A2.W2B.BO

!

,I

%的病理特点是关

节软骨和软骨下骨的退行性变!常伴有关节疼痛'肿胀

和僵硬!并导致关节功能障碍(

#

)

* 基因'生活方式和

关节不稳定等因素导致
,I

的发生和发展!严重影响

人们的生活质量(

!

)

* 目前!西医多用非甾体类抗炎药

以缓解
,I

的症状!不良反应较大!不推荐长期使用!而

针灸治疗
,I

不良反应小'疗效显著!有着独特的优

势(

%

)

!有临床研究表明!多种针灸治疗方法如针刺'火

针'温针灸'蜂针'电针'穴位敷贴等均能有效改善
,I

所引起的局部肿胀和疼痛(

9

)

* 许多研究发现针灸能够

改善局部微循环(

>

)

'调节疼痛中枢(

=

)

'降低炎性因子的

含量(

8

)

!从而发挥对关节软骨'滑膜组织的保护作用*

然而!针灸对
,I

病理过程中软骨细胞的调节作用'以

及抑制炎症反应的机制究竟如何!仍不甚明了*

软骨功能的失调和软骨骨架结构的破坏在
,I

病

理进程中非常关键!对于维持软骨的正常功能极其重

要(

7

)

* 研究表明!昼夜节律核心蛋白
&4/-G

'

H@A4#

对维持软骨的稳态和结构的完整性具有重要的作用!

其失调会导致软骨内稳态的紊乱并促进
,I

的发生发

展(

$

)

* 但是!针灸能否影响
,I

机体软骨组织
&4/-G

'

H@A4#

的蛋白表达!尚缺乏证据* 因此!本实验通过

检测
,I

大鼠膝关节软骨组织中
&4/-G

'

H@A4#

的蛋

白表达水平!探讨温针灸对
,I

软骨的保护作用*

材料与方法

#

"动物"

%

月龄雄性
JKL

级
JE

大鼠
="

只!体

重$

!""

%

#"

%

R

!由湖北省医学科学研究院实验动物

中心提供(动物合格证号#

J&`a

$鄂%

!"#>

#

""#7

号)* 适应性喂养
#

周后!按随机数字表法分为
9

组!

每组
#>

只!分别为对照组'模型组'针刺组和温针灸

组* 本实验严格遵守科技部(

!""=

)

%$7

号文件+关于

善待实验动物的指导性意见,要求*

!

"主要试剂及仪器"

H@A4#

$

H

$

#

%抗体$批号#

"""">%98

%#

O-

$

%=>=9>

!

&4/-G

$

&

$

7

%抗体$批号#

%!>8=!!

#

9

%#

O-

$

!8#="%

!均为
JAM.A &2S]

公司&

HB/

$

XAV

化学发光成像系统 $

\MB^12OA4 N//V !

!

\JI

#

HB/

$

XAV

%'

HB/

$

XAV

电泳仪$

K/Z12 KA- )+

$

N&

!

\JI

#

HB/

$

XAV

%'转膜仪 $

)2AMO04/. JE &144

!

\JI

#

HB/

$

XAV

%'电针治疗仪$

Y=7">

#

!I

型&上海华

谊医用仪器有限公司%&特制香烟型纯艾条$直径
# -@

!

南阳市卧龙汉医艾绒厂%&华佗牌毫针$

"

!

%" @@

&

#%

@@

!中国苏州医疗用品有限公司%*

%

"方法

%

!

#

"模型制备"参照参考文献(

#"

)!以手术结

合术后跑台运动诱导
,I

动物模型* 具体步骤#大鼠

腹腔注射戊巴比妥钠$

#"" R< "

!

% @[

%麻醉下!右后

肢膝关节行前交叉韧带切断联合内侧半月板切除术!

术后第
8

天将大鼠放置于大鼠跑步装置运动
%" @BM

!

每天跑步路程为
!"" @

!持续
%

周以诱导
,I

模型*

根据关节炎指数$

A2.W2B.BO BMV1U

!

I(

%评分进行模型

成功评判(

##

)

*

"

分#无红斑或肿胀&

#

分#轻微的红斑

和
#

个趾关节肿胀&

!

分#红斑和
!

个或以上的趾关

节肿胀&

%

分#红斑和踝部或腕部肿胀&

9

分#全部红

斑以及脚趾和踝部或手指和腕部肿胀!踝或腕不能弯

曲&四肢评分之和$最高分为
#=

分%为
I(

!分数越高表

明关节炎程度越严重*

I(

评分
!9

分视为造模成功*

本次造模成模率为
#""b

*

%

!

!

"干预方法"针刺组和温针灸组用自制鼠衣

固定大鼠!参照中国针灸学会实验针灸研究会制定的

-实验动物针灸穴位图谱.

(

#!

)

!取足三里'犊鼻'内膝

眼* 温针灸组先采用华佗牌毫针实行针刺!针刺深度

约
> @@

!强度以大鼠耐受为度&艾灸用特制香烟型纯

艾条离穴位
! -@

处悬灸!

#

次
<

天!

#> @BM<

次* 治疗

从大鼠跑步运动开始$即术后第
8

天%至第
!7

天结

束!共
!#

次* 针刺组针刺方法同温针灸组!但不使用

艾灸治疗* 对照组大鼠自由饮水!正常饲养*

%

!

%

"检测指标及检测方法

%

!

%

!

#

"关节肿胀度"采用排水法(

#%

)测大鼠肿

胀膝关节部体积* 将大鼠固定!将足部插入灌满水的

特制量筒!水面持平膝关节上
! -@

!将另一个烧杯置

于量筒下收集从量筒排出的水!排出水的体积即为所

测大鼠足跖部的体积* 从手术后第
8

天开始!分别于
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#"

"!""'$"

上午
$

#

""

测量干预时间段的第
"

'

%

'

=

'

$

'

#!

'

#>

'

#7

'

!#

天排水体积!每只大鼠每次分别测量
%

次!取其平

均值!每隔
!

天测量
#

次!每只大鼠每次分别测量
%

次

取其平均值*

%

!

%

!

!

"软骨组织
N?

染色结果"处死大鼠后取

出膝关节!用中性
9b

多聚甲醛固定!

#"b ?E)I

脱

钙!石蜡包埋!切片!脱蜡!制作
9 "@

厚软骨石蜡切

片!苏木素'伊红染色后梯度乙醇脱水'二甲苯透明后

封片!光学显微镜下观察软骨组织*

%

!

%

!

%

"软骨组织中
&4/-G

'

H@A4#

蛋白水平检

测"采用
*1O.12M H4/.

法检测* 提取软骨组织蛋白

并测定浓度后!行聚丙烯酰胺凝胶电泳* 结果行计算

机扫描!用图像分析系统!测定目的条带
&4/-G

'

H@A4#

与内参
#

$

A-.BM

的光密度值$

/T.B-A4 V1MOB._

!

,E

%!并取两者的比值作半定量分析*

%

!

9

"统计学方法"采用
JKJJ !"

!

"

统计软件

对数据进行统计学分析!计量资料以
U

%

O

表示* 所

有资料先进行正态性'方差齐性检验!符合正态分布且

方差齐时采用方差分析进行组间比较!两两比较采用

[JE

检验进行!不符合正态分布时采用秩和检验!方

差不齐采用
ESMM1..

'

O ) %

检验!计数数据采用率表

示!采用
$

!检验*

K P"

!

">

为差异有统计学意义*

结""果

#

"一般情况"模型制备过程中!各组大鼠饮食无

明显变化* 造模组经手术制备模型后!大鼠表现出活

动量减少!右膝关节肿胀!出现跳步'跛行* 而对照组

上述表现无明显变化*

!

"各组大鼠右膝关节肿胀体积比较$图
#

%"模

型组从第
%

天开始!其关节肿胀程度显著高于对照组

肿胀程度减轻!与模型组比较!差异有统计学意义

$

K P"

!

"#

%& 从第
#!

天开始!温针灸组和针刺组关节

""注#与对照组比较!

c

K P"

!

"#

&与模型组比较!

"

K P"

!

">

&

与针刺组比较!

#

K P"

!

">

&每组
M

为
#>

图
#

$各组大鼠右膝关节肿胀体积比较

$

K P"

!

">

%!其中温针灸组减轻程度最为明显!从第
#>

天开始!与针刺组比较!差异有统计学意义$

K P"

!

">

%*

%

"各组大鼠右膝关节胫骨平台软骨
+A2GBM

评

分比较$表
#

%"与对照组比较!模型组
+A2GBM

评分升

高更明显$

K P"

!

">

%&温针灸组'针刺组
+A2GBM

评分

均低于模型组$

K P"

!

">

%!且温针灸组较针刺组评分

更低$

K P"

!

">

%*

表
#

$各组大鼠右膝关节胫骨平台软骨
+AMGBM

评分比较 $分!

U

%

O

%

组别
M +A2GBM

评分

对照
#> "

(

#"" "

%

"

(

"$9 8

模型
#>

8

(

9%" "

%

#

(

"=9 >

c

针刺
#>

9

(

=$" "

%

#

(

#>! =

"

温针灸
#>

%

(

>>" "

%

#

(

"9% 8

"#

""注#与对照组比较!

c

K P "

!

">

&与模型组比较!

"

K P"

!

">

&与温针

灸组比较!

#

K P"

!

">

9

"各组大鼠关节软骨
N?

染色结果$图
!

%"对

照组关节软骨表面光滑!浅表层'移行层'辐射层和钙

化层结构清晰* 模型组关节软骨表层破损!细胞增生

明显!黏合线不明显* 温针灸组和针刺组软骨表面较

平滑!表层细胞呈梭形!近似水平排列!其中温针灸组

改善最为显著!细胞凋亡最少*

""注#

I

为对照组&

H

为模型组&

&

为针刺组&

E

为温针灸组&

图中箭头表示软骨层

图
!

$各组大鼠关节软骨
N?

染色结果"$ &

9"

%

>

"各组大鼠膝关节软骨组织
&4/-G

'

H@A4#

蛋白

表达比较$图
%

!表
!

% "

*1O.12M H4/.

检测显示!模型组

大鼠膝关节软骨组织中
&4/-G

'

H@A4#

蛋白含量较对照

组明显减少$

K P"

!

">

%!温针灸组和针刺组均能升高大鼠

膝关节软骨组织中
&4/-G

'

H@A4#

蛋白含量 $

K P"

!

">

%!

且温针灸组
&4/-G

'

H@A4#

蛋白表达水平较针刺组升高

更为明显$

K P"

!

">

%*
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表
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(

"

%
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模型
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#!
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针刺
#>
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#

K P"
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讨""论

,I

是一种软骨退行性变和继发骨质增生为主的

慢性骨关节病!其发病机制十分复杂!通常认为与遗传

因素'内分泌紊乱'细胞因子'金属蛋白酶和骨内高压

有关(

#9

)

* 软骨病变是
,I

的主要特征* +素问"痹

论,曰#-风'寒'湿三气杂至! 合而为痹*.认为
,I

是

由于风寒邪气侵入机体!日久损伤肝肾!故本病发病基

础为肝肾不足!致病因素为风寒湿邪留恋'经脉闭阻*

,I

分为气滞血瘀'寒湿痹阻'肝肾亏虚'气血虚弱
9

型!针对这
9

种证型分别以活血化瘀'通络止痛&温经

散寒'养血通脉&滋补肝肾&补气养血法进行治疗(

#>

)

*

针灸治疗
,I

多为从筋论治!局部选穴为主!本实验选

取犊鼻'内膝眼配以补益后天'扶助正气的足三里!体

现-以痛为腧.'-以筋为先.的治则(

#=

)

* 温针灸同时

具有针刺和艾灸的特点!灸增针温通之效!针助灸直抵

经络以温经通脉!扶正祛邪!二者相辅相成!故有-温

针之理最为宜.的说法* 姚志芳等(

#8

)在一项临床研究

中发现温针灸治疗膝
,I

效果优于温针灸!也肯定了

温针灸的良好疗效*

近年研究发现!软骨细胞中存在的生物钟基因表达

的生物钟蛋白能够调节-软骨损伤.和-软骨修复.之间

的平衡!该基因受到昼夜节律的影响* 哺乳动物的生物

钟由下丘脑视交叉上核中的中央时钟控制(

#7

)

* 生物钟

的另一个组成部分是存在于几乎所有组织器官中的外

周时钟系统!因而软骨组织同样也表达生物钟基因*

&4/-G

'

H@A4#

蛋白是核心时钟蛋白!它们能够形成异

二聚体复合物!该复合物结合
K?X

'

&X;

基因上游的

?

$

0/U

增强子元件!激活这些基因的转录!下游转录产

物又能反向抑制
H@A4#<&4/-G

复合物的转录!使得

H@A4#

'

&4/-G

蛋白表达降低!对
K?X

和
&X;

基因的

激活随之减少!

H@A4#

'

&4/-G

基因的抑制作用变弱!

&4/-G

'

H@A4#

基因表达又增强!如此形成一个
!9 W

循

环调控机体的昼夜节律*

&4/-G

'

H@A4#

是炎症反应的

重要调节因子!

H@A4#

可以通过调节氧化应激途径以

限制促炎细胞因子
([

$

##

的产生(

#$

)

!也可以通过下调

&4/-G

依赖性
6L

$

%H

活化(

!"

)

'调节
)YL

$

#

信号通路降

低炎性反应(

!#

)

* 小鼠
&4/-G

基因突变后软骨组织中关

键促炎介质
([

$

##

'

([

$

=

和
+&K

$

#

的表达显著增强并

明显促进
6L

$

%H

核转位导致严重的软骨组织损伤(

!!

)

*

同时时钟基因被证实与衰老有关!昼夜节律的稳健性随

着年龄的增长而下降!敲除
H@A4#

基因的小鼠表现出

寿命的显著减少和明显的如肌肉减少症!白内障!皮下

脂肪减少!器官缩小等早衰症状(

!%

!

!9

)

* 由此可见生物

钟可以从多个层面发挥对
,I

的调控作用*

针灸可以调节生物钟!有研究发现!针刺可以通过调

节下丘脑腹外侧视前区组织生物钟基因
&4/-G

'

H@A4#

'

K12B/V#

'

K12B/V!

的表达!调控生物钟蛋白水平改善失眠

模型大鼠的睡眠功能(

!>

!

!=

)

&针刺还可以通过调节结肠生

物钟蛋白的表达水平!控制神经型一氧化氮合成酶基因

的周期性转录#翻译从而调节
6,

的合成发挥调节结肠

节律性收缩的作用(

!8

)

* 但目前对针灸能否调控
,I

软骨

时钟蛋白的研究还很缺乏* 本实验以针灸对
,I

软骨组

织外周时钟的作用为切入点展开研究!发现实验性
,I

软骨组织生物钟蛋白
&4/-G

'

H@A4#

的含量处于较低水

平!但在针灸的干预下软骨组织
&4/-G

'

H@A4#

蛋白含量

提高!促进软骨向生理状态恢复* 并且温针灸效果比单

纯的针刺和艾灸效果更佳!温针灸足三里'内膝眼和外膝

眼穴提高
&4/-G

'

H@A4#

蛋白的表达!这可能是其抗膝

,I

的新机制!但通过怎样的途径来抑制该信号通路目前

尚不清楚!须待进一步研究*

利益冲突!无*
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