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温针灸对膝关节炎模型大鼠促炎因子及基质金属蛋白酶的影响

王俊龙1 刘爱峰1 张超1△ 李远栋1 周鑫1 张晓宇1 张良1 崔庆同1

[摘要] 目的:观察温针灸对膝骨关节炎SD模型大鼠白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)、基质金属蛋白酶-13(MMP-13)的影响,探讨温针灸治疗膝骨关节炎的作用机制。方法:30只SD雌

性大鼠按随机数字表法随机分为空白组、模型组和观察组(每组10只)。空白组正常饲养,模型组与观

察组采用Hulth法造模建立膝骨关节炎模型。造模结束后,观察组针刺联合艾灸患膝特定穴———足三

里(EX-LE4)、犊鼻(ST35)和阳陵泉(GB34),每个穴位10min/次,1次/d,共2周;空白组及模型组正常

饲养,不予任何干预。治疗结束后,采用酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测关节滑膜组织中IL-1β、

TNF-α含量,实时PCR检测法检测关节软骨中 MMP-13含量。结果:与空白组相比,模型组及观察组

滑膜组织中IL-1β、TNF-α的含量明显增多,差异有统计学意义(P<0.05);且关节软骨中 MMP-13的

表达水平也显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,观察组中各指标表达水平均显著

降低,差异有统计学意义(P<0.01)。结论:温针灸能抑制IL-1β、TNF-α等炎性因子及 MMP-13的表

达,缓解关节炎症反应,减少关节软骨破坏,这可能是温针灸治疗膝骨关节炎的作用机制之一。
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EffectsofWarmNeedleMoxibustiononPro-InflammatoryFactorsand
MatrixMetalloproteinasesinModelRatsofKneeOsteoarthritis
WANGJunlong1 LIUAifeng1 ZHANGChao1△ LIYuandong1 ZHOUXin1

ZHANGXiaoyu1 ZHANGLiang1 CUIQingtong1

1FirstTeachingHospitalofTianjinUniversityofTraditionalChineseMedicine(RegionalTraditionalChineseMedicine
BoneInjuryDiagnosisandTreatmentCenterofStateAdministrationofTraditionalChineseMedicine,NationalClinical
ResearchCenterforChineseMedicineAcupunctureandMoxibustion),Tianjin300381,China.

Abstract Objective:Toobservetheeffectsofwarmneedlemoxibustiononinterleukin-1β(IL-1β),tumornecrosisfactor-α
(TNF-α)andmatrixmetalloproteinase-13(MMP-13)inSDratswithkneeosteoarthritis(KOA),andtoexplorethe
mechanismofwarmneedlemoxibustioninthetreatmentofKOA.Methods:30SDfemaleratswererandomlydividedinto
blankgroup,modelgroupandobservationgroup(10ratsineachgroup).Theblankgroupwasnormallyfed,andthemodelgroup
andtheobservationgroupweremodeledbyHulthmethodtoestablishtheKOAmodel.Afterthemodeling,theobserva-
tiongroupacupuncturecombinedwithmoxibustionwasspecifictotheaffectedknee:Zusanli(EX-LE4),calfnose(ST35)

andYanglingquan(GB34),eachacupuncturepointwas10min/times,1times/d,atotalof2weeks,andtheblankgroup
andthe modelgroup were keptnormally withoutany
intervention.Aftertreatment,enzyme-linkedimmunosorbent
assay(ELISA)wasusedtodetectthecontentsofIL-1βand
TNF-αinjointsynovialtissue,andthecontentofMMP-13in
articularcartilagewasdetectedbyreal-timePCR.Results:

Comparedwiththeblankgroup,thecontentsofIL-1βand
TNF-αinthesynovialtissuesofthemodelgroupandthe
observationgroupweresignificantlyincreased(P<0.05).
TheexpressionlevelofMMP-13inarticularcartilagewas
alsosignificantlyincreased(P<0.05).Comparedwiththe
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modelgroup,theexpressionlevelofeachindexintheobservationgroupwassignificantlylower(P<0.01).Conclusion:

WarmneedlemoxibustioncaninhibittheexpressionofinflammatoryfactorssuchasIL-1βandTNF-αandMMP-13,alle-
viatejointinflammationandreducejointcartilagedestruction,whichmaybeoneofthemechanismsofwarmneedlemoxi-
bustioninthetreatmentofKOA.
Keywords: warmneedlemoxibustion;kneeosteoarthritis;interleukin-1β;tumornecrosisfactor-α;matrixmetalloproteinase-13

  膝骨关节炎(KOA)是一种由多种因素引起的关

节退行性疾病,严重影响患者的生活质量[1-2],且该病

的发病率逐年升高,给社会造成严重负担[3-4]。近年来

利用温针灸治疗膝骨关节炎被广泛应用于临床,且疗

效确切,但其作用机制并不明确。研究认为白细胞介

素-1β(IL-1β)和基质金属蛋白酶-13(MMP-13)是引起

关节炎症及软骨破坏的关键成分[5-6],温针灸是否可通

过调控二者的分泌和表达治疗膝骨关节炎需要进一步

明确。因此,本研究通过构建SD大鼠膝骨关节炎模

型,探讨分析温针灸治疗膝骨关节炎的分子生物学机

制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选取6个月龄SPF级SD雌性大鼠,动物许可证

号为SYXK(津)2021-0003,易生源基因科技(天津)
有限公司提供。SD大鼠饲养条件:易生源基因科技

(天津)有限公司动物中心屏障SPF环境系统,温度为

20~26℃,湿度为40%~70%,全新风通风次数为15
次/h,光照为12h明/12h暗,正常饲养,保持舒适安

静的实验环境。

1.2 试剂及仪器

IL-1β、TNF-αELISA法检测试剂盒(北京索莱宝,
批号为2312006);全自动化学/荧光/凝胶成像分析系统

(北京赛智,型号为Champchemi610plus);低温高速离

心机(北京新时代北利医疗仪器设备有限公司,型号为

GTR16-2);高速低温组织研磨仪(武汉赛维尔生物科技

有限公司,型号为KZ-III-F);实时定量PCR仪(Thermo
FisherScientific,型号为 QuantStudio1);普通PCR仪

(珠海黑马医学仪器有限公司,型号为Hema9700);紫外

分光光度计(上海让奇,型号为D8PCS);HyPure骨组织

RNA提取试剂盒(GENENODE,批号为302447AX);

RnaseInhibitor(TaKaRa,批号为 AL14224A);Ultra
SYBRMixture(lowrox)(康为世纪,批号为01171/

16722);酶标检测仪(北京普朗科技有限公司,型号为

M-9602)。

1.3 方法

1.3.1 造模方法 新购买的大鼠在适宜的环境中适

应性饲养1周,期间监测其生长和健康状况。在模型

构建前6h,停止喂食以确保胃肠道清洁。采用标准

的Hulth方法来诱导膝骨关节炎模型。

1.3.2 动物分组 采用随机数字表法将30只大鼠随

机分为空白组、模型组、观察组(各10只)。

1.3.3 干预方法 1)观察组造模成功后进行常规饲

养,并予温 针 灸 进 行 干 预 处 理,方 法:足 三 里(EX-
LE4)、犊鼻(ST35)和阳陵泉(GB34)等3穴行温针灸

(针刺+艾灸)治疗,每穴灸治10min,1次/d,疗程为

2周。参考《实验针灸学》和《实用动物针灸手册》穴位

图谱进行定位取穴。2)模型组造模成功后进行常规饲

养,且不再做其他任何干预处理。3)空白组同时期常

规饲养,不做任何干预处理。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 关节滑膜L-1β、TNF-α检测 IL-1β及TNF-α
采用酶联免疫吸附试验(ELISA)法等进行检测。抓取

SD大鼠麻醉、备皮、消毒,解剖患膝关节后,用手术刀

取膝关节关节周围滑膜组织,搅碎,无菌生理盐水

1mL稀释摇匀,室温静置2h,4℃保存2h后使用低

温高速离心机,3000r/min离心10min后取上层血

清0.5mL/膝,置于-20℃低温冰箱保存待检。操作

步骤严格按试剂盒说明书进行。配制酶结合物工作

液、生物素抗体工作液、缓冲液、标准品、IL-1β抗体、

TNF-α抗体等,配制成功后充分摇匀,净逐级反应、洗
涤、孵育后加入终止液,用波长为450nm的酶标仪测

定每孔的光密度(OD)值。ELISA法结果计算:根据

标准品的浓度和OD值绘制标准曲线,然后根据标准

曲线方程计算出样本浓度。

1.4.2 关节软骨 MMP-13检测 MMP-13含量采用

实时定量荧光PCR(RT-PCR)法检测。SD大鼠处死

后取患膝备皮、消毒,取股骨及胫骨软骨组织样品

(100mg)用于总RNA的制备,并将制备产物-80℃
冻存,待做荧光定量PCR。1)设计与合成引物(见表

1)。2)采用Trizol试剂提取SD大鼠膝关节软骨组织

的总 RNA(1μg),进 行 实 时 定 量 PCR。MMP-13
(0.5μL)进行逆转录,形成产物用于实时定量PCR,

25℃下孵育10min;42℃下孵育反转录15min。扩

增过程为:95℃下预变性10min;95℃下变性15s;

62℃下退火加延伸1min,以上40个循环。反应结束

后,行扩增曲线和溶解曲线分析,结果采用相对定量方

法用以测定目的基因的表达水平,计算公式为:相对表
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达量=2-ΔΔCt,ΔΔCt=ΔCt2-ΔCt1。ΔCt1=空白对照

组目的 基 因 Ct值-空 白 对 照 组 内 参 基 因 Ct值;

ΔCt2=实验组目的基因Ct值-实验组内参基因Ct
值;用2-ΔΔCt计算各个样本目的基因的表达情况。

表1 目的基因及β-actin引物序列

基因 引物序列

β-actin
上游:5'-CGCGAGTACAACCTTCTTGC-3'
下游:5'-ATACCCACCATCACACCCTG-3'

MMP-13
上游:5'-CCTATTCCTGGTTGCTGCTCAT-3'
下游:5'-AGGTCTGTGGAGGACTTGTAGA-3'

1.5 统计学方法

数据整理采用SPSS27.0软件处理,计量资料采

用x±s形式描述。多组组间比较采用单因素方差分

析,两组间比较采用独立样本t检验,组内比较采用配

对样本t检验。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组SD大鼠干预后滑膜组织中IL-1β及TNF-
α含量比较

各组SD大鼠干预后滑膜组织中IL-1β及TNF-α
含量比较见表2。与空白组比较,观察组及模型组大

鼠滑膜组织中IL-1β及TNF-α含量均明显增多,差异

有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,观察组大鼠

滑膜组织中IL-1β和TNF-α含量均显著降低,差异有

统计学意义(P<0.01);说明温针灸能明显降低膝骨

关节炎大鼠滑膜组织中IL-1β及TNF-α含量。
表2 各组SD大鼠干预后滑膜组织IL-1β和TNF-α含量

比较(n=10,x±s,pg/mL)

组别 IL-1β TNF-α
模型组 126.40±0.711) 89.40±1.641)

空白组 55.99±0.632) 50.77±0.502)

观察组 74.64±2.951)2) 62.84±0.931)2)

F 2643.956 275.749

注:1)与空白组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.01。

2.2 各组SD大鼠干预后关节软骨 MMP-13mRNA
含量比较

各组SD大鼠干预后关节软骨 MMP-13mRNA
含量比较见表3及图1。与空白组比较,模型组和观

察组关节软骨中 MMP-13的含量均显著升高,差异有

统计学意义(P<0.01);与模型组比较,观察组大鼠关

节 软骨MMP-13含量显著降低,差异有统计学意义

表3 各组SD大鼠干预后软骨 MMP-13mRNA含量

比较(n=10,x±s)

组别 MMP-13mRNA
模型组 1.72±0.021)

空白组 1.00±0.012)

观察组 1.19±0.021)2)

F 589.887

注:1)与空白组相比,P<0.01;2)与模型组相比,P<0.01。

图1 各组SD大鼠 MMP-13表达水平

(P<0.01);说明温针灸能显著降低SD大鼠关节软骨

MMP-13mRNA的表达水平。

3 讨论

膝骨关节炎是临床常见的膝关节退行性骨关节

病,主要以患侧膝关节肿胀疼痛、活动受限为临床表

现,属于中医学中“痹证”“骨痹”“骨痿”等病证范畴。
《素问·痹论篇》有“风、寒、湿三气杂至,合而为痹”的
记载,表明膝骨关节炎的病因病机可能与素体肝肾亏

虚,后感受风寒湿等外邪,导致膝关节经脉气血痹阻不

通,关节失于濡养而发病,该病属本虚标实,治疗则以

滋补肝肾为本,祛风散寒除湿为辅,标本兼治。中医药

治疗膝骨关节炎具有独特的临床优势,随着国家大力

发展中医药文化,温针灸治疗膝骨关节炎成为研究热

点。温针灸是一种将针刺与艾灸相结合的物理疗法,
具体操作是在针刺留针的基础上,以燃烧裹于针柄上

艾柱的方式将艾灸产生的温热效应通过针体传入穴

位,此法能够兼顾针刺效应和艾灸作用,临床疗效确

切,大量研究也证实二者结合发挥作用较单一针刺或

艾灸疗法在临床疗效方面更具优势[7]。中医学认为针

刺疗法具有舒筋活血,行气通络的作用;现代医学研究

认为针刺能够抑制末梢神经传递疼痛刺激信号,降低

膝关节周围肌张力,缓解肌肉痉挛;而且针刺还可通过

经络传导刺激交感神经,改善局部血液循环,达到消除

炎症及镇痛的作用,广泛应用于膝骨关节炎的治疗[8]。
艾灸具有温经通络、散寒止痛、补气调血的作用,能够

促进局部炎症吸收,缓解疼痛,在疾病防治过程中具有

独特疗效,且通过刺激相关穴位兼具养生保健的作

用[9]。荟萃分析显示,艾灸能明显抑制膝骨关节炎患

者关节的炎症反应,缓解关节疼痛,提高患者的生活质

量[10-12]。叶强等[13]认为穴位施灸时,艾灸燃烧时产生

辐射能可直达病灶,并通过经络系统将能量传递到受

损的组织器官,进而改善病损细胞组织微环境,促进细

胞炎性因子代谢,缓解关节炎性疼痛。也有研究认为

艾灸的温热效应和药理作用,一方面可以提高关节疼

痛阈值,促进血液循环及细胞新陈代谢;另一方面可以

激发机体免疫潜能,调节关节内环境稳态,降低关节内

炎性因子水平,从而达到缓解疼痛的作用[14-15]。总之

温针灸结合了针剌与艾灸的双重作用,二者合用具有

温经、散寒、通络、止痛等作用,契合膝骨关节炎的病因

病机,能够更好地达到通则不痛的目的,因此被广泛应
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用于膝骨关节炎保守治疗。
现代医学研究发现,膝骨关节炎的发生发展与细

胞内多种细胞因子共同作用密切相关,其中炎性致病

因子IL-1β,是该病炎症反应的始动因素,研究认为软

骨组织中IL-1β的含量与膝骨关节炎的关节软骨损伤

密切相关,其在膝骨关节炎疾病的病程过程中起着关

键性作用,它可以诱导关节软骨退变、软骨细胞凋亡及

软骨基质降解;且IL-1β含量越高,相对应的软骨损伤

程度越严重,二者呈现出明显的正相关性,且随着样本

量增加,二者呈线性分布规律[16]。TNF-α与IL-1β同

样属于炎性致病因子,其过度表达可导致滑膜组织产

生纤维化,从而改变软骨细胞生活的微环境和关节的

力学特征,加速关节软骨退变[17]。研究认为 TNF-α
可诱导细胞分泌炎症因子,不仅加速软骨细胞基质降

解及关节软骨破坏[18],而且还能加重滑膜的炎症反

应[19]。本研究表明,与空白组相比较,造模成功后的

各组大鼠滑膜组织中IL-1β、TNF-α含量明显升高,证
明膝骨关节炎模型造模后炎症发生显著;与模型组相

比,观察组滑膜中IL-1β、TNF-α含量均显著降低,表
明温针灸能调控IL-1β、TNF-α等炎性因子的分泌,明
显缓解膝骨关节炎炎症反应,从而抑制膝骨关节炎疾

病的发展进程。
致炎因子IL-1β在启动炎症过程中可激活IL-1β/

p38MAPK信号通路,传递大量炎性信号,诱发软骨内

靶向基因的表达,一方面增加炎性因子(如IL-1β、

TNF-α)、炎症介质、趋化因子等的分泌[20];另一方面

引起 MMPs过度表达,并引起软骨细胞退变、破裂、凋
亡等一系列病理反应[21]。研究发现 MMPs中发挥降

解作用的最主要的酶是 MMP-13,若细胞中 MMP-13
的含量增加,不仅可直接导致软骨的破坏速度加剧,而
且通过逆向信号传导间接上调炎性因子,如IL-1β、前
列腺素E2(PGE2)及环氧化酶-2(COX-2)等的表达水

平,从而加重关节炎症反应,因此认为 MMP-13是反

映关节软骨退变程度的一个重要标志物。本研究中与

空白组相比,造模成功后各组关节软骨 MMP-13含量

明显升高,表明膝骨关节炎模型大鼠关节软骨 MMP-
13处于过度表达状态。与模型组相比,观察组SD大

鼠软骨 MMP-13含量明显降低,说明温针灸能通过调

控 MMP-13表达水平,明显降低软骨中 MMP-13含

量,减缓关节软骨损害,从而起到抑制膝骨关节炎疾病

发展的作用。
综上所述,膝骨关节炎的发生发展与IL-1β、TNF-

α和 MMP-13等关系密切,且相互作用,膝骨关节炎

发病后可导致关节组织内IL-1β、TNF-α和 MMP-13
含量升高,进而加重炎症反应及软骨破坏,导致疾病进

一步发展,形成恶性循环,这可能是基于炎症通路造成

膝关节损害的发生机制之一;而通过温针灸治疗后可

明显 减 少 滑 膜 中IL-1β、TNF-α 等 的 含 量 且 抑 制

MMP-13表达,这可能是温针灸减缓疾病炎症发展及

抑制软骨损害的机制之一。
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但本研究不足之处是缺少对杜仲总黄酮作用剂量的探

究,这将是笔者下一步研究的重点。
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