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基于 Piezo1/MEK5/ERK5 机械敏感通路探讨电针
干预膝关节骨关节炎兔软骨退化的机制

邵欣欣，潘丽婕，李鑫茹，林谦信，田珂铭，王 瑞，孙丽丽，高海南，谭紫丽，朱翔宇

（北京中医药大学针灸推拿学院，北京  100029）

【摘　要】　目的：探究电针对膝关节骨关节炎（KOA）兔压电式机械敏感离子通道组件 1（Piezo1）/丝裂原活

化蛋白激酶激酶 5（MEK5）/细胞外信号调节激酶 5（ERK5）机械敏感通路的调节作用，探究其缓解 KOA 软

骨退行性改变的潜在机制。方法：将 24 只新西兰雄兔随机分为空白组、模型组、电针组、电针+Yoda1 组，每

组 6 只。除模型组外，其余 3 组采用改良 Videman 固定法建立 KOA 模型。电针组选取“外膝眼”“内膝眼”

“足三里”“阳陵泉”进行针刺，20 min/次；电针+Yoda1 组电针干预前 2 h 关节腔注射 Piezo1 特异性激动剂

Yoda1 溶液（浓度为 0.355 mg/mL，每次注射 0.5 mL），其余操作同电针组。均隔天治疗 1 次，连续治疗 3 周。

干预前后，采用奎森功能障碍指数（Lequesne MG）评分检测膝关节的局部症状和功能。干预后，采用番红

O-固绿染色观察兔膝关节软骨组织形态；免疫荧光染色法检测软骨Ⅱ型胶原蛋白（Col-Ⅱ）的荧光表达强

度；ELISA 法测定关节液中软骨降解产物软骨寡聚基质蛋白（COMP）和Ⅱ型胶原羧基端肽（CTX-Ⅱ）含量；

Western blot 法检测膝关节软骨中 Col-Ⅱ、聚集蛋白聚糖（Aggrecan）、Piezo1、MEK5、ERK5 的蛋白表达水

平。结果：模型组和电针+Yoda1 组兔膝关节软骨基质番红着色明显减退，软骨细胞分布不均，成簇分布，软

骨结构层次不清，潮线紊乱、模糊不清；与模型组和电针+Yoda1 组比较，电针组兔膝关节软骨基质番红染色

较均匀，呈红色，软骨细胞分布较均匀，排列整齐，软骨结构层次较清楚，潮线恢复。干预后，与空白组比较，

模型组兔 Lequesne MG 评分升高（P<0.01），膝关节关节液 COMP、CTX-Ⅱ含量升高（P<0.01），软骨 Col-Ⅱ
荧光强度显著降低（P<0.01），Col-Ⅱ、Aggrecan 蛋白表达降低（P<0.01），Piezo1、MEK5、ERK5 蛋白表达升

高（P<0.01）。与模型组和电针+Yoda1 组相比，电针组兔 Lequesne MG 评分降低（P<0.01，P<0.05），膝关

节关节液 COMP、CTX-Ⅱ含量下降（P<0.01），膝关节软骨 Col-Ⅱ荧光强度显著升高（P<0.01），Col-Ⅱ、

Aggrecan 蛋白表达升高（P<0.01），Piezo1、MEK5、ERK5 蛋白表达下降（P<0.01，P<0.05）。结论：电针干

预可能是通过下调 Piezo1/MEK5/ERK5 机械敏感通路，抑制软骨细胞外基质降解，促进其合成，从而延缓

KOA 兔的软骨退化。
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【ABSTRACT】　 Objective　To investigate the regulatory effect of electroacupuncture （EA） on the Piezo1/mitogen-

activated protein kinase kinase 5 （MEK5）/extracellular signal-regulated kinase 5 （ERK5） mechanosensitive pathway in 

rabbits with knee osteoarthritis （KOA）， so as to explore its potential mechanism in alleviating KOA cartilage 

degeneration. Methods　 Twenty-four male New Zealand rabbits were randomly divided into a blank group， a model 

group， an EA group， and an EA + Yoda1 group， with 6 rabbits in each group. Except for the blank group， the KOA 

model was established in the other three groups using the modified Videman fixation method. Rabbits in the EA group 
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received EA at “Waixiyan” （ST35）， “Neixiyan” （EX-LE4）， “Zusanli” （ST36） and “Yanglingquan” （GB34）， 20 min per 

session. In the EA + Yoda1 group， the Piezo1-specific agonist Yoda1 solution （0.355 mg/mL， 0.5 mL per injection） was 

injected into the articular cavity 2 h before EA intervention， and the other procedures were the same as those in the EA 

group. All treatments were performed once every other day for 3 consecutive weeks. Before and after intervention， the 

Lequesne MG index was used to evaluate local symptoms and function of the knee joint. After intervention， safranin 

O-fast green staining was used to observe the morphological structure of rabbit knee articular cartilage； 

immunofluorescence staining was used to detect the fluorescence intensity of type Ⅱ collagen （Col- Ⅱ） in cartilage； 

ELISA was used to determine the contents of cartilage oligomeric matrix protein （COMP） and C-telopeptide of type Ⅱ 

collagen （CTX-Ⅱ） in synovial fluid； Western blot was used to detect the protein expression levels of Col-Ⅱ， Aggrecan， 

Piezo1， MEK5 and ERK5 in knee articular cartilage. Results　Safranin O staining of knee articular cartilage matrix was 

significantly reduced， chondrocytes were unevenly distributed in clusters， the cartilage structure was unclear， and the 

tidal line was disordered and blurred in the model group and the EA + Yoda1 group. Compared with the model group 

and the EA + Yoda1 group， the EA group showed more uniform safranin O staining （red staining）， more evenly and 

neatly arranged chondrocytes， clearer hierarchical structure of cartilage， and restored tidal line. After intervention， 

compared with the blank group， the model group showed increased Lequesne MG score （P<0.01）， elevated contents 

of COMP and CTX-Ⅱ in synovial fluid （P<0.01）， significantly decreased fluorescence intensity of Col-Ⅱ in cartilage （P<

0.01）， down-regulated protein expression of Col- Ⅱ and Aggrecan （P<0.01）， and up-regulated protein expression of 

Piezo1， MEK5 and ERK5 （P<0.01）. Compared with the model group and the EA + Yoda1 group， the EA group 

exhibited decreased Lequesne MG score （P<0.01， P<0.05）， reduced contents of COMP and CTX-Ⅱ in synovial fluid 

（P<0.01）， significantly increased fluorescence intensity of Col- Ⅱ in knee cartilage （P<0.01）， up-regulated protein 

expression of Col-Ⅱ and Aggrecan （P<0.01）， and down-regulated protein expression of Piezo1， MEK5 and ERK5 （P<

0.01， P<0.05）. Conclusion　 EA intervention may delay cartilage degradation in KOA rabbits by down-regulating the 

Piezo1/MEK5/ERK5 mechanosensitive pathway， inhibiting the degradation and promoting the synthesis of chondrocyte 

extracellular matrix.

【KEYWORDS】　Electroacupuncture； Piezo1； Cartilage degradation； Knee osteoarthritis

膝关节骨关节炎（KOA）是一种慢性退行性关

节疾病，表现为关节软骨退化、软骨下骨硬化及滑

膜增生。其中，关节软骨的进行性退化是 KOA 发

病机制最具特征性的病理学表现 [1]。该疾病在老年

人群中高度流行，是全球范围内疼痛与功能障碍的

主要病因之一 [2]。现有研究表明，过度的机械应力

是骨关节炎发病机制中关键因素 [3]。机械敏感离子

通道 Piezo1 在软骨中的机械转导中扮演关键角

色 [4-5]，机械应力介导的 Piezo1 激活参与软骨细胞细

胞外基质（ECM）的分解代谢，最终导致关节软骨退

变 [6-7]。细胞外信号调节激酶 5（ERK5）是丝裂原活

化蛋白激酶（MAPK）家族新发现的成员。激活后，

ERK5 将外部机械负荷转化为细胞生物学效应，包

括增殖、分化和凋亡 [8]。作为 ERK5 的唯一上游激

酶，丝裂原活化蛋白激酶激酶 5（MEK5）特异性激活

ERK5，且不与其他 MAPK 家族成员发生交叉反应，

该激酶选择性调控 ERK5 的表达，调节增殖和分化

等细胞过程 [9]。MEK5/ERK5 信号级联作为 Piezo1
机械敏感性离子通道的下游通路，调控软骨生长、

组织修复及再生过程 [10-11]。针刺作为一种中医的非

药物治疗方式，在 KOA 的治疗中展现出治疗与预

防双重功效 [12]。早在 2019 年，骨关节炎研究学会与

美国风湿病学会/关节炎基金会联合发布的《骨关

节炎非手术治疗国际指南》中就已推荐采用针灸治

疗 KOA[13]。研究显示，电针通过促进Ⅱ型胶原蛋白

（Col-II）和聚集蛋白聚糖（Aggrecan）的合成，同时抑

制软骨寡聚基质蛋白（COMP）和Ⅱ型胶原羧基端

肽（CTX-Ⅱ）的降解，显著延缓软骨退变，改善软骨

ECM 代谢 [14]，并且能显著提升骨关节炎患者的生活

质量 [15]。但电针是否能通过 Piezo1/MEK5/ERK5
机械敏感通路改善 KOA 的软骨退化尚不清楚。本

研究基于 Piezo1/MEK5/ERK5 机械敏感通路探讨

电针对 KOA 兔软骨损伤的影响及其作用机制，以

期为电针干预 KOA 提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

3 月龄清洁级健康雄性新西兰兔 24 只，体质量

（2.2±0.2）kg，购自北京富龙腾飞实验动物研究院

有限公司，生产许可证号：SCXK（京）2023-0011。
于北京中医药大学动物实验中心饲养，自然光线照
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射，温度 20~22 ℃ ，相对湿度 40%~60%，单笼饲

养，自由摄食饮水。实验动物适应性饲养一周后，

采用随机数字表法将新西兰雄兔随机分为空白组、

模型组、电针组和电针+Yoda1 组，每组 6 只。本实

验通过北京中医药大学实验动物伦理委员会批准

（伦理批准号：BUCM-2023092602-3172），严格遵守

中华人民共和国科学技术部 2006 年颁布的《关于善

待实验动物的指导性意见》相关规定。

1.2　主要仪器与试剂

高分子树脂绷带（泰州医疗科技有限公司，15 cm×
180 cm），一次性针灸针（北京中研太和，0.2 mm×
13 mm），LH202H 型韩氏穴位神经刺激仪（北京华

为产业开发），JB-P5 型包埋机（武汉俊杰），RM2016
型病理切片机（上海徕卡仪器），NIKON ECLIPSE 
E100 型光学显微镜、NIKON ECLIPSE C1 型正置

荧光显微镜（日本尼康），Epoch 型酶标仪（美国 Bio 
Tek），D3024R 型台式高速冷冻离心机（北京大龙兴

创），MV-100 型涡旋混合器（武汉赛维尔），电泳仪

（Mini Trans-Blot@ Cell，美国 BIO-RAD），电转仪

（Mini PROTEAN@ Tetra Cell）、GelDoc XR+化学

发光成像系统（美国 BIO-RAD）。

戊 巴 比 妥 钠（P1110，德 国 Sigma），CTX- Ⅱ 
ELISA 试剂盒（CEA686Rb，武汉云克隆），COMP 
ELISA 试剂盒（m1031041，上海酶联），乙二胺四乙

酸（EDTA）脱 钙 液（G110）、柠 檬 酸 抗 原 修 复 液

（pH6.0，G1202）、牛血清白蛋白（GC305010）、DAPI
染色试剂（G1012）、组织自发荧光淬灭剂（G1401）、

Col-Ⅱ一抗（GB11021）、Alexa Fluor 488 标记山羊

抗兔 IgG（GB25303）、抗荧光淬灭封片剂（G1401）、

HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔（GB23303）、β -actin 抗 体

（GB15003）、MEK5 抗体（GB154685）、番红 O-固绿

（骨组织）染液套装（G1053）均购自武汉 Servicebio，
Aggrecan 抗体（ab313636）、ERK5 抗体（ab40809）均

购自美国 Abcam，Piezo1 抗体（15939-1-AP，武汉三

鹰），ECL Plus 超敏发光液（PE0010，北京索莱宝），

Piezol特异性激动剂Yoda1（T7506，美国Targetmol），
RIPA 裂解液（R1091，北京兰博利德）。

1.3　造模方法

除空白组外，模型组、电针组和电针+Yoda1 组

兔均采用改良 Videman 法[16]将兔左后膝伸直位固定

制动建立 KOA 模型。用 3% 戊巴比妥钠（30 mg/kg）
经耳缘静脉注射将兔麻醉后，仰卧固定于兔台上，

牵拉左后肢使膝关节伸直 180°，踝关节背屈 60°。用

双面泡沫胶包绕膝关节，左后肢剩余部分用弹性绷

带缠绕，再用经热水浸泡软化的高分子树脂绷带从

腹股沟包绕到趾头固定动物左后肢，留出兔足趾部

分以便观察其末梢血液循环情况。再用医用纱布

将树脂绷带固定，外缠 2 层弹性绷带，并外套丝袜防

动物撕咬。每隔 1 d 观察损坏、松动情况及兔左下

肢供血情况，连续有效制动 6 周。造模后，采用奎森

功能障碍指数（Lequesne MG 评分）[17]对兔膝关节疼

痛、肿胀、关节活动度及步态进行评价，以 Lequesne 
MG 评分≥6 分为造模成功标准。

1.4　干预方法

电针组造模成功 1 周后，将实验兔清醒时固定

于兔盒中，参照《实验针灸学》[18]兔常用针灸穴位定

位标准选取左侧“外膝眼”（为与“内膝眼”对应，本

文“犊鼻”均写为“外膝眼”）“内膝眼”“足三里”“阳

陵泉”进行针刺。毫针（一次性无菌针灸针，规格

0.2 mm×13 mm），刺入腧穴深度约为 5 mm，应用穴

位神经刺激仪进行电刺激治疗，正负极分别连接

“外膝眼”“内膝眼”，“足三里”“阳陵泉”，疏密波，频

率 2 Hz/100 Hz，强度 3 mA，每次 20 min，隔天治疗

1 次，治疗 3 周。电针+Yoda1 组的电针干预方法同

电针组，在每次干预前 2 h 给予关节腔注射 0.5 mL 
Piezo1 特异性激动剂 Yoda1 溶液（0.355 mg/mL）[19]。

空白组和模型组常规饲养，正常抓取，不予任何

干预。

1.5　观察指标与检测方法

行为学检测：分别于干预前后采用 Lequesne 
MG 评分评估兔左后肢膝关节局部症状、体征及功

能，包括膝关节局部疼痛刺激反应（0~3 分）、关节

肿胀程度（0~2 分）、关节活动范围（0~3 分）及步态

变化（0~3 分）4 个部分。总分 0~11 分，评分越高提

示膝关节功能障碍越严重 [17]。

取材：经耳缘静脉注射过量（≥100 mg/kg）3%
戊巴比妥钠将兔麻醉致死后，左后肢备皮，用含有

1 mL 0.9% 氯化钠溶液的注射器反复冲洗膝关节腔

获得关节液，立即浸没于液氮中，再移至-80 ℃冰箱

冻存，用于 ELISA 检测。迅速打开左后肢膝关节

腔，并去除膝周韧带、滑膜、半月板等组织，使用咬

骨钳快速取下在患肢胫骨平台内、外侧中央负重区

的软骨组织块，以 0.9% 氯化钠溶液冲洗黏附的血

液、组织液、污物后，一部分置于 4% 多聚甲醛中固

定，用于病理学检查；一部分浸没于液氮中，后移至

-80 ℃冰箱冻存，用于 Western blot检测。

采用番红 O-固绿染色法观察兔膝关节软骨组

织病理变化：软骨组织块置于 4% 多聚甲醛中充分
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固定后，室温内用 EDTA 脱钙液脱钙 3 周，然后脱

水，透明，浸蜡，石蜡包埋，切片（厚度约 4 μm）。烤

制石蜡切片后，分别放入二甲苯中充分脱蜡。将切

片依次放入微波修复盒中的番红染液、固绿染液染

色，脱水，透明，中性树胶封片，于光学显微镜下观

察各组兔膝关节软骨组织形态。

ELISA 法检测兔膝关节液中 COMP、CTX-Ⅱ
含量：取出冷冻关节液，在样本孔中加入稀释后的

50 μL 待测样本，在标准品孔中加入等量的标准品。

随后，将 100 μL 待检测的酶标记抗体加入各孔中。

封板后，37 ℃恒温温育 1 h。然后洗板，拍干，加显色

剂，37 ℃遮光孵育 15 min。每孔加入终止液 50 μL。

用酶标仪在 450 nm 处测量吸光度值，绘制标准曲

线，计算 COMP、CTX-Ⅱ含量。

免疫荧光染色法检测兔膝关节软骨组织 Col-Ⅱ
表达：将固定的软骨组织用石蜡包埋，切片厚约 5 μm，

在 60 ℃下烤片 60 min，常规脱蜡水化后，在 37 ℃下

进行 30 min 抗原修复。用组织自身荧光淬灭剂处

理 30 min，用 3% 牛血清蛋白封闭，阻断 30 min 后，

4 ℃下孵育 Col-Ⅱ（1∶300）一抗过夜，Alexa Fluor 标
记的 CY3 标记山羊抗兔 IgG 二抗（1∶400）在 37 ℃下

孵育 1 h。将 DAPI 染液滴加在组织上，避光室温孵

育 10 min，洗涤，甩干。在组织上滴加抗荧光淬灭封

片剂封片，用正置荧光显微镜观察，并用 Image J 进
行分析。

Western blot 法检测兔膝关节软骨组织 Col-Ⅱ、

Aggrecan、Piezo1、MEK5、ERK5 蛋白表达水平：取

冻存的兔左后肢软骨组织 100 mg，液氮研磨后，用

1 mL RIPA 裂解液于冰上裂解，离心后取上层清

液，采用 BCA 法测定蛋白浓度，后加入 5×蛋白上

样缓冲液。制胶，上样，电泳，转膜，加入 5% 脱脂奶

粉 封 闭 2 h，1×TBST 洗 涤 3 次 ，加 入 Col- Ⅱ 、

Aggrecan、Piezo1、MEK5、ERK5一抗（稀释比例均为

1︰1 000）于 4 ℃冰箱孵育过夜，1×TBST 洗涤 3 次，

加入二抗（稀释比例均为 1︰5 000）室温孵育 90 min，
1×TBST 洗涤 3 次，显影液 A 液和 B 液按照 1︰1 比

例配制，滴加适量显影液于 PVDF 膜上，显影。以

β-actin 为内参蛋白进行校准，运用 Image J 软件进行

胶片条带的灰度值分析，以目的蛋白和内参蛋白灰

度值比值作为目的蛋白相对表达量。

1.6　统计学方法

数据采用 SPSS27.0 软件进行统计分析。符合

正态分布的计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，

方差齐者，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较 采 用 LSD 检 验 ；方 差 不 齐 者 ，组 间 比 较 采 用

Kruskal-Wallis H 秩和检验。以 P≤0.05 为差异有

统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组兔 Lequesne MG 评分比较

采用改良的 Videman 法固定左后肢伸展 6 周

后，造模兔患肢活动能力受损，肌腱附着处可触到

纤维条索结构。造模后干预前，与空白组相比，模

型组、电针组、电针+Yoda1 组的 Lequesne MG 评分

显著升高（P<0.05），且≥6 分；而模型组、电针组、

电针 +Yoda1 组之间的差异无统计学意义，提示

KOA 兔模型成功，且模型组、电针组、电针+Yoda1
组之间的基线值一致，具有可比性。干预后，与空

白组相比，模型组的 Lequesne MG 评分显著升高

（P<0.01）。与模型组和电针+Yoda1 组相比，电针

组的 Lequesne MG 评分降低（P<0.01，P<0.05）。

见图 1。

2.2　各组兔膝关节软骨组织番红 O-固绿染色比较

与空白组比较，模型组和电针+Yoda1 组兔膝

关节软骨基质番红着色明显减退，软骨细胞分布不

均，成簇分布，软骨结构层次不清，潮线紊乱、模糊

不清；与模型组和电针+Yoda1 组比较，电针组兔膝

关节软骨基质番红染色较均匀，呈红色，软骨细胞

分布较均匀，排列整齐，软骨结构层次较清楚，潮线

恢复。见图 2。
2.3　各组兔膝关节液中 COMP、CTX-Ⅱ含量比较

与空白组比较，模型组兔膝关节液中 COMP、
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1
0

评
分

/分

Lequesne MG

干预前 干预后

**
**

**
**

△
##

注：与同时点空白组比较，**P<0.01；与同时点模型组比较，
##P<0.01；与同时点电针+Yoda1 组比较，△P<0.05。

图 1　各组兔患侧膝关节干预前后 Lequesne MG评分比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 1　Comparison of Lequesne MG score for the affected 

knee joints before and after intervention of rabbits in the 4 

groups （x̄±s， 6 rabbits/group）
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CTX- Ⅱ 含量升高（P<0.01）；与模型组和电针 + 
Yoda1 组比较，电针组兔膝关节液中 COMP、CTX-

Ⅱ含量下降（P<0.01）。见图 3。
2.4　各组兔膝关节软骨 Col-Ⅱ的荧光表达强度比较

与空白组比较，模型组兔膝关节软骨组织中

Col-Ⅱ荧光强度显著降低（P<0.01）；与模型组和电

针 +Yoda1 组比较，电针组兔膝关节软骨组织中

Col-Ⅱ荧光强度显著升高（P<0.01）。见图 4。
2.5　各组兔膝关节软骨 Col-Ⅱ、Aggrecan 蛋白表达

比较

与空白组比较，模型组兔膝关节软骨 Col-Ⅱ、

Aggrecan 蛋白表达显著下降（P<0.01）；与模型组

和电针+Yoda1 组比较，电针组 Col-Ⅱ、Aggrecan 蛋

白表达显著升高（P<0.01）。见图 5。
2.6　各组兔膝关节软骨 Piezo1、MEK5、ERK5 蛋白

表达比较

与空白组比较，模型组兔膝关节软骨 Piezo1、
MEK5、ERK5 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与模

型 组 和 电 针 +Yoda1 组 比 较 ，电 针 组 Piezo1、
MEK5、ERK5 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<0.01，P<
0.05）。见图 6。

注：绿色箭头代表软骨基质，蓝色箭头代表软骨细胞。

标尺=50 μm。

图 2　各组兔膝关节软骨组织形态比较（番红 O-固绿染色）

Fig. 2　Comparison of chondrocyte tissue morphology of 

knee joints of rabbits in the 4 groups 

（safranin O-fast green staining）
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注：COMP 为软骨寡聚基质蛋白，CTX-Ⅱ为Ⅱ型胶原羧基

端肽。与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；
与电针+Yoda1 组比较，△△P<0.01。

图 3　各组兔膝关节关节液 COMP、CTX-Ⅱ含量比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 3　Comparison of COMP、CTX-Ⅱ contents in synovial 

fluid of rabbits in the 4 groups （x̄±s，6 rabbits/group）
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注：Col-Ⅱ为Ⅱ型胶原蛋白。标尺=50 μm。与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；与电针+Yoda1 组比较，
△△P<0.01。

图 4　各组兔膝关节软骨 Col-Ⅱ荧光强度比较（免疫荧光染色，x̄±s，6只兔/组）

Fig. 4　Comparison of fluorescence intensity of Col-Ⅱ in knee cartilage of rabbits in the 4 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 6 rabbits/group）
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3　讨论

KOA 好发于中老年群体，主要表现为膝关节软

骨退行性病变，疼痛僵硬，关节屈伸不利，严重者可

出现关节畸形，甚至致残 [20]。从中医学角度 KOA 属

于“痹症”中的“骨痹”“筋痹”。《灵枢·经筋》载：“经

筋之病，寒则反折筋急，热则筋弛纵不收，阴痿不

用。阳急则反折，阴急则俯不伸。”KOA 患者常因长

期慢性劳损、外伤等因素导致膝关节周围经筋受

损，加之风寒湿邪侵入，形成“筋结”“条索”等病理

产物，阻碍气血运行，致使局部血流不畅，筋骨失

养，最终筋骨平衡失调，加速软骨退化，形成恶性

循环。

电针疗法是将针刺和现代电刺激技术相结合

的一种治疗手段，除了具备传统针刺的疏通经络、

行气活血、利节止痛的作用之外，还能调整人体的

生物电活动，促进机体自我修复，是国际临床实践

指南提出作为治疗 KOA 非药物干预的重要手段之

一 [13]。文献研究显示，临床上治疗 KOA 的高频穴位

有外膝眼、内膝眼、阳陵泉、足三里、血海、梁丘、阴

陵泉、鹤顶、阿是穴 [21-22]。本研究所选外膝眼、内膝

眼属经外奇穴，分别位于髌韧带的外侧，内侧凹陷

中。《针灸大成》指出“膝眼主膝肿痛”，明确了其活

血消肿、舒筋通络的作用。足三里为胃腑之下合

穴，是人体的强壮要穴，能大补脾胃、生化气血，从

根源上濡养筋骨。《针灸甲乙经》记载：“膝痿痛，三

里主之。”阳陵泉为足少阳经合穴、八会穴之筋会，

能从整体上调节全身“筋”的功能状态，达到舒筋解

痉、松解筋膜链的效果。四穴相近，可直接作用于

膝关节，在穴下周围深层组织形成回路，增强膝周

肌肉力量，濡养筋脉，稳定关节、延缓膝关节退变。

本研究选择 2 Hz/100 Hz 的疏密波、强度 3 mA 的治

疗参数。研究证实疏密波治疗 KOA 能提高关节液

中转化生长因子 β1 的含量，促进软骨细胞增殖分

化 [23]，保护关节软骨基质，有助于其修复；强电针组

（>2 mA）在减轻疼痛强度和抑制慢性疼痛方面优

于弱电针组（<0.5 mA）[24]。

本研究采用的改良 Videman 方法是目前最常

用的 KOA 造模方法，可在软骨区域产生局部高机

械应力，从而诱导生物力学驱动的软骨退化，该

KOA 模型可模拟人类 KOA 的自然进展过程 [25-26]。

Lequesne MG 评分是国际常用的评估 KOA 行为学

的指标，能反映膝关节功能情况 [17]。本研究中模型
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与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；
与电针+Yoda1 组比较，△△P<0.01。

图 5　各组兔膝关节软骨 Col-Ⅱ、Aggrecan蛋白表达比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 5　Comparison of Col-Ⅱ and Aggrecan protein 

expressions in knee joints cartilage of rabbits in the 4 

groups （x̄±s， 6 rabbits/group）
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与电针+Yoda1 组比较，△P<0.05，△△P<0.01。
图 6　各组兔膝关节软骨 Piezo1、MEK5、ERK5蛋白表达比

较（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 6　Comparison of Piezo1，， MEK5 and ERK5 protein 

expressions in knee joints cartilage of rabbits in the 4 

groups （x̄±s， 6 rabbits/group）
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组、电针组、电针+Yoda1 组兔造模后 Lequesne MG
评分均高于空白组，表明造模后 3 组兔膝关节功能

障碍明显，达到 KOA 成模标准。干预结束后，电针

组的 Lequesne MG 评分均明显低于模型组，且番红

O-固绿染色显示电针组的膝关节软骨基质番红染

色较均匀，呈红色，软骨细胞分布较均匀，排列较整

齐，潮线恢复，而模型组膝关节软骨基质番红着色

明显减退，软骨细胞分布不均，成簇分布，潮线紊

乱、模糊不清，说明电针对 KOA 模型兔膝关节功能

及软骨组织损伤有改善作用，与胡哲等 [27]的研究结

果一致。

软骨退变的病理本质在于其 ECM 合成与分解

代谢之间的失衡。软骨 ECM 是由蛋白多糖、胶原、

水、矿物质和纤维蛋白组成的复杂网络，赋予关节

软骨生物力学特性，参与维持正常软骨的结构和功

能 [28]。证据表明，异常机械负荷会破坏软骨 ECM 代

谢的稳态平衡，以 Col-II 和 Aggrecan 的分解代谢为

主，产生 CTX-II 和 COMP 等裂解产物，从而破坏软

骨基质的稳态 [29]。Shi 等 [30]观察到 COMP 在 KOA
患者血清中显著升高，而电针可降低其血清 COMP
水平，这些结果与本研究类似。本研究结果显示，

模型组兔膝关节液中 COMP 和 CTX-II 含量显著升

高，而膝关节软骨中 Col-II 荧光强度降低。电针干

预后 COMP 和 CTX-II含量显著下降，而 Col-II荧光

强度升高，这表明电针能促进软骨 ECM 合成，抑制

COMP、CTX-II释放，最终延缓软骨退变。

Piezo1 是一种机械敏感的离子通道，广泛表达

于软骨细胞、骨细胞及间充质干细胞中，参与机械

信号的转导，在软骨退变、细胞凋亡、炎性反应及骨

代谢紊乱中发挥着重要的调控作用 [31-32]。在骨关节

炎中，软骨细胞作为软骨中的唯一细胞，可通过

Piezo1 离子通道感应来自外部和内部的机械力，介

导钙离子进入细胞内，激活下游的信号通路或者引

发一系列细胞内信号级联反应 [33]。Piezo1 可以触发

多条下游分子通路，如 MAPK 家族信号通路、氧化

应激、铁死亡、IL-1β 和 NF-κB 通路等，这些通路还

会导致软骨细胞凋亡和 ECM 分解 [32,34-35]。而特异性

敲除 Piezo1 基因可保护软骨细胞免于凋亡，维持软

骨 ECM 分解与合成过程之间的稳态 [36]。ERK5 信

号转导通路是 MAPK 家族中最近被发现的，可被其

唯一上游激酶 MEK5 高度特异性激活，参与细胞活

动 [37]。MEK5/ERK5 已被证实是 Piezo1 的关键下游

信号通路 [38]。近年来，大量研究表明骨关节炎中

MEK5/ERK5 信号通路的活性增强可抑制软骨的

Col-II和 Aggrecan 基因的转录活性 [39-40]，引起软骨退

化。最新研究证实，Piezo1 通道活性升高会诱导

Ca2+流入，促进 Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ
（CaMKII）磷酸化，MEK5/ERK5 发生级联反应，加

速了细胞外基质的降解 [41]。本研究显示，模型组兔

膝关节软骨中 Piezo1、MEK5 和 ERK5 的蛋白表达

升高，Col-II、Aggrecan 蛋白表达降低。经电针干预

后，兔膝关节软骨中 Piezo1、MEK5 和 ERK5 的蛋白

表达下降，和 Col-II、Aggrecan 蛋白表达升高。这提

示针刀干预可能通过调控 Piezo1/MEK5/ERK5 信

号通路抑制软骨 ECM 分解，促进其合成，而发挥保

护软骨的作用。

为进一步验证我们的研究结果，我们通过关节

腔注射给药方式在 KOA 兔中注射 Piezo1 激动剂

Yoda1，随后进行电针干预。最终结果显示，电针

+Yoda1 组的 Lequesne MG 评分低于电针组，软骨

基质番红着色明显减退，软骨细胞分布不均，潮线

模糊；膝关节液中 COMP 和 CTX-II 含量，及膝关节

软骨 Piezo1、MEK5 和 ERK5 蛋白表达水平高于电

针组，而 Col-II 和 Aggrecan 蛋白表达水平低于电针

组。这表明，当 Piezo1/MEK5/ERK5 机械敏感通路

被激活后，电针干预的效果会受到抑制，致使软骨

ECM 的降解无法得到有效缓解。因此我们可以推

断电针可能通过下调 Piezo1/MEK5/ERK5 机械敏

感通路，抑制软骨 ECM 的分解代谢，促进软骨基质

合成，最终延缓 KOA 的软骨退化进程。

Piezo 是一种机械敏感性离子通道蛋白，可以特

异性调节机械力，主要分为 Piezo1 和 Piezo2 两个亚

家族。作为 Piezo1 的同源蛋白，Piezo2 目前被认为

与机械性疼痛的发生相关 [42-43]，后续可进一步探究

电 针 减 轻 KOA 患 者 的 膝 周 疼 痛 是 否 与 Piezo2
有关。
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