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【摘　要】　目的：探讨温针灸对膝关节骨关节炎（KOA）大鼠膝关节软骨细胞衰老的影响，并比较温针灸与

温和灸的效应差异。方法：Wistar 大鼠随机分为正常组、模型组、温和灸组和温针灸组，每组 12 只。采用碘

乙酸钠注射法复制 KOA 模型。温和灸组和温针灸组大鼠于“伏兔”“足三里”分别施以温和灸和温针灸，

30 min/次，隔日 1 次，干预 4 周。Lequesne MG 行为学评分评估大鼠膝关节功能，并测量各组大鼠右侧膝关

节横向直径及右侧足底痛阈值；HE 及番红 O 固绿染色法观察大鼠膝关节的病理形态变化，并进行 Mankin’
s、OARSI 评分；ELISA 法检测血清白细胞介素（IL）-6、IL-18、基质金属蛋白酶（MMP）-13 含量；免疫组织化

学法检测膝关节软骨组织中细胞周期蛋白依赖性激酶 4 抑制剂 A（P16INK4A）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制

剂 1A（P21Waf1/Cip1）、IL-6、MMP-13、Ⅱ型胶原蛋白（Collagen-Ⅱ）的阳性表达；Western blot 法检测软骨组织中

P16INK4A、P21Waf1/Cip1、Collagen-Ⅱ、IL-6、MMP-13 蛋白相对表达水平。结果：与正常组相比，模型组 Lequesne 
MG 评分升高（P<0.01），右侧膝关节横向直径增大（P<0.01），痛阈值降低（P<0.01）；与模型组相比，温和

灸组和温针灸组 Lequesne MG 评分降低（P<0.01），右侧膝关节横向直径减小（P<0.01），痛阈值升高（P<
0.01）；与温和灸组相比，温针灸组 Lequesne MG 评分降低（P<0.01），痛阈值升高（P<0.01）。模型组出现膝

关节软骨退变特征，表层软骨破损、潮线消失，温和灸组和温针灸组退变程度减轻，温针灸组改善更明显。

与正常组相比，模型组 Mankin’s、OARSI 评分均升高（P<0.01）；与模型组相比，温和灸组和温针灸组

Mankin’s、OARSI 评分均降低（P<0.01），且温针灸组低于温和灸组（P<0.05）。与正常组相比，模型组血清

中 IL-6、IL-18、MMP-13 含量均升高（P<0.01），膝关节软骨组织中 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、MMP-13 阳性

表达和蛋白表达均升高（P<0.01），Collagen-Ⅱ阳性表达和蛋白表达降低（P<0.01）；与模型组相比，温和灸组

和温针灸组血清 IL-6、IL-18、MMP-13 含量均降低（P<0.01），膝关节软骨组织中 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、
MMP-13 阳 性 表 达 和 蛋 白 表 达 均 降 低（P<0.01，P<0.05），Collagen- Ⅱ 阳 性 表 达 和 蛋 白 表 达 升 高（P<
0.01）；与温和灸组相比，温针灸组以上指标（除膝关节横外直径外）变化更加明显（P<0.01，P<0.05）。

结论：温针灸能有效改善大鼠 KOA，且作用优于温和灸，其效应机制可能与抑制软骨细胞衰老有关。
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【ABSTRACT】　Objective　 To investigate the effect of warm needling moxibustion on chondrocyte senescence in 
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Wistar rats were randomly assigned to ４ groups （n=12）： normal， model， mild moxibustion， and warm needling. KOA 
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was induced by intra-articular injection of monosodium iodoacetate （MIA） into the right knee. Rats in the mild 

moxibustion and warm needling moxibustion groups received interventions at the acupoints “Futu”　（ST32） and 

“Zusanli” （ST36）， 30 min per session， once every other day for 4 weeks. After intervention， Lequesne MG scores， the 

right knee joint horizontal diameter， and right hind paw pain threshold were assessed. Histopathological changes in the 

rat knee joints were observed by hematoxylin–eosin （HE） and safranin O staining， and were scored using the Mankin’s 

and OARSI systems. Serum contents of interleukin-6 （IL-6）， interleukin-18 （IL-18）， and matrix metalloproteinase-13 

（MMP-13） were measured by ELISA. Immunohistochemistry was performed to detect the expressions of P16INK4A， 

P21Waf1/Cip1， IL-6， MMP-13， and type Ⅱ collagen （Collagen-Ⅱ） in knee cartilage. Western blot was performed to detect 

the relative protein expression levels of P16INK4A， P21Waf1/Cip1， Collagen- Ⅱ ， IL-6， and MMP-13 in cartilage tissue. 

Results　 Compared with the normal group， the model group showed a significantly higher Lequesne MG score （P<

0.01）， an increased horizontal diameter of the right knee joint （P<0.01）， and a decreased pain threshold （P<0.01）. 

Compared with the model group， both treatment groups exhibited significantly lower Lequesne MG scores （P<0.01）， 

reduced joint horizontal diameters （P<0.01）， and increased pain thresholds （P<0.01）. Compared with the mild 

moxibustion group， the warm needling group showed a lower Lequesne MG score （P<0.01） and a higher pain threshold 

（P<0.01）. Histopathological staining revealed degenerative features in the model group， including damage to the 

superficial cartilage layer and disappearance of the tidemark， while both treatment groups exhibited milder 

degeneration. Compared with the normal group， both the Mankin’s and OARSI scores were significantly increased in 

the model group （P<0.01）. Compared with the model group， both scores were decreased in the mild moxibustion and 

warm needling groups （P<0.01）， and the scores in the warm needling group were significantly lower than those in the 

mild moxibustion group （P<0.05）. Compared with the normal group， the serum contents of IL-6， IL-18， and MMP-13 

were significantly elevated in the model group （P<0.01）； in cartilage tissue， the expressions of P16INK4A， P21Waf1/Cip1， IL-

6， and MMP-13 proteins were increased （P<0.01）， while Collagen- Ⅱ expression was reduced （P<0.01）. Compared 

with the model group， both treatment groups showed decreased serum IL-6， IL-18， and MMP-13 contents， and 

reduced expression of P16INK4A， P21Waf1/Cip1， IL-6， and MMP-13 proteins in cartilage tissue （P<0.01， P<0.05）， along with 

increased Collagen- Ⅱ expression （P<0.01）. Furthermore， compared with the mild moxibustion group， the warm 

needling group exhibited more significant changes in the above indicators except joint horizontal diameter （P<0.01， P<

0.05）. Conclusion　 Warm needling moxibustion effectively improves knee osteoarthritis in rats and shows superior 

efficacy compared with mild moxibustion. Its therapeutic mechanism may be associated with the inhibition of 

chondrocyte senescence.

【KEYWORDS】　 Knee osteoarthritis； Articular cartilage； Cell senescence； Warm needling moxibustion； Mild 

moxibustion

膝关节骨关节炎（KOA）是一种以关节软骨退

变和骨质增生为主要特征的慢性退行性疾病，多发

于中老年人群，由年龄、肥胖、炎性反应、创伤及遗

传等多种因素共同引起。患者常表现为膝关节疼

痛、僵硬、肿胀及活动受限，严重者可致关节畸形甚

至 残 疾 [1]。 目 前 临 床 治 疗 以 非 甾 体 抗 炎 药

（NSAIDs）及关节腔注射等保守手段为主，但长期

应用易引发胃肠道、心血管等不良反应 [2]。因此，现

代医学针对该病的药物治疗方案仍在探索中 。

KOA 的病理本质在于关节软骨进行性退变，近年来

研究 [3-4]显示，软骨细胞衰老是推动 KOA 进展的重

要环节。衰老软骨细胞可分泌白细胞介素（IL）-6、
IL-18、基质金属蛋白酶 13（MMP-13）等衰老相关分

泌表型因子（SASP），诱导炎性反应及基质降解，形

成“炎性反应-退变”恶性循环 [5-6]。因此，从细胞衰老

角度探讨 KOA 的干预机制，可能有助于加深对

KOA 关节退变生物学机制的认识，从而探索针对

KOA 的最佳干预方法。

临床研究表明，针灸对 KOA 具有确切疗效 [7]。

课题组前期研究 [8-9]比较了手针、电针、艾灸等疗法

对 KOA 的治疗效果，其中温和灸效果最好。温和

灸以温热刺激为主，可温经散寒、改善局部血液循

环。相比之下，温针灸在艾火温热刺激的同时，兼

具针刺的经络传导效应，推测其临床效应可能优于

单纯灸法。研究 [10-11]已证实其在减轻疼痛、改善关

节功能方面疗效确切。基于此，本研究以温和灸为

对照，探讨温针灸对 KOA 的治疗作用及其对膝关

节软骨细胞衰老的影响，为温针灸治疗 KOA 提供

实验依据。
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1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

选用健康雄性 Wistar大鼠 48只，鼠龄 10~12周，

体质量 260~300 g，购自北京维通利华公司，动物生

产许可证号：SCXK(京)2021-0006。所有动物于河

北中医药大学科学实验中心清洁级动物房饲养，环

境条件严格控制在室温 (22±3) ℃、相对湿度 (60±
10)%，自然光照，动物自由摄食饮水。适应性喂养

1 周后，采用 SPSS27.0 软件生成随机数字进行分

组，其中 12 只作为正常组，剩余 36 只用于模型制

备。4 周后，通过 Lequesne MG 行为学评分（≥6 分）

确认造模成功，最终将造模成功的 36 只大鼠分为模

型组、温和灸组和温针灸组，每组 12 只。实验全程

遵循河北中医药大学实验动物伦理委员会审批要

求（伦理号：DWLL202403005）。

1.2　主要试剂与仪器

碘乙酸钠（MIA，德国 Sigma)，异氟烷（深圳瑞

沃德），HE 染色试剂盒、番红 O 固绿染色试剂盒、

HRP 标记的二抗、BCA 蛋白定量试剂盒（武汉赛维

尔），大鼠 IL-6、IL-18、MMP-13 ELISA 试剂盒（上

海科艾博），免疫组织化学试剂盒（北京中山金桥），

P16INK4A、P21Waf1/Cip1 抗体（美国 Santa），IL-6、Ⅱ型胶

原蛋白（Collagen-Ⅱ）抗体（苏州康何欣），MMP-13
抗体（南京巴傲得），艾条（12 mm×115 mm，南阳

灸龙）。

一次性无菌针灸针（0.25 mm×40 mm，北京中

研太和），小动物吸入式气体麻醉机（深圳瑞沃德），

生物组织包埋机、病理切片机（德国 Leica），光学显

微镜（日本尼康），垂直电泳仪及转膜系统（美国 Bio-

Rad），酶标检测仪（美国 BioTek），高速冷冻离心机

（北京大龙兴创），肢体压力测痛仪（法国 Bioseb），数

显测厚规（深圳源恒通），玻片扫描仪（山东志盈

医学）。

1.3　模型制备

KOA 模型采用 MIA 关节腔注射法 [12]建立。右

侧膝关节备皮消毒后，屈曲 45°，于髌韧带下极外侧

进针，针尖进入关节腔（落空感），缓慢注入 50 μL 
MIA 溶液（1 mg/mL）。注射后按压针孔 30 s，被动

屈伸膝关节 5 次促进药液扩散。正常组同法注射等

量 0.9% 氯化钠溶液。 MIA 注射后 4 周末，进行

Lequesne MG 行为学评分，总分≥6 分且关节肿胀、

步态异常，提示造模成功。

1.4　干预方法

造模成功后 1 d 开始干预，各组大鼠均进行固

定操作。温和灸组与温针灸组均取大鼠右侧“伏

兔”（髂前上棘与髌底外侧端的连线上，髌骨外上缘

上 15 mm）及“足三里”（膝关节后外侧，在腓骨小头

下约 3 mm 处），穴位定位参照文献 [13]。温和灸组

艾条距皮肤表面 2 cm 固定施灸，以局部皮肤微红、

大鼠无挣扎为度。温针灸组先直刺进针 3~5 mm，

然后针柄置 1 cm 长艾段并点燃艾段。两组干预时

间均为 30 min/次，隔日治疗 1 次，共 14 次。

1.5　观察指标及检测方法

行为学评估：采用改良的 Lequesne MG 行为学

量表于造模成功后及治疗结束后对每组 12 只大鼠

进行评分。评估内容包括：①关节肿胀程度（0 分：

无肿胀；1 分：轻度肿胀；2 分：中度肿胀；3 分：重度肿

胀）；②步态改变（0 分：正常跑动；1 分：轻度跛行；

2 分：明显跛行；3 分：无法行走）；③关节自主屈曲角

度（0 分：>90°；1 分：>45°且≤90°；2 分：>15°且≤
45°；3 分：≤15°）。总分越高表明关节功能障碍越

严重。

右侧膝关节横向直径测量：治疗结束后，使用

数显测厚规测量每组 12 只大鼠右侧膝关节的横向

直径，评估大鼠膝关节肿胀程度。

痛阈值检测：治疗结束后采用肢体压力测痛仪

对每组 12 只大鼠右侧足底中心区域施加压力刺激，

当大鼠因感受到疼痛而产生缩足抬腿反应时，记录

此时的压力值，该数值定义为痛阈值。为保证数据

的可靠性，每只大鼠均进行 3 次重复测量，相邻两次

测量间隔 30 min，最终以 3 次测量结果的算术平均

值作为该大鼠的痛阈值。

取材方法：在行为学评估、膝关节直径、痛阈测

量结束后进行取材。每组 12 只大鼠采用异氟烷吸

入法进行气体麻醉，经腹主动脉取血约 4 mL 于静脉

采血管中，室温下静置 1 h。将样品放入离心机中

4 ℃离心 15 min。取上清液，置于-20 ℃冰箱中，用

于 ELISA 检测。取血后，将大鼠腹部及右侧膝关

节周围剃毛，于股骨髁上 1.5 cm 处截取股骨，于胫

骨平台下 1 cm 截取胫骨，取下膝关节，去除周围附

着的组织，用刀片剥离软骨组织。每组取 6 只大鼠

的膝关节软骨组织置于 4% 多聚甲醛中固定，待行

组织病理观察及免疫组织化学检测。其余 6 只大

鼠的软骨组织放入冻存管后投入液氮中，后转移到

-80 ℃冰箱，待用于 Western blot 检测。

HE 染色观察右侧膝关节软骨组织病理变化：

将固定的右侧膝关节软骨组织进行脱钙处理和石

蜡包埋，制作４  μm 厚度的石蜡切片。烤片 30 min，
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二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，依次进行苏木精、伊红

染色，滴加透明树胶于组织上，盖玻片封片，显微镜

下观察，并根据 Mankin’s 评分标准 [14]对染色结果进

行评分。 ① 软骨结构：正常，0 分；软骨表面不规

整，1 分；血管翳形成并伴表面不平，2 分；裂隙达到

过渡层，3 分；裂隙深入辐射层，4 分；裂隙进入钙

化层，5 分；结构完全破坏，6 分。②软骨细胞：正常，

0 分；弥漫性细胞增多，1 分；局部细胞增多，2 分；细

胞数量明显减少，3分。③软骨基质染色：正常，0分；

轻度减少，1 分；中度减少，2 分；重度减少，3 分；未着

色，4 分。④潮线完整性：完整，0 分；不完整，1 分。

得分越高表示软骨退变越严重。

番红 O 固绿染色观察软骨组织病理变化：将石

蜡切片进行蒸馏水清洗，番红 O 固绿染液（A/B 液

等量现混）核染 5 min，流水冲洗；酸性分化液处理，

蒸馏水蓝化；番红 O 浸染，水洗后梯度乙醇脱水，

二 甲 苯 透 明 ，中 性 树 胶 封 片 ，镜 检 成 像 ，根 据

OARSI 评分标准 [15]对染色结果进行评分。OARSI
评分标准：正常软骨，0 分；染色丢失但无结构改

变，0.5 分；出现轻度纤维化但无软骨丢失，1 分；浅

表层下方可见垂直裂隙并伴部分表面缺损，2 分；

垂直裂隙延伸至钙化层并累及小于 25% 的关节

面，3 分；裂隙累及 25%~50% 的关节面，4 分；裂隙

累及 50%~75% 的关节面，5 分；裂隙延伸至钙化

层并累及超过 75% 的关节面，6 分。评分越高，代

表软骨退变程度越重。

ELISA 法检测血清 IL-6、IL-18、MMP-13 含量：

将标准品及待测血清样品各 100 μL 加入酶标板孔

中，于 37 ℃孵育 60 min 后洗板 5 次；每孔加入酶标

二抗 100 μL，37 ℃孵育 30 min，再洗板 5 次；加入显

色底物溶液 100 μL，避光反应 15 min 后加终止液

50 μL 终止反应。于酶标仪 450 nm 波长下测定各孔

吸 光 度 值 ，并 根 据 标 准 曲 线 计 算 IL-6、IL-18 及

MMP-13 的含量。

免疫组织化学法检测软骨组织 IL-6、MMP-13
及 Collagen- Ⅱ 阳性表达：将石蜡切片脱蜡至水，

PBS 清洗 3 次，每次 5 min。3% 过氧化氢溶液处理

25 min 以灭活内源性过氧化物酶。分别以 1∶200 稀

释 IL-6、MMP-13 及 Collagen-Ⅱ一抗，以 1∶50 稀释

P16INK4A 和 P21Waf1/Cip1 一抗，滴加后于 4 ℃孵育过夜。

次日滴加 1∶200 稀释的二抗，置 37 ℃烘箱内反应

30 min。DAB 显色液显色，并在显微镜下实时监控

显色程度，纯水冲洗终止反应。苏木精复染细胞

核，经分化、水洗及返蓝处理后，将切片脱水透明，

最后封片，于光学显微镜下观察蛋白的阳性表达情

况，计算阳性表达面积百分比。阳性表达面积百分

比（%）=（阳性表达面积÷总面积）×100%。

Western blot 法检测软骨组织 IL-6、MMP-13、
Collagen-Ⅱ、P16INK4A 、P21Waf1/Cip1 蛋白表达：取每组

6 只大鼠 100 mg 软骨组织加入 RIPA 裂解液（含蛋

白酶抑制剂）匀浆，BCA 法测定蛋白浓度。取 40 μg
蛋白上样，SDS-PAGE 电泳分离，转移到 PVDF 膜

上。5% 脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗孵育（P16INK4A、

P21Waf1/Cip1 稀 释 比 例 均 为 1∶100，IL-6、MMP-13、
Collagen-Ⅱ 稀 释 比 例 分 别 为 1∶1 000、1∶1 500、

1∶3 000），4 ℃过夜，TBST 洗膜后加入 HRP 标记二

抗孵育 2 h。ECL 化学发光显影，Image J 分析条带

灰度值，以 β-actin 为内参，以目的蛋白与内参蛋白

条带灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。

1.6　统计学处理

使 用 SPSS27.0 统 计 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ，

Graphpad Prism 10.0 软件绘制图表。计量资料均符

合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表示。组间比

较用单因素方差分析，进一步两两比较，方差齐用

LSD 检验，方差不齐用 Tamhane’s t2 检验。以 P≤
0.05 为差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠膝关节 Lequesne MG 行为学评分

比较

造模后，与正常组相比，其余 3 组行为学评分升

高（P<0.01）。治疗后，与正常组相比，模型组评分

升高（P<0.01）；与模型组相比，温和灸组、温针灸组

行为学评分降低（P<0.01）；与温和灸组相比，温针

灸组治疗后行为学评分降低（P<0.01）。见图 1。
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图 1　各组大鼠造模后及治疗后 Lequesne MG评分比较

（x̄±s，12只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of Lequesne MG scores after modeling 

and intervention of rats in the 4 groups（x̄±s，12 rats/group）
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2.2　各组大鼠膝关节横向直径比较

与正常组相比，模型组膝关节横向直径增加

（P<0.01）；与模型组相比，温和灸组、温针灸组膝关

节横向直径减小（P<0.01）；温和灸组与温针灸组差

异无统计学意义。见图 2。

2.3　各组大鼠痛阈值比较

与正常组相比，模型组痛阈值降低（P<0.01）；

与模型组相比，温和灸组、温针灸组痛阈值升高

（P<0.01）；与温和灸组相比，温针灸组痛阈值升高

（P<0.01）。见图 3。

2.4　各组大鼠膝关节软骨组织病理学变化及评分

比较

HE 染色结果显示，正常组软骨形态完整，表

面光滑，软骨细胞排列有序，潮线连续无缺失。模

型组出现典型退变特征，表层软骨破损，软骨厚度

减少，纤维化，细胞排列紊乱，潮线断裂。干预后，

温针灸组结构仅局部表层轻度破损，细胞排列较规

整，潮线基本连续；温和灸组出现细胞核固缩，软骨

细胞数量减少。Mankin’s 评分结果显示，模型组

较正常组升高（P<0.01）；与模型组相比，温和灸

组、温针灸组均降低（P<0.01）；与温和灸相比，温

针灸组降低（P<0.05）。见图 4。
番红 O 固绿染色显示，正常组软骨基质染色均

匀，潮线完整，无纤维化。模型组软骨出现严重退

变，表面侵蚀性缺损，基质大面积丢失，广泛纤维

化，潮线消失。温针灸组干预后，基质着色较均匀，

纤维化显著减轻，潮线基本完整；温和灸组仍存在

局部纤维化和着色不均。OARSI 评分结果显示，模

型组较正常组升高（P<0.01）；与模型组相比，温和

灸组、温针灸组降低（P<0.01）；与温和灸相比，温针

灸组降低（P<0.05）。见图 4。
2.5　各组大鼠血清 IL-6、IL-18、MMP-13 含量比较

与正常组相比，模型组血清 IL-6、IL-18、MMP-13
含量升高（P<0.01）。与模型组相比，温和灸组、温

针灸组 IL-6、IL-18、MMP-13 含量降低（P<0.01）。

与温和灸组相比，温针灸组 IL-6、IL-18、MMP-13 含

量降低（P<0.01）。见图 5。
2.6　 各 组 大 鼠 膝 关 节 软 骨 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、

Collagen-Ⅱ、IL-6、MMP-13 阳性表达比较

各组大鼠膝关节软骨组织均呈现出不同程度

的 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、Collagen- Ⅱ 、IL-6、MMP-13
阳性表达，棕黄色颗粒主要分布于细胞质中。与正

常组相比，模型组 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、MMP-13
阳性表达面积百分比升高（P<0.01），Collagen-Ⅱ阳

性表达面积百分比降低（P<0.01）；与模型组相比，

温 和 灸 组 和 温 针 灸 组 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、
MMP-13 阳 性 表 达 面 积 百 分 比 降 低（P<0.01），

Collagen-Ⅱ阳性表达面积百分比升高（P<0.01）；与

温和灸组相比，温针灸组 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、
MMP-13 阳 性 表 达 面 积 百 分 比 降 低（P<0.01），

Collagen-Ⅱ阳性表达面积百分比升高（P<0.01）。

见图 6。
2.7　各组大鼠膝关节软骨组织 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、

Collagen-Ⅱ、IL-6、MMP-13 蛋白相对表达量比较

与正常组相比，模型组 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、
MMP-13 蛋白表达升高（P<0.01），Collagen-Ⅱ表达

降低（P<0.01）；与模型组相比，温和灸组、温针灸组

P16INK4A、P21Waf1/Cip1、IL-6、MMP-13 蛋 白 表 达 降 低

（P<0.05，P<0.01），Collagen- Ⅱ 表 达 升 高（P<
0.01）；与 温 和 灸 组 相 比 ，温 针 灸 组 P16INK4A、

P21Waf1/Cip1、IL-6、MMP-13 蛋 白 表 达 均 降 低（P<
0.05），Collagen-Ⅱ表达升高（P<0.01）。见图 7。
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图 2　各组大鼠右侧膝关节横向直径比较（x̄±s，12只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of right knee joint diameters of rats in 

the 4 groups （x̄±s，12 rats/group）
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与温和灸组相比，△△P<0.01。

图 3　各组大鼠痛阈值比较（x̄±s，12只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of pain thresholds of rats in 4 groups 

（x̄±s，12 rats/group）
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3　讨论

KOA 属中医学“膝痹”范畴，与气血运行不畅、

经络瘀阻密切相关 [16-17]。《针灸甲乙经》有“针所不

及，灸之所宜”之论，《备急千金要方》载“针可行气，

灸能补虚”，提示温针灸兼具针刺行气与艾灸温阳

之功，可温经通络、助阳化瘀、濡养筋骨。本研究选

取足阳明胃经“伏兔”“足三里”二穴，阳明主肌肉，

可使气血充沛，针灸此经有助于畅达气血、濡养筋

骨，从而改善关节僵痛与运动受限。

近年来多项研究表明，针灸干预能通过改善局

部循环、调控炎性因子与氧化应激水平，促进软骨

修复与功能恢复 [18-19]。本研究结果亦表明，温针灸

可显著改善 KOA 大鼠的软骨结构破坏与纤维化，

温针灸大鼠潮线连续性明显优于温和灸组，同时痛

阈升高、膝关节肿胀减轻。形态学与行为学结果均

提示温针灸能在结构与功能两个层面协同促进软

10

8

6

4

2

0

评
分

/分

**

正
常

组

  模
型

组

温
和

灸
组

温
针

灸
组

正常组   模型组

温和灸组 温针灸组

正常组   模型组

温和灸组 温针灸组

##

△
##

A

C

B

D

Mankin’s评分

4

3

2

1

0

评
分

/分

**

正
常

组

  模
型

组

温
和

灸
组

温
针

灸
组

##

△
##

OARSI评分

注：黑色箭头示表面软骨破损，黄色箭头示纤维化，红色箭头示染色丢失。A为各组大鼠膝关节软骨组织HE染色，标尺=100 μm；

B为各组大鼠 Mankin’s评分比较（x̄±s，6只鼠/组）；C为各组大鼠膝关节软骨组织番红 O 固绿染色，标尺=100 μm；D为各组大鼠

OARSI评分比较（x̄±s，6只鼠/组）。与正常组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01；与温和灸组相比，△P<0.05。
图 4　各组大鼠膝关节软骨组织病理形态学比较

Fig. 4　Comparison of histopathological morphology of knee cartilage tissues of rats in the 4 groups
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△△P<0.01。

图 5　各组大鼠血清 IL-6、IL-18、MMP-13含量比较（x̄±s，12只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of serum levels of IL-6， IL-18， and MMP-13 of rats in the 4 groups（x̄±s，12 rats/group）
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骨修复，这与 Ye 的研究结果“针灸可通过改善关节

微环境、促进代谢平衡而延缓退变”相符 [20]。这些结

果从实验层面证实了温针灸改善 KOA 关节功能的

综合效应。

细胞衰老在 KOA 的进展中起关键作用。软骨

细胞受机械应力、氧化应激和炎性因子刺激后，

DNA 损伤反应被激活，经 P53/P21 和 P16/pRb 通路

介 导 细 胞 周 期 停 滞 ，诱 发 衰 老 表 型 [21-24]。 其 中 ，

P21Waf1/Cip1 与 P16INK4A 均为经典的细胞周期抑制因

子，是衰老信号通路的关键执行分子。P21Waf1/Cip1主

要受 P53 调控，通过抑制细胞周期蛋白（Cyclin） E/
细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）2 复合物，使细胞

阻滞于 G1 期形成应激性衰老；P16INK4A 通过抑制

Cyclin D/CDK4/6 活性，阻断 Rb 蛋白磷酸化，维持

程序性衰老状态 [25-26]。二者的持续高表达不仅反映

软骨细胞衰老积聚，还可诱导 IL-6、IL-18、MMP-13
等 SASP 因子分泌，加重基质降解 [27-29]。因此，本研

究检测 P16INK4A与 P21Waf1/Cip1的意义在于揭示软骨细

胞进入衰老状态的早期分子变化，它们的升高可被

视为 KOA 退变的“分子开关”。本研究结果显示，

模型组大鼠软骨组织中 P16INK4A、P21Waf1/Cip1 表达显

著升高，说明 KOA 状态下软骨细胞出现显著衰老

积累；温针灸及温和灸干预后，二者表达均显著下

调，提示温针灸可有效抑制细胞衰老信号激活，延

缓软骨退变进程。其可能机制在于温针灸改善关

节局部微循环与氧化还原状态，降低活性氧生成，

从而减轻 DNA 损伤应答，抑制 P53 及其下游效应因

子的过度激活。说明温针灸不仅能改善组织形态，

还能从分子层面调控细胞衰老过程。

除细胞衰老信号外，本研究还检测了典型的

SASP因子 IL-6、IL-18、MMP-13、Collagen-Ⅱ。IL-6
和 IL-18 是 SASP 核心炎性介质，前者通过 JAK/
STAT3 通路促进 MMP-13 表达，导致基质降解；后

者增强炎性细胞浸润并放大局部免疫反应 [30-31]。

正常组   模型组 温和灸组 温针灸组
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注：P16INK4A为细胞周期蛋白依赖性激酶 4 抑制剂 A，P21Waf1/Cip1为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A，Collagen-Ⅱ为Ⅱ型胶原

蛋白，IL 为白细胞介素，MMP-13 为基质金属蛋白酶 13。标尺=100 μm。与正常组相比，**P<0.01；与模型组相比，##P<0.01；
与温和灸组相比，△△P<0.01。

图 6　各组大鼠膝关节软骨组织 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、Collagen-Ⅱ、IL-6、MMP-13阳性表达比较

（免疫组织化学染色，x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of the positive expressions for P16INK4A， P21Waf1/Cip1， Collagen-Ⅱ， IL-6， and MMP-13 in the Rnee 

cartilage tissues of rats in the 4 groups（immunohistochemistry stainig， x̄±s， 6 rats/group）
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MMP-13 是降解 Collagen-Ⅱ的关键酶，其过度表达

直接导致软骨基质塌陷与潮线破坏，Collagen-Ⅱ是

软骨细胞合成的主要结构蛋白，其水平下降标志着

软骨退变与功能丧失 [32]。在本研究中，模型组 IL-6、
IL-18、MMP-13 显著升高而 Collagen-Ⅱ下降，表明

KOA 模型中存在明显的炎性与降解失衡。温针灸

干预后，上述炎性与降解因子显著下调，Collagen-Ⅱ
显著上调。说明温针灸的效应不仅是抗炎或抗衰

老的单一作用，而是同时调节衰老及炎性反应，从

而达到治疗目的，且温针灸作用优于温和灸。

本研究初步揭示了温针灸延缓 KOA 进展的抗

细胞衰老机制。考虑到磷脂酰肌酶 3 激酶（PI3K）/
蛋白激酶 B（Akt）、沉默信息调节因子 1（SIRT1）/
p53 等信号通路在调控细胞衰老与氧化应激中的关

键作用，后续研究将进一步探讨温针灸通过这些信

号轴调节线粒体功能、自噬及抗氧化防御的具体机

制，从而继续深化对温针灸延缓软骨退变分子基础

的认识 [33]。

利益冲突　所有作者声明不存在利益冲突。
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注：P16INK4A为细胞周期蛋白依赖性激酶 4 抑制剂 A，P21Waf1/Cip1为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A，Collagen-Ⅱ为Ⅱ型胶原

蛋白，IL 为白细胞介素，MMP-13 为基质金属蛋白酶 13。与正常组相比，**P<0.01；与模型组相比，#P<0.05，##P<0.01；
与温和灸组相比，△P<0.05，△△P<0.01。

图 7　各组大鼠膝关节软骨组织 P16INK4A、P21Waf1/Cip1、Collagen-Ⅱ、IL-6、MMP-13蛋白相对表达量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of relative protein expression levels of P16INK4A， P21Waf1/Cip1， Collagen-Ⅱ， IL-6， and MMP-13 in knee 

cartilage tissues of rats in the 4 groups （x̄±s，6 rats/group）
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