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【摘　要】　目的：基于软骨细胞衰老视角，观察针刀干预对膝关节骨关节炎（KOA）兔软骨组织衰老相关蛋

白表达的影响，并从骨形态发生蛋白 5（BMP5）/p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）信号通路探讨其作用

机制。方法：将 24 只雄性新西兰兔随机分为正常组、模型组、针刀组和激动剂组，每组 6 只。模型组、针刀组

与激动剂组采用改良 Videman 法对左后肢进行伸直位固定制动 6 周建立 KOA 模型。造模成功后，针刀组于

膝关节周围高应力点行针刀松解治疗，每周 1 次，连续 4 周；激动剂组在针刀干预基础上，于关节腔内注射

p38MAPK 通路激动剂（0.5 mg/kg）。干预后，采用改良奎森功能障碍指数评分（Lequesne MG 评分）和膝关

节被动活动范围（PROM）评估膝关节功能；HE 染色和番红-固绿染色观察软骨组织形态，并进行 Mankin 评

分评估软骨组织病理变化；ELISA 法检测关节液中基质金属蛋白酶 13（MMP-13）和环氧合酶-2（COX-2）含

量；Western blot 法检测软骨组织中 BMP5、p38MAPK、p53、p21 蛋白表达；实时荧光定量 PCR 法检测软骨组

织 BMP5、p21 和 MMP-13 的 mRNA 表达水平。结果：与正常组比较，模型组兔 Lequesne MG 评分升高（P<
0.01），PROM 减小（P<0.01）；兔膝关节软骨表面变薄，软骨细胞的数量显著减少，潮线结构不清晰，蛋白多

糖丢失，Mankin 评分升高（P<0.01）；关节液中 COX-2、MMP-13 含量升高（P<0.01）；软骨组织中 BMP5、
p38MAPK、p53、p21 蛋白表达水平及 BMP5、p21、MMP-13 mRNA 表达水平升高（P<0.01）。与模型组比

较，干预后针刀组兔 Lequesne MG 评分显著降低（P<0.01），PROM 评分显著增加（P<0.01）；软骨表面增

厚，软骨细胞相对增多，潮线清晰，蛋白多糖显著增多，骨组织结构有所恢复，Mankin 评分下降（P<0.01）；关

节 液 中 COX-2、MMP-13 水 平 降 低（P<0.01）；软 骨 组 织 中 BMP5、p38MAPK、p53、p21 蛋 白 表 达 水 平 及

BMP5、p21、MMP-13 的 mRNA 表达水平下降（P<0.01，P<0.05）。与针刀组比较，干预后激动剂组兔各指

标均发生逆转（P<0.01，P<0.05）。结论：针刀疗法能有效改善 KOA 家兔的膝关节功能，减轻软骨病理损

伤和局部炎性反应。其作用机制可能与抑制 BMP5/p38MAPK 信号通路，进而下调衰老相关蛋白 p53、p21
的表达，延缓软骨细胞衰老进程有关。
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【ABSTRACT】　 Objective　 To observe the effect of acupotomy intervention on the expression of senescence-

related proteins in cartilage tissue of rabbits with knee osteoarthritis （KOA） from the perspective of chondrocyte 

senescence， so as to explore its underlying mechanism of action through the bone morphogenetic protein 5 （BMP5）/

p38 mitogen-activated protein kinase （p38MAPK） signaling pathway. Methods　 Twenty-four male New Zealand 

rabbits were randomly divided into blank control， KOA model， acupotomy， and agonist（Anisomycin）+acupotomy 

groups， with 6 rabbits in each group. The KOA model was established by fixing the left hind limb in an extension 

position （the modified Videman fixation method） for 6 weeks. After successful modeling， rabbits of the acupotomy and 

agonist+acupotomy groups received acupotomy loosening at the high-stress points around the knee joint， once weekly 

for 4 weeks. The agonist+acupotomy group received intra-articular injection of Anisomycin （0.5 mg/kg， an agonist of 

p38MAPK） in addition to acupotomy intervention. The knee joint function was assessed using the Modified Lequesne 

Functional Disability Index Score （Lequesne score） and passive range of motion （PROM） of the knee joint. The 

cartilage morphological changes were observed via HE and Safranin O -Fast Green staining， and pathological changes 

were evaluated using Mankin score. The contents of MMP-13 and COX-2 in the synovial fluid were measured by ELISA. 

The expression levels of BMP5， p38MAPK， p53， and p21 proteins， and BMP5， p21， and MMP-13 mRNAs in the 

cartilage tissue were detected by Western blot and quantitative real time PCR （RT-qPCR）， separately. Results　After 

the intervention， compared with the blank control group， the model group showed a significant increase in the Lequesne 

score， Mankin score， contents of COX-2 and MMP-13， and expression levels of BMP5 and p21 proteins and mRNAs， 

p38MAPK and p53 proteins， and MMP-13 mRNA （P<0.01）， and a significant decrease in the PROM （P<0.01）. 

Compared with the model group， both the increased and decreased levels of all the indexes mentioned above were 

reversed by acupotomy （P<0.05， P<0.01）. The effects of acupotomy were apparently superior to those of agonist+

acupotomy in downregulating the Lequesne score， Mankin score， contents of COX-2 and MMP-13， and the expression 

levels of BMP5 and p21 proteins and mRNAs， p38MAPK and p53 proteins， and MMP-13 mRNA （P<0.05， P<0.01）， 

and in upregulating the PROM score （P<0.01）. Morphological observation showed that in the model group， the surface 

of the knee joint cartilage became thinner， with a significant reduction in the chondrocyte number， unclear tidemark 

structure， and loss of proteoglycans. While in the acupotomy group， the cartilage surface became thicker， the number 

of chondrocytes were increased， the tidemark became clear， the proteoglycan content was increased， and the bone 

tissue structure partially recovered. Conclusion　 Acupotomy can effectively improve the knee joint function， mitigate 

pathological damage of the cartilage， and relieve the local inflammation in KOA rabbits， which may be associated with 

its functions in inhibiting the BMP5/p38MAPK signaling pathway， thereby downregulating the expression of senescence-

related proteins p53 and p21， and delaying the aging process of chondrocytes.
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膝关节骨关节炎(KOA)是一种以关节软骨进行

性破坏为主要病理特征的退行性疾病，临床表现为

疼痛、僵硬及功能障碍，严重影响患者生活质量 [1]。

随着人口老龄化加剧，KOA 患病率持续上升，而现

有治疗手段如非甾体抗炎药和手术等，存在疗效局

限或创伤较大等问题 [2]。针刀疗法作为中西医结合

的特色技术，通过松解膝周软组织粘连、恢复力学

平衡，在改善 KOA 临床症状方面展现出独特优

势 [3]。近年来，随着针刀治疗 KOA 机制研究的深

入，多项研究从炎性反应、免疫、细胞死亡 (如铁死

亡、自噬)等多维度丰富了针刀多靶点治疗 KOA 的

内涵 [4-8]。然而，KOA 作为一种与年龄密切相关的退

行性疾病，针刀是否通过干预软骨细胞衰老这一

KOA 核心环节发挥作用，尚需深入探讨。软骨细胞

衰老是推动 KOA 进展的关键因素。衰老软骨细胞

通过分泌衰老相关分泌表型 (SASP)释放促炎因子、

趋化因子和基质金属蛋白酶 (MMPs)，破坏关节微

环境稳态，加速软骨基质降解 [9]。p38 丝裂原活化蛋

白激酶 (p38MAPK)信号通路作为细胞应激与衰老

的核心调控通路，在 KOA 软骨中活化水平显著升

高，可诱导 p53、p21 等衰老相关蛋白表达，进而促进

软骨退变 [10]。近年研究显示，骨形态发生蛋白 5
(BMP5)作为 KOA 的易感基因，在患者血清中表达

上调，且其异常激活可以通过 p38MAPK 信号通路

影响细胞周期进程 [11-13]，提示 BMP5/p38MAPK 通

路可能是连接机械应力与软骨细胞衰老的重要桥
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梁，但针刀疗法是否通过该通路延缓 KOA 进展，目

前尚未明确。因此，本研究观察针刀干预对 KOA
家兔膝关节功能、软骨病理及细胞衰老的影响，探

讨针刀干预对 BMP5/p38MAPK 信号通路的调控

作用，旨在为针刀治疗 KOA 提供新的实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物与分组

清洁级 6 月龄健康雄性新西兰兔 24 只，体质量

2.0~2.5 kg，由湖北逸挚诚生物科技有限公司提供，

实验动物生产许可证号：SCXK(鄂)2021-0020。所

有家兔单笼饲养于武汉市第三医院国家级实验动

物中心的屏障环境内，饲养环境恒温，温度维持在

18~22 ℃，相对湿度 40%~60%，并遵循 12 h/12 h
的明暗交替光照循环。实验期间动物自由进食饮

水，定期更换垫料并对饲养空间进行紫外线消毒。

本实验方案经武汉市第三医院实验动物伦理委员

会审查批准 (伦理批准号：SY2024-021)。所有家兔

在实验前适应性饲养 1 周，采用随机数字表法分为

正常组、模型组、针刀组、针刀加激动剂组(以下简称

激动剂组)，每组 6 只。

1.2　主要仪器与试剂

一次性无菌针刀 (0.4 mm × 40 mm，江苏华

友)，高分子树脂绷带 (15 cm × 180 cm，揭西泰洲)，
电泳仪、转膜仪 (上海天能)，蛋白显影仪 (上海嘉鹏)，
Image J 软件 (美国 NIH)，基因扩增仪 (伯乐生命医

学)，实时荧光定量 PCR 仪 (美国赛默飞)，酶标仪 (南
京贝登)，超微量分光光度计(北京鼎国昌盛)，切片机

(上海徕卡)，显微镜 (日本奥林巴斯)，标康数显角度

尺(上海益宇)。
4% 多聚甲醛、苏木精 -伊红 (H&E)高清恒染试

剂盒、番红固绿染液 (武汉赛维尔)，p38MAPK 激动

剂 Anisomycin(上海碧云天)，基质金属蛋白酶 13
(MMP-13)和环氧合酶-2(COX-2)试剂盒(泉州睿信)，
p53、p21、p38MAPK 抗体(武汉三鹰)，BMP5 抗体(美
国 LSBio)，山羊抗兔二抗、RIPA 裂解液、BCA 蛋白

定量试剂盒、ECL 发光液 (武汉赛维尔)，实时荧光定

量 PCR 实验试剂如 RNA 提取试剂盒、反转录试剂

盒、荧光定量 PCR 试剂盒均购自武汉赛维尔。

1.3　造模方法

采用改良后的 Videman 法 [14]进行左后肢伸直位

固定制动。使用 3% 戊巴比妥钠（1 mL/kg）的剂量

腹腔注射麻醉，备皮腹股沟到足踝区域。一名实验

人员抱兔并牵拉左后肢，使其膝关节处于完全伸直

位，另一实验人员依次使用医用压敏胶带、泡沫双

面胶和高分子绷带，在兔腹股沟至足踝关节区域进

行缠绕包裹，使兔保持膝关节伸直 180°，踝关节背屈

60°，并暴露兔趾以观察血液循环情况。高分子绷带

外层用细铁丝网包裹，共制动 6 周。若造模过程中

兔趾有严重水肿，立刻拆除铁丝网和绷带，消肿后

重新固定。制动 6 周后，参考奎森功能障碍指数

（Lequesne MG）进行评估，评分≥6 分即为造模成

功，剔除不符合标准者，造模完成后对所有家兔进

行膝关节被动关节活动度（PROM）评估。

1.4　各组处理方法

正常组不做任何处理，与其他组同方法抓取

固定。

模型组仅做造模处理，不予针刀治疗，与其他

组同方法抓取固定。

针刀组：造模成功后进行针刀干预。将家兔固

定在治疗台上，待其相对平静后，暴露膝关节并常

规备皮、消毒。对家兔左侧膝关节周围进行触诊，

使用龙胆紫笔标记股内侧肌腱、股外侧肌腱、股直

肌腱、股二头肌腱以及鹅足腱 (缝匠肌、股薄肌及半

腱肌的联合腱)等部位，并在附近寻找高应力点进行

标记。针刀刀体与皮肤切面垂直刺入，刀口刀刃与

肌腱走行方向平行，刺入深度以硬结或条索状物所

在位置为度，先行纵向疏通，再辅以横向剥离，松解

2~3 次。操作完成后随即拔出针刀，使用医用脱脂

纱 布 块 按 压 创 口 止 血 。 每 周 治 疗 1 次 ，连 续 治

疗 4 周。

激动剂组：家兔在每次接受针刀干预前 30 min，
先行 p38MAPK激动剂 Anisomycin膝关节腔内注射。

将 Anisomycin 用无菌 PBS 溶解后，按 0.5 mg/kg 的

剂量进行关节腔注射，注射后轻柔活动膝关节以使

药物分布均匀。后续操作流程同针刀组。

1.5　观察指标及检测方法

改良后膝关节 Lequesne MG 法评估膝关节功

能：于治疗前和治疗后采用改良后 Lequesne MG 评

估量表对各组家兔患肢膝关节进行评估。该量表

从按压后疼痛表现、关节肿胀程度、关节活动度及

步态变化 4 个方面进行评估，具体评分标准见表 1。
评分越高代表关节损伤及功能受限越严重。所有

评估均由两名研究者独立操作，最终数据取平均值

用于统计。

PROM 检测膝关节被动活动度：于治疗前和治

疗后采用数显角度尺对各组家兔患侧膝关节的被

动活动范围进行测量。测量时，将轴心对准股骨外
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侧髁，固定臂与股骨长轴平行，移动臂则与胫骨长

轴保持一致。分别记录膝关节被动屈曲与伸展至

最大幅度时的角度数值，两者之差即为该膝关节的

被动活动范围。每只家兔重复测量 3 次，取其平均

值进行统计分析。数值越低，提示关节活动受限越

严重。

取材：全部干预及行为学评估结束后，采用空

气栓塞法将家兔处死并仰卧位固定。无菌条件下

打开左侧膝关节腔，分离并切除前后交叉韧带及周

围软组织，完整采集股骨内外侧髁与胫骨内外侧髁

周围的关节软骨组织。软骨组织一部分置于 4% 多

聚甲醛中固定；另一部分迅速置于冻存管，投入液

氮速冻，随后转移至  -80 ℃冰箱保存。同时，于左膝

髌上囊处注入 1 mL 的 0.9% 氯化钠溶液冲洗关节

腔，轻柔研磨膝关节以混匀关节液后回抽收集，离

心 15 min 后，取上清液分装并保存于-80 ℃。

HE 染色观察软骨组织形态结构：取各组家兔

左膝关节软骨组织，经 4% 多聚甲醛固定 72 h 后，进

行 EDTA 脱钙处理，随后经梯度乙醇脱水、二甲苯

透明，常规石蜡包埋并制备成 5 μm 厚度的切片。将

切片置于 60 ℃烘箱中过夜干燥，经二甲苯脱蜡及梯

度乙醇复水后，进行苏木精染色 10 min，盐酸乙醇分

化，碳酸锂溶液返蓝，再以伊红染液复染 1 min。染

色完成后，依次经乙醇梯度脱水、二甲苯透明，中性

树胶封固。最后于光学显微镜下观察软骨组织形

态结构。

番 红 - 固 绿 染 色 观 察 软 骨 组 织 形 态 并 进 行

Mankin 评分：石蜡切片经烘箱加热脱蜡后，依次以

二甲苯及 100%、95%、85%、75% 梯度乙醇进行水

化。苏木精染液核染后分化返蓝，随后依次浸入固

绿染色液与番红 O 染液分别染色，以区分纤维组织

与蛋白聚糖。染色结束后经梯度乙醇脱水、二甲苯

透明，中性树胶封片。于光学显微镜下观察软骨组

织形态并采集图像。根据 HE 染色和番红 -固绿染

色结果，使用 Mankin 评分评估软骨组织病理情况。

观察细胞形态、基质结构、软骨厚度、软骨下骨等各

项指标进行评分，各项指标评分相加得到总分。总

分越高，软骨损伤越严重。

ELISA 法检测膝关节液 COX-2、MMP-13 含

量：将收集的关节液离心后取上清，依照试剂盒说

明书，依次设置空白孔、标准品孔与待测样品孔，分

别加入相应液体，经 37 ℃孵育、洗涤后，加入酶标

试剂再次孵育。洗涤后每孔加入显色剂 A 和 B 各

50 μL，避光显色，最后加入终止液终止反应。于酶

标仪 450 nm 波长下测定各孔吸光度值，根据标准曲

线计算样本中 MMP-13 与 COX-2 的含量。

表 1　Lequesne MG评分标准

Table 1　Lequesne MG scoring criteria

评分内容

按压后疼痛表现

关节肿胀程度

关节活动度

步态变化

0 分

无反应

无

>90°

正常行走

1 分

患肢收缩

轻度肿胀

≥45°且<90°

轻度跛行

2 分

轻度全身反应

明显肿胀

≥15°且<45°

跛行明显

3 分

挣扎抽搐

极度肿胀

<15°

患肢不能蹬地

注：Lequesne MG 为奎森功能障碍指数

表  2　Mankin评分标准

Table 2　Mankin scoring criteria

评分项目

软骨结构

软骨细胞

番红 O 染色  
（蛋白多糖）

潮线完整性

0 分

表面光滑，结构完整

细胞形态、数量正常，

排列整齐

全层均匀、深染

潮线清晰、连续、完整

1 分

表 面 不 规 则 ，轻 度 纤

维化

细胞弥散性增多，可见

少量细胞簇

表层或中层染色轻度

减弱

潮线出现重复（双线或

多线）

2 分

裂隙延伸至软骨中层

细胞明显增多，细胞簇

常见

中层染色明显减弱，或

仅深层着色

潮线部分中断，血管少

量侵入

3 分

裂隙延伸至钙化层，或全

层缺损

细胞数量显著减少，可见

大片细胞缺失区

全层着色显著减弱或完全

失染

潮线广泛中断，血管大量

侵入
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Western blot 法检测膝关节软骨组织中 BMP5、
p38MAPK、p53 及 p21 的蛋白表达水平：将每只家兔

-80 ℃冻存的软骨组织取出约 100 mg 后，加入含蛋

白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，经组织研磨仪充分破

碎，4 ℃离心 10 min 后收集上清。采用 BCA 法测定

蛋白浓度并定量。取等量蛋白样品进行 10% SDS-

PAGE 凝胶电泳，随后湿转至 PVDF 膜。用 5% 脱

脂 牛 奶 室 温 封 闭 1 h，TBST 洗 涤 后 分 别 加 入

BMP5、p38MAPK、p53、p21 及 β -actin 一抗 (BMP5
稀释比例为 1∶500，p38MAPK、p53、p21 及 β-actin 稀

释比例为 1∶3 000)，4 ℃孵育过夜。次日经 TBST 洗

涤后，加入相应二抗 (稀释比例为 1∶3 000)室温孵育

1 h，ECL 化 学 发 光 试 剂 显 影 ，采 集 图 像 。 使 用

Image J 软件进行统计分析。以目的蛋白条带灰度

值与内参条带灰度值的比值为目的蛋白的相对表

达量。

实时荧光定量 PCR 法检测各组家兔膝关节软

骨组织中 BMP5、p21 及 MMP-13 mRNA 表达水平：

取每只家兔软骨组织约 100 mg，加入 Trizol 试剂充

分研磨以提取总 RNA，测定其浓度与纯度合格后，

按照反转录试剂盒说明书操作，将 RNA 反转录为

cDNA。 以 此 cDNA 为 模 板 ，按 照 SYBR Green 
qPCR Master Mix 说明书配置反应体系，使用实时

荧光定量 PCR 仪进行扩增。反应程序设置为：95 ℃
预变性 2 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火/延伸 30 s，
共 40 个循环。反应结束后进行熔解曲线分析以确

认扩增产物的特异性。以 β-actin 为内参基因，采用

2-ΔΔCt法计算各目的基因 mRNA 的相对表达量。引

物序列见表 3。

1.6　统计学处理

采用 GraphPad Prism8.0 软件进行统计分析。

所有数据均以均数±标准差 (x̄±s)表示，多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 检

验。以 P≤0.05 为差异具有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组家兔干预前后膝关节 Lequesne MG 评分

比较

在干预前，与正常组比较，其余各组家兔患侧

膝关节 Lequesne MG 评分均升高 (P<0.01)，说明各

组家兔均造模成功。干预后，模型组评分仍高于正

常组 (P<0.01)；针刀组的评分较模型组降低 (P<
0.01)，且高于本组干预前 (P<0.01)；激动剂组评分

高于针刀组(P<0.01)。见图 1。

2.2　各组家兔干预前后膝关节 PROM 比较

干预前，与正常组比较，其余各组家兔患侧膝

关节 PROM 均减小 (P<0.01)。干预后，模型组的

PROM 仍小于正常组(P<0.01)；针刀组的 PROM 较

模型组增大 (P<0.01)；激动剂组的 PROM 小于针刀

组(P<0.01)。见图 2。
2.3　各组家兔软骨形态比较

HE 染色正常组家兔软骨结构完整，细胞形态

规整。模型组呈现典型骨关节炎改变，表面纤维

化，细胞排列紊乱伴大面积坏死。针刀组软骨表面

轻度不规则，但细胞数量丰富、排列规则，结构完整

性明显改善。激动剂组可见多处软骨裂隙及血管

翳形成，其病理改变介于模型组与针刀组之间。

表 3　引物序列

Table 3　Primer sequences

基因

β-actin

BMP5

P21

MMP-13

序列（5’→3’）

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

CGCAGAAACGAGACGAGATTG
GATGCTCGCTCCAACGACTG

TACGGAACCACGAAAGACGG
TAAAGAGAGGCGCAGACGAC

TCACGAAGACACCGAGACAC
GACAAAGTCGAAGTTCCAGCG

GTTTCCCATCTACACCTACACCG
GGCATCAAGGGATAAGGAAGGA

产物长

度/bp

146

114

200

157

注：BMP5 为骨形态发生蛋白 5，MMP-13 为基质金属蛋

白酶 13。

10

8

6

4

2

0

评
分

/分

正常组
模型组
针刀组
激动剂组

干预前 干预后

** ** ** **

△△
&&

##

注：Lequesne MG 为奎森功能障碍指数。与同组干预前比

较，&&Ｐ<0.01；与同时点正常组比较，**Ｐ<0.01；与同时点

模型组比较，△△Ｐ<0.01；与同时点针刀组比较，##Ｐ<0.01。
图 1　各组家兔干预前后膝关节 Lequesne MG评分比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 1　Comparison of knee joint Lequesne MG scores of 

rabbits in the 4 groups before and after intervention 

（x̄±s， 6 rabbits/group）
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见图 3。
番红-固绿染色软骨呈红色、成骨呈绿色。正常

组软骨呈均匀红色，结构完整；与正常组比较，模型

组软骨细胞数量减少，小灶性骨组织结构破坏，蛋

白多糖有所丢失；针刀组软骨基质染色明显加深，

蛋白多糖含量显著恢复，骨结构改善；激动剂组的

改善程度明显不及针刀组，仍可见软骨细胞减少及

基质染色浅淡，逆转了针刀促进软骨基质合成的作

用。见图 4。
2.5　各组家兔膝关节软骨组织 Mankin 评分比较

与正常组比较，模型组和激动剂组 Markin 评分

升高 (P<0.01)；与模型组比较，针刀组评分降低

(P<0.01)；激 动 剂 组 评 分 高 于 针 刀 组 (P<0.01)。
见图 5。
2.6　各组家兔膝关节液 COX-2、MMP-13 含量比较

与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 膝 关 节 液 COX-2 和

MMP-13 含量升高 (P<0.01)。与模型组比较，针刀

组膝关节液 COX-2 和 MMP-13 含量降低 (P<0.01)；
激动剂组 COX-2 和 MMP-13 含量高于针刀组 (P<
0.01)。见图 6。
2.7　 各 组 家 兔 膝 关 节 软 骨 组 织 中 BMP5、
p38MAPK、p53 及 p21 的蛋白表达水平比较

与正常组比较，模型组家兔膝关节软骨组织中

BMP5、p38MAPK、p53 及 p21 蛋白表达水平上调

(P<0.01)。 与 模 型 组 比 较 ，针 刀 组 BMP5、
p38MAPK、p53 及 p21 蛋白表达下调 (P<0.01，P<
0.05)。 与 针 刀 组 比 较 ，激 动 剂 组 BMP5、p38
MAPK、p53 及 p21 蛋 白 表 达 上 调 (P<0.01，P<
0.05)。见图 7。
2.8　各组家兔膝关节软骨组织中 BMP5、p21 及

MMP-13 的 mRNA 表达水平比较

与正常组比较，模型组家兔膝关节软骨组织中

BMP5、p21 及 MMP-13 的 mRNA 表达量上调 (P<
0.01)。 与 模 型 组 比 较 ，针 刀 组 中 BMP5、p21 及

MMP-13 的 mRNA 表达量下调 (P<0.01)。与针刀

组比较，激动剂组 BMP5、p21 及 MMP-13mRNA 表

达量上调(P<0.01)。见图 8。

150

100

50

0

角
度

/°

正常组
模型组
针刀组
激动剂组

干预前 干预后

** ** ** **

△△
&&

##

注：PROM 为被动关节活动度。与同组干预前比较，&&Ｐ<
0.01；与同时点正常组比较，**Ｐ<0.01；与同时点模型组比较，

△△Ｐ<0.01；与同时点针刀组比较，##Ｐ<0.01。
图 2　各组家兔干预前后膝关节 PROM 评分比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 2　Comparison of knee joint PROM scores of rabbits 

in the 4 groups before and after intervention 

（x̄±s， 6 rabbits/group）

注：正常组  模型组  针刀组  激动剂组下排图片为上排图片的局部放大图，上排标尺=100 μm，下排标尺＝40 μm。

图 3　各组家兔膝关节软骨组织形态学比较（HE染色）

Fig. 3　Comparison of histomorphology in rabbit knee joint cartilage of rabbits in the 4 groups（HE Staining）

注：正常组  模型组  针刀组  激动剂组标尺=100 μm。

图 4　各组家兔膝关节软骨组织形态学比较（番红-固绿染色）

Fig. 4　Comparison of histomorphology of knee joint cartilage of rabbits in the 4 groups （Safranin O-fast green staining）
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3　讨论

KOA 属中医学“骨痹”“筋痹”范畴，其病机核心

为“筋伤致骨损”，经筋粘连、挛缩导致膝周力学失

衡，进而累及软骨与骨组织，形成“筋病及骨”的病

理链条 [15]。《素问·长刺节论》载：“病在筋，筋挛节痛，

不可以行，名为筋痹”，明确指出经筋病变是关节功

能障碍的根本，这一理论为针刀“调筋治骨”的治疗

思路提供了依据 [16]。膝为筋之府，肝主筋，肾主骨，

中年后肝肾亏虚，气血不足，加之劳损外伤，致气血

运行不畅，经络闭阻，发为痹证。针刀疗法融合中

医“经筋理论”与现代微创技术，通过松解膝周结筋

病灶点如股内侧肌腱、鹅足腱等，解除“横络”对经

脉的卡压，恢复“筋束骨”的力学平衡 [17]。临床实

践 [18-19]表明，针刀治疗 KOA 疗效确切，能显著改善

关节疼痛及功能，且安全性较高。本研究结果表

明，针刀干预能显著改善 KOA 家兔的关节功能与

软骨组织病理损伤，有效减轻软骨组织炎性浸润及

基质降解等病理表现，为揭示“调筋治骨”的科学内

涵提供了依据。

近年来，随着针刀治疗 KOA 机制研究的深入，

多项研究从不同信号通路揭示了其治疗潜力。有

研究表明，针刀可通过骨保护素（OPG）/核因子 κB
受体活化因子配体（RANKL）/核因子 κB（NF-κB）、

磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）/活
化 T 细 胞 核 因 子 c1（NFATc1）等 通 路 抑 制 骨 破

坏 [20-21]；亦可调控 Notch1 受体（Notch1）/Jagged1 配

体（Jagged1）/发状分裂相关增强子 1（Hes1）轴以促

进巨噬细胞 M2 极化，减轻滑膜炎 [4]；还可通过抑制

机械敏感离子通道 Piezo1（Piezo1）/谷胱甘肽过氧

化 物 酶 4（GPX4）/长 链 酰 基 辅 酶 A 合 成 酶 4
（ACSL4）信 号 轴 或 热 休 克 蛋 白 A5（HSPA5）/
GPX4 通路抵抗软骨细胞铁死亡 [6-7]，或通过促进

PTEN 诱导激酶 1（PINK1）/Parkin 蛋白（Parkin）介

导的线粒体自噬 [8]、抑制脂质过氧化 [5]等途径保护软

骨。这些研究从炎性、免疫、细胞死亡等多维度丰

富了针刀多靶点治疗 KOA 的内涵。与既往研究不

同，本研究将机制探讨上溯至驱动 KOA 慢性进展

的更上游源头——软骨细胞衰老。

软骨细胞衰老是 KOA 软骨退变的核心环节。

KOA 病变程度与关节内衰老软骨细胞数量呈正相

关，且这些细胞多聚集于软骨磨损区域 [22]。衰老软

骨细胞通过分泌 SASP，持续释放包括白细胞介素

-6(IL-6)、肿瘤坏死因子 -α(TNF-α)在内的多种促炎

因子及 MMPs，从而导致关节微环境稳态失衡，加

速细胞外基质降解 [9]。SASP 中包含的促炎因子可

通过旁分泌效应损伤周围正常软骨细胞，而 MMPs
家族成员则直接破坏软骨基质结构，形成衰老 -炎

性 -降解的恶性循环。在此过程中，p53-p21 信号通

路是调控细胞衰老的关键途径。p53 作为重要抑癌
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注：与正常组比较，**Ｐ<0.01；与模型组比较，△△Ｐ<0.01；
与针刀组比较，##Ｐ<0.01。

图 5　各组家兔膝关节软骨组织 Mankin评分比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 5　Comparison of Mankin scores in knee joint 

cartilage of rabbits in the 4 groups （x̄±s， 6 rabbits/group）
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注：COX-2 为环氧合酶-2，MMP-13 为基质金属蛋白酶 13。
与正常组比较，**Ｐ<0.01；与模型组比较，△△Ｐ<0.01；

与针刀组比较，##Ｐ<0.01。
图 6　各组家兔膝关节液 COX-2、MMP-13含量比较

（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 6　Comparison of contents of COX-2 and MMP-13 in 

knee joint of rabbits in the 4 groups（x̄±s， 6 rabbits/group）
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基因，可响应 DNA 损伤、机械应激等信号而上调，

进而激活下游靶点 p21，诱导细胞周期停滞于 G1
期，促使软骨细胞退出增殖周期并进入不可逆衰老

状态 [23]。本研究结果显示，KOA 模型家兔软骨中

p53、p21 蛋白及 p21 的 mRNA 表达显著升高，表明

软骨细胞衰老深度参与 KOA 病理进程。此外，衰

老细胞通过 SASP 大量分泌炎性因子及基质降解

酶，其中 COX-2 作为关键炎性介质，可促进前列腺

素 E2 合成，加剧关节疼痛与滑膜炎 [24]；MMP-13 则

是降解软骨基质Ⅱ型胶原的核心酶类，其活性升高

可直接破坏软骨基质完整性，加速软骨退变 [25]。本

研究中模型组关节液内 COX-2、MMP-13 含量显著

上升，进一步证实 SASP 在 KOA 进展中的驱动作

用。针刀干预后，不仅 p53、p21 表达显著下调，

COX-2、MMP-13 水平也同步降低，提示针刀可能通

过源头性抑制软骨细胞衰老，减少 SASP 释放，从而

延缓软骨退变。  此前，有研究同样观察到针刀能下

调 p16Ink4a、p21Waf1/Cip1 等衰老相关标志物 [26]。本研究

不仅验证了衰老表型的改善，更进一步上游锁定并

功 能 学 验 证 了 一 条 全 新 的 调 控 轴 ——BMP5/
p38MAPK。

BMP5 作为骨形态发生蛋白家族成员，近年来

被发现在 KOA 软骨中异常高表达，其作为 KOA 易

感基因可能通过非 Smad 途径参与疾病调控。基于

Sharma 等的研究，BMP5 基因多态性 (如 rs921126、
rs1470527 和 rs9382564)与 KOA 发病风险显著相

关。其中，T 等位基因及 TT 基因型显著增加 KOA
易感性，且与更严重的临床症状相关，提示 BMP5
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图 7　各组家兔膝关节软骨 BMP5、p38MAPK、p53及 p21的蛋白表达水平比较（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 7　Comparison of protein expression levels of BMP5， p38MAPK， p53， and p21 in knee joint cartilage of rabbits in the 

4 groups（x̄±s， 6 rabbits/group）
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图 8　各组家兔膝关节软骨 BMP5、p21及 MMP-13的 mRNA表达水平比较（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 8　Comparison of mRNA expression levels of BMP5， p21， and MMP-13 in knee joint cartilage of rabbits in the 4 

groups （x̄±s， 6 rabbits/group）
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可能是 KOA 的重要病理标志物 [27-28]。在机制层面，

除经典的 Smad 通路外，BMP5 还能够通过激活

p38MAPK 参与 KOA 进展 [12-13]。p38MAPK 是细胞

应激反应的关键分子，KOA 膝周异常机械负荷、炎

性刺激等可激活其磷酸化，进而通过磷酸化下游转

录因子诱导 p53 等衰老相关因子表达 [10]。本研究结

果显示，KOA 软骨中 BMP5 与 p38MAPK 表达同步

上调，且二者水平均与 p53、p21 呈正相关，提示

BMP5 与 p38MAPK 可能共同构成促衰老信号轴，

协同推动软骨细胞衰老。

值得注意的是，BMP5 与 p38MAPK 均被证实

为力学敏感信号分子。研究显示，在骨关节炎早

期，当软骨尚未出现明显的组织学病变时，关节内

的异常机械应力即可诱导 BMP5 的表达显著上调，

提示其在应力介导的软骨下骨重塑及骨赘形成中

可能扮演着始动角色 [29]。与此同时，p38 MAPK 作

为经典的应力敏感通路，其磷酸化水平也直接受力

学载荷调控 [30-31]，二者在分子层面共同构成了骨关

节炎中机械生物学对话的关键环节。基于以上证

据，并结合本研究针刀通过松解结筋病灶点以恢复

膝周力学平衡的核心干预策略，我们推论 BMP5/
p38MAPK 信号轴很可能是将“筋伤”所致的异常机

械刺激，转化为“骨损”相关生物学响应的核心转导

桥梁。此外，BMP5/p38MAPK 这一力学敏感通路，

可能与已知的 Piezo1 等机械门控通道协同或对

话 [31]，共同构成针刀力学干预触发的复杂细胞内信

号网络，从而系统性地诠释其“调筋治骨”的多维

效应。

本研究进一步验证了针刀的作用机制。在针

刀干预基础上联合 p38MAPK 激动剂后，针刀对膝

关节功能、软骨病理及衰老相关分子的改善作用均

被部分逆转。这一结果提示，针刀的治疗效应高度

依赖于对 BMP5/p38MAPK 通路的调控。若该通

路被激动剂重新激活，针刀的抗软骨衰老作用则显

著减弱。具体而言，针刀干预通过松解膝周高应力

点如股二头肌腱、股直肌腱附着点，消除异常力学

刺激对软骨细胞的持续损伤，进而下调 BMP5 表

达，抑制 p38MAPK 信号活化，最终阻断 p53-p21 衰

老通路。该结果从分子层面阐释了针刀“调筋治

骨”的作用机制，即通过“调筋”改善力学环境，通过

“治骨”保护软骨细胞。

综上所述，针刀通过调控 BMP5/p38MAPK 信

号通路，降低 MMP-13、COX-2 等炎性因子与降解

酶含量，延缓软骨基质降解，抑制 p53、p21 介导的软

骨细胞衰老，改善关节功能，从而发挥治疗 KOA 的

作用。此外，本研究尚存一定不足：一是针刀力学

信号调控 BMP5 的转导机制尚未明确。未来需结

合体外力学加载模型与机械感受器研究进一步探

索；二是 p38MAPK 下游靶点有待探索，p38MAPK
是否通过调控除 p53、p21 外的转录因子参与软骨细

胞衰老，仍需通过免疫共沉淀、双荧光素酶报告基

因等技术深入验证；三是缺乏多时间点动态监测数

据。本研究仅检测干预 4 周后的效应，无法明确针

刀对 BMP5/p38MAPK 通路及软骨衰老的长期调

控规律，后续需补充不同时间点检测，为优化针刀

治疗周期提供依据。
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