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基于NLRP３/CaspaseＧ１通路探讨针刀对兔膝骨关节炎软骨细胞的影响
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【摘　要】　目的　观察针刀对膝骨关节炎 (KOA)兔软骨 NLRP３/CaspaseＧ１通路的调控作用及软骨细胞焦亡的影响.
方法　选用２４只新西兰兔雄兔,年龄均为６个月.使用随机数字表法将其分为３组,分别为空白组、模型组、针刀组,每

组各８只.造模方法采用改良 Videman法进行固定,造模时间为６周,空白组不予固定.针刀组选取经筋病灶点行针刀松解

治疗,每周１次,共治疗３次;空白组和模型组正常饲养,行同样抓捕行为.采用 HE染色观察软骨形态学改变;并检测软

骨CaspaseＧ１、NLRP３、ASC、ILＧ１βmRNA和蛋白的表达.结果　空白组软骨细胞均匀地分布在软骨基质中,表面相对光

滑,层次结构较为清晰,潮线清晰完整.模型组软骨细胞数量较少,且分布状态较不均匀,表层出现缺损,潮线紊乱.与模

型组相比,针刀组软骨表面较光滑,且软骨细胞分布较均匀,排列较规整,潮线较完整.与空白组比较,模型组软骨组织

CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１βmRNA表达显著上调 (P＜０􀆰０５);与模型组比较,针刀组软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β
mRNA表达显著下调 (P＜０􀆰０５).与空白组比较,模型组中兔软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１βmRNA 和 CaspaseＧ１、

NLRP３、ILＧ１β、ASC蛋白表达水平显著升高 (P＜０􀆰０５).针刀干预后兔软骨细胞排列较模型组改善,软骨细胞数量增多,

CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１βmRNA和CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β、ASC蛋白表达水平显著下调 (P＜０􀆰０５).结论　基于经

筋理论运用针刀治疗 KOA,延缓软骨病变,从而改善症状,其作用机制可能是通过干预软骨细胞焦亡,从而降低关节内炎

症介质来实现的.
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EffectofacupotomyonchondrocytesinrabbitkneeosteoarthritisbasedonNLRP３/CaspaseＧ１pathway　　
ZHANGLiangzhi,LIU Hong,XIEZiyi,LIYangyang,YU Wenying,LIUJin,XIUZongbiao．SecondDepartment
ofOrthopedicsＧtraumatology,ThePeople̓sHospitalAffiliatedofFujianUniversityof TraditionalChinese Medicine,
Fuzhou,Fujian３５０００４,China

【Abstract】　Objective　ToobservetheeffectsofacupotomyontheregulationoftheNLRP３/CaspaseＧ１pathwayandchonＧ
drocytepyroptosisinrabbitcartilagewithkneeosteoarthritis(KOA)．Methods　TwentyＧfourmaleNewZealandrabbits,all
agedsixmonths,wereused．Theyweredividedintothreegroupsusingtherandomnumbertablemethod:blankgroup,model
group,andacupotomygroup．ThemodelingmethodwasfixedbythemodifiedVidemanmethodforsixweeks,andtheblank
groupwasnotfixed．Intheacupotomygroup,thetransversaltendonlesionwastreatedwithneedleknife,onceaweek,foratoＧ
talofthreetimes;theblankgroupandthemodelgroupwerenottreated．Themorphologicalchangesofcartilagewereobserved
byHEstaining,andtheexpressionofcartilageCaspaseＧ１,NLRP３,ASCandILＧ１βinthecellsweredetected．Results　The
chondrocytesintheblankgroupwereuniformlydistributedinthecartilagematrix,withrelativelysmoothsurface,clearerhierＧ
archicalstructureandclearandcompletetidelines．Inthemodelgroup,thenumberofchondrocyteswassmaller,andthedistriＧ
butionwasuneven,withdefectsinthesurfacelayeranddisturbedtidelines．Comparedwiththemodelgroup,thecartilagesurＧ
faceoftheneedleknifegroupwassmoother,andthechondrocytesweremoreevenlydistributedandarranged,andthetidelines
weremorecomplete．Comparedwiththeblankgroup,cartilagetissueCaspaseＧ１,NLRP３,ILＧ１βmRNAexpressionwassignifiＧ
cantlyupＧregulatedinthemodelgroup(P＜０􀆰０５);comparedwiththemodelgroup,cartilagetissueCaspaseＧ１,NLRP３,ILＧ１β
mRNAexpressionwassignificantlydownＧregulatedintheneedleＧknifegroup(P＜０􀆰０５)．Comparedwiththeblankgroup,the
expressionlevelsofCaspaseＧ１,NLRP３,ILＧ１βmRNAandCaspaseＧ１,NLRP３,ILＧ１β,ASCproteininrabbitcartilagetissue
weresignificantlyincreasedinthemodelgroup (P＜０􀆰０５)．ChondrocytealignmentwasimprovedinrabbitsafteracupotomyinＧ
terventioncomparedwiththemodelgroup,thenumberofchondrocyteswasincreased,andtheexpressionlevelsofCaspaseＧ１,
NLRP３,ILＧ１βmRNAandCaspaseＧ１,NLRP３,ILＧ１β,ASCproteinweresignificantlydownregulated (P＜０􀆰０５)．Conclusion　
TreatingKOAwithacupotomybasedonthetheoryofmeridiantheorycandelaycartilagelesionsandimprovesymptoms．The
mechanismofactionmaybereducingtheintraＧarticularinflammatorymediatorsbyinterveningchondrocytepyroptosis．
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　　膝骨关节炎 (kneeosteoarthritis,KOA)是临床最常见

的慢性骨关节病,也是引起老年人下肢疼痛、活动障碍的主

要原因[１].KOA 的患病率呈逐年递增趋势,从２００５年到

２０１５年,KOA 的 患 病 率 上 升 了 ３２􀆰７％,其 中 有 症 状 性

KOA的患病率为８􀆰１％[２].针刀疗法在 KOA的早中期的临

床治疗中应用广泛,疗效确切[３Ｇ４].本团队在临床中应用

“经筋理论”指导针刀治疗,发挥 “针”与 “刀”的双重作

用,针以调气血,刀以调平衡,疗效显著[５].在针刀运用如

此广泛的背景下,对针刀的效应机制研究成为当前迫切需要

解决的问题,从而为针刀技术的运用提供有力的实验基础,
具有深远的意义.

研究 表 明,NLRP３/CaspaseＧ１ 介 导 的 软 骨 细 胞 焦 亡,
会加重膝关节炎症反应,加速关节软骨破坏,是膝骨关节炎

发生与发展的重要因素[６Ｇ７].针刀治疗膝骨关节炎作用机制

可能与 NLRP３/CaspaseＧ１通路介导软骨细胞焦亡有关.因

此,本研究通过建立 KOA兔模型,从 NLRP３/CaspaseＧ１通

路介导软骨细胞焦亡的角度入手,探讨针刀治疗 KOA 可能

的机制.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:

１􀆰１􀆰１　实验动物:２４只普通级健康雄性新西兰兔,６月龄,
体质量 (２􀆰０±０􀆰５)kg,购于武汉市万千佳兴生物科技有限

公司 [许可证号:SCXK (鄂)２０２１Ｇ００１１],委托福建安布

瑞生物科技有限公司 [实验动物使用许可证:SYXK (闽)

２０２２Ｇ０００２](动物合格证号:２０２３０２２８Ceez０１０２０００４２６)代

购并饲养.单笼喂养,饲养房温度、湿度及进食等均按标准

执行.适应性饲养１周后,按照体质量进行编号,并应用随

机数表法将其分为空白组、模型组、针刀组,每组８只.本

实验已通过福建安布瑞生物科技有限公司动物管理与动物福

利伦理委员会批准 (批件号:FJABR２０２１１２１３０１),实验过

程对动物的各种处理均遵照国家相关动物使用及伦理学

规定.

１􀆰１􀆰２　实验试剂:mRNA逆转录试剂盒 (中国北京康为世

纪,CW２５６９),miRNA逆转录试剂盒 (中国北京康为世纪

CW２１４１),Trizol (美 国 Thermo,１５５９６０２６),DM２０００
PlusDNA Marker (中国北京康为世纪,CW０６３２),UltraＧ
SYBR Mixture (中国北京康为世纪,CW２６０１),核酸染料

(中国北京普利莱,PB１１１４１),TrisＧ乙酸电泳缓冲液 (５０×
TAE) (中国 Abiowell,AWR０１２４),RIPA 裂解液中国

(abiowell,AWB０１３),蛋白酶抑制剂 (中国北京金泰宏达,

５８３７９４)蛋白磷酸酶抑制剂 (中国 abiowell,AWH０６５０),

SuperECLPlus (超敏发光液中国abiowell,AWB０００５),显

影液 (中国上海佳信,BWＧ６１),定影液 (中国上海佳信,

BWＧ６２).

１􀆰１􀆰３　实验仪器:一次性使用无菌小针刀 (江西老宗医医

疗器械有限公司,０􀆰４mm×４０mm),台式冷冻离心机 (中
国湖南湘仪,H１６５０R),荧光定量 RCP仪 (美国 Thermo,

PIKOREAL９６),荧光 PCR 板 (美国 Thermo,SPL０９６０),
电泳仪 (中国北京六一,DYYＧ６C),电泳槽 (中国北京六

一,DYCZＧ２４DN),转膜仪 (中国北京六一,DYCZＧ４０D),
包埋机 (常州中威电子仪器,BMJＧA),切片机 (浙江金华

益迪试验器材,YDＧ３１５),生物样品均质仪 (中国杭州奥

盛,BioPrepＧ２４),化 学 发 光 成 像 系 统 (中 国 勤 翔,Chemi
Scope６１００),高分子石膏 (陕西安信医学技术开发有限公

司),手术刀片及相关器械 (上海医疗器械批发部有限公司).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　分组与造模:新西兰大白兔适应性饲养１周后,按

照个体质量进行编号,采用随机数字表法分为空白组、模型

组、针刀组,每组各８只.空白组不予干预.模型组、针刀

组采用本团队前期研究的改良 Videman法造模６周[８]:将

兔子仰卧固定在木架上,将石膏托放置在膝前,用高分子石

膏绷带按照单层螺旋缠绕方式固定,使膝关节保持在伸直０°
中立位,踝关节背曲６０°,最后将防啃咬绷带环形缠绕在高

分子石膏表面.采用 Lequesne评分[９]进行评价,Lequesne
评分≥４分为造模成功.

１􀆰２􀆰２　干预:空白组不进行固定及针刀治疗.模型组采用

改良 Videman法进行固定,不予针刀治疗.针刀组采用改

良 Videman法进行固定,依据 «中国经筋学»[１０]膝关节经筋

病灶点命名及定位,根据兔的骨度分寸,选取治疗点鹤顶

穴、髌外上、髌内上[１１],在施术部位予常规针刀干预:用

活力碘在治疗部位消毒３遍,然后铺无菌洞巾,操作者佩戴

无菌手套,用０􀆰４mm×４０mm 针刀松解,刀口线垂直皮肤

进针刀,针刀抵达病变处骨面,行提插刀法松解,范围不超

过０􀆰５cm.操作结束后用无菌干棉球按压施术部位１min.
每周干预１次,共干预３周.

１􀆰２􀆰３　取材:于针刀干预结束后１周,经腹腔麻醉后耳缘

静脉空气栓塞处死,解剖左侧膝关节,取出兔左侧膝关节股

骨髁软骨组织,用生理盐水将软骨组织上的血液、黏液和组

织碎片冲洗干净,然后将其置于４％多聚甲醛溶液中固定

７２h.

１􀆰２􀆰４　HE染色光镜观察软骨形态:兔左膝关节软骨组织

修剪后置入４％多聚甲醛固定２４h,１０％EDTA脱钙后完全

修切,常规石蜡包埋后切片,脱蜡后使用苏木素、伊红染

色、脱水,中性树胶封片、显微镜观察.

１􀆰２􀆰５　RTＧPCR 检 测 软 骨 细 胞 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ
１βmRNA表达:软骨组织充分研磨,Trizol法提取总 RNA,
紫外分光光度计测定浓度,并计算其浓度及纯度.以组织总

mRNA为模板,逆转录cDNA,cDNA置于Ｇ２０℃环境保存.

PCR总反应体系为３０μL,其中包含标本体系２μL,引物体

系２８μL.引物由北京擎科生物科技有限公司合成设计.

PCR反应条件:９５℃１０min,９５℃１５s,６０℃３０s,共４０
个循环,采用相对定量２ＧΔΔCt法分析结果.各基因引物序列

见表１.

表１　各基因引物序列情况

基因 引物序号 产物长度/bp

CaspaseＧ１ F:GCCTGGTCTTGTGATGTGGA １５９
R:TGATAGCACTCTTGGCTTCGT

NLRP３ F:GTGTCAAGACCACAGCTCCA １４７
R:GTAATTGGGACCATCGGCCT

ILＧ１β F:GAGGCAAGAGGCACAACAGA １６７
R:ATCGGGAAAGGCAGGCTAAC
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１􀆰２􀆰６　Westernblot检测兔软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、

ASC、ILＧ１β蛋白表达:组织裂解法提取兔软骨组织总蛋白,
加入 TEMED后制胶,蛋白定量后进行电泳,NC膜转膜,
一抗、二抗孵育,EDL 显色曝光,将曝光后的底片扫描,
并用 QuantityOne专业灰度分析软件进行分析.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS２３􀆰０软件进行数据分析.计

量资料服从正态分布采用表示,组间比较采用单因素方差分

析,两两比较采用 LSDＧt检验.P＜０􀆰０５为差异有统计学

意义.

２　结果

２􀆰１　实验情况:实验期间各组兔状态良好,进食量、体质

量一致,未出现死亡.

２􀆰２　软骨组织 HE染色形态学观察:空白组软骨细胞均匀

地分布在软骨基质中,表面相对光滑,层次结构较为清晰,
潮线清晰完整.模型组软骨细胞数量较少,且分布状态较不

均匀,表层出现缺损,潮线紊乱.与模型组相比,针刀组软

骨表面较光滑,且软骨细胞分布较均匀,排列较规整,潮线

较完整 (图１见封三).

２􀆰３　QＧPCR检测兔软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β等

mRNA的表达水平:各组兔软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、

ILＧ１βmRNA表达比较见表２.与空白组比较,模型组软骨

组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１βmRNA 表达显著上调 (P＜
０􀆰０５);与 模 型 组 比 较, 针 刀 组 软 骨 组 织 CaspaseＧ１、

NLRP３、ILＧ１βmRNA表达显著下调 (P＜０􀆰０５).

表２　各组兔软骨组织CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１βmRNA
表达比较 (n＝８,x±s)

组别 CaspaseＧ１ NLRP３ ILＧ１β
空白组 ０􀆰９６２３±０􀆰０７４４ ０􀆰９５８４±０􀆰０９９ ０􀆰９８１２±０􀆰０７８８
模型组 ３􀆰８２１９±０􀆰２１６５∗ ３􀆰００４９±０􀆰１０７６∗ ２􀆰９２０２±０􀆰０７３４∗

针刀组 ２􀆰１５６７±０􀆰３６７１∗＃１􀆰８３４８±０􀆰３９５７∗＃１􀆰７６６７±０􀆰０９９１∗＃

　　注:∗表示与空白组对比,P＜０􀆰０５;＃表示与模型组对比,P

＜０􀆰０５.

２􀆰４　 Westernblot检 测 兔 软 骨 组 织 CaspaseＧ１、NLRP３、

ASC、ILＧ１β等蛋白的表达水平:各组兔软骨组织 CaspaseＧ
１、NLRP３、ASC、ILＧ１β蛋白表达比较见图２、表３.与空

白组比较,模型组软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ASC、ILＧ
１β蛋白表达显著上调 (P＜０􀆰０５);与模型组比较,针刀组

软骨组织CaspaseＧ１、NLRP３、ASC、ILＧ１β蛋白表达显著下

调 (P＜０􀆰０５).

图２　３组兔软骨组织CaspaseＧ１、NLRP３、ASC、

IL１β蛋白表达带

表３　３组兔软骨组织CaspaseＧ１、NLRP３、ASC、IL１β
蛋白表达比较 (n＝８,x±s)

组别 CaspaseＧ１/actin NLRP３/actin ILＧ１β/actin ASC/actin

空白组 ０􀆰１４６７±０􀆰０２０８ ０􀆰０８３３±０􀆰０１５３ ０􀆰１±０􀆰０１ ０􀆰１０３３±０􀆰００５８
模型组 ０􀆰４８±０􀆰０４５８∗ ０􀆰４５６７±０􀆰０１５３∗ ０􀆰５６６７±０􀆰０２５２∗ ０􀆰３７３３±０􀆰０３７９∗

针刀组 ０􀆰２９６７±０􀆰０３２１∗＃ ０􀆰２９３３±０􀆰０４０４∗＃ ０􀆰３５６７±０􀆰１５７∗＃ ０􀆰２２±０􀆰０４５８∗＃

　　注:∗表示与空白组对比,P＜０􀆰０５;＃表示与模型组对比,P＜０􀆰０５.

３　讨论

膝骨关节炎 (KOA)是最常见的关节炎形式,是老年

人功能和社会障碍、残疾、独立性降低和生活质量较差的主

要因素.现今的研究认为,骨关节炎是关节中合成代谢和分

解代谢失衡的结果[１２],而异常的机械负荷是导致骨关节炎

发生、发展的重要原因[１３].软骨作为膝关节中的重要组成

部分,其主要组成是软骨基质和软骨细胞,是膝关节承受机

械载荷、吸收和缓冲应力的重要结构[１４].因而 KOA以软骨

损伤为其病理改变的核心[１５],软骨降解作为 KOA的核心病

理改变,是 KOA研究的重点之一[１６].

Yang等[１７]的研究表明,针刀治疗可以通过松解膝关节

周围的主要韧带,减轻关节的软骨压力来减轻关节内外的应

力,从而改善软骨细胞的温度代谢和关节的力学平衡,并调

节关节内微环境的稳定性.本团队前期临床研究表明,针刀

能够更好地减轻 KOA患者的疼痛,恢复关节的功能,改善

膝关节下肢力线及恢复关节间隙,降低关节液中炎症因子的

水平[１８].同时,本团队基础研究表明针刀治疗可以增强

KOA兔软骨细胞自噬水平,提高细胞活性和减少细胞凋亡,
改善软骨病理状态[１９Ｇ２０].

当细 胞 上 的 PRRs 受 到 信 号 刺 激 时,信 号 将 介 导

NLRP３蛋 白 和 ILＧ１β、ILＧ１８ 前 体 的 上 调,随 后 积 聚 的

NLRP３蛋 白、ASC和proＧCaspaseＧ１前体形成具有活性的

NLRP３炎性小体,水解proＧCaspaseＧ１为活性形式 CaspaseＧ
１,激活的CaspaseＧ１进一步发挥其切割ILＧ１β、ILＧ１８和 GSＧ
DMD的作用、ILＧ１β、ILＧ１８的成熟分泌及焦亡[２１Ｇ２２].本研

究结果表明,模型组中兔软骨组织 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ
１βmRNA 和 CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β、ASC蛋白表达水

平显著升高.针刀干预后兔软骨细胞排列较模型组改善,软

骨 细 胞 数 量 增 多,CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β mRNA 和

CaspaseＧ１、NLRP３、ILＧ１β、ASC蛋白表达水平显著下调,
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证明针刀可以有效降低关节软骨的炎症.实验结果表明模型

组中 NLRP３、ASC和CaspaseＧ１表达上调,针刀组 NLRP３、

ASC和CaspaseＧ１表达下调,说明针刀干预治疗 KOA 与下

调 KOA中 NLRP３炎性小体水平,抑制软骨细胞焦亡有关.
这为进一步研究调节焦亡相关基因提供思路.

综上所述,基于经筋理论运用针刀治疗 KOA,修复软

骨病变,其作用机制可能是通过干预软骨细胞焦亡,从而降

低关节内炎症介质来实现的.
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􀅰基础研究􀅰

HMGB１基因在子宫腺肌病上皮间质转化过程中的作用研究

福建省福州市第二医院妇科 (福州３５０００７) 　刘凌瑜　刘小梅　何嘏娜

基金项目:２０２１年福州市科技计划项目 (２０２１ＧSＧ２４５)

【摘　要】　目的　分析 HMGB１基因在子宫腺肌病上皮间质转化过程中的表达,并探讨其与βＧcatenin的相关性,以探

究子宫腺肌病的发病机制,为该病的临床治疗提供新的理论基础.方法　选取我院收治的行子宫切除术的子宫腺肌病患者８
例,取其在位内膜组织样本为在位组,取其异位内膜组织样本为异位组,并以同期手术病理证实正常子宫内膜的子宫肌瘤患

者为对照组,采用qRTＧPCR检测 HMGB１基因的表达水平;Westernblot法检测 HMGB１、EＧcadherin、Vimentin、βＧcatenin
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基于NLRP３/CaspaseＧ１通路探讨针刀对兔膝骨关节炎软骨细胞的影响

(参见正文第８７页)

　　注:①为空白组 ;②为模型组;③为针刀组.

图１　各组软骨组织HE染色结果 (×４００)

加入川穹嗪的乳酸钠林格灌注液对肾脏保存的影响

(参见正文第９５页)

图１　肾脏病理改变


