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　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针刺激对膝骨关节炎(ＯＡ)软骨细胞中沉默信息调节因子同源蛋白 １ (ＳＩＲＴ１)及
ｐ５３ 肿瘤抑制基因表达的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ３６ 只实验兔分为对照组、模型组及电针组ꎬ每组

１２ 只ꎮ 对照组给予正常饲养ꎬ无特殊干预ꎻ采用石膏固定法将模型组、电针组实验兔左膝关节伸直位固定６ 周

制成 ＯＡ 模型ꎮ 制模结束后解除石膏固定ꎬ将电针组实验兔绑于治疗台上给予电针刺激ꎬ连续治疗 １６ ｄꎻ模型

组仅固定于治疗台上且不给予电针刺激ꎮ 待实验结束后按照 Ｍａｎｋｉｎ 评分标准分别对 ３ 组实验兔关节软骨肉

眼观、光镜下苏木精￣伊红(ＨＥ)染色结果进行计分ꎻ检测各组实验兔软骨细胞 ＳＩＲＴ１ 及 ｐ５３ 免疫组化染色灰

度值ꎮ 结果　 电针组关节软骨组织病理学分级、大体形态 Ｍａｎｋｉｎ 评分及 ＨＥ 染色各项 Ｍａｎｋｉｎ 评分均明显优

于模型组水平(Ｐ<０.０５)ꎻ３ 组实验兔软骨细胞中均检测到 ＳＩＲＴ１ 及 ｐ５３ 表达ꎻ通过进一步比较发现ꎬ模型组与

对照组、电针组比较ꎬ其 ＳＩＲＴ１ 灰度值明显增高(Ｐ<０.０１)ꎬｐ５３ 灰度值明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬ表明模型组 ＳＩＲＴ１
表达较电针组、对照组明显降低ꎬｐ５３ 表达较电针组、对照组明显增高ꎮ 结论　 电针干预能有效改善膝 ＯＡ 病

理表现ꎬ可能与上调软骨细胞 ＳＩＲＴ１、抑制关节软骨细胞凋亡、促进细胞再生等多重途径有关ꎮ
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　 　 骨关节炎(ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)患者多伴有关节慢性
疼痛、活动障碍ꎬ是一种临床常见慢性代谢性疾病[１]ꎬ
严重影响患者日常生活质量[２]ꎮ 目前普遍认为ꎬＯＡ
是在生物性及机械性因素共同作用下ꎬ关节软骨合成
及分解代谢失去平衡ꎬ诱发关节软骨细胞凋亡、细胞外
基质及软骨下骨退变[３￣４]ꎮ 沉默信息调节因子 ２(ｓｉｌｅｎｔ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ２ꎬＳｉｒ２)广泛存在于原核及真核生
物中ꎬ人类 Ｓｉｒ２ 家族中共有 ７ 个同源蛋白ꎬ即 ＳＩＲＴ１
(ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ２ ｈｏｍｏｌｏｇ ｐｒｏｔｅｉｎ１ꎬＳＩＲＴ１)￣
ＳＩＲＴ７[５￣６]ꎬ其中 ＳＩＲＴ１ 与 Ｓｉｒ２ 同源性最高ꎬ相关研究
报道数量也最多[７]ꎮ ｐ５３ 肿瘤抑制基因 ( ｐ５３ ｔｕｍｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅꎬ ｐ５３) 是一种能编码 ｐ５３ 蛋白的基
因[８]ꎬ该蛋白能阻断 ＤＮＡ 复制能力ꎬ激活凋亡或生长
抑制途径ꎬ参与细胞增殖中细胞凋亡、细胞周期、ＤＮＡ
反应相关基因表达ꎬ抑制肿瘤活性[９]ꎻ在 ＯＡ 模型中
ｐ５３ 基因高表达会加速软骨细胞衰老及凋亡[１０]ꎮ 相
关研究发现ꎬＳＩＲＴ１ 与软骨细胞凋亡、衰老关系密切ꎬ
能保护 ＯＡ 关节中软骨细胞ꎬ通过脱乙酰化 ｐ５３ 来调
控细胞凋亡[１１]ꎬ其可能作用机制是 ｐ５３ 沉默ｍｉＲ￣３４ａ
肿瘤抑制基因ꎬ阻止该基因诱导细胞周期停止或细胞
凋亡[１２￣１３]ꎮ ｍｉＲ￣３４ａ 能调控细胞周期 Ｇ１ 向 Ｓ 期转换ꎬ
抑制增殖ꎬ与 ＯＡ 软骨细胞凋亡关系密切[１４￣１６]ꎮ 本实
验通过对关节软骨形态学变化、ＨＥ 染色及 ｐ５３、ＳＩＲＴ１
免疫组织化学(免疫组化)灰度值进行分析ꎬ初步探讨
电针治疗 ＯＡ 的可能作用机制ꎮ 现报道如下ꎮ

材料与方法

一、实验材料
本研究选取 ５ 月龄健康新西兰大耳兔 ３６ 只ꎬ雌雄

不限ꎬ质量(２.２０±０.２５)ｋｇꎬ由西南医科大学动物实验
中心提供ꎬ实验动物使用许可证号为 ＳＹＸＫ(川)２０１３￣
０６５ꎮ 本实验经西南医科大学动物实验伦理审查批准
(２０１８０３０６０５５)ꎬ符合西南医科大学伦理委员会制订
的动物实验准则ꎮ 本研究主要试剂及仪器包括:二甲
苯、５％硝酸脱钙液、苏木素、磷酸盐缓冲液、伊红、１０％
中性福尔马林(西南医科大学中心实验室提供)、ｐ５３
及 ＳＩＲＴ１ 免疫组化试剂盒(北京博奥申生物工程有限
公司提供)、针灸针(北京汉医医疗器械公司提供)、
６８０５￣Ｃ 型低频电针治疗仪(汕头医疗设备有限公司提
供)、ＯＬＹＭＰＵＳ Ｓｐｏｔ Ｍ２０￣３５Ｓ 及 ＣＨ￣２０ 型光学显微镜
(日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)、ＬＥＩＣＡ ＤＭ￣４０００Ｂ 型荧光显
微分析系统(德国 ＬＥＩＣＡ 公司)等ꎮ

二、实验方法
采用随机数字表法将上述 ３６ 只实验兔分为 ３ 组ꎬ

每组 １２ 只ꎮ 对照组正常饲养ꎬ无特殊干预ꎻ模型组、电
针组采用石膏固定法将实验兔左膝关节伸直位固定 ６

周ꎬ制成 ＯＡ 模型ꎮ 固定 ６ 周后对比观察造模侧膝关
节与健侧膝关节ꎬ如造模侧膝关节出现肿胀、屈伸功能
障碍ꎬ视为 ＫＯＡ 制模成功[１７]ꎮ 制模结束后解除石膏
固定ꎬ将电针组实验兔绑于治疗台上ꎬ参照«实验针灸
学»中“常用实验动物针灸穴位”相关规定[１８]ꎬ选取左
后肢阳陵泉、内膝眼、足三里、血海等穴位进针ꎬ设置间
断波ꎬ电针频率 ４ ~ ８ Ｈｚꎬ脉冲宽度 ０.５ ｍｓꎬ输出电压
２ Ｖꎬ输出电流强度 ０.５ ｍＡꎬ每天治疗 ２０ ｍｉｎꎬ连续治
疗 １６ ｄꎮ 在电针组治疗期间ꎬ模型组实验兔亦绑于治
疗台上 ２０ ｍｉｎꎬ期间不给予特殊处理ꎮ

三、组织切片制作
于实验进行 ５８ ｄ 时采用耳缘静脉空气注射法将

所有实验兔处死ꎬ取左侧股骨内髁软骨并制成大小约
０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 标本ꎬ置于 １０％中性甲醛溶液
中固定 ４８ ｈ 后取出ꎬ用流水冲洗 ２ ~ ３ ｈ 后经 ５％硝酸
脱钙液脱钙 ３８ ~ ４８ ｈꎬ再用流水冲洗 ２ ~ ３ ｈ 后置于
１０％中性甲醛溶液中固定ꎬ最后将标本用石蜡包埋ꎬ垂
直于软骨表面进行组织切片(片厚 ５ μｍ)ꎮ

四、标本病理学评分、ＨＥ 染色及 ｐ５３、ＳＩＲＴ１ 灰度
值检测

各组实验兔标本切片经 ＨＥ 染色及 ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免
疫组化处理后ꎬ参照彭太平法组织病理学分级[１９] 及
Ｍａｎｋｉｎ评分标准评价各组软骨切片大体形态及软骨细
胞 ＨＥ 染色情况ꎻ于 ２００ 倍光镜视野下观察各组实验
兔免疫组化切片 ｐ５３、ＳＩＲＴ１ 免疫反应部位ꎬ采用医学
图像分析软件 ＭＩＡＳ 的静态灰度分析模块ꎬ将各组标
本灰度值与磷酸盐缓冲液阴性片进行对比ꎮ 灰度值高
低与免疫组化实际表达值呈负相关性ꎬ即灰度值越大ꎬ
免疫组化表达水平越低[２０]ꎮ

五、统计学分析
本研究所得计量数据以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７.０

版统计学软件包进行数据分析ꎬ关节软骨的彭太平法
组织病理学分级数据组间比较采用等级资料两样本秩
和检验ꎬ关节软骨肉眼大体观察 Ｍａｎｋｉｎ 评分、关节软
骨细胞各项 ＨＥ 染色指标 Ｍａｎｋｉｎ 评分及 ｐ５３、ＳＩＲＴ１
免疫组化灰度值 ３ 组间比较采用单因素方差分析ꎬ组
间两两比较采用最小显著差异法 ( ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组实验兔病理组织学观察
对照组关节腔内未见明显关节腔积液ꎬ软骨外观

呈蓝白色ꎬ表面光滑、明亮、无裂纹ꎻ模型组关节腔内可
见明显积液ꎬ软骨偏暗黄或呈米黄色ꎬ无光泽ꎬ表面粗
糙不平ꎬ有裂隙、裂纹、糜烂及溃疡形成ꎬ关节负重面、
软骨下方骨质外漏、骨赘形成ꎮ电针组软骨呈淡黄色ꎬ
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图 １　 对照组、模型组及电针组关节软骨 ＨＥ 染色观察(×１００)

表面不平整ꎬ有散在点状充血ꎬ偶见糜烂ꎬ关节内有少
量关节积液伴滑膜增生ꎮ 模型组、电针组关节软骨彭
太平法组织病理学分级及 Ｍａｎｋｉｎ 评分结果详见表 １、
表 ２ꎬ表中数据经统计学比较ꎬ发现模型组、电针组关
节软骨肉眼观察结果组织病理学分级(彭太平法)组
间差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而光镜观察结果组
织病理学分级(彭太平法)组间差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎻ模型组、电针组关节软骨 Ｍａｎｋｉｎ 评分结果组间
差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ

表 １　 各组实验兔关节软骨彭太平法组织病理学分级结果

比较(只)

组别 只数
肉眼观察分级

Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级
光镜观察分级

Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级
对照组 １２ １２ ０ ０ １２ ０ ０ ０
模型组 １２ ０ ３ ９ ０ １ ４ ７
电针组 １２ １ ９ ２ａ １ ４ ５ ２

　 　 注:与模型组比较ꎬａＰ<０.０５

表 ２　 各组实验兔关节软骨切片 Ｍａｎｋｉｎ 评分结果比较

(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 Ｍａｎｋｉｎ 评分

对照组 １２ ０
模型组 １２ １０.０８±１.０８
电针组 １２ ５.５０±２.０２ａ

　 　 注:与模型组比较ꎬａＰ<０.０１

二、各组实验兔关节软骨 ＨＥ 染色情况分析
通过观察各组实验兔 ＨＥ 染色ꎬ发现对照组软骨

表面平整光滑ꎬ厚薄均匀ꎬ基质着染均匀ꎬ软骨细胞整
齐排列、大小一致、潮线完整ꎻ模型组软骨表层有溃烂
甚至缺失ꎬ厚度明显变薄ꎬ染色明显减退ꎬ细胞数量显
著减少ꎬ可见大量不规则形状的大胞体软骨细胞簇聚ꎬ
潮线非常紊乱ꎻ电针组关节软骨表面较规整ꎬ偶见小裂
隙ꎬ软骨细胞排列较整齐ꎬ数量明显增多ꎬ细胞偶见破
裂ꎬ厚度明显增厚ꎬ染色轻度减退ꎬ潮线轻度紊乱ꎮ 通
过组间比较发现ꎬ电针组软骨结构、软骨细胞、ＨＥ 染

色、潮线完整性改良 Ｍａｎｋｉｎ 评分与模型组间差异均具
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ具体数据见表 ３、图 １ꎮ
表 ３　 ３ 组实验兔关节软骨各项改良 Ｍａｎｋｉｎ 评分结果比较

(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 软骨结构
评分

软骨细胞
评分

潮线完整性
评分

ＨＥ 染色
评分

对照组 １２ ０ ０ ０ ０
模型组 １２ ３.００±０.６０ ２.６６±０.４９ １.６６±０.４９ ２.７５±０.４５
电针组 １２ １.５０±０.７９ａ １.４１±０.５１ａ １.３３±０.４９ａ １.１６±０.３８ａ

　 　 注:与模型组比较ꎬａＰ<０.０１

三、各组实验兔 ＳＩＲＴ１ 及 ｐ５３ 免疫组化结果比较
通过光镜观察发现ꎬ软骨细胞中 ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免疫

组化阳性细胞核均呈黄褐色ꎮ 对照组关节软骨中
ＳＩＲＴ１ 免疫组化阳性细胞核增多且大量细胞核浓染ꎬ
ｐ５３ 免疫组化阳性细胞核增多并只有少量细胞核淡
染ꎻ模型组关节软骨中 ＳＩＲＴ１ 免疫组化阳性细胞核减
少且呈浅黄褐色淡染ꎬｐ５３ 免疫组化阳性细胞核减少
并多呈现黄褐色浓染ꎻ电针组关节软骨中 ＳＩＲＴ１ 免疫
组化阳性细胞核呈黄褐色ꎬ且染色较深ꎬ但数量略少于
对照组ꎬｐ５３ 免疫组化阳性细胞核呈少量黄褐色着色ꎬ
但细胞数量略多于对照组ꎮ ３ 组实验兔 ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免
疫组化灰度值经统计学比较ꎬ发现组间差异均具有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ进一步比较发现ꎬ电针组、模型组
ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免疫组化灰度值与对照组间差异均具有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ并且电针组 ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免疫组化
灰度值与模型组间差异亦具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ
具体情况见表 ４ 及图 ２、图 ３ꎮ
表 ４　 各组实验兔关节软骨 ＳＩＲＴ１ 及 ｐ５３ 免疫组化灰度值

比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ＳＩＲＴ１ 灰度值 ｐ５３ 灰度值

对照组 １２ ９５.２８±３.２２ １５４.２７±６.４３
模型组 １２ １４０.９４±６.７５ａ ９３.９０±３.７３ａ

电针组 １２ １００.６９±４.６６ａｂ １１４.４０±５.８６ａｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
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注:箭头处为 ＳＩＲＴ１ 免疫组化阳性细胞核

图 ２　 对照组、模型组及电针组 ＳＩＲＴ１ 染色结果比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

注:箭头处为 ｐ５３ 免疫组化阳性细胞核

图 ３　 对照组、模型组及电针组 ｐ５３ 染色结果比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ电针组实验兔关节情况相对较
好ꎬ仅出现少量关节内积液、轻度滑膜增生ꎬ关节软骨
表面粗糙但程度较轻ꎻＨＥ 染色显示软骨表面较规则ꎬ
裂隙少ꎬ细胞排列较整齐ꎻ与模型组比较ꎬ发现电针组
软骨细胞数量明显增多ꎬ软骨层明显增厚ꎬ潮线轻度紊
乱ꎬ并且电针组关节软骨组织病理学分级、大体形态
Ｍａｎｋｉｎ 评分及 ＨＥ 染色各项 Ｍａｎｋｉｎ 评分均优于模型
组水平ꎬ同时电针组 ＳＩＲＴ１ 免疫组化灰度值明显低于
模型组ꎬｐ５３ 免疫组化灰度值明显高于模型组ꎬ与对照
组数值较接近ꎬ表明电针刺激能增加软骨细胞数量ꎬ促
进关节软骨形态恢复ꎬ从而改善 ＯＡ 临床症状ꎮ

ＯＡ 可发生于膝、髋、颈、腰椎等承重关节ꎬ严重影
响患者生活质量[２１]ꎬ且随着社会人口老龄化ꎬＯＡ 发病
率逐年升高[２２]ꎮ 有学者指出ꎬ膝关节周围组织发生损
伤、退变或长期关节废用等均会引起不同程度腔内关
节滑液量减少[２３]ꎬ导致关节内软骨表面负荷增加、软
骨面摩擦力增大ꎬ引起关节软骨细胞凋亡ꎬ膝关节发生
退行性变性[２４]ꎮ 相关研究表明ꎬＳＩＲＴ１ 可直接乙酰化

ｐ５３ 从而调节软骨细胞凋亡[２５]ꎬ亦可通过介导核因子
κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)信号通路间接调节 ｐ５３
活性ꎬ从而调控软骨细胞凋亡及增殖[２６]ꎻ同时 ｐ５３ 负
反馈可激活或沉默 ｍｉＲ￣３４ａ 基因ꎬ促进或阻止该基因
诱导细胞周期停止或凋亡[１２￣１３]ꎮ ｍｉＲ￣３４ａ 基因可再转
染 ＳＩＲＴ１ꎬ调控 ｐ５３ 脱乙酰化水平ꎬ从而上调或下调 Ｂ
细胞淋巴瘤 /白血病￣２ 基因关联 ｘ 蛋白(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏ￣
ｍａ / ｌｅｕｋｍｉａ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｘꎬ Ｂａｘ)、 Ｂ￣细胞淋巴
瘤 /白血病￣２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)因子
水平ꎬ最终调控软骨细胞凋亡[２７]ꎻ其中 Ｂａｘ 蛋白水平
升高能加速线粒体孔开放ꎬ释放细胞素 ｃꎬ随后胱天蛋
白酶被激活ꎬ最终导致细胞凋亡[２８]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 是细胞凋
亡抑制因子ꎬ与细胞存活期密切相关ꎻ在 ｐ５３ 介导的细
胞凋亡中ꎬ促凋亡因子 Ｂａｘ 蛋白显著上调ꎬ抗凋亡因子
Ｂｃｌ￣２ 蛋白显著下调[２９]ꎮ 本研究电针组 ＳＩＲＴ１ 免疫组
化灰度值明显低于模型组ꎬｐ５３ 免疫组化灰度值明显
高于模型组ꎬ且电针组 ＳＩＲＴ１、ｐ５３ 免疫组化灰度值与
对照组接近ꎬ表明电针刺激可上调关节软骨 ＳＩＲＴ１ 表
达ꎬ介导 ｐ５３ /细胞凋亡蛋白 Ｂａｘ 以及 ＮＦ￣κＢ 等多种信
号通路ꎬ抑制软骨细胞凋亡ꎬ促进细胞再生ꎬ减轻关节
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软骨破坏ꎬ从而延缓 ＯＡ 进程ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬ电针干预可能通过激

活软骨细胞 ＳＩＲＴ１ꎬ介导 ｐ５３ / Ｂａｘ 以及 ＮＦ￣κＢ 信号通
路ꎬ抑制软骨细胞凋亡ꎬ促进软骨细胞再生ꎬ从而延缓
ＯＡ 进程ꎬ可作为临床治疗 ＯＡ 的基础措施之一ꎮ 需要
指出的是ꎬ目前临床针对电针治疗 ＯＡ 的刺激频率、强
度、时间、波型等尚无统一标准ꎬ其确切治疗机制也尚
未明确ꎬ均有待后续研究进一步探讨ꎮ
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３８(１):２０１￣２０９. ＤＯＩ:１０.３８９２ / ｉｊｍｍ.２０１６.２６１８.

[２８] Ｗａｎｇ ＷꎬＺｈａｎｇ ＺꎬＧｕｏ Ｙꎬｅｔ ａｌ.Ｃａｒｂｏｎ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ￣
ａ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｓｅｒｔｏｌｉ￣ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ[Ｊ] .Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｔｏｘｉ￣
ｃｏｌꎬ２０１５ꎬ１１(３):３８７￣３８８. ＤＯＩ:１０.１００７ / ｓ１３２７３￣０１５￣００１６￣４.

[２９] Ｍａｒｔｉｎ ＤＡꎬＥｌｋｏｎ ＫＢ.Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ[ Ｊ] .Ｒｈｅｕｍ Ｄｉｓ Ｃｌｉｎ
Ｎｏｒｔｈ Ａｍꎬ２００４ꎬ３０(３):４４１￣４５４. ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ.ｒｄｃ.２００４.０４.００８.
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