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　 　 【摘要】 　 目的　 观察温针灸对早期膝骨关节炎(ＫＯＡ)模型大鼠软骨细胞凋亡及 ｍｉＲ￣２７ａ 介导的 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ５０ 只 ＳＤ 大鼠分为对照组、模型组、温针灸组、抑制

剂组及抑制剂＋温针灸组(简称联合组)ꎬ每组 １０ 只大鼠ꎮ 于造模前 ３ ｄ 对抑制剂组及联合组大鼠给予局部

ｍｉＲ￣２７ａ 抑制剂药物干预ꎻ除对照组以外ꎬ其余各组大鼠均通过局部注射木瓜蛋白酶方法制成早期 ＫＯＡ 大鼠

模型ꎮ 待造模完成后ꎬ联合组及温针灸组大鼠均给予内、外侧膝眼穴温针灸治疗ꎬ每次治疗 ３０ ｍｉｎꎬ共治疗

１４ ｄꎮ 模型组及抑制剂组大鼠则同期在固定器上制动 ３０ ｍｉｎꎮ 于干预 ２ 周后采用苏木精￣伊红(ＨＥ)染色观察

各组大鼠软骨组织病理学改变ꎬ采用 ＴＵＮＥＬ 法检测软骨细胞凋亡情况ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 法检测软骨组织白介素

(ＩＬ)￣１β 和 ＩＬ￣６ 水平ꎻ采用 ＷＢ 技术检测软骨组织 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｍＴＯＲ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ＬＣ３￣Ⅱ及 Ｂｅｃ￣
ｌｉｎ１ 蛋白表达ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测软骨组织中 ｍｉＲ￣２７ａ 含量ꎮ 结果　 干预结束后发现温针灸组软骨细胞

形态较模型组明显改善ꎬ抑制剂组及联合组软骨细胞形态较温针灸组进一步改善ꎻ温针灸组软骨细胞凋亡率

明显低于模型组(Ｐ<０.０５)ꎻ与温针灸组比较ꎬ抑制剂组及联合组软骨细胞凋亡率均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制

剂组与联合组软骨细胞凋亡率组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ温针灸组、抑制剂组和联合组 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、
ＬＣ３￣Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｍｉＲ￣２７ａ 蛋白表达及 ｍＲＮＡ 水平均较模型组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制剂组及联合组上述指标

均较温针灸组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ温针灸组、抑制剂组和联合组 ｐ￣ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ
水平均较模型组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制剂组及联合组上述指标水平亦显著高于温针灸组(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制剂

组及联合组上述蛋白表达及 ｍＲＮＡ 水平组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论 　 温针灸可能通过下调

ｍｉＲ￣２７ａ 表达ꎬ促进 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路激活ꎬ能抑制早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞过度自噬及凋亡ꎬ有
助于减轻关节炎症反应及损伤ꎬ延缓关节退变进程ꎮ
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ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒꎬ ｏｎ ａｖｅｒ￣
ａｇｅꎬ ｔｈａｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｗａｒｍ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｗａｒｍ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｍａｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２７ａ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｔｈａｔ ｗｏｕｌｄ ｒｅｌｉｅｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄａｍａｇｅꎬ ａｎｄ ｄｅｌａｙ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎ ｅａｒｌｙ ＫＯＡꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｒａｔｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅꎻ　 Ｗａｒｍ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ　 Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ　 Ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ￣２７ａꎻ　 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０２１Ｊ０１３９１)ꎻ ｔｈｅ Ｆｕｊｉａｎ Ｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｙｏｕｎｇ ａｎｄ
Ｍｉｄｄｌｅ￣ａｇｅｄ Ｂａｃｋｂｏｎｅ Ｔａｌｅｎｔｓ ｐｒｏｇｒａｍ (２０２０ＧＧＡ００１)

ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２４.０２.００２

　 　 膝骨关节炎(ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＫＯＡ)是一种常见
的关节退行性疾病ꎬ主要导致膝关节疼痛及功能障碍ꎬ
严重影响患者的生活质量ꎮ 临床针对 ＫＯＡ 患者多给

予保守治疗ꎬ如病情持续恶化则需考虑关节置换术等
侵入性治疗ꎬ故早期干预并抑制 ＫＯＡ 病情进展具有重

要的临床意义[１]ꎮ
自噬是细胞的一种调节性反应ꎬ软骨组织的自

噬会随 ＫＯＡ 不同阶段而相应变化ꎬ在 ＫＯＡ 早期阶段

软骨浅表区表现为明显自噬和大量细胞凋亡ꎬ从而

加重软骨组织损伤[２￣３] ꎬ故抑制早期 ＫＯＡ 软骨过度

自噬对延缓 ＫＯＡ 病情进展极其重要ꎮ 相关研究表

明软骨细胞自噬水平受 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路
的调控ꎬ激活该信号通路可抑制细胞自噬反应ꎬ延缓

ＫＯＡ 关节软骨退化[４] ꎮ 近年来有学者发现 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路受部分短链非编码 ＲＮＡ 的调
控ꎬ如 ｍｉＲ￣２７ａ 可抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路激

活[５] ꎮ 温针灸作为一种中医治疗手段ꎬ具有温经通

脉、行气活血等功效ꎻ相关动物实验证实温针灸对
ＫＯＡ 模型兔关节软骨 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路具

有调控作用ꎬ能抑制 ＫＯＡ 病情进展[６] ꎬ但具体作用

机制尚未明确ꎮ 基于此ꎬ本研究通过制作早期 ＫＯＡ
大鼠模型并给予内、外侧膝眼穴温针灸治疗ꎬ同时观

察对 ｍｉＲ￣２７ａ 表达及其介导的软骨细胞自噬信号通
路的影响ꎬ以初步探讨温针灸治疗早期 ＫＯＡ 的相关

机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及主要试剂

选取 ５０ 只 １０ 周龄、体重 ３００ ~ ３５０ ｇ 无特定病原

体(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)级健康 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
(ＳＤ)大鼠ꎬ由福建省立医院实验动物中心提供[动

物合格证号 ＳＣＸＫ(京) ２０１９￣０００８]ꎮ 本研究主要试

剂包括苏木素染液 (北京中衫金桥有限公司ꎬＺＬＩ￣
９６１０)、伊红染液(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有限公司ꎬＧ１１００)、
ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司ꎬ
Ｃ１０９０)、Ｔｒｉｚｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(北京康为世纪生物科技有限

公司ꎬＣＷ０５８０Ｓ)、白细胞介素 ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬ ＩＬ) ￣１β、
ＩＬ￣６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(武汉基因美生科技有限公

司ꎬＨＭ１０２０６、ＨＮ１０００１)、ｍｉＲ￣２７ａ 抑制剂 (锐博生

物ꎬＮＯ２１５１Ａ)、鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ (北京 ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ
有限公司ꎬＨＣ２０１)、抗兔 ＬＣ３(江苏亲科生物研究中

心有限公司ꎬＡＦ５４０２)、抗鼠 Ｂｅｃｌｉｎ１(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司ꎬ６６６６５￣１￣Ｉｇ)、抗兔 ｐ￣ｍＴＯＲ(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司ꎬ６７７７８￣１￣Ｉｇ)、抗兔 ｐ￣ＰＩ３Ｋ(江苏亲科生物研究中

心有限公司ꎬＡＦ３２４１)、抗鼠 ｐ￣ＡＫＴ(英国 Ａｂｃａｍ 公

司ꎬａｂ３８４４９)、抗兔 ＰＩ３Ｋ(北京博奥森生物技术有限

公司ꎬＢＳ￣０１２８Ｒ)、抗鼠 ＡＫＴ(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ
６０２０３￣２￣Ｉｇ)、 抗 兔 ｍＴＯＲ ( 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司ꎬ
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ａｂ３２０２８)及辣根过氧化物酶标记二抗(北京中杉金
桥有限公司ꎬＺＢ￣２３０１)等ꎮ

二、动物分组及 ＫＯＡ 模型制作
入选 ＳＤ 大鼠经适应性喂养 １ 周后按体重编号ꎬ

采用随机数字表法将其分为 ５ 组ꎬ分别是对照组、模型
组、温针灸组、抑制剂组及抑制剂＋温针灸组(简称联
合组)ꎬ每组 １０ 只大鼠ꎮ

在制模前 ３ 天时向抑制剂组、联合组大鼠右后肢
膝关节腔内注射 ｍｉＲ￣２７ａ 抑制剂ꎬ 该注射液采用
５ ｎｍｏｌ ｍｉＲ￣２７ａ 抑制剂溶于 ０.２ ｍｌ 生理盐水的方案进
行配制ꎮ 同期模型组、温针灸组大鼠右后肢膝关节腔
内分别注射 ０.２ ｍｌ 生理盐水ꎬ各组大鼠注射操作均只
进行 １ 次ꎮ

随后将模型组、温针灸组、抑制剂组及联合组大鼠
制成 ＫＯＡ 大鼠模型ꎬ主要制模步骤如下:提前配制戊
巴比妥钠溶液(浓度 ３％)及木瓜蛋白酶混合液(成分
包括 ４％木瓜蛋白酶溶液＋０.０３ ｍｏｌ / Ｌ 半胱氨酸＋生理
盐水)ꎬ采用戊巴比妥钠溶液按 ３０ ｍｇ / ｋｇ 体重标准对
大鼠进行腹腔注射麻醉ꎬ待麻醉剂生效后将大鼠仰卧
束缚于桌面上ꎬ右侧膝关节备皮ꎬ并将膝关节屈曲至
４５°ꎬ然后由髌骨下缘前方内侧向髁间窝方向进针ꎬ向
膝关节腔内注入约 ０.２ ｍｌ 木瓜蛋白酶混合液以诱导
ＫＯＡ 形成ꎬ于制模当天及第 ４ 天、第 ７ 天时各注射 １
次[７]ꎮ 对照组大鼠在整个研究期间均不给予任何特
殊处理ꎮ

三、干预方法
温针灸组及联合组大鼠于制模后第 ８ 天时对其

内、外侧“膝眼”穴进行温针灸干预ꎬ大鼠右后肢膝关
节经常规消毒后ꎬ选用一次性“佳健”牌无菌针灸针
(苏州医疗用品有限公司出品ꎬ规格为 ０. ２５ ｍｍ ×
２５ ｍｍ)分别直刺内、外侧“膝眼”穴 ５ ｍｍ[８]ꎬ在针柄
处放置一根直径 ０.５ ｃｍ 的艾条(无锡市药条厂出品ꎬ
规格为 １８ ｍｍ×２００ ｍｍ)并点燃ꎬ当艾条燃烧至剩余
０.５ ｃｍ时迅速更换ꎮ 每只大鼠温针灸持续时间约
３０ ｍｉｎꎬ每天治疗 １ 次ꎬ治疗 ７ ｄ 为 １ 个疗程ꎬ共治疗 ２
个疗程ꎮ 模型组及抑制剂组大鼠在制模后均不给予特
殊干预ꎬ仅每天在固定器上制动 ３０ ｍｉｎꎬ连续干预
２ 周ꎮ

四、软骨组织病理学观察
各组大鼠经 ２ 周干预后采用戊巴比妥钠溶液过量

麻醉处死ꎬ取右侧膝关节软骨组织ꎬ经脱钙、脱水、石蜡
包埋等处理后行连续切片(片厚 ５ μｍ)ꎮ 各组大鼠软
骨切片经苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色后ꎬ
置于光学显微镜下观察软骨形态结构变化ꎮ 采用
Ｍａｎｋｉｎ 评分系统对软骨病变程度进行评分ꎬ分值范围
０~１４ 分ꎬ其中 ０~１ 分表示软骨形态结构正常ꎻ２~６ 分

表示早期 ＯＡꎻ７~１０ 分表示中期 ＯＡꎻ１１~ １４ 分表示晚
期 ＯＡ[９]ꎮ

五、软骨细胞凋亡检测
各组大鼠软骨切片经常规脱蜡、脱水后ꎬ采用脱氧

核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法( ｔｅｒｍｉ￣
ｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ￣ｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)检测软骨细胞凋亡情况ꎬ具体检测步
骤严格参照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒(上海碧云天生物技术有
限公司ꎬＣ１０９０)说明书ꎮ 通过显微镜观察各组大鼠软
骨细胞凋亡情况ꎬＴＵＮＥＬ 染色阳性的凋亡细胞在显微
镜下呈棕黄色ꎮ 凋亡率(％)＝ (ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞
数 /总细胞数)×１００％ꎮ

六、软骨组织 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 含量检测
将各组大鼠软骨组织裂解后取上清液ꎬ参照酶联

免疫吸附测定 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ
ＥＬＩＳＡ)试剂盒说明书进行操作ꎬ将上清液添加到酶标
板中ꎬ经孵育、抗体标记、亲和素标记、洗板等处理后ꎬ
采用酶标仪检测样品在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值ꎬ以标准
品吸光度值为基准绘制标准曲线ꎬ并计算各组大鼠样
品浓度ꎮ

七、细胞自噬因子及相关信号通路蛋白检测
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠软骨组织自噬

因子 ＬＣ３￣Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 及相关信号通路蛋白 ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白含量ꎮ 取各
组大鼠右后肢膝关节内侧的胫骨平台软骨组织并制成
切片ꎬ分别置入 ＥＰ 试管中并加入裂解液ꎬ离心后取上
清液ꎬ采用 ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)法测定蛋白
质含量并对其进行调平ꎮ 通过电泳、转印、封闭、孵育、
染色、凝胶系统拍照成像等一系列操作后ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析对比各目标蛋白灰度值与内参 β￣ａｃｔｉｎ 的
比值ꎮ

八、ｍｉＲ￣２７ａ ｍＲＮＡ 表达水平检测
将各组大鼠软骨组织充分研磨后提取总 ＲＮＡꎬ并

测量其浓度及纯度ꎬ采用 ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进行逆转录
反应并获得相应的 ｃＤＮＡꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对 ＲＮＡ
进行扩增分析ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ参照荧光定
量试剂盒说明书要求检测各目标基因的表达水平ꎬ采
用 ２－ΔΔＣｔ法计算目标基因 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ 具体引
物序列情况见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

基因　 引物序列(５′￣３′)

β￣ａｃｔｉｎ 上游 ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ
下游 ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ

ｍｉＲ￣２７ａ 上游 ＧＣＧＣＧＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧ
下游 ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ
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九、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １９.０ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ

所得计量资料以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素
方 差 分 析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬ ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两组间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、温针灸对早期 ＫＯＡ 大鼠软骨组织病理学改变
的影响

通过 ＨＥ 染色发现ꎬ对照组大鼠软骨组织着色均
匀ꎬ基质丰富ꎬ潮线完整ꎻ模型组软骨细胞数量明显减
少ꎬ且出现细胞核皱缩现象ꎬ基质染色较浅ꎮ 与模型组
比较ꎬ温针灸组软骨形态显著改善ꎻ抑制剂组及联合组
软骨形态较温针灸组有进一步改善ꎮ 与对照组比较ꎬ
模型组软骨细胞 Ｍａｎｋｉｎ 评分显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ提
示早期 ＫＯＡ 模型造模成功ꎮ 经 ２ 周干预后ꎬ与模型组

比较ꎬ温针灸组、抑制剂组及联合组软骨细胞 Ｍａｎｋｉｎ
评分均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ而抑制剂组及联合组较温
针灸组软骨细胞 Ｍａｎｋｉｎ 评分亦显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
但抑制剂组与联合组 Ｍａｎｋｉｎ 评分组间差异无统计学
意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 具体情况详见图 １ꎮ

二、温针灸对早期 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞凋亡的影响
通过 ＴＵＮＥＬ 染色发现ꎬ模型组大鼠膝关节软骨

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞率较对照组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎮ 经
２ 周干预后ꎬ温针灸组、抑制剂组及联合组膝关节软骨
ＴＵＮＥＬ 阳性细胞率较模型组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ抑制
剂组及联合组软骨细胞凋亡率亦显著低于温针灸组
(Ｐ<０.０５)ꎻ抑制剂组与联合组软骨细胞凋亡率组间差
异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 具体情况见图 ２ꎮ

三、温针灸对早期 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞炎症因子的
影响

通过 ＥＬＩＳＡ 法检测发现ꎬ模型组软骨细胞 ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６ 蛋白含量均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ温针灸
组、抑制剂组及联合组软骨细胞ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６蛋白含量

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针灸组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 １　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞形态学的影响(ＨＥ 染色ꎬ×２００)

注:图中箭头示 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞(呈棕黄色)ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针灸组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ２　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞凋亡的影响(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×２００)
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均较模型组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 经 ２ 周干预后ꎬ与温
针灸组比较ꎬ抑制剂组及联合组 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 蛋白含量
均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ抑制剂组及联合组 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６
蛋白含量组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 具体情
况见图 ３ꎮ

四、温针灸对早期 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞自噬的影响
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ模型组软骨细胞

ＬＣ３￣Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达均显著高于对照组 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 经 ２ 周干预后ꎬ温针灸组、抑制剂组及联合组
上述蛋白表达均显著低于模型组(Ｐ<０.０５)ꎻ与温针灸
组比较ꎬ抑制剂组和联合组 ＬＣ３￣Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白含量
均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ抑制剂组和联合组上述蛋白含
量组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 具体情况见
图 ４ꎮ

五、温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 自噬信号通路的影响

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ模型组 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 及
ｍＴＯＲ 磷酸化水平均较对照组明显降低(Ｐ < ０.０５)ꎮ
经 ２ 周干预后ꎬ温针灸组、抑制剂组及联合组上述蛋白
磷酸化水平均显著高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎻ与温针灸组
比较ꎬ抑制剂组和联合组上述蛋白磷酸化水平均显著

升高(Ｐ<０.０５)ꎻ抑制剂组和联合组上述蛋白磷酸化水
平组间差异无统计学意义 (Ｐ > ０.０５)ꎮ 具体情况见
图 ５ꎮ

六、温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ｍｉＲ￣
２７ａ 的影响

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检查发现ꎬ模型组大鼠膝关节软骨
细胞 ｍｉＲ￣２７ａ 水平较对照组显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 经 ２
周干预后ꎬ与模型组比较ꎬ温针灸组、抑制剂组及联合
组大鼠软骨细胞 ｍｉＲ￣２７ａ 表达水平均显著降低(Ｐ<
０.０５)ꎻ与温针灸组比较ꎬ抑制剂组、联合组软骨细胞
ｍｉＲ￣２７ａ 表达水平均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制剂组与
联合组 ｍｉＲ￣２７ａ 表达水平组间差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎮ 具体情况见图 ６ꎮ

讨　 　 论

相关研究报道ꎬ在 ＫＯＡ 早期阶段软骨组织可能出
现自噬过度激活的现象ꎬ从而导致细胞功能紊乱和程
序性死亡[１０]ꎮ 温针灸疗法具有行气活血、温经通脉、
化瘀止痛等作用ꎬ刺激内、外侧“膝眼”穴能发挥祛风
湿、散风寒、利关节、通经络、止痹痛之功效[１１]ꎮ 本研
究对早期ＫＯＡ模型大鼠施以内、外侧膝眼穴温针灸

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针灸组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 炎症因子的影响

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针灸组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ４　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ＬＣ３￣Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 自噬因子的影响
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针灸组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ５　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 自噬信号通路的影响

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与温针

灸组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 ６　 温针灸对早期 ＫＯＡ 模型大鼠软骨细胞 ｍｉＲ￣２７ａ 表达的影响

治疗ꎬ发现温针灸组大鼠软骨细胞形态良好ꎬｍｉＲ￣２７ａ
及自噬因子 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ蛋白水平均较模型组明显

降低ꎬｐ￣ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 水

平均较模型组显著升高ꎬ表明温针灸可能通过下调

ｍｉＲ￣２７ａ 含量ꎬ靶向调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ
抑制早期 ＫＯＡ 异常自噬ꎬ减少软骨细胞凋亡ꎬ从而缓

解软骨损伤ꎮ
自噬是机体的一种免疫保护机制ꎬ也与软骨退化

密切相关ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ１ 在自噬的启动阶段具有关键作用ꎬ
而 ＬＣ３￣Ⅱ则参与自噬溶酶体膜的延伸过程ꎬ直至自噬

溶酶体形成ꎬ故 Ｂｅｃｌｉｎ１ 及 ＬＣ３￣Ⅱ表达水平被认为可

用于监测自噬的发生及程度[１２]ꎮ 既往动物实验观察

到 ＯＡ 软骨组织中 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路被激活

时会抑制软骨细胞自噬ꎬ表明软骨细胞自噬过程受

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路调控[１３￣１４]ꎮ 其作用机制可

能是 ＰＩ３Ｋ 诱导 ＰＩＰ３ 产生并激活磷酸肌醇依赖性蛋

白激酶￣１(３￣ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ￣
１ꎬＰＤＫ１)ꎬ通过进一步诱导 ＡＫＴ 磷酸化ꎬ可抑制吞噬

细胞膜形成并降低细胞自噬能力ꎬ故激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ /
ｍＴＯＲ 信号通路有助于抑制 ＯＡ 软骨细胞自噬[１５]ꎮ 本

研究结果显示ꎬ早期 ＫＯＡ 模型组大鼠 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ
蛋白水平均显著高于对照组ꎬ表明早期 ＫＯＡ 模型大鼠

自噬反应被激活ꎬ与 Ｚｈａｎｇ 等[２]报道结果基本一致ꎻ同
时模型组软骨细胞破坏严重ꎬ炎症因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 水

平升高ꎬＴＵＮＥＬ 阳性细胞率显著上升ꎬ与机体正常适
应性反应的自噬结果不一致ꎬ也进一步证实了 ＫＯＡ 早

期大鼠模型制作成功ꎮ 而模型组 ｐ￣ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、 ｐ￣
ＡＫＴ / ＡＫＴ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 水平均显著低于对照组ꎬ
提示其 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路被抑制ꎬ从而导致
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自噬反应过度激活ꎮ 温针灸组软骨组织病理改变较模
型组明显减轻ꎬ炎症因子水平降低ꎬ同时 ｐ￣ＰＩ３Ｋ /
ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 水平升高ꎬ自噬
相关蛋白含量降低ꎬ表明温针灸可能通过激活 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ抑制软骨细胞的过度自噬ꎬ减
少软骨细胞凋亡ꎬ进而缓解软骨炎性病变ꎮ

近年来研究发现ꎬＫＯＡ 软骨中的 ｍｉＲ￣２７ａ 表达异
常ꎬ且 ＫＯＡ 疾病严重程度与 ｍｉＲ￣２７ａ 含量具有显著相
关性[５]ꎮ 已有学者证实 ｍｉＲ￣２７ａ 可靶向控制 ＰＩ３Ｋ 基
因的 ３′￣ＵＴＲ 使其沉默ꎬ进而抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信
号通路功能[１６]ꎮ 本研究结果显示ꎬ模型组 ｍｉＲ￣２７ａ 含
量显著高于对照组ꎬ提示早期 ＫＯＡ 大鼠 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ /
ｍＴＯＲ 信号通路被抑制ꎮ 与模型组比较ꎬ温针灸组
ｍｉＲ￣２７ａ 含量明显降低ꎬ表明温针灸可通过抑制 ｍｉＲ￣
２７ａ 表达ꎬ促进 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路激活ꎬ进而
减轻早期 ＫＯＡ 软骨细胞的过度自噬ꎮ 为反向验证
ｍｉＲ￣２７ａ 在软骨细胞自噬中的作用ꎬ本研究通过向关
节腔内注射 ｍｉＲ￣２７ａ 抑制剂以阻断 ｍｉＲ￣２７ａ 的激活效
应ꎬ发现抑制剂组、联合组 ｐ￣ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ
及 ｐ￣ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 水平均较模型组明显升高ꎬＢｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量均较模型组显著降低ꎬ而抑制剂组与
联合组上述指标组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
由此推测 ｍｉＲ￣２７ａ 作为 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路的
上游启动因子ꎬ对软骨细胞自噬具有明确调控作用ꎬ同
时也进一步证实了温针灸能通过抑制 ｍｉＲ￣２７ａ 表达ꎬ
促进下游 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路激活ꎬ进而发挥
软骨保护作用ꎮ

综上所述ꎬ本研究提示温针灸可能通过抑制早期
ＫＯＡ 模型大鼠 ｍｉＲ￣２７ａ 表达ꎬ促进 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ
信号通路激活ꎬ能抑制软骨细胞过度自噬ꎬ减少软骨细
胞凋亡ꎬ改善局部炎症反应ꎬ进而缓解 ＫＯＡ 局部症状ꎬ
为临床采用温针灸治疗 ＫＯＡ 患者提供了理论基础ꎮ
但温针灸调控 ＫＯＡ 软骨细胞凋亡的确切机制仍需进
一步探讨ꎬ未来研究方向包括探究其他 ｍｉＲＮＡｓ 及潜
在调控因子在温针灸治疗不同病程 ＫＯＡ 中的作用ꎬ以
进一步明确 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路在软骨细胞自
噬及凋亡中的调控机制ꎮ
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