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摘要

目的：观察电针（EA）治疗兔膝骨关节炎（KOA）模型关节软骨中骨形态发生蛋白-2（BMP-2）、Smad1表达的变化，探

讨电针治疗KOA的作用机制。

方法：制作兔膝关节炎模型，将建模成功的新西兰兔纳入模型对照组；正常组和模型组行常规饲养，不行治疗；电针

组行电针治疗 20d。实验结束后，分别观察各组兔行为学评分、右膝关节宽度、软骨大体形态及组织学评分、软骨

BMP-2、Smad1免疫组化及实时荧光定量PCR的变化。

结果：电针组与模型组在行为学评分、软骨大体形态及组织学评分(Mankin评分)方面差异均无显著性(P>0.05)，电针

组兔右膝关节宽度小于模型组(P<0.05)。各组BMP-2免疫组化结果无显著差异,电针组较模型组Smad1蛋白质表

达降低。模型组和模型对照组BMP-2 mRNA表达水平较正常组上调，差异无显著性意义(P>0.05)，模型组Smad1

mRNA表达水平较模型对照组和正常组均显著上调(P<0.05)，电针组BMP-2及Smad1 mRNA表达水平较模型对照

组和模型组均显著下调(P<0.05)。

结论：电针可能通过下调早期兔膝骨关节炎软骨BMP-2/Smad1的表达抑制骨赘形成，延缓膝骨关节炎的病理进程。
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Abstract
Objective：To explore the mechanism about electroacupuncture（EA） treatment of knee osteoarthritis(KOA) by ob-

serving the expressions of BMP2，Smad1 in impaired cartilage of rabbits with KOA after EA treatment.

Method：Models of KOA were established with papain.The model control group had successfully modeled rab-

bits.The treatment group was treated with EA for 20 days. The normal group and model group were bred with-

out treatment.Behavior scoring,right knee width,cartilage morphology,Mankin score and the expressions of BMP-

2,Smad1 using immunohistochemical and real-time PCR methods were analysised.

Result：The treatment group and model group showed no significant difference in behavior scoring,cartilage mor-

phology and Mankin score(P>0.05).The treatment group showed significant smaller right knee width compared

with the model group(P<0.05).No significant difference of BMP- 2 protein level were showed between two

groups.The treatment group showed lower Smad1 protein level compared with the model group.The model

group and model control group showed no significant higher level of BMP-2 mRNA compared with the nor-

mal group(P>0.05).The model group showed higher levels of Smad1 mRNA compared with the model control
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骨关节炎（osteoarthritis,OA）是一种最常见的与

年龄相关的关节和软骨疾病。随着社会人口老龄

化，OA的患病率越来越高。OA可发生于任何关节

部位，临床上以膝、髋、手、脊柱和足部关节多发[1]。

OA特征性的病理改变为软骨损伤，软骨修复是探

索OA改善的主要治疗目标[2]。治疗OA的药物，如

非甾体类消炎止痛药，对胃肠道有一定刺激作用，越

来越多的患者转向补充替代疗法[3]，针刺治疗作为

其中一种方法，越来越被接受和认同。既往研究已

证实，电针对膝骨关节炎(knee osteoarthritis,KOA)

损伤的软骨具有治疗作用[4]，但具体机制有待进一

步探索，因此探讨电针治疗KOA的机制成为该领域

的研究热点之一。

本实验拟通过电针治疗实验性兔KOA模型来

探讨骨形态发生蛋白-2（bone morphogenetic pro-

tein-2, BMP-2）/Smad1 在电针治疗 KOA 中的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

健康雄性新西兰大白兔 21 只，体质量 2.0—

2.5kg，普通级，由广州市花都区花东信华实验动物

养殖场提供，动物生产许可证号：SCXK（粤）2009-

0023。实验过程中对动物的处置严格遵守国家科技

部 2006 年发布的《关于善待实验动物的指导性意

见》。动物自由摄食和饮水，动物房内光照与黑暗为

12h 交替，室温 20—25℃左右，相对湿度 50%左右。

实验前使动物适应饲养环境 7d(自购入之日算起)。

实验动物依据随机分配的原则分为正常组、模型对

照组、模型组和电针组。

1.2 主要试剂及仪器设备

木瓜蛋白酶（美国Sigma公司）；L-半胱氨酸（美

国Sigma公司）；石蜡（国药化学试剂有限公司）；苏

木素伊红染色试剂盒（北京雷根生物技术有限公

司）；番红O水溶液（北京雷根生物技术有限公司）；

BMP- 2 一抗鼠单克隆抗体（美国 abcam 公司）；

Smad1一抗兔多克隆抗体（武汉博士德生物工程有

限公司）；二抗过氧化酶标记山羊抗兔 IgG(北京康

为世纪生物科技有限公司)；二抗过氧化酶标记兔抗

鼠 IgG(美国Abcam公司)；免疫组化DAB显色试剂

盒（北京康为世纪生物科技有限公司）；RNA提取试

剂盒（美国 Qiagen 公司）；反转录试剂盒（日本 TA-

KARA 公司）；实时 PCR 试剂盒（日本 TAKARA 公

司）；引物（上海英俊生物技术有限公司）。

一次性无菌针灸针，规格：0.3mm×0.25mm（环

球牌，苏州针灸用品有限公司）；韩氏穴位神经刺激

仪，型号：HANS-200E(南京济生医疗科技有限公

司)；游标卡尺（桂林广陆数字测控股份有限公司）；

轮转式石蜡切片机（德国 Leica）；高速冷冻离心机

（德国Eppendorf）；激光共聚焦显微镜（德国Leica）；

梯度 PCR 仪（德国 Eppendorf）；实时荧光定量 PCR

LightCycler 480Ⅱ系统（德国Roche）。

1.3 模型建立与鉴定

采用关节腔内注射木瓜蛋白酶的方法建立骨关

节炎模型[5]，对随机纳入造模的新西兰大白兔在 1、

3、5d 进行右膝关节腔注射 2%（w/v）木瓜蛋白酶和

0.03mol/L 的 L-半胱氨酸混合溶液 0.1ml/kg。根据

研究,首次注射后第2周，可建立骨关节炎模型[6]。

首次注射后第2周，随机抽取实验兔，取右膝关

节软骨做石蜡切片，HE和番红O染色后行Mankin

评分，据此判断模型建立是否成功[6—7]，将建模成功

的新西兰兔纳入模型对照组。

1.4 干预处理

除正常组外，其余动物实施造模，判断造模成功

后，将造模成功的新西兰大白兔随机分为模型组和

电针组，每组6只。正常组和模型组均常规饲养，未

行治疗；电针组行电针治疗，取穴：血海、梁丘、足三

里、阳陵泉(取穴及操作参考李忠仁的“实验针灸

group and normal group(P<0.05).The treatment group showed significant lower levels of BMP- 2 mRNA and

Smad1 mRNA compared with the model control group and model group(P<0.05).

Conclusion：The EA showed therapeutical effect,could delay the development of rabbit KOA by reducing BMP-

2, and Smad1 levels.
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学”)。操作方法及治疗时间：用 30号 1寸毫针刺入

相应穴位，行捻转手法，至针下沉紧后，针柄连接韩

氏穴位神经刺激仪上，采取疏密波刺激（疏波 2Hz，

密波 30Hz），1次/d，20min/次，连续治疗 10次，间隔

1d后，再连续治疗10次；共治疗20次。

1.5 检测指标与方法

1.5.1 大体形态及组织学观察：电针治疗结束后，遵

循安乐死的原则将各组实验兔处死，解剖各组实验

兔双侧膝关节并暴露关节软骨，肉眼观察关节软骨

光滑度、色泽、表面是否有糜烂及溃疡、是否有纤维

性增生及边缘是否有骨赘形成等。取膝关节胫骨平

台软骨，经4%多聚甲醛4℃固定、脱钙、脱水、透明、

浸蜡、包埋，制作成石蜡标本，行 4—6μm 厚切片。

HE染色及番红O染色后，行Mankin评分，判断骨关

节炎严重程度。

1.5.2 免疫组织化学检测：按照免疫组化DAB显色

试剂盒说明对标本切片进行染色，在显微镜下观察

并拍照，以细胞质内出现棕黄色颗粒状染色为阳性，

观察各组切片染色情况。

1.5.3 实时荧光定量PCR检测：按照RNA提取、反

转录、实时PCR试剂盒说明进行RNA提取、反转录

及目的基因扩增，反转录条件：37℃ 15min，85℃
5s。扩增条件：95℃ 5s，60℃ 30s，40 循环，扩增；

95℃ 5s，60℃ 1min，95℃ 1 个循环，溶解；50℃
30s，1个循环，退火。记录Ct值，基因表达的扩增倍

数以2-△（△Ct）表示，△Ct=Ct目的基因CtGAPDH，△（△Ct）=

△Ct实验组-△Ct对照组。

1.6 统计学分析

应用SPSS19.0统计学软件进行数据分析,计量

资料数据以均数±标准差表示。

若数据呈正态分布且方差齐性，多组间比较采

用单因素方差分析，多重比较采用LSD检验；若数

据呈正态分布但方差不齐，多组间比较采用Welch

法和 Brown-Forsythe 法，多重比较采用 Dunnett T3

检验；以P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 动物状态、体重、右膝关节宽度及行为学评分

在整个实验过程中，所有兔均存活，一般状态良

好。兔体重于首次注射木瓜蛋白酶后第1周呈下降

趋势，之后有所缓解，并于首次注射 2 周后逐渐增

长。首次注射 1d后即出现跛行和关节肿胀，1周后

跛行和肿胀开始减轻，2周后跛行基本消失，遗留轻

度关节肿胀。膝关节宽度测量结果表明：造模后患

侧膝关节宽度于首次注射木瓜蛋白酶后开始增长，

第三次注射后达到最高值，之后有所缓解。电针治

疗一段时间后，电针组患侧膝关节宽度 (21.44 ±

0.3603mm)小于模型组(22.87±0.3068mm)，差异有显

著性意义(P<0.05)，见图1。

4 个时间段各组新西兰兔的行为学评分见表

1。注射木瓜蛋白酶后，新西兰兔膝关节功能可不完

全的自行恢复。随着时间推移，各组均呈好转趋

势。行为学0d评分，各组间差异无显著性；第5天评

分，各组与正常组(N组)之间差异均有显著性（M>N,

P<0.0001,T>N,P<0.0001)，模型组与电针组差异无

显著性；第 14天评分，各组与N组之间均有显著性

差异(M>N,P<0.0001, T>N, P<0.0001)，模型组与电

针组差异无显著性；第 37天评分，各组与N组之间

均 有 显 著 性 差 异 (M>N, P<0.0001, T>N, P<

0.0001)，模型组与电针组差异无显著性。

2.2 软骨大体形态观察

正常组右膝关节胫骨平台及股骨髁软骨表面光

滑、色泽正常、无肉眼可见糜烂及溃疡，首次注射木

瓜蛋白酶后第2周，胫骨平台软骨可见浅表糜烂，注

表1 实验过程中各组新西兰兔行为学评分 (x±s)

组别

正常组(N)
模型组(M)
电针组(T)
①与正常组比较P<0.0001

动物
数(只)

6
6
6

注射前
(0d)

0.00±0.00
0.00±0.00
0.00±0.00

注射后第5天
(5d)

0.00±0.00
3.00±0.89①

2.17±0.75①

注射后第14天
(14d)

0.00±0.00
1.33±0.52①

1.00±0.63①

电针治疗
后(37d)

0.00±0.00
0.83±0.41①

1.00±0.00①

图1 各组兔右膝关节宽度

*与电针组比较P<0.05
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射后第6周及电针治疗后，患侧软骨损伤较第2周加

重，可见明显糜烂及溃疡。各组膝关节股骨髁软骨

均与正常组无异。造模后，随着时间的延长，患侧膝

关节胫骨平台软骨损伤加重；电针治疗后，软骨损伤

缓解不明显。

2.3 软骨组织学观察

首次注射木瓜蛋白酶后第2周，对比健侧，患侧

膝关节胫骨平台软骨细胞排列紊乱、数目减少，细胞

簇聚，细胞外基质染色减少。实验结束后，与模型

组对比，电针组患侧膝关节胫骨平台软骨表面相对

光滑，细胞排列相对规则，软骨无明显裂隙；模型组

和电针组细胞外基质均明显失染，呈淡绿色，软骨部

分缺失、结构紊乱。

软骨Mankin评分见表 2，各组较正常组评分显

著提高(P<0.0001)，模型组及电针组较模型对照组(

注射木瓜蛋白酶后第 2 周)评分显著性提高 (P<

0.0001)，电针组同模型组评分相比差异无显著性意

义(P>0.05)。

2.4 免疫组化观察软骨BMP-2、Smad1表达

正常组BMP-2在过渡层见部分胞质有极浅染

色(图 2A)，模型组(图 2B)和电针组(图 2C)胞质内无

明显染色；正常组(图 2D)Smad1在软骨过渡层和放

射层均可见胞质内棕褐色颗粒，模型组(图 2E)可见

过渡层部分胞质内有棕褐色颗粒，电针组(图 2F)

Smad1在过渡层胞质内仅有少许棕褐色颗粒。

2.5 各组兔膝骨关节炎损伤软骨中 BMP- 2 及

Smad1 mRNA表达

结果见表 3。电针组 BMP-2 mRNA 表达水平

较模型对照组和模型组均显著下调(P<0.0001, P<

0.05)，模型组Smad1 mRNA表达水平较模型对照组

和正常组均显著上调(P<0.05，P<0.001)，电针组较

模型对照组和模型组Smad1 mRNA表达水平显著

下调(P<0.05，P<0.0001)。

表2 实验结束后软骨组织Mankin评分 (x±s)

组别

正常组
模型对照组

模型组
电针组

①与正常组比较：P<0.0001，②与模型对照组比较：P<0.0001，③与模
型对照组比较：P<0.001

动物数
(只)

6
3
6
6

得分

0.19±0.48
7.10±4.81①

10.37±1.62①②

9.86±2.62①③

损伤程度(得分)

无(0—1)
轻度(2—7)
中度(8—12)
中度(8—12)

AD：正常组右膝关节软骨，BE：模型组右膝关节软骨，CF：电针组右膝关节软骨。

图2 胫骨平台软骨BMP-2/Smad1免疫组化染色 (IHC，×40)

CA B

FED

3 讨论

KOA属于中医学“骨痹”、“膝痹”等范畴。中医

认为本病系慢性劳损、受寒、轻微外伤或年老体弱、

肝肾亏损、气血不足所致。针刺疗法可疏通经络气

血,“通则不痛”。临床研究表明，电针治疗KOA疗

效确切[8—9]，通过降低KOA患者血清白介素-1（inter-

leukin-1, IL-1）、肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis
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factor-α, TNF-α）,提高转化生长因子-β（transform-

ing growth factor-β, TGF-β）水平起到缓解疼痛等

作用[10]。动物研究提示，电针一方面具有抗炎作用
[11—12]，另一方面也对退变软骨起到一定的保护和促

修复作用[11,13—15]。关于针刺选穴方面，田策等[16]通过

分析近几年针灸治疗KOA的选穴规律，发现研究者

们多取病变膝关节周围的穴位,如犊鼻、血海、足三

里、阳陵泉、梁丘等。蹇睿等[15]发现“血海、梁丘、足

三里、阳陵泉”四穴配伍能使实验性兔KOA软骨基

质金属蛋白酶减少，软骨细胞重排，对KOA有积极

的治疗作用。因此，本实验选用“血海、足三里、阳陵

泉、梁丘”四穴来进一步探讨电针对KOA病变软骨

保护作用的机制。

关于 OA 动物模型的制备 [17]，大致分为以下三

类：自发性OA模型、关节腔内药物注射以及手术造

模。由于造成OA发展的原因复杂以及临床OA症

状的多变性，目前没有一种造模方法可以完全模拟

OA[18]，应根据主要的研究目的来选择最优的造模方

法[19]。关节腔内注射木瓜蛋白酶的方法尤适于软骨

基质退变的研究[18]，符合本实验探讨电针对KOA软

骨保护机制的研究。因此，实验采取关节腔内注射

木瓜蛋白酶方法建立模型。

在本实验中，注射木瓜蛋白酶后第2周，肉眼观

察到膝关节胫骨平台软骨局部糜烂，病理组织学切

片HE染色显示软骨细胞排列紊乱、数目减少、细胞

簇聚现象，番红O染色显示软骨细胞外基质染色减

褪，这些都说明木瓜蛋白酶可以促使软骨细胞凋亡、

过度增生、排列紊乱以及细胞外基质降解，从而构建

KOA 模型。Mankin 评分[（7.10±4.81）分]提示此阶

段膝关节软骨处于轻度损伤状态，可以模拟早期膝

骨关节炎模型。电针处理在此阶段介入，观察其对

早期KOA的治疗作用。

BMP-2从属BMP家族，对骨和软骨代谢具有重

要的调节作用。研究表明，BMP-2可以刺激软骨蛋

白多糖的合成、诱导蛋白聚糖和Ⅱ型胶原的表达
[20]，诱导间充质干细胞向软骨细胞分化、调节新生软

骨细胞表型、使新生软骨内的蛋白多糖和胶原纤维

的含量更加趋近正常[21]，长期维持体外培养的软骨

细胞表型、加速全层关节软骨修复、改善修复软骨组

织的质量[22]。当进一步研究BMP-2对KOA的治疗

作用时，却发现了它新的意义。Van Beuningen等[23]

将BMP-2注射到正常小鼠膝关节腔内，观察到在注

射初期小鼠膝关节软骨蛋白聚糖合成增多，但随着

时间延长，蛋白聚糖开始丢失，骨赘逐渐形成。

Uusitalo等[24]将BMP-2高表达的腺病毒转染骨膜细

胞，发现了它对间充质干细胞有促软骨形成的作用，

却伴随着软骨内成骨。随着对BMP-2研究的增多，

Nakase[25]和Davidson等[26]观察到BMP-2在骨赘组织

中显著表达，Van der Kraan等[27]进一步提出BMP-2

诱导骨赘发生的位置位于生长板和关节间隙之间。

这些研究说明，BMP-2在骨关节炎疾病中对骨赘的

形成起着一定的作用。

Smad1是Smad蛋白家族的成员之一。它作为

已知的细胞质内信号转导分子，通过直接与DNA结

合成为转录因子，或与其它转录因子及活化因子相

互作用诱导对 BMP 信号的转录应答 [28]。除了

Smad2/3，包括Smad1在内的其它Smad 蛋白均以一

种相互协调、互补的模式在骨骺生长板表达,表明

TGF-β超家族的SMAD信号途径在软骨内骨形成的

过程中起到了调节形态发生的作用[29]。

观察本实验软骨大体形态观察结果和组织学评

分，提示电针对早期兔KOA软骨大体形态学和组织

形态学均未出现显著影响。实验结束后电针组右膝

关节宽度小于模型组，差异有统计学意义，结合既往

研究成果[10—12]：电针可降低KOA人和动物的血清或

者关节液炎症因子水平，说明电针可通过抑制炎性

渗出而减小关节宽度，体现了电针对KOA的抗炎消

肿作用。研究表明[29]，TGF-β在正常表达情况下对

软骨是一种保护性因子,但在病理条件下,TGF-β表

达的异常升高也会对软骨造成损坏,并诱发骨赘形

成。

BMP-2作为TGF-β家族成员，与骨赘的形成与

表3 四组新西兰兔BMP-2 mRNA及
Smad1 mRNA相对表达量 (x±s)

组别

正常组
模型对照组

模型组
电针组

①与模型对照组比较：P<0.0001，②与模型组比较：P<0.05,③与模型
对照组比较：P<0.05，④与正常组比较：P<0.001，⑤与模型组比较：
P<0.0001

动物数
（只）

6
3
6
6

BMP-2 mRNA/
GAPDH

1.00±0.12
1.35±0.35
1.46±0.33

0.76±0.38①②

Smad1 mRNA/
GAPDH

1.00±0.28
1.43±0.33

1.61±0.50③④

0.62±0.32③⑤
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发展关系密切。观察 real-time PCR结果，发现注射

木瓜蛋白酶2周后，软骨BMP-2和Smad1 mRNA水

平均开始上调，可能是软骨损伤后的代偿反应，企图

通过提高BMP-2表达来促进软骨修复，Smad1作为

其信号转导蛋白与其具有相同的变化趋势；随着时

间的延长，Smad1 mRNA表达进一步提高，而BMP-

2 mRNA 未出现显著升高，可能是 BMP-2 mRNA

的提高未反应在本观察点，也可能是在这段时间中，

动物体内发生了新的分子生物学变化，使得 BMP-

2 mRNA 的表达无明显变化；但是电针治疗后

BMP-2和Smad1 mRNA均较模型组显著下降，在一

定程度上可以说明电针能抑制兔 KOA 病变软骨

BMP-2和Smad1 mRNA的表达，推测其机制可能是

BMP-2和Smad1 mRNA参与了中晚期KOA骨赘形

成的调节，电针治疗可能干扰KOA病变软骨BMP-2

和Smad1 mRNA的表达，使之降低，从而抑制或者

延缓骨赘的形成。观察免疫组化研究结果，BMP-2

和 Smad1 在各组间蛋白质表达水平与实时荧光定

量PCR结果并不完全一致，表现在模型组BMP-2和

Smad1蛋白质表达水平较正常组未明显提高，考虑

是mRNA翻译成蛋白质需要时间，蛋白质的表达存

在时间延迟性，因此模型组BMP-2和Smad1蛋白质

表达量不高；也可能是从转录到翻译的过程中，机体

的自我调节干扰了基因的翻译。但是观察电针组

BMP-2和Smad1蛋白质表达均低，此与实时荧光定

量PCR结果一致，说明电针可能通过抑制兔KOA模

型病变软骨BMP-2/Smad1表达水平延缓骨赘形成。

本实验初步探索了电针治疗KOA可能存在的

分子机制，电针可能通过下调兔 KOA 病变软骨

BMP-2/Smad1 表达水平延缓骨赘的形成。在本实

验中，我们也发现电针未改变兔KOA软骨大体形态

学及组织学，可能因为本实验观察的时间点太少，也

可能因为电针的周期不长等原因；对于本研究中

mRNA与蛋白质水平的差异，我们认为这两种基因

表达的调控具有多样性，有待于进一步研究。
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