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摘要　目的：观察小针刀对兔膝骨性关节炎模型组织形态及其关节软骨ＭＭＰ９及 ＣＯＸ２的变化。方法：将３０只新西兰
兔随机分为假手术组、模型组、针刀组，各１０只。其中模型组及针刀组接受 ＫＯＡ模型制作，假手术组及模型组不接受任
何干预措施，针刀组在造模第２天起利用针刀以纵疏、横剥法为手法对膝关节内外侧副韧带及髌尖下正中点进行松解，每
周１次，共治疗４周，每周每只兔子右膝关节内注射丹参注射液０６ｍＬ，连用４周（增加丹参注射液的使用）。治疗结束后
光镜下观察３组兔膝关组织形态变化，并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法关节软骨ＭＭＰ９及ＣＯＸ２浓度变化。结果：１）ＨＥ染色后
模型组、针刀组新西兰兔膝关节均有不同程度的水肿、增生，其中针刀组较模型组改善；此外模型组膝关节软骨还可见一

定程度退行性改变。２）与假手术组比较，模型组及针刀组兔膝关节软骨ＭＭＰ９及ＣＯＸ２浓度均升高，其中模型组升高的
趋势更明显（Ｐ＜００５），针刀干预后针刀组上述两指标水平较模型组下降（Ｐ＜００５）。３）使用 Ｐｅａｒｓｏｎ法进行 ＭＭＰ９、
ＣＯＸ２浓度变化的相关性分析，结果发现两者呈正相关关系，结论：针刀松解术可明显改善膝关节骨性关节炎模型兔软骨
退变，其机制可能与降低ＭＭＰ９及ＣＯＸ２有关。
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　　膝骨性关节炎（Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是中老年人
常见骨关节疾患，以关节软骨退变及骨赘生成为主

要病理特征［１］。随着我国老龄化社会的到来，ＯＡ患
者日趋增多，目前针对 ＯＡ的疗法有保守治疗及手

术治疗２大类，其中药物为主的保守治疗虽可达到
一定疗效，但西药的易耐受及中药的疗程长均影响

患者的依从性，手术疗法易出现手术残留，对患者身

心创伤较大，故一种疗效持续、不易耐受、安全性高
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的治疗手段呼之欲出。小针刀结合中医的“针”及

西医的“刀”，对膝关节周围的肌腱韧带等软组织的

粘连、挛缩和瘢痕等可行横向剥离和纵向疏通，没有

严格适应症，费用较手术费用低。因此本研究以

ＫＯＡ模型新西兰兔为研究对象，旨在观察小针刀对
ＯＡ的疗效及作用机制。现将结果报道如下。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　取３０只新西兰兔，平均体重（２２±
０１８）ｋｇ，所有动物均由黑龙江中医药大学动物实验
中心提供，饲养环境设置：室温２３～２５℃，相对湿度
（５６±６）％。
１１２　试剂与仪器　针刀（０４×０４ｍｍ汉章医疗
器械有限公司），树脂绷带（安平县康利医疗器械有

限公司），乙醇（岳阳市君华化工有限公司），苏木素

（上海生工生物有限公司），超净工作台（苏州安泰

公司），ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、βａｃｔｉｎｇ抗体、鼠抗兔 ＨＲＰ二抗
（ＣＳＴ公司），二甲苯（上海泰正化工有限公司），石
蜡（济南鑫厚商贸有限公司），切片机（ＦＳ／ＦＡＳ５０３０
石蜡切片机，德国 ＬＥＴＩＺ公司），电泳液（碧云天公
司），转膜液（碧云天公司），配胶试剂盒（碧云天公

司），酶标定量测定仪（ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＡｓＣａｎｔ公
司），可调控温度离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。水合氯
醛（武汉远成共创科技有限公司），丹参注射液（正

大青春宝药业有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　３０只新西兰兔随机分为
假手术组、模型组及针刀组，各１０只。模型组及针
刀组兔接受 Ｖｉｄｍａｎ法进行 ＫＯＡ模型的制作，将动
物用１０％水合氯醛以 ０３ｍＬ／ｋｇ进行麻醉固定牵
拉，使动物处于完全伸直状态，将树脂绷带置于（７０
±５）℃环境下进行浸泡软化，固定于动物腹股沟至
脚踝处，使膝关节保持伸直１８０°状态，从动物足趾处
观察血供情况，共制动４周，制动结束后从模型组及
针刀组随机选取２只动物进行影像学及形态学评
估，提示造模成功后拆除动物树脂绷带。造模过程

中若动物出现皮肤感染、肢体溃烂坏死等均予剔除。

所有动物置１２／１２昼夜交替灯光周期。
１２２　干预方法　假手术组及模型组兔不接受任
何干预手段，回笼饲养。针刀组兔接受小针刀松解

术，具体操作如下：造模成功后１周对兔进行针刀松
解术，先将兔麻醉后利用龙胆紫药水标注进针点，以

内外侧副韧带及髌尖下正中点为进针点，１）内外侧
副韧带：刀口线平行于韧带，并以韧带中点为进针

处，刀体垂直于皮肤迅速刺入直达韧带，分别向韧带

起止点方向进行松解；２）髌尖下正中点：刀口线平行
于髌韧带，刀体垂直快速刺入皮肤，直入脂肪垫，纵

向、横向疏通剥离１～３刀，然后将刀体呈４５°向下倾
斜，刀口深入直达髌骨下极，纵向、横向剥离１３刀，
将脂肪垫与髌骨下缘的粘连彻底松解，刀下有松动

感后出刀。在内外侧副韧带及髌尖下正中点进针时

均采用纵疏横剥离等手法，治疗结束出针时即刻按

压数分钟，每周治疗１次，共治疗４周。每周每只兔
子右膝关节内注射丹参注射液０６ｍＬ，注射后屈伸
膝关节２０次，连用４周。
１２３　检测指标与方法
１２３１　一般情况观察评定　干预结束后对各组
新西兰兔一般情况进行观察，主要包括动物的反应

性、摄食及摄水量，皮毛生长情况及光泽度，肢体活

动度，步态。见表１。

表１　实验兔一般情况评分

评分 反应性 摄食水 皮毛光泽 活动度 步态

０分 敏感 正常 皮毛顺，有光泽 敏感 正常

１分 较好 一般 皮毛整，光泽可 减弱 略跛

２分 一般 少 皮毛乱，光泽差 差 跛行

３分 较差 很少 皮毛乱，无光泽 很差 跛行明显

１２３２　取材固定　所有动物在治疗结束１周采
用空气栓塞法处死，处死后将动物置于超净工作台

冰面上，快速取出造模侧股股外侧髁处新鲜软骨２
块，大小均约１×１ｃｍ，标本Ａ快速置于福尔马林中
进行固定，标本 Ｂ置于５％硝酸溶液。标本 Ａ固定
一周后取出进行常规石蜡包埋、切片，染色，后在光

镜子下观察形态学情况。标本Ｂ脱钙１５ｄ后取出，
用ＰＢＳ冲洗２次，１０ｍｉｎ／次，后置于 －８０℃冰箱中
备用。

１２３３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ９及 ＣＯＸ２的表
达　将收集的ＥＰＣｓ细胞收集加入１００μＬ裂解液进
行细胞分裂，放入４℃振荡器中持续震荡３０ｍｉｎ，并
将液体用移液枪转移至事先预冷离心管，再次置于

４℃离心机中以５０００ｒ／ｍｉｎ转速进行离心１５ｍｉｎ，
用移液枪将上清液抽取至新的离心管中备用。利用

ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，并在１００℃水浴中进行
蛋白变性７ｍｉｎ，并计算上样量。事先配制好 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ胶体，用移液枪将蛋白加之胶体中进行电泳，
随后将蛋白转移至硝酸纤维膜上，随后用脱脂奶粉

进行封闭２ｈ，用ＰＢＳ清洗２次，１０ｍｉｎ／次，加加１∶
５００稀释的一抗（ＭＭＰ９及 ＣＯＸ２）及内参抗体（β
ａｃｔｉｎｇ，１∶３０００）室温孵育２ｈ，用 ＰＢＳ清洗２次，１０
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ｍｉｎ／次，随后加入辣根过氧化酶 ＨＲＰ二抗，室温下
轻摇２ｈ取出继续ＰＢＳ清洗２次，１０ｍｉｎ／次，最后利
用ＥＣＬ显影，拍照，统计分析。
１３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ２１０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两样本
均数采用ｔ检验，两等级资料进行秩和检验，计数资
料进行χ２检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组兔一般情况比较　造模后假手术组动物
精神情况良好，摄食正常，四肢活动度及反应性较灵

敏，且皮毛旺盛有光泽。模型组及针刀组动物造模

后均出现不同程度精神疲乏，对外界的刺激反应较

造模前减弱，膝关节僵硬活动度差，皮毛较乱且光泽

减弱，经过为期４周的针刀干预后针刀组实验兔上
述情况有明显改善，但与假手术组比较仍存在膝关

节活动度较差，步行稍跛行的现象。

２２　各组组织形态学变化情况　假手术组膝关节
软骨形态未发生变化，软骨表面结构及厚度均正常，

软骨细胞排列均匀有序，潮线清晰可见。模型组膝

关节软骨表面粗糙，厚薄不均，完整性受破坏，软骨

细胞不同程度坏死，细胞排列错乱，潮线扭曲断裂甚

至重叠。针刀组形态学较模型组有明显改善，但仍

可见软骨表面些许破坏，软骨细胞存在一部分排序

紊乱，血管数量较模型组增加，偶可见潮线重叠。见

图１。

图１　３组膝关节软骨组织形态ＨＥ染色

２３　各组ＭＭＰ９及ＣＯＸ２蛋白表达的变化　与假
手术组比较，模型组及针刀组兔膝关节软骨 ＭＭＰ９
及ＣＯＸ２浓度均升高，其中模型组升高的趋势更明
显（Ｐ＜００５），针刀干预后针刀组上述两指标水平
较模型组下降（Ｐ＜００５）。见表２、图２。

表２　各组ＭＭＰ９及ＣＯＸ２的表达

组别 例数 ＭＭ９／内参ＩＯＤ比值 ＣＯＸ２／内参ＩＯＤ比值

空白对照组 １０ １９１ ２０４
模型组 １０ ４９３ ５１８
针刀组 １０ ３３６ ３２６

２４　相关性分析　使用 Ｐｅａｒｓｏｎ法进行 ＭＭＰ９、
ＣＯＸ２浓度变化的相关性分析，结果发现 Ｉ两者呈

正相关关系。见表３。

图２　各组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果

表３　相关性分析

参数
ＭＭＰ９

ｒ Ｐ

ＣＯＸ２ ０４７４ ０００２

３　讨论
２０世纪３０年代美国研究者Ｂｅｎｎｅｔｔ等利用狗髌

骨脱位法复制出ＯＡ模型，之后Ｐｏｎｄ及Ｎｕｋｉ将实验
狗前交叉韧带切断，制备出著名的 ＰｏｎｄＮｕｋｉＯＡ模
型，随后不断有研究人员改进 ＯＡ动物模型，但多数
ＯＡ模型需手术实现，关节打开后易对关节软骨及滑
膜产生创伤，影响其生化代谢，此外手术可能诱发感

染导致关节局部发生一系列病理变化，最终影响实

验数据［２４］。关节制动可导致关节软骨发生破坏，这

为现代研究人员提供了造模新思路。动物关节制动

５～６周可出现 ＯＡ明显的特征，实现了最大程度还
原疾病情况的目的，同时此造模方法规避了麻醉或

手术导致的混杂因素，纪斌平等研究人员均制动动

物膝关节理想地模拟了 ＯＡ的发病过程，基于此本
研究亦采用制动新西兰兔膝关节造模，最大程度避

免人为损伤。

小针刀结合中医理论及西医外科手术原理，是

中医在现代发展道路上的新产品，中医“阴平阳秘、

精神乃治”的阴阳平衡理论及西医闭合性松解术是

指导小针刀临床操作的首要方法学。膝关节生理解

剖结构复杂，生理动作及关节稳定性主要靠股骨、胫

骨、髌骨及其韧带、肌肉实现，膝关节是人体承受重

量最大的关节，其运动姿势多样，势必导致膝关节受

损的可能性最大，日久耗损膝关节软骨变性，甚至坏

死，赘骨生成等，其属于中医学“骨痹”“痹证”范畴，

脉络瘀阻是其主要病机，因此松解黏连、疏通经络是

其主要治疗原则［５］。小针刀的治疗点，主要通过触

诊，根据中医治法“病在筋，调之筋”，主要是“以痛

为腧”，结合临床常见治疗点，确定内外侧副韧带、髌

上正中点为治疗点。在本研究中我们发现 ＫＯＡ造
模后实验兔均出现不同程度的临床症状，经过针刀

干预后症状较模型组明显改善，这说明针刀以“以痛

为腧”理念下有效改善了模型实验兔的 ＯＡ的症状。
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我们在进一步形态学检测后发现，ＯＡ模型动物膝关
节的软骨及其滑囊等结果均出现不同程度的病理变

化，在光镜下可见软骨表面粗糙，厚薄不均，完整性

受破坏，软骨细胞不同程度坏死，细胞排列错乱，潮

线扭曲断裂甚至重叠，小针刀疗法明显改善了 ＯＡ
的病理学表现，发挥了保护软骨的效应，这一发现与

国内外诸多文献结果一致［６１１］。

在对针刀作用机制的进一步探析中我们对各组

实验兔关节软骨的ＭＭＰ９及ＣＯＸ２进行检测，经过
发现ＭＭＰ９及 ＣＯＸ２在 ＯＡ发生后浓度均上调。
ＭＭＰ家族在细胞外基质降解系统中占据重要位置，
ＭＭＰ９是该家族主要成员，承担基质溶解的角色，不
但对蛋白多糖、层粘连蛋白、纤维结合素等有溶解效

应，还可通过原胶原酶作用而灭除Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ型胶原的
Ｎ、Ｃ末端肽。此外 ＭＭＰ９还可激活其家族另一个
成员ＭＭＰ１，导致胶原病理性降解。本研究中我们
发现ＭＭＰ９在ＯＡ模型中浓度上调，这说明在关节
软骨的高表达导致其周围细胞外基质降解明显，从

而出现了一系列病理变化［１２１４］，而小针刀可一定程

度通过松解关节粘连促使ＭＭＰ９趋于正常水平，纠
正病理改变。我们还检测了 ＣＯＸ２，其乃一类环氧
化酶，与疼痛密切相关，当 ＣＯＸ２被激活后合成增
加，进一步参与了机体炎性反应和应激反应，加剧了

疼痛症状，在研究中我们亦发现 ＣＯＸ２在 ＯＡ模型
动物中有高表达，而随着针刀治疗的继续，其浓度随

之降低，我们还发现ＭＭＰ９及ＣＯＸ２存在一定相关
性，说明小针刀可明显改善 ＯＡ，这个可能与通过抑
制ＭＭＰ９及ＣＯＸ２表达有关。
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