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深刺加电针法对膝骨关节炎兔软骨细胞HDAC4 

和 Runx2的影响 

刘 菲 ，李学智 ，付妮妮 ，席小芳 ，任 毅 ，杨晓光 ，张 愉 

(1．重庆医科大学中医药学院针灸推拿教研室，重庆 400016；2．汉中市中心医院，汉中 723000) 

【摘 要】目的：观察深刺加电针法对膝骨关节炎 knee osteoarthritis，KOA)软骨细胞组蛋白脱乙酰基酶4(histone deacetylase 4， 

HDAC4)和核心结合蛋白因子 2(rnnt—related transcription factor 2，Runx2)表达的影响。方法：新西兰兔 40只。随机分为 2组 ，正 

常组(n=10)和造模组(n=30)，正常组不予任何处理 ，造模组采用 Hulth—Telhag手术法建立左膝骨关节炎模型，x线检查造模情 

况，造模成功者随机分为3组：模型组(n=10)、深刺加电针组(n=10)、普通电针组(n=10)。模型组不做治疗，深刺加电针组和普 

通电针组取内外膝眼、足三里、阴陵泉、梁丘穴 ，留针 20 min，每日 1次，5次为 1个疗程 ，持续 4个疗程。4周后观察 Lequesne 

MG膝关节评估级别、HE染色观察软骨细胞的组织学改变，甲苯胺蓝染色观察软骨细胞形态．透射电镜观察细胞的超微形态结 

构，免疫组织化学法、蛋白质印迹法(Western bolt。WB)检测兔软骨细胞 HDAC4和Runx2蛋白表达。结果：深刺加电针组、普通 

电针组和模型组兔行为学发生明显改变；与正常组比较，模型组关节活动度变小，软骨细胞排列紊乱、数目减少，HDAC4蛋白 

表达降低，Runx2表达升高(均P=-0．000)；与模型组相比，深刺加电针组和普通电针组膝关节活动度显著提高，软骨细胞排列有 

序、数目较多，HDAC4的蛋白表达升高，Runx2蛋白的表达降低(均P=0．000)；深刺加电针组和普通电针组比较也有统计学差异 

(均 0．o0o)。结论：深刺加电针法能上调HDAC4和下调Runx2的表达，从而抑制兔膝骨关节软骨细胞肥大分化，这可能是治 

疗 KOA的机制之一，深刺加电针法较普通电针法能更有效地治疗 KOA，可能通过增强针感和得气程度从而更好发挥疗效。 
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on expression of cartilage eell HDAC4 and Runx2 

i n rabbits with knee OSteOar_【h ritiS 

Liu FeiI,Li Xuezhi1,Fu Nini~,Xi Xiaofanf，Ren Yi。，Yang Xiaoguang~，Zhang Yu 

(Jf．Teaching and Research Section ofAcupuncture and Moxibustion，College of Traditional Chinese Medicine， 

ChongqingMedical University；2．Hanzhong Central Hospita1) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of electroacupuncture combined with close-to—bone needling on expression of cartilage cell 

HDAC4 and Runx2 in rabbits with knee osteoarthritis(KOA)．Methods：Totally 40 New Zealand rabbits were randomly assigned to 

control group(without any treatment，n=10)and modeling group(n=30)．Knee osteoarthritis model was established by Hulth—Telhag 

and was evaluated by X—ray examination．Rabbits with successful modeling were randomly divided into model group(n=lO)，normal 

thrust needing groups(NTN group，n=10)and eletroacupuncture with close-to-bone needling group(CBN group，n=10)．Electroacu— 

puncture was perform ed in NTN group and CBN group at‘‘neixiyan ”，‘‘waixiyan”，“Zusanli”，‘‘yinlingquan”and‘‘liangqiu’’points 20 

minutes once time per day for 4 courses of treatment，one of which was 10 days with the interval of 3 days．After 4 weeks，the knee 

joint function was observed based on Lequesne algofunetional index．HE staining and Toluidine blue staining were conducted for the 
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morphologic observation of rabbit articular cartilage and the ul- 

trastructure was observed under transmission electron micro— 

scope．Immunohistochemistry and Western blot were used to as- 

sess the expressions of HDAC4 and Runx2 in rabbit articular 

cartilage．Results：No significant change was observed in NTN 

group，CBN group and model group．Compared with those of 

control groups，the passive range of motion of the knee in model 
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group significantly decreased，cartilage cell number decreased and arranged in disorder，while the expression of HDAC4 protein de- 

creased and the expression of Runx2 protein increased(all P=-0．ooo)．Compared with those in model group，the passive range of motion 

of the knee in NTN group and CBN group increased，and the chondrocytes a~anged in line，while the expression of HDAC4 protein 

increased and the expression of Runx2 protein decreased(all P=0．000)．There was notable differences of each index between NTN 

group and CBN group(all P=0．ooo)．Conclusion：Electroacupuncture with close-to-bone needling method could inhibit hypertrophic 

differentiation of chondrocyte through regulating the expression of HDAC4 and Runx2 of cartilage cell，which may be the possible 

therapeutic mechanism of KOA．Electroacupuncture with close-to-bone needling method is more effective than normal thrust needing 

for KOA probably due to more intensive needling sensation． 

【Key words]knee oste0arthritis；c10se—to-bone needling；HDAc4；Runx2 

骨关节炎(osteoarthritis。OA)是以关节软骨损 

伤、磨损及骨赘为主要病理变化，关节肿胀、晨僵及 

功能障碍为主要表现的疾病，其中以膝骨关节炎 

(knee osteoarthritis，KOA)发病率最高。据美国文献 

报道，约 30％美国成年人伴有关节疼痛、活动受限 

等症状．随着人口不断老龄化，预计 2025年KOA患 

者将接近40％t”，已经严重影响人们的生活质量。针 

刺疗法是治疗该病的有效手段，但其机理研究尚不 

明确，需要更为深入的实验设计和研究圜。相关研究 

发现：Ⅱ类组蛋白脱乙酰基酶家族(HDACs)成员中 

组蛋白脱乙酰基酶 4(histone deacetylase 4，HDAC4) 

的异常表达，可以导致软骨细胞向肥大方向分化，使 

骨骼过早钙化成熟，软骨组织发生退变[31。HDAC4可 

以抑制具体靶转录因子，从而调控核小体的结构．抑 

制软骨细胞的增殖和分化，同时能抑制软骨细胞分 

化的重要转录因子核心结合蛋白因子 2(runt—re— 

lated transcription factor 2，Runx2)的活动[41，对软骨 

细胞肥大有重要的调控作用。实验通过建立KOA 

模型兔观察“深刺加电针法”对膝骨关节炎软骨细 

胞 HDAC4和Runx2表达的影响，探讨深刺加电针 

法治疗 KOA可能作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 买验动物 

健康新西兰白兔 40只，雌雄各半，体质量 2．0～2．5 kg，3 

月龄 ，由重庆医科大学实验动物 中心提供『生产许可证 ： 

SYXK(渝)2012—0001；质量合格证 ：0002541]，均单笼饲养 ， 

喂成品颗粒饲料．实验期间自由摄水，实验中对待动物遵循 

重庆医科大学伦理委员会标准。 

1．2 主要试剂和仪器 

HDAC4(bs一2809R)、Runx2(bs一1 134R)一抗由北京博奥 

森生物技术有限公司提供：HRP(sp一9001—3m1)标记二抗由 

北京康为生物试剂公司提供，华佗牌无菌针灸针(32号 1寸 、 

1．5寸)，手术器械(上海手术器械厂)，电针治疗仪器(南京， 

LH200)，凝胶成像 系统 (BIO—RAD)、生物显微镜 (iMark一 

14047，上海)、石蜡切片机(Leica SM2000R，德国)等 由重庆 

医科大学生物工程实验室提供：水浴箱 、电子天平 、双蒸水仪 

器(北京 ，中西远大)、离心机(SIGAM公司)等由重庆医科大 

学中医药研究室提供：数字放射成像系统(DR3000)由重庆 

医科大学附属第一医院放射科提供。 

1．3 模型建立及分组 

随机分为 2组：正常组(n=10)和造模组(n=30)，用Huhh— 

Telhag[~造模方法建立KOA动物模型：从兔膝关节内侧进刀， 

挑断兔子内侧副韧带 ，摘除内侧半月板，切断前后交叉韧带。 

术后连续 1周进行青霉素 4万 U肌肉注射防止感染。1周后 

每天强迫兔子活动 1 h，连续 6周。X线扫描后满足：膝关节 

对线不良、关节间隙变窄、软骨下骨显露、骨赘形成[61，可判断 

造模成功，成功后随机分为：模型组(n=10)，深刺加电针组 

(n=10)，普通电针组(n=10)。 

1．4 干预 方法 

正常组 ：无特殊处理。模型组 ：造模后不予治疗。深束Ij力口 

电针组 ：于造模 6周后开始治疗 ，在手术侧取“内外膝眼”， 

“梁丘”，“阴陵泉”，“足三里”穴，穴位定位参照《实验针灸学》， 

穴位进行常规消毒 ，采用 1．5寸无菌针灸针，内外膝眼斜刺 

1．0 1．5寸左右．贴骨深刺：阴陵泉靠近胫骨内侧下缘贴骨深 

刺 1．0～1．5寸 ：足三里穴采用董氏奇穴针刺方法，较普通针刺 

靠近胫骨边缘．贴骨进针，并上下提插捻转 1 min；梁丘斜刺 

进针，刺至股骨，穿过骨膜 ，透刺至股骨的另一侧，不需行针。 

得气后接电针仪 ，采用连续波刺激 20 min，频率 1．6—2．0 Hz， 

强度以局部肌肉刺激为主。每日 1次，5 d 1个疗程，每一疗 

程间隔2 d，共 4个疗程。普通电针组：与深刺加电针组同时 

治疗 ，取穴相同，选用 1寸无菌针灸针 ，刺入 0．5寸深 ，提插 

捻转 ，不贴骨抵骨进针 ，疗程同深刺加电针组相同。 

1．5 观察指标及检测方法 

1．5．1 X线检测 分别在造模前后拍摄兔手术侧膝关节正 

侧位片，观察造模前后膝关节的结构，包括周围软组织，关节 

间隙，关节面的变化以及有无骨赘形成。x线参数：照射量： 

32 mAs；照射电流：250 mA；照射电压：60 kV；照射时间 ：128 
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肿止痛、恢复关节的运动；熊继发等【 ，研究发现短刺 

(深刺)法针刺膝关节周围穴位深刺至骨关节间．能 

针刺到病变部位，使“针至病所”，取得良好临床疗 

效。但 目前医学动物实验中未深入研究．其取效机 

制尚不明确 

软骨基质、胶原蛋白及软骨细胞构成了维持关 

节稳定的三维结构，在病理状态下，软骨基质平衡 

状态被打破，发生降解，三维结构发生变化，软骨细 

胞修复功能丧失。大量研究表明：软骨细胞表型异 

常改变 ．可能是软骨细胞修复功能缺失的根本原因 

之一㈣。在正常的膝关节软骨中，软骨细胞维持稳定 

的细胞表型形态 ，而膝关节炎发生时，软骨细胞丧 

失维持细胞表型的细胞因子．引起软骨细胞肥大样 

改变，导致软骨细胞发生终末分化f15j。研究发现：组 

蛋白去乙酰化(HDAC)能调控基因的转录．分为 I 

型和Ⅱ型．其中Ⅱ型组蛋白脱乙酰基酶 4(HDAC4) 

可以抑制具体靶转录因子 ，从而调控核小体的结 

构，抑制软骨细胞的增殖和分化。HDAC4的异常表达 

可以导致软骨细胞肥大分化，使骨骼过早钙化成熟． 

软骨组织发生退变【3_。Vega等 提出 HDAC4敲除后 

可以导致软骨细胞过早向肥大方向分化，使生长中 

的骨骼过早钙化．软骨细胞增殖期中过表达 HDAC4 

可以抑制软骨细胞肥大，被称为是“骨骼发育的分 

子计时器”_31。Komori等【 ．7]发现敲除 Runx2基因，可 

以破坏小鼠胚胎过程中整个骨的形成．在骨形成的 

过程中，Runx2对软骨细胞肥大起着关键性作用，被 

称为软骨细胞肥大的标志物_l81。研究表明：HDAC4 

能通过 DNA结合方式扩展到核心结合蛋白因子 

(Runt)区域发生乙酰化，降低Runx2的活性，从而调 

控软骨细胞的肥大与分化，抑制其转录活性l16-171。 

深刺法能深入骨缝缓解关节僵硬、疼痛及功能 

障碍，纠正膝关节力学平衡，针刺内外膝眼、足三里 

等穴位能改善局部血液循环．改变血管的通透性。降 

低炎性反应 ，抑制软骨细胞肥大分化 ，还能导致一 

系列生物效应发生 ，引起局部平滑肌收缩 ，导致出 

现酸麻胀痛 、气至病所 、循经感传等现象【 1 本实 

验结果表明：深刺加电针法和普通电针法能够改善 

软骨细胞的形态结构 ，减轻病理损伤 ，还能提高 

HDAC4的表达．增强对 Runx2的抑制作用，有效延 

缓软骨细胞肥大化进程和膝骨关节炎软骨的退变。 

对比发现：深刺加电针法效果更优于普通电针法， 

这与临床研究结果保持一致ll】】。综上可知，深刺加电 

针法能通过抑制软骨细胞肥大分化的进程，降低炎 

性反应 ，维持细胞表型的细胞因子，减轻软骨的损 

伤，这可能是治疗KOA的另一机制通路。 
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