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文题释义： 
长针透刺：用 0.3 mm×125.0 mm规格的毫针透刺大鼠内外膝眼穴，取穴位置参考人体犊鼻穴及膝眼穴
位置。由外膝眼进针，进针时先垂直进针，透过皮肤后改变针刺方向，向内膝眼方向进行透刺，当针尖

抵达内膝眼皮下时停止进针，然后施以捻转补泻手法，以手下有沉紧感及看到大鼠下肢微微抽动为度，

每次 20 min，每隔 2 d针刺 1次，留针期间行捻转平补平泻。 
滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1：当发生膝骨关节炎时，滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1和基
质金属蛋白酶 3失衡，基质金属蛋白酶抑制剂 1活性降低，基质金属蛋白酶 3活性增高，表现出裂解
软骨细胞的活性，从而导致关节软骨及滑膜组织等退变和破坏。 
 
摘要 
背景：基质金属蛋白酶抑制剂 1在抑制关节退变、破坏方面有重要作用。 
目的：观察长针透刺治疗大鼠膝骨关节炎后，大鼠滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1水平变化。 
方法：将 40只 SD大鼠随机分成正常组、长针透刺组、药物组及模型组，每组 10只，通过向 SD大鼠
膝关节腔内注射 1.6%木瓜蛋白酶溶液并驱赶大鼠活动造模，2 周后建立膝骨关节炎模型。正常组与模
型组不干预，长针透刺组用 0.3 mm×125.0 mm的毫针透刺大鼠内外膝眼穴，药物组将透明质酸钠向关
节腔内注射。 
结果与结论： ELISA① 法检测：治疗 4周后，正常组大鼠滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1水平高于模
型组(P < 0.05)，长针透刺组及药物组大鼠滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1水平高于模型组(P < 0.05)。
②结果证实，长针透刺能有效提高膝骨关节炎模型大鼠滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1水平。 
关键词： 
动物模型；骨软骨损伤与修复动物模型；基质金属蛋白酶抑制剂 1；骨关节；膝骨关节炎；长针透刺；
大鼠；骨关节炎；透明质酸钠；针灸；透刺；基质金属蛋白酶 
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长针透刺能有效提高膝骨关节炎模型大鼠滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1的水平 

膝关节腔注射体积分数 1.6%木
瓜蛋白酶溶液，构建膝骨关节炎

模型大鼠。 

长针透刺内外膝眼穴，髌韧带内外侧，

取穴参考人体犊鼻穴及膝眼穴位置。 

结果验证： 
(1)长针透刺能有效提高
膝骨关节炎模型大鼠滑

膜组织中基质金属蛋白

酶抑制剂 1水平； 
(2) 长针透刺疗法能有效
延缓关节软骨退变、破

坏。 

评价指标： 
(1)关节滑膜组织中基质金
属蛋白酶抑制剂 1 质量浓
度； 
(2)关节软骨形态。 
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Effect of long needle penetration needling on matrix metalloproteinase inhibitor 1 in 
the synovium of knee osteoarthritis model rats 
 
Li Shi-sheng, Wu Yao-chi, Zhang Jun-feng (Department of Acupuncture and Massage Traumatology, 
Shanghai Sixth People’s Hospital, Shanghai 200233, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Matrix metalloproteinase inhibitor 1 plays an important role in the inhibition of articular 
cartilage degeneration and destruction.  
OBJECTIVE: To observe the changes of matrix metalloproteinase inhibitor 1 expression level in synovium 
of knee osteoarthritis rats after treated with penetration needling of long needle. 
METHODS: A total of 40 Sprague-Dawley rats were randomly assigned into normal group, penetration 
needling group, drug group and model group, with 10 rats in every group. 1.6% papain solution was 
injected into knee joint cavity of Sprague-Dawley rats. 2 weeks later, knee osteoarthritis models were 
established. Rats in the normal and model groups did not receive any intervention. In the penetration 
needling group, rats were treated by penetration needling with 0.3 mm×125.0 mm filiform needle. Rats in 
the drug group were intraarticularly injected with sodium hyaluronate.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Enzyme linked immunosorbent assay: at 4 weeks after treatment, 
matrix metalloproteinase inhibitor 1 expression in synovial membrane was higher in the normal group than 
in the model group (P < 0.05). Matrix metalloproteinase inhibitor 1 expression in synovial membrane was 
higher in the penetration needling group and drug group than in the model group (P < 0.05). (2) Results 
verified that long needle penetration therapy can effectively increase matrix metalloproteinase inhibitor 1 
expression in synovial membrane of knee osteoarthritis model rats.   
Subject headings: Tissue Engineering; Models, Animal; Knee Joint  
Funding: the Hospital Project of Shanghai Sixth People’s Hospital, No. Yuannei-1528 
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0  引言  Introduction 

骨关节炎是一种多因素引起的以关节软骨退行性

变为基本病理改变的疾病，而膝骨关节炎是骨关节炎中

最常见的一种疾病。已有研究证实，造成关节软骨破坏

的1个重要原因是软骨细胞外基质的合成与降解失衡[1]
。

基 质 金 属 蛋 白 酶 抑 制 剂 (tissue inhibitor of 

metalloproteinases，TIMPs)是基质金属蛋白酶(matrix 

metalloproteinases，MMPs)活性的特异性抑制剂，基

质金属蛋白酶3是基质金属蛋白酶大家族中的一员，参

与细胞外基质的降解，对关节软骨基质中的蛋白多糖具

有高度的裂解活性
[2]
，在关节软骨破坏，尤其是骨关节

炎的病理过程起着重要的作用
[3-4]
，是膝骨关节炎的重要

致病因素之一
[5-7]
。而基质金属蛋白酶抑制剂1与基质金

属蛋白酶3分子结合成不可逆的1∶1非共价键结合的复

合物，是基质金属蛋白酶3的特异性抑制剂，能有效抑

制基质金属蛋白酶3的活性。在正常情况下，基质金属

蛋白酶抑制剂1/基质金属蛋白酶3保持平衡，当发生膝

骨关节炎时，基质金属蛋白酶抑制剂1/基质金属蛋白酶

3失衡，基质金属蛋白酶抑制剂1活性降低，基质金属蛋

白酶3活性增高[8]
，表现出裂解软骨细胞的活性，从而导

致关节软骨及滑膜组织等退变和破坏。 

膝骨关节炎好发于中老年人群
[9]
，在中国已经有1

亿多60岁以上的人群，而有超过5 000万人患有膝骨关

节炎，其最终的致残率也超过50%，除严重影响患者的

生活质量，给家庭带来巨大的经济负担外，给当今社会

也带来了严重的负担，已经成为影响中老年人群生活质

量甚至威胁生命的重大疾病。因此，要想提高中老年人

群的生活质量，减轻社会负担，必须重视中老年人群膝骨

关节炎的诊治。大量临床及实验研究表明温针、电针等能

有效改善膝骨关节炎临床症状、延缓关节软骨退变
[10-11]
。

有关以长针透刺作为干预手段的研究却很少有报道，仅

有张必萌等
[12]
从临床研究证实了长针透刺能有效改善

膝骨关节炎临床症状，减轻患者病痛，尚无相关长针透

刺治疗膝骨关节炎的实验研究的报道，故缺乏长针透刺

治疗膝骨关节炎的有效理论依据。 

实验采用膝关节腔内注射体积分数1.6%木瓜蛋白

酶溶液的方法，在较短时间内就可得到稳定的膝骨关节

炎模型，从而采用动物实验方法探讨长针透刺疗法治疗

膝骨关节炎的作用原理，通过在光学显微镜下观察长针

透刺治疗后大鼠关节软骨组织形态学变化，及从分子生 
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物学角度通过ELISA方法，观察长针透刺治疗膝骨关节

炎过程中基质金属蛋白酶抑制剂1水平的变化，通过对

以上两方面进行观察，希望能为临床上长针透刺治疗膝

骨关节炎提供可靠而有力的理论依据，从而为在临床推

广使用提供依据，为广大患者减轻痛苦同时，也减轻经

济负担。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  造模动物及材料  清洁级3月龄雄性SD大鼠40

只，其中30只用于造模，10只设为空白对照组，均由上

海西普尔一必凯实验动物公司提供，合格证号：

SCXK(沪)2008-0016。 

1.2  造模方法  将40只SD大鼠随机分为正常组、长针

透刺组、药物组及模型组，每组10只。 

长针透刺组、药物组及模型组均采用日本鬼头康彦

教授的造模方法制备膝骨关节炎大鼠模型
[13]
，向大鼠膝

关节腔内注入1.6%木瓜蛋白酶溶液(美国Sigma)，并驱

赶大鼠在特制鼠笼内跑动，使其膝关节达到较高强度的

主动运动。1.6%木瓜蛋白酶溶液具体配置方法：①用电

子称天平分别称取1.6 g NaCl，0.04 g NaOH，0.72 g 

Na2HPO4，0.05 g NaH2PO4，15 mg EDTA-2Na，0.64 g

木瓜蛋白酶；②用量筒量取双蒸水32 mL；③将1.6 g 

NaCl，0.04 g NaOH，0.72 g Na2HPO4，0.05 g NaH2PO4

溶入32 mL双蒸水中，并轻轻搅拌使其充分溶解；④加

入NaOH，并用试纸调节pH值至8.0；⑤分别加入15 mg 

EDTA-2Na，0.64 g木瓜蛋白酶，并轻轻搅拌使其溶解，

得到淡黄色液体，测其pH值；⑥加入HCl调节pH值至6.5，

并以双蒸水定溶至40 mL，低温4 ℃保存。造模具体操作

步骤：使大鼠膝关节向后屈曲95°-100°，使关节腔间隙

充分打开，关节腔处于最大位置，然后分别于第1，3，

7天注入1.6%木瓜蛋白酶溶液0.1 mL，每天迫使造模的

SD大鼠在特制鼠笼内跑动30 min，2周后可以得到稳定

的膝骨关节炎模型。正常组不做任何处理。 

1.3  造模成功的检测标准  关节软骨组织学的Mankin

评分
[14]
：0分为关节面光滑，色泽正常；1分为关节面粗

糙，且有小的裂隙，色泽灰暗；2分为关节面糜烂，软

骨缺损深达软骨中层；3分为关节面溃疡形成，缺损深

达软骨深层；4分为软骨剥脱，软骨下骨暴露。 

1.4  干预方法  参照2009年由中国国家标准化管理委

员会主编中国标准出版社出版的《针灸技术操作规范 

第20部分：毫针基本刺法(GB/T 21709.20-2009)》[15]
。

长针透刺组用0.3 mm×125.0 mm规格的毫针(苏州华佗

牌医疗器械中外合资有限公司)透刺大鼠内外膝眼穴(髌

韧带内外侧，具体取穴参考人体犊鼻穴及膝眼穴位置)，

由外膝眼进针，进针时先垂直进针，透过皮肤后改变针

刺方向，向内膝眼方向进行透刺，当针尖抵达内膝眼皮

下时停止进针，然后施以捻转补泻手法，以手下有沉紧

感及看到大鼠下肢微微抽动为度，每次20 min，每隔2 d

针刺1次，留针期间行捻转平补平泻，大鼠装入特制装

备中(长约6 cm、直径约为3 cm软PVC管)，使其前肢和

后肢在管外，躯干置于管中，无需麻醉或捆绑。药物组

将0.1 mL透明质酸钠溶液(山东正大福瑞达制药有限公

司)注入SD大鼠膝关节腔内，每周1次，具体操作步骤同

造模时注射体积分数1.6%木瓜蛋白酶溶液，治疗疗程为

4周。 

1.5  标本的采集与保存  采用麻醉后颈椎脱位方法将

实验大鼠处死，将大鼠四肢固定在固定板上，膝关节局

部备皮、消毒，然后逐层切开皮肤、浅筋膜、肌肉层、

深筋膜，刀口长3.0-4.0 cm，用咬骨钳取下整个膝关节

(附带股骨1 cm、胫腓骨1 cm)，固定，分切，脱钙，石

蜡包埋，分别作矢状面内、中、外和冠状面前、中、后

1/3切片，片厚8 μm。 

A B C D 

图 1  各组大鼠关节软骨组织形态(苏木精-伊红染色，光学显微镜，×400) 
Figure 1  Histomorphology of articular cartilage of rats in each group (hematoxylin-eosin staining, light microscope, ×400) 
图注：图中 A为正常组，关节面光滑，软骨细胞数目多，排列整齐，层次分明；B为长针透刺组，关节面有脆裂，软骨细胞数目稍减少，
排列尚整齐，可见少量凋亡的软骨细胞，层次尚清晰；C为药物组，关节面有脆裂，软骨细胞稍减少，排列尚整齐，可见少量凋亡的软
骨细胞，层次清晰可辨；D为模型组关节软骨层薄而粗糙，软骨细胞数目少，排列散乱，可见大量凋亡的软骨细胞，层次不清。 
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1.6  苏木精-伊红染色  取膝关节软骨置于体积分数

10%中性甲醛溶液中固定24 h，分组标记。室温25 ℃下，

体积分数15%EDTA-2Na脱钙液中脱钙，每隔8-12 h观

察组织被脱钙的程度，刀沿所需的切面修切确定脱钙已

经完全，包埋用DQP-9010型轮转式切片机制备4 μm厚

的石蜡切片，苏木精-伊红染色，先将染色好的载玻片

置于×100的低倍镜下，在视野中找到物像(膝关节关节

软骨组织及软骨细胞)，再置于×400的高倍镜下观测大

鼠膝关节关节软骨组织及软骨细胞。 

1.7  双抗体夹心ELISA法检测各组基质金属蛋白酶抑

制剂1水平  治疗4周后，采用麻醉后颈椎脱位法处死各

组SD大鼠，然后用咬骨钳取下膝关节，可见由髌骨下

缘向上延缓有一层平滑光亮呈淡黄色的滑膜组织，完整

剥离滑膜组织，最后以眼科镊轻轻夹住其游离端，用刀

片完整切下，用甲醛溶液固定，包埋，切片，取50 mg

滑膜组织及Trizol试剂于1.5 mL的离心管中，于4 ℃下  

1 000×g离心20 min，提取上清液，于4 ℃下密封保存  

3 d。用包被缓冲液将基质金属蛋白酶抑制剂1抗体稀释至

蛋白质水平为5 mg/L，向96孔酶标板反应孔中加0.1 mL，

制成固相载体，再通过加样及反复几次洗板后，再向酶

标板反应孔中加入新鲜稀释的基质金属蛋白酶抑制剂1

抗体，再次彻底洗板，然后加入TMB底物液显色0.1 mL，

在过氧化物酶的催化下转化成蓝色，再于各反应孔中加

入终止液0.05 mL，在终止液的作用下转化成最终的黄

色，将酶标板在酶标仪上，于紫外线450 nm波长下测定

吸光度(A)值，读数输出到Excel表格中，用UV-Vis方法

检测上清液中总蛋白水平，最终各组滑膜组织基质金属

蛋白酶抑制剂1质量浓度用μg/L表示。 

1.8  主要观察指标  各组关节滑膜组织中基质金属蛋

白酶抑制剂1质量浓度及关节软骨形态。 

1.9  统计学分析  计量资料用x
_

±s表示，采用SPSS 

20.0统计学软件进行数据分析，多组间数据差异比较采

用单因素方差分析和Tukey检验，P < 0.05为差异有显

著性意义。 

 

2  结果  Results  
2.1  造模成功动物数量及过程  纳入大鼠40只，均进

入结果分析，无死亡和感染，无脱失值，最终计入结果

分析的数量为40只。 

2.2  模型创新性  在注射1.6%木瓜蛋白酶溶液后制作

专门的供大鼠跑动的鼠笼。 

2.3  模型稳定性  此种方法造模简短，且更易构建较

严重的稳定的膝骨关节炎模型。 

2.4  各组大鼠关节软骨组织形态  光学显微镜下可

见，正常组关节软骨结构层次分明，软骨细胞数目多，

排列整齐密集，未见凋亡的软骨细胞，可见完整的潮线

(图1A)；长针透刺组软骨结构层次清晰可见，软骨表面

有脆裂，软骨细胞数目稍减少，排列尚整齐，可见少量

凋亡的软骨细胞，潮线尚完整(图1B)；药物组软骨结构

层次清晰可辨，软骨表面有脆裂，软骨细胞稍减少，排

列尚整齐，可见少量凋亡的软骨细胞，潮线尚完整(图

1C)；模型组软骨结构层次不清，软骨层薄而粗糙，软

骨细胞数目少，排列散乱，可见大量凋亡的软骨细胞，

潮线不完整(图1D)。 

2.5  各组大鼠滑膜组织基质金属蛋白酶抑制剂1质量

浓度变化  正常组较模型组大鼠滑膜组织中基质金属

蛋白酶抑制剂1质量浓度显著升高(P < 0.05)，模型组较

长针透刺组及药物治疗组大鼠滑膜组织中基质金属蛋

白酶抑制剂1质量浓度显著降低(P < 0.05)，而长针透刺

组与药物组相比较，两组大鼠滑膜组织中基质金属蛋白

酶抑制剂1质量浓度差异无显著性显著性意义 (P > 

0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由表1可见，模型组关节滑膜组织中的基质金属蛋

白酶抑制剂1水平明显低于正常组(P < 0.05)，说明模型

制备成立；与模型组比较，长针透刺组及药物组能明显

升高关节滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂1水平(P < 

0.05)，提示长针透刺能提高膝骨关节炎模型大鼠关节滑

膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂1水平。 

2.6  各组大鼠膝关节软骨组织学评分  与正常组比

较，模型组Makin评分明显升高(P < 0.05)；与模型组比

较，长针透刺组Makin评分明显降低(P < 0.05)；长针透

刺组与药物组比较，两组之间差异无显著性意义(P > 

0.05)，见表1。 

表 1  各组大鼠滑膜组织基质金属蛋白酶抑制剂 1质量浓度
及大鼠滑膜组织Makin评分                 (x

_

±s，n=10) 
Table 1  Matrix metalloproteinase inhibitor 1 mass 
concentration and Makin score in the synovial membrane of 
rats from each group 

表注：与模型组比较，
aP < 0.05。 

组别 基质金属蛋白酶抑制剂 1 (μg/L) Makin评分(分) 

正常组 24.54±0.89a 0.49±0.47a 
模型组 11.63±0.97  3.12±1.34  
长针透刺组 19.72±1.26a 1.86±0.93a 
药物组 21.47±1.35a 1.57±0.89a 
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2.7  不良反应分析  实验过程中大鼠出现的不良反应

有出血、皮下血肿，考虑以下原因引起可能：所用毫针

为正常人体所制备，而大鼠膝关节相对人体膝关节太

小，毫针相对就偏粗，故下针容易碰到脉细血管等小血

管，从而引起出血、皮下血肿，取针时用消毒干棉球轻

轻按压1 min后出血停止，血肿消失。 

 
3  讨论  Discussion 

基质金属蛋白酶抑制剂由滑膜及软骨细胞合成，是

一组抑制基质金属蛋白酶活性的多功能因子家族，由多

基因家族成员组成。基质金属蛋白酶是细胞外基质降解

及重构最主要的酶，可以消化分解细胞外所有的基质大

分子，促进关节的退变、剥脱及缺损，从而导致膝骨关

节炎的产生，而机体内存在天然激活剂和抑制剂，其活

性受基质金属蛋白酶抑制剂 S调控[16-17]
。目前在人体内

发现 4种特异性基质金属蛋白酶抑制剂，其中基质金属

蛋白酶抑制剂 1与基质金属蛋白酶的催化区以 1∶1比

例可逆性结合，抑制基质金属蛋白酶活性。基质金属

蛋白酶抑制剂和基质金属蛋白酶之间的平衡作用将决

定蛋白酶被激活后是否能够起作用。正常情况下，基质

金属蛋白酶抑制剂 1 与基质金属蛋白酶家族中的基质

金属蛋白酶 3 之间保持动态平衡，基质金属蛋白酶抑

制剂 1能有效抑制基质金属蛋白酶3对基质蛋白质的降

解
[18-19]

。膝骨关节炎时，软骨细胞和滑膜细胞分泌基质

金属蛋白酶 3的量大于基质金属蛋白酶抑制剂 1，致使

基质金属蛋白酶 3/基质金属蛋白酶抑制剂 1失衡，导致

软骨细胞的降解超过了软骨细胞的合成，出现软骨细胞

大量凋亡，从而导致关节退变和破坏
[20]
。 

长针透刺法是在传统的针灸疗法的基础上发展起

来的针刺方法
[21-22]

，乃仿古之恢刺、关刺之法，能一针

透多经(多穴)，其不仅有普通单穴针刺激发、推动经气

运行的作用，还能加强经络与经络、经穴与经穴之间的

沟通交融，还能调和阴阳，加强经穴与多个脏腑之间的

联系，使各经之间同时得气。同时，长针透刺法更容易

得气，长针透刺法还弥补了传统单穴针刺刺激点少的不

足。普通单穴进针，所取的穴位多，会损伤在表之卫气，

而采用长针透刺法，则可最大限度的减少对表之卫气的

损伤。临床运用长针透刺法时，可根据机体阴阳的盛衰、

正气的虚实及气血是否亏虚等，再根据“实者泻之、虚

者补之”的远侧，采用“泻者迎之”，“补者随之”的进

针手法，以调和阴阳、调补气血，促使经脉气血的流通，

所谓“通则不痛”。此外，长针透刺法具有操作简便、

取穴少、针感较强、疗效显著、价廉等优点，在增强刺

激量的同时，使针感更容易传导、扩散，起到了分别针

刺两穴所不能起的作用。 

以往研究大多以电针、温针为干预手段，且多数从

细胞因子调控角度去探讨针灸治疗膝骨关节炎的作用

机制，而实验以长针透刺为干预手段，从对基质金属蛋

白酶抑制剂调控的角度来探讨其作用原理，前期已做相

关研究工作，表明长针透刺能有效延缓软骨退变，改善

关节软骨破坏程度，此次研究为前期工作的延伸，从而

更全面说明长针透刺治疗膝骨关节炎的作用机制，考虑

本项研究深入程度不够，没有深入到细胞、基因水平，

具有一定的局限性，但通过从组织形态学及免疫组化的

定量的角度研究，表明了模型组较正常组整个软骨组织

明显损害，结构层次分辨不清，软骨细胞出现大量凋亡，

分布散乱，经过长针透刺干预治疗后软骨结构层次尚清

晰，软骨细胞数明显增多，排列整齐，分布均匀。正常

对照组大鼠膝关节滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1

水平明显高于膝骨关节炎模型组，经长针透刺治疗后大

鼠膝关节滑膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂1水平亦较

模型组显著升高，从以上结果证明了长针透刺疗法能有

效延缓关节软骨退变、破坏，能有效提高膝骨关节炎滑

膜组织中基质金属蛋白酶抑制剂 1水平，从而抑制膝骨

关节炎时基质金属蛋白酶的表达，使基质金属蛋白酶/

基质金属蛋白酶抑制剂重新恢复一个相对的平衡，这也

为临床上长针透刺治疗膝骨关节炎提供了可靠的理论

依据，为临床推广长针透刺治疗膝骨关节炎提供了有力

的保障。 
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