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基于 ＴＬＲ－４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号通路
探究温针灸干预膝骨关节炎的作用机制

王树东１，董宝强１，盛泽伟１，胡哲１，于冬冬２，王列１，丁学峰１，薛亚楠１

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２）

　　摘要：目的 基于Ｔｏｌｌ样受体－４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ－４）／髓样分化因子８８（Ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，
ＭｙＤ８８）／核转录因子－κＢ（Ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）信号通路观察温针灸对膝骨关节炎（Ｋｎｅｅｏｓｔｅ
ｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）家兔模型的调控作用，探讨温针灸治疗膝骨关节炎的作用机制。方法 健康大耳白兔４０只，随机分为空
白组、模型组、温针灸组、西药组，每组１０只，以改良Ｈｕｌｔｈ法建立膝骨关节炎模型，经４周干预后，随机处死两只，病理检
查出现关节软骨表面不平整、炎性细胞浸润等改变即表明造模成功。采用 ＨＥ染色法观察家兔膝关节形态学变化并进
行光镜软骨检测评价标准（Ｍａｎｋｉｎｓｃｏｒｅ，Ｍａｎｋｉｎ’ｓ）评分；采用免疫组化法观察家兔膝关节软骨组织 ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ－κＢ的表达，并进行半定量分析；采用酶联免疫吸附（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测家兔血清中
白细胞介素－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、白细胞介素 －１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、肿瘤坏死因子 －α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）的含量；采用Ｗｅｓ全自动蛋白质印迹定量分析系统检测软骨组织ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ的蛋白表
达水平。结果 ＨＥ染色可见空白组家兔膝关节软骨组织平整，无任何病理变化。模型组软骨组织表面粗糙，软骨细胞
呈簇状堆积或减少。温针灸组以及西药组软骨组织表面欠平整，少量裂隙，伴有少量炎性细胞浸润。与空白组相比，模

型组血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α含量显著升高（Ｐ＜００５），与模型组相比，温针灸组和西药组血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、
ＴＮＦ－α含量显著下降（Ｐ＜００５）；与空白组相比，模型组软骨组织 ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ蛋白表达显著升高（Ｐ＜
００５），与模型组相比，温针灸组和西药组软骨组织ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ蛋白表达显著下降（Ｐ＜００５），且温针灸组
效果更为显著。结论 温针灸可以通过抑制ＴＬＲ－４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号通路被激活，减少下游ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α
的含量以缓解炎症反应，延缓病程进展，达到治疗ＫＯＡ的目的，并能够对软骨组织起到一定程度的修复作用。
　　关键词：膝骨关节炎；温针灸；炎症反应；ＴＬＲ－４；ＭｙＤ８８；ＮＦ－κＢ
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ＭｙＤ８８ａｎｄＮＦ－κＢｉｎｒａｂｂｉｔｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｎｄｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｍａｄｅ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－
６），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α）ｉｎｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｗａｒｍａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎｓ；ＴＬＲ－４；ＭｙＤ８８；ＮＦ－κＢ

　　膝关节骨性关节炎（Ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种以膝
关节软骨退行性变为病理特点的，以膝关节局部出现慢性无菌

性炎症为表现的慢性骨关节疾病。目前ＫＯＡ发病率以老年人
及绝经期妇女居多，严重影响了患者的正常工作和生活，且随着

世界人口老龄化趋势的增高，发病率也在逐年递增，所以对

ＫＯＡ发病机制和临床治疗的探讨显得愈发重要［１－２］。相关研

究显示，在软骨和滑膜破坏过程中，组织细胞内的Ｔｏｌｌ样受体－
４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ－４）、髓样分化因子８８（Ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）以及核转录因子 －κＢ（Ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）呈异常激活状态，并可诱
导下游的白细胞介素 －１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、白细胞
介素－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子－α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃ
ｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）等炎性细胞因子的表达，导致局部慢
性炎症的产生，并引起软骨及滑膜的持续性破坏［３－４］。ＫＯＡ
属中医“骨痹”范畴，骨痹的主要病机在于正气亏虚，肝肾不足，

又复感风寒湿邪，邪气停聚，气血凝滞，经络不通，出现疼痛肿胀

的症状。温针灸作为一种将艾灸与针刺相结合的一种治疗方

法，具有温经通络、活血行气、祛寒除湿之功效，能够针对骨痹的

症状、病因、病机进行标本兼治。有研究证明［５－６］，温针灸疗法

可以明显缓解膝关节疼痛肿胀的症状，减少炎性物质的渗出，改

善局部微循环，加速局部淤血的吸收。本研究对家兔进行ＫＯＡ
模型制备，以温针灸作为干预手段，旨在通过ＴＬＲ－４／ＭｙＤ８８／
ＮＦ－κＢ信号通路探讨温针灸治疗膝骨关节炎的作用机制。
１　材料与方法
１．１　实验动物与分组　实验动物为健康大耳白兔４２只（雌雄
各半），４～６月龄，体质量（２．５±０．２５）ｋｇ，由辽宁中医药大学
动物实验中心代购（合格证号：Ｎｏ．２１１２０８８００００１０９０；出售单
位：沈阳腾华生物技术有限公司）。许可证号：ＳＣＸＫ（辽）
２０１８－０００２，使用许可证编号：ＳＹＸＫ（辽）２０１９－０００４。湿度
５０％～７０％，室温２５℃。适应性喂养７ｄ后随机选取３２只进
行造模，造模后，随机选取两只进行模型评价，模型成功评价方

法：造模后的兔出现体质量减轻；跛行步态或怯用患肢行走，且

关节活动度降低，关节肿胀、出现疼痛反应；取大耳白兔关节软

骨，观察关节软骨形态学变化，病理检查出现关节软骨表面不

平整、炎性细胞浸润等改变。将造模成功的 ３０只家兔随机分
为：模型组、温针灸组、西药组，每组１０只，并将未造模的１０只
家兔作为空白组。实验动物符合《辽宁中医药大学实验动物

管理条例》《医学实验伦理学》相关规定。

１．２　动物模型制备　除空白组外，其余家兔均在适应性饲养
７ｄ后，采用改良 Ｈｕｌｔｈ法进行造模，具体方法为：使用生理盐
水将９８％浓度的乌拉坦配制成２０％浓度的溶液，以４ｍＬ／ｋｇ
剂量进行耳缘静脉注射麻醉，麻醉后使家兔呈仰卧位固定，备

皮后，切除右膝关节内侧副韧带、前交叉韧带、内侧半月板，随

后进行缝合。伤口愈合期间，采用８０万单位的青霉素肌肉注
射，１次／ｄ，连续１周，用以预防伤口感染。待家兔伤口完全愈
合后，进行驱赶，１次／ｄ，每次驱赶３０ｍｉｎ，其余时间正常饲养，

连续７周后，得到家兔膝骨关节炎模型。
１．３　实验主要试剂及设备　兔源 ＴＬＲ－４单克隆抗体（北京
博奥森 ｂｓ－２０５９４Ｒ）；兔源 ＭｙＤ８８单克隆抗体（北京博奥森
ｂｓ－１０４７Ｒ）；兔源 ＮＦ－κＢ单克隆抗体（北京博奥森 ｂｓ－
０４６５Ｒ）；ＩＬ－６酶联免疫吸附（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（安迪华泰 Ｅ－３０６４４）；ＩＬ－１β
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（安迪华泰Ｅ－３０４１８）；ＴＮＦ－αＥＬＩＳＡ检测
试剂盒（安迪华泰 Ｅ－３０６３３）；二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉ－ＲａｂｂｉｔＩｇＧ）
（北京博奥森ｂｓ－０３０２Ｒ）；多聚甲醛固定液（ＷａｂｃａｎＳＴ１１２７）；
盐酸氨基葡萄糖（北京葡立０１２２０４０６）；乌拉坦（源叶生物科技
有限公司Ｓ１１０３６）；组织脱水机、组织包埋机、组织切片机、烘
片机、光学显微镜、冷机（德国ＬＥＩＣＡ公司）；超低温冰箱（中科
都菱）；电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；

移液枪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；黏附载玻片（江苏世泰）；酶标仪［赛
默飞世尔（上海）仪器有限公司］；高速冷冻离心机（美国科峻／
ＢｉｏｆｕｇｅＰｒｉｍｏＲ）。
１．４　干预方法　空白组及模型组不进行干预，温针灸组家兔
选取足三里、犊鼻、阳陵泉进行温针灸治疗，穴位选取依照《实

验针灸学》，约２０ｍｉｎ／次，１次／ｄ，连续４周。西药组，使用盐酸
氨基葡萄糖溶液灌胃，根据动物与人体表面积折算的等效剂量

比Ｍｅｅｈ－Ｒｕｂｎｅ：公式Ａ＝Ｋ×１２／３×１０－４，按成人（６０ｋｇ）与家兔
体表面积折算成动物等效剂量，１次／ｄ，连续４周至治疗结束。
１．５　组织标本收集　家兔禁水禁食２４ｈ，使用２０％浓度的乌
拉坦溶液，以４ｍＬ／ｋｇ剂量进行耳缘静脉注射。麻醉后，固定
家兔，进行腹主动脉取血，抽净动脉血于无菌促凝管之中，取血

后使用空气栓塞法通过耳缘静脉注射空气２０～４０ｍＬ处死家
兔，使用骨剪，剪去股骨远端及胫骨近端，摘取完整膝关节，切

除周围多余组织，然后以锐利手术刀片切取各组家兔右膝关节

负重面的软骨组织，并进行大体观察，然后放置于４％的多聚
甲醛中固定，以待检测。将取好的血进行离心，离心后使用移

液枪将离心管中上层洁净血清注入离心管内，置于 －８０℃冰
箱内保存，以待检测。

１．６　指标检测　（１）ＨＥ染色法观察兔软骨组织形态，Ｍａｎ
ｋｉｎ’ｓ评分量表评定。石蜡包埋切片，常规脱蜡，进行伊红、苏
木素染色，并进行脱水、组织透明，中性树胶封片。待树胶黏合

后将切片置于显微镜下观察关节炎症浸润以及软骨破坏情况，

并使用Ｍａｎｋｉｎ’ｓ评分量表进行评定，如表１所示。
表１　Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分细则

评分内容 ０分 １分 ２分 ３分 ４分 ５分

软骨结构 软骨表

面正常

表面不规则，

有裂隙

表面有裂隙达

移行层

裂隙到辐

射层

裂隙达钙

化层

软骨脱落

软骨细胞 正常 弥散增多 出现大量细胞

聚集

数量明显

减少

－ －

番红 －固
绿染色

正常 轻度减少 中度减少 重度减少 染色消失 －

潮线 正常 多重潮线 血管入侵潮线 － － －

５２
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　　（２）采用免疫组织化学染色法（ＩＨＣ）观察并检测家兔软骨
组织中ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ的表达量。将软骨组织进行
石蜡包埋、切片、脱蜡。后依次滴加柠檬酸钠缓冲液进行抗原

修复；滴加内源性过氧化物酶阻断液，滴加５％ＢＳＡ封闭血清；
一抗工作液（４℃过夜）；过夜后滴加二抗工作液，滴加ＤＡＢ染
色剂，随后进行苏木素复染，组织脱水、透明，中性树胶封片，后

进行半定量分析。采用染色指数积分制对各组切片进行半定

量分析。每张切片以４００×放大倍数，对每个视野进行染色指
数评分，评分标准为：①根据细胞染色强度评为 ４级，无阳性
着色（阴性）计 ０分，淡黄色（弱阳性）计 １分，棕黄色（阳性）
计２分，棕褐色（强阳性）计 ３分；②根据阳性着色范围评为 ４
级，≤２５％计 １分，２６％～５０％计 ２分，５１％～７５％计 ３分，＞
７５％计 ４分。后将两个评分相乘视为该视野的染色指数。之
后对每个切片的染色指数进行统计学分析。

（３）酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测家兔血清中 ＩＬ－１β、
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的表达。采用倍比稀释法对标准品浓度进行稀
释，建立浓度梯度；并按照空白组、模型组、温针灸组、西药组依

列进行加样，加样后进行３７℃温育，温育后依次在每孔中滴加
酶标试剂、显色剂、终止液。后将酶标板置于酶标仪中进行ＯＤ
值测定。

（４）Ｗｅｓ全自动蛋白质印迹定量分析系统检测软骨中
ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ的蛋白表达水平。取软骨组织，加入１ｍＬＲＩ
ＰＡ裂解液，充分匀浆并置于冰上裂解２０ｍｉｎ，离心后取上清，
ＢＣＡ法测样品蛋白浓度，应用５×ＭａｓｉｅｒＭｉｘ、０．１×ＳａｍｐｅＢｕｆｅｒ
及样品原液配制样品，样品制备完全后，依次放入样品、封闭

液、Ⅰ抗、Ⅱ抗、化学发光液及清洗缓冲液于上样板内，等待机
器自检后依次放入毛细管芯和板子，随后设计板子布局，开始

全自动蛋白质印迹检测，１５０ｍｉｎ后检测完毕，对结果进行
分析。

１．７　数据统计分析　使用 ＳＰＳＳ２５．０版本进行统计分析，组
间比较采用单因素方差分析（ＯＮＥＷＡＹＡＮＯＶＡ），两两比较
采用ＬＳＤ，以Ｐ≤０．０５视为差异有统计学意义。定量数据以平
均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
２　结果
２．１　各组家兔 ＨＥ染色及 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ评分　空白组家兔膝关
节软骨组织平整，无充血，无炎性细胞浸润，组织整体致密。模

型组软骨组织的表面粗糙，凹凸不平，有裂隙，组织结构疏松，

部分切片中的软骨细胞出现呈簇状堆积或减少，少数切片软骨

结构被完全破坏。温针灸组以及西药组软骨组织表面欠平整，

少量裂隙，伴有少量炎性细胞浸润，部分软骨细胞出现成簇聚

集现象，潮线较为完整，如插页Ⅷ图１所示。Ｍａｎｋｉｎ’ｓ评分结
果如插页Ⅷ图２所示。
２．２　各组家兔膝关节软骨免疫组织化学染色半定量分析　
（１）各组家兔膝关节软骨 ＴＬＲ－４半定量分析。与空白组相
比，模型组ＴＬＲ－４蛋白表达相对升高（Ｐ≤０．０００１）；与模型
组相比，温针灸组和西药组 ＴＬＲ－４蛋白表达相对降低（Ｐ≤
０．０００１）；与温针灸组相比，西药组ＴＬＲ－４蛋白表达相对升高
（Ｐ≤０．０５）。如插页Ⅸ图３、插页Ⅸ图４所示。

（２）各组家兔膝关节软骨 ＭｙＤ８８半定量分析。与空白组
相比，模型组ＭｙＤ８８蛋白表达相对升高（Ｐ≤０．０００１）；与模型
组相比，温针灸组和西药组 ＭｙＤ８８蛋白表达相对降低（Ｐ≤
００００１）；与温针灸组相比，西药组 ＭｙＤ８８蛋白表达相对升高
（Ｐ≤０．０１）。如插页Ⅹ图５、插页Ⅹ图６所示。

（３）各组家兔膝关节软骨ＮＦ－κＢ半定量分析。与空白组

相比，模型组ＮＦ－κＢ蛋白表达相对升高（Ｐ≤０．０００１）；与模
型组相比，温针灸组和西药组ＮＦ－κＢ蛋白表达相对降低（Ｐ≤
０．０００１）；与温针灸组相比，西药组 ＮＦ－κＢ蛋白表达相对升
高（Ｐ≤０．０１）。如插页Ⅺ图７、插页Ⅺ图８所示。
２．３　ＥＬＩＳＡ测定各组家兔血清中ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的表
达量　与空白组相比，模型组血清中 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α
含量显著升高（Ｐ＜００５），与模型组相比，温针灸组和西药组
血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α含量显著下降（Ｐ＜００５）；与温
针灸组相比，西药组血清中 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α含量上升
（Ｐ＜００５）。如表２所示。

表２　各组家兔血清中ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的表达量
单位：μｇ／ｍＬ

组别 ｎ ＩＬ－１β ＩＬ－６ ＴＮＦ－α

空白组　 １０ ０．０８６±０．００３ １０．５８３±２．０３７ ０．０７８±０．０１０
模型组　 １０ ０．１３３±０．０２０ ２０．３９１±２．１７８ ０．１４４±０．００８

温针灸组 １０ ０．０９２±０．００６▲ １５．３８３±０．８８６▲ ０．１０１±０．０１０▲

西药组　 １０ ０．１０７±０．００６▲＃ １６．４５０±０．８７０▲＃ ０．１２２±０．００５▲＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；▲与模型组相比，Ｐ＜００５；＃与温针灸组相
比，Ｐ＜００５。
２．４　Ｗｅｓ全自动蛋白质印迹定量分析系统检测软骨中ＴＬＲ－
４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ的蛋白表达水平　与空白组相比，模型组软
骨组织 ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ蛋白表达显著升高（Ｐ≤
０．０００１），与模型组相比，温针灸组和西药组软骨组织 ＴＬＲ－
４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ蛋白表达显著下降（Ｐ≤０．０００１），且温针灸
组效果更为显著（Ｐ≤０．０００１）。见插页Ⅻ图９。
３　讨论

ＫＯＡ属中医骨痹范畴，是一种本虚标实的疾病，其主要病
机是由于正气不足，肝肾亏虚，是为本虚，其次是由于外感风寒

湿之邪，邪气结聚于膝关节之内，气血停滞，经脉受阻，以致膝

关节疼痛，肿胀，功能障碍，屈伸受阻［７］。温针灸取针刺，艾灸

两种治法之所长，将二者结合起来，一方面，针刺疗法可以疏通

经络，调节气血；另一方面，艾灸疗法又可以通行血脉，祛寒除

湿［８］。相关研究已经证明［９－１０］，温针灸疗法能够明显减轻膝

关节软骨退变进程，减少软骨组织的氧化损伤和炎症反应。本

研究选取犊鼻、足三里、阳陵泉三穴进行温针灸治疗，共奏活血

行瘀，补益正气，通络止痛之功。在本研究中，家兔经温针灸治

疗后，膝关节软骨Ｍａｎｋｉｎ’ｓ评分明显下降，病理切片显示软骨
表面相较于模型组裂隙减少，伴炎性细胞浸润现象不明显，说

明温针灸疗法可以改善家兔膝关节软骨的病理状态，对软骨起

到了一定程度的修复作用，并降低了 ＫＯＡ炎症对关节软骨的
破坏。

ＫＯＡ的主要病理变化以膝关节局部慢性无菌性炎症为
主，且伴随着软骨破坏和结构改变［１１］。相关促炎症因子的升

高既是ＫＯＡ发生发展的重要因素，也是 ＫＯＡ产生的主要表
现［１２］。ＩＬ－１β能够促进 ＭＭＰ－１３和蛋白聚糖酶的释放，加
速ＣＯＸ－Ⅱ的降解，使得软骨细胞的结构功能发生异常，同时
促进软骨细胞外基质的降解，进而改变软骨细胞的生存环境，

导致ＫＯＡ的产生，并可诱导前列腺素Ｅ２的释放，促进ＫＯＡ的
炎症反应的发生［１３－１５］。ＩＬ－６亦可以加速软骨细胞外基质降
解，并提高软骨细胞膜通透性，加重局部组织的炎性渗出，引发

红肿热痛的炎症反应［１６］。ＴＮＦ－α是介导ＫＯＡ炎症的重要促
炎因子，其能够促进基质金属蛋白酶的产生，进而抑制软骨细

胞外基质的生成，加速软骨破坏，同时也是引起关节肿胀疼痛

的主要原因［１７］。在本研究中，家兔造模后血清中ＩＬ－１β、ＩＬ－

６２
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６、ＴＮＦ－α迅速升高，说明相关炎症因子与ＫＯＡ的发生发展有
着密不可分的联系，经温针灸及氨基葡萄糖干预后，血清中

ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α炎性因子含量出现了降低的情况，且温
针灸组家兔下降更为明显，说明温针灸能够降低血清内相关炎

症因子的表达，进而减少炎症反应的发生，以达到延缓ＫＯＡ的
进程，并改善相关症状的作用。

ＴＬＲ－４是一种Ⅰ型跨膜蛋白，其胞外区的损伤相关分子
识别模式（ＤＡＭＰｓ）能够在细胞出现损伤，应激或死亡时被激
活，会将细胞内源物质释放至胞外，这样就会引起组织的慢性

无菌性炎症和局部的慢性炎症环境［１８］；ＭｙＤ８８是 ＴＬＲ－４的
重要接头蛋白，其一端是接收上游 ＴＬＲ－４所传递的炎症信
号，与ＴＬＲ－４的ＴＩＲ结构域相结合，另一端负责招募ＩＬ－１受
体相关激酶，使其发生磷酸化后脱离，并与其下游的ＴＲＡＦ６相
结合，形成复合物，并激活下游的ＴＡＫ－１，被活化后的 ＴＡＫ－
１会使得ＩκＢα磷酸化，同时使 ＩκＢα降解，使得 ＮＦ－κＢ分子
进入核内发生转录，引起相关免疫基因、蛋白或炎症因子的表

达［１９］；ＮＦ－κＢ是由两个亚基 Ｐ５０、Ｐ６５及其抑制蛋白 ＩκＢα共
同形成的三聚体复合物，当其被上游信号激活时，会引起

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β等基因的转录，提高 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、
ＩＬ－１β等炎症因子的释放，进而引发炎症反应［２０－２２］。相关研

究显示［２３－２５］，ＴＬＲ－４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号通路作为机体最
重要的炎症信号通路之一，其对于机体炎症反应的介导作用贯

穿ＫＯＡ整个病程发生发展的始终，该条信号通路的激活是造
成ＫＯＡ慢性无菌性炎症的主要原因。本研究通过免疫组织化
学染色法，观察温针灸对该条信号通路的调控作用，发现温针

灸能够对该条炎症信号通路产生明显的抑制作用，减少相关炎

症反应的发生，并减少相关炎症因子的表达，缓解炎症反应，减

缓软骨细胞外基质的降解速度，减轻膝关节疼痛和肿胀程度，

以达到治疗ＫＯＡ的目的。
综上，本研究结果说明温针灸可以改善 ＫＯＡ家兔膝关节

软骨的病理状态，在一定程度上对软骨组织有修复作用；同时

可以下调家兔ＫＯＡ模型膝关节软骨组织中 ＴＬＲ－４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ－κＢ蛋白含量的表达，并减少血清中ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－
α的含量，提示温针灸可能是通过抑制 ＴＬＲ－４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－
κＢ炎症信号通路的表达，以减少炎症反应，并抑制软骨组织的
破坏，达到治疗ＫＯＡ的目的。
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ＰＡＭＰｓａｎｄｈｏｓｔＰＲＲｓ［Ｊ］．ＮａｔｌＳｃｉＲｅｖ，２０１８，５（６）：
７９１－７９２．

［２１］　韩宪富，李宁，谢兴文，等．ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８信号通路在膝骨关节
炎滑膜炎中的作用［Ｊ］．中国骨质疏松杂志，２０２２，２８（１１）：
１６９０－１６９４．

［２２］　吴文哲，付长秀，黄李晨露，等．外泌体通过ＮＦ－κＢ信号通路
调节骨关节炎的炎症反应［Ｊ］．中国免疫学杂志，２０２２，３８
（２２）：２６８９－２６９４，２６９９．

［２３］　周子齐，杨永菊，马贤德，等．电针透刺法通过 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／
ＮＦ－κＢ信号通路改善膝关节骨关节炎滑膜炎性反应的机制研
究［Ｊ］．针刺研究，２０２３，４８（４）：３５３－３５８，３６５．

［２４］　孙桂芳，张雪锋，茅瑜，等．温针灸治疗轻中度膝骨关节炎疗
效观察及其对ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路的影响［Ｊ］．上海针灸杂
志，２０２１，４０（１２）：１４５２－１４５７．

［２５］　ＺＨＡＮＧＹ，ＺＥＮＧＹ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｒｅｄｕｃｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｋｎｅｅｏｓｔｅ
ｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈｂｌｏｃｋｉｎｇＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈ
ｗａｙ［Ｊ］．ＤｒｕｇＤｅｖＲｅｓ，２０１９，８０（３）：３５３－３５９．

７２
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