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基于转录组学探讨针刀干预对膝骨关节炎
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摘要：目的：基于转录组学测序技术探讨针刀干预膝骨关节炎（kneeosteoarthritis，KOA）的分子机制。 方法：9 只新西兰兔随机

分为空白组（3 只）及KOA造模组（6 只），造模组采用改良 Videman 法固定 6 周以建立 KOA模型，拆除固定装置后根据 Le-

quesne评分再随机分为模型组和针刀组（每组 3 只），干预 4 周。 干预结束后进行行为学评价，并对兔膝关节软骨进行转录组

学测序、基因本体论（GeneOntology，GO）和京都基因与基因组百科全书（KyotoEncyclopediaofGenesand Genomes，KEGG）分

析。 结果：（1）干预后，与模型组相比，针刀组Lequesne评分显著降低（P＜0.01）；（2）与空白组相比，模型组共筛选出 1 055 条

差异表达基因（differentiallyexpressed genes，DEGs），GO分析生物过程主要涉及“炎症反应”“免疫反应”和“细胞外基质组织”

等功能，KEGGLevel2 分析显示模型组DEGs主要参与“感染性疾病”“信号转导”“免疫系统”等通路；模型组表达上调的DEGs

主要参与“细胞因子相互作用”“吞噬体”等通路，而表达下调的DEGs主要参与“癌症通路”“轴突导向”等通路。 与模型组相比，

针刀组共筛选出 312条DEGs，GO分析结果显示，这些基因主要涉及“炎症反应”“肿瘤坏死因子反应”“semaphorin -plexin信号

通路”等功能，KEGGLevel2 分析显示其主要参与“信号转导”“感染性疾病”及“免疫系统”等通路；针刀组表达下调的 DEGs

参与“细胞因子相互作用”“吞噬体”“破骨细胞分化”等通路，表达上调的 DEGs参与“轴突导向”“蛋白质消化和吸收”等通

路。 （3）进行 qRT-PCR验证，结果显示：针刀干预显著降低CCL2、CCL7、IL34 mRNA表达。 结论：针刀干预KOA的分子机制

主要涉及关节软骨“信号转导”“免疫-炎症”等功能以及“细胞因子受体相互作用”“吞噬体”“轴突引导”等通路。
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ActionMechanismofAcupotomy InterventioninRabbitKnee
OsteoarthritisCartilageBasedonTranscriptomics
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Abstract:Objective:Toexplorethemolecularmechanismofacupotomyintervention in kneeosteoarthritis（KOA） based on transcrip-

tomesequencingtechnology.Methods:NineNewZealand rabbitswererandomlydivided intoablank group （3 rabbits） and aKOA

modelinggroup （6 rabbits）.Themodelinggroup wassubjected toamodified Videman method fixation for6 weekstoestablish theKOA

model.Afterremovingthefixation device，therabbitswerefurtherrandomlydivided intoamodelgroup and an acupotomygroup （3 rab-

bitseach） accordingtoLequesnescoresand intervened for4 weeks.Aftertheintervention，behavioralassessmentswereconducted，and

transcriptomesequencing，GeneOntology（GO），and KyotoEncyclopediaofGenesand Genomes（KEGG） analyseswereperformed on

therabbitkneecartilage.Results:（1） Aftertheintervention，compared with themodelgroup，theLequesnescoresin theacupotomy

group weresignificantlyreduced （P＜0.01）；（2） Compared with theblank group，atotalof1 055 differentiallyexpressed genes
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（DEGs） wereidentified in themodelgroup.GObiologicalprocessanalysismainlyinvolved functionssuch as″inflammatoryre-

sponse″，″immuneresponse″，and ″extracellularmatrixorganization″.KEGGLevel2 analysisshowed thatthemodelgroup wasmainly

enriched in pathwaysrelated to″infectiousdiseases″，″signaltransduction″，and ″immunesystem″.In addition，theupregulated DEGs

in themodelgroup wereenriched in pathwayssuch as″cytokine-cytokinereceptorinteraction″and ″phagosome″，whilethedownreg-

ulated DEGswereenriched in ″cancerpathways″and ″axon guidance″.Compared with themodelgroup，312 differentiallyexpressed

geneswereidentified in theacupotomygroup.GOanalysisindicated thatthesegenesprimarilyinvolved functionssuch as″inflammatory

response″，″tumornecrosisfactorresponse″，and ″semaphorin -plexin signalingpathway″.KEGGLevel2 analysisshowed enrichment

mainlyin pathwaysrelated to″signaltransduction″，″infectiousdiseases″，and ″immunesystem″.Moreover，downregulated DEGsin

theacupotomygroup wereenriched in ″cytokine-cytokinereceptorinteraction″，″phagosome″，and ″osteoclastdifferentiation″，while

upregulated DEGswereenriched in ″axon guidance″and ″protein digestion and absorption″.（3） qRT-PCRvalidation showed that

acupotomyintervention significantlyreduced themRNAexpression ofCCL2，CCL7，and IL34.Conclusion:Themolecularmechanismof

acupotomyintervention in KOAmainlyinvolvesfunctionsrelated tojointcartilage″signaltransduction″，″immune-inflammatoryre-

sponse″，and pathwayssuch as″cytokine-cytokinereceptorinteraction″，″phagosome″，and ″axon guidance″.

Key words:kneeosteoarthritis；acupotomy；transcriptomics；signaltransduction；immune-inflammatoryresponse；jointcartilage

  膝骨关节炎（kneeosteoarthritis，KOA）是临床常

见的一种慢性骨关节退行性疾病，其典型病理表现

为关节软骨退变，临床表现以膝关节疼痛和关节活

动受限为主[1] 。 KOA患病率较高，2018 年的《骨关

节炎诊疗指南 》 显示，我国 KOA的发病率约

8.1%[2] ，同时KOA多发于中老年人，严重影响中老

年人生活质量。 2023 年《膝骨关节炎中西医结合诊

疗指南》中建议:中医综合治疗疗效确切，可贯穿全

程[3] 。 2015 年《膝骨关节炎中医诊疗专家共识》和

2023 年《膝骨关节炎中西医结合诊疗指南》均推荐

了针刀疗法[3 -4] 。 针刀治疗作为一种中医疗法，在

KOA的临床治疗中被广泛应用。 团队前期研究证

实，针刀治疗可调节 KOA兔膝周肌肉的生物力学，

并改善关节软骨的退变[5 -6] ，然而，针刀对 KOA兔

关节软骨在全基因组水平上的调控作用尚不明确。

因此，本项目拟利用转录组学测序与生物信息学分

析，探索针刀对 KOA兔关节软骨基因转录谱的影

响，以进一步阐明其治疗KOA的分子机制。

1 材料

1.1 实验动物 9 只 6 月龄的健康清洁级新西兰

雄兔，体质量（2.75 ±0.25） kg，购买并饲养于北京

金牧阳实验动物有限公司 （动物生产许可证号:

SCXK2015 -0005；动物使用许可证号:SYXK2015 -

0008），所有实验动物均单笼饲养，自由获取食物和

纯净水[温度（22 ±2） ℃，相对湿度（45 ±5）%]。

本实验研究获得北京中医药大学动物伦理委员会批

准（动物伦理号:BUCM-4 -2022010101 -1097），

实验过程严格按照实验动物管理规定进行。

1.2 材料与试剂 树脂绷带（揭西县泰洲医疗有

限公司，泰洲）；高分子固定绷带（苏州可耐特医疗

科技有限公司，KCP04）；mirVanaTM miRNAISOlation

Kit（美国Ambion，1561）；TruSeq Stranded mRNALT-

SamplePrep Kit（美国 Illumina，RS -122 -2101）；

AgencourtAMPureXP（ 美 国 Beckman Coulter，

A63881）；QubitRNAAssayKit（美国 LifeTechnolo-

gies，Q32852）；Bioanalyzer2100 RNA-6000 Nano

Kit（美国 Aglient，5067 -1511）；SuperScriptIIRe-

verseTranscriptase（美国Invitrogen，18064014）。

1.3 仪器 AceQ® qPCRSYBR® Green Master

Mix（WithoutROX） （南京 Vazyme，Q321 ）；GoS-

criptTM逆转录酶（美国Promega，A5001 ）；8 Strip Re-

al-timePCRTubesAnd Caps（上海生工，F603001）；

超纯水仪（美国 Millipore，Qso）；冷冻离心机（美国

Thermo，ST16R）；凝胶成像系统 （天能公司，Tanon

2500）；紫外分光光度计 （美国 Thermo，NanoDrop

2000）；PCR仪（美国 Bio-rad，MyCycler）；磁力架

（美国Invitrogen，Magneticstand -96）；测序仪（Illu-

mina公司，HiSeqTM2500）。

2 方法

2.1 KOA模型制备 应用改良的 Videman 法（下

肢过伸位固定制动）制备兔 KOA模型，详细造模方

法参照团队前期研究[5 -7] ，简要步骤如下:（1）用医

用胶带缠绕左后肢；（2）以 0.5 cm厚泡沫双面胶再

次缠绕；（3）使树脂绷带与双面胶紧密贴合；（4）最

后用高分子固定绷带缠绕树脂绷带 1 圈，并以弹性

胶带固定。 连续制动 6 周。

KOA兔造模成功的判断标准是关节软骨出现

损伤降解，团队前期研究已证实，制动 6 周后的

KOA兔关节软骨即出现典型 OA表现[5，7] :软骨番

红O/固绿染色可见软骨层着色浅淡不均、潮线消
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失、组织厚度明显变薄等；Mankin 病理评分达到中

等损伤程度；此外，反映软骨降解的分子指标 COMP

与CTX-Ⅱ也显著升高。

2.2 分组及干预 将 9 只新西兰兔按体质量随机

分为两组:空白组（3 只）与造模组（6 只），造模组进

行KOA制备（方法同前）；造模组经 6 周制动成功

建立KOA模型后，再随机分为模型组（3 只）与针刀

组（3 只）。 在实验期间每日给予空白组与模型组相

同的抓取，但不进行针刀治疗；针刀组干预与前期研

究参数一致[5 -6，8] ，具体如下:股内侧肌、股外侧肌腱

止点，股直肌肌腱止点，股二头肌肌腱止点，鹅足腱

囊以及局部压痛点、结节（压痛点确定方法:根据兔

子对疼痛的躲避反应来确定，当兔子出现抖动或下

肢收缩等躲避反射，则该按压点即为压痛点）进行

针刀松解，刀体与皮肤切面垂直刺入，每次 1 ～2 刀，

出刀并加压止血；每周 2 次，干预 4 周。

2.3 行为学评价 行为学评价根据改良的 Le-

quesneMG评分标准[7，9]进行，包括:关节疼痛（0 ～3

分），关节活动度（0 ～3 分），关节肿胀程度（0 ～2

分）和步态改变（0 ～3 分）。 于干预开始前及干预结

束后，对新西兰兔进行行为学评价，由两名评价人进

行单独评价，取平均值进行统计分析。

2.4 转录组学测序及生物信息学分析 干预结束

后，采用空气栓塞法将实验兔处死。 暴露膝关节腔，

快速钳取兔股骨内侧髁软骨，液氮保存备用；每组取

3 只进行转录组学测序及后续生物信息学分析。

建库测序主要流程:（1）提取样品总 RNA并使

用DNase消化DNA后，用带有 Oligo（dT）的磁珠富

集真核生物 mRNA；（2）加入打断试剂将 mRNA打

断成短片段，以打断后的 mRNA为模板，用六碱基

随机引物合成一链 cDNA，然后配制二链式反应体

系合成二链 cDNA，并使用试剂盒纯化双链 cDNA；

（3）纯化的双链 cDNA再进行末端修复、加 A尾并

连接测序接头，进行片段大小选择，最后进行 PCR

扩增；（4）构建好的文库用 Agilent2100 Bioanalyzer

质检合格后，使用 IlluminaHiSeqTM2500 测序仪进

行测序，产生 125 bp或 150 bp的双端数据。 质检合

格后，使用Illumina测序仪进行测序（该实验过程由

上海欧易生物医学科技有限公司全程负责完成）。

生物信息学分析流程:（1）数据预处理和质量

控制:高通量测序产生的原始数据（rawreads）首先

使用Trimmomatic软件[10]进行质控并去除接头（过

滤掉低质量碱基以及 N碱基），最终得到高质量的

clean reads；将clean reads使用 hisat2[11]比对到物种

的参考基因组，通过基因组比对率来评估样本的情

况。 （2）转录本水平定量、差异表达基因（differenti-

allyexpressed genes，DEGs）筛选和功能富集及聚类

分析:clean reads与参考基因组比对的结果，以二进

制 binary文件进行储存；FPKM[12]和count使用 bow-

tie2 和 eXpress软件[13]分析得到。 通过 eXpress软

件获取样本中转录本（ protein_coding）的 reads数

目，使用 DESeq Rpackage的 estimateSizeFactors函

数[14]对数据进行标准化，并使用 nbinomTest函数计

算差异比较的 pvalue和foldchange值。 挑选出 pval-

ue小于 0.05，且差异倍数大于 2 的差异转录本，进

行GO和KEGG富集分析，以判定差异转录本主要

影响的生物学功能或者通路（该分析过程由上海欧

易生物科技有限公司负责完成）。

2.5 qRT-PCR结果验证 根据测序结果，选择

显著差异表达的候选基因进行 qRT-PCR验证。 主

要实验步骤如下:软骨组织使用液氮进行低温研碎，

应用TRIzol法进行总RNA抽提，并进行RNA沉淀、

洗涤、再悬浮等标准操作；应用 NanoDrop 进行总

RNA浓度测定；随后应用逆转录酶试剂盒进行 cD-

NA合成（25 ℃ 5 min，42 ℃ 60 min，70 ℃ 15 min）；

应用AceQ® qPCRSYBR®Green MasterMix试剂

盒进行 qPCR反应，总体系 14 μL（ qPCRSYBR®

Green MasterMix7 μL，cDNA模板 3 μL，上游和下

游PCR引物各 0.5 μL，超纯水 3 μL），以GAPDH基

因为内参，反应程序（第一步 95 ℃ 5 min；第二步

95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，循环 40 次；第三步

65 ℃ 5 s，95 ℃ 5 s）；表 1 为所有引物序列（上海生

工提供）。 mRNA相对表达量采用 2 -ΔΔCq法计算。

表 1 引物信息

基因 前向引物（5'-3'） 反向引物（5'-3'）

CCL2 AGCCAACTCTCACTGAAGCC AACTGTGAACAACAGGCCCA

CCL7 AAGCCCTGAAGACAGATGCC CCCCTTAGGACCGTAGTCCA

IL34 TGAGCTGCTGTAGCTTGCAT CTCTTGGAATCTGGGGCTGG

GADPH GGCATCCTGGGCTACACTGA GGAGTGGGTGTCGCTGTTG

2.6 统计学分析 采用 SPSS 20.0 软件（美国IBM

公司）进行统计学分析，计量资料采用均值 ±标准

差表示（-x±s）。 数据先进行 Kolmogorov-Smirnov

正态性检验及 Levene'stest方差齐整性检验，符合正
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态分布及方差齐的数据资料，两组间比较采用独立

样本t检验；多组间比较采用单因素方差分析（one

wayANOVA），各组间分析采用 LSD中Dunnett'spost

hoc检验。 不符合正态检验或方差不齐的数据，采

用非参数检验。 P＜0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 行为学评价 干预治疗前，模型组与针刀组

LequesneMG评分相比无统计学差异（P=0.374）；

干预 4 周后，与模型组相比，针刀组LequesneMG评

分显著降低（P=0.008，P＜0.01），见表 2。

   表 2 各组干预前后Lequesne评分比较 （-x±s，分）

时间 n 模型组 针刀组 t值 P值

干预前 3 6.33 ±0.57 6.00 ±0.00 1.00 0.374

干预后 3 5.67 ±0.57 3.33 ±0.57* 4.95 0.008

 注:与模型组相比，*P＜0.01。

3.2 转录组测序数据质量控制结果 9 个新西兰

兔股骨内侧髁软骨组织共获得 431.67M clean

reads，其中 Q30 值均在 90%以上，clean reads比对

新西兰兔参考基因组的比例均高于 91.18%；说明

测序数据质量控制良好，可满足后续生信分析要求，

见表 3。

表 3 测序数据质量控制结果

样品 Rawreads/Mb Rawbases/Gb Clean reads/Mb Clean bases/Gb Q30/% GC/% Totalreads Totalmapped reads（%）
空白 1 50.36 7.55 45.69 6.52 90.70 54.76 45 688 232 41 659 835（91.18）
空白 2 55.44 8.32 52.40 7.56 93.41 54.10 52 404 236 48 549 636（92.64）
空白 3 52.05 7.81 47.81 6.83 91.66 52.82 47 810 884 43 834 282（91.68）
模型 1 52.04 7.81 48.70 7.01 92.87 52.59 48 697 944 44 530 255（91.44）
模型 2 53.61 8.04 49.51 7.08 92.23 53.76 49 514 234 45 501 233（91.89）
模型 3 50.96 7.64 45.74 6.54 90.51 54.55 45 739 054 42 532 703（92.98）
针刀 1 55.70 8.36 51.16 7.38 92.52 53.10 51 164 144 47 037 311（91.93）
针刀 2 52.23 7.83 47.52 6.87 91.93 52.27 47 521 040 43 964 990（92.52）
针刀 3 53.11 7.97 43.14 6.23 91.68 54.40 43 141 256 39 578 087（91.74）

 注: Sample: 样品；Rawreads:原始reads数目；Rawbases:原始测序量；Clean reads:过滤后的reads数目；Clean bases:过滤后

的测序量；Q30:Rawbases中Qphred数值大于 30 的碱基占总体碱基的百分比；GC:clean bases中G和C的数量总和占总碱基

数量的百分比；Totalreads:测序序列经过滤后的 clean reads数量统计；Totalmapped reads:能定位到基因组上的测序序列的

clean reads数量统计。

3.3 转录组学DEGs筛选 与空白组相比，模型组

共筛选出DEGs1 055 个，其中 723 个上调，332 个下

调（图 1）。 与模型组相比，针刀组共筛选出 DEGs

312 个，其中 97 个上调，215 个下调（图 2）。

  注:A:模型组与空白组DEGs聚类分析热图；control代表空白组，model代表模型组；红色代表高表达，蓝色代

表低表达。 B:模型组与空白组DEGs火山图；绿色代表高表达，红色代表低表达，灰色代表无差异。

图 1 与空白组相比模型组DEGs图

3.4 DEGsGO功能富集分析 与空白组相比，对

模型组的 DEGs进行 GO富集分析，结果显示:（1）

在生物过程中，富集最显著的三个条目分别是:44

个基因参与的“炎症反应” （inflammatoryresponse，
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GO:0006954）、41 个基因参与的“先天免疫反应”

（innateimmuneresponse，GO:0045087）、35 个基因

参与 的 “ 免 疫 反 应 ” （ immune response， GO:

0006955）；（2）在细胞组成中，富集最显著的 3 个条

目分别是:111 个基因参与的“细胞外区域” （extra-

cellularregion，GO:0005576）、106 个基因参与的“细

胞外空间”（extracellularspace，GO:0005615）、85 个

基因参与的“质膜的组成部分” （integralcomponent

ofplasmamembrane，GO:0005887）；（3）在分子功能

中，富集最显著的三个条目分别是:24 个基因参与

的“细胞外基质结构成分”（extracellularmatrixstruc-

turalconstituent，GO:0005201 ）、20 个基因参与的

“信号受体激活” （signalingreceptoractivity，GO:

0038023）、12 个基因参与的“胶原结合域”（collagen

binding，GO:0005518），见图 3。

  注:A:针刀组与模型组DEGs聚类分析热图；Dao代表针刀组，model代表模型组；红色代表高表达，蓝色代表

低表达。 B:针刀组与模型组DEGs火山图；绿色代表低表达，红色代表高表达，灰色代表无差异。

图 2 与模型组相比针刀组DEGs图

图 3 模型组vs空白组DEGsGO富集分析（TOP30 GOTerm）
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  与模型组相比，对针刀组的 DEGs进行 GO富

集分析，结果显示:（1）在生物过程中，富集最显著

的三个条目分别是:17 个基因参与的“炎症反应”

（inflammatoryresponse，GO:0006954）、6 个基因参与

的“细胞对肿瘤坏死因子反应” （cellularresponseto

tumornecrosisfactor，GO:0071356）、5 个基因参与的

“semaphorin -plexin信号通路”（semaphorin -plexin

signalingpathway，GO:0071526）；（2）在细胞组成中，

富集最显著的三个条目分别是:47 个基因参与的

“细胞外区域” （extracellularregion，GO:0005576）、

41 个基因参与的“细胞外空间”（extracellularspace，

GO:0005615）、19 个基因参与的“细胞表面” （cell

surface，GO:0009986）；（3）在分子功能中，富集最显

著的 3 个条目分别是:10 个基因参与的“细胞外基

质结构成分” （extracellularmatrixstructuralconstitu-

ent，GO: 0005201 ）、 “丝 氨 酸 型 内 肽 酶 活 性 ”

（serine-typeendopeptidaseactivity，GO:0004252）、

“钙调素结合” （calmodulin binding，GO:0005516），

见图 4。

图 4 针刀组vs模型组DEGsGO富集分析（TOP30 GOTerm）

3.5 DEGsKEGG通路富集分析

3.5.1 模型组vs空白组DEGsKEGG富集分析 

与空白组相比，对模型组的 DEGs进行 KEGG通路

富集分析，结果显示:39 个基因参与“细胞因子受体

相互作用” （cytokine-cytokinereceptorinteraction，

path:ocu04060）、37 个基因参与“吞噬体” （ phago-

some，path:ocu04145）、35 个基因参与“EB病毒感

染”（epstein -barrvirusinfection，path:ocu05169）。

此外，KEGGLevel2 水平分析，模型组 DEGs参与的

通路主要包括:158 个基因参与 “infectiousdisea-

ses”、157 个基因参与“signaltransduction”、153 个基

因参与“immunesystem”，见图 5。

进一步对模型组上调和下调的 DEGs分别进行

KEGG富集分析，结果发现模型组DEGs表达上调的

基因主要参与以下通路:37 个基因参与“cytokine-

cytokinereceptorinteraction”、36 个基因参与“phago-

some”、34 个基因参与 “epstein -barrvirusinfec-

tion”；富集指数（enrichmentscore）排名前 3 的分别

为: “staphylococcusaureusinfection” （ 8.849 6 ）、

“graft-versus-hostdisease” （7.497 3）、“allograft

rejection”（7.285 5）；模型组 DEGs表达下调的基因

主要参与以下通路:10 个基因参与 “ pathwaysin

cancer”、8 个基因参与“axon guidance”、7 个基因参

与“wntsignalingpathway”、7 个基因参与“MAPKsig-

nalingpathway”；富集指数（enrichmentscore）排名前

3 的分别为:“glycosaminoglycan biosynthesis-hepa-

ran sulfate/heparin” （12.499 2）、“alanine，aspartate

and glutamatemetabolism”（8.680 0）、“nicotinateand

nicotinamidemetabolism”（6.249 6），见图 6。
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  注:A:模型组与空白组DEGsKEGG通路富集分析前 20 分布图（Enrichmenttop 20）；B:模型组与空

白组DEGs与所有基因在KEGGLevel2 水平分布比较图（KEGGPathwayClassification）。

图 5 模型组vs空白组DEGsKEGG通路富集分析

  注:A:模型组vs空白组DEGs表达升高KEGG通路富集分析前 20 分布图；B:模型组vs空白组DEGs

表达降低KEGG通路富集分析前 20 分布图。

图 6 模型组vs空白组DEGs表达升高/降低KEGG富集分析图（Enrichmenttop20）

3.5.2 针刀组vs模型组DEGsKEGG富集分析 

与模型组相比，对针刀组的 DEGs进行 KEGG通路

富集分析，结果显示:14 个基因参与“细胞因子受体

相互作用” （cytokine-cytokinereceptorinteraction，

path:ocu04060）、12 个基因参与“吞噬体” （ phago-

some，path:ocu04145），另外，11 个基因分别参与“补

体和凝血级联反应” （complementand coagulation

cascades，path:ocu04610）、“破骨细胞分化” （osteo-

clastdifferentiation，path:ocu04380）、“结核病” （tu-

berculosis，path:ocu05152）、“神经活性配体-受体

作用”（neuroactiveligand -receptorinteraction，path:

ocu04080）、“PI3K-Akt信号通路”（PI3K-Aktsig-

nalingpathway，path:ocu04151）。 此外，进行 KEGG

Level2 水平分析，针刀组的 DEGs富集的通路主要

包括:54 个基因参与“信号转导” （signaltransduc-

tion）、47 个基因参与“感染性疾病” （infectiousdis-

eases）、39 个基因参与 “免疫系统” （immunesys-

tem）。 见图 7。
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进一步对针刀组上调和下调的 DEGs（与模型

组相比）分别进行 KEGG富集分析，结果发现针刀

组DEGs表达下调的基因主要涉及以下通路:13 个

基因参与的 “cytokine-cytokinereceptorinterac-

tion”、10 个基因参与的 “ phagosome”和 “osteoclast

differentiation”、9 个基因参与的“complementand co-

agulation cascades”；富集指数（enrichmentscore）排

名前 3 的分别为:“staphylococcusaureusinfection”

（9.823 9）、“complementand coagulation cascades”

（8.150 7）、“IL-17 signalingpathway” （5.698 4）。

针刀组DEGs表达上调的基因主要涉及以下通路:7

个基因参与的 “axon guidance”、5 个基因参与的

“protein digestion and absorption”、4 个基因参与的

“adrenergicsignalingin cardiomyocytes” “cGMP-

PKGsignalingpathway” “calciumsignalingpathway”

“Focaladhesion”；富集指数（enrichmentscore）排名前

3的分别为:“amphetamineaddiction” （11.445 0）、

“protein digestion and absorption” （9.967 1）、“axon

guidance”（8.604 9），见图 8。

  注:A:针刀组与模型组DEGsKEGG通路富集分析前 20 分布图（enrichmenttop 20）；B:针刀组

与模型组DEGs与所有基因在KEGGLevel2 水平分布比较图（KEGGPathwayClassification）。

图 7 针刀组vs模型组DEGsKEGG通路富集分析

  注:A:针刀组vs模型组DEGs表达降低KEGG通路富集分析前 20 分布图；B:针刀组vs模型

组DEGs表达升高KEGG通路富集分析前 20 分布图。

图 8 针刀组vs模型组DEGs表达降低/升高KEGG富集分析图（enrichmenttop20）
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3.6 候选DEGsqRT-PCR验证结果 根据测序

结果，针刀干预后主要富集的通路是“cytokine-cy-

tokinereceptorinteraction”和“phagosome”，因此选取

差异表达显著的基因进行 qRT-PCR验证，选取

CCL2、CCL7 和 IL34 共 3 个基因。 结果显示，针刀

干预后，KOA软骨 CCL2 （P＜0.01）CCL7 （P＜0.

05）和IL34（P＜0.01）mRNA相对表达量均显著降

低。 见表 4。
表 4 DEGs相对表达量比较 （-x±s）

基因 n 空白组 模型组 针刀组 F值 P值

CCL2 3 0.089 ±0.004 0.479 ±0.176 0.101 ±0.017 14.180 0.004

CCL7 3 0.053 ±0.006 0.110 ±0.015 0.075 ±0.012 18.432 0.010

IL34 3 0.112 ±0.013 0.375 ±0.034 0.226 ±0.019 91.323 0.000

 注:P值为模型组vs针刀组之间比较。

4 讨论

西医学认为KOA是一种慢性退行性关节疾病，

典型病理变化是关节软骨破坏缺失[1] ，同时还存在

软骨损伤之外的其他病理变化，比如滑膜炎[15] 、膝

周肌肉萎缩[16]等，目前认为其是一种全关节疾病

（whole-organ disease）。 有学者认为 KOA是一种

生物力学和炎症共同作用的疾病[17] ，突出强调了生

物力学因素和炎症因素在 KOA致病过程中的关键

作用。

KOA在中医学总体属于 “膝痹”范畴，杨威

等[18]根据KOA不同分期的表现提出 KOA早、中期

“筋痹”尤为重要，而中、晚期属于“膝痹”“骨痹”共

存，然而我们认为“筋痹”在 KOA的病理过程中贯

穿始终，中、晚期“筋痹”“膝痹”“骨痹”共存。 这一

理念即强调了“筋”的作用，“膝者，筋之府”，筋的生

理功能正常与否在 KOA过程中发挥重要作用。

KOA广泛存在的肌肉筋膜等病变，均属于广义“筋”

的范畴。 “筋”是经筋理论的继承与发展，包括现代

解剖学的肌肉、韧带、筋膜、关节囊等软组织。 “从

筋论治”“筋骨同调”治疗 KOA也被众多学者所认

可[18 -20] 。

针刀疗法已被纳入 KOA治疗指南。 针刀融合

了西医手术刀与中医针灸针的技术特点，治疗时发

挥针刺效应和手术刀切割剥离的双重作用[21] 。 针

刀治疗KOA的作用点在“筋”，通过“调筋”而“疏利

关节”，恢复膝关节内外平衡，从而发挥“治骨”作

用，即“调筋治骨”。 团队前期研究证实了针刀可改

善KOA兔膝周肌肉生物力学、减轻肌肉萎缩程

度[6] ，同时对 KOA兔关节软骨具有一定保护作用

（病理学变化以及软骨 ECM降解减少） [5] 。 为了探

讨针刀对 KOA兔软骨的保护作用具体通过哪些功

能或通路来实现，本项目进行了转录组学测序和生

物信息学分析，以进一步探究针刀干预KOA软骨组

织的分子机制。

本项目共筛选出 1 055 条模型组 vs空白组

DEGs，GO功能富集分析其中的细胞组分显示主要

富集的是细胞外区域（extracellularregion）、含胶原

蛋白的细胞外基质（collagen -containingextracellular

matrix）等，提示KOA兔关节软骨细胞外基质发生病

变，这一结果与 KOA基本病理变化相一致，Chang

等[22]汇总GEO数据显示模型组富集程度最高的细

胞组成部分是细胞外基质（extracellularmatrix）等，

与本研究结果基本一致。 进一步分析 KOA兔 GO

功能富集生物过程，发现主要涉及炎症反应（inflam-

matoryresponse）、先天免疫反应（innateimmunere-

sponse）、免疫反应（immuneresponse）等功能；KEGG

通路分析（Level2 水平）发现富集通路主要是感染

性疾病（infectiousdiseases）、免疫系统（immunesys-

tem）等。 这说明在KOA软骨破坏过程中炎症反应、

免疫因素等发挥重要作用。 对本研究模型组高表达

DEGs进行KEGG分析，发现主要富集“细胞因子受

体相互作用”“吞噬体”等，该结果与其他研究基本

一致。 Li等[23]对KOA关节液测序后进行KEGG分

析，显示高表达DEGs富集通路有“细胞因子受体相

互作用” “趋化因子受体通路”等。 Han 等[24]进行

KEGG分析发现“吞噬体”“蛋白质消化”等与OA密

切相关。 此外，本研究模型组低表达 DEGsKEGG

分析主要富集“轴突引导” “Wnt信号通路” “cAMP

通路”等。 Chang等[22]汇集多个 GEO数据，结果显

示KOAKEGG富集通路有“Wnt信号通路”“轴突引

导”“HIF-1 信号通路”等，与本研究基本一致。 以

上结果说明应用Videman法成功建立KOA兔模型，

众多通路参与了KOA致病过程。

本项目首次对针刀干预 KOA兔软骨进行转录

组学测序，结果发现针刀组 vs模型组共筛选出 312

条DEGs，GO分析细胞成分主要富集细胞外区域

（extracellularregion ）、 细胞外空间 （extracellular
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space）等，提示针刀干预 KOA对软骨 ECM发挥作

用。 进一步 GO分析生物过程显示，主要富集炎症

反应（inflammatoryresponse）、细胞对 TNF反应（cel-

lularresponsetotumornecrosisfactor）等，而 KEGG

Level2 分析发现针刀 DEGs富集通路包括信号转导

（signaltransduction）、感染性疾病（infectiousdisea-

ses）和免疫系统（immunesystem）。 上述结果表明针

刀干预KOA兔主要通过信号转导、调节免疫-炎症

过程而发挥软骨保护作用。 此外，针刀组表达下调

DEGsKEGG分析显示，富集通路主要是“cytokine-

cytokinereceptorinteraction” “phagosome” “osteoclast

differentiation”等；而针刀组表达上调 DEGsKEGG

分析显示，富集通路主要是“axon guidance”“protein

digestion and absorption”“focaladhesion”等。 针刀干

预后调控的KEGG富集通路也是上文 KOA模型组

富集的关键通路，说明针刀干预KOA发挥软骨保护

作用主要通过逆转 KOA致病关键功能（比如信号

转导、免疫-炎症反应）或通路（比如细胞因子受体

相互作用、吞噬体和轴突引导等）而发挥作用。

针刀在临床广泛应用于治疗 KOA，研究者们对

针刀干预KOA的机制进行了探索，发现相关机制主

要集中于炎症、自噬等领域[25 -29] 。 卢曼[25]证实针

刀通过AMPK-mTOR-ULK1 信号通路调控软骨细

胞自噬。 佘泽宇等[26]应用蛋白质组学发现自噬相

关蛋白表达变化（APOE等）。 伍闲等[28]发现针刀

调控lncRNA/miRNA/NF-κB通路的抗炎机制。 张

良志等[29]证实针刀通过NLRP3/Caspase-1 通路降

低关节内炎症介质发挥治疗作用。 本研究富集分析

发现，针刀治疗 KOA涉及的功能为信号转导、免疫

-炎症反应等。 此外，本研究新发现针刀富集的主

要通路包括“吞噬体” （ phagosome）、“破骨细胞分

化” （osteoclastdifferentiation）、 “轴突引导” （axon

guidance）、“黏着斑” （focaladhesion）等，最新研究

发现“phagosome”“focaladhesion”通路在 KOA中高

富集[24] ，研究者汇集多个GEO数据发现“axon guid-

ance”是关键通路[22，30] ，而“osteoclastdifferentiation”

可由NF-κB、MAPK等炎症通路激活[31] 。 因此，这

些新发现的通路可能是未来探索针刀治疗 KOA机

制的新方向。

总之，本研究通过转录组学测序发现:针刀干预

KOA的分子机制主要涉及关节软骨“信号转导”“免

疫-炎症反应”等功能以及“细胞因子受体相互作

用”“吞噬体”等通路。 然而针刀对 KOA软骨以上

功能或通路的影响需要进一步深入研究和验证。
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