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艾灸不同腧穴对KOA大鼠不同组织TNF-α、
MMP-13表达的影响＊

李明静，张健强，郭 靖，王 成，袁 君，周海燕＊＊，余曙光

（成都中医药大学针灸推拿学院 成都 610075）

摘 要：目的　观察艾灸不同腧穴对膝骨性关节炎（KOA）大鼠血清及关节软骨与滑膜TNF-α、MMP-13
表达的影响，探讨艾灸不同腧穴对 KOA 大鼠的特异性调节作用。方法　将大鼠随机分为空白组（Con）、模

型组（KOA）、模型+足三里艾灸组（ST36）、模型+阳陵泉艾灸组（GB34）、模型+犊鼻艾灸组（ST35），每组 8只。

选择关节腔注射 MIA 溶液的方法制备 KOA 模型。ST36、GB34、ST35 组每日艾灸 30 min，7 天为１个疗程，共

3个疗程。分析各组大鼠的机械刺激痛阈值（MWT），番红固绿染色及 OARSI评分，血清、关节软骨与滑膜的

TNF-α、MMP-13的表达情况。结果　与 Con组比，KOA组足底机械痛阈值下降，OARSI评分、血清与关节软

骨和滑膜 TNF-α 以及血清、关节滑膜 MMP-13 的表达均明显升高（P<0.001，P<0.05）。与 KOA 组比，3 个治

疗组足底机械痛阈值上升，OARSI 评分、血清 TNF-α 和 MMP-13、软骨 TNF-α 均降低（P<0.001，P<0.05），软

骨 MMP-13 无明显变化（P>0.05）；ST36 组滑膜 TNF-α 和 MMP-13 低表达（P<0.05）；ST35 组滑膜 MMP-13 表

达降低（P<0.05）；GB34组滑膜 TNF-α降低（P<0.01）。与 GB34组比，ST36组 OARSI评分更低（P<0.05），ST35
组血清 MMP-13 下降显著（P<0.01）。与 ST36 组比，ST35 组的血清 TNF-α 下降更明显（P<0.01）。结论　艾

灸不同腧穴治疗KOA表现出腧穴的特异性功效。足三里的作用范围最大，可以从整体和局部都发挥抗炎以

及缓解关节损伤的作用；犊鼻侧重从整体抗炎；阳陵泉侧重从局部滑膜抗炎。
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针灸学是祖国医学的瑰宝，它作为一种体表干预

疗法在医学的发展过程中始终独具特色，越来越多的

高质量研究已经提供了关于针灸作用的生物学证据，

证明了针灸对中风后失语、颈肩痛、血管性痴呆、妇女

产后泌乳、过敏性鼻炎等疾病的治疗效应[1]。经络腧

穴理论是针灸学的基础及核心，近年来，腧穴成为了

继经络研究之后针灸发展中备受关注的焦点，其中腧

穴功效作为实现针灸临床疗效的基础，由于在目前的

研究中没有得到全面、透彻且深入的理解[2]，受到了部

分学者的质疑。

膝骨性关节炎（Knee osteoarthritis，KOA）[3]是一种

人体膝骨关节慢性退行性疾病，主要表现为膝关节疼

痛、僵硬、活动受限，甚至畸形[4]。该病临床发病率高，

且伴随着人口老龄化进程的加快已成为危害人民健

康的重大问题。在我国，60岁以上人群中已有近一半

的人患有此病，75 岁以上人群患病率不低于 80%[5]。

在世界范围内，估计有 2.5亿人患有此病[6]。如此之高

的发病率与致残率不仅降低了家庭生活水平，还带来

了沉重的物质负担，同时处于长久病痛的状态下也严

重影响心理健康状况。
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上项目（81973959）：艾灸“扶正祛邪”治疗类风湿关节炎“正邪相争”的巨噬细胞M1/M2极化免疫机制研究，负责人：周海燕。

＊＊ 通讯作者：周海燕，硕士研究生导师，主要研究方向：针灸调理神经-内分泌-免疫机制研究。

1390



〔 Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica-World Science and Technology 〕

世界科学技术-中医药现代化★动物模型与动物实验研究

传统中医疗法治疗膝骨性关节炎效果优良，其

中，艾灸作为非药物疗法之一，不仅能够起到通经活

络、行气活血、温经散寒的作用，还可以改善组织器官

微循环、调节免疫力、激活炎症反应并诱导血管变化；

同时兼有操作简单、疗效好、成本低、绿色健康的优

点，已在 160多个国家的临床实践中得到应用，并已成

为世界各地补充和替代医学的主流[7]。鹿秀云等[8]经

Meta分析发现，艾灸比其他疗法更显著地减轻KOA患

者疼痛、改善功能障碍、缓解僵硬程度、改善 Lysholm
膝关节功能评分、总有效率更高。国内外大量文献均

证实艾灸治疗膝骨性关节炎疗效显著，关节炎也是世

界卫生组织推荐针灸治疗的疾病之一，属于针灸疗法

的优势病种，因而是研究腧穴功效的良好载体。

故本研究选择KOA模型大鼠为研究对象，主要通

过比较艾灸足三里、阳陵泉、犊鼻对血清及关节软骨

与滑膜TNF-α、MMP-13表达的影响，发现这 3个腧穴

的特异性调节作用，以期为科学认识腧穴功效奠定

基础。

1 材料与方法 

1.1　实验动物与分组　

选用健康成年清洁级 SD大鼠 40只，雄性，体质量

200±20 g。动物由成都达硕实验动物有限公司提供，

生产许可证号：SCXK（川）2020-030，购回饲养于成都

中医药大学针灸推拿学院实验室。实验室室温 20-
24℃，相对湿度 40%-55%，光暗周期：12 h/12 h，自由

饮食饮水，适应性饲养 1周。按照随机数字表法分为

空白组（Con）、模型组（KOA）、模型+足三里艾灸组

（ST36）、模型+阳陵泉艾灸组（GB34）、模型+犊鼻艾灸

组（ST35），每组 8只。本次动物实验遵循成都中医药

大学实验动物伦理委员对实验动物的伦理学要求

（2019-04）。

1.2　主要试剂与仪器　

单碘乙酸钠（Monoiodoacetic acid，MIA，美国Sigma），
大鼠肿瘤坏死因子 α（TNF- α）ELISA 试剂盒（JM-
01587R1，江苏晶美），大鼠基质金属蛋白酶 13（MMP-
13）ELISA 试剂盒（JM-01517R1，江苏晶美），4% 多聚

甲醛（30525-89-4，成都市科隆化学品有限公司），

EDTA脱钙液（B0317-11，四川扬克斯特科技有公司），

骨组织固绿染色（G1053-2，中国 Servicebio），骨组织

番红染色（G1053-2，中国 Servicebio），戊巴比妥钠（上

海上药新亚药业有限公司），TNF-α 一抗（AF7014，中
国 AffinitY），MMP-13（AF5355，中国 AffinitY）,组化二

抗试剂盒（SP9001，北京中杉金桥生物技术有限

公司）。

Electric Von Frey痛觉测量仪（38450，意大利Ugo-
Basile），酶 标 仪（Multiskan FC，美 国 THERMO 
FISHER），石蜡切片机（RM2235，德国 Leica），光学显

微 镜（CX22，日 本 OLMPUS），徕 卡 显 微 成 像 系 统

（DM1000，Leica德国），切片刀（819，Leica德国），微量

注射器（50 μL，上海高鸽公司）。

1.3　KOA模型制备　

本实验采用目前研究疼痛 OA 模型最合适的方

法——大鼠膝关节腔内注射 MIA 溶液进行 KOA 模型

的制备[9]。先将各组大鼠的右膝关节脱毛，然后依次

用 2%的异氟烷轻度麻醉。确定大鼠麻醉好后将其放

置在平台上，左手保持将大鼠右膝关节屈曲 90°的状

态，以保证关节腔充分被打开，右手触摸确定关节各

个解剖结构的位置，先用 75% 的乙醇消毒局部皮肤，

然后持微量注射器针头紧靠髌韧带两侧髌骨下方对

准股骨髁方向进针，当感到明显的落空感时即已进入

关节腔内[10]。向 KOA、ST36、ST35、GB34 组大鼠右侧

膝关节腔内注射MIA溶液（1 mg·50 μL-1）；Con组大鼠

右侧膝关节腔内注射生理盐水（1 mg·50 μL-1）。造模

结束后第 7 天，采用随机数字表法从各组随机抽取

2 只大鼠，综合运用足底机械痛阈和关节软骨电镜病

理形态（观察关节软骨的轮廓形态、厚度、表面毛糙度

等信号改变情况）以评价模型成功与否[11]，若机械痛阈

值明显降低且关节软骨的轮廓形态遭到破坏，软骨表

面变得晦暗粗糙即说明造模成功。

1.4　干预方法　

在造模 7天后采用温和灸的干预方法治疗 ST36、
ST35、GB34组。根据《实验针灸学》分别选取患侧“足

三里”、“犊鼻”、“阳陵泉”，在干预开始前用剃毛机将

实验动物相应腧穴局部体毛去除，随后将大鼠抓取置

于特制木棍上固定，用酒精棉球擦拭施灸部位，每次

施灸前都用马克笔标记出相应腧穴位置，以便施灸精

确定位，并且在治疗过程中常揣穴确保施灸准确。选

用季福堂艾条（规格为：直径 4 mm×长度 120 mm），在

距离大鼠右侧选定腧穴约 1 cm处进行温和灸，每日艾

灸 1 次，每次 30 min，7 天为１个疗程，共 3 个疗程。

Con 组和 KOA 组采用相同的方法进行抓放、固定，不
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予其他特殊处理。

1.5　取材及指标检测　

1.5.1　行为学检测　

在模型建立前 1 天、造模后第 7、14、21、28 天，采

用 Electric Von Frey 电子测痛仪测定大鼠患侧足底机

械刺激痛阈值（MWT）。手持测痛仪将针头垂直置于

大鼠右足底脚垫之间的部位，并缓慢施加压力，直到

大鼠感到疼痛突然将右足撤回，此时仪器屏幕上的数

据即是该大鼠的痛阈值，但需排除自主运动，此动作

不被视为撤退反应。每只大鼠测量 3次取平均数，每

次测量需间隔2 min，测试只能在大鼠清醒、安静、不睡

觉也不梳洗时进行[12]。

1.5.2　组织取材　

在治疗的第 21天完成测痛后立即取材。各组大

鼠称重，用 1% 的戊巴比妥钠溶液（0.6 mL·100 g-1）腹

腔注射麻醉。将大鼠仰卧固定在手术台上，腹部常规

消毒后，用手术剪沿腹正中线剪开腹腔，充分暴露腹

主动脉，一次性抗凝采血管采集腹主动脉血 5 mL，静
置 1 h后，4000 r·min-1离心 20 min，微量移液器提取收

集上清液，置于-80℃低温冰箱保存。大鼠处死后，剥

离膝关节附近组织，将整个膝关节取下置于 4% 多聚

甲醛固定液中，然后用EDTA脱钙液处理，脱钙完成后

常规石蜡包埋切片（5 μm）。

1.5.3　 ELISA 法检测大鼠血清 TNF- α、MMP-13 的

表达

使用大鼠 ELISA 试剂盒检测血清 TNF-α、MMP-
13浓度水平。首先设置空白孔、标准品孔和待测样品

孔，依据说明书依次加入相应的液体，加样完成后用

封板膜封板后置 37℃温育 60 min，取出后将液体倒出

甩干，加入配置好的洗涤液，如此重复 5次。然后分别

依次加入显色剂 A和 B，37℃避光显色 15 min，最后加

入终止液以终止反应，15 min内用酶标仪在 450 nm处

测吸光度（OD 值），以 Excel 绘制标准曲线，按样品读

数换算并计算样品含量[11]。

1.5.4　番红固绿染色法观察关节软骨组织病理形态

情况并进行OARSI评分

石蜡切片脱蜡至水，切片先入固绿染液5-10 min，
自来水冲洗后放入番红染液 15-30 s，无水乙醇快速脱

水，二甲苯透明5 min，中性树胶封片，分别用低倍和高

倍光学显微镜镜检，并采用国际骨关节炎研究协会

OARSI软骨组织病理学评分标准进行评分[13]。

1.5.5　免疫组化法检测大鼠关节软骨和滑膜 TNF-α、

MMP-13的表达

组织经梯度酒精脱水、二甲苯透明后包埋切片

（4 μm），染色观察目标阳性表达情况，并采用显微成

像系统拍照记录，每个样品选择 3 个阳性区域进行

拍照，Image Pro Plus 6.0 软件对照片进行光密度

分析。

1.6　统计学处理　

采用 SPSS 26.0软件对实验数据进行统计学分析，

Graphpad Prism 8.0 软件制作统计图。各组实验数据

均进行正态与方差齐性检验，符合条件后，分析 MWT
数据采用重复测量方差分析，其余数据采用单因素方

差分析，以均值±标准差（x̄±s）表示，两两比较采用LSD
法，以P<0.05作为差异有统计学意义。

2 结果 

2.1　各组大鼠足底机械痛阈值比较　

在Day0，各组大鼠的足底机械痛阈值无明显差异

（P>0.05），表明基线一致。在 Day 7（造模 7 天后），与

Con 组比较，KOA 组大鼠足底机械痛阈值明显降低

（P<0.001），提示造模成功。在 Day 14（治疗 7 天），与

KOA 组比较，ST35、ST36、GB34 组大鼠足底机械痛阈

值无明显变化（P>0.05）。在 Day 21（治疗 14 天），与

KOA组比较，ST36、ST35和GB34组大鼠足底机械痛阈

值均上升（P<0.001）；与 ST35组比，ST36和 GB34组上

升显著（P<0.01）。在Day 28（治疗 21天），与KOA组比

较，ST36、ST35和GB34组大鼠足底机械痛阈值上升更

明显（P<0.001），但 3个治疗组间互相比较无统计学差

异。见图1。
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图1　各组大鼠干预前后足底机械痛阈值比较（x̄±s，n=6）

注：与 Con 组比较，***P<0.001；与 KOA 组比较，##P<0.01，###P<0.001；与

ST35 组比较，△△P<0.01，△△△P<0.001。ST36 为足三里，ST35 为犊鼻，

GB34为阳陵泉。
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2.2　各组大鼠番红固绿染色及OARSI评分比较

与Con组比较，KOA组大鼠关节OARSI评分明显

升高（P<0.001），损伤严重。与 KOA 组比较，ST36、
ST35 和 GB34 组的 OARSI 评分均降低，有显著统计学

差异（P<0.001）。与GB34组比较，ST36组的评分更低

（P<0.05）。见图2。
2.3　各组大鼠血清TNF-α、MMP-13表达的比较　

与 Con 组比较，KOA 组大鼠的 TNF-α 和 MMP-13
水平明显升高（P<0.001）。与KOA组比较，ST36、ST35
和 GB34 组 TNF- α 和 MMP-13 表达水平均降低（P<
0.001，P<0.05）；与 ST36组比较，ST35组的TNF-α下降

更明显（P<0.01）；与 GB34比，ST35组的 MMP-13下降

更显著（P<0.01）。见图3。
2.4　各组大鼠关节软骨和滑膜 TNF-α、MMP-13 表达

的比较　

与Con组比较，KOA组的关节软骨TNF-α与滑膜

TNF-α、MMP-13表达都明显上升（P<0.001，P<0.05），

软骨MMP-13上升不明显（P>0.05）。与KOA组比较，

ST36 组的软骨 TNF-α 与滑膜 TNF-α、MMP-13 下降

（P<0.001，P<0.05）；ST35 组的软骨 TNF- α 与滑膜

MMP-13 下降（P<0.001，P<0.01），滑膜 TNF-α 下降没

有统计学差异（P>0.05）；GB34 组软骨与滑膜 TNF-α
表达水平降低（P<0.001，P<0.01），滑膜 MMP-13 下降

无统计学意义（P>0.05）。见图4。
3 讨论 

腧穴是结构与功能的统一体[14]，腧穴结构是针灸

发挥生物学效应的载体，现代研究认为腧穴是由多元

已知结构，如血管、神经纤维等，按一定规律进行空间

布局和立体构筑所共同组建的一个综合体[15]；腧穴功

能状态对腧穴功效的发挥具有显著影响，因为在生理

与病理状态下，腧穴的功能状态不一致，在生理情况下
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图2　各组大鼠番红固绿染色及OARSI评分比较（x̄±s，n=6）
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穴位处于一种潜伏、沉寂的不显现状态，在疾病状态下

则处于一种动态、变化的显现状态[16]，而腧穴功效是提

高针灸临床疗效的基础，故与腧穴结构相比，腧穴功效

可能对实现针灸临床疗效更具意义[2]。不同腧穴之间

的功效差异，是近年针灸研究关键点，而且大量研究结

果均表明不同腧穴之间的治疗效应具有相对特异

性[17]，笔者认为腧穴特异性的功效特点主要表现为：

①不同腧穴治疗不同的疾病，其功效具有特异性；②不

同腧穴治疗同一种疾病，其功效侧重点有差异。

膝骨性关节炎属于祖国医学“膝痹病”范畴，又称

为“骨痹”。关于其病因病机，《素问·痹论篇》记载“风

寒湿三气杂至，合而为痹也，其风气胜者为行痹，寒气

胜者为痛痹，湿气胜者为着痹也”。将其概括为多以

肝肾气血亏虚，合而外感邪气，或久劳积伤所致的局

部气血不通，引起“不通则痛”的本虚标实之证，大鼠

造模后足底机械痛阈值明显下降，关节结构损伤显

著，表明采用MIA注射膝关节腔可以制备典型的KOA
模型。王瑞涵等[18]通过检索近 20年针灸治疗 KOA 的

临床观察类文献发现犊鼻是最核心的腧穴，其次是阳

陵泉、阴陵泉、足三里和血海。《针灸资生经》载：“膝及

膝下病，宜灸犊鼻、膝关、三里、阳陵泉，然须按其穴酸

疼处灸之，方效。”《灵枢》有言“著痹不去，久寒不已，

卒取其三里骨为干”，特别强调足三里对着痹，即关节

炎类疾病有独特疗效。《针灸大成》有云：“犊鼻，主膝

中痛不仁、难跪起、脚气。”犊鼻是足阳明胃经经穴，位

于膝部，与脾经相表里，同时阳明经为多气多血之经，

针刺局部穴位可使脾胃健运而气血旺行以濡养膝关

节。《针灸甲乙经》中载有阳陵泉主“髀痹引膝股外廉

痛不仁，筋急”。阳陵泉为足少阳胆经的合穴，且膝为

筋之腑，而筋会阳陵泉，凡属伤筋，无论缓急，取之可

疏调筋脉、活血通经止痛。基于以上现代数据分析结

果和中医学的认识，本研究选择足三里、犊鼻和阳陵

泉作为治疗KOA大鼠的穴位。

在KOA疾病的进展过程中，有多种炎症介质诱导

局部炎性反应，参与关节炎的炎症活动[19]。TNF-α作

为其中的关键炎性因子，主要作用于炎症早期，从而

影响软骨基质降解及关节软骨破坏。而由软骨细胞

和成纤维细胞产生的MMP-13在MMPs家族中被认为

是软骨 ECM 损失的强力杀手[20]，在 OA 的形成与发展

中起关键作用。从以下 3个方面对本实验的研究结果

进行分析：①镇痛作用：艾灸三穴都可以起到镇痛作

用，但却存在治疗效应的强度与时间差异。分别艾灸

足三里、犊鼻、阳陵泉 14天就可缓解膝骨性关节炎的

疼痛，其中，阳陵泉和足三里的镇痛作用优于犊鼻；各

组 21 天后的镇痛作用较 14 天更明显，但穴位间的差

异消失。②抗炎作用：艾灸三穴都可以从整体和局部

调节炎性因子TNF-α起到抗炎作用，但有具体作用部

位和调节程度的差异。在血清整体层面，犊鼻表现出

效应优势；在局部软骨方面，3个腧穴的作用差异不明

显；在局部滑膜方面，仅足三里和阳陵泉有效，犊鼻无

显著作用。③缓解关节损伤作用：艾灸三穴都可以缓

解关节损伤，但同样存在具体作用部位和调节程度的

差异。在 OARSI 评分方面，足三里有优势；在局部滑

膜方面，足三里和犊鼻的效应明显，犊鼻最佳，阳陵泉

作用不显著；在局部软骨方面，3个腧穴无明显作用。

综上所述，艾灸足三里、犊鼻、阳陵泉都可以通过

镇痛、抗炎、缓解关节损伤的途径治疗KOA，但每个腧

穴发挥效应的侧重点不同，属于腧穴特异性功效特点

的第二类情况。足三里主要影响关节整体结构，对滑

膜 TNF-α、MMP-13 都有效；犊鼻主要影响血清 TNF-
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图3　各组大鼠血清TNF-α、MMP-13表达的比较（x̄±s，n=6）

注：与 Con 组比较，***P<0.001；与 KOA 组比较，###P<0.001；与 GB34 组比较，▽▽P<0.01；与 ST36 组比较，△△P<0.01；ST36 为足三里，ST35 为犊鼻，GB34
为阳陵泉。

1394



〔 Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica-World Science and Technology 〕

世界科学技术-中医药现代化★动物模型与动物实验研究

α、MMP-13 和滑膜 MMP-13；阳陵泉主要影响滑膜

TNF-α，表现出共性基础上的特异性，由此推测其作

用机制也可能存在一定差异，故需要对腧穴治疗效应

的具体作用途径进行进一步实验研究。且由于艾灸

14天时不同腧穴的镇痛作用有差异，需要开展治疗周

期为 14 天的动物实验，通过进一步分析治疗 14 天和

21天的 TNF-α、MMP-13等指标以研究腧穴治疗疾病

的作用途径是否具有时效特点。
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Effects of Moxibustion at Different Acupoints on the Expression of TNF-α and MMP-13 in Different 

Tissues of KOA Rats

Li Mingjing， Zhang Jianqiang， Guo Jing， Wang Cheng， Yuan Jun， Zhou Haiyan， Yu Shuguang
(Department of Acupuncture-Moxibustion and Tuina, Chengdu University of TCM, Chengdu 610075, China)

Abstract: Objective　To observe the effect of moxibustion at different acupoints on the expression of TNF-α and MMP-
13 in serum, articular cartilage and synovium of rats with knee osteoarthritis (KOA), and to explore the specific 
regulatory effects of moxibustion at different acupoints on KOA rats. Methods　Rats were randomly divided into control 
group (Con), model group (KOA), KOA + Zusanli moxibustion group (ST36), KOA+Yanglingquan moxibustion group 
(GB34), KOA + Dubi moxibustion group (ST35), 8 in each group. The KOA model was prepared by intra-articular 
injection of MIA solution. ST36, GB34 and ST35 group moxibustion daily for 30 minutes, 7d as a course of treatment, a 
total of 3 courses of treatment. The mechanical withdrawal threshold (MWT), Safranin-fixed green staining and OARSI 
score, and the expressions of TNF- α and MMP-13 in serum, articular cartilage and synovium were analyzed in each 
group. Results　Compared with the Con group, the MWT in the KOA group was decreased, and the OARSI score, serum 
and articular cartilage and synovial TNF-α, and serum and synovial MMP-13 expressions were significantly increased 
(P<0.001, P<0.05). Compared with the KOA group, the three treatment groups had an increased MWT, OARSI score, 
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serum TNF-α and MMP-13, and cartilage TNF- α were decreased (P<0.001, P<0.05), but cartilage MMP-13 had no 
significant change (P>0.05); low expression of synovium TNF- α and MMP-13 in ST36 group (P<0.05); decreased 
expression of synovium MMP-13 in ST35 group (P<0.05); decreased synovium TNF- α in GB34 group (P<0.01). 
Compared with GB34 group, the OARSI score of ST36 group was lower (P<0.05), and the serum MMP-13 of ST35 group 
was significantly decreased (P<0.01). Compared with the ST36 group, the serum TNF-α in the ST35 group decreased 
more significantly (P<0.01). Conclusion　Moxibustion of different acupoints for KOA exhibits acupoint-specific effects. 
Zusanli has the greatest scope of action, exerting both overall and local anti-inflammatory effects and relieving joint 
damage; Dubi focuses on overall anti-inflammation; Yanglingquan focuses on local synovial anti-inflammation. 
Keywords: Knee osteoarthritis, Moxibustion, ST36, GB34, ST35, Special effect
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