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电针通过激活腺苷 A2A 受体抑制 p38 MAPK 通路减轻胶原诱导性关节炎
大鼠的关节骨侵蚀
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［摘要］ 目的 基于 p38 MAPK 信号通路，探究电针刺激足三里、三阴交激活腺苷 A2A 受体（A2AR）减轻

胶原诱导性关节炎（CIA）大鼠关节炎症及骨侵蚀的作用机制。方法 将 32 只 SD 大鼠随机分为对照组、模型

组、药物组和电针组，每组 8 只。模型组、药物组和电针组大鼠均通过胎牛Ⅱ型胶原与弗氏佐剂混合液 2 次注射

免疫复制 CIA 大鼠模型，药物组于造模成功后每隔 7 d 腹腔注射甲氨蝶呤 2 mg/kg、连续 14 d，电针组于造模成功

后予大鼠双侧足三里、三阴交每天电针（2/100 Hz 疏密波，输出电流 2 mA）刺激 20 min、连续 14 d。通过 CT 观

察大鼠后足骨质破坏情况，H-E、番红 O- 固绿及抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色分别观察膝关节滑膜、软骨

及破骨细胞病理组织学变化，蛋白质印迹法测定膝关节滑膜组织中 A2AR、p38、磷酸化 p38（P-p38）、NF-κB、 

T 细胞核因子 c1（NFATc1）蛋白表达，ELISA 法测定外周血清 IL-1β 含量。结果 与对照组相比，模型组大鼠后足

骨密度下降，空间结构紊乱；膝关节软骨明显受损，滑膜组织过度增生；TRAP 阳性的破骨细胞数目增加（P＜0.01）；

膝关节滑膜组织中 A2AR、p38、P-p38、NF-κB、NFATc1 表达均上调（P 均＜0.01）；外周血清中 IL-1β 含量升高 
（P＜0.01）。与模型组比较，电针组和药物组大鼠后足整体结构、膝关节滑膜及软骨破坏明显改善；TRAP 阳性破

骨细胞数目减少（P＜0.01）；A2AR 表达上调（P＜0.01），p38、P-p38、NF-κB、NFATc1 表达下调（P 均＜0.01）；

外周血清中 IL-1β 含量降低（P＜0.01）。与药物组比较，电针组的 TRAP 阳性破骨细胞数目增加（P＜0.05）；A2AR
蛋白表达下调（P＜0.01），NF-κB、NFATc1 蛋白表达上调（P 均＜0.05），p38 表达变化不明显（P＞0.05），但 P-p38

表达上调（P＜0.05）。结论 电针刺激足三里、三阴交可减轻 CIA 大鼠的关节骨侵蚀损害，其关节保护作用机制可

能与电针激活 A2AR 后抑制 p38 MAPK 通路进而减少破骨细胞生成有关。
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Inhibiting p38 MAPK signaling pathway to reduce joint bone erosion in rats with collagen-induced arthritis by 
activating A2A adenosine receptor after treating with electroacupuncture
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［ Abstract ］ Objective To explore the mechanism of electroacupuncture at “Zusanli” (ST36) and “Sanyinjiao” (SP06) 
to activate A2A adenosine receptor (A2AR) for reducing joint inflammation and bone erosion in rats with collagen-induced 
arthritis (CIA) based on p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway. Methods A total of 32 male SD 
rats were evenly randomized into control, CIA model, methotrexate (MTX)-treated and electroacupuncture-treated groups. 
The rats in model, MTX-treated and electroacupuncture-treated groups were immunized to replicate the CIA model by twice 
injection of fetal bovine type Ⅱ collagen and Freund’s adjuvant mixture. After the model was successfully established, the 
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rats in the MTX-treated group were injected with MTX 2 mg/kg every 7 days for 14 days, and those in the electroacupuncture-
treated group were treated with electroacupuncture (2/100 Hz density wave and output current of 2 mA) bilaterally at ST36 and 
SP06 for 20 min every day for 14 days. The pathological changes of hind foot bone were observed by computed tomography (CT) 
imaging; the histopathological changes of synovium, cartilage and osteoclasts of the knee joint were observed by hematoxylin-
eosin (H-E), safranin O-fast green and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining; the expression of A2AR, p38, 
phosphorylated p38 (P-p38), nuclear factor κB (NF-κB) and nuclear factor-activated T cell 1 (NFATc1) proteins in the knee 
synovial tissue was determined by Western blotting; and the peripheral serum interleukin 1β (IL-1β) content was measured 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results Compared with the control group, the bone density of hind foot 
in the model group was decreased and the spatial structure was disordered; the cartilage of knee joint was obviously damaged 
and the synovial tissue was hyperplastic; the number of TRAP positive osteoclasts was increased significantly (P＜0.01), 
while the expression of A2AR, p38, P-p38, NF-κB and NFATc1 in the knee synovial tissue was significantly up-regulated  
(P＜0.01); and the peripheral serum IL-1β content was significantly increased (P＜0.01). Compared with the model group, the 
overall structure of hind foot, synovium and cartilage damage of knee joint in the electroacupuncture-treated group and MTX-
treated group were significantly improved; the number of TRAP positive osteoclasts was decreased (P＜0.01); the expression 
of A2AR was significantly up-regulated (P＜0.01) and expression of p38, P-p38, NF-κB and NFATc1 was significantly down-
regulated (all P＜0.01); and the serum IL-1β content was greatly reduced (P＜0.01). Compared with the MTX-treated group, 
the number of TRAP positive osteoclasts was increased in the electroacupuncture-treated group (P＜0.05); the expression of 
A2AR protein was down-regulated (P＜0.01), the expression of NF-κB and NFATc1 proteins was up-regulated (P＜0.05); 
and there was no significant difference in the expression of total p38 (P＞0.05), but the expression of P-p38 was up-regulated  
(P＜0.05). Conclusion Electroacupuncture at ST36 and SP06 can alleviate the joint bone erosion in CIA rats by inhibiting 
p38 MAPK pathway to reduce the production of osteoclasts after activating A2AR.

［ Key words ］ electroacupuncture; methotrexate; collagen-induced arthritis; A2A adenosine receptor; p38 mitogen-
activated protein kinase pathway

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(7): 740-748］

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis, RA）是一

种慢性进行性自身免疫性疾病，目前其发病机制

尚不明确，但病理改变严重，可造成关节滑膜炎、

血管翳形成及进行性关节软骨和骨破坏，最终会

产生关节畸形和功能丧失等不可逆损害。我国 RA
发病率为 0.42%，总患病人群约 500 万，男女患病

比例约为 1∶4［1］。RA 关节不可逆损害的主要原

因在于破骨细胞造成的多关节局灶性骨侵蚀［2］。 
NF-κB/p38 MAPK 信号通路及活化 T 细胞核因子 1
（nuclear factor-activated T cell 1, NFATc1）的顺序

活化和去磷酸化可刺激诱导破骨细胞分化成熟［3-5］，

是研究 RA 发病机制和治疗靶点的重要思路。

中国传统针灸以其安全、有效的特点逐渐成

为全球 RA 患者主要的替代疗法之一［6］。动物和

细胞实验研究发现，持续电针刺激可上调胞外腺

苷 激 活 腺 苷 A2A 受 体（A2A adenosine receptor, 
A2AR）产生抗炎镇痛效应及减轻关节损害作用，

并且 A2AR 竞争性抑制了 p38 MAPK 信号通路［7-9］。

本课题组前期研究发现电针能通过激活 A2AR 抑制

RA 大鼠体内 ERK1/2、NF-κB 来减少破骨细胞生

成，但该变化可被 A2AR 拮抗剂逆转［10］。本研究通

过观察电针对胶原诱导性关节炎（collagen-induced 
arthritis, CIA）大鼠模型关节的病理形态学及滑膜组

织中 A2AR、p38、磷酸化 p38（phosphorylated p38, 
P-p38）、NF-κB、NFATc1 表达水平的影响，并以

RA 经典药物甲氨蝶呤（methotrexate, MTX）作为

阳性对照药物，探讨电针改善 CIA 大鼠关节炎症及

骨侵蚀的作用机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物 SPF 级成年雄性 SD 大鼠（体重

200～250 g），由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供［实验动物生产许可证号：SCXK（京）

2016-0011］。饲养环境室温为 22～25 ℃、相对湿

度为 50% 左右、合理光照强度，大鼠自由饮用过

滤自来水、摄取普通饲料。实验过程遵循国家动物

伦理相关规范，并通过温州医科大学实验动物中心

管理与伦理委员会审查（wydw2019-0961）。动物

实验结束后严格按照中华人民共和国科技部 2006
年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》［11］，
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对所有大鼠尸体进行及时、统一、无害化处理。

1.2 主要试剂及仪器设备 主要试剂：不完全弗

氏佐剂（美国 Chondrex 公司，货号：7002），完全

弗氏佐剂（美国 Chondrex 公司，货号：7023），

胎 牛 Ⅱ 型 胶 原（美 国 Chondrex 公 司， 货 号：

20022），H-E 染色试剂盒（北京索莱宝科技有限

公司，货号：G1120-100），改良番红 O- 固绿染色

试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：G1371-
100），抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant acid 
phosphatase, TRAP）染色试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司，货号：G1492），BCA 蛋白浓度测定

试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司，货号：

P0010），β-actin 抗体（武汉三鹰生物技术有限

公司，货号：20536-1-AP），NF-κB p65 抗体（英

国 Abcam 公 司，货 号：ab16502），NFAT2 抗 体

（英国 Abcam 公司，货号：ab175134），p38 抗体

［M138］（英国 Abcam 公司，货号：ab31828），

P-p38［phospho Y182］抗体（英国Abcam公司，货号：

ab47363），A2AR 抗体（英国 Abcam 公司，货号：

ab3461），山羊抗兔 HRP-IgG H&L（英国 Abcam
公司，货号：ab205718），山羊抗小鼠 IgG H&L
（英国 Abcam 公司，货号：ab205719），MTX（美

国 MCE 公 司， 货 号：HY-14519），IL-1β ELISA
试剂盒（上海梓正生物科技有限公司，货号：BP-
E30419-48t）。主要仪器设备：KWD-808电针仪（常

州市武进长城医疗器械有限公司），石蜡组织切片

机（英国 Shandon 公司），光学显微镜（德国徕卡

显微系统贸易公司），凝胶成像系统、垂直电泳系

统（美国Bio-Rad 公司），高级分析倒置显微镜（日

本 Nikon 公司），THERMO Varioskan Flash 全波长

多功能酶标仪（中国赛默飞世尔科技有限公司）。

1.3 CIA 大鼠模型的建立 采用胎牛Ⅱ型胶原

与弗氏佐剂混合液 2 次注射免疫复制 CIA 大鼠模

型。成年健康雄性 SD 大鼠适应性喂养 7 d 后，采

用随机抽号法分为 CIA 造模组（n＝42）和对照组 
（n＝8）。CIA 造模方法：将胎牛Ⅱ型胶原蛋白

和完全弗氏佐剂按 1 ∶ 1 的比例制成混合液，每

只大鼠在尾根部 1.5 cm 处多点皮内注射混合液 
0.2 mL；将胎牛Ⅱ型胶原蛋白和不完全弗氏佐

剂按 1 ∶ 1 的比例制成混合液，于首次免疫后第 
14 天进行第 2 次免疫注射，每只大鼠在尾根部 
0.5 cm 处多点皮内注射混合液 0.15 mL。对照组大

鼠按相同方法注射等剂量生理盐水。根据关节炎指

数（arthritis index, AI）积分表［8］判断造模是否成功。

1.4 分组治疗 首次免疫后第 30 天，将 24 只造模

成功的 CIA 大鼠根据随机数字表法随机分为模型

组、药物组和电针组，每组 8 只。将 DMSO、聚乙

二醇 300、吐温 -80、生理盐水按 1 ∶ 4 ∶ 0.5 ∶ 4.5
的比例配制成溶剂，用配制好的溶剂将 MTX 溶解

成 1 mg/mL 的溶液。（1）对照组与模型组：用自

制布袋［12］固定 20 min/d，同时予腹膜腔注射与药

物组等剂量的溶剂，每 7 d 1 次，持续注射 14 d。 
（2）药物组：用自制布袋固定 20 min/d，同时予

腹膜腔注射 MTX 2 mg/kg，每 7 d 1 次［13］，持续注

射 14 d。（3）电针组：用自制布袋固定 20 min/d，
同时予电针刺激，参照《实验针灸学实验指导》［14］

选取大鼠后肢双侧足三里和三阴交，用环球牌不锈

钢针灸针（0.25 mm×13 mm）垂直进针，进针后

于同侧两穴接KWD-808 电针仪，2/100 Hz 疏密波，

输出电流 2 mA，干预 20 min/d，持续治疗 14 d；
同时予腹膜腔注射等量溶剂，每 7 d 1 次，持续注

射 14 d。
1.5 CT 观察 治疗结束后，立即将大鼠分批腹腔

注射 2% 戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉，仰卧位固

定，使用 CT 仪沿长轴对大鼠足踝关节进行扫描，

观察骨密度的变化和骨质破坏情况。

1.6 取材 治疗结束后，大鼠禁食过夜，再次麻

醉，从心脏缓慢抽取 1.2～1.5 mL 血液后，颈椎脱

臼法处死并快速抽取剩余血量。血液于 4 ℃冰箱里

静置 2 h，4 ℃下 3 000 r/min（离心半径 6 cm）离

心 15 min，分离血清，－80 ℃冰箱保存。剥离右侧

膝关节滑膜组织，快速用液氮冷冻处理后于－80 ℃ 

冰箱中保存。截取左侧膝关节，用预冷 PBS 清洗

干净后，于 4% 多聚甲醛溶液中固定 1 周，再置入

10% EDTA 溶液中脱钙处理 30 d，然后行石蜡包

埋、切片，切片厚度为 5 μm。

1.7 膝关节病理形态学染色观察 （1）H-E 染

色：每个膝关节组织取 3 张切片脱蜡至水，行 H-E
染色，脱水、透明，中性树脂封片，光学显微镜下

观察滑膜细胞形态、炎症细胞浸润、血管翳增生、

骨质变化等情况。（2）番红 O- 固绿染色：每个膝

关节组织取 3 张切片脱蜡至水，行番红 O- 固绿染

色，脱水、透明，中性树脂封片，光学显微镜下观

察软骨结构、软骨细胞形态等。（3）TRAP 染色：
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每个膝关节组织取 3 张切片脱蜡至水，行 TRAP 染

色，脱水、透明，中性树脂封片，光学显微镜下观

察破骨细胞及其细胞核，并在200×镜下进行计数。

1.8 蛋白质印迹法检测膝关节滑膜组织中 A2AR、

p38、P-p38、NF-κB、NFATc1 蛋白表达 于冰上将

膝关节滑膜组织尽量剪碎后放入已消毒的研钵中，

加入液氮并反复研磨至细腻粉末状。收集粉末，

加入裂解混合液，用组织匀浆器充分裂解，4 ℃
静置 1 h，4 ℃下 1 2000 r/min（离心半径 6 cm） 
离心 10 min。使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测

定蛋白浓度后进行蛋白变性，每个样本用 PBS 配

制 100 μL 蛋白上样体系。按照操作规范依次进行

电泳、转膜，4 ℃脱脂牛奶封闭过夜；分别加入

A2AR、p38、P-p38、NFATc1、NF-κB、β-actin抗体（稀

释比例均为 1 ∶ 1 000），4 ℃孵育过夜；用相应二

抗（山羊抗兔 IgG 或山羊抗小鼠 IgG，稀释比例均

为 1 ∶ 5 000）室温下慢摇孵育 1 h。用 TBST 充分

洗膜后曝光。以 β-actin 为内参照进行半定量分析。

1.9 ELISA 法测定外周血清中 IL-1β水平 将待 

测血清样本平衡到室温至少 30 min，严格根据

ELISA 试剂盒说明书规范操作，检测各组大鼠外周

血清中 IL-1β 的含量。

1.10 统计学处理 采用 SPSS 22.0 软件分析数

据。计量资料以 x±s 表示，采用两因素方差分析进

行组间差异比较，多重比较采用最小显著性差异法

或 Dunnett-t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 各组大鼠后足骨质破坏情况比较 对照组大

鼠后足骨密度及骨的空间结构均匀，有清晰的骨骼

边缘，足关节和踝关节结构完整（图 1A）。模型组

大鼠的后足骨密度和空间结构严重受损，关节边缘

界限模糊不清，关节间隙严重狭窄、变形，周围软

组织明显增厚；足骨可观察到明显虫蚀样改变，产

生骨空洞，骨小梁变薄，甚至出现断裂（图 1B）。

电针组和药物组大鼠后足虽仍可见骨质受损与关

节边缘融合情况，但较模型组关节结构破坏有所改

善，骨空洞明显减少（图 1C、1D）。

图 1 各组大鼠后足 CT 影像

Fig 1 CT images of hind feet of rats in each group
A: Control group; B: Collagen-induced arthritis model group; C: Methotrexate-treated group; D: Electroacupuncture-treated group. 

The arrows indicate bone erosion. CT: Computed tomography.

A B C D1 cm1 cm1 cm1 cm

2.2 各 组 大 鼠 膝 关 节 滑 膜 组 织 病 理 形 态 学 
比较 对照组大鼠膝关节结构形态正常，关节面光

滑平整，无软骨和骨质侵蚀改变，未见明显炎症细

胞浸润，关节腔滑膜细胞排列整齐，未见异常增殖

（图 2A）。模型组大鼠膝关节结构形态紊乱，关

节软骨表面凹凸不平，软骨和骨质破坏明显，腔隙

内出现大面积淋巴细胞浸润（表现为鲜明蓝色点

状聚集分布），以单核细胞和淋巴细胞为主，滑膜

组织过度增生、水肿并伴有大量血管翳生成（表

现为滑膜增厚处绒毛样突起），引起关节腔腔隙

狭窄（图 2B）。药物组大鼠膝关节结构破坏程度

和腔隙狭窄情况较模型组明显减轻，镜下可见滑膜

细胞层略有增加，存在少量的局部炎症细胞浸润，

滑膜内血管偶有发生改变，但没有明显血管翳形成

及软骨骨质破坏（图 2C）。电针组大鼠膝关节结

构破坏程度和腔隙狭窄情况较模型组明显改善，

滑膜细胞增殖且组织形态发生改变，同时存在少量

炎症细胞浸润，滑膜内血管略扩张，无明显血管翳

增生，关节软骨表面略有改变，骨皮质无明显侵蚀 
（图 2D）。
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图 3 各组大鼠膝关节软骨组织番红 O- 固绿染色结果

Fig 3 Safranin O-fast green staining of cartilage of rat knee joint in each group
A: Control group; B: Collagen-induced arthritis model group; C: Methotrexate-treated group; D: Electroacupuncture-treated group.

A B500 μm 500 μm100 μm 100 μm

C D100 μm 100 μm500 μm 500 μm

图 2 各组大鼠膝关节滑膜组织 H-E 染色结果

Fig 2 H-E staining of synovium of rat knee joint in each group
A: Control group; B: Collagen-induced arthritis model group; C: Methotrexate-treated group; D: Electroacupuncture-treated group. 

H-E: Hematoxylin-eosin.

A B500 μm 200 μm 500 μm 200 μm

C D500 μm 200 μm 500 μm 200 μm

2.3 各组大鼠膝关节软骨组织的病理形态学 
比较 对照组软骨组织结构完整，软骨表面光滑，

全层着色鲜明均匀，软骨与骨的界限清晰，软骨细

胞形态正常（图 3A）。模型组软骨组织结构破坏

明显，软骨多层面出现裂隙，软骨与骨的界面消

失，出现血管翳和炎症细胞浸润并侵蚀软骨，大部

分软骨细胞受损，软骨表层、中层及深层着色明显

丢失，表明软骨中蛋白多糖大量丢失（图 3B）。

药物组软骨组织结构破坏程度较模型组明显改善，

没有明显血管翳形成，软骨与骨的界面存在，无裂

隙出现，局部软骨细胞减少，表层着色存在丢失

（图 3C）。电针组软骨组织结构破坏程度较模型

组明显改善，软骨与骨的界面存在，无明显血管翳

增生，软骨表面结构不规则，出现破损，表层及中

层着色丢失（图 3D）。
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2.4 各组大鼠膝关节组织破骨细胞数目比较 对照 
组大鼠膝关节中 TRAP 阳性的破骨细胞数目较少 
（图 4A）， 为（16.80±1.30） 个。 模 型 组 大

鼠膝关节中存在大量破骨细胞（图 4B），为

（35.60±2.41）个，与对照组比较差异有统计学

意义（P＜0.01），且多数为成熟的破骨细胞（细

胞核≥3 个）。药物组（图 4C）和电针组（图

4D）大鼠膝关节中破骨细胞数目明显减少，分别为

（24.40±1.82）和（27.60±1.14）个，与模型组比

较差异均有统计学意义（P 均＜0.01），单细胞核

的破骨细胞数量增加；药物组的破骨细胞数目少于

电针组（P＜0.05）。

图 4 各组大鼠膝关节破骨细胞 TRAP 染色结果

Fig 4 TRAP staining of osteoclasts of rat knee joint in each group
A: Control group; B: Collagen-induced arthritis model group; C: Methotrexate-treated group; D: Electroacupuncture-treated group. 

Red arrows indicate mature osteoclasts. TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase.

100 μm 100 μm 100 μm 100 μmB C DA

2.5 各组大鼠膝关节滑膜组织中 A2AR、p38、 
P-p38、NF-κB、NFATc1 的蛋白表达比较 与对照组比

较，模型组大鼠膝关节滑膜组织中A2AR、p38、P-p38、
NF-κB、NFATc1 蛋白表达量均升高（P均＜0.01）。

与模型组比较，电针组和药物组大鼠膝关节滑膜组织

中A2AR蛋白表达量均升高（P均＜0.01），p38、P-p38、
NF-κB、NFATc1 蛋白表达量均降低（P均＜0.01）。

与药物组比较，电针组大鼠膝关节滑膜组织中A2AR
蛋白表达量降低（P＜0.01），而NF-κB、NFATc1 蛋

白表达量升高（P均＜0.05）；虽然电针组 p38 的表

达量与药物组相比差异无统计学意义（P＞0.05），但

电针组激活后的 p38（P-p38）蛋白表达量高于药物组 
（P＜0.05）。见图 5。
2.6 各组大鼠外周血清中 IL-1β水平比较 对照

组大鼠血清中 IL-1β 含量为（11.71±1.80）ng/L； 
模型组大鼠血清中 IL-1β含量为（37.77±4.83）ng/L，
较对照组升高（P＜0.01）；药物组和电针组大鼠血

清中 IL-1β含量分别为（24.71±0.84）、（23.03±3.09）
ng/L，均较模型组降低（P 均＜0.01），且电针组和

药物组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。

3 讨 论

RA 属中医痹症范畴，最早记载于《内经 • 素
问》中：“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。”近年研究表明针灸疗法可调节 CIA 大鼠模型

体内异常的细胞因子水平及其mRNA 表达，特别是

对致炎与抗炎因子分别起到抑制和促进作用，有较

好的镇痛疗效［15］。TNF-α 和 IL-1β 作为促炎介质

在 RA 的炎性病理过程、滑膜增生与关节破坏中起

着重要作用，本课题组前期研究通过小鼠 CIA 模型

发现，电针刺激足三里、三阴交等穴位能够有效降

低 TNF-α 和 IL-1β 水平，发挥抗炎效应并减轻小鼠

关节损害［7］。根据《针灸大成》《针灸经纶》中的

论述，电针这 2 个穴位即从调理肝脾肾气血入手，

使“正气存内，邪不可干”。足三里是足阳明胃经

上治疗 RA 使用频率最高的穴位，具有通经活络、

祛风除湿、化瘀止痛的功效，可贯穿应用于 RA 的

整个治疗时段［16］。已有研究报道电针刺激足三里

能使CIA 模型大鼠血清中的 IL-6、TNF-α、干扰素 γ

等含量明显下降，并发挥抗炎作用，减轻对关节的

侵蚀作用［13］。三阴交作为足三阴经的交会穴，有

清热利湿、补脾益肾的作用。电针刺激三阴交独

穴即可通过 Toll 样受体（Toll-like receptor, TLR）/
髓样分化因子 88（myeloid differentiation factor 88, 
MYD88）信号通路减轻急性痛风性关节炎大鼠足

踝的疼痛肿胀等［17］。本研究结果显示，CIA 模型

大鼠经电针刺激足三里、三阴交穴位后外周血清中

IL-1β 的水平明显下调，结合既往研究结果，提示

电针可能有效抑制了 CIA 模型大鼠体内的炎症反

应，从而改善 CIA 模型大鼠的炎症性疼痛。
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图 5 各组大鼠膝关节滑膜组织中 A2AR、p38、P-p38、NF-κB、NFATc1 蛋白表达

Fig 5 Expression of A2AR, p38, P-p38, NF-κB and NFATc1 in synovium of rat knee joint in each group
Protein expression was detected by Western blotting when β-actin was the quantitative standard. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝8, x±s. 

A2AR: A2A adenosine receptor; P-p38: Phosphorylated p38; NF-κB: Nuclear factor κB; NFATc1: Nuclear factor-activated T cell 1; 

CIA: Collagen-induced arthritis; MTX: Methotrexate.
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本研究从膝关节的滑膜组织、软骨和骨 3 个主

要组成部分研究电针干预后 CIA 模型大鼠的病理

形态学改变。结果显示，电针干预后大鼠滑膜组织

的病理情况得到改善，关节腔内炎症细胞浸润和滑

膜细胞异常增殖明显缓解。同时，电针干预减少了

膝关节软骨中深层蛋白多糖的丢失。这些结果表明

电针对 CIA 引发的关节组织病理损伤有良好的治

疗效果，能在一定程度上抑制关节的进行性损害，

尤其是早期滑膜组织和软骨病变。此外，局灶性骨

侵蚀是引起 RA 不可逆关节软骨和骨侵蚀的主要因

素之一，且这种骨侵蚀多依赖于破骨细胞的骨吸收

功能［18］。本研究结果表明电针干预可减轻 CIA 模

型大鼠后足骨质损害，并且 TRAP 阳性的破骨细胞

数目明显减少，且单细胞核的破骨细胞数量增加，

表明电针可减少破骨细胞生成。

MAPK 信号通路能够调节破骨细胞活性，对研

究破骨细胞的分化和成熟尤为重要［19］，其经典通

路之一 p38 MAPK 途径是破骨细胞形成的一条重要

途径［20］。NF-κB 活化对于破骨细胞的形成和成熟

至关重要，研究发现缺乏 NF-κB 时不会出现 TRAP
阳性破骨细胞［21］。p38 MAPK 激活后，p38 发生磷

酸化，经过一系列生化反应使 NF-κB 的转录活性增

强，促进 NF-κB 受体激活剂配体诱导的破骨细胞形

成［22］。NFATc1 作为入核刺激破骨细胞分化的关

键特异性表达基因，与 p38 MAPK 磷酸化和 NF-κB
密 切 相 关［23］。p38 MAPK、NF-κB 和 NFATc1 阶

梯式磷酸化和活化是破骨细胞生成的枢纽之一，

并被认为是 RA 的一条关键通路［24］。A2AR 是一

种具有明显抗炎作用的腺苷受体［10］。在 CIA 动物

实验中发现，A2AR 激动剂能够减缓病情进展、抑

制 IL-1β 表达［25］。Varani 等［26］发现 RA 患者疾病

活动评分和淋巴细胞上 A2AR 表达水平呈负相关；

使用 A2AR 激动剂体外干预 RA 患者淋巴细胞后，

TNF-α、IL-1β 等释放减少，提示 A2AR 激动剂有望
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成为 RA 患者治疗的新药物。

本研究选择 MTX 干预作为阳性对照。MTX 是

目前临床用于治疗 RA 的主要药物，其可能主要通

过腺苷发挥抗炎效应，并且 MTX 可以使细胞内外

腺苷浓度保持在高水平，但这种作用能被 A2A 拮抗

剂所消除［13］。实验证明 MTX 干预可以使 CIA 大鼠

滑膜组织中 p38 和 P-p38 蛋白表达降低［27］。前期本

课题组在这些理论的基础上展开研究，发现电针干

预 CIA 大鼠后可使腺苷在细胞外空间不断累积并保

持较高水平，从而激活 A2AR 等受体而发挥抗炎及

减轻关节损害作用［7-8］。亦有研究显示电针刺激足

三里可抑制完全弗氏佐剂所诱导的炎症性疼痛反应

及 p38 MAPK 激活［28］。在本研究中，电针组与药物

组大鼠膝关节滑膜组织中 A2AR 的表达均较模型组

上调，即电针可能在一定程度上增强了 A2AR 的活

化。此外，电针组与药物组大鼠膝关节滑膜组织中

p38、P-p38、NF-κB 和 NFATc1 的表达水平较模型

组均有不同程度的降低；电针组与药物组大鼠膝关

节滑膜组织中 p38 的表达水平相似，但电针组 P-p38
蛋白表达水平高于药物组。上述结果提示电针治疗

RA 可能具有与 MTX 治疗相似的机制，即通过激活

A2AR、抑制p38 MAPK通路而减少破骨细胞生成。

综上所述，本研究结果显示电针刺激 CIA 模型

大鼠足三里、三阴交可能是通过激活 A2AR 后抑

制 p38 MAPK 通路而减少破骨细胞生成，继而减轻

关节炎损害程度。但电针激活 A2AR 抑制破骨细胞

分化的 p38 信号通路机制是否有其他关键细胞因子

参与尚不明确，激活 A2AR 与抑制破骨细胞生成的

p38 MAPK 通路之间的阶梯性联系仍需进一步阐

明，后期实验中有必要通过 A2AR 和 p38 基因敲除

模型或应用拮抗剂进一步探讨。
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