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电针介入时机对腰多裂肌损伤模型大鼠 Ｆｏｘｏ１、
Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白表达的影响
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摘要　目的：观察不同电针介入时机对腰多裂肌损伤大鼠多裂肌叉头蛋白（Ｆｏｘｏ１）、肌肉生长抑制素（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ）、成肌分
化因子（Ｍｙｏｄ）蛋白表达的影响。方法：雄性ＳＤ大鼠随机分为空白组、模型组、即刻电针组、２４ｈ电针组、４８ｈ电针组，每
组８只。以多裂肌肌注０５％布比卡因复制腰多裂肌损伤模型。各电针组分别在造模后即刻、２４ｈ、４８ｈ开始电针双侧
“委中”“肾俞”，连续干预７ｄ。以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组多裂肌Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白表达水平。结果：与空白组比
较，模型组Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组比较，即刻电针组、４８ｈ电针组 Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白
表达水平降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），２４ｈ电针组Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００１），Ｍｙｏｄ蛋白表达水平
显著升高（Ｐ＜００１）；与２４ｈ电针组比较，即刻电针组 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表达水平升高（Ｐ＜００５）、Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著
降低（Ｐ＜００１），４８ｈ电针组Ｆｏｘｏ１蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００１）、Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００１）。结论：
电针促进多裂肌修复的最佳介入时机可能为损伤后２４ｈ。
关键词　电针；针刺时机；多裂肌损伤；叉头蛋白；肌肉生长抑制素；成肌分化因子；肌卫星细胞；骨骼肌修复
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　　多裂肌是附着面积最大的椎旁肌，对维持腰椎
稳定以及控制脊柱活动起到关键性的作用。近年来

越来越多国内外学者聚焦于多裂肌的康复和功能训

练［１２］，以期通过促进多裂肌损伤后修复改善腰背功

能障碍。骨骼肌损伤后修复主要依赖骨骼肌干细

胞肌卫星细胞（ＭｕｓｃｌｅＳａｔｅｌｌｉｔｅＣｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）的增殖
与分化。研究证明［３４］ＭＳＣｓ的增殖与分化过程有多
种细胞因子及蛋白的参与，其中叉头蛋白（Ｆｏｘｏ１）、
肌肉生长抑制素（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ）及成肌分化因子
（Ｍｙｏｄ）均与 ＭＳＣｓ的增殖密切相关。Ｆｏｘｏ１可调节
Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ的表达，与ＭＳＣｓ的增殖呈负相关；Ｍｙｏｓｔａ
ｔｉｎ可负调节ＭＳＣｓ最重要的生肌调节因子 Ｍｙｏｄ的
表达进而调控肌细胞分化［５］。课题组前期研究［６７］

已证实电针可有效促进多裂肌损伤后修复，但电针

介入的最佳时机尚未明确。肌肉损伤后２４ｈ内为
炎性反应阶段，２４ｈ即出现生肌相关因子的募集，
４８ｈ后炎性反应减退。因此本实验以损伤后即刻、
２４ｈ、４８ｈ为介入时机，通过观察在大鼠多裂肌损伤
后即刻、２４ｈ、４８ｈ进行电针干预对多裂肌中Ｆｏｘｏ１、
Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白表达的影响，进一步探讨电针促
进腰多裂肌损伤后修复可能的作用机制，并筛选电

针促进多裂肌损伤后修复的最佳介入时机。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠 ４０只，体质量
２８０～３２０ｇ，由北京维通利华实验动物中心提供，许
可证号ＳＣＸＫ（京）２０１６０００２。随机分笼饲养，自由
饮食饮水，明暗周期 １２ｈ，环境温度 ２４℃，湿度
４０％～５０％，适应性喂养１０ｄ。
１１２　试剂与仪器　主要试剂：布比卡因盐酸盐
（Ｓｉｇｎａ公司，美国，８０４７７ＤＫ）；１０％水合氯醛（北京
欧北生物科技有限公司，批号７８０３７９）；４％多聚甲
醛溶液（北京兰博利德，批号９００９０５２５）；蛋白 ｍａｒｋ
ｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国，批号 ＭＳ６１２Ｐ１ＡＢＸ）；ＲＩＰＡ
裂解液；一抗稀释液；电泳缓冲液；电转缓冲液（北京

普利莱基因技术有限公司，批号 Ｃ１５０３）；ＴＢＳＴ液
（北京索莱宝生物科技有限公司，批号 Ｔ１０８１５００）；
Ｆｏｘｏ１兔抗体、Ｍｙｏｄ鼠抗体（Ａｂｃａｍ公司，批号
ＥＰ９２７Ｙ）；Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，美国，批号
１９１４２１ＡＰ）；ＢｅｔａＡｃｔｉｎ抗体（Ａｂｃａｍ公司，美国，批
号ｍＡｂｃａｍ８２２６）；山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗（北
京百诺威生物科技有限公司，批号 ＺＢ２３０１）；ＰＶＤＦ
膜（ＭＬＩＰＬＥ公司，美国，批号 ＩＰＶＨ０００１０）；ＥＣＬ发
光液（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司，英国，批号 ＲＰＮ２２３２）。

主要仪器：ＨＡＮＳ穴位神经刺激仪（北京华卫产业开
发公司，型号ＬＨ２０２Ｈ型）；蛋白质电泳及转膜系统
（ＢｉｏＲａｄ公司，美国，型号１７０４１５５ＴｒａｎｓＢｌｏｔＴｕｒｂｏ
ＳｔａｒｔｅｒＳｙｓｔｅｍ）；凝胶成像系统（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司，
美国，型号ＦｌｕｏｒＣｈｅｎＦＣ２）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　分组采用完全随机方法
将４０只大鼠分为空白组、模型组、即刻电针组、２４ｈ
电针组、４８ｈ电针组，每组８只。采用一次性肌肉局
部注射０５％布比卡因制备大鼠腰部多裂肌损伤模
型。配制１０％的水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ），对大鼠进
行腹腔麻醉，背部备皮，选择 Ｌ４Ｌ５水平，在脊柱双
侧共４个点，使用一次性注射器紧贴脊柱进针，针达
骨面即止，回抽无血即可注射，每个点注射０５％的
布比卡因溶液１００μＬ，共４００μＬ，旋转针头拔出，操
作过程保持无菌。

１２２　干预方法　各电针组分别从造模后即刻、
２４ｈ、４８ｈ开始干预，将大鼠固定在操作台上，暴露
背部和后肢，参照《实验针灸学》（李忠仁，新世纪全

国高等中医药院校规划教材，中国中医药出版社）常

用实验动物穴位图谱，选取双侧委中穴、肾俞穴进行

干预。于大鼠膝关节背面正中取委中穴；于大鼠第

２腰椎旁开７ｍｍ取肾俞穴。针刺前以７５％乙醇消
毒，选用华佗牌１３ｍｍ一次性针灸针垂直刺入穴位
表面皮肤，针刺后连接韩式电针仪 ＨＡＮＳ２００Ａ，２／
１００Ｈｚ的疏密波，电流强度 １ｍＡ，持续 ２０ｍｉｎ，
１次／ｄ，连续干预７ｄ后取材；模型组、空白组不做任
何处理于实验最后 １ｄ取材。以 １０％水合氯醛
（３５０ｍｇ／ｋｇ）进行腹腔麻醉。使大鼠处于深度麻醉
状态后固定于鼠板上，充分暴露背部。剪开大鼠背

部皮肤，以组织剪、镊子剥离腰部筋膜，于 Ｌ４、Ｌ５两
侧取下大鼠的腰部多裂肌，置于－８０℃冰箱保存。
１２３　检测指标与方法　运用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法测定
各组大鼠多裂肌中 Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白含
量。１）提取蛋白：将取材所得组织置于裂解液中，低
温下匀浆取上清液，并配置标准液测蛋白浓度，配平

后沸水煮５ｍｉｎ，室温下降温。２）电泳：将提前制好
的１０％丙烯酰胺凝胶置于电泳槽中，电泳缓冲液没
过胶块，ｍａｒｋｅｒ上样 ３μＬ，每组蛋白样品上样
１０μＬ，先在８０Ｖ的电压下电泳２０ｍｉｎ，再在１２０Ｖ
电压下电泳１００ｍｉｎ；３）电转：将电泳完毕的胶块修
切整齐，与ＰＶＤＦ膜利用三明治夹紧贴置于电转槽
内，在８０Ｖ的电压下电转７０ｍｉｎ，之后将膜封闭摇床
１ｈ以上；４）孵一抗：根据 ｍａｒｋｅｒ剪膜加入一抗封

·９９５·世界中医药　２０１９年３月第１４卷第３期



闭，４℃过夜（Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ一抗按１∶１０００稀释；
Ｍｙｏｄ一抗按１∶５００稀释）；ＴＢＳＴ液摇床清洗３次，
１０ｍｉｎ／次；５）孵二抗：加入二抗（Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ二
抗按１∶２０００稀释；Ｍｙｏｄ二抗按１∶１０００稀释），摇
床１ｈ；ＴＢＳＴ液清洗６次，５ｍｉｎ／次；６）曝光及灰度
值分析：ＥＣＬ发光液显色并置于机器曝光，得到条带
图像用 ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件定量分析 Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、
Ｍｙｏｄ的灰度值，并取指标与 ＢｅｔａＡｃｔｉｎ的吸光度的
比值进行统计分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析。每组样本数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示。服从正态分布的数据组间差异用单因素方差分

析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）／独立样本 ｔ检验进行分析，
方差齐性时两两比较用 ＬＳＤｔ检验，方差不齐时采
用Ｗｅｌｃｈ检验，不服从正态分布的数据采用非参数
检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组大鼠多裂肌 Ｆｏｘｏ１表达
的比较　与空白组比较，模型组 Ｆｏｘｏ１蛋白表达水
平均显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组比较，即刻针刺
组、４８ｈ针刺组 Ｆｏｘｏ１蛋白表达水平均降低（Ｐ＜
００１，Ｐ＜００５），２４ｈ针刺组Ｆｏｘｏ１蛋白表达水平均
显著降低（Ｐ＜００１）；与２４ｈ针刺组比较，即刻针刺
组Ｆｏｘｏ１蛋白表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
４８ｈ针刺组 Ｆｏｘｏ１蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜
００１）。见表１，图１、图２。

表１　各组大鼠腰多裂肌Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、
　　Ｍｙｏｄ蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 Ｆｏｘｏ１ Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ Ｍｙｏｄ

空白组 ０８６±００９ １０１±０１３ ０８４±００６
模型组 ２３６±０８７ １００±０３０ １６０±０１９

即刻电针组 ０８９±０２３△△ ０６５±０２０△▲ １６３±０６５△▲▲

２４ｈ电针组 ０８９±０１３△△ ０４０±０１５△△ ３０４±０５８△△

４８ｈ电针组 １３１±０２１△▲▲ ０６１±０２０△ １７４±０２３△▲▲

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１；与２４ｈ电针组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１

２２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组大鼠多裂肌Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ表
达的比较　与空白组比较，模型组 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表
达水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与模型组比
较，即刻针刺组、４８ｈ针刺组 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表达水
平均降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），２４ｈ针刺组 Ｍｙｏｓｔａ
ｔｉｎ蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜００１）；与２４ｈ针
刺组比较，即刻针刺组 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表达水平升高
（Ｐ＜００５），４８ｈ针刺组 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白表达差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１，图１、图２。

图１　各组大鼠腰多裂肌Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白表达
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ条带图

　　注：１空白组；２模型组；３即刻电针组；４２４ｈ电针组；５４８ｈ

电针组

２３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组大鼠多裂肌 Ｍｙｏｄ表达
的比较　与空白组比较，模型组Ｍｙｏｄ蛋白表达水平
均显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组比较，即刻针刺
组、４８ｈ针刺组 Ｍｙｏｄ蛋白表达差异无统计学意义
（Ｐ＞００５），２４ｈ针刺组Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著升
高（Ｐ＜００１）；与 ２４ｈ针刺组比较，即刻针刺组
Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００１），４８ｈ针刺
组Ｍｙｏｄ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００１）。见表
１，图１、图２。

图２　各组大鼠腰多裂肌Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、

Ｍｙｏｄ蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）
　　注：与空白组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较：△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１；与２４ｈ电针组比较：▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１

３　讨论
髂肋肌、最长肌及多裂肌共同维持脊柱稳定，其

中多裂肌与腰椎连接紧密且距中轴最近，在脊柱突

然失衡时可预先收缩，减少腰椎节段位移，对抗腰椎

旋转及滑动，维持脊柱正常力线。而多裂肌损伤导

致其预激活延迟、协调能力降低，维持腰椎稳定的功

能失常［８］。大量研究已证实电针干预可促进肌肉损

伤后线粒体聚集抑制肌肉瘢痕性修复［９］、显著上调

骨骼肌结蛋白（Ｄｅｓｍｉｎ）等成肌分化标志蛋白的表
达［１０］、使损伤局部炎性反应高峰期提前并加速其消
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退［１１］，进而发挥促进肌肉损伤后修复的作用。本课

题组根据多年临床经验，以局部、远端取穴相配，取

两侧“委中”穴、“肾俞”穴为治疗点，发挥针刺行气

活血、疏通经络的作用。而针刺时机作为针灸处方

重要组成部分，电针干预治疗骨骼肌损伤的最佳介

入时机尚未见统一论述。炎性反应在肌肉损伤２ｈ
即可出现，首先表现为损伤局部中性粒细胞浸润，在

６～２４ｈ可达高峰，其后逐渐下降；２４ｈ后Ｍｙｏｄ等生
肌因子表达开始肌肉修复，并出现巨噬细胞浸润在

４８ｈ达到高峰，其后逐渐降低；４８ｈ后炎性反应逐渐
消退。有研究认为炎性反应阶段电针介入会加重炎

性反应［１２］，而一些研究则认为电针早期介入会促进

ＭＳＣｓ增殖高峰期提前［１３］。究竟肌肉损伤后在何时

开始电针介入才能达到最佳治疗效果呢？本实验分

别以多裂肌损伤后即刻、２４ｈ、４８ｈ为电针介入时间
点，筛选电针治疗多裂肌损伤的最佳介入时机。

肌卫星细胞（ＭｕｓｃｌｅＳａｔｅｌｌｉｔｅＣｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是具
有增殖和自我更新能力的成肌前体细胞，骨骼肌损

伤后修复主要依赖于 ＭＳＣｓ的增殖与分化［１４］。

Ｍｙｏｄ是参与 ＭＳＣｓ增殖的最重要的生肌调节因子，
直接反映ＭＳＣ增殖活性并促进成肌分化。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ
是一种负向调节骨骼肌发育的分泌型蛋白，大量研

究证实Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ通过下调Ｍｙｏｄ的表达抑制了肌细
胞分化［１５１６］，调控 ＭＳＣｓ的增殖和分化［１７］。Ｆｏｘｏ１
是调控肌肉生长、代谢和细胞分化的重要转录因子，

其表达与 ＭＳＣ增殖呈负相关［１８］。研究显示 Ｆｏｘｏ１
可上调 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ的表达，抑制 ＭＥＦ２Ｃ、Ｍｙｏｄ和
ｍＴＯＲ的表达对成肌细胞的早期分化产生负调节作
用［１９］。而抑制 Ｆｏｘｏ１活性在下调 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ表达的
同时促进了Ｍｙｏｄ的表达，加速肌肉修复［２０］。因此，

本实验以多裂肌 Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ及 Ｍｙｏｄ蛋白表达
为观察指标，结合不同的电针介入时间点，进一步探

讨电针干预促进多裂肌损伤后修复的最佳干预时机

及起效机制。

本研究探索不同电针介入时机治疗腰部多裂肌

损伤的时效作用，采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ定量检测Ｆｏｘｏ１、
Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ及Ｍｙｏｄ蛋白表达的变化，证实电针可下调
腰部多裂肌损伤模型 Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ蛋白的表达，
且最佳时机针刺可上调Ｍｙｏｄ蛋白的表达，证实针刺
治疗可有效促进肌卫星细胞增殖实现腰多裂肌损伤

后修复。刘通［２１］等观察针刺血清可上调 Ｍｙｏｄ的表
达促进肌卫星细胞增殖，均与我们的研究证实针刺

通过调节Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ、Ｍｙｏｄ蛋白表达发挥骨骼肌保护
作用相一致。本实验结果显示，多裂肌损伤后２４ｈ

针刺组其治疗效果优于即刻针刺组（Ｐ＜００５），并
明显优于４８ｈ针刺组（Ｐ＜００１）。结果表明多裂肌
损伤后２４ｈ针刺为最佳干预时机，对Ｆｏｘｏ１、Ｍｙｏｓｔａ
ｔｉｎ蛋白的抑制作用最优，更好的发挥针刺对肌生成
抑制因子的下调作用，进而上调Ｍｙｏｄ蛋白表达促进
多裂肌再生，实现肌肉损伤后修复。目前对针刺介

入时机治疗疾病的探讨多以脑卒中、周围性面瘫为

主，而对针刺治疗骨骼肌损伤的介入时机研究较少。

研究证实脑卒中、周围性面瘫［２２］在急性期早期针刺

介入疗效均优于恢复期介入效果，总体呈现为针刺

介入越早愈后越佳的趋势。本实验结果显示肌肉损

伤后即刻电针介入并非促进肌肉损修复的最佳时

机，损伤后２４ｈ电针介入疗效最优。我们认为其可
能原因是不同疾病最佳针刺介入时机确有不同，本

实验的开展为临床治疗骨骼肌损伤选择针刺介入时

机提供了思路及可行依据。
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研究，２０１６，４１（５）：４０２４０９．

［２２］张冲，万军．周围性面瘫针刺时机临床循证分析［Ｊ］．中国针灸，

２０１１，３１（１）：９３９６．
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