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基础研究

推拿对骨骼肌急性钝挫伤模型大鼠炎症、
氧化应激及细胞自噬相关因子的影响
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【摘要】 　 目的　 观察推拿对大鼠骨骼肌急性钝挫伤修复过程中炎症、氧化应激、细胞自噬相关因子的

影响ꎬ探讨推拿治疗骨骼肌损伤可能的作用机制ꎮ 方法 　 采用随机数字表法将 ４２ 只成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣
Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠分为正常组(ｎ＝ ６)、模型组(ｎ＝ １８)、治疗组(ｎ＝ １８)ꎬ模型组和治疗组再根据取材的时间

点随机分为 １ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 三个亚组(ｎ＝ ６)ꎮ 模型组和治疗组用自备打击器建立腓肠肌急性钝挫伤模型ꎬ治
疗组于造模 ４８ ｈ 后开始推拿治疗ꎬ每日 １ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎮ 各组分别于各自的取材时间点心脏采血后取损

伤侧腓肠肌ꎬ苏木精￣伊红染色(ＨＥ)观察损伤部位腓肠肌形态学变化ꎻ酶联免疫法(ＥＬＩＳＡ)检测各组大鼠

血清肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 １β(ＩＬ￣１β)、Ｃ 反应蛋白(ＣＲＰ)、前列腺素 Ｅ２(ＰＧＥ２)表达水平ꎻ
紫外￣可见分光光度法检测各组大鼠血清超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)ꎬ丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

各组大鼠腓肠肌自噬微管相关蛋白 １ 轻链 ３(ＬＣ３)、Ｂｃｌ￣２ 同源结构域蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、泛素结合蛋白 Ｐ６２ 表达

水平ꎮ 结果　 骨骼肌损伤修复过程中ꎬＨＥ 染色显示ꎬ各时间点模型组较正常组细胞形态崩塌ꎬ肿胀明显ꎬ
７ ｄ和 １４ ｄ 亚组有成肌细胞核出现ꎮ 各时间点治疗组较模型组恢复更好ꎬ新生肌细胞较多ꎬ形态更趋正常ꎮ
ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ模型组各取材时间点较正常组同取材时间点血清促炎因子明显升高ꎬ但治疗组 １ ｄ 和７ ｄ
组较模型组同取材时间点显著降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 紫外￣可见分光光度法结果显示ꎬ模型

组血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量较正常组明显升高ꎬ治疗组 ＳＯＤ 较模型组同取材时间点显著升高ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ 较模型组同取材时间点显著降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果

显示ꎬ模型组各取材时间点较正常组腓肠肌 ＬＣ３( ＩＩ / Ｉ)、Ｂｅｃｌｉｎ１ 明显降低ꎬＰ６２ 明显升高ꎬ而治疗组较模型

组同取材时间点 ＬＣ３(ＩＩ / Ｉ)、Ｂｅｃｌｉｎ１ 显著升高ꎬＰ６２ 显著降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 骨骼

肌损伤后ꎬ其炎症及氧化应激水平明显升高ꎬ细胞自噬活性明显降低ꎬ通过推拿治疗能有效减轻机体炎症

反应ꎬ降低其氧化应激损害ꎬ提高组织细胞自噬活性ꎬ从而加速受损组织的修复ꎬ这可能是推拿促进骨骼肌

损伤修复的机制之一ꎮ
【关键词】 　 推拿ꎻ　 骨骼肌钝挫伤ꎻ　 炎症ꎻ　 氧化应激ꎻ　 自噬
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Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１２７３８７０)

　 　 骨骼肌急性钝挫伤是指骨骼肌因外界突然直接的
暴力作用所造成的肌纤维机械性损害ꎬ出现损伤局部

肿胀ꎬ肌纤维断裂ꎬ肌细胞溶解崩塌等表现ꎬ从而导致
骨骼肌功能和结构的不可逆损害ꎬ严重影响患者的日

常生活[１]ꎮ 有研究表明ꎬ骨骼肌急性钝挫伤后恢复不

完全或治疗过程中方法不当均会提高肌肉二次损伤的

可能性[２]ꎬ可见对于骨骼肌损伤修复的相关研究刻不

容缓ꎮ 由于骨骼肌损伤及修复机制极其复杂ꎬ虽然国

内外学者对其修复相关机制进行了大量的研究ꎬ但尚
未得到统一观点和意见ꎮ 针灸推拿是中国传统医学的

重要组成部分ꎬ特别是推拿疗法ꎬ自古对肌肉钝挫伤一

类的筋伤科疾病有较好的疗效[３]ꎬ因其具有简、便、
效、廉的特色ꎬ而受到众多临床工作者的认可ꎬ但目前
对于推拿按摩治疗骨骼肌钝挫伤的疗效机理研究甚

少ꎮ 本团队长期从事推拿对骨骼肌损伤修复的机理研

究ꎬ发现推拿可以调节骨骼肌碱性成纤维生长因子
(ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)、胰岛素样生长因

子 １(ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣１ꎬＩＧＦ￣１)、转化生长因子
β１(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎬＴＧＦ￣β１)、Ｉ 型胶原蛋

白( ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩꎬＣＯＬ￣Ｉ)等的表达[４￣６]、改善血管内

皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)
活性及损伤区的血供[７]ꎬ影响肌卫星细胞增殖及肌纤

维再生[８]ꎬ加速肌细胞膜的修复[９] 来促进骨骼肌损伤

修复ꎮ 本实验是对前期研究基础的扩展ꎬ旨在通过观

察不同时间点推拿治疗对骨骼肌急性钝挫伤模型大鼠

炎症水平、氧化应激状态、组织细胞自噬活性的影响ꎬ
探讨推拿对骨骼肌钝挫伤可能的疗效机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

成年健康的清洁级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大

鼠 ４２ 只ꎬ体重(２００±２０)ｇꎬ由重庆医科大学实验动物

中心提供[ＳＣＸＫ(渝)２０１７￣００２３]ꎮ 实验动物饲养于

重庆医科大学实验动物中心无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)ＳＰＦ 级动物房ꎬ室温(２０±１)℃ꎬ室
内保持 １２ ｈ / １２ ｈ 昼夜节律ꎮ 将成年雄性 ＳＤ 大鼠 ４２
只采用随机数字表法分为正常组 ( ｎ＝ ６)、模型组

(ｎ＝ １８)、治疗组(ｎ＝ １８)ꎬ模型组和治疗组再根据取

材的时间点按随机数字表法分为 １ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ３ 个亚

组(ｎ＝ ６)ꎮ
二、主要试剂与仪器

主要试剂:苏木精￣伊红( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)
试剂盒ꎬ大鼠肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣
αꎬＴＮＦ￣α) 酶联免疫试剂盒ꎬ大鼠白细胞介素 １β
( Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)酶联免疫试剂盒ꎬ大鼠 Ｃ 反

应蛋白( Ｃ￣ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＲＰ)酶联免疫试剂盒ꎬ
大鼠前列腺素 Ｅ２( ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ꎬＰＧＥ２) 酶联免

疫试剂盒ꎬ超氧化物歧化酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)试剂盒ꎬ丙二醛( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)试剂

盒(南京建成生物工程研究有限公司) ꎻ抗 ＬＣ３ 抗

体ꎬ抗 Ｐ６２ 抗体ꎬ抗 Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体 (美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ) ꎻ免疫印迹相关试剂(上海碧云天生物技术有

限公司) ꎮ
主要仪器:台式高压蒸汽灭菌锅ꎬ恒温孵育箱

(上海精宏实验设备有限公司)ꎻ高速台式冷冻离心

机(长沙湘仪离心机有限公司)ꎻ正置显微镜(日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ凝胶图像扫描及分析系统(北京赛智

科技公司)ꎻ电泳仪及电转仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)ꎻ自制钝

挫伤模型重物打击装置ꎮ
三、大鼠骨骼肌急性钝挫伤模型建立
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用小动物剃毛器剔除大鼠右侧小腿腓肠肌被
毛ꎬ然后置于乙醚罐中将其麻醉ꎬ将大鼠右侧小腿外
展屈曲 ９０°固定于自制打击器底部ꎬ打击器参照
Ｋａｍｉ[１０]的造模方法自备ꎬ打击器上端为一打击面平
坦的空心铝制圆柱体ꎬ底面与胶制圆柱打击头直接
相接ꎬ打击头与打击部位直接接触ꎬ自制铁球 ２２０ ｇꎬ
从 １１０ ｃｍ 高处落下ꎬ重力 ２.１６ Ｎꎬ产生动能 ２.３７ Ｊꎬ打
击部位为右侧小腿内侧面ꎬ其皮下为腓肠肌中段ꎮ
抽出铁片使铁球下落导致一次性打击伤ꎬ重复三次ꎬ
造成腓肠肌急性钝挫伤模型并标记ꎮ 铁球的投放和
大鼠的固定均由一人操作ꎬ保证打击力和损伤部位
及程度的一致性ꎮ 造模后通过大体观察及触诊判断
损伤部位肌肉组织断裂程度、是否骨折ꎬ证实腓肠肌
有一定的收缩功能障碍ꎬ无骨折ꎬ属急性腓肠肌钝挫
伤模型ꎮ

四、干预方法及取材
治疗组于造模后 ４８ ｈ 开始推拿治疗ꎮ 首先用自

制的头套将大鼠的头部套住ꎬ待其情绪稳定后ꎬ由专
人在损伤局部运用拇指按法结合揉法进行推拿干
预ꎬ以大鼠不因疼痛而乱动、乱叫的安静状态为该只
大鼠接受治疗的最佳刺激量ꎬ推拿手法均匀缓和ꎬ持
久渗透ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎮ

正常组于造模前一天取材ꎬ模型组于造模成功
后第 ３、９、１６ 天取材(以造模当天为第一天计算)ꎬ治
疗组分别于治疗 １ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 后取材ꎮ 取材前将大
鼠用 ２％戊巴比妥钠(０.５ ｍＬ / ２００ ｇ 体重)腹腔麻醉
后心脏采血ꎬ然后迅速解剖并暴露分离损伤侧腓肠
肌ꎬ将离体的腓肠肌迅速放在干净的滤纸上等分为
两份ꎬ一部分别放于 ４％的多聚甲醛固定ꎬ剩余部分
置于液氮中速冻 ２ ｈ 后转移到－８０ ℃冰箱保存ꎮ

五、腓肠肌组织 ＨＥ 染色
将 ４％多聚甲醛固定的腓肠肌组织取出ꎬ纱布包

裹后清水冲洗约 ２ ｈꎬ然后酒精梯度脱水ꎬ二甲苯透
明ꎬ石蜡包埋切片(３ ~ ４ μｍ)并进行 ＨＥ 染色ꎬ封片后
于光学显微镜下观察腓肠肌病理学变化ꎬ用图像采
集获取图片并进行病理学分析ꎮ

六、ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣１β、ＣＲＰ、 ＰＧＥ２
含量

于－８０ ℃冰箱取出血清ꎬ待溶解后弹匀离心待上
样ꎬ取出 ９６ 孔板ꎬ根据相应试剂盒说明书依次按顺
序加入空白孔ꎬ标准品ꎬ待测样本ꎬ然后加入抗原工
作液ꎬ轻轻摇晃混匀后封板ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ洗板ꎬ
再加入标记物ꎬ轻轻摇晃混后匀封板ꎬ３７ ℃ 孵育
３０ ｍｉｎꎬ洗板ꎬ加入显色液 Ａ、Ｂꎬ显色 １０ ｍｉｎ 后加入
终止液ꎬ于固定波长检测光密度( ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)
值ꎬ根据 ＯＤ 值算出对应含量ꎮ

七、紫外￣可见分光光度法检测血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ
含量

于－８０ ℃冰箱取出血清ꎬ待溶解后弹匀离心待上
样ꎬ取出试管及试管架ꎬ按相关说明书依次加入标准
管、空白管、测定管、对照管相应试剂及样品ꎬ旋涡混
匀器混匀ꎬ试管口保鲜膜封紧并用针头扎一小孔ꎬ
９５ ℃沸水浴 ３０ ｍｉｎꎬ取出冷却后 ３５００ ｒ / ｍｉｎ 离心
１０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ于相应波长处ꎬ用比色皿和紫外￣分
光光度计测定各管吸光度值ꎬ并根据相应公式ꎬ计算
出对应含量ꎮ

八、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测自噬相关蛋白表达水平
于－８０ ℃ 冰箱取出腓肠肌组织ꎬ加入裂解液匀

浆ꎬ离心后取上清ꎬＢＣＡ 法蛋白浓度测定后进行蛋白
定量ꎬ加入 Ｂｕｆｆｅｒ 金属离子浴 １０ ｍｉｎ 后待上样ꎬ十二
烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)
预电泳３０ ｍｉｎ后正式上样电泳分离蛋白ꎬ将蛋白电转
于 ＰＶＤＦ 膜ꎬ电转完毕后用 ５％的脱脂牛奶进行封闭
１ ｈꎬ封闭完成后将其放入由抗体增强液配置的一抗
稀 释 液 ( ＬＣ３ １ ∶ １００００ꎻ Ｂｅｃｌｉｎ１ １ ∶ ５０００ꎻ Ｐ６２
１ ∶ １０００)中 ４ ℃ 摇床上孵育过夜ꎬ次日取出聚偏二
氟乙 烯 滤 膜 ( ｐｏｌｙ ｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＶＤＦ) 膜ꎬ
ＴＢＳＴ( ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ)洗膜 ４ 次ꎬ每次
１０ ｍｉｎꎬ加对应的二抗稀释液(１ ∶ １０００)摇床上室温
孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 将 ＥＣＬ 化学
发光液均匀涂于膜上反应２ ｍｉｎ后于发光机中显影成
像ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件统计灰度值并分析ꎮ

九、统计分析
采用 ＳＰＳＳ １９.０ 版软件进行统计学分析ꎬ并采用

Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 制图软件制图ꎬ所有数据均用
(ｘ－±ｓ)表示ꎬ采用单因素方差分析ꎬ各组间比较采用
ＬＳＤ 检验ꎬ以Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠各时间点腓肠肌病理变化
正常组肌纤维呈钝角多边形ꎬ结构完整ꎬ大小均

一ꎮ 模型组 １ ｄ 亚组可见明显的炎症浸润ꎬ肌细胞肿
胀变形ꎬ崩塌溶解ꎮ 治疗组 １ ｄ 亚组肌纤维基本同模
型组ꎬ炎症浸润明显ꎬ但细胞肿胀程度明显轻于模型
组ꎮ 模型组 ７ ｄ 亚组可见明显的成肌细胞核和新生
肌细胞ꎬ且细胞形态较小ꎬ炎症浸润依然明显ꎻ治疗
组 ７ ｄ 亚组可见更多的新生肌细胞ꎬ且形态更趋正
常ꎬ炎症浸润也明显减轻ꎮ 模型组 １４ ｄ 亚组可见较
多的新生肌细胞ꎬ但大小不一ꎬ形态各异ꎬ治疗组１４ ｄ
亚组可见大量的成肌细胞ꎬ且细胞排列较紧密ꎬ大小
形态较为均一ꎬ炎症浸润也明显减轻(图 １)ꎮ
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　 　 注:ａ 为正常组ꎻｂ 为模型组

１ ｄ亚组ꎻｃ 为模型组 ７ ｄ 亚组ꎻ ｄ 为

模型组 １４ ｄ 亚组ꎻｅ 为治疗组１ ｄ
亚组ꎻｆ 为治疗组 ７ ｄ 亚组ꎻｇ 为治

疗组 １４ ｄ 亚组

图 １　 各组大鼠各时间点腓

肠肌病理变化(ＨＥ 染色ꎬ×４００)

　 　 二、各组大鼠各时间点血清 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＣＲＰ、
ＰＧＥ２ 含量

ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ损伤后各取材时间点的模型组
和治疗组促炎因子较正常组均明显升高ꎬ并随着时
间呈现先升高后下降的趋势ꎬ且治疗组各项指标的
表达量同取材时间点显著低于模型组ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ仅 １４ ｄ 时 ＩＬ￣１β、ＣＲＰ、ＰＧＥ２ 治
疗组较模型组明显降低但差异无统计学意义( Ｐ>
０.０５)(图 ２)ꎮ

三、各组大鼠各时间点血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量
紫外￣可见分光光度法结果显示ꎬ与正常组比较ꎬ

模型组与治疗组各取材时间点的 ＳＯＤ 的 ＭＤＡ 含量均
明显升高ꎻ与模型组相比ꎬ损伤后各取材时间点治疗组
ＳＯＤ 含量显著高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ 含量显著
低于模型组(Ｐ<０.０５)(图 ３)ꎮ

四、各组大鼠各时间点自噬相关蛋白 ＬＣ３￣ＩＩ / Ｉ、
Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２ 表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ与正常组相比ꎬ损伤后
各时间点模型组较正常组 ＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 明显
降低ꎬＰ６２ 明显升高ꎻ与模型组相比ꎬ损伤后各时间点
治疗组 ＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＰ６２
显著降低(Ｐ<０.０５)(图 ４)ꎮ

注:与模型组同取材时间点比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｂＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠各时间点血清 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＣＲＰ、ＰＧＥ２ 含量
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注:与模型组同取材时间点比较ꎬａＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠各时间点血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量

注:与模型组同取材时间点比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｂＰ<０.０５
图 ４　 各组大鼠各时间点腓肠肌 ＬＣ３￣ＩＩ / Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１、

Ｐ６２ 表达水平

讨　 　 论

本研究通过建立大鼠骨骼肌急性钝挫伤模型ꎬ
观察不同时间点推拿治疗对模型大鼠修复过程中炎

症水平、氧化应激状态、组织细胞自噬活性的影响ꎬ
以探讨推拿对骨骼肌钝挫伤可能的疗效机制ꎮ 通过

对相关指标检测ꎬ结果表明ꎬ推拿对骨骼肌急性钝挫

伤具有较好的疗效ꎬ同时推拿能有效地降低机体炎

症反应、减轻机体氧化应激损害、提高损伤组织细胞

自噬活性ꎬ从而加快机体损伤的修复速度ꎮ
骨骼肌急性钝挫伤在传统中医理论中属于“筋

伤”范畴ꎮ 作为祖国传统医学重要组成部分ꎬ推拿自

古对“筋伤”类疾病有较好的疗效ꎬ«阴阳应象大论»
曰:“其剽悍者ꎬ按而收之”ꎻ«医宗金鉴»有云:“夫皮

不破而肉损者ꎬ多有瘀血”、“按其经络ꎬ以通郁闭之

气ꎬ摩其雍聚ꎬ以郁结之肿”ꎻ«素问举痛论» 曰:
“按之则气血散ꎬ故按之痛止”ꎬ可见推拿的临床应用

甚广ꎮ 传统中医理论认为ꎬ推拿是具有疏经通络、推
行气血、止痛扶伤、扶正祛邪、调和阴阳等作用的一

种治病防病的养生术ꎮ 现代医学认为ꎬ推拿在本质
上是属于以“机械力”为特征ꎬ通过作用于局部产生

生物力学效应ꎬ改善局部组织生化环境ꎬ产生细胞骨

架系统和细胞分子流的变化ꎬ促进循环与代谢ꎬ从而

调节神经及内分泌系统ꎬ达到治疗作用的一种物理

疗法[１１￣１２] ꎮ
骨骼肌急性钝挫伤后ꎬ由突然直接的机械性暴

力直接作用于肌肉组织ꎬ造成的骨骼肌器质性病变ꎬ
肌纤维部分断裂ꎬ肌细胞部分溶解崩塌ꎬ损伤部位组

织细胞氧化应激损害明显且炎症反应剧烈ꎬ整个机

体也会伴随着低度炎症状态及有害产物的堆积ꎬ此
时改变机体的内环境具有时间紧迫性ꎮ 有研究表

明ꎬ点穴推拿可以有效调控 ２ 型糖尿病患者炎症状

态从而达到治疗目的[１３] ꎻ董美辰[１４] 等也通过研究发

现ꎬ脊柱推拿可降低脑白质内促炎因子的表达来重

建脑瘫炎症稳态ꎬ进而促进运动及其它功能的全面
康复ꎬ可见炎症在创伤的病理过程中发挥着重要的

作用ꎮ ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣１βꎬＣＲＰꎬＰＧＥ２ 是机体损伤后炎症

反应的敏感指标[１５] ꎬ主要引起组织损伤ꎬ刺激继发性
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炎性介质的释放ꎮ 当机体受到创伤等严重打击后ꎬ
体内会相继启动一系列复杂的细胞生物学效应ꎬ包
括应激信号的激活和传递、炎症反应失衡、各种有害
因素的释放等ꎬ甚至导致全身炎症反应综合征ꎬ诱发
部分创伤并发症ꎬ例如脓毒症、多器官衰竭、深静脉
血栓形成等等[１５￣１６] ꎮ 因此ꎬ通过对损伤及治疗前后
不同时间点血清 ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣１βꎬＣＲＰꎬＰＧＥ２ 含量的检
测ꎬ本课题组发现ꎬ骨骼肌急性钝挫伤后ꎬ各促炎因
子均有不同程度的上升ꎬ但推拿治疗后ꎬ各指标均有
不同程度下降ꎬ说明推拿能有效调控体内促炎因子
的释放ꎬ调节细胞内环境ꎬ影响肌肉损伤的修复ꎮ

当机体受到创伤等严重打击后ꎬ机体内氧化和
抗氧化平衡失调ꎮ 一方面起抗衰老、抗氧化作用的
ＳＯＤ 会上调以消除机体在因损伤后环境改变而产生
的有害物质[１７￣１８] ꎻ另一方面ꎬ由于创伤打击导致机体
内增多的自由基作用于脂质发生过氧化反应ꎬ其氧
化的终产物为 ＭＤＡꎬ因此损伤后机体内 ＭＤＡ 含量会
明显上升ꎬ上调的 ＭＤＡ 会严重影响细胞的正常代谢
和生存ꎬ也就是我们常说的“细胞毒性” [１８] ꎮ 但通过
对损伤及治疗前、后不同时间点血清 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 含
量的检测ꎬ本课题组发现ꎬ推拿可以不同程度的增加
损伤机体内 ＳＯＤ 含量ꎬ降低 ＭＤＡ 含量ꎬ从而减轻受
损肌组织所带来的氧化应激损害ꎬ促进损伤的修复ꎮ

在炎症、氧化应激等一系列因素作用下ꎬ损伤处
肌细胞内环境会发生改变ꎬ其中典型的病理改变包
括细胞自噬和细胞凋亡水平的变化[１ꎬ１９] ꎮ 有研究表
明ꎬ炎性反应剧烈及氧化应激损害下ꎬ来源于线粒体
的活性氧会不断累积ꎬ从而介导自噬形成过程中的
各个信号通路诱导自噬产生[２０ꎬ２１] ꎮ 自噬是指细胞在
自噬相关基因的调控下通过溶酶体途径降解自身衰
老、变性及凋亡的细胞器和大分子物质ꎬ从而维持细
胞内环境稳定的一种生理状态ꎮ 几乎所有的细胞都
存在一定的自噬活性ꎬ以便清除未折叠或折叠错误
的蛋白质ꎬ为细胞重建、再生和修复提供必需的原材
料ꎬ实现物质的再循环和再利用ꎬ维持细胞内环境的
稳定[２２] ꎮ ＬＣ３ 即自噬微管相关蛋白 １ 轻链 ３ꎬ其广
泛存在于胞浆中ꎬ胞浆型 ＬＣ３ 会酶解掉一小段多肽
形成 ＬＣ３￣Ｉꎬ当自噬活性增强时ꎬＬＣ３￣Ｉ 跟自噬膜表面
的磷酯酰乙醇胺(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅꎬＰＥ)结合
转变为自噬体膜型即 ＬＣ３￣ＩＩꎬ因此 ＬＣ３￣ＩＩ / Ｉ 的大小可
以反映自噬水平的高低[２３] ꎮ 同时有研究表明 Ｂｃｌ￣２
同源结构域蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１ 及泛素结合蛋白 Ｐ６２ 的表
达也可以反应自噬活性的高低ꎬＢｅｃｌｉｎ１为酵母菌
ＡＴＧ６ 的同源物ꎬ其有四个重要结构域ꎬ通过这些结
构域可以形成不同的复合体来诱导自噬相关蛋白定
位于自噬体膜上ꎬ引起一系列级联反应而上调自

噬[２４] ꎮ 同样ꎬ当细胞发生自噬ꎬＰ６２ 与经泛素化的蛋
白质相结合ꎬ再与 ＬＣ３￣ＩＩ 蛋白结合形成复合物ꎬ并最
终在溶酶体酶的作用下不断被降解ꎮ 可见ꎬ细胞自
噬水平的高低和泛素结合蛋白 Ｐ６２ 成反比[２５] ꎮ 基
于此ꎬ本实验对损伤及治疗前后腓肠肌 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１
及 Ｐ６２ 蛋白的表达进行观察ꎬ发现损伤后 ＬＣ３、Ｂｅｃ￣
ｌｉｎ１ 明显降低ꎬＰ６２ 明显升高ꎬ说明损伤后机体自噬
活性受到抑制ꎻ再对比治疗组与模型组我们发现治
疗后 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１ 显著上升ꎬＰ６２ 显著降低ꎬ说明推
拿可以提高组织细胞自噬水平ꎬ从而加快清除受损
的细胞器及折叠错误的蛋白等大分子物质ꎬ促进损
伤组织的修复ꎮ

综上所述ꎬ推拿对骨骼肌急性钝挫伤具有较好
的疗效ꎬ且推拿对骨骼肌急性钝挫伤的疗效机制可
能与降低机体炎症反应ꎬ减轻机体氧化应激损害ꎬ提
高机体组织细胞自噬活性ꎬ从而加快损伤修复速度
有关ꎮ
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