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膏摩疗法对骨骼肌急性钝挫伤模型大鼠炎症
及氧化应激和血管生成的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察膏摩疗法对大鼠骨骼肌急性钝挫伤修复过程中炎症、氧化应激和血管生成的影响ꎬ
探讨膏摩疗法治疗骨骼肌损伤的作用机制ꎮ 方法　 将 ４２ 只成年雄性 ＳＤ 大鼠随机分为对照组(６ 只)、膏摩组

(１８ 只)、模型组(１８ 只)ꎬ膏摩组和模型组均采用自制打击器建立腓肠肌急性钝挫伤模型ꎬ膏摩组和模型组按

造模后时间分为第 １ 天、第 ３ 天和第 ７ 天三个亚组ꎬ每亚组 ６ 只大鼠ꎮ 膏摩组于造模 ２ ｈ 后开始膏摩治疗ꎬ由
专人在损伤局部涂抹消炎止痛膏ꎬ并运用食指摩法ꎬ推拿手法均匀和缓ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ每日 ２ 次(间隔 １２ ｈ)ꎮ 模

型组和对照组不予处理ꎮ 分别于造模后第 １、３、７ 天时间点取材ꎬ对各组大鼠进行腹主动脉采血后取损伤侧腓

肠肌ꎬ检测和分析苏木精￣伊红(ＨＥ)染色、免疫荧光(ＣＤ３４)染色ꎬ以及血清超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)和丙二醛

(ＭＤＡ)含量ꎮ 结果　 ＨＥ 染色显示ꎬ各时间点模型组腓肠肌肌纤维均较对照组肿胀变形ꎬ崩塌溶解ꎬ大量炎症

细胞浸润ꎻ各时间点膏摩组较模型组恢复更佳ꎬ新生成肌细胞较多ꎬ炎症浸润减轻ꎬ形态更趋正常ꎮ 免疫荧光

染色显示ꎬ模型组与膏摩组各时间点较对照组的红色荧光(ＣＤ３４)更较明显ꎻ与模型组比较ꎬ膏摩组各取材时

间点则更明显ꎮ 模型组和膏摩组各时间点的 ＳＯＤ 和ＭＤＡ 含量均较对照组明显升高(Ｐ<０.０５或Ｐ<０.０１)ꎬ其中

第 １ 天和第 ３ 天膏摩组的 ＳＯＤ 含量较同时间点模型组明显升高(Ｚ１ ＝ －２.８８２ꎬＰ１ ＝ ０.００４ꎻＺ３ ＝ －２.８８２ꎬＰ３ ＝
０.００４)ꎬ第 ７ 天膏摩组 ＳＯＤ 含量与模型组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｚ７ ＝ －１.９９２ꎬＰ７ ＝ ０.５５)ꎻ而膏摩组各时间

点的 ＭＤＡ 含量均低于同时间点模型组(Ｚ１ ＝ －２.８８７ꎬＰ１ ＝ ０.００４ꎻＺ３ ＝ －２.０８９ꎬＰ３ ＝ ０.０３７ꎻＺ７ ＝ －２.７２２ꎬＰ７ ＝
０.００６)ꎮ 结论　 膏摩疗法可有效减轻骨骼肌损伤后的局部炎症反应ꎬ减少氧化应激损害ꎬ加快局部血管生成ꎬ
进而加速受损组织的修复ꎮ
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Ｐｒｏｊｅｃｔ (ｌｅｔｔｅｒ ２０２３＿１０８)ꎻ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ′ｓ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ (ｐｒｏｊｅｃｔ ２０２２ＺＤＺＸ３００４)ꎻ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ′ｓ
Ｓａｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ ( ＳＺＺＹＳＭ２０２１０８０１３)ꎻ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
(２０２４Ａ１５１５０１１２６３)

ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２４.０５.００３

　 　 骨骼肌急性钝挫伤是指骨骼肌因外界突然直接的
暴力作用造成的肌纤维损害ꎬ损伤局部出现肿胀瘀血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ꎮ 研究表明[１]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相关修复机制进行了
大量的研究ꎬ但尚未得到统一观点和意见[２￣３]ꎮ 膏摩疗
法[４] 是一种将中药外用膏药与按摩手法相结合的治
疗方法ꎬ是最古老的医疗实践技术之一、中医外治法的
重要组成部分ꎮ 作为体表刺激疗法中的一种ꎬ膏摩疗
法具备中药与按摩的双重功效ꎬ曾与针灸、导引、吐纳
等疗法并列ꎬ广泛应用于临床ꎮ 对骨骼肌钝挫伤一类
的筋伤疾病均有较好的疗效[５￣６]ꎮ 本研究通过建立大
鼠骨骼肌急性钝挫伤模型ꎬ观察不同时间点膏摩疗法
对大鼠骨骼肌损伤修复过程中炎症水平、氧化应激状
态和血管内皮生成的影响ꎬ旨在探讨膏摩疗法对骨骼
肌钝挫伤的可能疗效机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组
成年健康的 ＳＰＦ 级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ 大鼠 ４２

只ꎬ体重(３００±２０)ｇꎬ由南方医科大学实验动物管理中
心提供[ＳＣＸＫ(粤) ２０１６￣００４１]ꎮ 实验动物饲养于南
方医科大学南方医院实验动物研究中心无特定病原体
(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ) 级动物房ꎬ室温 ( ２４ ±
２)℃ꎬ室内保持 １２ ｈ / １２ ｈ 昼夜节律ꎬ一周适应性饲
养ꎬ期间自由饮食ꎮ 将成年雄性 ＳＤ 大鼠 ４２ 只采用随
机数字表法分为对照组(ｎ ＝ ６)、模型组(ｎ ＝ １８)、膏摩

组(ｎ＝ １８)ꎬ膏摩组和模型组根据取材时间按随机数
字表法进一步分为 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 共 ３ 个亚组(ｎ＝ ６)ꎮ

二、主要试剂与仪器
消炎止痛膏由血竭、冰片、乳香、没药、红花、儿茶、

橄榄油、蜂蜡组成ꎮ
主要试剂和仪器及软件:苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙ￣

ｌｉｎ ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色试剂盒、免疫荧光(ＣＤ３４ 和 ＤＡＰＩ)
试剂盒(均购自武汉赛维尔生物科技有限公司)ꎻ超氧
化物歧化酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)试剂盒、丙二
醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)试剂盒(均购自南京建成
生物工程研究有限公司)ꎮ 全自动生化分析仪(中国
雷杜 Ｃｈｅｍｒａｙ８００)ꎬ正置白光拍照显微镜 (日本 Ｎｉ￣
ｋｏｎ)ꎬ倒置荧光显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ)ꎬ高速组织研磨仪
(中国 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ)ꎬ酶标检测仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ)ꎬ病理切
片机(上海徕卡仪器有限公司)ꎬ台式高速冷冻离心机
(中国 Ｄｒａｇｏｎ)ꎮ Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０(美国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅ￣
ｍｅｔｉｃｓ)ꎬＧｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８(美国 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件公司)ꎮ
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制备
本研究模型组和膏摩组大鼠分别建立骨骼肌急性

钝挫伤模型ꎬ对照组不予处理ꎮ
大鼠模型制备:用动物剃毛器剔除大鼠右侧小腿

腓肠肌毛发ꎬ用戊巴比妥腹腔注射麻醉ꎬ将大鼠右后足
屈髋屈膝 ９０°固定于自制打击器底部ꎬ打击器参照
Ｋａｍｉ的造模方法自制ꎬ打击器为一段固体不锈钢制圆
柱体(见图 １)ꎬ其下端为一段胶质圆柱打击头ꎬ直径
２.０ ｃｍꎬ下落物体主体长 ７.５ ｃｍꎬ重 ２０００ ｇꎬ从 １２ ｃｍ 高
处落下ꎬ重力 １９.６１ Ｎꎬ产生动能 ２.３５ Ｊꎮ 打击部位为
右侧小腿内侧面ꎬ其皮下为腓肠肌中段ꎮ 放出圆柱体
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使其下落导致一次性打击伤ꎬ造成腓肠肌急性钝挫伤
模型ꎮ 圆柱体的释放和大鼠固定均由同一位实验员操
作ꎬ以保证打击力和损伤部位及程度的一致性ꎮ 造模
后ꎬ由两位实验员观察和触诊判断损伤部位的肌肉组
织断裂程度及是否有骨折ꎬ并证实腓肠肌收缩功能障
碍、局部肿胀、瘀血且无骨折ꎬ即属急性腓肠肌钝挫伤
大鼠造模成功ꎮ

图 １　 大鼠骨骼肌急性钝挫伤实验模型

四、干预措施
造模后 ２ ｈꎬ膏摩组开始用消炎止痛膏进行膏摩治

疗ꎬ消炎止痛膏剂量参照«药理实验方法学» [７]计算得

出实验大鼠所需用量为 １６.７ ｇ / ｋｇꎮ 首先用自制的大
鼠固定器将大鼠的头部和躯干固定ꎬ待其情绪稳定后ꎬ
由专人在损伤局部涂抹消炎止痛膏ꎬ并运用食指摩法ꎬ
推拿手法均匀和缓ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ摩法(３００±２０)圈ꎬ膏
药 ５ ｇꎬ每日 ２ 次(间隔 １２ ｈ)ꎮ 治疗后ꎬ将大鼠制动
１ ｈꎬ擦净药渍后放回笼中ꎬ防止大鼠舔食残留膏药影
响吸收ꎮ 模型组和对照组不予处理ꎮ

五、标本采集与处理
分别于造模后第 １、３、７ 天各时间点取材ꎬ将大鼠

用 ２％戊巴比妥钠(０.２５ ｍｌ / １００ ｇ)腹腔麻醉后进行腹
主动脉采血ꎬ然后迅速解剖并暴露分离局部损伤腓肠
肌(图 ２)ꎬ将离体的腓肠肌分为 ２ 份ꎬ一份置于液氮中
速冻 ２ ｈ 后转移到－８０℃冰箱保存ꎬ另一份放于骨骼肌
固定液固定ꎮ

六、腓肠肌组织 ＨＥ 染色
取出固定的腓肠肌组织ꎬ修理至适合大小并置于

组织包埋盒中ꎬ然后酒精梯度脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ石蜡
包埋ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎮ 随即进行 ＨＥ 染色ꎮ 切片常
规脱蜡至水ꎬ苏木素染色 ５ ｍｉｎꎬ１％盐酸￣酒精中分化ꎬ
自来水中返蓝 ３０ ｍｉｎꎬ１％伊红染色 ３ ｍｉｎꎬ梯度酒精脱
水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树胶封片ꎬ光学显微镜下观察腓
肠肌组织病理学变化并采集图像ꎮ

图 ２　 大鼠右后足腓肠肌急性钝挫伤造模后大体解剖图
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　 　 七、腓肠肌组织免疫荧光
腓肠肌组织的石蜡切片常规脱蜡至水后ꎬ将切

片置于 ＥＤＴＡ 抗原修复缓冲液中于微波炉内进行抗
原修复ꎮ 后用组化笔画圈ꎬ加入自发荧光淬灭剂
５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗 １０ ｍｉｎꎬ５％ ＢＳＡ 孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 按比
例稀释一抗( ＣＤ３４ꎬ１ ∶ ５０)ꎬ滴加覆盖组织ꎬ放于湿
盒内 ４℃ 孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 清洗后滴加二抗(ＨＲＰ 标
记山羊抗兔鼠通用ꎬ１ ∶ ５００)覆盖切片组织ꎬ室温避
光孵育 ５０ ｍｉｎꎻ再次用 ＰＢＳ 清洗ꎬ滴加 ＤＡＰＩ 染液ꎬ室
温避光孵育１０ ｍｉｎꎮ 后用抗荧光淬灭封片剂封片ꎮ
倒置荧光显微镜下观察并采集图像ꎬ每张片子随机
选取 ５ 个视野ꎮ ＤＡＰＩ 为蓝色荧光ꎬＣＤ３４ 为红色荧
光ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 半定量分析红色荧光强度ꎬ将图像统
一转换为 ８ 位黑白图像ꎬ选择自动阈值ꎬ计算各组平
均灰度值ꎬ并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件制作相对荧光
强度(％)柱状图ꎮ

八、血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量
腹主动脉取全血ꎬ静置 １ ｈ 后 ３５００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心

１０ ｍｉｎꎬ取上层血清进行 ＳＯＤ 测定ꎮ 取出 ９６ 孔板ꎬ按
照说明书加入标准孔、空白孔、测定孔、对照孔相应试
剂及样品ꎬ涡旋混匀器混匀ꎬ９５℃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用酶标仪测定各管吸光度值ꎬ并根据公式(１)计算
出血清中 ＭＤＡ 含量:

　 　 血清中 ＭＤＡ 含量＝测定 ＯＤ 值－对照 ＯＤ 值
标准 ＯＤ 值－空白 ＯＤ 值

×标准品浓度

×样本测试前稀释倍数 (１)

　 　 九、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎬ并采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件制图ꎬ计
量资料用(ｘ－±ｓ)表示ꎬ符合正态分布且方差齐用 Ｏｎｅ￣
Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验ꎬ各组间比较采用 ＬＳＤ 检验ꎬ非正态
分布用非参数检验(Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
符号秩和检验、Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验)ꎻ计数资料以频

数表示ꎬ比较采用 Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ 检验ꎬ检验水准 α ＝ ０.０５ꎬ
Ｐ<０.０５认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠腓肠肌病理形态学观察
ＨＥ 染色显示ꎬ对照组肌纤维呈钝角多边形ꎬ结构

完整ꎬ大小均一ꎮ 第 １ 天ꎬ模型组可见明显的炎症浸
润ꎬ肌细胞肿胀变形ꎬ崩塌溶解ꎻ膏摩组肌纤维基本同
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 第 ３ 天ꎬ模型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膏摩组可
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 第 ７ 天ꎬ模型组可见较多的新生肌细胞ꎬ但大
小不一ꎬ形态各异ꎻ膏摩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 ３)ꎮ

二、各组大鼠腓肠肌 ＣＤ３４ 表达比较
免疫荧光染色(图 ４)及 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量分析计算

ＣＤ３４ 相对荧光强度 (％) 显示ꎬ与对照组比较ꎬ第 １
天、第 ３ 天、第 ７ 天模型组和膏摩组的血管内皮细胞标
志物 ＣＤ３４(红色荧光)表达均明显上调(Ｐ<０.０１)ꎻ与
模型组比较ꎬ第 １ 天、第 ３ 天、第 ７ 天膏摩组 ＣＤ３４(红
色荧光)表达亦均上调(Ｐ<０.０１)ꎬ且第 ７ 天较前上调
明显(Ｐ<０.０１)ꎮ 如图 ５ 所示ꎮ

三、各组大鼠血清 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 含量比较
与对照组同时间点比较ꎬ第 １、３、７ 天模型组的

ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量均明显升高(Ｐ<０.０５或Ｐ<０.０１)ꎮ 与
模型组同时间点比较ꎬ第 １ 天和第 ３ 天膏摩组的 ＳＯＤ
含量显著高于模型组(Ｚ１ ＝ － ２. ８８２ꎬＰ１ ＝ ０. ００４ꎻＺ３ ＝
－２.８８２ꎬＰ３ ＝ ０.００４)ꎬ第 ７ 天膏摩组 ＳＯＤ 含量与模型组
比较ꎬ差异无统计学意义(Ｚ７ ＝ －１.９９２ꎬＰ７ ＝ ０.５５)ꎻ而
第 １、３、７ 天膏摩组的 ＭＤＡ 含量显著低于同时间点模
型组(Ｚ１ ＝ －２.８８７ꎬＰ１ ＝ ０.００４ꎻＺ３ ＝ －２.０８９ꎬＰ３ ＝ ０.０３７ꎻ
Ｚ７ ＝ － ２. ７２２ꎬ Ｐ７ ＝ ０. ００６)ꎬ 差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ具体数据详见表 １ꎮ

表 １　 各组大鼠不同时间点的血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量(ｘ－±ｓ)

组别
ＳＯＤ (Ｕ / ｍｌ)

第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天
ＭＤＡ (ｎｍｏｌ / ｍｌ)

第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天
对照组 １２０.６０±８.０５ １０５.６０±７.３５ １２９.６０±６.１６ １.７４±０.４８ １.４５±０.３２ １.６３±０.３９
模型组 ４０４.４１±７.９０ａ １５４.８６±６.４９ａ １８９.４４±５.７８ａ ８.８４±０.７６ａ ４.８２±０.２４ａ ３.２６±０.２３ａ

膏摩组 ４３８.１１±８.８５ｂｃ １８８.６４±５.５４ｂｃ １９６.３２±４.９９ａ ５.００±０.２２ａｃ ４.４４±０.２９ａｄ ２.７４±０.１５ａｃ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与模型组同时间点比较ꎬｃＰ<０.０１ꎬｄＰ<０.０５
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注:黑色箭头示炎性细胞

图 ３　 各组大鼠造模后不同时间点腓肠肌的横断面病理图(ＨＥ 染色ꎬ×２００)

图 ４　 各组大鼠造模后不同时间点腓肠肌横断面的免疫荧光图(×２００ꎬ免疫荧光染色)
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　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与模型组同时间点比

较ꎬｂＰ<０.０１
　 　 图 ５　 各组大鼠不同时间点腓肠肌横断面的 ＣＤ３４ 相对荧光

强度(％)比较

讨　 　 论

本研究结果表明ꎬ膏摩疗法对骨骼肌急性钝挫
伤具有良好疗效ꎬ能有效降低组织炎症反应、减轻机
体氧化应激损害、提高受损骨骼肌的血管再生ꎬ从而
加快损伤的修复速度ꎮ

研究表明ꎬ骨骼肌损伤和修复是一个非常复杂
的过程ꎬ包括逐步坏死和凋亡、炎症反应、纤维化与
肌卫星细胞增殖、血管再生等[２ꎬ８] ꎮ 膏摩疗法可有效
降低膝关节滑膜炎症水平进而改善膝骨关节炎[９￣１０] ꎮ
本研究通过对损伤后不同时间点大鼠腓肠肌组织
ＨＥ 染色观察表明ꎬ骨骼肌急性损伤后组织肿胀变
形ꎬ肌细胞崩塌溶解ꎬ大量炎症细胞浸润ꎻ与模型组
比较ꎬ膏摩疗法治疗后炎症浸润减轻ꎬ新生成肌细胞
增多ꎬ加速了损伤修复进程ꎮ 机体内氧化剂与抗氧
化剂不平衡所产生的氧化应激具有双刃剑作用[１１] ꎮ
本研究通过检测损伤后各个时间点大鼠血清 ＳＯＤ 和
ＭＤＡ 含量发现ꎬ膏摩疗法可提高损伤机体内 ＳＯＤ 含
量ꎬ降低 ＭＤＡ 含量ꎬ从而减少氧化应激对局部骨骼
肌的损害ꎬ从而促进损伤修复ꎮ 研究表明[２ꎬ１２] ꎬ血管
生成和肌生成是骨骼肌损伤后形态学和功能恢复的
先决条件ꎬ重建血供对局部组织的氧供应至关重要ꎮ
ＣＤ３４ 作为最敏感的血管内皮标志物ꎬ其含量直接反
映了骨骼肌血管的数量[１３] ꎮ 本研究对损伤后不同时
间点大鼠腓肠肌组织 ＣＤ３４ 免疫荧光染色观察还发
现ꎬ膏摩疗法可增加受损骨骼肌血管生成ꎬ进而促进
损伤修复ꎮ

综上所述ꎬ膏摩疗法对骨骼肌急性钝挫伤具有
较好的疗效ꎬ其可能的机制与降低组织炎症反应、减
轻机体氧化应激损害、提高组织血管再生有关ꎮ 本

研究存在一些不足之处ꎬ如未进行大鼠行为学评价ꎬ
未开展大鼠炎症水平定量研究等ꎮ 此外ꎬ可进一步
对比中药外用膏药涂擦、推拿疗法和膏摩疗法的疗
效差异ꎬ探究摩法等膏摩疗法的推拿种类、力的大小
和作用时间等关键参数对中药外用膏药透皮吸收的
影响等ꎮ
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