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基础研究

电针对骨骼肌钝挫伤模型大鼠细胞周期素
依赖性蛋白激酶 ５ 表达的影响
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【摘要】 　 目的　 观察电针对骨骼肌钝挫伤大鼠细胞周期素依赖性蛋白激酶 ５(ＣＤＫ５)表达的影响ꎬ探讨

电针治疗骨骼肌损伤、促进肌肉功能恢复的作用机制ꎮ 方法　 将 ３２ 只 ＳＤ 大鼠按照随机数字表法分为正常组

(ｎ＝ ４)、模型组(ｎ＝ ４)、自然恢复组(ｎ＝ １２)、电针组(ｎ＝ １２)ꎬ正常组不做特殊处理ꎬ其余各组使用自制重物

打击器建立骨骼肌钝挫伤模型ꎮ 自然恢复组不做电针干预、自然恢复ꎻ电针组于造模 ４８ ｈ 后开始电针干预ꎬ
每日 １ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎮ 模型组于建模 ２４ ｈ 后处死ꎬ目的在于验证造模成功ꎬ自然恢复组、电针组分别于造模

后第 ７、１４、２１ 天处死取材ꎬ使用苏木精￣伊红(ＨＥ)染色观察组织形态变化ꎬ采用免疫印迹和实时定量荧光

ＰＣＲ 分别检测 ＣＤＫ５ 蛋白及其 ｍＲＮＡ 的表达情况ꎮ 结果　 ＨＥ 染色显示ꎬ与正常组比较ꎬ各组可见大量肌纤维

断裂溶解及炎性细胞浸润ꎮ 电针组与自然恢复组比较ꎬ肌卫星细胞增殖更快ꎬ新生肌纤维明显增多ꎬ修复更为

迅速ꎮ 自然恢复组、电针组两组 ＣＤＫ５ 蛋白表达量较正常组均升高(Ｐ<０.０５)ꎬ且电针组明显低于自然恢复组

(Ｐ<０.０５)ꎬＰＣＲ 检测结果也进一步表明ꎬ自然恢复组 ｍＲＮＡ 表达水平显著高于电针组(Ｐ<０.０５)ꎬ且均高于正

常组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 骨骼肌钝挫伤可使大鼠骨骼肌中 ＣＤＫ５ 蛋白表达升高ꎬ电针促进骨骼肌肌肉功能恢复

的机制可能与抑制 ＣＤＫ５ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达水平有关ꎮ
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　 　 骨骼肌损伤是日常生活中最为常见的运动损伤ꎬ
其中 ９０％属于牵拉伤及钝挫伤ꎬ这类损伤往往会造成
局部肌纤维坏死以及神经损伤ꎬ导致神经与肌肉之间
的联系被破坏[１]ꎮ 损伤修复后由于新生的肌肉组织
与神经不能完全有效地联系起来ꎬ致使机体功能不能
达到正常水平ꎮ 电针作为一种安全、便捷的治疗手段ꎬ
被证实具有促进受损骨骼肌修复的作用ꎬ但其作用机
理尚未完全明确[２]ꎮ 周期素依赖性蛋白激酶 ５( ｃｙｃ￣
ｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ ５ꎬＣＤＫ５)是细胞周期素依赖蛋白
酶家族中的一个特殊成员ꎬ其既没有细胞周期素依赖ꎬ
也不能调节细胞周期ꎬ在细胞有丝分裂后神经元迁移、
神经突触重构及神经肌肉接头( ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ ｊｕｎｃ￣
ｔｉｏｎꎬＮＭＪ)的重塑过程中起着非常关键的作用ꎮ

研究表明ꎬＣＤＫ５ 能够通过乙酰胆碱作用于 ＮＭＪ
的突触后膜上ꎬ导致乙酰胆碱受体(ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒꎬＡＣｈＲ)解散ꎬ提示受损肌肉功能的恢复与 ＮＭＪ 处
ＡＣｈＲ 的含量密切相关[３￣４]ꎮ 本研究旨在探讨电针治
疗骨骼肌损伤与 ＣＤＫ５ 之间的关联ꎬ为临床工作中采
用电针治疗骨骼肌损伤提供理论依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物、分组及主要材料
８ 周龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ３２ 只ꎬ体重

(２５０±２０)ｇꎬ由重庆医科大学动物实验中心提供[ＳＣＸＫ
(渝)２０１２￣０００１]ꎬ普通环境下单笼饲养ꎮ 将大鼠随机分
为 ４ 组ꎬ正常组、模型组、自然恢复组、电针组ꎬ其中正常
组、模型组各 ４ 只ꎬ自然恢复组、电针组各 １２ 只ꎮ 自制
重物打击器ꎬ电针仪(华佗牌 ＳＤＺⅡ̄型)ꎬ一次性针灸针
(０.２５ × ２５ ｍｍꎬ华佗牌)ꎮ ＣＤＫ５ 试剂(购自 Ｓａｎｔａ 公
司)ꎬ逆转录试剂盒(购自 Ｔｏｙｏｂｏ 公司)ꎮ

二、动物造模
参照 Ｋａｍｉ 等[５]的造模方法ꎬ正常组不予处理ꎬ其

余各组大鼠采用 １０％水合氯醛 ４ ｍｌ / ｋｇ 腹腔注射麻醉
动物ꎬ采用俯卧位、右后肢外展、膝关节伸直、踝关节屈
曲约 ９０°位固定ꎬ充分暴露腓肠肌ꎬ于腓肠肌肌腹中点
处标记打击位置ꎬ使用自制重物打击器建立骨骼肌急
性钝挫伤模型ꎮ 重物打击器:铁球 ２２０ ｇꎬ金属导管高
度 １１０ ｃｍꎬ打击面积为 １ ｃｍ２ꎬ重力 ２.２ Ｎꎬ打击能量为

２.３７ Ｊꎮ 为保证每只动物腓肠肌受损部位及程度一致ꎬ
铁球投放及动物固定均由专人操作完成ꎮ 确认皮肤完
整ꎬ胫腓骨无骨折ꎬ肉眼观察局部有明显肿胀及淤血ꎬ
表明造模成功ꎮ

三、干预方法
正常组、模型组两组不予干预ꎬ模型组于建模 ２４ ｈ

后处死ꎬ目的在于验证造模成功ꎮ 其余各组于建模成
功 ４８ ｈ 后开始干预ꎮ 电针组介入电针治疗ꎬ使用大鼠
固定器固定动物后ꎬ使其双后肢外展ꎬ取右后肢“足三
里”穴(参照李忠仁 ２００７ 年版«实验针灸学»)、阿是穴
(打击部位中心位置)作为针刺穴位ꎬ针刺后连接电针
仪ꎬ电针频率 ２ Ｈｚꎬ强度 ０. ４ ｍꎬ时间 １５ ｍｉｎꎬ每日 １
次[６]ꎮ 自然恢复组同步进行模拟固定ꎬ但不进行电针

刺激ꎮ
四、取材及标本处理
正常组处死取材ꎬ模型组于造模 ２４ ｈ 后处死取

材ꎬ其余各组大鼠分别于造模后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 各取 ４
只动物处死ꎮ 沿打击部位快速切取腓肠肌ꎬ磷酸盐缓
冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)冲洗ꎬ将腓肠肌
分为两部分ꎬ一部分放入 ４％多聚甲醛固定ꎬ另一部分
放入预备的冻存管中ꎬ于液氮冻存 ０. ５ ｈ 后ꎬ转移到
－８０ ℃冰箱冻存ꎮ

五、组织形态学检测
４％多聚甲醛固定组织 ４８ ｈꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ常规梯度

酒精脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ石蜡包埋切片ꎬ切片厚度
４ μｍꎬ常规苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色染
色ꎮ 于 ４００ 倍光镜下观察组织结构形态ꎬ使用图像采
集系统收集组织形态图片ꎮ

六、大鼠骨骼肌 ＣＤＫ５ ｍＲＮＡ 转录水平
１.引物设计与合成:经检索 ＮＣＢＩ 数据库(Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ)中 ＣＤＫ５ ｍＲＮＡ 序列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件
设计出 ＣＤＫ５ 基因以及内参 ＧＡＰＤＨ 基因的上下游引
物序列(均由 ＴＡＫＡＲＡ 生物工程有限公司合成)ꎮ

２.实时荧光定量 ＰＣＲ
将冻存于－８０ ℃冰箱中的组织样本ꎬ置入加入液

氮预冷的研钵中ꎬ研磨直至成粉末状ꎮ 按照试剂盒说
明书上步骤逐步提取 ＲＮＡꎮ 提取完毕后采用 ＴＥ
Ｂｕｆｆｅｒ稀释并使用紫外分光光度计检测其吸光度ꎬ以吸
光度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)２６０ / ２８０ 比值在 ２.０ 左右为
优ꎮ 取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ按照逆转录试剂盒说明书上方法
配制 ＰＴ 反应液(体积为 ２０ μｌ)ꎬ逆转录后得 ｃＤＮＡ 模
板ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ １０ μｌꎬ上
下游引物各 ０.３ μｌꎬ模板 ２.０ μｌꎮ 扩增程序为:９４ ℃、
５ ｍｉｎ(９４ ℃、３０ ｓꎻ５７ ℃、３０ ｓꎻ７２ ℃、３０ ｓ)３５ 个循环ꎮ
根据公式:２－△ＣＴ(△ＣＴ ＝ ＣＴ－ｔａｒｇｅｔ－ＣＴＧＡＰＤＨ)ꎬ计
算出样品目的基因的相对表达量ꎮ

七、ＣＤＫ５ 表达水平测定
取冻存组织加入裂解液提取 ＣＤＫ５ 蛋白ꎬ分装ꎬ置

－８０ ℃冰箱待用ꎮ 称取等量蛋白样品经十二烷基磺酸
钠(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)￣聚丙烯酰胺凝胶电泳
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　 　 注:ａ 表示正常组骨骼肌形态学变化ꎻｂ 表示模型组骨骼肌形态学变化ꎻｃ、ｄ、ｅ 表示自然恢复组损伤后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 骨骼肌形态学变化ꎻｆ、
ｇ、ｈ 表示电针组损伤后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 骨骼肌形态学变化

图 １　 各组各时间点骨骼肌形态学改变(ＨＥ 染色ꎬ×４００)

分离后ꎬ并转至聚偏二氟乙烯上ꎬ５％脱脂奶粉室温封
闭 １ ｈꎬ再加入经抗体稀释液稀释的一抗(１ ∶ １０００)ꎬ
４ ℃过夜ꎮ 洗涤 ３ 次ꎬ加入相应二抗室温孵育 １ ｈꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎬ用增强化学发光( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ￣
ｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)试剂进行化学发光反应ꎬＸ 线胶片曝光、
显影及定影ꎮ 上述孵育和洗膜过程均在水平摇床上进
行ꎬ胶片曝光在暗室内进行ꎮ

八、统计学分析
各组数据采用 ＳＰＳＳ １９.０ 版软件进行统计学分

析ꎬ结果以(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ各组均采用单因素方差分
析ꎬＰ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠不同时间点组织形态学改变
由下图可见ꎬ正常组肌纤维排列整齐ꎬ细胞核均匀

分布在肌纤维周边(图 １ａ)ꎻ模型组可见肌纤维断裂溶
解ꎬ炎性细胞大量增生ꎬ局部微血管破裂ꎬ红细胞浸润
(图 １ｂ)ꎻ损伤后 ７ ｄꎬ自然恢复组坏死组织较为明显ꎬ
依然存在大量炎性细胞ꎬ肌纤维之间裂缝较大 (图
１ｃ)ꎻ损伤后 １４ ｄꎬ自然恢复组有成肌细胞核出现ꎬ肌卫
星细胞增殖明显ꎬ少量的新生肌纤维出现(图 １ｄ)ꎻ损
伤后 ２１ ｄꎬ自然恢复组新生的肌纤维和受损的肌纤维
逐渐融合ꎬ瘢痕组织出现ꎬ损伤部位初步愈合(图 １ｅ)ꎻ
损伤后 ７ ｄꎬ电针组炎性细胞减少ꎬ有少量成肌细胞核
出现(图 １ｆ)ꎻ损伤后 １４ ｄꎬ电针组存在大量新生肌纤
维ꎬ肌卫星细胞增殖更加明显(图 １ｇ)ꎻ损伤后２１ ｄꎬ电
针组受损部位基本愈合ꎬ肌纤维排列更加紧密ꎬ并伴有
大量成肌细胞核(图 １ｈ)ꎮ

二、各组大鼠不同时间点 ＣＤＫ５ 蛋白表达量检测
与正常组比较ꎬ自然恢复组、电针组骨骼肌受损后

ＣＤＫ５ 蛋白表达量均有所升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 电针组损伤

后各取材时间点 ＣＤＫ５ 表达量均显著低于自然恢复组
(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ２、表 １ꎮ

图 ２　 各组大鼠不同时间点 ＣＤＫ５ 蛋白条带图

表 １　 各组大鼠不同时间点骨骼肌 ＣＤＫ５ 的表达水平

(ｘ－±ｓ)

组别　 例数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

正常组 ４ ０.７４±０.０２ － －
自然恢复组 １２ １.４０±０.０６ａ １.２６±０.０６ １.１１±０.０６
电针组 １２ １.２７±０.０４ａｂ １.０７±０.０３ｂ ０.８７±０.０９ｂ

　 　 注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与自然恢复组同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５

三、各组大鼠不同时间点 ＣＤＫ５ ｍＲＮＡ 表达水平
检测

与正常组比较ꎬ自然恢复组、电针组骨骼肌 ＣＤＫ５
ｍＲＮＡ 表达水平均升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与自然恢复组比
较ꎬ电针组各时间点 ＣＤＫ５ ｍＲＮＡ 表达水平明显降低
(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠不同时间点骨骼肌 ＣＤＫ５ ｍＲＮＡ 的表达水平

(ｘ－±ｓ)

组别　 例数 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

正常组 ４ ０.２１±０.０１ － －
自然恢复组 １２ １.０１±０.０２ａ ０.８２±０.０３ｂ ０.６８±０.０２ｂ

电针组 １２ ０.８１±０.０１ａｂ ０.６７±０.０２ｂ ０.５４±０.０１ｂ

　 　 注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与自然恢复组同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５

讨　 　 论

骨骼肌损伤后的修复是一个极其复杂的过程ꎬ临
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床上将修复过程分为 ３ 个阶段:急性期、修复期、塑形
期ꎮ 急性期是指受伤后初期ꎬ由于骨骼肌组织受到外
力作用ꎬ导致局部肌纤维断裂、肌小管溶解坏死、微血
管神经纤维结构被破坏、局部发生炎症反应ꎬ肉眼可见
瘀血红肿ꎻ修复期处于损伤后的 １ ~ ２ 周ꎬ炎症因子浸
润导致局部未受损组织被激活ꎬ释放一系列细胞因子
如血管内皮因子、转化生长因子、神经生长相关因子
等ꎬ在各种细胞因子作用下ꎬ肌卫星细胞大量增殖ꎬ形
成新的肌纤维ꎬ出现微血管建立及周围神经再生等ꎻ塑
形期在损伤后的 ２~３ 周ꎬ此时新生肌纤维与受损肌纤
维结合形成瘢痕组织ꎬ局部微循环逐渐完善ꎬ神经与肌
肉再支配ꎬ肌肉功能恢复ꎬ受损肌肉组织完成自我修
复[７￣８]ꎮ

针灸治疗急慢性骨骼肌损伤疗效显著ꎮ 研究发
现ꎬ电针具有改善骨骼肌钝挫伤后局部微循环的作
用[９]ꎮ 针刺可抑制急性骨骼肌钝挫伤后大鼠肝细胞
生长因子的高水平表达ꎬ促进肌卫星细胞的增殖ꎬ使其
活跃期提前出现ꎬ从而加速骨骼肌的修复[１０]ꎮ 也有研
究发现ꎬ电针阿是穴能够使碱性成纤维细胞生长因子
的表达水平升高ꎬ从而促进肌卫星细胞增殖ꎬ进一步缩
短骨骼肌损伤后的修复进程[１１]ꎮ 查阅相关文献后ꎬ发
现多数研究都集中在损伤修复的前中期ꎬ对于损伤后
肌肉功能恢复的研究相对较少ꎬ本研究从骨骼肌损伤
修复后期着手ꎬ研究电针的治疗作用和受损骨骼肌肌
肉功能恢复间的关系ꎬ进一步完善了电针治疗急性骨
骼肌损伤过程中肌功能恢复的作用机制ꎬ为临床上进
行电针治疗骨骼肌损伤提供了一定的依据ꎮ

在神经系统生长发育中ꎬＣＤＫ５ 通过磷酸化信号
分子、细胞骨架蛋白及调节蛋白等底物蛋白的特异性
丝 /苏氨酸位点ꎬ在神经元的存活、突触的发生、信息的
传递及 ＮＭＪ 的重塑等诸多方面起到了重要的调控作
用[１２]ꎮ 实验证明ꎬＣＤＫ５ 作为 ＮＭＪ 生长发育中的关键
蛋白ꎬ被乙酰胆碱激活ꎬ从而导致突触后膜上的 ＡＣｈＲ
聚集体解离ꎬ进而抑制 ＮＭＪ 的生长[１３]ꎮ 敲除 ＣＤＫ５ 基
因或抑制 ＣＤＫ５ 活性后ꎬ乙酰胆碱对抗乙酰胆碱受体
簇集的解散能力完全被逆转[１４]ꎮ 本实验结果显示ꎬ与
正常组比较ꎬ自然恢复组和电针组各时间点骨骼肌中
的 ＣＤＫ５ 表达水平显著升高ꎬ并随时间的推移呈现降
低趋势ꎻ与自然恢复组比较ꎬ电针组 ＣＤＫ５ 蛋白表达量
及 ｍＲＮＡ 的表达水平显著降低ꎮ

综上所述ꎬ我们推测骨骼肌钝挫伤后由于 ＣＤＫ５
蛋白的高水平表达ꎬ导致抗乙酰胆碱受体解离ꎬ从而抑
制了 ＮＭＪ 的重塑ꎬ进一步抑制了肌肉功能的恢复ꎻ而
电针可能通过下调受损骨骼肌中较高水平的 ＣＤＫ５ꎬ

增加抗乙酰胆碱受体群集的数量ꎬ从而促进受损骨骼
肌的修复ꎮ
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