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摘要

目的：通过电针足三里和阿是穴，研究急性骨骼肌钝器伤后，电针治疗对转化生长因子-β1（TGF-β1）和波形蛋白表达

的影响，探讨电针抑制纤维化和促进肌纤维再生的机制。

方法：将60只新西兰兔随机分为模型组（A组）、阿是穴组（B组）、足三里组（C组）、足三里+阿是穴组（D组）4组，每

组15只。电针组在造模后24h治疗，隔日1次。于造模后第7、14、28天取材，运用两步法免疫组化检测TGF-β1和波

形蛋白。

结果：与A组相比，各电针组于骨骼肌损伤后（第7天和第28天）TGF-β1表达显著下降（P<0.05)，D组表达低于B组

和C组，B组低于C组(P<0.05)，第14天时，B组与A组无明显差异（P>0.05)。波形蛋白在A组中少量表达，且随着时

间延长呈下降趋势，而电针组中在第14天呈上升趋势，B组和C组波形蛋白表达低于D组(P<0.05)，但仍高于A组

(P<0.05)，B组波形蛋白表达低于C组，但差异没有显著性(P>0.05)。

结论：电针有抑制骨骼肌纤维化、促进骨骼肌再生的作用，可能与抑制TGF-β1和提高波形蛋白的表达水平有关；电

针刺激阿是穴或足三里均有利于受损骨骼肌的修复且两穴具有协同作用。
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Abstract
Objective:To explore the effects of electroacupuncture on expressions of transforming growth factor-β1(TGF-β1)

and vimentin and the mechanism of inhibiting fibrosis and promoting muscle fibers regeneration after acute

blunt contusion in rabbits.

Method: Sixty rabbits were randomly divided into model group (group A,n=15),Ashixue group (group B,n=15),

Zusanli（ST36） group(group C,n=15),Ashixue+Zusanli group(group D,n=15).Electroacupuncture groups were treat-

ed within 24h after contusion once every other day. Immunohistochemical method was used to detect TGF-β1

and vimentin on the 7th d, 14th d and 28th d after modelling.

Result：As extension of time after injury, the expressions of TGF-β1 in electroacupuncture groups declined signif-

icantly compared with group A. The expressions of TGF-β1 in group D was the lowest and had differences

with other electroacupuncture groups(P<0.05). The level of vimentin in group A showed a downward trend

over time. But the trend was contrary on the day 14 and showed upward trend among three treatment groups.

The results showed that group D had a potence of increasing the expression of vimentin and the expression
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骨骼肌损伤是临床常见的运动损伤，而这类损

伤绝大多数属于是牵拉伤或钝挫伤，而损伤后常由

于肌纤维化和肌纤维不完全再生，导致受损骨骼肌

失去部分结构或功能，妨碍机体的正常运行，因此，

寻求既能抑制纤维化又能促进受损骨骼肌再生的治

疗方式十分的有必要。研究表明，电针刺激足三里

穴和阿是穴能有效减轻骨骼肌纤维化及促进肌纤维

再生，但其具体机制还不甚清楚[1],转化生长因子β1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1）是加重纤维

化的重要调节因子之一[2—3]，波形蛋白（vimentin）是

肌纤维再生的标志蛋白之一[4]。那么电针治疗对二

者是否有影响，进而改善骨骼肌纤维化，促进骨骼肌

再生？为此，本研究选取足三里和阿是穴并分析二

穴在此方面的穴位特异性，探讨电针抑制纤维化和

促进肌纤维再生的相关作用机制，为电针治疗急慢

性骨骼肌损伤提供理论支持和临床依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

健康成年新西兰兔60只（雌雄不限），体重2.0±

0.2kg，北京海淀兴旺动物养殖 [SCXK（京）2011-

0010]提供，于中国中医科学院基础理论研究所动物

室普通环境饲养[SYXK（京）2010-0032]。将新西兰

兔随机分为模型组（A组）、阿是穴组（B组）、足三里

组（C组）、足三里+阿是穴组（D组）4组，每组15只。

主要仪器和试剂：韩氏穴位神经刺激仪

（HANS200E，南京济生）、骨骼肌急性钝器伤砸伤器

（中国中医科学院望京医院）、一次性针灸针（0.25×

25mm,中研太和）、图像采集显微镜（ZEISS.Scope.

AI,Carl Zeiss, 德国）、图像采集数码相机（Ax-

ioCamMRc5,Carl Zeiss，德国）、图像采集软件（Ax-

ioVs40.V4.8.2.0，Carl.Zeiss Vision,德国）。一抗：

TGF- β1 兔 多 克 隆 抗 体（lot:10911，美 国 SANTA

CRUZ）；vimentin 鼠单克隆抗体（lot:E2611, 美国

SANTA CRUZ）；二抗:SV-002-兔 IgG（lot:07B21CJ,

武汉博士德);SV-001-鼠 IgG(lot:06J26CJ,武汉博士

德)。

1.2 动物模型建立及干预方法

参照参考文献[1，5]，3%戊巴比妥钠30mg/kg耳缘

静脉麻醉动物，侧卧位（右侧在上）固定于造模台，右

后肢于伸膝、踝背屈约90℃位固定，显示腓肠肌。在

腓肠肌距离跟骨后缘 80mm处标记打击位置，用砸

伤器造成一次性钝器伤，打击面积为 1cm2，能量为

9.75J；确认皮肤完整，胫腓骨无骨折后放回笼中自

由活动，所有动物在术前、术后的喂养、室温及其他

管理条件完全一致。通过解剖和病理证实急性重度

腓肠肌钝器伤模型制作成功[5]。

创面常规处理采用外用 25g/L 安尔碘，1 次/d，

保持干燥避免感染。电针各组在创面常规处理的基

础上，于造模后 24h开始电针治疗。用兔固定器固

定动物后，将双后肢伸出，取左后肢“足三里

（ST36）”穴（参照《中国兽医针灸学》），主针刺入穴

位区 15mm，辅针在旁开 5mm处刺入皮下。阿是穴

分别取在距打击部位远、近端各10mm处，针刺入穴

区 15mm，针刺后接电针仪。电针参数：频率 2Hz，

0.4mA，时间15min，隔日1次，直到取材前一天结束

治疗。所有电极同步刺激，参数一致。A组进行模

拟固定，但不进行电针刺激。

1.3 取材及标本处理

分别于骨骼肌损伤后第7、14、28天三个时间点

从A组、B组、C组、D组中各取5只动物处死。取腓

肠肌约10mm×10mm×3mm,模型组健侧腓肠肌作为

正常组，标本立即放入 4%多聚甲醛中，固定 3d，脱

水、透明、浸蜡、包埋，所有标本按照免疫组化技术要

was lower in group B and group C(P<0.05), but which was still significantly higher than group A(P<0.05). Ex-

pressions of vimentin in group B and group C had no statistical significance.

Conclusion:The mechanism of electroacupuncture on inhibiting the skeletal muscle fibrosis and promoting skel-

etal muscle regeneration may be related to inhibiting the expression of TGF-β1 and raising the expression of vi-

mentin；electroacupuncture at Ashixue or Zusanli acupoints are all beneficial for repairing the damaged skeletal

muscle, and the effects of these two acupoints are synergic.

Author's address Beijing University of Chinese Medicine,Beijing, 100029

Key word electroacupuncture; blunt injury; fibrosis; regeneration; transforming growth factor-β1; vimentin

422



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第5期

求取材。

1.4 TGF-β1、vimentin表达水平测定

两步法免疫组化检测：切片脱蜡至水，3%H2O2，

室温10min，蒸馏水洗2min×3次，滴加封闭液，室温

10min，除去多余液体，不洗，滴加一抗（TGF-β1、vi-

mentin，浓度 1∶50)，4℃过夜，0.01MPBS 洗 2min×3

次，滴加聚合HRP标记抗兔 IgG(SV-002)，37℃孵育

30min，0.01MPBS洗2min×3次，DAB显色（取1ml蒸

馏水，加试剂盒中A、B、C试剂各1滴，混匀后加至切

片，室温显色10min），蒸馏水洗涤，脱水，透明，封片。

1.5 实验结果分析

免疫组化切片分别在物镜×20倍下随机选取 6

个视野采集图像，输入 Image-Pro Plus Version 6.0

图像分析软件，胞浆染成棕黄色为阳性，分析其平均

光密度值(optical density，OD)，其代表了阳性区域

TGF-β1或 vimentin 含量，即 TGF-β1或 vimentin 表达

的程度，它的升高和降低反映了在不同的病理阶段

TGF-β1或 vimentin表达程度的改变，从而间接反映

了肌肉纤维化和再生的变化情况。

1.6 统计学分析

实验数据采用SPSS16.0软件进行统计学分析，

结果以均数±标准差表示，组间采用单因素方差分

析，以P＜0.05为差异有显著性。

2 结果

2.1 不同时间点各组腓肠肌TGF-β1表达结果

见表1，图1。骨骼肌损伤后第7、14、28天，正常

组细胞质内未发现棕色或者棕褐色颗粒，表明未显

示TGF-β1阳性表达。A组TGF-β1表达均最多，染色

最深，D组中TGF-β1的表达最少，颜色最浅；电针组

与模型组相比：第14天时，B组与A组无明显差异性

（P>0.05),C 组、D 组与 A 组比较有显著差异性（P<

0.05)，第 7天、第 28天时，B组及C组TGF-β1的表达

均显著高于同期 D 组（P<0.05)，而又低于 A 组（P<

0.05)；电针各组相比：骨骼肌损伤后第7、14、28天，B

组TGF-β1的表达均高于同期 C 组（P<0.05)；且 B 组

和C组TGF-β1的表达均高于同期D组（P<0.05)；各

组间比较差异有显著性意义(P<0.05)。

2.2 不同时间点各组腓肠肌vimentin表达结果

见表2，图2。骨骼肌损伤后第7、14、28天，正常

对照组细胞质内未发现棕色或者棕褐色颗粒，表明未

显示vimentin阳性表达。A组中仅有少量vimentin表

达，且随着时间延长呈下降趋势，散在分布在肌纤维

中，染色较浅。而各电针组vimentin表达在第14天呈

上升趋势，其中D组中vimentin的表达最高；电针组

图1 不同时间点各组腓肠肌TGF-β1免疫组化染色结果

第7天

第28天

正常组 A组 B组 C组 D组

第14天

表1 不同时间点各组腓肠肌TGF-β1

染色平均光密度值 （x±s）

组别

A组
B组
C组
D组

①与A组比较P<0.05；②与B组比较P<0.05；③与D组比较P<0.05。

动物数

15
15
15
15

第7天

0.144±0.004
0.141±0.003①

0.137±0.004①②③

0.132±0.003①②

第14天

0.125±0.003
0.122±0.002①

0.112±0.005①②③

0.104±0.001①②

第28天

0.122±0.002
0.109±0.003①

0.101±0.001①②③

0.094±0.004①②

棕色或棕褐色为阳性表达区域
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与模型组相比：骨骼肌损伤后第7、14、28天，B组、C

组、D组vimentin表达强度明显高于A组，差异具有

显著性(P<0.05)；电针各组相比：骨骼肌损伤后第7、

14、28天，B组和C组的vimentin表达强度明显低于

D组，差异具有显著性(P<0.05)；第14天时，B组和C

组vimentin表达强度差异无显著性意义(P>0.05)。

图2 不同时间点各组腓肠肌vimentin免疫组化染色结果

正常组 A组 B组 C组 D组

第28天

第7天

第14天

3 讨论

3.1 电针足三里、阿是穴对急性骨骼肌钝器伤修复

的影响

足三里穴是足阳明胃经的合穴，具有调理脾胃、

补中益气、通经活络等之功效，被历代医家广泛用于

各种急慢性疾病的治疗中。萨喆燕等[6]研究认为电

针足三里能促进深部组织微循环血流灌注量。李军

汉等 [7]认为低频电针足三里能降低血清丙二醛

（malondialdehyde,MDA），升高超氧化物歧化酶（Su-

peroxide dismutase,SOD），能有效防治运动性疲

劳。胥阳等[8]发现电针足三里能明显改善严重烫伤

后大鼠的凝血功能状态，降低血浆促炎性细胞因子

水平，该效应可能是通过激活含α7亚基Ｎ型胆碱能

受体介导的胆碱能抗炎通路实现的。

中医认为，经络系统在生理上具有沟通上下内

外，将气血营养输布至全身的作用；病理上又是病邪

由表入里的传注途径；而阿是穴能通过经络系统与

脏腑组织相联系，即是治病的最佳刺激点，也是疾病

的反映点，被广泛应用于疾病的诊断和治疗。李彭

涛等[9]发现针刺能显著改善家兔超负荷运动后损伤

骨骼肌超微结构的变化，同时还能迅速降低因运动

后增高的骨骼肌细胞内钙离子的浓度。卢鼎厚[10]通

过人体研究指出，斜刺阿是穴能有效治疗运动员和

非运动员的急慢性肌肉损伤，其作用机制是针刺通

过加强收缩蛋白的组装、合成而促进肌肉的结构和

功能恢复。王瑞元[11]认为针刺能明显下调大负荷运

动后骨骼肌肌动蛋白（α-action）的基因表达以及促

进骨骼肌肌球蛋白重链基因表达的恢复，进而促进

肌肉结构和功能的恢复。李俊华等[12]认为针刺阿是

穴能促进肌卫星细胞的增殖并促使活跃期提前出

现，促进肌肉再生，加速损伤愈合的进程。

综上，我们可以认为足三里和阿是穴在治疗骨

骼肌损伤方面，具有独特优势。为此，我们选择二穴

联用，以观察与二者单独使用时，在预防骨骼肌纤维

化和促进骨骼肌再生的区别。

3.2 TGF-β1和 vimentin 的表达与骨骼肌损伤后修

表2 不同时间点各组家兔腓肠肌
vimentin的平均光密度值 （x±s）

组别

A组
B组
C组
D组

①与A组比较P<0.05；②与B组比较P>0.05；③与D组比较P<0.05

动物数

15
15
15
15

第7天

0.0464±0.0138
0.1204±0.0323①③

0.1195±0.0423①②③

0.1176±0.0293①

第14天

0.0624±0.0156
0.1236±0.0364①③

0.1284±0.0286①②③

0.1474±0.0064①

第28天

0.0436±0.0103
0.0932±0.0328①③

0.090±0.0278①②③

0.105±0.0136①

棕色或棕褐色为阳性表达区域
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复的关系

骨骼肌的再生与修复是包括骨骼肌细胞再生与

细胞外间质再生的非常复杂的过程，传统上，将骨骼

肌损伤与修复的过程分为损伤期、修复期、组织塑型

期 3个阶段[13]。损伤期通常在损伤后的最初几天，

主要表现有肌肉坏死、退化，中性粒细胞浸润，巨噬

细胞游弋到损伤处吞噬坏死组织；修复期通常发生

在受损后的第 7—10天，其高峰通常发生在受伤后

第2周左右，在受伤后第3—4周下降，在这一阶段，

主要发生肌组织和细胞外基质的再生；组织塑型期

通常在受伤后第 2—3周开始，主要的病理变化是：

再生骨骼肌成熟，瘢痕组织机化。一旦瘢痕形成，肌

组织的完全修复将不可能发生。

TGF-βs是多肽超级家族的成员，在细胞调控、

血管生成、伤口愈合等方面发挥着关键作用。其中

TGF-β1是强大的致纤维化因子，通过传导成纤维细

胞信号增加蛋白基质的合成，减少基质降解酶类的

产生，几乎参与纤维变性疾病每一步组织纤维化的

病理过程 [14—15]。研究表明 TGF-β1在诱导受损骨骼

肌纤维化过程中发挥了关键作用，能显著始动纤维

化和诱导肌源细胞向肌成纤维细胞的分化、及通过

各种方式促进病理状态下组织和器官中细胞间质的

形成 [2—3，16—17]。本研究发现 14d 后电针各组 TGF-β1

表达水平明显低于模型组，这与Li Y等[3]的研究相

似，他们认为骨骼肌损伤后第10—14天与骨骼肌纤

维化密切相关,此阶段应用抗纤维化药物能使受损

骨骼肌的组织和病理明显改善。通常认为骨骼肌损

伤后第21—28天是组织塑形期，若此期TGF-β1过度

表达，将进一步导致细胞间质胶原纤维的增生，引发

纤维化和瘢痕组织的形成 [13]。有研究认为阻断

TGF-β1及其受体、或者阻断其分子通道能有效延缓

或减少受损骨骼肌的纤维化[18]，实验研究表明电针

能抑制p-Smad2/3蛋白的表达[5]。而p-Smad2/3又是

纤维化相关因子，能诱导细胞外基质（extracellular

matrix,ECM）的聚集[19]。研究表明 Smad3 是 TGF-

β/Smad 信号通路的关键调节因子，且与 TGF-β1和

Smad2/3的表达密切相关[20]。本研究表明，28d后电

针各组 TGF-β1表达显著低于模型组，尽管模型组

TGF-β1表达也在下降。因此可以认为电针抑制骨

骼肌纤维化和促进肌纤维再生，可能与其能显著降

低TGF-β1的表达有关。

vimentin 是中等纤维的主要成分之一，在细胞

骨架稳定性和完整性中发挥重要着作用。许多组织

可同时表达2种或2种以上的中间丝蛋白，而其中之

一是vimentin,说明vimentin在细胞生长中具有重要

作用，且在成人组织中，vimentin在与其他中间丝蛋

白共同表达，常与细胞的增殖活动有关[21]。也有研

究[4]发现vimentin在注射蛇毒后第12小时激活的肌

卫星细胞中存在，在肌肉再生的早期大量表达，认为

vimentin在肌细胞再生早期及肌卫星细胞的激活过

程中起到极为重要的作用，是观察肌肉再生最好的

指标。本实验中，vimentin在受损骨骼肌修复过程

中的变化规律如下：骨骼肌损伤7d后，各组vimentin

含量均升高，但电针组表达水平明显高于模型组，说

明电针治疗后，促进了损伤局部肌纤维再生的数量

和愈合速度的提升，使其尽可能形成足够的新生肌

纤维填充损伤局部。骨骼肌损伤损伤后第14天后，

模型组 vimentin 已开始下降，而电针组的 vimentin

的表达则呈不同程度的上升，这说明模型组在 14d

这个再生的高峰时段，骨骼肌中 vimentin已然开始

下降，而电针治疗可促使其延长表达，继续再生。这

与Lihua He等[22]的结果是相符的，他们认为 vimen-

tin的表达高峰是在损伤后 3d，而在损伤后第 7—14

天随着结蛋白的增加，vimentin 的表达则开始下

降。第28天时各组vimentin表达均有明显下降，但

电针组中 vimentin 的表达均高于 7d 中的模型组。

因此本研究认为电针能不断的刺激肌卫星细胞激活

与增殖，使部分损伤后的骨骼肌始终处于再生的状

态，可以和ECM纤维化产生竞争，以减少其过度表

达进而抑制瘢痕的形成。

本研究发现，足三里＋阿是穴组TGF-β1在骨骼

肌损伤后都明显低于阿是穴组及足三里组，而 vi-

mentin表达足三里+阿是穴组又强于阿是穴组及足

三里组，表明电针刺激阿是穴和足三里在抑制受损

骨骼肌纤维化和促进其再生方面具有协同作用。

4 结论

电针抑制骨骼肌纤维化、促进骨骼肌再生的作

用，可能与抑制TGF-β1和提高 vimentin的表达水平

有关；电针刺激阿是穴或足三里均有利于损伤骨骼
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肌的修复，但二者合用优于其单独使用，两穴具有协

同作用。
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