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基于 P38/ERK-MAPK信号通路探讨理筋手法对大鼠运动性骨骼
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摘�要

目的：从P��MAPK/ERK信号通路探索理筋手法促进骨骼肌损伤修复的作用机制。方法：选用SPF级健康雄性SD大鼠 ��只，
随机分为模型对照组 �只，空白组 �只，自然恢复 �w、�w组各 �只，治疗 �w、�w组各 �只。除空白组外，其余各组均在
跑台上进行一次性持续下坡跑运动，造模 �周结束后，治疗组给予理筋手法治疗。治疗结束后分别取各组大鼠股四头肌，采
用HE染色法观察大鼠肌纤维的改变、Western�Blot 法检测大鼠肌组织 ERK、P��MAPK 蛋白表达水平。结果：造模 �周结束
后，模型组肌纤维排列紊乱，肌纤维扭曲变形、断裂，横纹消失，大量炎性细胞浸润；ERK/P��MAPK 表达增强。而经理筋
手法治疗后，各组 ERK/P��MAPK 表达明显降低，肌纤维机构均明显改善，炎性细胞浸润减少。结论：理筋手法可能是通过
对 P��MAPK、ERK 信号蛋白的调节，从而干预骨骼肌损伤的修复。�
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1�引言

骨骼肌是人体运动的动力装置，人体的运动主要通过肌

肉的收缩和舒张来完成。运动性骨骼肌损伤（Exercise-LQGXFHG�

PXVFOH�GDPDJH，EIMD）是运动中最为常见的软组织损伤，在

肌肉损伤中所占比例最大。骨骼肌损伤后，肌肉组织和结构

发生病理生理学变化，导致周围关节或关节外软组织结构发

生特异性变化，严重者影响其功能 [�]。研究运动引起的骨骼

肌损伤机制，了解与认识其病理、病变，探讨预防、治疗及

康复措施，一直是运动医学研究中的重要领域之一，已引起

医学界的关注。EIMD处理的总原则就是减轻炎症反应和促进

新肌纤维的增生。理筋手法是回族医学中治疗筋伤的主要手

段，具有纠正小关节紊乱、解除痉挛、缓急止痛、减轻炎症

反应、促进局部血液循环等诸多作用 [�]。0�3.是信号从细

胞表面传导到细胞核内部的重要传递者，在未受刺激的细胞

内，0�3.处于静止状态，当受到其他刺激后 0�3.被激活

[�]。本研究通过理筋手法治疗慢性运动性骨骼肌损伤模型大鼠，

从组织形态学、3��/ERK-0�3.信号通路来探讨其作用机制。

2材料与方法

2.1 材料

2.1.1 实验动物及分组

63�级健康雄性 6�大鼠 ��只，�月龄，体重 ���~����J。

随机分为 �组，每组 �只，即模型组、空白组、自然恢复组（又

分为两个亚组，即：自然恢复 1w组、自然恢复 2w组）、治

疗组（又分为两个亚组，即：治疗 1w组、治疗 2w组）。所

有大鼠均购自宁夏医科大学实验动物中心，许可证号 6&;.

（宁）����-����。

2.1.2 主要试剂和仪器�

主 要 试 剂： 苏 木 素 伊 红 染 色 液（Bioswamp�

3��������，�3��������），���浓缩型试剂盒（Bioswamp�

3��������），5,3�（强）组织细胞快速裂解液（Bioswamp�

3��������），�&��蛋白浓度测定试剂盒（增强型）（Bioswamp�

PAB180007），S��0�3.�、ERK（Bioswamp�MAB37199，

MAB37327），β-�FWLQ（Bioswamp�3�������），*RDW�DQWL�

�D��LW�,J*�JRDW（Bioswamp�SAB43711）。

主要仪器：石蜡包埋机（湖北泰维科技实业有限公司�

��-718D�），石蜡切片机（徕卡显微系统有限公司�50����）�

，电泳仪（�,2-5����PLQL�S�RWHDQ��FHOO），酶标仪（芬兰�雷勃�

0.�），全自动化学发光分析仪（上海�天能 �DQRQ-����）。�

2.2 方法

2.2.1 模型制备

将��只大鼠随机分为�组，每组各 �只，空白组正常饲养，

不做任何处理；其余各组参照 ��PVW�RQJ[�] 的造模方法，运用

一次性跑台建立运动性骨骼肌损伤模型，具体参数是：跑台

坡度-��°，速度 ��P/PLQ，总运动时间 ���PLQ，���PLQ/天，

��天 / 周，共 �周。

2.2.2 治疗及取材

治疗组于造模结束后行理筋手法治疗，治疗时间为

��~��PLQ/ 次，一天一次。治疗 1w组治疗一周后取材，治疗

2w组治疗两周后取材，自然恢复 1w组与自然恢复 2w组在

造模结束后不做任何处理，自行恢复，分别在一周、两周后

取材，模型组于造模结束后第二天取材。取各组大鼠股四头

肌为待测样本。

2.3 样本检测

2.3.1�HE 染色

将所取组织在 �%多聚甲醛中固定 ��K，流水冲洗 �K后

用 3�6缓冲液泡过夜，最终固定于 70%酒精中。修剪组织，

大小为��.�FP×�.�FP�[��.�FP�为宜，按常规步骤脱水浸蜡包

埋。切片前将包埋好的组织样本置于 -��℃冷冻数分钟，切

片厚度为 5μm为宜。常规 HE染色，中性树脂封片。光镜下

观察组织形态学变化。

2.3.3�Western�Blot��

①提取蛋白：将组织样本按每 ��PJ组织加入 ���-

250μL裂解液的比例加入裂解液（裂解液中加入蛋白酶和磷

酸酶抑制剂），匀浆器匀浆直至完全裂解，裂解后的样品

�℃ �����J离心 ��PLQ，取上清，-��℃冰箱保存。② �&�

蛋白定量法测定蛋白浓度：取酶标板依次加入蛋白标准液，

去离子水，将 �&�-�与 �&�-�按体积比为 ��：�配置适

量 �&�工作液，在各孔中加入 160μL��&�工作液，把酶标

板放在振荡器上振荡 ��V，37℃放置 ��PLQ，然后在 ���QP下

测定吸光度，在酶标板中加入�2μL�待测蛋白和�18μL�3�6（稀

释����倍），加入�160μL��&�工作液，把酶标板放在振荡器

上振荡���V，37℃放置���PLQ，然后在����QP下测定吸光度，
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分别绘制标准曲线并计算样品蛋白浓度。③ 6�6-PAGE�胶

的制备。④上样及电泳。⑤转膜：��9�转膜 ���PLQ。转膜前

将�39���膜在甲醇中浸泡���PLQ，再孵育于冰冷的电转缓冲

液中 ��PLQ。⑥膜的封闭及抗体孵育：封闭：��% 脱脂奶粉室

温封闭��K�或��℃过夜；一抗孵育：加入一抗（�：����），

室温孵育 �K或 �℃赋予过夜；二抗孵育：：孵育一抗的膜用�

3�6��洗涤���次，每次��PLQ。随后根据用量，按照 �:�����稀

释��53�标记的二抗，与膜室温孵育 �K或 �℃孵育过夜。用

3�6��洗涤 �次，每次 �PLQ。⑦ ECL化学发光显影。

3结果

3.1�骨骼肌纤维的光镜结构（HE）

在光镜下观察肌纤维结构如下（纵切），空白组肌组织

染色为红色，肌纤维细而长，形似长带状，平行排列成束，

细胞核被染成紫色呈扁椭圆形，位于肌膜下方。由肌丝组成

的肌原纤维沿肌纤维长轴平行排列，具规律的明暗相间的横

纹。模型组肌纤维排列紊乱，肌纤维扭曲变形、断裂，横纹消失，

大量炎性细胞浸润。治疗 1w组行理筋手法一周后，肌纤维结

构较自然恢复 1w组改善明显，炎性细胞浸润减少。而治疗 �

周后，治疗 2w组及自然恢复 2w组肌纤维结构均明显改善，

与空白组比较已无明显差异。

�

模型组

空白组

�

治疗 1w组

自然恢复 1w组

治疗 2w组

自然恢复 2w组

图 �

3.2�骨骼肌 ERK/P38MAPK的表达（Western�Blot）

各组数据统计如下：模型组 3��0�3.、ERK�表达明高

于各组（S＜ �.��）；治疗组行理筋手法治疗后，与模型组、

DOI:�https://doi.org/10.26549/yzlcyxzz.v2i5.2860
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自然恢复组比较，两蛋白表达都有所降低（3＜ �.��）；自然

恢复组与模型组比较，两蛋白表达亦有所降低（3＜ �.��）；

而治疗 1w组与自然恢复 2w比较无明显差异（3＞ �.��）。

图 �

表 ��各组大鼠 ERK�3��0�3.灰度值的变化（`[�V）

Q 3��0�3. ERK

空白组 � ���.��±��.���△ ���.��±��.���△

模型组 � ����.��±157.��� ����.78±���.847

治疗 1w组 � 739.��±���.���△※ ���.��±���.���△※

自然恢复 1w组 � ����.��±���.��△☆ ����.��±217.765△☆

治疗 2w组 � ���.67±���.���△☆ 752.��±���.���△☆

自然恢复 2w组 � 827.��±��.734△ ����.��±175.17△

与模型组比较△3＜ �.��；与自然恢复 �组比较 ※3＜ �.��；

与自然恢复 2w比较☆3＜ �.��；

4讨论

骨骼肌损伤是临床常见的软组织损伤之一，已成为现代

医学研究的热点。从组织形态学观察，不同原因造成的骨骼

肌损伤，修复过程大体相同，即包括炎症反应阶段，修复阶

段和重塑阶段 [�]。研究表明，大鼠在经一次性下坡跑运动后

��K出现炎性细胞浸润，肌膜模糊，局部肌丝变性 [�]。卢昊宁

[7] 在一次性大鼠离心运动中的研究中发现大鼠在间歇性运动

��PLQ后损伤后即刻肌纤维排列紊乱，走行扭曲，纤维束数量

减少，部分分离、移位。本实验结果显示：大鼠在经 �周下

坡跑运动结束后，模型组肌纤维排列紊乱，扭曲变形、断裂，

横纹消失，大量炎性细胞浸润。而在损伤一周后，治疗 1w组

行理筋手法治疗后，组织病理形态可见肌纤维排列整齐，无

明显扭曲变性，明显优于自然恢复 1w组。这表明理筋手法可

能是通过改善损伤后的炎症反应和减少肌节的损伤，而达到

促进骨骼肌损伤修复的作用。

机体对运动所产生反应有着高度的特异性，与运动的类

型、频率、持续时间有关。长期运动训练所引起的骨骼肌适应

是一个反复累加的过程，该过程不仅激起细胞水平的多种生理

生化反应，同时也需要机体有着强大的控制网络来调控细胞的

各种功能 [�]。哺乳动物细胞内，许多级联反应调控细胞的各种

功能。0�3.V是一系列级联反应的成分，是多种细胞外刺激

的关键因素，能够调节基本的细胞过程 [�]。�0�3.信号通路

主要有 �种途径，即细胞外信号调节激酶(ERK）通路；&--XQ1�

末端激酶（JUK）通路和 3��通路。ERK调控细胞生长发育

和细胞功能，是目前研究最为广泛的信号通路。有学者认为骨

骼肌运动训练后，出现形态结构和功能的改变是因为机械力激

活了细胞内信号转导，而转导路径可能是机械性刺激受体与细

胞骨架相互作用，将机械力信号传导到细胞间结合位点、细

胞核膜等 [��]。在大鼠进行负重运动、原位收缩、体外收缩等

刺激后，骨骼肌细胞 3��0�3.、ERK被激活 [��-��]，磷酸化

3��0�3.、ERK水平代表该激酶活化程度或活性高低。蔡保

塔 [��] 通过:HVWH�Q��ORW法检测 3��0�3.相应磷酸化蛋白，随

着运动量及运动时间的增加，3��0�3.活性表达增加，而在

安静组未检测到 3��0�3.活性的表达，他认为 S��0�3.途

径是运动应激性刺激信号转导途径之一。本实验研究结果表明：

造模 �周后，模型组 3��0�3./ERK表达明显升高，这可能

是由于炎性细胞等因素在细胞外刺激0�3.的活化、磷酸化，

而磷酸化的0�3.通过 3��/ERK通路将信号传递至细胞内，

产生一系列的病理反应。而在治疗一周后，3��0�3./ERK活

性表达降低，说明手法的干预抑制了0�3.的表达。

5�结语

综上所述，理筋手法可能是通过抑制 ERK/3��0�3.蛋

白表达的上调而发挥对骨骼肌损伤修复的作用。
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