
􀅰基础研究􀅰

中药松弛膏联合跑台训练对废用性肌萎缩大鼠
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路及炎性反应的影响

努尔比亚􀅰克其克　 苗田雨　 帕丽达􀅰买买提　 王宁宁　 李晶晶

新疆医科大学护理学院ꎬ乌鲁木齐　 ８３００１１
通信作者:帕丽达􀅰买买提ꎬＥｍａｉｌ:ｐａｒｉｄａ７３０１＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 观察中药松弛膏联合跑台训练对废用性肌萎缩(ＤＭＡ)大鼠腓肠肌磷脂酰肌醇激酶 ３
(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(Ａｋｔ) /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ)信号通路及炎性反应的影响ꎮ 方法　 将 ４５ 只

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分为正常对照组(ｎ＝ ８)及造模组(ｎ＝ ３７)ꎬ选用 Ｎａｇａｉ 法将造模组大鼠制成左后肢 ＤＭＡ 模型ꎮ 采

用随机数字表法将 ３２ 只 ＤＭＡ 制模成功大鼠分为模型对照组(ＭＣ 组)、运动干预组(ＥＸ 组)、中药松弛膏组

(ＳＣ 组)及联合治疗组(ＣＲ 组)ꎬ每组 ８ 只大鼠ꎮ ＭＣ 组大鼠不给予任何干预ꎻＥＸ 组大鼠给予跑台训练(跑台

速度为 １８ ｍ / ｍｉｎ)ꎬ每天训练 １ 次ꎬ每周训练 ６ ｄꎻＳＣ 组大鼠给予中药松弛膏局部涂抹ꎬ每天治疗 １ 次ꎬ每周治

疗 ６ ｄꎻＣＲ 组大鼠先给予跑台训练(同 ＥＸ 组)ꎬ再给予中药松弛膏局部涂抹(同 ＳＣ 组)ꎬ每天治疗 １ 次ꎬ每周

治疗 ６ ｄꎮ 于干预 ６ 周后采用 ＨＥ 染色法评估各组大鼠左后肢腓肠肌病理形态变化ꎬ采用酶联免疫吸附测定

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)、白细胞介素￣１０( ＩＬ￣１０)含

量ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)及蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测各组大鼠 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｍＴＯＲ
ｍＲＮＡ 水平及蛋白含量ꎮ 结果　 ＭＣ 组肌纤维排列紊乱ꎬ有大量炎性细胞浸润ꎬＣＲ 组肌纤维排列紊乱、炎性细

胞浸润情况均显著缓解ꎮ 干预后 ＣＲ 组炎性因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 含量[分别为(０.１３８±０.００４)ｐｇ / ｍｌ 和(０.２７２±
０.０２０)ｐｇ / ｍｌ]均较 ＭＣ 组、ＥＸ 组及 ＳＣ 组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ抗炎因子 ＩＬ￣１０ 含量[(０.２４０±０.０１４) ｐｇ / ｍｌ]均
较 ＭＣ 组、ＥＸ 组及 ＳＣ 组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ另外 ＣＲ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 水平及蛋白含量亦较 ＭＣ
组、ＥＸ 组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 中药松弛膏联合跑台训练能协同上调 ＤＭＡ 大鼠抗炎因子 ＩＬ￣１０ 水平及

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路表达ꎬ下调促炎因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 含量ꎬ抑制肌纤维炎性反应ꎬ促进肌纤维蛋白质

合成ꎬ有助于 ＤＭＡ 病情缓解ꎮ
【关键词】 　 废用性肌萎缩ꎻ　 白细胞介素￣１０ꎻ　 肿瘤坏死因子￣α
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ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α (ＴＮＦ￣α)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β (ＩＬ￣１β) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ ( ＩＬ￣１０) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｅｎ￣
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　 　 废用性肌萎缩(ｄｉｓｕｓｅ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙꎬＤＭＡ)是指
肢体因活动受限或失重引起骨骼肌功能、形态结构、生
化及分子生物学指标等的一系列变化[１]ꎬ影响患者肢
体功能恢复及生活质量ꎮ ＷＨＯ 相关调查分析表
明[２]ꎬ全球约有 １７.１ 亿人患有肌肉骨骼疾病ꎬ其中以
ＤＭＡ 最为常见[３]ꎮ 肌萎缩被认为是由磷脂酰肌醇激
酶３(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ
(Ａｋｔ) /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ)信号通路介
导的骨骼肌蛋白合成代谢减弱以及肿瘤坏死因子￣α
(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素￣１β( ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １βꎬＩＬ￣１β)等介导的骨骼肌蛋白分解代谢增
强共同作用的结果[４￣５]ꎮ

已有研究证实ꎬ有氧运动可缓解肌肉萎缩、促进肌
肉再生[３]及相关蛋白质合成[６]ꎮ 本课题组在前期研
究中发现中药松弛膏联合康复干预对改善废用综合征
患者肌力具有积极作用[７]ꎬ能显著减轻炎性反应[８]ꎬ
但具体作用机制尚未明确ꎮ 基于此ꎬ本研究联合采用
中药松弛膏及跑台训练对 ＤＭＡ 大鼠进行干预ꎬ旨在
探讨其对机体 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路及炎性反应
的影响ꎮ

材料与方法

一、制模及分组
选取 ４５ 只 ８ 周龄无特定病原体级(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏ￣

ｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ体重(２８５±２８) ｇꎬ均购
自新疆医科大学动物实验中心ꎬ动物合格证号为
ＳＹＸＫ(新) ２０１８￣００３ꎻ饲养环境温度 ２２ ~ ２４ ℃ꎬ湿度
５０％~７０％ꎮ 本实验同时经新疆医科大学第一附属医
院伦理委员会审核(２０２００３２６￣０３)ꎮ 采用随机数字表
法将上述 ４５ 只大鼠分为正常对照组( ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ简称 ＮＣ 组)及模型组ꎬ两组分别有 ８ 只和３７ 只
大鼠ꎮ

采用 Ｎａｇａｉ 等[９]介绍的方法将模型组大鼠制成肌
萎缩(由关节固定诱导)模型ꎬ主要制模步骤如下:深
度麻醉大鼠ꎬ剃去左后肢被毛并消毒ꎬ以股骨１ / ２ 处为
进针点ꎬ使带螺纹克氏针(０.８ ｍｍ)垂直穿过股骨且未

穿破内侧皮肤ꎬ再将外露的克氏针剪至超出皮肤约
１.８ ｃｍꎻ以胫骨下 １ / ３ 处作为进针点ꎬ垂直进针穿过胫
骨但未穿过内侧皮肤ꎬ将外露克氏针剪至超出皮肤约
１.８ ｃｍꎻ然后将大鼠股骨与胫骨夹角固定于 ４５°位ꎬ利
用无菌软铁丝连接股骨、胫骨外露的克氏针ꎬ再将牙托
粉与牙托水按比例混合后包裹软铁丝与外露的克氏
针ꎬ固定完毕后经 Ｘ 线检查确认有无骨折ꎬ共发现有
３７ 只大鼠固定成功ꎮ 于制动 ３ 周后从造模大鼠中随
机抽取 ３ 只取腓肠肌组织进行苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘ￣
ｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎬ确定肌肉萎缩后拆除所有制模大
鼠固定装置ꎬ拆除后检查发现有 ２ 只大鼠骨折并剔除ꎬ
最终共有 ３２ 只 ＤＭＡ 大鼠制模成功ꎮ 采用随机数字表
法将 ＤＭＡ 大鼠分为模型对照组(ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
简称 ＭＣ 组)、运动干预组(ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ
简称 ＥＸ 组)、中药松弛膏组( ｓｏｎｇｃｈｉ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ
简称 ＳＣ 组)及联合治疗组(ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ简称 ＣＲ 组)ꎬ每组 ８ 大鼠ꎮ

二、主要试剂及仪器
本研 究 主 要 试 剂 包 括 中 药 松 弛 膏 ( 专 利 号

２０１８１１４７８１０４８)、 大鼠 ＴＮＦ￣α 试剂盒 (江莱生物ꎬ
ＪＬ３２０２)、大鼠 ＩＬ￣１β 试剂盒(江莱生物 ＪＬ２０８８４)、大
鼠 ＩＬ￣１０ 试剂盒(江莱生物ꎬＪＬ１３４２７)、抗兔 ＰＩ３Ｋ 抗体
(武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎬＡ１１５２６)、抗兔 ＡＫＴ１ 抗体(武汉
ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎬＡ１７９０９)、抗兔 ｍＴＯＲ 抗体(武汉 ＡＢ￣
ｃｌｏｎａｌ 公司ꎬＡ１１３５４)、辣根过氧化物酶二抗(美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ７０７４Ｓ)等ꎻ主要实验仪器包括 ＦＴ￣２００ 型动
物跑步机(成都泰盟软件有限公司)、０.８ ｍｍ 带螺纹定
制骨牵引针(天津希翼器械公司)、义齿聚托聚合物自
凝牙托粉(上海贝琼齿材有限公司)、义齿聚托聚合物
自凝牙托水(上海贝琼齿材有限公司)等ꎮ

三、干预方法
ＮＣ 组及 ＭＣ 组均不给予特殊处理ꎬＥＸ 组大鼠则

给予跑台训练ꎬ跑台训练各项参数参照文献[８]进行
设定:跑台速度为 １８ ｍ / ｍｉｎꎬ每次训练 ２０ ｍｉｎꎬ每天训
练 １ 次ꎬ每周训练 ６ ｄꎬ共训练 ６ 周ꎮ ＳＣ 组大鼠左后
肢膝关节上方 ２ ｃｍ 至踝关节处(包括腘窝)均匀涂
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抹 １ 勺中药松弛膏(约 １８ ｇ)ꎬ该药膏主要成分包括
亚麻籽、没药、葫芦巴、乳香、蜀葵子、洋甘菊、秋水
仙、马油及马骨髓等药材ꎬ采用乙醇回流技术提取、
除杂、浓缩后与药用辅料制成乳膏剂ꎬ涂抹完毕后用
指腹按摩约３ ｍｉｎꎬ每天治疗 １ 次ꎬ每周治疗 ６ ｄꎬ共治
疗 ６ 周ꎮ ＣＲ 组先按照 ＥＸ 组方法进行跑台训练ꎬ待
训练结束后再按照 ＳＣ 组方法涂抹中药松弛膏ꎬ涂抹
部位及涂抹量同 ＳＣ 组ꎬ每天治疗 １ 次ꎬ每周治疗６ ｄꎬ
共治疗 ６ 周ꎮ

四、组织取材处理
干预 ６ 周后各组大鼠进行取材ꎬ取材前禁食、不禁

水持续 ２４ ｈꎬ按 ３０ ｍｇ / ｋｇ 体重标准腹腔注射 ２％戊巴比
妥钠麻醉后采腹主动脉血ꎬ室温静置 ２ ｈ 后以 ３０００ ｒｐｍ
离心 １０ ｍｉｎ 并抽取上清液置于－８０ ℃冰箱内待测ꎻ完
整剥离左后肢腓肠肌并将部分组织置于 ４％多聚甲醛
液中固定ꎬ余下组织经液氮速冻后置于－８０ ℃冰箱内
待测ꎮ

五、腓肠肌病理切片染色
取经 ４％多聚甲醛液固定的左后肢腓肠肌组织并

制作石蜡包埋切片ꎬ片厚约 ６ μｍꎬ经脱蜡处理后进行
ＨＥ 染色ꎬ采用光学显微镜观察各组大鼠腓肠肌组织
形态并拍照ꎮ

六、炎性因子含量检测
取各组大鼠血清样本ꎬ根据试剂盒说明书要求处

理样本后ꎬ采用酶联免疫吸附法(ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测各组大鼠血清中 ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１０ 含量

七、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ
含量

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂裂解法从腓肠肌组织样本中分离
出总 ＲＮＡꎬ再反转录为 ｃＤＮＡꎮ 用该 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采
用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ以甘
油醛－３－磷酸脱氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅ￣
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)作为内参ꎬ采用 ２－ΔΔ ＣＴ法计算各
目标基因 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬＰＣＲ 各引物序列情况详
见表 １ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 各引物序列表

引物
名称 引物序列(５′ ｔｏ ３′) 碱基数 扩增片

段长度

ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ １９ ９２
Ｒ:ＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ ２０ ９２

ＰＩ３Ｋ Ｆ:ＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＴＴＧＡＴＧＴＧＧＣＴＴＣ ２３ １１９
Ｒ:ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＴＧＧＡＧＧＣＡＡＧＧＡＡＴＣ ２４ １１９

ＡＫＴ￣１ Ｆ:ＣＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴＡＣＴＡＴＧＣＣＡＴＧＡＡＧ ２３ ９５
Ｒ:ＧＣＡＧＧＡＣＡＣＧＧＴＴＣＴＣＡＧＴＡＡＧＣ ２５ ９５

ｍＴＯＲ Ｆ:ＡＡＡＧＴＧＡＡＧＣＣＧＡＧＡＧＣＡＡＴＧＡＧＡＧ ２５ １２８
Ｒ:ＧＡＴＡＧＡＡＣＧＧＡＡＧＡＡＧＣＣＴＴＧＧＡＣＡＧ ２６ １２８

八、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白
表达

提取各组大鼠腓肠肌组织蛋白ꎬ经 ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎｃｈｏ￣
ｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ)试剂盒进行定量处理ꎬ随后将样品按照 ２０ μｇ
总蛋白上样至 ８％~１２％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺
(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ￣
ｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶中ꎬ在 １００ Ｖ 电压下电泳 ９０ ｍｉｎꎬ
在 ４ ℃环境下将蛋白电转移至 ０.２ μｍ 聚偏二氟乙烯
(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上ꎬ加入 ５％脱脂牛
奶室 温 摇 床 封 闭 １ ｈꎬ 再 加 入 相 应 一 抗 ＰＩ３Ｋ
(１ ∶ ２０００)、Ａｋｔ(１ ∶ ２０００)及 ｍＴＯＲ(１ ∶ ２０００)４ ℃孵
育过夜ꎮ 次日采用三羟甲基氨基甲烷盐缓冲液( ｔｒｉｓ￣
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)洗去多余的一抗ꎬ
加入辣根过氧化物酶标记的二抗(１ ∶ ２０００)ꎬ室温摇
床孵育 ４０ ｍｉｎꎻ再经 ＴＢＳＴ 漂去多余的二抗ꎬ滴加电化
学发光液(ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)曝光并置于
化学凝胶成像仪器中进行蛋白条带显影ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析蛋白条带灰度值ꎬ以 ＧＡＰＨＤ 作为内参计算
目标蛋白相对表达量ꎮ

九、统计学分析
本研究所得计量数据以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ采用 Ｇｒａｐｈ￣

Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０２ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ经正态
性检验及方差齐性检验后ꎬ计量资料两组间比较采用
独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析
(ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０.０５ 表示差
异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠腓肠肌病理形态学观察
制模期间实验大鼠经制动 ３ 周后ꎬ通过 ＨＥ 染色

发现模型大鼠肌纤维变性坏死、肌横纹消失ꎬ有大量
炎性细胞浸润ꎬ与肌肉萎缩形态学特征类似ꎬ表明
ＤＭＡ 模型制作成功ꎻ干预 ６ 周后通过 ＨＥ 染色发现ꎬ
ＮＣ 组大鼠肌纤维排列整齐ꎬ胞质深染ꎬ细胞核位于
纤维边缘并呈椭圆状ꎬ无炎性细胞浸润ꎻＭＣ 组肌纤
维排列紊乱ꎬ有大量炎性细胞浸润ꎬ胞质浅染ꎻ与 ＭＣ
组比较ꎬＥＸ 组肌纤维排列呈部分紊乱ꎬ可见炎性细
胞浸润ꎻＳＣ 组肌纤维排列较整齐ꎬ有炎性细胞浸润ꎻ
ＣＲ 组肌纤维排列整齐ꎬ肌横纹明显可见ꎬ肌纤维无
断裂ꎬ细胞核位于边缘ꎬ有少量炎性细胞浸润ꎬ整体
表现趋于正常大鼠水平ꎮ 各组大鼠腓肠肌病理形态
学结果详见图 １ꎮ

二、各组大鼠血清 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣１β 含量比较
如图 ２ 所示ꎬ各组大鼠血清中炎性因子 ＴＮＦ￣α 及

ＩＬ￣１β 含量组间差异均具有统计学意义(Ｆ 值分别为
２５４.６和５４.１１ꎬＰ<０.０００１)ꎻ通过进一步比较发现ꎬＭＣ
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　 　 注:Ⓐ为干预前造模验证结果ꎻⒷ为 ＮＣ 组ꎻⒸ为 ＭＣ 组ꎻⒹ为

ＥＸ 组ꎻⒺ为 ＳＣ 组ꎻⒻ为 ＣＲ 组ꎻ箭头处为炎性细胞浸润区域

图 １　 各组大鼠腓肠肌病理形态学结果比较(ＨＥ 染色ꎬ×２００)

组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 含量[分别为(０.３０５±０.００４) ｐｇ / ｍｌ、
(０.４２７ ± ０. ０３０) ｐｇ / ｍｌ] 均较 ＮＣ 组显著升高 ( Ｐ <
０.０１)ꎻＥＸ 组 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣１β 含量[分别为(０.２６１±
０.０１２)ｐｇ / ｍｌ、(０. ３２２ ± ０. ０３３) ｐｇ / ｍｌ]、 ＳＣ 组 ＴＮＦ￣α
及 ＩＬ￣１β 含量[分别为(０.１６２±０.０２２) ｐｇ / ｍｌ、(０.３１０
±０.０２６)ｐｇ / ｍｌ]、ＣＲ 组 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣１β 含量[分别为
(０.１３８±０.００４)ｐｇ / ｍｌ、 ( ０. ２７２ ± ０. ０２０) ｐｇ / ｍｌ] 均较
ＭＣ 组明显降低ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎻ并且 ＣＲ 组血清中 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣１β 含量亦显
著低于 ＥＸ 组、ＳＣ 组水平ꎬ组间差异均具有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎮ

三、各组大鼠血清 ＩＬ￣１０ 含量比较
如图 ３ 所示ꎬ各组大鼠血清中抑炎因子 ＩＬ￣１０ 含

量组间差异均具有统计学意义(Ｆ＝ ３０.４５ꎬＰ<０.０００１)ꎮ
ＭＣ 组 ＩＬ￣１０ 含量为(０.１９７±０.００８) ｐｇ / ｍｌꎬ较 ＮＣ 组显
著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ ＥＸ 组、ＳＣ 组及 ＣＲ 组 ＩＬ￣１０ 含量
[分别为(０.２１２±０.００３)ｐｇ / ｍｌ、(０.２２３±０.００８)ｐｇ / ｍｌ 及
(０.２４０±０.０１４)ｐｇ / ｍｌ]均较 ＭＣ 组显著增高ꎬ组间差异
均具有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎻ并且 ＣＲ 组 ＩＬ￣１０ 含量
亦显著高于 ＥＸ 组及 ＳＣ 组水平ꎬ组间差异均具有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 四、各组大鼠 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达比较
如图 ４ 所示ꎬ５ 组大鼠腓肠肌组织 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及

ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达组间差异均具有统计学意义(Ｆ ＝
６８.３５ꎬＰ<０.０００１ꎻＦ ＝ ４３.８６ꎬＰ<０.０００１ꎻＦ ＝ ３０９.１ꎬＰ<
０.０００１)ꎮ 通过进一步比较发现ꎬＭＣ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及
ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达量[分别为(０.５６３±０.０３７)、(０.７２６±
０.０１５)和(０.３９１±０.０３３)]均显著低于 ＮＣ 组水平[分
别为( ０. ９９９ ± ０.０１９)、 ( １. ０１０ ± ０. ０４３) 和 ( ０. ９７４ ±
０.０２３)]ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ< ０. ０００１)ꎮ
ＥＸ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达[分别为(０.８４２±
０.０４１)、 ( ０. ８４１ ± ０. ０４５) 和 ( ０. ８６１ ± ０. ０１４)]、 ＳＣ 组
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达 [分别为 ( ０. ８８１ ±
０.０２１)、(０.８４２±０.０１０)和(０.８９８ ± ０. ０２９)]及 ＣＲ 组
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达 [分别为 ( ０. ９６９ ±
０.０５３)、(０.９６４±０.０１１)和(０.９１６±０.００８)]均较模型组
明显升高ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ并
且 ＣＲ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达均较 ＥＸ 组明
显升高ꎬＣＲ 组 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达亦显著高于 ＳＣ 组水平ꎬ
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

五、各组大鼠 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白表达比较
如图 ５ 所示ꎬ５ 组大鼠腓肠肌组织 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及

ｍＴＯＲ 蛋白表达组间差异均具有统计学意义 ( Ｆ ＝
６.１３４ꎬＰ < ０. ０１ꎻＦ ＝ １４５. ３ꎬＰ < ０. ０００１ꎻＦ ＝ ８１. １７ꎬＰ <
０.０００１)ꎮ ＭＣ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白表达[分别
为(０.６９５±０.０４５)、(０.３５６±０.００９)和(０.４９６±０.０１７)]
均显著低于 ＮＣ 组水平[分别为(１±０.１６６)、(１±０.０４９)
和(１± ０. ０３４)]ꎬ组间差异均具有统计学意义 ( Ｐ <
０.０１)ꎮ ＥＸ 组 Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白表达[分别为(０.５８５±
０.０２８)和(０. ７９４ ± ０. ０３)] 均较 ＭＣ 组明显升高(Ｐ <
０.０５)ꎬ而 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达[(０.７４１±０.０２７)]与 ＭＣ 组无
明显差异(Ｐ>０.０５)ꎻＳＣ 组 Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白表达[分
别为(０.７３８±０.０５２)和(０.８４２±０.０５３)]均较 ＭＣ 组明
显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达[(０.７９１±０.０７２)]
与ＭＣ组无明显差异( Ｐ> ０ . ０５) ꎻＣＲ组ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ及

注:与 ＮＣ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＸ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＳＣ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠血清样本 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣１β 含量比较

􀅰８９３􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 ５ 月第 ４４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.５



ｍＴＯＲ 蛋白表达 [分别为 ( ０. ９９６ ± ０. １２３)、 ( ０. ９９５ ±
０.０４２)和(０.９００±０.０３１)]均较 ＭＣ 组、ＥＸ 组明显升
高ꎬ并且 ＣＲ 组 Ａｋｔ 蛋白表达亦显著高于 ＳＣ 组水平ꎬ
组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 注:与 ＮＣ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＸ
组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＳＣ 组比较ꎬｄＰ<０.０５

图 ３　 各组大鼠血清样本中 ＩＬ￣１０ 含量比较

讨　 　 论

大量研究证实:长期肢体制动、卧床在 ＤＭＡ 各种
病理生理改变中具有重要作用ꎬ同时也是导致骨骼肌
病变的重要因素[１０]ꎮ 当临床发现骨折或瘫痪患者骨
骼肌已出现萎缩时ꎬ单纯运动训练往往无法达到快速
恢复的目的ꎬ需采取辅助措施加速骨骼肌功能改
善[１１]ꎮ 中药涂擦疗法是运用中药透皮吸收理论ꎬ使皮
肤通透性增加ꎬ促进药物自然渗透ꎬ通过皮肤经络传导
而加速炎症吸收ꎬ充分发挥药物治疗作用ꎮ 本研究所
使用的中药松弛膏其主要成分为富含 ｏｍｅｇａ￣３(ω￣３)
的亚麻籽ꎬ而 ω￣３ 具有激活肌纤维卫星细胞从而加速
骨骼肌再生、促进肌管细胞线粒体呼吸等作用[１２]ꎻ另
外组方中其他成分如没药、乳香等具有散瘀定痛、消肿
生肌之功效ꎻ在涂抹药物后采用按摩手法可有效促进
血液循环ꎬ为肌纤维提供丰富的血液供应及营养ꎬ能加

注:与 ＮＣ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＸ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＳＣ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ４　 各组大鼠腓肠肌组织 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达比较

注:与 ＮＣ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＣ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＥＸ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＳＣ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ５　 各组大鼠腓肠肌组织 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白表达比较
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速药物吸收ꎮ 运动疗法也是临床治疗 ＤＭＡ 的常规方
法之一ꎬ相关动物实验多采用跑台训练对 ＤＭＡ 模型
进行干预ꎬ有研究证实每周 ５~７ 次的运动频率是改善
模型大鼠肌萎缩的较佳运动频次[１３]ꎬ当跑台速度设置
为 １５ ~ ２０ ｍ / ｍｉｎ 时ꎬ实验大鼠 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号
通路被明显激活[１４￣１５]ꎮ 因本课题组前期实验证实大
鼠经３ 周膝关节固定可成功制成废用诱导的 ＤＭＡ 动
物模型[８]ꎬ故本研究 ＭＣ 组、ＥＸ 组、ＳＣ 组及 ＣＲ 组大
鼠均给予 ３ 周膝关节固定并制成 ＤＭＡ 模型ꎬ其中 ＥＸ
组、ＳＣ 组、ＣＲ 组从制模后第 ４ 周开始分别给予为期 ６
周的跑台训练、中药松弛膏外涂及联合治疗ꎬ以观察中
药松弛膏联合跑台训练对 ＤＭＡ 大鼠肌萎缩的影响ꎬ
并探讨相关作用机制ꎮ

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路作为细胞内重要的信
号通路之一ꎬ主要参与细胞增殖及分化等重要生命过
程ꎬ在促进肌肉蛋白质合成中具有不可或缺的作
用[１６]ꎮ 当 ＰＩ３Ｋ 活性被激活后ꎬ能上调 Ａｋｔ 磷酸化水
平ꎬ被 ＰＩ３Ｋ 激活的 Ａｋｔ 则能继续激活其下游靶蛋白
ｍＴＯＲꎬｍＴＯＲ 可通过磷酸化其下游靶物来调控与细胞
生长、增殖密切相关的蛋白质合成ꎬ从而影响细胞增
殖、促进细胞分化ꎬ有助于延缓骨骼肌萎缩进程[４￣１７]ꎮ
本研究发现 ＭＣ 组大鼠腓肠肌中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ
表达均明显减弱ꎬ而经跑台训练、中药松弛膏外涂或联
合干预后大鼠 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 表达均有不同程度
增强ꎬ其中以 ＣＲ 组的增强幅度尤为显著ꎬ提示跑台训
练联合中药松弛膏外涂具有协同作用ꎬ能进一步上调
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 表达ꎬ加速蛋白质合成ꎮ 这与在光镜
下观察到 ＣＲ 组腓肠肌组织肌横纹明显可见、肌纤维
无断裂、整体结构趋于正常大鼠的结果相吻合ꎬ进一步
证实 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路参与 ＤＭＡ 病变过程ꎬ
说明中药松弛膏联合跑台训练能通过该通路缓解
ＤＭＡ 模型大鼠腓肠肌萎缩ꎮ

有研究报道ꎬＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 等炎性因子在肌萎缩
表型中起主要作用ꎬ炎症能导致废用状态下肌肉受
损[１８]ꎬ调控炎性因子水平是治疗肌肉萎缩的特异性干
预策略[４]ꎮ 本研究观察到 ＭＣ 组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 表达量
明显增高ꎬ与 Ｎｇｕｙｅｎ 等[１９] 报道结果基本一致ꎮ ＥＸ
组、ＳＣ 组及 ＣＲ 组经相应干预后其 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 表达
量均显著降低ꎬ并以 ＣＲ 组降低幅度尤为显著ꎬ与 ＣＲ
组光镜下观察到腓肠肌组织炎性细胞减少相吻合ꎮ
ＩＬ￣１０ 是一种具有抗凋亡特性的抗炎性细胞因子ꎬ能调
节机体炎症反应ꎬ抑制巨噬细胞活化及 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β
及 ＩＬ￣６ 等促炎细胞因子产生ꎬ被认为是促进受损组织
血管生成、分化及延长生存期的重要因子[２０]ꎮ 本研究
结果显示ꎬＭＣ 组 ＩＬ￣１０ 含量明显降低ꎬＥＸ 组、ＳＣ 组及
ＣＲ 组 ＩＬ￣１０ 含量明显升高ꎬ并以 ＣＲ 组增高幅度尤为

显著ꎬ提示中药松弛膏联合跑台训练能进一步增加体
内 ＩＬ￣１０ 含量ꎬ从而抑制受损肌肉组织中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β
产生并加速肌纤维分化ꎬ这与中药松弛膏联合跑台训
练上调 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路表达、促进骨骼肌
蛋白合成相一致ꎮ

综上所述ꎬ中药松弛膏联合跑台训练能协同上调
ＤＭＡ 模型大鼠抗炎因子 ＩＬ￣１０ 水平及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ 信号通路表达ꎬ下调促炎因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 含
量ꎬ抑制肌纤维炎性反应ꎬ加速肌纤维蛋白合成ꎬ有助
于肌萎缩病情缓解ꎮ
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ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｕｎｔｒｙ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ Ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ Ｉｔｅｍｓ ｆｏｒ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｒｅｖｉｅｗｓ ａｎｄ Ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｅｓ
(ＰＲＩＳＭＡ) ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｃｈｒａｎｅ Ｈａｎｄｂｏｏｋ ｆｏｒ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ. Ｔｗｏ ａｕｔｈｏｒｓ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓꎬ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｄａｔａꎬ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｂｉａｓ. Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｗａｓ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｇｒａｄｅ ｍａｉｎｌｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｍｏｄｉ￣
ｆｉｅｄ Ａｓｈｗｏｒｔｈ Ｓｃａｌｅ (ＭＡＳ). Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｐａｓｓｉｖｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍｏｔｉｏｎ (ＰＲＯＭ)ꎬ ｐａｉｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓꎬ
ｇａｉｔ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｖｅｎｔｓ.

Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｒｅｃｅｎｔ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓ (ＲＣＴｓ) ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ａ
ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＥＳＷＴ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙ ｃｏｎｓｉｄｅｒ￣
ｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ: ＭＡＳ: ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｍｅａｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (ＳＭＤ)＝ ０.５３ꎻ ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ (９５％ ＣＩ): (０.０７－０.９９)ꎻ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔａｒｄｉ￣
ｅｕ Ｓｃａｌｅ (ＭＴＳ): ＳＭＤ＝ ０.５６ꎻ ９５％ ＣＩ: (０.０１－１.１２)ꎻ Ｖｉｓｕａｌ Ａｎａｌｏｇｕｅ Ｓｃａｌｅ (ＶＡＳ): ＳＭＤ＝ ０.３５ꎻ ９５％ ＣＩ: (－０.２１－０.９１)ꎻ ＰＲＯＭ:
ＳＭＤ＝ ０.６９ꎻ ９５％ ＣＩ: (０.２０－１.１９).

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ＥＳＷＴ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｎ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｐｏｓｔ￣ｓｔｒｏｋｅ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐａｉｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒａｎｇｅ ｏｆ
ｍｏｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｉｎｖａｓｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｖｅｎｔｓꎬ ｐｒｏｖｉｎｇ ａ ｓａｔｉｓ￣
ｆａｃｔｏｒｙ ｓａｆｅｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙꎻ ｈｅｍｉｐｌｅｇｉａꎻ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎꎻ ｓｐａｓｔｉｃｉｔｙꎻ ｓｔｒｏｋｅ.
【摘自:Ｍｉｈａｉ ＥＥꎬ Ｄｕｍｉｔｒｕ Ｌꎬ Ｍｉｈａｉ ＩＶꎬｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｐｏｓｔ￣ｓｔｒｏｋｅ ｓｐａｓ￣

ｔｉｃｉｔｙ: ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓ.Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄꎬ２０２０ꎬ２９ꎬ１０(１):８６. ＤＯＩ: １０.３３９０ / ｊｃｍ１００１００８６.】
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