
安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2020 Dec，24（12）

doi：10.3969/j.issn.1009⁃6469.2020.12.028 ◇临床医学◇
基于磷脂酰肌醇 3⁃激酶/蛋白激酶B信号通路探讨针刺

对超负荷运动致骨骼肌损伤大鼠氧化应激损伤
及骨骼肌细胞凋亡的影响

刘祥华，罗湘筠，李文倩

作者单位：湖南中医药高等专科学校附属第一医院（湖南省直中医医院）针灸科，湖南 株洲412000

摘要：目的 探究针刺对超负荷运动致骨骼肌损伤大鼠氧化应激损伤及骨骼肌细胞凋亡的影响，初步了解针刺对超负荷运动

致骨骼肌损伤的治疗机制。方法 于2018年12月至2019年6月选取60只6周龄SPF级SD大鼠，采用随机数字表法将SD大

鼠分为四组：空白组（Control，C）、超负荷运动组（Overload，O）、针刺组（Acupuncture，A）和超负荷运动+针刺组（Overload and
Acupuncture，OA），各15只；O组及OA组实行超负荷运动，运动结束立即针刺A组及OA组足三里、阳陵泉、内关和肾俞穴，留

针20 min，持续14 d；检测各组SD大鼠骨骼肌中超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛、琥珀酸脱氢酶（SDH）和谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH⁃Px）活性；使用流式细胞仪检测SD大鼠骨骼肌细胞凋亡情况，使用蛋白质印迹法检测细胞凋亡相关蛋白B细胞淋巴瘤/
白血病⁃2（Bcl⁃2）、Bcl⁃2相关X蛋白（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3（Caspase⁃3）活性；检测SD大鼠血清中肌酸激酶水平并使

用苏木精⁃伊红（HE）染色观察SD大鼠骨骼肌情况；使用蛋白质印迹法检测磷脂酰肌醇3⁃激酶/蛋白激酶B（PI3K⁃Akt）信号通路

相关蛋白表达情况。结果 相比C组丙二醛水平（4.75±0.29）mol/L、骨骼肌细胞凋亡水平（9.89±1.02）%和肌酸激酶（457.54±
45.02）kU/L，O组丙二醛水平（13.97±0.55）mol/L、骨骼肌细胞凋亡水平（32.58±3.50%）、Bax、Caspase⁃3蛋白表达水、血清肌酸激

酶水平（1985.50±88.87）kU/L均显著升高（P＜0.05）；相比C组GSH⁃Px水平（142.25±8.39）kU/L、SOD水平（2.50±0.25）kU/L、SDH
水平（35.75±8.78）kU/L，O组GSH⁃Px水平（55.68±6.97）kU/L、SOD水平（1.02±0.17）kU/L、SDH水平（10.58±6.50）kU/L、Bcl⁃2、
PI3K、磷酸化蛋白激酶B（p⁃AKT）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（m⁃TOR）水平均显著降低（P＜0.05），Akt蛋白表达差异无统计学

意义（P＞0.05）；相比O组，A组丙二醛水平（4.99±0.32）mol/L、骨骼肌细胞凋亡水平（11.52±1.02）%、Bax、Caspase⁃3蛋白表达水、

血清肌酸激酶水平均（557.56±54.25）kU/L显著降低，GSH⁃Px水平（130.25±7.14）kU/L、SOD水平（2.38±0.30）kU/L、SDH水平

（31.25±5.50）kU/L、Bcl⁃2、PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR蛋白水平显著升高（P＜0.05），Akt蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）；相比

A组，OA组丙二醛水平（7.89±0.41）mol/L、骨骼肌细胞凋亡水平（22.58±2.51）%、Bax、Caspase⁃3蛋白表达水、血清肌酸激酶水平

（1402.51±64.50）kU/L均显著升高，GSH⁃Px水平（135.58±8.14）kU/L、SOD水平（2.10±0.21）kU/L、SDH水平（24.28±4.99）kU/L、
Bcl⁃2、PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR蛋白水平显著降低（P＜0.05），Akt蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）；相比O组，OA组丙二醛

水平、骨骼肌细胞凋亡水平、Bax、Caspase⁃3蛋白表达水、血清肌酸激酶平均显著降低，GSH⁃Px水平、SOD水平、SDH水平、Bcl⁃
2、PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR蛋白水平显著升高（P＜0.05），Akt蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）。HE染色观察结果显示：O组

纤维弯曲，肌红蛋白溶解，肌细胞核固缩、溶解，肌束膜破裂；OA组少量肌纤维断裂溶解弯曲，余未见异常。结论 针刺可以通

过调控PI3K⁃Akt信号通路抑制SD大鼠氧化应激和骨骼肌细胞凋亡来实现治疗超负荷运动致骨骼肌损伤。
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Abstract：Objective To explore the effects of acupuncture on oxidative stress injury and apoptosis of skeletal muscle cells in rats
with skeletal muscle injury caused by overload exercise，and to preliminarily understand treatment mechanism of acupuncture for
skeletal muscle injury caused by overload exercise.Methods Sixty 6⁃week⁃old SPF⁃level SD rats were enrolled from December
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2018 and June 2019，and were assigned into four groups by random number table method：blank group（Control，C），overload exer⁃
cise group（Overload，O），acupuncture group（Acupuncture，A）and overload exercise + acupuncture group（Overload and Acu⁃
puncture，OA），15 cases in each group.O group and OA group were given overload exercise.Immediately after end of exercise，acu⁃
puncture was performed at Zusanli，Yanglingquan，Neiguan and Shenshu acupoints in group A and OA group，retaining needle for
20 min，lasting for 14 d.The activities of superoxide dismutase（SOD），malondialdehyde（MDA），succinate dehydrogenase（SDH）
and glutathione peroxidase（GSH⁃Px）in skeletal muscle of each group were detected.Flow cytometry was applied to detect apopto⁃
sis of skeletal muscle cells.Western blot was applied to detect activities of apoptosis⁃related proteins［B⁃cell lymphoma/leukemia⁃2
（Bcl⁃2），Bcl⁃2 related X protein（Bax），cysteinyl aspartate specific protease3（Caspase⁃3）］.The level of serum creatine kinase was
detected.The skeletal muscle conditions of rats were observed by hematoxylin⁃eosin（HE）staining.The expression of PI3K⁃Akt sig⁃
naling pathway⁃related protein was detected by Western blot.Results Compared with MDA level［（4.75±0.29）mol/L］，apoptosis
level of skeletal muscle cells［（9.89±1.02）%］and creatine kinase［（457.54±45.02）kU/L］in group C，levels of MDA［（13.97±
0.55）mol/L］，apoptosis level of skeletal muscle cells［（32.58±3.50%）］，expressions levels of Bax and Caspase⁃3 proteins，and lev⁃
el of serum creatine kinase［（1985.50 ± 88.87） kU / L］ in group O were significantly increased. Compared with GSH ⁃ Px level
［（142.25±8.39）kU/L］，SOD level［（2.50±0.25）kU/L］and SDH level［（35.75±8.78）kU/L］in group C，GSH⁃Px level［（55.68±
6.97）kU/L］，SOD level［（1.02±0.17）kU/L］，SDH level［（10.58±6.50）kU/L］，Bcl⁃2，phosphatidylinositol 3⁃kinase（PI3K），phos⁃
phorylated protein kinase B（p⁃AKT）and level of mammalian target of rapamycin（m⁃TOR） in group O were significantly de⁃
creased（P＜0.05），and there was no significant difference in expression of Akt protein between the two groups（P＞0.05）.Com⁃
pared with group O，MDA level［（4.99±0.32）mol/L］，apoptosis level of skeletal muscle cells［（11.52±1.02）%］，expression level
of Bax and Caspase⁃3 proteins，and level of serum creatine kinase［（557.56±54.25）kU/L］in group A were significantly decreased，
GSH⁃Px level［（130.25±7.14）kU/L］，SOD level［（2.38±0.30）kU/L］，SDH level［（31.25±5.50）kU/L］，Bcl⁃2，PI3K，p⁃AKT and m
⁃TOR levels were significantly increased（P＜0.05），and there was no significant difference in expression of Akt protein between
the two groups（P＞0.05）. Compared with group A，MDA level［（7.89±0.41）mol / L］，apoptosis level of skeletal muscle cells
［（22.58±2.51）%］，expression levels of Bax and Caspase⁃3 proteins，and level of serum creatine kinase［（1402.51±64.50）kU/L］
in group OA were significantly increased，GSH⁃Px level［（135.58±8.14）kU/L］，SOD level［（2.10±0.21）kU/L］，SDH level
［（24.28±4.99）kU/L］，Bcl⁃2，PI3K，p⁃AKT and m⁃TOR proteins were significantly decreased（P＜0.05），and there was no signifi⁃
cant difference in expression of Akt protein between the two groups（P＞0.05）.Compared with group O，levels of MDA，skeletal
muscle cell apoptosis，Bax and Caspase⁃3 protein，and level of serum creatine kinase in group OA were significantly decreased，
while levels of GSH⁃Px，SOD，SDH，Bcl⁃2，PI3，p⁃AKT and m⁃TOR proteins were significantly increased（P＜0.05）.There was no
significant difference in expression of Akt protein between the two groups（P＞0.05）.The observation results of HE staining showed
that there were fiber waviness，myoglobin dissolution，muscle corpuscle pyknosis and dissolution，and perimysium rupturing in group
O.In OA group，there were few muscle fibers dissolution，rupturing and waviness.And there were no abnormalities in the rest.Con⁃
clusion Acupuncture can inhibit oxidative stress and skeletal muscle cell apoptosis in rats by regulating PI3K⁃Akt signaling path⁃
way to treat skeletal muscle injury caused by overload exercise.
Key words：Athletic Injuries； Muscle，skeletal； Acupuncture therapy； Skeletal muscle injury； PI3K⁃Akt signaling pathway；
Oxidative stress； PI3K； Superoxide dismutase； Succinic dehydrogenase； Glutathione peroxidase； Rats，Sprague⁃Dawley

近年来，随着人们对体育竞技的重视，出现超

负荷运动损伤的人日益增加。长时间或大负荷运

动后骨骼肌纤维会出现损伤，不仅会出现延迟性肌

肉酸痛现象同时会伴随肌力下降，严重影响正常生

活［1］。研究表明：超负荷运动后，会使得骨骼肌细胞

膜结构破坏，从而导致细胞内的肌酸激酶进入血液

循环，使得肌酸激酶可以作为骨骼肌微细损伤的重

要指标［2］。现阶段有生物或化学药物改善超负荷运

动导致的骨骼肌损伤，但这些药物会在体内留下代

谢垃圾甚至有一定的毒副作用［3］。针灸是一种传统

的中医治疗方式，相对药物治疗具有一定的优势［4］。

尚画雨等［5］研究证明：针刺可以缓解超负荷运动后

的延迟性肌肉酸痛，同时具有促进骨骼肌恢复的效

果。刘晓然等［6］研究证明：针刺可以有效抑制超负

荷运动后骨骼肌骨架蛋白的解聚或降解，并加强骨

架蛋白的合成代谢。本研究于2018年12月至2019
年 6月进行，旨在研究针刺足三里、阳陵泉、内关和

肾俞穴等穴位对超负荷运动致骨骼肌损伤大鼠氧

化应激损伤及骨骼肌细胞凋亡的影响，以期了解针

刺对超负荷运动致骨骼肌损伤大鼠氧化应激损伤

及骨骼肌细胞凋亡的作用机制，从而为超负荷运动

致骨骼肌损伤的治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物 SPF级6周龄SD大鼠60只，购于湖南师
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范大学医学院，医学实验动物合格证号：SYXK（湘）

2017⁃0054；医学实验动物使用许可证号：SYXK（湘）

2016⁃0004，所有 SD大鼠分 12个笼子饲养，每个笼

子 5只。所有 SD大鼠均在湖南省直中医医院动物

中心实验室饲养，饲养温度 20～25 ℃，相对湿度

50%～65%，本研究符合一般动物实验伦理学原则。

1.2 药物与试剂 丙二醛、超氧化物歧化酶（Super⁃
oxide Dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（Gluta⁃
thione peroxidase，GSH⁃Px）和琥珀酸脱氢酶（Succin⁃
ic acid dehydrogenase，SDH）试剂盒均购于上海恒远

生物科技有限公司；肌酸激酶试剂盒子购于北京吉

美生物技术有限公司；苏木素、伊红购于武汉博士

得生物有限公司；中性甲醛、乙醇、二甲苯购于天津

科密欧有限公司；膜联蛋白V⁃异硫氰酸荧光素（An⁃
nexin V⁃FITC）凋亡检测试剂盒购于杭州四季青生

物工程材料有限公司；B细胞淋巴瘤/白血病⁃2（Bcl⁃
2）、Bcl⁃2相关X蛋白（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶3（Caspase⁃3）、蛋白激酶B（Akt）、磷酸化蛋白激酶

B（p⁃AKT）、磷脂酰肌醇3⁃激酶（PI3K）等一抗蛋白购

于美国Santa Cruz公司；蛋白抑制剂、辣根过氧化物

酶（HRP）羊抗兔 IgG、HRP羊抗鼠 IgG等二抗蛋白购

于美国Thermo公司。

1.3 仪器 BS⁃124s 型电子天平购于北京赛多斯仪

器系统有限公司；TGL⁃16M低温离心机购于济南来

宝医疗器械有限公司；SG⁃51正置型金相显微镜购

于上海光学仪器厂；蛋白电泳及转膜仪购于美国

Bio⁃Rad公司；凝胶成像系统购于以色列DNR公司；

LD⁃66实验室切片机购于长沙益广制药机械公司；

流式细胞仪购于赛默飞世尔科技有限公司。

1.4 方法

1.4.1 分组及超负荷运动 将60只SD大鼠适应性

喂养 1 周，采用随机数字表法分为四组：空白组

（Control，C）、超负荷运动组（Overload，O）、针刺组

（Acupuncture，A）和超负荷运动+针刺组（Overload
and Acupuncture，OA），每组各 15只；空白组不做任

何处理；超负荷运动组和超负荷运动+针刺组均建

立超负荷运动模型，具体操作如下：在 100 cm×100
cm×100 cm的游泳池中，注入 70 cm深的水，保持温

度在 32~35 ℃，每次持续训练 120 min，训练前 60
min让SD大鼠适应水性，后60 min负重大鼠体质量

5%的重物，第 2周开始 120 min均让大鼠负重其体

质量8%的重物。

1.4.2 针刺干预 各组 SD 大鼠针刺按照 2003 年

《实用动物针灸手册》［7］标准，在超负荷运动后针刺

SD大鼠双侧足三里、阳陵泉、内关和肾俞穴，每日1

次，每次留针20 min。
1.5 检测项目

1.5.1 氧化应激相关物质检测 各组 SD大鼠完成

针刺干预后12 h内，使用腹腔注射10%水合氯醛麻

醉，行颈部脱臼处死，颈动脉采血并保存在－80 ℃
超低温冰箱中，后续实验使用；切下SD大鼠骨骼肌，

使用 0.9%氯化钠溶液冲洗，剪碎置于匀浆器内匀

浆，研磨后转移到离心管内，在4 ℃恒温下，以3 700
r/min，离心5 min，取沉淀使用超声破碎仪破碎线粒

体并加入倒入 1.5 mL 裂解液，使用丙二醛、SOD、

GSH⁃Px、SDH试剂盒，严格按照试剂盒操作进行检

查其水平。

1.5.2 血清中肌酸激酶活性检测 取上述各组 SD
大鼠血清，在 4 ℃的恒温离心机中以 3 000 r/min速

度离心 10 min，按照肌酸激酶试剂盒子操作说明书

方法检测各组SD大鼠血清中肌酸激酶含量水平。

1.5.3 流式细胞仪检测细胞凋亡情况 取 SD大鼠

骨骼肌，使用剪刀剪碎，使用胰蛋白酶消化成单层

细胞后，使用恒温离心机保持 4 ℃，离心 5 min收集

细胞；收集细胞后加入 100 μL 结合缓冲液（Binding
Buffer）重悬细胞并加入 5 μL Annexin V⁃FITC 和 5
μL碘化丙啶（PI），轻轻混匀；室温避光孵育 15 min
并加入 400 μL Binding Buffer使用流式细胞仪检测

SD大鼠骨骼肌细胞凋亡情况。

1.5.4 蛋白质印迹法（Western Blot）检测蛋白表达水

平 使用蛋白质印迹法检测Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3、
Akt、P⁃Akt、PI3K蛋白，取大鼠骨骼肌，使用胰蛋白酶

消化后，提取总蛋白，使用半干法将蛋白转移到聚

偏二氟乙烯膜（PVDF膜），置于5%脱脂奶粉室温封

闭 2 h后加入各需要检测蛋白的一抗，二抗，孵育 2
h，以β⁃肌动蛋白（β⁃actin）为内参蛋白，采用显色液

显色后行吸光度分析，计算各蛋白相对表达量。

1.5.5 苏木精⁃伊红（HE）染色观察大鼠骨骼肌情

况 HE染色观察大鼠骨骼肌，使用二甲苯浸泡、不

同梯度乙醇脱水、苏木精浸泡、盐酸乙醇分化、冲

洗、伊红染色、乙醇浸泡、二甲苯浸泡后中性树胶封

片即并在400倍的光学显微镜下观察大鼠骨骼肌组

织情况。

1.6 统计学方法 研究数据分析采用软件为 SPSS
22.0，作图采用软件为GraphPda Prism5，计量资料采

用 x̄ ± s表示，两组间比较采用 t检验，多组间采用单

因素方差分析，当组间差异有统计学意义时，采用

SNK方法进行进一步的多重比较，若P＜0.05则表

明数据差异有统计学意义，本研究所有检验均为双

侧检验。
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2 结果

2.1 各组大鼠氧化应激情况 由表1可以看出，相

比空白组，超负荷运动组大鼠丙二醛水平显著升

高，GSH⁃Px、SOD、SDH水平显著降低（P＜0.05）；相

比超负荷运动组，超负荷运动+针刺组大鼠丙二醛

水平显著降低，GSH⁃Px、SOD、SDH水平显著升高（P＜

0.05）；相比超负荷运动组，针刺组大鼠丙二醛水平

显著降低，GSH⁃Px、SOD、SDH 水平显著升高（P＜

0.05）；相比针刺组，超负荷运动+针刺组大鼠丙二醛

水平显著升高，GSH⁃Px、SOD、SDH 水平显著降低

（P＜0.05）。
表1 各组大鼠氧化应激相关物质检测结果/x̄ ± s

组别

空白组

超负荷运动组

针刺组

超负荷运动+
针刺组

F值

P值

鼠

数

15
15
15
15

丙二醛/
（mol/L）
4.75±0.29

13.97±0.55a

4.99±0.32b

7.89±0.41bc

1 681.193
＜0.001

GSH⁃Px/
（kU/L）

142.25±8.39
55.68±6.97a

130.25±7.14b

135.58±8.14bc

416.066
＜0.001

SOD/
（kU/L）
2.50±0.25
1.02±0.17a

2.38±0.30b

2.10±0.21bc

121.047
＜0.001

SDH/
（kU/L）

35.75±8.78
10.58±6.50a

31.25±5.50b

24.28±4.99bc

41.517
＜0.001

注：GSH⁃Px为谷胱甘肽过氧化物酶，SOD为超氧化物歧化酶，

SDH为琥珀酸脱氢酶。与空白组相比，aP＜0.01；与超负荷运动组相

比，bP＜0.01；与针刺组相比，cP＜0.01
2.2 各组大鼠骨骼肌凋亡情况 相比空白组，超负

荷运动组大鼠Bcl⁃2蛋白表达水平显著降低，Bax、
Caspase⁃3蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；相比

超负荷运动组，针刺组大鼠Bcl⁃2蛋白表达水平显著

升高，Bax、Caspase⁃3蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05）；相比针刺组，超负荷运动+针刺组大鼠Bcl⁃2
蛋白表达水平显著降低，Bax、Caspase⁃3蛋白表达水

平显著升高（P＜0.05）；相比超负荷运动组，超负荷

运动+针刺组大鼠 Bcl⁃2 蛋白表达水平显著升高，

Bax、Caspase⁃3蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）。

相比空白组，超负荷运动组大鼠骨骼肌细胞凋亡水

平显著升高（P＜0.05）；相比超负荷运动组，针刺组

大鼠细胞凋亡水平显著降低（P＜0.05）；相比针刺

组，超负荷运动+针刺组大鼠细胞凋亡水平显著升

高（P＜0.05）；相比超负荷运动组，超负荷运动+针刺

组大鼠骨骼肌细胞凋亡水平显著降低（P＜0.05）。

见表2、图1、图2。
2.3 各组大鼠骨骼肌损伤情况 由图3可以看出，

相比空白组大鼠肠骨骼肌肌肉组织正常，肌外膜完

整，可见血管及神经；肌束膜包裹肌纤维，肌纤维完

整，肌细胞核大小形态未见异常；超负荷运动组大

表2 各组大鼠骨骼肌凋亡检测结果/x̄ ± s
组别

空白组

超负荷运动组

针刺组

超负荷运动+
针刺组

F 值

P 值

鼠

数

15
15
15
15

Bcl⁃2/
β⁃actin值
1.62±0.20
0.41±0.10a

1.25±0.15b

0.82±0.09bc

204.690
＜0.001

Bax/
β⁃actin值
0.55±0.09
1.59±0.19a

0.56±0.10b

1.52±0.18bc

231.524
＜0.001

Caspase⁃3/
β⁃actin值
0.35±0.08
1.53±0.25a

0.52±0.09b

1.38±0.18bc

194.899
＜0.001

细胞凋亡

率/%
9.89±1.02

32.58±3.50a

11.52±1.02b

22.58±2.51bc

323.283
＜0.001

注：Bcl⁃2为B细胞淋巴瘤/白血病⁃2，β⁃actin为β⁃肌动蛋白，Bax
为Bcl⁃2相关X蛋白，Caspase⁃3为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3。与空

白组相比，aP＜0.01；与超负荷运动组相比，bP＜0.01；与针刺组相

比，cP＜0.01

Caspase-3

β-actin

C O A OA

Bax

Bcl-2

注：Bcl⁃2为B细胞淋巴瘤/白血病⁃2，Bax为Bcl⁃2相关X蛋白，

Caspase⁃3为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3，β⁃actin为β⁃肌动蛋白，C为

空白组，O为超负荷运动组，A为针刺组，OA为超负荷运动+针刺组

图1 蛋白质印迹法检测各组大鼠凋亡蛋白表达水平

鼠骨骼肌肌肉组织肌纤维弯曲，肌红蛋白溶解，肌

细胞核固缩、溶解，肌束膜破裂；针刺组大鼠肠骨骼

肌肌肉组肌正常肌肉组织，肌外膜完整，可见血管

及神经；超负荷运动+针刺组大鼠少量肌纤维断裂

溶解弯曲，余未见异常。相比空白组肌酸激酶水平

（457.54±45.02）kU/L，超负荷运动组大鼠血清肌酸

激酶水平显著升高至（1 985.50±88.87）kU/L；相比超

负荷运动组肌酸激酶水平，超负荷运动+针刺组大

鼠肌酸激酶水平显著降低至（1 402.51±64.50）kU/L
（F＝485.60，P＜0.001）。
2.4 各组大鼠PI3K⁃Akt信号通路相关蛋白表达情

况 由表3、图4可以看出；相比空白组，超负荷运动

组大鼠 PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR 蛋白水平显著降低

（P＜0.05）；相比超负荷运动组，针刺组大鼠PI3K、p⁃
AKT、m⁃TOR蛋白水平显著升高（P＜0.05）；相比针

刺组，超负荷运动+针刺组大鼠PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR
蛋白水平显著降低（P＜0.05）；相比超负荷运动组，

超负荷运动+针刺组大鼠PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR蛋白

水平显著升高（P＜0.05）。各组Akt水平差异无统

计学意义（P＞0.05）。
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表3 各组大鼠PI3K⁃Akt信号通路相关蛋白表达情况/x̄ ± s
组别

空白组

超负荷运动组

针刺组

超负荷运动+
针刺组

F 值

P 值

鼠

数

15
15
15
15

PI3K/
β⁃actin值
1.61±0.20
0.75±0.15a

1.55±0.18b

1.18±0.14bc

82.528
＜0.001

Akt/
β⁃actin值
1.02±0.12
1.03±0.11
1.01±0.10
1.03±0.11

0.113
0.952

p⁃AKT/
β⁃actin值
1.60±0.22
0.45±0.14a

1.53±0.21b

1.30±0.20bc

110.427
＜0.001

mTOR/
β⁃actin值
1.55±0.25
0.51±0.20a

1.54±0.18b

1.32±0.21bc

81.006
＜0.001

注：PI3K为磷脂酰肌醇3⁃激酶，β⁃actin为β⁃肌动蛋白，Akt为蛋

白激酶B，p⁃AKT为磷酸化蛋白激酶B，m⁃TOR为哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白。与空白组相比，aP＜0.01；与超负荷运动组相比，bP＜0.01；
与针刺组相比，cP＜0.01

m-TOR

β-actin

C O A OA

PI3K

AKT

P-AKT

注：PI3K为磷脂酰肌醇3⁃激酶，Akt为蛋白激酶B，p⁃AKT为磷酸

化蛋白激酶B，m⁃TOR为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，β⁃actin为β⁃肌
动蛋白，C为空白组，O为超负荷运动组，A为针刺组，OA为超负荷运

动+针刺组

图4 各组大鼠PI3K⁃Akt信号通路相关蛋白表达情况

3 讨论

针刺是一种传统的中医治疗方法，使用针刺治

疗骨骼肌已有较长历史且疗效显著［8］。使用针刺穴

位可以将局部刺激信号通过组织间机械力的传导

传递给周边组织，使得机体产生一系列的反应，例

如脂质过氧化、线粒体游离钙的聚积、改变线粒体

内膜通透性等［9］。本实验探究通过使用针刺超负荷

运动致骨骼肌损伤大鼠足三里、阳陵泉、内关和肾

俞穴，检测器氧化应激损伤及骨骼肌细胞凋亡情

况，初步了解针刺超负荷运动致骨骼肌损伤的治疗

机制。传统中医认为：足三里、肾俞两穴位可以平

衡阴阳，益精补肾增加体能，具有保健作用［10］。针

刺肾俞穴可以加强机体的抗氧化能力，减少自由基

的累积，抑制氧化应激反应实现阴阳平衡。阳陵泉

穴归属足少阳胆，内关穴是手厥阴心包经的常用腧

穴之一，针刺这两个穴位可以有效刺激免疫系统，

同时具有养心安神、醒神开窍的作用［11］。可以使得

超负荷运动后快速恢复。本研究发现，使用针刺后

大鼠骨骼肌均未出现肌红蛋白溶解，肌细胞核固

缩、溶解，肌束膜破裂等情况，且骨骼肌微细损伤的

重要指标肌酸激酶含量水平也显著降低，说明使用

针刺可以有效缓解大鼠超负荷运动后骨骼肌的损

伤。这可能是因为刺激足三里、肾俞可以调节大鼠

体内阴阳平衡、益精补肾，增强大鼠对氧自由基的

抵抗能力增强，同时调节骨骼肌线粒体内膜的钙离

子平衡，达到保护骨骼肌线粒体外模及增加抗疲劳

能力，实现保护超负荷运动后骨骼肌的效果。

超负荷运动后氧化应激是导致骨骼肌细胞损

伤造成细胞损伤的重要因素之一［12］。在健康的细

胞内氧自由基的产生和清除是平衡的，但是超负荷

运动后会产生大量的活性氧，对细胞膜造成损伤，

同时还会导致上皮细胞膜通透性增，使得细胞内的

SOD、GPX等酶释放至细胞外［13］。丙二醛的含量可

以反映机体内发生脂质过氧化的程度，使自由基与

生物膜中的多不饱和脂肪酸发生反应并使得氧化

产物分解［14］。SOD具有抗氧化性，是经典的抗氧化

酶之一，可以有效清除活性氧。机体内SOD水平越

高说明机体清除活性氧的能力越强，当脑组织损伤

时其含量会显著降低［15］。SDH是线粒体内膜的结

合酶，可连接氧化磷酸化与电子传递，在有氧运动

中起着关键的作用。SDH主要分布在线粒体中，为

有氧呼吸提供电子，其活性直接影响着能量代谢的

过程，SDH活性增强，组织的氧利用能力就会提高。

本研究中发现，相比超负荷运动组，使用针刺后丙

二醛水平显著降低，GSH⁃Px、SOD、SDH水平显著升

高。说明使用针刺有效降低大鼠体内氧化应激，这

可能是因为通过针刺物理刺激大鼠足三里、阳陵

泉、内关和肾俞穴等穴位后使得大鼠的增强线粒体

SOD活性增强，其消除自由基的能力也显著增强，

并且减少了运动中的氧化应激，从而减轻了大鼠体

内的脂质过氧化；保护了线粒体膜，抑制了骨骼肌

线粒体游离钙的聚积，反之进一步抑制脂质过氧化

作用，实现有效降低大鼠体内氧化应激反应。孙嫘

等［16］研究表明：针刺可以有效降低氧化应激反应，

与本研究得出的结论相类似。

骨骼肌细胞凋亡在大鼠超负荷运动致骨骼肌

损伤中起着关键的作用，而骨骼肌的凋亡受相关基

因的调控［17］。Bcl⁃2家族是一种常见的凋亡控制基

因。Bcl⁃2家族中主要是由Bcl⁃2和Bax这两种蛋白

表达量决定细胞是否凋亡［18］。Bax和Bcl⁃2表达呈

相反趋势，当Bcl⁃2表达下降时Bax表达上升，此时

会促进细胞的凋亡；当Bcl⁃2表达升高，而Bax表达

降低时，则会抑制细胞的凋亡。除了 Bcl⁃2 家族，
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Caspase家族的Caspase⁃3、Caspase⁃9等是重要的凋

亡因子［19］。Caspase家族主要执行凋亡基因为Cas⁃
pase⁃3，其机制依靠凋亡因子启动子作用有活性的

Caspase⁃9使得proCaspase⁃3产生有活性的Caspase⁃3。
并通过剪切另外的Caspase底物，达到引起级联反

应的目的最终导致细胞凋亡［20］。本研究发现，相比

高负荷运动组，OA组大鼠Bcl⁃2蛋白表达水平显著

升高，Bax、Caspase⁃3蛋白表达水平显著降低。这可

能是因为超负荷运动后大鼠骨骼肌细胞膜受到损

伤后钙离子会大量进入细胞内会引起骨骼肌肌原

纤维的损伤，同时抑制线粒体的氧化代谢酶、激活

细胞内凋亡因子的产生，抑制抑凋亡因子的产生，

引发细胞的凋亡。陈英华、郝志平［21］研究表明：针

刺可以升高Bcl⁃2阳性细胞表达并降低Bax阳性细

胞表达，与本研究得出的结论相类似。

PI3K/Akt即磷脂酰肌醇⁃3⁃/蛋白激酶，这条信号

通路在调控细胞的凋亡中发挥重要的作用。刘玫梅

等［22］研究表明：PI3K活化后的Akt可作用于Bcl⁃2、
Bax等底物，抑制细胞凋亡从而保护骨骼肌细胞。本

研究发现，相比超负荷运动组，超负荷运动+针刺组

大鼠PI3K、p⁃AKT、m⁃TOR蛋白水平显著升高。这可

能是因为刺激大鼠的足三里、阳陵泉、内关和肾俞穴

后，促进了PI3K/Akt信号通路，促进Akt的磷酸化，

并进一步干预其下游相关凋亡蛋白Bcl⁃2、Bax的表

达，实现抑制超负荷运动后骨骼肌的凋亡。陈玄

等［23］研究表明：使用电针刺激足三里和上巨虚减少

骨骼肌细胞的凋亡，与本研究得出的结论相类似。

综上所述，针刺可以通过调控PI3K⁃Akt信号通

路抑制大鼠氧化应激和骨骼肌细胞凋亡实现治疗

超负荷运动致骨骼肌损伤。其作用机制可能是通

过针刺调控 PI3K⁃Akt信号通路实现促进其下游的

抑凋亡因子的表达，实现抑制骨骼肌的凋亡，同时

抑制大鼠体内的氧化应激反应。但本研究仍存在

不足之处，本研究使用的针刺方法较为单一，在后

续的实验中将进一步使用不同针刺方法及针刺不

同穴位，观察其作用效果。

（本文图2，3见插图12⁃4）
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