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针刺激活轴抑制蛋白1、腺苷酸活化蛋白激酶、丝/苏氨酸
蛋白激酶信号通路对失神经骨骼肌萎缩大鼠的保护作用
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摘要： 目的 研究针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠骨骼肌细胞丝/苏氨酸蛋白激酶（AKT）、腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）、轴抑

制蛋白 1（Axin1）表达水平的影响。方法 将 48只 SD大鼠采用简单随机分组分为空白对照组、假手术组、模型组和针刺组各

12只。模型组和针刺组大鼠采用手术切断坐骨神经制备失神经骨骼肌萎缩大鼠模型，假手术组只暴露坐骨神经，空白对照组

不做任何处理。针刺组在造模后进行电针治疗（“足三里”和“承山”穴），每次 10 min，连续治疗 3周。治疗后，检测各组大鼠绯

肠肌组织的湿重比、肌纤维横截面积及肌细胞直径比；HE染色检测各组大鼠绯肠肌损伤；TUNEL染色检测各组大鼠绯肠肌细

胞凋亡；蛋白质印迹法（Western blotting）检测 p-AKT、AKT、p-AMPK、AMPK、Axin1、B细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、Bcl相关 X蛋白

（Bax）、活化胱天蛋白酶（cleaved caspase-3）和增殖细胞核抗原（PCNA）蛋白的表达。结果 与空白对照组和假手术组相比，模

型组大鼠腓肠肌湿重比（0.38±0.06）、肌纤维截面积比（0.52±0.12）和肌纤维直径比（0.53±0.16）均明显下降（P<0.05），细胞凋亡

率（30.85±5.74）%明显升高（P<0.05），Bcl-2（0.40±0.03）、Bax（0.53±0.05）、cleaved caspase-3（0.58±0.06）、PCNA（0.44±0.05）、p-

AKT/AKT（0.54±0.06）、p-AMPK/AMPK（0.73±0.04）和Axin1（0.41±0.05）的表达明显上调（P<0.05）；与模型组相比，针刺组大鼠

腓肠肌湿重比（0.52±0.07）、肌纤维截面积比（0.64±0.11）和肌纤维直径比（0.66±0.15）均明显增加（P<0.05），细胞凋亡率（21.39±
3.87）%明显下降（P<0.05），Bcl-2（0.61±0.05）、PCNA（0.72±0.08）、p-AKT/AKT（0.82±0.09）和Axin1（0.62±0.06）的表达明显上调

（P<0.05），Bax（0.33±0.04）、cleaved caspase-3（0.34±0.04）和 p-AMPK/AMPK（0.51±0.03）的表达明显下调（P<0.05）。结论 针刺

可能通过调控Axin1/AMPK/AKT的表达，延缓失神经大鼠骨骼肌的萎缩。
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Abstract： Objective To explore effects of acupuncture on expression levels of serine/threonine protein kinase (AKT), adenine mo‐
nophosphate activated protein kinase (AMPK) and Axis inhibition protein 1 (Axin1) in skeletal muscle cells of rats with denervation
skeletal muscle atrophy.Methods Forty-eight SD rats were randomly assigned into blank group, sham operation group, model group
and acupuncture group, 12 cases in each group. In model group and acupuncture group, sciatic nerve was surgically cut to prepare rats
models of denervation skeletal muscle atrophy. Only the sciatic nerve was exposed in sham group and nothing was done in blank group.
In acupuncture group, electroacupuncture (Zusanli point and Bear Hill acupuncture point) was conducted after modeling, 10 min/once.
They were continuously treated for 3 weeks. After treatment, wet to weight ratio of gastrocnemius muscle tissue, ratio of muscle fiber
cross-sectional area to myocyte diameter in each group were detected. The gastrocnemius muscle injury in each group was detected by
HE staining. The apoptosis of gastrocnemius muscle in each group was detected by TUNEL staining. Western Blot was performed to de‐
tect expression of p-AKT, AKT, p-AMPK, AMPK, Axin1, B cell lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-associated X protein (Bax), cleaved caspase-3
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) proteins.Results Compared with blank group and sham operation group, wet to weight
ratio of gastrocnemius muscle tissue (0.38±0.06), ratio of muscle fiber cross-sectional area (0.52±0.12) and muscle fiber diameter (0.53±
0.16) were significantly decreased in model group (P<0.05), while apoptosis rate (30.85±5.74)% was significantly increased (P<0.05),
and expressions of Bcl-2 (0.40±0.03), Bax (0.53±0.05), cleaved caspase-3 (0.58±0.06), PCNA (0.44±0.05), p-AKT/AKT (0.54±0.06), p-

AMPK/AMPK (0.73±0.04) and Axin1 (0.41±0.05) were significantly up-regulated (P<0.05). Compared with model group, wet to weight
ratio of gastrocnemius muscle tissue (0.52±0.07), ratio of muscle fiber cross-sectional area (0.64±0.11) and muscle fiber diameter (0.66±
0.15) were significantly increased in acupuncture group (P<0.05), while apoptosis rate (21.39±3.87)% was significantly decreased (P<
0.05), expression of Bcl-2 (0.61±0.05), PCNA (0.72±0.08), p-AKT/AKT (0.82±0.09) and Axin1 (0.62±0.06) was significantly up-regu‐
lated (P<0.05), and expression of Bax (0.33±0.04), cleaved caspase-3 (0.34±0.04) and p-AMPK/AMPK (0.51±0.03) was significantly
down-regulated (P<0.05).Conclusion Acupuncture may delay skeletal muscle atrophy of denervation rats by regulating expression of
Axin1/AMPK/AKT.
Key words： Peripheral nerve injuries; Denervation; Skeletal muscle atrophy; Rat; AKT； AMPK； Axin1

失神经骨骼肌萎缩是周围神经损伤后，骨骼肌

失去神经支配与营养，发生的一系列形态学和功能

变化，临床常发生于工伤事故伤、车祸伤等［1］。目

前，失神经骨骼肌萎缩主要采用电刺激、药物、外科

手术等来治疗，可以在一定程度上修复损伤神经，

但仍有部分病人的疗效有待提高［2］。建立大鼠的失

神经骨骼肌萎缩模型，探讨更有效的治疗手段，对

失神经骨骼肌萎缩的防治具有重要意义。针灸是

传统中医的重要组成部分，主要通过捻转与提插等

针刺手法刺激特定部位来治疗疾病，近年来受到了

研究者们的广泛关注［3］。已有研究显示［4］，针灸可

以促进周围神经损伤后的修复，对于失神经肌肉萎

缩具有良好的临床疗效，可以改善大鼠的肌肉萎缩

状态，但其作用机制尚有待进一步探讨。基于此，

本研究于 2019年 5―6月建立了大鼠失神经骨骼肌

萎缩模型，旨在分析针刺治疗失神经骨骼肌萎缩的

作用机制，为临床针刺在失神经骨骼肌萎缩中的治

疗提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 仪器、试剂与动物 荧光显微镜购自日本

Olympus公司；戊巴比妥钠购自美国 Sigma-Aldrich
公司；TUNEL检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公司；兔抗鼠丝/苏氨酸蛋白激酶（AKT）、腺苷酸活

化蛋白激酶（AMPK）、轴蛋白 1（Axin1）、磷酸化的

丝/苏氨酸蛋白激酶（p-AKT）、磷酸化的腺苷酸活化

蛋白激酶（p-AMPK）、B细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、Bcl相
关 X蛋白（Bax）、活化胱天蛋白酶（cleaved caspase-
3）和增殖细胞核抗原（PCNA）单克隆抗体均购于美

国 Santa Cruz公司；辣根过氧化酶标记的羊抗兔免

疫球蛋白（IgG），购于上海信裕生物科技有限公司。

SD雄性大鼠 48只，SPF级，体质量范围 200~
220 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，

动物许可证号：SCXK（京）2015-0001。所有大鼠均

饲养于本院动物中心实验室，维持室内温度在 25 ℃
左右，模拟昼夜光照环境，大鼠可自由摄食和饮水。

1.2 动物造模及干预 48只大鼠经过预饲养 7 d
后，采用简单随机分组将其分为空白对照组（n=
12）、假手术组（n=12）、模型组（n=12）和针刺组（n=
12）。模型组和针刺组采用手术切断坐骨神经法制

备失神经骨骼肌萎缩大鼠模型［5］，首先常规麻醉大

鼠，局部消毒，在大鼠的右后肢股后外侧行一切口，

钝性分离、暴露坐骨神经，于中段切断，造成 1.0 mm
神经缺损；假手术组只暴露坐骨神经，不切断；空白

对照组不做任何处理，造模过程中共死亡 1只大鼠。

造模后第 2天，针刺组大鼠采用针刺干预，参考《实

验针灸学》［6］给予电针治疗，取术侧“足三里”和“承

山”穴，以 0.5寸的毫针垂直刺入，针刺深度为

5~7 mm，接入韩氏电针穴位刺激仪，频率为 5 Hz，电
流强度为 1.5 mA，每天 1次，持续电针刺激 10 min，
连续治疗3周。术后观察大鼠的行为状态。
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1.3 各组大鼠绯肠肌的湿重比 术后 3周迅速处

死大鼠，取大鼠双侧绯肠肌，生理盐水冲洗，置于

−80 ℃超低温冰箱暂存。取术侧绯肠肌观察肌肉萎

缩情况，对双侧绯肠肌称重，计算绯肠肌组织的湿

重比，随后将其分成两份，一份置于质量分数为 4%
的多聚甲醛溶液中固定，用于病理检测，另一份直

接冻存于−80 ℃冰箱，用于蛋白检测。

1.4 HE染色和TUNEL染色检测大鼠的绯肠肌组

织病理变化 取在 4%多聚甲醛溶液中固定的绯肠

肌组织，进行常规制作切片，随后将其分成两份，分

别进行HE染色和 TUNEL染色，在光学显微镜下观

察绯肠肌组织的病理变化和凋亡情况。HE染色切

片使用Olympus Cell Sens Standard 1.6图像采集系统

随机测量在分析肌纤维直径和横截面积，计算患侧

肌纤维横截面积比和肌纤维直径比。TUNEL染色

切片采用 Image J分析图像，每张采用随机数字表法

选取 10个视野，计算阳性细胞数与总细胞数，计算

细胞的凋亡率。

1.5 蛋白质印迹法（Western blotting）检测各组大

鼠绯肠肌细胞 AKT、AMPK、Axin1、Bcl-2、Bax、
cleaved caspase-3和PCNA的表达 取冻存于 −
80 ℃冰箱的大鼠绯肠肌组织，匀浆，严格按照蛋白

裂解步骤提取匀浆组织中的总蛋白，经采用二喹啉

甲酸蛋白定量分析试剂盒确定蛋白浓度。取 50 µg
总蛋白依次经过电泳、转PVDF膜，加入质量分数为

5%的脱脂牛奶，在室温环境下封闭 2 h，随后洗膜，

加一抗 AKT、AMPK、Axin1、Bcl-2、Bax、cleaved cas‐
pase-3和 PCNA，在温度为 4 ℃环境下孵育过夜，洗

膜，加入二抗，在室温下环境下孵育 2 h。再用电化

学发光显示图像，以 β-actin为内参，经凝胶成像分

析系统分析各蛋白的相对表达量。

1.6 统计学方法 采用 SPSS 17.0软件分析所得实

验数据，以 x̄ ± s形式表示，多组间差异采用单因素

方差分析，两两组间的差异采用 SNK法分析，以P<
0.05表示组间差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般行为学 空白对照组和假手术

组大鼠行为无明显异常，针刺术侧皮肤有反应；模

型组大鼠术侧肢拖地，针刺术侧皮肤无反应，大部

分大鼠足部皮肤出现溃烂；针刺组大鼠术侧肢拖

地，针刺术侧皮肤有轻微反应，少部分大鼠足部皮

肤出现溃烂。

2.2 各组大鼠的腓肠肌组织病理损伤 HE染色结

果显示，空白对照组和假手术组大鼠的腓肠肌肌肉

组织排列规则，未见异常；模型组大鼠的腓肠肌细

胞排列松散，细胞间隙变宽，肌纤维横截面积缩小；

针刺组大鼠腓肠肌细胞排列较整齐，肌纤维横截面

积明显改善。见图1。
2.3 针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠腓肠肌组织形

态的影响 模型组大鼠腓肠肌湿重比、肌纤维截面

积比和肌纤维直径比均明显低于空白对照组和假

手术组（P<0.05）；针刺组大鼠腓肠肌湿重比、肌纤维

截面积比和肌纤维直径比均明显高于模型组（P<
0.05）。见表1。

2.4 针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠腓肠肌细胞凋

亡的影响 模型组大鼠腓肠肌细胞凋亡率（30.85±
5.74）%明显高于空白对照组（5.21±0.51）%和假手

术组（5.37±0.53）%（P<0.05）；针刺组大鼠细胞凋亡

率（21.39±3.87）% 明 显 低 于 模 型 组（P<0.05）。

见图2。
2.5 针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠腓肠肌增殖和

凋亡相关蛋白的影响 模型组大鼠腓肠肌组织Bcl-
2、Bax、cleaved caspase-3和 PCNA的表达明显高于

空白对照组和假手术组（P<0.05）；针刺组大鼠腓肠

肌组织 Bcl-2和 PCNA的表达明显高于模型组（P<
0.05），Bax和 cleaved caspase-3的表达明显低于模型

组（P<0.05）。见图3、表2。
2.6 针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠腓肠肌AKT、
AMPK、Axin1 蛋白表达的影响 模型组大鼠腓肠

肌组织 p-AKT/AKT、p-AMPK/AMPK、Axin1的表达

表1 针刺对失神经骨骼肌萎缩大鼠腓肠肌组织形态的

影响/x̄ ± s
组别

空白对照组

假手术组

模型组

针刺组

F值

P值

鼠数

12
12
11
12

湿重比

1.00±0.03
0.99±0.04
0.38±0.06①②
0.52±0.07①②③

434.97
<0.001

肌纤维截面积

比

1.00±0.05
0.98±0.14
0.52±0.12①②
0.64±0.11①②③

56.05
<0.001

肌纤维直径比

1.00±0.07
0.97±0.13
0.53±0.16①②
0.66±0.15①②③

35.92
<0.001

注：①与空白对照组比，P<0.05。②与假手术组比，P<0.05。③
与模型组比，P<0.05。

6

2

3

4

1

5

7 8 9

注：1―β肌动蛋白（β-actin）；2―增殖细胞核抗原（PCNA）；3―
活化胱天蛋白酶（cleaved caspase-3）；4―Bcl相关X蛋白（Bax）；5―B
细胞淋巴瘤2（Bcl-2）；6―空白对照组；7―假手术组；8―模型组；9―
针刺组。

图3 各组大鼠腓肠肌细胞增殖和凋亡相关蛋白的表达

··915



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2022 May，26（5）

明显高于空白对照组和假手术组（P<0.05）；针刺组

大鼠腓肠肌组织 p-AKT/AKT、Axin1的表达明显高

于模型组（P<0.05），p-AMPK/ AMPK的表达明显低

于模型组（P<0.05）。见图4、表3。

3 讨论

失神经骨骼肌萎缩在中医属“痿症”范畴，主要

表现为筋骨痿软、皮肤麻木等，主要病机为气血亏

虚、血脉瘀滞［7］。针灸是我国中医的重要组成部分

之一，《黄帝内经》指出“治痿独取阳明”，“足三里”

具有理气和血、舒筋活络的功能，和“承山”均为治

疗下肢痪症之要穴，两穴配合可以改善下肢局部的

微循环，抑制肌肉萎缩［8］。因此，本研究取“足三里”

和“承山”，分析电针对失神经骨骼肌萎缩大鼠的作

用机制。本研究中，电针治疗可以有效增加失坐骨

神经大鼠腓肠肌的湿重、肌纤维的直径和面积。腓

肠肌是坐骨神经的靶器官，坐骨神经损伤后，腓肠

肌会失去神经支配，从而出现肌纤维不可逆地萎

缩、变形［9］。陈玄等［10］的研究显示，电针治疗可以增

加失神经骨骼肌萎缩大鼠的湿重，与本研究结果基

本一致，证实电针治疗可以延缓失神经大鼠骨骼肌

的萎缩。

临床研究显示，肌肉萎缩主要是由于细胞凋亡

和增殖之间的平衡被打破后，引起的肌细胞数量减

少和残存的肌细胞体积减小［11］。本研究中，电针治

疗可以抑制失坐骨神经大鼠腓肠肌的凋亡，促进组

织细胞中 Bcl-2 和 PCNA 蛋白表达，降低 Bax 和

cleaved caspase-3蛋白表达。Bcl-2/Bax是一组调控

组织细胞凋亡的蛋白，主要通过调节线粒体膜的通

透性，释放细胞色素C进入胞质，激活凋亡执行蛋白

Caspase-3，从而降解细胞内的重要蛋白，诱导组织

细胞凋亡［12］。吴珍元等［13］的研究显示，细胞凋亡在

大鼠失神经骨骼肌萎缩的发生发展中具有重要作

用，抑制骨骼肌细胞的凋亡对于延缓骨骼肌萎缩具

有重要意义，提示电针治疗可能通过抑制失坐骨神

经大鼠骨骼肌细胞的凋亡，延缓骨骼肌萎缩。PC‐
NA是一种细胞增殖核抗原，是真核细胞 DNA合成

所必需的一种核蛋白，可以反映肌卫星细胞的增殖

活性［14］。吴梦佳等［15］的研究显示，针刺治疗可以调

节肌卫星细胞的增殖分化和凋亡，防治骨骼肌萎

缩，本研究结果与其类似。结合本研究结果表明，

电针治疗可能通过促进肌卫星细胞的增殖，抑制其

凋亡，延缓失神经大鼠骨骼肌的萎缩。

本研究中，电针治疗可以上调 Axin1和 p-AKT
的表达，下调AMPK的磷酸化。AMPK是AMP依赖

的蛋白激酶，也是骨骼肌细胞的能量感受器，是机

体能量代谢调节的关键因子［16］。研究显示，AMPK
被激活后可以降低Akt的磷酸化水平，降解骨骼肌

蛋白质，参与能量代谢［17］。AKT是一种丝氨酸/苏氨

酸激酶，又称蛋白激酶B，参与了而机体多条关键信

表2 各组大鼠腓肠肌细胞增殖和凋亡相关蛋白的表达/x̄ ± s
组别

空白对照组

假手术组

模型组

针刺组

F值

P值

鼠数

12
12
11
12

Bcl-2
0.27±0.02
0.29±0.02
0.40±0.03①②
0.61±0.05①②③

276.68
<0.001

Bax
0.23±0.02
0.24±0.02
0.53±0.05①②
0.33±0.04①②③

183.23
<0.001

cleaved caspase-3
0.25±0.03
0.26±0.03
0.58±0.06①②
0.34±0.04①②③

156.21
<0.001

PCNA
0.25±0.03
0.25±0.03
0.44±0.05①②
0.72±0.08①②③

241.04
<0.001

注：Bcl-2为B细胞淋巴瘤2，Bax为Bcl相关X蛋白，cleaved caspase-3为活化胱天蛋白酶，PCNA为增殖细胞核抗原。

①与空白对照组比，P<0.05。②与假手术组比，P<0.05。③与模型组比，P<0.05。
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2

3

4

1

5

7 8 9 10

注：1―β肌动蛋白（β-actin）；2―轴蛋白 1（Axin1）；3―磷酸化的

腺苷酸活化蛋白激酶（p-AMPK）；4―腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）；

5―磷酸化的丝/苏氨酸蛋白激酶（p-AKT）；6―丝/苏氨酸蛋白激酶

（AKT）；7―空白对照组；8―假手术组；9―模型组；10―针刺组。

图4 各组大鼠腓肠肌细胞AKT、AMPK、Axin1蛋白表达的影响

表3 各组大鼠腓肠肌细胞丝/苏氨酸蛋白激酶（AKT）、腺苷

酸活化蛋白激酶（AMPK）、轴蛋白1（Axin1）蛋白表达的影响

/x̄ ± s
组别

空白对照组

假手术组

模型组

针刺组

F值

P值

鼠数

12
12
11
12

p-AKT/AKT
0.35±0.04
0.37±0.04
0.54±0.06①②
0.82±0.09①②③

152.11
<0.001

p-AMPK/
AMPK

0.34±0.03
0.35±0.02
0.73±0.04①②
0.51±0.03①②③

405.02
<0.001

Axin1
0.26±0.03
0.27±0.03
0.41±0.05①②
0.62±0.06①②③

172.34
<0.001

注：①与空白对照组比，P<0.05。②与假手术组比，P<0.05。③
与模型组比，P<0.05。
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号通路，在细胞的存活和凋亡中具有重要作用［18］。

Axin蛋白在生物体内普遍表达，包括Axin l和Axin 2
两个亚型，参与了机体多种信号通路，是Wnt/β -

catenin、p53等信号通路的关键蛋白，可以参与调节

肌卫星细胞的增殖、分化、凋亡等过程［19］。Zhang
等［20］的研究显示，Axin 1可能通过与AMPK发生免

疫共沉淀，形成复合物，抑制AMPK的活化，从而激

活肌管细胞中的 AKT。AKT的磷酸化可以参与机

体多种信号通路，抑制肌蛋白降解，促进蛋白合成，

促进生肌细胞分化，抑制肌肉萎缩［21-22］。高睿琦

等［22］的研究显示，电针可以上调失神经大鼠AKT的
磷酸化，改善骨骼肌萎缩，与研究结果基本相符，提

示电针治疗可能通过上调 Axin1的表达，与 AMPK
形成复合物，从而抑制AKT的磷酸化，促进肌细胞

的分化，抑制肌蛋白的降解。

综上所述，电针治疗可能通过上调Axin1的表

达，抑制AMPK的磷酸化，激活AKT的磷酸化，促进

骨骼肌的增殖、分化，抑制其凋亡，延缓失神经大鼠

骨骼肌的萎缩，为临床治疗提供了一定的理论依

据。但Axin1/AMPK/AKT参与了机体多种生物学过

程，电针治疗作用于失神经骨骼肌萎缩大鼠的关键

靶位点尚需进一步探索验证。

（本文图1，2见插图5-1）
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