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摘要

目的 探讨电针延缓大鼠失神经骨骼肌萎缩的可能机制。

方法 21只雄性Sprague-Dawley大鼠随机分为假手术组(n=7)、模型组(n=7)和电针组(n=7)。后两组切断右侧坐

骨神经制备大鼠失神经骨骼肌萎缩模型。造模后1 d，电针组电针术侧足三里和环跳穴。干预8周后取双

侧腓肠肌，称重，计算各组大鼠腓肠肌湿重比；HE染色测量肌纤维截面积和直径；逆转录实时定量聚合

酶链反应检测大鼠术侧腓肠肌中自噬相关基因 ULK1、Atg13、Beclin1、Atg14、Atg7、Atg12、Atg5 和

Atg16L1 mRNA表达。

结果 与假手术组相比，模型组和电针组术侧腓肠肌湿重比、肌纤维截面积及直径显著下降(P<0.001)，但电针

组高于模型组(P<0.05)。与假手术组相比，模型组术侧腓肠肌中ULK1、Atg13、Beclin1、Atg14、Atg7、

Atg12、Atg5和Atg16L1 mRNA表达量显著升高(P<0.001)；与模型组相比，电针组以上mRNA表达量均下

降(P<0.05)。

结论 电针干预可能通过调控自噬相关基因的表达，抑制自噬过度激活，从而维持骨骼肌细胞稳态，延缓失神

经骨骼肌萎缩。
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Abstract

Objective To explore the effects and mechanism of electroacupuncture (EA) on denervation-induced atrophy.

Methods A total of 21 male Sprague-Dawley rats were divided into sham group (n=7), model group (n=7) and EA group

(n=7). The latter two groups were cut off their right sciatic nerve. Since one day after modeling, EA group accept-

ed electroacupuncture at right Zusanli (ST36) and Huantiao (GB30) for eight weeks. Then, the gastrocnemius of

all the rats were obtained, and measured the wet mass ratio. Cross-sectional area (CSA) and fiber diameter were

measured after HE staining. The expression of autophagy- related gene ULK1, Atg13, Beclin1, Atg14, Atg7,

Atg12, Atg5 and Atg16L1 were tested with reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction.

Results Compared with the sham group, the wet mass ratio, CSA and fiber diameter of gastrocnemius were lower signifi-

cantly in the model group and EA group (P<0.001), and they were more in EA group than in the model group (P<

0.05). Compared with the sham group, the mRNA expression of ULK1, Atg13, Beclin1, Atg14, Atg7, Atg12, Atg5
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and Atg16L1 was more significantly in the model group (P<0.001), and they decreased in EA group compared

with those of the model group (P<0.05).

Conclusion Electroacupuncture can inhibit the overexpression of autophagy-related gene in denervated rats, which may

steady skeletal muscle cells to delay atrophy.
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周围神经损伤后，失神经支配的骨骼肌发生快速

萎缩，肌蛋白分解率增加，骨骼肌质量迅速下降，极

大影响骨骼肌功能的维持和恢复[1]。失神经骨骼肌萎

缩发生时，自噬相关基因活性升高[2]。自噬-溶酶体系

统通过调控骨骼肌细胞的代谢和稳态，对维持骨骼肌

质量的稳定发挥重要作用[3]。临床研究表明，针灸对

骨骼肌萎缩的治疗效果显著[4]；电针能有效延缓失神

经大鼠骨骼肌萎缩，但其具体机制仍有待明确[5]。本

课题组前期研究表明，电针能通过上调失神经肌萎缩

大鼠模型中胰岛素样生长因子-1 (insulin-like growth

factor-1, IGF-1)的表达、下调肌肉生长抑制素(myo-

statin)的表达，促进肌卫星细胞的增殖 [6]；并上调

Bcl-2 的表达，下调 caspase-3 等凋亡相关因子的表

达[7]，从而延缓失神经骨骼肌萎缩。本研究观察电针

对失坐骨神经大鼠腓肠肌中自噬相关基因(autopha-

gy-related gene, Atg)表达的影响，从肌萎缩后自噬活

性水平的角度，探讨电针延缓失神经骨骼肌萎缩的可

能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

8 周龄清洁级健康雄性 Sprague-Dawley 大鼠 21

只，体质量 270~290 g，重庆医科大学动物实验中心

提供，动物生产许可证号SCXK(渝)2012-0002。饲养

于SPF级动物房。

大鼠适应性喂养 7 d后，将大鼠编 1~21号，使用

计算机自动生成21个两位数随机数字，每个编号对应

一个随机数字，将随机数字从小到大依次排列序号，

其中序号 1~7为假手术组，8~14为模型组，15~21为

电针组。实验过程中动物处置均按照重庆医科大学伦

理委员会标准进行。

1.2 主要试剂与仪器

Trizol 总 RNA 提取试剂盒、RR037A 逆转录试剂

盒、SYBR Premix Ex Taq TMII、ULK1、Atg13、Be-

clin1、Atg14、Atg7、Atg12、Atg5、Atg16L1、GAP-

DH引物合成：TAKARA公司。

SDZ-Ⅱ型电子针治疗仪：苏州医疗用品有限公

司。汉医牌无菌针灸针：北京汉医医疗器械中心。柔

软型实验大鼠固定器：温州原上草医疗科技有限公

司。AL204型电子天平：瑞士METTLER TOLEDO公

司。低温高速离心机：日本 SIGMA 公司。Thermo

ND 2000 超微量核酸蛋白测定仪：上海 GENE 公司。

CFX PCR 检测系统、T100TM PCR 仪：美国 BIO RAD

公司。CellSens Standard图像采集软件、BX53普通正

置显微镜：日本OLYMPUS公司。

1.3 造模方法

制备切断大鼠坐骨神经腓肠肌萎缩模型[8]。大鼠

4%水合氯醛 8 ml/kg腹腔注射麻醉，俯卧固定于手术

台，无菌条件下右后肢手术区备皮。于大鼠右后肢坐

骨结节下缘外侧切口 6~8 mm，玻璃分针沿肌肉走向

钝性分离肌肉与筋膜，找到并暴露坐骨神经；取中段

切断，造成 1.0 mm 神经缺损。逐层缝合肌肉与皮

肤，清洁伤口。

假手术组只暴露神经，不行坐骨神经截断术。

1.4 电针干预

造模1 d后，用大鼠固定器[9]固定电针组大鼠，选

右侧足三里、环跳穴 [10]，使用直径 0.25 mm、长 13

mm针灸针，直刺5~7 mm；接电针仪，正极连接足三

里，负极连接环跳，连续波，强度 1.0 mA，频率 2

Hz，以大鼠下肢稍震动为宜，每次 10 min，每天 1

次，每周6次，连续干预8周。

假手术组和模型组每天同法固定，但不进行电针

干预。

1.5 标本采集

各组大鼠于造模后 8 周取材。大鼠 4%水合氯醛

8 ml/kg腹腔注射麻醉，无菌条件下完整剥离双侧腓肠

肌，去除多余肌腱头，PBS 冷浴；吸干表面残留液
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体。术侧腓肠肌组织分为两份，一份快速修剪后置

4%多聚甲醛中固定，用于形态学检测；一份锡箔纸

包裹，放入液氮罐中速冻，-80 ℃冰箱保存待测。

1.6 检测方法

1.6.1 腓肠肌湿重比

大体观察双侧腓肠肌大小。观察后迅速完整剥离

双侧腓肠肌，将多余血管及神经清除，于电子天平上

称取肌湿重，以健侧作为对照，计算腓肠肌湿重比。

1.6.2 腓肠肌纤维截面积及直径

腓肠肌 4%多聚甲醛固定后，蔗糖梯度脱水 3 d，

OTC 包埋，制备厚 8 μm 冰冻切片。晾干，行 HE 染

色，过二甲苯溶液2次，每次5 min；梯度乙醇浸泡4

次，每次 2 min，清水冲洗 2 min；苏木素染色 2 min，

冲洗；浸于分化液中 40 s，冲洗；伊红染色 80 s，冲

洗；梯度乙醇浸泡2次，每次2 min；二甲苯溶液浸泡

4 min；树胶封片，晾干。200倍光学显微镜下观察切

片，每张切片随机选取 5 个视野拍照，使用 Im-

age-Pro Plus 6.0图像分析软件计算腓肠肌纤维截面积

和直径。

1.6.3 逆转录实时定量聚合酶链反应

腓肠肌组织样本约 50 mg，提取组织上清，将

Trizol液加入管中，剪碎组织，充分匀浆，离心，提

取总RNA；异丙醇沉淀后离心，75%乙醇清洗 3次后

晾干，加入无酶水待检。清洗超微量核酸蛋白测定仪

探头3次，记录总RNA 260/230和260/280值，计算稀

释比例。-20 ℃取出SYBR Green，按说明书配制反应

体系，合成反应体系，设置反应条件行逆转录：

37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃ +∞。加样，标板后上机

行定量聚合酶链反应。使用CFX Manager 3.1软件读

取Ct值，计算2-△△Ct。上下游引物序列见表1。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件进行分析。实验结果均

用 (x̄ ± s) 表示，采用单因素方差分析；方差齐时，组

间两两比较采用 Bonferroni 检验，方差不齐时采用

Dunnett's T3检验。显著性水平α=0.05。

2 结果

2.1 腓肠肌湿重比

与假手术组相比，模型组和电针组术侧腓肠肌湿

重比显著降低 (P<0.001)，电针组高于模型组 (P<

0.05)。见表2。

2.2 形态学

假手术组肌纤维边缘规则，形态正常；模型组肌

纤维缩小，边缘不规则；电针组较模型组肌纤维大且

边缘较规则。见图 1。与假手术组相比，模型组和电

针组术侧腓肠肌纤维截面积和直径显著降低 (P<

0.001)，电针组显著高于模型组(P<0.001)。见表2。
表1 待测基因引物序列

基因

ULK1

Atg13

Beclin1

Atg14

Atg7

Atg12

Atg5

Atg16L1

GAPDH

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

引物序列

5'-GGC TTA CAG ACT GCC ATT GAC C-3'

5'-CCG TTG CTT GTC CAG AAA GAA-3'

5'-CCC ATG ACA TCC TGG AAA CTA TC-3'

5'-AAG GGT ATG TCC AAA CTC GTC AG-3'

5'-GCT CCT ATT CCA TCA AAA CCC A-3'

5'-GTG AGG ACA CCC AAG CAA GAC-3'

5'-CCT GGA GTT GCT GGG GAA TC-3'

5'-GGT GCT CTG GCT CTG GGA AA-3'

5'-GGC ACC CAA AGA CAT CAA GG-3'

5'-GTG TTG TGC AGG GTT CCC AT-3'

5'-CCA GAA ACA GCC ATC CCA GAG-3'

5'-CAG CCT TCA GCA GGA TGT CAA T-3'

5'-GCA AGG ATG CAG TTG AGG CT-3'

5'-TGG TCC AAA ACT GGT CAA ATC A-3'

5'-CAG AGA GTG TGG TCC GAG AGA TG-3'

5'-TGA CTG CTT GAT GGC GTT TGT-3'

5'-AAG TTC AAC GGC ACA GTC AAG G-3'

5'-CGC CAG TAG ACT CCA CGA CAT A-3'

产物长度(bp)

162

97

105

150

144

106

149

143

139
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2.3 聚合酶链反应

与假手术组相比，模型组术侧腓肠肌 ULK1、

Atg13、 Beclin1、 Atg14、 Atg7、 Atg12、 Atg5 和

Atg16L1 mRNA表达显著升高(P<0.001)；与模型组相

比，电针组以上mRNA表达量均下降(P<0.05)。见表

3。

3 讨论

根据靶器官肌肉损伤后的临床特征，失神经骨骼

肌萎缩属传统中医学“痿症”范畴，主要表现为肌肉

瘦削、酸困且痿软无力[11]。据“治痿独取阳明”的理

论，选取足阳明胃经合穴足三里穴，以强筋健骨，补

益气血；局部取足少阳胆经环跳穴，以通经活络，便

利腰腿。尚画雨等[12]发现，针刺大鼠腓肠肌可有效下

调大负荷运动后腓肠肌中 Pink1和 Parkin的表达，抑

制线粒体自噬过度激活，减轻骨骼肌损伤，促进修

复。提示电针延缓骨骼肌萎缩的治疗作用可能与调节

骨骼肌细胞自噬活性有关。

假手术组 模型组 电针组

图1 大鼠术侧腓肠肌纤维病理学改变(HE染色，bar=100 μm)

表2 各组大鼠腓肠肌萎缩指标比较

组别

假手术组

模型组

电针组

F

P

n

7

7

7

湿重比

1.004±0.024

0.167±0.003a

0.221±0.024a,b

2874.461

<0.001

肌纤维截面积(μm2)

766.3±11.3

238.9±16.8a

316.7±17.8a,c

2005.149

<0.001

肌纤维直径(μm)

30.5±0.2

16.3±0.5a

19.3±0.7a,c

1193.369

<0.001

注：a.与假手术组比较，P<0.001；与模型组比较，b. P<0.05; c. P<0.001

表3 各组大鼠自噬相关基因表达比较(2-△△Ct)

组别

假手术组

模型组

电针组

F

P

组别

假手术组

模型组

电针组

F

P

n

7

7

7

n

7

7

7

ULK1

1.0±0.2

9.9±0.8a

4.6±0.2a,b

479.839

<0.001

Atg7

1.0±0.1

6.9±0.6a

3.5±0.2a,b

428.190

<0.001

Atg13

1.0±0.2

13.5±1.8a

4.5±0.3a,b

226.201

<0.001

Atg12

1.0±0.1

11.1±1.1a

7.2±0.4a,b

321.257

<0.001

Beclin1

1.0±0.2

8.0±1.1a

6.0±0.2a,d

176.321

<0.001

Atg5

1.0±0.2

5.5±1.0a

2.7±0.3a,d

81.197

<0.001

Atg14

1.0±0.2

7.3±0.2a

5.7±0.2a,b

1569.111

<0.001

Atg16L1

1.0±0.2

3.1±0.3a

1.5±0.2c,b

133.370

<0.001

注：与假手术组比较，a. P<0.001, c. P<0.05；与模型组比较，b. P<0.001, d. P<0.05
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自噬-溶酶体系统是控制骨骼肌蛋白质代谢的重

要途径之一[13]，在肌肉体积控制及维持细胞自身稳态

方面发挥重要作用 [14]。自噬过程大致分为 4 个阶段：

自噬诱导、自噬体形成、自噬溶酶体形成和内容物降

解；自噬相关基因参与细胞自噬的全过程，发挥着重

要作用 [15]。ULK1 是酵母 Atg1 在哺乳动物的同源基

因，与调节成分Atg13共同构成复合物，增强Atg13稳

定性，在自噬诱导阶段起关键作用[16]。Beclin1是酵母

Atg6在哺乳动物的同源基因，与调节成分Atg14等参

与小囊泡形成，其表达强度与自噬活性密切相关[17]。

Atg5和Atg12是影响自噬体泛素样蛋白修饰的重要基

因[18]，其形成的复合体在自噬体膜的延伸过程中发挥

重要作用，促使自噬小体不断形成。Atg7是辅助自噬

体伸展扩张的重要基因。在自噬体形成期，Atg7通过

水解 ATP 获能，进而激活 Atg12，在 Atg10 的催化

下，Atg12与Atg5结合，进而募集Atg16L1形成多聚

复合体，有利于自噬体的伸展扩张[19]，促进自噬活性

增强。

李妍等[20]在慢性阻塞性肺疾病大鼠模型中发现，

在萎缩的骨骼肌组织中，FoxO转录因子及自噬相关

因子Beclin1、Atg5、Bnip3等升高，自噬-溶酶体系统

被激活，骨骼肌萎缩加重；敲除小鼠 Atg7 以抑制自

噬，也出现肌力下降、肌肉萎缩，并没有出现维持肌

肉稳态的结果 [21]；而 Laminin-2 自噬缺陷小鼠出现肌

萎缩和营养不良等症状，却是由于自噬过度激活所

致[22]。有研究表明[23]，胰岛素缺乏的糖尿病大鼠骨骼

肌中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of ra-

pamycin, mTOR)受到抑制，FoxO3被激活，导致自噬

过度激活，骨骼肌发生萎缩，肌肉流失。耐力运动可

以激活 mTOR，降低自噬水平，减轻自噬过度激活，

从而减少蛋白质等的过度降解，维持骨骼肌稳态[24]。

Liu 等 [25]研究发现，KLHL20 可以通过调控 ULK1 和

Vps34复合物的代谢，控制自噬的终结，防止因过度

自噬引起的肌肉损失。Sato等[26]发现，赖氨酸可减少

C2C12 肌管细胞中肌纤维蛋白的降解，延缓肌肉萎

缩，其机制可能是通过激活mTOR，抑制自噬溶酶体

系统活性的过表达。以上研究提示，自噬水平的高低

与骨骼肌细胞稳态的维持紧密相关，不足或过度的自

噬都不利于骨骼肌健康，自噬过程的关闭和防止自噬

过度激活，对保持肌肉结构稳态，防治肌肉萎缩意义

重大。

临床治疗时，由于不能及时到找适合的神经供体

进行移植，等待手术的过程往往又比较漫长，不可逆

的失神经肌萎缩将得以持续。维持骨骼肌细胞稳态，

保持其相对活性，延缓骨骼肌萎缩是进行神经移植手

术，提高移植后骨骼肌适应性的关键。本研究表明，

失坐骨神经8周后，大鼠腓肠肌中自噬相关基因表达

上调，自噬活性增强；电针干预后自噬活性下降，骨

骼肌萎缩减轻。这一结果与其他研究团队通过手针、

运动、药物等干预方式的研究结果一致[12,24-25]，可为临

床进行神经移植术、提高神经移植后骨骼肌功能恢

复，争取宝贵的治疗时间。

自噬作为一种自我调节机制，在机体中发挥着

“双刃剑”的作用 [27]。针灸具有调节阴阳平衡的作

用。在失神经 1周和 4周时，电针可通过上调自噬相

关基因表达，促进坐骨神经修复[28]。因此，在较长时

间失神经过程中，自噬对于萎缩骨骼肌的具体影响，

以及电针如何对其进行调控以延缓失神经肌萎缩的具

体机制，还有待进一步研究说明。

综上所述，我们推测，电针延缓大鼠失神经骨骼

肌萎缩的机制可能是通过调控自噬相关基因的表达，

影响肌萎缩的自噬活性，抑制自噬水平过度激活，从

而维持肌细胞稳态来实现的。
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