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也摘要页 目的 通过观察按法干预对激痛点骨骼肌细胞骨架 琢 微管蛋白渊琢-tubulin冤和微管相关蛋白 4渊microtubule-associated
protein 4, MAP-4冤的影响袁探讨按法的舒筋解结作用遥 方法 40只 SPF级雄性大鼠随机分为空白组 10只和激痛点造模大鼠 30只袁
采用钝性打击结合离心运动的方法建立大鼠激痛点模型袁 模型评价后将符合标准的 20只大鼠随机分为模型组和按法组袁 每组 10
只遥 空白组和模型组不予按法干预袁仅正常观察袁按法组以自制按法刺激器干预 14 d遥 干预结束后在激痛点局部取材袁用 Western
blot 和免疫荧光双染法检测 琢-tubulin 和 MAP-4遥 结果 琢-tubulin 和 MAP-4 在肌细胞和细胞外基质均有一定的共表达袁空白组

琢-tubulin和 MAP-4主要分布在肌细胞膜与细胞质袁分布连续性较好袁模型组 琢-tubulin分布连续性和完整性欠佳袁在肌细胞内表达

减少袁在细胞外基质表达增加袁MAP-4 在肌细胞和细胞外基质表达均增加袁两者在按法组有一定改善遥 与空白组相比袁模型组

琢-tubulin表达下降尧MAP-4表达升高渊P约0.05冤曰与模型组相比袁按法组 琢-tubulin表达升高尧MAP-4表达下降渊P约0.05冤遥结论 按法的

舒筋解结作用可能与抑制微管蛋白解聚并促进其合成有关遥
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Effects of pressing intervention on 琢-tubulin and MAP-4 in skeletal muscle
cytoskeleton at the myofascial trigger points in rats
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the relaxing tendon and resolving knot effects of pressing intervention by observing the
effects of pressing on 琢-tubulin and microtubule-associated protein 4 (MAP-4) of the skeletal muscle cytoskeleton at the myofascial
trigger points (MTrPs) in rats. Methods Forty SPF male rats were randomly divided into the blank group of 10 rats and the MTrPs
model group of 30 rats. The MTrPs modeling was established by blunt strikes combined with centrifugal movement. After model
evaluation, 20 rats meeting the criteria were randomly divided into model group and pressing group, with 10 rats in each group.
The blank group and the model group were not pressed and only observed normally, and the pressing group was pressed by a
homemade pressing stimulator for 14 d. After intervention, local samples were taken at the MTrPs and 琢-tubulin and MAP-4 were
detected by Western blot and immunofluorescence double-staining method. Results 琢-tubulin and MAP-4 were co-expressed in
both myocytes and extracellular matrix. In the blank group, 琢-tubulin and MAP-4 were mainly distributed in the myocyte
membrane and cytoplasm, and the distribution continuity was good. In the model group, the distribution continuity and integrity of
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琢-tubulin were poor, with decreased expression in myocytes and increased expression in the extracellular matrix. MAP-4 expression
in the model group increased in both myocytes and extracellular matrix. Both showed some improvement in the press group.
Compared with the blank group, 琢-tubulin expression decreased and MAP-4 expression increased in the model group (P<0.05);
compared with the model group, 琢-tubulin expression increased and MAP-4 expression decreased in the pressing group (P<0.05).
Conclusion The relaxing tendon and resolving knot effects of pressing intervention may be related to inhibiting microtubule protein
depolymerization and promoting its synthesis.

也运藻赠憎燥则凿泽页 pressing; myofascial trigger points; skeletal muscle; relaxing tendon and resolving knot; cytoskeleton; micro鄄
tubules; 琢-tubulin; microtubule-associated protein 4

激痛点渊myofascial trigger points, MTrPs冤是肌

肉内高度敏感的应激点袁活化后会引起肌肉剧烈疼

痛和功能障碍袁还可能导致感觉异常和自主神经异

常等症状袁是疼痛患者就诊的常见体征 [1]遥 研究表

明袁活化 MTrPs 是常见颈肩腰腿疼痛的一个重要因

素[2]袁MTrPs 导致长期感觉尧运动和自主神经症状袁还
可能诱发失眠和精神焦虑袁严重影响患者工作能力

和生活质量遥 叶素问窑调经论曳曰院野按之则气足以温

之袁故快然而不痛遥 冶临床中按法常用于各种软组织

损伤袁对压痛点尧筋结尧腧穴等进行刺激袁促进损伤修

复袁缓解疼痛袁大量临床证据均证明按法刺激对

MTrPs 具有良好的去活化作用[3-4]袁根据中医基础理

论可概括为舒筋解结效应遥
本研究团队近年以按法对 MTrPs 去活化效应

及其机制进行了系列研究工作袁以期全面揭示按法

舒筋解结的效应机制遥研究发现袁按法刺激可以有效

缓解 MTrPs 疼痛袁降低局部软组织张力袁有效促进

线粒体能量代谢和肌肉组织修复[5-7]遥 在研究过程中袁
本研究团队发现 MTrPs 肌肉细胞存在超微结构损

伤袁而线粒体能量代谢和超微结构损伤两者均与细

胞骨架功能密切相关[8-9]遥 细胞骨架是丝状聚合物和

调节蛋白的互连网络袁微管是其重要组成部分袁具有

支撑和物质运输的作用[10]遥 琢 微管蛋白渊琢-tubulin冤
是构成微管的主要蛋白之一袁微管结合蛋白 4渊micro鄄
tubule-associated protein 4, MAP-4冤附着于微管上袁
参与微管的组装并增加微管的稳定性遥因此袁本实验

研究建立大鼠 MTrPs 模型袁探索按法干预对微管蛋

白 琢-tubulin 及微管结合蛋白 MAP-4 表达的影响袁
以期更好地揭示按法舒筋解结的科学内涵遥
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级健康 SD 大鼠 40 只袁雄性袁体质量 180耀

200 g袁由湖南中医药大学动物实验中心提供袁动物

许可证书院SYXK渊湘冤2019-0009遥 分笼饲养于湖南

中医药大学动物中心袁每笼 3 只袁自由饮食尧饮水遥饲
养环境 12 h 明/暗周期袁温度 24~26 益袁湿度 50%~
70%遥40 只大鼠随机分为空白组 10 只和参与 MTrPs
造模大鼠 30 只遥 空白组不进行造模和干预操作袁仅
正常饲养曰参与 MTrPs 造模的大鼠经过 8 周钝性打

击结合离心运动处理袁死亡 0 只袁满足模型评价共计

24 只袁随机抽取 4 只作为其他实验使用袁其余 20 只

大鼠以随机数表法分为模型组和按法组袁每组 10
只遥实验过程中对动物的处置符合叶关于善待实验动

物的指导性意见曳[11]相关规定袁实验方案由湖南中医

药大学动物实验伦理委员会批准并通过渊批准编号院
LL2019092506冤遥
1.2 主要试剂与仪器

呼吸麻醉机渊型号院R500 通用型袁深圳市瑞沃德

生命科技有限公司冤曰跑步机渊型号院C100 型袁浙江省

金华市宇晟运动公司冤曰按法刺激器与击打器渊自
制冤曰多导生理记录仪渊型号院MP150袁BIOPAC systems冤袁
电泳仪渊型号院Mini protean 3 cell, Bio-Rad Labora鄄
tories冤袁转印槽渊型号院Mini TransBlot袁Bio-Rad Labo鄄
ratories冤曰全自动化学发光分析仪渊型号院Tanon-520袁
上海天能科技有限公司冤曰正置荧光显微镜以及成

像系统渊型号院Nikon eclipse ti-sr尧Ds-u3袁日本尼

康株式会社冤曰异氟烷渊批号院R510-22袁深圳市瑞沃

德生命科技有限公司冤曰4%多聚甲醛溶液渊批号院
BL539A袁Biosharp冤曰兔来源 MAP-4 多克隆抗体渊批
号院AF0079袁Affinity冤曰 兔来源 MAP-4 多克隆抗体

渊批号院A17314袁Aabsci冤曰兔来源 琢-tubulin 多克隆

抗体渊批号院AF7010袁Affinity冤曰兔来源GAPDH 多克

隆抗体渊批号院AF7021袁Affinity冤曰HRP 标记山羊抗

兔鼠通用二抗渊批号院K5007袁DAKO冤曰Cy3 驴抗山

羊荧光二抗渊批号院705-165-003袁Jackson冤曰TSA-488
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渊批号院PNF0512袁武汉市皮诺飞生物科技有限公司冤曰
DAPI渊批号院C0060袁北京索莱宝科技有限公司冤曰抗
荧光淬灭封片剂渊批号院0100-1袁Southbiotech冤曰蛋
白提取液渊批号院MDL91201冤尧蛋白酶抑制剂渊批号院
MD912893冤尧BCA 蛋白浓度测定试剂盒 渊批号 院
MD913053冤均来自北京百奥思科生物医学技术有限

公司遥
1.3 MTrPs 模型制备与模型评价

参考文献[12-13]采用钝性打击结合离心运动

的方法造模袁分为处理期渊8 周冤和恢复期渊4 周冤遥 造

模前袁参与造模的大鼠适应性喂养 1 周袁并在小动物

跑台内进行适应性跑台训练袁以练习跑台运动并减

少应激反应遥跑台设置坡度 0毅尧速度 16 m/min袁隔天

1 次袁每次 15 min袁共 3 次遥
1.3.1 处理期渊8 周冤 在每周第 1 天进行 1 次钝性

打击袁具体操作为异氟烷吸入麻醉后渊诱导浓度

4%冤袁将大鼠仰卧固定于打击器底端袁标记左侧大腿

内侧肌袁打击器的钝性木棒从 20 cm 高度垂直落下

击打标记位置 1 次遥 第 2 天进行离心跑台院将小动

物跑台设置在-16毅下坡跑模式袁速度为 16 m/min袁
在跑台过程中通过机械刺激尧声音刺激等方式驱赶

大鼠袁保证完成连续 90 min 的离心运动遥 其余 5 d
正常喂养袁不作其他处理遥
1.3.2 恢复期渊4 周冤 每天正常喂养与观察袁不作

其他处理遥
1.3.3 模型成功标准 触诊造模局部有明显紧张带

或挛缩结节袁触诊或电极针刺入可产生抽搐反应袁肌
电图出现高频自发性电活动袁则说明造模成功遥
1.4 按法操作

根据钝性打击点袁在左侧大腿内侧肌位置先用

手触摸确定紧张带或结节位置遥 将实验大鼠仰卧位

放置固定袁操作部位局部备皮袁用自制的按法操作仪

器[14]袁按照前期研究[15]调整好参数渊力量 0.7 kg尧时间

7.5 min尧频率 10 次/min冤袁在紧张带或结节位置上

进行按压刺激渊注院力量参数是根据按压头大小袁从
临床研究的 2.5 kg 换算成动物实验 0.7 kg冤遥 空白

组和模型组不进行按法干预曰按法组给予局部按法

干预渊参数如上述袁2 d/次袁一共 7 次袁共计 14 d冤遥
1.5 组织标本采集和处理

干预与其他检测结束后袁以 10%水合氯醛腹部

注射麻醉并脱颈处死大鼠遥 用手术器械对大鼠左侧大

腿内侧肌紧张带或膨大结节区域标记处进行组织取

材遥将组织置于预冷生理盐水中袁并用生理盐水清洗

血迹袁洗涤 3 次以上尽可能减少残留血液袁滤纸吸干袁
标记编号后分别以-80 益冰箱或 4%多聚甲醛保存遥
1.6 指标检测

1.6.1 Western blot 检测 琢-tubulin 和 MAP-4 蛋白

将组织样本从-80 益冰箱中取出袁剪碎袁加裂解液

匀浆袁冰浴后 4 益尧12 000 r/min尧半径 8 cm 离心

15 min袁收集上清遥 BCA蛋白定量法测定总蛋白浓度遥
制备 SDS-PAGE 凝胶渊10%分离胶袁5%浓缩胶冤袁上
样后电泳并湿转至甲醇处理的 PVDF 膜袁5%脱脂奶

粉封闭袁4 益过夜曰一抗院抗体加入封闭液中稀释到

目标浓度袁室温孵育 1 h曰二抗院按照 1颐10 000 比例

稀释辣根过氧化物酶渊horseradish peroxidase, HRP冤
标记的二抗袁室温孵育 1 h遥 孵育后PBST 洗涤并以

化学发光显影液置于分析仪检测袁截图以 Image J
软件读取相关条带灰度值并利用目的蛋白/甘油醛-
3-磷酸脱氢酶计算相对表达量遥
1.6.2 免疫荧光双染色检测琢-tubulin和MAP-4 将组

织样本从多聚甲醛取出袁常规脱水石蜡包埋并切片遥
切片以二甲苯和梯度酒精脱蜡至水袁用柠檬酸抗原

修复缓冲液渊pH 6.0冤在微波炉内进行抗原修复遥 用

过氧化氢溶液和 BSA 封闭遥 加一抗院轻轻甩掉封闭

液袁在切片上滴加 PBS 按一定比例配好的一抗袁切
片平放于湿盒内 4 益孵育过夜遥 加二抗院玻片置于

PBS 洗涤后切片稍甩干并滴加 HRP 的二抗袁室温孵

育 50 min遥 加488-TSA院 玻片置于PBS洗涤袁488-TSA
孵育 30 min遥 抗原修复院 用柠檬酸抗原修复缓冲液

渊pH 6.0冤在微波炉内进行抗原修复遥加第二种一抗院
甩掉封闭液袁在切片上滴加 PBS 按一定比例配好的

一抗袁切片平放于湿盒内 4 益孵育过夜遥 加二抗院玻
片置于 PBS 洗涤袁稍甩干后滴加与一抗相应种属Cy3
的二抗袁避光室温孵育 50 min遥 DAPI 复染细胞核院
玻片置于 PBS洗涤袁稍甩干后在圈内滴加 DAPI染液袁
避光室温孵育 10 min遥 封片院玻片置于 PBS 洗涤稍

甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片遥切片于尼康正置

荧光显微镜下观察并采集图像遥 以 Image J软件读取

平均荧光强度袁每个样本随机选取 3 个区域进行采

集并计算袁取均值作为其平均荧光强度数值遥
1.7 统计学方法

所有数据均使用 SPSS 21.0 软件进行统计学分
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图 1 各组大鼠 MTrPs组织 琢-tubulin 和 MAP-4 免疫荧光双染

注院A.各组大鼠 琢-tubulin 和 MAP-4 免疫荧光双染例图渊红色=琢-tubulin曰绿色=MAP-4曰蓝色=DAPI冤曰B.各组大鼠 琢-tubu鄄
lin 和 MAP-4 平均荧光强度比较结果遥 与空白组比较袁*P约0.05曰与模型组比较袁#P约0.05遥

析遥计量资料以野曾依s冶表示袁进行正态性尧方差齐性检

验遥 满足正态性者袁组间比较采用单因素方差分析袁
方差齐时选择 LSD法或 SNK-Q 法袁方差不齐时选择

Dunnett T3 法曰不满足正态性时选择非参数检验遥以
P约0.05 为差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组大鼠 MTrPs 组织 琢-tubulin 和 MAP-4 免

疫荧光双染结果

琢-tubulin 和 MAP-4 在肌细胞和细胞外基质均

有一定的共表达遥 空白组 琢-tubulin 和 MAP-4 主要

分布在肌细胞膜与细胞质袁分布连续性较好曰模型组

琢-tubulin 分布连续性和完整性欠佳袁在肌细胞内表

达减少袁在细胞外基质表达增加袁MAP-4 在肌细胞

和细胞外基质表达均增加曰琢-tubulin 和 MAP-4 在按

法组有一定改善遥 与空白组相比袁模型组 琢-tubulin
表达下降渊P约0.01冤袁MAP-4 表达升高渊P约0.01冤曰与模

型组相比袁按法组琢-tubulin表达升高渊P约0.01冤袁MAP-4
表达下降渊P约0.01冤遥 详见图 1遥
2.2 各组大鼠 MTrPs 组织 琢-tubulin 和 MAP-4
Western blot 结果

与空白组相比袁模型组 琢-tubulin 表达下降渊P约

0.05冤袁MAP-4 表达升高渊P约0.05冤曰与模型组相比袁按
法组 琢-tubulin 表达升高渊P约0.05冤袁MAP-4 表达下降

渊P约0.05冤遥 详见图 2遥
3 讨论

根据临床特点袁MTrPs 归属中医学野筋结冶和野筋
痹冶范畴袁病因病机是机体在急慢性劳损的影响下导

致筋伤袁气虚寒凝血瘀导致野筋挛节痛冶袁对此类疾病

的治疗袁中医常以针刺尧艾灸尧针刀尧推拿和中药外敷

等外治法为主[16]遥 按法作为经典的推拿手法之一袁在
诸多疼痛疾病中广泛运用袁但是按法对 MTrPs 去活

化机制研究涉及理论多尧研究难度大袁是推拿领域里

研究的热点和难点遥目前研究表明袁按法刺激 MTrPs
的去活化作用可以分为外周和中枢两部分遥 在中枢水

平上袁研究结果表明袁按法刺激 MTrPs 通过前额叶皮

质改变自主神经系统的活动袁以减少主观疼痛[17-18]遥
通常认为袁在外周水平上袁按法刺激可以增加局部血

流量袁改善代谢环境袁增强局部代谢[19]遥 MTrPs 的重

要诱因是各种急慢性损伤渊如外伤尧工作相关的重复

性肌肉损伤尧离心运动和医源性损伤等冤袁本团队前

期研究发现袁按法刺激可以有效缓解 MTrPs 疼痛袁
降低局部软组织张力袁其机制与调节钙离子通道尧增
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图 2 各组大鼠 MTrPs组织 琢-tubulin 和 MAP-4相对

表达情况

注院A.琢-tubulin 和 MAP-4 免疫印迹例图曰B.琢-tubulin 相对表达

情况曰C.MAP-4 相对表达情况遥 与空白组比较袁*P约0.05曰与模型

组比较袁#P约0.05遥

强线粒体能量代谢尧促进肌肉组织修复等环节密切

相关[5-7]遥
虽然按法刺激 MTrPs 去活化效应机制研究取

得了一定的进展袁但是在很多方面仍存在不足遥 根据

综合假说袁MTrPs 的发生发展与运动终板渊神经肌肉

接头冤功能异常尧乙酰胆碱堆积尧局部循环与能量代

谢障碍尧血管活性成分与炎症因子释放等多个环节

组成的恶性循环有关[1]遥 团队前期研究发现袁MTrPs
骨骼肌细胞能量代谢下降袁异常收缩袁并且存在肌节

不规则排列袁A 带紊乱袁M 线模糊甚至消失袁Z 线扭

曲断裂袁出现水纹样变等超微结构损伤[20]遥细胞骨架

是人体内环境中复杂而功能较多的结构之一袁是维

持细胞功能正常运作的重要环节袁涉及内吞尧细胞

分裂尧细胞内运输尧运动尧力传递尧对外力的反应及细

胞形状的适应与改变等过程袁由微丝尧微管和中间丝

构成[21]遥在 MTrPs 的病理机制研究中袁细胞骨架目前

仍处野黑箱冶状态袁有待进一步揭示遥
在骨骼肌细胞中袁微管位于肌原纤维间袁并以螺

旋方式包绕肌原纤维袁向四周扩散袁其具有聚合和解

聚的动力学特性袁在维持细胞形态尧细胞分裂尧信号

转导及物质输送等过程中起着重要作用[10]遥大负荷运

动尤其是离心运动袁可诱导细胞微管解聚或降解袁致
使肌纤维超微结构改变[22]遥 还有研究表明袁线粒体动

力学改变依赖肌动蛋白和微管蛋白的正常功能[23]遥
分子构成角度的研究发现袁微管是由 琢 和 茁 微管蛋

白渊琢-tubulin and 茁- tubulin冤的异源二聚体组装成

长中空聚合物袁微管相关蛋白渊microtubule-associat鄄
ed proteins, MAPs冤则与微管长轴结合以防止解聚[24]遥
在微管损伤时袁MAPs 可能通过代偿性增加以维持

微管稳定以减轻损伤 [22]遥 MAPs 主要包括 MAP1尧
MAP2尧Tau 和 MAP-4 等袁前三者主要存在于神经元

细胞中袁而 MAP-4 存在于各种细胞之中袁本次实验

着重研究非神经细胞袁因此选择 MAP-4 作为研究

对象遥
基于以上研究进展袁本研究团队认为 MTrPs 骨

骼肌的能量代谢障碍和超微结构损伤可能与微管解

聚或降解相关遥 在本实验研究结果中袁与空白组相

比袁模型组 琢-tubulin 表达下降尧MAP-4 表达升高曰
与模型组相比袁按法组 琢-tubulin 表达升高尧MAP-4
表达下降遥 免疫荧光结果表明袁模型组 琢-tubulin 分

布连续性和完整性欠佳袁在肌细胞内表达减少袁在细

胞外基质表达增多袁MAP-4 在细胞外基质表达增

多袁两者在按法组有一定改善遥以上均表明在 MTrPs
模型中袁微管解聚或降解袁导致 琢-tubulin 表达下调尧
MAP-4 表达上调袁则可能为一种代偿性增加袁以稳

定微管袁同时 琢-tubulin 和 MAP-4 表达模式发生改

变袁在细胞外基质中表达增加袁这可能与之前观察到

的细胞外基质增生尧成纤维细胞增加等现象有关[7]袁
通过按法干预可以有效缓解上述病理改变遥 在前期

研究中袁本研究团队发现 MTrPs 肌肉细胞内钙离子

通道蛋白异常表达 [5]袁而细胞内钙超载可引起微管

损伤[25]袁在按法干预后钙离子通道蛋白表达恢复袁这
可能是按法调控微管解聚的重要途径之一遥

综上所述袁MTrPs 造模后袁骨骼肌微管蛋白解聚

或降解增加袁而按法干预大鼠 MTrPs 可以减少微管

蛋白解聚并促进其合成袁促使其结构和功能正常化袁
这可能是按法舒筋解结效应的重要科学内涵之一遥
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