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也摘要页 目的 探讨推拿扌衮法对家兔骨骼肌钝挫伤修复及 Wnt/茁-catenin 信号通路的影响遥 方法 36 只健康成年新西兰大耳白

兔袁随机分为对照组尧模型组尧扌衮法组渊每组 12 只冤袁再根据不同取材时间点分为 1尧3尧6 d 3 个亚组渊每组 4 只冤遥 对照组实验全程正

常饲养不予处理遥 模型组与扌衮法组采用自制改良重力锤打击装置制备骨骼肌钝挫伤模型袁于造模成功后 7 d 开始治疗袁滚动频率

140 次/min袁3 min/次袁2 次/d袁共治疗 3 d遥 分别于干预结束后 1尧3尧6 d 进行取材遥 通过 HE 和Masson染色观察家兔股四头肌病理改

变曰ELISA 检测家兔血清中白细胞介素-6渊interleukin 6, IL-6冤和肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤表达曰Western
blot 检测家兔股四头肌 Wnt3琢尧茁-catenin尧糖原合成酶激酶-3茁渊glycogen synthase kinase-3茁, GSK-3茁冤尧磷酸化糖原合成酶激酶-
3茁渊phosphorylated glycogen synthase kinase-3茁, p-GSK-3茁冤尧转化生长因子-茁1渊transforming growth factor-茁1, TGF-茁1冤尧玉型胶

原蛋白渊Collagen 玉, COL-玉冤表达遥 结果 渊1冤HE 和Masson染色结果显示院对照组可见肌纤维排列规整有序袁结构完整曰模型组肌

纤维大小尧粗细尧形态不一袁排列紊乱袁间隙增宽袁炎细胞浸润尧结缔组织增生以及胶原纤维沉积明显曰扌衮法组肌纤维无明显变性坏

死袁结构相对完整袁可见少量炎细胞浸润袁结缔组织增生与胶原纤维沉积皆明显减少袁修复优于模型组遥 渊2冤ELISA与 Western blot检
测结果院与对照组相比袁模型组家兔血清 IL-6尧TNF-琢以及股四头肌中Wnt3a尧茁-catenin尧p-GSK-3茁尧TGF-茁1尧COL-玉表达量在 1尧3尧6 d均显

著升高渊P<0.01冤袁GSK-3茁表达量显著降低渊P<0.01冤曰与模型组比较袁扌衮法组于 1尧3尧6 d家兔血清 IL-6尧TNF-琢 与股四头肌中 Wnt3a尧茁-
catenin尧p-GSK-3茁尧TGF-茁1尧COL-玉表达量皆明显降低渊P<0.01冤袁GSK-3茁 表达量明显升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 结论 推拿扌衮法能有

效减轻骨骼肌损伤后体内炎症反应袁减少胶原蛋白沉积袁抑制骨骼肌纤维化袁进而减轻骨骼肌损伤袁促进骨骼肌损伤修复袁其机制可

能与抑制 Wnt/茁-catenin信号通路活性有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the effects of Tuina rolling manipulation on the repair of skeletal muscle blunt
contusion and Wnt/茁-catenin signaling pathway in rabbit. Methods A total of 36 healthy adult New Zealand big-eared white
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rabbits were randomly divided into a control group, a model group, and a rolling group (12 rabbits in each group), and then
divided into 3 subgroups (4 rabbits in each group) according to the different time points of sampling, namely, 1 d, 3 d, and 6 d..
The control group was fed normally throughout the entire experimental period without treatment. The skeletal muscle blunt
contusion model was prepared by self -made improved gravity hammer percussion device in model group and rolling
manipulation group, and the treatment started 7 days after the successful modeling, with a frequency and duration of 140 rolls/
min, 3 min/time, and 2 times/d, for a total of 3 days. Samples were taken on 1d, 3d, and 6d after the intervention. HE and
Masson staining were used to observe the pathological changes of quadriceps femoris in rabbits; the expressions of interleukin-6
(IL-6) and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) in rabbit serum were checked by ELISA; Western-Blot was used to measure the
protein expressions of Wnt3a, 茁-catenin, glycogen synthase kinase-3茁 (GSK-3茁), phosphorylated glycogen synthase kinase-3茁
(p-GSK-3茁), transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1) and Collagen 玉 (COL-I) in the muscles. Results (1) The results of HE
and Masson staining showed that: the muscle fibers of the quadriceps femoris of rabbits in the control group were well
arranged and structurally intact; those in the model group were of different sizes, thicknesses and forms, and were arranged in
a disordered manner, with widened gaps as well as obvious inflammatory cell infiltration, connective tissue proliferation, and
collagen fiber deposition; those in the rolling manipulation group showed no obvious degeneration and necrosis, and the
structures were relatively intact with a low degree of inflammatory cell infiltration, and the connective tissue proliferation and
collagen fiber deposition were significantly reduced, which made the repair superior to that of the model group. (2) The results
of ELISA and Western blot showed that: compared with the control group, the serum levels of IL-6 and TNF-琢 as well as
the expressions of Wnt3琢, 茁-catenin, p-GSK-3茁, TGF-茁1, and COL-I in the quadriceps femoris of rabbits in the model
group were significantly elevated on 1 d, 3 d, and 6 d (P<0.01), while GSK-3茁 expression was significantly lower (P<0.01); compared
with the model group, the serum levels of IL-6 and TNF-琢 and the expressions of Wnt3琢, 茁-catenin, p-GSK-3茁, TGF-茁1,
and COL-I in the quadriceps femoris of rabbits in the rolling manipulation group on 1 d, 3 d, and 6 d were significantly
reduced (P<0.01), while GSK-3茁 expression was significantly elevated (P<0.05, P<0.01). Conclusion Tuina rolling manipulation
can effectively reduce the inflammatory response in vivo after skeletal muscle injury, decrease collagen deposition and inhibit
skeletal muscle fibrosis, thereby alleviating skeletal muscle injury and promoting the repair of injured skeletal muscles, the
reason for which may be related to the inhibition of Wnt/茁-catenin signaling pathway activity.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Tuina rolling manipulation; skeletal muscle blunt contusion; inflammation; skeletal muscle fibrosis; repair of
injured skeletal muscles; Wnt/茁-catenin signaling pathway; mechanism

骨骼肌钝挫伤是骨骼肌损伤中较为常见的类型

之一袁主要是指由外界重力物体造成的机械损伤袁常
伴随受损局部肌细胞受损尧毛细血管破裂尧浸润性出

血尧水肿尧炎症以及氧化应激等一系列内在病理变

化袁从而进一步加重组织损伤[1-2]遥 病理性纤维化是

骨骼肌损伤修复异常的主要病理表现袁是由于细胞

外基质生成或累积过度使得原有正常组织被胶原瘢

痕取代所致[1-3]袁其外在常表现为肢体功能受限或障

碍袁且易发生二次损伤[4]遥 因此袁进一步探究骨骼肌

损伤的相关病理机制袁探讨如何有效减轻骨骼肌损

伤后的病理改变袁提高骨骼肌功能恢复质量袁是当下

医体结合领域研究的重要课题之一遥研究显示袁Wnt/
茁-catenin 信号通路与转化生长因子-茁1渊transforming
growth factor-茁1, TGF-茁1冤/smads 信号通路之间存

在一定串扰 [5-7]袁二者的激活与多种组织尧器官纤维

化的形成关系密切袁抑制 Wnt/茁-catenin 信号通路可

有效降低细胞外基质的沉积尧抑制纤维化袁进而提高

骨骼肌修复质量袁促进骨骼肌功能恢复[8-9]遥 故 Wnt/
茁-catenin 信号通路的抑制可能是抑制骨骼肌纤维

化袁从而减轻骨骼肌损伤的另一关键靶点遥前期研究

证实袁推拿 法对骨骼肌损伤修复具有明显的促进

作用袁并能通过调控TGF-茁1/smads 信号通路袁减少

损伤骨骼肌纤维化袁从而促进修复[1]遥 但推拿 法抑

制骨骼肌损伤后纤维化与 Wnt/茁-catenin 信号通路

的关系尚未见相关研究遥基于此袁本实验拟通过建立

家兔骨骼肌钝挫伤模型袁观察推拿 法对家兔受损

骨骼肌病理变化尧胶原沉积尧炎症因子以及 Wnt/茁-
catenin 信号通路表达水平的影响袁探究推拿 法通

过调控 Wnt/茁-catenin 信号通路抑制骨骼肌损伤后

纤维化的可能性袁为进一步探讨推拿 法促进骨骼
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肌损伤修复提供参考资料遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

36 只成年健康普通级新西兰大耳白兔袁雌雄

各半袁体质量 2~2.5 kg袁由湖南中医药大学动物实

验中心采购供应[动物许可证号院SCXK渊湘冤2020-
0005]遥于湖南中医药大学动物实验中心普通级动物

房进行饲养袁室温 20耀25 益袁湿度 50%耀70%袁定时

进食进水遥 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LL2022042006冤遥
1.2 主要仪器与试剂

实验动物 法按摩器渊授权公开号院CN216365
872U冤曰按摩手法测试仪渊上海腾荫教学仪器有限公

司袁型号院ZTC-II冤曰脱水机渊武汉俊杰电子有限公司袁
型号院JJ-12J冤曰包埋机渊武汉俊杰电子有限公司袁型
号院JB-P5冤曰病理切片机渊浙江金华益迪试验器材袁
型号院YD-315冤曰电子天平[梅特勒-托利多仪器渊上
海冤有限公司袁型号院MS204TS]曰电泳电源尧脱色摇

床尧抗体孵育盒渊武汉 Servicebio 公司袁型号院SPW-
6S尧DS-2S100尧G9055-4冤遥

HE 染色试剂盒尧Masson 染色试剂盒尧兔源Wnt3a
抗体尧鼠源 茁-catenin 抗体尧兔源糖原合成酶激酶-
3茁渊glycogen synthase kinase-3茁, GSK-3茁冤抗体尧兔
源磷酸化糖原合成酶激酶-3茁渊phosphorylated glyco鄄
gen synthase kinase-3茁, p-GSK-3茁冤抗体尧兔源TGF-
茁1 抗体尧兔源玉型胶原蛋白渊Collagen 玉, COL-玉冤抗
体尧鼠源 茁-actin 抗体尧50伊Cocktail 蛋白酶抑制剂尧磷
酸化蛋白酶抑制剂尧RIPA 裂解液尧脱脂奶粉尧转膜

缓冲液尧电泳缓冲液尧TSB 缓冲液渊武汉 Servicebio 公

司袁批号院G1005尧G1006尧GB113750尧GB12015尧GB11099尧
GB114582尧GB111876尧GB114197尧GB15001尧G2006 -
250UL尧G2007-1mL尧G2002尧GC310001-100 g尧G2017尧
G2018尧G0001-2L冤曰戊巴比妥钠渊德国 Merck 公司袁
批号院P3761冤遥
1.3 动物分组与造模

实验家兔适应性喂养 7 d 后袁依照随机数字表

分为对照组尧模型组尧 法组袁每组 12 只袁再根据

不同取材时间点随机分为干预结束后第 1 天尧第 3
天尧第 6 天渊下称干预结束后 1尧3尧6 d冤3 个亚组袁每
组 4 只遥

对模型组尧 法组家兔参考文献[10-12]的方法

建立骨骼肌钝挫伤模型遥 重力锤打击装置参数院
重力锤 0.85 kg曰打击面为直径 1.5 cm 的平滑木制

圆柱曰导向管为长 30 cm尧直径 1.8 cm 的中空不锈

钢管遥 造模方法院将家兔仰卧位固定在兔台袁在家兔

右下肢股四头肌背面与兔台之间放置厚度约 1 cm
的脱脂棉垫以充分暴露股四头肌平面曰击打部位为

家兔右下肢内侧股四头肌肌腹渊约髌底上 3.5 cm冤
中段曰实验人员控制重力锤袁将重力锤提至导向管最

上端渊重力锤最下端与导向管最上端处于同一水平冤袁
随后松手让重力锤沿导向管自由落体袁连续打击 6
次袁打击面积约为 1.77 cm2袁动能为 3.33 J袁冲量为

2.38 N窑s遥 打击处肉眼可见红肿尧瘀血但无皮肤破损袁
且经检查渊触碰冤股骨结构完整袁光镜下可见明显肌

细胞变性尧水肿尧出血以及炎症反应袁表明造模成功[13]遥
预实验造模后随机选取并处死 2 只家兔患处取材进

行病理检测袁详见图 1遥 对照组家兔正常喂养遥

1.4 干预方法

为保证手法操作标准化袁由同一实验人员完成

操作遥 在正式实验前袁实验人员在 ZTC-II 按摩手法

测试仪上进行反复多次测试训练以便熟练掌控遥 造

模成功后 7 d 开始进行干预[14]遥 将 法组家兔仰卧

位固定于兔台袁充分暴露右下肢股四头肌内侧损伤部

位袁采用课题组自制 法按摩器附于股四头肌实施

法[15]袁前后滚动力度比约为 3颐1袁最大下压力约为

3 N袁操作频率为 140 次/min尧3 min/次尧2 次/d袁连续

治疗3 d遥 对照组尧模型组家兔进行同时段捆绑袁不予

任何其他干预遥
1.5 指标检测

1.5.1 取材 分别于干预结束后 1尧3尧6 d 进行取

材遥 按批次家兔耳中动脉采血袁静置分层后对称放

入离心机中离心遥 采血完成后袁2%戊巴比妥钠耳缘

静脉注射麻醉遥待家兔完全麻醉后袁家兔颈动脉分离

放血处死袁死后立即进行取材遥取右下肢股四头肌患

部组织一小块渊约 1 cm伊1 cm伊0.5 cm冤袁于冰板上

图 1 造模后骨骼肌病理改变渊HE袁伊200冤
模型组 扌衮法组
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对肌肉组织进行切割分离成两等份遥 其中袁一份采

用 4豫多聚甲醛浸泡固定袁 用于 HE 和 Masson 染

色曰另外一份立即放入-80 益冰箱保存袁用于 West鄄
ern blot 检测遥
1.5.2 骨骼肌病理形态观察 渊1冤取材院将组织用

4%多聚甲醛固定 24 h 以上袁取出修正放入对应脱

水盒内遥 渊2冤脱水浸蜡院脱水盒放置于脱水机内降

梯度渊95%寅85%寅70%冤浸入乙醇内脱水遥 渊3冤包
埋尧切片院将组织完全浸入热蜡中包埋袁待组织热退

成块后修整切片遥 渊4冤HE 染色院室温下将所制备的切

片滴加适量苏木精染液袁时间到后取出再将切片

放入 1%乙醇盐酸溶液中袁以达到去除多余苏木精

的目的袁随后反染 5 min遥渊5冤Masson 染色院将制备的

切片依次使用重铬酸钾隔尧铁苏木素尧丽春红浸染袁
每步时间长度不等袁浸染完成后皆用自来水清洗曰
随后袁使用磷钼酸与苯胺蓝染色尧醋酸分化袁透明封

片袁使用专业阅片软件进行图像采集分析遥
1.5.3 ELISA 检测血清中白细胞介素-6渊interleukin
6, IL-6冤尧肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢,
TNF-琢冤的表达 家兔耳中动脉采血袁静置 1~2 h袁
待分层后匀称放入离心机内袁以 1 300 r/min尧半径

8 cm 离心 10 min袁取出袁使用移液枪吸取上清液至

离心管袁随后立即放入-80 益冰箱保存遥采用 ELISA
测定样本中 IL-6 和 TNF-琢 两者浓度袁具体操作方

法按试剂盒说明书步骤进行遥
1.5.4 Western blot 检测股四头肌中 Wnt3a尧茁 -
catenin尧GSK-3茁尧p-GSK-3茁尧TGF-茁1尧COL-玉表达

剪取受损骨骼肌组织袁并加入 400 滋L RIPA 裂解液袁
在低温条件下反复研磨 10 min袁 置于 4 益左右的离

心机内袁以 12 000 r/min尧半径 8 cm离心 15 min袁提取

上清液转移至 1.5 mL 离心管中袁后经过制胶尧蛋白

上样尧电泳尧转膜尧封闭尧抗体孵育渊茁-actin 一抗 1颐
2 000袁Wnt3a 一抗 1颐3 000袁茁-catenin一抗 1颐2 000袁
GSK-3茁 一抗 1颐3 000袁p-GSK-3茁 一抗1颐3 000袁TGF-
茁1一抗 1颐3 000袁COL-玉一抗 1颐3 000尧二抗 1颐5 000冤尧
显色曝光袁 检测骨骼肌中Wnt3a尧茁-catenin尧GSK-3茁尧
p-GSK-3茁尧TGF-茁1尧COL-玉蛋白表达量遥 采用专业

灰度分析软件对所得蛋白条带进行分析遥
1.6 统计学方法

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据分析遥计量资

料以野曾依s冶表示袁服从正态分布采用 One-Way ANOVA
检验袁方差齐采用 LSD检验袁方差不齐则采用Games-
Howel 检验曰组内比较采用重复测量的方差分析曰不
满足正态分布用秩和检验遥以 P<0.05 表示差异有统

计学意义遥
2 结果

2.1 各组家兔股四头肌病理变化

对照组肌细胞排列规整有序袁细胞间隙狭小袁细
胞膜完整袁细胞质均匀袁细胞核统一位于肌细胞边

缘曰模型组肌细胞大小尧形态不一袁排列紊乱袁间隙增

宽袁细胞膜边界不清袁细胞质染色不均袁炎细胞浸润袁结
缔组织增生明显袁随时间延长炎细胞浸润有所减少曰

法组肌细胞结构相对完整袁细胞间隙缩小袁排列规

整袁少量炎细胞浸润袁结缔组织明显减少遥 详见图 2遥

图 2 各组家兔股四头肌病理变化渊HE袁伊200冤
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2.2 各组家兔股四头肌肌纤维变化

对照组可见红染骨骼肌纤维排列规整紧凑袁形
态大小一致袁肌束膜包裹完整袁未见有明显胶原纤维

沉积曰模型组可见肌纤维形态多样袁粗细不均袁间隙

增宽袁四周被大量蓝染的胶原纤维包绕袁且随时间推

移胶原沉积逐渐增多曰 法组肌纤维结构相对完整袁
粗细较为均匀一致袁周围包绕的蓝色胶原纤维显著

减少袁随时间推移逐渐接近对照组遥 详见图 3遥
2.3 各组家兔股四头肌胶原沉积比较

与对照组相比袁1尧3尧6 d 模型组家兔股四头肌

胶原沉积均显著升高渊P<0.01冤曰与模型组相比袁 法

组同一时间点的家兔股四头肌胶原沉积明显降低

渊P<0.05袁P<0.01冤遥 详见图 4遥

2.4 各组家兔血清中炎症因子 IL-6 和 TNF-琢 表

达比较

与对照组相比袁模型组家兔血清中 IL-6和TNF-琢

水平在 1尧3尧6 d 均显著升高渊P<0.01冤曰与模型组相

比袁 法组家兔血清中 IL-6 和 TNF-琢 水平于 1尧3尧
6 d 均显著降低渊P<0.01冤遥 详见图 5要6遥

2.5 各组家兔股四头肌通路蛋白Wnt3a尧茁-catenin尧
GSK-3茁尧p-GSK-3茁表达比较

与对照组相比袁1尧3尧6 d 模型组家兔股四头肌

中 Wnt3a尧茁-catenin尧p-GSK-3茁 表达量均显著升高

渊P<0.01冤袁GSK-3茁 表达量显著降低渊P<0.01冤曰与模

图 3 各组家兔股四头肌肌纤维变化渊Masson 染色袁伊200冤

图 4 各组家兔股四头肌胶原沉积比较

注院 与对照组比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01曰 与模型组比较袁#P<0.05袁
##P<0.01遥

图 6 各组家兔血清中 TNF-琢 表达比较

注院与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01遥

图 5 各组家兔血清中 IL-6表达比较

注院与对照组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01遥
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型组比较袁 法组家兔股四头肌中 Wnt3a尧茁-catenin尧
p-GSK-3茁 表达量于 1尧3尧6 d 均明显降低渊P<0.01冤袁
而 GSK-3茁 表达量明显升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 详见

表 1要2尧图 7遥
2.6 各组家兔股四头肌 TGF-茁1尧COL-I 蛋白表达

比较

与对照组相比袁1尧3尧6 d 模型组家兔股四头肌

中 TGF-茁1尧COL-玉表达量均显著升高渊P<0.01冤曰与模

型组比较袁同一时间点 法组家兔股四头肌中TGF-
茁1尧COL-玉表达量皆明显降低渊P<0.01冤遥 详见表 3尧
图 7遥

3 讨论

骨骼肌损伤是常见的软组织损伤疾病袁其主要

表现为局部红尧肿尧热尧痛以及功能受限或障碍[16]袁现
代学者大多将其归属为中医学野筋伤冶范畴[17-18]遥 野跌
打损伤袁血瘀气滞袁经脉阻塞不通冶是筋伤病最为主

要的发病机制遥现代研究证实袁推拿 法作为传统中

医外治法之一袁能够产生活血化瘀尧解痉镇痛尧舒筋

通络等治疗效应[19]遥 炎症与纤维化是骨骼肌损伤后

常见的病理改变遥 IL-6 是引发各种炎症反应的关键

性细胞因子袁在组织内环境稳态中发挥着双向调控

作用袁此外袁还可通过介导多条信号传导途径袁促进

炎症反应与纤维化的发生[20-21]遥 TNF-琢 是介导炎症

反应的促炎因子之一袁其长时间高水平表达可对肌

肉修复以及纤维化产生重大影响[22-24]遥 有研究表明袁
病理条件下 TNF-琢 与 IL-6 含量变化趋势与创伤程

度呈正相关袁是直接映射损伤程度的重要指标 [25]遥
TGF-茁1 是目前公认的最强致纤维化因子袁与器官尧
组织等纤维化的形成密切相关[26]遥课题组前期研究显

示袁推拿 法治疗骨骼肌损伤疗效显著袁可有效改善

受损局部微循环尧抑制炎症反应与纤维化尧减轻骨骼

肌损伤尧提高修复质量尧促进肢体功能恢复[1, 10-12, 27]遥

组别 n
Wnt3a

1 d 3 d 6 d
茁-Catenin

1 d 3 d 6 d
对照组

模型组

法组

4
4
4

0.25依0.07
0.82依0.03##

0.54依0.08##**

0.26依0.08
0.87依0.09##

0.43依0.03#**

0.30依0.06
0.96依0.17##

0.18依0.04**

0.22依0.03
0.62依0.10##

0.41依0.06#**

0.20依0.04
0.68依0.08##

0.38依0.09#**

0.22依0.03
0.78依0.05##

0.22依0.06**

表 1 各组家兔股四头肌 Wnt3a尧茁-catenin蛋白表达比较渊曾依s冤

注院与对照组比较袁#P<0.05袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01遥

注院与对照组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

组别 n
GSK-3茁

1 d 3 d 6 d
p-GSK-3茁

1 d 3 d 6 d
对照组

模型组

法组

4
4
4

表 2 各组家兔股四头肌 GSK-3茁尧p-GSK-3茁蛋白表达比较渊曾依s冤

1.24依0.12
0.84依0.11**
1.14依0.07##

1.43依0.30
0.75依0.13**
1.19依0.09#

1.41依0.32
0.59依0.07**
1.30依0.09##

0.16依0.04
0.77依0.07**
0.35依0.03**##

0.13依0.05
0.84依0.08**
0.26依0.04*##

0.16依0.04
1.08依0.04**
0.12依0.01##

组别 n
TGF-茁1

1 d 3 d 6 d
COL-玉

1 d 3 d 6 d
对照组

模型组

法组

4
4
4

表 3 各组家兔股四头肌 TGF-茁1尧COL-玉蛋白表达比较渊曾依s冤

注院与对照组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01遥

0.32依0.03
1.14依0.33##

0.68依0.13**

0.34依0.01
0.96依0.31##

0.52依0.07**

0.34依0.02
0.85依0.24##

0.49依0.08**

0.21依0.01
0.98依0.14##

0.62依0.09##**

0.20依0.02
0.87依0.13##

0.58依0.10##**

0.20依0.02
0.84依0.11##

0.54依0.09##**

图 7 各组家兔股四头肌 Wnt3a尧茁-catenin尧GSK-3茁尧
p-GSK-3茁尧TGF-茁1尧COL-玉蛋白条带图

注院A.对照组曰B.模型组曰C. 法组遥
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本研究中袁造模后模型组家兔病理染色显示炎细胞

浸润和胶原纤维沉积明显袁且血清 IL-6尧TNF-琢 与

肌肉组织 TGF-茁1尧COL-玉表达量显著升高曰然经

法治疗后袁 法组家兔病理染色炎细胞浸润和胶原

纤维沉积明显减少袁修复优于模型组袁血清 IL-6尧
TNF-琢 与肌肉组织 TGF-茁1尧COL-玉表达量明显降

低遥以上结果表明袁推拿 法可有效抑制炎症反应与

纤维化袁减轻骨骼肌损伤袁促进骨骼肌损伤修复袁与
前期研究结果一致[12袁14袁27]遥

Wnt 配体是一种富含半胱氨酸的分泌型糖蛋

白袁可以通过自分泌或旁分泌的途径选择性与膜上

受体相结合袁将膜外信号传导至细胞膜内袁进而激活

膜内一系列信号转导途径袁是 Wnt/茁-catenin 信号通

路激活的始动因子[28-30]遥 茁-catenin 是 Wnt/茁-catenin
信号通路的关键调节因子袁伴随 Wnt/茁-catenin 信号

通路的激活可发生核转移袁进而调节下游靶基因的

表达[29]遥 GSK-3茁 是介于 Wnt 配体与 茁-catenin 之间

的重要信号转导因子之一袁也是 Wnt/茁-catenin 信号

通路中的关键负向调控因子遥 在无 Wnt 配体的条件

下袁GSK-3茁 能够与腺瘤性结肠息肉蛋白尧轴蛋白等

形成复合物袁使 茁-catenin 磷酸化而被泛素化降解遥
相反袁GSK-3茁 因磷酸化失活袁致使细胞质中的 茁-
catenin 磷酸化降解受阻而含量增加袁游离的 茁-
catenin 核转移增加进一步激活 Wnt 信号通路袁介导

其下游靶基因的表达[30-32]遥 由此可知袁Wnt3a尧GSK-
3茁尧茁-catenin 是评判 Wnt/茁-catenin 信号通路活性

的重要标志遥 孟丽红等[33]通过抑制 Wnt/茁-catenin 信

号通路相关分子基因及蛋白表达袁从而减轻肺纤维

化大鼠模型中的肺泡炎症反应袁且对肺纤维化的发

展产生了抑制作用遥刘晶等[34]研究发现袁抑制 Wnt3a/
茁-catenin 信号通路可有效减轻膝骨关节炎兔股直

肌纤维化程度遥 此外袁国外学者 BRACK 等[35]通过小

鼠体外注射 Wnt3a 重组蛋白观察发现袁骨骼肌内细

胞外基质沉淀增加袁使受损骨骼肌纤维化进一步加

剧曰反之袁Wnt 抑制剂可有效降低胶原蛋白等细胞外

基质组分沉积袁抑制骨骼肌纤维化的发展遥 TRENSZ
等[36]研究结果与 Brack 等研究相一致遥 以上研究均

表明袁Wnt/茁-catenin 信号通路在纤维化的发展进程

中扮演着十分重要的角色遥本研究结果显示袁造模后袁
家兔股四头肌 Wnt3a尧茁-catenin尧p-GSK-3茁 表达量

均显著升高袁而 GSK-3茁表达量显著降低袁表明Wnt/

茁-catenin 信号通路已处于被激活状态曰经 法治疗

后袁家兔股四头肌Wnt3a尧茁-catenin尧p-GSK-3茁 表达

量显著降低袁而 GSK-3茁 表达量显著升高袁说明本研

究中推拿 法对 Wnt/茁-catenin 信号通路产生了一

定的抑制作用遥
综上所述袁推拿 法能显著改善骨骼肌钝挫伤

后炎症反应与纤维化等病理改变袁减轻骨骼肌损伤袁
提高骨骼肌修复质量袁其机制可能与抑制 Wnt/茁-
catenin 信号通路活性有关遥 本实验研究为推拿 法

临床治疗骨骼肌损伤提供了一定的基础理论参考袁
但本实验未对 Wnt/茁-catenin 信号通路下游相关纤

维蛋白靶基因进行检测袁在后期实验中可针对下游

靶基因的表达量进行相关探查袁进一步完善 Wnt/茁-
catenin 信号通路在骨骼肌损伤修复中的作用机制遥
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