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也摘要页 目的 观察推拿 法对骨骼肌损伤模型大鼠的机械敏感性离子通道 Piezo1 及细胞凋亡的影响袁探讨推拿 法治疗骨骼

肌损伤的作用机制遥 方法 32只 SD大鼠随机分成正常组尧模型组尧 法组尧 法+抑制剂组袁每组 8只遥 采用肌内注射 200 滋L虎蛇毒素

渊notexin, NTX冤渊10 滋g/mL冤制备大鼠腓肠肌损伤模型遥造模 24 h后袁 法组使用实验动物 法器模拟 法治疗袁滚动频率为 140次/min袁
每天 2 次袁每次 3 min袁连续治疗 3 d曰 法+抑制剂组在实施 法治疗前袁给予腹腔注射 Piezo1 抑制剂 GsMTx4渊270 滋g/kg冤袁每天 1
次袁连续注射 3 d曰正常组和模型组腹腔注射等体积生理盐水遥 采用平衡木测试进行行为学评估袁HE染色观察腓肠肌组织显微结构变

化袁TUNEL 染色计算腓肠肌组织细胞凋亡率袁Western blot 法检测大鼠腓肠肌组织 Piezo1尧B 淋巴细胞瘤-2渊B-lymphoma-2, Bcl-
2冤尧B淋巴细胞瘤 2相关 X 蛋白质渊B-lymphoma-2 related X protein, Bax冤尧胱天蛋白酶-3渊cysteine aspartic acid specific protease-3,
Caspase-3冤表达遥 结果 与正常组比较袁模型组和 法+抑制剂组平衡木行走时间延长渊P<0.01冤袁滑爪次数增加渊P<0.01冤袁腓肠肌细胞

凋亡率升高渊P<0.01冤袁腓肠肌组织 Piezo1尧Bcl-2 蛋白表达降低渊P<0.01冤袁Bax尧Caspase-3 蛋白表达升高渊P<0.05冤袁肌细胞破裂尧坏死尧
大小不一袁排列稀疏尧无规律袁周围有大量中性粒细胞和淋巴细胞浸润遥 与模型组比较袁 法组平衡木行走时间缩短渊P<0.01冤袁滑爪次

数减少渊P<0.01冤袁腓肠肌细胞凋亡率降低渊P<0.01冤袁腓肠肌组织 Piezo1尧Bcl-2 蛋白表达升高渊P<0.01冤袁Bax尧Caspase-3 蛋白表达降低

渊P<0.05冤袁肌细胞病理情况好转袁有少量细胞破裂尧萎缩尧坏死袁细胞间隔缩小袁轻度局灶性炎性细胞浸润遥与 法组比较袁 法+抑制剂

组平衡木行走时间延长渊P<0.01冤袁滑爪次数增多渊P<0.01冤袁腓肠肌细胞凋亡率增高渊P<0.01冤袁腓肠肌组织 Piezo1 蛋白表达降低渊P<
0.05冤袁Caspase-3蛋白表达升高渊P<0.01冤袁见较多肌细胞萎缩尧坏死尧大小不一袁排列间隔较大袁周围仍有一定数量中性粒细胞和淋巴

细胞浸润遥 结论 推拿 法可促进骨骼肌运动功能恢复袁缓解骨骼肌损伤袁其作用机制可能与激活 Piezo1袁抑制细胞凋亡有关遥
也关键词页 骨骼肌损伤曰推拿曰 法曰细胞凋亡曰Piezo1曰胱天蛋白酶-3曰B 淋巴细胞瘤-2
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Effects of tuina rolling manipulation on mechanosensitive ion channel
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effects of tuina rolling manipulation on mechanosensitive ion channel Piezo1 and cell
apoptosis in skeletal muscle injury model rats, and to explore the mechanism of tuina rolling manipulation in treating skeletal
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推拿技衮法介导机械敏感性离子通道 Piezo1对骨骼肌损伤模型
大鼠细胞凋亡的影响

窑针灸推拿窑
本文引用: 黄 博, 阮 磊, 王兰兰, 薛惠天, 孙梦龙, 段苗苗, 彭 亮. 推拿 法介导机械敏感性离子通道 Piezo1 对骨骼肌损伤模型大鼠细

胞凋亡的影响[J]. 湖南中医药大学学报, 2023, 43(12): 2249-2255.
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muscle injury. Methods A total of 32 SD rats were randomly assigned into normal group, model group, tuina rolling manipulation
group, and tuina rolling manipulation together with inhibitor group, with eight rats in each group. Rat gastrocnemius muscle injury
model was prepared by intramuscular injection of 200 滋L notexin (NTX)(10 滋g/mL). After 24 h of modeling, experimental animal
tuina roller was used in tuina rolling manipulation group for simulating the rolling manipulation, and the rolling frequency was 140
times/min, twice a day, 3 min each time for 3 d; rolling manipulation together with inhibitor group was given intraperitoneal
injection of Piezo1 inhibitor GsMTx4 (270 滋g/kg) before tuina rolling manipulation, once a day, for 3 d; the normal group and the
model group were intraperitoneally injected with the same volume of normal saline. Behavioral evaluation was assessed by the
balance beam test, microstructural changes in gastrocnemius muscle tissue were observed by HE staining, the apoptosis rate of
gastrocnemius muscle tissue was calculated by TUNEL staining, and the expressions of Piezo1, B -lymphoma -2 (Bcl -2), B -
lymphoma-2 related X protein (Bax), and cysteine aspartic acid specific protease-3 (Caspase-3) in gastrocnemius muscle tissue was
measured by Western blot. Results Compared with the normal group, in the model group and tuina rolling manipulation together
with inhibitor group, the balance beam walking time was prolonged (P<0.01), the number of paw sliping increases (P<0.01), the
apoptosis rate of gastrocnemius muscle cells was higher (P<0.01), the expressions of Piezo1 and Bcl-2 protein in gastrocnemius muscle
tissue were lower (P<0.01), and the expressions of Bax and Caspase-3 protein were higher (P<0.05); the muscle cells are broken,
necrotic, of different sizes, arranged sparsely and irregularly, surrounded by a large number of neutrophil and lymphocyte
infiltrating. Compared with model group, the tuina rolling manipulation group showed shorter balance beam walking time (P<0.01),
less paws sliping (P<0.01), lower apoptosis rate of gastrocnemius muscle cells (P<0.01), higher expressions of Piezo1 and Bcl-2
protein in gastrocnemius muscle tissue (P<0.01), and lower expressions of Bax and Caspase-3 protein (P<0.05); the pathological condition
of muscle cells of rats in the tuina rolling manipulation group was improved, with a small number of cells ruptured, atrophic,
necrotic, cell spacing narrowed, and mild focal inflammatory cell infiltration; compared with the tuina rolling manipulation group,
the rats in the rolling manipulation together with inhibitor group had longer walking time on the balance beam (P<0.01), more paws
sliping (P<0.01), higher apoptosis rate of gastrocnemius muscle cells (P<0.01), lower expression of Piezo1 protein in gastrocnemius
muscle tissue (P<0.05), and higher expression of Caspase-3 protein (P<0.01); more muscle cells were atrophic, necrotic, of different
sizes, with large arrangement intervals, and there were some neutrophils and lymphocytes infiltrating around. Conclusion Tuina
rolling manipulation can promote the recovery of skeletal muscle motor function and alleviate skeletal muscle injury, and its
mechanism may be related to the activation of Piezo1 mediated apoptosis.

也运藻赠憎燥则凿泽页 skeletal muscle injury; tuina; rolling manipulation; apoptosis; Piezo1; cysteine aspartic acid specific pro鄄
tease-3; B-lymphoma-2

骨骼肌损伤是骨骼肌纤维受到外力击打或长期

耐力牵拉引起损伤的一类创伤性疾病袁 是人们日常

锻炼或运动员专业训练中常见的损伤遥 在运动所受

的损伤类型中袁最主要的是骨骼肌损伤袁占所有损伤

的 40.9%[1]遥机械门控离子通道 Piezo1 可将细胞膜接

收到的机械力学信号转换为电信号或化学信号袁传
递至胞内引起一系列生化反应遥 国外研究报道袁肌肉

损伤可由细胞凋亡诱导[2]遥而 Piezo1 可能参与骨骼肌

损伤时细胞凋亡的过程袁在损伤后袁Piezo1表达下降会

导致更多的骨骼肌细胞凋亡[3]遥 由于 Piezo1 可直接

感受到膜张力的变化而进行门控袁因此袁任何改变膜

张力的生理作用力理论上都可激活 Piezo1 通道[4]遥
推拿是中医传统治疗手法袁有其独特的生物力

学特征[5]袁同样属于细胞外力学机械刺激袁在骨骼肌

肉疾病中进行推拿治疗可以缓解疼痛并改善功能[6]袁
其中袁 法是临床上治疗骨骼肌损伤的常用手法遥本
课题组前期研究表明袁推拿 法可促进骨骼肌损伤

后的修复进程袁减少炎症反应袁抑制组织纤维化袁加
快功能恢复[7-8]遥 本实验在前期研究基础上袁复制虎

蛇毒素渊notexin, NTX冤诱导的大鼠骨骼肌损伤模

型袁观察作为细胞外力学机械刺激的推拿手法要要要
法对大鼠骨骼肌损伤后运动功能尧组织形态学尧

Piezo1尧B 淋巴细胞瘤-2 渊B-lymphoma-2, Bcl-2冤尧B
淋巴细胞瘤 2 相关 X 蛋白质渊B-lymphoma-2 related
X protein, Bax冤尧胱天蛋白酶-3渊cysteine aspartic acid
specific protease-3, Caspase-3冤的影响袁探讨推拿

法治疗骨骼肌损伤的可能机制遥
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1 材料与方法

1.1 动物

健康 SPF 级雄性 SD 大鼠 32 只袁体质量 220~
250 g袁由湖南中医药大学动物实验中心提供袁动物

许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥 每笼 4 只袁饲养于

温度 20~25 益袁湿度 50%~70%的环境中袁所有大鼠

均按标准饮食喂养袁并保持 12 h 光照/12 h 黑暗周

期遥 本研究已通过湖南中医药大学实验动物伦理委

员会审查和批准渊审批号院LLBH-202106070002)遥
1.2 主要试剂与仪器

NTX渊法国 Latoxan 公司袁批号院L8104-100UG冤曰
戊巴比妥钠渊德国Merck KGaA公司袁批号院P3761冤曰4%
多聚甲醛渊安徽白鲨生物有限公司袁批号院BL539A冤曰
苏木素染液套装渊武汉谷歌生物科技有限公司袁批
号院G1005冤曰TUNEL 试剂盒渊瑞士 Roche 公司袁批号院
11684817910冤曰DAPI 染液渊上海碧云天生物技术有

限公司袁批号院C1002冤曰Bax抗体渊美国AAB 公司袁批号院
A23917冤曰Caspase-3 抗体渊批号院AD6311冤尧Bcl -2抗
体渊批号院DF14173冤尧Piezo1抗体渊批号院DF12083冤均购

自美国 Affinity 公司曰茁-actin 抗体渊批号院MD6553冤尧
HRP 山羊抗兔二抗渊批号院MD912565冤尧HRP 山羊抗

小鼠二抗渊批号院MD912566冤均购自英国 MDL 公司曰
PVDF 膜渊美国 Millipore 公司袁批号院ISEQ00010冤遥

自制实验动物 法器渊专利号院ZL2021228080
68.0冤曰脱水机渊型号院JJ-12J冤尧包埋机渊型号院JB-P5冤
均购自中国武汉俊杰电子有限公司曰病理切片机渊上
海徕卡仪器有限公司袁型号院RM2016冤曰正置光学显

微镜渊型号院Eclipse E100冤尧正置荧光显微镜渊型
号院Eclipse冤尧成像系统渊型号院DS-U3冤均购自日本尼

康公司曰电泳仪渊北京百晶生物技术有限公司袁型号院
BG-subMIDI冤曰低温离心机渊美国 Sigma 公司袁型号院
3-30K冤曰凝胶成像系统渊美国 UVP 公司袁型号院Gel鄄
Doc-It310冤曰化学发光成像系统渊上海勤翔科技有限

公司袁型号院ChemiScope6100冤遥
1.3 分组及造模

32 只 SD 大鼠适应性饲养 1 周后袁按照随机数字

表法分成正常组尧模型组尧 法组尧 法+抑制剂组袁
每组 8 只遥 除正常组外袁其余各组建立 SD 大鼠腓肠

肌损伤模型[9]遥 具体操作如下院在大鼠的右侧下肢腓

肠肌部位进行剃毛处理袁用马克笔画圈标记遥 以 1%

戊巴比妥钠渊40 mg/kg冤腹腔注射麻醉大鼠袁保证每

只大鼠注射部位一致遥 在大鼠的右侧下肢腓肠肌以

10 滋g/mL肌内注射 200 滋L NTX袁造成肌内损伤袁肌
内注射 NTX 时缓慢推进液体袁并在注射完毕后停

留 3 s 再拔出针头袁以保证每只大鼠腓肠肌充分吸

收药物遥 肌内注射 24 h 后观察平衡木测试结果袁大
鼠行走时间延长尧滑爪次数增加袁表明造模成功[10-11]遥
正常组大鼠在同样位置注射 200 滋L 生理盐水遥
1.4 干预方法

24 只大鼠均造模成功后袁对 法组大鼠损伤局

部进行推拿 法治疗袁用实验动物 法器在标记部

位进行模拟 法治疗袁配合节拍器软件袁滚动频率为

140次/min遥 每天 2次袁上午尧下午各 1次袁每次 3 min袁
共 3 d遥 法+抑制剂组先给予 Piezo1 抑制剂GsMTx4
腹腔注射袁剂量 270 滋g/kg[10]袁每天注射 1 次袁而后进

行 法治疗袁手法操作同 法组袁共 3 d遥 正常组和

模型组腹腔注射相同剂量生理盐水袁不予特殊治疗遥
治疗前袁操作者配合节拍器软件袁控制滚动频率袁利
用实验动物 法器练习 3 次以上袁以保证操作规范遥
1.5 观察指标及方法

最后一次干预结束后袁禁食不禁水 24 h袁采用

平衡木测试进行行为学评估以观察大鼠运动功能遥
行为学测试结束后袁腹腔注射过量戊巴比妥钠麻醉

处死各组大鼠袁立即手术切取腓肠肌标记部位组织袁
平均分成两份院一份浸润于 4%多聚甲醛中用于 HE
染色和 TUNEL 染色曰另一份组织放入-80 益冰箱冻

存袁待测相关蛋白表达水平遥
1.5.1 行为学测试 干预前以及最后一次干预结束

后袁对 4 组大鼠进行平衡木测试[11]遥 平衡木测试主要

评估大鼠骨骼肌损伤后的运动协调性遥 将木梁渊2 cm伊
120 cm冤提升到离地面 120 cm 的高度袁记录大鼠穿

过木梁后到达暗箱所需的时间以及爪子滑动的次

数遥在测试前 1 天进行 3 次适应性试验袁目的是让大

鼠熟悉木梁和暗箱遥每次试验后用 75%乙醇清洗木

梁和暗箱遥
1.5.2 组织学观察 将浸润于 4%多聚甲醛中的腓

肠肌组织块进行石蜡包埋袁制成 5 滋m 厚切片袁先后

进行苏木素染色和伊红染色袁脱水封片袁光镜下观察

腓肠肌组织的病理变化遥
1.5.3 TUNEL 染色 取 4%多聚甲醛固定的腓肠肌

组织袁横切为 5 滋m 厚度的切片袁石蜡包埋遥 严格按
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照 TUNEL 试剂盒说明书进行细胞凋亡检测遥 染色

结束后用抗荧光淬灭封片剂封片袁置于荧光显微镜

下观察并采集图像遥每个切片取 5 个不同视野区域袁
并利用 Image J 软件记录阳性渊绿色冤细胞数及细胞

总数袁计算细胞凋亡率袁计算公式院细胞凋亡率=阳
性细胞数/细胞总数伊100%遥
1.5.4 Western blot检测 SD大鼠腓肠肌组织中Piezo1尧
Bax尧Bcl-2 和 Caspase-3 蛋白表达 组织加液氮进

行匀浆后袁 加入裂解液袁4 益袁12 000 r/min离心 15 min
渊离心半径 7 cm冤袁收集上清液曰BCA 蛋白定量法测

定蛋白浓度曰配制 SDS-PAGE 凝胶袁样品轻轻加至

凝胶孔中袁调制电泳仪渊电压约 8 V/cm冤使样品通过

凝胶曰电泳结束后袁将分离到的蛋白条带通过转移电

泳方式转印至 PVDF膜袁65 V 转膜 2 h曰室温尧摇床封

闭 1 h曰一抗[Piezo1 抗体尧Bax 抗体尧Bcl-2 抗体尧Cas鄄
pase-3抗体尧茁-actin抗体渊稀释比例均为 1颐1 000冤]4 益
反应过夜曰二抗用 TBST 稀释300倍袁室温尧避光缓慢

摇动 1 h曰按 1颐1 混合 ECL 试剂盒中两种液体袁均匀

铺在 PDVF 膜表面袁放入化学发光成像系统获取目

的蛋白条带遥
1.6 统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学处理遥 计量资

料均符合正态分布时用野曾依s冶表示袁组间比较用单因

素方差分析袁方差齐时用 LSD 检验袁方差不齐时选

择 Tamhane T2 法曰不符合正态分布时选择秩和检验遥
以 P<0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组大鼠平衡木测试结果比较

在干预前袁与正常组比较袁模型组尧 法组尧
法+抑制剂组大鼠平衡木行走时间延长尧滑爪次数

增加渊P<0.01冤遥 在干预后袁与正常组比较袁模型组和

法+抑制剂组大鼠平衡木行走时间延长尧滑爪次数

增加渊P<0.01冤曰与模型组比较袁 法组大鼠平衡木行

走时间明显缩短尧滑爪次数明显减少渊P<0.01冤曰与
法组比较袁 法+抑制剂组大鼠平衡木行走时间延

长尧滑爪次数增加渊P<0.01冤遥 详见图 1遥
2.2 各组大鼠腓肠肌组织显微结构观察结果

正常组大鼠肌细胞大小均匀袁排列紧密袁无炎性

细胞浸润曰模型组大鼠大量肌细胞破裂尧坏死尧大小

不一袁排列稀疏尧无规律袁周围有大量中性粒细胞和

淋巴细胞浸润曰 法组大鼠肌细胞病理情况好转袁有
少量细胞破裂尧萎缩尧坏死袁细胞间隔缩小袁轻度局灶

性炎性细胞浸润曰 法+抑制剂组大鼠有较多肌细胞

萎缩尧坏死尧大小不一袁排列间隔较大袁周围有中性粒

细胞和淋巴细胞浸润遥 详见图 2遥

图 1 各组大鼠平衡木时间及滑爪次数结果比较渊n=8冤
注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01曰与 法组比较袁吟吟P<0.01遥

图 2 各组大鼠腓肠肌组织 HE 染色结果渊伊400冤
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图 4 各组大鼠腓肠肌组织中 Piezo1尧Bax尧Bcl-2尧
Caspase-3 蛋白电泳图

2.3 各组大鼠腓肠肌组织细胞凋亡率比较

正常组几乎未见凋亡细胞曰模型组可见较多

凋亡细胞曰 法组中凋亡细胞较少曰 法+抑制剂

组可见一定数量凋亡细胞遥 与正常组比较袁模型

组与 法+抑制剂组大鼠腓肠肌细胞凋亡率显著

升高渊P<0.01冤曰与模型组比较袁 法组腓肠肌细胞凋

亡率明显下降渊P<0.01冤曰与 法组比较袁 法+抑
制剂组腓肠肌细胞凋亡率明显升高渊P<0.01冤遥 详

见图 3尧表 1遥

2.4 各组大鼠 Piezo1尧Bcl-2尧Bax尧Caspase-3 蛋

白表达水平比较

与正常组比较袁模型组与 法+抑制剂组大

鼠腓肠肌组织 Bax尧Caspase-3 蛋白表达均升高

渊P<0.05袁P<0.01冤袁Piezo1尧Bcl-2 蛋白表达均降低

渊P<0.01冤曰与模型组比较袁 法组腓肠肌组织中

Bax尧Caspase-3 蛋白表达降低渊P<0.05袁P<0.01冤袁

Piezo1尧Bcl-2 蛋白表达升高渊P<0.01冤曰与 法组比较袁
法+抑制剂组腓肠肌组织 Caspase-3 蛋白表达升高

渊P<0.01冤袁Piezo1 蛋白表达降低渊P<0.05冤遥详见表 2尧
图 4遥

图 3 各组大鼠腓肠肌组织 TUNEL染色渊伊400冤
注院绿色为凋亡细胞袁蓝色为正常细胞遥

注院与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01曰与 法组

比较袁吟吟P<0.01遥

分组

正常组

模型组

法组

法+抑制剂组

细胞凋亡率/%
2.31依1.74

43.41依25.02**
10.18依9.37##

39.06依19.62**吟吟

表 1 各组大鼠腓肠肌组织细胞凋亡率比较渊曾依s袁n=8冤
注院与正常组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<
0.01曰与 法组比较袁吟P<0.05袁吟吟P<0.01遥

分组

正常组

模型组

法组

法+抑制剂组

Piezo1
0.43依0.06
0.30依0.08**
0.40依0.05##

0.33依0.06**吟

Bax
0.24依0.06
0.35依0.07**
0.28依0.06#

0.32依0.06*

Bcl-2
0.34依0.06
0.22依0.07**
0.31依0.06##

0.26依0.05**

Caspase-3
0.30依0.04
0.43依0.05**
0.34依0.04##

0.40依0.04**吟吟

表 2 各组大鼠腓肠肌组织中 Piezo1尧Bax尧Bcl-2尧
Caspase-3 蛋白表达水平比较渊曾依s袁n=8冤
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3 讨论

骨骼肌损伤时会经历退化尧炎症尧再生和纤维化

的连续过程[12]袁过度的炎症反应和细胞凋亡不利于

骨骼肌的修复和再生[13-14]袁因此袁抗炎与抗凋亡治疗

对骨骼肌再生和促进损伤后的愈合非常重要遥 推拿

法是中医推拿在临床上使用极为广泛的手法之

一袁可产生行气活血尧舒筋活络尧缓解痉挛的功效袁对
骨骼肌损伤疗效显著[15]遥 本课题组在前期研究中发

现袁推拿 法可改善骨骼肌损伤后的炎症及纤维化

情况袁促进骨骼肌的修复[7-8]遥Piezo1 在肌细胞和肌卫

星细胞中均有表达[16]袁Piezo1 的激活既可促进肌卫

星细胞的分化[17]袁也参与调控骨骼肌组织中的细胞

凋亡过程遥 有研究表明袁在缺失 Piezo1 的小鼠中袁骨
骼肌组织中促凋亡因子 Bax 和 Caspase-3 表达显

著上调袁细胞凋亡数量明显增加[18]遥 基于此袁本研究

进一步观察 Piezo1 对推拿 法干预后骨骼肌损伤

细胞凋亡的影响袁以丰富前期研究内容遥
NTX 作为一种肌肉毒素袁注射入骨骼肌后可导

致肌纤维的损害而不影响神经和血管袁避免如挤压尧
撕裂中常见的缺血与纤维化的竞争性并发症袁另外

还可使损伤程度及范围保持一致性[19]袁因而广泛应

用于骨骼肌损伤模型中[9]遥 平衡木测试可评价大鼠运

动状态与平衡能力袁因此袁可用于测试骨骼肌自身损

伤后的运动功能变化袁以此评估骨骼肌损伤程度[11]遥
在本实验中袁平衡木测试结果显示袁相比正常组袁模
型组大鼠行走时间明显延长尧 滑爪次数显著增多袁
HE 染色显示袁模型组大鼠肌细胞萎缩尧破裂尧坏死尧
大小不一袁排列稀疏尧无规律袁周围有大量中性粒细

胞和淋巴细胞浸润袁这些提示模型组大鼠腓肠肌炎

症显著袁运动功能下降袁损伤明显遥 在推拿 法干预

后袁腓肠肌损伤大鼠的平衡木行走时间缩短尧滑爪次

数减少袁HE 染色显示袁大鼠肌细胞病理情况相比模

型组明显好转袁仅有少量细胞破裂尧萎缩尧坏死袁细胞

间隔缩小袁炎性细胞数量明显减少袁表明推拿 法可

减轻骨骼肌损伤袁使运动功能得以改善遥
Piezo1 作为一种大型跨膜蛋白袁可接受力学机

械刺激袁进而激活细胞内信号通路的传导[20]遥 有研究

发现袁Piezo1 可促进肌卫星细胞分化 [17]和成肌细胞

融合[21]袁是骨骼肌再生和修复的关键调节因子遥在任

何可以改变膜张力的作用下袁理论上都能激活

Piezo1 通道袁如剪切力尧机械拉伸等[4]袁而 GsMTx4 是

目前唯一已知的 Piezo1 特异性抑制剂遥 本实验结果

发现袁 法+抑制剂组的行走时间和滑爪次数显著高

于 法组袁并且从组织病理学形态结构上观察发

现袁 法+抑制剂组的肌细胞仍有较多中性粒细胞和

淋巴细胞浸润袁萎缩尧坏死的肌细胞占据大半遥 由此

可以推测袁在抑制 Piezo1 后袁 法对损伤骨骼肌的

疗效有所降低袁Piezo1 可能参与推拿 法修复骨骼

肌损伤过程遥
在骨骼肌损伤重构过程中袁细胞凋亡也发挥着

重要作用遥 如 Caspases 的激活可参与肌源性分化的

初始重塑阶段袁并防止过度的细胞分解和随后的细

胞死亡曰Bcl-2 蛋白家族可通过调控线粒体凋亡信

号的起始步骤袁影响调节肌肉再生[22]遥 Bcl-2 家族调

控线粒体膜通透性袁影响内源性凋亡途径袁家族中Bax
可促进线粒体内细胞色素 C 的释放袁在细胞质内与

Caspase-9形成复合物袁激活与外源性通路共同介导

的Caspase-3袁进而促进细胞凋亡遥 Bcl-2 家族中的

Bcl-2 则可通过抑制 Bax 而起到抗凋亡作用 [23]遥
BARTOLI等[18]发现袁Piezo1 的缺失可上调 Bax 和Cas鄄
pase-3袁促进骨骼肌组织中的细胞凋亡遥本实验结果

显示袁模型组的肌细胞凋亡率明显高于正常组袁且
与正常组相比袁模型组的 Bax尧Caspase-3 表达水平

显著升高袁Bcl-2 表达水平显著下降曰而 法治疗可

减少腓肠肌细胞凋亡数量袁升高 Bcl-2 表达袁降低

Bax尧Caspase-3 的表达袁提示 法对骨骼肌损伤后

细胞凋亡起到抑制作用曰相比 法组袁 法+抑制剂

组中细胞凋亡数量明显增加袁Caspase-3 的表达显著

上升袁Bax 和 Bcl-2 的表达水平与 法组比较袁虽无

统计学差异袁但同样有升高和下降的趋势遥故本课题

组推断袁可能是样本量不足导致的差异无统计学意

义袁也可能是由于有多种共同介导 Caspase-3 表达的

细胞凋亡途径袁除了 Bcl-2 和 Bax 介导的线粒体凋

亡途径之外袁外源性途径同样可影响终末 Caspase-3
来决定细胞是否凋亡遥

综上所述袁本研究结果初步表明袁推拿 法治疗

骨骼肌损伤的机制可能是通过激活机械敏感性离子

通道 Piezo1袁从而抑制骨骼肌组织中细胞的过度凋

亡袁在一定程度上改善骨骼肌损伤后的运功功能及
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组织修复遥 后期本课题组将进一步优化实验方案袁
以深入研究推拿 法对凋亡相关通路的调控作用遥
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