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也摘要页 目的 观察点按脾俞穴对慢性疲劳综合征渊CFS冤大鼠骨骼肌纤维类型及 p38 丝裂原活化蛋白激酶渊p38 MAPK冤/过氧化

物酶体增殖物激活受体 酌共激活因子 1琢渊PGC-1琢冤信号表达的影响袁探讨点按脾俞穴重塑 CFS大鼠骨骼肌的作用机制遥方法 将 32
只 SD 大鼠随机分为空白组 8只尧造模组 24只遥 使用多因素复合刺激法建立 CFS 模型袁造模周期为 21 d遥 造模结束后袁再将造模组

大鼠随机分为模型组尧点按脾俞组和人参皂苷组袁每组 8只遥空白组尧模型组予以捆绑固定和生理盐水灌胃 1 mL/d曰点按脾俞组予以

捆绑固定尧生理盐水灌胃 1 mL/d和双侧脾俞穴点按曰人参皂苷组大鼠给予捆绑固定及人参皂苷水溶液灌胃 1 mL/d遥 均 1次/d袁共干

预 14 d遥 实验期间袁进行实验大鼠一般情况半定量评分评估尧体质量测量尧力竭游泳实验尧旷场实验曰干预结束后袁三磷酸腺苷渊ATP冤
酶钙钴法染色检测大鼠竖脊肌中肌纤维类型袁透射电镜观察竖脊肌超微结构袁ELISA 检测竖脊肌中 ATP 含量袁实时荧光定量 PCR
法检测竖脊肌中 PGC-1琢 mRNA 表达袁Western blot 检测竖脊肌中 p38 MAPK尧PGC-1琢 蛋白表达水平遥 结果 干预结束后袁与空白

组比较袁模型组大鼠一般情况半定量评分显著升高渊P约0.01冤袁体质量尧力竭游泳时间尧旷场实验运动总路程和进入中央区次数显著降低

渊P<0.01冤袁竖脊肌肌原纤维排列紊乱袁线粒体数量减少袁玉型肌纤维比例减少袁域型肌纤维比例增加袁ATP含量尧PGC-1琢 mRNA表达尧p38
MAPK 和 PGC-1琢 蛋白相对表达量均显著降低渊P<0.01冤遥 与模型组比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠一般情况半定量评分降

低渊P约0.05冤袁体质量尧力竭游泳时间尧旷场实验运动总路程和进入中央区次数升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁竖脊肌肌原纤维排列更加整齐袁
线粒体数量增多袁玉型肌纤维比例增加袁域型肌纤维比例减少袁ATP 含量尧PGC-1琢 mRNA 表达尧p38 MAPK 和 PGC-1琢 蛋白相对表

达量均升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与人参皂苷组比较袁点按脾俞组大鼠一般情况半定量评分尧体质量尧力竭游泳时间尧旷场实验运动总路

程和进入中央区次数差异无统计学意义渊P>0.05冤袁竖脊肌电镜表现接近袁玉型尧域型肌纤维比例接近袁ATP含量尧p38 MAPK 和 PGC-
1琢 蛋白相对表达量差异无统计学意义渊P>0.05冤袁PGC-1琢 mRNA表达显著升高渊P<0.01冤遥 结论 点按脾俞穴能有效改善 CFS 大鼠疲

劳状态尧运动能力以及焦虑状态袁并促进骨骼肌肌纤维的重塑袁其机制可能与激活 p38 MAPK/PGC-1琢信号通路有关遥
也关键词页 慢性疲劳综合征曰点按法曰脾俞穴曰过氧化物酶体增殖物激活受体 酌 共激活因子 1琢曰骨骼肌重塑
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慢性疲劳综合征渊chronic fatigue syndrome, CFS冤
是一种以持续或反复发作的严重疲劳为主要表现袁
常伴有劳累后不适尧慢性疼痛尧睡眠紊乱尧认知障碍

和抑郁等症状的慢性致残性疾病[1]遥CFS 全球发病率

为 0.1%~2.2%[2]袁该病导致患者生活质量显著降低袁
并对社会经济造成巨大负担[3]遥 目前袁CFS 治疗尚缺

乏特效药物袁主要依赖于对症支持治疗和认知行为

疗法袁但疗效有限且难以逆转核心病理进程[4]遥 近年

来袁推拿在 CFS 治疗中展现出潜在临床价值遥 作为

一种安全有效的中医外治法袁推拿可改善 CFS 患者

的疲劳尧焦虑及睡眠障碍袁提高 CFS 患者生活质量

水平[5]袁但其作用机制尚未完全阐明遥

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effects of acupressure at Pishu (BL20) on skeletal muscle fiber types and the expression
of p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK)/ peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC-
1琢) signaling in rats with chronic fatigue syndrome (CFS), and to explore the mechanism by which acupressure at Pishu (BL20)
remodels skeletal muscle in CFS rats. Methods Thirty-two SD rats were randomly divided into a blank group (n=8) and a modeling
group (n=24). The CFS model was established in the modeling group using a multifactorial compound stimulation method for a
modeling period of 21 days. After modeling, rats in the modeling group were further randomly divided into a model group, a Pishu
(BL20) acupressure group, and a ginsenoside group, with 8 rats in each group. The blank group and model group received restraint
fixation and intragastric administration of physiological saline at 1 mL/day. The Pishu (BL20) acupressure group received restraint
fixation, intragastric administration of physiological saline at 1 mL/day, and bilateral acupressure at Pishu (BL20). The ginsenoside
group received restraint fixation and intragastric administration of ginsenoside aqueous solution at 1 mL/day. All interventions were
performed once daily for 14 days. During the experiment, semiquantitative scoring of general condition, body weight measurement,
exhaustive swimming test, and open field test were conducted. After the intervention, calcium-cobalt adenosine triphosphatase
(ATPase) staining was used to detect muscle fiber types in the erector spinae of rats. Transmission electron microscopy was
employed to observe the ultrastructure of the erector spinae. ELISA was used to measure the ATP contents in the erector spinae.
Real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) was applied to detect the messenger ribonucleic acid (mRNA) expression of
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC-1琢) in the erector spinae. Western blot analysis was
performed to assess the protein expression levels of p38 MAPK and PGC-1琢 in the erector spinae. Results Following the
intervention, compared with the blank group, rats in the model group showed significantly higher semiquantitative scores of general
condition (P<0.01), and significantly lower body weight, exhaustive swimming time, total distance traveled and number of entries into
the central area in the open field test (P<0.01). In the model group, myofibrils in the erector spinae were disorganized, the number
of mitochondria was reduced, the proportion of type I muscle fibers decreased while type II muscle fibers increased, and the ATP
content, PGC-1琢 mRNA expression, as well as the relative expression of p38 MAPK and PGC-1琢 proteins were all significantly
reduced (P<0.01). Compared with the model group, both the Pishu (BL20) acupressure group and the ginsenoside group showed
decreased semiquantitative scores of general condition (P<0.05), and increased body weight, exhaustive swimming time, total distance
traveled and number of entries into the central area (P<0.05, P<0.01). In these two groups, the arrangement of myofibrils in the
erector spinae became more orderly, the number of mitochondria increased, the proportion of type I muscle fibers increased while
type II decreased, and ATP content, PGC-1琢 mRNA expression, and the relative expression of p38 MAPK and PGC-1琢 proteins
were elevated (P<0.05, P<0.01). Compared with the ginsenoside group, there was no statistically significant difference in semiquantitative
score of general condition, body weight, exhaustive swimming time, total distance in the open field test, number of entries into the
central area, ultrastructural observation under electron microscopy, proportions of type I and II muscle fibers, ATP content, and
relative protein expression levels of p38 MAPK and PGC-1琢 between the Pishu (BL20) acupressure group and the ginsenoside
group (P>0.05). However, the Pishu (BL20) acupressure group showed a significantly higher expression of PGC-1琢 mRNA (P<0.01).
Conclusion Acupressure at Pishu (BL20) can effectively ameliorate fatigue, exercise capacity, and anxiety in rats with CFS, and
promote skeletal muscle fiber remodeling. The underlying mechanism may be related to the activation of the p38 MAPK/PGC-1琢
signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 chronic fatigue syndrome; acupressure; Pishu (BL20); peroxisome proliferator-activated receptor gamma coac鄄
tivator 1-alpha; skeletal muscle remodeling
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骨骼肌疲劳被认为是 CFS 的核心病理生理特

征之一[6]袁CFS 骨骼肌病理改变具体表现为玉型慢肌

纤维比例减少尧域型快肌纤维比例增加及线粒体功

能障碍[7]遥 孙莉莉等[8]通过生物信息学筛选发现袁过
氧化物酶体增殖物激活受体 酌 共激活因子 1琢渊per鄄
oxisome proliferator-activated receptor gamma coac鄄
tivator 1-Alpha, PGC-1琢冤可能是调控骨骼肌疲劳

的关键靶点遥 研究证实袁PGC-1琢 表达可促进骨骼肌

重塑袁诱导域型快肌纤维向玉型慢肌纤维转化袁并
增强线粒体生物合成和能量代谢[9-10]遥 p38 丝裂原活

化蛋白激酶渊p38 mitogen-activated protein kinase,
p38 MAPK冤是激活 PGC-1琢 表达及其功能的上游关

键信号途径[11-12]遥 课题组前期研究发现袁推拿可提高

CFS 大鼠竖脊肌 PGC-1琢 含量袁并改善骨骼肌的萎

缩情况[13]遥 基于以上理论袁p38 MAPK/PGC-1琢 信号

通路可能是推拿缓解 CFS 骨骼肌疲劳的潜在作用

靶点遥
本研究通过构建 CFS 大鼠模型袁观察点按脾俞

穴干预对大鼠运动行为学表现尧竖脊肌玉型与域型

肌纤维比例尧竖脊肌超微结构尧三磷酸腺苷渊adeno鄄
sine triphosphate, ATP冤含量以及 p38 MAPK尧PGC-
1琢 基因和蛋白表达水平的影响袁进而探究点按脾

俞穴对 CFS 骨骼肌重塑的影响及其潜在分子作用

机制遥
1 材料

1.1 动物

SPF 级健康成年雄性 SD 大鼠 32 只袁体质量

200耀250 g袁来源为湖南斯莱克景达实验动物有限公

司袁实验动物许可证为 SCXK渊湘冤2021-0002遥 将大

鼠分笼饲养于湖南中医药大学动物中心 SPF 级实

验室袁置于温度渊24依2冤 益尧湿度 50%~60%尧昼夜等

长循环光照的环境袁喂养普通饲料及蒸馏水袁适应性

饲养 7 d遥
1.2 伦理审查

本研究经湖南中医药大学动物伦理委员会审查

批准袁批准编号院HNUCM21-2404-32袁实验动物的

护理和实验操作严格遵循实验动物福利伦理的相关

规定遥
1.3 药物

人参皂苷片袁25 mg/片袁沈阳东昂制药有限公司

生产渊生产批号院Z20026640冤遥
1.4 试剂与仪器

异氟烷渊深圳市瑞沃特生命科技有限公司袁批
号院R510-22冤曰ATP 含量测试盒渊南京建成生物工程

研究所袁货号院A095-1-1冤曰p38 MAPK 抗体尧GAPDH
抗体渊上海埃必威生物技术有限公司袁货号院CY5262尧
AB0037冤曰PGC-1琢 抗体渊武汉三鹰生物技术有限公

司袁货号院66368-1-玉G冤曰二抗渊武汉赛维尔生物科

技有限公司袁货号院G1213冤曰RNA 提取试剂尧qPCR 预

混液尧qPCR 扩增液渊南京诺唯赞生物科技股份有限

公司袁货号院R401-01尧R223-01尧Q712-02冤曰GelRed
核酸染料渊美国 Biotium 公司袁货号院41003冤曰ATP 酶

染色试剂盒渊武汉皮诺飞生物科技有限公司袁货号院
P0131冤遥

呼吸麻醉机渊深圳市瑞沃特生命科技有限公司袁
型号院R500 通用型冤曰按法刺激仪渊自制袁专利号院ZL
202210366733.1冤曰酶标仪尧荧光定量 PCR 仪渊美国

Bio-Rad 公司袁型号:iMark尧CFX Connect冤曰石蜡包埋

机渊德国徕卡公司袁型号院EG1150冤曰高速组织研磨仪

渊武汉赛维尔生物科技有限公司袁型号院KZ-域冤曰冰
冻切片机渊美国 Thermo 公司袁型号院HM525 NX冤曰
PCR 梯度基因扩增仪渊美国 SCILOGEX 公司袁型号院
SCI1000-G冤遥
1.5 实验操作具体时间节点

实验操作具体时间节点院实验第 1 天起袁进行为

期 21 d 造模曰实验第 22 天起袁进行为期 14 d 的干

预遥 实验共计 36 d袁自实验第 1 天起袁每隔 7 天进行

实验大鼠一般情况半定量评分评估尧体质量测量尧力
竭游泳实验尧旷场实验遥
2 方法

2.1 造模及分组

32 只大鼠按随机数字表法选定 8 只为空白组袁
不采取措施袁剩下 24 只大鼠为造模组袁以多因素复

合应激刺激法[14-15]建立 CFS 模型袁造模周期为 21 d袁
具体方法如下遥 渊1冤强迫负重游泳院造模组大鼠采取

力竭性训练袁尾部捆绑自量 3%的焊锡丝袁于水温

渊25依2冤 益尧水深超 45 cm 的水桶内游泳至力竭状

态袁大鼠浮在水面不动时袁实验人员进行驱赶使其维

持运动袁至大鼠力竭遥 每天 1 次袁持续 21 d遥 力竭标

准院大鼠动作失调袁无法继续游泳袁沉入水下无法浮
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出超过 10 s遥 将力竭大鼠捞起后迅速擦干毛发袁置
于饲养笼中休息遥 渊2冤慢性应激刺激院造模期间每天

随机对造模组大鼠进行两种可承受范围内的应激刺

激袁应激刺激方式包含院12 h 禁食曰12 h 禁水曰通宵

照明曰夹尾 1 min曰噪声干扰渊持续 1 h 110 dB冤曰足底

电击渊强度 1 mA袁30 V袁每次 30 s袁间隔 1 min 再

次刺激袁共行 5 次冤遥 每天 1 次袁持续 21 d遥
根据一般情况半定量评分观察表对大鼠精神状

态尧粪便性状尧皮毛色泽及耳尾颜色进行评分袁总评

分逸4 分表明造模成功[15-16]遥 造模结束后袁按随机数

字表法将造模成功的 24 只大鼠分为模型组尧点按脾

俞组和人参皂苷组袁每组 8 只遥
2.2 干预方法

空白组尧模型组大鼠采取捆绑固定并给予生理

盐水灌胃袁1 mL/d袁共 14 d遥
人参皂苷组大鼠采取捆绑固定并给予人参皂苷

水溶液灌胃[17]渊按总皂苷含量计袁浓度为 17.49 mg/
mL冤袁每次 1 mL袁每天 1 次袁连续 14 d遥

点按脾俞组大鼠采取捆绑固定尧生理盐水灌胃

1 mL/d 和点按脾俞穴遥大鼠在动物气体麻醉机的协

助下以 3%浓度异氟烷吸入麻醉袁俯卧位捆绑固定袁
采用按法刺激仪于背部双侧脾俞穴 [18-19]行按法操

作袁根据前期实验数据[20]将按法刺激仪的力量参数

设置为 0.14 kg袁单侧刺激时间 7.5 min袁双侧共计

15 min袁每天 1 次袁连续 14 d遥
2.3 取材

行为学检测结束后袁将 32 只大鼠用 3%的戊巴

比妥钠溶液根据体质量渊25 mg/kg冤腹腔注射方式处

死袁俯卧位固定袁沿背部后正中线切开皮肤袁剔除皮

毛尧筋膜袁分离出脊柱周围肌肉袁剥离双侧竖脊肌袁4 益
生理盐水洗净血液后袁将肌肉组织修剪整齐后分装遥
根据检测指标袁将大鼠竖脊肌一部分组织放入电镜

固定液中固定袁拟行透射电镜观察曰另一部分组织装

入 2 mL EP管袁液氮速冻后于-80 益冰箱保存袁拟行

分子生物学及组织形态学检查遥
2.4 观察指标

2.4.1 一般情况 一般情况包括大鼠一般情况半定

量评分观察表评分和大鼠体质量袁 每隔 7 天记录 1
次遥 大鼠一般情况半定量评分观察表常用于评价 CFS
造模情况袁总评分逸4分表明造模成功[15-16]遥 体质量下

降在一定程度上可反映大鼠的疲劳程度遥
2.4.2 行为学检测 渊1冤力竭游泳实验[21]院采用力竭

游泳实验反映动物的运动耐力及疲劳程度遥 大鼠尾

部捆绑自重 3%的焊锡丝袁于水温渊25依2冤 益尧水深超

45 cm 水桶内强迫游泳至力竭状态遥力竭标准院大鼠

动作失调袁无法继续游泳袁口鼻部沉入水下无法浮起

超过 10 s遥 记录大鼠自开始游泳至达到力竭标准的

时长遥
渊2冤旷场实验[22]院采用旷场实验观察大鼠的自主

活动能力和心理状态遥 将大鼠放入旷场实验箱底面

的中央格内袁观察 6 min 内大鼠的运动总路程和进

入中央区次数遥运动总路程反映大鼠主动运动能力袁
进入中央区次数反映大鼠的焦虑状态遥
2.4.3 肌纤维类型检测 采用 ATP 酶钙钴法染色袁
取各组大鼠竖脊肌袁冷冻切片袁切片厚度 10 滋m袁滴加

酸性前孵育液染色 15 min袁去除多余染液袁在含

ATP 的底物液中孵育 30 min袁去除多余染液后袁在
1%氯化钙溶液中孵育 10 min袁冲洗后立即放入 1%
硝酸钴溶液孵育 5 min袁冲洗后硫化铵溶液显色 5 min袁
再次冲洗去除多余染液袁经梯度乙醇脱水和二甲苯

透明后袁显微镜下依据染色深浅区分肌纤维类型袁玉
型纤维深染呈现黑色或棕黑色袁域型纤维着色较浅遥
2.4.4 竖脊肌超微结构观察 大鼠竖脊肌切割成

1 mm伊1 mm伊1 mm 的组织块袁以 0.1 mol 二甲胂酸

钠缓冲液 4 益下冲洗袁于 1%锇酸和 2%醋酸双氧铀

中各固定 2 h袁组织块固定后经梯度脱水尧环氧树脂

包埋袁60 益孵育 48 h 后袁制成厚度 70 nm 的超薄切

片袁以醋酸双氧铀尧柠檬酸铅双染色遥 经透射电镜在

5 000~20 000 倍下观察竖脊肌的超微结构遥
2.4.5 竖脊肌中 ATP 含量检测 取各组大鼠竖脊

肌袁按照 ELISA 试剂盒说明书操作袁检测各组大鼠

竖脊肌中的 ATP 含量遥
2.4.6 竖脊肌中 PGC-1琢 mRNA 表达检测 采用

实时荧光定量 PCR 法袁取大鼠竖脊肌约 100 mg袁加
入 1 mL Trizol 后充分匀浆袁依次加入氯仿尧异丙醇

提取总 RNA袁计算总 RNA 浓度及纯度遥 将 RNA 逆

转录为 cDNA袁逆转录条件为 50 益延伸 15 min尧85 益
失活 5 min袁参考 SYBR Green 染料法进行循环扩增袁
扩增条件院95 益预变性 30 s袁95 益变性 10 s袁60 益
退火 30 s袁95 益延伸 15 s袁共 40 个循环遥 以GAPDH
为内参袁采用 2-荭荭Ct 法计算目的基因的相对表达水
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平遥 由擎科生物科技北京股份有限公司合成引物袁
引物序列详见表 1遥

2.4.7 竖脊肌中 p38 MAPK尧PGC-1琢 蛋白表达水

平检测 采用 Western blot 检测袁取大鼠竖脊肌袁加
入适量的 RIPA 裂解液袁 充分匀浆后冰上提取蛋白

质遥 采用 BCA 法测定蛋白浓度袁 配制蛋白上样液袁
100 益高温下加热变性遥 将变性蛋白上样液加入凝

胶上样孔中进行电泳遥 电泳后转移蛋白至 PVDF 膜

上袁并在含 5%脱脂牛奶的 TBST 溶液中封闭 1 h遥
TBST 洗膜后加入一抗 p38 MAPK渊1颐2 000 稀释冤尧
PGC-1琢渊1颐50 000 稀释冤尧GAPDH渊1颐5 000 稀释冤4 益
孵育过夜遥 TBST洗膜后加入二抗渊1颐15 000稀释冤袁在
37 益孵育 1 h后洗膜遥 加入 ECL发光液袁于化学发光

凝胶成像仪上显影遥 以GAPDH为内参蛋白袁用Image
Lab 3.0 软件测量灰度值袁用 p38 MAPK 和 PGC-1琢
的灰度值与内参灰度值的比值进行半定量分析袁以
计算各组蛋白的相对表达量遥
2.5 统计学方法

运用 SPSS 25.0 进行统计学分析遥 符合正态分

布并且方差齐的计量资料以野曾依s冶表示袁多组间比较

采用单因素方差分析袁两两比较用 LSD 法曰不符合

正态分布时采用 Kruskal-Wallis H 检验遥 以 P约0.05
表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组大鼠一般情况半定量评分比较

实验第 1 天渊造模前冤袁各组大鼠一般情况半定

量评分均为 0 分遥 实验第 22 天渊造模后冤袁与空白组

比较袁模型组尧点按脾俞组和人参皂苷组大鼠一般情

况半定量评分显著升高渊P<0.01冤袁评分均超过 4 分袁
提示 24 只大鼠均成功构建 CFS 模型袁且模型组尧点
按脾俞组和人参皂苷组大鼠之间的一般情况半定量

评分差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 实验第 36 天渊干

预结束后冤袁与空白组比较袁模型组大鼠一般情况半

定量评分显著升高渊P<0.01冤曰与模型组比较袁点按脾

俞组和人参皂苷组大鼠的一般情况半定量评分降低

渊P约0.05冤曰点按脾俞组和人参皂苷组大鼠之间的一

般情况半定量评分差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详

见图 1遥

3.2 各组大鼠体质量比较

实验第 1 天渊造模前冤袁与空白组比较袁模型组尧
点按脾俞组和人参皂苷组体质量差异无统计学意义

渊P跃0.05冤遥实验第 22 天渊造模后冤袁与空白组比较袁模
型组尧点按脾俞组和人参皂苷组大鼠体质量显著降

低渊P<0.01冤曰模型组尧点按脾俞组和人参皂苷组大鼠

之间的体质量差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 实验第

36 天渊干预结束后冤袁与空白组比较袁模型组大鼠体

质量显著降低渊P<0.01冤曰与模型组比较袁点按脾俞组

和人参皂苷组大鼠体质量显著升高渊P<0.01冤曰点按

脾俞组与人参皂苷组大鼠之间的体质量差异无统计

学意义渊P>0.05冤遥 详见图 2遥
3.3 各组大鼠力竭游泳时间比较

实验第 1 天渊造模前冤袁与空白组比较袁模型组尧
点按脾俞组和人参皂苷组大鼠力竭游泳时间差异无

统计学意义渊P>0.05冤遥 实验第 22 天渊造模后冤袁与空

白组比较袁模型组尧点按脾俞组和人参皂苷组大鼠力

竭游泳时间显著降低渊P<0.01冤袁且 3 组大鼠之间的

力竭游泳时间差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 实验第

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
基因

GAPDH

PGC-1琢

引物序列渊5'-3'冤
正向:ACAGCAACAGGGTGGTGGAC
反向:TTTGAGGGTGCAGCGAACTT
正向:CCGCGAACATATTCGAGAAG
反向:GCTTCTTAAGTAGAGACGGC

长度/bp
253

222

图 1 各组大鼠一般情况半定量评分比较渊曾依s袁n=8冤
Fig.1 Semi-quantitative comparison of the general

condition among groups of rats 渊曾依s, n=8冤
注院与空白组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05遥
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图 2 各组大鼠体质量比较渊曾依s袁n=8冤
Fig.2 Comparison of body weight among groups of rats

渊曾依s, n=8冤
注院与空白组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

36 天渊干预结束后冤袁与空白组比较袁模型组大鼠力

竭游泳时间均显著下降渊P<0.01冤曰与模型组比较袁点
按脾俞组与人参皂苷组大鼠力竭游泳时间均显著升

高渊P<0.01冤曰点按脾俞组和人参皂苷组大鼠之间的

力竭游泳时间差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见

图3遥
3.4 各组大鼠旷场实验运动总路程和进入中央区

次数比较

实验第 1 天渊造模前冤袁与空白组比较袁模型组尧
点按脾俞组和人参皂苷组大鼠旷场实验运动总路程

和进入中央区次数差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 实

验第 22 天渊造模后冤袁与空白组比较袁模型组尧点按脾

俞组和人参皂苷组大鼠旷场实验运动总路程和进入

中央区次数显著降低渊P<0.01冤遥 实验第 36 天渊干预

结束后冤袁与空白组比较袁模型组大鼠旷场实验运动

总路程和进入中央区次数显著降低渊P<0.01冤曰与模

型组比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠旷场实验

运动总路程和进入中央区次数升高渊P<0.05冤曰点按

脾俞组和人参皂苷组大鼠之间的旷场实验运动总

路程和进入中央区次数差异无统计学意义渊P>0.05冤遥
详见图 4遥
3.5 各组大鼠竖脊肌超微结构比较

电镜下袁可见空白组大鼠竖脊肌肌节长短均一袁
肌原纤维排列整齐袁肌节中明暗带交界清楚袁规则交

图 3 各组大鼠力竭游泳时间比较渊曾依s袁n=8冤
Fig.3 Comparison of exhaustive swimming time among

groups of rats 渊曾依s, n=8冤
注院与空白组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

图 4 各组大鼠旷场实验运动总路程和进入中央区次数比较渊曾依s袁n=8冤
Fig.4 Comparison of total distance traveled and number of entries into the central area in the open field test

among groups of rats 渊曾依s, n=8冤
注院与空白组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05遥
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替排列袁Z 线和 M 线连续且清晰曰线粒体为卵圆形袁
结构形态均正常遥 模型组大鼠竖脊肌可见肌原纤维

排列紊乱袁甚至出现部分肌纤维断裂袁部分横纹模糊

不清袁肌节排列不规则袁暗带紊乱袁部分 M 线模糊或

消失袁Z 线扭曲断裂袁有水纹样变出现曰线粒体数量

减少袁结构出现异常袁肿胀变圆尧嵴结构减少袁呈空泡

状遥 与模型组比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠

竖脊肌肌原纤维排列趋于整齐袁明暗带交界较清楚袁
M 线较明显袁Z 线较整齐袁部分出现错位袁肌膜下可

见线粒体聚集曰线粒体数量增多袁呈细长杆状和卵

圆形袁或呈融合形态袁仅少数肿胀或嵴结构紊乱遥 点

按脾俞组和人参皂苷组大鼠竖脊肌电镜表现接近遥
详见图 5遥
3.6 各组大鼠竖脊肌玉型和域型肌纤维比例比较

ATP 酶染色可见袁空白组大鼠竖脊肌玉型和域
型肌纤维比例平衡遥 与空白组比较袁模型组大鼠玉

型肌纤维比例减少袁域型肌纤维比例增加遥与模型组

比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠竖脊肌玉型

肌纤维比例增加袁域型肌纤维比例减少遥 详见图6遥
3.7 各组大鼠竖脊肌中 ATP 含量尧PGC-1琢 mRNA
表达比较

与空白组比较袁模型组竖脊肌中 ATP 含量及

PGC-1琢 mRNA 表达显著降低渊P<0.01冤曰与模型组

比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠竖脊肌中 ATP
含量及 PGC-1琢 mRNA 表达升高渊P<0.05袁P<0.01冤曰
与人参皂苷组比较袁点按脾俞组大鼠竖脊肌中 ATP
含量差异无统计学意义渊P跃0.05冤袁PGC-1琢 mRNA表达

显著升高渊P<0.01冤遥 详见表 2遥
3.8 各组大鼠竖脊肌中 p38 MAPK和 PGC-1琢蛋

白相对表达量比较

与空白组比较袁模型组竖脊肌中 p38 MAPK尧
PGC-1琢 蛋白相对表达量显著降低渊P<0.01冤曰与模

图 5 各组大鼠竖脊肌超微结构比较

Fig.5 Comparison of the ultrastructure of the erector spinae muscle among groups of rats
注院箭头所指为线粒体袁黄色箭头所指为正常线粒体袁绿色箭头所指为肿胀线粒体袁红色箭头所指为融合形态线

粒体曰上图标尺=5 滋m袁下图标尺=500 nm遥

空白组 模型组 点按脾俞组 人参皂苷组

图 6 各组大鼠竖脊肌玉型和域型肌纤维比例比较

Fig.6 Comparison of the proportions of type 玉 and type 域 muscle fibers in the erector spinae
muscle among groups of rats

注院红色箭头所指为玉型纤维深染呈现黑色或棕黑色袁黄色箭头所指为域型纤维浅染呈现浅灰色曰标尺=200 滋m遥

空白组 模型组 点按脾俞组 人参皂苷组
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表 2 各组大鼠竖脊肌中 ATP含量及 PGC-1琢 mRNA
表达比较

Table 2 Comparison of ATP content and PGC-1琢
mRNA expression in the erector spinae muscle among

groups of rats
组别

空白组

模型组

点按脾俞组

人参皂苷组

F值

P值

n

8
8
8
8

ATP/渊滋mol/g prot冤
3 424.25依1 106.80

905.93依281.66**
1 885.87依413.23#

1 780.26依632.04#

14.027
约0.001

PGC-1琢 mRNA
5.48依0.37
1.16依0.14**
3.58依0.30##银银

2.30依0.18##

148.516
约0.001

注院与空白组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05曰与人参皂苷

组比较袁银银P<0.01遥

表 3 各组大鼠竖脊肌中 p38 MAPK和 PGC-1琢蛋白

相对表达量比较

Table 3 Comparison of relative expression levels of
p38 MAPK and PGC-1琢 proteins in the erector spinae

muscle among groups of rats
组别

空白组

模型组

点按脾俞组

人参皂苷组

F值

P值

n

8
8
8
8

p38 MAPK/GAPDH
1.03依0.21
0.19依0.09**
0.64依0.04##

0.59依0.05##

25.383
约0.001

PGC-1琢/GAPDH
0.90依0.05
0.22依0.04**
0.39依0.02##

0.38依0.07##

118.780
约0.001

注院与空白组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁##P<0.01遥

型组比较袁点按脾俞组和人参皂苷组大鼠竖脊肌中

p38 MAPK 和 PGC-1琢 蛋白相对表达量显著升高

渊P<0.01冤曰与人参皂苷组比较袁点按脾俞组大鼠竖脊

肌中 p38 MAPK 和 PGC-1琢 蛋白相对表达量差异

无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 3袁图 7遥

4 讨论

CFS 归属于中医学野虚劳冶野五劳冶范畴袁病位多

在脏腑袁病机以脾虚为本袁以肝郁肾亏为标[23]遥 中医

推拿治疗 CFS 重在补虚袁通过调整脏腑功能平衡袁
通调营卫阴阳袁在改善疲劳尧调节机体功能方面具有

独特的优势遥 叶素问窑痿论篇曳中认为野脾主肌肉冶袁脾
气亏虚则水谷精微输布失常袁肌肉失于濡养而痿软

乏力遥 脾俞穴作为脾脏精气在足太阳膀胱经的输注

之所袁是调节 CFS 的关键腧穴遥 多项基于文献分析

法的研究进一步证实袁中医治疗 CFS 的选穴归经以

足太阳膀胱经为主袁选穴集中于背部背俞穴袁其中脾

俞穴使用频率最高[24-26]遥 课题组前期研究表明袁按法

可改善线粒体超微结构袁促进线粒体修复[27]遥 进一步

研究发现袁点按脾俞尧胃俞穴可缓解 CFS 大鼠外周

炎症袁改善疲劳状态及运动水平[28]遥 基于以上理论和

CFS 慢性虚弱证候的特点袁本研究选取点按脾俞穴

作为干预手段遥
本研究通过一般情况半定量评分观察表得分和

大鼠体质量评估 CFS 大鼠疲劳状态袁以力竭游泳实

验测试 CFS 大鼠被迫运动能力袁采用旷场实验测试

CFS 大鼠主动运动能力和焦虑状态遥研究结果表明袁
点按脾俞穴改善了 CFS 大鼠的疲劳程度尧被迫运动

能力尧主动运动能力以及焦虑状态遥 ATP 酶染色和

透射电镜结果显示袁与空白组比较袁模型组大鼠玉型

肌纤维比例减少袁域型肌纤维比例增加袁肌纤维排列

紊乱袁线粒体数量减少袁结构出现异常袁肿胀变圆尧线
粒体嵴结构减少呈空泡状曰而点按脾俞穴增加了

CFS 大鼠玉型肌纤维的比例袁减少了域型肌纤维的

比例袁使肌纤维排列更加整齐袁并促进了线粒体数

量增加和结构改善遥 此外袁研究结果还显示袁模型组

大鼠竖脊肌中 ATP 含量显著低于空白组曰而与模型

组比较袁点按脾俞组大鼠竖脊肌中 ATP 含量明显

升高袁这间接反映了点按脾俞穴促进了域型肌纤维

向玉型肌纤维的转化遥上述结果表明袁CFS 会导致骨

骼肌玉型肌纤维数量减少尧域型肌纤维数量增加以

及线粒体功能和结构异常袁而点按脾俞穴改善了上

述病理变化袁并促进了 CFS 患者疲劳程度尧运动能

力以及焦虑状态的恢复遥
骨骼肌疲劳是 CFS 躯体疲劳的特征性病理改

变袁表现为玉型肌纤维含量减少尧域型肌纤维含量增

图 7 各组大鼠竖脊肌中 p38 MAPK和 PGC-1琢蛋白

电泳条带图

Fig.7 Electrophoresis bands of p38 MAPK and PGC-
1琢 proteins in the erector spinae muscle among groups

of rats
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加以及线粒体结构和功能的改变[29-30]遥 骨骼肌中的

ATP 在一定程度上反映肌纤维类型袁玉型肌纤维主要

通过有氧代谢途径产生大量 ATP袁而域型肌纤维依

靠无氧糖酵解产生少量 ATP[31]遥 已有研究证明袁激
活p38 MAPK/PGC-1琢 信号通路可诱导骨骼肌纤维

从玉型肌纤维转化为域型肌纤维袁并促进线粒体生

物发生袁促进骨骼肌的纤维重塑[12,32]遥激活 p38 MAPK
信号通路增强了 PGC-1琢 表达 [11]袁PGC-1琢 是一种

转录共激活因子袁通过与其他转录因子的结合袁从而

增强靶基因的转录活性[33-34]遥 PGC-1琢 的表达能够改

变肌细胞增强因子 2渊myocyte enhancer factor 2,
MEF2冤活性袁促进域型快肌纤维向玉型慢肌纤维转

化[35-36]遥 此外袁PGC-1琢 能够与下游目标基因核呼吸

因子渊nuclear respiratory factor, NRF冤-1尧NRF-2 结

合袁激活线粒体转录因子 A渊mitochondrial transcrip鄄
tion factor A, TFAM冤的表达袁从而促进线粒体 DNA
的复制和转录袁改善线粒体的生物合成[37-39]遥

基于以上结果袁本研究进一步探索了点按脾俞

穴对 CFS 大鼠骨骼肌重塑的作用机制遥 结果发现袁
相较于空白组袁模型组大鼠竖脊肌中 PGC-1琢 mR鄄
NA 和蛋白表达水平均降低袁p38 MAPK 蛋白表达水

平降低曰而点按脾俞穴干预 CFS 模型大鼠后袁明显

提高了 PGC-1琢 mRNA 和蛋白表达水平以及 p38
MAPK 蛋白表达水平遥这提示点按脾俞穴可能通过激

活p38 MAPK/PGC-1琢 信号通路促进骨骼肌重塑袁
从而改善骨骼肌疲劳和 CFS 的疲劳状态遥

人参皂苷是人参中提取的主要活性成分袁具有

明确的抗疲劳作用[40]遥研究证实袁人参皂苷可通过提

高机体有氧代谢合成 ATP 的能力袁增加肌肉供能及

机体对底物糖的利用率袁从而缓解疲劳[41-42]遥 故本研

究阳性对照药物选用人参皂苷袁结果显示袁人参皂苷

干预可促进 CFS 骨骼肌的重塑以及 p38 MAPK/
PGC-1琢 信号通路的激活袁从而实现抗疲劳作用遥 而

点按脾俞穴干预 CFS 显示出与人参皂苷相当或更

显著的疗效遥
综上所述袁点按脾俞穴可有效改善 CFS 大鼠的

疲劳状态尧运动能力以及焦虑状态袁并促进骨骼肌肌

纤维重塑袁其机制可能是与激活 p38 MAPK/PGC-1琢
信号通路有关遥 然而袁本研究存在以下局限性院渊1冤机
制验证深度不足袁缺乏对目标信号通路的反向验证曰
渊2冤下游信号未充分探索遥 后续将通过设置p38 MAPK/

PGC-1琢 信号通路关键蛋白的抑制剂或激动剂展开

进一步研究袁并通过免疫共沉淀探索PGC-1琢 与其

他转录因子渊如 MEF2尧NRF-1尧NRF-2冤的相互作用袁
以进一步阐明骨骼肌重塑的分子调控机制遥
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