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穴区外泌体在电针促进多裂肌损伤大鼠
肌肉再生修复中的作用

吕宗泽 1，谢 淼 1，陈 颖 1，徐小琳 1，黄志宾 1，王迪霖 2，李文敏 2，温春娣 2，刘 通 1，3
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【摘　要】　目的：观察电针对多裂肌损伤模型大鼠肌肉再生修复的影响，探讨穴区外泌体在针刺调节中的

作用。方法：将 40 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、电针组、抑制剂组，每组 10 只。模型组、电针组和抑

制剂组采用 0.5% 布比卡因肌肉注射制备多裂肌损伤模型。电针组和抑制剂组分别予以电针“委中”和

“肾俞”治疗，疏密波，频率 2 Hz/10 Hz，1 mA，每次 20 min，1 次/d，连续干预 7 d。抑制剂组在每次电针前

1 h 予双侧“委中”和“肾俞”穴位注射外泌体抑制剂 GW4869（3 mg/mL，50 µL/穴）。造模后第 7 天取多裂

肌，HE 染色观察多裂肌组织形态变化，Masson 染色观察多裂肌胶原纤维，免疫组织化学法观察配对盒转录

因 子 7（Pax7）、成 肌 分 化 抗 原（MyoD）的 阳 性 表 达，提 取 各 组 大 鼠 血 清 外 泌 体 并 采 用 透 射 电 子 显 微 镜

（TEM）、纳米颗粒追踪分析技术（NTA）进行鉴定，Western blot 法检测各组大鼠多裂肌组织中肌细胞生成

素（MyoG）、肌球蛋白重链（MyHC）及血清外泌体中 CD63、程序性细胞死亡因子 6 相互作用蛋白（Alix）、肿

瘤易感基因 101 蛋白（TSG101）的表达。结果：模型组大部分肌纤维变性坏死，肌纤维周围可见大量炎性细

胞浸润，可见大片蓝染胶原纤维；电针组肌纤维形态较完整，新生肌纤维较多，损伤区炎性细胞减少，胶原纤

维明显减少；抑制剂组肌纤维破坏及炎性细胞浸润仍较多，可见直径不均的新生肌纤维，胶原纤维较多。

TEM、NTA 及 Western blot 的结果均显示外泌体提取成功，电镜下其形态为典型茶托样，粒径范围集中分布

在 70~200 nm，标志蛋白 CD63、Alix、TSG101 均为阳性。与正常组比较，模型组多裂肌中 Pax7 的表达，血

清 外 泌 体 Alix、CD63 表 达 升 高（P<0.01，P<0.05，P<0.001）。与 模 型 组 比 较，电 针 组 多 裂 肌 中 Pax7、
MyoD、MyoG、MyHC 表达，血清外泌体 Alix、TSG101 表达显著升高（P<0.01，P<0.05）。与电针组比较，抑

制剂组多裂肌中 Pax7、MyoD、MyoG、MyHC 表达，血清外泌体 TSG101、CD63 表达显著降低（P<0.01，
P<0.05，P<0.001）。结论：电针能显著上调损伤多裂肌 Pax7、MyoD、MyoG 和 MyHC 的表达，促进腰多裂

肌再生修复，该作用可能与穴区外泌体释放有关。
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（MyHC） in the multifidus muscle， and CD63， programmed cell death protein 6 interacting protein （Alix） and tumor 

susceptibility gene 101 （TSG101） proteins in the serum exosomes in rats with lumbar multifidus muscle injury （MFMI）， 

so as to explore the effect of exosomes in acupoint areas on EA improvement of muscular regeneration and repair . 

Methods　Forty male SD rats were randomly divided into normal control， model， EA and EA+exosome inhibitor （EA+

inhibitor） groups， with 10 rats in each group. The MFMI model was established by injection of 0.5% bupivacaine （150 μL × 

4） into the 4 points of the multifidus muscle along the bilateral lumbar （L）4—L5 spinous processes. EA （2 Hz/10 Hz， 1 mA） 

was applied to bilateral “Weizhong” （BL40） and “Shenshu” （BL23） for 20 min， once a day for 7 d. For rats of the 

EA+inhibitor group， exosome inhibitor GW4869 （3 mg/mL， 50 μL/acupoint） was injected into bilateral BL40 and BL23 

1 h before each EA intervention. The morphological changes of the multifidus muscle were observed after H.E. staining 

and Masson staining. The immunoactivity of Pax7 and MyoD was observed by immunohistochemistry. The serum 

exosomes were extracted and identified by transmission electron microscope （TEM） and nanoparticle tracking analysis 

（NTA）. The expression levels of MyoG and MyHC in the multifidus muscle tissue and CD63， Alix and TSG101 proteins 

in the serum exosomes were detected by Western blot. Results　 Morphological results showed that in the model 

group， most of the muscle fibers were degenerated and necrotic， a large number of inflammatory cells infiltrated around 

the muscle fibers and more blue-stained collagen fibers were observed. In the EA group， the morphology of muscle 

fibers was relatively complete， with more new muscle fibers and reduced inflammatory cells in the injured area， and the 

collagen fibers were significantly reduced. In the EA+inhibitor group， there were still more muscle fiber destruction and 

inflammatory cell infiltration， new muscle fibers with uneven diameter and more collagen fibers. Compared with the 

normal control group， the immunoactivity of Pax7 in the multifidus muscle， the expression of Alix and CD63 proteins in 

the serum exosomes were significantly increased in the model group （P<0.01， P<0.05， P<0.001）. In comparison with 

the model group， the immunoactivity of Pax7 and MyoD， the expression levels of Alix and TSG101 in the serum 

exosomes and MyHC and MyoG proteins in the multifidus muscle were considerably up-regulated in the EA group （P<

0.01， P<0.05）. After local injection of GW4869 at BL40 and BL23， the immunoactivity of Pax7 and MyoD， the protein 

expression levels of TSG101， CD63， MyHC and MyoG were significantly lower in the EA+inhibitor group than those of 

the EA group （P<0.01， P<0.05， P<0.001）. The results of TEM and NTA showed that the exosomes were successfully 

extracted. The morphology of the exosomes was typical saucer-like under electron microscope， and the particle size 

range was concentrated in 70—200 nm. Conclusion　 EA of BL40 and BL23 can significantly up-regulate the 

expressions of Pax7， MyoD， MyoG and MyHC in the injured multifidus muscle， and promote the regeneration and 

repair of lumbar multifidus muscle， which may be related to its functions in promoting the release of exosomes in the 

acupoint area.

【KEYWORDS】　 Electroacupuncture； Multifidus muscle injury； Acupoints； Serum exosomes； Muscle repair and 

regeneration

随着医疗水平的不断提高，因腰部疾病如腰椎

间盘突出症、腰椎骨折等进行腰椎手术的病人越来

越多，脊柱外科手术率不断上升，腰椎后路手术是

目前临床上应用最广泛的脊柱手术方法。然而，约

有 10%~40% 的患者术后腰骶部疼痛及下肢放射

痛等症状仍然存在或反复发作，文献 [1]称这种腰椎

术后症状甚至超过术前的综合征为腰椎术后失败

综合征（FBSS）。术中对脊旁多裂肌的医源性损伤

往往使多裂肌发生炎性肿胀、坏死、萎缩，导致患者

术后出现新的腰背疼痛及功能障碍，是 FBSS 的主

要诱因之一 [2]。因此，探讨如何促进损伤多裂肌的

修复对缓解术后腰痛及功能障碍有重要临床意义。

大量临床研究已证实临床应用针刺疗法治疗

腰椎术后疼痛疗效确切 [3-4]。目前已有大量研究 [5-7]

证实，外泌体作为一种信息载体在骨骼肌生成、肌

肉再生和肌肉萎缩等过程中发挥着重要作用。亦

有研究 [8-9]显示，外泌体是针刺信息传递的重要途

径。课题组前期研究显示，电针“委中”和“肾俞”可

显著改善多裂肌损伤后的形态学并提高损伤腰多

裂肌中配对盒转录因子 7（Pax7）、成肌分化抗原

（MyoD）和肌细胞生成素（MyoG）蛋白的表达，从而

促进多裂肌的损伤修复 [10-15]。本研究在前期研究基

础上进一步探究电针在促进多裂肌损伤修复过程

中调控穴区外泌体释放的相关机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

清洁级健康成年雄性 SD 大鼠 40 只，体质量
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120~140 g，购于广东省医学实验动物中心，生产许

可证编号：SCXK（粤）2022-0002。随机分笼适应性

饲养 7 d，环境温度约 24 ℃，湿度为 40%~50%，明

暗周期 12 h，自由摄食和饮水。7 d 后，所有大鼠采

用随机数字表法分为正常组、模型组、电针组、抑制

剂组，每组各 10 只。动物的使用符合科学技术部颁

布的《关于善待实验动物的指导性意见》的相关规

定。本实验所有研究方案经广东省第二中医院实

验动物伦理委员会批准（批准号：048862）。

1.2　主要仪器和试剂

0.25 mm×13 mm 一次性针灸针、华佗牌电子

针疗仪（SDZ-ⅡB，苏州医疗用品厂），快速恒温冷冻

切片机（金华益迪），电热鼓风干燥箱（山东博科），

UIS2 显微镜（日本奥林巴斯），多功能成像系统、低

温型研磨仪（武汉赛维尔），台式高速微量冷冻离心

机套装（美国 SCILOGEX），酶标仪（北京凯奥），电

泳仪和转膜仪（北京东方瑞利），透射电子显微镜

（日本电子株式会社），纳米颗粒追踪分析系统（德

国 Particle Metrix）。

布比卡因盐酸盐（美国 Sigma），动物用异氟烷

（深圳瑞沃德），MyoD1、肌球蛋白重链（MyHC）一

抗（美 国 Proteintech），Pax7、MyoG、β -Tubulin、
CD63、肿瘤易感基因 101 蛋白（TSG101）、程序性细

胞 死 亡 因 子 6 相 互 作 用 蛋 白（Alix）一 抗（上 海

Abmart），羊抗鼠 IgG-HRP、羊抗兔 IgG-HRP（英国

Abcam），RIPA 裂解液（北京索莱宝），DAB 染色液

（厦门通灵），ECL 发光液（上海雅酶），PVDF 膜（美

国 MILLIPORE），外泌体抑制剂 GW4869（北京阿

词玛），HE 染色试剂盒（上海碧云天），BCA 蛋白浓

度测定试剂盒、Masson 染色试剂盒（北京兰杰柯）。

1.3　模型制备

模型组、电针组和抑制剂组大鼠适应性喂养

后，一次性注射布比卡因盐酸盐建立大鼠多裂肌损

伤模型 [8]。用异氟烷（诱导剂量为 4 mL/min，维持

剂量为 2~3 mL/min）吸入麻醉大鼠，背部备皮。用

1 mL注射器抽取 0.5% 布比卡因盐酸盐溶液 600 μL，

以大鼠双侧髂嵴最高点与腰椎连线定位腰（L）6，取
双侧 L4、L5 水平各 4 个点，沿棘突边缘刺入，直至触

及关节突和乳突所在骨面，回抽套管 1 mm 无血液，

说明针头已抵达多裂肌，每个点注射布比卡因盐酸

盐溶液 150 μL，每个点的注射时间尽量保持 5 s 以

上，确保药物充分吸收。造模后第 3 天每组各取 1 只

大鼠的多裂肌样本 HE 染色后镜下观察，若出现大

量变性坏死的肌纤维并伴有大量炎性细胞浸润，则

表明造模成功 [16]。

1.4　干预方法

正常组和模型组均不予针刺，与其余组同步抓

取固定。

电针组：造模 24 h 后进行电针干预，将大鼠固

定于特制固定架。参考《实验针灸学》[17] 中常用

实验动物穴位图谱，分别选取双侧“委中”（膝关

节背面正中）和“肾俞”（第 2 腰椎旁开 7 mm），使用

0.25 mm×13 mm 一次性针灸针垂直刺入皮肤 5~
8 mm，然后分别将同侧“委中”和“肾俞”连接电子

针疗仪，疏密波，频率 2 Hz/10 Hz，电流强度 1 mA，

持续 20 min，每日 1 次，连续干预 7 d，第 7 天取材。

抑制剂组造模后 24 h开始给予电针治疗，方法同

电针组，每次治疗前 1 h 分别予双侧“委中”和“肾俞”

外泌体抑制剂 GW4869（3 mg/mL，50 µL/穴）穴位

注射，每日 1 次，连续干预 7 d，第 7 天取材。

1.5　观察指标与检测方法

标本采集：各组干预结束后，异氟烷雾化吸入

麻醉大鼠，剔除背部皮毛，剪开背部皮肤，尽可能去

除背部的皮毛、脂肪及筋膜等，剥离开最长肌和髂

肋肌，将腰部多裂肌完全暴露，锐性切取双侧 L4 和

L5 水平多裂肌组织，左侧肌肉置 4% 多聚甲醛溶液

固定以备石蜡切片染色，右侧肌肉于-80 ℃冷冻保

存以备 Western blot 检测。肌肉取材后，腹主动脉

取血 5 mL，室温静置 2 h 后进行外泌体提取。

HE 染色观察多裂肌的形态学变化：左侧多裂

肌于 4% 多聚甲醛溶液固定 48 h 以上，常规乙醇梯

度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋、切片（厚度 5 μm），

脱蜡至水，采用苏木精染色液染 8 min，酸性分化液

处理 3~5 s，伊红染色液染色 30~60 s，脱水、透明、

封片。光学显微镜下观察多裂肌组织结构的变化。

Masson 染色观察多裂肌的纤维变化：取上述切

片，脱蜡至水，铁苏木精染色 8 min，酸性分化液处理

15 s，蓝化液染色 5 min，自来水冲水后丽春红染色

5 min，冰醋酸处理 1 min，磷钼酸分化 2 min，苯胺蓝

染色 2 min，脱水、透明、封片。光学显微镜下观察多

裂肌纤维组织结构的变化。

免疫组织化学法检测大鼠多裂肌 Pax7、MyoD
表达：取上述多裂肌石蜡切片，60 ℃烘烤 2 h，二甲

苯脱蜡，梯度乙醇脱水。热修复抗原，PBS 洗净，双

氧水浸浴 10 min，切入 Pax7（1∶100）、MyoD（1∶200）
一抗 4 ℃孵育 16 h。加入聚合剂，DAB 显色，在显微

镜下观察，呈棕黄色时，用自来水冲洗切片，苏木精

复染、脱水、透明、中性胶封片。在显微镜下对图像
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进行观察和采集，全视野无偏取样，每张切片取 5 个

视野。使用 Image-Pro Plus 6.0 进行图像处理，测定

各视野 Pax7、MyoD 阳性表达的平均吸光度值。

Western blot 法检测各组大鼠多裂肌组织中

MyoG、MyHC 蛋白的表达：取出冻存于-80 ℃的多

裂肌组织，分别添加 RIPA、蛋白酶抑制剂等，匀浆

后离心、提取蛋白，测定蛋白含量。加入上样缓冲

液，100 ℃煮沸 10 min 后快速冷却，使蛋白变性。以

50 μg/孔蛋白上样，80 V 浓缩胶、120 V 分离胶电

泳，转膜，加入含 5% 脱脂奶粉的 TBST 封闭 1 h。
加入 MyoG 一抗（1∶1 000）和 MyHC 一抗（1∶1 000）
在 4 ℃孵育过夜。洗后加入二抗（1∶10 000）孵育 1 h，
洗膜，显影。以 β-Tubulin 为内参，通过凝胶成像系

统获取图像，用 Image J 软件对其进行定量分析，以

MyoG、MyHC 和内参蛋白条带灰度值的比值作为

目标蛋白的相对表达量。

血清外泌体的提取：取动脉血后室温静置 2 h，
4 ℃离心 3 min，取上清液加至新的 EP管中，2 000×g、
4 ℃离心 10 min，用吸液枪将上清液转至新离心管

中，10 000×g、4 ℃离心 30 min。将上清液用 0.22 μm
的针头过滤器过滤，然后用无菌 PBS 配平。使用超

速离心机，110 000×g、4 ℃离心 70 min，弃掉上清，

得到初步分离的外泌体。将外泌体用无菌 PBS 重

悬，120 000×g、4 ℃离心 70 min。弃掉上清，将离心

管倒置于吸水纸上，排空液体，再用 50 μL PBS 将外

泌体溶解，置于-80 ℃冻存。

透射电子显微镜鉴定外泌体形态学：选取 200
目的载样铜网，滴入外泌体悬液 15 μL，静置 2 min
后吸干滤液。在 2% 醋酸铀溶液中避光染色 15 s，
室温下自然干燥，将铜网安装在 100 kV 的透射电子

显微镜上，观察外泌体形态并拍照。

纳米颗粒追踪分析技术分析外泌体的粒径表

征：将冻存的外泌体样品于 25 ℃水浴解冻，置于冰

上，根据设备和样品浓度要求，使用无菌且无颗粒

污染的 PBS 对样品进行适当稀释。通过 0.45 μm 滤

膜去除大颗粒和杂质后，涡旋仪轻微振荡混匀样

品。用标准颗粒进行设备校准，调整激光强度、相

机增益和检测区域，使用一次性采样器将稀释后的

样品注入纳米颗粒追踪分析检测池，启动检测，自

动记录数据。检测完后用无颗粒的 PBS 或超纯水

冲洗检测池 ，采用纳米颗粒追踪分析系统分析

结果。

Western blot法检测血清外泌体标记蛋白表达：

取冻存的外泌体样品，采用 BCA 法测定外泌体标记

蛋白浓度，其余步骤同上，其中 TSG101、Alix 稀释

比例均为 1∶1 000，CD63 为 1∶1 200。
1.6　统计学处理

采用 SPSS27.0 软件进行统计学分析，数据均

符合正态分布和方差齐性，以均数±标准差（x̄±s）

表示。采用单因素方差分析进行多组间比较，组间

两两比较选择 LSD 法。以 P≤0.05 为差异有统计学

意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠腰部多裂肌形态学比较

HE 染色结果显示，正常组可见骨骼肌纤维呈

粉红色的规则长条形，细胞核主要分布在肌纤维周

围，无明显肌纤维损伤或炎性细胞浸润；模型组肌

纤维变性、坏死较多，坏死区内偶见少量无损伤的

散在肌纤维，肌纤维周边有大量炎性细胞浸润，表

明造模成功；与模型组相比，电针组的肌纤维更加

完整，新生肌纤维较多，受损部位炎性细胞减少；与

电针组比较，抑制剂组的肌纤维损伤及炎性细胞浸

润增多。见图 1。
2.2　各组大鼠腰部多裂肌纤维染色结果比较

Masson 染色结果显示，正常组可见大量排列整

齐的红染肌纤维，蓝染胶原纤维较少；模型组可见

大量被破坏的肌纤维及大片蓝染胶原纤维；电针组

可见较少量胶原纤维，以及直径不均的新生肌纤

维；抑制剂组可见胶原纤维较多，但蓝染程度较浅。

见图 2。

正常组 模型组 电针组 抑制剂组

注：标尺=200 μm。 im 示受损肌纤维，黑色箭头示新生肌纤维，红色箭头示炎性细胞浸润。

图 1　各组大鼠多裂肌组织形态结构比较（HE染色）

Fig. 1　Comparison of multifidus muscle morphology of rats in the 4 groups（HE staining）
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2.3　各组大鼠多裂肌 Pax7、MyoD 蛋白的表达比较

免疫组织化学染色结果显示，与正常组比较，

模型组大鼠多裂肌中 Pax7 的表达升高（P<0.01），

MyoD 表达有升高趋势，但差异无统计学意义。与

模型组比较，电针组大鼠多裂肌中 Pax7、MyoD 的

表达显著升高（P<0.01）。与电针组比较，抑制剂组

大鼠多裂肌中 Pax7、MyoD 的表达显著降低（P<
0.01）。见图 3。

Pax7

MyoD

正常组 模型组 电针组 抑制剂组

正常组 模型组 电针组 抑制剂组

Pax7 MyoD
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

平
均

吸
光

度
值

**

##

△△

##

△△

正常组
模型组
电针组
抑制剂组

注：Pax7 为配对盒转录因子 7，MyoD 为成肌分化抗原。标尺=200 μm，棕黄色为阳性表达。与正常组比较，**P<0.01；
与模型组比较，##P<0.01；与电针组比较，△△P<0.01。

图 3　各组大鼠多裂肌 Pax7、MyoD的表达比较（免疫组织化学染色，x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of the expressions of Pax7 and MyoD in multifidus muscle of rats in the 4 groups

（immunohistochemistry staining， x̄±s，3 rats/group）

2.4　血清外泌体鉴定结果

透射电子显微镜下显示大鼠血清外泌体表现

为明显膜性边界，并呈外泌体典型的双膜囊泡“茶

托样”结构。见图 4。
纳米颗粒追踪分析技术结果显示，本研究中外

泌体粒径范围集中分布在 70~200 nm，符合外泌体

粒径范围要求。见图 5。
2.5　各组大鼠血清外泌体 Alix、TSG101、CD63 表

达比较

与正常组相比，模型组大鼠血清 Alix、CD63 表

正常组 模型组 电针组 抑制剂组

注：标尺=200 μm。红色代表肌纤维，蓝色代表胶原纤维，黑色箭头示新生肌纤维，□示胶原纤维。

图 2　各组大鼠多裂肌纤维组织比较（Masson染色）

Fig. 2　Comparison of multifidus muscle fiber tissue of rats in the 4 groups（Masson staining）
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达显著升高（P<0.05，P<0.001）。与模型组相比，

电针组 Alix、TSG101 表达升高（P<0.05）。加用

GW4869后，与电针组相比，抑制剂组 Alix、TSG101、
CD63 表达显著下降（P<0.01，P<0.05，P<0.001）。

见图 6。
2.6　各组大鼠多裂肌 MyHC、MyoG 表达的比较

与模型组相比 ，电针组大鼠多裂肌 MyHC、

MyoG 表达升高（P<0.01，P<0.05）。与电针组相

比，加用 GW4869 后，抑制剂组 MyHC、MyoG 表达

下降（P<0.001，P<0.05）。见图 7。

3　讨论

FBSS 是指在进行一次或多次腰椎手术之后，

患者由于各种原因出现腰骶部疼痛及下肢放射痛

等症状。FBSS 的致病原因较为复杂，近年来大量

研究显示在诊断明确、手术计划合理的情况下，术

中导致的椎旁多裂肌损伤或是 FBSS 的主要诱因之

一 [18-19]。因此，探讨如何促进手术引起的脊旁多裂

肌的损伤修复，对防止患者术后出现新的疼痛及功

能障碍有重要意义。

多裂肌位于脊柱两旁竖脊肌深部，是附着面积

最大的椎旁肌群。腰椎后路手术时，对该肌肉长时

间的牵拉和剥离可直接导致多裂肌损伤。多裂肌

是位于脊旁的重要稳定肌，也是足太阳经筋“上挟

脊上项”的必经之路。针灸是临床治疗骨骼肌损伤

的有效方法之一，课题组前期已证实临床应用针刺

疗法治疗 FBSS 患者的腰痛疗效确切 [3]。委中和肾

俞为临床治疗腰部疾病的特效穴，“腰背委中求”是

委中对腰背部疾病特异性疗效的经验总结。委中

为足太阳膀胱经合穴，足太阳膀胱经脉“从腰中，下

夹脊，贯臀，入腘中”，膀胱经自腰背而来的两条支

脉皆下合于委中，根据“经脉所过，主治所及”，针刺

委中能疏调腰背之气。肾俞为肾的背俞穴，为肾气

在腰部输注、转输之所，“腰为肾之府”，故取肾俞进

行干预可疏导局部之经气，调和局部气血。委中和

肾俞相配属远近配穴，可相得益彰，增强疗效。

骨骼肌损伤后都必然经历坏死性炎性反应、肌

纤维再生修复与骨骼肌纤维细胞外基质重塑阶

段 [20]。其中，坏死性炎性反应期出现较早，从损伤即

刻持续到损伤后 10 d 前后，主要表现为肌纤维坏

死，中性粒细胞和巨噬细胞浸润；随后，巨噬细胞持

正常组 模型组 电针组 抑制剂组

注：标尺＝200 nm。红色箭头示外泌体。

图 4　各组大鼠血清外泌体形态结构（透射电子显微镜）

Fig. 4　Morphological structure of serum exosomes of rats in the 4 groups（transmission electron microscope）
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图 5　各组大鼠血清外泌体粒径表征

Fig. 5　Characterisation of serum exosome particle size of rats in the 4 groups
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续吞噬，肌肉纤维逐步再生，瘢痕组织开始出现 [21]。

本研究中 HE 和 Masson 染色显示造模后大鼠多裂

肌肌纤维断裂、排列紊乱，并有大量炎性细胞浸润

及蓝染胶原纤维形成，提示多裂肌在布比卡因盐酸

盐注射造模后发生严重的炎性反应及纤维化；而电

针组炎性细胞数目明显减少，且新生肌肉纤维数量

增多，排列更加规整，说明电针局部组织已经处在

成肌分化状态，而模型组局部还处于肌细胞再生阶

段。与同一时间点模型组比较，电针组比模型组恢

复更快，表明电针能够有效降低多裂肌损伤局部的

反应，促进多裂肌形态修复，此结果与我们前期研

究结果 [10,13,15]一致。然而，注射外泌体抑制剂后，抑

制剂组肌纤维破坏及炎性细胞浸润程度与电针组

相比明显升高，说明注射外泌体抑制剂会使电针促

进多裂肌再生修复的疗效下降。

外泌体是一种磷脂双分子层细胞外囊泡，直径

在 30~150 nm 之间，它可以携带多种生物信息物质

与周边靶细胞进行信息交流，或经血液、体液运输

到远处靶细胞，是神经、内分泌、免疫等细胞间相互

通讯的重要载体 [22]。外泌体物质多、效应多、联系多

的特性与针刺多靶点、多途径、多系统共同发挥整

体调节作用的特点不谋而合 [23]。本研究采用透射电

子显微镜、纳米颗粒追踪分析技术及 Western blot
法检测外泌体形态学、粒径大小及标志蛋白并进行

外泌体鉴定。本研究结果表明，各组大鼠血清提取

的外泌体形态大小和粒径都符合理论标准，外泌体

的 3 种重要标志蛋白 CD63、Alix、TSG101 均出现明

显条带，表明所提取的外泌体未受杂蛋白干扰，可

用于相关生物学分析。同时，电针组 Alix、TSG101
的表达显著高于模型组，表明电针可在一定程度上

促进多裂肌损伤后外泌体的分泌，而在穴区局部使

用外泌体抑制剂后，电针对外泌体的促释放效应显

著下降。此外，电针组 CD63 表达在数值上低于模

型组，虽未达统计学差异，但可能反映了电针对外

泌体亚群或蛋白分选的特异性调控，其意义有待

深究。

Pax7 是影响肌肉损伤后肌卫星细胞增殖分化

的关键因子，它能维持活化后肌卫星细胞的增殖水

正常组        模型组         电针组        抑制剂组
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注：Alix 为程序性细胞死亡因子 6 相互作用蛋白，TSG101 为

肿瘤易感基因 101 蛋白。与正常组比较，*P<0.05，***P<
0.001；与模型组比较，#P<0.05；与电针组比较，△P<0.05，

△△P<0.01，△△△P<0.001。
图 6　各组大鼠血清外泌体中 Alix、TSG101和 CD63的表达

水平比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of expression levels of Alix， TSG101 

and CD63 proteins in serum exosomes of rats in the 4 

groups （x̄±s，3 rats/group）
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注：MyHC 为肌球蛋白重链，MyoG 为肌细胞生成素。与

模型组比较，#P<0.05，##P<0.01；与电针组比较，△P<0.05，
△△△P<0.001。

图 7　各组大鼠多裂肌 MyHC及 MyoG的表达水平比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of MyHC and MyoG protein 

expressions in multifidus muscle of rats in the 4 groups

（x̄±s，3 rats/group）
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平并保持其自我更新潜能 [24]。增殖结束后，部分肌

卫星细胞表达 MyoD 使增殖周期终止，促进肌卫星

细胞分化为成肌细胞，MyoD 表达的升高表明肌卫

星细胞进入活化及分化阶段。MyoG 能够调节肌管

的终末分化，在细胞分化结束后，新生肌管中表达

MyHC，形成成熟肌管，发挥骨骼肌纤维的生理功

能。在骨骼肌发育和再生过程中，肌管细胞质中的

MyHC 标志着肌纤维再生 [25]，其表达强度用于评估

肌纤维再生水平 [26-28]。本研究结果表明电针干预能

有效上调大鼠损伤多裂肌中 Pax7、MyoD、MyoG 及

MyHC 的表达，而在针刺穴位局部使用外泌体抑制

剂后，其表达水平显著下降，说明电针“委中”“肾

俞”可以促进肌卫星细胞的增殖和成肌分化，缩短

肌肉再生的过程，而拮抗穴区外泌体释放会降低针

刺疗效。研究表明，外泌体可能是穴位发挥作用的

关键物质基础，抑制穴区外泌体释放可降低针刺的

疗效 [8]。也有学者认为针刺作为一种侵入性物理刺

激在刺激穴位后，穴位局部纤维组织缠绕、断裂，损

伤相关因子释放，激活相应细胞，从而释放外泌体，

激活穴位初始动力学小网络——启动子，使针刺信

息在穴位局部启动并级联放大，并通过激活神经-内

分泌 -免疫系统大网络，进一步经多层次、多系统将

效应信息输出到靶器官 [29]。此外，外泌体中含有多

种生物信息分子可以调控肌肉损伤后的再生修复。

研究显示，损伤的肌纤维可以自分泌富含肌原性生

长因子的外泌体进行修复 [29]。骨骼肌细胞分泌的外

泌 体 会 富 集 微 小 RNA（miR）-1、miR-133a、miR-

133b 和 miR-206 4 种肌肉特异性 miRNA，这些由肌

肉组织产生释放的外泌体运载至邻近组织的肌卫

星细胞，通过负调控肌卫星细胞 Pax7 基因的表达、

调节 MyoG 的表达，促进肌肉分化和肌纤维的再生，

或通过进入血液循环传递至远处组织，实现远端肌

肉组织之间的通讯 [30-33]。同时，其他细胞来源的外

泌体也能够富集 miR-125b 等，作用于肌卫星细胞和

成肌细胞，使 MyoD 和 MyoG 的表达增加，调控肌肉

的增殖和分化，促进损伤肌肉的再生修复 [34-35]。因

此，我们认为电针促进损伤肌肉再生修复的作用可

能是通过外泌体进行介导，但外泌体中具体的介导

物质仍需要进一步研究。此外，本研究穴区局部

注射外泌体抑制剂后，抑制剂组相关蛋白的表达

甚至低于正常组和模型组，可能是因为穴区局部注

射 GW4869 不仅降低了电针对外泌体的促释放效

应，同时降低了局部非损伤组织（如肌肉、脂肪等）

外泌体的正常释放。研究 [36]表明，肌肉损伤后，局部

非损伤组织外泌体的释放对肌肉再生修复同样具

有重要的作用。

综上，本文以外泌体为切入点，观察到抑制穴

区外泌体可使电针促进多裂肌再生修复的效应下

降，初步验证了外泌体在针刺效应启动中的重要作

用。然而，本实验仍然存在一定缺陷：首先，这一过

程中外泌体中携带的何种效应物质起到关键作用，

目前仍不清楚；其次，针刺后诱导释放的外泌体由

何种细胞产生，以及针刺效应如何从穴位传送到病

变局部，即针刺的起效路径及调控外泌体分泌的作

用机制仍未明确，需要进一步研究。后期，我们将

继续运用组学技术（蛋白质组学、基因组学、代谢组

学等）探究针刺穴位局部与靶器官的物质表达及其

相关性，为揭示针刺的作用机制提供依据。
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