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·基础研究·

按摩对大鼠骨骼肌急性钝挫伤后膜修复蛋白
dysferlin和annexin A1表达的影响*

田 源1 唐成林1，3 黄思琴1 张 毅1 袁海洲1 曹 净1 高睿琦1 唐念珍1 杨 辉2

摘要

目的：研究大鼠骨骼肌急性钝挫伤后，按摩对细胞膜特异性修复蛋白dysferlin和 annexin A1表达的影响，探讨按摩

促进骨骼肌急性损伤修复的可能机制。

方法：42只成年SD雄性大鼠随机抽取6只作为正常对照组，其余36只为模型组。模型组在建立右下肢急性腓肠肌

钝挫伤模型后，随机分为自然恢复组和按摩治疗组，根据治疗时间分为损伤后7d、14d、21d三个时间点，每个时间点

6只。正常对照组和自然恢复组不做治疗；按摩治疗组在建模后48h开始每天于损伤局部行按摩治疗。免疫荧光双

标法标记dysferlin和 annexin A1，运用激光共聚焦显微镜摄片，观察其在细胞内分布及表达；运用蛋白质印迹法检

测其表达量。

结果：激光共聚焦显微镜结果显示:正常肌细胞中两种荧光信号主要分布于近细胞膜周围，强度较弱，无共表达现

象；模型组各时间点，两种荧光信号强度均明显增加，胞浆内也有弥散性分布，随时间的延长，信号强度逐渐减弱，细

胞膜共表达现象增加；其中按摩治疗组荧光信号强度较同时期自然恢复组减弱明显，细胞膜上共表达现象增多。蛋

白质印记结果显示:模型组各时间点较正常对照组，dysferlin和 annexin A1蛋白表达升高，差异显著;随着时间的延

长，模型组蛋白表达量均下降，自然恢复组和按摩治疗组在损伤后14d和21d比较，差异均有显著性意义（P<0.05）；

损伤后21d，自然恢复组较按摩治疗组dysferlin表达量比较，差异有显著性意义（P<0.05）；损伤后14d和21d，自然恢

复组较按摩治疗组annexin A1表达量比较，差异有显著性意义（P<0.05）。

结论：这可能是其促进肌细胞膜修复相关机制之一。
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Abstract
Objective：To investigate the effect of massage on the expressions of cytomembrane repair proteins dysferlin

and annexin A1 in rats with acute skeletal muscle contusion and to explore the possible mechanism of mas-

sage therapy on repairment of skeletal muscle injury.

Method：Forty-two SD rats were randomly divided into control group（n=6）and model group（n=36）. Acute con-

tusion on the right gastrocnemius muscle were made in model group and rats of the model group were divid-

ed randomly into three groups with 7, 14, 21 days treatment respectively. Each point in time contains natural

recovery group（n=6） and massage therapy group（n=6）. Massage was given to rats in massage therapy group

on damaged surface daily since 48 h after injury while no treatment was given to other groups. The distribu-
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骨骼肌急性钝挫伤和牵拉伤是运动损伤中最常

见的类型，比例高达90%[1]。肌肉损伤后，修复过程

缓慢且易形成不完全修复而影响其结构和功能，使

肌肉损伤康复成为国内外研究的热点和难点问题之

一。按摩疗法由于其便捷的操作，患者舒适的体验

以及良好的治疗效果在肌肉损伤康复治疗中被广泛

应用。虽然，按摩疗法得到了广大临床工作者的认

可，但其作用机制尚不十分明确。目前，按摩对于肌

肉损伤修复的研究主要集中在其对损伤局部微循环

改善、炎性反应调控及肌卫星细胞增殖分化的影响

等几方面。但骨骼肌损伤后，按摩能否对损伤的肌细

胞膜起到修复作用从而促进骨骼肌损伤的康复尚未

做深入研究。因此，本实验检测与骨骼肌细胞膜修复

密切相关的膜特异性修复蛋白 dysferlin 和 annexin

A1的分布及表达情况，分析按摩对其表达的调控作

用，探讨按摩促进骨骼肌损伤修复的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性成年 SD 大鼠 42 只，SPF 级，体质量

270—290g，由重庆医科大学实验动物中心提供（动

物许可证号：【SYXK(渝)2012-0001】）。先随机抽取6

只为正常对照组（control group），剩余大鼠成功制备

右腿腓肠肌钝挫伤模型后用随机数字表法[2]随机分

成自然恢复组（natural recovery group, NR group）

和按摩治疗组（massage therapy group，MT group），

根据治疗时间将自然恢复组和按摩治疗组分别分为

损伤后7d、14d、21d三个时间点，每个时间点6只。

1.2 主要试剂及仪器

抗 dysferlin 抗体和抗 annexin A1 抗体（Santa

Cruz公司，美国）；荧光二抗FITC和TRITC（北京冠

星宇科技有限公司）；免疫印迹相关试剂盒购自北京

博奥森生物技术有限公司；多聚甲醛（Sigma）；恒冷

超薄切片机（Leica CM1860，德国）；激光共聚焦显

微镜（Leica TCS SP2，德国）；大鼠柔性固定器（温

州原上草医疗科技有限公司）；自制钝挫伤模型重物

打击装置。

1.3 骨骼肌钝挫伤模型建立

本实验参照Markert[3]的方法，自行设计钝挫伤

模型重物打击装置。用 10%水合氯醛(3ml/kg)腹腔

注射麻醉后，剃去双下肢毛。大鼠俯卧位，将右后肢

置于伸膝、踝背屈90°、稍外展位固定以充分暴露小

腿腓肠肌；将打击装置的打击头紧贴腓肠肌肌腹中

间偏外侧，采用重物自由下落打击肌腹造成大鼠腓

肠肌急性闭合性钝挫伤模型。打击参数 [4]：重物

220g，自由下落高度110cm，重力2.16N，打击头面积

约1cm2，打击动能2.37J。

1.4 干预方式

造模后 48h，开始干预治疗。采用大鼠柔性固

定器固定大鼠，待其情绪稳定后，按摩治疗组由专人

在损伤局部施纵向压力约为 5N的顺时针环形按摩

（经采用RPM薄膜压力测试仪测试，当按摩纵向压

tion and quantity of protein expressions of dysferlin and annexin A1 were taken by double-labeling immunofluo-

rescence staining and Western-blot analysis.

Result：In normal cell, double-labeling immunofluorescence staining revealed that dysferlin and annexin A1 dis-

tributed on cytomembrane with lower expressions and no co-expressions. In model group and diffusedly distrib-

uted in cells, But it reduced with time. The expressions of two proteins in massage therapy group were lower

than natural recovery group at the same time points and had more co-expressions on cytomembrane .Western

blot showed that upregulation of two proteins in model groups significantly more than in control group. The

expressions of two proteins in natural recovery group and massage therapy group reduced with time and the

differences among two groups were statistically significant（P<0.05）.The massage therapy group had lower ex-

pressions of dysferlin than natural recovery group at 21d（P<0.05）,as well as lower annexin A1 at day 14 and

day 21（P<0.05）.

Conclusion：Massage can reduce the expressions of dysferlin and annexin A1 at cytomembrane of acute contu-

sion muscle. It may be related to the mechanism of cytomembrane repair.

Author's address Chinese Medicine College, Chongqing Medical University, 400016
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力约为 5N时为大鼠将要对按摩刺激产生应激反应

阈值）。按摩手法缓和，均匀持久，频率为120—150

次/min，每天治疗 1次，每次 10min。自然恢复组仅

做固定，不做任何干预。模型组各亚组分别于损伤

后7d、14d、21d取材进行检测。

1.5 免疫荧光双标记染色

在不同时间点，各组大鼠10%水合氯醛(3ml/kg)

腹腔注射麻醉后，开胸做快速心脏灌注固定。先灌

注肝素生理盐水待右心耳流出无色透明液后，4%多

聚甲醛溶液进行灌注固定，迅速取损伤腓肠肌组织

投入原固定液继续固定 6h，常规脱水后，OCT包埋

剂包埋，进行肌肉组织横向连续冰冻切片，切片厚度

10μm，遂进行免疫荧光双标记染色。10%牛血清封

闭切片 2h，去封闭液，分别滴加一抗[dysferlin（1∶

200），annexin A1（1∶200）]，4℃过夜，PBS漂洗3次，

暗室加入二抗 [羊抗兔 FITC（1∶100），羊抗小鼠

TRITC（1∶100）]，37℃避光孵育 30min，PBS 漂洗 3

次，DAPI复染细胞核，漂洗 3次后用防荧光淬灭剂

封片并立即用激光共聚焦显微镜观察、摄片分析。

1.6 蛋白质印记法（Western-blot）检测膜修复蛋白

Dysferlin和Annexin A1的蛋白表达量

以GDPH为内参照，各组依时间点取损伤处腓

肠肌组织样本约30mg，迅速放入液氮中速冻后反复

研磨。根据样本量加入适量蛋白裂解液1ml及蛋白

酶抑制剂并充分离心，吸取蛋白上清液，测定蛋白浓

度。提取蛋白，Lowry 法定量。吸取上清液煮沸

3min 使蛋白变性。根据蛋白定量结果加样。用

Bio-Rad标准电泳装置SDS-PAGE恒压电泳 2h。然

后用转 PVDF 膜，5%脱脂奶粉 37℃封闭，室温反应

2h。TBST 洗膜后加 Dysferlin 和 Annexin A1 抗体

孵育，4℃过夜。TBST洗膜后加入辣根过氧化物标

记的二抗，室温反应 2h。TBST 洗膜后加 ECL 显

色。采用 Quantity One 软件对 Western-blot 结果进

行图像分析。以目的条带光密度值与内参GAPDH

光密度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。

1.7 统计学分析

采用SPSS19.0统计软件进行数据分析，数据以

均数±标准差表示，组间比较采用 t检验，当P＜0.05

时差异有显著性意义。

2 结果

2.1 免疫荧光双标记染色观察

正常对照组dysferlin和annexin A1荧光信号强

度较弱，主要分布在肌细胞膜附近，且分布较为均

匀，无共表达现象。损伤后各时间点，两种荧光信号

强度均显著增强，自然恢复组荧光强度强于按摩治

疗组，dysferlin除了分布在细胞膜上，其在细胞内也

有弥散性分布，在损伤后7d尤为明显。随着时间的

延长，自然恢复组和按摩治疗组 dysferlin和 annexin

A1荧光强度均呈现减弱趋势，细胞内弥散性分布情

况也减少，而两种蛋白在细胞膜上共表达现象增多，

按摩治疗组共表达现象多于自然恢复组。见图1。

2.2 Dysferlin和annexin A1蛋白质印迹结果

与正常对照组相比，模型组各时间点 dysferlin

和 annexin A1 的表达量在损伤后各时间点均明显

升高。随着时间的延长，自然恢复组和按摩治疗组

各时间点比较，差异有显著性意义（P<0.05）；自然

恢复组和按摩治疗组 dysferlin蛋白表达量在 21d时

间点相比较，差异有显著性意义（P<0.05），见图 2；

自然恢复组和按摩治疗组 annexin A1 蛋白表达量

在 14d 和 21d 时间点相比，差异有显著性意义（P<

0.05），见图3。

3 讨论

骨骼肌损伤后，按摩作为一种简便且行之有效

的方法在其治疗及康复方面起着不可代替的作用。

传统中医理论将按摩的作用原理概括为平衡阴阳、

调和脏腑、疏通经络、行气活血等[5]。随着现代医学

的进步，按摩促进肌肉损伤康复的分子生物学机制

研究也逐步深入。本课题组前期的研究结果显示，

按摩能够通过改善琥珀酸脱氢酶、钾-钠ATP酶活性

和提高细胞骨架蛋白结蛋白（Desmin）、α-肌动蛋白

（α-actin）的表达来促进损伤肌细胞的修复[6—7]，并能

提高成肌调节因子Myf5、MyoD的表达以及肌卫星

细胞激活因子神经型一氧化氮合成酶(nNOS)、肝细

胞生长因子(HGF)的表达促进肌卫星细胞增殖和成

肌纤维再生[8—9]。且国外近期的研究也显示按摩能

有效减轻损伤肌肉组织炎性反应并提高线粒体生物

源性合成[10—11]，共同促进肌肉损伤的修复。

众所周知，所有肌肉的损伤都伴随着细胞膜结
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图1 激光共聚焦显微镜观察dysferlin和annexin A1双标记染色 （标尺=80μm）

构的破坏，而膜的破坏是启动肌肉组织修复或导致

其变性坏死的第一步。研究表明，肌肉组织受损后，

机体会启动一种较为复杂的膜结构自我调整过程用

于细胞膜的修复。该修复作用的重要机制之一是由

细胞外Ca2+内流触发细胞内分子感受器，使破损的

细胞膜碎片在细胞内与囊泡结合并募集，通过类似

于神经递质释放的“胞外分泌”的形式将其转运

至细胞膜损伤处与细胞膜融合形成“补丁”，从而保

图2 Western bolt检测不同时间点
dysferlin蛋白表达量变化

▲与 7dNR 组比：P<0.05；▲▲与 14dNR 组比：P<0.05；△与 7dMT
组比：P<0.05；△△与14dMT组比：P<0.05；＊与21dNR组比：P<0.05
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图3 Western bolt检测不同时间点
annexin A1蛋白表达量变化
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▲与 7dNR 组比：P<0.05；▲▲与 14dNR 组比：P<0.05；△与 7dMT
组比：P<0.05；△△与 14dMT 组比：P<0.05；＊与相同时间点 NR 组
比：P<0.05

正常对照组 7d自然恢复组 7d按摩治疗组

14d自然恢复组 14d按摩治疗组 21d自然恢复组 21d按摩治疗组
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证细胞膜的完整性[12]。细胞内囊泡的转运及其与细

胞膜的融合过程需要多种蛋白的参与，其中 dysfer-

lin和annexin A1在此过程中发挥着关键作用。

Dysferlin是最早发现的与细胞膜自身修复相关

的一种跨膜蛋白[12]，主要分布在骨骼肌[13]。它含有7

种C2结构，其中C2A结构可以和Ca2+依赖的磷脂酶

结合，这是 dysferlin蛋白发挥膜修复作用的结构基

础 [14]。研究表明，dysferlin 蛋白能通过调节细胞内

囊泡的转运和囊泡与膜的融合来调节骨骼肌修复功

能[15—16]，该蛋白功能发生异常改变会引起细胞内囊

泡转运和融合障碍从而继发细胞内炎性反应和细胞

死亡 [17—18]。在此调节过程中，dysferlin 需和其他膜

修复蛋白如 annexins蛋白家族等相互绑定，共同发

挥修复作用。在细胞凋亡或细胞膜损伤的情况下，

annexins蛋白家族重要成员 annexin A1是唯一能提

高膜损伤处神经酰胺含量的蛋白[19]，从而在膜修复

过程中起主导作用[20]。

由于细胞膜的完整性是保证其发挥正常生理功

能的基础，按摩能否对损伤细胞胞膜起到修复的作

用尚不清楚，因此本实验利用骨骼肌钝挫伤为模型，

采用荧光双标记染色和蛋白质印记技术观察按摩治

疗后骨骼肌细胞膜特异性修复蛋白 dysferlin和 an-

nexin A1在肌细胞中的表达和分布变化，分析按摩

对其调控作用。荧光结果显示，正常对照组两种蛋

白的荧光主要分布在细胞膜和近细胞膜区域且荧光

强度较弱，而胞浆内荧光强度极弱，同时蛋白质印记

结果显示正常对照组蛋白表达量较底，提示在正常

肌细胞中两种蛋白表达量都较低，这与 dysferlin和

annexin A1在正常细胞中主要分布在细胞膜上[21]的

结果吻合。损伤后，模型组各时间点两种荧光信号

较正常对照组相比其信号强度均明显增加，荧光除

了分布在细胞膜上之外还弥散分布在细胞浆内，该

现象以损伤后7d最为明显，蛋白质印记结果在此时

间点两种蛋白表达量也明显升高，说明此时细胞膜

破坏严重，胞浆内有大量的含 dysferlin蛋白的细胞

膜碎片，这可能是肌细胞启动膜修复的一种应答状

态。同时肌肉在损伤后会应引起一系列炎性反应，

尤其在损伤后7d左右局部炎性反应达到高峰[22]，研

究表明，dysferlin和annexin A1对炎性反应起应答作

用并能抑制炎性反应[23—24]，这提示该蛋白表达的升高

也可能与免疫应答相关。损伤后14d和21d，自然恢

复组和按摩治疗组两种蛋白荧光强度有下降趋势，

dysferlin在细胞内弥散分布程度也有减轻，按摩治疗

组与自然恢复组比较荧光强度下降更为明显；同时荧

光结果发现在细胞膜上两种蛋白的共表达现象随着

时间的延长而增多，按摩治疗组较自然恢复组相比共

表达现象更明显。蛋白质印记结果显示两种蛋白表

达也随着时间的延长而下降，在损伤后14d按摩治疗

组annexin A1蛋白表达量较自然恢复组蛋白表达量

相比，差异有显著性意义（P<0.05），而损伤后21d，按

摩治疗组与自然恢复组两种蛋白的表达量相比，差异

均有显著性意义（P<0.05）。该结果提示，损伤后按摩

能减少细胞损伤后dysferlin和annexin A1蛋白的表

达，并增强两种蛋白的相互绑定作用，提高其与细胞

膜的融合。由于按摩治疗可以通过调整炎性反应和

免疫应答状态减轻炎症对肌肉的损伤[25—26]，我们推测

按摩治疗组较自然恢复组两种蛋白表达量的下降也

可能与按摩能减轻炎性反应有潜在联系。

综上所述，骨骼肌损伤后，膜特异性修复蛋白

dysferlin和 annexin A1的蛋白表达量增高，按摩能

够下调损伤骨骼肌中该蛋白表达，并增强两种蛋白

的相互绑定作用，提高其与细胞膜的融合，从而促进

肌细胞膜的修复，这或许能为深入探讨按摩促进骨

骼肌膜损伤修复的机制奠定实验基础。
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