
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

!

',-.,/0 !"#$

!

1234 %$

!

52

!

#

" !"###"

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

52

!

%#!6"7$$

%&

!"##

年度高等学校博士学科点专项科研基金项目$

52

!

!"##8#"###""#%

%&陕西省

国际科技合作与交流计划项目$

524 !"#%9*!8

"

"#

%

作者单位#

#4

西北大学生命科学学院生物科学与技术系$西安
6#""8:

%&

!4

西安交通大学医学院第一附属医院科技部$西安
6#""8#

%

通讯作者#高云芳!

);3

#

"!:

"

<<%"%:%$

!

=

#

>,?3

#

@,20.-AB-C.4;D.4E-

FG(

#

#"

!

688#H&'(+

!

!"#$

!

"#

!

""6#
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摘要$目的$探讨脾虚证与骨骼肌收缩功能的关系" 方法$将
%8

只
(&I

小鼠按体重配对原则随机分

成
%

组!即对照组#劳倦过度组及大黄组 !每组
#!

只" 其中劳倦过度组及大黄组应用大黄泻下法和力竭游

泳加剥夺睡眠的方法制备两种脾虚证动物模型$采用
>

#

J)K,L;

酶组织化学方法测定
%

组小鼠趾长伸肌

%

;MN;-L2/ D?@?N2/.> 32-@.L

!

=FO

&和比目鱼肌%

L23;.L

!

PGO

&

>

#

J)K,L;

酶活性的变化!计算
!

型和
"

型肌纤维的比例$

K2C;/O,Q

系统测定
=FO

和
PGO

等长收缩和强直收缩的最大张力" 结果$劳倦过度组

及大黄组小鼠的体重#体温与一般健康状况均明显下降$脾脏#胸腺脏器指数亦低于对照组$等长收缩最大张

力和强直收缩最大张力明显下降$

=FO

和
PGO

的肌纤维横截面积减小!细胞排列松散$

=FO

中
!

型肌纤维

比例增加!

"

型肌纤维比例降低!

PGO

中
!

型和
"

型肌纤维比例无变化" 结论$劳倦过度组及大黄组小鼠

的
=FO

和
PGO

均出现明显萎缩!劳倦过度组
PGO

中
!

型肌纤维萎缩更加明显"

关键词$脾虚证$趾长伸肌$比目鱼肌$等长收缩$强直收缩
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$$脾主肌肉!脾为气血生化之源!脾虚失养则肌不发

达'

#

(

!理论上脾虚可引起肌肉萎缩) 中医临床上的脾

虚证患者常出现四肢困倦乏力!不耐疲劳!肌肉消瘦等

症状) 有关脾虚本质的研究发现!脾虚证大鼠骨骼肌

纤维明显变细'

!

(

!肌球蛋白腺苷三磷酸酶 $

>

#

J)

#

K,L;

%含量下降'

%

(

!骨骼肌纤维的线粒体数量减少!

形态发生异常!线粒体膜结构破坏'

7

!

$

(

&线粒体钠 "

钾 "腺苷三磷酸酶和钙 "镁 "腺苷三磷酸酶的活性

明显下降'

8

(

) 这些研究为探讨*脾主肌肉+的生理机

制提供了宝贵的科学资料) 但有关脾虚对骨骼肌结

构与功能影响的研究则较少!对快缩肌的影响尚未

涉及)

本课题组曾利用游泳加剥夺睡眠即劳倦过度法!

成功建立了一种新的脾虚证动物模型'

6

(

!并对该模型

小鼠比目鱼肌$

L23;.L

!

PGO

%形态和功能进行了初步

研究'

<

(

) 本实验拟选取典型的快缩肌趾长伸肌$

;M

#

N;-L2/ D?@?N2/.> 32-@.L

!

=FO

%和慢缩肌
PGO

!从肌

肉生理学角度对这一模型和传统的大黄泻下法制作的

脾虚模型进行比较!探讨脾虚与骨骼肌可能的内在关

系!为*脾主肌肉+这一传统的中医学理论提供新的资

料!并为这一新的脾虚模型的评价与使用提供实验

依据)

材料与方法

#

$动物$

(&I

雄性小鼠
%8

只!体重
#<

&

!! @

!

购自西安交通大学医学院实验动物中心$动物合格证

号#陕动字第
"<

"

""7

号%) 实验小鼠按体重配对原

则随机分成
%

组!即对照组,劳倦过度组$简称劳倦

组%,大黄组!每组
#!

只)

!

$药物$

# @H>O

大黄制剂#大黄购自西安藻露

堂药店!生大黄
#$" @

!用
$"" >O

蒸馏水浸泡
! R

后

加蒸馏水煎煮
%

次!过滤!合并滤液加热浓缩至

#$" >O

$

# @

生药
H>O

%!置
7

'冰箱备用)

%

$主要试剂及仪器$碱性预孵育液$

ZV #"

!

7

%#

"

!

# >>23HO

巴比妥钠溶液
! >O

!

"

!

#< >>23HO

氯化

钙溶液
! >O

!双蒸水
8 >O

&

J)K

作用液$

ZV :

!

7

%#

"

!

# >>23HO

巴比妥钠溶液
! >O

!

"

!

#< >>23HO

氯化

钙溶液
# >O

!

J)K

二钠盐
%" >@

!

!

!

7

"二硝基苯酚

8 >O

&

%"`

蔗糖溶液&

#`&,&3

!

溶液&

!` &2&3

!

溶

液&

#`

$

5V

7

%

!

P

溶液&以上试剂均为分析纯)

P=5

#

%%"#

型电子刺激器$日本
5(VG5 (-E4

%&

K2C;/O,QH7""

系统 $澳大利亚
JF (-LN/.>;-NL

OND4

%&

&+#<$"

型冰冻切片机 $德国
O;?E,

%&

(^!

#

(OO#""

型倒置荧光显微镜 $日本
G30>Z.L

%&

KVP

#

%[

型精密
ZV

计 $上海精密科学仪器有限公司%&

KY^

#

FVP

#

7"

(

$"

#

[P

#

"

型隔水式电热恒温培育箱

$上海跃进医疗器械厂%&

+2N?E (>,@;L Z3.L!

!

"

彩色

图像分析仪$

+2N?E

%)

7

$方法

7

!

#

$造模方法$对照组每天按
"

!

$ >OH

只的剂

量饮用水灌胃!连续
#7

天&大黄组参照北京师范大学

生物系消化生理科研组的方法造模'

:

(

!按
"

!

$ >OH

只

的剂量用大黄制剂$

# @H>O

%连续
#7

天灌胃&改良型

劳倦组参照本课题组前期的研究方法造模'

6

(

) 即小

鼠连续
#7

天每天游泳至力竭!小鼠休息时用木棒驱赶

干扰!剥夺其
#H%

睡眠时间$大约
$ R

!小鼠每天的睡

眠时间约为
#$ R

%) 两模型组造模结果均参照*中医

虚证辨证参考标准+

'

#"

(提出的与脾虚相关的诊断标准

进行评价)

7

!

!

$观察指标及检测方法

7

!

!

!

#

$体重与体温$采用电子天平称量体重!

点温度计在小鼠左前肢腋下部位测量体温) 每天定时

测量并记录)

7

!

!

!

!

$

=FO

及
PGO

功能测定$参照文献'

<

()

小鼠经腹腔麻醉后对其左后肢实施外科手术!分离暴

露
PGO

及
=FO

&为保证肌肉正常的供血供氧!手术过

程中不能伤及血管) 将肌肉远心端肌腱剪断!用
"

号

线与换能器相连!近心端则与微调器相连!以
"

!

# >>

为增量!逐步拉伸至肌肉收缩张力为最大时的肌肉初

长$

O>,M

%位置!平衡
#" >?-

)

采用铂金丝刺激!电刺激器输出脉宽
!$ >L

,间

隔
! L

,电压为
$ 1

的方波脉冲刺激!测定
=FO

及

PGO

最大张力&电刺激器输出脉宽
!$ >L

,间隔
7"

>L

,电压为
$ 1

的方波脉冲刺激!测定
=FO

及
PGO

强直收缩最大张力) 实验过程中不断滴加生理盐水!

以保证肌肉处于正常生理状态)

7

!

!

!

%

$

!

和
"

型肌纤维分型及横截面积测定$参

照文献'

##

(!小鼠经戊巴比妥钠腹腔麻醉后解剖!迅速

取出右后肢
=FO

和
PGO

!称重!然后取其中段约
% >>

长的组织块) 投入预冷的
%"`

蔗糖溶液中!吹气约

#" >?-

!待组织块沉底后!取出用
G&)

包埋剂在适当的

温度下垂直包埋!在"

!$

'的冰冻切片机中以
#" #>

的厚度切片!组织切片黏贴在用多聚赖氨酸$

#" @HO

%处

理过的载玻片上)

将组 织 切 片 于
%6

' 恒 温 碱 性 预 孵 育 液

$

ZV#"

!

7

%!预孵育
#$ >?-

!放入
J)K

作用液 $

ZV

:

!

7

%

%6

'恒温孵育
$" >?-

&用
#` &,&3

!

溶液洗

% >?-

(

%

次&用
!`&2&3

!

溶液作用
7 >?-

&蒸馏水清
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洗&

#`

$

5V

7

%

!

P

溶液显色
# >?-

&流水冲洗&双蒸水洗

涤!浸泡&最后!切片经脱水,透明后!树胶封固) 在倒置

荧光显微镜下进行观察拍照) 根据
>

#

J)K,L;

染色结

果确认
!

型和
"

型肌纤维并计数!计算不同肌纤维的构

成比)

+2N?E

!

!

!

"

统计肌纤维横截面积)

7

!

!

!

7

$脏器指数的测定$摘取完整的脾脏及胸

腺!电子天平秤称重!计算脾脏指数和胸腺指数) 脏器

指数
a

脏器重量$

>@

%

H

体重$

@

%)

7

!

%

$统计学方法$采用
PKPP #6

!

"

软件进行

统计分析!数据均用
M

)

L

表示!肌纤维横截面积用

+2N?E!

!

"

软件统计分析&多组间比较采用单因素方差

分析&造模前后采用配对
N

检验!

K b"

!

"$

为差异有统

计学意义)

结$$果

#

$各组小鼠一般情况$对照组小鼠均活泼好动!

对周围环境变化反应灵敏!毛发紧密光滑!干净润泽!

食欲旺盛) 两模型组小鼠第
7

天开始!逐渐出现神态

倦怠!食欲下降!毛发蓬乱枯槁泛黄!喜眯眼!易扎堆!

大便软稀!对外界刺激反应迟钝)

!

$各组小鼠体重及体温比较$表
#

%$造模前各

组小鼠体重差异无统计学意义$

K c "

!

"$

%!造模开

始后!对照组体重不断增加) 劳倦组和大黄组的体

重则逐渐下降!造模结束时劳倦组体重下降了

#%

!

6$`

!大黄组体重下降了
6

!

8#`

&与造模前比

较!差异均有统计学意义$

K b "

!

"#

%) 造模前后对

照组小鼠体温基本稳定在
%8

!

$

'左右!而劳倦组和

大黄组随着造模的进行体温开始下降!但造模结束

时劳倦组的体温与造模前比较!差异无统计学意义

$

K c"

!

"$

%!大黄组与对照组比较!差异有统计学意

义$

K b"

!

"$

%)

表
#

#各组小鼠造模前后体重及体温比较#$

M

)

L

%

组别
-

体重$

@

%

造模前 造模后

体温$ '%

造模前 造模后

对照
< !#

*

8!

)

"

*

<#

%"

*

$8

)

%

*

8:

!

%8

*

7<

)

"

*

!6 %8

*

7#

)

"

*

:8

劳倦
< !%

*

$7

)

#

*

$#

!"

*

!$

)

!

*

!"

!""

%8
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$$注#与本组造模前比较!

!

K b "

*

"$

!

!!

K b "
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"#

&与对照组同期比

较!

"

K b"

*

"$

!

""

K b"

*

"#

%

$各组小鼠脾脏,胸腺指数比较$表
!

%$与对照

组比较!劳倦组和大黄组脾脏和胸腺重量均明显下降

$

K b "

!

"#

%&脾脏指数和胸腺指数亦明显降低

$

K b"

!

"$

!

K b"

!

"#

%!两模型组间比较!差异无统计

学意义$

K c"

!

"$

%)

表
!

#各组小鼠脾脏,胸腺指数比较$$

M

)

L

%

组别
-

重量$

>@

%

脾脏 胸腺

指数$

>@H@

%

脾脏 胸腺
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$各组小鼠
=FO

和
PGO

收缩张力比较$表
%

%

与对照组比较!劳倦组和大黄组
=FO

和
PGO

的等长

收缩和强直收缩最大张力均显著下降!差异有统计学

意义$

K b"

!

"$

%&但模型组间比较!差异无统计学意义

$

K c"

!

"$

%)

表
%

#各组小鼠
=FO

及
PGO

收缩张力比较$$
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M

)
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-
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等长收缩 强直收缩
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$

$各组小鼠
=FO

和
PGO

肌肉湿重与肌重体重

比比较$表
7

%$与对照组比较!劳倦组和大黄组小鼠

=FO

和
PGO

肌肉湿重均显著降低 $

K b "

!

"$

%&但

=FO

和
PGO

肌重体重比均无明显的变化 $

K c

"

!

"$

%)

表
7

#各组小鼠
=FO

及
PGO

肌肉湿重与

肌重体重比较$$

M

)

L

%
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肌肉湿重$
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肌重体重比$
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$各组小鼠
=FO

和
PGO

肌纤维类型比较

$表
$

%$与对照组比较!大黄组,劳倦组
=FO

中
!

型

肌纤维比例均显著增加!

"

型肌纤维比例均显著减少

$

K b"

!

"$

%&

PGO

中
!

型肌纤维和
"

型肌纤维比例比

较!差异无统计学意义$

K c"

!

"$

%)

表
$
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和
PGO
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$各组小鼠
=FO

和
PGO

肌纤维横截面积比较

$表
8

%$与对照组比较!大黄组和劳倦组
=FO

和
PGO

中
!

型肌纤维和
"

型肌纤维面积均有显著减小$

K b

"

!

"#

%&与大黄组比较!劳倦组
PGO

的
!

型肌纤维显

著减小$

K b"

!

"$

%!两组间其他指标比较!差异均无统

计学意义$

K c"

!

"$

%)

表
8
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PGO

肌纤维横截面积比较
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"
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讨$$论

大黄泻下法复制脾虚模型是根据李时珍对大黄药

性的记载*其性苦寒!能伤元气耗阴血+的论述!以过

量应用性苦寒的中药容易伤脾胃造成脾虚病的理论造

模) 劳倦过度法复制脾虚模型主要依据中医学理论中

*劳+作为病因!劳力过度,劳神过度和房劳过度容易

伤脾胃造成脾虚病的理论造模!动物在过度游泳的同

时还没有充足的睡眠!不仅劳其力而且劳其神) 这种

脾虚证动物模型可以更好地模拟自然条件下导致脾虚

的多方面的因素)

两模型组小鼠均出现食欲下降,眯眼,懒动,扎

堆,毛无光泽,大便软稀!对外界刺激反应迟钝及体

重,体温下降等典型的脾虚症状!也与以往有关脾虚

证的研究结果相一致'

6

!

#!

"

#7

(

!说明脾虚证小鼠造模

成功) 中医学认为!脾主肌肉!即脾主肌肉的发育和

运动) 脾气充盛!则肌肉强健有力!脾气虚弱!则肌

肉萎弱无力) 本实验结果表明!脾虚时小鼠
=FO

和

PGO

湿重均显著降低!提示脾虚小鼠
=FO

和
PGO

均出现了明显萎缩) 这一结果与临床脾虚证患者所

出现的四肢困倦乏力!不耐疲劳!肌肉消瘦等症状互

相印证) 说明脾虚时出现的肌萎缩可能是脾虚证的

主要表现之一)

与对照组比较!两脾虚组小鼠
=FO

和
PGO

肌纤

维横截面积均显著减小!与杨维益等'

!

(对脾气虚证大

鼠骨骼肌的研究结果相一致) 两模型组
=FO

和
PGO

的等长收缩最大张力和强直收缩最大张力均显著降

低!说明脾虚小鼠的骨骼肌出现了萎缩!骨骼肌的收缩

功能受到显著影响) 一般认为!骨骼肌萎缩多由蛋白

质的分解加强和$或%合成不足引起) 因此!脾虚小鼠

骨骼肌结构与功能的这种改变可能是由于*脾气虚+

常伴有胃肠功能紊乱和器质上改变!刘友章等'

7

(研

究发现脾虚大鼠胃壁细胞线粒体减少! 线粒体内部

结构不清! 胃主细胞线粒体嵴断裂) 胡琳琳等'

6

(研

究发现脾虚时小鼠吸收功能降低) 胃肠的受纳和吸

收功能障碍!可能引起合成原料的不足) 分解加强

可能是由于脾虚状态下机体正常的能量供应受阻!

刘劲等'

#$

(以番泻叶泻下加劳倦过度造模发现小鼠骨

骼肌线粒体肿胀!破坏严重) 孙恩亭等'

#8

(研究发

现!脾虚大鼠骨骼肌中乳酸脱氢酶$

OFV

%和磷酸果

糖激酶的活性较对照组显著升高!且
J)K

含量和能

荷都显著减少) 脾虚时可能通过加强自身物质的分

解来补偿供能) 对于脾虚造成骨骼肌萎缩的详细机

制还有待进一步研究)

脾脏和胸腺均是重要的淋巴器官!前者是
)

细胞生

成的重要场所!后者是
[

细胞生成的重要场所!对维持

机体的免疫功能有着非常重要的作用) 雷娓娓等'

#6

(研

究发现脾虚组小鼠淋巴细胞较正常组稀少! 胞质和细

胞器减少!细胞排列松散!形状不规则) 王运平等'

#<

(研

究发现脾虚小鼠的脾脏重量,脾脏指数,胸腺重量,胸腺

指数!腹腔巨噬细胞的吞噬率和吞噬指数!抗体,

(O

#

#

及

(O

#

!

的产生能力均低于对照组!且差异有统计学意义)

本实验中两脾虚组小鼠脾脏和胸腺重量与对照组比较

均显著降低&脾脏,胸腺脏器指数均明显低于对照组)

提示脾虚小鼠的免疫力明显降低)

根据代谢酶类型和所含肌动球蛋白类型的不同!

哺乳动物的骨骼肌纤维可分为两大类#

!

型和
"

型)

!

型肌纤维在慢肌$红肌%中占多数!获能方式以有氧

代谢为主!有较好的耐力&

"

型肌纤维在快肌$白肌%

中占多数!获能方式以糖酵解为主!有较好的爆发力)

有关研究'

#:

!

!"

(表明随着衰老的发生!

!

型肌纤维比例

逐渐升高!

"

型肌纤维比例逐渐降低) 何志仙等'

##

(

研究发现幼龄大,小白鼠骨骼肌中
!

型肌纤维比例均

低于成年组!

"

肌纤维比例均高于成年组!提示随着衰

老的发生小鼠
!

型肌纤维比例增加!

"

型肌纤维比例

减少) 因此!可以认为!脾虚小鼠
=FO

中
!

型肌纤维

比例的增加与大,小白鼠在发育中的变化相一致) 亦

即脾虚时小鼠
=FO

出现了衰老性变化!有关这一变化

的机制还有待进一步研究)
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