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ＴＧＦβ微泡靶向治疗大鼠骨骼肌损伤的实验研究
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［摘　要］　目的　探究ＴＧＦβ微泡靶向治疗对大鼠受损骨骼肌再生的修复作用。方法　选择２月龄ＳＤ大鼠８０只，随机分为
实验组（包载ＴＧＦβ微泡）、单纯药物组、单纯微泡组（不包载药物）和空白对照组，每组２０只，４组均进行超声透射操作，且时间及
频率保持一致。测量受损腓肠肌收缩应力和松弛应力，观察受损腓肠肌光镜及电镜变化。结果　损伤后１、５、９ｄ各组腓肠肌收缩
应力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），至第１４天时，实验组和单纯药物组腓肠肌收缩应力明显高于其余２组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），实验组和单纯药物组腓肠肌收缩应力差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），在应力松弛方面上，损伤后第１天，实验组腓肠肌
松弛应力均低于其余３组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。光镜显示，实验组受损部位在第９天时肌纤维数量增加明显，第１４天
时基本未见瘢痕形成。电镜下实验组腓肠肌细胞线粒体和肌浆网增多，新生肌细胞和卫星细胞明显多于其余３组。结论　ＴＧＦβ
微泡靶向治疗能明显改善大鼠骨骼肌损伤后收缩应力及恢复应力衰减，同时能明显促进受损骨骼肌的修复和再生，减少瘢痕形成。
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　　骨骼肌损伤后再生能力有限，结构及功能常常恢
复不完全，愈合缓慢，并伴有一定程度的纤维化，易再

次发生损伤，严重影响运动功能，从而严重影响患者生

活质量、学习和工作［１３］。微泡靶向药物治疗骨骼肌损

伤具有安全有效、无创伤、不易复发、治疗周期短、适应

范围广且花费少等众多优点，已成为近年来研究的热

点［４６］。韧带、肌腱及骨骼肌等处存在多种生长因子，

被认为是骨骼肌愈合过程中的调节者，其中转化生长

因子β（ＴＧＦβ）是参与组织炎症和修复的最重要生长
因子之一，国内外诸多实验已证实 ＴＧＦβ对骨骼肌再
生有积极促进作用［７８］。本课题组拟选用脂质微泡作

为ＴＧＦβ的递送系统，治疗腓肠肌钝挫伤模型大鼠，
旨在为骨骼肌损伤的临床治疗提供指导。
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１　材料与方法

１．１　钝挫伤大鼠模型的建立
提供２月龄 ＳＤ大鼠 ８０只（海南医学院附属医

院），实验大鼠均用 １％硫喷妥钠腹腔注射麻醉
（０．５ｍＬ／１００ｇ）。参照朱文辉等［９］大鼠骨骼肌钝挫

伤模型建立方法，将大鼠后肢置于伸膝、踝背屈９０°位
置，用Ｖ型的木制圆锥体，长３７．４ｃｍ，体质量６２５ｇ，
从４３．２ｃｍ高处自由垂直落下打击动物右小腿内侧面
（距跟骨１．５ｃｍ处），保持受伤局部皮肤完整，避免感
染，建立大鼠骨骼肌急性钝挫伤模型，后期经解剖发现

骨骼肌钝挫伤模型建立成功率为１００％。
１．２　包载ＴＧＦβ的脂质微泡的制备

将ＴＧＦβ分散于含有适当脂质材料的溶液中，在
低温下混合形成均匀的胶体溶液，加入适量冻干支持

剂，低温冷冻一定时间，冷冻干燥处理形成疏松多孔的

固体冻干粉，分装于西林瓶中，充入氟碳气体置换瓶中

的空气，密封保存。临用前于西林瓶中隔塞注入注射

溶液，轻微振摇即可形成包载ＴＧＦβ的脂质微泡。
１．３　超声微泡载体病变部位显像及ＴＧＦβ超声靶向递送

采用百盛公司 ＴｅｃｈｎｏｓＭＰＸＤＵ８彩超诊断仪获
得最佳的骨骼肌造影增强效果，将包载 ＴＧＦβ的脂质
微泡静脉注射，采用超声造影模式，聚焦深度为３．５ｃｍ
左右，当超声造影图像显示损伤骨骼肌内有大量造影

剂充盈时，反复多次爆破微泡，直到携带 ＴＧＦβ的脂
质微泡完全消失，在空化作用下完成 ＴＧＦβ向骨骼肌
细胞的转移。

１．４　实验分组
实验动物采用随机数列法平均分为４组进行研

究：实验组（包载ＴＧＦβ微泡）、单纯药物组、单纯微泡
组（不包载药物）和空白对照组，每组各２０只模型大
鼠。４组均进行超声透射操作，且时间及频率保持一
致。实验组：将包载ＴＧＦβ的脂质微泡通过血液循环
注入体内，在损伤骨骼肌周围的体表部位超声，当超声

影像图证明超声准确定位于损伤的骨骼肌部位时，增

加超声强度，使包载ＴＧＦβ的脂质微泡爆破产生空化
作用，增加血管的通透性，完成 ＴＧＦβ向骨骼肌细胞
的转移。以实验组为参照，其他３组的超声透射时间
选择、每次透射的时间长度以及透射的频率和超声参

数均保持一致。

１．５　统计指标
生物力学测试：损伤后１、５、９、１４ｄ，用硫喷妥钠麻

醉后，分离右下肢皮肤、腱膜等，使腓肠肌在半离体条

件下行力学性能测试，腓肠肌一端接于传感器，另一端

接于加载装置（滑块）上，滑块速度１ｍｍ／ｓ，逐渐加载

至１ｋｇ，计算机每隔１５ｍｓ自动采集数据，统计腓肠肌
收缩应力变化（取肌肉最大张力值减去前负荷再除以

肌肉的横截面积），滑块速度 １ｍｍ／ｓ，逐渐加载至
５ｋｇ，计算机每隔１５ｍｓ自动采集数据，统计松弛应力
变化［（最小张力值－前负荷）／肌肉的横截面积］。

组织学分析：损伤后１、５、９、１４ｄ，硫喷妥钠麻醉和
颈椎脱位处死大鼠，取右下肢腓肠肌，甲醛固定、石蜡

包埋、切片、ＨＥ染色等处理后，观察组织学变化。
电镜超微结构分析：取材同上，戊二醛固定、梯度

浸润、固化、包埋等处理后电镜观察超微结构改变，如

成肌细胞、肌丝等。

１．６　统计学分析
实验所得数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ２０．０软件包进行统计分析，组间比较采用单因
素方差分析，２组间比较采用 ｔ检验，显著性水准的概
率被设为０．０５，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　受损腓肠肌收缩应力和松弛应力变化
损伤后１、５、９ｄ各组腓肠肌收缩应力差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５），实验组和单纯药物组腓肠肌收缩
应力第１４天高于其余２组，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），实验组和单纯药物组腓肠肌收缩应力差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其余２组腓肠肌收缩应
力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图１。损伤后第
１天，实验组腓肠肌松弛应力均低于其余３组，差异均
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其余３组腓肠肌松弛应
力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），第５、９、１４天４组差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），实验组应力衰减恢复
较快，优于其余３组（图２）。

：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与单纯药物组相比，Ｐ＜０．０５
图１　大鼠腓肠肌受损后收缩应力变化

２．２　光镜观察结果
损伤后第１天４组均可看见腓肠肌纤维崩解、有

大量炎症细胞浸润。第５天单纯微泡组和空白对照组
可见大量细胞核成串珠状的成肌细胞和肌管形成，实

验组和单纯药物组可见大量胞核位于边缘的肌纤维细
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胞和胞核位于中央的肌管形成，胞核数目多，实验组肌

纤维数量增加更为明显（图３）。损伤后第９天至第１４
天可见单纯微泡组和空白对照组有纤维瘢痕形成，肌

管融合成肌纤维，单纯药物组有轻微纤维瘢痕形成，实

验组基本未见瘢痕形成（图４）。

：与其他３组相比，Ｐ＜０．０５
图２　大鼠腓肠肌受损后应力松弛变化

ａ：空白对照组；ｂ：单纯微泡组；ｃ：单纯药物组；ｄ：实验组
图３　损伤后第５天腓肠肌光镜观察结果（ＨＥ×１６）

ａ：空白对照组；ｂ：单纯微泡组；ｃ：单纯药物组；ｄ：实验组

图４　损伤后第１４天腓肠肌光镜观察结果（ＨＥ×１６）

２．３　电镜观察结果
损伤后第１～５天单纯微泡组和空白对照组可见

大量空腔化的线粒体，扩张的肌浆网，而实验组和单纯

药物组空腔化的线粒体和扩张的肌浆网数量较少。损

伤后第９～１４天单纯微泡组和空白对照组可见大量胶
原纤维和纤维结蹄组织形成，实验组和单纯药物组可

见大量新生肌细胞和卫星细胞形成，其中实验组数目

明显多于单纯药物组。

３　讨论

骨骼肌损伤后，受损部位迅速形成水肿和血肿，肌

纤维崩解断裂，炎性细胞如中性粒细胞和巨噬细胞等

向受损部位集中，分泌细胞因子并裂解吞噬受损细胞，

激活卫星细胞，形成新生的肌纤维［１０１１］。研究已证实

转化生长因子β（ＴＧＦβ）在骨骼肌损伤修复过程中包
括炎症反应、细胞增殖、肉芽组织形成阶段有重要作

用［１２１４］。ＴＧＦβｍＲＮＡ具有和Ｉ型胶原的ｍＲＮＡ相一
致的表达趋势［１５１６］，其可以下调成肌蛋白的表达并加

速纤维化蛋白的合成，促进受损骨骼肌的纤维化和修

复［１７１８］。目前ＴＧＦβ对骨骼肌损伤修复作用的研究
难点主要在于 ＴＧＦβ对受损部位的递送。近年来超
声微泡作为基因、药物的载体，利用超声靶向微泡击破

技术对疾病进行靶向治疗逐渐成为国内外研究的热

点。Ｆｕｊｉｉ等［１９］通过超声靶向微泡击破技术将带有干

细胞因子和血管内皮生长因子基因的微泡靶向导入心

肌梗死大鼠的心肌缺血区，有效改善了心肌血流灌注

和心功能。本研究采用脂质微泡作为递送系统具有系

统循环时间长、递送效率高、靶向性强，且药物保护性

好，能够实时监控等优点。载药微泡在一定强度与频

率的超声作用下受空化效应影响，在特定空间（靶区）

可发生破裂、产生休克波或射流，诱导快速的局部细胞

膜超极化，通透性短暂增高，细胞膜产生声孔效应，同

时相邻细胞的间隙增宽，利于微泡所携带的治疗药物

通过破裂的微血管和内皮细胞间隙到达靶区局部释

放，增加靶组织药物浓度，从而可在极低的血药浓度下

获得较高的病变细胞内药物浓度，大大降低药物的毒

副作用，达到提高治疗效率的目的［２０］。

骨骼肌受损后，其肌肉收缩力主要取决于肌肉受

损程度，炎症反应，疼痛及中枢神经系统对反射的控

制［２１］。虽然活体状态下的肌肉收缩力与离体状态下

的肌肉收缩力存在一定的差异，但总体表现相似，肌肉

损伤早期，炎症反应强烈，骨骼肌炎性损伤和氧化应激

损伤明显，肌肉收缩应力和松弛应力改变较为显著，随

着时间的延长，炎症反应逐渐减弱，肌肉收缩应力和松

弛应力逐渐恢复。本研究中随着时间的延长，肌肉收

缩应力逐渐上升，松弛应力逐渐下降，与既往研究一

致［２２］。本研究发现，损伤后１、５、９ｄ各组腓肠肌收缩
应力无差异，至第１４天时，实验组和单纯药物组腓肠
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肌收缩应力明显高于其余２组，实验组和单纯药物组
腓肠肌收缩应力有差异，在应力松弛方面上，损伤后第

１天，实验组腓肠肌松弛应力均低于其余３组，实验组
应力衰减恢复较快，优于其余３组。这主要由于ＴＧＦ
β在受损部位的集中，很大程度地促进了受损骨骼肌
肌纤维的修复和再生，受损部位愈合质量较高。光镜

显示实验组受损部位在第９天时肌纤维数量增加明
显，第１４天时基本未见瘢痕形成。电镜下实验组腓肠
肌细胞线粒体和肌浆网增多，新生肌细胞和卫星细胞

明显多于其余３组，这些进一步证实了 ＴＧＦβ具有促
进骨骼肌细胞的增殖和表达的作用。同时由于受损部

位ＴＧＦβ的富集，占据受损区域细胞与细胞间的坏死
区域，抑制与成肌细胞存在竞争关系的成纤维细胞的

增长，促进肌肉的再生，减少瘢痕形成，提高愈合质量，

同时有研究发现外源性 ＴＧＦβ和内源性 ＴＧＦβ可能
存在正反馈作用，这更有利于受损骨骼肌的愈合［２３］。

本研究结果提示，利用载外源性 ＴＧＦβ的微泡靶向作
用于骨骼肌损伤可明显加速骨骼肌的修复与再生，具

有良好的临床应用前景。然而本研究尚有些不足之

处，仅采用ＴＧＦβ的微泡进行靶向治疗，而其他类型
生长因子如胰岛素样生长因子也对骨骼肌损伤修复具

有明显促进作用；本研究大鼠骨骼肌损伤模型制作过

程并不能保证各大鼠损伤程度均相同，这也是本研究

的不足之一；同时本研究仅为动物实验，ＴＧＦβ微泡靶
向治疗的实际临床效应仍有待于临床研究进一步证实。

综上所述，ＴＧＦβ微泡靶向治疗能明显改善大鼠
骨骼肌损伤后收缩应力及恢复应力衰减，同时能明显

促进受损骨骼肌的修复和再生，减少瘢痕形成，对于此

方法的临床应用效果仍需进一步开展相应临床实验。
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三七总皂苷对大鼠局灶性脑缺血再灌注后 ＩＬ１０及 ＴＮＦα表达的影响
丁小明，许　嵘　（泉州医学高等专科学校基础医学部人体解剖教研室，福建 泉州 ３６２０１１）

［摘　要］　目的　观察三七总皂苷（ＰＮＳ）对局灶性脑缺血再灌注后大鼠脑组织白细胞介素１０（ＩＬ１０）及肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）
含量变化的影响，探讨ＰＮＳ对脑缺血再灌注损伤的保护机制。方法　将３０只成年雄性 ＳＤ大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注组
和ＰＮＳ组，每组１０只。缺血再灌注组采用线栓法制作大鼠大脑中动脉栓塞模型。各组分别于连续灌胃４周，观察３ｄ后处死取出
脑脑织，采用ＥＬＩＳＡ法、免疫组织化学法和半定量ＲＴＰＣＲ法检测各组缺血区脑组织ＩＬ１０和ＴＮＦα表达的变化，并进行大鼠行为
能力测试评分。结果　与假手术组和缺血再灌注组相比，ＰＮＳ组术后脑组织中ＩＬ１０的表达水平明显增高，ＴＮＦα的表达水平明显
下调，ＰＮＳ组行为能力较缺血再灌注组明显提高。结论　三七总皂苷对脑缺血再灌注大鼠的保护作用，其作用机制可能与上调
ＩＬ１０、降低ＴＮＦα的表达有关。

［关键词］三七总皂苷；脑缺血；再灌注损伤；白细胞介素１０；肿瘤坏死因子
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　　缺血性脑病致死和致残率均较高，是脑血管病中
主要的一种类型。缺血性脑病除了缺血造成的脑损伤

之外，还有缺血再灌注对脑组织的损伤。白细胞介素
１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）具有抗炎作用，能够对脑缺血
所致的炎症起到保护作用［１］。而肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）却具有致炎作用，能诱导炎症损伤
反应，在脑缺血再灌注后引起的炎症反应、细胞凋亡等

组织损伤中起重要的作用［２］。三七总皂苷是传统中

医药物，具有清热抗炎增加局部对缺氧的耐受性，提高

局部循环功能的作用，但对于其在脑缺血性再灌注损

　［基金项目］２０１６年福建省中青年教师教育科研项目（ＪＡＴ１６０８５２
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　　 ｕｓｉｎｇｍｕｓｃｌｅｇｒａｆｔｓｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈＴＧＦｂｅｔａ１ｃＤＮＡ［Ｊ］．ＥｕｒＣｅｌｌ
Ｍａｔｅｒ，２０１２，２３：９４－１０２．

［２１］陈　勇，张英泽，王文辉．肱三头肌肌腱损伤对其收缩性能影响的
试验研究［Ｊ］．中国伤残医学，２０１４（１７）：２－４．ｄｏｉ：１０．１３２１４／ｊ．ｃｎｋｉ．
ｃｊｏｔａｄｍ．２０１４．１７．００１．

［２２］葛新发，潘卫东，董贵俊．利用碱性成纤维细胞生长因子包裹的磁性
纳米粒对大鼠急性骨骼肌钝挫伤后肌肉收缩力与松弛特性恢复的

影响研究［Ｊ］．中国运动医学杂志，２０１０，２９（５）：５３８－５４１．

［２３］徐前威，王荣国，王云亭，等．电针对兔钝器伤后骨骼肌中转化生长

因子β１和波形蛋白表达的影响［Ｊ］．中国康复医学杂志，２０１４，２９

（５）：４２１－４２６．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１－１２４２．２０１４．０５．００５．

（编辑：刘　艺）

４３６ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ




