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电针足三里对脾气虚模型大鼠骨骼肌线粒体呼吸链复合物活

性和 ATP 含量的影响 
 

勇入琳 1,刘路 2,董佳梓 2,张立德 2 

(1.浙江中医药大学,杭州 310005;2.辽宁中医药大学,沈阳 110847) 

 

【摘要】  目的  观察电针足三里穴对脾气虚模型大鼠骨骼肌线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性以及三

磷酸腺苷(ATP)含量的影响。方法  将 32 只雄性 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、足三里组和非穴组,每组      

8 只。采用劳倦过度及饮食不节的复合因素制备大鼠脾气虚证候模型,足三里组予电针双侧足三里穴治疗,非穴

组予电针双侧非经非穴点治疗。观察各组大鼠的毛色、进食量和粪便情况,并测量各组大鼠前肢抓力以评估肌肉

力量;采用比色法检测大鼠骨骼肌组织三磷酸腺苷(ATP)含量,用酶标法检测大鼠骨骼肌组织线粒体呼吸链复合

物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性。结果  造模后,与正常组比较,模型组、足三里组和非穴组大鼠体质量和抓力显著下降     

(P＜0.05),骨骼肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性及 ATP 含量明显降低(P＜0.05)。与模型组比较,

足三里组大鼠体质量略增加、抓力明显增大(P＜0.05),骨骼肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性及

ATP 含量显著升高(P＜0.05);非穴组大鼠上述指标与模型组比较,差异无统计学意义(P＞0.05)。结论  电针足

三里穴可明显提高脾气虚模型大鼠骨骼肌线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性,增加 ATP 含量,参与线粒体

呼吸及能量代谢的调控作用而发挥健脾益气的功效。 
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Effects of Electroacupuncture at Zusanli (ST36) on the Activities of Mitochondrial Respiratory Chain Complexes 

and ATP Content in Skeletal Muscles of Rats with Spleen Qi Deficiency  YONG Rulin1, LIU Lu2, DONG Jiazi2, 

ZHANG Lide2.  1.Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310005, China; 2.Liaoning University of 

Traditional Chinese Medicine, Shenyang 110847, China 

[Abstract]  Objective  To observe the effects of electroacupuncture at Zusanli (ST36) on the activities 

of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ and the content of adenosine triphosphate (ATP) in 

skeletal muscles of rats with spleen Qi deficiency. Method  Thirty-two male Sprague-Dawley (SD) rats were 

randomly assigned to a normal group, a model group, a Zusanli group, and a non-acupoint group, with 8 rats in each 

group. The spleen-Qi-deficiency rat model was established using exhaustive swimming alongside improper diet. The 

Zusanli group was intervened by electroacupuncture at Zusanli, and the non-acupoint group received 

electroacupuncture at spots away from meridians. Hair color, food intake, and stool pattern were observed. The rats’ 

front paw’s grip force was measured to assess muscle strength; the skeletal muscle ATP content was determined using 

colorimetric assay; the enzyme labeling method was adopted to detect the activities of mitochondrial respiratory chain 

complexes Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ in rats’ skeletal muscle tissues. Result  After modeling, compared with the normal 
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group, rats in the model, Zusanli, and non-acupoint groups showed emaciated, with decreased body weight and declined 

grip force (P＜0.05); the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ and the content 

of ATP in skeletal muscle tissues dropped significantly in the three groups (P＜0.05). Compared with the model group, 

rats in the Zusanli group had increased body weight and notably strengthened grip force (P＜0.05), and the activities 

of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ and the content of ATP in skeletal muscle tissues 

increased significantly (P＜0.05); the differences between the non-acupoint group and model group were statistically 

insignificant in comparing the indicators mentioned above (P＞0.05). Conclusion  Electroacupuncture at Zusanli can 

significantly increase the activities of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ and the content 

of ATP in skeletal muscles of spleen-Qi-deficiency rats, playing a regulatory role in mitochondrial respiration 

and metabolism to strengthen the spleen and supplement Qi. 

[Key words]  Electroacupuncture therapy; Point, Zusanli (ST36); Spleen Qi deficiency; Mitochondrial respiratory 

chain complexes; Adenosine triphosphate; Rats 

 

《素问·痿论》中“脾主身之肌肉”概括地提出

脾脏与人体肌肉充实程度及功能活动的正常与否密切

相关。至北宋《太平圣惠方》则将上述“脾主肌肉”

具体如何发挥作用详加描述,“脾胃者……荣于肌肉

也”认为脾胃通过将水谷中的精微物质化生为气血,

从而濡养肌肉。可见机体肌肉之强健有力与脾胃功能

正常与否密切相关,脾的运化正常,则谷气自旺,化源

不乏,四肢肌肉乃得温养。在病理状态下,若脾脏功能

失调,则会出现运动功能障碍等一系列临床表现。肢体

的各项活动依赖于骨骼肌的舒缩,而其是一种主动的

耗能过程,由线粒体所产生的三磷酸腺苷(adenosine 

triphosphate, ATP)为全身各细胞提供充足的能量[1]。

其中分布于线粒体内膜上的 4 种复合物(复合物Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ)被认为对完成线粒体的氧化磷酸化及 ATP

合成具有重要作用[2-3]。足三里是健脾益气的要穴,课

题组前期研究证实电针足三里能够增加脾气虚模型大

鼠的进食量与活动性,同时改善其大便溏泄等症状,发

挥健脾益气的作用,而其机制可能与上调能量代谢相

关指标表达有关[4-6]。本次研究采用饮食不节与劳倦过

度的复合因素制备脾气虚大鼠模型,并给予电针足三

里穴治疗,观察其对骨骼肌 ATP 含量及线粒体呼吸链

复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性的影响,拟从骨骼肌线粒体

呼吸链与能量代谢的角度揭示足三里健脾益气的作用

机制。 

 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及分组 

SPF 级雄性 Sprague Dawley(SD)大鼠 32 只,体质

量(200±10)g,购自北京维通利华实验动物技术有限

公司,许可证号为 SCXK(京)2016-0011。实验动物饲养

于辽宁中医药大学实验动物中心,室温 18～23 ℃,相

对湿度45%～55%,大鼠自由进食饮水,适应性饲养1周

后开始实验。实验过程严格按照《关于善待实验动物

的指导性意见》[7]对动物进行处置。采用随机数字表

法将 32 只大鼠平均分配为 4 组,分别为正常组、模型

组、足三里组和非穴组,每组 8 只。 

1.2  主要仪器与试剂 

华佗牌针灸针(0.19 mm×10 mm,苏州医疗用品厂

有限公司),华佗牌电子针疗仪(SDZ-Ⅱ型,苏州医疗用

品厂有限公司),多功能酶标仪(SpectraMax I3,奥地

利 MD 公司),微量冷冻离心机(Sorvall ST 16R,美国

Thermo Scientific 公司),大小鼠抓力测定仪(YLS- 

13A,济南益延科技发展有限公司)。ATP 含量检测试

剂盒(BC0300,北京索莱宝科技有限公司),线粒体呼吸

链复合体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ测试盒(苏州科铭生物技术

有限公司)。 

1.3  造模方法 

参照课题组前期研究[8]方法,采用劳倦过度及饮

食不节的复合因素复制大鼠脾气虚证候模型。大鼠先

禁食 2 d,再饱食 1 d,自由饮水,每日于 35～37 ℃水

温下负重(质量为 5%体质量的保险丝绑于大鼠尾部)

游泳 20 min,3 d 为 1 个造模周期,共 5 个周期。大鼠

出现食少、神疲、乏力、皮毛无光泽或枯槁及体质量

下降,符合《中医实验动物模型方法学》[9]中记载脾气

虚模型的评定标准,提示造模成功。 

1.4  各组干预方法 

造模成功后各组大鼠恢复正常饮食并分别予相应

的干预措施。足三里组中,将大鼠固定于鼠架上,暴露
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后 肢 , 用 75% 乙 醇 溶 液 消 毒 局 部 皮 肤 , 选 择

0.19 mm×10 mm 一次性无菌针灸针针刺双侧足三里穴,

穴位定位参照《实验针灸学》[10]中相关标准,直刺深度

5 mm,用 SDZ-Ⅱ型电针仪连接双侧两针柄上(左下肢接

正极,右下肢接负极),采用疏密波,强度 0.5 mA,频率

2/15 Hz,每日 1 次,每次 20 min,连续 7 d。非穴组中

以髂嵴连线上方 15 mm,后正中线左右旁开 20 mm 处为

非经非穴点[11],平刺 5～8 mm,用 SDZ-Ⅱ型电针仪连接

双侧非经非穴点的两针柄上(左下肢接正极,右下肢接

负极),余操作同足三里组。正常组和模型组予相同时

间的固定,但不做其他处理。 

1.5  取材方法 

各组干预 7 d 后,大鼠禁食不禁水 12 h 以上,予腹

腔注射麻醉。暴露股四头肌,快速切取股四头肌组织,

置于液氮罐中,稍后冻存于﹣80 ℃冰箱备用。 

1.6  观察指标 

1.6.1  大鼠体质量测定 

从实验第1天开始,每3天在当日造模之前测量1

次大鼠体质量,最后1次于实验第22天20:00点测量,

记录并统计其变化。 

1.6.2  大鼠抓力测定 

YLS-13A 大小鼠抓力测定仪是目前使用广泛的测

定大、小鼠抓力的仪器,可以直观评价动物衰老、神经

肌肉损伤所引起的力量降低及药物等干预的效果。各

组大鼠分别于造模前(第 0天)、造模后(第 15 天)和治

疗后(第22天)测量3次抓力。测量时一手固定抓力板,

另一手将大鼠放于抓力板上,待大鼠前肢自然抓握住

抓力板后右手顺势牵拉大鼠尾部。此时松开抓力板,

右手匀速牵拉,待大鼠前肢从抓力板滑脱瞬间,记录抓

力板数值即为前肢抓力。各组大鼠分别于造模前、造

模后及治疗后进行抓力测定,每次测量 5 遍,由同一实

验人员完成。所得数值取中间 3 位数计算平均值,即为

该大鼠的抓力。 

1.6.3  比色法检测大鼠骨骼肌组织 ATP 含量 

称取 100 mg 骨骼肌组织,加入 1 mL 酸性提取液,

在冰上进行匀浆,4 ℃下 8 000×g 离心 10 min,取上

清至另一 EP 管中,加入等体积的碱性提取液使之中和,

混匀,4 ℃ 8 000×g 离心 10 min,取上清,置于冰上待

测。严格按照说明书操作依次加入样本和试剂,充分混

匀后 37 ℃准确水浴 30 min,再按比例加入显色剂, 

37 ℃水浴 20 min。预热分光光度计 30 min,用蒸馏水

调零,在 700 nm 波长下测定各管吸光值,按公式计算

ATP 含量。 

1.6.4  酶标法检测大鼠骨骼肌组织线粒体呼吸链复

合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性 

线粒体蛋白提取。准确称取 100 mg 骨骼肌组织,

按说明书加入 1 mL 试剂一和 10 μL 试剂三,用冰浴匀

浆器匀浆,离心弃沉淀,将上清液移至另一离心管中,

离心弃上清,得到的沉淀即为线粒体。加入 200 μL 试

剂二和 2 μL 试剂三,用超声波破碎(冰浴,功率 200 W,

超声 3 s,间隔 10 s,重复 30 次),即可用于复合体Ⅱ/

Ⅳ酶活性测定。 

测定步骤。酶标仪预热,调节波长至 340/605/ 

550/550 nm,用蒸馏水调零,测定并记录各样本在

340/605/550/550 nm 处初始吸光值 A1 和 2 min 后的

吸光值 A2,分别按公式计算复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的

活性。 

1.7  统计学方法 

采用 SPSS20.0 统计软件对数据资料进行统计分

析。符合正态分布的计量资料采用均数±标准差表示,

组间比较采用重复测量方差分析;进一步两两比较,方

差齐性选用 LSD 或 Tamhane’s T2(M)检验。以 P＜0.05

表示差异具有统计学意义。 

 

2  结果 

2.1  各组大鼠体质量比较 

造模前,各组大鼠体质量比较,差异无统计学意义

(P＞0.05)。从第 2 个造模周期开始,模型组、足三里

组和非穴组大鼠体质量均较正常组明显下降(P＜

0.05);造模结束后,模型组、足三里组和非穴组大鼠体

质量逐渐有升高的趋势;干预结束后,足三里组大鼠体

质量较模型组和非穴组显著升高(P＜0.05),而非穴组

大鼠体质量与模型组比较,差异无统计学意义(P＞

0.05)。详见表 1。 

2.2  各组大鼠抓力比较 

造模前,大鼠抓力维持在较低水平,且各组比较差

异无统计学意义(P＞0.05);随着动物年龄增加抓力有

所增强。造模后,模型组、足三里组和非穴组大鼠抓力

都有明显减弱,与正常组比较差异具有统计学意义  

(P＜0.05)。干预后,模型组、足三里组和非穴组大鼠

抓力仍较正常组弱,差异具有统计学意义(P＜0.05);

但足三里组大鼠抓力增强较为明显,与模型组比较差
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异具有统计学意义(P＜0.05);而非穴组大鼠抓力与模 型组比较,差异无统计学意义(P＞0.05)。详见表 2。 

表 1  各组大鼠体质量比较                                                                        ( x ±s, g) 

时间 正常组(8 只) 模型组(8 只) 足三里组(8 只) 非穴组(8 只) 

造模前(Day1) 208.43±4.41 208.94±3.98 206.48±2.46  208.21±2.94  

第 1 个造模周期后(Day4) 246.08±4.43  213.19±4.641)  211.43±3.161)    208.90±12.501)   

第 2 个造模周期后(Day7) 257.99±7.40  211.49±5.031)  208.64±5.641)   213.09±6.971) 

第 3 个造模周期后(Day10) 266.55±6.64  203.50±6.121)   205.81±7.481)    207.43±11.211)   

第 4 个造模周期后(Day13)  282.75±10.06   197.80±7.461)  201.55±7.121)     197.01±14.941)  

第 5 个造模周期后(Day16) 300.89±7.72  199.79±8.931)   201.95±9.441)     194.96±18.021)   

干预 3 d 后(Day19)  316.91±11.01    208.44±10.001)   212.79±7.091)     211.88±11.461)   

干预结束后(Day22)  336.31±16.13     236.68±10.261)2)    256.14±11.661)     238.71±8.981)2)   

注:与正常组比较 1)P＜0.05;与足三里组比较 2)P＜0.05。 

表 2  各组大鼠抓力比较                                                                           ( x ±s, g) 

时间 正常组(8 只) 模型组(8 只) 足三里组(8 只) 非穴组(8 只) 

造模前(Day1) 913.75±98.78 907.83±142.21 908.63±129.41 927.56±248.51 

造模后(Day16) 1271.16±110.93 975.69±80.951) 972.55±194.171) 985.46±110.931) 

干预结束后(Day22) 1668.91±184.05 1188.99±61.811) 1385.19±128.741)2) 1149.36±81.581) 

注:与正常组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05。 

2.3  各组大鼠骨骼肌组织 ATP 含量比较 

与正常组比较,模型组、足三里组和非穴组大鼠骨

骼肌组织 ATP 含量显著下降(P＜0.05);与模型组比较,

足三里组大鼠骨骼肌组织 ATP 含量明显上升(P＜

0.05);而非穴组与模型组比较,差异无统计学意义   

(P＞0.05);足三里组大鼠骨骼肌组织 ATP 含量高于非

穴组(P＜0.05)。详见表 3。 

2.4  各组大鼠骨骼肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性比较 

与正常组比较,模型组、足三里组和非穴组大鼠骨

骼肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性

均降低(P＜0.05);与模型组比较,足三里组大鼠骨骼

肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性升

高(P＜0.05),而非穴组升高不明显(P＞0.05);足三里

组与非穴组比较,大鼠骨骼肌组织中线粒体呼吸链复

合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性差异具有统计学意义(P＜

0.05)。详见表 4。 

表3  各组大鼠骨骼肌组织ATP含量比较 ( x ±s, μmol/g) 

组别 只数 ATP 含量 

正常组 8 74.75±1.69 

模型组 8 45.60±3.521) 

足三里组 8 68.59±1.691)2) 

非穴组 8 45.74±3.901)3) 

注:与正常组比较 1)P＜0.05;与模型组比较 2)P＜0.05;与足

三里组比较 3)P＜0.05。 

 

表 4  各组大鼠骨骼肌组织线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性比较                 [ x ±s, nmol·(min·g)﹣1] 

组别 只数 复合物Ⅰ 复合物Ⅱ 复合物Ⅲ 复合物Ⅳ 

正常组 8 1.06±0.05 55.95±2.59 8.44±0.29 154.95±6.97 

模型组 8 0.54±0.011)2) 15.45±1.091)2) 2.86±0.151)2) 45.73±1.421)2) 

足三里组 8 0.91±0.061) 34.90±1.731) 5.50±0.231) 111.42±5.671) 

非穴组 8 0.60±0.051)2) 14.75±0.971)2) 2.59±0.201)2) 44.95±2.871)2) 

注:与正常组比较 1)P＜0.05;与足三里组比较 2)P＜0.05。 

3  讨论 

脾气虚证的主要临床表现有倦怠乏力、少气懒言、

腹胀纳呆、面色萎黄、大便溏薄等,它可见于临床多系

统、多疾病之中,如冠心病、高血压、重症肌无力、肥
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胖症等[12-13]。现代研究表明,脾气虚证表现出的一系列

虚象常与线粒体能量代谢不足密切相关,如脾虚模型

大鼠的心、小肠和胃等组织中 ATP 含量及线粒体形态

结构均较正常大鼠有所改变[6,14-16]。足三里穴归属多气

多血的足阳明胃经,具有补中气、健脾胃、调和气血之

功。若脾胃亏虚,气血不足,则宗筋失养,纵缓不收,而

见肌肉、关节痿弱不用,因此可选用足三里穴来达到治

疗脾虚证的作用。在临床中足三里穴被广泛应用于增

强免疫力[17-18],调节消化系统[19-20],调节血液系统[21],调

控物质、能量代谢[22-23]等。合理运用电针能够增强足

三里穴的治疗效果,而其参数是影响电针效应的重要

因素。目前临床常用的电针波型多以连续波、疏密波

为主。而其中疏密波特点是一种时疏时密、不断变换

频率的调制脉冲波,因此可产生多种物质的共同释放,

且不易为机体所适应。有研究发现,以 2/15 Hz 频率的

疏密波刺激大鼠足三里穴能够明显促进其胃肠运   

动[24]。 

线粒体是细胞能量代谢的关键场所,因此被称为

“细胞动力工厂”,机体生命活动的动力主要来源于线

粒体氧化磷酸化所合成的 ATP。而在上述过程中,位于

线粒体内膜上的线粒体呼吸链酶复合物(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和

Ⅳ)与线粒体呼吸功能密切相关[25]。既往研究发现,脾

虚证与线粒体能量代谢障碍密切相关[26-27]。本次实验

结果显示,脾气虚大鼠的骨骼肌组织中线粒体呼吸链

酶复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性及 ATP 含量均明显下降,

电针足三里治疗能够显著提高脾气虚模型大鼠骨骼肌

线粒体上述复合物的活性以及 ATP 含量。前期研究[8]

已经证实,电针足三里穴可通过纠正脾气虚模型大鼠

骨骼肌线粒体分裂融合的失衡状态,提高能量代谢水

平。结合上述研究结果可知,脾气虚时,骨骼肌线粒体

结构和功能失衡,其内膜上的线粒体呼吸酶链复合物

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ活性减弱,影响了线粒体呼吸链的氧化

磷酸化,导致线粒体产生的 ATP 显著降低。而电针足三

里穴可能是通过恢复线粒体分裂,融合动态平衡,从而

提高线粒体呼吸链复合物的活性,增加 ATP 含量,提高

线粒体能量代谢水平来发挥“健脾益气”之功效,进而

改善脾气虚模型大鼠的形体瘦削、食少乏力等脾虚症

状。而非经非穴点对脾气虚证大鼠的改善作用不明显,

进一步印证了足三里经穴效应的特异性,与前期研究

结果一致[28]。 
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