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减重平板步行训练对脊髓横断大鼠
骨骼肌细胞凋亡与萎缩的影响
范晓华 纪树荣 周红俊 张樱
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．基础研究

【摘要】 目的研究细胞凋亡是否参与脊髓损伤引起的骨骼肌萎缩过程，观察减重平板步行训练对

骨骼肌萎缩及超微结构的影响。方法将70只雌性wistar大鼠随机分为对照组与脊髓横断7 d组(简称横

断7 d组)、横断15 d组、横断30 d组以及脊髓横断5 d训练2 d组(简称训练2 d组)、训练10 d组、训练25 d

组。对照组未给予特殊处理，余6组行T。。水平脊髓完全横断，各训练组大鼠于脊髓横断5 d后进行减重平

板步行训练。采用TUNEL方法检测比目鱼肌肌细胞凋亡情况，采用透射电镜观察肌纤维超微结构变化。结

果实验大鼠脊髓横断后，其比目鱼肌TuNEL阳性细胞核数量较对照组及相应时间点训练组均明显增多(P

<0．05～O，001)；电镜观察发现，随着脊髓横断时间延长，萎缩肌纤维数量逐渐增多，肌节与肌丝排列紊乱加

重，细胞核形态不规则，毛细血管管腔狭窄；经减重平板步行训练后上述改变有所改善。结论 细胞凋亡参与

脊髓损伤后引发的骨骼肌萎缩过程；减重平板步行训练能够抑制肌细胞凋亡、缓解肌萎缩，改善肌肉血供。

【关键词】 脊髓横断； 比目鱼肌； 细胞凋亡；肌萎缩；减重平板步行训练
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【Abstract】 objective To study whether cell apoptosis is inv01ved in the process of skeletal muscle atrophy，

and observe the efkct of body—weight—supported treadmill training(BWSTT) on skeletal muscle ultramicrostructure

after sp；nal cord transec“on(ST)． Methods A total of 70 healthy adult female Wistar rals were divided randomly

into 7 groups：a control group， a spinal transection(ST) group consisted of 3 subgroups obserVing for 7， 15，30

days，respectively，and a training group subdividing into 3 subgroups observing for 2， 10，25 days starting f而m 5

days after spinal transection． The rats in the control group did not undergo surgel了，while those in the other groups un—

derwent a complete spinaI transection at the thoracic leveI(T8～TIo)． Five days after the ST，BWSTT was employed

to treat the rats in the training group． TUNEL technique was used to measure the myonuclear apoptosis of s01eus，and

transmission electron microscope was used to observe muscle fiber ultramicrostructure． Results The number of

TUNEL—positive cell nuclear jncreased significantly in ST groups as eompared with that in the control group and tha￡

in the corresponding time points of training group (P<0．05～0．00 1)． The number of atrophied矗bers increased，

sarcomeres and myofilaments deranged gradually with the pr010nged time after ST，the mo。phology of myonuclear was

irregular，lhe capilla‘y】umina was narrower than control group． These phenomena were ameliorated after
BWSTT．

Conclusion The results showed that cell apoptosis cont“buted to skeletal muscle atrophy． BWSTT could attenuate

cell apoptosis，muscle atrophy，and improve blood—supply of muscle．

【Key words】 spinal cord transection； soleu8； cell apoptosis； Muscle atrophy； Body—weight—supported

treadmill training

由脊髓损伤、后肢悬吊、太空作业、失神经支配等

导致的神经肌肉电活动和／或负荷减少均能诱发机体

骨骼肌萎缩。有研究报道，骨骼肌萎缩与肌细胞核数

量丢失有关¨。1。对于细胞凋亡是否参与肌细胞核丢

失过程以及减重平板步行训练能否减缓肌细胞凋亡，

目前则鲜见相关报道。为此本研究观察了脊髓损伤及

减重平板步行训练对大鼠骨骼肌萎缩和肌细胞超微结

构的影响。现报道如下。

作者单位：250021济南，山东省立医院康复医学中心(范晓华)；首

都医科大学康复医学院，北京博爱医院(纪树荣，周红俊，张樱)

材料与方法

一、实验动物及脊髓横断模型建立

共选取成年雌性Wistar大鼠70只(购于山东鲁

抗医药集团质检中心实验动物室，清洁级)，体重(250

±50)g，采用随机数字表法将其分为对照组、脊髓横

断7 d组(简称横断7 d组)、横断15 d组、横断30 d

组以及脊髓横断5 d训练2 d组(简称训练2 d组)、训

练10 d组和训练25 d组，每组10只。参照Talmadge

等’4 o介绍的脊髓横断模型方法，将各实验组大鼠用

万方数据
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10％水合氯醛按30 mg／kg体重行腹腔注射麻醉，暴露

T。。水平对应的脊髓背面与两侧部位，于T。。水平完

全横断脊髓组织。各训练组大鼠于脊髓横断5 d后开

始减重平板步行训练。5，每天1次，每次30 min，每周5

次；减重量为大鼠体重的75％，跑台速度设为7．0～

10．5 m／min，以后减重量及运动速度依据大鼠实际能

力而定。各实验组大鼠分别于脊髓横断7 d、15 d及

30 d时取材，按上述方法麻醉大鼠，仔细分离右侧比

目鱼肌，从肌肉右侧牛腹处取1 mm肌组织置于2．5％

戊二醛内固定(供电镜观察用)，余下肌组织标本则置

于含4％多聚甲醛、O．1％PBs缓冲液中固定，经常规

石蜡包埋后进行横切面切片。对照组大鼠未给予特殊

处理，其标本制备及检测方法同上。

二、肌细胞凋亡的原位检测方法

TUNEL试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司。比目鱼肌石蜡切片经常规脱蜡至水，加1：200蛋

白酶K(37℃)消化15 min；切片加TdT和DIG—duTP

(TuNEL混合液，20¨l／片)，置于湿盒内(37℃)标记

2 h，加封闭液50¨l／片(30 min)；取1：100生物素化

抗地高辛抗体加至切片上(50汕l／片)，置于湿盒中反

应30 min(37℃)；然后取1：100 SABC加至切片上

(50¨l／片)，于37cC环境下反应30 min。用DAB(二

氨基联苯胺)显色10～30 min，然后用苏木素轻度复

染，蒸馏水洗、梯度酒精脱水、透明、中性树胶封片。阴

性对照采用PBs缓冲液代替TuNEL混合液孵育切

片，其它步骤同上；阳性对照采用TuNEL染色阳性的

乳腺癌组织切片作为标准，并与各实验组切片进行比

较。本研究判定凋亡骨骼肌细胞的标准如下：光镜下

正常骨骼肌细胞核呈蓝色，凋亡肌细胞核呈深浅不一

的棕黄色。在光镜(×400倍)下计数比目鱼肌肌纤维

横切面10个视野范围内的TuNEL阳性细胞核数量。

三、电镜标本的制作

取各实验组大鼠比目鱼肌中腹部位约1 mm肌组

织，经2％多聚甲醛一2．5％戊二醛前固定、1％锇酸后

固定、梯度酒精脱水、置换、环氧树脂Epon 812包埋

后，进行半薄切片，厚度为1¨m，经天青．美蓝染色后

置于光镜下定位，行超薄切片及醋酸双氧铀／枸橼酸铅

染色，将处理好的标本置于Philips EM 208s型透射电

镜下观察。

四、统计学分析

所得数据以(元±s)表示，采用SPSS 11．5版统计

学软件包进行分析，计量数据比较选用单因素方差分

析，P<0．05表示差异具有统计学意义。

结 果

一、各组大鼠肌细胞凋亡情况比较

对照组大鼠比目鱼肌TuNEL阳性细胞核很少

(表1、图1)，而横断7 d组、横断15 d组及横断30 d组

大鼠TUNEL阳性细胞核数量均较对照组明显增多

(P<0．05)，随着脊髓横断时间延长，发现横断15 d组

和横断30 d组TuNEL阳性细胞核数量均较横断7 d

组明显增多(P<0．01)，但横断15 d组与横断30 d组

间差异无统计学意义(P>0．05)，具体结果见表1、图

2。各训练组大鼠经减重平板训练后，除训练2 d组与

横断7 d组间TuNEL阳性细胞核数量差异无统计学

意义外(P>0．05)，训练10 d组、训练25 d组TUNEL

阳性细胞核数量均较相应时间点处死的横断15 d组、

横断30 d组显著减少(P<0．05)，具体情况见图3；各

训练组大鼠TUNEL阳性细胞核数量仍显著多于对照

组(P<0．05)，具体数据详见表l。

表1各组实验大鼠比目鱼肌TuNEL阳性细胞核数量

比较(i±s)

注：与对照组比较，8P<O．05；与横断7 d组比较，“P<0．05；与横断

15 d组比较，‘P<O．05；与横断30 d组比较，。P<O．05；与训练2 d组比

较，”P<0．05

注：仅发现很少TUNEL阳性细胞核

图1 对照组凋亡细胞观察(免疫组化染色，×400)

注：箭头所指系TuNEL阳性细胞核

图2横断15 d组凋亡细胞观察(免疫组化染色，×400)

万方数据
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注：箭头所指系，I’uHEL 11日性细胞核

图3训练10 d组凋亡细胞观察(免疫组化染色，×400)

二、各组大鼠肌细胞超微结构比较

对照组大鼠比目鱼肌纤维、肌丝、肌节排列整齐，

明带、暗带清晰，肌细胞核呈梭形，位于肌纤维边缘；未

见肌卫星细胞，肌丝问、肌膜下或核周区域均可见散在

分布的线粒体，线粒体形态正常，可见线粒体嵴，电子

密度不高；毛细血管内皮细胞核扁平，管腔正常无狭

窄；肌膜表面可见终板形成很多皱褶，终板内线粒体形

态正常，有兴奋性神经递质囊泡(图4A)。

随着实验大鼠脊髓横断时间延长，其萎缩肌纤维

数量逐渐增多，肌节与肌丝排列紊乱现象加剧，如大鼠

脊髓横断7 d与横断15 d时以肌节、肌丝排列紊乱为

主，偶见肌丝溶解或肌节破坏、消失；当脊髓横断30 d

后，发现肌节、肌丝破坏更显著；形态不规则的细胞核

数量逐渐增多，核膜凹陷或突起，染色质浓缩边聚，可

见成簇链状肌细胞核，核内移现象明显；肌卫星细胞数

量随脊髓横断时间延长而增多，细胞核增大，核内染色

质积聚，有细胞凋亡现象；肌膜下、肌丝问、核周线粒体

减少浓缩，电子密度增高，部分肌纤维肌膜下、肌丝间

线粒体积聚增加；毛细血管内皮细胞核数量增多，体积

增大明显，管腔狭窄或闭塞现象多见，肌细胞间隙逐渐

增宽，肌束间结缔组织增生，可见散在分布的胶原纤维

与纤维细胞(图4B，4c)。

各训练组大鼠于脊髓横断5 d后进行减重平板步

行训练，发现大鼠经训练后其萎缩肌纤维数量减少。肌

节、肌丝排列紊乱现象好转；各训练组大鼠偶见成簇排

列的链状细胞核，形态不规则的细胞核数量明显减少，

有轻度核内移现象；其肌卫星细胞数量较相应未给予
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运动训练的脊髓横断组大鼠明显增多，但同时也存在

细胞凋亡现象；各训练组大鼠肌膜下、肌丝间、核周线

粒体数量均较各横断组大鼠增多，毛细血管管腔狭窄

现象亦较各横断组大鼠明显改善(图4D，4E)。

讨 论

比目鱼肌作为机体抗重力肌，主要由慢肌纤维组

成，对神经肌肉电活动减少极为敏感。6’“。脊髓横断

后神经肌肉电活动与负荷均减少，比目鱼肌快速发生

萎缩。许多学者研究后发现，因各种原因引发的肌萎

缩均与肌细胞核数量丢失有关。细胞凋亡是否参与肌

细胞核数量丢失过程，目前则鲜见相关报道。A】len

等【。’扎剀分别对大鼠、鹌鹑、兔等进行悬吊、制动研究，

发现细胞凋亡确实参与骨骼肌萎缩过程。

本研究采用TuNEL技术检测大鼠脊髓横断后比

目鱼肌细胞核的凋亡变化情况，发现脊髓横断后大鼠

骨骼肌萎缩，凋亡细胞核数量增多；经减重平板步行训

练后，大鼠凋亡细胞核数量较相应时阿点脊髓横断组

大鼠明显减少。Dupont—Verstee酮eK等口。应用TuNEL

技术检测脊髓横断10 d及横断掬‘I_；d训练5 d时比目

鱼肌细胞核的凋亡情况，发现脊髓横断10 d时与对照

组比较，TuNEL阳性细胞楱数量碉显增加；当脊髓横

断10 d训练5 d后，发现，I：lU蔼EK掰牲细胞核数量下降

了60％，但仍显著高于对照组书库研究结果与上述报

道基本一致，不同的是训练?参香组大鼠凋亡细胞核数

量与横断7 d组间差异无统张学意义(P>o．05)，训

练10 d组与训练25 d组纛鼠凋亡细胞核数量虽然较

相应时间点横断组犬鼠照蔫减少，但减少的幅度并不

明显，可能与本研究样本数量、脊髓横断后肌肉痉挛诱

发的肌纤维损伤有美。j_

smith等¨驯对实验兔后肢制动2 d与6 d后取比

目鱼肌进行电镜观察，发现细胞核染色质浓缩，形状不

规则，肌原纤维排列紊乱，肌膜下线粒体异常；采用

TuNEL技术标记凋亡阳性肌细胞核，发现肢体制动

2 d时，机体阳性细胞核数量明显增加，制动6 d时减

少，血管内皮细胞与成纤维细胞也存在阳性细胞核，表

明慢肌纤维短期制动可导致其形态快速改变，并伴有

注：A为对照组(×6 300)；B为横断7 d组(×1 600)；c为横断30 d组(×6 300)；D为训练2 d组(×5 000)；E为训练25 d组(×2 500)

图4各实验组大鼠比目鱼肌超微结构电镜观察情况

万方数据
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线粒体损伤与肌核凋亡。本研究结果与上述报道相

似，从形态学方面进一步证实了细胞凋亡参与脊髓损

伤引发的骨骼肌萎缩过程，肌核凋亡可能是导致骨骼

肌萎缩的重要机制之一。

随着大鼠脊髓横断时间延长，肌膜下、肌丝间线粒

体数量逐渐减少、固缩；经减重平板步行训练后，肌膜

下、肌丝间线粒体数量增加，但仍存在固缩现象，表明

脊髓横断后线粒体含量及功能均受到显著影响。线粒

体作为细胞有氧代谢合成ATP的重要场所，其合成

ATP的效率是影响运动能力的关键因素。线粒体的数

量、功能与骨骼肌抗疲劳程度有关；据相关文献报道，

长期耐力训练能使骨骼肌内线粒体数量增多，肌肉抗

疲劳能力增强。1“。本研究发现，脊髓横断大鼠经减重

平板步行训练后，其比目鱼肌内线粒体数量增多，由此

可推断比目鱼肌的抗疲劳程度增强，可能原因包括：减

重平板步行训练激活了低位中枢运动神经元，使神经

肌肉电活动增强，而肌肉运动需要较多的线粒体供能

等。另外本研究还同时发现，虽然各实验组大鼠肌卫

星细胞数量均增多，但都存在细胞凋亡现象，提示增殖

的肌卫星细胞不能分化并与肌纤维融合，肌卫星细胞

的增殖可能无益于缓解骨骼肌萎缩。这与Dupont-Ve卜

steegden等口。的研究结果相似，他们采用免疫双标技术

标记肌核与肌卫星细胞核，发现脊髓横断后运动训练

虽然使Brdu．标记的细胞核(即肌卫星细胞核)数量增

加，但肌纤维内Brdu．标记的细胞核数量并没有增加，

提示增殖的肌卫星细胞并没有融人肌纤维内。实验大

鼠经运动训练后肌核数量虽然没有增加，但肌纤维横

截面积增大，可能与运动训练使蛋白合成率与降解率

发生变化有关。

本研究电镜观察显示，脊髓横断后毛细血管内皮

细胞增大、细胞凋亡、血管管腔狭窄、存在微循环障碍，

与Fujino¨“、Borisov。13。等对后肢悬吊大鼠和失神经支

配大鼠骨骼肌毛细血管床结构与功能的研究结果相

似，提示脊髓横断后损伤水平以下骨骼肌存在供血不

足与营养障碍，这可能也是导致骨骼肌萎缩的重要原

因之一。实验大鼠经运动训练后上述现象可部分逆

转，可能与运动训练使毛细血管供血改善有关。

综上所述，实验大鼠脊髓横断后骨骼肌发生萎缩，

细胞凋亡参与骨骼肌萎缩过程。毛细血管结构改变与

管腔狭窄表明脊髓横断后肌肉存在供血不足与营养障

碍，是肌萎缩的重要原因之一。减重平板步行训练不

仅能减缓肌细胞凋亡进程，而且还能改善肌肉血供、缓

解肌萎缩；另外，经减重平板步行训练后增多的肌卫星

细胞可能无益于缓解骨骼肌萎缩。
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