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·基础研究·

大鼠脊髓横断早期比目鱼肌重量与肌球蛋白重链亚型

mRNA表达的变化

范晓华1’2⋯，纪树荣1’2，周红俊1’2

[摘要] 目的观察大鼠脊髓横断后早期比目鱼肌重量及肌球蛋白重链(MHC)各亚型mRNA表达的变化规律。方法40只

雌性wistar大鼠随机分为对照组(10只)与脊髓横断7 d组(sT7)、15 d组(sTl5)、30 d组(sT30)，各10只，脊髓横断水平T。～

T。o。分别于横断后7、15、30 d取后肢比目鱼肌称重，采用半定量RFPcR方法观察MHc各亚型mRNA表达的变化。结果脊髓

横断各组比目鱼肌重量均较对照组下降(P<o．05)。sTl5、sT30组比目鱼肌绝对与相对重量均较sT7组下降(尸<o．05)。对照

组比目鱼肌只表达MHC_I与MHC—Ila，脊髓横断各组在横断7 d后出现MHC-IIx与MHDIIb的表达，横断后各时间点MHC_I

mRNA的表达持续下调；MHC_11a与MHC—IIx mRNA的表达持续上调；MHC_IIb mRNA的表达维持在低水平。结论脊髓横断

主要在早期影响肌肉的重量；脊髓横断后MHc的表达发生由慢型向快型的转化，MHc随神经肌肉活动的减少表现出可塑性。
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[Abstract] objective To investigate the rule of changes of the soleus mass and expression of myosin heavy chain(MHc)iso—

forms mRNA．Methods 40 female Wistar rats were divided randomly into the control group and three spinal cord transection(ST)

groups，ST7，STl 5，and ST30 with 10 animals in each group．Rats in ST groups were subjected to a complete ST between T8 and

Tlo levels．The right soleus was dissected and weighed at 7，15，30 days after ST，and the expression of MHC mRNA isoforms was

measured by semi—quantitative reverse transcriptase p01ymerase chain reaction(RT—PCR)．Results The absolute and relative soleus

masses in three ST groups were 10wer s遍nificantly than those of control group(P<O．05)．The s01eus mass in STl5 and ST30

groups were lower than that of ST7 group(P<O．05)． The s01eus of control group predominantly expressed MHC—I and some

MHC—IIa，whereas the s01eus began to express MHC—IIx and MH(>IIb after ST，except for MH(、_I and MHC—IIa．ST induced con—

sistently down-regulation of MHC—I mRNA and up-regulation of MH(、-IIx and MHC—IIa at three time points after ST．The level of

MHC—IIb mRNA expression was very low at three time points after ST．Conclllsion ST can influence the soleus mass at early stage

after ST．ST induces a shift toward a faster muscle phenotype from slow to fast MHC isoform．MHC demonstrates plasticity in re—

sponse to decrease neuromuscular activation．

[Key words] spinal cord transection；s01eus；muscle mass；myosin heavy chain；reverse transcriptase polymerase chain reaction

(RT—PCR)
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[本文著录格式] 范晓华，纪树荣，周红俊．大鼠脊髓横断早期比目鱼肌重量与肌球蛋白重链亚型mRNA表达的变化[J]．中

国康复理论与实践，2006，12(4)：298—300．

肌球蛋白重链(myosin heavy chain，MHC)作为骨骼肌纤

维中肌球蛋白的主要组成成分之一，具有ATP酶的活性，不同

肌纤维中不同MHC亚型的表达对肌纤维的收缩与组化特性起

着决定性作用。脊髓损伤后神经肌肉电活动与负荷均减少[1]，

可引起骨骼肌明显萎缩，MHC亚型发生转化。本研究采用大

鼠脊髓横断模型，观察抗重力肌比目鱼肌重量的变化规律，以

及MHc的适应性，以期为临床脊髓损伤后制定康复策略提供

理论依据。

l材料与方法

1．1实验动物及脊髓横断模型建立 选取成年雌性Wistar大

作者单位：1．首都医科大学康复医学院，北京市100068；2．北京博

爱医院，北京市100068；3．山东省立医院，山东济南市250021。作者简

介：范晓华(1970一)，女，山东青岛市人，副主任医师，博士研究生，主要研

究方向：肢体伤残患者的康复和康复治疗技术。

鼠40只(购于首都医科大学实验动物中心)，体重(250±50)g，

按“随机数字表法”随机分成对照组与脊髓横断7 d组(sT7)、

15 d组(STl5)、30 d组(ST30)，每组10只。对照组不做处理，

脊髓横断组应用10％水合氯醛30 mg／妇腹腔内注射麻醉，常

规备皮，暴露Ts～T，。脊髓背面与两侧，参照Talma妇e[2’33与

Roy[4]建立脊髓横断模型的方法在T8～T，。水平完全横断脊

髓。术后3 d常规给予青霉素10万单位腹腔内注射，预防感

染。分别于脊髓横断7 d、15 d、30 d，按上述方法麻醉大鼠，仔

细分离右侧比目鱼肌，称重并迅速置于液氮内冷冻，一80℃冰箱

内保存备用。比目鱼肌的相对重量一比目鱼肌重量(mg)／大鼠

体重(g)【5“]。

1．2肌肉总RNA提取将重约30 mg的肌肉放入预先消毒

并用无离子水处理过的玻璃匀浆器中，加入TRIzol O．6 ml(1

m1 TRIzol／100 mg肌肉)，快速研磨，制成匀浆，加入120弘1氯

仿(200 pI氯仿／1 ml TRIz01)，剧烈震荡混匀30 s，12000 r／min
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室温离心5 min。将上清液小心转移至无RNA酶1．5 ml离心

管中，加入等体积的异丙醇，室温下放置5 min；12000 r／min室

温离心5 min，小心移去上清液；70％酒精洗涤两次，每次

300 p1，12000 r／min，室温离心5 min，尽可能彻底地吸走上清，

室温下使酒精完全挥发。沉淀用10～20肛1无离子水溶解，混

匀后应用分光光度计在260 nm与280 nm测定RNA的质量。

oD 260／280在1．8～2．O之问表示抽提的RNA纯度很高，样本

置于一80℃冰箱内保存备用。

1．3 MHC—I、MHC—IIa、MHC—IIx、MHDIIb mRNA的表达与

分析

1．3．1逆转录反应 取2弘g的RNA，加5×第1链合成缓冲

液4弘1、dNTP混合液1 pl、RNA酶抑制剂1弘l、01igo(DT)18

2弘l、逆转录酶(M—MLV)(200 U／p1)1 pl，加无RNA酶水至反

应容积为20肛l，混匀后室温放置10 min，置于PCR仪中42℃反

应1 h，反应结束后置于冰中冷却2 min终止反应。

1．3．2 PCR扩增

1．3．2．1引物设计 按文献报道㈨]设计MHC_I、MHC—IIa、

MHC_IIx、MHC—IIb的引物序列(见表1)。所有引物均由上海

Sangon生物工程技术服务有限公司合成。

1．3．2．2反应条件 在o．5 m1离心管中加入dNTP混合液

(各2．5 mM)4 pl、10×PCR缓冲液(含Mg”)5弘l、TaqDNA聚

合酶(5u／p1)o．25肛I、RT溶液1 pl、上下游引物各2弘l，加RNA

酶水调至反应体系为50肛1。

表1 PcR反应各引物序列

1．3．2．3执行程序 MHC_I、MHC-IIa、MHC—IIb：94℃变性4

min，然后进行94℃变性30 s一55℃退火45 s一72℃延伸30 s

的循环，共循环30次，最后72℃延伸10 min，保证PCR反应均

处在指数增长期。

MHC—IIx：94℃变性4 min，然后进行94℃变性30 s一54℃

退火45 s 72℃延伸30 s的循环，共循环30次，最后72℃延伸

10 min。

内参照：以p—actin mRNA作为内参照，引物为：①上游序

列：57CCT CTA TGC CAA CAC AGT GC 3’；②下游序歹0：5’

GTA cTc cTG cTT GCT GAT CC 3’。产物长度为211 bp。

内参照实验条件同上述RT—PCR反应条件。

1．3．3琼脂糖凝胶电泳制备2％的琼脂糖凝胶(含2 pg溴

化乙啶)。取PcR反应产物9弘l，加1／10体积的上样缓冲液，

混匀后上样。电泳缓冲液为1×TBE，于80 V电泳30 min。凝

胶在凝胶分析与采集系统(AlphaImager TM 2200，Alpha Inno—

tech Corporation，美国)上观测并拍照，观测的激发光波长为

306 nm。

TRIzol为上海Sangon生物工程技术服务有限公司产品。
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RT—PCR试剂盒为日本TaKaRa公司产品，由宝生物工程(+大

连)有限公司分装。DNA标记物购自宝生物工程(大连)有限公

司。

1．4 PCR产物分析与数据处理对电泳图像进行图像分析，

测定并记录每一条电泳条带的光密度值，取各目的基因的光密

度和与之对应的pactin的光密度的比值做统计学分析。采用

sPSS 11．5统计软件对上述计量资料进行单因素方差分析。

2结果

2．1大鼠体重及比目鱼肌重量的变化 对照组与脊髓横断各

组术前的平均体重相似，脊髓横断各组体重与对照组相比均明

显降低(P<o．01)。对照组每周平均增长5 g，而ST7与STl5

组的体重呈进行性下降，无增长。脊髓横断3周后大鼠体重开

始增加，ST30组体重高于sTl5组(P<o．05)，与ST7组比较

无显著性差异(P>o．05)，但仍明显低于对照组(尸<o．05)。

脊髓横断各组比目鱼肌绝对重量与相对重量均较对照组降低，

STl5与sT30组比目鱼肌绝对与相对重量均低于ST7组(P

<o．05)，而sTl5与sT30组肌肉绝对与相对重量无显著性差

异(P>o．05)，见表2。

表2对照组与脊髓横断各组大鼠体重与比目鱼肌重量(卫士s)

大鼠体重 268．o土13．6 243士9．3a 241士lo．5a 253±8．6a．。

比目鱼肌绝对重量 119 3士7．4 94．5士5．6a 78．7±3．1a．b 80．3士4．Oatb

比目鱼肌相对重量
O．445±O．011 O．387±0 013a 0．327士0．007R，b O．317士O．01 3a．b

(mg)／体重(g)
比目鱼肌绝对重量

O．206土O．050 O．339士0．039 0．325士O．413

下降比例

注：a．与对照组比较，P<o．05；b．与ST7组比较，P<

O．05；c．与ST30组比较，P<O．05。

2．2脊髓横断后比目鱼肌MHc各亚型mRNA表达的变化

正常对照组大鼠比目鱼肌主要表达MHC—I与MHC_IIa mR—

NA，脊髓横断各组出现MHc—IIx与MHGIIb mRNA的表达。

脊髓横断后各时间点MHC-I mRNA的表达持续下调，各组间

有显著性差异(尸<O．05)。MHC—IIa与MHC—IIx mRNA的表

达持续上调，但MHC—IIa mRNA表达上调速度较MHC_IIx

mRNA慢，且STl5组的表达量与ST30组元显著性差异(P>

o．05)，而MHC-IIx有显著性差异(P<O．05)。MHC_IIb mR—

NA的表达在脊髓横断后维持在低水平，与正常对照组有显著

性差异(尸<O．05)，STl5组与ST30组无显著性差异(尸>

O．05)，见表3与图1。

表3对照组与脊髓横断不同时间点大鼠比目鱼肌

MHc各亚型mRNA的表达(?士s)

注：a．与对照组比较，P<O．05．b．与ST7组比较，P<

o．05；c．与STl5组比较，尸<o．05。

3讨论

脊髓横断后神经肌肉电活动与负荷均减少，损伤水平以下

的肌肉尤其是慢肌如比目鱼肌发生显著的肌萎缩，表现为肌肉

重量与体积减少，肌纤维表型发生由慢向快的转化，使肌纤维

的收缩特性发生显著变化。肌纤维表型的转化通过MHC各亚

型的转化反映[9“⋯。MHC是重要的收缩蛋白，分子量约200
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kD，现已发现哺乳动物横纹肌细胞中有9种亚型[1“。成年噬

齿类动物如大鼠肢体骨骼肌细胞中MHC亚型主要包括4种亚

型：MHC-I、MHC—IIa、MHC-IIx和MHC—IIb，在一条肌纤维内

各亚型均单独表达口。“。当骨骼肌神经肌肉电活动和／或负荷

状态发生改变时，MHC表现出一定的适应性，即MHC亚型发

生转化。许多研究者认为，MHC转化遵循一定的顺序，即

MHC—I—MHC—IIa—MHC-IIx—MHC—IIb[13-1“。

1

O

0

删
曩
睁0

0

O

组别

T15

圈MHc—I
口MHC—IIa
囹MHc—IIx
圆MHc—IIb

图1 对照组与脊髓横断各组MHc各亚型mRNA的表达

3．1大鼠脊髓横断后体重与比目鱼肌重量的变化 脊髓横断

后比目鱼肌重量的变化规律国内尚无文献报道，本实验结果显

示，正常比目鱼肌的相对重量平均为o．445 mg／g体重，脊髓横

断7 d、15 d与30 d后相对重量分别为o．393、O．327、O．317 mg／

g体重，与正常对照组有显著性差异(尸<o．05)，但STl5组的

重量与ST30组无显著性差异(P>o．05)，与Talmadge等‘2“5]

的研究结果相似，说明比目鱼肌重量的变化主要发生在脊髓横

断早期，原因可能与萎缩早期肌内蛋白合成降低有关。此外，

脊髓损伤后早期机体的应激、体内激素水平的变化、胃肠道功

能降低导致摄入减少等也是造成体重下降的因素。

3．2大鼠脊髓横断后MHc mRNA的变化 本实验采用半定

量RT—PCR的方法检测MHC各亚型mRNA的表达。对照组

主要表达MHC_I与MHC—IIa，比例分别为85．3％与14．7％。

ST7、STl5、ST30组的MHC_I mRNA表达分别下调至正常水

平的62．8％、40％和29．3％，提示脊髓横断后早期即引起

MHC—I mRNA表达持续性下调。MHC_IIa mRNA的表达在

ST7、STl5和ST30组分别上调至正常水平的17．8％、21．8％

和23．2％，上调幅度较小。MHC—IIx与MHC—IIb mRNA在正

常对照组检测不到其表达，但ST7组可检测到两者的表达；

MHC—IIx的表达在脊髓横断后明显上调，各时间点的上调幅度

均大于MHc_IIa，与文献报道一致o“““]。

MHC—I与MHC_IIx mRNA表达变化速度均较MHC_IIa

mRNA快，提示MHC—I与MHC—IIx的表达对神经肌肉活动或

机械负荷的变化敏感，快亚型MHc—IIx与MHC—IIa的表达可

能存在不同的细胞与分子机制。MHc-IIb mRNA的表达在脊

髓横断后呈现为低水平表达，提示神经肌肉活动减少不是引起

MHc—IIb表达下调的主要刺激因素。今后应进一步延长观察

时间，对骨骼肌MHC亚型转化的时间框架与程度做进一步深

入的研究，以明确MHC mRNA表达的变化规律，为早期采取

干预措施提供理论依据。

总之，脊髓横断早期能够影响大鼠体重与慢肌比目鱼肌的

重量，MHc亚型发生由慢向快的转化，表现出对神经肌肉电活

动与负荷减少的适应性。
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