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甘氨酰-tRNA合成酶肌内注射改善小鼠失神经肌萎缩的机制研究

王 猛 1，李旭灿 2，王 宇 2，余佳燕 2，杨利霞 2，吴政啸 2　（1. 遵义医科大学人体解剖学教研室，贵州 遵义 563000；2. 遵义医
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［摘 要］　目的　探讨甘氨酰-tRNA合成酶（GlyRS）肌内注射改善小鼠失神经肌萎缩的作用机制。方法　构建GlyRS过表达

腺病毒载体，进行PCR鉴定和测序。将 54只雄性 SPF级昆明小鼠随机分为对照（C）组（暴露坐骨神经，但不离断损伤）、坐骨神经离

断损伤（SNI）组（构建 SNI致胫骨前肌萎缩模型）、SNI+NC组（建模后转染空病毒载体）、SNI+GlyRS组（建模后转染GlyRS过表达腺病

毒载体），每组 12只，其余 6只小鼠胫骨前肌作冰冻切片。荧光显微镜检测GlyRS过表达腺病毒载体转染昆明小鼠胫骨前肌的效果；

测量各组小鼠胫骨前肌肌重和肌纤维横截面积。qRT-PCR和Western blot检测各组小鼠胫骨前肌的GlyRS、mTOR的mRNA和蛋白

表达水平。结果　GlyRS过表达腺病毒载体经PCR鉴定和测序正确，并成功转染小鼠患侧胫骨前肌。与C组相比，SNI组小鼠胫骨

前肌肌重和肌纤维横截面积明显减少（P<0. 01），GlyRS和mTOR的mRNA和蛋白表达水平升高（P<0. 01）；与 SNI组相比，SNI+NC组

小鼠胫骨前肌肌重和肌纤维横截面积无显著变化（P>0. 05），GlyRS和mTOR的mRNA和蛋白表达水平升高（P<0. 01），SNI+GlyRS组

小鼠胫骨前肌肌重和肌纤维横截面积明显增加（P<0. 01），GlyRS和mTOR的mRNA和蛋白表达水平明显升高（P<0. 01）；与SNI+NC组

相比，SNI+GlyRS 组小鼠胫骨前肌肌重和肌纤维横截面积明显增加（P<0. 01），GlyRS 和 mTOR 的 mRNA 和蛋白表达水平明显升高

（P<0. 01）。结论　GlyRS肌内注射可能通过促进mTOR的合成改善小鼠坐骨神经离断损伤所致的胫骨前肌萎缩。
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Mechanism of intramuscular injection of glycyl-tRNA synthetase in improving denervated muscular atrophy in 
mice
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Abstract: Objective　 To investigate the mechanism of intramuscular injection of glycyl tRNA synthetase （GlyRS） in improving 
denervated muscular atrophy in mice. Methods　 GlyRS overexpression adenovirus vector was constructed for PCR identification and 
sequencing.  A total of 54 male SPF Kunming mice were randomly divided into control （C） group （the sciatic nerve was exposed， but not 
transection injury）， sciatic nerve transection injury（SNI） group （constructing a model of tibialis anterior muscle atrophy induced by SNI）， 
SNI+NC group （transfected an empty viral vector after modeling）， and SNI+GlyRS group （transfected with GlyRS overexpression adenoviral 
vector after modeling）， with 12 mice in each group； and the tibialis anterior muscle of the remaining 6 mice were used to make frozen 
sections.  Fluorescence microscope was used to detect the transfection effect of GlyRS overexpression adenovirus vector on tibialis anterior 
muscle of Kunming mice.  Tibialis anterior muscle weight and muscle fiber cross-sectional area of mice in each group were measured.  
qRT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression levels of GlyRS and mTOR in tibialis anterior muscle of 
mice in each group. Results　The GlyRS overexpression adenoviral vector was identified and sequenced correctly by PCR，and successfully 
transfected into the affected tibialis anterior muscle of mice.  Compared with group C， the tibialis anterior muscle weight and muscle fiber 
cross-sectional area of mice in SNI group were significantly decreased （P<0. 01）， and the mRNA and protein expression levels of GlyRS and 
mTOR were increased （P<0. 01）.  Compared with SNI group， the tibialis anterior muscle weight and muscle fiber cross-sectional area of 
mice in SNI+NC group had no significant changes （P>0. 05）， and the mRNA and protein expression levels of GlyRS and mTOR were 
increased （P<0. 01）；the tibialis anterior muscle weight and muscle fiber cross-sectional area of mice in the SNI+GlyRS group were 
significantly increased （P<0. 01）， and the mRNA and protein expression levels of GlyRS and mTOR were significantly increased （P<0. 01）.  
Compared with SNI+NC group， the tibialis anterior muscle weight and muscle fiber cross-sectional area of mice in SNI+GlyRS group were 
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significantly increased （P<0. 01）， and the mRNA and protein expression levels of GlyRS and mTOR were significantly increased （P<0. 01）.
Conclusion　 Intramuscular injection of GlyRS may improve tibialis anterior muscle atrophy induced by sciatic nerve transection injury in 
mice by promoting the synthesis of mTOR.

Keywords: skeletal muscle atrophy；glycyl-tRNA synthetase；mammalian target of rapamycin；nerve injury

骨骼肌在运动、姿态维持与力量产生过程中发挥

着至关重要的作用，而在多种病理或生理条件下，如

骨骼肌废用、恶病质、衰老等，其蛋白质合成与降解之

间的平衡易被打破，进而引发骨骼肌萎缩[1]。哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）信号通路与蛋白质合成密切相关，该通路功能

下调，被认为是骨骼肌萎缩的主要参与者[2-3]。

甘 氨 酰 -tRNA 合 成 酶（glycyl-tRNA synthetase，
GlyRS）可在细胞质与线粒体中催化甘氨酸与同源转

移RNA的连接及氨酰化反应，是蛋白质翻译合成过程

中不可或缺的关键催化酶[4]。当 GlyRS 基因发生突变

时，会导致神经元轴突末端的局部蛋白质合成出现缺

陷，进而引发腓骨肌萎缩症 2D 型[5-6]。研究发现，

GlyRS 可介导氨基酸诱导的 mTOR 通路激活，促进牛

乳腺上皮细胞乳蛋白和脂肪合成[7]。大鼠坐骨神经损

伤后，GlyRS 表达下调，腓骨长肌萎缩；针刺腧穴可上

调 GlyRS 表达并改善肌萎缩，提示肌萎缩改善可能与

GlyRS 表达上调有关[8]。然而 GlyRS 改善肌萎缩的作

用机制目前尚不清楚。因此，本研究拟使昆明小鼠坐

骨神经离断损伤（sciatic nerve transection injury, SNI），

建立失神经支配致胫骨前肌萎缩模型，将 GlyRS 过表

达腺病毒载体注射于胫骨前肌，探讨 GlyRS 改善小鼠

胫骨前肌萎缩的作用，从蛋白质合成途径解析骨骼肌

萎缩的机制，以期为临床骨骼肌萎缩的防治提供新的

策略。

1　材料与方法

1. 1　主要材料和试剂

PrimeScript™ RT reagent Kit、TB Green® Premix Ex 
Taq™ Ⅱ、RNAiso Plus、DH5a 感受态细胞（日本 Takara
公司）；pBHG lox ΔE1，3 Cre 质粒（加拿大 Microbix 公

司）；HEK293 细胞（美国 ATCC）；GlyRS 抗体（英国

Abcam 公司）；mTOR 抗体（美国 CST公司）；GAPDH 抗

体、二抗、ECL 发光剂（美国 Proteintech 公司）；蛋白裂

解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司）；10% PAGE 凝胶快速制备试剂盒（上海雅酶

生物）；PMT587 质粒、阳性克隆测序及引物合成由生

工生物工程（上海）股份有限公司提供并进行。

1. 2　实验动物及分组处理

6周龄雄性 SPF级昆明小鼠 54只，体质量（39. 75±
0. 44）g，来自遵义医科大学实验动物中心[使用许可证

号：SYXK(黔）2021-0004）]。小鼠单笼喂养，标准进食，

自由饮水，适应性喂养 3 d后，随机分为对照（Control，
C）组（暴露坐骨神经，但不离断损伤，然后逐层缝合）、

SNI组（构建SNI致胫骨前肌萎缩模型）、SNI+NC组（建模

后转染空病毒载体溶液 10 µL，病毒量为 2. 7×107 ifu）、

SNI+GlyRS 组（建模后转染 GlyRS 过表达腺病毒载体

溶液 10 µL，病毒量为 2. 7×107 ifu），每组 12 只；剩余

6 只小鼠 SNI 后，转染空病毒载体溶液 10 µL，病毒量

为 2. 7×107 ifu，用于制作冰冻切片验证转染效果。转

染方法：1%戊巴比妥钠溶液按剂量 50 mg/kg腹腔注射

麻醉小鼠，离断坐骨神经，同时于右后肢小腿前外侧

常规备皮、消毒，切口，显露胫骨前肌，统一采用微量

注射器的注射针头于胫骨前肌止点沿肌肉走行方向

穿刺到起点处，边退针边改变针尖方向注射，尽可能

使溶液均匀分布于肌肉组织中，注射完毕，生理盐水

清洗、消毒并逐层缝合伤口，术毕抗感染。各组小鼠

在转染 10 d后采用颈椎脱臼法处死；另外 6只小鼠转

染 3 d后处死，快速完整取下右后肢胫骨前肌，立即制

作冰冻切片，于荧光显微镜下观察 GFP 绿色荧光信

号，分析转染效果。本研究经遵义医科大学实验动物

福利伦理委员会批准（批准号：ZMU21-2107-006），严

格按照中国动物福利法的规定和外科无菌手术原则

执行。

1. 3　GlyRS过表达腺病毒载体的构建、鉴定及包装

根据 NCBI 基因库中小鼠 GlyRS 和用于蛋白追踪

的多肽标签序列 3FLAG+P2A+EGFP 的基因序列分别

设计相应的引物，PCR扩增，凝胶电泳，将目的片段与

经双酶切的 PMT587 质粒进行重组，得到重组质粒

PSE5855，将该产物转染到 DH5a 感受态细胞并培养，

提取阳性克隆菌落进行PCR鉴定和测序，扩增抽提重

组质粒 PSE5855 后，将 PSE5855 与 pBHG lox ΔE1，
3 Cre 质粒共转染于 HEK293 细胞进行病毒包装。

GlyRS、3FLAG+P2A+EGFP 和阳性克隆的引物序列

见表1。
1. 4　小鼠SNI方法

麻醉状态下，小鼠右后肢股部区域备皮、消毒、铺
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巾，作纵行切口，在坐骨切迹处钝性分离小鼠股二头

肌，暴露并离断坐骨神经，近端折回用 9-0显微缝合线

结扎，术毕常规消毒，逐层缝合伤口，抗感染。

1. 5　称量肌重

4 组小鼠处死后，完整取下胫骨前肌，称重并记

录，-80 ℃保存待用。

1. 6　HE染色后测量肌纤维横截面积

取胫骨前肌横向切成大小约5 mm×5 mm×2 mm的

组织块，4% 多聚甲醛固定过夜，石蜡包埋，切片。HE
染色后光镜下观察，每个样品观察 6张切片，每张随机

取 5个视野，应用Cellsens standard 1. 11图像分析软件

测量胫骨前肌肌纤维横截面积。

1. 7　qRT-PCR
取适量胫骨前肌组织于液氮中研磨，用 RNAiso 

Plus 提取总 RNA，测定总 RNA 浓度，逆转录合成

cDNA，以 cDNA 为模版，建立 20 µL qRT-PCR 反应体

系。以 GAPDH 为内参，采用 2-△△Ct 计算相对表达量。

GlyRS、mTOR、GAPDH引物序列见表2。

1. 8　Western blot
取适量组织，于液氮中研磨，加入蛋白裂解液充

分裂解，4 ℃下12 000 r/min离心10 min，吸取上清，BCA
法测定蛋白浓度。以GAPDH为内参，进行 SDS-PAGE
电泳分离，湿转法转移至PVDF膜，用封闭液室温封闭

2 h，加入一抗GlyRS、mTOR和GAPDH于4 ℃共孵育过

夜，TBST溶液洗涤 3次，每次 10 min，加入二抗于 37 ℃
摇床孵育 2 h，TBST 溶液洗涤 5 次，每次 7 min，ECL 发

光法显影，置于 ChemiDoc 全能型凝胶成像仪曝光，用

BandScan分析各条带灰度值。

1. 9　统计学分析

采用 SPSS 29. 0 统计学软件进行分析，数据以均

数±标准差（x̄±s）表示。组间比较采用单因素方差分

析，检验水准 α =0. 05，P<0. 05 表示差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　GlyRS过表达腺病毒载体构建及鉴定

GlyRS 和 3FLAG+P2A+EGFP 的 PCR 产物经凝胶

电泳鉴定，结果显示明显的特异性目的条带，见图 1a；
阳性克隆菌落PCR产物经凝胶电泳和测序鉴定，结果

与目的基因一致，见图 1b、图 2；转染HEK293细胞后，

细胞表达清晰绿色荧光，说明转染成功，见图3。

2. 2　GlyRS过表达腺病毒载体肌内注射转染胫骨前肌

注射转染 3 d 后，立即取胫骨前肌作纵向冰冻切

片，荧光显微镜下观察到清晰绿色荧光，说明GlyRS过

表达腺病毒载体成功转染小鼠胫骨前肌，见图4。
2. 3　各组小鼠胫骨前肌肌重

与 C 组相比，SNI 组小鼠胫骨前肌肌重明显减少

（P<0. 01）；与 SNI 组相比，SNI+NC 组小鼠胫骨前肌肌

重无显著变化（P>0. 05），SNI+GlyRS 组小鼠胫骨前肌

肌重明显增加（P<0. 01）；与SNI+NC组相比，SNI+GlyRS
组小鼠胫骨前肌肌重明显增加（P<0. 01），见图5。

表1　小鼠GlyRS、3FLAG+P2A+EGFP和阳性克隆引物

基因

GlyRS

3FLAG+P2A+EGFP

阳性克隆

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列

5'-AGCTCAAGCTTCGAATTCGCCACCATGCCCTGTCTGCTCCCCTC-3'
5'-TTCCTCTACTGTCTCCTTCTTGC-3'
5'-AAGGAGACAGTAGAGGAAGACTACAAGGATGA-3'
5'-CCTACCCGGTAGAATTAGTCGACTCACTTGTACAGCTCGTCCATG-3'
5'-CCAGCTTGATAACTATGGACAAC-3'
5'-CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3'

产物长度（bp）
2 211

914

1 706

表2　小鼠GlyRS、mTOR和GAPDH引物序列

基因

GlyRS

mTOR

GAPDH

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列

5'-GGAGGCAGCACTTTATCCAAG-3'
5'-TCGGAAGCACTCTCCGTTCT-3'
5'-GGCACACATTTGAAGAAGCAG-3'
5'-CTCGTTGAGGATCAGCAAGG-3'
5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3'
5'-CTCGCTCCTGGAAGATGGTG-3'

a:GlyRS 和 3FLAG+P2A+EGFP 产物电泳条带；b：阳性克隆产物

电泳条带

图1　PCR扩增产物电泳
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2. 4　各组小鼠胫骨前肌HE染色和肌纤维横截面积

光镜下可见C组胫骨前肌肌纤维横断面呈网格式

分布，细胞质红色，细胞核蓝色。与 C 组相比，SNI 组
小鼠肌纤维横截面积明显减小（P<0. 01）；与 SNI组相

比，SNI+NC 组小鼠肌纤维横截面积无显著变化

（P>0. 05），SNI+GlyRS 组小鼠肌纤维横截面积明显增

加（P<0. 01）；与 SNI+NC 组相比，SNI+GlyRS 组小鼠肌

纤维横截面积明显增加（P<0. 01），见图6。

2. 5　各组小鼠胫骨前肌GlyRS及mTOR表达

与C组相比，SNI组小鼠胫骨前肌GlyRS、mTOR的

mRNA 和蛋白表达水平均升高（P<0. 01）；与 SNI 组相

比，SNI+NC 组和 SNI+GlyRS 组小鼠胫骨前肌 GlyRS、

mTOR 的 mRNA 和蛋白表达水平均升高（P<0. 01）；与

SNI+NC 组相比，SNI+GlyRS 组小鼠胫骨前肌 GlyRS、
mTOR 的 mRNA 和蛋白表达水平均升高（P<0. 01），

见图7、8。

图2　阳性克隆菌落PCR扩增产物测序

图3　转染的HEK293细胞（×100）

图4　GlyRS过表达腺病毒载体转染胫骨前肌

**：P<0.01
图5　各组小鼠胫骨前肌肌重比较

a：HE染色；b：肌纤维横截面积    **：P<0.01
图6　各组小鼠胫骨前肌肌纤维横截面积比较
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3　讨论

GlyRS 是生物体内普遍存在的蛋白质，具有重要

的生理功能，可参与生物体的内部核糖体进入位点的

翻译起始调节[9]、影响 mRNA 3'末端的形成[10]、催化四

磷酸二腺苷的合成[11]等。有研究发现，蛋氨酸等会触

发牛乳腺上皮细胞 GlyRS 的磷酸化和细胞核定位，增

强牛乳腺上皮细胞 mTOR 的 mRNA 表达[12]，而 mTOR
与蛋白质合成和分解代谢平衡密切相关[13-14]。mTOR
还可调控自噬、核糖体生物发生和细胞增殖等生物过

程[15]，并在调控T细胞免疫应答中有重要作用[16]。

本研究构建了 SNI 致胫骨前肌萎缩模型，并将

GlyRS 过表达腺病毒载体成功转染小鼠胫骨前肌，结

果显示，离断小鼠右后肢坐骨神经后，GlyRS及 mTOR
的mRNA和蛋白表达水平有所升高，但小鼠胫骨前肌

肌重和肌纤维横截面积减少，说明小鼠坐骨神经离断

损伤可导致胫骨前肌萎缩；而注射 GlyRS 过表达腺病

毒载体后，胫骨前肌 GlyRS 及 mTOR 的 mRNA 和蛋白

表达水平显著升高，肌重和肌纤维横截面积明显增

加，这些结果表明肌内注射 GlyRS 过表达腺病毒载体

可使 GlyRS 表达水平大幅度升高，进而通过促进

mTOR 的表达而使蛋白质合成增加，改善小鼠的胫骨

前肌萎缩。但GlyRS是如何作用于PI3K/Akt/mTOR通

路来调控mTOR的表达？GlyRS是直接作用于胫骨前

肌还是作用于仍分布在胫骨前肌内的神经末梢而改

善肌萎缩，或者是两者都有？目前尚不清楚，仍需进

一步研究。有趣的是，本研究中，坐骨神经离断后，胫

骨前肌肌内GlyRS及mTOR的mRNA和蛋白表达水平

有所升高，提示可能与小鼠胫骨前肌启动了自我修复

有关。吴梦佳等[17]观察到损伤大鼠坐骨神经致腓肠肌

萎缩后，腓肠肌 mTOR 的表达及 mTOR 的磷酸化水平

升高，可能与腓肠肌启动自我修复有关，本研究结果

与之相似。有研究报道，小鼠肌内注射腺病毒载体后

会在肌肉组织中诱导免疫反应，肌内注射腺病毒载体

疫苗可诱导相应的体液免疫[18-19]。本研究中，与坐骨

神经离断损伤后比较，小鼠胫骨前肌 GlyRS 及 mTOR
的表达水平升高，但胫骨前肌萎缩仍无明显改变，分

析其原因可能还与胫骨前肌注射腺病毒载体后，诱导

了小鼠机体产生免疫应答有关。

失神经支配后骨骼肌细胞会逐渐出现凋亡，使肌

肉质量和肌纤维横截面积显著降低，导致肌萎缩[20]。
敲低GlyRS可通过NF-κB/MAPK信号通路抑制角质形

成细胞增殖并促进细胞凋亡[21]。体外肝癌细胞中降低

GlyRS 可抑制癌细胞增殖和细胞周期进展，促进细胞

凋亡[22]。GlyRS作用于细胞外信号调节激酶活化的肿

瘤细胞，诱导肿瘤细胞凋亡[23]。GlyRS 与泛素样蛋白

NEDD8、E1和E2等直接作用进行泛素化修饰，调节细

胞周期进展[24]。这些研究结果表明，GlyRS 还可能通

a：mRNA相对表达量；b：蛋白条带图；c：蛋白相对表达量    **：P<0.01
图7　各组小鼠胫骨前肌GlyRS的表达比较

a: mRNA相对表达量；b：蛋白条带图；c：蛋白相对表达量    **：P<0.01
图8　各组小鼠胫骨前肌mTOR的表达比较
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过多种通路参与对细胞增殖、凋亡及细胞周期的调

控，这些调节可能在改善骨骼肌萎缩过程中也具有重

要作用，但需进一步研究证实。

综上所述，GlyRS 肌内注射可能通过促进 mTOR
的合成改善小鼠坐骨神经离断损伤所致的胫骨前肌

萎缩。
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