
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０９Ｅ０１８００１ ·基础研究·

低氧高糖条件下家兔骨骼肌Ⅰ型纤维向Ⅱ型纤维转化的作用
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［摘　要］　目的　通过在体外对家兔骨骼肌两型肌纤维细胞进行不同培养方法的摸索和对其标志蛋白ＭＨＣ同功型变化的检
测，探索两型肌纤维细胞间的转化条件。方法　运用改良的肌球蛋白ＡＴＰ酶组织化学染色法对家兔骨骼肌的肌纤维类型进行染色
并观察；应用ＲＴＰＣＲ方法检测在不同培养条件下家兔骨骼肌ＭＨＣ亚型ｍＲＮＡ的表达情况。结果　肌组织消化组：固有半膜肌表
达ＭＨＣⅠ型及少量的ＭＨＣⅡ型，副半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ型。细胞培养组：常氧高糖组固有半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ，不表
达ＭＨＣⅠ型；副半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ，不表达ＭＨＣⅠ型；低氧高糖组固有半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ，不表达ＭＨＣⅠ型；副半
膜肌表达 ＭＨＣⅡｂ，不表达ＭＨＣⅠ型。结论　含１５％ＦＢＳ的常氧高糖培养基适宜骨骼肌细胞生长，并且在低氧高糖条件下，骨骼肌
Ⅰ型纤维有向Ⅱ型纤维转化的趋势。
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　　骨骼肌是由大量异质性纤维组成的组织，每种纤
维都是由成肌细胞分化和纤维细胞融合而形成的多核

合胞体［１］。骨骼肌的功能是通过收缩来完成人体运

动时所需要的动力［２］。根据肌球蛋白重链同功型，将

其分为快慢两种类型［３］，为了在肌肉的生长发育过程

中执行不同的功能需求，这些纤维类型已经进化出不

同的生物物理学特性。目前，国内外对骨骼肌纤维类

型的转换有很多研究，也发现了很多信号通路。Ｌｅｅｕｗ
等［４］认为肌纤维中有一些特殊的基因可以改变其表

达方式来应对肌纤维类型的转换；Ａｚａｄ等［５］的研究发

现，外界环境改变、运动和神经刺激等都会引发肌纤维

中ＭＨＣ异构体的改变，说明骨骼肌纤维类型之间是
可以相互转换的。但目前未见骨骼肌纤维转换机制和

条件的相关报道。目前发现家兔半膜肌的各亚部是由

单一纤维类型所构成，为研究转换提供了有利条件，但

对肌纤维细胞类型转换的最适培养条件未见报道，骨

骼肌纤维能通过功能需要的变化而产生适应改变，慢

肌纤维能否在体外转换为快肌纤维，也有待进一步研

究。因此，本实验拟在体外对骨骼肌两型肌纤维细胞

转换的不同培养条件进行初步摸索，为后续实验做铺

垫，以期在骨骼肌疾病的防治中发挥一定作用。
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１　材料与方法

１．１　材料
家兔２０只，体质量１．５～２ｋｇ，购于遵义医学院动

物中心。二甲胂酸钠（阿姆雷斯科公司），胎牛血清、

ＤＭＥＭ高糖培养基和ＰＣＲ扩增引物（上海生工），逆转
录试剂（赛默飞公司）。

１．２　取材
耳缘静脉注射麻醉（戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ），取家

兔四肢固有半膜肌和副半膜肌，剔除筋膜和脂肪等组

织，剪成约５ｍｍ小块，备用。
１．３　改良肌球蛋白ＡＴＰ酶染色法

将肌组织迅速放入液氮中，冰冻切片机连续切片

（片厚１０μｍ），置于４％多聚甲醛中固定，后依次行漂
洗、染色、脱水、透明、封片，光镜下观察肌纤维的类型

并拍照。

１．４　实验分组
体外获取家兔半膜肌，将实验分成固有半膜肌

（Ⅰ型）和副半膜肌（Ⅱ型）组织组，Ⅰ和Ⅱ型肌消化细
胞组，Ⅰ和Ⅱ型肌细胞常氧高糖细胞组，Ⅰ和Ⅱ型肌细
胞低氧（３％Ｏ２）高糖细胞组。
１．５　骨骼肌细胞体外培养

家兔行耳缘静脉注射麻醉，无菌状态下取出固有

半膜肌和副半膜肌，分别放入无酶 ＥＰ管中，剔除脂肪
组织等结构，ＰＢＳ磷酸盐冲洗３次，剪成０．２ｃｍ３组织
块并加入０．２５％胰酶，恒温水浴箱中消化４０ｍｉｎ，血
清终止消化，过滤，离心，弃上清液，用 ＤＭＥＭ培养基
（含１５％ＦＢＳ）１ｍＬ重悬细胞，分别移入培养瓶中，并
加入ＤＭＥＭ培养基（含１５％ＦＢＳ）４ｍＬ。常氧高糖细
胞组：将获得的Ⅰ型和Ⅱ型细胞悬液分别接种至培养
瓶，在３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养，３ｄ换液，分别在第
１、３、７天观察细胞生长状态并提取ＲＮＡ。低氧高糖细
胞组：将用上述方法获取的骨骼肌细胞先在 ３７℃、
５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后转移入氧气浓度为３％的
孵箱中，每天在低氧箱中培养２ｈ，其余时间在常氧箱
中培养。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测
抽提各组的ＲＮＡ，并进行浓度和纯度的测定。用

逆转录和ＰＣＲ扩增试剂盒进行后续实验。反应条件
为：预变性９５℃、３ｍｉｎ；变性９５℃、３０ｓ；退火５５℃、
３０ｓ；延伸７２℃、６０ｓ，３４个循环；保温７２℃、５ｍｉｎ；
４℃保存，电泳，凝胶成像系统观察并摄像。
１．７　统计学处理

用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件测量电泳图灰度值，计算各基

因含量与内参的比值，用ＳＰＳＳ１７．０软件录入，组间作
ｔ检验，多组间作单因素方差分析。

２　结果

２．１　染色结果
改良肌球蛋白ＡＴＰ酶化学染色结果显示：在切片

上见肌纤维呈多边形或不规则形，相邻肌纤维间界限

清晰，排列紧凑。固有半膜肌肌纤维染色不均匀，可见

浅染区（呈浅蓝色）和深染区（呈深蓝色）；副半膜肌肌

纤维染色相对均匀，为深染区（呈深蓝色），见图１。大
体观察见固有半膜肌为红肌，主要含慢肌纤维，从切片

见其主要含Ⅰ型肌纤维，Ⅱ型肌纤维则相对较少；而副
半膜肌为白肌，主要含快肌纤维，从切片见其主要含Ⅱ
型肌纤维。

ａ：固有半膜肌；ｂ：副半膜肌　白箭头：浅染区；红箭头：深染区
图１　改良肌球蛋白ＡＴＰ酶染色（×２００）

２．２　骨骼肌组织ＲＴＰＣＲ检测结果
固有半膜肌表达 ＭＨＣⅠ型，副半膜肌表达 ＭＨＣ

Ⅱａ和Ⅱｂ型（图２）。

ａ：固有半膜肌组织ＭＨＣｍＲＮＡ的表达；ｂ：副半膜肌组织 ＭＨＣ
ｍＲＮＡ的表达　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＧＡＰＤＨ；２：ＭＨＣⅠ；３：ＭＨＣⅡａ；
４：ＭＨＣⅡｂ；５：ＭＨＣⅡｘ

图２　骨骼肌组织ＲＴＰＣＲ检测结果
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２．３　消化后未经培养的细胞ＲＴＰＣＲ检测结果
固有半膜肌表达ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ型，副半

膜肌表达ＭＨＣⅡａ和 Ⅱｂ型（图３）。
２．４　培养细胞ＲＴＰＣＲ检测结果

在常氧高糖培养组（１、３、７ｄ）固有半膜肌表达
ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ，不表达ＭＨＣⅠ型；副半膜肌表达ＭＨＣ
Ⅱａ和Ⅱｂ，不表达ＭＨＣⅠ型。在低氧高糖培养组３ｄ，
固有半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和Ⅱｂ，不表达ＭＨＣⅠ型；副
半膜肌表达 ＭＨＣⅡｂ，不表达 ＭＨＣⅠ型（图４）。测量
肌组织组、常氧高糖细胞组与低氧高糖细胞组第３天
的灰度值，Ⅰ型肌纤维细胞在常氧高糖及低氧高糖的
条件下，ＭＨＣⅠ型基因表达与Ⅰ型肌纤维组织的ＭＨＣ
Ⅰ型基因表达经单因素方差分析差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），而 ＭＨＣⅡａ、Ⅱｂ和Ⅱｘ型基因表达差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ⅱ型肌纤维细胞在常氧高
糖及低氧高糖条件下，ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡａ、Ⅱｂ和Ⅱｘ型
基因表达与Ⅱ型肌纤维组织的基因表达相同，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。

ａ：固有半膜肌消化后组织ＭＨＣｍＲＮＡ的表达 ；ｂ：副半膜肌组
织消化后ＭＨＣｍＲＮＡ的表达　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＧＡＰＤＨ；２：ＭＨＣⅠ；
３：ＭＨＣⅡａ；４：ＭＨＣⅡｂ；５：ＭＨＣⅡｘ

图３　消化后未经培养的细胞ＲＴＰＣＲ检测结果

表１　骨骼肌Ⅰ、Ⅱ型及其亚型在组织、细胞常氧高糖和低氧高
糖培养第３天基因ｍＲＮＡ的表达情况（珔ｘ±ｓ，ｃｍ）

组别　　　 ＭＨＣⅠ ＭＨＣⅡａ ＭＨＣⅡｂ ＭＨＣⅡｘ

组织组　　 １．１５±０．３８ ０．５７±０．２０ ０．５６±０．２７ ０．４４±０．３０

常氧高糖组 ０．５２±０．０９ ０．７８±０．２２ １．０３±０．３２ ０．５１±０．１２

低氧高糖组 ０．６０±０．２１ ０．８９±０．２１ １．０１±０．１８ ０．６８±０．２５

ａ：固有半膜肌常氧高糖培养第３天 ＭＨＣｍＲＮＡ的表达；ｂ：副

半膜肌常氧高糖培养第３天 ＭＨＣｍＲＮＡ的表达；ｃ：固有半膜

肌低氧高糖培养第３天 ＭＨＣｍＲＮＡ的表达；ｄ：副半膜肌低氧

高糖培养第 ３天 ＭＨＣｍＲＮＡ的表达　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＧＡＰＤＨ；

２：ＭＨＣⅠ；３：ＭＨＣⅡａ；４：ＭＨＣⅡｂ；５：ＭＨＣⅡｘ

图４　培养细胞ＲＴＰＣＲ检测结果

３　讨论

３．１　骨骼肌两型肌纤维细胞体外培养的探索
骨骼肌细胞的分离、培养已见诸多文献报道，但未

见骨骼肌两型肌纤维细胞单独在体外培养最适条件的

报道，因此本实验对体外培养最适条件进行初步摸索。

目前骨骼肌细胞培养常用含１０％ＦＢＳ的高糖培养基，
有报道通过对骨骼肌细胞不同培养条件的研究，发现

含２％ＦＢＳ的高糖培养基利于肌母细胞分化，能促进
肌管形成，而含１０％ＦＢＳ则不能使肌细胞分化。实验
中使用高糖培养基，目的是满足骨骼肌细胞在体外培

养中有足够的能量来源。朱道立等［６］采用 １０％ ～
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２０％胎牛血清对小鼠快、慢肌细胞进行培养，发现骨骼
肌细胞生长和增殖情况良好；而用小于５％胎牛血清
则促进细胞分化。本研究中我们发现，用高糖培养基

加入１５％胎牛血清和谷氨酰胺进行培养，细胞长势良
好且能满足实验需要。由此，我们以高糖加１５％胎牛
血清的培养基为基础，进一步研究常氧和低氧对骨骼

肌细胞培养的影响。有文献报道消化方法的不同获得

骨骼肌细胞的数量及活力亦不同［７１０］。骨骼肌细胞的

消化是以０．２５％的胰蛋白酶或联用胶原酶进行消化，
多用来消化肌细胞中的胶原纤维，故本实验未联合使

用［７］。经多次消化摸索，确定３０～４０ｍｉｎ消化效果最
佳，这样能减少对骨骼肌细胞的损伤和降低细胞污染

及缩短实验过程［８］。

３．２　ＭＨＣ在两型骨骼肌细胞培养过程中的变化
对家兔半膜肌在组织和消化组的 ＭＨＣ检测发

现：固有半膜肌表达 ＭＨＣⅠ型和少量表达 ＭＨＣⅡａ
和ＭＨＣⅡｂ型，副半膜肌表达 ＭＨＣⅡａ和 ＭＨＣⅡｂ
型，不表达ＭＨＣⅠ型。而在常氧高糖细胞组和低氧高
糖细胞组固有半膜肌表达ＭＨＣⅡａ和ＭＨＣⅡｂ型，不
表达ＭＨＣⅠ型；副半膜肌在常氧高糖细胞组表达
ＭＨＣⅡａ和ＭＨＣⅡｂ型，在低氧高糖细胞组表达 ＭＨＣ
Ⅱｂ型，均不表达 ＭＨＣⅠ型。这和文献的研究结果基
本一致［１１１４］，说明固有半膜肌主要为Ⅰ型纤维，副半
膜肌主要为Ⅱ型纤维。但在细胞组中的检测则出现明
显变化，均表达ＭＨＣⅠ型及表达 ＭＨＣⅡａ和 ＭＨＣⅡｂ
型。我们认为这可能是Ⅰ型肌纤维细胞离体后逐渐从
由氧化为主转变为以无氧糖酵解为主的能量代谢，其

肌纤维出现了相应的适应性改变，从而Ⅱ型肌纤维的
标志蛋白出现表达，说明骨骼肌细胞离体后其纤维类

型就开始从Ⅰ型肌纤维细胞逐渐向Ⅱ型转变。黄金秀
等［１５］在体外对猪骨骼肌卫星细胞培养发现相似的变

化，即氧化型肌纤维相比酵解型肌纤维明显降低，其原

因可能是在体外培养中代谢方式是以无氧酵解为主，

这与我们实验的结果一致。研究发现细胞离体后，在

失去机体内环境、神经体液的调节和细胞间的相互作

用下，缺乏相对稳定的动态平衡，则会发生分化现象逐

渐减弱，形态功能朝单一方向发展，或死亡、转化后获

得永恒性变成无限增殖的连续性细胞系［１６］。体外培

养的细胞从离体后就发生了差异性变化［１７］。

３．３　低氧条件在两型骨骼肌纤维转换间的作用
骨骼肌纤维类型的转变与骨骼肌能量代谢方式的

不同有很大关系。本课题前期已经通过基因芯片技术

对骨骼肌两型肌纤维的差异基因的表达情况进行了检

测，结果表明缺氧诱导因子（ＨＩＦ１α）在家兔半膜肌中

呈高表达状态，而在副半膜肌中呈低表达状态，和两型

肌纤维的能量代谢特点一致［１８］。ＨＩＦ１是由调节性α
亚基和组成性β亚基组成的异源性蛋白二聚体，此两
种亚基同属 ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ基因序列和 ＰＡＳ家
族蛋白。有研究表明，缺氧诱导因子与骨骼肌纤维类

型的转换机制、生长发育及能量代谢密切相关［１９］。在

机体内直接或间接接受 ＨＩＦ１调控的基因有数百种，
可参与体内碳水化合物的代谢、血管的发生、ｐＨ的调
节、铜代谢、核苷酸代谢、氨基酸及铁的代谢等多个方

面［２０２３］。缺氧可以通过 ＨＩＦ１α调控机制引起机体生
物学的改变，这是调控中的关键性转录因子［２４］。Ｓｌｏｔ
等［２５］在研究小鼠比目鱼肌时发现，８％的低氧环境有
利于肌纤维类型的转换。低氧条件下，骨骼肌收缩蛋

白可以不断改变肌纤维的成分，这些成分的改变与肌

内ＨＩＦ１密切相关。Ｈｏｌｌｏｗａｙ等［２６］发现不同强度的

训练可以改变骨骼肌的纤维类型同时伴有缺氧诱导因

子蛋白表达量的变化。Ａｃｅｖｅｄｏ等［２７］切除大鼠肾５／６，
于１２周后观察见骨骼肌出现急性缺血缺氧变化，比目
鱼肌出现轻度的快慢肌纤维的转变，伴有 ＨＩＦ１基因
的表达增加。Ｃｈａｉｌｌｏｕ等［２８］发现骨骼肌在再生过程中

处于相对缺氧的状态，以 ＨＩＦ１基因依赖的方式改变
骨骼肌氧化能力，从而延迟骨骼肌再生修复的时间，但

不影响快慢肌肌球蛋白重链表型的转换。Ｌｅｆａｕｃｈｅｕｒ
等［２９］发现骨骼肌两型肌纤维细胞的转化遵循以下规

律：ⅠⅡａⅡｘⅡｂ，随着外界条件的改变使肌纤
维类型向左或向右转化。本研究中，我们通过对家兔

骨骼肌两型纤维细胞进行了低氧（３％Ｏ２）培养，并在
第３天进行 ＲＴＰＣＲ的检测，结果表明骨骼肌两型纤
维细胞均表达ＭＨＣⅡａ和ＭＨＣⅡｂ型，不表达ＭＨＣⅠ
型，与组织相比ＭＨＣⅠ明显减少。结果表明骨骼肌细
胞在离体后其能量利用方式发生了改变，造成其纤维

类型也发生了相应的变化，Ⅰ型纤维细胞在低氧条件
下均出现向Ⅱ型纤维细胞转化的趋势，且有促进Ⅱ型
纤维细胞的亚型向收缩速度更快的Ⅱｂ型纤维细胞转
化的趋势。

综上所述，我们认为低氧条件有利于Ⅰ型纤维细
胞向Ⅱ型纤维细胞转换。本实验中我们的培养条件主
要是促进肌纤维类型由左向右转化，即Ⅰ型纤维细胞
依次向各Ⅱ型纤维细胞的亚型转化。
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