
成肌调节因子MyoD与myogenin在肌肉损伤修复过程的动态变化  

    成肌调节因子(myogenic regulatory factors, MRFs)是一组转录因子，主要包括4个成员：MyoD、

Myf5、myogenin与MRF4。在胚胎发育过程中的肌肉发生中它们起着重要的调节作用。其中MyoD与Myf5主要在

干细胞分化为成肌细胞过程中起作用，而myogenin与MRF4主要在成肌细胞分化为成熟肌纤维过程中起作用，

在这两个阶段中MyoD与myogenin又分别起着主导作用。本研究主要探讨在肌肉损伤后的再生修复过程中，二

者的表达规律及能否作为反映肌肉再生的指标。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  动物分组   将36只体质量为200~250 g Wistar大鼠，(中山大学实验动物中心)分为2组，每组

18只。Ⅰ组动物的一侧下肢为实验肢(局部注射盐酸布比卡因)，另一侧下肢局部注射生理盐水作为对照；Ⅱ

组动物的一侧下肢为空白对照肢(不做任何处理)，另一侧下肢为假注射肢(只切开皮肤，不注射任何液体)。

每个时间点每组用2只Wistar大鼠。以Wistar胚胎鼠的骨骼肌组织作为阳性对照。 

    1.1.2  主要试剂  盐酸布比卡因(bupivacain, Sigma公司)，兔抗鼠多克隆抗体MyoD(M-318 Santa 

Cruz Biotechnology公司)，兔抗鼠多克隆抗体myogenin(M-225，购自Santa Cruz Biotechnology公司)，

SABC试剂盒与DAB显色试剂盒(Boster公司)。 

    1.2  实验方法 

    1.2.1  肌肉损伤模型的制作[1][2]用乙醚麻醉Wistar大鼠，暴露一侧下肢腓肠肌，局部注射0.5% 

bupivacain 0.5 ml，对侧下肢腓肠肌局部注射生理盐水0.5 ml作为对照。 

    1.2.2  肌组织冰冻切片的制备   在肌肉损伤后12、18、24、48、72 h和4、5、7、14 d分别取双侧腓

肠肌，放入液氮预冷后的异戊烷中冷冻数分钟，-20 ℃恒冷冰冻切片机中切成7 ?9滋m厚的横切片，室温下放

置数分钟，冷丙酮固定10 min，干燥后即做HE染色、免疫组化或-70 ℃冰箱密封保存备用。 

    1.2.3  肌组织HE染色   将冰冻切片在苏木素中染色20 s，自来水冲洗；1%稀盐酸酒精分化数秒，自来

水冲洗；淡氨水返蓝数秒，蒸馏水冲洗；伊红染色20 s，蒸馏水冲洗；常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片，显微镜下观察并照相。 

    1.2.4  肌组织免疫组化染色   将冰冻切片用新鲜配制的3%过氧化氢-甲醇阻断内源性过氧化物酶30 

min，0.01 mol/L PBS冲洗2 min×3次；滴加非免疫性血清置湿盒内室温孵育20 min；甩去多余液体，滴加

适当稀释度的一抗(MyoD与Myogenin均为1∶400稀释)，置湿盒内37 ℃孵育1 h或4 ℃过夜，0.01 mol/L 

PBS冲洗2 min×3次；滴加亲生物素标记的二抗，置湿盒内37 ℃孵育20 min，0.01 mol/L PBS冲洗2 min×

3次；再滴加链霉亲和素-过氧化物酶复合物置湿盒内37 ℃孵育20 min，0.01 mol/L PBS冲洗5 min×4次；

然后滴加新鲜配制的DAB显色剂显色，显微镜下观察，当细胞核出现阳性颗粒时，及时水洗终止染色，梯度酒

精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下观察并照相。 
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    1.2.5  实验结果的记录方法   每张冰冻切片随机选择3个视野，计算每个视野中阳性核数目与对照侧所

有肌核数目之比(由于肌肉损伤早期大量炎性细胞浸润，所以选用对照侧所有肌核数目作为分母便于比较)。

用均数表示。 

    

2  结果 

    2.1  注射盐酸布比卡因后Wistar大鼠的行为改变 

    当把盐酸布比卡因局部注射于Wistar大鼠的腓肠肌后，该侧腓肠肌立即变得松软，足背屈，爬行时明显

呈拖步状态，这种拖步表现在12 h后仍可见到，18 h后仅见爬行缓慢，24 h后趋于正常。 

    2.2  注射盐酸布比卡因后MyoD与myogenin的动态变化 

    HE染色显示，注射盐酸布比卡因12 h后已有嗜酸性的巨噬细胞迁移到坏死的肌纤维处，但此时未见成肌

调节因子MyoD与myogenin的表达。在注射后18 h MyoD开始在坏死肌纤维周边表达，这时仍未见myogenin表

达。第24 h坏死肌纤维及细胞外间隙被大量的单核细胞浸润，myogenin开始表达，MyoD的表达也增多。注射

后48 h开始出现成簇排列的细胞，MyoD的表达达到高峰(图1)，myogenin的表达也增多。72 h后开始出现肌

管样具中央核的再生肌纤维，myogenin的表达达到高峰(图2)，而MyoD的表达下降。注射后4 d Myogenin的

表达减少，MyoD的表达继续下降。注射后5~7 d大部分坏死肌纤维都被再生肌纤维所取代，MyoD与myogenin

的表达继续减少。14 d后肌纤维大小与对照侧基本相同，但仍有核中移，此时仍可检测到MyoD与myogenin的

表达。盐水注射对照侧以及空白对照肢、假注射肢无肌纤维变性坏死和炎性细胞浸润，也未检测到MyoD与

myogenin的表达。MyoD与myogenin在各时间点的表达情况见图3。 

    图1  盐酸布比卡因注射后48 h MyoD 的表达 
    (原放大倍数：×400) 

    Fig.1 MyoD expression 48 h after bupivacain hydrochloride injection
    (Original magnification: ×400) 

    MyoD-positive nuclei were present in activated satellite cells. The positive nuclei 
were brown with DAB staining, and the cytoplasm was not stained.



    图2  盐酸布比卡因注射后72 h myogenin的表达 (原放大倍数：×400) 
    Fig.2  Myogenin expression 72 h after bupivacain hydrochloride injection

    (Original magnification: ×400) 
    Myogenin-positive nuclei were present in newly formed myotube. The positive nuclei 

were brown with DAB staining, and the cytoplasm was not stained.

    图3  盐酸布比卡因注射后各时间点MyoD与myogenin阳性核的比例 
    Fig.3 Ratio of MyoD- and myogenin-positive nuclei at different time points after 

bupivacain hydrochloride injection

    

3  讨论 

    Bupivacain是一种局部麻醉药，临床上主要用于局部浸润麻醉、神经阻滞、硬膜外阻滞和蛛网膜下腔阻

滞。动物实验表明它是一种肌肉毒性药物，局部应用可造成肌肉变性坏死。而且盐酸布比卡因选择性地损伤肌

膜，而不损伤基底膜、卫星细胞、血管和周围神经，是一种公认的用于制作肌肉损伤模型的肌毒性药物[1]

[2]。我们用它制作肌肉损伤模型来详细研究成肌调节因子在肌肉再生过程各个时段的动态表达。 

    转录因子对组织特异性基因的表达起着重要的调控作用[3]，肌细胞的分化受多种因子调控，其中MRFS起

着核心作用。MRFS只分布于骨骼肌以及骨骼肌源性的肿瘤，其中myogenin与MyoD目前被认为是诊断小儿横纹

肌肉瘤的最佳免疫组化标记物[4]。MRFS编码的蛋白具有基本的螺旋-环-螺旋(helix-loop-helix, bHLH)结

构，相互间形成异源二聚体。它们都有一个类似c-myc的结构域，即E盒(CANNTG)，能与位于很多骨骼肌特异

性基因启动子上的某一特定的DNA序列结合，从而激活这些骨骼肌特异性基因使之编码相应的骨骼肌收缩蛋白

[5][6][7]。而作为MADS(MCM1, agamous, deficiens, serum response factor)转录因子家族成员的



MEF2又处于承接二者的重要地位。MEF2基因的5'非翻译区存在bHLH家族MRFS的DNA结合序列E盒，而MEF2又可

结合于MRFS基因启动子区内的MEF2序列，二者相互作用构成循环。由于在肌肉发生中，MEF2的表达在时间上

滞后于MRFS，因此认为MRFS启动MEF2表达，而MEF2的作用是放大和维持MRFS的表达水平[8]。而MRFS的4个成

员在肌肉发生过程的表达也具有一定的时间和空间规律。成体骨骼肌的卫星细胞是一类多潜能干细胞[9]，位

于骨骼肌的基底膜下，与肌纤维并列。在一般情况下卫星细胞处于静息状态，不表达MRFS。当疾病或损伤累

及肌肉时，卫星细胞被激活并表达MRFS，重新进入细胞循环，卫星细胞的子细胞就是肌源性前体细胞。我们

的实验表明， 在Bupivacain诱导的肌肉损伤修复过程中，MyoD的表达先于Myogenin，约早6 h左右。在肌肉

损伤后18 h就可检测到MyoD的表达，48 h后达高峰，这段时间正是卫星细胞被激活增殖的时期。Myogenin的

表达在肌肉损伤后24 h可以检测到，72 h达高峰，此时可观察到新生肌管的形成。随着受损肌肉的逐步修

复，MyoD与Myogenin的表达随之减少，到肌肉损伤后14 d，只能检测到少量MyoD与myogenin的表达。我们研

究的结果与文献报道[10]相似，所不同的是后者是以比目鱼肌作为研究对象，而我们是以腓肠肌外侧头作为

研究对象。这是为了使肌肉损伤的方式仅限于盐酸布比卡因局部注射，而不夹杂着肌肉受牵扯或钝性分离肌肉

所造成的损伤，我们认为这样的实验结果更具有可比性。有研究表明MyoD与myogenin的表达随肌肉损伤的方

式以及受损伤的肌肉不同而有所不同[11][12][13]。我们的研究结果同时也表明MyoD与myogenin在肌肉再生

过程的表达与它们在肌肉发生过程的表达相似：MyoD先表达，它决定着干细胞向肌细胞方向定向分化；

myogenin则在肌管形成和肌纤维成熟方面起作用。 

    总之，我们的研究结果证实局麻药的是一种肌毒性药物，临床上做肌肉活检时要注意局麻药只能注射于

皮肤及皮下组织，千万不能注射到肌肉，否则会影响病理结果的可信度。成肌调节因子可以作为鉴定肌肉前体

细胞和反映肌肉再生的指标。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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