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摘要!目的 探讨成肌调节因子 0"#1 与 %"&23)*) 在肌肉损伤修复过程中的动态表达! 方法 用盐酸布比卡因局部注
射制作肌肉损伤模型"在损伤后不同时间点取腓肠肌行冰冻切片"45 染色显示损伤肌肉的病理变化"用 6789 法检测
0"&1 与 %"&’3)*) 的表达! 结果 0"&1 在肌肉损伤后 +/:; 开始表达"</:; 达高峰#%"&’3)*) 在肌肉损伤后 ,<:; 开始
表达"=,:; 达高峰!结论 0"&1 与 %"&23)*) 在肌肉损伤后的再生修复过程中起作用"可作为鉴定肌肉前体细胞和反映
肌肉再生的指标!
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PPPPPPPP成肌调节因子 $%"&23)*hP Z32N]Y[&Z"P \Yh[&Z_F P
0>Q_%是一组转录因子"主要包括 < 个成员&0"&1’
0"\-’%"&23)*) 与 0>Q<( 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 0"&1 与
0"\- 主要在干细胞分化为成肌细胞过程中起作用"
而 %"&23)*) 与 0>Q< 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 0"&1 与
%"&23)*) 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!

+PP材料与方法

+j+PP材料
+j+j+PP动物分组 将 m? 只体质量为 ,..n,-.P2Po*_[YZ
大鼠"*中山大学实验动物中心% 分为 ! 组" 每组 +/
只) !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#p
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 , 只o*_[YZ大鼠) 以o*_[YZ
胚胎鼠的骨骼肌组织作为阳性对照)
+j+j,PP主要试剂 盐酸布比卡因*gNX*dYhY*)qPa*2%Y 公
司r" 兔抗鼠多克隆抗体 0"&1 *0Am+/:aY)[Y:9ZNe:
8*&[(h;)&]&2" 公司%" 兔抗鼠多克隆抗体 %"&2()*)
*0A,,-"购自 aY)[Y:9ZNe:8*&[(h;)&]&2" 公司%"a789
试剂盒与 178 显色试剂盒*8&_[(Z公司%)
+j,::实验方法
+j,j+::肌肉损伤模型的制作$+F,% 用乙醚麻醉o*_[YZ大
鼠"暴露一侧下肢腓肠肌"局部注射 .j-s:gNX*dYhY*):
.j-:%]"对侧下肢腓肠肌局部注射生理盐水 .j-:%] 作
为对照)
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图 !""盐酸布比卡因注射后 #$"%"&’()"的表达
*原放大倍数!!#++,
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图 H99盐酸布比卡因注射后 IH9%94’(0>1/1 的表达 *原
放大倍数!!#++,
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!BHBH99肌组织冰冻切片的制备 在肌肉损伤后 !H"!$"
H#"#$"IH9% 和 #"J"I"!#9A 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$!H+9"恒冷冰冻
切片机中切成 I9!4 厚的横切片$ 室温下放置数分
钟$冷丙酮固定 !+94/1$干燥后即做 KL 染色%免疫组
化或!I+9"冰箱密封保存备用&
!BHBM99肌组织 KL 染色 将冰冻切片在苏木素中染色
H+9<$自来水冲洗’!N稀盐酸酒精分化数秒$自来水冲
洗’淡氨水返蓝数秒$蒸馏水冲洗’伊红染色 H+O<$蒸
馏水冲洗’常规梯度酒精脱水$二甲苯透明$中性树胶
封片$显微镜下观察并照相&
!BHB#99肌组织免疫组化染色 将冰冻切片用新鲜配制
的 MP过氧化氢 : 甲醇阻断内源性过氧化物酶 M+"
4/1$+B+!"4(3QR"SFT 冲洗 H"4/1!M 次’滴加非免疫性
血清置湿盒内室温孵育 H+"4/1’甩去多余液体$滴加
适当稀释度的一抗 (&’()与&’(0>1/1均为 !##++稀
释)$ 置湿盒内 MI""孵育 !"% 或 #""过夜$+B+!"4(3QR"
SFT冲洗 H"4/1!M 次’ 滴加亲生物素标记的二抗$置
湿盒内 MI""孵育 H+"4/1$+B+!"4(3QR"SFT冲洗 H"4/1!
M 次’再滴加链霉亲和素 : 过氧化物酶复合物置湿盒
内 MI""孵育 H+"4/1$+B+!"4(3QR"SFT 冲洗 J"4/1!#
次’然后滴加新鲜配制的 )EF 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$显微
镜下观察并照相*
!BHBJ""实验结果的记录方法 每张冰冻切片随机选择
M 个视野$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*

H""结果
HB!""注射盐酸布比卡因后U/<72.大鼠的行为改变
当把盐酸布比卡因局部注射于 U/<72. 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 !H"% 后仍可见到$!$"
%后仅见爬行缓慢$H#"%后趋于正常*
HBH""注射盐酸布比卡因后 &’() 与 4’(0>1/1 的动态
变化

KL染色显示$注射盐酸布比卡因 !H"% 后已有嗜
酸性的巨噬细胞迁移到坏死的肌纤维处$但此时未见
成肌调节因子 &’()与 4’(0>1/1的表达* 在注射后
!$"%"&’()开始在坏死肌纤维周边表达$这时仍未见
4’(0>1/1表达* 第 H#"%坏死肌纤维及细胞外间隙被
大量的单核细胞浸润$4’(0>1/1 开始表达$&’() 的
表达也增多* 注射后 #$"%开始出现成簇排列的细胞$

&’()的表达达到高峰(图 !)$4’(0>1/1 的表达也增
多* IH"%后开始出现肌管样具中央核的再生肌纤维$
4’(0>1/1的表达达到高峰(图 H)$而 &’()的表达下
降* 注射后 #"A"&’(0>1/1 的表达减少$&’() 的表达
继续下降*注射后 JVI9A 大部分坏死肌纤维都被再生
肌纤维所取代$&’() 与 4’(0>1/1 的表达继续减少*
!#9A 后肌纤维大小与对照侧基本相同$ 但仍有核中
移$此时仍可检测到 &’()与 4’(0>1/1的表达*盐水
注射对照侧以及空白对照肢+假注射肢无肌纤维变性
坏死和炎性细胞浸润$ 也未检测到 &’() 与 4’(:
0>1/1的表达& &’()与 4’(0>1/1在各时间点的表达
情况见图 M&

M99讨论
F?;/=262/1 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$局部应
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图 @%%盐酸布比卡因注射后各时间点
F"*$ 与 )"*+,-.- 阳性核的比例

!"#$% &’(") )* +,)-G!’./
0,)#1.".G2)3"("45 .6785" ’( /"995:1.(
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用可造成肌肉变性坏死!而且盐酸布比卡因选择性地
损伤肌膜"而不损伤基底膜#卫星细胞#血管和周围神
经"是一种公认的用于制作肌肉损伤模型的肌毒性药
物$:H=%! 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 $@%" 肌细胞的分化受多种因子调控" 其中
FIJK起着核心作用! FIJK只分布于骨骼肌以及骨
骼肌源性的肿瘤" 其中 )"#+,’.’与 F"#$ 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$>%!
FIJK 编码的蛋白具有基本的螺旋 G 环 G 螺旋&E,G
5.LGM**/GE,M.LH%DNON’结构"相互间形成异源二聚体!
它们都有一个类似 PGQ"4 的结构域" 即 R 盒&STUG
UBV’"能与位于很多骨骼肌特异性基因启动子上的
某一特定的 $UT 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 $;W?%! 而作
为 FT$K7FSF:H%&X&Q*30H%(,CY4Y,-0H%0,63Q%6,0/*-0,%
C&41*69 转录因子家族成员的 FRJ= 又处于承接二者
的重要地位!FRJ=基因的 ;Z非翻译区存在 DNON家
族 FIJK的 $UT 结合序列 R 盒"而 FRJ= 又可结合
于 FIJK 基因启动子区内的 FRJ= 序列" 二者相互
作用构成循环! 由于在肌肉发生中"FRJ= 的表达在
时间上滞后于 FIJK"因此认为 FIJK启动 FRJ=表
达" 而 FRJ= 的作用是放大和维持 FIJK 的表达水
平$[%!而 FIJK的 >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 $\%"位于骨骼肌的基底膜下"与
肌纤维并列! 在一般情况下卫星细胞处于静息状态"
不表达 FIJK! 当疾病或损伤累及肌肉时"卫星细胞
被激活并表达 FIJK"重新进入细胞循环"卫星细胞
的子细胞就是肌源性前体细胞! 我们的实验表明"在
]3/Y2&4&Y- 诱导的肌肉损伤修复过程中"F"*$ 的表
达先于 F"*X,-Y-"约早 A%^左右! 在肌肉损伤后 :[%^
就可检测到 F"*$ 的表达">[%^ 后达高峰"这段时间
正是卫星细胞被激活增殖的时期! F"*+,-Y-的表达
在肌肉损伤后 =>%^可以检测到"?=%^ 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"
F"*$与 F"*+,-Y- 的表达随之减少" 到肌肉损伤后
:>%("只能检测到少量 F"*$与 Q"*+,-Y-的表达! 我

们研究的结果与文献报道$:<%相似"所不同的是后者是
以比目鱼肌作为研究对象"而我们是以腓肠肌外侧头
作为研究对象!这是为了使肌肉损伤的方式仅限于盐
酸布比卡因局部注射"而不夹杂着肌肉受牵扯或钝性
分离肌肉所造成的损伤"我们认为这样的实验结果更
具有可比性! 有研究表明 F"*$与 Q"*+,-Y-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$::W:@%! 我们的研究结果同时也表明 F"*$ 与 Q"*G
+,-Y-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(F"*$ 先表达" 它决定着干细胞向肌细
胞方向定向分化)Q"*+,-Y- 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!
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少酸链球菌性大量腹腔积液 2例
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妇科腹腔大量积液多见于结核性和卵巢恶性肿瘤! 致病

菌为少酸链球菌者实属罕见% -..R 年 R 月 2. 日!我科收治腹
腔大量积液 2 例!术后积液经细菌学检查!培养结果为少酸链
球菌!现报道如下%

2;;临床资料
患者女!RU 岁!孕 2 产 2% 因&反复气促’腹胀 R 年!加重半

月(入院% R 年前曾在当地医院行卵巢囊肿手术!术中见腹腔积
液 R;/..;@’!呈黑褐色%切除左侧卵巢和输卵管!切除组织未行
病理检查!术后未行任何治疗%

入本院查体)腹部高度隆起!腹围 7/$/;D@!隐约可及一巨

大囊肿!上达剑突下 2.;D@!下达盆腔!两侧边界不清% 妇科检

查子宫大小正常!双附件未及肿块!肛诊无异常%\ 超示腹部探
及不规则液性暗区!上界至剑突下!下界达盆腔!两侧至腋前

线!边界清!未见明显包膜!子宫被包裹其中!其内可见密集漂

浮光点!未见肠管回声!提示)腹盆腔液暗区*包裹性积液+ $!

子宫大小正常!双卵巢未显示% 辅助检查)血沉 22.;@@^K!&M
S癌抗原30-fURQ$2.;P^@’!余无异常%
入院后在硬膜外加腰麻下手术!术中见腹盆腔包裹积液

5;...;@’!黑褐色!子宫前位!大小正常!左附件缺如!右附件正
常% 腹盆壁’肠管’子宫及附件上覆盖有淡黄色晶体状物!肠管

与肠管间!肠管与前腹壁间广泛粘连% 吸净腹腔积液后右输卵

管切除术送术中冰冻结果为良性病变!积液送细胞学检查)未

见癌细胞!常规放置引流管!腹腔内灌入甲硝唑 -..;@’g 庆大
霉素 25 万 Pg 地赛米松 2.;@Yg 链霉素 -;Y% 积液生化检查为

渗出液!细菌学培养)经营养肉汤培养 -U;K 分转至 2.h绵羊血
平板!培养出草绿色链球菌!经美国 \< 公司凤凰 2.. 细菌自
动化分析仪检验!结果该菌为少酸链球菌%采用 W6\ 法药物敏
感试验!该菌对青霉素’万古霉素’氯霉素’环丙沙星’哌拉西

林’庆大霉素敏感!红霉素中介% 病理诊断)右侧输卵管炎伴输

卵管浆膜层异物样肉芽肿形成% 术后引流管排液少!U7%K 后拔
除% 术后予以青霉素加甲硝唑抗炎治疗 /%G!患者痊愈出院%

-%%讨论
妇科腹腔大量积液多见于结核性和卵巢恶性肿瘤! 本例

患者致病菌为少酸链球菌!实属罕见% 少酸链球菌一般见于牛

的阴道!偶尔见于小牛的皮肤及乳汁中 ,较少引起人类深部组
织感染,2-% 国外有报道引起心包炎 ,--!少酸链球菌致大量腹腔

积液尚未报道% 该患者为农村妇女!自小在农村生活!有牛接

触史% 两次腹水性状相同!我们推测两次腹水均是由少酸链球

菌感染引起% R 年前虽然进行了外科手术处理!但未进行彻底
抗炎治疗!导致感染的慢性化% 在临床工作中!如遇到非癌性

和非结核性大量腹水患者!应排除少酸链球菌感染的可能!治

疗上可考虑给予青霉素’万古霉素’氯霉素’环丙沙星’哌拉西

林’庆大霉素等抗菌素%
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