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摘　要: 研究急性低氧及力竭运动对大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC)亚型基因表达的影响。取
健康 SD 雌性大鼠 80 只, 随机分成 4 大组: 常氧对照组 (C) , 常氧力竭组 (N E) , 低氧对照组 (HC)

和低氧力竭组 (H E)。采用半定量反转录聚合酶链式反应 (R T 2PCR ) 法, 测定各组骨骼肌M HC

I、IIa、IIx、IIb4 种亚型的mRNA 基因表达。结果表明,M HC 各亚型mRNA 所占百分比分析显
示, 单纯低氧能刺激M HC 亚型 mRNA 表达出现“由慢到快”的趋势; 力竭运动则能刺激M HC

mRNA 表达出现“由快到慢”的趋势。关于M HC 亚型转变在功能上的意义还有待进一步研究。
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Abstract: T h is paper analyzes the influence of acu te hypox ia and exhaustive exercise on gene

exp ression of m yo sin heavy chain isofo rm s of skeleta l m uscle in rat. 80 fem ale SD rats are

random ly divided in to four group s. Contro l a t no rm al oxygen condit ion, exhausting at no rm al

oxygen condit ion, con tro l a t hypox ic condit ion, exhausting after hypox ic condit ion. T he gene

exp ression of skeleta lm uscle M HC2É , Ê a, Ê x, Ê b isofo rm s mRNA is determ ined by using the

sem i2quan tita t ive reserve transcrip t ion PCR techno logy. T he resu lt show s that the percen tage

analysis of M HC isofo rm s mRNA exp ression indicates there is a change trend of slow to fast

caused by hypoxia, bu t a con trary tendency by exhausted exercise.
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1　前言

关于低氧训练引起骨骼肌收缩蛋白的变化及其机制的

研究很少, 而急性低氧及力竭运动对骨骼肌肌球蛋白重链

(m yo sin heavy chain,M HC)亚型影响的研究还未见报道。一

般认为, 不同运动模式和运动负荷可导致肌纤维类型发生不

同转变[123 ] , 耐力性训练可观察到 IIB 型向 IIA 型转变, 即“由

快到慢”趋势, 但是由 IIA 型转变为 I型是非常困难的。目前

许多研究[4, 5 ]证实耐力训练、阻力训练和速度训练后, II 型肌

纤维由 IIB 向 IIA 转化, 其基因表达也有类似的变化。另一方

面, B igard 等 (2000) 用免疫组化及电泳方法观察了慢性低压

低氧下, 年轻大鼠骨骼肌的M HC 组成[6 ]。在跖肌 (PL a) , 慢

性低氧可导致 IIa 型纤维比例明显降低 (P < 0. 01) , 而 IIb 型

纤维百分比则相应升高, 即慢性低氧可导致跖肌 (PL a) 的

M HC 组成出现“由慢到快”的转变, 而运动则引起某些肌纤

维组成“由快到慢”的趋势。但该研究未涉及其mRNA 表达,

且关于急性低氧及力竭运动对骨骼肌M HC 蛋白亚型及基

因表达的影响还未见报道, 而此模型对收缩蛋白代谢的冲击

是很大的, 本研究旨在这方面做一些探索。

2　研究方法

2. 1　动物分组及处理

取健康 SD 雌性大鼠 80 只, 7 周龄, 平均体重 220±

25 g, 由河北医科大学实验动物中心提供。随机分成 4 大组:

常氧对照组 (C) , 常氧力竭组 (N E) , 低氧对照组 (HC) 和低氧

力竭组 (H E)。其中, HC、H E 2 个低氧组在模拟 4 000 m 高原

的低氧舱 (氧浓度 12. 7% ) 进行低氧暴露及力竭后的低氧恢

复 (每天 23 h 低氧, 1 h 清扫及前期跑台适应) , 饲养温度

22℃±3℃, 3 天后,N E、H E 2 个运动组均在常氧下进行一次

力竭性跑台下坡运动, 跑速 16 m öm in, 坡度- 16°, 力竭标准

为出现卧位跑、趴伏, “逃避反应”极差, 降低跑速或短时间

休息后 (低于 10 m in) , 仍无法持续运动。各组均于力竭后即

刻、12 h、48 h 用戊巴比妥钠腹腔麻醉、宰杀, 迅速选取股四

头肌样本液氮保存。
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2. 2　测定方法

低氧设备: 采用 H YPOX IC TRA IN IN G SYST EM S ,

H ypoxico Inc. (U SA ) 。

用 R T 2PCR 法[7, 8 ] , 测定骨骼肌M HC I、IIa、IIx、IIb4种

亚型的mRNA 基因表达。PCR 仪为B iom etra 公司 (德)生产

的 T hermocycler。

先进行总RNA 提取、逆转录 (R T ) (按试剂盒说明书) ,

然后进入 PCR 反应。PCR 过程:

1120 Λl PCR 反应体系: 10×PCR buffer 2 Λl, dN T P 0. 5

Λl, Pex 3an t 1 Λl, T aq 酶 0. 2 Λl,M gC l2 2 Λl, ddH 2O 7. 3 Λl,

上、下游引物各 1 Λl (10 ΛM ) , cDNA 模板 5 Λl (Β2actin 内参用

1 Λl 量)。

表 1　本研究实验大鼠骨骼肌M HC 亚型引物序列一览表

Table 1　L ist of M HC Isoform s of Skeleta l M uscle in Exper imen t Rat

上游引物　　　　　 下游引物　　　　　

M HC I 5’A GGA GGCGGT GCA GGA GT GT 3’ 5’TCCTCA T GCCCT TCA CCGA C 3’

M HC IIa 5’A GCGGAA T GT T GA GGCT GTCA 3’ 5’T GAA CCTCGCGGCTCT TCA C 3’

M HC IIx 5’GA GGCCA GGGTCCGT GAA CT 3’ 5’T TCA CCCGCA GCT T GT T GA C 3’

M HC IIb 5’CT GA TCA CCA CCAA CCCA TA T 3’ 5’GT GA CCA TCCA CA GGAA CA TC3’

Β2actin 5’2TCA T GAA GT GT GA CGT T GA CA TCCGT 23’ 5’2CCTA GAA GCA T T T GCGGT GCA CGA T G23’

　　 21PCR 反应条件: 预变性: 94℃ 10 m in, 变性: 94℃

45 s, 退火: 55℃ 45 s, 延伸: 72℃ 1 m in, 72℃ 10 m in。

31 琼脂糖电泳: 5～ 10 V öcm , 约 1 h。用英国Am ersham

公司的 Im ageM aster VD S analyzer 凝胶成像系统扫描分析。

2. 3　统计分析

所有数值以“均数±标准差”表示。统计分析用 SPSS

11. 0软件完成, 各组间的两两比较采用方差分析的L SD 方

法, 结合 Excel 方法做图; 某些情况下用采用独立样本 t 检

验, P < 0. 05时统计具有显著性意义。

3　研究结果

急性低氧及力竭运动对骨骼肌M HC 的影响, 结果可分

两部分考虑: 1) M HC 及其亚型mRNA 含量的变化, 2)M HC

各亚型mRNA 所占百分比的变化。各亚型含量可表现出多

种变化, 如同时上升、下降等, 但各亚型百分比相加为 100% ,

只能是当一种亚型上升时, 另外几种必然下降, 故应分两部

分分析。

3. 1　骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC) 及其亚型mRNA 含量的

变化

表 2　本研究各组大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC)及其亚型mRNA 含量的变化 (M HCöΒ-actin 内参)一览表

Table 2　L ist of Changes in M HC and Isoform s mRNA Con ten t of Skeleta l M uscle in Each Group

n É IIa IIx IIb 总M HC

C 6 1. 31±0. 27 2. 49±0. 48 5. 15±0. 76 1. 66±0. 31 10. 61±1. 58

HC0 6 1. 94±0. 423 3. 94±0. 783 6. 18±0. 82 3. 18±0. 603 3 15. 23±2. 723

HC12 6 2. 06±0. 453 3. 45±0. 603 5. 65±0. 85 3. 16±0. 613 3 14. 31±2. 483

HC48 6 2. 22±0. 473 4. 08±0. 763 6. 77±0. 923 3. 04±0. 563 3 16. 10±2. 873

H E0 6 1. 03±0. 22 2. 69±0. 57 4. 38±0. 79 1. 11±0. 233 9. 20±1. 62

H E12 6 1. 70±0. 33 3. 76±0. 713 6. 29±0. 653 1. 58±0. 33 13. 33±1. 773

H E48 6 1. 71±0. 32 3. 79±0. 653 6. 85±0. 993 1. 76±0. 30 14. 11±2. 113

N E0 6 0. 93±0. 183 2. 29±0. 40 3. 93±0. 573 0. 86±0. 193 3 8. 01±1. 213

N E12 6 1. 18±0. 25 2. 59±0. 56 4. 22±0. 68 1. 15±0. 243 9. 14±1. 37

N E48 6 1. 53±0. 30 3. 74±0. 693 6. 09±0. 83 1. 53±0. 29 12. 88±1. 88

　　　　　　　　注: 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01; C——常氧对照组, HC——低氧对照组, H E——低氧力竭组,

N E——常氧力竭组; 取样时间点为: 力竭后 0、12 h、48 h; 下同。

图 1　本研究各组大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC)

亚型mRNA 含量的变化曲线图 (M HCöΒ-actin 内参)

F igure 1. Curve of Changes in M HC and Isoform s

mRNA Con ten t of Skeleta lM uscle in Each Group

　　由表 2、图 1 可知, 与常氧对照组 (C) 相比, 低氧对照组

(HC)总M HC mRNA 含量显著升高 ( P < 0. 05) , 4 种亚型均

表现为明显升高 (P < 0. 05, P < 0. 01) , 各时间点无明显区

别, 提示单纯低氧能刺激M HC mRNA 及其亚型全面表达。

低氧力竭组 (H E) 总M HC mRNA 含量在 12 h、48 h 后

明显升高 (P < 0. 05) , 但力竭后即刻无明显变化; 其中, IIa、

IIx 亚型 mRNA 含量变化规律与之一致; 但该组 IIb 型

mRNA 力竭后即刻明显降低 (P < 0. 05) , 12 h、48 h 后恢复

正常水平。

常氧力竭组(N E)总M HC mRNA 含量在力竭后即刻明显

降低 (P < 0. 05) , 而后恢复正常水平, 其中, IIx、IIb 亚型

mRNA 含量变化与之相似; 但 IIa 型力竭后即刻、12 h 后变化

不明显, 48 h 后则明显高于对照组。可见, 各组、各亚型mRNA

表达量虽有差异, 但低氧或力竭后总体上以上升趋势为主。

3. 2　骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC) 亚型mRNA 所占百分比

的变化
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由表 3、图 2 可知, 与常氧对照组 (C) 相比, 低氧对照组

(HC) 各时间点M HC2I 型及 IIa 型mRNA 所占百分比各组

均无明显变化, 但M HC 2IIx 型mRNA 所占百分比明显下降

(P < 0. 05) ,M HC2IIb 型mRNA 所占百分比则明显上升 (P

< 0. 05) , 提示单纯低氧可能刺激M HC mRNA 表达出现“由

慢到快”的趋势; 另一方面, 低氧力竭组 (H E) 及常氧力竭组

(N E)M HC2IIb 型mRNA 所占百分比明显下降 (P < 0. 05) ,

M HC2IIa 型mRNA 所占百分比则明显上升 (P < 0. 05) , 提示

力竭运动可能刺激M HC mRNA 表达出现“由快到慢”的趋

势, 各时间点无明显差异。

表 3　本研究各组大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC)亚型mRNA 所占百分比的变化一览表　 (% )

Table 3　L ist of Changes in Percen tage of M HC and Isoform s mRNA of Skeleta l M uscle

n I IIa IIx IIb

C 6 12. 34±1. 89 23. 47±2. 65 48. 53±4. 96 15. 66±2. 02

HC0 6 12. 71±1. 79 25. 89±2. 95 40. 55±4. 133 20. 85±3. 153

HC12 6 14. 42±2. 25 24. 08±2. 86 39. 44±3. 923 22. 06±3. 323

HC48 6 13. 78±2. 31 25. 32±2. 97 42. 04±4. 303 18. 86±2. 98

H E0 6 11. 22±2. 03 29. 18±3. 353 47. 53±6. 28 12. 07±1. 533

H E12 6 12. 78±2. 24 28. 22±3. 153 47. 17±6. 78 11. 83±1. 353

H E48 6 12. 13±2. 18 26. 87±2. 95 48. 54±6. 52 12. 46±1. 423

N E0 6 11. 62±1. 96 28. 58±3. 143 49. 05±6. 88 10. 75±1. 463 3

N E12 6 12. 86±1. 88 28. 34±3. 213 46. 23±6. 07 12. 57±1. 493

N E48 6 11. 87±1. 97 29. 03±3. 353 47. 25±6. 26 11. 85±1. 433

图 2　本研究各组大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC)

亚型mRNA 所占百分比的变化曲线图

F igure 2. Curve of Changes in Percen tage of M HC

and mRNA of Skeleta l M uscle in Each Group

4　讨论

4. 1　低氧、运动对骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC ) 及其亚型

mRNA 含量的影响

关于急性力竭运动对骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC) 亚型

mRNA 的影响报道很少, 低氧力竭运动的相关报道更少。王

瑞元 (2000) 在这方面进行了纵向研究, 结果显示, 一次力竭

性离心运动后大鼠骨骼肌M HC 及其亚型的基因表达均呈

现出一定的波动[8 ]。总的来说, 大鼠骨骼肌总M HC mRNA

在运动后 6～ 12 h 低于安静对照组, 运动后 48 h 明显升高,

出现超量基因表达。本文的常氧力竭组 (N E) 的纵向分析结

果与之基本一致, 低氧组变化与之缺乏可比性, 关于低氧的

有关报道见下文 4. 2 分析。

本研究结果 (表 2、图 3) 表明, 各组、各亚型mRNA 表达

量虽有差异, 但低氧或力竭运动后总体上大都表现为上升趋

势, 与下述报道有一致之处。

W illoughby 等 (2002) 观察了一次重阻力训练课对人体

M HC 亚型 mRNA 及转录因子 m yogen in、M yoD 和 Id2
1mRNA 表达的影响[9 ]。结果练习组在运动后 6h ,M HC I

型、IIa 和 IIx mRNA 分别提高 38. 19%、45. 61% 和 74. 24%

(P < 0. 05) , 即一次重阻力训练课后, 人体 3 种M HC 亚型的

表达均得到上调。M yoD 和m yogen in mRNA 在运动后即刻

及运动后 6 h 亦显著提高 (P < 0. 05)。但 Id21mRNA 表达未

发生变化。结果还发现,M yoD 在快收缩肌肉中水平较高, 似

乎与人体M HC IIx 的表达有关; 而m yogen in 在较慢收缩的

肌肉中水平较高, 似乎与 I型、IIa 型M HC 亚型表达有关。

有证据显示, 骨骼肌M HC 亚型mRNA 水平与其蛋白水

平表达的不匹配, 反映了M HC 亚型mRNA 与蛋白之间不同

时间的上调和下调[14 ]。因此, 由于人体肌肉M HC 蛋白亚型

的缓慢变化, 发生在阻力训练计划早期的M HC mRNA 基因

表达并不能代表发生在长时间阻力训练计划中的M HC 蛋

白亚型表达, 故研究中应区别对待。

4. 2　低氧、运动对骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC) 亚型mRNA

所占百分比的影响

关于M HC 亚型变化的报道大都研究慢性耐力训练及

阻力训练对它的影响, 而低氧对M HC 亚型的影响报道很少

见。本研究室的实验模型, 即急性低氧暴露及常氧力竭运动

对骨骼肌M HC 蛋白亚型及基因表达的影响, 具有一定的探

索性, 还未见报道, 故缺乏直接可比性。但本研究的急性低氧

暴露实验结果与下述慢性低氧报道有一致的地方。B igard 等

(2000)用免疫组化及电泳方法观察了慢性低压低氧下, 年轻

大鼠骨骼肌的M HC 组成[6 ]。在跖肌 (PL a) , 慢性低氧可导致

IIa型纤维比例明显降低 (P < 0. 01) , 而 IIb 型纤维百分比则

相应升高。即慢性低氧可导致跖肌 (PL a) 的M HC 组成出现

“由慢到快”的转变, 而耐力运动训练则引起肌纤维组成“由

快到慢”的趋势。但两种因素共同作用时, 在跖肌, 并不出现

简单的抵消作用, 仍与慢性低氧的效应一致。可见, 低氧引起

的骨骼肌收缩蛋白变化更深刻, 但该研究未测定mRNA 水

平的变化。

本研究结果 (表 3、图 2) 与常氧对照组 (C) 相比, 低氧对

照组 (HC) 各时间点M HC 2I型及 IIa 型mRNA 所占百分比

各组均无明显变化, 但M HC 2IIx 型mRNA 所占百分比明显

下降 (P < 0. 05) ,M HC 2IIb 型mRNA 所占百分比则明显上

升 (P < 0. 05) , 提示单纯低氧可能刺激M HC mRNA 表达出

现“由慢到快”的趋势, 与上述报道一致; 另一方面, 低氧力竭

组 (H E)及常氧力竭组 (N E)M HC 2IIb 型mRNA 所占百分比

明显下降 (P < 0. 05) , M HC 2IIa 型mRNA 所占百分比则明
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显上升 (P < 0. 05) , 提示力竭运动可能刺激M HC mRNA 表

达出现“由快到慢”的趋势, 其中, H E 组在两种因素共同作用

时, 仍与N E 组效应一致, 提示力竭运动引起的变化可能比

低氧更深刻, 这是与上述慢性低氧报道的差异所在。

另外, 关于运动的影响, A llen 等 (2001) 观察了小鼠心肌

和骨骼肌对滚轮耐力运动的适应。结果在骨骼肌, 无论采用

电泳及组化方法, 运动 2 周后表达M HC IIa 的肌纤维百分数

在腓肠肌和胫前肌均明显升高; 4 周运动后表达M HC IIb的

肌纤维百分数在两种肌肉中则明显降低, 出现M HC IIb 向

IIa 表达的转变, 即“由快到慢”的趋势[3 ]。本实验一次性耐力

运动的变化趋势与之相似。在Caiozzo 等的电刺激实验中, 总体

亦表现为“由快到慢”的转变趋势[4 ] , 与耐力运动训练的效应相

近, 亦与本研究一次力竭性耐力运动后引起的变化相近。

关于肌肉收缩蛋白变化的原因, 有报道显示 [10 ] , 当 CP、

A T P 水平持续下降时, 肌肉的收缩蛋白会发生变化, 因此,

认为高能磷化物水平 (CP、A T P) 可能改变肌肉收缩蛋白的

合成。Gutierrez 等 (1989)报道, 在游离的兔后肢肌肉准备液

中, 低氧可导致 CP 明显下降, 可能引起肌肉收缩蛋白的变

化; 关于低氧运动后高能磷化物在肌纤维组成变化中的角

色, 还需实验进一步证实[11 ]。 Itoh 等 (1990)根据自已的研究

结果认为, 慢性低氧导致的肌纤维组成的变化, 是一种通过

中间类型的转变, 而不是快肌纤维 (FG) 或慢肌纤维 (SO ) 的

新生或消失, 且快肌及慢肌纤维组成的转变方向有很大的差

异[12 ]。肌纤维类型转变及相应的氧化酶活性变化可发生在单

纯慢性低氧条件下, 而不一定伴随其他生理刺激。

关于M HC 亚型转变在功能上的意义, 目前还未有定

论。笔者推论, 运动引起某些肌纤维组成“由快到慢”的变化

趋势, 可能与抗疲劳适应有关, 而低氧导致M HC 组成出现

“由慢到快”的转变, 则可能提高低氧应激下的肌肉功率。将

来的研究应该针对: 1) 控制转录及翻译机制的信号途径及执

行机制, 以及转录和翻译能控制M HC 可塑性的明显程度;

2) 表达如此多样性运动蛋白的肌纤维的形态组织和功能执

行能力。骨骼肌M HC 亚型及基因表达可以通过多种不同的

信号途径和分子机制进行调控。现在研究比较多的两条途径

是肌源调节因子[13 ] (m yogen ic regu lato ry facto r M R F s) 途径

和钙—钙调磷酸酶—活性 T 细胞核因子 (N F2A T )途径。

5　结论

从基因表达水平观察, 与常氧对照组 (C) 相比, 低氧对照

组 (HC)大鼠骨骼肌肌球蛋白重链 (M HC) 及各亚型 mRNA

表达量均显著升高 (P < 0. 05) , 各时间点无明显区别; 其他组

几种亚型mRNA 表达量虽有差异, 但低氧或力竭运动后各

组总体上表现为上升趋势。另一方面,M HC 各亚型mRNA

所占百分比分析显示, 单纯低氧能刺激M HC 亚型 mRNA

表达出现“由慢到快”的趋势; 而力竭运动可能刺激M HC

mRNA 表达出现“由快到慢”的趋势。其功能上的意义有待

进一步探讨。
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