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骨骼肌在人类日常活动中发挥着极为重要的作

用，在日常生活中，人们往往会因为反复活动、体育
活动等而导致损伤。 近年来，ｍｉＲＮＡ 在疾病发生发
展中的作用已成为了研究热点，其与炎症反应、各种

细胞因子的密切关系逐渐被大家所关注。 ｍｉＲＮＡ 是
一种存在于生物基因组中， 由内含子和编码基因间
隔区的基因编码的， 长度 ２０～２２ ｎｔ 的内源性非蛋白
单链小分子 ＲＮＡ。 自发现 ｌｉｎ－４ 以来， 越来越多的
ｍｉＲＮＡ 被发现。 ｍｉＲＮＡ 可通过调控转录因子、细胞
因子、生长因子、促凋亡抗凋亡基因的表达，来调控
细胞的增殖与凋亡［１］。 随着 ｍｉＲＮＡ 研究的深入，其
与骨关节炎 、骨质疏松症 、骨肿瘤的发病密切相
关［２－３］。可以说，ｍｉＲＮＡ 是从更高级的调节顺序上，通
过调控包括细胞因子、酶、各种细胞的表达，达到对
骨骼肌损伤修复再生的宏观调节［４］。

消肿止痛膏对腓肠肌损伤大鼠 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ与
蛋白表达的影响

王钢，赵勇
（中国中医科学院望京医院骨伤综合科，北京 １００１０２）

【摘要】 目的：基于微小 ＲＮＡ 表达机制，探讨消肿止痛膏对大鼠骨骼肌损伤后重塑和修复的影响。 方法：通过钝
挫伤模型的方法建立大鼠腓肠肌损伤模型， 观察消肿止痛膏对大鼠损伤后 ４、７、１４、２１ ｄ 大鼠定量 ＰＣＲ 检测腓肠肌
ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 与蛋白质的表达水平，探讨消肿止痛膏对大鼠腓肠肌钝挫伤模型的肌肉重塑与修复的作用机制。 结果：
治疗组 ＭＥＦ２ 的表达水平高于空白组与模型组， 进一步证实了 ＭＥＦ２ 在外用药物中引起骨骼肌重塑及修复过程中的
重要作用。ＭＥＦ２ 在损伤后 ７ ｄ 上升，其后表达一直维持在较高水平，至损伤后 ２１ ｄ 仍可以表达出较高水平。与模型组
相比较，其表达的高峰期在 １４ ｄ 左右，其后则基本回归到一般状态。 结论：ＭＥＦ２ 的表达水平呈现上升趋势，即使至损
伤后 ２１ ｄ，其表达仍未见明显下降，可见消肿止痛软膏可以促进 ＭＥＦ２ 的表达。同时，消肿止痛膏可以调节骨骼肌的再
生修复，因此，消肿止痛膏可以通过基因调控，发挥对骨骼肌损伤后的再生修复作用。
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表 １ 定量 ＰＣＲ 引物
Ｔａｂ．１ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

名称 引物（５’－３’）

ＧＡＤＰＨ 上游：ＧＧＴ ＧＧＡ ＣＣＴ ＣＡＴ ＧＧＣ ＣＴＡ Ｃ

下游：ＧＧＧ ＴＧＣ ＡＧＣ ＧＡＡ ＣＴＴ ＴＡＴ ＴＧＡ

ＭＥＦ２ａ 上游：ＡＣＣ ＧＴＣ ＴＴＴ ＧＧＣ ＡＧＣ ＣＡＧ ＣＴＣ

下游：ＡＧＧ ＣＣＣ ＴＴＧ ＡＧＴ ＣＴＡ ＣＡＡ ＡＴＣ

Ｕ６ 上游：ＧＴＡ ＴＴＡ ＴＧＧ ＣＣＴ ＣＧＡ ＡＧＡ ＧＴＧ

下游：ＧＴＡ ＴＴＡ ＴＧＧ ＣＣＴ ＣＧＡ ＡＧＡ ＧＴＧ

１ 材料与方法

１． １ 主要实验仪器

ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ：批号 ２８２１８，丹麦哥本哈根，ｉｎ鄄
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第 １链合成试剂盒：
批号 Ｍ１３０１，北京，天根生化科技（北京）有限公司。
２×Ｔａｐ Ｐｌｕｓ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ：批号 Ｍ１１１０，北京，天根
生化科技（北京）有限公司。 ＤＮＡ 引物：上海，生工生
物工程（上海）股份有限公司。
１． ２ 实验动物与方法

健康清洁级 ＳＤ 雄性大鼠 ９０ 只，８ 周龄， 体重
（１５０±５０） ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限
公司，许可证明：ＳＣＸＫ（京）２００６－００１１。 动物饲养于
清洁柜中， 喂以普通大鼠饲料， 饲养时温度控制在
（２０±１） ℃，湿度 ５０％左右。 大鼠适应性饲养 １ 周后
进入实验。大鼠根据体重的不同进行分组，通过随机
数字表的办法，分为：空白组、模型组、治疗组，每组
各 ３０只。

采用多次机械冲击产生钝挫伤［５］的方法建立骨

骼肌损伤模型。 ２０％乌拉坦溶液行腹腔麻醉，剪除被
毛。大鼠采用俯卧位使腓肠肌位于胫腓骨内侧。腓肠
肌肌腹中点做标记，予以 ３次连续打击。打击器总质
量为 ５００ ｇ，动能为 ２．３５２ Ｊ。观察打击部位无骨折，有
散在红色斑点，表皮无破损。如此每周进行机械冲击
钝挫伤与离心运动 １次，连续 ４周。

（１）空白组：不作任何处理，与治疗组和模型组
同步取材。 （２）模型组：与治疗组同步抓取和固定，但
不予外用药物。 （３）治疗组：以局部打击点（即腓肠肌
肌腹的中点）为外用药物作用部位，消肿止痛膏，由
中国中医科学院望京医院药剂科提供 。 批号 ：
０５１２０９。处方：生大黄，红花，桃仁，川芎，赤芍，萆，
泽泻，生侧柏叶，制乳香，制没药，桂枝，黄柏，薄菏，
冰片。 配制方法：以上 １４ 味药，除冰片外，其余药材
分别粉碎成细粉，过 １００ 目筛；取冰片，加入少量乙
醇溶解；另取黄凡士林熔化至 ８０ ℃，加入上述细粉，
混匀，待温度降至 ４０ ℃时，加入冰片乙醇溶液，搅拌
均匀后冷凝，制成软膏。给药途径：皮肤局部给药。给
药量：每日 １次，每次软膏 ２ ｇ ／ ｋｇ。

腔麻醉，剪除被毛，游离腓肠肌，切除腓肠肌肌
腹中段的病灶组织，约 １ ｃｍ３。转移至 ２ ｍｌ冻存管，入
液氮罐降温，最后转移至－８０ ℃冰箱保存。 部分生理
盐水冲洗，４％多聚甲醛溶液漂洗，后置于 ４％多聚甲
醛溶液固定 ２ ｄ以上，行石蜡包埋。
１． ３ 检测指标

（１）ＲＮＡ 的提取与鉴定。 组织总 ＲＮＡ 提取：取
约 １００ ｍｇ 组织＋１ ｍｌＴｒｉｚｏｌ→匀浆器匀浆， 混匀室温
静置 ５ ｍｉｎ→加 ２００μｌ氯仿→离心，４℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，

１５ ｍｉｎ→转上层水相到 １．５ ｍｌ ＥＰ管→加等体积异丙
醇，振荡器混匀，冰浴 １０ ｍｉｎ→离心：４℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
１５ ｍｉｎ→弃上清→加 １ ｍｌ ７５％乙醇→离心 ，４ ℃，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ→弃上清， 放置待酒精挥发→加
４０ μｌ ＤＥＰＣ 水 ，把 ＲＮＡ 沉淀吹匀→立即保存于
－８０ ℃冰箱。

浓度计算：将 ＲＮＡ 样本稀释 １００ 倍，用分光光
度计测 ＯＤ２６０ 值和 ＯＤ２８０ 值。 ＲＮＡ 浓度＝ＯＤ２６０
值×稀释倍数（１００）×４０ ／ １ ０００

（２）转 ｃＤＮＡ（详见试剂盒说明书）。 计算出 ５ μｇ
总 ＲＮＡ 上样量 ＋２ μｌ ｏｌｉｇｏ ＋２ μｌ 超纯 ｄＮＴＰ ＋补
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １４．５ μｌ→７０ ℃加热 ５ ｍｉｎ
后迅速冰上冷却 ２ ｍｉｎ→加 ４ μｌ ５ ×Ｆｉｒｓｔ －Ｓｔｒａｎｄ
Ｂｕｆｆｅｒ ＋０．５ μｌ ＲＮａｓｉｎ ＋１ μｌ ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔ Ｍ －ＭＬＶ→
４２ ℃ ５０ ｍｉｎ→９５ ℃加热 ５ ｍｉｎ终止反应→冷冻保存。

（３）ＰＣＲ（详见试剂盒说明书）。 ｃＤＮＡ １ μｌ＋上游
引物 １ μｌ ＋下游引物 １ μｌ ＋２×Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ１２．５ μｌ ＋
ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５ μｌ→扩增： ①９５ ℃，５ ｍｉｎ→②９５ ℃，
３０ ｓ→５６℃，３０ ｓ（３０循环）→７２℃，３０ ｓ→③７２℃，７ｍｉｎ。

（４）电泳 。 ２．０％琼脂糖凝胶电泳 ，１４０ Ｖ 电泳
４０ ｍｉｎ后成像系统下分析。

定量 ＰＣＲ 检测腓肠肌 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 的表达水
平。 见表 １。

１． ４ 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １３．０统计软件进行统计学处理。定量
资料以均数±标准差（x軃±ｓ）表示。 组间差异采用单因
素方差分析（Ｏｎｅ－Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），两两比较用 ＬＳＤ－ｔ
检验。 不服从正态分布的数据，采用非参数检验，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２． １ 消肿止痛膏对大鼠腓肠肌 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 的表
达的影响

各组大鼠腓肠肌中 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 表达结果见表
２。 造模后 １４ ｄ，模型组与治疗组中 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 的
表达均较 ４ ｄ 时升高， 治疗组 ２１ ｄ 时仍高于 ４ ｄ 时
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图 １ 大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平条带图
Ｆｉｇ．１ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｆａｃｔｏｒ ２ （ＭＥＦ２） ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ
ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅ

表 ３ 不同造模时间大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平比较（x軃±ｓ，灰度值）

Ｔａｂ．３ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｆａｃｔｏｒ ２（ＭＥＦ２）ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅｓ（x軃±ｓ，ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ）

组别 鼠数 ４ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ

空白组 ２３ １．００±０．１０ ０．９５±０．０５ １．０１±０．１７ ０．９９±０．１３

模型组 ２２ ０．７６±０．２８ ０．７５±０．１６ １．５３±０．１５＊ １．０１±０．０２

治疗组 ２４ ０．６１±０．１８ １．５０±０．０８＆ １．４１±０．２６＆ １．４８±０．１７＆

Ｆ 值 １．９４６ １０．２０３ ２２．６９０ １８．８７２

Ｐ 值 ０．１４３ ０．００４ ０．０００ ０．００７

表 ２ 不同造模时间大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ ｍＲＮＡ 表达水
平（x軃±ｓ）

Ｔａｂ．２ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ
ｆａｃｔｏｒ ２（ＭＥＦ２） ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅｓ（x軃±ｓ）

注：与本组 ４、７ ｄ 比较，＊Ｐ＜０．０１；与本组 ４ ｄ 比较，＆Ｐ＜０．０５
Ｎｏｔｅ：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ４ ｄ ａｎｄ ７ ｄ ｉｎ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ， ＊Ｐ＜０．０１； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
４ ｄ ｉｎ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜０．０５

组别 例数（例） ４ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ

空白组 ２３ ０．１６４ ６±０．００１ ２ ０．１６８ ０±０．００１ ５ ０．２６７ ３±０．００１ ６ ０．２５５ ２±０．００１ ３

模型组 ２２ ０．２０５ ０±０．００２０ ０．２１６ ７±０．０００ ６ ０．２５８ ６±０．００１ ５ ０．１６８ ６±０．０００ ２

治疗组 ２４ ０．１８８ ８±０．０００８ ０．１７７ ０±０．００１ ８ ０．２４６ ０±０．０００ ６ ０．１６０ ８±０．００１ ７

Ｆ 值 １．８８２ １．２８７ ２．６９０ １９．１１０

Ｐ 值 ０．１３４ ０．２８８ ０．２３８ ０．０００

表达。

２． ２ 消肿止痛膏对大鼠腓肠肌 ＭＥＦ２ 蛋白表达的
影响

各组大鼠腓肠肌中 ＭＥＦ２ 蛋白表达结果见表
３，图 １。造模后，ＭＥＦ２蛋白有所上升，１４ ｄ均到达顶
峰，随后其含量下降（图 ２）。 造模 ２１ ｄ 后，模型组与
治疗组 ＭＥＦ２蛋白的表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。
３ 讨论

３． １ 钝挫伤造模对骨骼肌损伤的影响

肌肉组织是由具有收缩功能的肌肉细胞构成。
由于肌肉细胞呈细长纤维状，故又称肌纤维。肌纤维
收缩是因为细胞内含有发达的肌原纤维。 尽管每块
肌肉因大小、位置等不同，在人体活动中发挥不同的
作用，但每块肌肉却都有共同的基本结构。骨骼肌通
过产生力而引起骨骼的运动。满足人体功能需求。从
解剖学看，健康的人体共含有 ６３９ 块肌肉，占人体总
体重的 １０％～１５％［６］。 根据位置的不同，可以把包绕
在肌纤维外面的结缔组织分为肌内膜、 肌束膜和肌
外膜， 其中肌束膜还根据包绕的肌束级别而不同分
为Ⅰ级、Ⅱ级与Ⅲ级肌束膜。

以钝挫伤模型为代表： 该模型方法模拟的是临
床上由外伤撞击引起的骨骼肌损伤， 研究表明在骨

骼肌钝挫伤中，骨骼肌往往具有较好的再生能力。
本实验采用大鼠腓肠肌钝挫伤模型， 模拟了更

加贴切人们日常生活中骨骼肌损伤的模式。 从实验
的病理切片看，完全符合骨骼肌损伤的病理变化，从
炎症、水肿到中期巨噬细胞浸润、肌纤维再生、卫星

ＭＥＦ２ 蛋白 内参 ＧＡＰＤＨ
空白组 模型组 治疗组 空白组 模型组 治疗组

大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平条带（４ ｄ）

大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平条带（７ ｄ）

大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平条带（１４ ｄ）

大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白表达水平条带（２１ ｄ）
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图 ２ 各个时间点大鼠腓肠肌组织 ＭＥＦ２ 蛋白含量变化趋势图
Ｆｉｇ．２ Ｃｈａｎｇｅｓ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｆａｃｔｏｒ ２
（ＭＥＦ２）ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ

细胞迁移，到最后的炎症细胞消失，结缔组织再生，
肌细胞再生依然存在。
３． ２ 生肌调节因子与微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的理化特
性及损伤后表达变化

骨骼肌纤维的再生能力较低， 有丝分裂甚为少
见。 但仍有一部分祖细胞，存在人体内，并具有特定
再生潜质的干细胞。 这些干细胞在人体遇到特定环
境或特定情况仍可以分化成特定组织。 骨骼肌损伤
后，起到再生修复的干细胞就是肌卫星细胞（ｍｕｓｃｌｅ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）。 当骨骼肌纤维损伤时，受损的部
位肌卫星细胞可以分裂成成肌细胞， 最后再形成成
肌纤维。

最新研究表明 ［７］，ｍｉＲＮＡ－１３３、１４６ 等在骨骼肌
高水平表达的 ｍｉＲＮＡ，它对于成肌细胞分化、增殖
及骨骼肌的功能都有重要的影响。 有学者认为 ［８］，
ｍｉＲＮＡ－１ 和 ｍｉＲＮＡ－１３３ 对大鼠失神经腓肠肌中的
变化规律有明显的直接或间接的影响。 另外， 上调
ｍｉＲＮＡ－１３３ａ 表达对心肌缺血再灌注损伤的保护［９］，
可显著减轻缺血再灌注损伤 ２４ ｈ 后心肌损害，并改
善心脏功能。

本实验显示， 治疗组 ＭＥＦ２ 的表达水平高于空
白组与模型组， 进一步证实了 ＭＥＦ２ 在外用药物中
引起骨骼肌重塑及修复过程中的重要作用。 本实验
还发现：ＭＥＦ２ 在损伤后 ７ ｄ 上升， 其后表达一直维
持在较高水平，至损伤后 ２１ ｄ 仍可以表达出较高水
平。 与模型组相比较，其表达的高峰期在 １４ ｄ左右，
其后则基本回归到一般状态， 一方面印证了骨骼肌
损伤自然修复的病程；另一方面，体现出，外用消肿
止痛膏促进骨骼肌再生修复不仅仅作用于损伤后的

１４ ｄ前后， 在其后的骨骼肌重塑修复中依然起到了
重要的作用。

另外，本实验显示，在 ｍｉＲＮＡ 表达方面，损伤后
４ ｄ，空白组、模型组、治疗组无明显差异，随着时间
延长，模型组与治疗组均有所上升，且治疗组上升幅
度大于模型组， 到达 ２１ ｄ， 模型组表达水平已经下
降，趋于回归，而治疗组水平依然有上升趋势。 对于
中国传统治疗方法，如外用药物等方法，其与 ｍｉＲ鄄
ＮＡ的结合研究很少，本实验证实了外用消肿止痛软
膏可以促进 ＭＥＦ２的表达。
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