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·基础研究·

小鼠骨骼肌损伤修复过程中肌再生调节因子和
血管再生因子的表达规律研究*

刘晓光1 赵淋淋1 曾志刚1,2 郑莉芳1 周永战1 陈佩杰1 肖卫华1,3

摘要

目的：观察骨骼肌损伤修复过程中肌再生调节因子和血管再生因子表达规律，探讨肌再生调节因子和血管再生因子

在骨骼肌损伤修复过程中可能发挥的作用。

方法：40只雄性C57小鼠随机分为对照组（C组，n=8）和损伤组（S组，n=32）。骨骼肌钝挫伤后0d，1d，3d，7d，14d取

右侧腓肠肌用于HE染色，左侧腓肠肌进行荧光定量 PCR检测肌再生调节因子（MyoD, myogenin, IGF-1, MGF,

HGF, uPA, Myostain, GDF11, LIF）和血管再生因子（HIF-1α, Angpt-1, VEGF）mRNA表达变化。

结果：①骨骼肌钝挫伤后第3天有少量再生肌纤维，第7天显著增加，第14天基本恢复正常。②与对照组相比，生肌

调节因子（MyoD, myogenin, IGF-1, MGF, HGF, uPA, GDF11, LIF）mRNA 在损伤后表达显著增加（P＜0.05 或

P＜0.01），Myostain mRNA在损伤后表达显著降低（P＜0.01）。③血管再生因子（HIF-1α, Angpt1）mRNA在损伤后

表达显著增加（P＜0.05或P＜0.01）而VEGF mRNA在损伤后表达显著降低（P＜0.05）。

结论：骨骼肌钝挫伤后多种肌再生调节因子表达上调，可能促进骨骼肌再生。血管再生因子（HIF-1α和Angpt1）表

达上调，可能参与了骨骼肌损伤后血管再生以及骨骼肌再生。
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Abstract
Objective: To confirm the roles of muscle regeneration regulatory factors and angiogenesis factors over skeletal

muscle injury and repair process by investigating the changes of muscle regeneration regulatory factors and an-

giogenesis factors after injury.

Method: Forty C57 male mice were divided into control group (C, n=8) and muscle contusion group (S, n=

32). Subsequently, their gastrocnemius muscles were harvested at 0d, 1d, 3d, 7d, 14d after injury. HE stain

were used to assess the changes of muscle morphology. In addition, the gene expression of regeneration regula-

tory factors and angiogenesis factors was analyzed by real-time polymerase chain reaction.

Result: ① Morphology of skeletal muscles showed signs of regeneration at 3d post injury. The maximum

amount of regeneration muscle fibers appeared at one week post contusion. Two weeks post-injury morphology

of myofibers nearly recovered to normal. ②After injury, compared with group C, the regulatory factors for

muscle regeneration (MyoD, myogenin, IGF- 1, MGF, HGF, uPA, GDF11, LIF) mRNA increased significantly

DOI:10.3969/j.issn.1001-1242.2016.12.001

*基金项目：国家自然科学基金项目（31300975；31271273）；教育部博士点基金项目（20133156120004）；运动健身科技省部共建教育部重点实

验室（上海体育学院）资助项目

1 上海体育学院运动科学学院，上海，200438；2 井冈山大学体育学院；3 通讯作者

作者简介：刘晓光，男，硕士研究生；收稿日期：2016-04-15

1294



www.rehabi.com.cn

2016年，第31卷，第12期

骨骼肌损伤是常见的软组织损伤，其修复过程

复杂，需多种细胞因子、炎症因子和肌再生调节因子

的协调配合。肌再生调节因子[1]和血管再生因子[2]

在骨骼肌损伤修复过程中发挥重要作用，但目前缺

乏骨骼肌钝挫伤后肌再生调节因子和血管再生因子

表达规律的研究。因此，我们建立骨骼肌钝挫伤模

型，探究骨骼肌钝挫伤后不同时间点肌再生调节因

子，如MyoD，myogenin，胰岛素样生长因子 1（insu-

lin- like growth factors-1, IGF-1），机械生长因子

（mechano growth factor, MGF），肝细胞生长因子

（hepatocyte growth factor, HGF），尿激酶型纤溶酶

原激活物（urokinase plasminogen activator, uPA），

白血病抑制因子（leukemia inhibitory factor, LIF），

肌肉生长抑制素（myostain），生长分化因子 11

（growth differentiation factor, GDF11），以及与肌

再生相关血管再生因子，如低氧诱导因子1α（hypox-

ia-inducible factor-1α, HIF-1α），血管生成素 1（an-

giopoietin-1, Ang-1），血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor, VEGF）mRNA的表达规

律，以深入了解骨骼肌损伤再生机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物和分组：8—10 周龄 SPF 级雄性

C57BL/6 小鼠 40 只，体重 18.2—22.9g，购自第二军

医大学实验动物中心，SYXK（沪）2013-0016。随机

选取 8只作为正常对照组（C组），余下进行骨骼肌

钝挫伤，分为伤后1d、3d、7d、14d组。

1.1.2 骨骼肌钝挫伤模型：采用一简便可重复的骨

骼肌钝挫伤造模方法[3]，略有改动。小鼠行 2.5%戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉后，固定于膝关节伸直 0°，

踝关节背伸 90°位，一质量 16.8g，直径 15.9mm的实

心不锈钢钢珠置于一透明管道顶端（高125cm，内径

16.0mm）释放后垂直击中一打击装置，打击装置底

端撞击小鼠双侧腓肠肌肌腹中段（打击面积

28.26mm2）通过这种钝挫伤造模方法，打击部位会

产生较严重血肿，随后发生大面积的骨骼肌再生，修

复过程和人骨骼肌钝挫伤后相似。

1.1.3 动物取材：钝挫伤后小鼠在不同时间点（1d，

3d，7d，14d）取材，小鼠麻醉下颈椎脱位致死，迅速取

双侧受损腓肠肌，对照组取相同部位腓肠肌，其中每

组右侧腓肠肌制作石蜡标本行组织形态学检测，左

侧腓肠肌进行荧光定量PCR检测（n=8）。

1.2 实验方法

1.2.1 骨骼肌组织HE染色：骨骼肌经 4%多聚甲醛

固定后，石蜡包埋，横切 3—4μm 厚的连续薄片，脱

蜡后进行HE染色，中性树胶封片。20倍物镜下观

察并计算 3d，7d，14d（随机挑选 3个视野）再生肌纤

维占总肌纤维的比例，评定骨骼肌损伤后再生情况。

1.2.2 RNA抽提和 cDNA合成：在腓肠肌肌腹中点

处剪取约60mg组织，剪碎后机械超声，用异硫氰酸

胍—氯仿经典法抽提总 RNA。测 OD 值，OD260/

280为1.8—2.0的样品可用。用Fermentas公司第一

链 cDNA 合成试剂盒在梯度 PCR 仪（Mastercycler

EP，德国Eppendorf公司）进行反转录。反应过程中

的温度控制是 25℃ 5min，42℃ 60min，70℃ 5min，

然后温度降低到 4℃，cDNA 既合成完成。合成的

cDNA储存在-20℃备用。

1.2.3 荧光定量PCR：荧光定量PCR反应体系包括

12.5µl 2×Maxima SYBR Green/ROX qPCR Mas-

ter mix （Thermo Scientific），1µl cDNA，无核酸酶

水和 300nM 的上下游引物。引物来自文献或生工

生物工程（上海）股份有限公司合成，见表 1。使用

荧 光 定 量 PCR 仪（ABI SteponePlus Real Time

(P＜0.05 or P＜0.01), the Myostain mRNA reduced significantly (P＜0.01). ③The data showed that the expres-

sion of angiogenesis factors (HIF-1α, Angpt1) mRNA increased significantly after muscle contusion (P＜0.05 or

P＜0.01), while VEGF mRNA significant reduced post injury (P＜0.05).

Conclusion: The expression regulatory factors for muscle regeneration up regulated after muscle contusion,

may play important role in skeletal muscle regeneration. Angiogenesis factors up regulated also after muscle

contusion, it may involve in muscle angiogenesis and regeneration.

Author's address School of Kinesiology, Shanghai University of Sport, Shanghai，200438
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PCR System7500, USA）进行扩增。反应条件为：

预变性 95℃ 10min，95℃变性 15s 40 个循环，60℃
1min 退火/延伸。通过 2- △ △ Ct 方法计算所测样本

mRNA的相对含量[4]。

1.3 统计学分析

实验数据采用 SPSS 20.0 软件处理，结果以均

数±标准差表示。应用单因素ANOVA和Bonferroni

事后检验进行统计学分析。

2 结果

2.1 损伤骨骼肌形态学变化

见图1。HE染色结果显示，对照组骨骼肌肌纤

维呈多边形，形态规则，紧密排列，横纹清晰可见，胞

质呈粉红色，细胞核分布在肌膜下，呈圆形或卵圆

形，肌膜完整性较好，无出血、坏死及炎性细胞浸

润。骨骼肌损伤后第 1天可见坏死肌纤维肿胀、肥

大，有多核炎性细胞浸润，而损伤后第 3天，肌细胞

变性坏死、胞核消失，炎性细胞浸润进一步增加，出

现部分少量有中央核肌纤维。在损伤后第 7天，中

央核肌纤维数量增加，炎性细胞数量明显减小。损

伤后第 14 天，具有中央核肌纤维数量较少但仍可

见，提示损伤骨骼肌已完成部分修复。而且和骨骼

肌损伤后第 3 天相比，骨骼肌损伤后第 7 天（P＜

0.01）和14天（P＜0.05）再生肌纤维占总肌纤维的比

例，均显著升高。

2.2 肌卫星细胞增殖与分化标志物的表达

荧光定量PCR分析显示，骨骼肌损伤后第1天，

MyoD（肌卫星细胞增殖标志）mRNA显著增加（P＜

0.01），Myogenin（肌卫星细胞分化标志）mRNA在骨

骼肌损伤后第3天表达量显著增加（P＜0.01），但和

myogenin 相比 MyoD 在损伤后表达占优势。见图

2，表2。

2.3 骨骼肌挫伤后肌再生调节因子的表达

IGF-1 mRNA在骨骼肌损伤后第1天，第3天显

著增加（P＜0.05）。而 IGF-1变异体MGF mRNA在

损伤后第3天显著增加并达到峰值，但在第7天仍显

著高于对照组（P＜0.05）。HGF mRNA表达和 IGF-

1 相似，在损伤后第 3 天显著增加并达到峰值，而

uPA mRNA在骨骼肌损伤后第 1天，第 3天均显著

增加（P＜0.05），但相对于HGF和LIF相比变化幅度

较小。Myostain mRNA在骨骼肌损伤后第 7天，第

14 天显著降低（P＜0.01）。而 GDF11 mRNA 在损

伤后第1天显著增加并达到峰值。LIF mRNA的表

达和以上因子表达都不同，出现两次表达变化，损伤

后第1天表达升高然后在第3天表达量又降低，但无

显著变化，直到损伤后第 7天表达量显著增加（P＜

0.01）。见图2，表2。

2.4 骨骼肌挫伤后血管再生因子的表达

荧光定量PCR研究发现，骨骼肌损伤后第1天，

第 3天，第 7天HIF-1α表达显著高于对照组，Ang-1

mRNA在损伤后第3天显著增加，第7天达到峰值，

VEGF mRNA 在损伤后第 1 天表达下降，第 3 天表

达增加但和对照组相比没有显著差异，第 7天显著

降低，但相对于其他两个血管再生因子表达变化幅

度较小。见图2，表3。

2.5 肌再生调节因子和血管再生因子与再生肌纤

表1 荧光定量PCR引物一览表

基因

MyoD
Myogenin

HGF
uPA

IGF-I
MGF
LIF

Myostain
GDF11
HIF-1α
Angpt1
VEGF

GAPDH

上游引物序列

5’-GAGCGCATCTCCACAGACAG-3’
5’-CCAGTACATTGAGCGCCTAC-3’
5’-AGGAACAGGGGCTTTACGTT-3’
5’-AGTGTGGCCAGAAGGCTCTA-3’
5’-GCTTGCTCACCTTTACCAGC-3’
5’-GCTTGCTCACCTTTACCAGC-3’
5’-GGGATTGTGCCCTTACTGCT-3’

5’-TGCAAAATTGGCTCAAACAG-3’
5’-ATCAGCCGGGAGGTAGTGAA-3’

5’-GGCGAGAACGAGAAGAAAAAGATGA-3’
5’-AACCGGATTCAACATGGGCA-3’

5’-TAACAGTGAAGCCCTGGAGTG-3’
5’-ACTCCACTCACGGCAAATTC-3’

下游引物序列

5’-AAATCGCATTGGGGTTTGAG-3’
5’-ACCGAACTCCAGTGCATTGC-3’
5’-GCTGCCTCCTTTACCAATGA-3’
5’-GCTGCTCCACCTCAAACTTC-3’

5’-AAATGTACTTCCTTCTGGGTCT-3’
5’-AAATGTACTTCCTTTCCTTCTC-3’
5’-ATGAAGAGAGCATTGGCGCT-3’
5’-GCAGTCAAGCCCAAAGTCTC-3’
5’-GTGGTAGCGTGGTACTCGTC-3’

5’-GCTCACATTGTGGGGAAGTGG-3’
5’-GAGCGTTGGTGTTGTACTGC-3’

5’-TTTGACCCTTTCCCTTTCCTCG-3’
5’-TCTCCATGGTGGTGAAGACA-3’
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图1 小鼠腓肠肌再生肌纤维情况 （HE染色，×400）

图2 骨骼肌损伤修复过程中肌再生调节因子和血管再生因子mRNA表达变化
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3 讨论

3.1 骨骼肌钝挫伤模型的建立

骨骼肌损伤修复过程通常包括三个阶段：损伤

炎症期、修复期和组织塑形期，这三个阶段是紧密相

连，有相互重叠部分，又各有特点[2]。本实验用16.8g

钢珠自 125cm 自由落下，打击腓肠肌中部，动能为

0.21J，打击面积为28.26mm2。小鼠腓肠肌钝挫伤后

可见打击部位隆起，肿胀，血肿形成。HE染色显示，

骨骼肌损伤后第 1天，可见肌纤维和毛细血管超微

结构被破坏，提示骨骼肌损伤形成。骨骼肌损伤后

第3天，可见坏死的肌纤维被部分清除，并出现大量

新生肌纤维，至损伤后第 14天，逐渐融合成多核肌

小管，最终转变成成熟肌纤维。此结果证实，模型的

建立是成功的。

3.2 损伤骨骼肌中肌再生调节因子的作用

骨骼肌损伤后具有较强的自我修复能力且主要

依赖于肌卫星细胞[5]。通常将MyoD作为肌卫星细胞

增殖标志，将myogenin作为肌卫星细胞分化标志[6]。

和其他损伤模型相似，本实验发现，骨骼肌损伤后第

1天肌卫星细胞增殖阶段，MyoD表达量显著增加，

骨骼肌损伤后第3天肌卫星细胞分化阶段myogenin

表达量显著增加。因此，MyoD作为生肌调节因子

可能参与卫星细胞激活，而myogenin可能参与肌卫

星细胞分化[7]。

研究表明，IGF-1和其异构体MGF在骨骼肌损

伤修复过程中发挥重要作用，MGF和 IGF-1均可促

进成肌细胞增殖，有促进骨骼肌质量增加的潜能[8]。

Hill 等 [9]发现，骨骼肌损伤后 IGF-1 和 MGF mRNA

表达显著增加，且 MGF mRNA 表达早于 IGF-1 的

表达。骨骼肌损伤后MGF可能参与肌卫星细胞激

活，而 IGF-1可能与蛋白质合成有关[9]。本实验中，

IGF-1和MGF mRNA在骨骼肌钝挫伤后均显著增

加，而 MGF mRNA 并未较 IGF-1 先表达，但 MGF

mRNA在骨骼肌损伤后第7天和对照组相比仍显著

较高，同时，相关分析发现 IGF-1和再生肌纤维具有

较强的相关性。因此笔者认为，骨骼肌损伤后 IGF-

表3 骨骼肌钝挫伤后血管再生因子mRNA
相对表达变化 (x±s,n=8)

组别

对照组
损伤1d组
损伤3d组
损伤7d组
损伤14d组

与对照组相比：①P＜0.05；②P＜0.01

HIF-1α

1.00±0.25
3.82±1.08①

5.09±1.87②

3.01±1.55①

1.63±0.24

Ang-1

1.00±0.45
2.11±0.30

2.59±0.78①

4.79±1.88②

2.22±0.41

VEGF

1.00±0.20
0.82±0.11
0.90±0.14
0.76±0.15①

0.80±0.11

表4 肌再生调节因子和血管再生因子mRNA
相对表达量与再生肌纤维比例的相关关系

肌再生及血管再生因子

MyoD
Myogenin

IGF-1
MGF
HGF
uPA
LIF

Myostain
GDF11
HIF-1α
Ang-1
VEGF

①在0.05水平上显著相关；②在0.01水平上显著相关

再生肌纤维比例
r

0.453
0.761
0.808
0.072
0.703
0.414
0.404
0.804
0.070
0.610
0.758
0.470

P
0.221
0.017①

0.008②

0.855
0.035①

0.268
0.090
0.009②

0.859
0.081
0.018①

0.202

表2 骨骼肌钝挫伤后肌再生相关因子mRNA相对表达变化 (x±s，n=8)

组别

对照组

损伤1d组

损伤3d组

损伤7d组

损伤14d组

与对照组相比：①P＜0.05；②P＜0.01

MyoD

1.00±0.58

3.86±1.62②

2.47±1.36

1.15±0.32

0.60±0.13

myogenin

1.00±0.43

5.62±2.20

14.77±6.63②

2.96±2.32

0.60±0.16

IGF-1

1.00±0.26

2.13±0.65①

3.29±0.98②

1.52±0.65

1.09±0.41

MGF

1.00±0.13

1.19±0.36

1.90±0.64②

1.70±0.60①

0.56±0.16

HGF

1.00±0.21

4.18±2.48

19.75±9.27②

6.28±3.44

1.48±0.61

uPA

1.00±0.30

2.40±0.61②

2.09±0.87②

1.13±0.57

0.67±0.22

LIF

1.00±0.64

2.89±0.76

2.85±1.46

17.98±7.63②

2.95±1.52

Myostain

1.00±0.18

1.01±0.28

0.74±0.11

0.51±0.10②

0.60±0.07②

GDF11

1.00±0.22

1.56±0.34①

1.24±0.19

1.31±0.17

0.90±0.09

维的相互关系

为了探究肌再生因子和血管再生因子在骨骼肌

损伤修复中可能发挥的作用，我们通过皮尔逊相关

分析，分析肌再生因子和血管再生因子与再生肌纤

维的相关性。结果发现，再生肌纤维和肌再生因子

（myogenin, IGF-1, HGF, Myostain）以及血管再生

因子（Ang-1）有显著相关性。见表4。
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1和MGF均可能参与骨骼肌损伤修复，但其具体作

用还需进一步研究。

HGF是参与骨骼肌损伤修复的重要因子，外源

性注射HGF到损伤肌肉中，可激活静息状态下的肌

卫星细胞，促进成肌细胞增殖[10]。同时，骨骼肌损伤

后 uPA 与 HGF 活性有关。uPA 敲除鼠和野生鼠相

比，骨骼肌损伤后HGF和 c-met活化水平显著降低，

成肌细胞增殖及骨骼肌损伤修复能力受损，而外源

性补充uPA可恢复损伤骨骼肌HGF水平，促进骨骼

肌损伤修复[11]。本实验RT-PCR数据显示，骨骼肌损

伤后第 1 天 uPA mRNA 表达量显著增加并达到峰

值，而HGF mRNA在损伤后第 3天才达到峰值，提

示uPA可能参与HGF活性的调节。

Myostain（GDF8）属于 TGFβ超家族中的一员，

对骨骼肌生长和再生起负向调节作用，敲除GDF8

基因促进骨骼肌肥大，外源性补充GDF8则抑制骨

骼肌生长及损伤后再生[12]。本实验发现，在骨骼肌

损伤后再生阶段（第 7天—第 14天），GDF8 mRNA

表达量显著低于对照组，且相关性分析发现GDF8

和再生肌纤维有强相关性。提示GDF8可能参与骨

骼肌损伤后再生的调控。和GDF8一样，GDF11也

属于 TGFβ超家族中的一员，且二者在羧基末端有

90%的氨基酸序列相同 [13]，但其功能却有所不同。

如 Sinha 等 [14]发现，恢复老年小鼠机体 GDF11 水平

可以逆转因增龄引起的骨骼肌功能紊乱，外源性补

充 GDF11 可提高肌卫星细胞数量以及 DNA 完整

性，促进老龄鼠损伤骨骼肌再生[14]。但也有研究认

为GDF11和GDF8作用相似，可抑制损伤骨骼肌再

生 [15]。骨骼肌损伤特别是骨骼肌钝挫伤后内源性

GDF11 是如何变化却鲜有研究，本实验发现，内源

性 GDF11 mRNA 在骨骼肌损伤后表达显著增加，

提示其可能参与骨骼肌损伤后再生的调节，但其在

骨骼肌损伤修复过程中究竟发挥何种作用，还需进

一步研究。

LIF是一种肌肉因子在骨骼肌损伤和运动后高

丰度表达，敲除LIF基因的小鼠骨骼肌损伤后修复

能力受损，外源性补充重组LIF又可促进骨骼肌损

伤后再生[16]。本实验中，LIF mRNA在骨骼肌损伤

后第7天高丰度表达，此时HE染色显示有大量再生

肌纤维出现，提示LIF可能在骨骼肌再生过程中发

挥重要作用。

3.3 损伤骨骼肌中血管再生因子的作用

HIF-1α是低氧环境诱导产生的关键因子，不仅

可促进血管发生，且在骨骼肌损伤修复过程中发挥

重要作用。敲除 C2C12 成肌细胞 HIF-1α可抑制成

肌细胞分化[17]，敲除小鼠HIF-1α可抑制骨骼肌正常

发育[18]以及损伤后修复[19]。和其他损伤模型相似，

本实验中发现，小鼠腓肠肌钝挫伤后HIF-1α也显著

上调表达，提示HIF-1α可能在骨骼肌损伤后再生过

程中发挥重要作用。

在缺氧条件下，VEGF，能被HIF-1α诱导而转录

激活[20]。骨骼肌急性损伤后，外源性补充VEGF可

减少结缔组织面积，增加再生肌纤维相对数量，促进

骨骼肌损伤后力量恢复[21]。本实验发现，骨骼肌损

伤后第7天VEGF mRNA表达显著降低。此结果和

Mofarrahi等[2]研究相似，他们用心脏毒素损伤胫骨

前肌，发现损伤后第1天和第3天VEGF表达量显著

低于对照组。

Ang-1不仅是一种促血管再生因子，还是一种

生肌因子。骨骼肌损伤后，向心脏毒素诱导损伤的

胫骨前肌注射腺病毒转染的Ang-1，能显著提高损

伤骨骼肌收缩力量，提高再生肌纤维比例以及毛细

血管密度[2]，在体外实验中Ang-1可促进成肌细胞增

殖、迁移和分化 [22]以及肌卫星细胞的自我更新 [23]。

和其他损伤模型相似 [2]，骨骼肌钝挫伤后 Ang-

1mRNA表达显著增加，提示Ang-1可能在骨骼肌损

伤修复过程中对血管再生以及肌再生发挥重要作

用。以上研究说明，肌再生因子和血管再生因子在

骨骼肌损伤修复中可能发挥重要作用，但在本研究

中，时间点的选择相对较少，未对这些因子蛋白表达

进行半定量分析以及免疫组化分析。

综上所述，骨骼肌钝挫伤后，多种肌再生调节因

子（IGF-1，MGF，HGF，uPA，Myostain，GDF11，LIF）

表达上调，可能促进骨骼肌再生，血管再生因子

（HIF-1α和Angpt1）表达也出现上调，可能参与了损

伤骨骼肌中血管再生以及骨骼肌再生。
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