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痉挛型瘫痪大鼠骨骼肌肌球蛋白重链亚型的
蛋白表达研究
史姗姗1,2 卢淑卿1 刘师宇1 刘东海3 庞 伟1，4，5，6

摘要

目的:探讨痉挛型瘫痪大鼠骨骼肌肌球蛋白重链亚型的蛋白水平。

方法:将50只5d龄新生Sprague-Dawley大鼠随机分成假手术组和模型组，每组25只。建模后大鼠20日龄时，HE染

色观察锥体束病理损伤情况，Western blotting 检测瘫痪侧比目鱼肌和腓肠肌中MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱb蛋白的表达。

结果:与假手术组相比，模型组大鼠患侧肢体屈曲痉挛、走路缓慢、跛行，HE染色显示仅锥体束处出现细胞坏死、核

固缩；模型组比目鱼肌MHC-Ⅰ蛋白表达（3.78±0.32）显著高于假手术组（0.24±0.11），P<0.001；模型组腓肠肌MHC-

Ⅰ蛋白表达（3.68±0.28）显著高于假手术组（2.34±0.26），P<0.001；模型组比目鱼肌MHC-Ⅱb蛋白表达（0.34±0.16）显

著低于假手术组（0.77±0.21），P<0.001；模型组腓肠肌 MHC-Ⅱb 蛋白表达（0.32±0.18）显著低于假手术组（0.78±

0.22），P<0.001。

结论:痉挛状态下大鼠骨骼肌肌球蛋白重链亚型MHC-Ⅰ蛋白高表达、MHC-Ⅱb蛋白低表达。
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Abstract
Objective: To investigate the protein level of myosin heavy chain subtype in skeletal muscle of spasmodic par-

alytic rats

Method: Fifty Sprague-Dawley rats aged 5 days were randomly divided into sham operation group and model

group，with 25 rats in each group. After the modeling，when the rats were 20 days，HE staining was used

to observe the pathological damage at the pyramidal tract. Western blotting was used to detect the expression

of MHC-Ⅰand MHC-Ⅱb proteins in the paralyzed flounder muscle and gastrocnemius muscle.

Result: Compared with the sham group， the rats in the model group suffered from lateral limb flexion

spasm，slow walking and claudication. The expression of MHC-Ⅰprotein was significantly higher in the model

group than in the sham group (0.24±0.11) (P<0.001). MHC-Ⅰ protein expression in the model group was sig-

nificantly higher than that in the sham group (2.34±0.26) (P<0.001). The expression of MHC-Ⅱb protein in

the soleus muscle of the model group (0.34±0.16) was significantly lower than that of the sham group (0.77±

0.21) (P<0.001). The expression of MHC-Ⅱb protein in the model group was significantly lower than that in

the sham group (0.78±0.22) (P<0.001).

Conclusion: Skeletal muscle myosin heavy chain subtype MHC-Ⅰ protein was highly expressed and MHC-Ⅱb

protein was lowly expressed in rats with spastic paralysis.
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脑性瘫痪（cerebral palsy，CP）简称脑瘫，由发

育不成熟的大脑（产前、产时或产后）先天性发育缺

陷（畸形、宫内感染)或获得性(早产、低出生体重、窒

息、缺氧缺血性脑病、核黄疸、外伤、感染)等非进行

性脑损伤所致[1]。在脑性瘫痪的分型里，痉挛型脑

瘫所占比例最多，并且儿童不像成人会有更多的主

诉和极高的配合度，在评测肌力以及肌张力时难免

会产生主观误差，所以定性定量的指标更为需要，研

究痉挛型瘫痪大鼠痉挛肌肌球蛋白重链亚型的蛋白

表达，未来可以作为评测肌张力程度的一个指标或

参考。哺乳动物骨骼肌的收缩特征由肌球蛋白重链

（myosin heavy chain，MHC）亚型决定，肌纤维类型

可以通过运动负荷、血液灌注、神经支配或能量代谢

改变使MHC亚型发生相互转换而改变[2—5]。本研究

从分子水平探讨痉挛状态下大鼠骨骼肌肌球蛋白重

链亚型的蛋白表达水平，为基础研究和临床康复提

供启示。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

足月新生 5d龄清洁级SD大鼠 50只，哈尔滨医

科大学动物实验中心提供，许可证号：SCXK（黑）

2013-001。雌雄不计，体重9—12g，饲养于佳木斯大

学动物实验饲养中心。将大鼠随机分为假手术组和

模型组。

1.2 主要仪器和试剂

ST-5ND-B 脑立体定位仪：成都仪器厂。微量

进样器：上海高鸽工贸有限公司。DYCZ-24DN 型

蛋白凝胶电泳仪、DYCZ-40D型转印电泳仪：北京六

一仪器厂。RM2235 型切片机：德国 LEICA 公司。

无水乙醇：天津市凯通化学试剂有限公司。MHCI、

MHC-Ⅱb、β-actin抗体：沈阳WANLEIBIO公司。羊

抗兔 IgG-HRP：中国 BEYOTIME 公司。PVDF 膜：

美国MILLIPORE公司。

1.3 动物模型制备

1.3.1 痉挛型瘫痪大鼠模型的制备：通过脑立体定

位仪向大鼠头颅锥体束定位注射无水乙醇，锥体束

的定位参照大鼠脑立体定位图谱[6]。选定术中大鼠

颅骨的定位坐标数值为：对耳线后 1500μm，矢状缝

左侧 500μm，腹侧 11500μm。模型组注射 2.5μl无水

乙醇，假手术组注射2.5μl生理盐水。

1.3.2 手术结果：制备模型过程中，由于定位坐标数

值十分精确，但大鼠之间存在个体差异，操作过程中

难免有各种原因导致的失误和误差。术后假手术组

死亡6只，存活19只，模型组死亡7只，存活18只。

1.3.3 临床表现：分别于 7d龄和 20d龄观察两组大

鼠的临床表现。

1.4 HE染色

灌注取脑后取锥体束进行石蜡包埋、染色。

两组大鼠分别于20d龄在提取完肌肉组织后做

心脏灌注，断头取脑，蒸馏水冲洗，4%多聚甲醛溶液

固定后，常规石蜡包埋，4μm厚度切片。石蜡组织切

片常规脱蜡，二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，每次 10min；100%、

95%、75%梯度酒精水化，每次 5min；双蒸水洗片 2

次，每次2min；苏木素染色5min，流水冲洗1min；1%

盐酸乙醇分化3s，流水冲洗1min；置伊红液中2min，

流水冲洗 3min；酒精由低至高梯度脱水，二甲苯透

明，干燥后中性树脂封片。光镜下拍照观察。

1.5 Western blotting

20d 龄时，两组分别提取右侧下肢的比目鱼肌

和腓肠肌，放入液氮中冻存，留待 Western blotting

检测。

称取 20mg组织并加入 180μl的裂解液，用研磨

机将组织研碎后，静置 30min（4℃），12000rpm离心

10min（4℃），取上清液。用BCA法检测蛋白质的浓

度，加入5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液后放入95℃

的水浴锅中水浴10min充分变性后恢复至室温。将

样本于SDS-PAGE凝胶电泳，电泳至溴酚蓝离胶板

最下端 1cm 处停止。并按照 marker 和目的蛋白的

分子量来切胶。转膜：将PVDF膜裁剪合适的大小，

用甲醇浸润 15s，按照阴极-纤维层-滤纸-胶-PVDF

膜 -滤纸 -纤维层 -阳极顺序制作“三明治”，恒流

270mA进行电转。转膜完毕后放入5%脱脂奶粉封

闭 1.5h（37℃）。一抗孵育 4℃过夜。TBST 5min/

遍，洗3遍。二抗室温孵育1h。TBST 5min/遍，洗3

遍，ECL曝光。
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1.6 统计学分析

数据采用 SPSS17.0 统计软件进行处理。计量

资料采用均数±标准差表示，两组间比较符合正态

分布采用 t 检验，不符合正态分布采用秩和检验。

显著性水平α=0.05。

2 结果

2.1 临床表现

造模后2d（7d龄），两组大鼠临床表现各异。与

假手术组相比，模型组大鼠表现精神差、吸吮不佳、

活动减少，出现抽搐、翻滚、震颤等异常的神经行为

表现，右侧肢体屈曲、痉挛。20d龄时，与假手术组

比较，模型组大鼠走路速度缓慢、画圈、跛行、右侧肢

体被动活动时表现出肌张力增高。

2.2 HE染色

光镜下假手术组神经元形态正常，胞核大而规

整，核膜、核仁清晰可见。模型组表现为细胞坏死及

核固缩。见图1。

2.3 Western blotting

20d 龄时，与假手术组比较，模型组比目鱼肌

MHC-Ⅰ蛋白表达显著高于假手术组，P<0.001；模

型组腓肠肌MHC-Ⅰ蛋白表达显著高于假手术组，

P<0.001；模型组比目鱼肌MHC-Ⅱb蛋白表达显著

低于假手术组，P<0.001；模型组腓肠肌MHC-Ⅱb蛋

白表达（0.32±0.18）显著低于假手术组，P<0.001。见

图2，表1。

3 讨论

肌张力增高是痉挛型脑瘫的主要特征，病变部

位涉及大脑皮质和锥体束[7]。啮齿类动物7d龄大鼠

仔鼠的发育水平相当于人类的足月婴儿（怀孕36—

40周）[8]。本实验采用5d龄新生大鼠制作模型，符合

脑性瘫痪损伤的时间窗，且造成的锥体束的坏死损

伤是永久性的，定位准确，损伤位置固定，大鼠痉挛

症状典型，此模型值得应用。有研究显示，由缺血缺

氧造成的大鼠脑损伤症状的严重程度受性别和受损

的大脑半球影响，并且这种影响仅表现在3d龄新生

雌性大鼠左大脑半球受损有显著的认知障碍，7d龄

后雌雄大鼠表现并无差异[9]。这是本实验未考虑雌

雄分组的原因，但在实验设计中，诸如动物年龄，性

别和半球受损等关键变量仍然很少受到关注，这也

将成为未来实验中研究的一个重点方向。本实验采

用向锥体束处注射无水乙醇的方法造成其坏死而导

致大鼠对侧肢体痉挛，为了排除因注射液体导致大

鼠脑组织肿胀、坏死，本实验采用注射生理盐水作为

对照；由于本实验的注射剂量很小，只有 5μl，此外，

根据实验后大鼠的临床表现及HE染色结果，都能

说明大鼠的痉挛症状是由于注射无水乙醇造成锥体

束损伤所致，而小剂量的生理盐水对大鼠锥体束无

影响，这可能是因为经过一段时间的自身修复，即使

当时造成了微弱的损伤也得到了自身的修复，但这

仍需要进一步验证。20d龄大鼠的脑重量相当于人

类2—3岁的儿童的发育水平，且这个时期的大鼠髓

鞘形成率达到峰值，神经递质和受体发生变

化[10—12]。3周龄时啮齿动物大脑的再生能力降低到

与成年期相当或甚至更低的水平，仍然发育中的大

脑无法补偿因损伤而损失的神经元[13]。故本实验选

择在大鼠20d龄时对其患侧比目鱼肌和腓肠肌肌球

图1 两组大鼠锥体束HE染色 （×200）

假手术组 模型组

表1 两组大鼠骨骼肌MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱb蛋白表达（x±s）

组别

假手术组
模型组

t
P

例数

19
18

比目鱼肌
MHC-Ⅰ
0.24±0.11
3.78±0.32

-49.84
<0.001

MHC-Ⅱb
0.77±0.21
0.34±0.16

7.12
<0.001

腓肠肌
MHC-Ⅰ
2.34±0.26
3.68±0.28

-13.08
<0.001

MHC-Ⅱb
0.78±0.22
0.32±0.18

3.805
<0.001

图2 两组大鼠骨骼肌MHC-I、MHC-Ⅱb蛋白表达

比目鱼肌腓肠肌 假手术组模型组

MHC-Ⅱb
MHC-Ⅰ

β-actin

MHC-Ⅱb
MHC-Ⅰ

β-actin

模型组 假手术组
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蛋白重链的蛋白检测、HE染色。

哺乳动物骨骼肌的收缩特征由肌球蛋白重链

（MHC）决定，MHC 分为 4 个亚型（MHC-Ⅰ、MHC-

Ⅱa、MHC-Ⅱx、MHC-Ⅱb），MHC-I属于慢收缩氧化

型，MHC-II属于快收缩氧化酵解型，MHC-Ⅱx见于

妊娠 30周之前，是较少的未分化纤维，MHC-Ⅱb属

于快收缩酵解型[14]。慢肌纤维主要表达MHC-Ⅰ亚

型，因此它们具有较强的有氧能力但收缩速度较慢，

从而导致较长的收缩持续时间和较高的抗疲劳能

力；相反，快肌纤维主要表达MHC-Ⅱ亚型，因而具

有较强的厌氧容量和更高的局部张力但容易疲劳和

持续收缩的时间短[15]。成年大鼠慢性比目鱼肌由大

约 80%的慢肌纤维（Ⅰ型）和 20%的快肌纤维（Ⅱa

型）和少量未分化纤维（Ⅱx）组成[16—17]。

成熟的成年哺乳动物的骨骼肌即使在发育完成

之后均保持高度可塑性，运动可以影响肌纤维类型

的组成和分布。例如，增加的神经肌肉活动导致

MHC亚型从快速肌肉纤维转变为慢速肌肉[18]。而

不活动导致MHC表达和相关的代谢性质在Ⅰ→Ⅱ
a→Ⅱx→Ⅱb 的顺序发生变化，即不活动导致肌纤

维类型由慢肌向快肌纤维转化[19]。8周的电动跑台

耐力训练使大鼠腓肠肌MHC-Ⅱa增多，而比目鱼肌

无变化；跖肌MHC-Ⅱb减少，MHC-Ⅱa增多[20]。每

次训练至少 60min 维持 10 周的耐力训练使大鼠比

目鱼肌MHC-I显著增多，MHC-Ⅱa减少[21]。3个月

的耐力训练可以使MHC-Ⅱa增多，MHC-Ⅱx减少；

8 个月的耐力训练使 MHC-Ⅱx 显著减少，MHC-Ⅰ
增多；停训3个月后，各亚型的比例逐渐恢复[22]。痉

挛型骨骼肌收缩时肌纤维的募集异于正常骨骼

肌[23]。痉挛肌肌纤维主要表现为以MHC-Ⅰ亚型为

主 [24]。也有研究显示，痉挛型瘫痪大鼠骨骼肌

MHC-Ⅰ mRNA高表达[25]。本实验支持以上结论，

与假手术组相比，模型组比目鱼肌和腓肠肌中

MHC-I蛋白均为高表达。

对于骨骼肌肌球蛋白重链亚型之间的转化机

制，近年来也有许多研究。在后肢卸载的大鼠比目

鱼肌中MHC-I mRNA表达的快速下降与AMPK去

磷酸化有关[26]。在阻力训练中，补充肌酸（creatine，

Cr)可以消除运动诱发的 MHC 亚型之间的相互转

化，维持慢肌肌肉MHC-Ⅰ的表达，有利于耐力运动

员肌肉氧化能力的维持 [27]。神经生长因子（nerve

growth facto，NGF），脑源性神经营养因子 (brain

derived neurotrophic factor，BDNF) 和神经营养因

子-3（Neurotrophins-3，NT-3）是神经营养因子家族

的三个重要成员，NGF，BDNF 和 NT-3 通过调节钙

调磷酸酶-FNAT信号通路的活性来调节比目鱼肌和

纹状体神经元的基因表达[28]。不同类型的神经营养

因子的表达和分布以及它们在确定肌纤维类型中的

各自作用还需要进一步探索。NGF转染可以促进

NGF 和血管内皮生长因子（vascular endothelial

growth factor，VEGF)蛋白的表达，这不仅可以诱

导血管生成，还可以诱导缺血肢体中的Ⅰ型肌纤维

表达 [29]。在新生动物的神经肌肉系统发育期间

BDNF表达显示在运动神经元和快速抽动的MHC-

Ⅱb肌肉纤维的存活和成熟中发挥重要作用[30]。在

新生儿腓肠肌中，MHC-Ⅱb 纤维比例比比目鱼肌

高，其中BDNF水平较高[31]。

近年来，国内外学者对正常骨骼肌纤维类型之

间的相互转换机制做了大量研究，但是很少有探讨

痉挛型骨骼肌肌球蛋白重链亚型之间的相互转化机

制是否与正常的相同。而研究痉挛型骨骼肌中肌球

蛋白重链亚型的分布及转化机制具有重要意义，这

不仅可以作为评价痉挛程度的一个参考的指标，而

且在了解其转化机制的同时，可能会找到治疗痉挛

的突破口。
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