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·基础研究·

外源性H2O2对小鼠骨骼肌细胞MG53膜修复作用的影响*

吴 迎1 石丽君1 伊木清2，3

摘要

目的：研究不同浓度外源性H2O2干预对骨骼肌细胞MG53(Mitsugumin 53)膜修复作用的影响，探讨H2O2与MG53的

关系。

方法：培养C2C12细胞，不同浓度外源性H2O2干预后检测MG53蛋白表达；培养MG53基因敲除（MG53 KO）小鼠原

代骨骼肌细胞，转染绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein, GFP)-MG53质粒后用不同浓度外源性H2O2干预，活

细胞成像系统观察细胞膜损伤后MG53的修复过程，用荧光相对改变量ΔF/F0表示MG53修复能力。

结果：①外源性H2O2能显著促进MG53蛋白表达升高；②高浓度的H2O2能显著增强MG53的膜修复作用。

结论：H2O2能促进MG53蛋白表达并增强其修复作用。
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MG53是骨骼肌和心肌中特异性表达的胞浆蛋白，2009

年首次发现 MG53 在骨骼肌细胞膜损伤中发挥了修复作

用[1]。随后，MG53在心脏[2—3]、皮肤[4]、肺[5—6]、肾[7]等组织器官

损伤中的保护作用也陆续得到证实。本实验室前期研究发

现 [8]，MG53 在延迟性肌肉酸痛期能明显减轻骨骼肌损伤。

通 过 透 射 电 镜 及 细 胞 膜 功 能 检 测 发 现 ，MG53 敲 除

（MG53-/-）小鼠在离心运动后骨骼肌损伤表现为出现早、程

度重、恢复慢的特点，这提示MG53在运动后肌纤维超微结

构的损伤修复中发挥了重要作用，但其作用机制尚不清楚。

活性氧（reactive oxygen species, ROS）在延迟性肌肉

酸痛期较为活跃，其中H2O2又是最具代表性的ROS，与其他

ROS相比其稳定性更高，具有相对较长的半衰期和较长的跨

膜扩散距离，被认为广泛参与了细胞内的信号转导。研究发

现，H2O2在骨骼肌细胞内信号转导中扮演了重要角色[9]。因

此，本研究将利用活细胞成像技术在细胞水平研究H2O2与

MG53 的关系，观察外源性 H2O2对 MG53 膜修复作用的影

响，有助于进一步揭示MG53参与运动后损伤修复的启动及

信号转导机制。

1 对象和方法

1.1 小鼠基因型鉴定

MG53（+/-）杂合基因型小鼠进行杂交，生育的小鼠中约

有 20%为 MG53（-/-），（MG53 基因敲除小鼠：KO），健康的

MG53 KO小鼠用于后续原代骨骼肌细胞培养。

基因鉴定步骤：①剪取小鼠左耳组织充分剪碎，加入蛋

白酶K和Tail lysis buffer混匀后静置，使其充分裂解；②待

充分裂解后加入 Nacl，Vortex 混匀。低温离心后提取上清

液；③用无水乙醇与上清液充分震荡混匀，离心；④离心后吸

除无水乙醇后用TE溶解(pH=8)，进行PCR反应；⑤制胶、电

泳、卸板、固定、染色和脱色。记录基因鉴定结果。

1.2 实验对象及分组

培养 C2C12 细胞，诱导分化后不同浓度外源性 H2O2干

预检测MG53蛋白表达；培养MG53 KO小鼠原代骨骼肌细

胞，转染GFP-MG53质粒后不用同浓度外源性H2O2干预，活

细胞成像系统观察细胞膜损伤后MG53的修复过程，用荧光

相对改变量ΔF/F0表示MG53修复能力。见表1。

1.3 诱导C2C12细胞分化培养

待C2C12细胞长至60%—70%时更换分化培养基（高糖

DMEM、2%马血清、1%青霉素/链霉素）诱导其分化，隔天换

表1 实验分组

细胞

C2C12
成肌细胞

MG53 KO
原代细胞

不同浓度外源性
H2O2孵育

C、10μM、20μM、100μM、
500μM、1mM

C、10μM、100μM、500μM

实验方法

Western blot

Live Cell Imaging
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液并记录其生长曲线，生长状态良好的细胞诱导分化后5—6

天可见肌管细胞形成。

1.4 不同浓度外源性H2O2孵育细胞

H2O2用生长培养基溶解，配制成浓度为 1mol/L 的原液

（现配现用）。不同浓度H2O2孵育时间均为 1h，对照组为等

体积的生长培养液。C2C12细胞在外源性H2O2干预后匀浆

处理，Western blot 检测 MG53 表达。转染 GFP-MG53 质粒

的MG53 KO小鼠原代骨骼肌细胞在外源性H2O2干预后，活

细胞成像系统观察细胞膜损伤后MG53的修复。

1.5 Western blot检测细胞MG53蛋白水平

将处理好的样品加入到预制胶中，每孔均含有蛋白5μg，

用NuPAGE Novex 10% Bis-Tris凝胶电泳分离蛋白，200V

恒压电泳 50min。电泳结束后采用湿转法转至PVDF膜上，

5%BSA封闭1.5h,一抗4℃孵育过夜，二抗孵育1h，加入ECL

发光液曝光显像，采用Quantity One软件分析条带。

1.6 MG53 KO小鼠骨骼肌细胞原代培养、鉴定及转染

分离新生MG53 KO乳鼠（出生3—5天）骨骼肌，经差速

贴壁培养后可得到大量骨骼肌卫星细胞。小鼠骨骼肌细胞

原代培养方案参照Dorfman[10]的方法并稍作改进，原代骨骼

肌细胞用Desmin免疫细胞化学染色进行鉴定。原代细胞长

至密度为 70%—90%时用 Lipofectamine 2000 进行 GFP-

MG53质粒转染，转染后培养6h后更换生长培养基，培养48h

后可进行后续实验。

1.7 活细胞成像系统观察MG53的修复过程

将转染后的细胞置于不同浓度外源性 H2O2（C、10μM、

100μM、500μM，共 4组）干预 1h后，于活细胞成像系统观察

细胞，锁定细胞后调节GFP光源观察开始拍摄（激发波长：

488nm，发射波长：507nm）。加入 digitonin致伤（工作浓度：

10μg/ml）[11]，观察绿色荧光变化，用荧光相对改变量ΔF/F0表

示MG53修复能力。见图1。

1.8 统计学分析

采用SPSS 13.0软件进行统计分析。实验数据以均数±

标准差表示。采用单因素方差分析进行数理统计。P＜0.05

表示有显著性差异，P＜0.01表示有非常显著性差异。

2 结果

2.1 小鼠基因型鉴定结果

根据基因鉴定结果，选用健康的MG53 KO小鼠用于原

代骨骼肌细胞的培养。见图2。

2.2 外源性H2O2对C2C12成肌细胞MG53蛋白表达的影响

不同浓度外源性H2O2干预对C2C12成肌细胞MG53蛋

白表达的影响如图 3、表 2所示，与对照相比，20μM、100μM

H2O2 组升高了 26%和 29%，具有显著性差异（P＜0.05）；

500μM、1mM H2O2组分别升高了43%和54%，具有非常显著

性差异（P＜0.01）。

2.3 原代骨骼肌细胞转染效率观察

原代骨骼肌 MG53-/-细胞培养后用 Desmin 染色，可见

95%以上为骨骼肌卫星细胞。转染GFP-MG53质粒48h后于

活细胞成像系统下观察（图4），可见细胞状态良好，呈梭形，

其触角伸展充分，转染效率较高，可用于后续试验。

2.4 活细胞影像下观察外源性H2O2对MG53膜修复作用的

影响

MG53k KO原代骨骼肌细胞培养后转染GFP-MG53质

粒，用 10μM、100μM、500μM H2O2干预，研究其对 MG53 膜

修复作用的影响。图 5—6 所示，低浓度和中浓度 H2O2 对

GFP-MG53的膜修复作用没有显著影响，而高浓度（500μM）

H2O2明显增强了MG53的膜修复作用，ΔF/F0较对照组显著

性升高（P＜0.05），表现为强绿色荧光的聚集。

3 讨论

运动往往导致骨骼肌细胞膜损伤的发生，骨骼肌细胞在

“感知”到细胞膜损伤后，能够迅速“调动”相关膜修复蛋白参

与到膜损伤的修复中，以防止胞内成分的大量外流和胞外

图1 活细胞成像实验流程

MG53 KO小鼠骨骼肌细胞原代培养

差速贴壁、鉴定

GFP-MG53质粒转染
6h后更换生长培养基，培养48h后进行后续实验

不同浓度外源性H2O2干预1h
加入digitonin致伤

活细胞成像系统观察荧光变化
△F/F0表示MG53修复能力

图2 小鼠基因型鉴定

注：ko-敲除型；wt-野生型；M-Marker；W-水对照

↓

↓

↓

↓
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Ca2+、K+的进入，如未能及时修复将导致细胞死亡[12]。肌细胞

膜作为维持细胞结构和功能稳态的重要屏障，其自身修复具

有重要意义。骨骼肌细胞膜修复是由Ca2+、胞内囊泡、修复

蛋白等共同参与介导的[13]，目前骨骼肌细胞膜的修复过程还

有许多未解之谜。已发现的具有膜修复作用的蛋白有Dys-

ferlin、Cav-1、Cav-3、AHNAK、Annexins 等，而 MG53 的出现

极大丰富了骨骼肌细胞膜损伤的修复体系。

MG53最先被观察到对于运动骨骼肌细胞膜损伤有修

复作用是在离心运动的模型下发现的，其在离心运动后的修

复作用已被证实，但MG53的启动及信号转导机制仍不完全

清楚。探究其在运动后骨骼肌损伤修复的启动机制将有助

于进一步揭开MG53的神秘“面纱”。前期研究发现，离心运

动后 H2O2 显著升高，且 MG53 对氧化环境比较敏感，那么

H2O2和MG53之间是否存在某种联系呢？本研究将深入探

讨这一问题，希望找到打开MG53修复的“钥匙”。

3.1 H2O2对骨骼肌细胞膜修复作用的影响

H2O2、超氧阴离子（O2
-）、羟自由基（·OH）等是由氧衍生

出来的自由基及其产物，统称为ROS。ROS在骨骼肌细胞膜

损伤的修复中发挥了重要作用。Horn等[14]研究发现，骨骼肌

细胞膜损伤后Ca2+的进入会导致胞内ROS升高，ROS进而激

活GTPase RhoA，导致 F-actin在“伤口”聚集并发挥修复作

用。同时，Horn团队还证实，离心运动后，ROS是骨骼肌细

图3 不同浓度外源性H2O2干预后C2C12细胞MG53表达

MG53

1mM500μM100μM20μM10μMC

GAPDH

图4 GFP-MG53转染效率

表2 不同浓度外源性H2O2干预后C2C12细胞MG53表达

组别

C组
10μM组
20μM组

100μM组
500μM组
1mM组

注：与安静对照相比，①P<0.05；②P<0.01

MG53蛋白

1.00±0.00
0.95±0.06
1.26±0.11①

1.29±0.13①

1.43±0.14②

1.54±0.25②

图5 活细胞成像观察不同浓度H2O2对MG53
膜修复的影响

损伤前 损伤后

对照组（DMSO）

10μM H2O2干预

100μM H2O2干预

500μM H2O2干预

↙

↙

↗

↘
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胞膜修复的关键，加入ROS淬灭剂mito TEMPO干预后，骨

骼肌细胞运动后膜修复能力显著下降。

H2O2 是具有温和活性的 ROS，也是细胞内最主要的

ROS，它们能适当参与胞内信号转导。骨骼肌H2O2生理浓度

范围是30—150μM[15]，而运动等应激条件下H2O2浓度会急剧

升高。H2O2在骨骼肌细胞水平的研究在一般在 0—1mM之

间，一定浓度的H2O2能促进细胞的增殖、分化和修复等生理

过程，而过高浓度的 H2O2 则可抑制细胞生长甚至诱导死

亡[16]。大量研究在细胞水平证实H2O2在胞内信号转导中扮

演了重要角色，一定浓度的H2O2可以激活如PGC1-α、PI3K/

Akt、MAPK 家族蛋白（ERK1/2、JNK、p38）等 [9,17—21]许多胞内

信号，参与到复杂的信号传递与互话中。本研究通过活细胞

成像观察到，较高浓度的H2O2可增强骨骼肌细胞膜的修复。

Duan等[22]研究发现，H2O2孵育能显著增强C2C12细胞膜损

伤的修复。用激光致 C2C12 肌母细胞膜损伤实验中，

0.5mM H2O2干预1h能显著增强细胞膜修复速率，是对照组

的 2倍，而较低浓度的H2O2则没有这一作用，与本研究结果

一致。Yao 等[23]研究证实，0.5mM H2O2干预 1h 能显著降低

由压力应激导致的C2C12细胞膜损伤，通过 PI荧光染色发

现，0.5mM H2O2防损伤效果好于0.1mM H2O2干预组。

3.2 外源性H2O2对MG53膜修复作用的影响

外源性H2O2对细胞能产生促进增殖或诱导死亡等不同的

细胞应答，其原因与受刺激的细胞类型、H2O2浓度及干预时间

等因素有关[24]。研究表明，1μM—1mM H2O2在2h内对C2C12

细胞存活率没有明显影响，而2mM H2O2作用1.5h就能诱导

C2C12细胞凋亡，10mM H2O2孵育2h就可明显降低细胞存活

率。本研究选用生理浓度范围内10μM—1mM外源性H2O2来

研究其对MG53的影响。

安静状态下的 MG53 以单体形式存在，当细胞膜破损

后，胞外的介质进入激活单体形式的MG53寡聚化形成寡聚

体，然后与聚合酶转录释放因子（polymerase and transcript

release factor，PTRF）结合，PTRF 把 MG53 转运至囊泡并绑

定MG53至肌膜发挥修复作用[25]。MG53、Cav-3等膜修复蛋

白均是在细胞分化形成肌管细胞后才产生的，肌母细胞中并

没有MG53[26]，所以为了避免C2C12细胞分化速度不同导致

的内源性MG53差异，本实验在研究H2O2对MG53膜修复作

用的影响时，采用了MG53 KO小鼠原代培养的骨骼肌肌母

细胞转染GFP-MG53质粒进行实验，主要有以下原因：①为

防止细胞间培养与分化差异造成肌细胞内源性MG53表达

不同，所以选择原代培养MG53 KO小鼠并外源性转染GFP-

MG53，保证MG53来源一致；②细胞转染时要求细胞活性较

好，处在指数增长期时转染效率最高，故选择在肌母细胞这

一细胞活性最强时期转染。综上所述，本研究参照Dr.Ma等

的研究模型，原代培养MG53 KO小鼠骨骼肌细胞,并在肌母

细胞阶段转染GFP-MG53用于实验。

研究结果显示，20μM、100μM H2O2处理后，MG53蛋白

表达分别较安静组升高了26%和29%，具有显著性差异（P＜

0.05）；500uM、1mM H2O2处理后，MG53蛋白分别较安静组

显著性升高了 43%和 54%，具有非常显著性差异（P＜

0.01）。表明外源性H2O2可明显增加MG53蛋白表达，MG53

蛋白表达在一定范围内和H2O2浓度成正比。活细胞成像系

统连续拍摄观察H2O2干预对MG53膜修复作用的影响，发现

500uM H2O2干预 1h后能显著性增强MG53的膜修复作用，

ΔF/F0明显增强（P＜0.05）。

H2O2能显著增强 MG53 蛋白表达与修复作用，可能与

MG53对氧化环境较为敏感有关。当骨骼肌细胞存在于氧

化环境时（Thimerosal干预），GFP-MG53在损伤出现后修复

能力显著提高，当处于抗氧化环境时（DTT 干预），GFP-

MG53在诱导损伤后修复能力显著降低，这说明MG53在氧

化环境中活性加强[1]。Cai等[1]研究发现，MG53在氧化环境

中可与半胱氨酸242位点结合形成低聚复合体，从而加速组

装囊泡修复损伤的细胞膜。研究发现，让大鼠以25m/min的

速度在-10°的跑台上进行下坡跑，运动后24h骨骼肌H2O2含

量开始显著性升高，本实验室前期研究发现MG53在小鼠离

心运动后 24h也出现表达升高[8]，和离心运动后H2O2升高的

时间点相一致，提示MG53在运动后的升高可能是由于H2O2

升高所致，本文在细胞水平证实了这一结果。Duan[22]和Yao

等[23]的研究同样证实了0.5mM H2O2这一浓度干预1h能显著

提高C2C12细胞的膜修复能力，但对于H2O2通过什么途径

使骨骼肌细胞膜修复能力增强并没有进行深入研究。本实

验对Duan和Yao的研究进行了进一步探讨，首次发现H2O2

是通过介导 MG53 实现膜修复的，这将有助于深入揭示

MG53的启动机制。

另一方面，H2O2介导 MG53 增强细胞膜修复也可能与

H2O2参与调控细胞存活信号有关。一定浓度的H2O2可诱导

注：与对照相比，①P<0.05

图6 不同浓度 H2O2对MG53膜修复的影响
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细胞存活相关信号通路SDF-1/CXCR4、ERK1/2、NF-κB等激

活 [27—28]。生理浓度的 H2O2预处理可有效保护 PC12 细胞存

活，主要是通过诱导STAT3 上调 Bcl-2 等抗凋亡蛋白的表

达来实现的[29]。Ma等[30]研究发现，500mM H2O2孵育1h能够

显著增强细胞中CD38表达，从而促进细胞存活。Liu等[31]研

究证实，H2O2 可通过激活 c-Met-PI3K-Akt 和 c-Met- Grb2/

SOS-Ras-p38 通路提高 A549 细胞存活效率。有研究表明，

MG53 也参与了细胞存活的调控 [32]。Zhang 等 [33]研究发现，

MG53和Cav-3联合作用激活再灌注损伤补救激酶（reperfu-

sion injury salvage kinase，RISK）途径对心肌细胞产生保护

作用，MG53-/-可抑制心肌细胞 RISK 途径对心肌的保护。

Cao等[34]发现，MG53在缺血后处理过程中发挥了保护作用，

MG53 同样激活 RISK 通路对缺血再灌注损伤发挥保护效

应。综上所述，H2O2可位于上游调控MG53介导细胞存活，

但其下游机制还不清楚，有待进一步深入研究。

本研究还发现，20uM 较低浓度的 H2O2 就可以激活

MG53 蛋白表达增加，但只有较高浓度的 H2O2 才能促进

MG53的膜修复作用增强，10uM和100uM H2O2并不会显著

提高MG53的膜修复功能，提示MG53可能还参与介导了其

他除修复以外的生理过程。

4 结论

本研究运用基因敲除和质粒转染等技术，在细胞水平首

次证实H2O2位于MG53上游，并发现一定浓度的H2O2能促进

MG53蛋白表达并使其膜修复作用增强，提示H2O2可能是介

导MG53在延迟性肌肉酸痛期发挥修复作用的重要因素。
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·临床研究·

经皮穴位电刺激治疗癌因性疲乏的随机对照试验研究

黄 菲1 赵 焰1，2

摘要

目的：评价经皮穴位电刺激（transcutaneous electrical acupoint stimulation，TEAS）治疗癌因性疲乏（cancer-related

fatigue，CRF）的临床疗效和安全性。

方法：将120例癌因性疲乏患者随机分为试验组和对照组，每组60例。试验组采用经皮穴位电刺激神阙、关元、气

海、血海、足三里，强度为6—12mA，频率10—100Hz，每次30min，每周5次；对照组采用耳穴贴压肝、脾、胃、神门、交

感，每穴按压4—6次，每次3—5min，每次贴压一侧耳穴，3d后改为另侧耳穴；4周为1疗程，共2个疗程。于治疗前、

治疗第4周、治疗第8周，采用Piper疲乏修订量表（Revised Piper Fatigue Scale，RPFS）评分评价CRF的疲劳状态，

采用匹兹堡睡眠质量指数量表（Pittsburgh Sleep Quality Index，PSQI）和生存质量量表（EORTC QLQ-C30）评价患

者的睡眠质量和生存质量，同时观察TEAS的安全性。

结果：与耳穴贴压组相比，TEAS组RPFS评分和生存质量评分在第4周末、第8周末显著降低，差异具有显著性意义

（P＜0.05）；PSQI评分有所改善，但差异无显著性意义（P＞0.05）。与入组前相比，TEAS组和耳穴贴压组的RPFS评

分、PSQI评分和生存质量量表评分均在第4周末、第8周末时明显降低，差异具有显著性意义（P＜0.05）；与第4周末

相比，TEAS组和耳穴贴压组的RPFS评分、PSQI评分和生存质量量表评分均在第8周末时明显降低，差异具有显著

性意义（P＜0.05）。

结论：TEAS治疗癌因性疲乏有助于改善患者的生存质量和睡眠质量，缓解患者的疲乏症状且安全性良好。

关键词 癌因性疲乏；经皮穴位电刺激；生存质量；Piper疲乏修订量表；匹兹堡睡眠质量指数量表
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