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　 　 【摘要】 　 目的 　 观察不同功率密度低强度脉冲超声 ( ＬＩＰＵＳ) 对骨骼肌 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞脂联素

(Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ)及其受体的影响ꎬ探讨 ＬＩＰＵＳ 促进 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化的潜在机制ꎮ 方法 　 将体外培养的

Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞根据有无超声干预或超声干预的功率密度随机分为对照组、Ｕ０.１组、Ｕ０.３组和 Ｕ０.５组ꎬ对照组接

受假 ＬＩＰＵＳ 干预ꎬＵ０.１组、Ｕ０.３组、Ｕ０.５组分别接受功率密度为 ０.１ Ｗ / ｃｍ２、０.３ Ｗ / ｃｍ２、０.５ Ｗ / ｃｍ２ 的 ＬＩＰＵＳ 干

预ꎮ 干预 ５ ｄ 后ꎬ分别采用 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞活力ꎬ采用荧光定量逆转录￣聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)法检测脂

联素、脂联素受体 １(ＡｄｉｐｏＲ１)和 Ｔ￣钙黏蛋白(Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ)ｍＲＮＡ 水平ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脂联素、Ａｄｉ￣
ｐｏＲ１、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、腺苷酸活化蛋白激酶(ＡＭＰＫ)、活化型￣磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶(Ｐ￣ＡＭＰＫ)、肌细胞生成

蛋白(ＭＹＯＧ)和胚胎肌球蛋白重链(ｅＭＨＣ)的蛋白水平ꎬ并对 ４ 组细胞肌管的分化能力进行免疫荧光化学检

测ꎮ 结果　 ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬＵ０.１、Ｕ０.３和 Ｕ０.５组细胞相对活力明显高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｕ０.３组和 Ｕ０.５组脂

联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 水平均显著上调ꎬ与对照组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｕ０.３组和 Ｕ０.５组脂联素、ＡｄｉｐｏＲ１、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白和 ＡＭＰＫ 磷酸化水平与对照组比较ꎬ均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ
且 Ｕ０.１组和 Ｕ０.５组均显著低于 Ｕ０.３组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｕ０.３组和 Ｕ０.５组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化指

标 ｅＭＨＣ、ＭＹＯＧ 蛋白水平和 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞融合指数与对照组比较ꎬ均明显增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结论　 ＬＩＰＵＳ 可促进 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的分化ꎬ并以 ０.３ Ｗ / ｃｍ２、５ ｍｉｎ / ｄ、１ ＭＨｚꎬ占空比为 ２０％的ＬＩＰＵＳ
干预作用最明显ꎬ其调控机制可能与 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达上调和下游

ＡＭＰＫ 磷酸化水平活化有关ꎮ
【关键词】 　 低强度脉冲超声波ꎻ　 脂联素ꎻ　 脂联素受体ꎻ　 分化
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　 　 骨骼肌损伤是最常见的运动损伤之一ꎬ其肌肉挫伤
在运动训练过程中发生的概率高达 ５０％ ~ ７０％[１]ꎮ 相
关研究表明ꎬ骨骼肌卫星细胞会激活为成肌细胞ꎬ而成
肌细胞的增殖和分化是骨骼肌损伤与修复的核心环节ꎬ
通过促进成肌细胞增殖、分化、融合形成新的肌纤维ꎬ可
加速骨骼肌的损伤修复[２]ꎮ 脂联素(ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ)是一

种细胞分泌激素ꎬ包括骨骼肌在内的多种组织均可表
达[３]ꎬ骨骼肌损伤可导致脂联素表达水平的下降[４]ꎮ
目前有研究发现ꎬ脂联素有三种受体ꎬ包括脂联素受体
１(ＡｄｉｐｏＲ１)、脂联素受体 ２(ＡｄｉｐｏＲ２)和 Ｔ￣钙黏蛋白
(Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ)ꎬ在骨骼肌组织中主要表达 ＡｄｉｐｏＲ１ 和
Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 两种受体ꎬ而 ＡｄｉｐｏＲ２ 主要在肝脏中表
达[５]ꎮ 相关研究表明ꎬ脂联素及其受体ＡｄｉｐｏＲ１和
Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ在骨骼肌的生长发育、损伤再生等多种病理

生理过程中具有重要作用[６]ꎬ在骨骼肌损伤模型中ꎬ
可通过促进脂联素及其受体的表达来促进成肌细胞分
化ꎬ加速骨骼肌的损伤修复ꎬ其作用机制可能与下游腺
苷酸活化蛋白激酶 ( ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＡＭＰＫ)信号通路的活化有关[７]ꎮ

低强度脉冲超声( ｌｏｗ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｕｌｓｅｄ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄꎬ
ＬＩＰＵＳ)是指功率密度<３ Ｗ / ｃｍ２ 的一种超声波ꎬ在骨

骼肌的损伤修复中具有重要的临床应用价值[８] ꎮ 本

课题组早期的研究发现ꎬＬＩＰＵＳ 可通过促进成肌细胞
的分化进而促进骨骼肌的损伤修复[９] ꎬ但有关 ＬＩＰＵＳ
促进成肌细胞分化的机制尚不清楚ꎬＬＩＰＵＳ 是否通过
影响脂联素及其受体的表达来调节成肌细胞的分化
尚鲜见报道ꎮ 鉴于 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞是由 Ｃ３Ｈ 小鼠
骨骼肌卫星细胞永生化而来的细胞株ꎬ是小鼠的骨
骼肌干细胞ꎬ是体外研究肌细胞分化的良好模板ꎬ因
此本研究通过建立 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞模型来观察不同
功率密度的ＬＩＰＵＳ对成肌细胞分化的影响ꎬ并探讨脂
联素及其受体 ＡｄｉｐｏＲ１、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 和下游 ＡＭＰＫ 信
号通路在其中的作用ꎬ旨在为 ＬＩＰＵＳ 治疗相关肌病
提供实验依据ꎮ

材料与方法

一、实验试剂与仪器
本研究主要试剂和仪器包括骨骼肌 Ｃ２Ｃ１２ 成肌

细胞株(美国 ＡＴＣＣ 公司)ꎬ马血清(Ｈｙｃｌｏｎｅ)ꎬ胎牛血
清(美国康宁)ꎬ兔单克隆 ＡＭＰＫα１ 抗体、兔单克隆
ＡｄｉｐｏＲ１抗体、兔多克隆脂联素抗体(武汉博士德)ꎬ兔
单克隆 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体、 兔单克隆磷酸化 ＡＭＰＫ
(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＭＰＫꎬＰ￣ＡＭＰＫ)α 抗体(美国 ＣＳＴ 公
司)ꎬ胚 胎 肌 球 蛋 白 重 链 ( ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎꎬｅＭＨＣ)(上海 ＤＳＨＢ 公司)ꎬｍｙｏｇｅｎｉｎ(美国 Ｓａｎ￣
ｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬＴｒｉｚｏｌ Ｒｅｇｅｎｔ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ细
胞计数试剂￣８( ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ꎬＣＣＫ￣８)试剂盒(日
本同仁化学研究所)ꎬｃＤＮＡ 合成试剂盒(瑞士罗氏公
司)ꎬ脉冲超声治疗仪(美国 Ｃｈａｔｔａｎｏｏｇａ 公司)等ꎮ

二、实验分组和干预方法
取生长状态良好的细胞接种传代于培养瓶ꎬ采用

改进的 Ｅａｇｌｅ 基础细胞培养基 ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ) (含 １０％胎牛血清＋１％青链霉

素)置于 ３７ ℃ꎬ５％ＣＯ２ 的培养箱中进行培养ꎮ 当细胞
聚合至 ９５％时ꎬ采用随机数字表法将细胞分为对照
组、Ｕ０.１组、Ｕ０.３组、Ｕ０.５组共 ４ 组ꎬ每组 ３ 个平行ꎬ同时将
培养液换为 ＤＭＥＭ 高糖分化培养基(含 ２％马血清＋
１％青链霉素)进行诱导分化ꎮ 对照组接受 ＬＩＰＵＳ 假
干预ꎬ Ｕ０.１ 组、 Ｕ０.３ 组、 Ｕ０.５ 组分别接受功率密度为

０.１ Ｗ / ｃｍ２、０.３ Ｗ / ｃｍ２、０.５ Ｗ / ｃｍ２ 的 ＬＩＰＵＳ 干预ꎬ每
日换液ꎬ仪器探头通过耦合剂紧贴培养瓶底进行
ＬＩＰＵＳ干预ꎬ每日干预 ５ ｍｉｎꎬ频率为 １ ＭＨｚꎬ２０％的占
空比ꎬ干预５ ｄ后收集各组细胞ꎮ

三、细胞活力检测
采用 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞活力ꎮ 干预 ５ ｄ 后ꎬ将

４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞制备成细胞悬液ꎬ以１０ ０００个 /孔的
细胞密度接种于 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ分别向每孔中加
入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ￣８ 工作液ꎬ于 ３７ ℃细胞培养箱中孵育
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１ ｈ 后ꎬ酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值ꎬ采用细胞相
对活力法计算经 ＬＩＰＵＳ 干预后各组细胞相对活力值ꎬ
细胞相对活力(％)＝ (实验组吸光度值－空白组吸光度

值) / (对照组吸光度值－空白组吸光度值)×１００％ꎮ
四、细胞脂联素、ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表

达的检测

采用荧光定量逆转录￣聚合酶链反应(ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ) 法ꎬ使用
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组细胞总 ＲＮＡꎬ按照逆转录试剂盒说

明书合成 ｃＤＮＡꎬ反应条件为 ６５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ ５５ ℃
３０ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ合成的 ｃＤＮＡ 储存于－２０ ℃ꎮ 再

以合成的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＧＡＰＤＨ 作为内参基因ꎬ各组
按照 ２０ μＬ 体系进行 ＰＣＲ 反应ꎬ反应条件为:９５ ℃预

变性 ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ３ ｓ、６０ ℃退火延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算各组脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬ引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

基因　 　 　 引物序列

脂联素 正义:５′￣ＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＡＴＡＣＣ￣３′
反义:５′￣ＴＧＴＧＧＴＡＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＴＡＣＡＧ￣３′

ＡｄｉｐｏＲ１ 正义:５′￣ＧＡＡＡＧＡＣＡＡＣＧＡＣＴＡＣＣＴＧＣＴＡ￣３′
反义:５′￣ＡＴＡＧＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＣＡＧＡＴＧ￣３′

Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 正义:５′￣ＧＡＧＧＡＣＡＴＴＡＡＴＧＡＣＡＡＣＧＣＴＣ￣３′
反义:５′￣ＡＡＴＣＴＣＡＡＡＣＴＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＴ￣３′

ＧＡＰＤＨ 正义:５′￣ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ￣３′
反义:５′￣ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ￣３′

　 　 五、细胞脂联素、ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平
检测

采用蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)ꎮ ４ 组细胞经

磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)洗涤 ３ 次

后ꎬ加入适量预冷放射免疫沉淀法(ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ￣
ｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬＲＩＰＡ)裂解液和蛋白酶抑制剂(１００ ∶ １)提
取各组细胞蛋白ꎬ采用蛋白质定量(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＢＣＡ)法测定蛋白浓度ꎮ 各样品中加入十二烷基硫酸钠
( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ) 上样缓冲液混合后于

１００ ℃水浴加热 ５ ｍｉｎ 变性ꎬ上样ꎬ行十二烷基硫酸钠聚

丙烯 酰 胺 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ))凝胶电泳 １２０ Ｖꎬ１.５ ｈꎬ半干
转印 １ ｈꎮ 以封闭液于摇床上室温封闭 ２ ｈꎬ再加入经抗

体稀释液稀释的一抗脂联素 ( １ ∶ １００)、 ＡｄｉｐｏＲ１
(１ ∶ １００)、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ( １ ∶ ２０００)、 ＡＭＰＫ ( １ ∶ １００)、
Ｐ￣ＡＭＰＫ(１ ∶ １０００)、ｅＭＨＣ(１ ∶ １００)、肌细胞生成蛋白
(ｍｙｏｇｅｎｉｎꎬ ＭＹＯＧ)(１ ∶ ２００)４ ℃孵育过夜ꎮ 三羟甲基

氨基甲烷缓冲液 (ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)洗膜

５ 次ꎬ每次 ９ ｍｉｎꎬ洗膜后与辣根过氧化物酶标记的二抗

(１ ∶ ３５００)室温孵育 １ ｈꎬ再次洗膜 ５ 次ꎬ每次７ ｍｉｎꎮ 洗
膜结束后行增强化学发光法(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌ ｌｕｍｉｎｅｓ￣
ｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)显色ꎬ凝胶成像仪进行化学发光检测ꎬ实
验结果光密度用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行分析ꎮ

六、ｅＭＨＣ 免疫荧光化学检测
将 ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后的各组细胞爬片浸于 ４％多

聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ＴｒｉｔｏｎＸ￣
１００ 通透 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ５％山羊血
清 ３７ ℃封闭 ２ ｈ 后加入含 ｅＭＨＣ(１ ∶ ５０)的抗体稀释
液ꎬ免疫荧光染色 ４ ℃避光过夜ꎮ 第二天 ＰＢＳ 漂洗后
加入四甲基异硫氰酸罗丹明 ( Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ Ｒｈｏｄａｍｉｎ
ＩｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬＴＲＩＴＣ)标记二抗(１ ∶ １００)室温避光孵
育 １ ｈꎬＰＢＳ 漂洗后加入 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ
６￣Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＤＡＰＩ)对核
进行衬染ꎮ 将 ４ 组的 ｅＭＨＣ 和 ＤＡＰＩ 拍照图片重叠ꎬ
用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ￣ｐｌｕｓ ６.０ 版软件计算分析各组成肌细胞
的融合指数(ｅＭＨＣ 染色阳性的多核肌管的细胞核数
占总细胞核数的百分比)ꎮ

七、统计学分析
各实验独立重复 ３ 次ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２４.０ 版统计学软

件对数据进行分析ꎬ计量资料用(ｘ－±ｓ)表示ꎬ组间比较采
用单因素方差分析ꎬ若方差齐性各项检测数据两两比
较选用最小显著性差异法( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ
ＬＳＤ)检验ꎻ若方差不具齐性ꎬ采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ Ｔ２ 法ꎮ
以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组分化不同时间点 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细
胞的影响

图 １ 所示ꎬ通过倒置显微镜观察发现ꎬ４ 组细胞生
长状态良好ꎬ分化培养 １ ｄ 后ꎬ４ 组少量细胞开始出现
长梭形分化状态ꎬ分化培养 ３ ｄ 和 ５ ｄ 后ꎬ４ 组细胞开
始融合ꎬ形成大量多核肌管ꎬ其中以 Ｕ０.３组肌管数量最
明显ꎮ

二、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞活力的影响
ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬＵ０.１、Ｕ０.３和 Ｕ０.５组诱导分化的

Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞活力较对照组明显增加ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其中以 Ｕ０.５组最明显ꎬ详见图 ２ꎮ

三、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的脂联素及其
受体 ｍＲＮＡ 表达的影响

ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬＵ０.３组和 Ｕ０.５组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细
胞的脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 水平
与对照组比较ꎬ均显著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻＵ０.１ 组的脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ 水平与 Ｕ０.３组比较均显著降低ꎬ差异有统计学
意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见表 ２ꎮ

５９１中华物理医学与康复杂志 ２０２１ 年 ３ 月第 ４３ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２１ꎬ Ｖｏｌ. ４３ꎬ Ｎｏ.３



注:红色箭头所指为典型多核肌管

图 １　 不同时间点 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化状态(×２００)

注:与对照组相比ꎬａＰ<０.０１
图 ２　 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的相对活力值

表 ２　 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞脂联素及其受体 ｍＲＮＡ 相对
表达水平的比较(ｘ－±ｓ)

组别 脂联素 ＡｄｉｐｏＲ１ Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ

对照组 １.０００±０.０５１ １.０００±０.０２３ １.０００±０.０４２
Ｕ０.１组 １.０８７±０.０７７ａ ０.９５１±０.０４４ａ １.０１９±０.０３９ａ

Ｕ０.３组 １.６１６±０.１２１ｂ １.３６２±０.０６１ｂ １.３１０±０.０７８ｂ

Ｕ０.５组 １.６０９±０.１５４ｂ １.２１９±０.０４０ｂ １.２２１±０.０６５ｃ

　 　 注:与 Ｕ０.３组相比ꎬａＰ<０.０１ꎻ与对照组相比ꎬｂＰ<０.０１ꎬｃＰ<０.０５

　 　 四、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的脂联素及其
受体蛋白表达的影响

ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬＵ０.３组和 Ｕ０.５组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细
胞的脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平与
对照组比较均显著增高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎮ Ｕ０.１ 组和 Ｕ０.５ 组的脂联素、受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和
Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平较 Ｕ０.３组均显著降低ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ３ꎮ
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五、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的 ＡＭＰＫ 磷酸
化水平的影响

ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬ Ｕ０.１、Ｕ０.３、Ｕ０.５组的 ＡＭＰＫ 磷酸
化水平与对照组比较均显著上升ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ且 Ｕ０.１和 Ｕ０.５组的 ＡＭＰＫ 磷酸化水平显著低
于 Ｕ０.３组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ４ꎮ

六、ＬＩＰＵＳ 对 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化的影响
ＬＩＰＵＳ 干预 ５ ｄ 后ꎬ通过荧光显微镜观察发现ꎬ

４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞呈多核、条索样排列的肌管ꎬ

Ｕ０.１、Ｕ０.３、Ｕ０.５组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞融合指数高于对照
组ꎬ其中 Ｕ０.３组和 Ｕ０.５组与对照组比较ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且 Ｕ０.１组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的融
合指数显著低于 Ｕ０.３组(Ｐ<０.０１)ꎬ详见图 ５ꎮ ＬＩＰＵＳ
干预 ５ ｄ 后ꎬＵ０.３组和 Ｕ０.５组的 ｅＭＨＣ 和 ＭＹＯＧ 蛋白
水平与对照组比较均显著增加ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎻＵ０.１和 Ｕ０.５组 ｅＭＨＣ 和 ＭＹＯＧ 蛋白水平
与 Ｕ０.３组比较均显著降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ详见图 ６ꎮ

　 　 注:ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＩＰＵＳ 干预后脂联素、ＡｄｉｐｏＲ１、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白变化ꎻｂ、ｃ、ｄ 为半定量分析显示的脂联素、ＡｄｉｐｏＲ１、Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白的相对表达水平ꎬ与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 Ｕ０.３组比较ꎬｂＰ<０.０１

图 ３　 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的脂联素及其受体蛋白水平的比较

　 　 注:图 ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＩＰＵＳ 干预后 ＡＭＰＫ、Ｐ￣ＡＭＰＫ 的变化ꎻ图 ｂ 为半定量分析显示 ＡＭＰＫ 磷酸化相对表达的水平ꎬ与对照组相

比ꎬａＰ<０.０１ꎻ与 Ｕ０.３组相比ꎬｂＰ<０.０１
图 ４　 各组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞 ＡＭＰＫ 磷酸化水平的比较
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　 　 注:ａ 为 ＬＩＰＵＳ 干预后 ４ 组肌管胚胎肌球蛋白重链(ｅＭＨＣ)免疫荧光染色ꎬｂ 为肌管融合指数分析ꎬ与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与 Ｕ０.３组比

较ꎬｂＰ<０.０１
图 ５　 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞 ｅＭＨＣ 染色结果和肌管融合指数比较

　 　 注:ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＩＰＵＳ 干预后 ｅＭＨＣ、ＭＹＯＧ 的蛋白水平变化ꎬｂ、ｃ、ｄ 为半定量分析ꎬ与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 Ｕ０.３组比

较ꎬｃＰ<０.０５
图 ６　 ４ 组 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化指标蛋白水平的比较

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬＣ２Ｃ１２ 成肌细胞经不同功率密

度的 ＬＩＰＵＳ 干预后ꎬ其 ｅＭＨＣ 和 ＭＹＯＧ 的表达均明显
增高ꎬ肌管融合指数增加ꎻ同时ꎬ脂联素及其受体 Ａｄｉ￣
ｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ、蛋白的表达ꎬ以及其下

游 ＡＭＰＫ 磷酸化水平亦明显增强ꎮ 该结果提示ꎬ不同
功率密度的 ＬＩＰＵＳ 可促进成肌细胞分化ꎬ增加脂联素

及其受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表 达 以 及 下 游

ＡＭＰＫ 磷酸化水平ꎬ并以 ０.３ Ｗ / ｃｍ２、５ ｍｉｎ / ｄ、１ ＭＨｚꎬ
占空比为 ２０％的参数的作用最明显ꎮ

骨骼肌损伤是指多种原因导致的肌肉组织损伤并
伴有坏死、炎症、瘢痕形成等一系列病理改变的过

程[１０]ꎮ 随着全民健身、竞技体育的广泛开展ꎬ骨骼肌

损伤也越来越常见ꎮ 研究表明ꎬ骨骼肌的损伤修复主

要依赖于骨骼肌卫星细胞[１１￣１２]ꎮ 当骨骼肌受损后ꎬ位
于肌细胞膜与基底膜之间静止的卫星细胞会迅速被激
活为成肌细胞ꎬ而成肌细胞增殖、分化、与受损肌纤维
融合或相互形成新的肌纤维可重塑骨骼肌的结构与功

能[１３]ꎮ ＬＩＰＵＳ 是临床上常用于治疗骨骼肌损伤的理

疗方法ꎬ但 ＬＩＰＵＳ 与肌肉相关的具体机制还有待进一

步的研究ꎮ Ｓｈｕ 等[９] 通过骨骼肌挫伤模型发现ꎬ超声

干预 １４ ｄ 后ꎬ超声组几乎痊愈ꎬ可见大量的肌管融合
形成新的肌纤维ꎬ而自然愈合组仍可见炎细胞浸润ꎬ肌
管数较少ꎬ该结果表明ꎬＬＩＰＵＳ 可以通过促进成肌细胞
的分化、融合来加速损伤组织的修复ꎮ 参照 Ｓａｌｇａｒｅｌｌａ
等[１４]的研究ꎬ本研究采用的 ＬＩＰＵＳ 治疗时间为每日

５ ｍｉｎꎬ频率为 １ ＭＨｚꎬ占空比为 ２０％和不同功率密度
的参数方案ꎬ旨在探讨 ＬＩＰＵＳ 对 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化
的影响以及潜在的作用机制ꎮ 结果发现ꎬＣ２Ｃ１２ 成肌
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细胞经 ＬＩＰＵＳ 干预后ꎬＭＹＯＧ 和 ｅＭＨＣ 的蛋白表达均
增加ꎬ而 ＭＹＯＧ 是肌管形成的主要指标ꎬｅＭＨＣ 是新生
肌纤维特有的结构蛋白[１５￣１６]ꎬ说明ꎬＬＩＰＵＳ 可以促进成
肌细胞的分化ꎬ这与上述研究一致ꎮ

还有研究发现ꎬ骨骼肌通过自分泌作用产生的脂
联素在成肌细胞的分化、氧化应激、代谢等多种病理生
理过程中具有重要的调节作用[１７]ꎮ Ｆｉａｓｃｈｉ 等[１８] 学者
发现ꎬ在骨骼肌损伤模型中ꎬ脂联素可以通过受体 Ａｄｉ￣
ｐｏＲ１ 促进卫星细胞和巨噬细胞向损伤部位移动ꎬ并诱
导卫星细胞退出静止状态ꎬ促进成肌细胞分化形成肌
管ꎬ从而加速损伤肌肉的再生与修复ꎮ Ｔａｎａｋａ 等[４] 也
探讨了脂联素及其受体 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 在 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细
胞分化中的作用ꎬ结果表明ꎬ敲除脂联素基因的 Ｃ２Ｃ１２
成肌细胞分化程度明显降低ꎬ经脂联素基因转染后ꎬ
Ｃ２Ｃ１２ 分化程度明显增强ꎬ但这一作用在 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ
基因敲除的条件下不明显ꎬ表明 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 在介导脂
联素促进成肌细胞分化中具有重要作用ꎮ 本研究中ꎬ
经 ＬＩＰＵＳ 干预后ꎬＣ２Ｃ１２ 成肌细胞脂联素及其受体
ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达明显上调ꎬ且 Ｃ２Ｃ１２ 成
肌细胞分化程度增加ꎬ推测 ＬＩＰＵＳ 可能是通过上调脂
联素及其受体的表达来促进成肌细胞的分化ꎮ 但本研
究中功率密度为 ０.１ Ｗ / ｃｍ２ 的 Ｕ０.１组对 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细
胞作用不显著ꎬ其具体机制还待进一步研究ꎮ

ＡＭＰＫ 信号通路是脂联素及其受体调节相关生理
活动的重要通路ꎮ 研究表明ꎬＡＭＰＫ 可以通过抑制组
蛋白去乙酰化酶 ５(Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ５ꎬＨＤＡＣ５)的
磷酸化水平上调肌细胞增强因子 ２Ｃ(ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎ￣
ｃｅｒ ｆａｃｔｏｒ ２ＣꎬＭＥＦ２Ｃ)的表达[１９￣２０] ꎬＭＥＦ２Ｃ 又可以通
过上调 ＡｄｉｐｏＲ１ 介导脂联素及其下游 ＡＭＰＫ 信号通
路的表达ꎬ最终促进 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的分化[７] ꎮ 本
研究中 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞经 ＬＩＰＵＳ 干预后ꎬＡＭＰＫ 磷
酸化水平明显增加ꎬ提示 ＡＭＰＫ 信号通路可能是
ＬＩＰＵＳ上调脂联素及其受体表达最终促进成肌细胞
分化的重要途径ꎮ

综上所述ꎬＬＩＰＵＳ 可能通过上调脂联素、受体 Ａｄｉ￣
ｐｏＲ１ 和 Ｔ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达及下游 ＡＭＰＫ 磷酸化水平
来促进 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞分化ꎮ 本课题组认为ꎬ从脂联
素及其受体的角度探讨 ＬＩＰＵＳ 促进成肌细胞分化相
关机制的研究目前尚停留在细胞学水平ꎬ还需进行组
织学水平的探讨ꎮ
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