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[摘要 ]　目的: 研究以呼吸负荷和肺容量慢性增加为特点的慢性阻塞性肺病 (CO PD )患者膈肌中肌凝蛋白表型的变化。方

法: 24例患者经开胸手术取膈肌标本。通过非变性电泳、SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳结合W estern 印迹分析检测膈肌肌凝蛋白

重链 (m yo sin heavy chain,M HC)各种异构体组分改变。分析患者第 1秒用力肺活量 (FEV 1)、肺总量 (TL C)和功能残气量

(FRC)等检测结果与慢M HC (Β2M HC)占总M HC 比例的相关性。结果: 慢性过度负荷与 Β2M HC 比例增加,快M HC 比例减

少有关; CO PD 患者 Β2M HC 比例为 (75. 36±9. 00) % ,明显高于对照组的 (50. 00±4. 81) % (P < 0. 01) ; Β2M HC 比例与 FEV 1

呈线性负相关 ( r= - 0. 89, P < 0. 01) , 与 TL C 呈线性正相关 ( r= 0. 60, P < 0. 01) , 与 FRC 呈线性正相关 ( r= 0. 74, P <

0. 01)。结论: CO PD 患者快肌凝蛋白比例减少而慢肌凝蛋白比例增加,这种改变与肺过度充气有关,也可能反映膈肌对于新

的功能需要的适应。
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[ABSTRACT ]　Objective: To study the pheno type changes of m yo sin heavy chain (M HC) in the diaph ragm of severe ch ron ic

obstruct ive pu lmonary disease (CO PD ) patien ts characterized by ch ron ic increase in resp irato ry load and lung vo lum e. M eth2
ods: D iaph ragm biop sies w ere ob tained from 24 patien ts underw en t tho racic su rgery. M HC isofo rm s w ere analyzed w ith elec2
t ropho resis in non2denatu ring condit ions, SD S2glycero l PA GE, and W estern b lo t t ing. Fo rced exp irato ry vo lum e in 1 s

(FEV 1) , to ta l lung capacity (TL C) , and functional residual capacity (FRC) of the 24 patien ts w ere m easu red befo re su rgery.

Results: H um an diaph ragm con tained at least 4 m yo sin isofo rm s (1 slow and 3 fast). Ch ron ic overload w as associated w ith the

increase in the percen tage of slow Β2M HC and fast M HC. Β2M HC in emphysem atous patien ts w as (75. 36±9. 00) % , m uch

h igher than that in con tro l group (50. 00±4. 81) % (P < 0. 01). L inear co rrela t ions w ere found betw een Β2M HC percen tage

and FEV 1 (r= - 0. 89, P < 0. 01) , TL C (r= 0. 60, P < 0. 01) , and FRC (r= 0. 74, P < 0. 01). Conclusion: T he hum an adu lt

diaph ragm is compo sed of a balanced p ropo rt ion of slow and fast m yo sin isofo rm s. In CO PD patien ts, fast m yo sin s decreases

and slow m yo sin s increases,w h ich m ay be related to lung hyperinfla t ion and reflect an adap tat ion of the diaph ragm to the new

functional requ irem en ts.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7332736 ]

〔1〕 慢性阻塞性肺病 (CO PD )患者存在膈肌疲劳,

而膈肌疲劳发生的机制尚不清楚。肌凝蛋白重链

(m yo sin heavy chain,M HC )异构体组分的变化是

目前横纹肌病理疲劳机制研究的一个热点,研究[ 1 ]

表明,M HC 不仅决定了整个肌凝蛋白分子的A T P

酶活性,还与肌纤维最大收缩速度有关。肌肉负荷的

慢性增加可以使M HC 组分发生改变,即由高A T P

酶活性的快M HC s比例降低,而低A T P 酶活性的

慢M HC (Β2M HC )比例升高, 肌凝蛋白的这种转变

与降低未负荷肌肉的收缩速度和节约能耗密切相

关,是病理情况下的一种有效代偿[ 2 ]。本研究拟通过

非变性蛋白电泳免疫印迹法及 SD S2聚丙烯酰胺凝
胶电泳免疫印迹法检测 CO PD 患者不同表型的肌

凝蛋白及其异构体组分改变,并结合临床有关肺功

能指标分析两者之间的相关性。
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1　材料和方法

1. 1　研究对象　24 例食管癌或肺癌手术患者, 均

未接受长期激素治疗,营养状态良好。所有患者术前

均进行完整的肺功能检测,包括第 1 秒用力肺活量

(FEV 1)和用力肺活量 (FV C) ,肺总量 (TL C)和功能

残气量 (FRC) ,并签署了知情同意书。所有患者分为

2 组。CO PD 组 14 例, 其中男 12 例, 女 2 例, 年龄

(61. 4±10. 2)岁,为稳定期CO PD 患者,诊断明确,

肺功能Ê级,即 30%≤ FEV 1öFV C< 70% , FEV 1 占

预计值的百分比[FEV 1 (% p re) ]< 80% ; 对照组 10

例,其中男 8例,女 2 例,年龄 (65. 5±7. 5)岁,为肺

功能正常、无 CO PD 的食管癌患者, 两组患者肺功

能情况见表 1。手术时在膈肌近食管的相同部位取

50～ 100 m g 肌肉组织作为检测标本。所有标本在取

样后立即放入液氮中保存待用。

表 1　两组肺功能情况和 Β-M HC比例分析结果

Tab 1　L ung function and Β-M HC in COPD and con trol group
(xθ±s)

　Group n FEV 1 (% p re) FEV 1öFV C (% ) TL C (% ) FRC (% ) Β2M HC (% )

CO PD 14 62. 35±6. 903 3 58. 88±7. 723 3 101. 50±25. 61 114. 64±28. 603 75. 36±9. 003 3

Contro l 10 97. 50±4. 01 91. 81±5. 83 90. 20± 7. 24 92. 70±18. 85 50. 00±4. 81

　　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group

1. 2　药物和试剂　丙烯酰胺、N , N ’2亚甲基双丙烯
酰胺、N 2三羟甲基氨基甲烷 (T ris)四甲基乙二胺

(T EM ED )、溴酚蓝、吐温 20、二氨基联苯胺 (DAB )

购自美国Am resco 公司, 十二烷基磺酸钠 (SD S)、

乙二醇双 (Α2氨基乙酸)醚四乙酸 (EGTA )购自美国

Sigm a 公司,鼠抗人快M HC 单抗 (N CL 2M HCf)、鼠

抗人慢M HC 单抗 (N CL 2M HCc) 、兔抗鼠抗体购自

英国N ovocastra 公司。

1. 3　非变性条件凝胶电泳标本处理　20 m g 肌肉

标本捣碎后, 4 倍体积的改良 Guba’s 溶液 ( 0. 3

m o löL KC l, 0. 1 m o löL KH 2PO 4, 0. 05 m o löL

K 2H PO 4, 0. 001 m o löL M gC l2, 0. 01 m o löL

N a4P 2O 7, 1% 叠氮钠和 1% Β2巯基乙醇)调成匀浆,

以 4℃ 30 000×g ,离心 20 m in,上清液置于- 20℃

50%甘油中保存。

1. 4　SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳标本处理　肌肉匀
浆中加入 10 倍体积缓冲液: 20 mm o löL KC l, 2

mm o löL K 2H PO 4, 1 mm o löL EGTA (pH 6. 8) , 以

12 000×g 离心 2 m in; 上述缓冲液重复洗涤 1 次,

40 mm o löL N a4P 2O 7, 1 mm o löL M gC l2, 1 mm o löL

EGTA (pH 9. 5)重悬沉淀, 室温作用 15 m in; 粗提

肌凝蛋白,以 4℃12 000×g ,离心 15 m in,上清液中

蛋白浓度用B radfo rd法测定。

1. 5　非变性条件凝胶电泳　用 0. 01 m o löL

N a4P 2O 7 和 50%甘油 40倍稀释粗提液, 1×丙烯酰

胺非变性胶,每个样孔上样 30 Λl (1～ 2 m g 肌凝蛋

白) ,以 pH 8. 5的 0. 05%溴酚蓝显色示踪,电压 14

V öcm , 1～ 3℃恒温电泳 20～ 24 h,转膜,W estern 印

迹检测。

1. 6　SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳　肌凝蛋白抽提液
与 2×SD S 上样缓冲液 (4×T ris2HC löSD S 25 m l

pH 6. 8,甘油 20 m l, SD S 4 g, D T T 3. 1 g,溴酚蓝 1

m g,加水定容至 100 m l)等量混匀, 6%聚丙烯酰胺凝

胶电泳,每个样孔上样 30 Λl (1～ 2 m g 肌凝蛋白) ,以

预染标记的蛋白标记显色示踪,电压60 V öcm , 室温

下电泳 2 h,转膜,W estern 印迹检测。

1. 7　W estern 印迹检测M HC　将W hatm an 3M

滤纸和N C 膜用转移缓冲液浸泡 3～ 5 m in; 在阳极

石墨板上平铺 3层W hatm an 3M 滤纸,在其上依次

平铺N C 膜、凝胶和另 3 层W hatm an 3M 滤纸, 去

除滤纸间水泡, 安装好阴极石墨板, 70～ 75 mA 转

移 2 h 以上;转移完毕后标记膜的方向。将N C 膜放

入含封闭液 (5%脱脂奶粉+ TBST )的托盘中,平放

在缓摇摇床上, 室温下封闭 1 h, 倾去封闭液, 用

TBST漂洗N C 膜 2～ 3次,每次 10 m in;将N C 膜浸

入托盘中, 加 1∶500 稀释的N CL 2M HCf 和N CL 2
M HCc (一抗) ,平放于缓摇摇床上,室温下作用 2 h;

取出N C 膜, 回收一抗稀释液, 用足量 TBST 漂洗

N C 膜 2～ 3 次, 每次 10 m in; 将 N C 膜浸入以

1∶2 000稀释的兔抗鼠抗体溶液中 (二抗) ,置缓摇

摇床上室温下孵育 1～ 2 h; 取出N C 膜,回收二抗

稀释液,用足量 TBST 漂洗N C 膜 2～ 3次,每次 10

m in。取 5 Λl 30% H 2O 2 溶液加入 10 m l DAB 溶液,

摇匀后倒入托盘;将N C 膜浸入显色液中,置缓摇摇

床上缓摇 30 m in, 同时观察显色反应; 待棕褐色条

带显色清晰后,用 ddH 2O 冲洗终止反应; 将结果扫

描入电脑,N C 膜干燥后保存于干净塑料袋中。
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1. 8　结果显示和统计学处理　 将W estern 印迹检

测结果用UV P 凝胶成像系统扫描, 去除无关背景

和杂渍。以杂交阳性电泳条带的灰度值作半定量分

析, Β2M HC 比例以其占总肌凝蛋白和总M HC 中相

对百分数平均值来表示。数据以 xθ±s 表示, 采用

Studen t t检验和W ilcoxon 秩和检验; Β2M HC 百分

比与 FEV 1、TL C、FRC 等肺功能指标间的相关性用

非参数M ann2W h itney法进行组间比较和回归分析。

2　结　果

2. 1　非变性蛋白电泳　图 1 示 CO PD 患者 (P1～

14)和对照组 (C1～ 10)患者膈肌肌凝蛋白电泳图。

其中 I型耐疲劳肌纤维 (Β2M HC 组成的肌凝蛋白)

电泳迁移最慢。与其他哺乳类动物膈肌肌凝蛋白相

似,在这两组患者中膈肌肌凝蛋白均分离为快和慢

迁移带,分别对应于快和慢肌凝蛋白表型。然而,各

自含量却各不相同。在所有标本中都检测出慢肌凝

蛋白,为一深黑的靠后的迁移条带。但是快肌凝蛋白

含量变化较大。一部分样本能清晰检测到 3条快肌

凝蛋白条带,而另一部分却只检测到 2条。CO PD 患

者慢肌凝蛋白比例明显上升。

图 1　膈肌肌凝蛋白非变性电泳

F ig 1　Electrophoresis of d iaphragm m yosin

in nondenatur ing cond ition s

P1214: CO PD patien ts; C1210: Contro l patien ts;

S: Slow m yo sin; F: Fast m yo sin

2. 2　SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳免疫印迹　聚丙烯
酰胺凝胶电泳发现在 14 例 CO PD 患者和 10 例对

照组患者中,M HC 异构体比例存在着明显的差异,

见图 2。其中É型M HC (Β2M HC)组成的快迁移条带

在CO PD 患者中的比例较对照组明显增加, 24份标

本的变性和非变性电泳结果相比,慢肌凝蛋白和É
型M HC 的比例间相关性很强 (r= 0. 97, P < 0. 01)。

CO PD 组及对照组各样本间 Β2M HC 比例相对稳

定 , CO PD组Β2M HC比例为 ( 75. 36±9. 00) % , 高

图 2　膈肌肌凝蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳

F ig 2　SD S-glycerol PAGE of d iaphragm m yosin

P1214: CO PD patien ts; C1210: Contro l

patien ts; I: M HCÉ ; Ê : M HCÊ

于对照组的 (50. 00 ±4. 81) % (P < 0. 01)。见表 1。

2. 3　CO PD 及对照患者膈肌中慢肌凝蛋白与肺功

能关系　CO PD 稳定期患者 Β2M HC 慢肌凝蛋白占

总肌凝蛋白比例较对照组增加 25% [ (75. 36±

9100) % vs (50. 00 ±4. 81) % , P < 0. 01 ]。Β2M HC

比例和反应气道阻力慢性增加的 FEV 1 以及肺充气

的肺总量 (TL C)和功能残气量 (FRC)等相关性分析

结果表明, FEV 1 和 Β2M HC 间负相关性 (r=

- 0. 89, P = 0. 000 1) , Β2M HC 和 TL C、FRC 间有

相关性 (分别为 r= 0. 60, P = 0. 001 8; r= 0. 74,

P = 0. 000 1)。上述分析结果显示肌凝蛋白向

Β2M HC的转变与肺过度充气和气道阻塞成正比。

3　讨　论

横纹肌中存在由不同类型M HC 异构体组成的

多种肌凝蛋白异构体,本研究结果显示,人膈肌中至

少存在 4种肌凝蛋白异构体,与国外同类研究结果

一致[ 3 ]。在以往横纹肌的相关研究中发现,慢性过度

负荷导致 Β2M HC 的增加而快M HC 异构体相对减

少[ 4～ 6 ]。本研究中发现,人膈肌同样存在这一现象。

随着 CO PD 患者肺功能恶化的加剧,这种M HC 的

转变也有增加的趋势。

非变性凝胶电泳可根据蛋白分子荷电量、分子

量等多种因素的综合差异将肌凝蛋白异构体分离。

通过这种方法可以将人膈肌肌凝蛋白粗提物区分为

2组条带: 第 1组为由 3个条带组成的快迁移组,另

一为单一宽黑条带组成的慢迁移组,这两种条带大

致分别相当于快和慢肌凝蛋白异构体[ 7 ]。

SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳可以根据分子量差
异区分不同M HC 异构体[ 5 ]。与非变性的焦磷酸胶

电泳不同的是, 快迁移条带相当于慢M HC (Β2
M HC)组成的肌凝蛋白, 而慢迁移条带相当于快
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M HC 组成的肌凝蛋白。在肺功能正常或接近正常

患者标本中, 快迁移M HC 异构体占总M HC 的一

半,这与焦磷酸胶电泳中相应的慢迁移条带的比例

一致, 证实在正常人膈肌中总肌凝蛋白的快慢

M HC 比例接近。SD S2聚丙烯酰胺电泳不仅能有效
区分快、慢M HC 组成的电泳条带,而且能进一步观

察到快M HC 中M HCÊ a、M HCÊ x 等异构体之间

的差别。但本实验结果并未观察到后者的差别,这可

能与这几种异构体相对分子质量差别较小以及电泳

时间较短等因素有关。

通过对比 24例患者标本的两种不同蛋白电泳

结果,发现焦磷酸胶电泳中慢肌凝蛋白的比例和聚

丙烯酰胺凝胶电泳中 Β2M HC 的比例明显相关, 前

者观察到的慢迁移条带相当于 Β2M HC 组成的肌凝

蛋白。采用W estern 印迹结果对目的蛋白电泳条带

进行半定量分析,是为了减少杂蛋白成分对电泳结

果的影响,进而影响对结果的判断。本实验结果表

明, CO PD 患者慢肌凝蛋白比例增加,而快肌凝蛋白

比例减少。通过 SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳,进一步

发现这种变化主要是M HC 不同异构体的蛋白表达

水平发生了改变,以 Β2M HC 表达增加最为显著。

为进一步了解慢肌凝蛋白比例增加的机制,本

实验对 Β2M HC 比例和肺功能之间进行了相关性分

析,初步设想, CO PD 患者肺功能的改变可以慢性增

加对膈肌的负荷,就像心脏的慢性血流动力过度负

荷引起的改变一样, 使肌凝蛋白表型比例发生改

变[ 8 ]。实验结果证实, 慢肌凝蛋白比例与 TL C、

FRC、FEV 1 均相关。尽管还不能就此结果而简单断

言两者之间存在必然的因果关系,但是,这些结果已

足以说明肌凝蛋白由快向慢的转变程度随肺充气和

气道阻塞程度的增加而增加。FRC 决定了吸气前膈

肌的长度,当 FRC 增加时膈肌缩短,这样膈肌产生

呼吸驱动的能力减弱[ 9 ]。

肌凝蛋白表型比例与相应的肺功能参数相关并

不意味着M HC 异构体成分改变造成了这些生理指

标的改变,而是说明较高的气道阻塞和肺过度充气,

导致了慢肌凝蛋白比例升高。这种肌凝蛋白表型的

转变,与以往有关快骨骼肌在不同负荷条件下肌凝

蛋白表型变化类似[ 10 ]。但尚不清楚人膈肌在过度牵

拉和 (或)负荷时肌凝蛋白表型变化的触发因素的详

细情况。CO PD 患者膈肌过度牵拉使膈肌收缩长度

缩短,这种情况下呼吸负荷增加使肌肉随之改变,因

此,导致有害的机械和能量变化可能是触发因素之

一。当然也不能排除其他触发因素。R ibera 等[ 11 ]发

现CO PD 患者在呼吸阻力和工作负荷增加时,吸气

肌群的氧化酶增加、结构蛋白发生改变,与本实验的

结果一致。今后有必要进一步实验以明确在人膈肌

的长期过度负荷中各种旁路和机制。

本实验结果表明,与其他的横纹肌相似,膈肌中

的肌凝蛋白存在一定的可塑性。为适应慢性过度负

荷情况下呼吸功能需要,膈肌肌凝蛋白基因表达发

生明显改变, 即快M HC 表达减少而慢M HC 表达

增加。CO PD 患者膈肌中肌凝蛋白分子水平的变化

与其生理变化是一致的,因此在CO PD 患者中使用

呼吸肌康复治疗改善肺功能、减少气道阻塞和肺过

度充气,以减少快M HC 向 Β2M HC 转变,是值得进

一步探索的方法。

[参 考 文 献 ]

[ 1 ]　Sew ard DJ , H aney JC, Rudnick iM A , et a l. bHL H transcrip2
t ion facto r m yoD affects m yo sin heavy chain exp ression pattern

in a m uscle2spcific fash in [ J ]. A m J P hy siol Cell P hy siol,

2001, 280 (2) : 4082413.

[ 2 ]　Sw ynghedauw B. D evelopm ental and functional adap tation of

contractile p ro teins in cardiac and skeletal m uscles[J ]. P hy siol

R ev , 1986, 66 (3) : 7102771.

[ 3 ]　M ercadier JJ , Schw artz K, Sch iaffino S, et a l. M yo sin heavy

chain gene exp ression changes in the diaph ragm of patien ts

w ith ch ronic lung hyperinflat ion [J ]. A m J P hy siol, 1998, 274

(18) : 5292534.

[ 4 ]　Sch iaffino S, Reggian i C. M yo sin isofo rm s in m amm alian

skeletal m uscle[J ]. J A pp l P hy siol, 1994, 77 (2) : 4932501.

[ 5 ]　Sieck GC, P rakash YS, H an YS, et a l. Changes in acto2
m yo sin A T P consump tion rate in rat diaph ragm m uscle fibers

during po stnatal developm ent [J ]. J A pp l P hy siol, 2003, 94

(5) : 189621902.

[ 6 ]　Ennion S, Sant J , Pereira A , et a l. Characterization of hum an

skeletal m uscle fibers acco rding to the m yo sin heavy chains

they exp ress[J ]. J M uscle R es Cell M otil, 1995, 16 (1) : 35243.

[ 7 ]　H an YS, Geiger PC, Cody M J, et a l. A T P consump tion rate

per cro ss bridge depends on m yo sin heavy chain isofo rm [J ]. J

A pp l P hy siol, 2003, 94 (6) : 218822196.

[ 8 ]　H artm ann N , M artret te JM , W estphal A. Influence of the

L urcher m utation on m yo sin heavy chain exp ression in skeletal

and cardiac m uscles[J ]. J Cell B iochem S upp l, 2001, 36 (Sup2
p l) : 2222231.

[ 9 ]　Kin D K, Zhu J , Kozyak BW , et a l. M yo sin heavy chain and

physio logical adap tation of the rat diaph ragm in elastase2in2
duced emphysem a[J ]. R esp ir R es, 2003, 4 (1) : 1219.

[ 10 ] Sasarm an F, Karpati G, Shoubridge EA. N uclear genetic con2
t ro l of m itochondrial translat ion in skeletal m uscle revealed in

patien ts w ith m itochondrial m yopathy [J ]. H um M ol Genet,

2002, 11 (14) : 166921681.

[ 11 ] R ibera F, N ’Guessan B , Zo ll J , et a l. M itochondrial electron

transpo rt chain function is enhanced in insp irato ry m uscles of

patien ts w ith ch ronic obstructive pulmonary disease[J ]. A m J

R esp ir C rit Care M ed , 2003, 167 (6) : 8732879.

[收稿日期 ]　2003212211　　 [修回日期 ]　2004204222

[本文编辑 ]　曹　静

·637· 第二军医大学学报　2004年 7月,第 25卷


