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维生素犇对老龄大鼠超负荷诱导的骨骼肌肥大及维生素犇受体表达的影响
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　　［摘要］　目的　采用腓肠肌远端腱切术方案建立老龄大鼠骨骼肌肥大模型，探讨维生素Ｄ补充对老龄大鼠骨骼肌肥大

的影响及可能机制。方法　雄性大鼠（２４个月龄）２０只，手术切断左后肢单侧腓肠肌远端肌腱造成超负荷骨骼肌肥大模型

（Ｏｖｅｒｌｏａｄ，Ｏｖｌｄ侧），另一侧行假手术（Ｓｈａｍ侧）。造模完成后将大鼠随机分为对照组和维生素Ｄ组，维生素Ｄ组每天灌胃

１０００ＩＵ／ｋｇ的维生素Ｄ，对照组灌胃等量大豆油（溶剂），干预１周后处死。无菌条件下取腹主动脉血待检；取左、右后肢跖肌

称量，并液氮速冻，置低温冰箱保存待测。采用ＥＬＩＳＡ法检测血清２５（ＯＨ）Ｄ含量和骨骼肌中维生素Ｄ受体（ＶＤＲ）的含量；

采用蛋白质印迹法检测ｍＴＯＲ、ｒｐＳ６蛋白及其磷酸化水平的表达。结果　在实验期间，２组大鼠摄食量和体质量差异无统计

学意义。２组大鼠Ｏｖｌｄ侧跖肌质量均较Ｓｈａｍ侧增加（犘＜０．０５），且维生素ＤＯｖｌｄ侧跖肌的质量高于对照组（犘＜０．０５），而２

组Ｓｈａｍ侧跖肌质量差异无统计学意义。ＥＬＩＳＡ结果显示，补充维生素Ｄ提高了大鼠血清２５（ＯＨ）Ｄ水平（与对照组比较

犘＜０．０５），促进了Ｏｖｌｄ侧肌组织ＶＤＲ的表达（与Ｓｈａｍ侧比较，犘＜０．０５），而对照组Ｏｖｌｄ侧肌组织ＶＤＲ的表达与Ｓｈａｍ侧

比较差异无统计学意义。蛋白质印迹结果显示，２组Ｏｖｌｄ侧肌组织中ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐｒｐＳ６／ｒｐＳ６比值均比Ｓｈａｍ侧增加，

但仅在维生素Ｄ组差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　腓肠肌远端腱切术能够有效促进老龄大鼠骨骼肌肥大，而维生素Ｄ

补充能进一步促进骨骼肌肥大，其机制可能与维生素Ｄ促进老龄大鼠骨骼肌中ＶＤＲ的表达和蛋白质合成相关信号蛋白

ｍＴＯＲ、ｒｐＳ６的表达有关。
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　　维生素Ｄ的主要功能是维持钙磷的平衡，调节

骨代谢和促进多种组织细胞的生长、分化。但近期

研究发现维生素Ｄ除了参与骨钙的代谢之外，还参

与骨骼肌代谢，与骨骼肌衰减症（骨骼肌萎缩）有

关［１２］，如ＧｏｎｚáｌｅｚＲｅｉｍｅｒｓ等
［２］研究发现，维生素

Ｄ水平与肌肉萎缩具有一定的相关性，血浆维生素

Ｄ越低，肌肉萎缩的程度越明显。维生素Ｄ水平在

衰老过程中趋于下降［３］，近年来Ｇｉｌｓａｎｚ等
［４］运用计

算机断层扫描技术发现，维生素Ｄ严重缺乏的女性

萎缩的肌纤维之间产生的空隙会由脂肪、糖原颗粒

渗透进去，并发生肌纤维变性；而 ＭｏｒｅｉｒａＰｆｒｉｍｅｒ

等［５］研究发现，补充维生素Ｄ有助于提高肌肉力量

和平衡性，并有助于降低老年人跌倒的风险，提示维

生素Ｄ有助于改善肌肉功能。在骨骼肌中有维生

素Ｄ受体（ｖｉｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）表达
［６７］，而

维生素Ｄ以其活化形式１，２５（ＯＨ）２Ｄ３结合ＶＤＲ

发挥作用，经由基因机制和非基因机制调节维生素

Ｄ靶基因转录水平和蛋白质合成
［８］，调节肌细胞的

增殖与分化［９］。上述研究结果表明高维生素Ｄ水平

对骨骼肌质量有着利好的调节作用，但在老年个体

水平上关于维生素Ｄ对骨骼肌组织作用机制的研

究还很少。

ＢｉｓｃｈｏｆｆＦｅｒｒａｒｉ等
［１０］研究表明在衰老的骨骼

肌细胞内ＶＤＲ表达较低，即肌肉萎缩与ＶＤＲ的低

表达有关。抗阻运动可以改善骨骼肌质量，但在老

年个体身上这种抗阻运动改善骨骼肌质量的机制是

否也受维生素 Ｄ水平的调节尚不清楚。Ｂｌｏｕｑｈ

等［１１］研究表明超负荷手术可以引起骨骼肌肥大，这

与抗阻运动引起骨骼肌肥大的原理与效果相同。鉴

于采用抗阻力量方案难以控制，故本研究采用手术

代偿性肥大模型代替抗阻力量肥大方案，探讨抗阻

训练结合维生素Ｄ补充对大鼠骨骼肌生长及ＶＤＲ

表达的影响，为改善老年骨骼肌质量提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物、试剂和仪器　成年雄性（２个月龄）ＳＤ

大鼠２０只，清洁级，购于第二军医大学实验动物中

心［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００３］，自然

饲养至２４个月龄用于实验。维生素Ｄ购于索莱宝

公司（货号Ｖ８０７０１），血浆维生素Ｄ检测试剂盒购

自Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司（货号 ＥＥＬ００１５ｃ），骨骼肌

ＶＤＲＥＬＡＳＡ试剂盒购于ＵｓｃｎＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司

（货号Ｌ１３０４１１４４５）。检测仪器为美国ＢＩＯＴＥＫ酶

标仪。肌蛋白提取、ＢＣＡ蛋白定量及蛋白质印迹检

测等试剂盒与抗体均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。

１．２　动物模型及干预方案　大鼠饲养环境保持在

（２２±２）℃，相对湿度４０％～６０％，光照时间为

１２ｈ／ｄ，自由进食饮水，标准啮齿类动物饲料喂养。

大鼠适应性饲养１周后，称重并麻醉（吸入２％～

３％异氟醚），手术切断大鼠单侧腓肠肌远端肌腱造

成超负荷骨骼肌肥大模型（Ｏｖｅｒｌｏａｄ，Ｏｖｌｄ侧），另

一侧行假手术（Ｓｈａｍ侧）。手术后将２０只大鼠随机

均分为２组：对照组和维生素Ｄ组。维生素Ｄ补充

采用灌胃方式，１０００ＩＵ／ｋｇ，每天１次，对照组大鼠

灌胃补充等量的大豆油（溶剂）。共干预１周。

１．３　取材及处理　维生素Ｄ干预１周后称量，采用

３．６％水合氯醛腹腔麻醉大鼠，腹主动脉取血。无菌

条件下取左右侧跖肌（快肌）和比目鱼肌（慢肌），用

４℃预冷的生理盐水清洗，滤纸吸干肌组织表面的水

分并称量，液氮速冻后转至－８０℃保存待测。
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１．４　ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清２５（ＯＨ）Ｄ浓度　大鼠

血液样品采集后３０ｍｉｎ内１０００×犵离心１５ｍｉｎ，取

上清。在ＥＬＩＳＡ酶标板各孔中加入标准品或样品各

５０μＬ，稍后立即在各孔中加入５０μＬ生物素化抗体

工作液，３７℃孵育４５ｍｉｎ；孵育后洗涤液洗３次，加入

１００μＬ酶结合物工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ；孵育后再

洗涤液洗５次，加入９０μＬ底物溶液，３７℃孵育１５ｍｉｎ

左右；然后加入５０μＬ终止液，立即在４５０ｎｍ波长处

测定光密度（犇）值，计算２５（ＯＨ）Ｄ浓度。

１．５　ＥＬＩＳＡ检测大鼠肌组织ＶＤＲ含量　取适量

肌组织块，用预冷ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０～７．２）

清洗后称量备用。先将称量后的组织剪碎置于玻璃

匀浆器中，冰上匀浆，而后１５００×犵离心５ｍｉｎ取

上清。在ＥＬＩＳＡ酶标板各孔中加入标准品或样品

各１００μＬ，酶标板加上覆膜后３７℃孵育２ｈ，弃去液

体甩干并洗涤。每孔加Ａ工作液１００μＬ加覆膜

３７℃孵育１ｈ。弃去孔内液体，每孔３５０μＬ洗涤液

浸泡２ｍｉｎ后弃去。每孔加Ｂ工作液１００μＬ，加覆

膜３７℃孵育３０ｍｉｎ。弃液３５０μＬ洗板液浸泡

２ｍｉｎ，重复洗板５次。每孔加底物溶液９０μＬ，加覆

膜３７℃避光显色２０ｍｉｎ。每孔加终止液５０μＬ终

止反应。用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测量各孔犇

值，计算ＶＤＲ含量。

１．６　蛋白质印迹法检测大鼠肌组织中ｐｒｐＳ６和

ｐｍＴＯＲ表达　取约１００ｍｇ肌组织，置于试管中，加

入１ｍＬ组织裂解液，每１ｍＬ裂解液含磷酸酶抑制

剂、蛋白酶抑制剂和ＰＭＳＦ各５μＬ。剪碎肌组织，４℃

静置３０ｍｉｎ后，用玻璃研磨器将肌组织充分匀浆，然

后移至１．５ｍＬ离心管中，４℃以１２０００×犵 离心

１０ｍｉｎ。取上清，采用ＢＣＡ法测定肌组织总蛋白含

量。取已定量的蛋白，按１∶４的体积比加入

５×ｐｒｏｔｅｉｎｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，沸水煮１０ｍｉｎ，待用。采用

ＢｉｏＲａｄＰｒｅｃａｓｔＧｅｌ进行电泳，上样量为１５μＬ，电压

调至１３０Ｖ，时间约１～２ｈ。以１００Ｖ电压转膜，５％

脱脂奶粉封闭１ｈ。加入用１％ＢＳＡ稀释的ｒｐＳ６

（１∶１０００）、ｐｒｐＳ６（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、

ｐｍＴＯＲ（１∶１０００）抗体，摇床４℃孵育过夜；加入辣

根过氧化物酶标记的驴抗兔ＩｇＧ（１∶７５００），孵育

１ｈ。化学发光，显影、定影，扫描图像，用ＩｍａｇｅＪ分

析软件读取图片目的条带光密度值。

１．７　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件

处理。实验结果用珔狓±狊表示，组间比较采用方差分

析，组内Ｓｈａｍ侧与Ｏｖｌｄ侧之间的比较采用独立样

本狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　补充维生素Ｄ提高老龄大鼠血清维生素Ｄ含

量　ＥＬＩＳＡ结果显示，补充维生素Ｄ可提高大鼠血

清２５（ＯＨ）Ｄ水平［维生素Ｄ组（５８９．８６±９７．６４）

ｎｇ／Ｌ，对照组（３４５．３５±８６．３４）ｎｇ／Ｌ，犘＜０．０５］。

２．２　补充维生素Ｄ促进大鼠超负荷诱导的骨骼肌肥

大　两组大鼠在实验期摄食量和体质量差异均无统计

学意义。由图１可见，两组大鼠Ｏｖｌｄ侧跖肌质量较

Ｓｈａｍ侧跖肌均增加（犘＜０．０５），其中对照组增加了

１８．４％，维生素Ｄ组增加了２３．７％。与对照组比较，维

生素Ｄ组Ｏｖｌｄ侧跖肌质量增加了２９．２％（犘＜０．０５），

但两组Ｓｈａｍ侧肌肉质量差异无统计学意义。

图１　两组大鼠跖肌质量测定结果

Ｏｖｌｄ：超负荷骨骼肌肥大模型；Ｓｈａｍ：假手术．犘＜０．０５与同一组

内Ｓｈａｍ侧比较；△犘＜０．０５与对照组Ｏｖｌｄ侧比较．狀＝１０，珔狓±狊

２．３　补充维生素Ｄ和超负荷刺激可使骨骼肌组织

ＶＤＲ表达增强　由图２可见，维生素Ｄ组Ｏｖｌｄ侧肌

组织中ＶＤＲ含量高于Ｓｈａｍ侧（犘＜０．０５），而对照组

Ｏｖｌｄ侧和Ｓｈａｍ侧肌组织中的ＶＤＲ含量差异无统计

学意义。说明补充维生素Ｄ提高了Ｏｖｌｄ侧肌组织中

ＶＤＲ的表达。

图２　两组大鼠骨骼肌组织中犞犇犚含量检测结果

ＶＤＲ：维生素Ｄ受体；Ｏｖｌｄ：超负荷骨骼肌肥大模型；Ｓｈａｍ：假手

术．犘＜０．０５与同一组内Ｓｈａｍ侧比较．狀＝１０，珔狓±狊

２．４　补充维生素Ｄ增强ｒｐＳ６和ｍＴＯＲ信号蛋白

的表达　由图３可见，Ｏｖｌｄ模型促进了ｐｒｐＳ６／

ｒｐＳ６比值和ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值的增加，但仅在

维生素 Ｄ组与Ｓｈａｍ 侧比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。
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图３　两组大鼠骨骼肌组织狉狆犛６和犿犜犗犚信号蛋白的表达

Ｏｖｌｄ：超负荷骨骼肌肥大模型；Ｓｈａｍ：假手术．犘＜０．０５与同一组内Ｓｈａｍ侧比较；△犘＜０．０５与对照组Ｏｖｌｄ侧比较．狀＝１０，珔狓±狊

３　讨　论

本研究结果显示补充维生素Ｄ可提高大鼠血

清维生素Ｄ水平，这与以往的研究结果
［１２１３］一致。

超负荷诱导（Ｏｖｌｄ）能够促使骨骼肌肥大在本实验中

再次被验证，而且维生素Ｄ组与对照组Ｏｖｌｄ侧跖

肌相比肥大程度更明显，这证明维生素Ｄ具有增强

骨骼肌肥大效果的作用；但两组大鼠Ｓｈａｍ侧跖肌

质量差异无统计学意义，其可能原因是老年大鼠蛋

白质负平衡作用影响了维生素Ｄ的促进效果，也可

能是维生素Ｄ干预时间短导致效果不明显。进一

步研究发现维生素Ｄ组ＶＤＲ水平高于对照组，而

且Ｏｖｌｄ侧又高于Ｓｈａｍ侧，说明维生素Ｄ补充可提

高个体肌组织中ＶＤＲ水平，而且Ｏｖｌｄ促进了ＶＤＲ

表达。提示维生素Ｄ和超负荷诱导在骨骼肌肥大

过程中有可能相互促进。近年研究中发现，ＶＤＲ可

与ｃａｖｅｏｌｉｎ１关联介导维生素Ｄ激活ＭＡＰＫｓ进而

促进蛋白质合成［７］，这一机制被推测与细胞膜钙离

子相关受体蛋白的合成有关，因此维生素Ｄ的水平

或者ＶＤＲ的水平决定着相关细胞代谢通路的完整。

骨骼肌的质量受肌肉蛋白质平衡调节的控制，

当蛋白质合成大于分解时骨骼肌就会肥大，反之就

会发生肌肉萎缩。在本次研究中发现，各组大鼠在

实验期摄食量和体质量差异均无统计学意义，但

Ｏｖｌｄ侧肢体骨骼肌肥大程度差异却有统计学意义。

也许对于老年大鼠而言发生肌肉萎缩并不是蛋白质

营养缺乏，而是某些受体数量减少或敏感性降低，抑

制了蛋白质合成的相关信号通路。本研究结果显

示，手术肥大模型可促进ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ、ｐｒｐＳ６／

ｒｐＳ６比值的增加，但仅在维生素Ｄ补充组差异有统

计学意义。这说明手术模拟的超负荷模型激活了细

胞ｍＴＯＲ通路，使蛋白质合成增加，而且维生素Ｄ

能进一步激活相关信号蛋白，其可能机制是维生素

Ｄ在ＶＤＲ激活的情况下与之结合形成复合物，启动

了蛋白质合成相关的ｍＴＯＲ通路，进一步促进了蛋

白质的表达。但是还有一点我们应当看到，在Ｓｈａｍ

侧虽然维生素Ｄ补充同样提高了ＶＤＲ水平，但蛋

白质合成相关信号蛋白活化并不明显，而且骨骼肌

肥大程度也不显著。这提示我们维生素Ｄ对骨骼

肌肥大是有积极效应的，但却不能直接单独促进骨

骼肌肥大，或者效果不显著。

本研究探索性地揭示了维生素Ｄ在骨骼肌肥

大过程中所起到的作用，但实验设计还存在一定的

不完善之处，如在大鼠干预前后可对生长因子进行

检测，这样更能说明蛋白质平衡的状态；还可对基因

转录水平进行检测，进一步确定维生素Ｄ在蛋白质

合成中的作用。此外，我们没有做更详细的维生素

Ｄ浓度梯度的探究，我们的预实验只分了补充８００

ＩＵ和１０００ＩＵ两个梯度，而且在８００ＩＵ剂量下各

组间差异无统计学意义，因此后续研究中只采用了

１０００ＩＵ的剂量；虽然日本有研究表明，老年女性每

天补充１０００ＩＵ维生素Ｄ可显著提高女性的Ⅱ型

肌纤维（快肌纤维）的质量［１４］，但仍应继续探究更有

效的维生素Ｄ干预范围。尽管本次研究尚有如此

多需要改进的方面，但实验研究所取得的结果在一

定程度上证明维生素Ｄ在骨骼肌肥大过程中具有
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促进作用，其机制可能与维生素Ｄ激活 ＶＤＲ和

ｍＴＯＲ信号蛋白、促进骨骼肌肥大有关。这提示高

维生素Ｄ水平有利于老年个体骨骼肌健康，同时适

当的抗阻运动对保持骨骼肌质量是有益的。
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