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失喉返神经支配的人环杓后肌成肌调节因子ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达的变化
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［摘要］　目的：观察不同时限失神经状态下人环杓后肌成肌调节因子 ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达变化，为喉神经修复时限的选择奠定

基础。方法：取３８例喉返神经完全离断患者的环杓后肌标本，按神经离断时限分为４组：失神经６～１２个月（ｎ＝１２）、１～２年

（ｎ＝１０）、２～３年（ｎ＝８）及＞３年组（ｎ＝８），另取１２例正常环杓后肌标本作为对照，各组患者的年龄、性别比例具有可比性。

免疫荧光染色、实时定量ＰＣＲ法比较各组环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果：免疫荧光染色结果显示：ｍｙｏｇｅ

ｎｉｎ阳性表达主要定位于失神经３年内的环杓后肌肌细胞核，对照组正常环杓后肌基本无阳性表达；与正常对照组相比，失神

经６～１２个月组肌细胞核ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达程度及阳性细胞百分比升高，１～２年组表达最高，２～３年组逐渐下降，但仍显著高于

对照组（Ｐ均＜０．０１），而３年以上组基本无阳性表达，与对照组无显著差异。实时定量ＰＣＲ结果表明：对照组 ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲ

ＮＡ未表达，失神经１～２年组ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ表达水平为６～１２个月组的４倍，失神经２～３年组为其６４倍，失神经３年以

上组仅为其１／２（Ｐ均＜０．０１）。结论：失喉返神经支配的环杓后肌肌纤维３年内有较大的再生潜力。

［关键词］　环杓后肌；喉返神经；创伤和损伤；ｍｙｏｇｅｎｉｎ
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　　临床对长期声带麻痹患者实施喉返神经探查术
时发现，其失神经侧的环杓后肌肌萎缩并不十分严
重，术后仍能较好恢复嗓音功能，但具体机制至今尚
不明确。Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 是最重要的成肌调节因子
（ＭＲＦｓ）之一，其表达可启动一系列骨骼肌特异的
胚胎性受体和收缩蛋白的合成，促进肌卫星细胞的
激活，减少肌细胞的凋亡，是失神经骨骼肌接受神经

再支配的前提，可反映肌纤维细胞重新进入再生状
态的能力［１２］。但以往的研究多以动物模型为主，且
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多局限于短期失神经状态，鲜有对人喉肌长期失神
经支配后ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达变化的研究。因此，本研究
应用免疫荧光染色和实时定量ＰＣＲ法观察失喉返
神经不同时限下人环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达的变化，
为临床上开展喉神经修复时限的选择奠定基础。

１　材料和方法

１．１　病例的选择及环杓后肌的获取　３８例喉返神
经损伤患者，按神经损伤时限分成４组：６～１２个月
（ｎ＝１２）、１～２年（ｎ＝１０）、２～３年（ｎ＝８）及大于３
年组（ｎ＝８）。所有患者均经喉返神经探查修复术确
诊喉返神经为完全离断，损伤远端神经及肌肉均有
不同程度的萎缩。其中６～１２个月组患者男４例，
女８例，年龄１８～６５岁，平均（３８．５±８．１）岁；１～２
年组患者男４例，女６例，年龄２２～６３岁，平均
（４５．４±１０．５）岁；２～３年组患者男３例，女５例，年
龄２３～６２岁，平均（４０．８±８．６）岁；大于３年组患者
男４例，女４例，年龄１７～６４岁，平均（４７．８±１１．５）
岁。另选１２例需行全喉切除术，但肿瘤未侵及侧环
杓后肌的喉癌患者作为正常对照组，其中男８例，女

４例，年龄２８～６５岁，平均（５２．４±７．５）岁。各组间
患者年龄及性别具有可比性，无显著差异。３８例喉
返神经损伤患者行喉返神经探查及颈袢主支吻合术

中，在不影响手术效果的前提下，切取环杓后肌中央
部２ｍｍ×３ｍｍ×６ｍｍ肌组织。

１．２　免疫荧光染色及定量分析ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白的表
达

１．２．１　免疫荧光染色　取各组新鲜环杓后肌标本，

４％多聚甲醛ＰＢＳ溶液固定２４ｈ，１５％蔗糖ＰＢＳ保
护液固定２４ｈ（ｐＨ７．２），３０％蔗糖ＰＢＳ保护液固
定，４℃保存（ｐＨ７．２），０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３
次，－２６℃下冰冻切片，片厚７μｍ，０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
洗３ｍｉｎ×３次 ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液微波
抗原修复９８℃１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３ｍｉｎ×
３次，正常小牛血清封闭室温２０ｍｉｎ，弃上清，不洗。
加ｍｙｏｇｅｎｉｎ小鼠抗人多克隆抗体（１２００，美国

ＡｎｙｂｏｄｉｅｓＩｎｃ．），４℃冰箱过夜，０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗

３ｍｉｎ×３次，滴加ＦＩＴＣ鸡抗小鼠单克隆抗体（美国

ＡｎｙｂｏｄｉｅｓＩｎｃ．）室温下２ｈ（避光），０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，自然干燥，５０％甘油封片，荧光
显微镜及成像系统观察并摄图片。阴性对照以ＰＢＳ
代替一抗，其他步骤相同。结果评判标准：肌纤维细
胞核有荧光显色，周围无背景荧光显色为表达阳性；
肌纤维细胞核无荧光显色，周围无背景荧光显色为
表达阴性。

１．２．２　定量分析　对所有免疫组化切片采用Ｂｉｏ
ｓｅｎｓ高分辨彩色图像分析系统（由第二军医大学基
础部提供）进行ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白表达的定量分析：（１）
测量窗内阳性表达平均灰度值，客观反映免疫反应
阳性的强度；（２）用计数器对 ｍｙｏｇｅｎｉｎ阳性表达细
胞进行计数，每张切片测量不少于５个视野，每个视
野至少１００个肌纤维细胞。２００倍显微镜下每张切
片不同视野测量５次，取均值，用微机软件进行统计
学处理。

１．３　实时定量ＰＣＲ测定ｍｙｏｇｅｎｉｎ基因的表达

１．３．１　引物设计　采用文献［３］报道的针对 ｍｙｏｇｅ
ｎｉｎ编码区６０～７８位点区域的序列，以化学合成法
合成引物（上海贞建生物工程公司合成）。Ｍｙｏｇｅ
ｎｉｎ：正义５′ＡＧＣＧＣＣＣＣＣＴＣＧＴＧＴ ＡＴＧ３′，
反义５′ＴＧＴＣＣＣＣＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＧ３′，扩增片
段小于３００ｂｐ；βａｃｔｉｎ：正义５′ＧＧＡＣＴＴＣＧＡ
ＧＣＡＡＧＡ ＧＡＴＧＧ３′，反义５′ＡＧＣＡＣＴＧＴＧ
ＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ３′。

１．３．２　实时定量ＰＣＲ　选用ＴＲＩｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ），实时
定量ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ），罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ实时
荧光定量ＰＣＲ仪。应用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ染色法，实验
过程：将组织从机体上取下，将新鲜组织块立刻放入
液氮保存，送实验室研磨成粉状，ＴＲＩｚｏｌ溶解，抽提

ＲＮＡ，逆转录。分别用内参引物扩增（二步法，５５℃
退火）和设计引物扩增（二步法，６０℃退火），琼脂糖
凝胶电泳鉴定，确认前者有清晰扩增条带并且后者
扩增条带清晰明亮无杂带，以最终决定实时定量

ＰＣＲ的反应条件。用所有引物各扩增一次，确认各
阳性对照扩增曲线Ｃｔ值在１５～３８之间，熔解曲线
无明显的杂峰。检测扩增曲线、熔解曲线和Ｃｔ值。

１．４　统计学处理　计量数据采用珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理数据，统计时先进行各组
方差齐性检验，各组间由于例数不同，对检验结果进
行加权。组间比较用单因素方差分析，两组间比较
用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法。

２　结　果

２．１　各组环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白的表达

２．１．１　免疫荧光染色结果　对照组正常环杓后肌
组织中，肌纤维细胞不表达 ｍｙｏｇｅｎｉｎ（图１Ａ）；失神
经６～１２个月组肌细胞核ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达量增高，
阳性表达的肌纤维细胞数增多（图１Ｂ）；失神经１～２
年组肌细胞核ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达量最高（表达强度最
强），阳性表达的肌纤维细胞数也最多（图１Ｃ）；但随
着失神经时限的延长，２～３年组表达量及阳性表达
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的肌纤维细胞数逐渐下降（图１Ｄ）；失神经３年以上
组未见免疫荧光显色，说明失神经３年以上环杓后

肌组织肌纤维无ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达（图１Ｅ）。

图１　各组环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白免疫荧光染色图像

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ＦＩＴＣ）ｆｏｒｍｙｏｇｅｎｉｎｉｎｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄａｆｔｅｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎ（ＳＰ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（×２００）；Ｂ：０．５１ｙｅａｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×２００）；Ｃ：１２ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×２００）；Ｄ：２３ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×

４００）；Ｅ：Ｏｖｅｒ３ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×４００）．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｎｕｃｌｅｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．１．２　定量分析　运用图像分析系统对５组患者
环杓后肌肌纤维组织 ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白表达的平均灰
度值、阳性细胞百分比进行比较。结果（表１）显示：
与对照组相比，失神经６～１２个月组肌纤维细胞

ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达的平均灰度值及阳性细胞百分比增
高；失神经１～２年组达最高；随着失神经时限继续
延长，２～３年组ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达灰度逐渐减低，但仍
高于对照组（Ｐ均＜０．０１）；而失神经＞３年组 ｍｙｏ
ｇｅｎｉｎ基本无表达，阳性表达平均灰度值与对照组相
比无显著性差异。失神经６～１２个月、１～２年、２～
３年各组间 ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达平均灰度值及阳性细胞
百分比均有显著差异（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白表达

平均灰度值、阳性细胞百分比的比较

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｅａｎｇｒｅｙｓｃａｌｅｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌ

ｒａｔｉｏｓｏｆｍｙｏｇｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｅｎｅｒｖａｔｅｄ

ＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄａｆｔｅｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎ
（珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｍｅａｎｇｒｅｙｓｃａｌｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｉｏ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ６．８２±１．０９ ３．６２±１．１５
６１２ｍｏｎｔｈｓ １２ １２．３８±０．２５ ２０．８５±０．２１

１２ｙｅａｒｓ １０ １８．６９±０．１７ ４１．００±０．１７

２３ｙｅａｒｓ ８ ９．５４±１．３７ ９．５４±１．２８

＞３ｙｅａｒｓ ８ ７．０３±０．８２ ３．８２±０．５３

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　各组人环杓后肌 ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ的表达　
所有标本的管家基因βａｃｔｉｎ和ｍｙｏｇｅｎｉｎ熔解曲线
无明显的杂峰，说明无非特异扩增；βａｃｔｉｎ和 ｍｙｏ
ｇｅｎｉｎ配对扩增，可见较标准的扩增曲线。

　　各组ｍｙｏｇｅｎｉｎ及βａｃｔｉｎＣｔ值比较结果显示：
对照组未见ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ表达，失神经１～２年
组为失神经６～１２个月组表达量的４倍，失神经２～
３年组为失神经６～１２个月组表达量的６４倍，失神
经３年以上组 ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达下降为失神经６～１２
月组表达量的５０％（Ｐ 均＜０．０１）。具体变化趋势
见图２。

图２　各组环杓后肌ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｉｎｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓａｆｔｅｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　不少研究［１２］证实肌卫星细胞是更新和修复成

熟肌纤维的最基本的成肌干细胞，静止的肌卫星细
胞主要位于肌纤维细胞基底膜下，神经损伤后静止
肌卫星细胞被激活，从基底膜下迁移至肌细胞外间
质内，然后大量地增殖，增殖的卫星细胞一部分分化
融合形成新的肌纤维；另一部分与损伤的肌纤维融
合，修复损伤的肌纤维；还有一部分增殖后不分化，
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而是继续形成成肌细胞，或者被新的肌纤维或老纤
维捕获至其基底膜下，形成新的卫星细胞。研究［４５］

证实肌卫星细胞处于静态、活化、增殖、分化各状态
是受多种调控因子调控的结果，其中 ＭＲＦｓ是最重
要的促进肌卫星细胞分化增殖的调控因子之一。

ＭＲＦｓ有２类：一类与成肌细胞的发生有关，包括

ＭｙｏＤ、Ｍｙｆ５；另一类与卫星细胞终末分化成熟有
关，包括ｍｙｏｇｅｎｉｎ与 ＭＲＦ４。ＭＲＦｓ的表达受电刺
激和肌肉活动的调节，神经长入骨骼肌后会导致

ＭＲＦｓ的表达受抑制，因此，损伤的肌细胞核和处于
增殖、分化状态的肌卫星细胞核均表达 ＭＲＦｓ，而处
于正常静止状态的肌卫星细胞及肌细胞核几乎不表

达 ＭＲＦｓ。

　　Ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达是促进失神经骨骼肌再生的重
要因素。有研究［６］发现失神经后成肌调节因子

ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达可启动一系列骨骼肌特异的胚胎
性受体和收缩蛋白的合成，减缓肌细胞的凋亡速度，
为神经修复术后肌肉再生提供物质基础。Ｒｕｄｎｉｃｋｉ
等［７］发现ｍｙｏｇｅｎｉｎ基因敲除小鼠肌细胞无法融合
形成初级肌管。Ｙｕｍ等［８］发现 ｍｙｏｇｅｎｉｎ在肌细胞
分化中还可以调节 ＤＮＡ 的转录顺序。Ｍｙｏｇｅｎｉｎ
包括一碱性氨基酸富含区及紧随其后的螺旋环螺
旋 （ｂＨＬＨ）结构，碱性区与多种骨骼肌特异基因上
游启动子和增强子结合，通过反式激活作用，促进骨
骼肌发育与肌特异基因的表达，如肌球蛋白、肌肉肌
酸激酶 （ＭＣＫ）、乙酰胆碱酯酶受体（ＡｃｈＲ）等。因
此，ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达是成肌过程中必不可少的分化
因子，是失神经后骨骼肌接受神经再支配的前提，是
失神经骨骼肌再生的一个重要标志。

　　骨骼肌失神经后不同时限 ｍｙｏｇｅｎｉｎ的表达差
异明显。Ｖｏｙｔｉｋ等［９］发现，大鼠骨骼肌失神经１２ｈ
后ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达上调，主要表达在肌纤维的细胞
核，失神经１周时达到高峰，４周时表达水平变得稳
定。本研究结果显示，人环杓后肌失神经后 ｍｙｏｇｅ
ｎｉｎ蛋白主要定位于肌细胞核，表达程度及阳性细胞
百分比在失神经６～１２个月升高，失神经１～２年达
到顶峰，２年后逐渐下降，３年后未见任何阳性表达
细胞。以上结果提示失神经３年内人环杓后肌仍有
再生的潜力。

　　Ｂｒｕｎｅｔｔｉ等［１０］在体外培养成肌细胞分化为肌细

胞的过程中发现，ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ 表达量上升

１０～２０倍时细胞开始分化；Ｓｍｉｔｈ等［１１］研究发现大

鼠肌卫星细胞 ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达２４ｈ即出现细胞融
合。Ｂａｔｔ等［１２］报道大鼠骨骼肌失神经１２ｈ后ｍｙｏ

ｇｅｎｉｎｍＲＮＡ表达上调，１周达到高峰，为正常对照

的１５０～２００倍，４周时表达水平变得稳定，为正常对
照的５０倍。Ｍｙｏｇｅｎｉｎ可能反映肌纤维细胞核重新
进入再生状态。Ｋｏｓｔｒｏｍｉｎｏｖａ等［１３］通过微阵列技

术对失神经２个月大鼠骨骼肌基因谱进行研究后发
现，肌卫星细胞的激活及新的肌纤维的形成与 ｍｙｏ
ｇｅｎｉｎ及其他成肌因子的基因表达密切相关。本研
究结果发现，人环杓后肌失神经后３年内 ｍｙｏｇｅｎｉｎ
ｍＲＮＡ的表达一直保持较高水平，失神经２～３年
达到顶峰，为失神经６～１２个月组表达量的６４倍，
失神经１～２年组为６～１２个月组表达量的４倍，失
神经３６个月后下降为６～１２个月组的５０％。与上
述ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白表达相比，ｍｙｏｇｅｎｉｎｍＲＮＡ的表
达并不完全一致，这可能由于ｍＲＮＡ表达与蛋白表
达之间过程十分复杂，干扰因素非常多，造成两者表
达的水平不完全平行。

　　本研究结果表明失神经３年内的人环杓后肌

ｍｙｏｇｅｎｉｎ表达较高，可见该时限内失神经喉肌仍有
较强的再生能力，在此期限内进行喉神经修复理论
上可取得较好的效果，但这还有待进一步的临床实
践证实，后续的研究会对此作进一步的探讨。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学基础部神经
生物学教研室向正华教授、长海医院中心实验室汪
佳琪技术员的大力帮助，在此一并表示感谢！）
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