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　　［摘要］　目的　明确法舒地尔（ｆａｓｕｄｉｌ）能否阻断Ｒｈｏ相关卷曲螺旋形成蛋白激酶１（ＲＯＣＫ１）激活导致的Ｃ２Ｃ１２

成肌细胞呼吸功能异常介导的肌肉萎缩。方法　体外培养Ｃ２Ｃ１２成肌细胞，给予２％的马血清诱导分化为成熟肌小

管细胞。然后根据给予不同处理将其分成４组：ＡｄＧＦＰ组，仅感染ＧＦＰ腺病毒载体；ＡｄＲＯＣＫ１组，感染ＲＯＣＫ１腺

病毒载体诱导细胞过表达ＲＯＣＫ１；ＡｄＧＦＰＦ组，感染ＧＦＰ腺病毒载体，并给予１０μｍｏｌ／Ｌ法舒地尔刺激；ＡｄＲＯＣＫ１Ｆ

组，感染ＲＯＣＫ１腺病毒载体诱导细胞过表达ＲＯＣＫ１，并给予１０μｍｏｌ／Ｌ法舒地尔刺激。通过Ｓｅａｈｏｒｓｅ能量代谢分析

仪评估不同刺激条件下Ｃ２Ｃ１２成肌细胞的细胞耗氧率（ＯＣＲ）及胞外酸化率（ＥＣＡＲ），以明确ＲＯＣＫ１过表达和法舒地

尔刺激对Ｃ２Ｃ１２成肌细胞呼吸功能的影响。采用ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○Ｒ红色荧光探针测定线粒体裂变情况。用蛋白质印迹法

检测ＲＯＣＫ１、线粒体动力相关蛋白１（Ｄｒｐ１）及其磷酸化蛋白ｐＤｒｐ１、肌肉萎缩相关蛋白Ｅ３泛素连接酶肌肉环指蛋白１

（ＭｕＲＦ１）和肌肉萎缩Ｆｂｏｘ（ＭＡＦｂｘ，又称Ａｔｒｏｇｉｎ１）的表达。结果　Ｓｅａｈｏｒｓｅ分析结果显示，与ＡｄＧＦＰ组比较，Ａｄ

ＲＯＣＫ１组Ｃ２Ｃ１２成肌细胞ＯＣＲ及ＥＣＡＲ明显增加，细胞的基础呼吸、最大呼吸及偶联ＡＴＰ产生所需的呼吸增加，差

异均有统计学意义（犘＜０．０１）；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○
Ｒ荧光探针结果显示ＡｄＲＯＣＫ１组细胞线粒体裂变增加，线粒体大小频数

分布左移。ＡｄＲＯＣＫ１Ｆ组Ｃ２Ｃ１２成肌细胞ＯＣＲ和ＥＣＡＲ较ＡｄＲＯＣＫ１组明显减少（犘＜０．０５），基础呼吸和最大呼

吸也降低（犘＜０．０５）。ＡｄＲＯＣＫ１Ｆ组ｐＤｒｐ１／Ｄｒｐ１比例、ＲＯＣＫ１、ＭｕＲＦ１和Ａｔｒｏｇｉｎ１的表达均较ＡｄＲＯＣＫ１组减少

（犘＜０．０５）。结论　法舒地尔作为ＲＯＣＫ１的抑制剂，可阻断体外培养Ｃ２Ｃ１２成肌细胞ＲＯＣＫ１过表达导致的细胞呼

吸异常，并减少线粒体动力相关蛋白的活性和肌肉萎缩相关蛋白的表达。

［关键词］　肾疾病；萎缩性肌疾病；细胞呼吸；Ｒｈｏ相关激酶类；法舒地尔
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ＧＵＯＺｈｉｙｕｎ，ＺＨＡＮＧＪｉｅ，ＤＯＮＧＲｕｉ，ＸＵＪｉｎｇ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｆｉｒｍｗｈｅｔｈｅｒｆａｓｕｄｉｌｃａｎｂｌｏｃｋＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｔｒｉｇｇｅｒｅｄｂｙ

Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１（ＲＯＣＫ１），ａｎｄｗｈｅｔｈｅｒｉｔｃａｎｂｌｏｃｋｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｍｕｓｃｌｅ

ａｔｒｏｐｈｙ．犕犲狋犺狅犱狊 Ｃ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ犻狀狏犻狋狉狅，ａｎｄ２％ｈｏｒｓｅｓｅｒｕｍｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｍａｔｕｒｅｍｕｓｃｌｅｔｕｂｕｌｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｍｕｌｉ：

ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ，ｏｎｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＧＦＰａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ（Ａｄｖ）ｉｎＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓ；ＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ＲＯＣＫ１ＡｄｖｉｎＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓｔｏｉｎｄｕｃｅＲＯＣＫ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ＡｄＧＦＰＦｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＧＦＰＡｄｖａｎｄｇｉｖｅｎ

１０μｍｏｌ／ＬｆａｓｕｄｉｌｉｎＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓ；ａｎｄＡｄＲＯＣＫ１Ｆｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＲＯＣＫ１Ａｄｖａｎｄｇｉｖｅｎ１０μｍｏｌ／Ｌ

ｆａｓｕｄｉｌｉｎＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓ．Ｔｈｅｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ（ＯＣＲ）ａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ（ＥＣＡＲ）ｏｆＣ２Ｃ１２

ｍｙｏｂｌａｓｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｃｅｌｌｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎａｌｙｚｅｒ（Ｓｅａｈｏｒｓｅ），ｓｏａｓ

ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲＯＣＫ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆａｓｕｄｉｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓ．

ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○
Ｒ
ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＯＣＫ１，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｄｒｐ１）ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐＤｒｐ１，Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅｍｕｓｃｌｅＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒ１ｐｒｏｔｅｉｎ（ＭｕＲＦ１）

ａｎｄｍｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙＦｂｏｘ（ＭＡＦｂｘ，Ａｔｒｏｇｉｎ１）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．犚犲狊狌犾狋狊 Ｓｅａｈｏｒｓｅａｎａｌｙｓｉｓ
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第６期．郭织运，等．法舒地尔阻断ＲＯＣＫ１触发Ｃ２Ｃ１２成肌细胞呼吸功能异常介导的肌肉萎缩

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＯＣＲ，ＥＣＡＲ，ｂａｓａｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，ｍａｘｉｍａｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｃｏｕｐｌｉｎｇＡＴＰｏｆ

Ｃ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓｉｎｔｈｅＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ（犘＜

０．０１）；Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○Ｒｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｉｚｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｈｉｆｔｅｄｌｅｆｔｉｎｔｈｅＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｅｄｔｏｆａｓｕｄｉｌ，ｔｈｅＯＣＲａｎｄＥＡＣＲｏｆＣ２Ｃ１２

ｍｙｏｂｌａｓｔｓｉｎｔｈｅＡｄＲＯＣＫ１ＦｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｖｅｒｓｕｓｔｈｅＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｂａｓａｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｍａｘｉｍａｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐＤｒｐ１／Ｄｒｐ１

ｒａｔｉｏ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＯＣＫ１，ＭｕＲＦ１ａｎｄＡｔｒｏｇｉｎ１ｉｎＡｄＲＯＣＫ１Ｆｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｆａｓｕｄｉｌ，ａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＲＯＣＫ１，ｃａｎｂｌｏｃｋｔｈｅａｂｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ

ｏｆＣ２Ｃ１２ｍｙｏｂｌａｓｔｓｃａｕｓｅｄｂｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄＲＯＣＫ１犻狀狏犻狋狉狅，ａｎｄｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｋｉｎｅｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ；ａｔｒｏｐｈｉｃｍｕｓｃｕｌａｒｄｉｓｏｒｄｅｒｓ；ｃｅｌｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ；Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ；ｆａｓｕｄｉｌ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：７３４７３８］

　　慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）是全

球重要的公共卫生问题之一。研究表明，３０％～

７０％的ＣＫＤ患者在疾病的进展过程中可出现蛋白

质能量消耗不足（ｐｒｏｔｅｉｎｅｎｅｒｇｙｗａｓｔｉｎｇ，ＰＥＷ），其

最重要的特征是肌肉萎缩［１３］。肌肉萎缩一旦发生，

将严重影响ＣＫＤ患者的临床预后及生活质量，同时

增加心血管疾病的患病率［２］。想要攻克ＣＫＤ导致

肌肉萎缩这一难题，就需要探索其发生机制。有证

据表明，线粒体功能异常可能参与ＣＫＤ肌肉萎缩的

发生［４７］，但具体机制尚不清楚。

Ｒｈｏ相关卷曲螺旋形成蛋白激酶１（Ｒｈｏ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１，

ＲＯＣＫ１）是ＲｈｏＡ激酶的下游活性调节分子，在应

力纤维的形成、细胞坏死等方面发挥重要作用［８］。

本课题组前期研究证实，ＲＯＣＫ１激活参与ＣＫＤ患

者肌肉萎缩的发展［９］，其具体的机制尚未明确。但

有证据表明，高糖诱导ＲＯＣＫ１激活，导致足细胞和

肾小管上皮细胞中线粒体的裂变，并增加糖尿病鼠

蛋白尿的发生，给予ＲＯＣＫ１的抑制剂法舒地尔

（ｆａｓｕｄｉｌ）可以阻断糖尿病鼠蛋白尿的进展
［１０］。因

此，本研究通过腺病毒感染Ｃ２Ｃ１２成肌细胞诱导

ＲＯＣＫ１过表达，探讨ＲＯＣＫ１导致肌肉萎缩的发生

是否与细胞呼吸功能异常及线粒体异常相关。

１　材料和方法

１．１　细胞培养与腺病毒感染　体外培养Ｃ２Ｃ１２成

肌细胞（购自ＡＴＣＣ细胞库，货号ＣＲＬ１７７ＴＭ），培

养于含１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国，货号１０８２１４７），

２００ Ｕ／ｍＬ 青 霉 素、５０ μｇ／ｍＬ 链 霉 素 （Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）的 ＤＭＥＭ 培养液（ＨｙＣｌｏｎｅ）。当

Ｃ２Ｃ１２成肌细胞融合度达９０％时，替换培养液为添

加２％马血清（Ｇｉｂｃｏ，新西兰，货号２６０５００８８）、２００

Ｕ／ｍＬ青霉素、５０μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ 培养

液，诱导Ｃ２Ｃ１２成肌细胞分化成熟为肌小管细胞。

将分化成熟的Ｃ２Ｃ１２成肌细胞分为以下４组并给

予不同处理：（１）ＡｄＧＦＰ组，给予绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）腺病毒载体（ＡＡＶＧＦＰ，２ｎｍｏｌ／Ｌ）感染细

胞；（２）ＡｄＲＯＣＫ１组，给予 ＲＯＣＫ１腺病毒载体

（ＡＡＶＲＯＣＫ１，５ｎｍｏｌ／Ｌ）感染细胞；（３）ＡｄＧＦＰＦ

组，给予２ｎｍｏｌ／ＬＡＡＶＧＦＰ感染同时用１０μｍｏｌ／Ｌ

法舒地尔刺激细胞；（４）ＡｄＲＯＣＫ１Ｆ组，给予５ｎｍｏｌ／

ＬＡＶＶＲＯＣＫ１感染同时用１０μｍｏｌ／Ｌ法舒地尔

刺激细胞。各组腺病毒感染或同时与法舒地尔共刺

激均持续４８ｈ。实验所用 ＡＶＶＲＯＣＫ１、ＡＶＶ

ＧＦＰ由美国Ｄｒ．Ｃｈａｎｇ实验室提供。

１．２　细胞能量代谢分析　Ｓｅａｈｏｒｓｅ是体外通过外

通 量 分 析 精 确 检 测 细 胞 耗 氧 率 （ｏｘｙｇｅｎ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ，ＯＣＲ） 及 胞 外 酸 化 率

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＥＣＡＲ）的方法，可

一定程度地反映细胞呼吸情况。具体方法：（１）利用

胰酶消化Ｃ２Ｃ１２成肌细胞，按２．５×１０４／孔接种到

Ｓｅａｈｏｒｓｅ测量专用细胞培养板（货号１００７７７００４，美

国），待细胞融合度达９０％时诱导分化成熟。按照

前文描述的分组给予相应刺激。（２）各组细胞完成

不同的处理后进行上机测量，在测量前１ｄ，每孔均

添加１ｍＬ的Ｓｅａｈｏｒｓｅ探头校准液进行水化，置于

３７℃、无ＣＯ２的温箱中过夜。（３）按照线粒体应激

（ＭｉｔｏＳｔｒｅｓｓ）测定要求，使用相应培养液洗细胞后

加入上机检测所需培养液，置于３７℃、无ＣＯ２的温

箱中４５～６０ｍｉｎ后，在Ｓｅａｈｏｒｓｅ测量板Ａ孔中加

入寡霉素［ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ，是线粒体电子呼吸链中复合

体ⅤＡＴＰ合酶的抑制剂，可降低ＯＣＲ］，Ｂ孔中加

入羰基氰对三氟甲氧基苯腙［ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ

狆（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙ）ｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＦＣＣＰ；线粒体
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呼吸链解偶联剂，作用于线粒体内膜，去除线粒体内

外膜之间的质子势能使ＯＣＲ增加，但不产生ＡＴＰ，

使得能量均以热能的形式释放，产生大量热量］，Ｃ

孔中加入抗霉素Ａ（ａｎｔｉｍｙｃｉｎＡ，线粒体电子呼吸

链中复合体Ⅲ的抑制剂，可减少 ＯＣＲ）。（４）将

Ｓｅａｈｏｒｓｅ测量板放在Ｓｅａｈｏｒｓｅ测量仪上校准后，放

入处理好的细胞培养板，设定程序为ＭｉｔｏＳｔｒｅｓｓ，执

行相应的步骤。检测结束后，按照所得数据计算细胞

呼吸能力，其中基础呼吸是细胞在加寡霉素刺激之前

的ＯＣＲ值；最大呼吸是加入ＦＣＣＰ之后、抗霉素Ａ之

前ＯＣＲ最大值与加入寡霉素之后ＯＣＲ最低值之差；

偶联ＡＴＰ产生的呼吸是基础呼吸ＯＣＲ值和加入

ＦＣＣＰ刺激之前的ＯＣＲ值之差。

１．３　蛋白质印迹法检测线粒体动力相关蛋白活性

和肌肉萎缩相关蛋白的表达　使用添加有蛋白酶和

磷酸酶抑制剂（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）的ＲＩＰＡ裂解和提

取液（ＧＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，货号７８６４９０）提取Ｃ２Ｃ１２成肌

细胞蛋白，使用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）测定蛋白质浓度。如前期研究
［９］所述方

法进行蛋白质印迹实验。使用抗体ＲＯＣＫ１（ＣＳＴ，

货号４０３５Ｓ，稀释比例１∶１０００）、动力相关蛋白１

（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｄｒｐ１；ＣＳＴ，货号８５７０，

稀释比例１∶１０００）、磷酸化Ｄｒｐ１（ｐＤｒｐ１；ＣＳＴ，货

号３４５５Ｓ，稀释比例１∶１０００）、Ｅ３泛素连接酶肌肉

环指蛋白１（ｍｕｓｃｌｅＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒ１，ＭｕＲＦ１；Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ，货号ｓｃ３９８６０８，稀释比例１∶５００）、肌肉萎缩

Ｆｂｏｘ（ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ Ｆｂｏｘ，ＭＡＦｂｘ，又 称

Ａｔｒｏｇｉｎ１
［１１］；ＳａｎｔａＣｒｕｚ，货号ｓｃ１２１４８５，稀释比例

１∶１００）、β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ；ＣＳＴ，货号３７００，稀释

比例１∶１０００）。

１．４　细胞线粒体染色　实验过程中，使用线粒体形

态特异性染色试剂ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○
Ｒ

ＲｅｄＣＭＸＲｏｓ红色

荧光探针（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，货号Ｍ７５１２）进行线粒体

形态染色。实验步骤按照试剂说明书进行操作。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据

分析。实验所得数据均以珔狓±狊表示，两组间比较采

用狋检验，多组样本比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用ＬＳＤ狋检验。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＯＣＫ１过表达引起Ｃ２Ｃ１２成肌细胞呼吸异

常　根据Ｓｅａｈｏｒｓｅ中ＭｉｔｏＳｔｒｅｓｓ结果（图１），ＲＯＣＫ１

过表达引起Ｃ２Ｃ１２成肌细胞ＯＣＲ和ＥＣＡＲ增加。

ＲＯＣＫ１过表达能够增加Ｃ２Ｃ１２成肌细胞的基础呼吸

（犘＜０．０１）、细胞最大呼吸（犘＜０．０１）及电子呼吸链偶

联参与产生ＡＴＰ的呼吸（犘＜０．０１）。

图１　犚犗犆犓１过表达对犆２犆１２成肌细胞呼吸功能的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犚犗犆犓１狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀

狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犳狌狀犮狋犻狅狀狊狅犳犆２犆１２犿狔狅犫犾犪狊狋狊

Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＭｉｔｏＳｔｒｅｓｓｒｅｓｕｌｔｓ．ＯＣＲ：Ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ；

ＥＣＡＲ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ；ＲＯＣＫ１：Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ； ＦＣＣＰ： Ｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｙａｎｉｄｅ狆（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙ）

ｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ．狀＝６，珔狓±狊

２．２　ＲＯＣＫ１过表达导致Ｃ２Ｃ１２成肌细胞线粒体

裂变增加　使用ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ○
Ｒ

ＲｅｄＭＸＲｏｓ红色荧

光探针对Ｃ２Ｃ１２成肌细胞进行染色，结果显示，与

ＡｄＧＦＰ组相比，ＲＯＣＫ１过表达可使Ｃ２Ｃ１２成肌

细胞线粒体裂变增加，体积变小，线粒体大小频数分

布左移（图２）。

图２　犚犗犆犓１过表达对犆２犆１２成肌细胞线粒体形态的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犚犗犆犓１狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狅狀犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犆２犆１２犿狔狅犫犾犪狊狋狊

ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｒａｇｍｅｎｔ

ｎｕｍｂｅｒｉｎ ＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｉｚｅｓｈｉｆｔｅｄｔｏｔｈｅｌｅｆｔｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｏ

ＡｄＧＦＰ ｇｒｏｕｐ．ＲＯＣＫ１：Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
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第６期．郭织运，等．法舒地尔阻断ＲＯＣＫ１触发Ｃ２Ｃ１２成肌细胞呼吸功能异常介导的肌肉萎缩

２．３　法舒地尔改善ＲＯＣＫ１过表达导致的Ｃ２Ｃ１２

成肌细胞呼吸异常　ＳｅａｈｏｒｓｅＭｉｔｏｓｔｒｅｓｓ结果

（图３）示：法舒地尔在一定程度上降低了ＲＯＣＫ１过

表达时Ｃ２Ｃ１２成肌细胞在 Ｍｉｔｏｓｔｒｅｓｓ过程中增加

的ＯＣＲ和ＥＡＣＲ；同时，法舒地尔能够减弱ＲＯＣＫ１

过表达导致的基础呼吸、最大呼吸的增加程度，差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）。ＡｄＲＯＣＫ１Ｆ和Ａｄ

ＧＦＰＦ组相比细胞基础呼吸和最大呼吸无明显改变

（犘＞０．０５）。

图３　法舒地尔改善犚犗犆犓１过表达导致的犆２犆１２

成肌细胞呼吸异常

犉犻犵３　犉犪狊狌犱犻犾狉犲犱狌犮犻狀犵狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犱狔狊犳狌狀犮狋犻狅狀狅犳犆２犆１２

犿狔狅犫犾犪狊狋狊犮犪狌狊犲犱犫狔犚犗犆犓１狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＭｉｔｏＳｔｒｅｓｓｒｅｓｕｌｔｓ．ＯＣＲ：Ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ；

ＥＣＡＲ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ；ＲＯＣＫ１：Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；

ＦＣＣＰ：Ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ狆（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙ）ｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ．狀＝６，

珔狓±狊

２．４　法舒地尔对线粒体动力相关蛋白活性和肌肉

萎缩相关蛋白表达的影响　蛋白质印迹分析结果显

示，法舒地尔能够降低ＲＯＣＫ１过表达引起的促进

线粒体裂变的Ｄｒｐ１激活（ｐＤｒｐ１／Ｄｒｐ１增加），以及

ＲＯＣＫ１过表达引起的肌肉萎缩相关蛋白 ＭｕＲＦ１

和Ａｔｒｏｇｉｎ１表达的增加（图４）。

３　讨　论

ＣＫＤ时机体蛋白合成减少、蛋白降解增加导致

了肌肉萎缩的发生［１２１６］。体内蛋白的降解主要依靠

激活ＡＴＰ依赖的泛素蛋白酶系统
［１２］，这一系统的

激活需要消耗大量能量。线粒体作为机体能量产生

的主要场所，其形态、数量及细胞内分布都反映了机

体的代谢状态。生理状态下，线粒体裂变和聚变维

持相对平衡，共同抵抗外界的有害刺激，这一平衡一

旦被打破，就会导致线粒体发生功能紊乱，进而导致

机体能量供应异常［１７］。

图４　法舒地尔对线粒体动力相关蛋白活性和

肌肉萎缩相关蛋白表达的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犳犪狊狌犱犻犾狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳

犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犱狔狀犪犿犻狀狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿狌狊犮犾犲犪狋狉狅狆犺狔狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ． ＲＯＣＫ１： Ｒｈｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；Ｄｒｐ１：

Ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １； ｐＤｒｐ１： Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ｄｒｐ１；

Ａｔｒｏｇｉｎ１：ＭＡＦｂｘ，ＭｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙＦｂｏｘ；ＭｕＲＦ１：ＭｕｓｃｌｅＲＩＮＧ

ｆｉｎｇｅｒ１．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ

ＡｄＲＯＣＫ１ｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

　　本实验为探究ＲＯＣＫ１过表达的Ｃ２Ｃ１２成肌细

胞是否存在线粒体功能异常，通过Ｓｅａｈｏｒｓｅ检测细

胞呼吸。首先测定ＯＣＲ，在加入寡霉素之前显示的

ＯＣＲ值代表细胞的基础耗氧率，可认为是基础呼

吸，主要包括线粒体氧化磷酸化及质子漏所消耗的

氧（即质子经线粒体膜上的呼吸链传递形成一侧高

电势，趋使一部分质子回流，通过ＡＴＰ合酶形成

ＡＴＰ，将势能转化为ＡＴＰ能量；另一部分质子通过

线粒体膜后只是发生氧化，将势能转化为热量，并没

有用于合成ＡＴＰ）。寡霉素是ＡＴＰ合酶抑制剂，加

入后，ＯＣＲ降低值代表机体用于ＡＴＰ合成的耗氧

量，间接反映细胞此时的ＡＴＰ产量。实验中发现，

ＲＯＣＫ１过表达不仅增加细胞的基础呼吸，而且增加

细胞ＡＴＰ的产生，但这种ＡＴＰ的增加以缩短细胞

寿命为代价（Ｓｅａｈｏｒｓｅ检测结束后发现ＲＯＣＫ１过

表达组的细胞大量死亡）。ＦＣＣＰ是一种线粒体电

子呼吸链解偶联剂，其作为一种质子载体，可以使大

量质子回流，大量耗氧，但这种质子回流不能产生

ＡＴＰ。加入ＦＣＣＰ后ＯＣＲ的增加值代表线粒体的

最大耗氧能力，间接反映最大的呼吸能力，而其与基

础呼吸的差值代表细胞的呼吸潜力。本实验中，

ＲＯＣＫ１过表达组细胞最大呼吸能力增加。最后加

入的抗霉素Ａ，其作为呼吸链抑制剂，完全阻止线粒

·７３７·
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体耗氧。因此，结合Ｓｅａｈｏｒｓｅ结果，可认为ＲＯＣＫ１

过表达能够导致细胞基础呼吸、最大呼吸及ＡＴＰ的

产生增加，但在一定程度上，这种高代谢的呼吸消耗

加速了细胞的死亡。为进一步验证实验结果，我们

对各组细胞线粒体进行形态和功能的特异性染色，

结果表明，ＲＯＣＫ１过表达后细胞线粒体裂变增加，

呈现碎片化，线粒体大小频数分布左移。

法舒地尔作为ＲＯＣＫ１抑制剂，目前临床上用

于改善心脑血管循环，但并没有应用于改善肌肉萎

缩的报道。我们的研究结果显示，法舒地尔可在一

定程度上改善ＲＯＣＫ１过表达后造成细胞高耗氧的

状态，且对细胞的基础呼吸无明显影响。同时，法舒

地尔减弱了ＲＯＣＫ１过表达对线粒体裂变所需ｐ

Ｄｒｐ１蛋白的表达的影响，也降低了肌肉萎缩相关蛋

白ＭｕＲＦ１和Ａｔｒｏｇｉｎ１蛋白的高表达。法舒地尔作

为目前已在临床应用的药物，给未来应用于临床治

疗肌肉萎缩提供了新的可能，但仍需要在动物实验

中进一步证实。
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