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大豆异黄酮对大鼠骨骼肌纤维组织

形态及肌收缩蛋白表达的影响
唐伊1#  谭金龙1#  罗启慧1,2  黄超1  刘文涛1,2  陈正礼1,2*

(1四川农业大学动物医学院, 动物疾病模型实验室, 成都 611130; 2四川农业大学预防兽医研究所, 成都 611130)

摘要      为了探究SIF对肌肉生长的影响, 我们用6周龄SD雄性大鼠作为实验对象, 运用苏

木精–伊红染色法、免疫组织化学法和实时荧光定量PCR法研究不同浓度大豆异黄酮(soybean 
isoflavone, SIF)作用下的雄性大鼠肌纤维形态学变化和α-肌动蛋白(α-actin)、肌球蛋白(myosin)及
其mRNA表达量的变化。苏木精–伊红染色结果显示, 中、高剂量组肌纤维直径极显著高于溶媒对

照组(P<0.01)。免疫组织化学结果显示, 中、高剂量组α-actin表达量极显著高于溶媒对照组(P<0.01); 
myosin表达量高剂量组极显著高于溶媒对照组(P<0.01), 中剂量组显著高于溶媒对照组(P<0.05)。
实时荧光定量PCR结果显示, 目的基因α-actin和myosin mRNA的表达量变化与蛋白表达基本一致。

以上结果表明, SIF能够通过促进α-actin和myosin蛋白及mRNA在肌肉中的表达, 使雄性大鼠肌纤维

增粗。可为大豆异黄酮改善肌肉收缩、促进骨骼肌纤维增粗提供理论指导和实验依据。

关键词       大豆异黄酮; 肌纤维; 肌动蛋白; 肌球蛋白

Study on Morphology of Skeletal Muscle Fiber and Expression of Muscle 
Shrinkage Protein in Rats after Treatment with Soybean Isoflavone
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Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China)

Abstract       To investigate the effect of SIF on muscle growth, they used 6-week-old SD male rats as test 
subjects. We used hematoxylin-eosin staining, immunohistochemistry, and Real-time fluorescence quantitative PCR 
to study morphological changes of myofibers and changes in the expression of α-actin, myosin and mRNA in male 
rats after treatment with different concentrations of soybean isoflavone. The results of the study showed that 
the muscle fiber diameters of the middle and high dose groups were significantly higher than those of the vehicle 
control group (P<0.01). Immunohistochemical results showed that the expression of α-actin was significantly higher 
in the medium and high dose groups than in the vehicle control group (P<0.01); the high dose group of myosin was 
significantly higher than the vehicle control group (P<0.01), and the middle dose group was significantly higher 
than the vehicle control group (P<0.05). The results of real-time fluorescence quantitative PCR showed that the 
expression levels of target gene α-actin and myosin mRNA were basically consistent with the protein expression. 中
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The results showed that soybean isoflavones could thicken the muscle fibers by promoting the expression of actin, 
myosin and their mRNA in muscle, which could provide theoretical guidance and experimental basis for soybean 
isoflavone to improve muscle contraction and promote skeletal muscle fiber thickening.

Keywords       soybean isoflavones; muscle fiber diameter; actin; myosin 

大豆异黄酮(soybean isoflavone, SIF)来源广泛, 在
大豆、葛根、小麦、黑米等常见食用植物中含量相

对较多[1] 。研究表明, SIF具有抗氧化、抗肿瘤、降

血脂、提高代谢以及增强免疫等功效[2-5]。SIF还可与

下丘脑和垂体等雌激素受体结合, 发挥其类雌激素作

用, 但对雌性作用不明显。前人研究表明, 大豆异黄

酮是一类具有较大治疗意义和营养学价值的生物活

性物质。

肌动蛋白(actin)和肌球蛋白(myosin)是两种主要

的骨骼肌收缩蛋白[6]。actin在真核细胞中含量极丰富, 
占肌细胞总蛋白含量的10%[7]。Vandekerckhove等[8]

的研究发现, actin有α、β、γ三种不同类型, 其中α-actin
只存在于肌肉细胞中, 与肌丝滑行直接相关[9]。α-actin
分子单体呈球形, 在聚合于细肌丝中, 组成细肌丝的

主干。myosin组装成肌原纤维的粗肌丝, 其表达与体

内激素、运动等有关[10]。肌肉蛋白含量改变反映了

肌肉张力等功能状态的变化, 减少标志着肌纤维的萎

缩和退变[11], 表现为肌肉无力、体积减小, 肌肉蛋白

含量增多则表示肌肉功能的改善。

研究显示, 异黄酮类植物雌激素能促进蛋白

质合成代谢加强, 使蛋白质总量积累显著增加, 表
现为肌纤维的营养性增粗, 从而对肌肉生长有积极

的促进作用[12-13]。目前关于SIF对肌肉相关的研究

较少, 本实验拟通过SIF对肌纤维直径和肌肉蛋白

表达量变化影响的研究, 从形态学、蛋白质及核酸

水平方向探究SIF对骨骼肌肌肉形态及肌肉收缩蛋

白表达的影响, 可为大豆异黄酮改善肌肉收缩功

能、促进骨骼肌纤维增粗提供理论指导和实验依

据。

1   材料与方法
1.1   实验动物及处理 

6周龄SD雄性大鼠20只, 由成都达硕实验动物

有限公司提供, 随机分为4组, 每组5只, 分别为溶媒

对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组。实验

中对动物的处置符合《关于善待实验动物的指导

性意见》。动物福利符合“美国国家卫生研究院实验

室动物饲养管理和使用指南(The National Institutes 
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animal)”的要求, 由四川农业大学伦理委员会批准。

溶媒对照组灌胃羧甲基纤维素钠, 高、中、低剂量组

灌胃不同浓度SIF, 即高(500 mg/kg)、中(250 mg/kg)、
低(50 mg/kg)剂量组[14]。每天下午灌胃1次, 灌胃试

验时间为30天。最后1次灌胃后禁食24 h, 腹腔注射

10%水合氯醛(0.4 mL/100 g), 置于冰上快速处死, 进
行解剖。取左前肢肱二头肌, 用生理盐水清洗后, 分
别放在多聚甲醛和液氮中保存备用。

1.2   主要试剂和仪器

α-actin和myosin家兔单克隆抗体、牛血清白蛋

白封闭液、山羊抗家兔IgG、即用型SABC-AP试剂

盒、二氨基联苯胺(DAB)棕色显色剂均购自武汉博

士德生物工程有限公司; SYBR Premix Ex Taq II(Tli 
RNaseH Plus)、RNAiso-Plus购自宝生物工程(大连)
有限公司。

实验所使用的仪器包括: RM2235手动轮转式

切片(Leica公司), BX41光学显微镜(Olympus公司); 
DS-Ril生物数码显微镜(Nikon公司), CFX96荧光定量 
PCR 仪(Bio-Rad公司)。
1.3   大鼠肌肉石蜡切片的制备

取经30天高、中、低不同SIF灌胃及对照组

大鼠左前肢肌肉组织置于4%多聚甲醛液中固定, 
经流水冲洗24 h, 常规脱水, 石蜡包埋, 石蜡标本

连续切片10片 , 切片厚5 μm, 裱片于多聚赖氨酸

包被的载玻片上, 于烘箱处理5 h。
1.4   苏木素–伊红染色法

每只大鼠肌肉切片取3张, 经脱蜡、复水后, 
进行常规苏木素–伊红染色, 封片, 镜检, 观察肌

肉组织细胞形态, 测量肌纤维直径。

1.5   SABC免疫组化染色法

每只大鼠肌肉切片取6张(每个蛋白3张), 用
SABC免疫组化染色法检测α-actin和myosin的表

达。切片按照常规步骤处理, 经抗原修复、封闭, 
进行抗体孵育, 加DAB显色, 镜下控制反应时间, 
蒸馏水终止反应, 脱水, 透明封片, 镜检。
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1.6   实时荧光定量PCR
内参基因β-actin及目的基因α-actin、myosin上

下游引物由宝生物工程(大连)有限公司合成(表1)。
提取大鼠肱二头肌组织总RNA进行反转录、

实时荧光定量PCR, 采用CFX96序列系统。总反应体

系为25 μL, 进行如下扩增: 95 °C预变性3 min; 95 °C变
性10 s, 58 °C退火30 s, 72 °C延伸10 s, 共进行40个
循环; 最后72 °C延伸10 min。待测样品分别以内参

基因(β-actin)作为对照, 每个样品3次重复, 以3次得

到的Ct值的平均值为最终测定结果。

1.7   软件分析

将制得的切片在光学显微镜400倍下拍照、观

察、记录, 用江苏捷达80l形态分析软件测量HE染色

结果, 每张片子随机选取3个视野, 每组3张, 测定视

野中全部肌纤维的长径和短径, 取其平均值作为肌

纤维直径。利用此软件对免疫组化结果进行分析, 
每张片子随机选取3个视野, 每组3张, 测定免疫组化

阳性反应的平均积分光密度值。比较各组大鼠骨

骼肌纤维直径和免疫组化阳性反应的积分光密

度值。mRNA基因相对表达水平用Livak等[14]建立

的2−ΔΔCt法计算, 公式为: ΔΔCt=试验组(Ct目的基因−Ct内
标基因)–对照组(Ct目的基因−Ct内标基因), 所有样品重复3次。

1.8   统计学分析

试验数据采用SPSS 17.0进行单因素方差分

析, 数据结果用平均值±标准差表示, P<0.05为差异

有统计学意义。

2   结果
2.1   SIF对大鼠肌纤维的影响

选取大鼠肱二头肌切片, 常规HE染色, 镜下观

察发现, 肌纤维为均染的粉红色, 横断面呈钝角多面

形。细胞核位于肌纤维周边, 各结构组织清晰规则, 

无可见病理组织学变化(图1)。测量及统计肌纤维直

径结果显示, 中、高剂量组极显著高于溶媒对照组

(P<0.01), 高剂量组显著高于低剂量组(P<0.05)(图
2)。结果表明, SIF能在一定程度上增大肌纤维直径, 
且中、高剂量效果显著。

2.2   SIF对大鼠骨骼肌α-actin和myosin分布的影响  
选取大鼠肌肉切片进行免疫组织化学染色, 阳

性反应显色为黄褐色或棕黑色, 分布于肌纤维胞质

内, 阴性对照未见阳性反应。肌纤维胞质内阳性区

域深染, 胞核无阳性反应, 表明α-actin和myosin均表

达于肌纤维胞质(图3和图4)。
对α-actin在肌肉中的平均积分光密度进行统

计, 结果显示: 中、高剂量组极显著高于溶媒对照组

(P<0.01); 高剂量组极显著高于低剂量组(P<0.01); 
中剂量组显著高于低剂量组(P<0.05)(图5)。统计

myosin在肌肉中的平均积分光密度, 结果显示: 高剂

量组极显著高于溶媒对照组和低剂量组(P<0.01); 
中剂量组显著高于溶媒对照组(P<0.05); 高剂量组

显著高于中剂量组(P<0.05)(图6)。统计结果表明, 
SIF显著增加了α-actin和myosin的分布, 且α-actin和
myosin的分布和SIF剂量呈正相关。

2.3   SIF对大鼠骨骼肌α-actin和myosin的mRNA
表达的影响

采用实时荧光定量PCR检测方法, 得到雄性大

鼠左前肢肌肉中α-actin和myosin的mRNA表达量, 结
果如图7和图8所示。中、高剂量组α-actin mRNA表

达量极显著高于溶媒对照组(P<0.01), 低剂量组显

著高于溶媒对照组(P<0.05)(图7); 高剂量组myosin 
mRNA表达量极显著高于溶媒对照组(P<0.01), 中剂

量组表达量显著高于溶媒对照组(P<0.05)(图8)。统

计结果表明, SIF能明显促进目的基因mRNA的表达, 
且mRNA的表达量和SIF剂量相关。

表1   实时荧光定量PCR引物序列

Table 1   The sequences of real-time fluorescence quantitative PCR primers
基因

Gene
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

产物长度(bp)
Product length (bp)

α-actin F: ATA TTC TGT CTG GAT CGG C
R: GCT TCG TCA TAC TCC TGT TT

87

myosin
F: TTT ACA GCC GCC TCT TCG
R: GCT GTT ATC CTC CAG TAT CTC AA 

128

β-actin
F: ACG GTC AGG TCA TCA CTA TCG
R: GGC ATA GAG GTC TTT ACG GAT G 

155
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A: 溶媒对照组; B: 低剂量组; C: 中剂量组; D: 高剂量组。*P<0.05, **P<0.01。
A: vehicle control group; B: low dose group; C: middle dose group; D: high dose group. *P<0.05, **P<0.01. 

图2   大鼠骨骼肌纤维直径对比

Fig.2   Skeletal muscle fiber diameter comparison
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A: 阴性对照组; B: 溶媒对照组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组。箭头表示阳性产物。

A: negative control group; B: vehicle control group; C: low dose group; D: middle dose group; E: high dose group. Arrows showed positive product.
图3   α-actin在大鼠骨骼肌纤维中分布的免疫组化染色图

Fig.3   The distribution of α-actin in skeletal muscle fiber of rats detected by IHC
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A: 溶媒对照组; B: 低剂量组; C: 中剂量组; D: 高剂量组。

A: vehicle control group; B: low dose group; C: middle dose group; D: high dose group.
图1   各组大鼠骨骼肌HE染色光镜图像

Fig.1   HE-stained light microscopy image of rats skeletal muscle 
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A: 阴性对照组; B: 溶媒对照组; C: 低剂量组; D: 中剂量组; E: 高剂量组。箭头表示阳性产物。

A: negative control group; B: vehicle control group; C: low dose group; D: middle dose group; E: high dose group. Arrows showed positive product.
图4   myosin在大鼠骨骼肌纤维中分布的免疫组化染色图

Fig.4   The IHC of myosin distributing in skeletal muscle fiber of rats
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A: 溶媒对照组; B: 低剂量组; C: 中剂量组; D: 高剂量组。*P<0.05, **P<0.01。
A: vehicle control group; B: low dose group; C: middle dose group; D: high dose group. *P<0.05, **P<0.01.

图5   α-actin平均积分光密度

Fig.5   The average integral optical density of α-actin  

A: 溶媒对照组; B: 低剂量组; C: 中剂量组; D: 高剂量组。*P<0.05, **P<0.01。
A: vehicle control group; B: low dose group; C: middle dose group; D: high dose group. *P<0.05, **P<0.01.

图6   myosin平均积分光密度

Fig.6   The average integral optical density of myosin 
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3   讨论
SIF含量占全大豆的0.2%~0.4%, 有类似雌激素

作用的活性功能, 已证实具有抗肿瘤、抗氧化、增

强免疫力等一系列保健、美容功效, 具有治疗意义

和营养学价值。SIF被国际上列为安全有效的天然

植物雌激素, 受到了越来越多的社会关注[16-17]。

骨骼肌是哺乳动物体内占比较大的肌肉, 并通

过肌肉收缩产生运动[18-20]。其中, 最为重要的α-肌动

蛋白和肌球蛋白在骨骼肌中参与并调控着肌肉的收

缩运动, α-肌动蛋白还是骨骼肌细丝的主要蛋白质

组分。肌球蛋白通过结合肌动蛋白产生肌肉收缩力, 
因此, 它对肌肉收缩以及运动和呼吸至关重要[21]。

陈晓林等[22]指出, SIF能调控生长轴和性腺轴的神

经–内分泌系统来促进动物生长, 对雄性具有明显促

进作用。有研究表明, SIF可提高血清睾酮水平, 睾
酮水平与机体的骨胳系统、肌肉增长及脂肪代谢均

密切相关, 可增加四肢骨骼肌肌量, 改善肌肉力量, 
增加瘦体质量[23-24]。瘦体质量的增加也可以加强肌

肉功能, 改善运动状态, SIF也可能是通过睾酮来发

挥促进肌肉发育的作用。这与马海田等[12]研究结果

相符。朱泽远等[25]指出, 连续饲喂一定量的SIF之后

骨骼肌总RNA含量增加, 其中mRNA量的增减在一

定程度上也反映了蛋白质合成的增加或减少[26]。本

实验结果中的α-actin、myosin在肌肉中分布增加, 
以及2种肌肉收缩蛋白的mRNA核酸水平的增加, 与

前人的报道一致。

肌肉质量的维持包含两个不同的方面, 一个涉

及由于肌原细胞引起的肌核增生在早期增殖和成

熟, 另一个涉及成熟阶段的肌纤维增粗[27]。本实验

结果中, 中、高剂量SIF组大鼠骨骼肌纤维直径显著

高于溶媒对照组, 表明中、高剂量组的SIF有促进骨

骼肌纤维增粗的作用, 从形态上使肌肉增大变粗。

本实验结果显示, α-actin、myosin表达均显著增加, 
这可能与加强肌肉收缩功能、改善运动状态密切相

关。深入研究SIF对骨骼肌肌纤维增粗的影响, 还需

要对早期肌原细胞的胞核增生、早期肌原细胞的增

殖与成熟、成熟肌纤维相关理化性质等方面做更全

面、更深入的检测。同时, SIF影响肌纤维生长发育

的具体机调控制还需进一步研究, 靶向研究单个因

子, 如睾酮或者生长轴的生长激素、IGF-1等在其中

的调控作用, 这可能是一个新方向。
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