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杜兴肌肉萎缩症（/JS>6::6 0J7SJOM9 1;789<=>;，

/*/）是一种伴 _ 染色体隐性遗传的致死性疾病，

在新生男孩中发病率为 "`- #%%，是儿童最常见的肌

肉萎缩症a"b。患者肌肉细胞膜严重受损，最终因膈肌

或心肌纤维化或坏死而过早死亡a!$&b。

糖皮质激素是目前临床上针对 /*/ 治疗使用

最为广泛的一种药物，但由于该药物不能从根本上

恢复 1;789<=>?: 蛋白的表达，因此治疗效果十分有

限a#$Db；并且该激素药物普遍存在生长抑制等多种不

良反应，使 /*/的治疗仍具有重大挑战a.b。A86=O?976:

是一种磷酸二胺吗啉代寡核苷酸（=><7=><9<1?M0?$

1M86 0<9=><O?:< <O?P<:JSOS<8?167，)*+），也是美国食

品药品监督管理局（4/N）最早批准的用来治疗 /*/

的药物a'$Cb。但 686=O?9766: 在临床使用时出现治疗效

果有限等问题，表明该治疗方法还需要更多的研究

来改进和完善，因此寻找一种安全的小分子药物能
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够使 !"# 在较低剂量下，有效提高外显子跳读效率

以及肌肉组织中 $%&'()*+,-蛋白的表达，被认为具有

巨大的临床价值。同时有报道称，./'+,)012-,-34567、

82-'()93-3

4::7等一些化学药物能够提高 8;8 模型鼠

!;# 的跳读效果，对 !;# 在 8;8 的治疗中起到显

著的促进作用；并且本课题组前期发现，己糖和氨

基酸等一些营养物也能够对 8;8 的外显子跳读疗

法有明显的促进作用4:<=:>7；而 ? 族维生素作为人体

内正常生命活动所必须的辅酶，是机体所必须的营

养物质 4:@7。为探究其是否能够作为辅剂来增强!;A

的治疗效果，笔者在 8;8 模型 B$C 小鼠开展筛选

和系统测试。

! !"#$%

:D: !"#$% 所有维生素药物购自 E,0B2 公

司，#FGFH 冷冻包埋剂购自 E2I1(2 公司，?(2$J)($ 试

剂购自上海生工公司，$%&'()*+,- 抗体购自 KLM2B

公司，伊红和苏木素染色试剂购自北京中杉金桥公

司，山羊血清（NOE）和胎牛血清（P?E）购于 Q-R,'()03-

公司，含 8K!Q 荧光封片剂购自北京中杉金桥公

司。E!P 级GST?UV. 小鼠购自北京维通利华公司4合

格证号：:::<S::W::66@:W.；许可证号：EGXY（京）

<6:TZ666S7；B$C 小鼠自行繁殖于天津医科大学动

物中心 E!P 级实验室。

:F< &'

:F<F: 小鼠分组及给药 对于局部注射实验，<T 只

同年龄的 B$C 小鼠通过简单随机抽样分成 W 组：

!;A 生理盐水组和 !;A 联合 [ 种维生素实验组，

每组 > 只，< !0 的 !"A 添加到生理盐水或其他维

生素溶液（S\）中，制成 @6 !U 体积的注射液，注射

到各组 B$C 小鼠的胫骨前肌中，< 周后收样，E29,-3

表示 !"A 生理盐水组，其他为不同维生素与 !"A

混合治疗的实验组。对于系统注射实验，. 只同年龄

的 B$C 小鼠通过简单随机抽样分成两组：!"A 生理

盐水组和 !"A联合维生素 ?:<组，每组 >只，将 !"A

剂量改成 <S B0]I0 添加到生理盐水和 S\ ?:< 溶

液中，制成 :<6 !U 体积的注射液通过尾静脉进行

注射，每周 : 次，注射 > 次，最后 : 次注射后 < 周收

样。!;#/E 组表示 !;# 生理盐水组，!;#/?:< 表

示 !;# 与维生素 ?:< 混合治疗的实验组，GST 表

示野生型的阳性对照，B$C 组表示不给药的空白对

照，且所有实验的 GST 和 B$C 小鼠都是年龄匹配的

小鼠。

:F<F< 组织蛋白提取和浓度测定 动物处死后取

出肌肉组织，用 #FGFH 包埋放入液氮冰冻，用冷冻切

片机切成组织碎片收集到 ^! 管中，加入W6 !U 组织

裂解液（WS\ 9%&,& L1JJ3(_S\ "/B3(M2*')3'+2-)9）在冰

上裂解 >6 B,-，随后 :> 666!!（"`@6 MB）离心 :6 B,-，

取上清即为蛋白样品。蛋白浓度测定使用 ?(2$J)($

法进行测定，取稀释 :66 倍的蛋白样品和 S 个不同

浓度梯度的蛋白标准品与 <S6 !U 的 ?(2$J)($ 溶液

混合，用酶标仪测量各溶液在 SWS -B 处的吸光值，

通过标准曲线法计算出不同样品的蛋白浓度。

:F<F> a3&'3(- 印迹检测特异性蛋白表达水平 配

制浓度为 .\的 E8E/!KO^ 凝胶，实验组以及阴性

对照 B$C 组的每个蛋白样品取 S6 !0 进行上样，阳

性对照 GST 组根据标注的百分比乘以 S6 !0 进行

不同量的上样（<\ GST 即上样 : !0、S\ GST 即上

样 <FS !0、.\ GST即上样 > !0、[\ GST 即上样 @ !0、

:6\ GST 即上样 S !0），[6 b 恒压下电泳 >6 B,- 后

调至 :<6 b 恒压电泳 > +，通过 ::6 BK 的恒流过夜

将凝胶上的蛋白转到 !b8P 膜上，随后用 S\脱脂

牛奶封闭 @ +，加入一抗孵育过夜，再用牛奶洗 > 次，

每次 :6 B,-，立即用二抗进行孵育，再用 !?EH 洗

>次，每次 :S B,-，洗完后加上发光液（K液：?液`:c:），

在暗室进行压片曝光。每个样品中 $%&'()*+,- 蛋白

表达水平通过 QB203 d 软件得出灰度值与对照的百

分比 GST 样品灰度值进行对比定量，计算出样品中

$%&'()*+,- 蛋白的含量。

:F<F@ 组织中 $%&'()*+,- 蛋白免疫荧光染色 选择

冷冻切片机切出厚度为 [ !B 的组织切片，放室温

平衡，随后用油性笔圈出组织在玻片上的范围，放

入干净的 !?E 中浸泡 :6 B,-，取出滴入封闭液

（<6\ NOE、<6\P?E 和 .6\!?E）室温封闭 :FS +，去

除封闭液后滴加 $%&'()*+,- 一抗，室温孵育 :FS +，

!?E 洗 > 次，滴加荧光二抗，室温孵育 : +，!?E 洗 >

次后滴加含有 8K!Q 的封片剂封片并避光晾干。

:F<FS 肌肉组织 e^ 染色 选择冷冻切片机切出的

[ !B 厚的组织切片，放室温平衡，随后放入干净的

!?E 中浸泡 :6 B,-，取出进行梯度水化（无水乙醇!

WS\乙醇![S\乙醇!T6\乙醇各浸泡 S B,-），浸

入蒸馏水 :S &，取出浸泡到苏木素染液中 :> B,-，

用蒸馏水洗去玻片背景，浸入伊红染液染色 : B,-，

同样用蒸馏水洗去背景后进行梯度脱水（T6\乙醇!

[S\乙醇!WS\乙醇!无水乙醇分别 :S &、>6 &、

: B,-、> B,-），随后浸入二甲苯中通透 S":6 B,-，

最后用中性树脂进行封片。

:F> ()*+, 使用 K$)L3 *+)')&+)*、K$)L3 ,9#

91&'(2')( 和 QB203 d 软件对图片和数据进行处理和

分析，使用 E!EE<6F6 进行统计分析，符合正态分布

的计量数据通过 !"#表示，各组间比较采用 #检验进

宋军，等F? 族维生素对肌肉萎缩小鼠 !;A 运输效率的影响!
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行分析，!!!"!#为差异具有统计学意义。

! !"

$"% !"#$%&'( & )*+,-./01

2 首先通过组织免疫荧光染色检测肌肉组织中

'()*+,-./0阳性肌纤维的数量和分布情况，结果显示：

与 123 生理盐水组相比，123 与维生素 &$、&4、

56170*.80,9、&: 和 &%$ 混合能显著提高 '()*+,-./0

阳性肌纤维的恢复数量（图 %;），其中维生素 &%$

混合治疗组 '()*+,-./0 阳性肌纤维数量最多，达到

了 <:"4=（">?"!%#，!!!"!%，图 %&）。

$"$ @8)*8+0 345( & )*+,-./01

2 123 与维生素 &$、&4、56170*.80,9 和 &%$ 混

合能显著提高 '()*+,-./0 蛋白的表达水平（图 $;），

通过计算各组灰度值与对应的 $= A#B（% !C）、#=

A#B（$"# !C）、?= A#B（< !C）、%!= A#B（# !C）

灰度值对比定量，结果显示，维生素 &%$ 混合治

疗组表达水平最高，达到了 %!"#=（">#"$!B，!!!"!#，

图 $&）。

$"4 !"#$%&5(*+, &%$ 6 123 789

:;<= 相比于 123 生理盐水组 &%$ 治疗组胫

骨前肌和股四头肌组织中 '()*+,-./0 阳性肌纤维数

量明显增多（图 4）。

$"< @8)*8+0 34'(*+, &%$ 6 123 78:

;<= 同样选择小鼠肌肉组织蛋白检测 '()"

*+,-./0 蛋白表达水平，结果显示，&%$ 治疗后蛋白

表达水平有所提高（图 <;），而通过计算各组灰度值

与对应的 $= A#B（% !C）、#= A#B（$"# !C）、D= A#B

（4 !C）、%!= A#B（# !C）灰度值对比定量，结果发现

辅助添加 &%$联合治疗后胫骨前肌（">:"D4%，!!!"!%）

注：;：免疫荧光染色检测 '()*+,-./0 阳性肌纤维（红色）区域，

蓝色为细胞核；&：对 '()*+,-./0 阳性区域定量比较，与 123 生理盐

水组相比，E!!!"!#，FF!!!"!%；123G 磷酸二胺吗啉代寡核苷酸

# " $%&'()*+,-./01 #$% 2 &'( 345678

9:;<="))!>

*+, " -./01 2/3445 .6 7+80&+52 9+8: #$% +5 &'( &+/4 ;< +&"

&=5.61=.342/45/4="))!>
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和股四头肌（!!"#$%&，"!'#()）*+,-./0123 蛋白表达水

平得到了显著的提高（图 45）。

67% 89:;5)6! <*="#$%&'()* 89:;

5)6 联合治疗组没有出现肌肉的不良反应（图 %）。
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注：C：KL,-L.3 印迹检测治疗后各肌肉组织中*+,-./0123蛋白表达水平，!;IJ-2323为内参蛋白；5：对 *+,-./0123蛋白表达水平定量比较，与 89:

生理盐水组相比，MN"!'7')；89:：磷酸二胺吗啉代寡核苷酸；BC：胫骨前肌；D：股四头肌；E：腓肠肌；B：肱三头肌；F：膈肌；C：腹壁肌
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F9F 是一种常见的遗传性肌肉萎缩症，患病儿

童在少年时便开始发病，并随着年龄增加，症状不

断加重，到青少年时便失去独自行动能力，最终由

于膈肌或心肌病变导致呼吸衰竭或心脏功能受损

而过早死亡，患者平均寿命只有 6) 岁P)，)%Q。而本研究

所使用的 F9F 模型小鼠 <*= 是其 *+,-./0123 基因

外显子 6R 发生点突变，形成终止密码子，使蛋白

不能正常表达，与疾病的发病机制相同，因此这种

模型小鼠在一定程度上很好的体现了 F9F 的一

些病症PG>;GAQ。

近年来关于 F9F 的治疗也取得了一定的进

展，SFC 批准上市了多款外显子跳读疗法的反义寡

核苷酸药物PG";GTQ。尽管如此，但在临床使用时发现核

酸药物存在着难以解决的如用药量大、靶向性差及

系统运输效率低等问题，前期的报道称 FI3-./UL3L

PGGQ、

己糖ES

PG6，6'Q以及 VU+J23L 等PGRQ小分子分别通过影响剪

接频率、能量供给以及组织新生角度去促进反义寡

核苷酸药物引起的外显子跳读，都取得了较好的治

疗效果，但现有的这些小分子辅剂对 F9F 患者心

脏功能的改善效果非常有限。因此笔者通过动物模

型对生活中常见的营养分子维生素进行筛选。

本研究首先在局部筛选过程中使用 89: 与不

同维生素混合进行治疗，以单独的 89: 治疗效果

为基准，评价维生素带来的促进效果，结果发现，维

生素 5G6 能将 *+,-./0123 蛋白恢复水平从 %W作用

提高到接近 G6?，展现出了巨大的潜力。在随后的

系统治疗中，维生素 5G6 作为营养补充剂单独治疗

C 5

G'' "<

宋军，等75 族维生素对肌肉萎缩小鼠 89: 运输效率的影响!
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并不能显示出对 !"#$%&'()*蛋白的恢复，这与 +,$-.&/

01*.*2

3456和 /7"89*: 等3;<6小分子辅剂类似，因此在系

统治疗中未设置单独维生素 =;> 实验组，但通过与

?@A 生理盐水组进行比较，发现维生素 =;> 联合

治疗能够显著提高 ?@A 在胫骨前肌和股四头肌上

的治疗效果，但治疗效果主要体现在占比较大的骨

骼肌上面，推测维生素 =;> 在通过尾静脉注射进入

循环系统后，很快随血流进行全身系统的分布，

但由于脂溶性较差很难在组织内部进行停留，快速

被机体清除出去3>;,>>6。因此针对占比较大的骨骼肌

更能受到维生素带来的影响，这也导致 ?@A 的治疗

效果在大多数的肌肉组织非常有限，因此后续改变

维生素 =;> 的给药途径，例如口服给药或者给药频

率改成每日补充，可能会显著提高维生素 =;> 的

治疗效果。同时通过 BC 染色检测肌肉组织病理情

况发现，维生素 ?@A, =;> 联合治疗在提高原有的

?@A 治疗效果的同时，并未检测到肌肉的损伤，推

测是由于水溶性维生素不会在体内进行蓄积，会被

快速清除，因此避免了因为频繁给药而带来一定的

不良反应在后续研究中，将会在 DEF小鼠上对 ?@A

联合维生素 =;> 进行一个长期的系统治疗，进一步

探究维生素 =;> 对 ?@A 治疗的促进作用，为 G@G

的临床治疗提供新的治疗手段。
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