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·论著·
（实验研究）

1 前言
骨骼肌卫星细胞 （skeletal muscle satellite cells） 位于肌膜

（plasmalemma） 和基底膜 （basal lamina） 之间， 通常处于静息
状态， 是具有增殖和分化潜力的生肌干细胞。 骨骼肌对运动训

练、 应力负荷的适应性及损伤后的修复很大程度上依赖于骨骼

肌卫星细胞的增殖， 卫星细胞被激活后， 持续增殖、 分化， 并

最终与损伤的肌纤维融合或在损伤部位生成新的肌纤维 ［1-3］。 但

目前卫星细胞激活的机制并不是很清楚， Allen 等 ［4］ 认为这可

能是因为运动训练造成了骨骼肌的损伤， 从而启动了肌细胞的

再生过程。 骨骼肌损伤后引起炎症反应， 如中性粒细胞核和巨

机械生长因子对骨骼肌卫星细胞增殖及

MGF mRNA表达的影响

史仍飞 1， 刘子青 2， 袁海平 1， 王顺利 1， 魏安奎 1， 张平 1

（1上海体育学院 运动科学学院， 上海 200438； 2上海市杨浦区中心医院 康复医学科， 上海 200090）

【摘要】 目的 骨骼肌卫星细胞是肌源性干细胞 ， 该细胞的增殖受一系列生长因子的影响 。 而机械生长因子 （mechano
growth factor， MGF） 是近年来发现的一种对力学信号敏感的自分泌局部生长因子， 可以激活肌卫星细胞的增殖。 本研究采用不
同浓度的 MGF 干预体外培养的骨骼肌卫星细胞， 探讨促进卫星细胞增殖的适宜浓度。 方法 用Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶两步酶消化
法分离骨骼肌卫星细胞， 待细胞同步化后， 分别应用不同浓度的 MGF （0 ng ／ ml、 25 ng ／ ml、 50 ng ／ ml、 100 ng ／ ml 和 150 ng ／ ml）
干预原代培养的骨骼肌卫星细胞 96 小时， 采用 RT－PCR 技术检测肌卫星细胞 MGF mRNA 的表达， 用 CCK－8 检测卫星细胞的
增殖情况， 并检测细胞总蛋白含量。 结果 与 0 ng ／ ml MGF 组相比， 25 ng ／ ml 和 50 ng ／ ml 组 OD 值在各时间点均显著性增加，
其中 25 ng ／ ml 组在 24 h 至 96 h 内 OD 值具有高度显著性 （P ＜0．01）， 50 ng ／ ml 组在 24 h 至 72 h 内也有高度显著性的增加 （P ＜
0．01）； 25 ng ／ ml 和 50 ng ／ ml 组 MGF mRNA 的表达量均显著高于对照组 （P ＜0．05）， 其它组的表达与对照组无显著性差异。 总蛋
白含量也显示， 与 0 ng ／ ml MGF 组相比， 25 ng ／ ml 和 50 ng ／ ml 组均有显著性升高 （P ＜0．05）。 结论 适宜浓度的 MGF 具有促进
肌卫星细胞增殖的作用， 其中浓度为 25 ng ／ ml 和 50 ng ／ ml 时具有较强的促增殖作用， 但有一定的时间差异。
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[Abstract] Objective Mechano Growth Factor (MGF) is one kind of autocrine growth factor sensitive to mechanical stimulus. It

plays a significant role between mechanical stimulation and gene expression by activating satellite cell proliferation. The purpose of the study
is to investigate the effects of supplements of MGF on the proliferation of skeletal muscle satellite cells. Methods Satellite cells were isolated
from SD rat hind limb muscles with two-steps enzyme digestion. After cell synchronization, skeletal muscle satellite cells cultured for 96
hours, and different concentrations of MGF (0 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml and 150 ng/ml) were added to culture medium,
respectively. The proliferation of satellite cells and the total protein content were detected. Total RNA was extracted from the cells samples
and RT-PCR detection was used to evaluate mRNA MGF relative expression. Results Compared with 0 ng/ml MGF, OD values in 25 ng/ml
and 50 ng/ml group were significantly increased at each time point (P <0.05), From 24 h to 96 h, OD value in 25 ng/ml group was highly
significant (P <0.01), and OD value in 50 ng/ml group was also a highly significant increase at 24 h to 72 h (P <0.01); Compared with the
control group, the expression of MGF mRNA in 25 ng/ml and 50 ng/ml groups were significantly increased (P <0.05), but other treatment
groups have no significant difference (P >0.05); the total protein content in 25 ng/ml and 50 ng/ml group were significantly increased
compared with 0 ng/ml group (P <0.05). Conclusion The appropriate concentration of MGF has role in promoting muscle satellite cell
proliferation, between 25 ng/ml and 50 ng/ml concentration have a strong effect on the proliferation, but difference in time course.
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上游序列 下游序列

MGF 5′-GGAGGCTGGAGAACTGTGCT -3′ 5′-TCCTTTGCAGCTTCCTTTTCTTG-3′

GAPDH 5′-GGCAGCCCAGAACATCATCC -3′ 5′-GCCAGCCCCAGCATCAAAG -3′

噬细胞， 浸入损伤部位， 炎症细胞或损伤的肌组织会释放细胞

因子， 如 HGF、 IGF 等调节肌卫星细胞的增殖和分化 ［5， 12］。

在众多的研究中， 普遍认为 IGF－1 在骨骼肌的肥大过程中发挥
重要的调节作用， IGF－1 可以促进离体培养的骨骼肌卫星细胞
的增殖和分化， Charge 等 ［6］ 在在体的动物模型中也证实了以

上结论。

Goldspink 等 ［7］ 研究发现 IGF－1 的一种异构体， 并证明其
对力学刺激十分敏感， 尤其在运动训练和骨骼肌损伤后显著上

调， 故命名为力生长因子 （Mechano growth factor， MGF）。 研
究发现 MGF 可以激活卫星细胞、 促进细胞增殖。 如 Hill 等 ［8］

通过在体转染实验发现， 采用 MGF 干预的两周内肌肉质量增
加 20％， 肌纤维直径增加 25％。 目前已有实验室进行人工

MGF 的合成 ［9］， 但对于促进肌卫星细胞增殖的 MGF 剂量和机
制仍不是很明确。 离体培养的骨骼肌卫星细胞是深入探讨骨骼

肌细胞的再生及其机制的重要方法。 故此， 本研究以体外培养

的骨骼肌卫星细胞为研究对象， 在其生长过程中采用不同剂量

的 MGF 干预， 探讨对骨骼肌卫星细胞增殖能力的影响。

2 材料与方法
2.1 试剂与仪器
2.1.1 试剂

DMEM 培养液 （Gibco） ； 马血清 （Gibco） ； 胎牛血清
（Gibco）； 胰蛋白酶 （碧云天）； Ⅱ型胶原酶 （Sigma）； 青霉素
G 钠和链霉素 （上海生工 ）； MGF （上海吉尔生物 ）； CCK－8
（日本同仁化学 ）； 结蛋白抗体 、 ABC 试剂盒 （Santa Cruz）；
TRIzol （ Invitrogene 公司 ） ； RT－PCR 试剂盒 （Fermentas 公
司）； Revert Aid First Strand cDNA kit （Fermentas 公司）。
2.2.2 主要仪器

Leica 倒置显微镜； CO2细胞培养箱 （Thermo 公司）； 超净
工作台 （江南净化设备公司）； ML－902 恒温磁力搅拌器 （上海

科学仪器有限公司）； Anke IDL－50B 低速台式离心机 （上海安

亭科学仪器有限公司）； EC 135－90 型电泳仪、 凝胶成像系统
GIS－2008、 Eppendorf AG RT－PCR 仪。
2.2 实验方法
2.2.1 骨骼肌卫星细胞的原代培养
雄性 1 月龄 SD 大鼠， 在无菌条件下取腓肠肌及背部肌肉，

去除筋膜、 血管、 神经及其他结缔组织， 冰上充分剪碎。 加入

0．1％的Ⅱ型胶原酶 37 ℃消化 1 h， 1 500 RPM 离心 10 min， 去
上清。 再用 0．25％胰酶 37 ℃消化 30 min； 加入适量胎牛血清
终止消化， 1 500 RPM 离心 10 min， 弃上清。 加入培养液， 分
别通过 100 目、 200 目及 400 目细胞筛过滤。 采用两次差速贴
壁法分离大鼠骨骼肌卫星细胞。 种植于多聚赖氨酸包被的培养

瓶中， 37 ℃， 5％ CO2培养箱培养
［17-18， 20］。

2.2.2 实验方案
取第 2 代卫星细胞， 调整细胞密度， 种植于 96 孔板和 6

孔板中。 待细胞贴壁后， 用不含牛血清 DMEM 培养液同步化
24 h 后， 在 96 孔板中分别加入终末浓度 0 ng ／ ml、 25 ng ／ ml、
50 ng ／ ml、 100 ng ／ ml 和 150 ng ／ ml 的 MGF。 每 24 h 后检测不
同剂量 MGF 对肌卫星细胞的增殖效果， 共 4 天。 同样取 6 孔

板中的细胞分为 5 组， 加入相应浓度的 MGF 培养， 实验结束
后提取细胞总蛋白待测。

2.2．3 细胞增殖测试
同步化处理后， 用 CCK－8 测定 24 h、 48 h、 72 h 和 96 h

细胞增殖情况。 操作方法如下： 吸除培养板中的培养液， 每孔

加入 20 μl CCK－8 试剂， 再加入 200 μl PBS， 混匀， 培养箱孵
育 1 h， 用 BIORAD 酶标仪 450 nm 测定各孔 OD 值 。 鉴于

CCK－8 对细胞无损伤， 可在原培养板中加入培养液继续培养。
2.2．4 细胞总蛋白提取及测定
实验结束时， 吸除六孔板中的培养液， 用 PBS 清洗 5 次；

每空直接加入细胞裂解液 80 μl （上海康城生物）， 其中每 1 ml
裂解液 5 μl 的磷酸酶抑制剂、 蛋白酶抑制剂和 PMSF （上海康

成生物）， 冰上孵育 30min 后用细胞刮刮除。 4 ℃， 12 000 RPM
离心 10 min 中， 取上清。 －20 ℃保存待用。 用 BCA 法测定总
蛋白含量， 参照试剂盒操作说明。

2.2．5 RT－PCR
总 RNA 抽提， 每孔细胞加 1 ml Trizol 充分吹打； 加 200 μl

氯仿， 充分混匀， 12 000 g 离心 7 min； 取上清， 至 1．5 ml Ep-
pendorf 管， 加 500 μl 异丙醇， 混匀， 12 000 g 离心 18 min； 弃
上清， 用 75％乙醇 1 ml 冲洗， 高速离心 5 min； 弃上清， RNA
沉淀于空气中干燥 2 ~ 3 min； 将干燥后的 RNA 溶解于 DEPC
处理水中。

逆转录： 所用总 RNA 量 5 μg， 反应总体积为 20 μl 体系。
PCR 扩增： PCR 反应体系总体积为 20 μl； PCR 反应条件：

预变性： 94℃ 4 min， 变性： 94℃ 30 s， 退火： 55℃ 45 s， 延伸：
72 ℃ 1 min， 72 ℃ 10 min， 共 36 个循环 。 PCR 扩增产物 ： 取
PCR 产物 15 μl， 用 1.5% 琼脂糖凝胶进行电泳分析， 将扩增产
物与 Marker 同时上样， 溴化乙锭染色。 100 V 电泳 30 min， 在
凝胶成像系统上观察结果并拍照， 应用 ImagerTM 2200 分析软件
系统进行检测各组标本的 OD 值。 对同一标本， 将检测基因的
检测值除以 GAPDH 的检测值， 即为该标本基因的相对表达量。
表 1 大鼠骨骼肌卫星细胞 MGF 和 GAPDH 引物序列

2.3 统计学处理
统计学处理采用 SPSS 13．0 统计软件， Sigma Plot 进行图像

绘制。 实验结果采用单因素方差分析 （one-way ANOVA）， 以 P
<0.05 为差异有显著性， P <0.01 为差异有高度显著性。

3 结果
3.1 骨骼肌卫星细胞形态、 成活率及纯度鉴定
刚分离出来的卫星细胞分散于培养瓶底部， 细胞为圆形，

细胞折光性强。 24 h 后大部分细胞贴壁， 48 h 后贴壁完全， 镜
下观察， 贴壁细胞形状不规则， 可见大小突起 （图 1-a）； 4 d
后， 细胞之间可见突起连接， 细胞呈扁梭形， 细胞密度增加

（图 1-b）。 6 d 后细胞之间相互产生连接， 部分细胞分化为肌管
（图 1-d）。

·19·



2012年 1月第 19卷第 1期

组别 0ng/ml 25ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 150ng/ml

蛋白量 12.38±0.29 14.27±0.20** 13.66±0.40* 12.43±0.59 12.52±2.18

注： 与 0 ng 组相比， **P <0.01， *P <0.05

3.2 骨骼肌卫星细胞增殖情况

图 2 不同浓度的 MGF 在不同时间点对骨骼肌卫星细胞

增殖情况的影响

＃＃ 与 50 ng/ml 组的 0 h 相比 P <0.01； * 与 25 ng/ml 组的 0 h 相比 P <

0.05； ** 与 25 ng/ml 组的 0 h 相比 P <0.01

与对照组相比， 25 ng/ml 组和 50 ng/ml 组在一定时间范围
内促进骨骼肌卫星细胞的增殖， 尤其是 25 ng/ml 组在 24 h 到
96 h 内显著促进细胞增殖 （P <0.01）。 50 ng/ml 在 24 h 到 72 h
内显著促进细胞增殖 （P <0.01）。 而 100 ng/ml 和 150 ng/ml 组
没有显著差异， 且结果也显示 100 ng/ml 组在 24 h 到 96 h 有抑
制卫星细胞增殖的趋势。

从检测的不同时间来看， 与 0 h 相比， 第 24 h 阶段仅 25
ng/ml 组细胞增殖有高度显著性差异 （P <0.01）； 第 48 h 和 72
h 阶段， 25 ng/ml 和 50 ng/ml 组均与 0 h 相比具有高度显著性
差异差异 （P <0.01）； 特别是在 72 h 时， 两组的 OD 值均达到
最高。 在 96 h 时， 25 ng/ml 组与 0 h 时相比显著性具有差异
（P <0.05）， 其他组无差异。

3.3 不同浓度 MGF 刺激骨骼肌卫星细胞的总蛋白含量的影响
骨骼肌卫星细胞 BCA 测定结果显示， 25 ng/ml 组总蛋白含

量显著高于对照组 （P <0.01）； 50 ng/ml 组与对照组相比差异
具有显著性 （P <0.01）， 与细胞增殖结果相一致。 见表 2。

表 2 各组骨骼肌卫星细胞总蛋白含量

3.4 不同浓度 MGF 刺激骨骼肌卫星细胞 MGF mRNA 相对表
达量的影响

本实验采用 RT-PCR 方法， 以 GADPH 为内参， 根据表 3
数据和图 3 电泳条带结果分析， 各刺激组细胞 MGF mRNA 的
相对表达情况。 与 0 ng/ml 的对照组相比， 25 ng/ml 和 50 ng/ml
的 MGF 干预均显著促进了 MGF mRNA 的表达 （P <0.05）， 而
高浓度的 MGF 并没有达到更不明理想的效果， 表明 MGF 在一
定浓度范围发挥作用。

表 3 不同浓度 MGF 干预对 MGF mRNA 相对表达量

（与 GAPDH 比值） 的影响

4 分析与讨论
4.1 骨骼肌卫星细胞原代培养
骨骼肌卫星细胞的体外培养及生长特点对于深入探讨骨骼

肌细胞的再生及修复具有重要的意义。 文献资料表明在不同年

龄、 不同肌肉类型中骨骼肌卫星细胞含量及增殖能力不同， 一

般来说骨骼肌卫星细胞的含量与年龄成反比 ［19-20］。 鉴于此， 本

实验中所选取 4 周幼龄的大鼠为取材对象。
在骨骼肌卫星细胞的分离提取方面， 酶消化法是常用的分

离方法。 胶原酶对胶原和肌纤维有很好的分离作用， 能够分离

单根肌纤维， 起到分离肌束作用， 但难分离肌束上的卫星细

胞。 胰蛋白酶则能使骨骼肌的卫星细胞从基底膜与肌膜之间释

放出来 ［10］。 本实验用Ⅱ型胶原酶和胰酶两步消化法分离骨骼

肌卫星细胞。 分离的骨骼肌卫星细胞中混杂有其他杂质细胞，

如红细胞和成纤维细胞等， 可通过换液除去。 成纤维细胞与骨

骼肌卫星细胞在形态上不易区别， 但其体外贴壁和增殖速度

快， 常用差速贴壁法去除成纤维细胞。 因卫星细胞一般不易贴

壁， 采用多聚赖氨酸包被培养瓶方法促进卫星细胞尽快贴壁。

4.2 机械生长因子促卫星细胞增殖的探讨
骨骼肌卫星细胞的激活及增长过程受多种因素的调节 ，

图 1-a： 2d 图 1-b： 4d

图 1-c： 5d 图 1-d： 6d

图 1 培养不同时间的骨骼肌卫星细胞图片 （10×）

组别 机械生长因子 mRNA相对表达量

0ng/ml 0.845±0.064

25ng/ml 1.098±0.179 **

50ng/ml 0.973±0.087*

100ng/ml 0.861±0.075

150ng/ml 0.837±0.168

注： *与 control 相比 P <0.05； **与 control 相比 P <0.01

图 3 各实验组 MGF mRNA 和 GAPDH mRNA 凝胶电泳图谱
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IGF－1 已被证实在骨骼肌的肥大过程中发挥重要的调节作用，
可以促进离体培养的骨骼肌卫星细胞的增殖和分化。 Goldspink
等 ［7］ 研究发现肌肉受到刺激后 IGF－1 首先剪切表达为 MGF，
MGF 是唯一在运动训练和肌肉损伤后显著上调的因子。 研究也
发现， MGF 可以激活卫星细胞、 促进成肌细胞增殖， 维持局部
骨骼肌组织的质量和促进损伤组织的修复 ［11-12］。

目前关于外源性生长因子对骨骼肌卫星细胞增殖的实验研

究并不多， 且主要是 IGF－1 对细胞增殖的研究， 如李刚等 ［13］

在用 IGF－1 对大鼠骨骼肌卫星细胞的研究中发现， 50 ng ／ ml 和
100 ng ／ ml 两个浓度对肌卫星细胞的增殖效果明显 。 而有关

MGF 的促增殖研究方面 ， 现有的研究认为 20 ~ 50 ng ／ ml 的
MGF 对卫星细胞的增殖作用最明显 ［13， 15］。 鉴于此， 本研究分

别采用含 MGF 浓度为 25 ng ／ ml、 50 ng ／ ml、 100 ng ／ ml 和 150
ng ／ ml 培养液干预肌卫星细胞。 结果发现 25 ng ／ ml 和 50 ng ／ ml
两个浓度的 MGF 在一定时间范围内能促进骨骼肌卫星细胞的
增殖， 尤其是 25 ng ／ ml 在 24 h 到 96 h 内能显著促进细胞增殖
（P ＜0．01）， 且在 72 h 时 OD 值达到峰值。 50 ng ／ ml 在 24 h 到
72 h 内能显著促进细胞增殖 （P ＜0．01）， 同样也是在 72 h 时
OD 值达到峰值。 而 100 ng ／ ml 和 150 ng ／ ml 对卫星细胞增殖效
果没有明显的促进作用。 同时， 在各组细胞总蛋白含量测定中

发现， 25 ng ／ ml 组总蛋白含量显著高于对照组 （P ＜0．01）； 50
ng ／ ml 组与对照组相比差异具有显著性 （P ＜0．01）。 与细胞增
殖结果相一致。 为进一步探讨 MGF 的作用， 我们也检测不同
刺激组肌卫星细胞 MGF mRNA 的表达， 也发现在 25 和 50 ng ／
ml 组的诱导， 促进了卫星细胞 MGF 的表达， 后者是促进细胞
增殖的调控因子， 尤其是在运动训练和肌肉损伤后显著上调。

在外源性 MGF 的研究中， 张兵兵等 ［14］ 用 10、 20 和 50
ng ／ ml 的 des （1－3） MGF 和 des （1－3） IGF－I 对 MC3T3－E1 细
胞增殖情况的研究中发现， 两者均能显著促进 MC3T3－E1 细胞
的增殖 （P ＜0．01）， 但 3 种浓度下前者的增殖作用是后者的
1．6、 1．7 和 1．3 倍 。 100 ng ／ ml 的浓度时 ， des （1－3） MGF 和
des （1－3） IGF－I 对细胞的增殖作用减弱。 这与本研究的结果
相一致， 出现这种现象的原因可能是 MGF 存在一个促细胞增
殖的阈值。 另外 Tang 等 ［15］ 通过对成骨细胞施加应力刺激时

发现骨组织的 MGF 的表达增加， 在她们随后的研究中 ［16］ 用 0
ng ／ mL、 10 ng ／ mL、 25 ng ／ mL 和 100 ng ／ mL 四个不同剂量的外
源性 MGF 干预成骨细胞， 发现 4 个浓度的 MGF 都能在一定时
间范围内促进成骨细胞增殖， 其中 10 ng ／ mL 的 MGF 在 12 h
到 36 h 内显著促进成骨细胞增殖； 50 ng ／ mL 的 MGF 在 12 h
到 24 h 内对成骨细胞增殖有显著促进的促进作用。
但这些研究也留下一些尚未解决的问题， 如低浓度的 MGF

是否都能促进骨骼肌卫星细胞增殖？ 是否存在一个最适浓度范

围？ 这些问题都有待于进一步的研究。 若要进一步探讨 MGF
促增殖的浓度范围和效应机制， 还需要引入相应的信号通路。

给细胞内的化学信号的途径还不是很清楚， 目前一些研究认为

运动或损伤产生的机械信号可能与 IGF/PI3K/Akt 的通路相吻
合， MGF 是否通过 PI3K/Akt 信号通路还有待于深入的研究。
本实验主要采用Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶两步消化法成功地

释放骨骼肌肌卫星细胞。 MGF 可以激活处于静息状态的骨骼肌

卫星细胞， 完成机械信号向化学信号的转换， 适宜浓度的 MGF
具有促进肌卫星细胞增殖的作用， 其中浓度为 25 ng 和 50 ng/
ml 时具有较强的促增殖作用， 但有一定的时间差异。 这为研究
MGF 在临床肌肉萎缩治疗的应用及对衰老的预防的作用提供了
理论支持。
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