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正己烷亚急性染毒对小鼠骨骼肌超微结构及线粒体分裂
与融合基因表达的影响
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　　摘　要　目的　探讨正己烷亚急性染毒对小鼠骨骼肌超微结构及线粒体分裂与融合基因 ｍＲＮＡ表达的影
响。方法　昆明小鼠随机分为高、中、低剂量染毒组及对照组，每组１０只。对３个染毒组小鼠正己烷灌胃染毒，
染毒剂量分别为 ２０００ｍｇ／ｋｇ、１０００ｍｇ／ｋｇ、５００ｍｇ／ｋｇ，每天 １次，共 ２８ｄ。荧光定量 ＰＣＲ检测各组骨骼肌 Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２、Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达，电镜观察高剂量染毒组和对照组骨骼肌超微结构。结果　对照组、低剂量染毒组、中剂
量染毒组、高剂量染毒组 Ｍｆｎ１ｍＲＮＡ的表达量分别为 ５９．８８±１３．６０、４６．４６±９．４５、３９．７１±７．２５、１１．５２±４．９１，
Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ的表达量分别为７７．４５±１６．５１、４４．９０±１６．４０、３７．１７±１１．３３、２２．２５±８．０７，Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达量分别为
１２１．２０±２４．４９、１５２．９１±４１．２９、１７５．３２±４７．２３、２０３．１３±６７．７１。与对照组比较，除低剂量染毒组的Ｍｆｎ１ｍＲＮＡ的
表达外，其余各组Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ的表达均显著降低（Ｐ＜０．０１）。各组间Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达无显著性差异（Ｆ＝
０．６３，Ｐ＝０．６０）。高剂量染毒组骨骼肌超微结构可见肌原纤维排列紊乱且不规则，发生扭曲、缺失，肌小节和肌
丝溶解，局部肌小节被细胞器占据，同时伴线粒体数量减少、嵴的缺失及线粒体空泡化。结论　正己烷亚急性染
毒可导致小鼠骨骼肌的线粒体形态与功能出现异常，可成为骨骼肌损伤的机制之一。
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　　正己烷是一种具有高度挥发性、脂溶性，在体
内具有蓄积作用的高危害性直链烷烃类毒物，主要

通过呼吸道进入人体并产生毒性作用。近年来由

于长期接触正己烷引起的职业性慢性中毒患者数

量呈上升趋势［１２］。长期接触较高水平正己烷可以

引起以多发性周围神经损害为主的慢性、亚急性中

毒或中枢神经系统损伤［２４］，可引起肢体骨骼肌萎

缩、肌力下降等，影响运动功能［５６］。后者可能与周

围运动神经的损伤有关，目前尚未阐明正己烷直接

损伤骨骼肌的作用机制。骨骼肌主司机体运动，对

能量的需求量较大，而线粒体是组织细胞的主要功

能结构。鉴于此，本研究对正己烷亚急性染毒小鼠

骨骼肌线粒体融合与分裂基因 ｍＲＮＡ进行测定，
观察小鼠骨骼肌超微机构，旨在为正己烷对骨骼肌

毒性作用发生机制的研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　选用４０只成年昆明小
鼠，雌雄各半，体重（２０±２）ｇ，由山东省实验动物中
心提供，实验动物合格号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１４０００６。将
小鼠随机分为高、中、低染毒剂量组和对照组，每组

１０只。所有实验动物均遵循国家实验动物饲养管
理条例和使用指南以及济宁医学院实验动物管理

条例。

１．１．２　仪器与试剂　正己烷（天津市科密欧化学
试剂有限公司）；Ｃ１０００Ｔｏｕｃｈ荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、Ａｒｋｔｉｋ５０２０型多功能 ＰＣＲ
仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂（上海生工
生物有限公司）、ＭＭｕＬＶ第一链 ｃＤＮＡ合成试剂
盒（上海生工生物有限公司）、２×ＳＧＦａｓｔＱｐｃｒＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ（上海生工生物有限公司）；ＪＥＯＬ１２００ＥＸ
射透电镜（日本）。

１．２　方法
１．２．１　正己烷亚急性染毒实验　根据预实验结
果，确定高、中、低染毒剂量组染毒剂量分别为

２０００ｍｇ／ｋｇ、１０００ｍｇ／ｋｇ、５００ｍｇ／ｋｇ。使用市售食用
豆油对正己烷原液稀释，每只小鼠灌胃量为 ０．
２ｍｌ／ｄ，染毒１次／ｄ，共２８ｄ。对照组采用０．２ｍｌ／ｄ
豆油灌胃，每天灌胃１次，共２８ｄ。

１．２．２　标本采集　染毒实验结束后，将小鼠脱臼
处死，在冰盘上迅速取小鼠一侧腓肠肌置于－８０℃
冰箱中用于骨骼肌融合与分裂基因 ｍＲＮＡ的测
定。用刀片迅速取小鼠另一侧小腿腓肠肌，大小约

为１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，立刻放入 ３％戊二醛固定液
内，用于超微结构的观察。只对对照组和高剂量染

毒组进行超微结构的观察。

１．２．３　骨骼肌超微结构观察　按常规 ＴＥＭ样品
制备法依次进行漂洗、１％锇酸（ＯｓＯ４）固定、漂洗、
脱水、浸透、Ｅｐｏｎ８１２包埋；半薄切片定位后用
ＬＫＢＶ型超薄切片机进行超薄切片；柠檬酸铅和
醋酸铀电子染色。用 ＪＥＯＬ１２００ＥＸ射透电镜观察
腓肠肌细胞的超微结构。

１．２．４　Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２与 Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ表达的检测　将
各组骨骼肌制成匀浆并提取总 ＲＮＡ，在 ＰＣＲ仪中
逆转录反应，反应结束后配制逆转录反应混合液。

对逆转录所取得的ｃＤＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ，
以对照组表达量为基准，计算各组 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２与
Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的相对含量。Ｍｆｎ１基因引物序列，上
游：５′ＴＧＡＧＡＴＴＴＧＴＣＧＣＣＴＧＴＣＴＧ３′，下 游：５′
ＴＴＴＣＴＴＣＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＴＴＣ３′；Ｍｆｎ２基因引物序
列，上游：５′ＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＣＧＧＧＡＡＧＡＧ３′，下
游：５′ＣＴＧＣＣＴＴＴＣＣＡＣＴＴＣＣＴＣＴＧ３′；Ｆｉｓ１基因引
物序列，上游：５′ＧＣＡＧＴＴＴＧＡＡＴＡＣＧＣＣＴＧＧＴ３′，
下游５′ＡＴＡＡＴＣＣＣＧＣＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴ３′。
１．３　统计学方法

使用 ＳＰＳＳ２１．０软件对数据进行统计学分析
和描述，计量资料的表示用 珋ｘ±ｓ。采用方差分析进
行各组间总体比较，Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验作进一步两两比
较，Ｐ＜０．０１６７为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　动物一般情况
高、中、低染毒剂量组小鼠染毒 ５～１０ｄ后，出

现活动减少、饮食量减少、毛色暗淡、脱毛等表现，

高、中剂量染毒组表现尤其明显，各组小鼠无死亡。

２．２　各组骨骼肌线粒体分裂与融合基因 ｍＲＮＡ
的表达

各组骨骼肌线粒体分裂融合基因 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２
ｍＲＮＡ的表达差异具有统计学意义（ＦＭｆｎ１＝４７．３７，

·１９·
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ＦＭｆｎ２＝２９．５９，Ｐ均 ＜０．００１）。与对照组比较，
Ｍｆｎ１ｍＲＮＡ、Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ的表达均显著降低（Ｆ＝
０．６３，Ｐ＜０．０１）。各组间 Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达无统计
学差异（Ｐ＝０．０６）。见图１。

注：与对照组相比，Ｐ＜０．０１
图１　各组骨骼肌线粒体分裂与融合基因的表达情况

２．３　各组骨骼肌超微结构
对照组可见肌原纤维长轴呈规则的明暗交替，

明带（Ｉ带）和暗带（Ｍ带）清晰可见，线粒体数量多
且形态饱满。高剂量染毒组可见肌原纤维排列紊

乱且不规则，发生扭曲、缺失，肌小节和肌丝溶解，

局部肌小节被细胞器占据，同时伴线粒体数量减

少、有些线粒体嵴缺失而呈空泡化。见图２。

注：对照组，肌小节排列整齐，形态完整（Ａ）；
肌原纤维分布有序，呈现规则的明暗交替，线粒体聚
集且结构正常（Ｂ）；
高剂量染毒组，部分肌小节出现排列紊乱无序，Ｚ线不
对称，肌小节被细胞器占据（Ｃ）；
部分肌小节Ｚ线消失，肌小节有溶解趋势（Ｄ）；
线粒体分布不均且密度较低，线粒体基质空化（Ｅ）；
肌小节溶解，线粒体分布不均且密度较低（Ｆ）
图２　各组小鼠骨骼肌超微结构（１５０００×）

３　讨论

由线粒体Ｍｆｎ编码的线粒体融合蛋白共包含

两种分子，即 Ｍｆｎ１与 Ｍｆｎ２，两者都位于且作用于
线粒体外膜，在调节控制线粒体进行融合的过程中

具有重要作用［７］。线粒体分裂蛋白 １（Ｆｉｓ１）同样
定位在线粒体外膜上，可以把胞浆中的动力相关蛋

白１募集到线粒体外膜上对应的分裂点，是线粒体
分裂的重要调控蛋白［８］。研究表明线粒体表面存

在的Ｆｉｓ１分子数量能够决定该线粒体的分裂频
率，并通过促进线粒体裂解的机制来诱导细胞凋

亡［９１０］。本实验通过对正己烷染毒小鼠骨骼肌线

粒体中融合分裂相关基因的相对含量进行测定，以

探讨正己烷是否可能通过对线粒体融合与分裂基

因的影响而影响骨骼肌的功能。

本文结果显示，正己烷亚急性染毒后，染毒小

鼠骨骼肌 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ的表达均较对照组出
现明显下降趋势，且这种趋势会随着染毒剂量的增

加而更为明显。但 Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达在各组间无
显著性差异。Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达显著下降而
Ｆｉｓ１ｍＲＮＡ的表达相对正常，则可能影响到骨骼肌
线粒体的稳态。此时由于 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２ｍＲＮＡ表达
受到抑制，线粒体的稳态向分裂趋势转移，导致线

粒体数量增多、功能下降，其能量代谢出现紊乱。

而骨骼肌在实现机体运动功能时对于能量的需求

较为旺盛，线粒体过度分裂将损害线粒体能量代

谢［１１］，后者即可造成骨骼肌功能的下降。

高剂量染毒组骨骼肌超微结构则表现为线粒

体分布不均且密度降低，有些线粒体出现嵴缺失而

呈空泡化；肌小节出现排列紊乱、扭曲，Ｚ线不对
称，有溶解趋势，有些肌小节被细胞器占据。超微

结构的这些变化，可能与线粒体能量代谢紊乱有

关。线粒体融合分裂失衡，导致其数量变化；而线
粒体嵴的基粒中含有 ＡＴＰ合成酶，能利用呼吸链
产生的能量合成ＡＴＰ，嵴的缺失必然导致线粒体能
量代谢异常。这可能是线粒体分布不均和密度下

降的主要原因［１２］。线粒体能量代谢异常又使肌纤

维处于相对缺氧状态，从而出现其结构的变

化［１３１４］。

总之，在正己烷亚急性染毒的作用下，小鼠骨

骼肌的线粒体形态与功能出现异常，导致骨骼肌形

态和功能的变化。这种变化与正己烷所致周围神

经损伤的联系及其深层机制，尚需进一步研究。
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ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，７０（１４）：５９２３
５９３０．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ１００６５５．

［６］　ＺｈａｎｇＣ，ＭｏＲ，ＹｉｎＢ，ｅｔａｌ．ＴｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ３４ａｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＮｏｔｃｈ１ｉｎ
ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｌｅｔｔ，２０１４，７（５）：１６８９
１６９４．

［７］　姚志勇，张超，马鑫，等．ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ的表达对膀胱
癌细胞系Ｊ８２生物学行为的影响［Ｊ］．临床泌尿外科
杂志，２０１２（１）：７０７３．

［８］　张颖，张超．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ对尿路上皮癌细胞株５６３７
细胞迁移、侵袭和增殖的影响［Ｊ］．海南医学，２０１３，
２４（２２）：３２７７３２８０．

［９］　王传卓，辛鹤，刘波，等．ｍｉＲ３４ａ对人结肠癌 ＳＷ４８０
细胞增殖、凋亡、细胞周期及皮下移植瘤生长的影响

［Ｊ］．实用医学杂志，２０１８（１）：２６４８２６５２．
（收稿日期　２０２００１０９）

（本文编辑：石俊强）
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