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摘要 目前，微重力导致肌萎缩的分子机制尚不清楚，重力感知是该事件发生的关键环节．为了回答这一问题，在此之前首

先实施了太空线虫试验，这部分结果已经在本刊报道过．而本次研究主要是在地面上建立了模拟微重力环境，观察处理后秀

丽隐杆线虫(C. elegans)体壁肌细胞结构和功能的变化，一方面用于验证太空试验，同时比较两种处理结果的异同，以便于评
价地面模拟微重力的有效性．经过 14天 19.5 h旋转模拟微重力处理后，对线虫生存率和运动能力进行了观察，并检测了几
个重要的肌相关基因表达和蛋白质水平．模拟微重力下线虫生存率没有明显变化，但运动频率显著下降，爬行轨迹也发生了

轻微改变，运动幅度降低，提示线虫运动功能出现障碍．从形态学上观察发现：肌球蛋白 A(myosin A)免疫荧光染色显示模
拟微重力组肌纤维面积缩小，而肌细胞致密体(dense-body)染色可见荧光亮度下降．这些结果直接提示模拟微重力使线虫出
现了肌萎缩．随后 Western blotting试验结果揭示，模拟微重力组线虫体壁肌的主要结构蛋白———myosin A含量减少，进一
步确证了微重力性肌萎缩发生．在基因水平，旋转后抗肌萎缩蛋白基因(dys-1)表达明显上升，而 hlh-1，unc-54，myo-3和
egl-19的 mRNA水平均下调，提示 dys-1在骨骼肌感知和传导力学信息方面有重要作用，而 hlh-1，unc-54，myo-3和 egl-19
则分别从结构和功能两个途径促进了微重力性肌萎缩的发生和发展．本次试验所得到的结果同太空飞行试验结果十分相似，

一方面强化了太空试验结论，另一方面说明在地面上模拟微重力对生物体进行研究是有效可行的，将有助于提高太空试验的

质量．
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微重力所致肌萎缩是太空飞行中难以避免的现

象，科学家对此提出过废用机制等推测．在微重力

下，由于承重肌不必再抵抗重力作用，因此破坏了

肌代谢平衡，最终导致收缩蛋白分解加速，合成下

降[1～4]．这一学说是合理的，但是在细胞和分子水

平导致肌萎缩的机制至今尚不完全清楚．另外，我

们注意到肌萎缩也会发生在某些病理状况下．人类

的 Duchenne 型 和 Becker 型 肌 营 养 不 良 症
(Duchenne Muscular Dystrophy / Becker Muscular
Dystrophy; DMD/BMD)是两种进行性神经肌肉退化
性病变，主要是由于抗肌萎缩蛋白(Dystrophin)基
因变异引起的．不同原因可以导致相同结果，这使

我们想到疾病引起的肌萎缩和太空飞行导致的肌萎

缩可能拥有部分共同的，或者交叉的发展途径，而

抗肌萎缩蛋白则是其中重要的环节．

在线虫，抗肌萎缩蛋白的编码基因 dys-1 是
MyoD家族的唯一成员．结构学研究显示，其 N端
与细胞内肌动蛋白纤维(F-actin)相连，C端与一组蛋
白质相连，从而形成一个被称为抗肌萎缩蛋白 -糖
蛋白 (dystrophin-glycoprotein complex，DGC)的跨
膜复合物．复合物在细胞膜外侧的 琢-dystroglycan
蛋白与细胞外基质 (extracellular matrix，ECM)相
连，所以研究者认为 DGC在细胞外基质和细胞内
骨架之间形成联系通路，对维持肌细胞力学稳定性
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人类的抗肌萎缩蛋白缺失会导致整个 DGC消
失，并与肌萎缩发生相关 [13]．但是在线虫，仅

dys-1基因突变并不会导致肌结构的明显改变．如
果同时伴有 L- 型电压依赖性钙通道蛋白基因
(egl-19，编码一种 Ca2+离子通道蛋白)或螺旋 -环 -
螺旋转录因子 -1(hlh-1，编码调节肌肉结构基因表
达的转录因子)突变，线虫体壁肌结构会发生显著
变化[14～16]，提示在这些基因之间存在协同作用，均

不同程度地参与了线虫肌萎缩发生发展的过程．体

壁肌中 hlh-1 表达直接调节肌浆球蛋白重链水平
(unc-54 和 myo-3 的表达)，进而影响肌球蛋白含
量．而 egl-19则通过调节 Ca2+代谢途径影响肌发

育．所以，为了揭示这些基因的功能和相互作用关

系，本研究检测了 dys-1，hlh-1，unc-54，myo-3
和 egl-19基因表达在模拟微重力下的变化．
旋转细胞培养系统(rotating cell culture system，

RCCS)在探索模拟微重力对细胞功能影响上取得了
很大的成功，很多细胞学适应性反应与真实的空间

飞行有相似结果．同时，在应用 RCCS研究植物发
育中也得到了许多有启发性的结果，说明重力对植

物的发育也有重大影响．但是对于多细胞的生物体

线虫，模拟微重力是否对它的生长发育有影响还是

一个没有解决的问题．从线虫的生长发育形态来

说，它存在腹侧和背侧，也就是说在线虫发育过程

中，虽然线虫体积如此之小，腹背部由于重力产生

的静水压力之差也很小，但是它对于线虫的形态发

生学有很大影响．秀丽线虫在 RCCS旋转下进行培
养时重力方向在不断变化，不存在一个恒定方向的

静水压力，这是否会产生类似于太空微重力性肌肉

萎缩，是一个很值得探讨的问题．为此我们进行了

旋转模拟微重力的研究，主要观察了线虫体壁肌结

构和功能变化，同时利用它对基因和蛋白质的影响

推导出力学刺激变化是通过哪些环节导致肌萎缩

的，并以此来验证太空实验结果．当然，这种模拟

的微重力环境与真正的太空环境仍存在差别，但是

大量研究结果显示，旋转模拟微重力下细胞等生命

有重要作用，起到生物转换器作用，它能够将力学

刺激转变为生物反应[5～9]．哺乳动物的 DGC复合物
有 9 个不同的基因产物组成 (抗肌萎缩蛋白
dystrophin、抗肌萎缩蛋白聚糖 dystroglycan、4 个
肌聚多糖 sarcoglycans、肌长蛋白 sarcospan、互生
蛋白 syntrophin 和异连蛋白 dystrobrevin)．由于哺
乳动物基因编码的复杂性，同一家族的蛋白质常常

由不同基因决定，比如，在哺乳动物有 3种抗肌萎
缩蛋白基因(dystrophin，utrophin 和 DRP2)和 2 种
异连蛋白基因，他们通过不同的基因拼接可以生成

许多异构体．目前，已知在人类发现有 17种基因
编码这 9种蛋白质[10]．这种多编码生理现象的原因

尚不完全清楚．但是无脊椎动物，包括秀丽线虫，

只含有一个抗肌萎缩蛋白基因[10, 11]．在 Hutter等[12]

的综述里总结了线虫 DGC复合物组成，包括 1个
抗肌萎缩蛋白，1个抗肌萎缩聚糖，1～3个肌聚多
糖( 啄/酌之一或者 1个 琢和 1个 茁)，没有肌长蛋白，
2个互生蛋白(1个 琢/茁和 1个 酌)和 1个异连蛋白
(图 1)．可见线虫的 DGC复合物要比脊椎动物的简
单得多，功能上更具保守性．

Fig. 1 Model of the dystrophin鄄glycoprotein complex (DGC) in mammals and in C援 elegans
The C援 elegans model is built by analogy to the mamalian model．Most of the components of the DGC are found in C援 elegans with the exception of

sarcospan (SPN) and nitric oxide synthase (nNOS)．琢- and 茁-sarcoglycan are shown in pale because the existence of functional homologues in

C援 elegans is unclear. The C援 elegans 酌 / 啄-sarcoglycan homologue may form dimers. SG, sarcoglycans; N, N-terminus end of dystrophin.
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Table 1 Summary of survival rate，movement rate and
crawl wave ratio of worms after simulated microgravity

x 依 s. *P < 0.01 simulated microgravity vs ground control.

Groups
Survival rate

/%
Movement

rate/min
Ratio (height/width)
of crawl trace wave

Microgravity 77.44 依 11.43 21.6 依 8.1* 0.39 依 0.08

Ground control 83.53 依 9.99 82.40 依 18.21 0.44 依 0.07

Fig. 2 The crawl wave of C援 elegans in simulated
microgravity group and ground control group

G: Ground control group; M: Simulated microgravity group.

G group M group

体会发生与太空实验非常相似的反应，所以它对空

间生命科学有一定启示和验证作用．

1 方 法

1援1 材料和仪器

CeMM 线虫培养液 (Szewczyk N J, 2003)；
opticellTM 细胞培养板 (1100, Biocrystal, USA)；
SYBR premix Ex Taq real time PCR试剂盒(Takara，
Japan)；dys-1, hlh-1, unc-54, myo-3和 egl-19线虫基
因引物(Takara, Japan); BA83 nitrocellulose membrane
(Schleicher & Schuell)； 胶 原 蛋 白 酶 (Sigma,
Chicago, USA)；若丹明 -鬼笔环肽染料(Invitrogen,
California, USA)；MH24 抗致密斑单克隆抗体和
5.6 抗肌球蛋白 A 单克隆抗体 (Iowa City, USA)；
FluoProbes 546抗鼠 IgG和 FluoProbes 488抗鼠 IgG
(Interchim, Montlucon, France)； ABI PRISM 7000
Real-time PCR仪(Foster City, USA)，激光共聚焦显
微镜(Leica, Gemany; ZEISS, Gemany), 旋转培养模
拟微重力仪(Synthecon, USA)．
1援2 试验过程

Bristol N2 野生型秀丽线虫株在 20℃ 下
opticellTM细胞培养板中繁殖 19天，然后将其放在
旋转培养模拟微重力仪上旋转培养 14 天 19.5 h，
转速为 20 r/min．模拟微重力期间温度保持在(21依
4)℃．旋转后，取少量线虫用于计算生存率、运动
频率和观察爬行轨迹波．剩余线虫于液氮中速冻，

-85℃冰箱中保存．在形态学上，根据以往文献采
用了若丹明 -鬼笔环肽染色和肌球蛋白 /致密体免
疫荧光染色[17, 18]．

Real-time PCR用于检测 5种重要肌相关基因
表达．Primer Express 软件 (Version 2.0, Applied
Biosystems, USA)设计的引物序列: dys-1 (F, GTGA-
ATCCGCCGCATTTG; R, AGCGCCTTCCGATAT-
TGTTG); hlh-1 (F, ACGGATTCGGACGACGATA-
G; R, CGCGACAATCTGTCCAAAGAG); unc-54
(F, GATGCCGAATCCCAAGTCAA; R, CGGCTTC-
GTGTTGGTAGTTCT); myo-3 (F, AAAGGTCAAG-
CCAATGCTCAA; R, TCTTCAACCAAATCGGC-
AAC); egl-19 (F, TGCACTGGACGATTCAACATC;
R, CTTGCCAGGCTTCTCCAGTT);内参基因 gpd-2
(F, CCGTCAACGATCCATTCATCT; R, GGTAGT -
CTCCCTCGTGAGCAA)．

Western blotting用于检测两组线虫中肌球蛋

白 A含量．所有数据以 x 依 s 表示，利用 SPSS软
件进行统计学分析，组间比较用单因素方差分析，

P < 0.05认为有统计学意义．

2 结 果

2援1 生存率和运动功能变化

从统计分析结果看，模拟微重力组和对照组线

虫的生存率没有显著差异．但是，经过近 15天旋
转处理后线虫运动频率明显下降(P < 0.01 vs 地面对
照组，表 1)．线虫爬行轨迹也发生了改变，但两
组比较没有显著性(P > 0.05，图 2)．

2援2 形态学观察

大量微重力实验中，已经发现大鼠和人类肌肉

结构有明显改变[19, 20]，但至今尚无微重力导致的线

虫肌萎缩的形态学证据．因此，本实验对线虫体壁

肌细胞中肌动蛋白纤维，肌球蛋白 A 和致密体进
行了荧光染色和显微镜下观察，其中肌动蛋白纤维

是体壁肌细肌丝的主要成分，肌球蛋白 A是体壁
肌粗肌丝主要重链之一，而致密体则是细肌丝锚定

在线虫体表的固定点．结果发现：肌球蛋白 A免
疫荧光染色显示微重力组肌纤维面积缩小，同时细

胞长度没有明显改变，致密体染色可见经微重力处

理后荧光强度普遍下降．但是，两组线虫 F-actin
的荧光染色未见明显差异(图 3)．
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Fig援 4 Real鄄time quantitative PCR analysis of muscle鄄related genes of worms in microgravity group
Expressions of dys-1, hlh-1, unc-54, myo-3 and egl-19 are showed． The mRNA expression of each gene was adjusted by that of GAPDH (gpd-2)

mRNA，which was used as internal standard．M: Simulated microgravity group; G: Ground control group.

Genes Microgravity Ground Microgravity/Ground

dys-1 0.029 8 依 0.004 9 0.017 6 依 0.005 0 1.724 1 依 0.180 3

hlh-1 0.013 9 依 0.001 0 0.039 5 依 0.001 8 0.351 2 依 0.016 7

unc-54 0.475 4 依 0.030 6 0.701 0 依 0.009 3 0.678 6 依 0.051 1

myo-3 0.011 1 依 0.001 6 0.021 0 依 0.003 9 0.534 2 依 0.075 9

egl-19 0.023 6 依 0.000 5 0.082 3 依 0.039 0 0.325 3 依 0.123 2

0.5

1.0

1.5

2.0

0
dys-1 hlh-1 unc-54 myo-3 egl-19

Fig. 3 The effects of simulated microgravity on muscular
structure

Fluorescence microscopy of nematodes body-wall muscles after staining
withphalloidin-rhodamine [(a) and (b)], anti-myosin A antibodies [(c)
and (d)] or anti-dense-body antibodies [(e) and (f)]. Striated body-wall
muscles of (a), (c) and (e) are the photos in ground control animal and
(b), (d) and (f) are the photos in simulated microgravity animals．
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2援3 5种重要肌相关基因的表达
为了比较两组基因表达的差异，研究采用了半

定量 PCR技术．结果显示模拟微重力组 dys-1的线
性数值从 0.017 6 依 0.005 0升至 0.029 8 依 0.004 9，
增加了 72.41 %．而 hlh-1，unc-54，myo-3和 egl-19
基因的线性数值分别下降了 64.88% , 32.14% ,
46.58%和 67.47%(图 4)．
2援4 Western blotting 检测肌球蛋白 A含量
为了测量线虫肌球蛋白 A水平，研究采用了

Western blotting 方法进行定量．从底片观察，
250 ku处条带为肌球蛋白 A，经过 Image J图像分
析软件计算，模拟微重力组肌球蛋白 A条带灰度
为 187.688，与地面对照组相比(灰度值 189.906)水
平略有下降，提示模拟微重力组线虫体壁肌细胞中

肌球蛋白 A有轻微丢失．

3 讨 论

以往模拟微重力研究主要以细胞和组织微块为

研究对象，极少用整体动物进行实验，本研究采用

了最简单的多细胞动物线虫进行了模拟微重力研

究，得到了一些和真实航天飞行实验类似的结果．

说明在线虫发育过程中恒定的重力刺激，以及由于

重力引起的静水压对线虫肌肉发育有重要影响．但

是对于模拟微重力下产生肌肉萎缩的机理还有很多

工作要做．线虫的神经感觉系统以及可能存在于线

虫体壁的细胞感受器对重力的响应都是非常值得研

究的课题[21]．由于模式生物线虫的自身特点及培养

的简易性，使其可以方便地用于这种模拟微重力研

究，也为该类研究打开了一个新的局面．本次旋转

模拟微重力处理将近 15天，之后首先观察了线虫
的生存率、运动频率和爬行轨迹．线虫生存率在旋

转后略有下降，运动频率变慢，在琼脂板上爬行轨

迹波的高度和宽度比率下降，说明线虫运动能力明

显减弱．这些生存及运动功能方面的表现与太空飞

行后线虫变化极为相似，而且有些变化(如运动频
率下降)更为显著，进一步支持了空间研究的结果，
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也说明本次模拟微重力试验是成功的．

利用免疫荧光染色对秀丽线虫体壁肌的主要组

成蛋白———肌动蛋白、肌球蛋白 A和致密体结构
进行了直接的形态学观察．在模拟微重力组中，线

虫肌球蛋白荧光染色显示，体壁肌细胞面积明显缩

小，但长度并无变化，为模拟微重力下线虫肌萎缩

提供了直观证据．而反映线虫体壁肌细肌丝锚定结

构的致密体在形态结构上并无显著变化，但与地面

对照组相比，其荧光染色强度普遍下降，提示致密

体含量减少，提示细肌丝与其连接强度减弱．但是

若丹明 -鬼笔环肽荧光染色显示两组线虫的 F-actin
结构和含量并无改变．肌动蛋白，肌球蛋白 A和
致密体实际上代表了 3种体壁肌的主要结构———细

肌丝，粗肌丝和(细肌丝的)肌丝锚定点．无论是在
太空实验，还是本次模拟微重力实验中我们发现它

们的变化并不一致，首先粗肌丝较细肌丝更容易受

重力影响，说明粗肌丝在重力感知，传导和维持肌

细胞内外力学平衡方面起主要作用，其次微重力下

细肌丝基本不变，其锚定点(致密体)含量却减少，
提示外环境力的变化同样可以改变细胞内部生物力

学结构．正如大量太空飞行和模拟微重力处理后可

以观察到细胞骨架结构的巨大变化一样[22～25]．

众所周知，蛋白复合物 DGC 镶嵌在细胞膜
内，将细胞外基质与细胞内骨架相连，不断探测外

环境的力学刺激，指导肌组织作出适应性反应[13, 26].
抗肌萎缩蛋白是蛋白质复合物 DGC的重要组成蛋
白，在人类编码该蛋白质的基因 dys-1突变会导致
整个复合物缺失．而于秀丽线虫中 dys-1只在体壁
肌内特异性表达，但是仅此基因突变并没有肌萎缩

表现，说明它在线虫体内的功能与人体的略有不

同，说明，人类经过长期进化后该基因功能大大加

强，肌肉组织对其依赖性更大，即使小小的结构变

化也能导致整个人瘫痪，并且发病很早(一般在 30
岁之前)．可见 dys-1在肌肉功能方面起到非常重要
的作用，而我们进行的线虫研究更体现了该基因在

功能上的保守性．我们的试验结果显示，编码

DGC中抗肌萎缩蛋白的 dys-1基因表达明显上升，
该结果与太空组线虫基因变化是一致的，分析认为

这一结果进一步揭示了在生物体内需要将其接受的

力学刺激维持在一定范围内以保证肌肉组织正常功

能，所以在重力刺激减弱时，只有 DGC这种感知
重力变化的结构增加才能达到接受更多力学刺激的

目的．既然已知 DGC在力学传导上的特殊作用，
本研究结果则进一步证明，该基因在微重力诱导性

肌萎缩中起重力感知、传导和调控作用，而且

dys-1基因表达在转录水平就受微重力影响．
在线虫体壁肌细胞中，螺旋 -环 -螺旋转录调

节因子 -1基因 hlh-1 属于肌源调节因子家族成员
(myogenic regulatory factor family，MRFs)，控制两
种肌球蛋白重链合成，即分别由 myo-3和 unc-54
编码的MHC A和 MHC B[27, 28]．MHC A和 MHC B
蛋白是体壁肌粗肌丝的主要组成部分，形成肌球蛋

白重链，是线虫运动所必需的．转录调节因子

hlh-1属于 MyoD家族，主要在横纹肌内表达，其
表达产物能够跟 DNA结合调节其表达，在人类该
家族有 4 个成员 (myoD， myogenin， myf-5 和
mrf4)，而线虫 hlh-1则是唯一的该家族成员，只在
成虫的体壁肌细胞内特异性表达．序列同源性和相

似表达模式提示，脊椎动物和无脊椎动物的 hlh-1
均在肌肉形成过程中起关键作用，实际上 hlh-1因
子能够使大鼠的成纤维细胞转化成肌细胞，并能表

达肌肉特异性蛋白，可见它在肌肉发育过程中的重

要作用[29]．本研究发现 hlh-1，unc-54和 myo-3基
因在模拟微重力处理后同时下降，而且 Western
blotting检测发现线虫肌球蛋 A(Myosin A)显著流
失，进一步确证了微重力性肌萎缩的发生．这些变

化与我们的太空飞行试验和其他文献报道是一致

的[1]，说明在模拟微重力下线虫转录调节因子基因

hlh-1下降使转录调节蛋白减少，从而影响肌源性
基因(unc-54和 myo-3等)表达，最终导致肌结构蛋
白 Myosin A含量减少，从结构上直接导致了肌肉
萎缩，这可能是微重力性肌萎缩发生的直接原因．

基因 egl-19编码线虫电压依赖 L-型 Ca2+离子

通道 琢1亚单位蛋白．基因 egl-19 突变是致命的，
然而其功能减退会导致肌肉收缩功能下降，提示该

离子通道在体壁肌细胞功能中起重要作用[30, 31]．本

实验发现，egl-19表达在模拟微重力组下调，说明
它通过减弱体壁肌细胞的收缩功能而间接促进了微

重力性肌萎缩，这部分结果揭示了导致微重力性肌

萎缩的另一个影响途径．

总之，本研究结果显示 dys-1所在的 DGC蛋白
复合物参与了感知，传导和调节微重力刺激的反

应，hlh-1，unc-54，myo-3和 egl-19基因表达分别
通过结构和功能两个途径促进了模拟微重力性肌萎

缩，但这只是微重力性肌萎缩的分子机制之一．本

次模拟微重力实验的结果基本上和我们太空实验的

数据一致，有力地支持了空间研究的结论[32]．重力

感知和传导是一个非常复杂的过程，沿着我们已有
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的研究成果追踪，可望找到更多的线索，以完善人

们对这一问题的认识．
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Mechanisms of Muscular Atrophy and Gravisensing After
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Abstract At present, the molecular mechanism underlying microgravity-induced muscular atrophy is still
unknown, and gravisensing is the key point in this process. In order to answer these questions a research project of
Caenorhabditis elegans (C. elegans) in spaceflight was carried out, which had been reported in this journal before.
An environment of simulated microgravity on ground was established, and its major effects on body-wall muscles
of C. elegans in the structures and functions were examined, which further confirmed the results from spaceflight
studies, and comparing between these two different treatments was benefit for valuing the validity of simulated
microgravity. Firstly, the survival rate and movement ability of C. elegans were observed, and five important
muscle-related genes and three proteins were measured after 14 days 19.5 h rotation. The animals displayed
reduced rates of movement with a lower ratio (height/width) in crawl trace wave in simulated microgravity,
indicating a functional defect. In morphological observation deceased muscle fiber size in myosin
immunofluorescence and duller dense-body staining were found in microgravity group, suggesting muscular
atrophy had happened in C. elegans. Meantime the result of Western blotting showed the quantity of myosin A
decreased significantly in simulated microgravity group, further confirming muscular atrophy. In genes
transcription, it was noted that dys-1 increased significantly in body-wall muscles, while hlh-1, unc-54, myo-3 and
egl-19 mRNA levels declined after rotation. This study provided evidence that dys-1 are involved in the
transduction of mechanical information in skeletal muscle, potentially play a vital role in gravisensing. Genes of
hlh-1, unc-54, myo-3 and egl-19 induced the muscular atrophy in simulated microgravity from the structures and
functions ways respectively. Data of this study consolidated the results in our spaceflight researches. On the other
hand, it is implied that simulated microgravity is an effective ways for improving the quality of space studies.
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