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揖摘要铱 摇 目的: 观察慢性间歇性低氧(CIH)对小鼠肺组织转化生长因子鄄茁(TGF鄄茁)、P鄄samd3 和血清层粘连蛋白

(LN)、 透明质酸(HA)、表达的影响以及补中益气汤对 CIH 小鼠肺间质沉积损害的干预作用。 方法: 随机将 50 只

SPF 级 C57BL 小鼠分为 5 组(n=10):空白对照组、 CIH 模型组、CIH+低、中、高剂量补中益气汤组。 分别置于常氧

或 CIH 条件下,中药组给予对应剂量药物。 在第 35 日无创肺功能检测后处死。 HE 染色评估病理学改变,Masson
染色行胶原沉积评估;Western blot 法检测 TGF鄄茁1、P鄄smad3 等通道蛋白和下游 琢鄄SMA、Collagen I 的蛋白表达水平;
ELISA 法检测血清中 TGF鄄茁1、LN、HA 的质量浓度。 结果: HE 染色显示,CIH 小鼠肺泡塌陷,肺间隔增厚,上皮细

胞坏死;Masson 显示,CIH 小鼠肺间质大量胶原纤维增生、沉积,而补中益气汤干预组肺组织上述改变较 CIH 模型

组明显减轻。 CIH 模型组肺组织中 TGF鄄茁1、P鄄smad3 及 Collagen I、Collagen 芋、琢鄄SMA 蛋白表达水平与空白对照组

相比明显上调(P<0. 05),血清中 TGF鄄茁1、LN 的表达明显上调(P<0. 05)。 补中益气汤干预组肺组织中 TGF鄄茁1、P鄄
smad3、Collagen I 蛋白及 SMA鄄琢 的表达水平相较于 CIH 组有明显下调(P<0. 05)。 结论: 补中益气汤可抑制 CIH
小鼠肺泡结构改变和肺间质的胶原过度沉积。 其机制可能与补中益气汤下调 TGF鄄茁 / smads 信号通路的相关蛋白

表达有关。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of chronic intermittent hypoxia (CIH) on the expression of transforming growth
factor鄄茁 (TGF鄄茁), P鄄samd3, serum laminin (LN) and hyaluronidase (HA) in mouse lung tissues and the protective effects of Bu
Zhong Yi Qi decoction on lung interstitial deposition damage in CIH mice. Methods: Fifty SPF鄄grade C57BL mice were randomly di鄄
vided into five groups (n=10): blank control group, CIH model group, and CIH+ low, medium and high doses of Bu Zhong Yi Qi de鄄
coction group. Mice were placed under normoxia or CIH conditions, respectively. The Chinese medicine group was given the corre鄄
sponding doses of drugs. HE staining was performed to assess pathological changes and Masson staining was performed to assess colla鄄
gen deposition. Western blot was performed to detect the expressions of channel proteins such as TGF鄄茁1, P鄄smad3 and down stream
琢鄄SMA and Collagen I. ELISA was performed to detect the serum levels of TGF鄄茁1, LN and HA. Results: HE staining showed alveo鄄
lar collapse, septal thickening and epithelial cell necrosis in CIH mice, Masson showed massive collagen fiber proliferation and deposi鄄
tion in lung interstitium, while the above changes in lung tissues were significantly improved in the CIH + Bu Zhong Yi Qi decoction
groups compared with the CIH group. TGF鄄茁1, P鄄smad3 and Collagen I, Collagen 芋, and 琢鄄SMA expression levels were increased
compared with the blank control group (P<0. 05), and the expressions of TGF鄄茁1 and LN in serum were upregulated (P<0. 05). The
expressions of TGF鄄茁1, P鄄smad3, Collagen I protein and SMA鄄琢 in the lung tissues of the CIH+ Bu Zhong Yi Qi decoction groups were
downregulated significantly compared with those of the CIH group (P<0. 05), and the improvement of multiple indexes in the CIH+
high鄄dose CIH intervention group was better than those of the low鄄dose group (P<0. 05). Conclusion: Bu Zhong Yi Qi decoction can
inhibit alveolar structural changes and excessive collagen deposition in the interstitium of CIH mice, and then improve lung function in
CIH mice. The mechanism may be related to the down鄄regulation of protein expression related to TGF鄄茁 / smads signaling pathway by
Bu Zhong Yi Qi decoction.
揖KEY WORDS铱摇 chronic intermittent hypoxia;摇 Bu Zhong Yi Qi decoction;摇 pulmonary fibrosis;摇 TGF鄄茁1;摇 P鄄smad3;摇 type I
collagen;摇 mice
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摇 摇 阻塞型睡眠呼吸暂停低通气综合征(obstructive
sleep apnea hypopnea syndrom, OSAHS)是多因素介

导的在睡眠状态时反复出现呼吸暂停和(或)低通

气,造成低氧血症和高碳酸血症,进而使机体发生相

关的临床综合征[1]。 OSAHS 对机体多系统都有损

害,其中包括呼吸系统。 在与 OSAHS 相关的呼吸系

统损伤中,肺纤维化(pulmonary fibrosis, PF)的危害

易被忽视。 慢性间歇性低氧(chronic intermittent hy鄄
poxia, CIH)是引起肺组织损伤的一个重要的病理

因素,可引起肺部炎症进而导致肺间质中的胶原沉

积等病变,而 CIH 引起肺损伤的机制目前仍不太明

确,且相关研究较少。
转化生长因子鄄茁( transforming growth factor鄄茁,

TGF鄄茁)主要通过 TGF鄄茁 / smads 信号通路发挥作用,
此通路与 PF 高度相关[2],而抑制 TGF鄄茁 / smads 信

号通路,则能抑制肺间质中胶原的沉积从而改善

PF。 目前西医药对此病收效不佳。 例如:西药一线

抗纤药物吡非尼酮的副作用明显且不宜长期服用施

加手术治疗常有后遗症[3],而天然中医药对其虽有

良好效果且能避免西医疗法的副作用,但缺少相关

实验数据支持。
祖国医学通常将 PF 或其症候归属于肺萎范

畴,《金匮要略》中论治肺萎有虚寒虚热两种证类,
然不论寒热之别,肺萎皆应循培土生金之法,以补益

脾胃为要[4]。 补中益气汤出自《内外伤辨惑论》,其
方既适用于脾虚气陷的肺萎病也适用于肺脾气虚的

鼾证后期,在《鼾症中医诊疗专家共识意见中》也明

确指出,补中益气汤可用于治疗鼾症后期[5]。 本研

究旨在探索该方对 CIH 导致的小鼠 PF 的干预作用

及其可能的机制,为 OSAHS 导致的肺损伤的防治提

供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 动物

健康 C57BL 雄性小鼠 50 只,体重 20 ~ 25 g,北
京维通利华实验动物技术有限公司处购买。 于科研

楼标准动物房中适应性喂养 2 周,正常饮食饮水,实
验动物设计经过我校伦理委员会审查。
1. 2摇 药物与试剂

补中益气汤中药饮片成份为黄芪 36 g、炙甘草

18 g、党参片 12 g、白术 18 g、北柴胡 12 g、当归 6 g、

升麻 12 g、陈皮 12 g。 生药饮片以水煮醇沉法加工

制备小鼠灌胃药液,含生药 1. 26 g / ml。 方中所有

中药药材均购自于神威药业集团有限公司、Tubulin
抗体( Proteintech,批号:66031鄄1鄄Ig) 、山 羊 抗 兔

IgG ( Service bio,批号:GB23303 ) 和山羊抗小鼠

IgG ( Service bio,批号:GB23301 ) P鄄Smad3 抗体

(Abclonal,批号:AP0727 )Smooth muscle 抗体(华安

生物,批号:ET1607鄄43) CollagenI 抗体(赛维尔,批
号: GB11022鄄2) Collagen III 抗体(赛维尔,批号:
GB11023)TGF鄄beta(Bioss,批号:bs鄄0086R)。
1. 3摇 仪器

Finepoint WBP 无创肺功能检测系统(美国 Bux鄄
co 公司)、动物慢性间歇性低氧装置 (美国 Bio
Spherix, Oxycy鄄cler Model 84 )、 Mini鄄PROTEAN 襅
Tetra 电泳槽(美国 BIO RAD 公司,1658004),Power
PacTM电泳仪(美国 BIO RAD 公司,043BR58047)。
1. 4摇 动物分组及模型制备

适应性喂养 2 周,随机分组为:空白对照组、
CIH 模型组、CIH+低、中、高剂量补中益气汤组 3
组,每组 10 只。 开始 1. 5 min 时段充入 100% 氮气

使仓内 O2浓度降低至 9% ,后 1. 5 min 充入氧气( >
99. 5% ),使仓内 O2浓度升至 21% 。 如此 3 min 一

个完整循环,上仓期间保持不间断循环,每日 9: 00
am鄄5: 00 pm 上仓,共持续 35 d。 常氧处理组充入舱

内的是常氧空气[6]。 CIH+高中低各剂量组于每日

8:00 前给补中益气汤灌胃(生药量 33 g / (kg·d)、
22 g / (kg·d)、 11 g / (kg·d)),单纯 CIH 组与空白

对照组灌服同体积生理盐水。 CIH 处理 35 d 后,对
小鼠行肺功能检测后麻醉实施安乐死,分离肺组织。
剥离肺叶后部分于多聚甲醛固定液中固定,待 HE
染色和 MASSON 组织染色实验。 剩余部分肺组织鄄
80益保存,待 Western blot 法以检测蛋白表达情况。
1. 5摇 无创肺功能检测

Fine Pointe WBP 系统在多种小动物(小鼠、大
鼠、豚鼠)的 PF、哮喘、睡眠呼吸暂停综合征、慢性阻

塞性肺疾病模型的肺功能检测实验中被广泛使用。
流程有以下 4 步: 淤检测前检查确定腔体和传感器

的连接、罐体的密闭良好,并校正; 于选择检测程序

中的 WBP Volume;盂按顺序对于各个阶段时长进

行设定。 预设 10 min 适应时间,使小鼠活跃度降

低,从而获得一个较为稳定的检测结果。 榆设定完

毕后将小鼠置入体积描记腔体中施行检测。
1. 6摇 肺组织病理学观察

小鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥麻醉,予右心室取

血后实施安乐死,打开胸腔分离肺组织。 取部分肺
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叶浸入 4%多聚甲醛中予以固定保存。 梯度浓度乙

醇渐进脱水后蜡液包埋制成蜡块。 蜡块切片,切片

行 HE 染色并评估其形态学和病理学改变,行 Mas鄄
son 染色并在光镜下观察拍照,并对镜下图像行胶

原容积分数(collagen volume fraction,CVF)的测定。
1. 7摇 小鼠血清 ELISA 检测

给药 35 d 后,全部组别小鼠禁食不禁水 24 h,
麻醉后,用注射器左心腔穿刺取血法取血,并实施安

乐死。 小鼠全血以 3 000 r / min 转速离心 10 min 分

离上层血清,于冰箱-20益保存待试剂盒检测。 采

用免疫酶联吸附法对小鼠血清中 TGF鄄茁1、HA、LN
等水平进行检测。
1. 8摇 Western blot 法检测蛋白表达量

称取 30 mg 小鼠肺组织剪碎,加入裂解液、蛋白

酶抑制剂后匀浆裂解。 将组织匀浆离心,分离上清

液。 BCA 法测得蛋白浓度,添加上样缓冲液后混匀

加热变性。 SDS 凝胶恒压电泳,湿转法转膜于聚偏

氟乙烯膜上。 5%浓度脱脂奶粉溶液封闭 2. 5 h,洗
2 次,每次 5 min。 分别加入 TGF鄄茁1、P鄄Smad3、琢鄄
SMA、Collagen I、Collagen 芋的单克隆抗体 1 颐 1 000
稀释液,4益孵育过夜后清洗。 加入与一抗种属对应

的羊抗兔或者抗鼠 IgG 二抗,此二抗需由辣根过氧

化物酶标记过。 室温下孵育 2 h 后清洗。 滴加 ECL
发光液后置于 Fusion FX5 Spectra 多功能成像系统

中获得条带灰度图像。 灰度图像用 vision capt 软件

进行灰度值的量化。 用目的蛋白条带灰度值与同膜

内参 Tublin 蛋白条带灰度值之比值作为蛋白的相

对表达量。
1. 9摇 统计学处理

实验所得数据以均数依标准差(軃x依s)的形式表

示。 采用 SPSS 23. 0 统计学软件对实验数据进行统

计学分析。 各组均值的比较性单因素方差分析后组

间两两比较采用 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 补中益气汤对小鼠肺潮气量和气道狭窄指数

的影响

与空白对照组比较,CIH 模型组小鼠潮气量

(TVB)显著降低,气道狭窄指数 ( enhanced pause,
Penh)显著升高(P<0. 01)。 与 CIH 模型组比较,
CIH+补中益气汤高剂量组 TVB 显著升高,Penh 显

著降低 (P<0. 01,表 1)。

Tab. 1摇 Results of pulmonary function of mice in each group(軃x
依s, n=6)

Group TVB(ml) Penh
Control 0. 152依0. 064 0. 128依0. 012
CIH 0. 132依0. 030** 0. 288依0. 012**

CIH+low鄄dose BZYQ 0. 138依0. 046 0. 282依0. 013
CIH+medium鄄dose BZYQ 0. 139依0. 050 0. 250依0. 013##

CIH+high鄄dose BZYQ 0. 152依0. 073## 0. 222依0. 012##

摇 摇 **P<0. 01 vs control group; ##P<0. 01 vs CIH group

2. 2摇 补中益气汤对小鼠肺组织形态学的影响

HE 染色镜下可见,空白对照组小鼠肺泡饱满,
肺泡壁厚度正常,肺泡上皮细胞形态正常,Masson
染色可见肺间质无明显胶原沉积; 与空白对照组比

较,CIH 模型组肺泡结构塌陷,肺泡上皮细胞变形坏

死,肺间质可见大量胶原纤维增生、胶原沉积;与
CIH 模型组比较,补中益气汤低、中、高剂量组的肺

组织结构破坏和肺泡上皮形态都有显著的改善,肺
间质胶原蛋白沉积显著减少,胶原纤维增生显著改

善(图 1)。 与空白对照组比较,CIH 模型组肺组织

的胶原容积分数明显增加(P<0. 05),与 CIH 模型

组比较,CIH+补中益气汤低、中、高剂量组小鼠肺组

织胶原容积分数明显减少 (P<0. 05,表 2)。

Fig. 1摇 HE and Masson light microscopy in five groups of mice
(HE / Masson 伊200)
A: Normal control group; B: Model control group; C:
Low鄄dose buzhongyiqi decoction group; D: Medium鄄dose
buzhongyiqi decoction group; E: High鄄dose buzhongyiqi
decoction group

2. 3摇 补中益气汤对 CIH 小鼠血清质量浓度的影响

与空白对照组比较,CIH 模型组小鼠血清中

TGF鄄茁1、LN 质量浓度均明显上调(P<0. 05),HA 含

量明显降低(P<0. 05);与 CIH 模型组比较,CIH+补
中益气汤中、高剂量组 TGF鄄茁1、LN 质量浓度都有明

显降低(P<0. 05),HA 质量浓度显著升高(P<0. 05,
表 2)。 提示中、高剂量的补中益气汤均能改善小鼠

肺间质沉积情况。
2. 4摇 补中益气汤对 CIH 小鼠 TGF鄄茁/ Smads 信号

通路及其下游相关蛋白表达的影响

与空白对照组比较,CIH 模型组的相关蛋白

TGF鄄茁1、P鄄Smad3、Collagen I、Collagen芋、琢鄄SMA 的

表达量显著增加(P<0. 05);与 CIH 模型组比较,
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CIH+补中益气汤组低、中、高剂量组肺组织中的

TGF鄄茁1、P鄄Smad3、Collagen I、Collagen 芋、琢鄄SMA 等

蛋白表达量显著减少(P<0. 05,表 3,图 3)。

Tab. 2摇 Comparison of CVF of rats and expressions of TGF鄄茁1, LN, HA in serum in each group(軃x依s, n=6)

Group TGF鄄茁1(ng / ml) LN(ng / ml) HA(ng / ml) CVF(% )
Control 50. 33依 9. 33 7. 65依1. 59 260. 25依58. 62 13. 81依2. 88
CIH 86. 34依26. 54* 11. 98依2. 86** 177. 01依22. 79* 18. 42依1. 12*

CIH+low鄄dose BZYQ 73. 29依12. 85 9. 58依1. 54 195. 87依38. 82 14. 53依3. 65#

CIH+medium鄄dose BZYQ 63. 14依10. 34 8. 80依1. 78# 247. 79依36. 71# 14. 32依1. 64#

CIH+high鄄dose BZYQ 55. 72依 6. 71 8. 25依0. 87# 258. 39依59. 91# 13. 91依2. 08#

摇 摇 *P<0. 05 vs control group; #P<0. 05 vs CIH group
Tab. 3摇 Comparison of the protein expressions of TGF鄄茁1,琢鄄SMA,Collagen I, p鄄Smad3 and Collagen 芋(軃x依s, n=6)

Group 摇 TGF鄄茁1 Collagen玉 Collagen芋 P鄄smad3 琢鄄SMA
Control 1. 002依0. 110 0. 58依0. 10 1. 00依0. 01 1. 00依0. 10 1. 00依0. 05
CIH 1. 412依0. 130* 1. 42依0. 05* 2. 24依0. 19* 1. 61依0. 09* 1. 24依0. 05*

CIH+low鄄dose BZYQ 0. 960依0. 090# 0. 83依0. 05# 1. 46依0. 27 1. 46依0. 11 1. 01依0. 10#

CIH+medium鄄dose BZYQ 0. 858依0. 130# 0. 67依0. 09# 1. 27依0. 06# 1. 10依0. 17# 0. 92依0. 04#

CIH+high鄄dose BZYQ 0. 766依0. 150# 0. 56依0. 03# 1. 16依0. 35# 0. 86依0. 06吟 0. 57依0. 08#

摇 摇 *P<0. 05 vs control group; #P<0. 05 vs CIH group; 吟P<0. 05 vs low 鄄dose group

Fig. 3摇 The protein expressions of TGF鄄茁1, 琢鄄SMA, Collagen
I, p鄄Smad3 and Collagen 芋 in lung tissues of mice
琢鄄SMA: Alpha鄄smooth muscle actin; TGF鄄茁1: Transfor鄄
ming growth factor鄄茁1; Collagen 玉: Type 玉 Collagen;
Collagen芋: Type 芋Collagen; P鄄smad3: Phospho鄄Smad3

3摇 讨论

补中益气汤临床多用于治疗各类脏器萎垂,对
慢性肠胃炎,重症肌无力等,均有显著疗效[7]。 其

对于饮食减少,体倦肢软,少气懒言,面色萎黄,大便

稀溏,舌淡,脉虚等临床症候也有显著疗效,此临床

症候与肺萎之表现吻合。 鼾证后期专家共识推荐方

也为补中益气汤[8]。 补中益气汤中组分如甘草、黄
芪糖蛋白、人参总皂苷等可通过 PGE2,COX - 2 /
p53,TGF鄄茁 等 信 号 通 路 调 控 肺 间 质 纤 维 化 进

程[9鄄11]。 陈皮生物碱可抑制肺成纤维细胞衰老而起

到抗 PF 的作用[4]。
美国 PF 诊疗指南将 OSAHS 纳入相关并发症。

PF 患者中 OSAHS 的共患率高达 62% ~ 82% 。 PF
可使肺泡结构塌陷,肺间质厚度增加,累及肺泡间微

血管[12]。 作为 IPF 相关合并症,OSAHS 能引起慢性

间歇性低氧( chronic intermittent hypoxia,CIH),而
CIH 作为其导致肺损伤的重要病理因素,可在引起

肺部炎症的同时导致肺间质中纤维组织增生胶原沉

积[13]。 严重时会出现轻度间质纤维化。 本实验中

小鼠 CIH 处理 35 d 后,与空白对照组比较,HE 染色

可见 CIH 模型组肺泡结构塌陷,肺泡上皮细胞变形

坏死,Masson 染色可见肺间质中大量胶原纤维增

生、胶原沉积,蛋白质免疫印迹实验也同样发现肺组

织中 Collagen I、Collagen 芋和成纤维细胞向肌成纤

维细胞转化标志的 琢鄄SMA 的表达明显上调[14],这
说明 CIH 处理后小鼠确实存在着病理性肌成纤维

细胞的大量增殖和肺间质中胶原的过度沉积。 在给

予 CIH 小鼠补中益气汤后,小鼠肺泡的塌陷和肺间

隔增厚等肺组织结构的异常都得到明显的减轻,纤
维蛋白沉积显著减少 Collagen I、Collagen 芋和 琢鄄
SMA 的表达也明显降低。 这说明补中益气汤能够

减轻 CIH 诱发的肌成纤维细胞的增殖和小鼠肺间

质中胶原的沉积与肺泡结构破坏。
TGF鄄茁1 通过促成纤维细胞增殖分化和细胞外

基质生成并抑制细胞外基质的降解来产生致纤维化

作用。 在 TGF鄄茁 / smads 通路中,smad3 及其活化后

产物 P鄄smad3 作为下游的受体调节蛋白,能够调节

胶原等基因的表达,加速细胞外基质中胶原的沉积

速度。 随着 Collagen I 、Collagen 芋的表达增加,并
不断沉积于肺间质中,肺组织正常生理结构进而丢
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失,最后发展成为 PF[15]。 在本实验中,CIH 模型组

血清中 TGF鄄茁1 的质量浓度明显高于空白对照组,
给予补中益气汤干预后,血清 TGF鄄茁1 质量浓度明

显降低。 CIH 模型组小鼠肺组织中 TGF鄄茁1、 P鄄
Smad3 蛋白及下游的 琢鄄SMA 、Collagen I、Collagen 芋
表达明显上调。 表明 TGF鄄茁 / Smads 信号通路在

CIH 条件下被过度激活,并且可见 CIH 小鼠的肺组

织中大量的成纤维细胞已被转化为肌成纤维细胞,
且小鼠肺间质中已沉积大量胶原纤维。 而补中益气

汤干预后,TGF鄄茁 / Smads 及下游的 Collagen I、 Col鄄
lagen 芋 和 琢鄄SMA 蛋白表达量明显低于 CIH 模型

组,提示补中益气汤通过抑制 TGF鄄茁 / Smads 信号

通路改善 CIH 小鼠的肺损伤,潮气量和气道狭窄指

数的变化也进而证明其能改善 CIH 对小鼠肺功能

的损害。
HA 作为一种酸性粘多糖在肺间质中大量富集

时,能够在炎性细胞与肺成纤维细胞的前期过量增

殖过程中为其不断供给基质,从而促进纤维组织生

成[16, 17]。 LN 为基膜中的非胶原糖蛋白,能提高成

纤维细胞与上皮细胞的胶原合成能力。 因而,可以

说 HA 和 LN 是两种具有代表性的血清纤维化指

标[18]。 本实验中,CIH 模型组血清中 LN 的质量浓

度升高明显高于空白对照组,说明 CIH 可使小鼠的

肺间质中胶原沉积程度明显加重;而补中益气汤干

预后,血清中 LN 质量浓度明显降低。 CIH 模型组

的血清 HA 含量相较于空白对照组降低,可能与

CIH 的促成纤维细胞分化增殖[19] 作用诱发纤维细

胞增殖而消耗大量血清中的 HA 有关,而补中益气

汤可通过调节纤维化上游通路抑制成纤维细胞的过

度增殖,所以后期经药物干预后成纤维细胞增加被

抑制,其对 HA 的消耗减少,HA 的血清质量浓度因

而有所恢复。
综上所述,激活 TGF鄄茁 / Smads 通路,上调肺组

织中 TGF鄄茁1、琢鄄SMA、P鄄smad3、Collagen I、Collagen
芋的蛋白表达可致肺组织间质胶原沉积。 补中益气

汤可通过对 TGF鄄茁 / Smads 信号通路的负调控,下
调肺组织中 TGF鄄茁1、琢鄄SMA、Collagen I、Collagen 芋
的蛋白表达,从而改善 CIH 条件下出现的肺组织细

胞间质沉积和早期的肺泡炎症与肺泡结构紊乱的情

况,延缓 CIH 条件下小鼠 PF 的进展。 以往研究多

侧重于某一单体药物的抗纤效果,如白介素 11 拮抗

剂或辣椒素的抗小鼠肺纤维化的作用[20,21]。 本文

以补中益气汤全方作为干预纤维化进程药物,符合

祖国医学以方为重,协同作用的原则。 本研究结果

表明补中益气汤方剂对于 CIH 或其他低氧因素诱

发的 PF 进程有延缓作用,为补中益气汤用于临床

抗肺纤维化药物的开发研究提供实验依据。
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低氧训练对骨骼肌 p53 及其调控的线粒体有氧代谢信号通路基因表达的影响*

李摇 洁1吟, 赵丽丽2

(1. 西北师范大学体育学院, 甘肃 兰州 730070; 2. 陇南师范高等专科学校体育与健康学院, 甘肃 陇南 742500)

揖摘要铱 摇 目的: 探讨低氧训练对大鼠骨骼肌 p53 及其调控的线粒体有氧代谢信号通路基因表达的影响,以及对线粒体有氧氧化

供能能力的影响。 方法: 30 只雄性 Wistar 大鼠随机分为 3 组(n=10),低住低练组(LoLo)、高住高练组(HiHi)和高住高练低训组

(HiHiLo)。 以当地海拔 1 500 m 为常氧环境,模拟海拔 3 500 m 为低氧环境,各组大鼠按训练方案训练 5 周后,取股四头肌行匀浆

及提取线粒体。 Real鄄time PCR 检测 p53、细胞色素 c 氧化酶合成 2( SCO2),细胞色素 c 氧化酶亚基玉(COX玉)和谷氨酰胺酶 2
(GLS2) mRNA 表达,Westem blot 检测 p53、SCO2、COX玉和 GLS2 蛋白表达;ELISA 测定 琢鄄酮戊二酸脱氢酶(琢鄄KGDHC),细胞色素

c 氧化酶(COX)及 ATP 合酶(ATP synthase)活性。 结果: 淤与 LoLo 组比较,HiHi 和 HiHiLo 组 p53 mRNA 水平显著升高(P<
0. 01),HiHiLo 组 p53 蛋白表达水平显著下降(P<0. 01);HiHi 和 HiHiLo 组 SCO2 mRNA 水平和蛋白表达水平均显著升高(P<
0. 01);HiHiLo 组 COX玉mRNA 水平显著升高(P<0. 01),HiHi 组显著降低(P<0. 01),HiHi 组 COX玉蛋白表达水平显著升高(P<
0. 05);HiHi 和 HiHiLo 组 GLS2 mRNA 水平均显著升高(P<0. 05,P<0. 01),HiHiLo 组 GLS2 蛋白表达水平显著下降(P<0. 01)。 于
与 LoLo 组比较,HiHi 组 倩鄄KGDHC 和 COX 活性均显著降低(P<0. 01,P<0. 05),HiHiLo 组均显著升高(P<0. 01);HiHi 和 HiHiLo 组

ATP synthase 总活性和特异性活性均显著升高(P<0. 01)。 结论: 高住高练低训上调大鼠骨骼肌 p53 及其调控的线粒体有氧代谢

信号通路相关因子基因转录水平,提高骨骼肌线粒体有氧氧化供能能力。
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摇 摇 众所周知,p53 是 20 世纪 80 年代发现的又一抑癌基因,
位于人 17 号染色体短臂上约 16 ~ 20 KB 的基因组 DNA
中[1] ,编码产生 53 KD 蛋白,具有与双链或单链 DNA 结合调

节基因转录的能力[2] 。 近年来的研究发现,p53 还是一种调

节能量代谢信号通路的转录因子,具有降低糖酵解和增强细

胞线粒体呼吸的作用。 其调控能量代谢主要通过诱导 TI鄄
GAR ( Tp53鄄induced glycolysis and apoptosis regulator)以及抑

制磷酸甘油酸变位酶(phosphoglycerate mutase, PGM)降低糖

酵解,诱导细胞色素 c 氧化酶合成 2(synthesis of cytochrome c
oxidase 2,SCO2)和谷氨酰胺酶 2( glutaminase 2,GLS2)增强

线粒体的有氧呼吸;p53 如缺失会导致机体耗氧量下降或促

使细胞有氧呼吸转向糖酵解,不利于提高机体有氧耐力水

平[3,4] 。 p53 与运动训练相关的研究表明,p53 对运动训练的

反应具有肌纤维类型的特异性和运动强度的敏感性[5] ,p53鄄
SCO2鄄COX域鄄有氧呼吸轴对耐力训练和大强度间歇训练均

可产生良好的适应[6] 。 低氧训练是近年来用于提高机体有

氧耐力和运动成绩的新型辅助训练方法,目前有关低氧训练

对 p53 及其调控的线粒体有氧代谢通路相关因子的影响鲜

有报道。 鉴于此,本研究拟通过观测低氧训练下大鼠骨骼肌

p53 及其调控线粒体有氧代谢通路相关因子———SCO2、COX

081 Chin J Appl Physiol, 2024, 40(1)


