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高频电刺激小鼠坐骨神经促进骨骼肌自噬

杨映娟1,2，Jeffrey E. Pessin2，王 兰1,*

1山西大学生命科学学院，太原 030006；2爱因斯坦医学院医学与分子药理学系，纽约 10461，美国

摘  要：本研究旨在探讨运动对骨骼肌自噬的调控作用。以小鼠为研究对象，通过高频(100 Hz)电刺激单侧坐骨神经的方法

使同侧骨骼肌收缩，以对侧肌肉作为未刺激对照组。分别收集电刺激完成后0、30和60 min的腓肠肌肌肉组织，迅速投入液

氮冷冻备用。采用实时荧光定量PCR和Western blot检测自噬相关基因mRNA与蛋白的表达水平。研究结果显示，在电刺激完

成后0 min，相比对侧未刺激骨骼肌，电刺激一侧的骨骼肌腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-activated protein kinase, AMPK)活性升

高，自噬标志蛋白LC3-II/I比率显著升高，蛋白酶体泛素连接酶基因(atrogin-1和MuRF-1)和自噬相关基因(CathepsinL、Bnip3
和Bnip3l) mRNA表达均显著上调，自噬相关蛋白ULK1活性升高。上述结果提示，电刺激引起的骨骼肌收缩可促进骨骼肌自

噬水平升高，该过程可能通过AMPK/ULK1介导的信号途径调控。
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High frequency electrical stimulation of sciatic nerve enhances skeletal muscle 
autophagy in mice
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the effects of exercise on skeletal muscle autophagy. Trains of high-frequency 
electrical stimulation (pulses frequency: 100 Hz) were used to stimulate sciatic nerve and consequently induce muscle contraction of 
the left hindlimb. The unstimulated right hindlimb muscles were taken as control. The mice were sacrificed immediately (0), 30 or 60 
min after the electrical stimulation by cervical dislocation, and gastrocnemius muscles were rapidly dissected and freeze-clamped in 
liquid nitrogen. AMP-activated protein kinase (AMPK) and the autophagy marker protein LC3 were detected by Western blotting, and 
muscle atrophy related genes including atrogin-1, MuRF-1, Bnip3, Bnip3l and CathepsinL were detected by using real-time qPCR. 
The results showed that, at 0 min after the electrical stimulation, the activity of AMPK and LC3-II/I ratio were significantly increased 
in left gastrocnemius muscles, compared with those of the muscles in the right hindlimb. The levels of atrogin-1, MuRF-1, Bnip3, 
Bnip3l and CathepsinL mRNA expressions were up-regulated by electrical stimulation. Meanwhile, the activity of autophagy related 
protein, ULK1 was significantly enhanced by electrical stimulation. These results suggest that electrical stimulation of sciatic nerve 
may induce the skeletal muscle autophagy, and this may be regulated through AMPK/ULK1-mediated signaling pathway.
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研究论文

肌肉占人体总重的 40%~50%，并且是机体蛋

白质的主要贮存器官。肌肉含量的稳定受蛋白质的

合成与降解之间的平衡调控。许多病理情况下以及

衰老的过程中会发生肌肉萎缩 [1, 2]，而肌肉的萎缩
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主要是由于蛋白质的降解速率超过其合成。蛋白质

的降解主要通过两条途径，蛋白酶体的泛素化途径

和溶酶体的自噬途径。以往大多数研究主要集中在

蛋白酶体途径的研究，对于溶酶体自噬途径研究较

少，而近年来越来越多的研究将焦点集中在细胞

自噬。

自噬是机体通过溶酶体降解自身受损废弃细胞

器和蛋白质的过程。另外，当机体处于过度饥饿情

况时，通过自噬途径将细胞内受损蛋白质或其他大

分子物质降解为可被细胞利用的小分子物质，供给

细胞营养，因此自噬对于维持细胞体内环境稳定有

着重要的作用。自噬在许多肌病中被持续激活，例

如 Pompe 和 Danon 疾病模型，失神经性肌萎缩

等
[3–7]。有研究表明抑制自噬会引起肌病以及肌肉

萎缩 [8]。电刺激能够抵抗或缓解肌肉萎缩，因此有

很多临床病例采取电刺激疗法，例如脊柱损伤，衰

老等 [9–13]。自噬受一系列基因的调控，目前研究已

知的包括自噬相关基因 atg、LC3b[14]、Gabarapl1 和

BNIP3[15] 等。

运动锻炼对机体有诸多益处，例如寿命的延

长、心血管病、糖尿病以及神经退行性病变的预防

等 [16, 17]。而运动对自噬的影响机理，目前相关研究

报道较少。为了研究自噬与急性运动之间的关系，

本研究采用高频 (100 Hz) 电刺激小鼠坐骨神经的方

式来促进后肢骨骼肌运动，利用 Western blot 和实

时定量 PCR 检测自噬标志蛋白 LC3 以及其他自噬

调控基因的表达，以期能为骨骼肌萎缩的临床治疗

提供理论依据和实践支持。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　C57BL/6 雄性小鼠购自美国 Jackson
实验室。实验小鼠以标准日粮饲喂并自由饮水，饲

养在 12 h 光照和 12 h 黑暗交替的无菌动物房。所

有动物实验程序均按照并符合美国爱因斯坦医学院

动物保护协会的要求。

1.2  主要仪器和设备　　701C stimulator 电刺激仪

购自加拿大 Aurora Scientific Inc.。Dynamic Muscle 
Control (DMC) 软件编辑和控制整个电刺激程序。

1.3  电刺激参数设置以及实验步骤　　实验开始前，

按照仪器使用说明连接电刺激仪和电脑，调整电压

等参数，开启 DMC 程序。用浓度 5% 的异氟醚麻

醉 ( 吸入式 ) 小鼠，同时供给 1% 的氧气。待小鼠

麻醉之后将异氟醚浓度调整至 3%，并在后续整个

实验操作过程中一直保持该剂量。麻醉 20~30 min
之后开始电刺激程序。将小鼠待刺激的一侧后肢毛

发剔除干净，固定小鼠，消毒后打开皮肤暴露出坐

骨神经，连接电刺激针头。本实验设 10 组脉冲刺激，

每组含 6 次脉冲刺激，每次刺激之间间隔 10 s 的恢

复时间，每组间隔 1 min。电压 10 V，脉冲频率为

100 Hz。
1.4  骨骼肌样本的收集　　将 2 月龄小鼠分为 3 组，

电刺激完成后让小鼠分别恢复 0、30 和 60 min，然

后断颈处死，收集腓肠肌作为样本，同时收集对侧

未刺激腓肠肌肌肉作为对照。迅速投入液氮中冷冻

保存备用。每组设 5 次重复。 
1.5  Western blot　　在盛有液氮的研钵中研磨冻存

的组织样本，将研碎的组织样本迅速转移至预先

加好预冷蛋白裂解液的 1.5 mL Eppendorf 离心管。

蛋白裂解液采用商品化的 ProteoJETTM Mammalian 
Cell Lysis Reagent (#K0301, Fermentas)，并加入蛋

白酶体抑制剂 (EMD Chemicals Inc.) 和磷酸化酶抑

制剂 (Sigma-Aldrich Co., LLC.)。在 4 °C、13 000 r/
min 条件下离心细胞裂解产物 30 min，收集上清液

并转移至新管。用 BCA 试剂盒 (Thermo Scientific, 
Rockford, USA) 测定蛋白质浓度。准备 20 μg 蛋白

质样品，加入 5 × 上样缓冲液，100 °C 煮沸 7 min，
8% SDS-PAGE 进行电泳分离蛋白质，半干法转至

PVDF 膜上。5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入兔

来 源 的 抗 pThr172-AMPK、LC3-II、LC3-I、p62、
pSer555-ULK1 与 GAPDH 多克隆一抗 (1:1 000, Cell 
Signaling, Boston, USA)，4 °C 摇床孵育过夜，用

TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加入山羊抗兔二抗 (1: 
10 000, Pierce, Pittsburgh, USA) 室温孵育 1 h，TBST
洗膜 3 次，ECL 显色。采用 ImageJ 软件对蛋白条

带进行定量分析，用 GAPDH 作为内参进行校准。

1.6  实时定量 PCR (real-time quantitative PCR, real- 
time qPCR)　　采用 QIAzol 试剂 (Qiagen, CA, USA)
提取肌肉组织总 RNA。用 SuperScript VILO 第一

链 cDNA 合成试剂盒 (Invitrogen, CA, USA) 进行

反转录。用 TaqMan RT-PCR 系统 (Applied Biosys-
tem, Branchburg, NJ, USA)检测atrogin 1 (引物编号：

Mm00499523_m1)、MuRF-1 ( 引物编号：Mm01185221_
m1)、自噬调节因子 Bnip3 ( 引物编号：Mm01275601_
g1) 和 Bnip3l ( 引物编号：Mm00786306_s1) 以及溶

酶体酶 CathepsinL ( 引物编号：Mm00515597_m1)
的 mRNA 表达，每个样品设置 3 个重复，将 gapdh 
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( 引物编号：Mm99999915_g1) 作为内参。Real-time 
qPCR 反应体系：2 × Taqman Universal Master Mix 
10 μL，TaqMan 引物 1 μL，cDNA 4 μL，DNase-Free
水 5 μL，总体积为 20 μL。PCR 循环反应参数 ：

94 °C，2 min；94 °C，30 s；65 °C， 30 s；72 °C，30 s，
重复 35 个循环；72 °C，5 min。用未刺激肌肉样本

cDNA 作为标准品，DNase-Free 水设空白对照，并

对标准品分 4 次进行 5 倍梯度稀释。通过对每个特

定基因绘制标准曲线，采用 ΔΔCt 的方法来测定其

相对基因表达变化。

1.7  统计学分析　　数据用 mean ± SD 表示，用

SPSS 22.0 统计软件进行统计检验，多组之间比较

采用单因素方差分析，P < 0.05 时认为差异具有显

著性。

2  结果

2.1  电刺激骨骼肌收缩增加AMPK激酶活性

AMPK 属于丝氨酸 / 苏氨酸激酶，电刺激骨骼

肌能够使其活化 [18]，其活性主要取决于 AMP 和

ADP 调控的 Thr172 位点的磷酸化 [19]。用 Western 
blotting 检测电刺激骨骼肌收缩对 AMPK 活性的影

响，结果显示，经过电刺激促使骨骼肌收缩，AMPK
的活性显著上调。如图 1 所示，与对侧未刺激对照

骨骼肌相比，电刺激恢复 0 min 组骨骼肌 AMPK 
172 位苏氨酸残基的磷酸化水平显著上调，而电刺

激恢复 30、60 min 组骨骼肌 AMPK 172 位苏氨酸

残基的磷酸化水平没有显著变化。

2.2  电刺激促进蛋白酶体泛素连接酶基因的表达

采用 real-time qPCR 的方法检测了电刺激对蛋

白酶体泛素化两个主要连接酶 atrogin-1 和 MuRF-1 
mRNA 表达的影响，结果如图 2 所示，与对侧未刺

激对照相比，电刺激 ( 恢复 0 min) 可以显著促进小

鼠骨骼肌 atrogin-1 和 MuRF-1 mRNA 表达。

2.3  电刺激促进自噬相关基因的表达

取对侧对照组和电刺激一侧的小鼠骨骼肌，提

取总 RNA，real-time qPCR 检测自噬相关基因的表

达，其中包括CathepsinL、Bnip3和Bnip3l。结果显示，

与对侧未刺激骨骼肌相比，电刺激侧恢复 0 min 的

骨骼肌中上述基因的 mRNA 水平较对侧未刺激组

均有显著升高 (P < 0.01 或 P < 0.05)( 图 3)。
2.4  电刺激促进骨骼肌自噬

LC3-II 存在于自噬体的内膜里，直至与溶酶体

融合之后才被降解，因此 LC3-II 改变被当作衡量细

图  1. 电刺激促进骨骼肌AMPK活性升高

Fig. 1. Enhanced activity of AMPK in gastrocnemius muscle at 
different recovery time after electrical stimulation, evidenced by 
phosphorylation of AMPK. The protein expressions were detected 
by Western blot, and GAPDH was used as internal control. Mean ± 
SD, n = 5. *P < 0.05 vs REST. REST: un-stimulated control; ES: 
electrical stimulation. 

图  2. 电刺激促进蛋白酶体泛素连接酶基因的mRNA表达上调

Fig. 2. Upregulation of atrophy-related and muscle specific 
genes in mice gastrocnemius muscle following electrical stim-
ulation. The levels of mRNA expressions were detected by 
real-time qPCR. Data were normalized with gapdh content. 
Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05 vs REST. REST: un-stimulated 
control; ES: electrical stimulation. 
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胞自噬流量的一个标准 [20]。因此，我们分别检测了

电刺激后骨骼肌不同恢复时间 (0、30 和 60 min) 
LC3 的表达。结果显示，电刺激恢复 0 min 组的电

刺激一侧骨骼肌 LC3-II/I 的比值显著高于对侧未刺

激组 (P < 0.05)( 图 4A)。另外，我们也检测了自噬

信号通路相关蛋白 p62 和 ULK1 的表达。结果显示，

与对侧未刺激对照组相比，电刺激恢复 0 min 组小

鼠电刺激一侧骨骼肌中自噬底物 p62 的蛋白表达水

平虽有少量降低，但未有显著统计差异；而 pSer555- 
ULK1 表达显著升高 (P < 0.05) ( 图 4B)，表明 ULK1

的活性显著升高。

2.5  不同月龄小鼠的骨骼肌自噬水平

我们通过 Western blot 方法检测了不同月龄 (2，
7 和 24 月龄 ) 小鼠骨骼肌中 LC3 的表达。结果如

图 5 所示，LC3-П/І 随年龄增长而呈现降低的趋势，

但各月龄之间未见显著差异。

图  3. 电刺激促进自噬相关基因的mRNA表达上调

Fig. 3. Upregulation of autophagy-regulatory genes in mice gas-
trocnemius muscle following electrical stimulation. The levels of 
mRNA expressions were detected by real-time qPCR. Data were 
normalized with gapdh content. Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs REST. REST: un-stimulated control; ES: electrical 
stimulation.

图   4. 电刺激促进骨骼肌自噬

Fig. 4. Increased autophagy activity induced by muscle contraction following electrical stimulation. The protein expressions were 
detected by Western blot. A: Ratio of LC3-II to LC3-I. B: p62 and pSer555-ULK1 protein expressions. Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05 vs 
REST. REST: un-stimulated control; ES: electrical stimulation.
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3  讨论

本研究采用 100 Hz 的高频电刺激小鼠坐骨神经

的方式使后肢肌肉收缩，检测骨骼肌的蛋白质分解

变化。蛋白质的分解在很大程度影响肌肉量及肌肉

生理功能。电刺激的效果取决于萎缩的形式和电刺

激的参数设置 ( 主要是频率以及持续时间 )。例如

低频率 (20 Hz) 电刺激后肢悬挂 14 天的小鼠比目鱼

肌，能够通过增加肌卫星细胞的增殖并抑制其凋亡

来改善肌肉萎缩时肌卫星细胞减少的现象，恢复肌

肉萎缩时肌卫星细胞的肌肉重塑能力 [21]。

本研究结果显示，与对照组相比，100 Hz 的高

频电刺激能够上调骨骼肌蛋白酶体泛素化连接酶基

因 atrogin-1 和 MuRF-1 的 mRNA 表达，该研究结

果与之前报道的在急性运动 24 h 后人骨骼肌蛋白质

降解速率增加的结果相一致 [22, 23]。调控肌肉泛素化

连接酶的主要有两条信号途径：叉头转录因子

FoxO 介导的 Akt/PKB 抑制的信号通路，当 Akt 水

平降低或者缺失时，FoxO 发生去磷酸化，并由细

胞质移位到细胞核，从而激活 atrogin-1 和 MuRF-1
转录活性 [24, 25] ；另外，肿瘤坏死因子 α (tumor 
necrosis factor α, TNFα) 诱导的 p38 MAPK 信号通

路也能促进 atrogin-1 基因表达 [26]。最近有研究证

明 Akt/FoxO3 途径能够调控自噬相关基因 LC3 和

Gabarap 的表达 [27]。同时，本研究结果显示，电刺

激骨骼肌之后，自噬的相关调控基因 Bnip3、Bnip3l
和CathepsinL的表达量以及自噬的标志LC3-II/I (细
胞质微管相关蛋白 LC3-I 向自噬体膜相关蛋白 LC3-
II 的转化情况 ) 都显著上调，该结果与 Levine 小组

小鼠跑步机运动所得结果一致：Levine 等 [20] 研究

显示运动能够促进代谢调控过程中多个组织器官的

自噬，其中包括肝脏，胰脏，脂肪组织以及骨骼肌。

BNIP3 是一个 Bcl-2 相关蛋白，在体外培养的缺氧

心肌细胞中表达量很高；体内高表达 BNIP3 和

BNIP3l 基因能够促进肌肉自噬作用。并且 FoxO3/
BNIP3 信号通路是调控体内骨骼肌自噬的一个主要

途径 [28]。人的肌耐力训练能够上调自噬相关基因以

及自噬调节因子的基因表达 [29]。但是，也有研究显

示小鼠通过跑步机运动 50 min 后骨骼肌 LC3-II 的
表达量降低，但是 MuRF-1 的表达量变化与本研究

结果一致，呈显著升高 [30]。另外，本研究检测了不

同月龄小鼠中的自噬水平，结果显示自噬水平随年

龄增长呈逐渐降低的趋势 ( 图 5)，而促进自噬可以

延缓衰老过程，延长寿命 [31, 32]，并且自噬能够改善

肌营养不良 [33]，因此，本研究或为衰老伴生的骨骼

肌肌肉减少症 (sarcopenia) 的预防与延缓发生提供

思路。

另外，本研究结果显示，电刺激侧骨骼肌

AMPK 的活性在电刺激之后也比未刺激对照骨骼

肌显著升高。AMPK 存在于所有真核生物中，是

AMP/ATP 能量敏感效应器，参与调控能量或营养

改变时的葡萄糖和脂质代谢。当营养不足或者能量

匮乏时，AMPK 被其上游激酶 LKB1 激活 [34]，活

化的 AMPK 随之磷酸化 ULK1 介导的自噬复合物

中的 raptor，抑制自噬负调节信号通路 mTORC1，
从而诱导自噬 [21]。此外，当 mTOR 被抑制，活化

的 ULK1 磷酸化下游信号分子 Beclin-1，使得自噬

复合物 ATG14/PIK3C3/VPS34 活性升高，最终导致

自噬水平升高 [35]。Sanchez 等的研究证明，AMPK
能够通过激活叉头转录因子 FoxO3 与 ULK1 之间

的相互作用从而促进骨骼肌自噬 [36]。另有研究表明

图   5. 不同月龄小鼠骨骼肌的自噬水平

Fig. 5. Activity of skeletal muscle autophagy (LC3-П/I ratio) in 
mice with different ages. The protein expressions were detected 
by Western blot. Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05 vs REST. 
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运动一方面能够通过激活 AMPK，进而抑制

mTORC1 通路，从而最终促进自噬；另一方面，运

动通过抑制 Akt 对 FoxO3 的磷酸化，使 FoxO3 活

性升高，最终上调其靶基因包括自噬相关基因和泛

素化连接酶基因的表达 [29]。

综上所述，本研究结果显示，电刺激方法可促

使骨骼肌收缩，引起 AMPK 激酶活性升高，进而

激活下游靶基因及自噬相关蛋白的表达，最终导致

骨骼肌自噬增加。本研究为将来治疗肌病或者延缓

衰老伴生的骨骼肌肌肉减少症提供了新靶点和理论

参考。
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