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·基础研究·

低氧复合运动对大鼠骨骼肌解偶联蛋白3表达及
线粒体功能的影响*

薄 海 1 张红英 2 李海英 1 张 勇 3,4

摘要

目的：观察单纯低氧及低氧复合运动对大鼠骨骼肌线粒体解偶联蛋白3（UCP3）表达的影响，并探讨其对线粒体能量

转换和活性氧（ROS）生成的影响。

方法：30只健康雄性 SD大鼠随机分为：常氧对照组（NC, n=10）、单纯低氧组（HC, n=10）和低氧复合运动训练组

（HT, n=10）。低氧干预为常压低氧帐篷，模拟11.3%的氧浓度，运动干预为低氧帐篷内53% VO2max强度的跑台训练，

1h/d。4周后测定线粒体呼吸功能、ATP合成酶活力、ROS生成速率、UCP3 mRNA和UCP3蛋白表达。

结果：HC与NC组比较，态3呼吸速率（ST3）、呼吸控制比（RCR）、磷氧比（ADP/O）、ATP合成酶活力、UCP3 mRNA和

蛋白表达均显著降低（P＜0.05—0.01），ROS生成速率升高（P＜0.05）。HT与HC组比较，ST3、RCR、ADP/O、ATP合成

酶活力、UCP3 mRNA和蛋白表达均显著升高（P＜0.05—0.01），ROS生成速率降低（P＜0.05）。
结论：低氧复合运动可上调骨骼肌线粒体UCP3表达，抑制ROS过度生成，并通过上调ATP合成酶活力，保持线粒体

能量转换效率。
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Abstract
Objective: To observe the effect of hypoxia alone and hypoxia combined with exercise training on mitochondrial
energy transferring and reactive oxygen species (ROS) generation, and to identify roles of uncoupling protein 3
(UCP3) in skeletal muscles of rats.
Method: A total 30 healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: normoxia control
group (NC, n=10), hypoxia control group (HC, n=10), and hypoxia combined exercise training group (HT, n=10).
The hypoxia animals were subjected to hypoxia exposure in normobaric hypoxic tent simulating 11.3% oxygen
concentration. The exercise training animals exercised on a motor-driven rodent treadmill in normobaric hypoxic
tent for 1h/d, at an intensity of 53% VO2max. After 4 weeks, mitochondrial respiration parameters, ATP synthetase
activity, ROS generation rate, UCP3 mRNA and UCP3 protein expression were measured.
Result: Comparing with NC group, in HC group, state 3 respiratory rate(ST3), respiratory control ratio(RCR), ratio
of ADD to oxygen(ADP/O), ATP synthetase activity, UCP3 mRNA and protein expression showed dramatic reduce
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低氧（hypoxia）是指当细胞的氧供应不足或利

用氧障碍时，导致细胞的代谢、功能和形态结构发生

异常变化的病理过程。常见于阻塞性肺疾病、心力

衰竭、贫血等临床疾病，亦见于在高原等低氧环境中

生活的人群。其中低氧可导致骨骼肌氧化应激水

平升高、能量代谢异常、蛋白质降解加速等，表现为

骨骼肌萎缩和工作能力下降，严重影响机体生存质

量 [1]。研究证实，低氧复合运动可通过增加骨骼肌

毛细血管密度、促进肌组织糖、脂代谢能力、上调肌

红蛋白表达等途径提高骨骼肌低氧抵抗力[2]。这提

示低氧复合运动可有效提高低氧症患者骨骼肌工作

能力，探讨其分子机制对于科学指导运动康复及开

发靶向明确的药物具有重要意义。

线粒体通过氧化磷酸化产生细胞 90%以上能

量，也是内源性活性氧（reactive oxygen species,
ROS）产生的主要部位。研究表明，严重低氧可造成

线粒体超微结构损伤及钙离子代谢紊乱[3]。解偶联

蛋白是位于线粒体内膜介导质子漏的转运蛋白家

族，其分布及生理功能具有组织特异性。骨骼肌中

只有解偶联蛋白 3（uncoupling protein 3, UCP3）表

达，基本不参加机体产热调控，而是通过介导多种阴

离子跨膜转运调控线粒体质子跨内膜途径及能量转

换方式[4]。本研究拟观察慢性低氧及低氧复合运动

对骨骼肌线粒体UCP3表达的影响，并探讨其在线

粒体能量转化及ROS生成中的调控作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性 SD大鼠 30只，体重（242±15）g，由军事医

学科学院实验动物中心提供。常规饲养，饲养环境

温度20—25℃，湿度65%—75%。

1.2 动物分组及运动方式

大鼠随机分为 3组，每组 10只，即常氧对照组

（NC组）、单纯低氧组（HC组）、低氧复合运动训练组

（HT 组）。 HC 组 和 HT 组 置 于 常 压 低 氧 帐 篷

（Hypoxic System公司），模拟海拔 5000m环境，氧浓

度为 11.3%，持续 4周，动物每日清晨返回常氧环境

1h，换食水，打扫卫生。HT组大鼠在放置于低氧帐

篷中的小动物跑台中运动，采用Bedford[5]据鼠体重/
摄氧量回归方程确定运动模式，即5°，15m/min（相当

于 53% VO2max），每日 1次，每次 1h，每周 5次，共 4
周。该低氧复合运动模型已被证明可显著提高低氧

状态下大鼠骨骼肌强直收缩最大张力及疲劳发生时

间[6]。HC组大鼠每日置于静止跑台 1h。NC组大鼠

低氧帐篷外饲养。各组大鼠均在末次低氧暴露后即

刻断头处死，迅速分离双侧腓肠肌，左侧于-80℃冻

存备用，右侧提取线粒体。

1.3 骨骼肌线粒体制备

肌组织剔除脂肪及结缔组织、剪碎，加100ml介
质（0.12M KCl, 20mM Hepes, 5mM MgCl2, 1mM
EDTA, pH 7.4），电动匀浆器匀浆，上下 3次，1200
转/min。600g离心10min，纱布过滤取上清。上清液

于 4℃ 17000g离心 10min。沉淀悬浮于 20ml介质

中，7000g离心 10min。沉淀悬浮于 1ml介质中。考

马斯亮蓝法测定蛋白样品浓度[7]。

1.4 线粒体呼吸功能测定

采用Clark氧电极测定密闭反应体系中氧含量

变化速率，以测定线粒体呼吸速率 [8]。反应体系

3ml，25℃恒温，80转/min速度搅拌。与测试等体积

的氧饱和水校准氧饱和曲线。反应体系中加入3mg
线粒体蛋白。加入底物 0.1mmol/L苹果酸和 1mmol/
L谷氨酸启动态 4呼吸。平稳后加入 200nmol ADP
启动态 3呼吸。ADP耗尽后回归态 4呼吸。选取耗

氧曲线典型区域计算态 3（state 3, ST3）和态 4

(P＜0.05—0.01). And H2O2 generation elevated significantly(P＜0.05). Comparing with HC group, in HT group,
ST3, RCR, ADP/O, ATP synthetase activity, UCP3 mRNA and protein expression improved significantly(P＜0.05—
0.01). And H2O2 generation decreased (P＜0.05).
Conclusion: Hypoxia combined exercise training could markedly enhance mitochondrial UCP3 expression and ATP
synthetase activity, which suppressed mitochondrial ROS generation and maintained mitochondrial energy
transferring efficiency.
Author's address Logistics College of Chinese People's Armed Police Force, Tianjin, 300162
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（state 4, ST4）呼吸速率、呼吸控制比（respiratory
control ratio, RCR）及 磷 氧 比（ratio of ADD to
oxygen, ADP/O）。
1.5 线粒体ROS生成速率测定

3ml反应测定介质中加入 1mg线粒体蛋白和

5nmolDCFH-DA，加入苹果酸 0.1mmol/L 和谷氨酸

1mmol/L启动呼吸。避光 37℃水浴 15min。水浴后

立即于荧光分光光度计下连续扫描 10min（激发波

长499nm，发射波长521nm）[9]。

1.6 线粒体ATP合成酶活性测定

采用荧光素酶发光法 [7]。反应温度为 25℃，

0.5ml 反应体系中加入 0.05mg 线粒体蛋白，底物

0.1mmol/L苹果酸和 1mmol/L谷氨酸，10nmol荧光素

酶。记录本底荧光强度，加入4μM ADP启动反应，

记录荧光强度。

1.7 实时荧光定量 PCR法（RT-PCR）检测骨骼肌

UCP3 mRNA表达

用Trizol Reagent试剂盒提取骨骼肌总RNA，通

过 0.8%的琼脂糖电泳和紫外分光光度计确定总

RNA 完整性和纯度。严格按照逆转录试剂盒说明

书进行逆转录反应。UCP3和内参基因β-actin引物

参照文献[8]，由北京博雅生物有限公司合成：
UCP3上游引物5'-GGAGCCATGGCAGTGACCTGT-3'，

下游引物5'-TGTGATGTTGGGCCAAGTCCC-3'，

产物179 bp；

β-actin上游引物

5'-TGGTGGGTATGGGTCAGAAGGACTC-3'，

下 游 引 物 5'-CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCA-3'，

产物664 bp。

RT-PCR 条件：预变性 94℃/4min，变性 94℃/
30s，退火58℃/30s，延伸72℃/45s，循环30次，终末延

伸 72℃/7min。反应体系根据 SYBR-Premix试剂盒

说明书配制。计算UCP3 mRNA对β-actin的相对表

达量：目的基因表达量/β-actin表达量=2（Ct 目的基

因－Ct β-actin）。
1.8 Western blot法检测线粒体UCP3蛋白表达量

线粒体匀浆测定UCP3表达量

以细胞色素氧化酶Ⅳ（COXⅣ）为内参。将提取

线粒体加入 2×SDS上样缓冲液，100℃加热 5min，冰
浴冷却。取10μg蛋白质样品行SDS-PAGE电泳，电

转移至PVDF 膜，兔抗鼠UCP3抗体（1∶1000）4℃孵

育过夜，PBS漂洗 3次。再以羊抗兔HRP-IgG抗体

室温孵育 1h，充分漂洗后，使用ECL试剂盒发光显

影，与X 光片曝光10min。显影、定影后扫描定量各

条带的灰度值。以NC组条带灰度值为 100%，其他

两组条带与NC组的比值，即为其相对表达量（%）。

1.9 统计学分析

计量资料以均数±标准差表示，所有数据应用

SPSS 13.0软件进行分析，均数的比较采用单因素方

差分析。

2 结果

2.1 低氧及低氧复合运动对骨骼肌线粒体呼吸功

能、ATP合成活力及ROS生成速率的影响

与NC组比较，HC和HT组 ST3、RCR及线粒体

ATP合成酶活力显著降低（P<0.05—0.01），H2O2生成

速率显著升高（P<0.05），HC组ADP/O显著降低（P<
0.05）；HT组与HC组比较，ST3、RCR、ADP/O及线粒

体ATP合成酶活力显著升高（P<0.05），H2O2生成速

率显著降低（P<0.05）；各组间 ST4差异均无显著性

意义（表1，图1）。
2.2 低氧及低氧复合运动对骨骼肌UCP3 mRNA
表达的影响

与NC组比较，HC组骨骼肌UCP3 mRNA显著

降低了 21.36%（3.37±0.46Vs.2.65±0.53，P＜0.05）；

HT 组骨骼肌 UCP3 mRNA 显著升高了 151.34%
（3.37±0.46Vs.8.47±1.02，P＜0.01）；HT组与HC组比

较，骨骼肌UCP3 mRNA显著升高（P＜0.01）。
2.3 低氧及低氧复合运动对骨骼肌线粒体UCP3蛋
白表达的影响

与NC组比较，HC组线粒体UCP3蛋白显著降

低（P＜0.05），HT组线粒体UCP3蛋白显著升高（P＜
0.01）。HT组与HC组比较，线粒体UCP3蛋白显著

升高（P＜0.01）（见图1）。

表1 各组骨骼肌线粒体呼吸功能变化
（nmol O2/min·mg pro）

组别

态3呼吸速率（ST3）
态4呼吸速率（ST4）
呼吸控制比（RCR）

与NC组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；HT组与HC组比较：③P＜0.05

NC组

76.94±9.01
11.70±1.52
6.65±0.95

HC组

47.79±6.94②

12.01±2.05
3.96±0.51②

HT组

61.21±7.82①③

11.87±2.30
5.14±0.92①③
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3 讨论

线粒体UCP3是由细胞核编码，在胞浆中转录、

翻译，由线粒体跨膜转位酶复合体（TOM和TIM）介

导，转入并定位于线粒体内膜发挥其生物学效应，其

调控主要包括基因表达调控和翻译后调控。多种环

境因素可影响骨骼肌线粒体UCP3的表达，如缺氧/
缺血、运动、低温等[10]。我们前期研究发现，急性低

氧（＜4h）上调线粒体UCP3蛋白水平主要为翻译后

调控，即急性低氧诱导产生的ROS启动了骨骼肌胞

浆中“UCP3蛋白库”，使UCP3蛋白快速进入线粒体

并装载于内膜，反馈性抑制ROS生成 [8,11]。本研究

中，与常氧对照组比较，4周低氧后骨骼肌线粒体

UCP3 mRNA及蛋白表达均显著降低，而4周低氧复

合运动后UCP3 mRNA及蛋白表达均明显升高。这

提示，慢性低氧及低氧复合运动对UCP3的调控发

生在基因表达调控和翻译后调控两个层面。与本研

究结果一致的是，邓红等[12]报道，间歇性低氧复合运

动可上调肥胖大鼠骨骼肌UCP3蛋白表达。Gosker
等[13]研究表明，8周跑台训练使以低氧血症为主要表

现的慢性阻塞性肺病患者骨骼肌UCP3蛋白明显升

高。我们前期研究表明，6周耐力运动预适应反而

降低了UCP3对急性低氧的应答幅度 [8]。这提示单

纯运动与低氧复合运动对UCP3的调控信号通路及

生物学效应并不一致。研究证明，肾上腺素能受体

活化可通过腺苷酸环化酶-环磷酸腺苷（cAMP）途径

提高UCP3表达[10]。Moradkhan等[14]在睡眠呼吸暂停

综合征患者中发现，慢性低氧显著降低骨骼肌组织

肾上腺素能受体表达水平，提示这可能是慢性低氧

抑制UCP3基因表达的机制之一。研究表明，低浓

度ROS可上调TOM和TIM表达，而高浓度ROS则破

坏TOM和TIM结构，抑制其蛋白转运活性[15]。本研

究中慢性低氧组线粒体ROS产生速率显著升高，而

低氧复合运动组ROS产生速率虽然仍高于常氧对

照组，但已明显低于单纯低氧组。这提示ROS对线

粒体蛋白转运系统的调控参与了慢性低氧及低氧复

合运动中UCP3蛋白的翻译后调控。此外，本研究

采用的耐力训练模型已被证明可明显增加线粒体

生物合成，而新生线粒体与“衰老”线粒体比较，

UCP3等核编码蛋白线粒体转运及内膜装配效率亦

更高 [16]。上调线粒体UCP3表达可提高骨骼肌对缺

血/缺氧的耐受性，一般认为与其抗氧化效应相关。

UCP3执行抗氧化功能的分子机制尚不清楚，目前较

与NC组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；HT组与HC组比较：③P＜0.05；④P＜0.01

图1 各组骨骼肌线粒体ADP/O、ATP合成活力、ROS生成速率及UCP3蛋白变化
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为接受的观点有如下几种：①UCP3通过温和解偶联

（mild uncoupling）轻度降低线粒体膜电位（ΔΨ），减

少ΔΨ依赖性ROS产生；②ROS与不饱和脂肪酸结

合为过氧羟化脂肪酸，由UCP3从泵出至线粒体内

外膜间隙，质子化后返回基质；③UCP3可直接激活

线粒体基质内谷胱甘肽过氧化物酶，清除生成的

ROS[10]。本研究中，我们利用二氯荧光素作为探针，

记录单位时间溢出线粒体ROS量，发现慢性低氧下

调UCP3伴随线粒体ROS生成速率显著升高，而低

氧复合运动上调UCP3显著抑制了ROS的生成，提

示 UCP3参与了低氧及复合运动中 ROS生成的调

节。值得注意的是，低氧复合运动组线粒体UCP3
水平显著高于常氧对照组，但ROS生成速率仍明显

升高（见图 1）。最近 Lu等 [17]也报道，低氧状态下

UCP3-/-大鼠骨骼肌线粒体ROS产量显著高于野生

型，但UCP3过表达大鼠骨骼肌ROS产量亦明显高

于野生型，只是上升幅度低于UCP3-/-大鼠。说明

UCP3不仅参与了ROS调节，还具有其他生物学效

应。本研究中，慢性低氧导致所有测定的骨骼肌线

粒体力能学参数异常。ST3降低可能由于氧化还原

酶的损伤和/或还原当量供给的减少。研究表明，低

氧可造成线粒体呼吸链复合体Ⅰ的损伤并抑制其活

性[18]。本研究中，慢性低氧亦造成线粒体ATP合成

酶活力降低，这些都与ST3降低相关。ST4并未伴随

ST3降低，这提示，虽然组织低氧导致线粒体绝对氧

供减少，但“质子漏”增加导致 ST4所占比例反而增

加，导致线粒体“无效氧耗”增加。因而，反映线粒体

氧化磷酸化偶联程度的RCR和反映氧化磷酸化效

率的ADP/O均明显降低。我们前期证明，急性低氧

时骨骼肌UCP3显着上调，抑制ROS快速生成，但这

是以牺牲线粒体能量转换效率为代价的[8]。因而，慢

性低氧抑制UCP3表达可能是线粒体维持能量转换

效率的一种自我调控机制，但这反而引起ROS生成

增加，导致膜蛋白或脂质氧化损伤，进一步增加了

“质子漏”并降低线粒体能量转换效率，因而UCP3
下调可能是低氧损伤的机制之一。本研究中，与单

纯低氧组比较，低氧复合运动组 ST3和RCR均明显

增加。我们前期证实，低氧复合运动可提高大鼠肺

的换气效率及动脉血氧分压[19]。黄庆愿等[20]也发现

低氧复合运动可增加骨骼肌毛细血管密度，提高组

织氧分压，因而线粒体氧气及还原当量供应均增

加。此外，运动训练诱导线粒体生物合成亦对受损

的线粒体蛋白具有修复作用，因而，线粒体ST3呼吸

速率明显增加。ST4仍无明显变化，但UCP3表达增

加，说明线粒体内膜损伤造成的“质子漏”份额减

少。我们还发现，低氧复合运动显着上调线粒体

UCP3同时，ADP/O并未明显降低，而ATP合成酶活

性明显升高。我们前期证明，线粒体膜电位降低

10%，ATP/ADP将减少 10倍，而ATP合成酶活性增

加30%即可恢复能量供应[7]。因而，我们认为，UCP3
通过增加“质子漏”降低线粒体内膜电压力并抑制

ROS生成，而ATP合成酶活性提高可代偿UCP3介

导的“无效氧耗”，维持线粒体能量转换效率（图2）。

总之，低氧复合运动可上调UCP3表达，上调线

粒体ATP合成酶活性，可提高线粒体能量转换效率，

抑制活性氧产生，从而增加骨骼肌对低氧的抵抗

力。为将运动训练作为临床治疗慢性阻塞性肺疾

病、心力衰竭、贫血等缺氧性疾病的辅助手段提供了

理论依据。
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