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·基础研究·

有氧运动对糖尿病大鼠自噬性肌萎缩的影响*

高前进1 柏海平1 王彦伟1，2

摘要

目的：通过观察有氧运动对糖尿病大鼠自噬作用引起的肌萎缩的影响，探讨高血糖和胰岛素缺乏引起肌肉量减少的

机制及运动的防治作用。

方法：成年雄性Wistar大鼠采用腹膜内注射链脲菌素的方法诱导糖尿病，然后随机分为糖尿病对照组（diabetic con-

trol, DCG），糖尿病运动组（diabetic exercise group，DEG），同时设立正常对照组（control group, CG）和正常运动组

（control exercise group, CEG）。有氧运动采用跑台跑训练，采用中等强度每天1h，每周5天共训练4周，4周后所有

大鼠测量体重并进行糖耐量测试，取腓肠肌称重，使用组织化学法检测腓肠肌肌肉降解的变化，使用蛋白免疫印迹

法检测自噬相关蛋白LC3和肌动蛋白actin变化。

结果：糖尿病运动组（DEG）与糖尿病对照组（DCG）比较，DEG血糖水平显著降低(276.91±18.69 mg/dl vs. 310.75±

16.54 mg/dl，P<0.05)，体重和腓肠肌重量显著增加（体重 303±17.87g vs. 185.44±20.27g，P<0.05；肌重 1.80±0.29g

vs.0.92±0.20g，P<0.05）。DEG的自噬性蛋白LC3表达水平比DCG显著降低（225±27 vs.435±31）。

结论：由于糖尿病过度的分解代谢激活了过度自噬作用，导致骨骼肌肌萎缩。4周跑台训练提高了糖尿病大鼠的肌

肉量，说明有氧运动通过抑制自噬作用，可以防治糖尿病患者的骨骼肌肌萎缩。
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Abstract
Objective: To investigate the mechanism by which hyperglycemia and insulin deficiency decrease muscle mass,

and the exercise therapeutic effect through observing the effect of aerobic exercise training on autophagy- in-

duced muscle atrophy.

Method: Adult male Wistar rats were injected intraperitoneally with Streptozotocin (60mg/kg body weight) to

induce diabetes. All rats were divided into four groups randomly: diabetic control group(DCG), diabetic exer-

cise group(DEG), normal control group(CG) and normal control exercise group(CEG). Aerobic exercise training

was performed on a treadmill at a low-moderate intensity(50%—60% of the initial maximum speed), 1 hour

per day, 5 days per week. After 4 weeks, we performed intraperitonal glucose test and measured body weight

and gastrocnemius muscle mass. The protein degradation and the level of autophagy were examined by histo-

chemistry. At the same time, we also examined the level of LC3 and actin in isolated gastrocnemius by west-

ern blot analysis.

Result:The body weight and gastrocnemius muscle mass were higher in the diabetic exercise group rats than

that in the diabetic control group rats（303±17.87g vs. 185.44±20.27g，P<0.05；muscle weight 1.80±0.29g vs.0.92±
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糖尿病是一组由多病因引起的以慢性高血糖为

特征的终身性代谢性疾病。糖尿病本身不一定造成

危害，但长期血糖增高，大血管、微血管受损并危及

心、脑、肾、周围神经、眼睛、肌肉等，据世界卫生组织

统计，糖尿病并发症高达100多种，是目前已知并发

症最多的一种疾病。糖尿病的发生发展虽然是多因

素的，但受胰岛素作用的骨骼肌对该病的发展进程

有非常大的影响[1]。

骨骼肌占体重的40%左右，是人体最大的器官，

骨骼肌肌肉量减少是很多慢性疾病的特征，包括糖

尿病、癌症、心衰等。虽然进食减少在骨骼肌废用的

发展方面起到一定作用，但普遍认为代谢方面的改

变诸如合成代谢减少，分解代谢增加，激素的影响和

肌细胞因子稳态的变化在肌肉萎缩的病因学中起关

键作用[2]。肌萎缩是由于肌细胞内的蛋白合成率和

蛋白降解率之间的平衡遭到破坏所致。尤其，从实

验和临床研究表明肌细胞内增加的蛋白分解是肌萎

缩的最主要原因。存在于骨骼肌中的蛋白分解途径

包括：自噬溶酶体系统、胞浆Ca2+-激活系统和ATP-

泛素依赖的蛋白水解途径[3]。这些系统在引起肌细

胞蛋白分解中各自所起的作用仍不很清楚。自噬溶

酶体系统在肌细胞内蛋白质的转化和降解中起重要

作用[4]。

自噬（autophagy）是由 Ashford 和 Porter 在 1962

年发现细胞内有“自己吃自己”的现象后提出的，是

指从粗面内质网的无核糖体附着区脱落的双层膜包

裹部分胞质和细胞内需降解的细胞器、蛋白质等成

分形成自噬体（autophagosome），并与溶酶体融合形

成自噬溶酶体，降解其所包裹的内容物，以实现细胞

本身的代谢需要和某些细胞器的更新[5]。自噬在机

体的生理和病理过程中都能见到，其所起的作用是

正面还是负面的尚未完全阐明。虽然基础水平的自

噬对细胞是一种保护性作用，但是过度自噬也会引

起自噬性细胞死亡甚至加速疾病的进展，如血管平

滑肌细胞自噬，会导致胶原合成减少，纤维帽变薄，

最终导致急性心血管事件的发生[6]。最近，研究显

示微管相关蛋白 1轻链 3（LC3）参与自噬作用的过

程[7]。LC3在自噬体形成的过程中与自噬体膜相连

接，并且在自噬体的形成过程中起关键作用[8]。LC3

广泛存在于哺乳动物的细胞，包括肌细胞。LC3有

两种形式，LC3-Ⅰ和LC3-Ⅱ，LC3-Ⅰ弥散分布于胞

浆，而LC3-Ⅱ分布于自噬体膜。LC3-Ⅱ是首个被发

现的与自噬体膜相关的蛋白，LC3-Ⅱ的数量与自噬

体形成的程度相关。虽然自噬作用在其他很多疾病

中已有很多的研究，但是自噬作用在链脲菌素

（STZ）诱导的糖尿病肌萎缩中是否起作用，或者说

糖尿病引起的肌萎缩是否与自噬作用有关并不清

楚。

运动被公认对糖尿病有重要的健康益处。运动改

善糖尿病患者骨骼肌的适应能力的分子机制还未阐

明。有氧运动对肌肉的结构和功能产生的有益影响，

可能是通过激活各种各样的信号机制来实现的[9—10]。

因此，本研究目的是通过观察有氧运动对糖尿病大

鼠肌萎缩的影响，探讨高血糖和胰岛素缺乏引起肌

肉量减少的机制及运动的防治作用机制。

1 材料与方法

为了使实验结果真实可靠，指标检测及数据统

计过程使用双盲实验法，对各实验组进行编号后聘

请不知情实验员检测和统计。

0.20g，P<0.05）. Compared with the diabetic control group, the diabetic exercise group had the lower blood glu-

cose level(276.91±18.69 mg/dl vs. 310.75±16.54 mg/dl，P<0.05), the increased intracellular contractile protein ex-

pression,and the decreased autophagic protein expression（225±27 vs.435±31）.

Conclusion: Four weeks treadmill running improves the muscle mass in the diabetes-induced skeletal muscle at-

rophy, suggesting the activation of autophagy in diabetes contributes to muscle atrophy through hypercatablic

metabolism. Moreover, that aerobic exercise modifies or reverses skeletal muscle atrophy may be mediated by

suppressing autophagy in diabetic patients.

Author's address Human Movement Science Experimental Center of Shijiazhuang College’Sport College, Shi-

jiazhuang，050035
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1.1 动物及饲料

清洁级雄性Wistar大鼠，体重 200±10g，由河北

医科大学实验动物学部提供[实验动物生产许可证

号:SCXK(冀)2008-1-003，使用许可证号:SYXK(冀)

2008-0026]，分笼饲养，每笼 5只，室温 23±2℃，相对

湿度40%—60%，自然光照，保持通风。国家标准啮

齿类动物饲料，自由饮食饮水。

1.2 造模方法、实验分组

所有大鼠适应性喂养一周后，禁食12h，随机分

为糖尿病模型组和正常对照组。模型组按60mg/kg

腹腔内一次性注射STZ（美国，sidma公司）。STZ临

用前用枸橼酸钠缓冲液（0.1mol/L, PH4.5）配置。正

常对照组则注射等量枸橼酸钠溶液。注射 STZ 溶

液8天后两组大鼠尾静脉采血，测血糖（美国强生稳

豪型微量血糖仪及配套血糖试纸），模型组血糖水平

高于200mg/dl者造模成功纳入实验，血糖水平低于

200mg/dl者剔除。正常对照组不剔除。然后糖尿病

模型组分为糖尿病对照组（diabetic control group,

DCG），糖尿病运动组（diabetic exercise group，

DEG），正常对照组分为正常对照组（control group,

CG）和正常对照运动组（control exercise group,

CEG），每组各8只大鼠[11—12]。

1.3 运动方案

有氧运动采用跑台跑训练。所有运动组大鼠先

在跑台上进行 10m/min，30min/d 的适应性训练 3

天。然后，进入正式训练，跑台跑速 15m/min，坡度

5°，1h/d，5d/周，训练4周。所有对照组安静饲养，正

常饮食饮水，不加任何运动干预[13]。大鼠跑台为杭

州段氏制作BCPT-98型。

1.4 腹膜内糖耐量测试

4周跑台训练最后一次训练后休息48h，开始禁

食16h，所有组别大鼠进行糖耐量实验，腹腔注射葡

萄糖2g/kg体重，然后在0min、30min、60min、90min、

120min每间隔半个小时尾静脉采血测血糖。

1.5 骨骼肌测试样本的采集

葡萄糖耐量测试完毕开始取材。各组大鼠用

2%的戊巴比妥钠腹腔麻醉，断头取血置于离心管

中，倾斜静置 3—4h 后进行常规血清分离（2000r/

min，15min），-20℃冰箱保存待测。取血后速取腓肠

肌，快速吸干表面血迹，进行肌肉称重。左侧腓肠肌

外侧头切约为 4mm×4mm×4mm放入冰冻浴槽冷冻

后，置于-20℃冰箱保存待测。右侧腓肠肌外侧头，

剔除筋膜，液氮冻干，-80℃冰箱保存，留做匀浆用。

1.6 腓肠肌冰冻切片HE染色

取材过程中，快速将约 4mm×4mm×4mm 的腓

肠肌投入用液氮预冷的装有正已烷（-70℃）的小烧

杯中速冻，之后转移至-20℃的恒冷箱冰冻切片机备

用。在-20℃的SLEE恒冷切片机内进行切片，厚度

为 10μm，冷风机下吹干，固定液A固定 30—60s，水

冲洗 30s，固定液B固定 60s，加入苏木精染色，水冲

洗，1%盐酸乙醇 5s（方法：放进去，取出来，重复 5

次，使得细胞核与细胞质分化）分色，放入水中

10min，1%伊红染色 5min，然后 80%，95%，100%乙

醇依次洗过，每隔2s将伊红洗净，放入二甲苯1—2s

透明，中性树胶封片。

固定液A配制方法：80%中性福尔马林+75%乙

醇+1%冰醋酸；固定液B配制方法：75%无水乙醇+

25%冰醋酸。

组织切片染色后，显微镜观察，通过 Panasonic

WV-CP410/G 摄像头和 BOSER BS602A 图像采集

卡进行图像采集，之后用Scion Image (National In-

stitutes of Health, USA)进行分析。每样本测量 5

个随机视野。

1.7 免疫印记 Western-bloting 检测腓肠肌 LC3 和

actin蛋白表达

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离肌肉匀浆中的

蛋白组分和Western-bloting：称取腓肠肌肉样品，迅

速剪碎后放入玻璃匀浆器中，以1∶10的比例加入匀

浆液进行匀浆。匀浆液为 TE 缓冲液(50mM Tris·

HCl, pH 7.4, 5mM EDTA)。将 10%匀浆液 4℃、

12000g离心 20min，收集上清液。上清液蛋白浓度

用考马斯亮蓝 G250 法（Bradford 法）测定。然后用

上样缓冲液调整蛋白浓度至 2µg/µl，然后在沸水中

煮 5min，制备好的蛋白样品晾至室温直接用于电

泳，使用瑞典LKB 2301电泳仪，每孔加样量 20μl，

电泳条件为：82mm×82mm微型垂直板电泳槽，凝胶

厚度 0.75mm。分离胶浓度为 12%。样品通过浓缩

胶时电压 60V，分离胶时为 90V。当溴酚蓝泳出凝

胶下缘，取胶，进行电转移。

在转移缓冲液中浸泡、平衡海绵垫、滤纸和硝酸
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纤维素膜（NC 膜）。打开转移框架，依次铺上海绵

垫、滤纸、NC膜、凝胶、滤纸、海绵垫，用玻璃棒排去

气泡，夹好后插入转移槽；将NC膜一侧朝向正极，浸

于转移缓冲液中，将槽放于冰浴中，100V电压转移

1h。

电转移完成后，取出 NC 膜，用 3%的脱脂奶粉

封闭，摇床摇 1h；用封闭液稀释一抗（1∶200)，将NC

膜放于小塑料袋内，浸于稀释的一抗（LC3,1∶1000;

actin, 1∶1000; GAPDH,1∶1000）中，4℃摇床过夜；

取出NC膜，用TTBS 缓冲液浸洗4次，每次摇10—

15min；用封闭液稀释羊抗小鼠 IgG-HRP(1∶200)二

抗，将 NC 膜放于另一塑料袋内，浸于稀释的二抗

中，室温摇 3h；之后洗膜, 以免疫印迹化学发光法

(ECL)检测蛋白区带。所有试剂和一抗，二抗均购

自华美生物科技有限公司。

免疫印迹及结果分析：使用 YLN-2000 凝胶影

像分析系统进行定量分析。

1.8 统计学分析

应用SPSS11.5统计分析软件，以单因素方差分

析各组别之间的差异；数值以平均数±标准差表示。

2 结果

2.1 血糖、体重和腓肠肌重量

随机分组时，所有动物的血糖各组之间无显著

差异，STZ 注射 1 周后，糖尿病大鼠的血糖显著增

高，比正常对照组高近 3 倍（305.72 ± 15.78mg/dl

vs.104.64±13.43mg/dl），呈显著性差异（P<0.05）。运

动干预 4周后进行糖耐量测试，糖尿病运动组比糖

尿病对照组血糖水平呈显著下降（276.91±18.69

mg/dl vs. 310.75±16.54 mg/dl，P<0.05），然而糖尿

病运动组（DEG）血糖水平仍显著性高于正常对照

组CG（276.91±18.69 mg/dl vs.105.28±14.44 mg/dl，

P<0.05）；总之，糖尿病运动组血糖水平虽然有所下

降，但是与正常对照组(CG)相比较仍处于较高水

平。见图1。

随机分组时，各组大鼠体重无显著差异。STZ

注射 4周后糖尿病对照组体重呈显著下降（185.44±

20.27g）。运动干预4周后，DEG体重比DCG显著增

加（303±17.87g vs. 185.44±20.27g，P<0.05）。但是

DEG体重仍显著低于正常对照组（CG）和正常运动

组（CEG）（303±17.87g vs. 415.06±24.38g和414.25±

16.99g）。见图2。

糖尿病对照组大鼠腓肠肌重量显著低于正常对

照组大鼠和正常运动组(CEG)的腓肠肌重量（0.92±

0.20g vs.2.15±0.24和2.27±0.21g）。然而，运动干预

4周后，糖尿病运动组大鼠腓肠肌重量比DCG有显

著的提高（1.80±0.29g vs.0.92±0.20g），但DEG腓肠

肌重量仍显著低于CG组和CEG组（见图 3）。CEG

组腓肠肌重量比CG组有上升趋势，但无显著性差

异，（2.15±0.24g vs.2.27±0.21g）。

2.2 腓肠肌HE染色组织化学变化

从HE染色的腓肠肌横切面观察到，CG大鼠肌

细胞呈不同形状的块状，排列紧密，核位于细胞边缘

（图4），CEG肌细胞排列紧密，偶见小部分炎症细胞

浸润现象（图5）；DCG肌纤维排列疏松，大部分肌纤

维直径缩小呈圆形，有个别肌细胞肿大，细胞间质水

肿，间质中可见大量炎症细胞（图6），而CEG的肌纤

维直径增大呈不同形状，细胞排列较紧密，间质水肿

注：*表示与正常对照组CG比较P<0.05；#表示与糖尿病对照组DCG比较P<0.05；$表示与正常运动组CEG比较P<0.05

图1 运动干预后各组大鼠
糖耐量血糖水平

图2 运动干预后各组大鼠体重变化 图3 运动干预后各组大鼠腓肠肌重量
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减少(图 7)。说明STZ诱导糖尿病使大鼠肌纤维直

径减小，肌肉萎缩，运动干预可以减少这种肌萎缩。

2.3 自噬作用相关蛋白表达

为了进一步探讨糖尿病大鼠肌肉量下降和肌纤

维萎缩的机制。我们检测了腓肠肌细胞内 LC3 和

actin 的蛋白水平，LC3 是一个关键的自噬体分子，

actin 是肌动蛋白，是收缩蛋白的关键成分。GAP-

DH 作为内参。腓肠肌 Western-bloting 蛋白表达结

果见图 8。蛋白条带用光密度（optical density，

OD）值量化。对照组OD值平均数作为基数，其他

组OD值除以基数，乘以 100%作为蛋白变化的结

果[14]。结果发现，4周后LC3的蛋白条带在糖尿病对

照组（DCG）显著增加，几乎是CG的 4.5倍，DEG蛋

白条带密度比DCG组下降2倍多，说明糖尿病过度

自噬作用显著，而运动大大抑制了这种过度自噬。

CEG LC3比CG也有显著的增加，但是正常运动组

大鼠 4周运动后体重没有明显变化，腓肠肌有增大

趋势，说明正常运动组大鼠体内代谢旺盛，自噬作用

增加是为了满足实现细胞本身的代谢需要和某些细

胞器的更新，是生理性的[15,4]。然而，各组腓肠肌 ac-

tin蛋白水平没有任何变化，说明自噬作用的过度反

应没有引起actin的降解。

2.4 各组LC3-Ⅱ蛋白含量变化与腓肠肌重量变化

相关性分析

CEG LC3-Ⅱ蛋白含量变化与腓肠肌重量变化

相关系数 r=0.541，P=0.166>0.05，呈不显著相关。

而DCG LC3-Ⅱ蛋白含量变化与腓肠肌重量变化相

关系数 r=-0.743，P=0.035<0.05，呈显著性负相关；

DEG LC3-Ⅱ蛋白含量变化与腓肠肌重量变化相关

系数 r=-0.746，P=0.033<0.05，呈显著性负相关。

图4 CG组腓肠肌
横切面 (10×40，HE染色)

图5 CEG组腓肠肌
横切面 (10×40，HE染色)

图6 DCG腓肠肌
横切面 (10×40，HE染色)

图7 DEG腓肠肌
横切面 (10×40，HE染色)

图8 腓肠肌Western-bloting蛋白表达结果

注：*表示与CG有显著性差异P<0.05; #表示与CEG有显著性差异
P<0.05; $表示与DEG有显著性差异P<0.05
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3 讨论

肌肉萎缩是人类慢性糖尿病的并发症，而且对

下肢肌肉影响较大[16]。然而，对于糖尿病引起肌肉

萎缩的分子机制人们至今了解甚少。本研究我们使

用STZ腹膜内注射的办法复制糖尿病大鼠模型，然

后在动物跑台上采用中等强度上坡跑的方法对糖尿

病大鼠运动干预 4周，观察有氧运动对糖尿病大鼠

血糖、体重、肌肉重量，肌纤维组织学变化，以及对细

胞内自噬相关蛋白表达的影响。通过实验研究比

较，我们发现糖尿病引发肌萎缩与自噬相关蛋白

LC3表达增加相关，而运动干预通过抑制这种过度

自噬作用减轻了肌萎缩。我们采用上坡跑的运动方

案，主要观察了下肢的腓肠肌，腓肠肌是小腿后面浅

层的大块肌肉，俗称小腿肚子，有氧运动使各运动组

大鼠肌肉量增加，尤其使糖尿病运动组大鼠腓肠肌

重量显著增加，肌萎缩显著改善。

长期以来，人们普遍认为身体活动对糖尿病患

者有重要的健康益处。有规律的运动导致骨骼肌产

生大量的适应，使肌肉更有效的利用细胞内的能源

物质去合成ATP，从而更持久的对抗疲劳[17]。长期

的身体活动增加葡萄糖转运蛋白 4的水平，增加线

粒体酶活性，改变肌肉的肌纤维类型[18—19]。与胰岛

素的作用途径不同，运动不是通过影响胰岛素受体

和胰岛素受体底物1的磷酸化，以及磷脂酰肌醇3激

酶（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3-K）的活动 [20]
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来增加肌肉能量摄入的，很明显，运动和胰岛素刺激

骨骼肌GLUT4转运的信号机制是不一样的。运动

是一个多种因素参与的过程，例如涉及肌肉能量状

态的改变（例如ATP/AMP比率增高），细胞内钙离子

水平增加，蛋白激酶C激活，以及其他改变等[21]，例如

有研究支持ROS和NO在调节肌肉收缩引起的葡萄

糖转运中的作用[22—23]，这些研究数据建议各种各样的

信号参与在运动过程中。因此，运动干预引起糖尿

病大鼠血糖降低也许就是这些信号机制的结果。

当细胞不能从外界吸收营养时，会引起营养缺

乏、生长因子剥夺，从而刺激过度自噬作用发生[24]。

PI3K/mTOR途径已被鉴别为哺乳动物细胞自噬作

用的调节机制 [25]。研究证明，当细胞能量贫乏时，

mTOR（哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，是一个细胞营养

状态的感受器）被抑制，而 mTOR 的抑制可刺激过

度自噬作用的发生[26]。AMP 激活的蛋白激酶信号

通路是运动刺激葡萄糖转运的关键信号机制，研究

证实，当葡萄糖缺乏或缺血引起的过度自噬作用发

生时，运动引起的AMP激酶信号通路可快速减少自

噬作用发生[27]。这些研究提示，运动可通过增加葡

萄糖的摄取或激活糖代谢的信号机制来抑制骨骼肌

细胞的过度自噬作用。本研究采用4周的运动干预

使糖尿病大鼠肌肉量显著增加，同时自噬相关蛋白

LC3表达降低，过度自噬作用被抑制。这些结果建议

糖尿病引起的肌萎缩是受过度自噬作用影响的。

由胰岛素缺乏引起的骨骼肌萎缩的机制是复杂

的，可能涉及几个机制，包括过度自噬作用，代谢紊

乱，运动终板降解和肌细胞蛋白合成受损等[28]。本

研究清楚地显示STZ--糖尿病大鼠的腓肠肌肌肉量

显著下降，肌纤维萎缩，跑台跑运动减轻了这些症

状。我们发现糖尿病的形成刺激了过度自噬作用，

糖尿病大鼠腓肠肌LC3表达增加，跑台跑运动通过

降低血糖和抑制自噬的过度活动发挥了保护作用。

运动可能通过反复的肌肉收缩改进葡萄糖摄取，使

肌细胞能量状态得到改善，肌细胞能量状态改善可

减少过度自噬作用，从而防止了骨骼肌肌纤维的破

坏，改进糖尿病性肌萎缩。

自噬相关蛋白 LC3 变化与肌肉重量变化呈负

相关关系，STZ-糖尿病引起的肌肉萎缩与LC3的增

加有关，而 4周的有氧运动干预显著降低了LC3的

蛋白表达，增加体重和肌肉量，防止了肌萎缩的发

生。所以，有氧运动减轻糖尿病性肌萎缩与自噬相

关蛋白LC3的降低有关。
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