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有氧运动对乳腺癌大鼠癌因性疲乏后骨骼肌中线粒体
动力学与功能的影响*

何源源1 徐锦江2,3

摘要

目的：探讨乳腺癌大鼠癌因性疲乏后骨骼肌中线粒体动力学和功能变化及有氧运动干预对其的影响。

方法：将24只雌性SD大鼠随机分为正常组、模型组和运动组，每组8只。除正常组外，其余各组均皮下注射鼠乳腺

癌SHZ-88细胞株并接受化疗，以建立乳腺癌化疗疲乏动物模型；用水迷宫实验和力竭游泳实验检测各组大鼠癌因

性疲乏状态；运动组鼠分别接受20min的中等强度的游泳运动，1次/天，6天/周，共6周。6周后检测大鼠癌因性疲乏

情况，血浆中三磷酸腺苷（ATP）含量，骨骼肌中线粒体分裂蛋白（Drp1）和融合蛋白（Mfn1）的表达情况，线粒体膜电

位（MMP），线粒体内ATP、丙二醛（MDA）和谷胱甘肽（GSH）的含量。

结果：①化疗后，与正常组比较，模型组与运动组均出现疲乏（P<0.05）；与正常组比较，模型组血浆中ATP水平降低，

骨骼肌中Drp1表达增加，Mfn1表达降低，MMP降低，MDA合成增多和GSH合成减少（P<0.05）。②运动后，与模型

组相比，运动组疲乏状态明显好转，血浆ATP水平升高，骨骼肌中Drp1表达减少，Mfn1表达增多，MMP升高，MDA

合成减少和GSH合成增多（P<0.05）。

结论：中等强度有氧运动可以明显缓解乳腺癌大鼠的癌因性疲乏，可能与调节骨骼肌中线粒体动力学、改善线粒体

功能有关。
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Abstract
Objective: To study the changes of function and dynamics of mitochondrial in breast cancer-related fatigue rats

and the effects of aerobic exercise on these changes.

Method: Twenty- four female SD rats were randomly divided into normal group, model group and exercise

group, 8 rats in every group. Except the normal group, the rats of other groups were injected with the SHZ-

88 cell line and received chemotherapy to establish the model of breast cancer-related fatigue. Water maze and

swimming capability experiments were conducted to determine the cancer-related fatigue of the animal models.

Exercise group received swimming exercise for 20mins, daily, 6d/week, lasting for 6 weeks. After 6 weeks

training, the cancer-related fatigue and dynamin-related protein 1 (Drp-1) as well as fusion protein (Mfn1) in

the mitochondrial of the skeletal were measured. The levels of adenosine triphosphate (ATP) in the plasma,

membrane potential (MMP), malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) in the mitochondrial of the

skeletal were detected.
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癌因性疲乏（cancer-related fatigue, CRF）是由

于癌症本身或癌症治疗引起的、与活动不成比例的、

持续精神疲惫感和躯体疲乏，常伴有功能障碍，且不

能通过休息得到缓解，严重影响患者的生存质

量[1]。大量研究表明，CRF在癌症患者中的发生率

较高，大部分癌症患者在诊断时即表现出 CRF，而

且化疗会增加CRF的发生率[2—4]。CRF是影响患者

总体生活满意度和生命质量的独立预测因子[5—6]，而

且最大摄氧量（VO2max）的降低 [7]，三磷酸腺苷（ade-

nosine triphosphate, ATP）代谢异常以及骨骼肌质

量和力量改变[8—9]等参与了CRF的产生。线粒体是

能量代谢及有氧呼吸的重要场所。线粒体动力学参

与了ATP合成，氧化应激以及细胞凋亡等过程的调

控 [10]，并且与乳腺癌的侵袭与转移有着密切的关

系[11]，但是其是否参与了乳腺癌大鼠的CRF的产生

尚不明确。2007年，Mitchell SA等[12]研究表明有氧

运动是一种非常有效的CRF干预措施，但其具体保

护机制仍有待探讨。本实验将通过建立大鼠乳腺癌

CRF动物模型，旨在探索乳腺癌大鼠CRF后骨骼肌

中线粒体功能和动力学变化以及有氧运动的保护机

制，为CRF干预提供了新的思路，同时为CRF的有

氧运动治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物和细胞株：雌性SD大鼠24只（清洁

级，体重 100—120g），购自北京维通利华实验动物

技术有限公司，许可证编号：SSXK（京）2012-0001。

大鼠乳腺癌细胞（SHZ-88）由中国科学院上海生命

科学研究院细胞中心提供。

1.1.2 主要试剂和仪器：线粒体和胞浆蛋白制备试

剂盒（C1260，北京普利莱基因技术有限公司）；线粒

体 膜 电 位（mitochondrial membrane potential,

MMP）检测 JC- 1 试剂盒（碧云天公司）；丙二醛

（malondialdehyde, MDA）测试盒（A003-1，南京建

成生物工程研究所）；谷胱甘肽（glutathione, GSH）

测试盒（A006-1，南京建成生物工程研究所）；ATP含

量测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）；DRP1

(D6C7) Rabbit mAb (CST)；Anti-Mitofusin 1 anti-

body ab104274 (abcam)；VDAC (D73D12) Rabbit

mAb (CST)；表柔比星（sigma）；大鼠泳缸（50cm×

40cm×100cm，自制）；倒置式相差显微镜（OLYM-

PUS）；全自动酶标仪和电泳仪（Bio-Rad）；Dounce匀

浆器（Wheaten）；721 分光光度计（上海精密科学仪

器有限公司）；-80℃超低温冰箱（Thermo）；高速冷冻

离心机（Eppendorf）；荧光分光光度计（970CRT，上

海分析仪器总厂）；荧光显微镜（DMI4000B，Leica）。

1.2 实验方法及检测指标

1.2.1 乳腺癌细胞培养：SHZ-88大鼠乳腺癌细胞置

于含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养基中，在饱和

湿度，5% CO2的条件下培养。隔天换液，2—3d传

代。

1.2.2 乳腺癌动物模型的建立[13—14]：将液氮罐中的

SHZ-88细胞株取出，1min内迅速复苏，传代 3次待

细胞状态稳定后用不含血清的培养基制成细胞悬

液，密度为1×107个/ml。按照每只大鼠0.4ml的量接

种于SD大鼠右侧腋窝皮下。

1.2.3 实验用药及分组：待体外移植瘤长到约

Result: ①Compared to the normal group,the model group and exercise group suffered from fatigue after che-

motherapy (P<0.05). Compared to the normal group, the level of ATP in the plasma was higher in model

group；the protein expression level of Drp1 was remarkably increased; the protein expression of Mfn1 was sig-

nificantly decreased; The level of MMP was lower; The level of MDA increased, the level of GSH decreased

(P<0.05). ②After exercise, compared to model group, the cancer-related fatigue in exercise groups obviously re-

lieved(P<0.05); The level of ATP in the plasma was higher; The protein expression level of Drp1 was remark-

ably decreased, The protein expression of Mfn1 was significantly increased; The level of MMP was higher; the

levels of MDA decreased, the levels of GSH increased (P<0.05).

Conclusion: The moderate intensity aerobic exercises can reduce rats' cancer-related fatigue significantly, which

may be related to the regulation of the mitochondrial dynamics and improvement of the mitochondrial function.

Author's address Jinzhou Medical University, Jinzhou, 121001
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1.5cm×1.0cm 时，开始化疗。按照 2.5mg/kg 的量向

大鼠体内腹腔注射表柔比星，1 次/d，连续注射 6

天[15]。采用随机数字表法，将 24只 SD大鼠随机分

为正常组、模型组和运动组，每组 8只，整个过程中

正常对照组不接受任何处理，后两组均要接受乳腺

癌细胞注射和化疗。6周后检测大鼠CRF及相关分

子指标。

1.2.4 运动方案：运动量的大小是由运动干预前运

动组大鼠的力竭游泳时间决定，参照前期研究，我们

选择运动量为中等强度有氧运动（力竭游泳时间的

80%），即每次有氧运动时间为 20min[13]，1 次/天，6

天/周，共6周[13,16]。

1.2.5 行为学检测：①水迷宫实验：将大鼠置于黑色

有机玻璃制成的水迷宫中，调整水位深度为 18cm，

水温25—28℃，在接种SHZ-88细胞株前训练大鼠学

习如何出离水迷宫（将大鼠置于A处，在外力引导下

使其从D处出离迷宫，休息 20s后重复 2次），然后，

我们依次将大鼠放置在B和C两处进行上述的出离

水迷宫训练，最后将大鼠放在水迷宫的起步区C处，

准确记录大鼠从起步区C处到达终点D处的时间，

此时间即为出离迷宫时间。依据此实验中出离迷宫

时间的长短判定脑力疲乏的程度[17—18]。②力竭游泳

实验：将大鼠置于 50cm×40cm×100cm大小，水位深

度 30cm，水温 25—28℃的泳缸内游泳，然后记录大

鼠从入水游泳至精疲力竭的时间（从入水到头部沉

入水中10s不能浮出水面的时间）[13,19]。

1.2.6 血浆ATP水平检测[20]：干预结束24h后，腹腔

注射水合氯醛麻醉大鼠后固定，摘取眼球，自眼后静

脉处取血，4000r/min离心 10min，取上清，加入等体

积乙腈，充分混匀后4℃，12000r/min离心5min，取上

清，然后按照 ATP 检测试剂盒操作，最后根据测的

蛋白浓度进行换算。ATP单位为ng/ml。

1.2.7 骨骼肌中MMP和ATP的检测：处死大鼠，快

速取出腓肠肌 [21]，用生理盐水冲洗干净，按照线粒

体/胞质制备试剂盒说明书提取腓肠肌中线粒体，然

后参照MMP试剂盒说明书用荧光分光光度计和荧

光显微镜检测MMP，红色荧光/绿色荧光的比值代

表线粒体去极化的比例，比值越大或者红色荧光强

度越强说明 MMP 越高 [22]。将纯化的线粒体按照

ATP测试盒说明书操作，然后根据线粒体蛋白浓度

进行换算得出各组线粒体中ATP含量，ATP单位为

ng/ml。

1.2.8 骨骼肌中MDA和GSH的检测：将提纯的线

粒体参照MDA和GSH测试盒说明书进行操作，然

后根据线粒体蛋白浓度进行换算，得出各组线粒体

中 MDA 和 GSH 的浓度，MDA 单位是 μmol/g，GSH

单位是mg/g。

1.2.9 Western Blot检测骨骼肌线粒体动力学蛋白

Drp1和Mfn1[11]：在提取的纯化线粒体中加入RIPA：

WIP（1∶100）充分裂解线粒体，用 BCA 法测蛋白浓

度后于 10% SDS- PAGE 上电泳分离，上样量为

60μg，电泳结束后用 300mA，1.5h 转印至 PVDF 膜

上；用脱脂牛奶室温封闭 2h，然后分别用Drp1一抗

（1∶1000）、Mfn1一抗（1∶1000）和VDAC一抗（线粒

体蛋白的内参，1∶1000）4℃孵育过夜；TBST充分洗

膜；然后用山羊抗兔 IgG二抗（1∶2500）室温孵育2h；

再TBST充分洗膜；用增强型ECL化学液发光，凝胶

成像系统曝光。用 Image J软件求出Drp1、Mfn1和

VDAC的灰度值，以反映骨骼肌细胞线粒体Drp1和

Mfn1的表达水平。

1.3 统计学分析

应用SPSS 19.0软件包进行统计学分析。计量

指标采用均数±标准差表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间多重比较采用LSD-t检验。

2 结果

2.1 有氧运动对大鼠出离水迷宫时间和力竭游泳

时间的影响

化疗前，各组大鼠出离水迷宫时间和力竭游泳

时间无明显差异（P＞0.05）。化疗后，与正常组相比，

模型组和运动组大鼠出离迷宫时间均显著延长（P<

0.05），力竭游泳时间明显缩短（P<0.05）；运动后，与

模型组相比，运动组出离迷宫时间明显缩短（P<

0.05），力竭游泳时间显著延长（P<0.05）。见表1。

2.2 有氧运动对骨骼肌线粒体动力学蛋白Drp1和

Mfn1表达水平的影响

与正常组相比，模型组Drp1表达显著增加（P<

0.05），Mfn1 表达明显减少（P<0.05）；运动后，与模

型组相比，Drp1表达显著降低（P<0.05），而Mfn1表

达显著增加（P<0.05）。见图1，表2。
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2.3 有氧运动对血浆中ATP和骨骼肌MMP及ATP

水平的影响

与正常组相比，模型组大鼠血浆 ATP，骨骼肌

MMP和ATP均明显降低（P<0.05）。运动后，与模型

组相比，运动组大鼠血浆ATP，骨骼肌MMP和ATP

水平均明显升高（P<0.05），但与正常组相比差异仍

然具有显著性意义（P<0.05）。见图2，表3。

2.4 有氧运动对骨骼肌线粒体 MDA 和 GSH 水平

的影响

与正常组相比，模型组MDA合成显著增多（P<

0.05），GSH表达水平显著降低（P<0.05）。运动后，

与模型组相比，运动组 MDA 合成显著减少（P<

0.05），GSH表达水平显著增加（P<0.05）。见表4。

3 讨论

乳腺癌患者 CRF 成为影响患者生存质量的最

主要因素[23]。前期研究表明中等强度的有氧运动可

表1 各组大鼠出离水迷宫时间和力竭游泳时间 (x±s)

组别

正常组

模型组

运动组
与N组比较：①P<0.05；与M组比较：②P<0.05

动物数

8

8

8

出离水迷宫时间(s)

化疗前

59.77±12.18

57.92±13.46

57.14±14.73

化疗后

60.49±11.83

112.37±32.04①

119.23±29.75①

运动后

58.46±10.70

108.51±29.62①

86.20±13.33①②

力竭游泳时间(min)

化疗前

28.43±6.08

29.84±6.51

28.65±6.93

化疗后

27.35±5.79

16.47±3.34①

15.88±3.17①

运动后

29.30±6.67

17.28±3.82①

21.57±4.13①②

表2 有氧运动对各组骨骼肌线粒体上
Drp1和Mfn1表达水平的影响 (x±s)

组别

正常组

模型组

运动组
与正常组比较：①P<0.05；与模型组比较：②P<0.05

动物数

8

8

8

Drp1

0.55±0.09

1.03±0.15①

0.77±0.09①②

Mfn1

1.05±0.117

0.41±0.081①

0.62±0.078①②

图1 有氧运动对各组骨骼肌线粒体上
Drp1和Mfn1表达水平的影响

图2 荧光显微镜下观察各组骨骼肌中MMP变化 （×200）

表3 有氧运动对各组血浆中ATP和骨骼肌中
MMP及ATP水平的影响 (x±s，ng/ml)

组别

正常组

模型组

运动组

与正常组比较：①P<0.05；与模型组比较：②P<0.05

动物数

8

8

8

MMP

3.41±0.429

1.57±0.231①

2.37±0.261①②

血浆ATP

9.91±0.247

7.24±0.051①

8.87±0.149①②

线粒体ATP

2.32±0.21

1.12±0.09①

1.76±0.18①②

表4 有氧运动对各组骨骼肌线粒体中
MDA和GSH水平的影响 (x±s)

组别

正常组

模型组

运动组

与正常组比较：①P<0.05；与模型组比较：②P<0.05

动物数

8

8

8

MDA（μmol/g）

0.82±0.15

1.61±0.18①

1.22±0.24①②

GSH（mg/g）

20.8±4.9

12.3±2.2①

16.5±3.2①②

正常组 运动组模型组

正常组

VDAC

Drp1

Mfn1

运动组模型组
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以显著缓解CRF症状，其机制可能与有氧运动可以

对抗 VO2max 的降低，保持了机体的运动适能 [7,13]有

关。Ryan JL等[8]发现ATP代谢异常、肌肉改变等也

参与了CRF的产生。线粒体动力学异常可以导致

线粒体供能障碍[10]，但是关于线粒体动力学是否参

与乳腺癌CRF产生尚不明确。

线粒体是一个高度动态的细胞器，不停地进行

融合与分裂，这个过程统称线粒体动力学，其中

Mfn1和Drp1分别是调控线粒体融合与分裂的关键

分子[10]。本研究发现，乳腺癌大鼠CRF后骨骼肌中

线粒体分裂蛋白Drp1明显增多，融合蛋白Mfn1明

显减少，这表明乳腺癌大鼠癌因性躯体疲乏产生可

能与骨骼肌中线粒体分裂增强，融合减弱有关；而且

有氧运动明显抑制了乳腺癌大鼠CRF后骨骼肌中

Drp1表达，上调Mfn1表达，这表明有氧运动可以抑

制乳腺癌大鼠CRF后骨骼肌内的线粒体分裂，促进

线粒体融合，但具体的作用机制有待进一步研究。

线粒体是能量代谢及有氧呼吸的重要场所。

MMP 是评价线粒体功能完整性的敏感指标 [24—25]。

正常的 MMP 是确保线粒体氧化磷酸化，产生 ATP

的必要条件，一旦膜电位消散就导致细胞不能合成

足够的ATP而无法完成正常的生命活动[10,26—27]。线

粒体能量代谢异常可以诱导ROS等活性氧的产生

增加[28]。当活性氧的产生超过机体抗氧化能力时，

就会发生脂质过氧化反应 [29]，而线粒体膜损伤后

MMP 及 ATP 合成功能减弱，形成了恶性循环。

MDA作为生物膜系统脂质过氧化损伤反应的一种

产物，是反映机体氧化损伤程度最经典指标 [30]。

GSH是一种脂质过氧化物清除剂，其含量是衡量机

体抗氧化能力的重要因素[31]。我们实验结果发现，

乳腺癌大鼠 CRF 后骨骼肌中 MMP 明显降低，ATP

和GSH合成减少，而MDA合成增多，这表明乳腺癌

大鼠的CRF产生可能与骨骼肌中线粒体氧化损伤

及线粒体供能障碍有关。有氧运动后乳腺癌大鼠的

CRF明显减轻，骨骼肌MMP明显升高，ATP和GSH

合成增多，而MDA含量明显降低，这表明有氧运动

可以缓解乳腺癌大鼠CRF，其中缓解躯体疲乏可能

与减轻骨骼肌线粒体氧化损伤，保护线粒体功能有

关。同时，我们还发现有氧运动能够明显提高CRF

乳腺癌大鼠血浆中ATP含量，这可能是缓解乳腺癌

大鼠全身性疲乏的原因所在，支持了我们以前的研

究结果[7,13]。

线粒体动力学在调控线粒体形态、数目和分布，

ATP合成，线粒体自噬以及细胞凋亡等方面发挥着

重要的作用[32—33]。线粒体分裂增强可导致MMP去

极化，线粒体供能障碍和细胞凋亡发生[34]。结合本

研究结果，我们推测中等强度有氧运动可能是通过

抑制乳腺癌大鼠骨骼肌中线粒体分裂，促进线粒体

融合，通过融合可以共享内容物来弥补有缺陷的线

粒体，增加氧化磷酸化，缓解线粒体氧化应激，改善

线粒体功能，从而缓解了乳腺癌大鼠CRF状态。本

研究结论也支持了前期关于有氧运动通过防止骨骼

肌线粒体的损失，保持毛细血管密度来提高组织摄

氧能力的推测[8]。此外，抑制乳腺癌细胞中线粒体

分裂可以降低乳腺癌细胞的转移和侵袭能力[11]，那

么有氧运动在减轻CRF的同时是否也抑制了乳腺

癌的侵袭转移仍有待进一步研究。目前我们只是从

分子水平证实了CRF乳腺癌大鼠骨骼肌中线粒体

动力学异常，接下来，我们会进一步用透射电镜技术

观察骨骼肌中线粒体形态学变化。

综上所述，线粒体动力学可能参与了乳腺癌大

鼠CRF产生，中度有氧运动可以明显缓解乳腺癌大

鼠的CRF，其机制可能与调节骨骼肌中线粒体动力

学、改善线粒体功能有关。本研究提示线粒体动力

学可能是缓解CRF的新靶点，为乳腺癌CRF机制研

究提供了重要的线索。
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