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·基础研究·

PGC-1α启动子甲基化介导在热大鼠预适应延缓
运动疲劳中的机制研究

赵海涛1 曹庆雷1，3 邓中原2

摘要

目的：探讨热预适应通过调节过氧化物酶体增殖物活化受体 γ协同刺激因子-1α（peroxisome proliferator-activated

receptor-γ coactivator-1α，PGC-1α）基因的启动子甲基化修饰从而延缓运动疲劳发生的机制。

方法：选取12只8周龄雄性SD大鼠随机分成热预适应组（n=6）与正常对照组（n=6），热预适应组经过42℃热应激处

理15min，每天间隔处理3次，连续处理7d，结束后每组取3只SD大鼠采集肌肉组织进行启动子甲基化检测，随后利

用生物信息学软件预测SD大鼠肌肉组织中PGC-1α基因的CpG岛，针对CpG岛设计检测引物，采用重亚硫酸盐的

测序法分析肌肉组织内PGC-1α基因启动子区CpG岛的甲基化程度，同时采用Western Blot法检测PGC-1α蛋白表

达情况。将每组的另3只大鼠进行跑台一次性力竭运动，记录力竭时间。

结果：热预适应处理显著延缓了运动疲劳的发生。同时，与对照组 PGC-1α基因启动子区域 CpG 岛高度甲基化

（50.20%±3.13%或 48.78%±3.38%）相比，热预适应处理显著降低了 PGC-1α基因的甲基化（18.57%±2.12%或

19.80%±1.99%），但热预适应组PGC-1α基因的蛋白表达量却显著高于对照组。因此，SD大鼠在1w的热预适应过

程中PGC-1α基因启动子区CpG岛的甲基化模式发生了显著变化，即随着热预适应处理时间的增加，PGC-1α基因

启动子区甲基化程度逐渐降低，但PGC-1α基因的表达量显著升高。

结论：对大鼠进行热预适应处理可以通过降低PGC-1α启动子的甲基化水平增加PGC-1α基因的表达量，这可能是

热预适应通过PGC-1α基因启动子甲基化水平的改变延缓运动疲劳发生的机制之一。
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Abstract
Objective：To investigate the mechanism of heat pre-adaptation-induce delaying of exercise fatigue by regulat-

ing the promoter methylation modification of peroxisomeproliferator-activated receptor-γ coactivator-1α（PGC-1α）.

Method： Twelve male Sprague Dawley rats （SD rats） of 8 weeks old were randomly divided into two

groups： the heat pre- adaptation group （n=6） and the normal control group （n=6）. The heat pre- adaptation

group was treated with heat shock at 42℃ for 15min，3 times a day，and 7 days continuously. After that，

muscle tissue was collected in 3 rats of each group for promoter methylation detection，and then the PGC-1α

gene in the muscle tissue was predicted by bioinformatics software. The methylation degree of CpG island in

the promoter region of PGC-1α gene was analyzed by bisulfite sequencing，and the change of PGC-1α protein

content was detected by Western Blot. The other three rats in each group ran on the treadmill and the exhaus-

tion time was recorded.
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过氧化物酶体增殖物活化受体 γ协同刺激因

子 -1α（peroxisome proliferator-activated receptor-γ
coactivator-1α，PGC-1α）作为核受体转录共激活因

子，是一种多功能辅助活化因子，同时亦是核受体发

挥功能的重要伴侣分子，主要的作用为直接调节线

粒体的生物合成、诱导线粒体增殖及调节机体的能

量代谢与肥胖等[1—2]。近年来的研究发现，PGC-1α
作为骨骼肌中的重要调控因子，在骨骼肌的运动适

应机制中发挥重要作用，如长时间运动诱导骨骼肌

产生的生理性适应就与PGC-1α基因的表达相关[3]，

运动促进骨骼肌 PGC-1α基因的表达且 PGC-1α基

因的表达水平与运动强度呈正相关[4]。小鼠实验表

明，长时间的运动会使骨骼肌组织的 PGC-1α基因

的mRNA水平显著增加[5]，注射拟肾上腺素类药物

同样也会导致PGC-1α基因转录水平增加[6]，此外，

体外研究发现，通过去甲肾上腺素处理肌肉细胞系，

PGC-1α可以被快速激活[7]，这表明机体的运动调控

与PGC-1α基因的表达密不可分。

基因表达受多种调控因素的影响，如基因启动

子的甲基化修饰、乙酰化修饰、磷酸化修饰；细胞因

子、生长因子的刺激；胞内转录因子的调控等等，其

中，基因启动子的甲基化修饰作为基因表达调控的

重要方式，越来越受到研究者们的广泛关注，成为研

究基因表达调控的首要选择之一。基因启动子的甲

基化修饰主要发生于启动子区域和外显子区域富含

“CG”二核苷酸且一般长度>200bp 的 CpG 岛（CpG

island）上。在哺乳动物中，CpG岛呈现出两种状态：

一种为分散的状态，另一种为高度聚集的状态 [8]。

在机体的正常组织中，分散状态的CpG岛为主要的

甲基化修饰状态，约 70%—90%的甲基化修饰发生

在该状态下的CpG岛。根据人类基因组序列草图

分析结果显示，人类基因组序列中CpG岛的含量约

为 28890 个，在大部分的染色体中，每 1Mb 就存在

5—15个CpG岛，如此高分布的CpG岛与基因的表

达密度呈现显著相关[9—10]。某些管家基因的启动子

区存在CpG岛，其上存在的甲基化修饰对于调控管

家基因的表达十分重要，CpG岛的甲基化修饰程度高

则显著抑制管家基因的表达[10]，因此，CpG岛的甲基

化修饰被认为是可以控制基因表达的长期、稳定的抑

制修饰。由于CpG岛为富含双核苷酸“CG”的碱基片

段，在人类基因组内，CG碱基的含量大约为40%且不

均匀的分布于基因组内，在某些DNA片段上CG碱基

的含量可高达60%以上，该区域的甲基化修饰水平较

高，但基因的表达水平较低；在另一些区域CG碱基的

含量只有33%左右，该区域的甲基化修饰水平较低，

但基因的表达水平较高，因此CG碱基含量的差别在

基因表达调控中扮演着重要的角色[11]。在PGC-1α基

因的启动子区确定“CG”的含量和分布对确定该基因

的甲基化修饰程度的高低十分重要。

前期研究发现，热预适应处理可以延缓运动疲

劳的发生，而机体的运动行为与 PGC-1α基因的表

达密切相关，是否热预适应处理影响了 PGC-1α基

因的表达从而延缓了运动疲劳的发生呢？热预适应

处理会通过怎样的机制影响 PGC-1α基因的表达，

Result：The heat pre-adaptation significantly delayed the occurrence of exercise fatigue. At the same time，the

results showed that the heat pre- adaptation significantly reduced the methylation of PGC- 1α gene （18.57% ±

2.12% or 19.80%±1.99%）, when compared that in the the control group （50.20%±3.13% or 48.78%±3.38%）.

However，the protein expression of PGC-1α gene in the heat pre-adaptation group was significantly higher than

that in the control group. Therefore，the methylation pattern of CpG island in PGC-1α gene promoter region

changed significantly during one week of heat pre- adaptation. With the increase of heat pre- adaptation time，

the methylation degree of PGC-1α gene promoter region decreased gradually，while the expression of PGC-1α

gene increased significantly.

Conclusion：These results indicate that heat pre-adaptation can increase the expression of PGC-1α gene by re-

ducing the methylation level of PGC-1α promoter，which may be one of the mechanisms of heat pre-adapta-

tion delaying the occurrence of exercise fatigue by changing the methylation level of PGC-1α promoter.

Author's address Dept. of Physical Education，University of Science and Technology Beijing，100083

Key word peroxisome proliferator-activated receptor gamma-costimulatory factor-1α；exercise fatigue； thermal

preconditioning；CpG island；methylation
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是否通过调节PGC-1α基因的甲基化修饰影响该基

因的表达？针对上述问题，本实验选用热预适应处

理的SD大鼠和普通对照SD大鼠为研究对象，观察

热预适应 SD大鼠肌肉组织中 PGC-1α基因启动子

甲基化修饰程度的变化及表达量的变化，从而进一

步阐明热预适应延缓运动疲劳的机制，为今后研究

如何延缓运动疲劳的发生提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本次试验选取12只8周雄性SPF级SD大鼠（购

置于军事医学科学院实验动物中心），饲养于首都师

范大学实验动物中心，温度 21±3℃，相对空气湿度

为 50%—60%，昼∶夜=12∶12（8—20时为白昼）。大

鼠随机分为两组，3只/笼分组进行处理。所有的实

验程序均经动物伦理审查委员会批准，实验方案符

合实验动物管理和使用规程。

1.2 实验方法

1.2.1 高温热预适应处理及力竭运动处理：将 6只

热预适应组 SD 大鼠经麻醉后置于 42℃恒温水浴

箱，控制水深度，防止大鼠窒息，处理15min后，置于

室温静置 1h，反复处理 3次，连续处理 7d[12]。6只对

照组 SD 大鼠仅做麻醉处理，麻醉剂量同实验组一

致，不限制大鼠活动。在热预适应处理完成后，分别

在各组中取 3只大鼠快速脱颈处死，收集大腿内侧

骨骼肌进行启动子甲基化检测；将另外各组中的 3

只大鼠进行跑台一次性力竭运动。

一次性力竭运动以 5m/min开始，无坡度，同时

按照 1m/min 进行增加，直至终强度 25m/min，直到

力竭。在运动过程中用微电流及强光进行刺激并强

迫运动。最后，在大鼠经反复声光电刺激及人工驱

赶也不能继续运动，并且四肢瘫软，眼神无光，翻转

后无法进行翻正反射，即确定为达到力竭状态，记录

力竭时间[12]。室内温度（21±3）℃，相对空气湿度为

50%—60%。

1.2.2 生物信息学预测：从 UCSC（University of

California，Santa Cruz）基因组数据库中获取大鼠

PGC-1α基因的启动子序列，即从PGC-1α基因转录

起始位点选取上游 2000bp及下游 200bp序列，利用

在线软件（https：//www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/em-

boss _cpgplot/）分析预测 PGC- 1α 基因的启动子

CpG岛。

1.2.3 启动子甲基化分析：使用动物基因组DNA提

取试剂盒提取肌肉组织的基因组DNA，随后对基因

组DNA进行亚硫酸氢盐处理，针对PGC-1α启动子

区域CpG岛设计引物（表1）并扩增进行测序。根据

测序数据，将相邻的 2 个及以上 CpG 位点合并成 1

个位点进行统计学分析，进而分析不同处理组PGC-

1α的甲基化程度即甲基化发生百分比。

1.2.4 PGC-1α蛋白含量Western Blot检测：将收集

的骨骼肌组织在液氮中研磨，利用蛋白裂解液提取

总蛋白。12000g，4℃离心 15min收取上清，接着采

表1 引物序列信息

引物名称

1F
1R

引物序列

5'-CGGCAGCCGGCGGAGTCGGGGAGCCCACGTGATGGCCC-3'
5'-CGCCGAGAGTTCCCGTCCCCTCGGCCATTCCCTTCCCCCCTCCTTTTCTTTATTTGCG-3'

启动子区域

-1550—-2015bp

用常规的BCA法测定蛋白。上清的浓度，将所用样

品的浓度调制相同配置蛋白样品，随后将蛋白样品

100℃水浴加热 5min，采用 SDS-PAGE 电泳分离后

转移至PVDF膜。转膜完成后，含5%脱脂奶粉的封

闭液室温封闭1h，将相应分子大小的条带裁剪出来

后，采用一抗 4℃孵育过夜。结束后，TBST 洗膜 3

次，每次5min。在室温条件下，孵育相应的二抗１h

后，TBST 洗膜 3 次，每次 5min，使用 ECL 法显影成

像并保存，采用 ImageJ软件对图像进行灰度扫描，

利用GraphPad（Version 8.4.2）进行数据统计。

1.3 统计学分析

采用独立样本 t检验分析，数据结果采用均数±

标准差表示，同时P<0.05为显著性差异。

2 结果

2.1 SD大鼠热预适应延缓运动疲劳的实验模型效果

为检测热预适应对于缓解运动疲劳是否存在效

果，将进行了热预适应处理后的 SD 大鼠进行跑台

一次性力竭运动实验，检测 SD 大鼠的力竭运动时

间。结果表明，热预适应组 SD 大鼠的力竭运动时
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间为（285.32 ± 31.84）min，对照组为

（163.24±22.66）min，表明 SD 大鼠经

过1周的热预适应后显著延缓了运动

疲劳的发生（P=0.0116），这也与我们

前期的研究结果相一致。

2.2 SD大鼠PGC-1α基因启动子区

域CpG岛预测

运用生物信息学软件EMBOSS-

Cpgplot（https：//www.ebi.ac.uk/Tools/

seqstats/mboss_cpgplot/）对PGC-1α基

因 5’端转录起始位点上游 2000bp至

200bp的5’UTR区域的启动子序列进

行分析，运用CpG岛预测网站对SD大

鼠PGC-1α基因启动子区CpG岛进行预测。在200bp

的窗口中，每次平移1bp，统计观测值（Obs）与期望值

（Exp）的比值，Obs/Exp值大于等于0.6同时CG含量

大于等于 50%则初步定义为 CpG 岛。结果发现在

PGC-1α基因启动子中存在1个CpG岛（位于启动子

序列-1506—-2049bp 处，翻译的起始位点定义为+

1bp），全长543bp。见图1。

2.3 SD 大鼠热预适应延缓运动疲劳过程中 PGC-

1α基因启动子区-1506— -2049bp处的甲基化检测

该区域共有64个CpG位点，通过高通量测序可

以检测到其中的 59 个 CpG 位点的甲基化水平（表

2）。在对照组 1、2（对照组 1、2为 2个生物学重复，

每个重复 3 个样本混合）中，该区域内的 59 个 CpG

位点的甲基化水平几乎都高于热预适应 1、2组（热

预适应1、2为2个生物学重复），对照组的平均甲基

化水平为 50.20%±3.13%或 48.78%±3.38%，而热预

适应组仅为 18.57%±2.12%或 19.80%±1.99%，统计

结果明显低于对照组（P<0.05）。

2.4 SD 大鼠热预适应延缓运动疲劳过程中 PCG-

1α基因表达情况

为确定热预适应延缓运动疲劳过程是否对PCG-

1α基因的表达产生影响，采用蛋白免疫印迹方法检

测SD大鼠热预适应组与对照组中PGC-1α的蛋白表

达水平。结果发现，与对照组相比，热预适应组中

PGC-1α基因的蛋白表达水平与对照组相比显著升

高。灰度扫描分析显示，热预适应组PGC-1α的蛋白

表达量是对照组的1.79倍（P<0.01）。见图2。

3 讨论

热预适应是指将机体反复置于高温环境中诱导

机体提高自身保护性和平衡因素的一种方法[13]。热

预适应的保护性作用的研究存在于诸多领域，其中

在脑保护研究中较为深入，对于其保护性机制研究

主要集中在热预适应诱导热休克蛋白的表达，热休

图1 SD大鼠PGC-1α基因启动子区域CpG岛预测结果

图2-A为观测值与期望值的比值；图2-B为GC含量的百分比。

图2 SD大鼠热预适应延缓运动疲劳过程中
PCG-1α蛋白的表达情况

A：Western-Blot法检测PCG-1α蛋白的表达水平；B：蛋白含量分析。
①P<0.01。
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克蛋白在多种中枢性疾病或损伤中产生了有效的保

护作用从而降低了对中枢神经系统的损害[14]。近年

来，热预适应在运动损伤预防研究中也有所涉及，例

如有研究发现机体经过热预适应后，机体中的热休

克蛋白和抗氧化水平提高，进而可以达到保护机体

骨骼肌的作用，避免或者延缓了运动疲劳及运动损

伤的发生[15—17]。

PGC-1α作为骨骼肌中氧化代谢的中心调控因

子，对调节骨骼肌和整体机体的代谢平衡发挥重要

的作用。研究表明，PGC-1α基因可以调控机体的

脂肪酸β氧化、氧化磷酸化，以及多种涉及线粒体功

能维持的基因表达。除此之外，PGC-1α还能够促

进血管生成基因及肌纤维类型转换基因的表达。先

前的研究表明，运动可以提高小鼠骨骼肌中 PGC-

1α基因的 mRNA 水平 [4]，但具体的机制并不清楚。

基因启动子甲基化程度的改变是基因调控的重要方

式之一，尤其是外界环境发生变化时，机体部分基因

的启动子中的CpG岛会发生甲基化改变，通常甲基

化程度越高，基因的表达越会被抑制，反之基因启动

子甲基化程度降低，该基因的表达则会升高，基因表

达的改变是机体响应外界环境变化的结果。前期研

究表明，在 PGC- 1α 基因低表达的组织中，发现

PGC-1α基因的启动子序列中的甲基化岛呈现高度

甲基化，而 PGC-1α基因高表达的组织中则其甲基

化程度较低[5]。因此在本研究中，为确定DNA甲基

化是否参与 PGC-1α基因的表达，在大鼠热预适应

处理组与对照组中，检测了 PGC-1α基因的启动子

甲基化水平。结果表明，对照组 PGC-1α基因启动

子的甲基化水平（50.20%±3.13%或 48.78%±3.38%）

高 于 热 预 适 应 组（18.57% ± 2.12% 或 19.80% ±

1.99%），同时，检测PGC-1α基因的表达水平发现，

热预适应组PGC-1α基因的表达水平与对照组相比

显著提高（图2）。本结果在一定程度上解释了预适

应过程中PGC-1α基因表达水平升高的现象。

机体会通过自我不断调节来适应环境的改变，

在运动训练中，提前进行预适应是常用的方法，经过

一段时间适应逆境环境，会诱导机体产生自我保护

性的改变，使其具备抗击新的不良刺激的条件，常被

用于机体损伤的保护机制研究，如缺血预适应、低氧

预适应等，在多种损伤、疾病过程中可以起到保护器

官、组织等作用[18—20]。热预适应作为自身适应性调

节研究中的一种，其缓解运动疲劳的说法得到了广

泛的认可，但具体的机制尚不明确。本研究表明热

表2 -450bp—15bp区域59个甲基化水平

CpG位点

CpG_1
CpG_2
CpG_3

CpG_4—7
CpG_8

CpG_9—11
CpG_12
CpG_13
CpG_14

CpG_15—17
CpG_18
CpG_19
CpG_20
CpG_21
CpG_22
CpG_23
CpG_24
CpG_25
CpG_26
CpG_27
CpG_28

CpG_29—30
CpG_31
CpG_32
CpG_33

CpG_34—36
CpG_37
CpG_38
CpG_39
CpG_40
CpG_41
CpG_42
CpG_43
CpG_44
CpG_45
CpG_46
CpG_47
CpG_48
CpG_49
CpG_50
CpG_51
CpG_52
CpG_53
CpG_54
CpG_55
CpG_56
CpG_57
CpG_58
CpG_59

平均甲基化

对照1

10%
10%
10%
60%
40%
80%
40%
50%
20%
70%
50%
40%
50%
60%
50%
50%
10%
50%
20%
50%
20%
50%
30%
40%
50%
80%
50%
70%
50%
60%
80%
60%
90%
80%
50%
60%
60%
50%
50%
40%
50%
60%
70%
60%
80%
90%
80%
10%
20%

50.20%±
3.13%

对照2

0%
10%
0%
40%
60%
60%
80%
70%
40%
50%
30%
60%
50%
70%
20%
40%
80%
20%
70%
40%
80%
20%
20%
40%
30%
60%
70%
60%
40%
80%
40%
30%
70%
40%
20%
80%
70%
40%
20%
80%
60%
80%
50%
70%
40%
80%
80%
20%
30%

48.78%±
3.38%

热预适应1

0%
10%
0%
30%
10%
10%
40%
30%
0%
30%
10%
30%
0%
20%
30%
0%
20%
40%
10%
10%
20%
40%
0%
20%
40%
30%
30%
20%
40%
30%
40%
0%
30%
10%
0%
10%
0%
0%
40%
0%
40%
30%
20%
0%
20%
0%
20%
10%
40%

18.57%±
2.12%

热预适应2

0%
0%
0%
20%
10%
10%
40%
10%
20%
10%
10%
40%
30%
0%
40%
20%
10%
0%
20%
30%
10%
30%
20%
20%
40%
40%
40%
10%
0%
30%
0%
0%
0%
10%
0%
10%
10%
20%
40%
40%
30%
40%
30%
30%
20%
10%
30%
20%
20%

19.80%±
1.99%
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预适应通过降低PGC-1α基因启动子甲基化水平上

调了PGC-1α基因的表达水平，由于PGC-1α为有氧

运动适应的中心调控因子，PGC-1α基因的高表达

有利于局部肌肉组织和全身能量代谢的平衡，从而

可以延缓运动疲劳，在一定程度上揭示了在骨骼肌

中热预适应延缓运动疲劳的机制，对于 PGC-1α基

因在热预适应过程中的调控有了进一步的认识，这

为今后更加深入的理解热预适应调控的机制奠定了

基础。然而，热预适应过程中导致的 PGC-1α基因

的甲基化水平降低究竟受到哪些分子的具体调控尚

未可知，探讨更为具体的分子机制将会是今后关注

的重点。

4 结论

热预适应延缓运动疲劳发生可能途径之一是通

过降低PGC-1α启动子甲基化水平，进而提高PGC-

1α基因的蛋白表达量来实现的。
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