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负荷渐增式训练对老年小鼠骨骼肌卫星细胞
ＡＭＰＫ 磷酸化的影响
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摘要：目的　 探讨负荷渐增式训练对老年小鼠骨骼肌卫星细胞腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）磷酸化的影响。 方法　 实验小鼠分为 ３ 组：青年对照组（ＹＣ 组，ｎ＝ １２）、老年对照组（ＯＣ 组，ｎ＝ １２）与老年

运动组（ＯＴ 组，ｎ＝ １２）。 ＯＴ 组进行负荷渐增式训练，流式细胞分选技术分离 ＣＤ４５⁃ ／ ＣＤ３１⁃ ／ Ｓｃａ１⁃ ／ ＶＣＡＭ（ＣＤ１０６）＋
细胞群体，分选细胞通过 ｄｅｓｍｉｎ、Ｍｙｏｄ 肌原性染色以及成肌分化诱导培养进行肌卫星细胞鉴定，免疫组化结合

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法检测肌卫星细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫ 水平。 结果　 ＹＣ 组骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 表达水平显

著高于 ＯＣ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＯＴ 组与 ＯＣ 组 ＡＭＰＫ 表达无明显变化（Ｐ＞０􀆰 ０５），而 ＯＴ 组 ｐ⁃ＡＭＰＫ 表达水平显著高于 ＯＣ
组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 负荷渐增式训练可促进老年小鼠骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 磷酸化，改善老年小鼠骨骼肌能量

代谢。
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ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＯＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ． ＡＭＰＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯＴ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＯＣ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＯＴ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＯＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ ｌｏａｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ＡＭＰＫ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ａｇｅｄ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ａｇｅｄ ｍｉｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ； ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ ｌｏａｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ； ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ ＡＭＰＫ ）；
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

　 　 衰老进程中骨骼肌发生进行性改变，主要表现

为骨骼肌质量和功能的下降，严重影响老年人生活

质量，这一现象被称为肌肉减少症［１］。 肌卫星细胞

是一种存在于骨骼肌纤维与基底膜之间的干细胞

群体，常处于静止状态，但是在饥饿、运动、损伤等

多种生理和病理刺激时能迅速活化，从静息到激活

的转变过程中，细胞代谢方式发生重编程改变，由
氧化磷酸化代谢转向糖酵解代谢［２］。 腺苷酸活化

蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）作

为极为重要的能量代谢感受器，在运动适应过程中

具有关键的调控作用，特异性调控骨骼肌糖脂代谢

及线粒体产生等。 ＡＭＰＫ 也是整个衰老相关信号通

路网络的重要组成部分［３］。 然而老年小鼠运动训

练后，骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 信号如何应答运动适

应性改变，目前尚不清楚。 本文通过对老年小鼠进

行负荷渐增式训练干预， 探讨在肌肉减少症发生过

程中， 运动对骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 信号的影响，
以期为运动激活老年肌卫星细胞能量代谢机制提

供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

１．１．１　 实验动物 　 选取雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ３６ 只，
均购于苏州工业园区爱尔麦特科技有限公司［合格

证号： ＳＣＸＫ（苏） ２０１４⁃０００７］。 其中，６ 周龄青年雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 １２ 只，体质量（１７􀆰 ８±５􀆰 ０） ｇ，作为

青年对照组；１７ 月龄老年雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ２４ 只，
体质量（３０􀆰 ５±０􀆰 ４） ｇ，随机分为老年对照组和老年

运动组，每组 １２ 只。 老年组小鼠单笼饲养，室温

（２１±２）℃，相对湿度 ４５％ ～ ５５％ ，自由饮水，标准饲

料喂养，自然光照。 适应性喂养 １ 周后，进行实验。
为提高原代卫星细胞产量，本文将 ２ 只小鼠作为

１ 个样本提取卫星细胞［４⁃５］，最终各组小鼠样本量均

为 ６ 只。

１．１．２　 实验材料 　 兔单克隆 ｐ⁃ＡＭＰＫα 抗体、兔单

克隆 ＡＭＰＫα 抗体，羊抗兔 ＦＩＴＣ 标记二抗 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司，美国）；胎牛血清 （ Ｇｉｂｃｏ 公司，美

国），马血清，ＤＭＥＭ 高糖培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ 公司，美
国），胶原酶 Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ⅱ （Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司， 美

国），分散酶 Ｄｉｓｐａｓｅ（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，美国），
抗小鼠 ＣＤ４５ 抗体，抗小鼠 ＣＤ３１ 抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公

司，美国），小鼠 Ｓｃａ⁃１ 藻红蛋白（ ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司，
美国）， 抗小鼠 ＶＣＡＭ⁃１ （ ＣＤ１０６） 抗体抗 （ Ｒ＆Ｄ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司，美国），α 平滑肌肌动蛋白 Ｄｅｓｍｉｎ（博
奥森公司，北京），肌分化因子 ＭｙｏＤ（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
Ｓｔｕｄｉｅｓ Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ Ｂａｎｋ 公司，美国），４０ μｍ 细胞滤

网（ＢＤ 公司，美国）。 ＲＩＰＡ 裂解液、苯甲基磺酰氟

化物及 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术

研究所），４％ 多聚甲醛、ＰＢＳ 缓冲液、免疫组化试剂

盒（ ＳＶ⁃０００２）、 ＤＡＢ 显色试剂盒 （博士德公司，
武汉）。
１．２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠运动方案及分组　 采用疲劳式转棒仪

（型号：ＹＬＳ⁃４Ｃ）；老年运动组小鼠首先进行 １ 周适

应性训练，５ ｍｉｎ ／ ｒ，１５ ｍｉｎ ／次。 参照文献［６］中的

训练方案进行运动，见表 １。

表 １　 负荷渐增式训练方案

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ ｌｏａｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ

星期 运动时长 ／ ｍｉｎ 转数 ／ （ ｒ·ｍｉｎ－１） 运动距离 ／ ｍ

一 １５ １６ ４８
二 ３０ １６ ９６
三 ３０ ２０ １２０
四 ４５ ２０ １８０
五 ６０ ２０ ２４０
六 ９０ ２４ ２８０

１􀆰 ２􀆰 ２　 分离小鼠骨骼肌卫星细胞　 参照文献［７⁃８］
中的方法，无菌条件下分离小鼠双后肢肌肉，ＰＢＳ
冲洗，去除结缔组织； 机械剪碎肌肉后，采用 ７００ ～
８００ Ｕ ／ ｍＬ ＣｏｌｌｅａｇｅｓｅⅡ和 Ｄｉｓｐａｓｅ 分散酶进行 ３７ ℃
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水浴振荡消化，５００×ｇ，４ ℃离心 ５ ｍｉｎ，４０ μｍ 细胞

筛过滤后得到骨骼肌组织单细胞悬液，依次加入

ＣＤ３１⁃ＰＥ、ＣＤ４５⁃ＰＥ （ １ ∶ ２００）、 ｓｃａ⁃１⁃ＰＥ （ １ ∶ １００）、
ＶＣＡＭ⁃１⁃ＡＰＣ（１ ∶１００）抗体，对离散细胞进行免疫标

记染色，冰上避光孵育 ４０ ｍｉｎ 后行流式细胞分选

（ＣＤ４５⁃ ／ ＣＤ３１⁃ ／ Ｓｃａ１⁃ ／ ＶＣＡＭ⁃１＋ 细胞群体），分选

细胞进行骨骼肌卫星细胞特异性分子标记 Ｄｅｓｍｉｎ
及 ＭｙｏＤ 肌原性分子染色鉴定和成肌诱导分化

培养。
１􀆰 ２􀆰 ３　 免疫组化　 将接种到 ２４ 孔板细胞爬片上的

细胞，原代培养 ３０ ｍｉｎ，待细胞完全贴壁后，用预冷

的 ４％ 多聚甲醛进行固定，３％ Ｈ２Ｏ２ 去离子水室温

孵育 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次。 滴加 ５％ ＢＳＡ
封闭液，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，滴加兔抗 ｐ⁃ＡＭＰＫ 抗体

（１ ∶１００），３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次。
滴加聚合 ＨＲＰ 标记抗兔 ＩｇＧ，３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 冲洗后进行 ＤＡＢ 显色，显色后蒸馏水冲洗，甘
油封片，镜下观察。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检 测 骨 骼 肌 卫 星 细 胞

ｐ⁃ＡＭＰＫ蛋白表达　 收集分选细胞（１×１０６个 ／ ｍＬ），
加入适量蛋白裂解液蛋白酶抑制剂匀浆后，提取细

胞中总蛋白，进行变性，ＳＤＳ⁃ＰＡＧ 电泳分离，湿转至

ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉常温封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜，

滴加 ｐ⁃ＡＭＰＫ（１ ∶１００）和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶５ ０００）一抗孵

育，４ ℃摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜，加入二抗，摇床

常温反应 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜，二抗孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 显影

液 Ａ 和 Ｂ 等体积混合滴于 ＰＶＤＦ 膜上，ＡＩ６００ 成像

系统显影，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量分析，ＧＡＰＤＨ 作内参，
以目的条带光密度值和内参条带光密度值的比值

作为目的蛋白的相对表达量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 统计学分析　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ６􀆰 ０ 软件对所

有数据进行统计学分析处理，计量资料以均数±标
准差表示，两组组间比较使用 ｔ 检验，两组以上组间

比较使用 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析，检验水准 α ＝
０􀆰 ０５。

２　 结果

２．１　 ＦＡＣＳ 分选小鼠骨骼肌卫星细胞

抗小 鼠 ＣＤ４５ ／ ＣＤ３１ ／ Ｓｃａ⁃１ 占 据 藻 红 蛋 白

（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ） 通道，目的细胞阴性表达； 抗小

鼠 ＶＣＡＭ⁃１ （ ＣＤ１０６ ） 占 据 别 藻 蓝 蛋 白

（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）通道，目的细胞呈阳性表达。
具体分群见图 １。 图 １ 中，Ｐ１ 和 Ｐ２ 是在 ＦＳＣ ／ ＳＳＣ
散点图中设门圈活细胞群，排除凋亡细胞和碎片；
Ｐ３ 黑框内细胞群是表面标记 ＣＤ４５⁃ ／ ＣＤ３１⁃ ／ Ｓｃａ１⁃ ／
ＶＣＡＭ＋的细胞群，即骨骼肌肌卫星细胞。

图 １　 肌卫星细胞细胞流式分选策略

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｓｏｒｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ 　 （ ａ） Ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ １， （ ｂ） Ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ２，（ｃ） Ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ

２．２　 肌卫星细胞免疫荧光鉴定及成肌诱导分化

培养

分选细胞阳性表达中间丝蛋白 Ｄｅｓｍｉｎ，确认其

为肌卫星细胞（见图 ２）。 分选细胞在 ２４ 孔板内培

养 １ ｄ 后完全贴壁［见图 ３（ａ）］，进行 ３ ｄ 诱导分化

培养 （培养基为含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＦＧＦ、 ２０％ 马血清

ＤＭＥＭ），细胞呈长梭形， 漩涡状生长［见图 ３（ｂ）］，
分化培养 ７ ｄ 后，大量肌管形成，可见部分肌卫星细

胞融合成长管状肌管，部分肌管可观察到自发性跳

动［见图 ３（ｃ）］，分选细胞经成肌诱导分化培养后

阳性表达成肌分化因子 Ｍｙｏｄ， 进一步确认分选出

的细胞为肌卫星细胞［见图 ３（ｄ） ～ （ｆ）］。
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图 ２　 肌卫星细胞特异性标记蛋白 Ｄｅｓｍｉｎ 染色结果（标尺 ２００ μｍ，放大倍数 １０×）
Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｓｍｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ　 （ａ） Ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｂｙ

Ｄａｐｉ ｓｔａｉｎｉｎｇ， （ｂ） Ｄｅｓｍｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， （ｃ） Ｆｕｓｉｏｎ ｉｍａｇｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ｄａｐｉ ａｎｄ Ｄｅｓｍｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ３　 肌卫星细胞成肌管诱导分化培养及 Ｍｙｏｄ 染色结果（标尺 １００ μｍ，放大倍数 ２０×）
Ｆｉｇ．３　 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ Ｍｙｏｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ　

（ａ） １ ｄａｙ， （ｂ） ３ ｄａｙ， （ｃ） ７ ｄａｙ， （ｄ）ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｂｙ Ｄａｐｉ ｓｔａｉｎｉｎｇ， （ｅ） Ｍｙｏｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
（ｆ） Ｆｕｓｉｏｎ ｉｍａｇｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ｄａｐｉ ａｎｄ Ｍｙｏｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２􀆰 ３　 骨骼肌卫星细胞免疫组化染色结果

图 ４　 肌卫星细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白免疫组化染色（标尺 ５０ μｍ，放大倍数 ４０×）
Ｆｉｇ．４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ　

（ａ） Ｙｏｕｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， （ｂ） Ｏｌｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ， （ｃ） Ｏｌｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

免疫组化染色结果显示，骨骼肌卫星细胞

ｐ⁃ＡＭＰＫ蛋白在青年对照组（ＹＣ 组）、 老年运动组

（ＯＴ 组）、老年对照组（ＯＣ 组）中的阳性表达率呈逐

渐下降趋势，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＯＣ
组相比，ＯＴ 组小鼠骨骼肌卫星细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫ 阳性

率显著增高，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见
图 ４、表 ２。
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表 ２　 各组小鼠肌卫星细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫ 阳性细胞率比较

Ｔａｂ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｕｓｃｌｅ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 样本量
ｐ⁃ＡＭＰＫ 阳性细胞

百分比 ／ ％
Ｐ ｔ

青年对照 ３ １５􀆰 ７３０±１􀆰 ４３８ａ ０􀆰 ０１２ １ ４􀆰 ３５４

老年对照 ３ ４􀆰 ３３３±２􀆰 １８６

老年运动 ３ １０􀆰 ５３０±０􀆰 ３１８ｂ ０􀆰 ０４８ ５ ２􀆰 ８０７

　 　 注：样本量为每组小鼠细胞爬片数；与老年对照组比较，
ａＰ＜０􀆰 ０５； ｂＰ＜０􀆰 ０５。

２．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果

　 　 如图 ５ 所示，老化进程中，小鼠骨骼肌卫星细

胞 ＡＭＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达呈逐渐下降趋势，
６ 周负荷渐增式训练可促进 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达，对
ＡＭＰＫ 蛋白的表达无明显影响，运动训练后，ＹＣ 组

较 ＯＣ 组、ＯＴ 组 ＡＭＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达显著增

高，ＯＴ 组与 ＯＣ 组相比，ＡＭＰＫ 蛋白表达无显著变

化（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ＯＴ 组较 ＯＣ 组 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达显

著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ５　 各组骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果（ ａＰ＜０􀆰 ０５； ｂＰ＜０􀆰 ０５，与 ＯＣ 组比较）
Ｆｉｇ．５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＭＰＫ ａｎｄ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ　 （ａ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， （ｂ）ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，（ｃ） ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

肌肉减少症在世界范围内的发病率显著上升，
肌肉质量和功能下降是引起或加重老年退行性疾

病并导致伤残失能的重要原因［９］。 研究显示，衰老

严重影响人类肌卫星细胞的功能，其数量和功能的

下降是老年骨骼肌再生能力减退的核心细胞学基

础［１０⁃１３］。 但对导致骨骼肌卫星细胞老化的原因和

细胞分子机制，迄今了解甚少。
ＡＭＰＫ 是一种高度保守的细胞能量代谢调控

器，在调节机体组织细胞生长及能量代谢中起着重

要作用。 缺血、缺氧、运动等均可导致 ＡＭＰ ／ ＡＴＰ 比

例升高，进而激活 ＡＭＰＫ 或刺激其表达［１４］。 研究

发现，运动可通过 ＡＭＰＫ 信号改善老年骨骼肌线粒

体功能及能量代谢，肌卫星细胞作为骨骼肌内最主

要的干细胞群体，是骨骼肌组织损伤再生及可塑性

的主要细胞来源；ＡＭＰＫ 作为运动敏感型信号，其在

老年骨骼肌卫星细胞细胞运动适应过程中的改变

目前尚不清楚。 因此，本文选用 １７ 月龄老年小鼠

建立负荷渐增式训练模型（６ 周龄小鼠作为青年对

照组，不运动），观察 ＡＭＰＫ 信号老年小鼠骨骼肌卫

星细胞内的表达，并探讨负荷渐增式训练对老年小

鼠骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 蛋白磷酸化的表达影响。

本文在完成 ６ 周负荷渐增式运动训练后，应
用流 式 细 胞 分 选 技 术，通 过 表 面 标 记 ＣＤ４５⁃ ／
ＣＤ３１⁃ ／ Ｓｃａ１⁃ ／ ＶＣＡＭ⁃１＋细胞分选方案，获取高纯

度的肌卫星细胞，最后利用结合免疫印迹及免疫

组化 技 术 检 测 骨 骼 肌 卫 星 细 胞 内 ＡＭＰＫ 及

Ｐ⁃ＡＭＰＫ信号的改变。 结果表明，伴随年龄的增

长，骨骼肌 ＡＭＰＫ 及 Ｐ⁃ＡＭＰＫ 信号蛋白呈逐渐下

降趋势，负荷渐增式训练可激活老年骨骼肌卫星

细胞 ＡＭＰＫ 信号并促使其磷酸化；ＡＭＰＫ 不仅是

能量代谢的枢纽，同时也参与对老化过程的调节，
作为 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ⁃１α、ＭＴＯＲ 等能量敏感信号蛋白

重要的上游调控分子，ＡＭＰＫ 信号的磷酸化，对下

游信号的调节可促进细胞线粒体的生物发生及氧

化磷酸化及线粒体自噬等，进而改善衰老细胞功

能［１５］ 。 Ｂｅｎｇａｌ 等［１６］研究发现，运动引起老年小鼠

骨骼肌卫星细胞数量的增加，与细胞代谢重新编

程相关，其中氧化磷酸化水平的提高是导致线粒

体质量和功能改变的关键。 因此，本文推测，负荷

渐增式训练引起的老年骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 磷

酸化增强可能通过 ＡＭＰＫ ／ ＳＩＲＴ１ ／ ＰＧＣ⁃１α 等线粒

体相关信号途径调节老年骨骼卫星细胞线粒体功

能，参与肌卫星细胞能量代谢，改善衰老骨骼肌卫

星细胞的功能。
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４　 结论

负荷渐增式训练能有效提高老年小鼠骨骼肌

卫星细胞内 ｐ⁃ＡＭＰＫ 的表达，ＡＭＰＫ 信号作为调控

体组织细胞生长及能量代谢的关键，有助于认识运

动中细胞能量代谢的变化机制。 充分认识运动对

肌卫星细胞的积极影响，有助于为骨骼肌卫星细胞

衰老的延迟提供潜在的分子靶点，并为代谢疾病的

预防和治疗提供防治方案。

参考文献：

［ １ ］　 ＭＡＲＺＥＴＴＩ Ｅ， ＣＡＬＶＡＮＩ Ｒ， ＴＯＳＡＴＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ： Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｒｅｓ， ２０１７，
２９（１）： １１⁃１７

［ ２ ］　 ＡＬＥＳＳＩＯ Ｒ， ＭＡＲＣＯ Ｒ， ＮＡＴＡＬＩＥ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｏｆ ｆｉｂｒｏ ／ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ
ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ Ａｌｌｉａｎｃｅ， ２０２０， ３（ ３）：
１０６⁃１１３．

［ ３ ］　 ＡＭＡＲＩＮＥ Ｔ， ＬＩＮＤＡ Ｇ， ＢＥＴＨＡＮＹ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＭＰＫα１⁃ＬＤＨ
ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ｂｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ， ２０１７， ３６
（１３）： １９４６⁃１９６２．

［ ４ ］　 薄海， 王逊， 陈啟祥， 等．耐力运动促进骨骼肌卫星细胞线粒

体能量代谢及其对成肌分化的影响［Ｊ］ ．中国运动医学杂志，
２０１２， ３１（５）： ４０２⁃４０８．

［ ５ ］　 ＢＡＲＢＡＲＡ Ｃ， ＭＡＲＺＩＡ Ｇ， ＭＡＮＵＥＬＡ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｄａｐｔｅｄ
ｐｈｙｓｉｃａｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｏｌｄ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ａｎａｔ Ｊ， ２０１６， ２２８（５）： ７７１⁃７８３．

［ ６ ］　 ＢＥＬＬＡＦＩＯＲＥ Ｍ， ＳＩＶＶＥＲＩＮＩ Ｇ， ＰＡＬＵＭＢＯ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｘ４３ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｈｅａｒｔｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄ， ２００７， ２８（９）： ７４９⁃７５５．

［ ７ ］　 ＬＩＵ Ｌ， ＴＯＭ Ｈ， ＣＨＥＵＮＧ ＧＷ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃａｌ， ２０１５， １０（１０）： １６１２⁃１６２４．

［ ８ ］　 ＭＡＲＩＡ Ｇ， ＪＯＳＥＰ Ｌ， ＬＡＵＲＡ ＭＧ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｓｃｌｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１８， ２３３（５）： ４３６０⁃４３７２．

［ ９ ］　 ＩＬＳＥ Ｂ， ＣＡＬＵＭ Ｓ， ＣＹＲＵＳ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｅｔ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ
ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ｉｎ ｏｌｄｅｒ ａｄｕｌｔｓ： Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ ］ ．
Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０１８， １０（３）： ２０１８， １０（３）： ３０８⁃３３６．

［１０］　 ＳＯＵＳＡ⁃ＶＩＣＴＯＲ Ｐ， ＭＵＮＯＺ⁃ＣＡＮＯＶＥＳ Ｐ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ａｓｐｅｃｔｓ Ｍｅｄ，
２０１６， ８（５０）： １０９⁃１１７．

［１１］　 ＳＳＯＰＨＩＥ ＪＯ， ＪＯＳＨＵＡ Ｐ， ＴＩＭ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ａｇｉｎｇ： Ｔｈｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ， ２０１７， ６３（１）： ９１⁃１００．

［１２］　 ＩＳＨＩＭＯＴＯ Ｓ， ＧＯＴＯ Ｉ， ＯＨＴＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌ Ｓｃｉ， １９８３， ６２（１⁃３）： ３０３⁃３１４．

［１３］　 ＤＵＭＯＮＴ ＮＡ， ＢＥＮＴＺＩＮＧＥＲ ＣＦ， ＳＩＮＣＥＮＮＥＳ ＭＣ， ｅｔ ａｌ．
Ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｏｍｐｒ
Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１５， ５（３）： １０２７⁃１０５９．

［１４］　 ＧＡＲＣ ÍＡ⁃ＰＲＡＴ Ｌ， ＭＡＲＴÍＮＥＺ⁃ＶＩＣＥＮＴＥ Ｍ， Ｍｕñｏｚ⁃
Ｃáｎｏｖｅｓ Ｐ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｆｌｕｘ
ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ［Ｍ］ ／ ／ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ． Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ：
Ｓｐｒｉｎｇｅｒ， ２０１６， １４６０： ２２３⁃２４０．

［１５］　 ＧＵＡＤＡＬＵＰＥ⁃ＧＲＡＵ Ａ， ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ⁃ＧＡＲＣＩＡ Ｌ，
ＴＯＲＲＥＳ⁃ＰＥＲＡＬＴＡ Ｒ， ｅｔ ａｌ．Ｇｒｅａｔｅｒ ｂａｓａｌ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ＡＭＰＫ ａｌｐｈａ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅｎ ｔｈａｎ ｉｎ ｗｏｍｅｎ：
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ［ Ｊ］ ．Ｅｕｒ Ｊ Ｓｐｏｒｔ
Ｓｃｉ， ２０１６， １６（４）： ４５５⁃４６４．

［１６］　 ＢＥＮＧＡＬ Ｅ， ＰＥＲＤＩＧＵＥＲＯ Ｅ， ＳＥＲＲＡＮＯ ＡＬ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｎｇ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｒｅｓｔｏｒｅ ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｇｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｆ１０００Ｒｅｓ， ２０１７， ６： ７６．

７１６

陈艳华，等． 负荷渐增式训练对老年小鼠骨骼肌卫星细胞 ＡＭＰＫ 磷酸化的影响

ＣＨＥＮ Ｙａｎｈｕａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ Ｌｏａｄ Ｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｎ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＰＫ ｉｎ Ｓｋｅｌｅｔａｌ Ｍｕｓｃｌｅ
Ｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ａｇｅｄ Ｍｉｃｅ


