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摘要

目的：通过检测急性跑台运动中骨骼肌氧化应激情况以及Fas/FasL、Bcl-2/Bax等凋亡调控基因表达的动态变化，探

究急性跑台运动诱导骨骼肌细胞凋亡的分子机制。

方法：以小鼠急性递增负荷跑台运动为实验模型，连续观察与分别测定安静组（Con）、急性跑台运动 45min 组

（E45）、90min组（E90）、120min组（E120）和 150min组（E150）的腓肠肌丙二醛（MDA）、过氧化氢（H2O2）、一氧化氮

（NO）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活性变化以及Fas/FasL、Bcl-2/Bax基因表达水平。

结果：①骨骼肌MDA和H2O2含量在急性跑台运动第45分钟时显著升高（P＜0.05），维持一段时间后又稳步下降，直

到运动结束；骨骼肌SOD活性却呈现与之基本相反的变化态势；骨骼肌NO含量在急性跑台运动第45分钟时显著

升高（P＜0.01），并始终维持较高水平，直到运动结束。②骨骼肌Fas/FasL mRNA表达水平在急性跑台运动第90—

120分钟时显著上升（P＜0.01），随后有稳步下降态势；骨骼肌Bcl-2 mRNA表达水平在急性跑台运动第90—120分

钟时显著降低（P＜0.05），随后有稳步上升态势；骨骼肌Bax mRNA表达水平在急性跑台运动第45分钟时显著上升

（P＜0.05），在第90分钟时达到峰值（P＜0.01），维持到第120分钟（P＜0.05）后呈现下降态势；Bcl-2/Bax比率在急性

跑台运动第45分钟时显著降低（P＜0.05），在90min时达最低水平（P＜0.01），维持到第120分钟（P＜0.05）后呈现上

升态势。

结论：急性跑台运动可使骨骼肌MDA、H2O2、NO含量显著上升、SOD活性下降，致使自由基过度生成与聚集，氧化

应激水平提高。急性跑台运动可显著增强骨骼肌Fas/FasL和Bax基因表达、降低Bcl-2基因表达和Bcl-2/Bax比率，

使骨骼肌细胞发生凋亡，这可能与自由基过度聚集，氧化应激水平提高有关。
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Abstract
Objective: To measure oxidative stress as well as dynamic changes of Fas/FasL, Bcl-2/Bax gene expressions in

skeletal muscle, and investigate the mechanism of apoptosis in skeletal muscle during acute treadmill exercise.

Method: The different phase models of acute load treadmill exercise were setting up, and the mice were divid-

ed into control group (Con), acute treadmill exercise for 45min group (E45), 90min group (E90), 120min

group (E120) and 150min group (E150). Microplate reader was used to measure the levels of melondialdehyde

（MDA）, hydrogen peroxide（H2O2）, nitric oxide（NO） and superoxide dismutase（SOD）, quantitative real-time

PCR technique was used to detect Fas/FasL, Bcl-2/Bax gene expressions in skeletal muscle.
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细胞凋亡（apoptosis）是一种由基因控制的细胞

自主性死亡，即程序性细胞死亡。它是机体生长、发

育和维持内部平衡过程中发生的正常细胞生理性死

亡现象。近年来，细胞凋亡一直是运动医学领域研

究的热点。在细胞凋亡进程中，Fas/FasL是最重要

的凋亡信号通路，Fas可通过与其配体FasL结合，向

细胞转导死亡信号，导致细胞凋亡[1]。Bcl-2/Bax是

非常重要的凋亡调控基因，属于Bcl-2大家族，Bcl-2

在骨骼肌细胞遭受各种应激刺激时可抑制细胞凋

亡，而 Bax 则是细胞凋亡的促进因子，Bcl-2/Bax 比

率是决定骨骼肌细胞是否凋亡以及凋亡程度的重要

参照标准[2]。细胞凋亡的诱因很多，包括外源性化

学物质、电离辐射、病毒感染和氧化应激等[3]。氧化

应激是细胞在遭受多种内源或外源性应激刺激时，

内源性抗氧化系统（CAT、GSH-Px、SOD等）与氧化

系统（MDA、H2O2、NO等）之间的平衡被打破，自由

基的产生能力超过其清除能力，致使细胞氧化损

伤。氧化应激可通过线粒体、内质网应激、死亡受体

等途径介导细胞凋亡，也可通过激活丝裂原活化蛋

白激酶（mitogen-activated protein kinases, MAPK）

通路、激活 caspases、活化核转录因子κB（nuclear

factor-κB, NF-κB）等多种途径诱导细胞凋亡[4]。其

中，线粒体途径是介导细胞凋亡的主要信号途径。

本研究通过建立急性递增负荷跑台运动的动态

变化模型，并选取骨骼肌MDA、SOD、H2O2、NO等氧

化应激指标以及Fas/FasL、Bcl-2/Bax等凋亡相关基

因，以期通过检测骨骼肌氧化应激和凋亡调控基因

表达水平的时相性变化，探讨急性跑台运动诱导骨

骼肌细胞凋亡的分子机制，为科学合理地进行运动

训练提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康雄性 ICR小鼠 40只，7—8周龄，体重 19—

21g，由上海斯莱克实验动物有限公司提供。动物饲

料和垫料由上海生工生物技术有限公司提供，自由

饮水、饮食，相对湿度 50%—70%，饲养温度 20—

23℃。随机分为 5组：安静组（Con）、急性跑台运动

45min 组（E45）、90min 组（E90）、120min 组（E120）、

150min组（E150），每组均8只。

1.2 运动方案

各实验组均进行适应性跑台运动（乔山跑步机

Result: ① The contents of MDA and H2O2 in skeletal muscle both rose quickly at the early stage of acute

treadmill exercise, and were significantly higher than the control group at the 45th min (P<0.05), after maintain-

ied for a few minutes, they began to decrease until the exercise was over. The activity of SOD was basically

revised to the contents of MDA and H2O2. The content of NO rose quickly at the 45th min (P<0.05), and

maintained time until the exercise was over. ② The levels of Fas/FasL mRNA expressions in skeletal muscle

increased significantly at the 90th—120th min (P<0.01) during acute treadmill exercise, and then began to drop

steadily. The level of Bcl-2 mRNA expression decreased significantly at the 90th—120th min (P<0.05), and

then began to rose steadily. The level of Bax mRNA expression increased significantly at the 45th min (P<

0.05), and reached the peak at the 90th min (P<0.01), and maintainied until the 120th min (P<0.05), it began

to drop steadily. The ratio of Bcl-2/Bax decreased significantly at the 45th min (P<0.05), and reached the low-

est level at the 90th min (P<0.01), and maintained until the 120th min (P<0.05), it began to rose steadily.

Conclusion: Acute treadmill exercise could significantly increase the contents of MDA, H2O2 and NO, as well

as decrease the activity of SOD in skeletal muscle. Eventually, free radicals assembled and the level of oxida-

tive stress improved. Acute treadmill exercise could significantly improve the levels of Fas/FasL and Bax

mRNA expressions in skeletal muscle, decrease the level of Bcl-2 mRNA expression as well as the ratio of

Bcl-2/Bax, and eventually increase the apoptosis, which were related to the excessive accumulation of free radi-

cals and improvement of oxidative stress.

Author's address School of Physical Education, Yantai University, Yantai, 264005

Key word skeletal muscle；oxidative stress；apoptosis；acute treadmill exercise；dynamic change；Fas/FasL；Bcl-2/

Bax
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改装），坡度 0°，速度 0.8km/h，持续时间 5min，共训

练3d。正式运动遵循以下程序：第1级负荷：1km/h，

各组运动时间均为 15min；第 2级负荷：1.2km/h，各

组运动时间均为 15min；第 3级负荷：1.4—1.5km/h，

各组运动时间分别为15min、60min、90min、120min。

1.3 动物处死及取材

安静组于安静状态，运动组于运动中相应时间

点断颈椎处死，迅速取下腓肠肌，切分若干份后装入

冻存管，迅速置液氮速冻，之后转到-80℃超低温冰

箱保存。

1.4 生化指标检测

蛋白定量采用考马斯亮蓝法，MDA、SOD、

H2O2、NO 的检测均参照南京建成生物工程研究所

提供的试剂盒说明书。酶标仪检测吸光度，按照给

定公式计算。

1.5 基因表达检测

实时荧光定量PCR检测骨骼肌Fas/FasL、Bcl-2/

Bax基因表达水平，引物序列由 Invitrogen（上海）设

计与合成。具体为：
Fas 上游引物：5'GCAT CTGG ACCC TCCT ACCT

CTG3'，

下 游 引 物 ：5'GACA AAGC CACC CCAA GTTA

GA3'。

FasL 上游引物：5'TTCT GGTT GCCT TGGT AGGA

TTG3'，

下 游 引 物 ：5'ACCT TGAG TTGG ACTT GCCT

GTT3'。

Bcl-2 上游引物：5'GCTA CGAG TGGG ATAC TGGA

GATG A3'，

下 游 引 物 ：5'ATCC CTGA AGAG TTCC TCCA

CCAC C3'；

Bax 上游引物：5'CAGG GTTT CATC CAGG ATCG

AGCA G3'，

下 游 引 物 ：5'GGCG GTGA GGAC TCCA GCCA

CAAA G3'。

β-actin 上游引物：5'TGTT ACCA ACTG GGAC GA-

CA3'，

下游引物：5'CTAT GGGA GAAC GGCA GAAG3'。

取部分腓肠肌样品，RNA抽取步骤按照Trizol

试剂盒说明书进行。取 RNA 样品 5μl，以 oligo dT

为随机引物进行反转录，合成 cDNA。10μl 反应体

系 中 含 有 ：5 × RT Buffer 2μl，RT Enzyme Mix

0.5μl，Primer Mix 0.5μl，RNA 5μl，Nuclease-free

Water 2μl。反应条件：37℃，15min；然后 98℃，

5min；-20℃冰箱保存。

cDNA 样 品 按 以 下 反 应 体 系 进 行 ：SYBR

green PCR Master Mix（TOYOBO）10μl，上下游引

物各0.8μl，ddH2O 6.4μl，cDNA模板2μl。总反应体

积 20μl。反应条件，第一步：预变性（95℃，60s）；第

二步：40个循环（95℃，15s；61℃，30s；72℃，45s）；第

三步：建立PCR产物溶解曲线，变性（95℃，15s），退

火（55℃，60s），从 55℃缓慢加热到 95℃，15s；每 1℃
收集荧光一次。熔解曲线只有一个主波峰，说明扩

增特异性高，符合荧光定量PCR的要求。PCR仪输

出CT值，β-actin基因为内参，根据公式 2-ΔCT计算

样品目的基因相对表达量。

1.6 统计学分析

各数据均采用均数±标准差的形式表示，实验

数据采用 Excel 2003 软件初步整理，SPSS 17.0 统

计软件进行单因素方差分析。

2 结果

2.1 急性跑台运动对骨骼肌 MDA、NO、H2O2含量

和SOD活性的影响

与 Con 组相比，E45、E90 组 MDA 含量明显增

加，差异具有显著性（P＜0.05），与 E45 或 E90 组相

比，E150 组 MDA 含量明显下降，差异具有显著性

（P＜0.05）。与Con组相比，E90组SOD活性明显减

弱，差异具有显著性（P＜0.05），其他各组SOD活性

虽然均有一定程度减弱，但差异不具显著性（P＞
0.05）。与 Con 组相比，E45 组 H2O2浓度明显增加，

差异具有显著性（P＜0.05），E90、E120组H2O2浓度

虽有一定增加，但差异不具显著性（P＞0.05），与

E45组相比，E90、E120、E150组H2O2浓度明显下降

（分别P＜0.05；P＜0.05；P＜0.01）。与Con组相比，

E45、E150组NO含量明显增加，差异具有非常显著

性（P＜0.01），E90、E120组含量也明显增加，差异具

有显著性（P＜0.05）。见表1。

2.2 急性跑台运动对骨骼肌Fas/FasL、Bcl-2/Bax基

因表达的影响

与Con组相比，E90、E120组Fas mRNA表达均

明显上升，差异具有非常显著性（P＜0.01），与E120
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组相比，Fas mRNA表达明显下降，差异具有显著性

（P＜0.05）。 与 Con 组 相 比 ，E90、E120 组 FasL

mRNA表达均明显上升，差异具有非常显著性（P＜
0.01），与E45组相比，E120组FasL mRNA表达明显

上升，差异具有非常显著性（P＜0.01），与E120组相

比，E150组FasL mRNA表达明显下降，差异具有显

著性（P＜0.05）。与Con组相比，E90、E120组Bcl-2

mRNA 表达均明显下降，差异具有显著性（P＜
0.05），与E45组相比，E90组Bcl-2 mRNA表达明显

下降，差异具有显著性（P＜0.05）。与Con组相比，

E45、E90、E120 组 Bax mRNA 表达均显著性上升

（分别 P＜0.05；P＜0.01；P＜0.05），与 E90 组相比，

E120、E150组Bax mRNA表达均显著性下降（分别

P＜0.05；P＜0.01）。与 Con 组相比，E45、E90、E120

组Bcl-2/Bax比值均显著性下降（分别P＜0.05；P＜
0.01；P＜0.05）。见表2。

表1 急性跑台运动中骨骼肌MDA、SOD、H2O2、NO
动态变化情况 (x±s)

组别

Con组
E45组
E90组

E120组
E150组

与Con组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；与E45组比较：③P＜0.05；④
P＜0.01；与E90组比较：⑤P＜0.05

MDA
(nmol/mg prot)

7.221±0.346
12.75±2.387①

13.14±3.259①

10.98±2.758
7.182±0.888③⑤

SOD
(U/mg prot)
45.39±3.866
40.40±10.08

29.67±5.185①

36.33±8.296
35.61±10.02

H2O2

(mmol/g prot)
63.93±5.111

101.7±19.11①

65.40±11.22③

64.81±11.91③

54.89±6.019④

NO
(µmol/g prot)
0.804±0.090

2.337±0.237②

2.315±0.487①

2.313±0.499①

2.385±0.510②

表2 急性跑台运动中骨骼肌Fas/FasL、Bcl-2/Bax基因表达的动态变化 (x±s)

组别

Con组
E45组
E90组
E120组
E150组

与Con组比较：①P＜0.05；②P＜0.01；与E45组比较：③P＜0.05；④P＜0.01；与E90组比较：⑤P＜0.05；⑥P＜0.01；与E120组比较：⑦P＜0.05

Fas

0.853±0.116
1.435±0.124
2.362±0.201②

2.853±0.226②

1.342±0.135⑦

FasL

0.777±0.203
1.343±0.228
2.032±0.298②

2.471±0.246②④

1.447±0.360⑦

Bcl-2

1.093±0.279
0.916±0.256

0.475±0.133①③

0.526±0.153①

0.725±0.209

Bax

0.857±0.150
1.702±0.215①

2.299±0.286②

1.588±0.220①⑤

1.191±0.220⑥

Bcl-2/Bax

1.103±0.270
0.584±0.112①

0.447±0.109②

0.510±0.124①

0.669±0.219

3 讨论

骨骼肌细胞中同时存在内源性抗氧化系统

（CAT、GSH-Px、SOD等）与氧化系统。正常的生理

情况下，二者之间处于动态平衡状态。MDA是脂质

过氧化反应的重要产物，可衡量脂质过氧化程度。

SOD是氧自由基防御体系中重要的抗氧化酶，可通

过歧化方式清除氧自由基，减轻细胞氧化损伤和凋

亡。H2O2是线粒体产生的活性氧，可分解成氧自由

基，通过对生物膜多不饱和脂肪酸的过氧化而引起

脂质过氧化反应，导致细胞氧化损伤和凋亡。NO

是一种多功能因子（氮自由基），可参与细胞多种生

理功能的调节。生理水平的NO可减少细胞凋亡，

过量则促进细胞凋亡[5]。NO发挥抗凋亡还是促凋

亡作用取决于其局部浓度。通过检测骨骼肌MDA、

H2O2、NO含量和 SOD活性变化可衡量细胞氧化应

激程度。

目前的研究已经充分证实，急性大强度运动可

使骨骼肌MDA、H2O2、NO含量显著升高，SOD活性

下降。这是因为，急性运动是一种短时间、大强度的

应激刺激，细胞调节机制尚未及时启动，氧化还原平

衡被打破，使自由基过度生成与聚集，当其超过抗氧

化系统的清除能力时，就会导致骨骼肌氧化损伤[6—7]。

本研究结果显示，骨骼肌MDA、H2O2含量在急

性跑台运动开始时即稳步上升，在 45min时显著增

高，这种高水平状态维持一段时间后又开始下降，直

到运动结束。而骨骼肌SOD活性在急性跑台运动

90min时开始显著降低，随后又有所升高，直到运动

结束。可知，SOD活性的曲线走向与MDA、H2O2含

量的变化态势基本相反。而骨骼肌NO含量在急性

跑台运动不同时相始终处于较高水平状态。本研究

结果与之前的研究结果基本一致。这说明：急性跑

台运动作为一种短时间、大强度的应激刺激，打破了

骨骼肌氧化/抗氧化系统之间的动态平衡，使内源性

抗氧化物不能有效清除自由基，从而引起脂质过氧

化反应。因此，本研究认为，骨骼肌氧化应激水平在

急性跑台运动 45min时显著上升，保持一段时间的

高水平状态后又开始稳步下降，直到运动结束。

自由基过度生成引起的氧化应激是诱导细胞凋

亡的重要信号途径[8]。胞浆中大量聚集的自由基可

使氧化应激水平上升，通过激活Fas/FasL系统，直接
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启动细胞凋亡的死亡信号转导通路[9]。研究表明[10]，

H2O2所致的氧化应激可使c-myc、Fas/FasL等凋亡基

因的表达明显增强，但经过SOD处理之后，c-myc、

Fas/FasL、NF-κB的表达明显降低，凋亡指数也随之

降低。这说明，氧化应激诱导的细胞凋亡与激活

NF-κB，促进凋亡相关基因 c-myc、Fas/FasL 的表达

密切有关。另外，氧化应激还能通过上调Bax基因

的表达、抑制Bcl-2基因的表达，使线粒体膜异位，膜

完整性受到破坏，细胞色素 C（cytochrome C,

Cyt-C）大量释放，后者通过与凋亡蛋白酶激活因子

（apoptotic protease activating factor 1, Apaf1）及

脱氧三磷酸腺苷结合，激活 caspase 9并与之协同顺

序激活下游caspase 3和caspase 7，最终导致细胞凋

亡[11—13]。

Fas/FasL系统是骨骼肌细胞中直接启动细胞凋

亡的死亡信号转导系统。Fas又称Apo-1，属于肿瘤

坏死因子受体和神经生长因子受体家族的细胞表面

因子，在骨骼肌细胞凋亡中发挥转导凋亡信号的作

用。FasL配体是肿瘤坏死因子受体家族的细胞表

面因子。当骨骼肌细胞表面 Fas表达时，可激活其

配体FasL，导致Fas死亡域自聚或者交联，并通过激

活神经鞘磷脂酶、酪氨酸蛋白激酶和白介素-1β转换

酶等多种蛋白酶或内源性核酸酶，引起细胞凋亡。

Sandri 等[14]研究表明，一次大强度运动可显著上调

C57BL/6小鼠骨骼肌Fas/FasL、Bcl-2等凋亡相关基

因的表达，使骨骼肌细胞凋亡。也有研究表明，大负

荷跑台运动（-10°，20m/min）可使腓肠肌 SOD 活性

下降、MDA含量增加，Fas基因表达显著上调，而原

花青素可显著降低氧化应激水平，对腓肠肌微损伤

及凋亡有一定的缓解与抑制作用[15]。姜振等[16]研究

表明，急性力竭运动可使大鼠骨骼肌Fas mRNA表

达增强、细胞凋亡数量增多，而高压氧疗法可通过增

强抗氧化酶系统的活性、降低自由基水平、增加微循

环血量、改善机体缺氧状态，从而抑制 Fas mRNA

的表达，减少骨骼肌细胞凋亡，促进骨骼肌疲劳与微

损伤的恢复。本研究结果显示，急性跑台运动在诱

导骨骼肌氧化应激的同时，还能使骨骼肌Fas/FasL

基因表达水平在90min时显著增加，在120min时达

到峰值，随后呈现下降态势。这与之前的研究结果

基本一致。提示，急性跑台运动时自由基的过度聚

集、氧化应激水平的提高可能激活Fas/FasL凋亡信

号调控通路，使骨骼肌细胞发生凋亡。

Bcl-2/Bax 是骨骼肌细胞凋亡过程中具有重要

调控作用的基因。Bcl-2表达的增强可抑制骨骼肌

细胞凋亡，而 Bax 的过度表达则促进细胞凋亡。

Bcl-2/Bax比率是决定细胞是否发生凋亡以及凋亡

程度的重要标志，因此被称为启动细胞凋亡的“分子

开关”。高水平的Bcl-2/Bax有助于细胞存活，比率

过低则促进细胞凋亡。细胞凋亡与否最终取决于两

者之间的平衡结果。跑台训练实验也发现，当骨骼

肌细胞发生凋亡时，抗凋亡基因Bcl-2和促凋亡基因

Bax的表达均发生了显著变化，且二者之间的变化

趋势恰好相反 [17]。Podhorska-Okolow 等 [18]研究表

明，持续一夜的自由跑轮运动可使C57BL/6小鼠骨

骼肌Bcl-2/Bax比率显著降低，导致细胞凋亡信号的

启动，但在运动后的恢复期，Bcl-2/Bax比率反而逐

渐升高。王冬梅等[19]研究发现，一次力竭性游泳运

动可使骨骼肌 Bcl-2 mRNA 表达下降 8.6%、Bax

mRNA表达增加30.5%，并认为，力竭性游泳可使骨

骼肌抗凋亡能力减弱，促凋亡能力大大增强，并可能

启动线粒体凋亡信号传导途径，引起细胞凋亡，造成

骨骼肌疲劳或损伤。柳佳伟等[20]研究表明，耐力训

练可显著提高大鼠腓肠肌SOD、GSH-Px活性，降低

氧化应激水平，增加 Bcl-2 mRNA 表达，降低 Bax

mRNA 表达；但一次力竭运动却可减弱 SOD、

GSH-Px 活性，升高自由基水平，降低 Bcl-2 mRNA

表达，增加Bax mRNA表达，而一次力竭运动后的

补锌可显著提高腓肠肌GSH-Px活性和总抗氧化能

力（total antioxidant capacity, T-AOC），增加腓肠肌

Bcl-2 mRNA表达，但对Bax mRNA表达的影响不

明显。陈德权等[21]研究表明，一次高强度的间歇运

动可通过增强骨骼肌 Bax mRNA 表达、降低 Bcl-2

mRNA 表达，升高自由基水平，共同使运动能力下

降，而长期间歇训练可能通过增强骨骼肌抗氧化能

力，上调抗凋亡基因的表达，使运动能力增强。本研

究结果显示，急性跑台运动在上调骨骼肌氧化应激

水平的同时，还能使骨骼肌Bcl-2 mRNA表达水平

在 90—120min时显著降低，随后又呈现上升态势；

而Bax mRNA表达却在运动 45min时显著增加，在

90min 时达到峰值，这种高水平态势一直维持到
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120min 后又开始稳步下降；且 Bcl-2/Bax 比率在运

动45min时显著降低，在90min时达最低水平，维持

到 120min后呈现上升态势。本研究结果与陈德权

等人的研究结果一致。提示，急性跑台运动时自由

基的过度生成与聚集、氧化应激水平的提高可能通

过调控骨骼肌 Bcl-2/Bax 基因的表达，促进细胞凋

亡。最近王雪芹等[22]的研究也同样认为，大强度递

增负荷跑台运动可使自由基过度生成，抗氧化系统

酶活性降低，导致抗凋亡基因Bcl-2 mRNA表达下

降，促凋亡基因Bax mRNA表达增加，其寡聚体形

成并整合到线粒体上，引起线粒体外膜通透性改变，

膜电位下降，游离的Cyt-C释放到胞浆，使线粒体凋

亡通路的下游基因发挥凋亡调控作用。

急性跑台运动可使骨骼肌MDA、H2O2、NO含量

显著上升、SOD活性下降，致使自由基过度生成与

聚集，氧化应激水平提高。急性跑台运动可显著增

强骨骼肌Fas/FasL和Bax基因表达、降低Bcl-2基因

表达和Bcl-2/Bax比率，使骨骼肌细胞发生凋亡，这

可能与自由基过度聚集，氧化应激水平提高有关。
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