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摘要

目的：探讨中等强度有氧运动对老年前期小鼠快缩型骨骼肌蛋白质合成代谢的保护作用及其可能性机制。

方法：20只13月龄雄性CD-1小鼠根据体重随机纳入对照组（C组）与有氧运动干预组（E组），运动组以自体重3%的

负荷进行8周游泳训练，每日训练1次，每次45min，每周训练6天。末次运动后24h处死小鼠（禁食17h），采用便携

式血糖仪检测血糖，氨基酸分析仪检测血浆游离氨基酸谱，酶联免疫法检测血清胰岛素，BCA法进行蛋白定量，免

疫印迹法检测mTORSer2448、4E-BP1Thr37/46与p70S6KThr389磷酸化表达以及MHCⅡ蛋白表达。

结果：与对照组（C组）小鼠相比，有氧运动干预组（E组）小鼠血浆游离氨基酸水平表现出下降趋势，其中亮氨酸、谷

氨酸与甘氨酸含量下降显著（P<0.01）。腓肠白肌蛋白质总量、mTORSer2448、4E-BP1Thr37/46、p70S6KThr389磷酸化表达与

MHCⅡ蛋白表达均明显升高，有显著性意义（P<0.01）。

结论：中等强度有氧运动可以促进老年前期小鼠快缩型骨骼肌蛋白质合成，可能具有削弱衰老性肌肉萎缩发生发展

的潜力，其作用机制可能涉及肌细胞内mTOR/p70S6K信号通路的活化。
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Aerobic exercise promotes protein synthesis in fast- twitch skeletal muscle of pre- senile mice/XIONG
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Abstract
Objective: To investigate the protective effect and possible mechanism of moderate intensity aerobic exercise

on protein synthesis in fast-twitch skeletal muscle of pre-senile mice.

Method: Twenty thirteen-month-old male CD-1 mice were randomly divided into normal control group and aer-

obic exercise group by body weight. Mice received 8 weeks moderate swimming exercise training with 3%

body weight workload, 45min/day, +6 days/w. Twenty four hours after the final exercise bout (17 h fasting),

mice were all sacrificed. The amino acids analyzer was used to determine the profile of plasma free amino ac-

ids. The blood glucose was determined by the blood glucose meter. The serum insulin content was detected by

enzyme linked immunosorbent assay. The total protein content in white gastrocnemious muscles was detected

by BCA protein assay. And at the same time, the phosphorylation rate of mTORSer2448,4E- BP1Thr37/46,p70S6KThr389

and the expression of MHCⅡ protein were determined by using the Western blotting method.

Result: When compared with mice in control group, mice received swimming exercise training showed a de-

clining trend of plasma free amino acids and the content of leucine, glutamic acid and glycine decreased signif-

icantly(P<0.01), while the total protein, phosphorylation rate of mTORSer2448, 4E- BP1Thr37/46, p70S6KThr389 and the

protein expression of MHCⅡ were all elevated with statistical significance (P<0.01).
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随着衰老过程的发展，体成分的变化对生理机

能将产生重大影响，而人体骨骼肌质量与力量的下

降则是其中的重要标志之一。骨骼肌占体重比例约

为40%—50%，由25岁至70岁过程中肌力下降30%

而肌肉质量减少则可达40%[1—2]，从而显著影响机体

活动能力甚至生存质量[3—4]。因此，随衰老过程而发

生的渐进性骨骼肌萎缩可能在机体功能下降过程中

具有重要作用[4]。衰老性骨骼肌萎缩（Sarcopenia）通

常发生于快缩型骨骼肌（Ⅱ型骨骼肌纤维为主）[5]，随

着衰老进程的继续将导致肌力的显著下降[6]，而蛋

白质合成代谢的减弱则是导致其发生发展的主要原

因[3—4]。

运动训练（有氧、抗阻或联合运动方案）被广

泛应用于多种慢性疾病的二级预防或干预，如冠

心病 [7—9]、糖尿病 [10—11]和恶病质 [12—14]等。众所周知，

抗阻运动可通过促进骨骼肌合成代谢并抑制分解代

谢而导致一系列有益的机能变化[15—16]，而有氧运动

则主要通过增进心血管健康 [17]和抑制促炎细胞因

子[18]而产生良好的结果。因此，抗阻运动似乎更适于

作为削弱衰老性肌肉萎缩的干预手段。但近期多项

研究发现，有氧运动同样可以在癌性恶病质[12—13,19]、

心源性恶病质[19]或糖尿病[10—11]等多种慢性疾病条件

下削弱骨骼肌萎缩，且这些作用可能是通过改善蛋

白质代谢平衡紊乱而实现的。与进行抗阻运动所需

的专用设备相比，有氧运动处方的操作性更为灵活，

且更加经济、易于执行。但是，有氧运动究竟能否削

弱衰老性肌肉萎缩的发生发展，仍需进一步研究明

确。基于上述考虑，本研究拟对老年前期小鼠施加

规律有氧运动干预，从调节骨骼肌蛋白质合成关键

信号通路哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian tar-

get of rapamycin，mTOR）/p70 核糖体蛋白 S6 激酶

（p70 ribosomal protein S6 kinase，p70S6K）的角度

探讨其对快缩骨骼肌蛋白质合成的可能性保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

13月龄CD-1雄性SPF级小鼠20只（47—49g），

购于成都达硕生物科技公司。所有小鼠均单笼饲养

于成都体育学院实验动物中心。小鼠自由摄食摄

水，每日固定时间称量体重。每周更换3次垫料，饮

水瓶每日清洗消毒，光暗周期控制为 12h/12h，温度

为22±1.5℃。

1.2 试剂与仪器

蛋白提取试剂与 BCA 法蛋白定量盒均购自

Thermo公司（美国，货号分别为78510与23235）；蛋

白表达总体或磷酸化一抗 mTOR、Phospho-mTOR

（Ser2448）、p70S6K、Phospho-p70S6K（Thr389）、4E

结合蛋白 1(4E binding protein，4EBP1) 和 Phos-

pho- 4E-BP1（Thr37/46）购自赛信通公司（美国），货

号 分 别 为 3358P、2983P、5536P、2708P、2855P、

9644P、2855P；快缩型肌球蛋白重链（Fast Myosin

Skeletal Heavy chain，MHCⅡ）一抗购自 Abcam 公

司（英国），货号为 Ab51263；HRP-标记二抗购自

Jackson 公司（美国），货号分别为 111-035-003 和

115-035-003；蛋白marker购自Fermentas公司（立陶

宛），货号SM6210、ECL Plus购于Millipore公司（美

国），货号为 WBKLS0010。全自动氨基酸分析仪

（日本 Hitachi L8800）；MultiSkan3 型酶标仪购自

Thermo公司（美国）；强生稳豪型ONETOUCH Ultra

血糖仪购自强生公司（美国）；电泳仪购自 Bio-Rad

公司（美国）；Mini P-4电泳槽由北京凯元公司生产。

1.3 研究方案

小鼠据体重随机分配至空白对照组（C）和有氧

训练组（E），每组10只。适应性饲养一周后，E组小

鼠在体积为 100cm×70cm×60cm的玻璃泳缸中接受

中等强度游泳训练，水温30±2℃，水深40—45cm，以

确保小鼠无法通过尾尖支撑缸底而进行休息[20]。运

动方案共计执行8周，每周训练6天（周日休息），每

日训练45min，负重相当于小鼠自体重3%比例的铅

皮，运动强度相当于10—12月龄小鼠80%无氧阈强

Conclusion: Moderate aerobic exercise promotes protein synthesis in white gastrocnemious muscles of pre- se-

nile mice, and the mTOR/p70S6K pathway may contribute to this effect. These results suggest that moderate

aerobic exercise may play a potential role in attenuating the occurrence and development of sarcopenia.
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度水平[21]。铅皮绑缚于尾根处，以不影响局部血供

和游泳时尾部的摆动为度，每日训练前根据小鼠体

重对铅皮重量进行调整。小鼠训练时专人负责监控

其游泳情况，以避免小鼠出现漂浮和“集团游泳”现

象。一旦观察到出现上述消极运动表现，监控者即

用玻璃杆进行驱赶，迫使其继续进行游泳训练。前

期预实验中，在小鼠游泳过程中和游泳结束后即刻

采尾尖血进行血乳酸分析，检测结果均介于 2.9—

3.7mmol/L 范围内，提示本研究所采用运动模式为

典型有氧运动。实验过程中小鼠若出现因打斗所造

成的严重外伤，为避免组织修复期对蛋白质代谢造

成混杂影响，则不将被试小鼠纳入研究统计。

末次运动后 24h（含禁食 17h），所有小鼠以

80mg/kg.bw剂量接受苯巴比妥钠腹腔注射麻醉。

1.4 指标检验

1.4.1 游离氨基酸含量分析：小鼠麻醉后经腹主动

脉取血，接入抗凝管后 4℃条件下以 3000r/min离心

10min制备血浆。取 0.5ml血浆样品，加入 1.5ml去

离子水混匀，再加入 1.5ml浓度为 8%的磺基水杨酸

混匀，静置10min后5000r/min离心10min，沉淀蛋白

并全量转移上清。在上清液中加入5ml无水乙醇后

摇匀，静置 5min 后再次 5000r/min 离心 10min 以沉

淀糖与胶质，此后移取全量上清液至玻管中。60℃
水浴去除乙醇，干燥箱中 60℃真空挥干。用

0.02mol/L盐酸定容至 2ml后过 0.22μm滤膜并进样

分析。分析仪色谱条件为：色谱柱：4.6mm×60mm，

阳离子树脂，Hitachi 2622SC；检测波长：570nm，

440nm；洗脱液流量：0.4ml/min；反应液流量：0.35ml/

min；柱温：57℃；反应温度：135℃[22]。

1.4.2 Western blotting：取 100mg 腓肠肌外侧头白

肌加入哺乳动物组织蛋白提取试剂500μl，用眼科剪

将肌肉组织剪成碎粒后匀浆。此后吸出混悬液在

4℃条件下 12000r/min 离心 20min 后取上清。BCA

法蛋白定量，以每次上样 120μg的标准进行蛋白分

装，用PBS将上清体积补足20μl，加入5× 蛋白上样

缓冲液5μl后封管，煮沸变性10min。配置15%分离

胶与 5%浓缩胶，浓缩胶恒压 80V 约 30—40min，分

离胶恒压120V，溴酚蓝至板底后停止电泳。转膜时

先用无水甲醇将 0.22/0.45μm PVDF 膜激活后

300mA恒流条件下MHC Ⅱ与mTOR转膜150min，

p70S6K为 60min，4E-BP1为 30min。封闭后分别进

行一抗（mTOR 1∶1000、4E-BP1 1∶1000、p70S6K

1∶2000、MHC 1∶3000、GAPDH 1∶5000）和二抗（1∶

50000-1∶200000）孵育。此后用ECL plus使目的条

带发出荧光并压片检测二抗信号。据预染蛋白

marker位置判断蛋白位置，若在目的条带大小位置

附近仅出现一条条带，即认定为目的条带。

1.5 统计学分析

各指标的组间比较采用独立样本 t 检验，据方

差齐性选择相应P值判断。当P<0.05时，认为差异

具有显著性意义。

2 结果

2.1 有氧运动对血浆游离氨基酸的影响

如表1所示，8周规律有氧运动仅导致亮氨酸（t

（18）=8.034，P<0.01）、谷氨酸（t（18）=7.252，P<0.01）

与甘氨酸（t（18）=5.859，P<0.01）血浆游离含量产生

具有显著性意义的组间差异，其他14种氨基酸并无

显著变化，但亦表现出下降趋势。

2.2 有氧运动对血糖、胰岛素与腓肠肌外侧头白肌

蛋白总量的影响

如表 2所示，经 8周运动干预后E组小鼠血糖、

血清胰岛素值与 C 组相比，差异未见显著性意义。

但E组小鼠腓肠肌外侧头白肌蛋白含量高于C组，

表1 各组小鼠血浆游离氨基酸含量的比较 (x±s，μmol/L)

必需氨基酸
亮氨酸
精氨酸
组氨酸

异亮氨酸
赖氨酸
蛋氨酸

苯丙氨酸
苏氨酸
缬氨酸

非必需氨基酸
丙氨酸

天门冬氨酸
半胱氨酸
谷氨酸
甘氨酸
脯氨酸
丝氨酸
酪氨酸

①与对照组比较P<0.01

对照组（n=10）

125.4±6.2
74.8±3.5

278.0±11.2
72.4±7.5

128.9±10.6
251.2±18.2

53.7±4.9
257.4±18.5
143.6±9.2

315.3±28.6
142.6±12.8

46.4±6.3
485.6±19.9
382.1±25.3

96.5±5.3
197.4±11.5
105.6±8.1

有氧训练组（n=10）

98.3±5.2①

71.5±2.5
276.2±8.1
70.7±3.8

121.8±9.5
243.8±15.4

48.2±8.1
248.6±11.3
141.6±12.7

305.7±27.4
135.3±8.9
40.2±8.6

418.2±21.6①

328.7±13.8①

88.8±6.7
195.8±16.3

97.3±7.0
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且差异具有显著性意义（t（18）=-3.168，P<0.01）。

2.3 有氧运动对腓肠白肌促蛋白质合成信号通路

蛋白表达的影响

如图 1所示，E组mTORSer2448磷酸化率较C组表

现为升高，由于经检验不满足方差齐性条件，故采用

自动校正后的结果：df=4.000，t=-6.988，P<0.01，认为

组间差异具有显著性意义。如图2，E组p70S6KThr389

蛋白磷酸化率较C组升高，且具有显著性意义（df=

4.000，t=- 7.842，P<0.01）。如图 3 所示，E 组 4E-

BP1Thr37/46蛋白磷酸化水平较 C 组同样增高，变化同

样具有显著性意义（df=4.000，t=-6.773，P<0.01）。

2.4 有氧运动对腓肠白肌MHCⅡ蛋白表达的影响

如图4所示，E组MHCⅡ蛋白表达较C组上调，

由于经检验不满足方差齐性条件，故采用自动校正

后的结果：df=4.000，t=-5.690，P<0.01，认为组间差异

具有显著性意义。

3 讨论

运动对血浆氨基酸含量影响的相关报道结果并

不一致，即便是选择相同的运动方式，其结果也可能

因运动强度、运动量的不同而有所差异。Dohm等[23]

早期的研究显示，短期的大强度运动导致了丙氨酸、

天冬氨酸和谷氨酸等多种氨基酸水平的下降，而

Scriver[24]与 Blomstrand[25]研究结果的比较则间接说

明耐力训练可以导致多种空腹血浆氨基酸水平的上

升，Einspahr等[26]和Henriksson[27]的实验则更为直接

的表明经过耐力训练会导致更高的血浆氨基酸水

平。Takeshita等[28]近期的研究中让小鼠进行了为期

6个月的自主转轮运动，结果也发现运动组与安静

对照组小鼠相比，除色氨酸之外其他所有氨基酸的

空腹血浆水平均表现出上升的趋势。至于发生这一

血浆游离氨基酸升高现象的机制，目前仍不清楚。

作为长期运动的适应结果其必然是为了满足机体代

谢的需求而发生的现象，从合成与分解代谢的角度

考虑，一方面可能跟肥大肌肉中的合成与释放增多

有关，另一方面也可能与长期运动促进的氧化代谢

以及某些氨基酸降解相关的特异酶的表达上调存在

联系。此外，因为骨骼肌细胞中氨基酸浓度本身即

较大，因此也有可能是通过类似于异化扩散的方式

顺浓度梯度进入血浆之中，而运动过程中发生的骨

骼肌细胞膜损伤恰好有助于这一扩散过程的完成。

笔者推测认为，高强度和/或大运动量的有氧运动通

常被认为具有促进蛋白质分解的作用，前述报告可

能是由于运动强度与运动量较大而导致肌肉蛋白质

分解代谢加强，从而使得血浆游离氨基酸水平增加，

但其确切的调节机制仍有待进一步的研究探讨。本

研究中观察到，8周中等强度有氧运动导致老年前

期小鼠血浆游离亮氨酸、谷氨酸与甘氨酸含量的显

著下降，其他各种氨基酸含量变化并不明显但亦表

现出了下降的趋势。本研究所采用的研究对象与前

述研究均不相同，13月龄小鼠可能已经出现了“合

表2 各组小鼠骨骼肌蛋白总量的比较 (x±s)

组别

空白对照组（C组）
有氧训练组（E组）

注：①P<0.01 vs C group

例数

10
10

蛋白含量(mg/g)

71.86±5.26
81.13±7.62①

图1 腓肠白肌mTORSer2448蛋白磷酸化表达的比较

图2 腓肠白肌p70S6KThr389蛋白磷酸化表达的比较

图3 腓肠白肌4E-BP1Thr37/46蛋白磷酸化表达的比较

图4 腓肠白肌MHCⅡ蛋白表达量的比较

C E

p-mTORSer2448

Relative values

mTOR

1.00 1.91±0.29①

289KD

C E

70KD

1.00 1.79±0.22①

p-p70S6KThr389

p70S6K

Relative values

C E

15KD

1.00 1.84±0.28①Relative values

p-4E-BP1Thr37/46

4E-BP1

C E

223KD

1.00 2.02±0.40①Relative values

MHCⅡ
GAPDH
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成抵抗”现象，因此尽管大强度和/或大运动量有氧

运动对于健康成年被试而言具有促进骨骼肌蛋白质

分解代谢的潜力，但中等强度运动对于衰老前期动

物而言则可能具有促进合成代谢的作用，血浆游离

氨基酸水平的下降提示了机体蛋白质分解代谢的削

弱，也间接佐证了对蛋白质合成的保护作用。究其

机制，笔者推测可能与氨基酸转运蛋白活性增强，游

离氨基酸转运进入骨骼肌细胞内的总量增加有关。

前人研究业已证实[29—30]，运动可促进氨基酸转运蛋

白表达的上调，将血浆游离氨基酸跨膜转运进入骨

骼肌细胞内，增大了骨骼肌细胞内蛋白质合成底物

氨基酸的可利用性，并进一步维持了肌细胞内外已

经建立的稳态。

骨骼肌是响应体力活动和适应运动刺激最为重

要的机体组织器官之一[31]。骨骼肌纤维类型与收缩

性能主要为 MHC 亚型所决定，就成年哺乳动物骨

骼肌纤维的收缩表型而言，则主要为MHC亚型Ⅰ、

Ⅱa和Ⅱx的相对表达所决定[32]。体力活动、运动均

能够改变 MHC 的亚型与其含量，且一般认为运动

对MHC Ⅱ的作用是积极的。本研究的结果同样显

示，8周有氧训练显著的增加了腓肠白肌MHC Ⅱ的

表达。如前所述，随着衰老进程的发展骨骼肌的主

要表现即为Ⅱ型肌纤维的减少，从MHC Ⅱ表达的

增多以及腓肠白肌蛋白总量与前述血浆游离氨基酸

谱的变化综合考虑，有氧训练对衰老机体的骨骼肌

蛋白质合成有着积极的促进作用。

mTOR是近年来最炙手可热的研究靶点之一，其

介导的信号转导通路能够控制翻译起始与延伸，从而

在蛋白质合成的调节机制中具有重要作用[33—35]。研

究表明，特异性阻断mTOR将会阻断 95%的适应性

肌肉肥大效应 [34]。而作为 mTOR 的下游靶蛋白，

p70S6K与4E-BP1在蛋白质合成调节中同样具有重

要作用。p70S6K激活之后将进一步磷酸化核糖体

S6蛋白，而核糖体 S6蛋白控制着 5’端含有末端寡

聚嘧啶的一类 mRNAs 的翻译效率。4E- BP1 被

mTOR磷酸化后，从真核细胞翻译起始因子4E解离

使其能够与真核细胞翻译起始因子4G与4A这两种

蛋白质结合，形成真核细胞翻译起始因子 4F 复合

物，这一复合物的装配对于帽依赖性翻译的起始而

言是至关重要的。

关于运动对于mTOR信号通路的影响，目前的

研究结果较为一致，一般均认为运动能够上调这一

通路的活性且主要集中探讨了抗阻运动对其相关通

路蛋白的影响。种种研究表明一次性和长期抗阻运

动均能够通过上调mTOR信号转导通路相关关键蛋

白的表达而促进骨骼肌等组织的蛋白质合成[36—38]，但

关于有氧运动对 mTOR 信号通路的调节却并不多

见。Reynolds[39]的报道显示，20—22月龄大鼠经过3

个月的自主转轮运动后，与安静组大鼠相比腓肠肌

蛋白激酶B与mTOR表达均上调，mTOR表达水平

比对照组高65%。Fujita[40]的研究观察到，老年被试

进行45min强度为70%的跑台运动可以显著储存胰

岛素对 mTORSer2448、4E-BP1Thr37/46 和 p70S6KThr389 的磷

酸化表达。曹师承[41]的实验也表明，7月龄SD大鼠

第一周每日游泳20—40 min，运动5天，从第二周开

始固定 1.5h 运动时间，运动频率不变，末次运动后

24和48h取材得到了与Fujita相同的结果。

Mascher[42]的急性单腿踏车耐力运动同样发现，

以 65%—70% VO2max强度进行运动后，mTOR 磷酸

化表达增强 60%，p70S6K也上调达 30%。但是，牛

燕媚等 [43]的研究则显示，以 12m/min（相当于 75%

VO2max）的速度，每天训练60min，一周训练5天，训练

6 周后高脂膳食造模的胰岛素抵抗小鼠出现了

mTOR 和 p70S6K mRNA 与蛋白表达的显著下降，

而正常组小鼠变化却无明显变化。从理论上而言，

老年动物与成年或青年动物比较，因为响应合成代

谢刺激的能力下降，骨骼肌中mTOR相关通路蛋白

的表达更加难以产生适应性变化，也确实有部分研

究观察到相同的刺激也会使老年和青年被试表现出

不同的响应。上述研究中如Reynolds、Fujita的研究

分别采用了老年大鼠和人体被试进行探讨，虽然采

用了不同的有氧运动方案，但最终均观察到mTOR

与 p70S6K 表达的上调，且在各自的研究中通过稳

定同位素示踪所检测到的蛋白质合成速率亦表现为

增大，两相映证则说明有氧运动可能具有促进

mTOR通路活化并进一步诱导蛋白质合成的能力。

至于牛燕媚等[43]所观察到的结果，所用的动物为青

年小鼠，正常组经 7 周有氧训练后亦未观察到

mTOR与 p70S6K的明显变化，这一结果令人费解，

推测很可能是由于其采用的运动强度12m/min较低
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所造成的。本研究所观察到的结果与 Reynolds 和

Fujita 一致，所施加的 8 周运动方案导致了小鼠腓

肠白肌 mTORSer2448、4E-BP1Thr37/46 与 p70S6KThr389磷酸

化水平的上调，间接的表明了快缩骨骼肌内蛋白质

合成的增强。而结合前述血浆游离氨基酸水平的下

降以及肌肉蛋白质总量与MHCⅡ表达量的增加，则

提示以中等强度进行规律有氧运动可以对老年机体

快缩型骨骼肌蛋白质合成产生保护作用。

4 小结

中等强度规律有氧训练具有促进衰老机体快缩

型骨骼肌蛋白质合成的作用，从而可能在预防和延

缓Sarcopenia的临床手段中具有重要潜力。有氧训

练不仅可以降低血浆游离氨基酸水平，而且可以提

高快缩型骨骼肌内蛋白质总量，上调骨骼肌内MHC

Ⅱ表达，这一调节作用可能由 mTOR/p70S6K 通路

发挥作用。但调节过程中运动是否促使氨基酸跨膜

转运蛋白活性上调，转运大量氨基酸进入骨骼肌细

胞内作为蛋白质合成底物？有氧训练究竟经过何种

途径激活 mTOR/p70S6K 通路？目前仍不清楚，尚

需进一步研究明确。
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