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　　【摘要】　目的：观察运动预适应对急性运动性损伤后大鼠心肌组织氧化应激及凋亡

的影响，探讨运动预适应对急性运动性心肌损伤的保护作用。　方法：３０只健康成年雄

性Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为３组（每组１０只）：安静对照组（Ｃ组）、急性力竭运动组（Ｅ组）、

预适应急性力竭运动组（ＥＰ组）。Ｃ组不进行任何运动训练，直接处死；Ｅ组与ＥＰ组通

过力竭游泳运动建立大鼠急性运动性心肌损伤模型，并于力竭后立即处死，ＥＰ组于力竭

运动前进行运动预适应训练。检测各组心肌线粒体超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、丙二醛

（ＭＤＡ）水平和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活性；ＲＴＰＣＲ及免疫组织化学法检测心

肌组织凋亡相关蛋白基因Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达水平，原位缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ法）

检测大鼠心肌细胞凋亡率。　结果：（１）氧化应激水平：与Ｃ组相比，Ｅ组和ＥＰ组心肌细

胞ＳＯＤ及ＧＳＨＰｘ活性均显著降低，且Ｅ组降低更多；ＭＤＡ水平均升高，且Ｅ组升高更

多（犘均＜０．０１）。（２）凋亡水平：与Ｃ组相比，Ｅ组和ＥＰ组ＢａｘｍＲＮＡ表达水平明显升

高，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平明显降低，且与Ｅ组相比，ＥＰ组变化程度较小（犘均＜０．０１）；

ＴＵＮＥＬ检测结果显示，与Ｃ组相比，Ｅ组和ＥＰ组大鼠心肌细胞凋亡率明显升高，但ＥＰ

组较Ｅ组明显降低（犘均＜０．０１）。　结论：运动预适应可减轻力竭运动后大鼠心肌组织

氧化应激水平，减少心肌细胞凋亡，对心肌组织具有保护作用。
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　　运动预适应（ｅｘｅｒｃｉｓｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＥＰ）是

指预先进行反复短暂的大强度运动，使心肌在后续

的持续性缺血缺氧状态下得到保护的现象，是减轻

心肌缺血损伤的有效途径之一。激烈运动或超负

荷体力劳动时，易出现心肌缺血缺氧，引发心肌超

微结构的应激性改变。其中氧化应激是造成心肌

损伤的关键环节，氧自由基可攻击细胞膜生成脂质

过氧化物，导致心肌损伤。线粒体是产生氧自由基

的主要场所［１］，检测心肌线粒体的氧化应激水平可

了解心肌氧化应激的损伤程度。

有研究发现力竭运动会造成凋亡基因表达失

衡［２］，使凋亡调节相关基因表达变化，促进细胞凋

亡，ＥＰ可通过调节Ｂｃｌ２和Ｂａｘ平衡来减少力竭运

动诱导的大鼠海马细胞凋亡［３］。本研究拟通过检测

凋亡调节蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达及原位检测心肌细

胞的凋亡率和氧化应激水平，探讨ＥＰ对运动性心

肌损伤的保护机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物分组与模型建立

选用清洁级健康成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３０只

（由山东大学齐鲁医院心血管研究中心动物房提

供），１２周龄，体质量（２００±４０）ｇ。大鼠分笼饲养，

采用标准实验大鼠饲料喂养，纯净水自由饮用，自

然光照，动物室内温度（２０±２）℃，相对湿度为（５０

±５）％。适应性饲养６ｄ，每天进行１５ｍｉｎ适应性

游泳运动，再随机分为３组，每组１０只，分别为安静

对照组（Ｃ组）、急性力竭运动组（Ｅ组）、预适应急性

力竭运动组（ＥＰ组）。

利用游泳运动建立ＥＰ模型，泳池体积１００ｃｍ×

７０ｃｍ×８０ｃｍ，水深５０ｃｍ，水温（３２±３）℃，每次游泳

前均换水，游泳运动结束后立即用吹风机将大鼠吹

干。分组后，Ｃ组不进行游泳训练；Ｅ组平时不运动，

最后直接与ＥＰ组一起游泳至力竭；ＥＰ组在力竭运

动前进行游泳训练。参照Ｍａｒｇｏｎａｔｏ等
［４］的方法建

立ＥＰ动物模型，即运动持续２周，每周６ｄ，

６０ｍｉｎ／ｄ；在６０ｍｉｎ的游泳运动中，游泳１５ｍｉｎ，休

息５ｍｉｎ，重复３次，以模拟反复多次短暂的心肌相

对缺血。然后Ｅ组和ＥＰ组大鼠进行一次性力竭游

泳运动。

根据Ｔｈｏｍａｓ力竭标准判定力竭时间，即大鼠

沉入水底超过１０ｓ或游泳运动明显不协调，捞出后

无逃避反应且无法完成翻正反射。Ｃ组不运动，直

接断头处死，其余２组均于力竭运动后即刻处死，留

取心肌组织。每个标本取少量心尖部组织浸泡于

４％多聚甲醛中固定，其余组织均立即放入液氮中

冷冻保存。

记录并比较Ｅ组和ＥＰ组大鼠从下水到力竭所

用时间。

１．２　心肌组织线粒体氧化应激指标检测

取１００ｍｇ心肌组织，用预冷的ＰＢＳ液冲洗漂

去浮血，放入玻璃匀浆器在冰浴上进行匀浆，然后

用差速离心法分离心肌线粒体，利用ＢＣＡ蛋白质定

量法测定各样本线粒体蛋白浓度。检测各组心肌

组织线粒体中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、丙二醛

（ＭＤＡ）水平、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活

性。所有操作均按照相应试剂盒说明书进行。

１．３　ＲＴＰＣＲ法检测心肌组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ

表达

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法 提 取 心 肌 组 织 总 ＲＮＡ，

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０测试ＲＮＡ纯度。根据ｃＤＮＡ反转

录试剂盒操作说明书进行反转录，以βａｃｔｉｏｎ为内

参，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法荧光定量分析各组目的基因表

达情况，基因的相对表达量用２△△Ｃｔ法计算。ＰＣＲ

引物：Ｂａｘ正向５′ＧＡＣＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧ３′，

反向５′ＴＡＧＡＡＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＣＣ３′；Ｂｃｌ２正

向５′ＴＴＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴＡＣＣＧ３′，反向５′ＡＧＴ
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ＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＣＴＧ３′；内参βａｃｔｉｏｎ正向５′ＴＧ

ＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ３′，反向５′ＣＴＡＡＧＴ

ＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ３′。所有引物由北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合成。扩增条

件：９５℃变性３０ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

共４０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．４　免疫组织化学法检测心肌组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋

白表达

石蜡切片常规脱蜡，ＰＢＳ冲洗后置入３％过氧

化氢甲醛溶液中，３７℃封闭３０ｍｉｎ，加０．１％胰蛋白

酶，３７℃抗原修复２０ｍｉｎ，加羊血清３７℃３０ｍｉｎ，后

加一抗（浓度均为１∶３００），４℃过夜。３７℃复温

６０ｍｉｎ，加二抗３７℃３０ｍｉｎ，加辣根酶标记的链霉

卵白素工作液３７℃３０ｍｉｎ，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显

色，苏木精复染，用中性树胶封片。阴性对照用ＰＢＳ

代替一抗。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件

对２００倍光镜下的图像进行分析。每个样本选４个

视野，求阳性表达面积比和平均光密度，并取平均

值表示目标蛋白的相对表达量。

１．５　原位缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）法检测心肌

细胞凋亡

心肌组织切片常规脱蜡水化，按试剂盒操作进

行ＴＵＮＥＬ染色，ＤＡＢ显色，普通光学显微镜下观

察，细胞核染成棕褐色的为阳性细胞。在高倍视野

（×４００）下每个标本随机观察６个视野，计算细胞总

数和阳性细胞数，均取平均值。

凋亡指数（ＡＩ）＝
凋亡细胞核数
总细胞核数 ×１００％

１．６　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差表示，多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用犛犖犓狇检验，以犘＜

０．０１为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠力竭时间

Ｅ组力竭时间为（５．２±０．４）ｈ，ＥＰ组力竭时间

为（６．６±０．７）ｈ，ＥＰ组较Ｅ组力竭时间明显延长

（犘＜０．０１）。

２．２　各组心肌细胞线粒体氧化应激指标

与Ｃ组相比，Ｅ、ＥＰ组心肌细胞线粒体ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ活性降低，ＭＤＡ水平升高（犘均＜０．０１）。

与Ｅ组相比，ＥＰ组心肌细胞线粒体的各项指标变

化程度较小（犘均＜０．０１），见表１。

表１　各组心肌细胞线粒体氧化应激指标结果比较

组别 狀 ＳＯＤ／Ｕ·ｍｇ－１ 　　ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ＧＳＨＰｘ／Ｕ·ｍｇ－１

Ｃ组 １０ ７２．６０±０．９２ ３．０９±０．０９ ５０４６．４５±１６．１１

Ｅ组 １０ ２８．６８±１．１７（１） ８．８９±０．１５（１） ２４６１．２３±２３．３４（１）

ＥＰ组 １０ ５１．８１±１．３０（１）（２） ７．９０±０．１４（１）（２） ３０７２．６１±２９．５２（１）（２）

　　注：与Ｃ组比较，（１）犘＜０．０１；与Ｅ组比较，（２）犘＜０．０１

２．３　各组ＲＴＰＣＲ结果

与Ｃ组相比，Ｅ组和ＥＰ组ＢａｘｍＲＮＡ表达水

平明显升高，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平明显降低（犘均

＜０．０１）；与Ｅ组比较，ＥＰ组Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ

表达水平变化程度较小（犘均＜０．０１），见表２。

表２　各组心肌组织犅犪狓、犅犮犾２基因犿犚犖犃相对表达量比较

组别 狀 Ｂａｘ Ｂｃｌ２

Ｃ组 １０ １．００ １．００

Ｅ组 １０ ５．６２±０．７２（１） ０．３６±０．０６（１）

ＥＰ组 １０ １．６７±０．３４（１）（２） ０．６７±０．１２（１）（２）

　　注：与Ｃ组比较，（１）犘＜０．０１；与Ｅ组比较，（２）犘＜０．０１

２．４　各组免疫组织化学结果

Ｂａｘ及Ｂｃｌ２蛋白阳性产物均为分布于细胞

质中的棕褐色颗粒。Ｅ组和ＥＰ组的Ｂａｘ蛋白阳

性产物的面积比及平均光密度均较Ｃ组升高，但

ＥＰ组明显低于Ｅ组（犘均＜０．０１）。Ｅ组和ＥＰ

组的Ｂｃｌ２蛋白阳性产物的面积比及平均光密度

均较Ｃ组降低，但ＥＰ组明显高于Ｅ组（犘均＜

０．０１）。见表３、图１、图２。
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表３　各组免疫组织化学检测结果比较

组别
Ｂａｘ

阳性表达面积比 平均光密度

Ｂｃｌ２

　阳性表达面积比 平均光密度

Ｃ组 ７．６７±１．０３ ０．３３６±０．０８１ １８．８７±１．１２ ０．５５５±０．０６７

Ｅ组 ２８．５７±３．４５（１） ０．６３４±０．１１４（１） ８．０２±１．６７（１） ０．３４９±０．０９６（１）

ＥＰ组 １５．４１±２．１６（１）（２） ０．４１４±０．０９２（１）（２） １４．３５±２．１４（１）（２） ０．４９０±０．０７５（１）（２）

　　注：与Ｃ组比较，（１）犘＜０．０１；与Ｅ组比较，（２）犘＜０．０１

图１　免疫组织化学检测各组大鼠心肌组织犅犪狓蛋白表达情况（×２００）

图２　免疫组织化学检测各组大鼠心肌组织犅犮犾２蛋白表达情况（×２００）

２．５　ＴＵＮＥＬ检测凋亡结果

Ｃ组、Ｅ组和ＥＰ组心肌细胞凋亡率分别为

（５．１±１．６６）％、（１９．２±２．５７）％、（１１．３±

１．４９）％。与Ｃ组相比，Ｅ组和ＥＰ组大鼠心肌细胞

凋亡率明显升高（犘均＜０．０１），但ＥＰ组较Ｅ组明

显降低（犘＜０．０１）。

３　讨论

急性大强度运动训练可造成心肌组织结构及

功能损伤，其可能机制包括氧化应激、细胞凋亡、钙

离子超载及能量代谢障碍等［５７］。研究发现ＥＰ可

提高心肌对缺血、缺氧的耐受力［８］。ＥＰ可以使心率

增快，心输出量增加，运动至缺血的时间延长，从而

改善心功能，减少心律失常的发生，增强心肌对大

强度运动的抵抗能力，发挥对心脏的保护作用［９］。

力竭运动可加重心肌组织氧化应激水平，导致

心肌细胞膜及细胞器膜破坏，是运动性心肌损伤的

重要机制。本实验发现Ｅ组和ＥＰ组抗氧化酶

ＳＯＤ及ＧＳＨＰｘ活性均明显降低，同时氧化产物

ＭＤＡ水平明显升高，证实了力竭运动可加重心肌

氧化损伤。已有研究发现ＥＰ可使心肌锰超氧化物

歧化酶（ＭｎＳＯＤ）活性增强
［１０］。本实验也证实，ＥＰ

可通过减轻急性运动损伤后心肌组织的氧化应激

水平，保护心肌。

ＥＰ提高急性力竭运动后心肌组织抗氧化酶活

性，可能与ＥＰ可激活心肌细胞中多种信号转导通

路有关。ＥＰ能激活心脏蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ），ＰＫＣ

激活后可通过磷酸化激活下游效应蛋白，如激活三

磷酸腺苷（ＡＴＰ）敏感性钾通道等，发挥缺血预适应

的心脏保护作用［１１１２］。ＰＫＣ是 ＭｎＳＯＤ活性升高

的中间信号分子［１３］，可上调ＳＯＤ水平。

ＥＰ可通过多种途径减轻心肌缺血缺氧时的心

肌凋亡水平。有研究发现，ＥＰ可以通过丝裂原活

化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路，降低转录因子激活

蛋白１（ＡＰ１）的表达，显著减少心肌细胞凋亡
［１４］。

另外，ＥＰ还可通过Ｊａｎｕｓ激酶２／信号传导转录活

化物３（ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３）信号通路，诱导心脏ＳＴＡＴ３

表达增加，下调心脏胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）的表

达，减少心肌细胞凋亡［１５］，ＪＡＫ２蛋白磷酸化增加可

加强脂肪酸氧化，保证能量供应［１６］。

本实验发现，ＥＰ可减轻力竭运动后Ｂａｘ表达
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的升高和Ｂｃｌ２表达的降低。Ｂｃｌ２是从小鼠的Ｂ

细胞淋巴瘤中分离出的原癌基因，可通过抑制线粒

体外膜通透转运孔道复合体的开放，减少凋亡相关

因子的释放，从而阻断凋亡过程［１７］。Ｂａｘ作为Ｂｃｌ２

的同源体，可抑制后者表达。Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白水平

的高低与凋亡调控直接相关，两者的比例决定细胞

在受到凋亡刺激后的生存能力。本实验发现，ＥＰ

可维持力竭运动后两者比例的平衡，提示ＥＰ可抑

制力竭运动后心肌细胞的凋亡。ＥＰ组心肌细胞凋

亡率较Ｅ组明显降低，提示ＥＰ可通过抑制细胞凋

亡，对急性力竭运动后的大鼠心肌起到保护作用。

本实验还发现ＥＰ组较Ｅ组力竭运动时间明显

延长，说明ＥＰ使机体耐受缺血缺氧的程度增强，提

高了运动耐力。

ＥＰ可以减轻力竭运动后氧化应激反应，抑制

力竭运动后心肌细胞凋亡，对心肌组织起保护作

用，但其具体的触发机制仍待进一步研究。
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