
氧化应激是新陈代谢生成的活性氧（ROS）与机体

的抗氧化系统之间失去平衡所导致的一系列应激反

应。众所周知，适宜强度的运动可以延缓肌肉损伤及老

化［1-2］，而长时间力竭运动导致机体ROS水平急剧增加，

加速肌肉的疲劳损伤及老化［3］，严重影响运动员的成

绩。从ROS的角度出发，通过调控ROS缓解氧化损伤

可能是依赖运动处方进行抗疲劳损伤的重要方法之一，

其中的机制值得我们去探讨。5′-磷酸腺苷活化蛋白激

酶(AMPK)及过氧化物酶体增殖物激活受体辅助激活

因子（PGC1），对于细胞内的氧化应激水平具有重要的

调节效应［4-6］，能减少活性氧自由基的生成，改善细胞的

生存环境［7-8］。

运动训练可通过活化多种转录因子，增强肌肉代

谢、提高运动能力［9］。AMPK是一种由催化亚基α、β和γ

三个亚基组成的异源三聚体蛋白。运动过程中，ROS引

起AMPK异源三聚体的结构异变［10］，但不同ROS水平导
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摘要：目的 研究不同时间电刺激模拟不同强度运动对C2C12肌管线粒体氧化应激水平的影响，并进一步探讨5′-磷酸腺苷活化

蛋白激酶（AMPK）信号通路在不同运动强度过程中所发挥的作用。方法 C2C12肌管分化7 d后给予1次电刺激，刺激强度为

15 V，30 ms，3 Hz，刺激时间分别为0、60、120和180 min。实验共4组，对照组（Con）；电刺激60 min组（E60），120 min（E120）和

180 min（E180）。细胞电刺激处理后于倒置显微镜观察肌管形态；试剂盒法检测脂质过氧化产物（MDA）和活性氧自由基

（ROS）；流式细胞技术检测线粒体ROS和膜电位；免疫蛋白印迹法检测PGC1、AMPK-Ser485、AMPK-Thr172、AMPK的蛋白表

达。结果 不同时间的电刺激后，C2C12肌管的形态无显著差异；电刺激60 min，MDA、ROS、AMPK-Ser485和AMPK-Thr172显

著上升（P<0.05）；电刺激120 min和180 min，MDA、ROS、线粒体ROS、AMPK-Ser485、PGC1显著上升（P<0.05），线粒体膜电位

显著下降（P<0.05）。结论 电刺激导致肌管氧化应激，且随时间延长，线粒体氧化应激程度越强烈，线粒体损伤越严重；AMPK-

Thr172调控中长时间电刺激引起的氧化应激，而AMPK-Ser485及PGC1调控超长时间电刺激引起的氧化应激。
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Abstract: Objective To study effect of electrical stimulations of different intensities on mitochondrial oxidative stress in C2C12
myotubes and explore the molecular mechanisms. Methods After 7 days of differentiation, C2C12 myotubes were subjected to
electrical stimulations (15 V, 3Hz, 30 ms) for 60, 120, or 180 min, and the morphological changes of muscular tubes were
observed under inverted microscope. The levels of MDA and SOD activity of the cells were detected, and flow cytometry was
used to detect mitochondrial reactive oxygen species (ROS) and membrane potential. Western blotting was used to detect the
expression of PGC1, AMPK-Ser485, AMPK-Thr172, and AMPK in the cells. Results No significant changes occurred in the
morphology of C2C12 myotubes in response to electrical stimulations. Electrical stimulation for 60 min resulted in significantly
increased levels of MDA, AMPK-Ser485 and AMPK-Thr172 in the cells (P<0.05); simulations of the cells for 120 and 180 min
caused significantly increased MDA, ROS, mitochondrial ROS, AMPK-Ser485 and PGC1 along with marked reduction of
mitochondrial membrane potential (P<0.05). Conclusion Electrical stimulation significantly activates oxidative stress, and a
longer stimulation time causes stronger mitochondrial oxidation. AMPK-Thr172 regulates oxidative stress induced by
stimulations for a moderate time length, while AMPK-Ser485 and PGC1 function to modulate oxidative stress following
prolonged stimulations.
Keywords: electrical stimulation; mitochondria; oxidative stress; AMPK
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致AMPK的活化位点目前没有定论。AMPKα可通过亚

基Thr172和Ser485磷酸化发挥调节作用，目前研究最多

的是Thr172［11-12］，而关于Ser485的研究相对较少［13-14］。

多数研究支持，骨骼肌中 ROS 的上升导致 AMPK-

Thr172磷酸化而激活AMPK［15-17］，而AMPK-Ser485拮

抗AMPK-Thr172［18-19］。也有研究显示，AMPK-Ser485

与Thr172变化一致，其活性的调节作用取决于实验环

境和组织［11］。因此，不同运动时间后，ROS与AMPK-

Thr172及AMPK-Ser485的关系仍值得研究。

本文基于AMPKα的Thr172和Ser485，研究不同时

间电刺激模拟不同强度运动对C2C12肌管线粒体氧化

应激水平的影响，并进一步探讨AMPK信号通路在不

同运动强度过程中所发挥的作用，以期对后续的运动处

方开具提供更有力的分子靶标。C2C12细胞是小鼠骨

骼肌肌母细胞株，分化的C2C12肌管可完成与在体骨

骼肌细胞同样的收缩［20］，同时避免了在体实验中其他器

官、组织、细胞和激素的影响，能更实时的研究不同运动

刺激对骨骼肌线粒体功能的影响，为运动损伤及恢复提

供理论依据。

1 材料和方法

1.1 研究材料

C2C12细胞（南方医科大学解剖教研室）；DMSO、

DEPC、L-谷氨酰胺（sigma）；4-羟乙基哌嗪乙磺酸

（HEPES，MBCHEM公司）；胎牛血清（四季青）；DMEM

培养基、马血清（GIBCO）；MDA、SOD试剂盒（建成）；

AMPK、AMPK-Ser485、AMPK-Thr172、p-ULK（CST），

PGC1（abcam）；四甲基罗丹明甲酯TMRM染料（哈灵）。

1.2 电刺激方案及分组

C2C12细胞常规培养，取生长状态好的细胞传代

于35 cm的6孔板培养皿中，加入含10%胎牛血清的生

长培养基培养，待细胞铺满皿底面积的90%以上时，加

入含2%马血清的分化培养基分化。采用GRASS S48

Stimulator 型电刺激器电刺激共分化7 d的C2C12肌

管，强度为 15 V，30 ms，3 Hz，电刺激时间为 60、120、

180 min。实验共4组，对照组（Con）；电刺激60 min组

（E60），120 min（E120）和180 min（E180）。

1.3 MDA和ROS检测

1.3.1 MDA测量 细胞收集后，按照试剂盒说明书加试

剂，旋涡混匀器混匀。管口用保鲜膜扎紧，用针头刺一

小孔，95 ℃水浴40 min，取出后流水冷却，3500 r/min离

心10 min。移取200 μL至96T板中，532 nm处测定吸

光度（A）。

1.3.2 ROS检测 细胞收集后悬浮于稀释好的DCFH-

DA（10 μmoL/L）中，37 ℃细胞培养箱内孵育20 min。

每隔3~5 min颠倒混匀一下，使探针和细胞充分接触。

用无血清细胞培养液洗涤细胞3次，以充分去除未进入

细胞内的DCFH-DA。使用488 nm激发波长，525 nm

发射波长，荧光酶标仪实时或逐时间点检测刺激前后荧

光的强弱。

1.4 免疫蛋白印迹

取处理后的6孔板，冰PBS冲洗2遍，每孔加入150μL

的裂解抽提液比例，混合并匀浆。取上清2~4 μL，进行蛋

白定量。取蛋白样品，加入上样缓冲液混匀，煮沸10 min

后，上样，蛋白样品经8%或10%的聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离后，运用湿转法将凝胶上的蛋白条带转移至聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜。用3%的牛血清白蛋白（BSA）封闭

PVDF膜，置于脱色摇床上，室温封闭2 h。加入相应的

一抗，4 ℃孵育过夜。所用抗体分别为AMPK、AMPK-

Ser485、AMPK-Thr172、PGC1；TBST冲洗，二抗敷育2

h，TBST冲洗，常规显色曝光。

1.5 流式细胞仪测定肌管线粒体ROS

按照线粒体提取试剂盒说明提取线粒体，加入荧光

探针10 μmol DCFH-DA避光染色30 min；11 000 g离

心，10 min，4 ℃，弃上清；翘液清洗2遍，每次11 000 g离

心，10 min，4 ℃，弃上清；加入翘液重悬，上机检测线粒

体ROS。

1.6 流式细胞仪测定线粒体膜电位

加入荧光探针为100 nmol TMRM，避光染色30 min；

11 000 g离心，10 min，4 ℃，弃上清；翘液清洗2遍，每次

11 000 g离心，10 min，4 ℃，弃上清；加入翘液重悬，上

机检测线粒体膜电位。

1.7 数据统计处理

研究数据用SPSS 16.0统计软件进行统计学处理，

各数据以均数±标准差表示，并用单因素方差分析进行各

组间的比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 电刺激对C2C12肌管形态的影响

分化7 d的C2C12肌管作为电刺激对象，此时的肌

管已分化完全，给予外源性刺激后具有在体性质的收缩

能力。不同时间的电刺激后，10×的每组图片中均含有

大量C2C12肌管；40×放大后，可清晰看到骨骼肌肌管

的精细形态，但肉眼无法辨别其显著差异（图1）。

2.2 电刺激对C2C12肌管MDA和ROS的影响

分化7 d的C2C12肌管给予一次模拟在体运动模

式的电刺激，电刺激时间为60 min，120 min和180 min，

分别模拟在体中等时间、长时间及力竭运动模式。收集

各组肌管后，分别检测MDA和ROS水平，评价氧化应

激水平。电刺激60 min ROS及MDA上升（P<0.05），电

刺激120 min和180 min ROS及MDA亦上升（P<0.01）

（表1）。
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2.3 电刺激对C2C12肌管线粒体ROS的影响

电刺激60 min线粒体ROS稍有上升，但无显著差

异（P>0.05）；电刺激120 min的情况下线粒体ROS显著

上升（P<0.05），电刺激180 min的情况下线粒体ROS稍

有上升（图2）。

图1 电刺激对C2C12肌管形态的影响
Fig.1 Effects of electrical stimulation on C2C12 tube phenotypes.

Control E60 E120 E180

10×

40×

MDA (nmol/mL)

ROS (U/mL)

Control

3.65±0.14

21.7±12.4

E60

4.37±0.21*

88.2±16.7*

E120

4.95±0.09**

155.4±11.2**

E180

5.21±0.15**

147.4±10.9**

表1 电刺激对C2C12肌管MDA和ROS影响
Tab.1 Effect of electrical stimulations on MDA and ROS in C2C12 myotubes

*P<0.05; **P<0.01 vs Control.

图2 不同时间电刺激对C2C12肌管线粒体ROS影响
Fig.2 Effect of electrical stimulation on ROS in C2C12
myotubes (*P<0.05 vs Control). A: Flow cytometry of
DCFH; B: Quantification of the results.
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2.4 电刺激对C2C12肌管线粒体膜电位的影响

电刺激60 min线粒体膜电位稍有下降，但无显著

差异（P>0.05）；电刺激120 min的情况下线粒体膜电位

下降（P<0.05），电刺激180 min的情况下线粒体膜电位

亦下降（P<0.01，图3）。

2.5 电刺激对C2C12肌管机制蛋白的影响

电刺激 60 min和 120 min可以显著激活AMPK-

Ser485（P<0.05），而AMPK-Thr172仅在电刺激60 min

显著活化（P<0.01），PGC1在电刺激120 min显著上升

（P<0.01，图4）。

3 讨论

众所周知，不同的运动方案引发不同的细胞和组织

表型变化［21-23］。耐力运动的特点是高摄氧量、低收缩力

和线粒体依赖功能，运动可刺激骨骼肌线粒体生物发

生，促进线粒体融合与分裂［24-25］。此外，最近研究表明肌肉

是运动中产生自由基的重要来源［26-27］，因此耐力运动一

定程度上提高了骨骼肌的氧化能力和线粒体功能［28-30］。

本研究发现，随着电刺激时间的延长，虽然肌管的形态

没有显著变化，但是肌管MDA、ROS和线粒体ROS都

有上升，线粒体膜电位逐渐下降。表明本实验的电刺激

强度模拟的是有氧耐力运动，而且成功导致运动氧化应

激和线粒体功能下降。但是，不同的电刺激时间导致的

运动氧化应激和线粒体功能的变化不同，因此需要开展

其机制研究。

我们的实验结果显示，电刺激 60 min，AMPK-

Ser485显著上升，AMPK-Thr172极显著上升；电刺激

120 min，只有AMPK-Ser485极显著上升，电刺激180 min，

两者均无变化。分析结果可知，首先，中等时间电刺激

后，虽然两个AMPK两个位点都被磷酸化，但AMPK-

Thr172磷酸化占绝对优势，此时AMPK处于活化状

态。因此，C2C12肌管电刺激60 min后，即使ROS造成

了显著的氧化应激，但线粒体膜电位虽有下降，并无显

著差异。其次，中长时间电刺激后，AMPK-Ser485磷酸

化占绝对优势，AMPK活化受到抑制，此时ROS造成的

氧化应激引起明显的线粒体膜损伤。最后，超长时间电

刺激后氧化应激水平较高，肌管损伤非常严重，AMPK

两个位点的磷酸化均未显著上升。

综上所述，不同时间的电刺激后导致肌管不同程度

的氧化应激，且随时间延长，氧化应激程度越强烈，线粒

体损伤越严重。不同时间电刺激引起的氧化应激由

AMPK不同位点的磷酸化调控，AMPK-Thr172调控中

长时间电刺激引起的氧化应激，而AMPK-Ser485及

PGC1调控超长时间电刺激引起的线粒体氧化应激。

本文研究了不同强度的运动训练对ROS及AMPK信号

通路的影响，探索最新的分子靶点，为调控骨骼肌细胞

稳态及运动后肌肉疲劳损伤及老化。

100 101 100 101 100 101 100 101

Control E60 E120 E180

707364 65

A

图3 不同时间电刺激对C2C12肌管线粒体
膜电位影响
Fig.3 Effect of electrical stimulation on
TMRM in C2C12 myotubes (*P<0.05; **P<
0.01 vs Control). A: Flow cytometry of the
TMRM; B: Quantification of the results.
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