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有氧运动对小鼠主动脉自噬相关因子表达的影响
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摘 要： 目的 研究有氧运动对小鼠主动脉自噬相关因子表达及自噬活化的影响。方法 将 8周龄C57BL/6雄性小鼠 40只随

机分为安静对照组（n=20）与有氧运动组（n=20），其中 10只用于Real-Time PCR实验，10只用于Western-blot实验，有氧

运动组小鼠进行6周的游泳运动（60 min/d，5 d/周），对照组小鼠自由活动。6周后取小鼠胸腹主动脉，采用Real-Time PCR

方法检测自噬相关因子ULK1、Beclin1、LC3B mRNA水平；Western-blot方法检测主动脉LC3B蛋白中LC3B-II/LC3B-Ⅰ比值

及 p62蛋白水平。结果 与对照组相比，有氧运动组小鼠主动脉ULK1、Beclin1、LC3B mRNA水平明显升高（P＜0.05）；

有氧运动组小鼠主动脉LC3B-II/LC3B-Ⅰ比值增大（P＜0.05），p62蛋白降解增加（P＜0.05）。结论 有氧运动能够使主动脉

ULK1、Beclin1、LC3B自噬相关因子表达增强，进而增强主动脉自噬活性。
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Effect of aerobic exercise on expression of autophagy related facors in aorta of mice
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Abstract: Objective To investigate the effect of aerobic exercise on the levels of autophagy-related markers and Autophagy

activation in mouse aorta. Methods Twenty C57BL/6 male mice aged 8 weeks were randomly divided into sedentary control group

and aerobic exercise group. The aerobic exercise group were subjected to swimming for 6 weeks, 60 min/d, 5 days a week. The

Thoracic and abdominal aorta of mice were isolated and detected after 6 weeks. Real-Time PCR was adopted to measure the mRNA

levels of autophagy-related markers, including ULK1, Beclin1 and LC3B. Western-blot was applied to measure the expression level

of autophagy-related protein including the ratio of LC3B-II/LC3B- Ⅰ and p62. Results Compared with the control group, in the

aerobic exercise group, the mRNA levels of ULK1, Beclin1 and LC3B and the ratio of LC3B-II/LC3B-Ⅰ were significantly increased

(P < 0.05), the protein degradation of p62 was significantly increased (P < 0.05). Conclusion Aerobic exercise can increase the

expression of ULK1, Beclin1 and LC3B in the aorta, and then enhance the aortic autophagy activity.
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自噬（Autophagy）是通过溶酶体途径降解细胞

内衰老或受损的细胞器以及错误折叠的蛋白质等

成分的过程。自噬在促进物质、能量的循环使用以

及维持细胞稳态和生长发育等方面发挥关键作

用［1-2］。研究发现适度激活自噬能有效抑制动脉粥

样硬化（atherosclerosis，AS）斑块的发生和发展。用

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的经典抑制剂雷

帕霉素激活自噬，能够改善 AS斑块中巨噬细胞的

功能，减小AS斑块面积。在自噬基因敲除小鼠中，

内皮型一氧化氮合酶的磷酸化增加，一氧化氮产生

明显减少，而内皮细胞活性氧（ROS）和一些细胞炎

性因子产生增加［3］。

研究表明，有氧运动可促进骨骼肌、心肌细胞

的自噬活性。高强度跑台训练后，小鼠骨骼肌细胞
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自噬反应持续增强，从而有助于运动后肌纤维重塑

及增强组织修复，并能够延缓由多种因素所致的肌

肉质量的丧失［4］。通过 6周的有氧运动，老龄大鼠

心肌细胞中自噬相关基因 Becline 1 和 ATG 5 两者

显著上升，并且LC3-I向LC3-II转变增加［5］。目前，

有氧运动是否影响血管平滑肌为主的主动脉自噬

活性尚不明确。本文对小鼠有氧运动训练后，通过Real

time-PCR 检测自噬相关因子 ULK1、Beclin1、LC3B

mRNA表达变化，同时Western Blot检测自噬激活情况，

以期为有氧运动改善AS提供一定的前期理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及材料

SPF级雄性 8周龄小鼠（C57BL/6）40只，由济南

朋悦实验动物繁育有限公司提供，实验动物生产许

可证号为 SCXK（鲁）2014-0007。利用随机数字表

根据体质量进行随机分为安静对照组与有氧运动

组，室内饲养，通风条件良好，室温（22±1）℃，每天

12 h 轮换照明，所有小鼠自由进食饮水。RNAiso

Plus试剂（AK6502）、RNA逆转录试剂盒（AK4602）

和SYBR荧光试剂盒（AKA903）均购自日本TaKaRa

公司 ；兔抗人 β -action、兔抗人 LC3B 多克隆抗

体（3868）、兔抗人 p62 抗体（23214）购自美国 Cell

signaling Technology 公 司 ；PCR 扩 增 仪（ 德 国

eppendorf公司），逆转录PCR仪、电泳槽、转膜槽、曝

光仪均购自美国Bio-Rad公司。

1.2 有氧运动诱导自噬

有氧运动组小鼠进行无负重游泳运动，水

温（32±1）℃，第 1 天为 10 min，每天递增 10 min，最

终增加至 60 min，并维持该运动量，每周训练 5 d，共

6周。对照组小鼠自由活动。

1.3 标本采集与处理

完成 6周有氧运动训练，末次运动后 24 h，小鼠

ip 4% 水合氯醛（0.01 mL/g）麻醉后，迅速分离胸腹主

动脉，生理盐水冲洗，−80℃冰箱保存以备实验用。

1.4 Real-Time PCR分析

取小鼠主动脉，玻璃匀浆器匀浆，采用RNAiso

Plus试剂提取组织总RNA并逆转录合成 cDNA。用

CFX96实时 PCR检测系统（bio-rad）记录荧光强度，

数据采用 2−ΔΔCT方法计算基因的相对表达量，自噬相

关基因引物序列见表1。

1.5 Western blot分析

取小鼠主动脉，加入RIPA裂解液、PMSF，用玻

璃匀浆器匀浆，充分裂解后离心（4 ℃、14 000 r/min，

5 min）提取上清，BCA 蛋白定量法测定蛋白浓度，

按照4：1加入5×蛋白上样缓冲液，98 ℃煮沸10 min，

SDS-PAGE 胶电泳分离，300 mA 转膜 1 h，5% 脱脂

奶粉封闭 1 h，4 ℃孵育一抗过夜，TBS-T洗涤 3次，

室温孵育二抗 1 h，TBS-T 洗涤 3 次，ECL 发光剂显

影，采用ChemiScope 6000Pro仪器采集结果。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析，数据以

x̄ ± s表示，正态方差齐性资料组间比较，采用独立

样本 t检验。

2 结果

2.1 有氧运动对主动脉 ULK1、Beclin1、LC3B

mRNA表达水平的影响

通过 Real-Time PCR 检测小鼠主动脉 ULK1、

Beclin1、LC3B mRNA的相对表达，结果显示，小鼠

运动 6周后，与对照组相比，有氧运动组小鼠主动脉

自噬相关基因ULK1、Beclin1、LC3B mRNA表达水

平明显升高（P＜0.05）。见图1。

表1 自噬相关基因引物序列

Table 1 Primer sequences of autophagy-related genes

基因名称

GAPDH

ULK 1

Beclin1

LC3B

引物序列（5’→ 3’）

F：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

F：ATCGTGGCGCTGTATGACTT

F：CCAGGAACTCACAGCTCCAT

F：CCCACCAAGATCCCAGTAG

R：GGGGTCGTTGATGCAACA

R：GCAGGTAGTCAGCCAGGTCT

R：GGCGAGTTTCAATAAATGGC

R：CCAGGAACTTGGTCTTGTCCA
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图1 有氧运动诱导自噬相关基因mRNA的表达水平

Fig. 1 Expression of autophagy-related gene mRNA in‐

duced by aerobic exercise
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2.2 有氧运动对主动脉LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值影响

为了探讨有氧运动对主动自噬水平的影响，采

用 Western blot 法测定主动脉自噬标志物 LC3B 蛋

白水平，并计算LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值。结果显示，有

氧运动组小鼠主动脉LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值大于对照

组（P＜0.05）。见图2。

2.3 有氧运动对主动脉p62蛋白的影响

为了探讨有氧运动对主动自噬水平的影响，采

用 Western blot 法测定主动脉自噬标志物 p62 蛋白

表达量，结果显示有氧运动组小鼠主动脉 p62蛋白

表达水平低于对照组（P＜0.05）。见图3。

3 讨论

自噬过程由一系列自噬相关蛋白介导，其中

ULK、Beclin1、LC3 分别在自噬的激活、成核、延伸

成熟过程中起到重要的作用，是检测自噬活性的重

要指标［6］。LC3是自噬的标志性蛋白，包含LC3-I和

LC3-II 两种形式。LC3 由自噬相关基因 Atg4 切割

形成LC3-I，继而与磷脂酰乙醇胺结合形成LC3-II。

LC3-II结合并定位于胞内自噬体的膜上，因此其含

量与自噬泡数量成正比，LC3-II/LC3-I的含量变化

在某种程度上与细胞的自噬活性呈正相关性［7］。哺

乳动物有 3 种 LC3 亚型 ，包括 LC3A、LC3B 和

LC3C，3种亚型在不同组织分布不同，Western检测

LC3 一般选择 LC3B。p62 是重要的选择性自噬受

体，作为自噬底物，p62含量的变化反映了自噬流的

活化情况［8］。自噬发生时，p62首先与细胞质中的泛

素化蛋白质结合，再与定位于自噬体内膜上的LC3-

II形成复合物，将泛素化蛋白质转运至自噬溶酶体，同时

自身也被降解。通常自噬激活时，p62被消耗，含量降低；

在自噬被抑制时p62降解减少，含量增加［9］。

自噬调节机制复杂，其通路包括依赖mTOR的

自噬和不依赖mTOR的自噬。mTOR是一种非典型

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在自噬过程中发挥负性调

控作用。mTOR 及其下游分子对自噬的调节：

mTOR通过与ULK复合物（ULK1-Atg13-FIP200）相

互作用，将外界信息转化为自噬信号，在机体能量

充足的情况下，活化的 mTOR 可使 Atg13 和 ULK1

高度磷酸化，从而抑制自噬的发生。当机体处于饥

饿、氧化应激等状态时，mTOR与ULK复合物分离，

Atg13 去磷酸化后与 ULK1 及 FIP200 形成复合体，

诱导自噬的发生。mTOR上游分子对自噬的调节：

其下游信号通路主要包括 PI3K-AKT-mTOR 及

AMPK-mTOR，其中 AMPK 是代谢和能量传感器，

当能量需求增加时AMPK被激活，活化的AMPK进

一步抑制mTOR，进而诱导自噬的发生。

有氧能力是指人在进行体力工作时，把大气中

的氧气输送至细胞线粒体的综合能力。2016年美

国心脏病协会在《循环》杂志中指出有氧能力应划

为临床生命体征，低下的有氧能力使心血管疾病发

病率增加［10］。有氧运动是提高有氧能力的重要方

式。本研究发现有氧运动组小鼠主动脉 ULK1、

Beclin1、LC3B mRNA水平升高，提示有氧运动能促

进主动脉自噬相关基因的表达。本实验还发现运
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图2 有氧运动诱导自噬相关蛋白LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值变化

Fig. 2 Changes of LC3B-II/LC3B-I ratio induced by aero‐

bic exercise
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图3 有氧运动对自噬相关蛋白p62蛋白表达水平的影响

Fig. 3 Effects of aerobic exercise on the expression of au‐

tophagy-related protein p62
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动组LC3B-II/LC3B-I比值升高，p62蛋白水平降低，

表明有氧运动使自噬流水平升高，增强主动脉自噬

活性。小鼠进行有氧运动时，能量消耗增加，mTOR

上下游信号通路抑制 mTOR 活性，进而激活自噬。

既往研究显示，有氧运动还可以增强骨骼肌、心肌

等器官的自噬活性。Vito等［11］使C57BL／6小鼠进

行 28 d 的自主运动，发现趾肌部位的自噬活性增

强。Chen 等［12］将心肌梗死兔子进行 4 周的有氧运

动，证实有氧运动可以增强心肌自噬活性，提高损

伤蛋白的降解速率，进而减轻细胞损伤，增强心脏

功能。张昊等［5］发现运动可以通过上调老龄大鼠心

肌细胞自噬，抑制细胞凋亡，改善老龄大鼠心脏功

能。然而赵永军等［13］发现，16周耐力运动可降低衰

老小鼠骨骼肌细胞过度自噬，抵抗骨骼肌衰减症。

Zhang等［14］研究发现运动能够减少脑梗死部位自噬

相关蛋白的表达，进而起到改善神经功能的作用。

因此，运动对于自噬活性的影响，可能与运动方式、

运动强度、研究器官及研究对象的生理状态有关。

研究表明，适度自噬可以通过降解细胞内受损

结构，使细胞适应炎症、氧化应激、缺氧等环境，进

而抑制AS的发生、发展。在血管内皮细胞中，自噬

可 以 对 抗 氧 化 型 低 密 度 脂 蛋 白（oxidized low

density lipoprotein，ox-LDL）导致的血管内皮细胞损

伤，减少凋亡［15］。平滑肌细胞自噬还可以抑制平滑

肌细胞增殖阻碍粥样斑块的形成［16］。巨噬细胞自

噬能减少泡沫细胞的聚集、减少斑块中的炎症反应

进而维持斑块稳定［17］。本实验说明有氧运动能够

有效增强小鼠主动脉自噬活性，因此猜测有氧运动

可以通过增强自噬活性调节细胞功能状态，从而在

AS的发生、发展中起到保护作用。在后续工作中将

通过 ApoE-/-小鼠建立的 AS 模型，探讨有氧运动对

AS斑块的形成或转归的生物学效应。
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