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基于 PI3K/Akt 信号通路探究葛根素改善肌少症小鼠骨骼肌细胞衰老与
线粒体功能障碍的机制  
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摘  要：目的  探讨葛根素通过磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路，改善肌少症小鼠骨骼肌细胞衰老

及线粒体功能障碍的作用机制。方法  40 只 C57BL/6J 雄性小鼠随机分为对照组，模型组及葛根素低、中、高剂量（50、100、

200 mg∙kg−1）组。以 D-半乳糖诱导骨骼肌衰老，建立小鼠肌少症模型。测定小鼠体质量、握力；通过苏木素-伊红（HE）染

色及天狼猩红染色观察骨骼肌病理变化及纤维化程度；运用免疫荧光（IF）和免疫组化（IHC）技术检测周期蛋白依赖性激

酶抑制剂 1（p21）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α（PGC-1α）蛋白质在细胞或组织中的定位和表达水平；

采用蛋白免疫印迹法（Western blotting）及实时荧光定量聚合酶链式反应（qTR-PCR）检测 PI3K、Akt、PGC-1α、动力蛋白

相关蛋白（DRP）1、p21、p53 蛋白与 mRNA 表达水平。结果  对照组相比，模型组小鼠体质量降低（P＜0.05、0.01）；握

力显著下降（P＜0.01）；肌纤维断裂萎缩、组织结构受损，胶原纤维增生明显、纤维化程度升高；PI3K、Akt、PGC-1α 蛋白

和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.01），p21、p53、DRP1 的蛋白及 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，

葛根素高剂量组小鼠体质量有所回升，中、高剂量组握力显著提高（P＜0.05、0.01）；肌纤维排列逐渐整齐、组织结构趋于

完整，胶原纤维增生被抑制、纤维化程度降低；PGC-1α、PI3K、Akt 的蛋白及 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01），p21、

p53、DRP1 的蛋白及 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.01），且上述效应呈剂量相关性。结论  葛根素可能通过上调 PI3K/Akt

信号通路，抑制 DRP1 和 p53/p21 通路激活，改善线粒体稳态、逆转骨骼肌细胞衰老，进而发挥骨骼肌保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism by which puerarin improves sarcopenia in mice through the phosphatidylinositol 3-

kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway, and to investigate its effects on skeletal muscle cell senescence and 
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mitochondrial dysfunction. Methods  Forty male C57BL/6J mice were randomly divided into a control group, a model group, and 

puerarin low-, medium-, high dose (50, 100, and 200 mg∙kg−1) groups. Sarcopenia was induced in mice by D-galactose. Body weight 

and grip strength were measured. Skeletal muscle pathological changes and fibrosis were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining 

and sirius red staining. The localization and expression levels of cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21) and peroxisome proliferator-

activated receptor γ coactivator-1α (PGC-1α) proteins in cells or tissues were detected by immunofluorescence (IF) and 

immunohistochemistry (IHC) techniques. The expression levels of PI3K, Akt, PGC-1α, dynamin-related protein (DRP) 1, p21, and 

p53 proteins and mRNAs were detected by Western blotting and real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qTR-

PCR). Results  Compared with the control group, the model group showed decreased body weight (P < 0.05, 0.01), significantly 

reduced grip strength (P < 0.01), muscle fiber fragmentation and atrophy, damaged tissue structure, increased collagen fiber 

proliferation, and elevated fibrosis degree. The expression levels of PI3K, Akt, and PGC-1α proteins and mRNAs were significantly 

decreased (P < 0.01), while the expression levels of p21, p53, and DRP1 proteins and mRNAs were significantly increased (P < 0.01). 

Compared with the model group, the body weight of mice in high dose puerarin groups increased, and the grip strength of the medium 

and high-dose groups significantly improved (P < 0.05, 0.01). The arrangement of muscle fibers gradually became orderly, the tissue 

structure tended to be complete, collagen fiber proliferation was inhibited, and the degree of fibrosis decreased. The expression levels 

of PGC-1α, PI3K, and Akt proteins and mRNAs were significantly increased (P < 0.01), while the expression levels of p21, p53, and 

DRP1 proteins and mRNAs were significantly decreased (P < 0.01), and these effects were dose-dependent. Conclusion  Puerarin 

may protect skeletal muscle by up-regulating the PI3K/Akt signaling pathway, inhibiting the activation of the DRP1 and p53/p21 

pathways, improving mitochondrial homeostasis, and reversing skeletal muscle cell senescence. 

Key words: puerarin; sarcopenia; phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) pathway; cellular senescence; 

mitochondrial dysfunction 

 

肌少症是一种以骨骼肌质量与功能进行性、广

泛性减退为核心特征的增龄性疾病[1]。一项针对疗

养院老年人群的荟萃分析证实，肌少症与全因死亡

率高风险显著相关［风险比（HR）＝1.86，95%置

信区间（CI）1.42～2.45，P＜0.001，I²＝0］[2]，同

时也是导致老年人跌倒风险增加、活动能力下降及

慢性疾病发病率升高的关键危险因素[3]。流行病学

数据显示，全球老年人群肌少症患病率为 10%～

16%[4]，随着全球人口老龄化进程加剧，其患病人数

呈持续攀升态势[5]；尤其在合并慢性疾病的人群中，

肌少症发病率显著升高，如糖尿病患者肌少症患病

率约为 18%[6]，而不可切除食管癌患者中这一比例

高达 66%[7]，已成为亟待关注的重大公共卫生问题。

目前该疾病缺乏临床获批的有效药物，基础干预措

施以营养支持与抗阻运动为主，但疗效有限且个体

差异显著[8]，因此阐明其分子机制并开发针对性治

疗药物具有重要的临床意义与迫切性。 

骨骼肌稳态的维持依赖于肌纤维内精密的分

子调控网络，其中线粒体能量代谢紊乱与细胞衰老

进程已被证实是驱动肌少症发生发展的两大核心

环节。骨骼肌线粒体生物合成功能异常会直接导致

能量供给不足与氧化应激产物蓄积，进而削弱肌纤

维收缩功能及存活能力[9]；与此同时，肌源性细胞

的不可逆衰老可通过分泌衰老相关分泌表型

（SASP）构建促分解代谢的局部微环境，进一步加

剧肌肉再生障碍与萎缩进程[10]。因此，筛选可协同

改善线粒体功能并延缓细胞衰老的关键干预靶点，

已成为当前肌少症领域的研究焦点。磷脂酰肌醇 3-

激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路作为调

控细胞生长、代谢及存活的核心信号轴，在上述

病理过程中扮演着关键的“整合者”角色[11]，其

活化状态对维持线粒体功能稳态与延缓细胞衰老

至关重要[12]。 

作为通路起始核心激酶的 PI3K，其激活可有效

抑制线粒体依赖性凋亡通路[13]，Li 等[14]在脓毒性肺

损伤大鼠模型中的研究证实，线粒体辅酶 Q（MitoQ）

可通过激活 PI3K 信号减轻脂多糖（LPS）诱导的肺

泡上皮细胞线粒体损伤；反之，该通路活性减弱则会

加剧氧化应激反应，加速细胞衰老进程[15]。Akt 作为

通路下游的关键效应分子，可通过磷酸化调控多种

底物蛋白，直接参与线粒体功能调节与细胞衰老进

程的调控[16]。已有研究证实，Akt 信号激活可缓解

D-半乳糖诱导的肾脏线粒体功能障碍与纤维化，而

其活性受抑则会破坏线粒体自噬稳态，诱发内皮细

胞衰老[17]。 

葛根素是传统中药葛根的主要活性成分，属异

黄酮类化合物。葛根作为中医阳明经引经药，性味

甘辛凉，核心功效为“解肌退热，生津通脉”，其“解
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肌”以舒缓筋肉、“生津”以濡养肌络的作用特点，

与肌少症“肌肉拘挛、失养萎缩”的核心病机高度契

合，为葛根素干预肌少症提供了坚实的传统理论依

据。现代药理研究已证实葛根素具有抗氧化、神经保

护及改善代谢性疾病等多重药理活性[18-20]，近年研

究进一步发现其可通过调控多条信号通路发挥抗

衰与线粒体保护作用，其中 PI3K/Akt 通路是其核心

作用靶点之一。Zeng 等[21]在脑损伤大鼠模型中的研

究表明，葛根素可通过激活 PI3K/Akt 通路抑制核因

子-κB（NF-κB）通路活性，从而拮抗细胞衰老、减

轻脑损伤程度；针对糖尿病大鼠骨骼肌萎缩的动物

实验证实，葛根素可上调 Akt/哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（mTOR）通路及过氧化物酶体增殖物激活受体

γ 共激活因子-1α（PGC-1α）、腺苷酸活化蛋白激酶

（AMPK）的表达水平，增强线粒体生物合成能力，

进而抑制骨骼肌萎缩[22]；而在缺氧微环境下，葛根素

又可通过下调 PI3K/Akt 通路诱导缺氧抑制的肺动脉

平滑肌细胞（PASMCs）凋亡[23]。尽管现有研究已证

实葛根素对 PI3K/Akt 通路具有调控作用，但其作用

的细胞环境依赖性仍存争议[24]，且葛根素是否通过

该通路改善肌少症相关的骨骼肌衰老及线粒体功

能障碍，尚未得到系统阐明。 

基于上述研究背景与理论依据，本研究提出核

心假说：葛根“解肌生津”的传统功效，从现代医

学视角分析，其科学内涵可能在于通过精准调控骨

骼肌中 PI3K/Akt“枢纽”通路，协同改善线粒体功

能障碍与肌源性细胞衰老，最终实现对肌少症的干

预作用。因此，本研究通过构建肌少症小鼠模型，

系统探讨葛根素通过调控 PI3K/Akt 通路改善骨骼

肌细胞衰老及线粒体功能障碍的具体作用机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性小鼠 40 只，体质量 24～28 g，由河

南斯克贝斯生物科技股份有限公司提供。生产许可

证号 SCXK（豫）20200005。实验前适应性饲养 1

周，自由摄食和饮水，环境条件为室温（22±2）℃，

相对湿度 50%～60%，光照周期为 12 h/12 h。所有

实验均按照伦理准则进行，方案均经湖北中医药大

学实验动物管理委员会和实验动物伦理委员会批

准，批准文件编号 2024010。 

1.2  药物及试剂 

葛根素（质量分数 99.72%，批号 SM2211）、D-

半乳糖（批号 ST1219）、DAPI（货号 C1002），上海

碧云天生物科技有限公司；苏木素（货号 H9627）、

天狼猩红（货号 365548），德国 Sigma 公司；二甲苯

（批号 10023418）、包埋石蜡（批号 69019361）、无水

乙醇（批号 10009218）、苦味酸（批号 10015714），

中国医药集团有限公司；中性多聚甲醛固定液（批号

G1101）、p53 抗体（货号 GB11641）、动力蛋白相关

蛋白 1 抗体（DRP1，货号 GB115659）、Akt 抗体（货

号 GB150002），武汉赛维尔生物科技有限公司；免

疫组化试剂盒（批号 PV-9000），北京中杉金桥生物

技术有限公司； RNAiso Plus （货号 9109 ）、

PrimeScriptTM RT reagent Kit（货号 RR037A），日本

TAKARA 公司；HieffTM qPCR SYBR Green Master 

Mix（货号 11201ES08），翌圣生物科技（上海）股份

有限公司；PGC-1α 抗体（货号 66369-1-Ig）、周期蛋

白依赖性激酶抑制剂1抗体（p21，货号28248-1-AP）、

PI3K 抗体（货号 60225-1-Ig），武汉三鹰生物技术有

限公司；Goat Anti-Rabbit IgG H&L HRP（货号

ab205718）、Goat pAb to Rb lgG Alexa Fluor 594（货

号 ab150080）、Goat pAb to Ms lgG Alexa Fluor 594

（货号 ab150116），武汉博士德生物工程有限公司。 

1.3  仪器 

ZSZL 型大小鼠握力测定仪，北京众实迪创科

技有限公司；Olympus BX53 型荧光显微镜，日本

Olympus 公司；Tanon5200 型凝胶成像系统，上海

天能科技有限公司；RM 2016 型病理切片机，德国

Leica 公司；JK-6 型生物组织摊烤片机，武汉俊杰

电子有限公司；T-24 型组织研磨仪，上海净信实业

发展有限公司；TGL-16 型台式高速冷冻离心机，湘

仪离心机仪器有限公司；Micro Drop 型超微量分光

光度计，上海宝予德科学仪器有限公司；MyCycler

型基因扩增仪，美国 Bio-rad 公司；ViiA7 型实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）仪，美国 ABI 公司；

Cellometer mini 型细胞计数仪，美国 Nexcelom 公

司；5702R 型低速离心机，德国 Eppendorf 公司。 

2  方法 

2.1  分组、造模、给药与取材 

40 只 SPF 级雄性小鼠经 1 周适应性饲养后，

采用随机数字表法依据体质量分为 5 组，即对照

组、模型组及葛根素低、中、高剂量（50、100、

200 mg·kg⁻¹）组[25]，每组 8 只。除对照组外，其余

各组均通过 ip 400 mg·kg⁻¹ D-半乳糖[26]建立小鼠肌

少症模型；对照组每日 ip 等体积 0.9%氯化钠溶液，

上述处理持续 4 周。造模期间每周观察小鼠一般状
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态，若小鼠出现活动能力下降、食欲减退、毛色晦

暗无光泽、体质量增长减缓等衰老相关表现，即判

定造模成功[27-28]。造模成功后，葛根素各剂量组每

日 ig 相应剂量葛根素；模型组与对照组每日 ig 等

体积 0.9%氯化钠溶液。所有组均每日干预 1 次，持

续干预 7 周。末次给药后禁食不禁水 12 h，采用 2%

戊巴比妥钠溶液（200 mg∙kg−1）安乐死处死小鼠后

剥取双侧腓肠肌组织，左侧固定于 4%多聚甲醛

（4 ℃，24 h）用于组织学分析，右侧液氮速冻后保

存于−80 ℃冰箱中用于分子生物学检测。 

2.2  体质量及前肢握力测定 

葛根素干预期间，每周定时测定小鼠体质量及

前肢握力 1 次：将小鼠置于电子秤，静止后记录体

质量；握力计平放于水平台面，悬提小鼠尾部使其

前肢接触感应横杆，待小鼠抓握横杆并静止后，沿

仪器长轴匀速水平向后拖拽尾部，前肢松开时仪器

自动记录最大握力，每只小鼠重复测定 3 次、间隔

5 min，取平均值作为最终握力数据。 

2.3  苏木素-伊红（HE）及天狼猩红染色 

取 4%多聚甲醛固定的小鼠肌肉组织，经脱水、

包埋、冷冻后，用切片机制备 4 μm 厚切片。切片脱

蜡水化后，分别进行 HE 染色和天狼星红染色。染

色后组织经乙醇脱水、二甲苯透明，以中性树胶封

片，于显微镜下观察并采集图像。 

2.4  免疫荧光检测小鼠腓肠肌组织中 PGC-1α 与

p21 蛋白的定位及表达水平 

组织切片经抗原修复（如为石蜡切片）后，使

用 4%多聚甲醛固定，并用 0.1% Triton X-100 进行

透化处理。之后石蜡切片用二甲苯脱蜡，并通过不

同浓度的乙醇再水合，然后再进行高温抗原修复。

随后，在 37 ℃下以 5%牛血清白蛋白（BSA）孵

育以封闭非特异性结合位点。滴加不同一抗 PGC-

1α（1∶200）及 p21（1∶200）于 4 ℃孵育过夜，

磷酸盐缓冲溶液（PBS）洗涤后与相应荧光标记山

羊来源的 IgG 多克隆抗体（1∶200），在避光条件

下 37 ℃孵育 1 h。细胞核采用 4', 6-二脒基-2-苯基

吲哚（DAPI）染色，以清晰区分细胞结构，染色完

成后使用抗荧光淬灭封片剂进行封片，延长荧光信

号的保存时间。所有操作均在生物安全柜中进行。

样本于荧光显微镜下观察并采集图像。使用 Image 

J 软件对获取的荧光图像进行定量分析，通过计算

目标蛋白的平均荧光强度，实现对其表达水平的客

观评估。 

2.5  免疫组化检测小鼠腓肠肌组织中 PGC-1α 与

p21 蛋白表达水平 

石蜡包埋组织经切片后，依次使用二甲苯和梯度

乙醇进行脱蜡和水化处理。抗原修复采用 0.01mol·L−1

枸橼酸缓冲液（pH 6.0）于电热恒温水浴锅中加热进

行。随后使用 3% H2O2溶液阻断内源性过氧化物酶活

性 10 min，并在 37 ℃下以正常山羊血清封闭非特异

性结合位点。切片滴加适当浓度的不同靶标一抗

PGC-1α（1∶200）及 p21（1∶200）4 ℃孵育过夜，

PBS 洗涤后，将切片与山羊抗兔二抗（1∶3 000）进行

孵育（37 ℃孵育 20～30 min）。3, 3'-二氨基联苯胺

（DAB）显色反应完成后，苏木素复染细胞核，盐酸分

化后返蓝，经乙醇脱水、二甲苯透明，最后封片。所有

切片均在倒置显微镜下观察并采集图像，通过 Image J

软件评估阳性区域面积占比及平均吸光度（A）值。 

2.6  Western blotting 检测小鼠腓肠肌组织中

p21、p53、DRP1、PI3K、Akt 与 PGC-1α 蛋白的

表达水平 

采用 RIPA 裂解液提取骨骼肌组织总蛋白，

BCA 法测定浓度并变性后，使用十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，转移到聚偏氟乙

烯（PVDF）膜上进行 Western blotting 检测。膜用

5%脱脂奶粉（磷酸化蛋白用 1% BSA）封闭后，采

用稀释比例 1∶1 000 的 p21、p53、DRP1 抗体，稀

释比例（1∶2 000）的 PI3K、Akt、PGC-1α 抗体以

及稀释比例（1∶20 000）的 β-actin（内参蛋白）抗

体 4 ℃孵育过夜，再与辣根过氧化物酶（HRP）标

记二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h。通过 ECL 化学

发光试剂显影，使用 Image J 软件分析目标蛋白与

内参 β-actin 条带的光密度值，以目的蛋白条带光密

度值与内参蛋白条带光密度值的比值表示目标蛋

白的相对表达水平。 

2.7  qRT-PCR 检测小鼠腓肠肌组织中 p21、p53、

DRP1、PI3K、Akt、PGC-1α 基因 mRNA 表达水平 

Trizol 法提取腓肠肌总 RNA 后，按照说明书

将其逆转录为 cDNA。合成后，依次添加试剂，再

以 cDNA 为模板，采用 qPCR 对应试剂盒，在 ABI 

ViiA7 仪器上进行扩增。反应程序为：95 ℃预变

性 5 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s（采集

荧光），共 40 个循环。以 β-actin 作为内参基因，

所有引物由北京擎科生物合成，采用 2⁻Ct 法计

算基因的相对表达量，实验独立重复 3 次。相关

引物序列见表 1。 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

引物 序列（5'→3'） 

p21 上游 GGTGGAGACCTGATGATACCC 下游 TCTGCTGGCAAAGTGGGAC 

p53 上游 TGGAAGACTCCAGTGGGAAC 下游 TCTTCTGTACGGCGGTCTCT 

DRP1 上游 AGCAAGAGAGCTGCCTTCAG 下游 GTTGCCTGTTGTTGGTTCCT 

PI3K 上游 TTAAATGGTGAGCACGGAGATG 下游 AAATGTCACCAGACCACTCCT 

Akt 上游 TCCTCAAGAAGGAGGTCATCGT 下游 CATACTCCATGACAAAGCAGAG 

PGC-1α 上游 CTCTCAGTAAGGGGCTGGTT 下游 GACGCCAGTCAAGCTTTTTCA 

β-actin 上游 GGCTGTATTCCCCTCCATCG 下游 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

2.8  统计学方法 

使用 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计分析和

图形绘制。数据结果以 x s 表示，实验至少独立

重复 3 次。首先以 Shapiro-Wilk 和 Brown-Forsythe

法分别检验数据的正态性与方差齐性。如果数据符

合正态分布且满足方差齐性，采用单因素方差分析

（ANOVA），并使用 Tukey HSD 法进行事后检验；

如果数据不符合正态分布，则采用 Kruskal-Wallis 非

参数检验，并应用 Steel-Dwass 法进行事后检验。 

3  结果 

3.1  各组小鼠体质量测定 

结果见表 2，对照组小鼠体质量呈稳定增长趋

势；与对照组相比，造模第 3 周起，模型组小鼠体

质量增长速率显著降低（P＜0.05、0.01），提示 D-

半乳糖诱导的衰老模型可显著影响小鼠正常生长

发育及代谢功能。葛根素干预对 D-半乳糖所致的体

质量增长抑制具有一定改善效应，其中高剂量组效

果最为显著，自造模第 3 周起，其平均体质量持续

高于模型组，表明该剂量对衰老相关的体质量增长

异常具有较好的恢复作用。 

3.2  各组小鼠握力变化 

结果见表 3，与对照组比较，3 周后模型组小鼠

的最大前肢握力值显著降低（P＜0.01）。葛根素干预

3 周内葛根素各组握力提升缓慢，5 周后中、高剂量 

表 2  葛根素对肌少症小鼠体质量的影响 ( ±s, n＝8) 

Table 2  Effect of puerarin on body mass in sarcopenic mice ( ±s, n＝8) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
体质量/g 

第 1 周 第 3 周 第 5 周 第 7 周 

对照 — 25.51±1.60 27.46±1.33 28.88±1.20 30.18±1.10 

模型 — 24.12±1.75 25.04±1.04## 26.97±1.26# 27.20±1.25## 

葛根素 50 23.82±1.45 24.90±1.40 26.20±1.57 26.90±1.30 

 100 24.75±1.19 24.60±0.81 25.84±0.98 27.56±0.95 

 200 24.02±1.62 26.07±1.17 27.83±1.19 28.70±2.18 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group. 

表 3  葛根素对肌少症小鼠握力的影响 ( ±s, n＝8) 

Table 3  Effect of puerarin on grip strength in sarcopenic mice ( ±s, n＝8) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
握力/N 

第 1 周 第 3 周 第 5 周 第 7 周 

对照 — 2.37±0.29 2.60±0.12 2.80±0.24 2.94±0.28 

模型 — 2.15±0.28 2.13±0.13## 2.13±0.21## 2.19±0.26## 

葛根素 50 2.31±0.26 2.21±0.31 2.41±0.33 2.41±0.31 

 100 2.31±0.24 2.27±0.34 2.56±0.14* 2.59±0.38* 

 200 2.14±0.19 2.40±0.34 2.85±0.45** 2.78±0.27** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

x

x

x

x
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组小鼠握力较模型组显著提升（P＜0.05、0.01）。 

3.3  小鼠腓肠肌组织 HE 染色 

结果如图 1 所示，与对照组相比，模型组肌间

隙显著增宽，细胞排列紊乱，同时出现肌纤维肿胀、

断裂、横截面积减小等情况。与模型组比较，葛根素

各剂量组中纤维结构完整性逐渐得到恢复，横纹清

晰，肌纤维横截面积增大，呈现出一定的剂量相关性。 

3.4  小鼠腓肠肌组织天狼猩红染色 

结果见图 2，与对照组相比，模型组小鼠腓肠

肌组织胶原纤维沉积水平显著升高，肌细胞大小不

均一，形态趋向卵圆形改变。与模型组比较，葛根

素各剂量组肌肉组织纤维化程度均明显降低，胶原

纤维排列由紊乱网状结构转变为平行束状，且该改

善效应也呈现出一定的剂量相关性。 

 

图 1  葛根素对肌少症小鼠模型骨骼肌细胞组织病理学的影响 (×400) 

Fig. 1  Effect of puerarin on histopathology of skeletal muscle cells in sarcopenia model mice (×400) 

 

图 2  葛根素对肌少症小鼠模型骨骼肌细胞组织胶原沉积的影响 (×400) 

Fig. 2  Impact of puerarin on collagen deposition in skeletal muscle cell tissues of sarcopenia model mice (×400) 

3.5  葛根素对小鼠腓肠肌组织中 PGC-1α、p21 蛋白

表达的影响 

为多维度验证 PGC-1α 与 p21 在小鼠腓肠肌组

织中的表达特征及分布模式，本研究同步采用免疫

荧光与免疫组化技术检测。免疫组化染色基于酶促

反应显色原理，可在明场显微镜下清晰呈现目标蛋

白的表达强度，及其与肌纤维、细胞核等组织形态

结构的空间关联，为半定量分析提供可靠依据；免

疫荧光染色基于荧光信号成像，灵敏度与分辨率更

高，更适用于特定蛋白的精确定位研究。需要说明

的是，本研究中对 PGC-1α 与 p21 的免疫荧光检测，

系采用相邻组织切片分别进行独立标记的策略。此

方法能有效呈现二者在组织中的总体分布与表达

趋势，但由于未在同一张切片上进行多色共标记，

因此其结果不能用于直接判定两种蛋白在单一细

胞内的共定位关系。 

PGC-1α 与 p21 的免疫荧光（图 3、表 4）与免

疫组化（图 4、表 5）检测结果趋势一致：与对照组

比较，模型组小鼠腓肠肌组织中 PGC-1α 表达水平

显著降低（P＜0.01），p21 表达水平显著升高（P＜

0.01），且模型组可见大量强阳性细胞核信号；与模

型组比较，葛根素中、高剂量组 PGC-1α 表达水平

显著升高（P＜0.01），p21 表达水平显著降低（P＜

0.01）；低剂量组亦呈现 PGC-1α 升高、p21 降低的

趋势，且效应随葛根素浓度升高呈剂量相关性增

强。2 种检测方法相互验证、互为补充，进一步保

障了实验结果的可靠性。 

3.6  葛根素对小鼠腓肠肌组织中 p21、p53、DRP1、

PI3K、Akt、PGC-1α 蛋白表达的影响 

Western blotting 结果显示，与对照组相比，模

型组小鼠肌肉组织中 PI3K、Akt、PGC-1α 蛋白表达

水平显著降低（P＜0.01），而 p21、p53 及 DRP1 的

蛋白水平明显升高（P＜0.01）。与模型组相比，葛

根素中、高剂量组中 PI3K、Akt、PGC-1α 蛋白表达

水平均显著升高（P＜0.01），DRP1、p21、p53 蛋白

表达水平则显著降低（P＜0.01），见图 5 及表 6。 

3.7  葛根素对小鼠腓肠肌组织中 p21、p53、DRP1、

PI3K、Akt、PGC-1α 的 mRNA 表达的影响 

qRT-PCR 结果显示（表 7），与对照组相比，模

型组中 PI3K、Akt 与 PGC-1α 的 mRNA 表达水平 

 

 

 

 

对照 模型 50                          100                       200 

葛根素(mg·kg⁻¹) 

 

 

 

 

对照 模型 50                          100                       200 

葛根素(mg·kg⁻¹) 
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图 3  免疫荧光检测 PGC-1α、p21 蛋白表达 (×200) 

Fig. 3  Immunofluorescence detection of PGC-1α, p21 expression (×200) 

表 4  平均荧光强度 ( ±s, n＝3) 

Table 4  Average fluorescence intensity ( ±s, n＝3) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
平均荧光强度 

PGC-1α p21 

对照 — 1.22±0.27 0.09±0.02 

模型 — 0.06±0.01## 0.49±0.09## 

葛根素 50 0.13±0.03 0.33±0.08 

 100 0.63±0.11** 0.22±0.07** 

 200 0.77±0.13** 0.19±0.03** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

显著下调（P＜0.01）；而 DRP1 以及细胞衰老相关

基因 p21 与 p53 的 mRNA 表达均显著上调（P＜

0.01）。与模型组相比，葛根素各剂量组均呈现出良

好的剂量相关性，PI3K、Akt 及 PGC-1α 的 mRNA

表达显著上升（P＜0.05、0.01），而 p21、p53 及 DRP1

的表达水平则明显下降（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

肌少症是一种年龄相关性骨骼肌退行性疾病，

以骨骼肌质量进行性减少、肌力下降及生理功能减

退为主要临床特征[27]。其病理进程与细胞衰老、线

粒体功能障碍密切相关[29]，衰老微环境可诱导肌细

胞周期停滞甚至凋亡[30]；而线粒体生物合成减少、

动力学失衡会引发能量代谢紊乱，二者共同加速肌

萎缩发展[31]。 

现代中医基于肌少症肌肉萎缩、消瘦无力、肢

体懈怠、运动迟缓等临床表现，将其归属于“痿证”

“虚劳”等范畴[32]。结合中医古籍对痿证的认知，《素

问・痿论》有云“脾主身之肌肉，脾气热，则胃热

而渴，肌肉不仁，发为肉痿”“治痿独取阳明”[33]，

为该病基于“脾主肌肉”的中医核心逻辑确立了治 
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图 4  免疫组化检测葛根素对小鼠骨骼肌组织中 PGC-1α、p21 表达 (×400) 

Fig. 4  Immunohistochemical detection of puerarin on expression of PGC-1α and p21 in skeletal muscle tissue of mice (×400) 

表 5  葛根素对小鼠骨骼肌组织中 PGC-1α、p21 蛋白表达

水平的影响 ( ±s, n＝3) 

Table 5  Effect of puerarin on expression levels of PGC-1α, 

p21 proteins in skeletal muscle tissue of mice 

( ±s, n＝3) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
A 

PGC-1α p21 

对照 — 0.78±0.17 0.87±0.04 

模型 — 0.33±0.03## 1.73±0.11## 

葛根素 50 0.39±0.11 1.61±0.13 

 100 0.47±0.09** 1.32±0.17** 

 200 0.69±0.19** 1.04±0.15** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

 

图 5  Western blotting 检测各组小鼠骨骼肌细胞中 p21、

p53、DRP1、PI3K、Akt、PGC-1α 表达 

Fig. 5  Western blotting detect expression of p21, p53, 

DRP1, PI3K, Akt and PGC-1α in skeletal muscle cells of 

mice in each group 

表 6  葛根素对肌少症小鼠模型骨骼肌细胞中 p21、p53、DRP1、PI3K、Akt、PGC-1α 蛋白相对表达水平的影响 ( ±s, n＝3) 

Table 6  Effects of puerarin on expression levels of p21, p53, DRP1, PI3K, Akt and PGC-1α proteins in skeletal muscle cells 

of sarcopenia model mice ( ±s, n＝3) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) p21/β-actin p53/β-actin DRP1/β-actin PI3K/β-actin Akt/β-actin PGC-1α/β-actin 

对照 — 0.29±0.13 0.16±0.08 0.31±0.10 0.32±0.13 0.16±0.13 0.38±0.05 

模型 — 0.68±0.12## 0.38±0.03## 0.72±0.16## 0.15±0.03## 0.08±0.05## 0.08±0.07## 

葛根素 50 0.55±0.02 0.32±0.11 0.59±0.10 0.24±0.17 0.09±0.05 0.13±0.06 

 100 0.37±0.02** 0.20±0.06** 0.46±0.09** 0.26±0.16** 0.10±0.06** 0.19±0.04** 

 200 0.32±0.19** 0.19±0.12** 0.38±0.17** 0.30±0.09** 0.12±0.08** 0.29±0.14** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

疗方向。葛根既归脾胃经，又为阳明经引经药，可

引药直达病所，调节肌肉运动、升发脾胃阳气，历

代医家常以其治疗痿证[34]。且其性偏寒凉，故在湿

热伤津、筋脉失养所致的痿证中应用广泛[35-36]，为

现代从中药有效成分切入，深入研究葛根治疗肌少

症的作用机制，提供了经典中医理论支撑与临床研

究思路。 

葛根的主要活性成分葛根素是一种异黄酮类

天然化合物，已在多种肌肉萎缩模型中证实，可通

过抗氧化、抗炎及代谢调节等机制发挥肌肉保护作

用[22,37]。本研究聚焦葛根素在肌少症模型中的治疗

潜力，从调控线粒体功能、抑制细胞衰老等角度丰 
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表 7  葛根素对肌少症小鼠模型骨骼肌细胞中 p21、p53、DRP1、PI3K、Akt、PGC-1α mRNA 表达水平的影响 ( ±s, n＝3) 

Table 7  Effects of puerarin on expression levels of p21, p53, DRP1, PI3K, Akt and PGC-1α mRNA in skeletal muscle cells of 

sarcopenia model mice ( ±s, n＝3) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) p21/β-actin p53/β-actin DRP1/β-actin PI3K/β-actin Akt/β-actin PGC-1α/β-actin 

对照 — 1.00±0.15 1.00±0.09 1.00±0.15 1.00±0.03 1.00±0.03 1.00±0.04 

模型 — 4.46±0.13## 5.26±0.03## 5.29±0.10## 0.17±0.10## 0.02±0.08## 0.21±0.03## 

葛根素 50 3.16±0.06* 4.57±0.14* 5.21±0.07* 0.35±0.03* 0.21±0.14* 0.33±0.14* 

 100 2.29±0.10** 2.58±0.05** 2.20±0.07** 0.50±0.06** 0.34±0.02** 0.50±0.10** 

 200 1.52±0.09** 1.97±0.15** 1.65±0.03** 0.75±0.13** 0.74±0.09** 0.81±0.14** 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

富其作用机制，旨在为其临床应用提供实验依据。 

本研究采用经典刺激物 D-半乳糖构建骨骼肌

细胞衰老与线粒体功能障碍相关的肌少症小鼠模

型[38]，结果表明葛根素干预可显著改善 D-半乳糖诱

导的小鼠肌肉组织病理损伤。行为学层面，相较于

模型组，高剂量葛根素干预组小鼠体质量有所上

升，中、高剂量组前肢握力显著增强（P＜0.05、

0.01），2019 年肌肉减少症定义和结果联盟（SDOC）

工作组已将握力明确列为行动能力残疾的重要指

标及健康相关结局的预测因子[39]，该指标的显著改

善提示小鼠肌肉功能得到有效维持。进一步的组织

学分析显示，葛根素干预可显著减轻肌纤维萎缩与

间质纤维化，表现为肌纤维横截面积明显增加、胶

原沉积减少，且该效应呈剂量相关性；鉴于肌纤维

增殖能力有限，其横截面积变化取决于蛋白质合成

与降解的协调平衡[40]，而 PI3K/Akt 通路是调控蛋

白合成的核心通路之一，主要通过激活下游哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白复合体 1（mTORC1）精确调控

蛋白质合成速率[41]，本实验中肌纤维横截面积的增

加与 PI3K/Akt 通路的显著上调相符。从分子机制来

看，葛根素可显著上调 PI3K/Akt 分子及线粒体生物

合成关键调控因子 PGC-1α 的表达（P＜0.01），同

时显著下调线粒体分裂调控蛋白 DRP1 及细胞衰老

相关分子 p21、p53 的表达（P＜0.01），上述结果提

示，葛根素改善肌少症的作用机制可能与调控细胞

衰老进程、改善线粒体功能相关。 

细胞衰老是指细胞在应对各类应激压力时，进

入不可逆的生长停滞状态，并分泌包括炎症因子、

趋化因子、蛋白酶在内的 SASP，进而破坏组织微

环境[10]，最终引发生理储备耗竭、器官功能衰退[42]。

线粒体功能障碍是指 ATP 合成效率降低、线粒体膜

电位下降、线粒体自噬受阻等一系列异常表现，导

致细胞能量代谢严重受损[9]。在 D-半乳糖诱导的肌

少症模型中，D-半乳糖蓄积引发活性氧（ROS）爆

发[43]，激活 p53/p21 细胞衰老信号通路，同时抑制

PI3K/Akt/mTOR 生存通路；这些变化进一步诱导线

粒体膜电位降低、ATP合成减少及线粒体自噬失调，

进而激活线粒体依赖性凋亡通路[44]，最终导致肌纤

维萎缩、细胞凋亡增加及再生能力丧失的肌少症典

型表型[45]。本研究进一步证实，细胞衰老与线粒体

功能障碍在肌少症的发生发展中扮演关键角色。 

PI3K/Akt 通路的核心作用已得到广泛认可，其

在细胞增殖、凋亡、代谢等多种生命过程中发挥重要

调控作用，通路功能异常与肌少症的病理进展密切

相关[46]。为明确葛根素对骨骼肌细胞的保护作用是

否与 PI3K/Akt 信号通路相关，本研究发现，葛根素

干预可显著上调 PI3K/Akt 及线粒体生物合成关键调

控因子 PGC-1α 的蛋白与 mRNA 表达水平（P＜

0.01），同时显著下调线粒体分裂调控蛋白 DRP1 及

细胞衰老相关分子 p21、p53 的表达水平（P＜0.01）。

结合既往研究可见，葛根素的分子调控规律具有一

致性：在脑损伤模型中，葛根素通过激活 PI3K/Akt/

核因子红系相关因子 2（Nrf2）信号通路，抑制氧化

应激并减轻灌注损伤[47]，其对 PI3K/Akt 通路的激

活效应与本实验一致；在牙周炎模型中，葛根素可

激活 Nrf2 以增强线粒体自噬，同时下调 DRP1 表达

缓解炎症损伤[48]，与本研究中葛根素下调 DRP1、

改善线粒体功能的趋势相符；在小鼠乳腺老化模型

中，葛根素通过显著下调 SASP 及 p53/p21 表达、

抑制相关信号通路修复线粒体损伤[49]，这与本实验

中葛根素抑制细胞衰老通路的调控逻辑一致。上述

既往研究结果与本实验数据相互印证，进一步提升

了本研究结论的可靠性。综上，葛根素可能通过激

活 PI3K/Akt 核心信号通路，一方面抑制 DRP1 介导

x

x
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的线粒体过度分裂[50]，另一方面促进 PGC-1α 表达

以增强线粒体生物发生[13]，同时下调 p53/p21 细胞

衰老及周期阻滞相关通路，从调控细胞衰老、改善

线粒体功能等多维度发挥抗肌少症作用。 

本研究尚存在许多局限性。首先，尽管实验证实

了葛根素与 PI3K/Akt 通路及相关分子的表达关联

性，但缺乏功能获得性与缺失性实验（如基因过表

达、RNA 干扰等），难以明确各分子间的层级调控关

系及核心作用靶点。其次，细胞内信号通路并非孤立

存在，后续需进一步系统解析 PI3K/Akt通路与Nrf2、

p38 MAPK 等其他通路的交互调控网络，阐明其在

肌少症病理进程中的协同或拮抗作用。再者，目前

临床上尚无正式获批的肌少症治疗特效药[51-52]，本

研究核心目标为验证葛根素对 D-半乳糖诱导肌少

症模型的初步疗效及量效关系，故未设置阳性对照

组[53]，该局限性将在后续研究中补充完善。此外，

动物模型的病理特征与人类肌少症存在物种差异，

葛根素的临床转化价值仍需通过严格的临床研究

进一步验证。最后，本研究仅聚焦 PI3K/Akt 通路核

心分子，后续将深入挖掘该通路的上下游结合位

点，为完善葛根素的调控机制网络提供更全面的实

验依据。 

综上所述，本研究明确证实葛根素可显著改善

肌少症模型小鼠的肌肉萎缩症状及运动功能减退，

其作用机制与激活 PI3K/Akt 核心信号通路密切相

关，具体表现为上调线粒体生物合成关键因子 PGC-

1α 的表达，同时下调线粒体分裂调控蛋白 DRP1 及

细胞衰老相关分子 p53、p21 的表达水平。本研究从

天然药物活性成分干预视角，系统探讨了葛根素通

过 PI3K/Akt 通路调控骨骼肌细胞凋亡、线粒体功能

及细胞衰老的核心机制，不仅为葛根素作为肌少症

潜在治疗药物的研发提供了坚实的科学依据与实验

基础，也为肌少症的中医靶向治疗提供了新思路。 
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