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摘要      该研究拟通过在体和离体实验观察低氧暴露诱导肌萎缩现象, 并探究其作用机制是否

与自噬途径有关。SD大鼠进行低氧(氧浓度为12.4%)暴露干预。4周后, 测量体质量、瘦体质量、体

成分、趾长伸肌(EDL)湿重, 观察肌纤维形态, 计算肌纤维横截面积(FCSA), PCR芯片分析自噬差异

表达基因功能。在低氧环境下使用自噬抑制剂3-MA干预L6肌管细胞, 检测自噬关键蛋白选择性自

噬接头蛋白(p62)、肌球蛋白样BCL2结合蛋白1(Beclin1)、微管蛋白轻链3(LC3)的表达, 统计肌管直

径, 检测肌萎缩相关蛋白肌球蛋白重链(Myosin)、肌肉特异性环指蛋白1(MuRF1)和肌萎缩F-box蛋
白(Atrogin1)的表达。结果显示, 大鼠低氧后, 体质量、瘦体质量及其百分含量、EDL湿重及其百分

含量、FCSA显著降低(P<0.05, P<0.01); 低氧后EDL中自噬差异基因表达以上调为主, 功能主要富集

于自噬囊泡形成等过程; L6肌管细胞在低氧暴露下, 自噬关键蛋白表达增加, 肌萎缩相关蛋白表达

增加, 肌管直径减小, 而在低氧条件下使用抑制剂3-MA, 可抑制自噬, 缓解肌管萎缩(P<0.05)。结果

表明, 低氧暴露可通过提高自噬水平导致肌萎缩的发生, 自噬前期的激活在其中发挥重要作用。  
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Abstract       This study intends to observe the phenomenon of hypoxia exposure-induced muscle atrophy 
through in vivo and in vitro experiments, and to explore whether its mechanism of action is related to the autophagy 
pathway. SD rats were exposed to hypoxia (12.4% O2). After 4 weeks, the body weight, body composition, wet 
weight of EDL (extensor digitorum longus) were measured. Muscle fiber morphology was observed; muscle FCSA 
(fiber cross-sectional area) was calculated, and the function of autophagy differentially expressed genes was ana-
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lyzed by PCR array. In hypoxic environment, the autophagy inhibitor 3-MA was used to intervene in L6 myotube 
cells and the protein expressions of SQSTM1/p62 (sequestosome 1), Beclin1 (coiled-coil myosin-like BCL2-inter-
acting protein 1), LC3 (microtubule-associated protein light chain) (key autophagy protein), Myosin (myosin heavy 
chain), MuRF1 (muscle-specific ring finger 1), Atrogin1 (muscle-specific F-box protein) (muscle atrophy related 
protein) and the myotube diameter were detected. The results showed that the body weight, lean body mass and its 
percentage, EDL wet weight and its percentage, FCSA were significantly reduced after hypoxia (P<0.05, P<0.01); 
The expression of autophagy differential genes in EDL was mainly up-regulated, and the function was mainly en-
riched in the process of autophagic vesicle formation after hypoxia; the expression of key autophagy and muscle 
atrophy-related proteins increased, and myotubes diameter decreased in L6 myotube cells after hypoxia, while the 
expression levels of key autophagy proteins were inhibited, and the degrees of myotube atrophy were relieved af-
ter the use of the inhibitor 3-MA under hypoxia (P<0.05). The results showed that hypoxia exposure can lead to 
muscle atrophy by increasing the level of autophagy, and the activation of the early stage of autophagy played an 
important role in this process.

Keywords        hypoxia exposure; muscle atrophy; autophagy; PCR array

低氧环境会对骨骼肌代谢造成一系列不良影

响, 诱发骨骼肌萎缩[1], 主要表现为肌纤维横截面积

(fiber cross section area, FCSA)减小, 肌纤维类型转

变和肌肉功能下降[2]。骨骼肌质量的维持取决于蛋

白质代谢的平衡, 当分解速率高于合成速率时, 肌肉

质量净损失[3]。研究发现, 低氧暴露下骨骼肌–蛋白

质的转化率提高, 表现为蛋白质合成和分解程度(分
别为1.5倍和5倍上调)均增加, 但蛋白质分解速率远

高于合成速率, 是诱发肌萎缩的主要因素[4-5]。

自噬过程是重要的蛋白质分解途径。在应激条

件下, 部分细胞质或细胞器被包裹进特异性膜结构

的自噬体中, 自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体, 
大分子蛋白在此被降解为氨基酸等小分子物质[6]。

其过程主要包括: (1) 自噬的启动和成核; (2) 自噬体

形成; (3) 自噬溶酶体形成; (4) 自噬溶酶体降解。其

中(1)、(2)为自噬前期, (3)、(4)为自噬后期。自噬过

程是一个复杂的多蛋白参与的过程[7], 肌球蛋白样

Bcl-2结合蛋白1(coiled-coil myosin-like Bcl-2-interact-
ing protein 1, Beclin1)可以招募自噬相关蛋白, 启动吞

噬细胞成核。成核过程还需与泛素样微管蛋白轻链

3(microtubule-associated protein light chain 3, LC3)形成

复合物, LC3I经过剪切和修饰成为LC3II, 标志着自噬

体的形成。LC3II/I用于衡量自噬通量[8-10]。选择性自

噬接头蛋白1(sequestosome 1, SQSTM1/p62)可被自

噬体膜特异性结合, 与LC3结合并招募泛素化蛋白转

运至自噬体[10](自噬体形成, p62表达降低[11])。自噬

水平增加可诱发肌肉萎缩[12]。海拔5 300 m的急性

暴露可以上调热休克同源71 kDa蛋白介导的自噬, 
提示急性高原暴露可激活自噬[13]。而自噬是否参与

中等海拔慢性低氧诱导的肌萎缩过程尚不明确, 了
解低氧暴露影响骨骼肌自噬途径的具体阶段, 有利

于选择合适的自噬抑制剂以缓解肌萎缩。

为了探究自噬途径在低氧诱导肌萎缩中的具

体作用途径, 本研究对大鼠进行4周低氧暴露, 观察

骨骼肌质量和形态的改变, 使用自噬PCR芯片明确

自噬参与低氧诱导肌萎缩的具体过程; 在低氧环境

下对L6肌管细胞施加相应自噬抑制剂, 检测自噬蛋

白和肌萎缩相关蛋白质的表达, 以明确自噬在低氧

诱导肌萎缩中的作用途径。

1   材料与方法
1.1   实验材料

SPF级雄性SD大鼠购自北京维通利华实验动物

中心, 动物使用许可证号: SCXK(京)2015-0001; 大
鼠L6成肌细胞由本实验室保存。

1.2   实验试剂及仪器

仪器和试剂包括 : 制氮机 (北京创文气体设备

有限公司), 冻干机(杭州超滤净化设备有限公司), 空
气压缩机 (美国 Ingersoll Rand公司 ), 双能X射线吸收

测量法 (dual energy X-ray absorptiometry, DEXA)体
成分分析仪 (XR-46)(美国Norland公司 ), 自噬PCR芯
片 (PCR array)(spTWCPART-0002)(上海启因生物科

技有限公司 ), 低氧小室 (27310)(加拿大STEMCELL 
Technologies公司 ), 胎牛血清 (fetal bovine serum, 
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FBS)、马血清 (horse serum, HS)、胰酶 (Tryple)(美国

Thermo Fisher Scientific公司 ), 3-甲基腺嘌呤 (3-meth-
yladenine, 3-MA) (HY-19312)(美国MedChemExpress
公司 ), Laminin抗体 (ab11575)、SQSTM1/p62抗体

(ab109012)、Beclin1抗体 (ab207612)、Myosin抗体

(ab124205)、MuRF1抗体 (ab172479)、Atrogin1抗体

(ab74023)(英国Abcam公司 ), LC3B抗体 (NB100-2220)
(美国Novus Biologicals公司 ), 荧光二抗 (山羊抗兔 )
(GB21303)(武汉赛维尔生物科技有限公司 ), 二抗 (山
羊抗兔 )(926-68071)、二抗 (山羊抗鼠 )(926-32210)、
封闭液、近红外光谱 (Near Infrared, NIR)检测系统

(Odyssey CLX)(美国LI-COR Biosciences公司 ), 多聚

甲醛 (国药集团化学试剂有限公司 ), 4%~12% Bis-Tris
和3%~8% Tris Acetate梯度胶 (NW04125&EA03755)、
MES/Tris-Acetate SDS Running Buffer(B0002/LA0041)、
NC Regular Stack(IB23001)(美国Invitrogen公司)。
1.3   研究对象及分组

40只健康 SPF级雄性 SD大鼠 , 起始体质量约

(236.40±10.69) g, 随机分为: 常氧组(C组)和低氧组

(H组, 置于12.4% O2的低氧房中, 模拟海拔4 000 m
高度), 每组10只共干预4周。所有实验操作过程符

合北京体育大学运动科学伦理委员会实验动物伦理

要求(伦理审批号: 2017009), 饲养环境为北京体育

大学动物实验室(SYXK(京)2016-0034), 环境温度为

(22±2) °C, 湿度为50%~70%, 12 h昼/12 h夜循环照明。

大鼠L6成肌细胞复苏后, 用含10% FBS的培养

基培养, 待细胞占瓶壁有效面积达到80%~90%时, 
更换为含2% HS的培养基, 环境为5% CO2、37 °C。
隔天更换培养基, 分化第6~7天时于显微镜下可见细

胞变长且呈现为梭形, 肌管形成, 分化完成。将分化

的L6肌管细胞分为4组: (1) 常氧对照组(N组); (2) 常
氧抑制剂组(I组); (3) 低氧对照组(H组); (4) 低氧抑

制剂组(H+I组)。H组和H+I组在1% O2的低氧小室

中暴露6 h; I组和H+I组施加5 mmol/L 3-MA。

1.4   DEXA检测大鼠体成分、取材及称量肌肉

湿重  
每天称量并记录大鼠体质量; 最后一次干预

禁食12 h后, 腹腔注射3%戊巴比妥钠(3 mL/kg)麻
醉, DEXA检测体成分。麻醉大鼠, 腹主动脉取血处

死, 分离两侧比趾长伸肌(extensor digitorum longus, 
EDL), 称量湿重, 而后投入4%多聚甲醛固定液; 另一

侧分成两份, 一份置于RNA store中, 一份于液氮速

冻后置于–80 °C冰箱保存。 
1.5   苏木精–伊红(hematoxylin-eosin, HE)染色法

观察大鼠肌纤维形态

将EDL固定24 h后, 经过浸蜡、包埋后制成蜡块, 
切片机切片, 贴附于载玻片上, 对切片进行脱蜡、透

明、梯度乙醇浸泡处理后, 用Harris苏木素和0.5%伊

红分别染色, 封片, 最后在显微镜下观察并拍照。

1.6   染色层黏连蛋白 (Laminin)免疫荧光 (immu-
nofluorescence, IF)染色

石蜡切片过梯度乙醇, 蒸馏水冲洗后进行抗原

修复、淬灭自发荧光、血清封闭、4 °C孵育Laminin
一抗过夜、室温孵育二抗50 min, 4’,6-二脒基-2-苯
基吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)复染细

胞核、封片和镜检拍照, Image Pro Plus 6.0 (IPP 6.0)
软件统计FCSA。

1.7   PCR芯片检测大鼠EDL自噬差异基因的表达

Trizol法提取EDL的RNA, 紫外吸收测定法对

RNA质检后, 进行琼脂糖凝胶电泳, 合成cDNA, 而
后用高通量荧光定量qPCR检测84个自噬基因表达。

筛选H组与C组的差异表达基因, 筛选标准设定为

P<0.05, 差异倍数(fold change)≥1.5。对差异基因进

行后续功能分析。

1.8   蛋白免疫印迹(Western blot, WB)检测L6细
胞蛋白表达 

加入裂解液, 刮刀收集细胞, 于滤柱中过滤离

心, 得到细胞原液。BCA(bicinchoninic acid)法检测

蛋白浓度, 制备WB样品。梯度胶电泳分离蛋白, 转
膜后根据Marker条带及目的蛋白的分子量裁膜, 封
闭后, 4 °C孵育一抗过夜, TBST(Tris Buffered saline 
Tween)洗涤, 室温孵育二抗1 h, 洗涤后, 用近红外光

谱检测系统检测条带信号值, Image Studio Ver 5.2软
件进行相对定量分析。

1.9   免疫荧光染色检测LC3积分光密度值(inte-
grated option density, IOD)

用4%多聚甲醛固定肌管细胞15 min, 完成细胞

爬片。细胞破膜后, 室温封闭30 min, 4 °C孵育一抗

过夜, 洗涤后, 室温孵育二抗50 min, DAPI复染细胞

核后封片。荧光显微镜下观察并采集图像, IPP 6.0
软件分析计算IOD。

1.10   统计学分析

ΔΔCt法计算差异基因的差异表达倍数: t检验计

算P值, 以P<0.05为显著性差异。P值使用相对表达
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倍数fold值进行分析, fold change的计算采用2–ΔΔCt法,
其中以ΔCt=Ct(目的基因)–Ct(内参基因), –ΔΔCt=–
[ΔCt(实验组 )–ΔCt(对照组 )]≥1.5为标准。 结果用

平均值±标准差(x
_
±s)表示。SPSS 19.0软件分析数

据, 用Graph Pad Prism 8.0软件作图。采用Shapiro-
Wilk检验对数据进行正态分布检验。动物实验两组

间比较使用独立样本t检验; 细胞实验各组间比较使

用双因素方差分析, 若两因素间有交互作用, 使用

简单效应检验; 若无则采用最小显著性差异法(least 
significant difference, LSD)进行组间检验。P<0.05, 
P<0.01表示具有显著性差异。

2   结果
2.1   4周低氧暴露降低大鼠瘦体质量和EDL湿重

通过检测4周干预后大鼠的体成分和EDL湿重, 
判断低氧诱导肌萎缩的程度。发现与C组相比, H
组大鼠体质量和瘦体质量极显著降低(减少12.9%)
(P<0.01), 脂肪含量没有显著性差异, 瘦体质量百分

比(瘦体质量/体质量)显著降低(P<0.05), EDL湿重

(减少13%)及其百分含量(湿重/瘦体质量)显著降低

(P<0.05)(表1)。
2.2   4周低氧暴露改变大鼠EDL肌纤维形态且降

低FCSA
为了观察低氧对肌纤维的微观影响, 本研究观

察了肌纤维形态, 并检测FCSA以进一步证明肌萎缩

的发生。发现H组EDL肌纤维的肌间隔增加, 肌纤维

横截面积缩小, 呈现不规则的多边形, 同一视野的肌

纤维形状大小不一, 肌纤维开始出现分裂, 细胞核内

移[14](如红色箭头标识, 图1A)。大鼠EDL的Laminin
免疫荧光染色(图1B), 统计后发现, H组FCSA显著低

于C组(下降12%)(P<0.05)(图1C)。
2.3   大鼠EDL自噬差异基因以上调为主且功能富

集于自噬前期

为了明确自噬是否参与低氧诱导肌萎缩的具

体作用途径, 本研究用自噬PCR芯片分析低氧干预

后发生改变的自噬差异基因, 并分析差异基因所富

集的功能。发现H组与C组相比, 自噬差异表达基因

共有29个, 上调基因21个, 下调基因8个(图2)。差异

基因表达以上调为主。

自噬差异基因的功能主要集中于两部分, 分别

为自噬机制组分(直接参与自噬过程)包括: 参与自

噬囊泡形成、负责蛋白靶向膜/液泡、负责蛋白转运、

连接自噬体和溶酶体、蛋白泛素化、蛋白酶活性相

关基因; 以及自噬调节组分(调节自噬过程)包括: 自
噬与凋亡共调节、自噬与细胞周期共调节、胞内病

原体诱导的自噬、胞内其他信号的自噬反应、分子

伴侣介导的自噬相关基因。对差异基因功能进行富

集分析发现, H组与C组相比, 对ALP的调控作用主要

表现在上调自噬相关基因的表达, 上调基因的功能主

要集中在自噬囊泡的形成(自噬机制组分)(9个)、自

噬和凋亡共调节因子(自噬调节组分)(5个)和自噬对

其他细胞内信号的应答(自噬调节组分)(5个)(图3)。
2.4   低氧下使用3-MA抑制L6肌管自噬水平

通过检测自噬关键的三个蛋白, 明确低氧对

离体肌细胞自噬水平的影响, 以进一步验证在体实

验结果。H组p62蛋白表达量显著低于N组, H+I组
p62蛋白表达量显著高于H组(P<0.05); H组Beclin1
蛋白表达量显著高于N组, I组Beclin1蛋白表达量显

著低于N组, H+I组Beclin1蛋白表达量显著低于H组

(P<0.05); H组LC3I蛋白表达量显著低于N组, I组显

表1   4周低氧暴露降低大鼠瘦体质量和EDL湿重

Table 1   Lean body mass and EDL wet weight of rats were reduced by 4-week hypoxic exposure
检测指标

Index
C组
Group C

H组

Group H

Body weight /g 377.50±10.75 341.20±16.75**

Fat mass /g 108.33±18.04 105.67±5.32

Lean body mass /g 260.50±9.35 226.83±8.33**

Percentage of lean body mass /%   69.19±4.67   67.08±2.55*

EDL wet weight /mg 165.33±10.59 143.83±7.85**

Percentage of EDL wet weight /%     6.55±0.23     6.12±0.24*

低氧暴露可降低大鼠体质量、瘦体质量、瘦体质量百分比、EDL湿重及其百分含量。n=10, *P<0.05, **P<0.01, 与C组相比。

The body weight, lean body mass, percentage of lean body mass, EDL wet weight and its percentage content were decreased under 
hypoxia exposure. n=10, *P<0.05, **P<0.01 vs group C.
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A: C组肌纤维横截面形态未见异常, 细胞核位置正常; H组肌纤维的肌间隔增加, 呈现不规则的多边形, 肌纤维开始出现分裂, 细胞核内移, 异常

部位由红色箭头标识; B: 肌纤维Laminin免疫荧光染色; C: 低氧暴露降低大鼠肌纤维横截面积。n=3, *P<0.05, 与C组相比。

A: there was no abnormality in the cross-sectional morphology of muscle fibers in group C, and the position of the nucleus was normal; the spacing of 
the muscle fibers in group H increased, showing irregular polygons, the muscle fibers began to divide, and the nuclei moved inward. The abnormal parts 
are marked by red arrows; B: Laminin immunofluorescence staining of muscle fibers; C: the cross-sectional area of muscle fibers in rats were decreased 
by hypoxia exposure. n=3, *P<0.05 vs group C.

图1   4周低氧暴露降低大鼠EDL的FCSA 
Fig.1   FCSA of EDL in rats were reduced by 4-week hypoxic exposure 

Group C

FC
SA

 o
f E

D
L 

in
 ra

ts
 /1

00
 μ

m
2

50 µm 50 µm

C H

100 µm 100 µm

(A)

(B) (C)Group C

Group H

Group H

*
40

30

20

10

0

筛选H/C组上下调差异表达基因(标准设定为P<0.05, 差异倍数≥1.5), 条纹矩形长度表示上调基因的差异倍数, 灰色表示下调基因差异倍数。H/
C组自噬差异基因表达以上调为主。n=3。
The differentially expressed genes in H/C group were screened (the standard setting was P<0.05, fold change≥1.5), the striped rectangle length indi-
cates the difference multiple of up-regulated genes, and the grey indicates the difference multiple of down-regulated genes. The autophagic differential 
genes expression of group H/C were mainly up regulated. n=3.

图2   H/C组大鼠EDL自噬差异基因表达以上调为主

Fig.2   The autophagic differential genes expression in EDL of H/C group was mainly up-regulated
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著高于N组, I组LC3II蛋白表达量显著低于N组, H组

LC3II/I比值显著高于N组, I组LC3II/I比值显著低于

N组, H+I组LC3II/I比值显著低于H组(P<0.05)(图4)。
2.5   低氧下使用3-MA抑制L6肌管直径的减少和

肌萎缩蛋白表达

通过检测肌管直径和肌萎缩蛋白的表达, 明确

低氧对离体肌管萎缩水平的影响, 以进一步验证在

体实验结果。

2.5.1   低氧下使用3-MA抑制L6肌管细胞直径减少      
肌球蛋白重链(myosin heavy chain, MHC/Myosin)是
肌细胞的骨架蛋白, 与肌肉力量相关, 染色后可用于

统计肌管直径[15]。Myosin阳性表达为荧光素标记的

绿光(图5A)。H组肌管直径显著低于N组(P<0.05), I

组与N组相比无差异, H+I组肌管直径显著高于H组

(P<0.05)(图5B)。
2.5.2   低氧下使用3-MA抑制L6肌管肌萎缩蛋白表

达      检测Myosin蛋白表达量可用来反映肌管萎缩情

况, 肌管萎缩伴随着明显的Myosin蛋白表达降低[16]。

MuRF1和Atrogin1作为E3泛素蛋白连接酶, 其功能

在于对骨骼肌特定的蛋白质进行泛素化标记, 使这

些蛋白靶向被26S蛋白酶识别水解, 被认为是骨骼

肌萎缩的标志性蛋白[17]。H组Myosin蛋白表达量显

著低于N组, I组显著高于N组(P<0.05)(图6A); H组

MuRF1(muscle-specific ring finger 1)蛋白表达量显

著高于N组 , I组显著低于N组 , H+I组显著低于H组

(P<0.05); I组肌萎缩F-box蛋白(muscle-specific F-box 

H/C组上下调差异表达基因功能富集分析。条纹矩形长度表示富集于各功能的上调基因个数和名称, 灰色矩形长度表示下调基因个数和名称。

H/C组差异基因以上调为主, 功能主要富集于自噬囊泡的形成过程。n=3。
Functional enrichment analysis of differentially expressed genes in group H/C. The striped rectangle length indicates the number and name of up-
regulated genes enriched in each function, while the grey rectangle length indicates the down-regulated genes. Group H/C differential genes were 
mainly up-regulated, and their functions were mainly enriched in the autophagic vacuole formation. n=3. 

图3   H/C组大鼠EDL上调自噬差异基因功能富集于自噬前期

Fig.3   The autophagic differential genes expression in EDL of H/C group was enriched in the early stage of autophagy
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低氧暴露降低L6细胞中p62蛋白表达, 增加Beclin1蛋白表达, 使用3-MA增加p62表达, 降低Beclin1表达; 低氧暴露增加LC3II/I比值, 使用3-MA降

低LC3II/I比值。*P<0.05, 与N组相比; #P<0.05, 与H组相比。

The protein expression of p62 decreased and Beclin1 increased by hypoxia, the protein expression of p62 increased and Beclin1 decreased by 3-MA in 
L6 myotube; The ratio of LC3II/I increased by hypoxia, but decreased by 3-MA. *P<0.05 vs group N; #P<0.05 vs group H.

图4   低氧暴露下使用3-MA抑制L6肌管自噬水平 
Fig.4   The autophagy level of L6 myotubes was inhibited by 3-MA under hypoxic exposure
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protein, MAFbx, 又称Atrogin1)表达量显著低于N组

(P<0.05)(图6B)。

3   讨论
低氧训练、高原旅游、低氧减肥和生理性缺氧

疾病会给机体造成一系列不良影响, 骨骼肌萎缩就

是其中之一, 这不仅会降低运动员高原训练效果, 也
会影响普通大众的生产生活, 还会加速慢性疾病的

发生发展。低氧暴露初期食欲下降、胃肠消化功能

障碍, 不足以造成肌萎缩, 低氧后期骨骼肌蛋白的转

A: 对分化的L6肌管细胞进行Myosin免疫荧光染色。Myosin阳性表达为荧光素标记的红光, DAPI染细胞核为蓝色, Merge为两者融合; B: 低氧

暴露降低L6肌管细胞直径, 使用3-MA增加肌管直径。*P<0.05, 与N组相比; #P<0.05, 与H组相比。

A: Myosin immunofluorescence staining in differentiated L6 myotube. The positive expression of Myosin was fluorescein-labeled green light, DAPI 
stained nucleus was blue, merge was fusion; B: the diameter of L6 myotube were decreased by hypoxia, and were increased by 3-MA. *P<0.05 vs 
group N; #P<0.05 vs group H.

图5   低氧下使用3-MA抑制L6肌管细胞直径减少

Fig.5   The decrease of L6 myotube diameter was inhibited by 3-mA under hypoxic exposure
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图6   低氧下使用3-MA抑制L6肌管肌萎缩蛋白表达

Fig.6   The expression of atrophy related proteins in L6 myotube was inhibited by 3-mA under hypoxic exposure
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化效率增加可能是造成肌萎缩的重要原因[18-19]。自

噬是一条重要的多基因参与的蛋白分解途径, 参与

肌萎缩的发生发展, 本研究重点探讨自噬途径在低

氧诱导肌萎缩中的作用。 
低氧诱导肌萎缩的发生与低氧剂量(低氧浓度

和低氧暴露时长)密切相关。在海拔4 000 m处(O2浓

度为12.4%), 氧分压降至40 mmHg, 此处氧离曲线斜

率急剧增加, 曲线形状开始发生变化, 海拔4 000 m
被认为是与肌萎缩发生密切相关的海拔高度[20], 故
本研究以12.4% O2作为在体实验干预的氧浓度; 低
氧4周的干预时长符合高原训练周期, 且可以诱发

肌萎缩[21-22]。研究显示, 成肌细胞在1%~5%氧浓度

环境中可发生肌管萎缩[23], 对比1%、3%和5%氧浓

度下肌管的萎缩情况, 发现1%氧浓度下肌管萎缩程

度最为明显[24], 且1%的氧浓度可以显著增加肌细胞

中低氧关键基因低氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)的表达[25], 故本研究离体实验选取

1%氧浓度。肌管细胞分别低氧暴露6、12和24 h, 发
现6 h的肌管直径减小最为明显[26]; 另有研究显示, 
低氧模拟剂氯化钴(CoCl2)干预视网膜神经元细胞

6 h后HIF-1α的表达量最高[27], 因此, 本研究选择6 h
作为离体实验的低氧干预时长。此外, 低氧诱导肌

萎缩还具有肌纤维选择性, 快肌可能对低氧刺激更

为敏感[28]。本研究中, 大鼠EDL湿重及其百分含量

和FCSA均显著降低, 肌纤维形态也出现损伤。在不

同肌纤维类型的肌肉中, 低氧促进快肌萎缩的效果最

为明显, 这可能与其对循环皮质醇浓度变化更为敏

感, 故可降低血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)的表达, 减少血管生成, 对缺氧的

适应能力较差有关[29]。

自噬水平增加会使细胞质和细胞器内蛋白质

的丢失, 进而造成肌肉萎缩。而自噬水平不足也会

导致骨骼肌中吞噬体和线粒体异常, 引起肌肉疾病, 
但自噬不足对骨骼肌的威胁往往是一种慢性的损耗

(数周至数月), 而过量的自噬则会导致肌肉质量的

快速丢失(数天至数周)。在多种肌萎缩和肌营养不

良症等肌肉相关疾病皆出现自噬的积累, 但低氧对

骨骼肌自噬的作用尚存在争议[30]。本研究在体研究

发现, 低氧干预后大鼠EDL发生萎缩, 其自噬差异基

因中约72.41%为上调基因, 提示该过程中自噬被激

活; 离体实验验证, 低氧暴露诱导L6肌管萎缩中伴随

着自噬关键蛋白Beclin1、LC3的表达增加, p62的表

达降低, 说明自噬参与低氧诱导的肌萎缩过程。比

如小鼠低氧(8%氧浓度)暴露12天后, 自噬相关基因

mRNA和蛋白表达增加, 伴随腓肠肌和胫骨前肌萎

缩[31]; 低氧后(10.7%氧浓度)同卵双胞胎的肌肉自噬

通量显著增加, 表现为LC3II的表达和LC3II/LC3I比
值增加, p62表达降低[32]。对C2C12肌管细胞施加

CoCl2, LC3和Beclin1的表达增加, 而使用自噬抑制

剂可显著增加肌细胞生成素(myogenin)的表达, 促
进肌管的形成[33]; 甲基莲心碱(neferine, Nef)作为低

氧下骨骼肌细胞的保护剂, 可通过抑制低氧诱导的

肌细胞自噬而发挥作用[34]。本研究离体实验抑制自

噬后, 肌管萎缩情况得到改善, 进一步说明自噬在低

氧诱导下对肌萎缩起到促进作用。

细胞自噬作为复杂的分解过程[6], 由多步骤参与

其中。不同的自噬阶段受到不同的细胞途径和自噬

相关基因(autophagy-related genes, ATGs)的调控[8], 不
同干预对自噬的影响也表现为对不同阶段的调控。

自噬在低氧诱导肌萎缩中具体作用阶段尚不明确。

本研究发现, 低氧干预后大鼠EDL中上调自噬差异

基因功能主要富集于前期的自噬囊泡形成阶段, 说
明低氧暴露对骨骼肌的影响以激活自噬前期为主。

为了进一步证明自噬前期的作用, 本研究对低氧暴

露下的L6肌管施加自噬前期抑制剂3-MA[35], 且该

抑制剂被证明可抑制低氧诱导的C2C12肌管细胞

萎缩[36], 其作用机制是通过抑制磷脂酰肌醇3-激酶

(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)调控的自噬启动

和自噬体形成而实现的[37]。低氧下施加3-MA后降

低自噬蛋白表达, 可显著抑制肌管直径的缩小和肌

萎缩相关蛋白的表达, 说明抑制自噬前期可缓解低

氧诱导的肌萎缩程度。比较自噬前期抑制剂3-MA
和后期抑制剂氯喹(chloroquine, CQ)的作用, 发现与

CoCl2模拟低氧干预比, 3-MA合并CoCl2作用后显著

降低C2C12细胞的LC3II/I比值, 而CQ合并CoCl2则

显著增加LC3II/I比值[33], 说明抑制自噬前期更有助

于缓解低氧诱导的肌萎缩。 
综上, 低氧暴露可导致大鼠骨骼肌和离体肌细

胞发生萎缩, 自噬相关基因参与该过程。抑制自噬

前期可显著降低低氧诱导肌萎缩的程度。自噬前期

的激活可能是导致低氧诱导肌萎缩的关键。
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