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摘 要院 目的院 运用电刺激肌管细胞收缩模拟骨骼肌收缩袁 并观察其对过氧化氢

渊H2O2冤诱导的 C2C12 细胞衰老模型能量代谢相关指标表达的影响袁以此研究体外肌管

收缩对衰老骨骼肌细胞能量代谢影响的分子机制遥 方法院使用不同浓度的 H2O2 诱导肌

管细胞建立衰老模型袁并用 茁-半乳糖苷酶染色检测衰老水平曰电刺激干预培育成功的

衰老肌细胞袁并分为对照组渊C 组冤尧H2O2 诱导衰老组渊H 组冤尧对照＋电刺激组渊CE 组冤尧
H2O2 诱导衰老＋电刺激组渊HE 组冤遥 各组细胞通过 Western blot 法对 PGC-1琢 蛋白表达

进行检测袁ATP 水平测试盒测量 ATP 水平遥 结果院经过浓度为 100 滋mol/L H2O2 诱导肌

管细胞 24 h 后成功构建骨骼肌细胞衰老模型遥 与 C 组比较袁H 组的 ATP 水平表达呈

非常显著性的下降渊P＜ 0.01冤曰CE 组的 ATP 水平较 C 组呈非常显著性升高渊P＜ 0.01冤曰
HE 组的 ATP 水平虽低于 C 组袁但高于 H 组袁且呈非常显著性差异渊P＜ 0.01冤曰与 C 组

相比袁H 组 PGC-1琢 蛋白表达下降袁呈非常显著性差异渊P＜ 0.01冤曰HE 组 PGC-1琢 蛋白

表达虽低于 C 组袁但较 H 组呈非常显著性升高渊P＜ 0.01冤遥结论院H2O2 是诱导骨骼肌肌

管细胞衰老的一种有效方式袁 衰老肌管细胞的 ATP 和 PGC-1琢 蛋白表达水平显著下

降袁进行电刺激干预后可以有效提高衰老肌管细胞 ATP 水平和 PGC-1琢 蛋白表达遥
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Objective: Muscle tube cell contraction was simulated by electrical stimulation, and its effect

on the expression of energymetabolism related indicators in C2C12 cell aging model induced by hydrogen

peroxide (H2O2) was observed, so as to study the molecular mechanism of the effect of muscle tube con-

traction on energy metabolism of aging skeletal muscle cells in vitro. Methods: The senescence model

was established by inducingmyoduct cells with different concentrations of H2O2, and the senescence lev-

el was detected by SA-茁-galactosidase staining. Electrical stimulation interfered with the successful

growth of senescent muscle cells which were divided into control group (group C), H2O2-induced group

(group H), control + electrical stimulation group (group CE), and H2O2-induced + electrical stimulation

group (group HE). For cells in each group, PGC-1琢 protein expression was measured by Western blot

and ATP level was measured by ATP level test kit. Results: Myotube cells were treated with 100 滋mol/L

H2O2 for 24 hours, and the aging model of skeletal muscle cells was successfully established. Compared
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with group C, ATP level in group H was significantly decreased (P＜ 0.01); The ATP level in CE group

was significantly higher than that in C group(P＜ 0.01). The ATP level in HE group was lower than that in

C group, but higher than that in H group, and the difference was very significant (P＜ 0.01). Compared

with group C, the expression of PGC-1琢 in group H was significantly decreased (P＜ 0.01). Although the

expression of PGC-1琢 in HE group was lower than that in C group, it was significantly higher than that in

H group(P＜ 0.01). Conclusion: H2O2 is an effective way to induce senescence of skeletal muscle myoduct

cells. The protein expression levels of ATP and PGC-1琢 in senescent C2C12 cells decreased significantly.

After electrical stimulation intervention, ATP level and PGC-1琢 protein expression in senescent C2C12

cells could be effectively increased.

electrical stimulation; C2C12muscle tube; H2O2; energymetabolism

苏艳红袁等. 电刺激对过氧化氢诱导衰老肌管细胞能量代谢的影响

衰老使机体组织尧 器官及细胞功能随年龄增长

逐渐降低袁骨骼肌质量尧力量和功能下降袁使老年人

易跌倒和骨折袁造成严重的不良后果袁威胁老年人的

健康及生活质量[1]遥 因此袁建立体外衰老骨骼肌细胞

模型袁 并对其进行电刺激干预建立体外骨骼肌收缩

模型袁 对探究运动改善衰老骨骼肌功能的分子生物

学机制具有重要的推动意义遥
线粒体是细胞有氧呼吸的重要场所袁 也是负责

骨骼肌代谢的关键细胞器袁 细胞衰老进程中线粒体

DNA渊mitochondrial DNA, mtDNA冤容易受到氧化损

伤并引起线粒体功能障碍袁 导致 ATP 产生减少袁进
一步增加自由基渊Reactive Oxygen Species, ROS冤袁损
害细胞稳态及功能遥 衰老骨骼肌中能够检测到过氧

化物酶体增殖受体 酌 共激活因子 1琢渊Peroxlsome Pro-

liferator-Activated Receptor-酌 Coactlvator-1琢, PGC-1琢冤
蛋白表达降低袁说明在衰老进程中线粒体生成减少遥
研究证实袁 适度的运动能上调 PGC-1琢 蛋白表达促

进线粒体合成及线粒体生物发生袁使 ATP 产出水平

增加 [2]遥 电刺激体外衰老骨骼肌细胞引起的肌管收

缩袁是否也具有相类似的效果需进一步的实验证明遥
由此袁本研究通过过氧化氢渊H2O2冤氧化应激诱导骨

骼肌 C2C12 细胞衰老建立快速尧可靠的衰老骨骼肌细

胞模型袁为研究体外骨骼肌功能提供研究基础袁并通

过低强度的电刺激使肌管细胞收缩模拟骨骼肌运

动袁探讨其对衰老肌管细胞能量代谢的作用袁以期为

探究运动改善骨骼肌衰老提供研究基础遥

CO2 孵育箱渊Thermo袁细胞培养箱 371冤袁酶标仪

渊Spectramax i3冤袁超净工作台 渊S-SW-CJ-IFD冤袁高内

涵显微镜渊Nikon SMZ18冤袁电刺激器渊RM6240冤袁低
温离心机渊HC-3618R冤袁垂直电泳仪渊DYY-6C冤袁凝胶

成像系统渊Amersham Imager 600冤袁单道可调移液器

渊P10尧P100尧P1000冤袁MV- Ⅱ A 双 垂 直 板 式 电 泳 槽

渊MV-IIA冤袁快速混匀器渊SK-1冤遥

马血清渊碧云天生物公司袁C0251冤袁茁-半糖苷酶

染色试剂盒渊碧云天生物公司袁C0602冤袁DMEM 培养

基渊HyClone冤袁30%浓度 H2O2渊广州生工生物科技有

限公司袁AMRESCO冤袁胎牛血清渊FBS袁碧云天生物公

司袁C0257冤袁胰蛋白酶渊碧云天生物公司袁C0201冤袁细
胞活力检测试剂盒 渊碧云天生物公司 袁C0009冤袁
PGC-1琢 抗体 渊Abcam 公司袁Ab54481冤袁ATP 检测试

剂盒渊碧云天生物公司袁S0026冤遥

使用骨骼肌 C2C12 细胞株渊凯基生物公司冤袁通过

H2O2 诱导分化后的肌管细胞构建衰老骨骼肌细胞

模型袁通过电刺激仪进行体外细胞电刺激干预袁分为

对照组渊C 组冤尧H2O2 诱导衰老组渊H 组冤尧对照＋电刺

激组渊CE 组冤尧H2O2 诱导衰老＋电刺激组渊HE 组冤遥

将解冻复苏的 C2C12 细胞加入 DMEM 培养基中[含

10%胎牛血清渊FBS冤尧0.1 mg/mL 青霉素和 0.1 mg/mL链

霉素]袁并置于温度为 37℃ 尧5%CO2 饱和湿度条件下

培育曰用 0.25%胰蛋白酶将细胞融合度达到 70%~80%

的细胞消化袁并移到 2%马血清培养基中进行分化袁进
行模型建立时用分化 4 d 的肌管细胞遥

用 DMEM 完全培养液稀释的不同浓度 H2O2

渊0 mmol/L袁0 .1 mmol/L袁0 .2 mmol/L袁0 .3 mmol/L袁
0.4 mmol/L袁0.5 mmol/L袁0.6 mmol/L袁0.7 mmol/L袁
0.8 mmol/L袁0.9 mmol/L袁1.0 mmol/L袁1.2 mmol/L袁
1.4 mmol/L袁1.6 mmol/L冤加入 96 孔板中袁再分别加
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入已分化好的肌管细胞袁 干预 2 h 后洗 3 遍 袁加
DMEM 完全培养液培养 24 h遥

SA-茁- 半乳糖苷酶染色检测院 先吸去 96 孔板中

的培养液袁用 [1伊磷酸缓冲液渊PBS冤]洗 2 次后吸净

PBS曰加 100 滋L 的 1伊固定液室温固定 15 min 后袁1伊
PBS 洗 3 次袁每次 3 min袁逐个孔中加 100 滋L 配置好

的染色液袁并置于温度为 37℃且无 CO2 条件下孵育

渊染色时间常为 12~48 h冤遥
衰老细胞形态观察院 使用高内涵显微镜渊Nikon

SMZ18冤观察不同浓度梯度的 H2O2 诱导的骨骼肌肌

管细胞结构和形态变化并拍照纪录遥

将经过 H2O2 干预 2 h 后的肌管细胞袁 弃去原液

用 DMEM 培养基洗 3 次袁 逐个孔中加 100 滋L 的

MTT 检测试剂袁培育 4 h 去上清液袁加 DMSO 充分

溶解袁酶标仪 OD 490 nm 处测其吸光值遥

使用电刺激仪渊RM6240冤袁强度设定为 100 滋A尧
2.5 Hz尧20 ms袁时间 20 min遥 将消毒干净的正负电极

放入肌管细胞的培养皿中袁 电极穿过培养液接触壁

底袁且正负电极分别置于培养皿的两端袁进行电刺激遥

吸出培养基袁逐个孔中加入 20 滋L 的裂解液袁置
于冰上进行裂解细胞后袁4℃ 12 000 g袁 离心 5 min袁
每孔取 15 滋L 上清遥 将 100 滋L 稀释的 ATP 检测试

剂加入检测孔内袁在室温下静置 3~5 min遥 每个孔中

加 10 滋L 样品袁迅速混匀袁至少间隔 2 s 使用酶标仪

检测袁并按比例算最终值遥

取 5伊106 的细胞接种于 100 mm 培养皿袁经处理

后提取总蛋白袁用转速 14 000 r/min袁时间 30 min 进

行离心袁取上清液并测量体积袁加入 1/4 上清液体积

的考马斯亮蓝袁并进行沸水加热 10 min曰依据目标蛋

白分子量袁 制备 SDS-PAGE 分离胶浓度为 12%袁电
泳完成按顺序夹凝胶和聚偏二氟乙烯膜渊PVDF冤膜袁
恒压 5 V 转膜 50 min曰5%脱脂牛奶封闭后袁 加入一

抗摇床孵育 3 h袁TBST 摇洗 15 min伊3 次袁 加二抗摇

床孵育 1 h袁TBST 摇洗 15 min伊3 次袁化学发光液渊E-

CL冤显影袁扫描定量相对灰度值遥

高内涵显微镜观察骨骼肌细胞增殖及分化过程

中的细胞结构和形态袁并拍照记录遥

使用 SPSS21.0 对数据进行正态性及方差齐性

的检验后进行双因素方差分析遥 将所得结果用平

均数依标准差表示遥 P＜ 0.05 表示差异具有统计学

意义遥

从形态学上观察袁C2C12 细胞经过 4 d 的分化培

育后袁由呈纺锤形细胞形态渊图 1冤增殖分化为含多

个细胞核的长条形肌管细胞渊图 2冤袁取分化后的肌

管细胞进行后续实验遥

图 1 C2C12 细胞增殖情况渊20伊冤

图 2 C2C12 肌管细胞分化情况渊20伊冤

如图 3 所示袁 骨骼肌肌管细胞 MTT 活性比随

H2O2 浓度的升高而下降曰当 H2O2 浓度臆200 滋mol/L

时袁MTT 活性较 C 组无显著差异渊P＞ 0.05冤曰当 H2O2

浓度＞ 200 滋mol/L 且＜ 1 200 滋mol/L 时袁MTT 活性

与 C 组相比呈显著性差异 渊P＜ 0.05冤曰 当 H2O2 浓

度逸1 200 滋mol/L 时袁MTT 活性与 C 组比较袁呈非常

显著性差异渊P＜0.01冤遥 本实验取 100 滋mol/L 浓度的

H2O2 干预细胞建立衰老模型遥
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经过 茁- 半乳糖苷酶染色后袁H 组细胞胞浆呈青

绿色袁染色率达渊81.82依0.64冤%渊图 4尧图 5冤遥 图 6 显

示 C 组细胞胞浆无青绿色袁且以上两组染色比呈非

常显著性差异渊P＜ 0.01冤遥

图 4 茁- 半乳糖苷酶染色 H2O2 干预组细胞渊10伊冤

图 5 茁- 半乳糖苷酶染色 H2O2 干预组细胞渊20伊冤

图 6 茁- 半乳糖苷酶染色对照组细胞渊10伊冤

经电刺激干预后袁 各组骨骼肌肌管细胞活性值

与 C 组相比无显著性差异渊P＞ 0.05冤渊图 7冤遥

图 7 电刺激后各组细胞 MTT 活性值

H 组和 C 组相比袁 细胞中 ATP 水平表达下降袁
且具有非常显著性差异渊P＜ 0.01冤曰而经电刺激干预

后细胞 ATP 水平均有所升高袁其中 CE 组和 C 组比

较袁升高情况呈非常显著性差异渊P＜ 0.01冤曰HE 组升

高后虽仍然低于 C 组袁但与 H 组比较袁其升高呈非

常显著性差异渊P＜ 0.01冤渊图 8冤遥

注院# 表示与 C 组相比袁差异具有显著性意义袁P＜0.05袁## 表示

差异具有极显著意义袁P＜0.01曰* 表示与 H 组相比差异具有显

著性意义袁P＜0.05袁** 表示差异具有极显著意义袁P＜0.01遥
图 8 实验各组 ATP 水平

注院* 表示与 0 滋mol/L 浓度相比袁 差异具有显著性意义袁P＜ 0.05袁** 表示差异具有极显著意义袁P＜ 0.01曰ns 为 no signifi-

cant袁无显著性差异袁P＞ 0.05遥

H2O2 浓度 滋mol/L H2O2 浓度 滋mol/L

图 3 MTT 检测各浓度梯度 H2O2 干预骨骼肌肌管细胞的活性
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注院 ## 表示与 C 组相比袁差异具有极显著意义袁P＜ 0.01曰** 表示与 H 组相比袁差异具有极显著意义袁P＜ 0.01遥
图 9 各组 PGC-1琢 蛋白表达相对灰度值

H 组和 C 组相比袁PGC-1琢 蛋白表达下降袁 呈非

常显著性差异渊P＜ 0.01冤曰经电刺激干预后袁HE 组

PGC-1琢 蛋白表达上升情况虽不如 C 组袁 但与 H

组比较其上升情况呈非常显著性差异 渊P＜ 0.01冤
渊图 9冤遥
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细胞在衰老过程中会出现形状变平袁 体积增加

等形态结构变化[3]袁而检测细胞衰老最敏感的指标是

茁- 半乳糖苷酶染色比率的增加[4]袁当出现上述的变化

时袁证明细胞出现衰老遥 目前袁对衰老细胞模型建立

的研究显示袁不同来源的细胞建立衰老模型袁需使用

不同浓度梯度 H2O2 处理遥 郭淑军等 [5]用 600 滋mol/L

浓度的 H2O2 诱导人体内皮细胞袁 经过 96 h 后得到衰

老细胞模型遥有研究使用不同浓度 H2O2 诱导 NIH-3T3

细胞建立衰老模型袁 当其浓度增加至 300 滋mol/L 时袁
细胞代谢能力开始出现显著变化袁 随着 H2O2 的浓度

增加袁细胞的代谢能力下降越发明显[6]遥徐舜等[7]使用

800 滋mol/L 浓度的 H2O2袁经过 2 h 的刺激后培育 5 d袁
观察 NIH-3T3 细胞有明显衰老结构特征变化遥本研究

使用浓度为 2%的马血清培养基培育 C2C12 细胞袁发现

在其分化 4 d 形成肌管细胞时用浓度为 100 滋mol/L

的 H2O2 干预实验细胞袁 细胞活性未出现明显改变袁
与他人研究相符袁继续培养上述细胞 24 h 后袁衰老

组 茁- 半乳糖苷酶染色率高且出现衰老细胞的形态

结构特征袁证明衰老肌管细胞模型成功构建遥

根据资料显示袁 骨骼肌收缩的体外模型根据不

同的电刺激模式可以明显诱导肌管收缩和类似运动

的效果袁并促进骨骼肌细胞分泌的肌肉因子的表达袁
强度不同其效果也不同[8]遥 有研究发现袁低频电刺激

已被证明可以增加 AMP 依赖蛋白激酶 渊AMPK冤活
性袁可以理解为增加了骨骼肌细胞的能量代谢[9]遥 同

时袁 高频电刺激可增加 p70 核糖体 S6 激酶 1 的磷酸

化袁具有类似于抗阻训练和增加肌肉肥大的效果遥孙景

权等[10]在研究中指出袁当电压为 11.5 V尧频率为 1 Hz尧
脉冲为 2 ms袁持续时间 2~24 h 时袁能够使细胞的骨

架重组并伴随细胞的明显收缩袁 并且反映线粒体功

能的相关指标 渊Cyt C尧PGC-1琢 以及 IL-6 mRNA冤表
达均显著增加袁 提示该条件下的电刺激能够有效增

强线粒体功能遥 Burch 等[11]研究证明袁通过急性高频

电刺激尧慢性低频电刺激和间歇性的电刺激 C2C12 细

胞后袁急性的电刺激方案并不能诱导 PGC-1a 表达增

加袁而间歇性和慢性电刺激方案分别促进 PGC-1a 表

达 2.4 倍和 2.9 倍遥本研究使用的电刺激强度对建立

好的细胞模型进行干预袁 结果表明在该强度下衰老

C2C12 肌管细胞明显收缩且未失去细胞活性袁此电刺

激方案属于低强度的电刺激模型袁 具有类似耐力运

动的效果袁 证明电刺激衰老肌管细胞收缩模型在该

强度下成功建立遥然而袁力量训练主要以机械应力为

主袁而能量代谢在耐力训练中更加突出袁直接比较体

外运动方案与不同类型的在体运动方案是非常困难

的袁 不同的体外刺激模式和强度会引起不同的细胞

反应袁 其与相对应的在体运动强度的关系将在未来

的研究更进一步探讨遥

线粒体经有氧呼吸产生的 ATP 为机体的生命

活动提供源源不断的能量袁 也是骨骼肌在运动收缩

时的能量来源袁衰老时骨骼肌线粒体功能明显下降遥
王华等 [12]实验结果显示袁大鼠细胞的结构出现衰老

变化袁且功能出现降低时袁衰老细胞线粒体 ATP 表

达水平同样降低遥 Kolesar 等 [13]在研究中发现衰老大
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鼠线粒体 DNA 发生突变且 PGC-1琢 蛋白表达下降袁
线粒体生物合成能力降低使线粒体功能下降袁ATP

合成减少遥有研究显示袁运动能够有效促进线粒体抗

氧化酶活性袁抑制活性氧渊ROS冤持续的过度生成袁迅
速清除氧化损伤和蛋白质聚集体袁 是促进衰老骨骼

肌线粒体功能尧ATP 生成的有效方法[14]遥有研究证明袁
有氧运动能促进机体的抗氧化能力袁 改善衰老线粒

体功能袁但衰老是不可逆的袁运动训练只能起到延缓

的作用 [15]遥有研究显示袁体育活动可以增加老年人抗

氧化应激能力袁 但急性运动的信号转导可能会随着

年龄的增长而受损袁其提高 SOD 活性的效果不如年

轻人明显袁老年人更适合长期适当的运动锻炼袁以更

好地增加氧化应激抵抗力 [16]遥本研究结果显示袁当衰

老发生时 H 组较 C 组骨骼肌肌管细胞中 ATP 产生

水平显著降低遥 经过电刺激干预后的 HE 组细胞

ATP 水平较 H 组显著上升袁但仍然不如 C 组曰同时

CE 组细胞 ATP 水平与 C 组相比较升高非常明显遥
由此可以证明袁 对细胞进行适当电刺激能有效提升

骨骼肌线粒体 ATP 水平袁 改善衰老细胞线粒体功

能袁但不能完全逆转由衰老所带来的功能损失遥

PGC-1琢 蛋白在调节线粒体生物发生中起关键

作用袁在不同组织中的自噬尧抗炎尧抗氧化等功能中

也具有广泛生物学效应 [17]遥 有研究显示袁PGC-1琢 蛋

白可以通过阻断 NF资B 和 FoxO3 的蛋白活性减弱泛

素-蛋白酶体系统对肌肉蛋白的降解袁在能量代谢过

程中也可与其下游的多种信号分子进行结合并发挥

生理功能袁对骨骼肌质量控制有关键作用遥
研究表明袁骨骼肌中的 PGC-1琢 蛋白在长时间运

动期间有所增加袁并在运动后 24 h 保持上调[18]遥 张媛

等 [19]对成熟的骨骼肌肌管细胞进行急性电刺激结果

显示袁PGC-1琢 的转录活性提高袁 说明电刺激与运动

对骨骼肌的影响有相似效果遥Russell 等[20]对受试者进

行 2 h 的急性耐力自行车运动后取其股外侧肌进行

检测发现 PGC-1琢 蛋白表达立即升高至安静时的 4.8

倍袁运动后 1 h 内持续上升至 12 倍袁运动后 4 h 逐渐

恢复到基础水平遥 刘奔 [2]的实验证明袁随着年龄的增

长大鼠骨骼肌线粒体中的 PGC-1琢 蛋白表达会逐渐

下降袁机体衰老时下降更加明显遥 以上证据说明袁电
刺激与运动都可以促进老龄大鼠骨骼肌 PGC-1琢 表

达的升高袁从而改善机体的能量代谢遥 本研究发现 H

组与 C 组相比袁PGC-1琢 蛋白表达水平下降袁 且呈极

其显著性差异袁这与上述几项研究结果保持一致遥 相

关研究发现袁 进行终身有氧运动干预直至衰老的大

鼠袁可以提高骨骼肌中 PGC-1琢 蛋白表达袁并通过与

上游分子 AMPK 的相互作用诱导自噬发生和抑制细

胞过度凋亡袁减少蛋白质降解袁进而预防或延缓肌肉

减少症发病率[21]遥 本研究发现经电刺激后 H2O2 干预

的衰老细胞中 PGC-1琢 蛋白表达显著提高袁 与 H2O2

干预的衰老对照组相比存在非常显著性差异袁 这表

明电刺激同运动刺激一样能够有效提升衰老细胞线

粒体 PGC-1琢 蛋白的含量袁 进而促进线粒体生物发

生袁且本研究中袁衰老细胞在进行电刺激后其 ATP 水

平和 PGC-1琢 蛋白含量都有所升高也证实了这一点遥

使用 H2O2 成功构建衰老骨骼肌肌管细胞模型袁
建立电刺激模拟肌管收缩的体外细胞模型袁 证明电

刺激可以有效提高衰老骨骼肌肌管细胞中 ATP 水

平和 PGC-1琢 蛋白表达水平遥
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