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不同香烟烟雾暴露强度对大鼠骨骼肌线粒体功能的影响 *
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摘要 目的：探讨不同烟熏暴露强度对大鼠外周骨骼肌线粒体功能的影响。方法：将 SD大鼠随机分成 4个组，分别接受正常空气

或 3个周期烟熏暴露(分别是 4周、8周、12周)。采用 western blot检测大鼠外周骨骼肌与线粒体生成有关的过氧化物酶体增殖物

激活受体酌共激活因子 1(PGC-1琢)以及涉及氧化磷酸化的细胞色素 c氧化酶(COX)4的蛋白表达，RT-PCR检测与线粒体氧化代

谢有关的 Sdhb、线粒体转录因子 A(TFAM)的基因表达以及比色法检测琥珀酸脱氢酶(SDH)活性，电镜检测线粒体形态结构的改

变。结果：香烟烟雾暴露能够下调大鼠伸趾长肌(EDL)PGC-1琢和 COX4的蛋白表达，PGC-1琢的表达下调呈明显的暴露强度依赖性。
香烟烟雾暴露能够诱发大鼠比目鱼肌 Sdhb、TFAM基因水平的下调，降低大鼠比目鱼肌 SDH活性并呈明显的暴露强度依赖性。

电镜显示香烟烟雾暴露诱发伸趾长肌线粒体发生空泡样变性。结论：香烟烟雾暴露诱发大鼠骨骼肌线粒体功能障碍，但该作用与

骨骼肌的纤维类型组成无明显相关性。
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Effects of Various Intensity Ranks of Cigarette Smoke Exposure on the
Mitochondrial Function in the Skeletal Muscles of Rats*

To investigate the effects of cigarette smoke exposure of various intensity ranks on mitochondrial function

during skeletal muscles in rats. Sprague Dawley rats were randomly divided into 4 groups and received normal air or one of

three durations of cigarette smoke exposure (4 weeks, 8 weeks and 12 weeks).Western blot was adopted to detect the protein expression

of peroxisome-proliferator-activated receptor-酌 coactivator-1 (PGC-1琢) and cytochrome c oxidase (COX) 4 related to mitochondrial bio-
genesis and oxidative phosphorylation respectively in peripheral skeletal muscle of rats. And the gene expressions of Sdhb and transcrip-

tion factor A of mitochondria (TFAM) associated with mitochondrial oxidative metabolism were assayed by RT-PCR. Succinate dehy-

drogenase (SDH) activity was assessed colorimetrically. Besides, electron microscopy can be uesd for morphological and ultrastructural

observation for mitochodria. Cigarette smoke exposure can downregulate the protein expressions of PGC-1琢 and COX4 during

extensor digitorum longus (EDL) of rats in a significant intensity-dependent manner. Cigarette smoke exposure induced the downregula-

tion of the gene expression of Sdhb and TFAM and reduced the SDH activity during soleus muscle of rats in a significant intensity- de-

pendent manner. Electron microscopy presents cigarette smoke exposure induced vacuolar degeneration during EDL.

Cigarette smoke exposure can induce the mitochondrial dysfunction in the skeletal muscles of rats, which is independent of the fiber type

compositon of skeletal muscles.
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前言

慢性阻塞性肺疾病 (chronic obstructive pulmonary disease,

COPD) 是一种以慢性气道炎症为特征的不完全可逆的阻塞性

气道疾病[1-3]。COPD患者除肺部病变以外，还有典型的全身临

床表现，包括骨质疏松与骨骼肌功能障碍[4]。骨骼肌功能障碍包

括骨骼肌萎缩以及纤维类型转变，导致个人活动能力以及生活

质量下降，已经发展为气流受限程度指标外的另一个影响
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COPD预后的因素[5,6]。

线粒体是细胞内的一个重要细胞器，在骨骼肌组织中通过

调节线粒体以及核基因组的基因转录产生与氧化磷酸化、钙离

子平衡、凋亡、产热相关的蛋白从而在能量制造、信号传导级联

等方面发挥着重要作用[7,8]。在生理环境下，线粒体在通过氧化

磷酸化生成 ATP的同时也产生了适量的反应性氧种类(reac-

tive oxygen species, ROS)[9,10]。线粒体的相对丰度在骨骼肌组织

中也反映了骨骼肌的纤维亚型，在Ⅰ型纤维中线粒体含量较

高，Ⅱ型纤维则较低。线粒体的含量与功能的改变在少肌症[11,12]、

肢体失用[13]诱发的骨骼肌萎缩模型中得到证实。然而，线粒体

功能障碍是否涉及 COPD并发的骨骼肌功能障碍尚不明确。

烟草是 COPD最为重要的致病原因[14-17]，骨骼肌的改变可

以发生在 COPD肺部病变的临床症状出现之前。因此，本研究

选取了 3个烟熏暴露周期构建香烟烟雾暴露的动物模型，模拟

COPD发生前后的骨骼肌改变，旨在探究不同程度的烟熏暴露

对骨骼肌线粒体功能的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

SD大鼠购于上海斯莱克(SLAC)实验动物公司，烟熏装置

自制而成。SDH活性检测试剂盒购于南京建成公司。Trizol、反

转录以及 QPCR 试剂均购于日本 TAKARA 公司。PGC-1琢、
COX4 抗体购自美国 Abacam 公司，GAPDH 抗体购自美国

santa cruz公司。辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗小鼠、兔抗体

均购自碧云天公司。检测 Sdhb、TFAM、GAPDH基因的上下游

引物均订购于上海生工。

1.2 大鼠 COPD模型的建立

将 24只 SPF级 SD雌性大鼠(体重约 200-220 g，年龄约 6

周)随机分入正常对照组、烟熏 4周(CS4w)组、烟熏 8周(CS8w)

组、烟熏 12周(CS12w)组，我们采用香烟烟熏法构建 COPD大

鼠模型。接受烟熏的大鼠模型每 6只置于烟熏装置，使其全身

被动接受香烟烟雾暴露。正常对照组大鼠每天吸入正常空气。

在实验终点统一进行大鼠的麻醉以及取材。分离伸趾长肌、比

目鱼肌并称重，取伸趾长肌中段留做电镜观察，剩余标本经液

氮速冻后转移到 -80℃冰箱。动物实验方案均经过上海交通大

学医学院附属新华医院伦理委员会批准同意后开展进行。

1.3 SDH活性检测

将比目鱼肌进行组织匀浆后，离心取上清,经蛋白浓度测

定后配制工作液，在 96孔板进行蛋白样品的加样后，继续加入

适量工作液，间隔 1分钟通过酶标仪检测吸光度的变化。

1.4 Real-time PCR检测

使用 Trizol试剂从比目鱼肌的组织匀浆液中提取 RNA，

将 1000ng的 RNA反转录为 cDNA，最后将得到的 cDNA进行

QPCR检测。本实验所需的目的基因(Sdhb、TFAM、GAPDH)上

下游引物包括：Sdhb 上游，5'-CCGATGGTGCTGGATGCTC-

TAATC-3' 和 下 游 ，5'-AGCGTGTTGCCTCCGTTGATG-3'；

TFAM 上游，5'-CGTGCTAAGAACACTGGGGC-3` 和下游，

5'-ACAGATAAGGCTGACAGGCGA-3'；GAPDH 上 游 ，

5'-GCAAGTTCAACGGCACAG-3'， 下 游 ，5'-GCAAGTA-

GACTCCACGACAT-3'。目的基因表达量是通过管家基因

GAPDH的表达 2-△ △ Ct计算得来。

1.5 Western blot检测

将伸趾长肌加入 RIPA裂解液进行组织匀浆，离心获取上

清，经 BCA法测定蛋白浓度，蛋白煮沸变性后行 SDS-PAGE

电泳。然后转移到 PVDF膜上，进行后续的 5%脱脂牛奶室温封

闭 2小时，一抗 4℃孵育过夜，二抗室温孵育 1小时以及曝光

显影。将 GAPDH作为内参对照，目的蛋白的灰度值经 GAPDH

灰度值校正后进行比较。

1.6 透射电子显微镜 (Transmission Electron Microscope, TEM)

观察

将伸趾长肌中段置于 2.5%戊二醛中 4℃固定过夜，经 1%

锇酸固定、乙醇脱水、环氧树脂包埋，即制成超薄切片。经 1%醋

酸双氧铀染色后观察线粒体的超微结构。

1.7 统计学分析

本实验涉及的全部数据用均数± 标准差(x± s)表示。组间
比较通过 SAS 9.2统计学软件的单因素方差分析完成。所有实

验过程至少重复 3次，每组设立 3个副孔。P<0.05认为差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 烟熏暴露导致骨骼肌重量下降

随着烟熏强度的增加，大鼠比目鱼肌出现了持续萎缩的改

变(图 1)，肌肉重量在 CS12w组达到最低水平[(30.862± 7.858)

mg/g vs(56.747± 1.807) mg/g，P<0.001]，并且 CS12w组比目鱼

肌的重量显著低于 CS8w组、CS4w组[(30.862± 7.858) mg/g vs

(45.747 ± 1.133) mg/g, P<0.01] [(30.862 ± 7.858) mg/g vs

(54.181± 1.748) mg/g, P<0.05]，比目鱼肌在 CS8w组的重量较

CS4w组及正常组减低[(45.747± 1.133) mg/g vs(54.181± 1.748)

mg/g, P<0.05] [(45.747± 1.133) mg/g vs (56.747± 1.807) mg/g,

P<0.05]，但 CS4w组大鼠比目鱼肌的重量与正常组之间未显示

统计学差异 [(54.181± 1.748) mg/g vs (56.747± 1.807) mg/g，

P>0.05])。

图 1 烟熏暴露对大鼠骨骼肌重量的影响

Fig.1 Effects of cigarette smoke exposure on the muscle weight in rats

注：图 1展示了正常对照组、CS4w组、CS8w组、CS12w组四组大鼠的

比目鱼肌称量后得到的湿重，并经 100g自身体重校正后得到的相对肌

肉重量。P*<0.05，P**<0.01，P***<0.001。
Notes: As presented in fig.1, the relative muscle weight for soleus during

rats in four groups including normal control, CS4w, CS8w and CS12w was

calculated by wet muscle weight normalized to corresponding body weight

of 100 gram. P*<0.05, P**<0.01, P***<0.001.
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2.2 烟熏暴露强度引起外周骨骼肌线粒体氧化功能的下降

PGC-1琢、COX4、Sdhb、TFAM涉及线粒体生成、氧化磷酸
化、线粒体 DNA(mitochondrial DNA,mtDNA)稳定的维持。随着

烟熏暴露时间的延长，与正常对照相比，PGC-1琢、COX4蛋白
水平表达 (图 2A、B) 基本呈下调趋势，差异有统计学意义

(0.935± 0.031 倍 , 0.920± 0.060 倍 , 0.677± 0.064 倍 , P<0.05)
(0.719± 0.096 倍，0.591± 0.076 倍，0.603± 0.049 倍 , P<0.05)。
PGC-1琢蛋白表达量在烟熏 12周后达到最低[(0.677± 0.064)倍

vs(1.062± 0.054)倍, P<0.001]。COX4在 CS12w组表达略高于

CS8w 组，但差异无统计学意义[(0.603± 0.049)倍 vs (0.591±

0.076)倍, P>0.05]，并且其表达量仍明显低于正常组,差异有显

著的统计学意义[(0.603± 0.049)倍 vs(0.922± 0.168)倍 , P<0.
01]。烟熏处理后，Sdhb的 mRNA水平(图 2C)在三组实验组的

比目鱼肌均低于正常对照组。在 CS4w组与 CS12w组的 Sdhb

mRNA 水平同正常组相比表达下调，差异有统计学意义 [

(0.657± 0.066)倍 vs 1, P<0.05], [(0.610± 0.262)倍 vs 1, P<0.05]。
但在 CS8w组 Sdhb的基因水平只显示下降趋势，未呈现统计

学差异[(0.729± 0.107)倍 vs 1, P>0.05]。另外，在 CS12w组的

Sdhb基因表达量低于 CS8w组，但在统计学水平上未显示出

差异[(0.610± 0.262)倍 vs (0.729± 0.107)倍, P>0.05)。与正常对
照相比，比目鱼肌的 TFAM的 mRNA水平(图 2C)通过烟熏暴

露作用持续下调 (0.844± 0.107 倍, 0.755± 0.094 倍 , 0.541±

0.068倍, P<0.05)，在 CS12w组表达量降至最低水平[(0.541±

0.068)倍 vs 1, P<0.001],且其表达量明显低于 CS4w组、CS8w

组，差异具有统计学意义[(0.541± 0.068)倍 vs (0.844± 0.107)

倍, P<0.05] [(0.541± 0.068)倍 vs (0.755± 0.094)倍, P<0.01]。在
与线粒体含量及氧化功能相关的 SDH活性水平上 (图 2D)，比

目鱼肌在烟熏 8周后开始出现明显的下降改变，并且 CS8w组

以及 CS12w组的 SDH活性水平都显著低于正常组和 CS4w

组，差异有统计学意义[CS8w vs Control, (14.020± 2.713) OD/min/

mgprot/ml vs (63.026 ± 15.399) OD/min/mgprot/ml, P<0.001]
[CS8w vs CS4w, (14.020 ± 2.713) OD/min/mgprot/ml vs

(60.621 ± 16.007) OD/min/mgprot/ml, P<0.01] [CS12w 组 vs

Control, (8.172± 2.981) OD/min/mgprot/ml vs (63.026± 15.399)

OD/min/mgprot/ml,P<0.001] [CS12w vsCS4w, (8.172± 2.981) OD/

min/mgprot/ml vs (60.621± 16.007)OD/min/mgprot/ml,P<0.001]。

图 2 不同烟熏暴露对外周骨骼肌线粒体功能的影响

Fig.2 Effects of various cigarette smoke exposure on the mitochondrial function for peripheral skeletal muscle

注：图 2A-C展示了来自正常对照组、CS4w组、CS8w组、CS12w组大鼠 EDL标本与线粒体生成以及氧化磷酸化相关的 PGC-1琢、COX4的蛋白表
达含量以及比目鱼肌的 Sdhb、TFAM的 mRNA水平改变。图 2D反映了来自四组大鼠的比目鱼肌通过比色法检测到的与线粒体含量相关的

SDH活性水平。图 2B、D：P*<0.05，P**<0.01, P***<0.001;图 2C：P*<0.05 vs正常对照组，P**<0.01 vs正常对照组, P***<0.001 vs正常对照组,

P#<0.05，P##<0.01。
Notes: As presented in fig.2A-C, the protein expression of PGC-1琢 and COX4 related to mitochondrial biogenesis and oxidative phosphorylation for EDL
together with the mRNA level of Sdhb and TFAM for soleus from rats in four groups including normal control, CS4w, CS8w and CS12w was revealed. As

shown in fig.2D, SDH activity associated with the mitochondrial contents was assessed colorimetrically in soleus from rats of four groups.

Fig.2B, D:P*<0.05, P**<0.01, P***<0.001; fig.2C: P*<0.05 versus normal control, P**<0.01 versus normal control, P***<0.001 versus normal control,

P#<0.05, P##<0.01.

2.3 烟熏暴露诱导线粒体发生空泡样变性

在 TEM镜下可见到的线粒体分为肌膜线粒体和肌纤维间

线粒体两种类型。本研究重点观察肌纤维间线粒体的结构改

变。随着烟熏暴露强度的增加，大鼠伸趾长肌的线粒体结构发

生了明显的空泡样改变(图 3)。在正常对照组，结构异常的线粒

体缺如。在 CS4w组，可见病变线粒体异常肿胀，线粒体膜内多

个空泡的形成，但线粒体的正常结构基本可以分辨。在 CS8w

组可见病变线粒体基本结构消失，整个线粒体呈空泡样改变。

在 CS12w组，线粒体的空泡样改变较 CS8w组更加显著，无法

分辨病变线粒体的正常形态。

3 讨论

烟草是 COPD发病的首要原因[18,19]。与Ⅱ型肌纤维相比，Ⅰ

型肌纤维线粒体、细胞色素、氧化酶含量以及活性均很高，

PGC-1琢的表达也较Ⅱ型纤维高[20]。因此，本研究选择的实验标

本分别为比目鱼肌和伸趾长肌，前者富含Ⅰ型纤维，后者富含

Ⅱ型纤维，从而探究不同烟熏暴露对不同纤维亚型为主的骨骼

肌线粒体功能的影响。

过氧化物酶体增殖物激活受体 酌 共激活因子 1(peroxi-

some-proliferator-activated receptor-酌coactivator-1, PGC-1琢)最初
被认为是过氧化物酶体增殖物激活受体 酌 (peroxisome-prolifer-
ator-activated receptor-酌, PPAR酌)的协同激活子，通过研究了解
到该分子能够与许多转录因子结合从而在线粒体生成、氧化代

谢的调节以及糖类、脂类、能量代谢平衡的维持等方面发挥重

要功能 [21]。同时，PGC-1琢被推测可能具有调节纤维类型转变
(Ⅱ→Ⅰ)以及抗肌肉萎缩的作用[21-24]。而我们的研究结果表明烟

熏暴露能够诱发 PGC-1琢表达的下调，与在癌症恶病质、肾衰
竭、糖尿病诱导的骨骼肌萎缩的啮齿类动物模型中观察到

PGC-1琢 mRNA表达水平的下降[25,26]基本相符，提示 COPD病

人的骨骼肌萎缩与纤维类型转变可能与PGC-1琢的表达下调有
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关。但在该香烟烟雾暴露的大鼠模型中，引起 PGC-1琢表达下
调以及与 PGC-1琢有关的调控骨骼肌功能障碍的分子机制尚
不明确。考虑到动物实验涉及到的个体的复杂性以及分子通路

的多样性以及交互性，单纯使用烟熏干预而没有对 PGC-1琢进
行敲除或过表达，很难说明该基因参与动物表型的改变。所以

需要在香烟烟雾干预下骨骼肌萎缩的基因敲除和过表达的动

物模型或者是肌管萎缩的细胞体外模型中进一步探讨涉及

COPD骨骼肌功能障碍的分子机制。

细胞色素 c氧化酶(Cytochrome c oxidase, COX)复合物是

由mtDNA和细胞核 DNA编码得到的 13个亚基共同组成的其

中一种呼吸链酶复合体[20,27]，在氧化磷酸化代谢过程中负责将

电子从细胞色素 c传递给氧，COX4是该酶复合物其中的一个

亚基，表达水平能够反映线粒体氧化代谢。Sdhb能够编码线粒

体呼吸链酶复合体Ⅱ，其表达与线粒体呼吸功能有关。线粒体

转录因子 A (transcription factor A ofmitochondria, TFAM)能够调

控mtDNA编码的 13个电子传递链 (electrontransportchain,ETC)

亚基的转录，同时也能够控制线粒体 DNA的复制与稳定[28,29]。

另外，SDH是构成线粒体呼吸链的重要酶成分[30]，所以本实验

选择 COX4、Sdhb、TFAM的表达水平以及 SDH活性衡量线粒

体氧化磷酸化功能。通过实验发现，烟熏暴露能够诱发伸趾长

肌的 COX4蛋白表达以及比目鱼肌的 Sdhb、TFAM的基因表

达的明显下调，表明烟熏暴露损害大鼠外周骨骼肌线粒体的氧

化呼吸功能，并且该改变与骨骼肌的纤维类型组成无关。

通过香烟烟雾暴露，大鼠的比目鱼肌出现了明显的萎缩改

变。与正常对照组相比，伸趾长肌 COX4、PGC-1琢蛋白表达下
调，比目鱼肌 Sdhb、TFAM基因表达下调以及 SDH活性下降，

结合电镜显示的伸趾长肌的线粒体空泡样变性，表明香烟烟雾

暴露能够诱发骨骼肌的线粒体功能障碍，且该作用与骨骼肌纤

维类型无关。考虑到线粒体在能量代谢的重要调控作用，所以

该研究结果为 COPD并发的骨骼肌萎缩与纤维类型转变的机

制研究提供了线索。

4 结论

香烟烟雾暴露诱发大鼠骨骼肌的线粒体功能障碍，但该作

用与骨骼肌的纤维类型组成无明显相关性。
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