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摘 要摘 要：本研究旨在探讨离心跑台运动对大鼠骨骼肌适应性肥大的影响及其机制。选取 3月龄Sprague Dawley (SD)大鼠 32

只，据体重随机分为四组：2周安静对照组(2C)、2周下坡跑运动组(2E)、4周安静对照组(4C)和4周下坡跑运动组(4E)。运动

组大鼠下坡跑方案为：坡度−16 °，跑速16 m/min，训练时间90 min，每周训练5 d。末次训练24 h后让4组大鼠均进行一次

力竭跑台运动，休息48 h后处死所有大鼠，取腓肠肌待测。用HE染色测量肌纤维横截面积与直径，用透射电镜观察肌纤维

超微结构变化，用嘌呤霉素表面标记翻译法测定蛋白质合成率，用免疫荧光双标法检测溶酶体关联膜蛋白 2 (lysosomal-

associated membrane protein 2, Lamp2)-亮氨酰-tRNA合成酶(leucyl-tRNA synthetase, LARS)、Lamp2-哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin, mTOR)共定位情况，用免疫印迹法测定肌球蛋白重链(myosin heavy chain, MHC) IIb和LARS

蛋白表达及 mTOR、p70 核糖体蛋白 S6 激酶(p70 ribosomal protein S6 kinase, p70S6K)和真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1 

(eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1, 4E-BP1)磷酸化水平。结果显示，与2C组大鼠相比，2E组大鼠腓肠

肌湿重、腓肠肌湿重/体重比值、跑距、运动时间、运动前与运动后血乳酸水平、肌原纤维蛋白质含量、Lamp2-LARS和

Lamp2-mTOR共定位水平和LARS蛋白表达显著提高；除了上述变化外，与4C组大鼠相比，4E组大鼠还表现出肌纤维横截面

积、直径、蛋白质合成率、mTOR、p70S6K及4E-BP1磷酸化水平显著提高；与安静对照组相比，运动组大鼠腓肠肌表现出

超微结构损伤，其中4E组更为明显。以上结果表明，离心跑台运动可能通过上调LARS表达促进mTOR转位至溶酶体膜而活

化，并经mTOR-p70S6K-4E-BP1信号转导通路上调蛋白质合成速率，促进蛋白质沉积，从而诱发适应性骨骼肌肥大。尽管骨

骼肌超微结构变化更为明显，但短期运动期限内相对较长的训练周期所产生的促腓肠肌蛋白质合成与适应性肥大效果更为显著。
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Abstract: The present study aimed to investigate the effects of eccentric treadmill exercise on adaptive hypertrophy of skeletal 

muscle in rats. Thirty-two 3-month-old Sprague Dawley (SD) rats were selected and randomly assigned to one of the four groups 

based on their body weights: 2-week quiet control group (2C), 2-week downhill running exercise group (2E), 4-week quiet control 

group (4C), and 4-week downhill running exercise group (4E). The downhill running protocol for rats in the exercise groups involved 
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slope of −16°, running speed of 16 m/min, training duration of 90 min, and 5 training sessions per week. Twenty-four hours after the 

final session of training, all the  four groups of rats underwent an exhaustion treadmill exercise. After resting for 48 h, all the rats 

were euthanized and their gastrocnemius muscles were harvested for analysis. HE staining was used to measure the cross-sectional 

area (CSA) and diameter of muscle fibers. Transmission electron microscope was used to observe the ultrastructural changes in 

muscle fibers. Purithromycin surface labeling translation method was used to measure protein synthesis rate. Immunofluorescence 

double labeling was used to detect the colocalization levels of lysosomal-associated membrane protein 2 (Lamp2)-leucyl-tRNA syn‐

thetase (LARS) and Lamp2-mammalian target of rapamycin (mTOR). Western blot was used to measure the protein expression levels 

of myosin heavy chain (MHC) IIb and LARS, as well as the phosphorylation levels of mTOR, p70 ribosomal protein S6 kinase 

(p70S6K), and eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 (4E-BP1). The results showed that, compared with the 2C 

group rats, the 2E group rats showed significant increases in wet weight of gastrocnemius muscle, wet weight/body weight ratio, run‐

ning distance, running time, pre- and post-exercise blood lactate levels, myofibrillar protein content, colocalization levels of Lamp2-

LARS and Lamp2-mTOR, and LARS protein expression. Besides these above changes, compared with the 4C group, the 4E group 

further exhibited significantly increased fiber CSA, fiber diameter, protein synthesis rate, and phosphorylation levels of mTOR, 

p70S6K, and 4E-BP1. Compared with the quiet control groups, the exercise groups exhibited ultrastructural damage of rat gastrocne‐

mius muscle, which was more pronounced in the 4E group. These findings suggest that eccentric treadmill exercise may promote 

mTOR translocation to lysosomal membrane, activating mTOR signaling via up-regulating LARS expression. This, in turn, increases 

protein synthesis rate through the mTOR-p70S6K-4E-BP1 signaling pathway, promoting protein deposition and inducing adaptive 

skeletal muscle hypertrophy. Although the ultrastructural changes of skeletal muscle are more pronounced, the relatively long training 

cycles during short-term exercise periods have a more significant effect on promoting gastrocnemius muscle protein synthesis and 

adaptive hypertrophy.
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骨骼肌的肌肉蛋白质合成(muscle protein synthesis, 

MPS)和降解(muscle protein breakdown, MPB)之间的

差异指示着净蛋白质平衡(net protein balance, NPB)

状态，其动态平衡对于骨骼肌质量的维持与增长具

有关键影响[1]。若MPS昼夜波动与MPB相当，肌肉

质量得以保持；而当MPS水平超过MPB导致NPB

呈正值时，骨骼肌蛋白质沉积增加并继发导致肌纤

维体积增长；反之，若MPB水平超过MPS使NPB

呈负值，则会诱发骨骼肌蛋白质含量减少并使萎缩

加剧[2]。除恶病质与糖尿病等慢性消耗性疾病患者

外，普通健康人群骨骼肌的维持与增长主要取决于

MPS的变化[3]。因此，如何有效地维持较高水平的

MPS，始终是学界关注的重点研究课题。

运动是强有力的MPS刺激，在促进骨骼肌肥大

和防治骨骼肌萎缩方面均具有重要潜力[4]。运动可

根据分类标准的不同而分为有氧运动、无氧运动、

抗阻运动及高强度间歇运动等多种形式。其中，抗

阻运动是学界用于诱导适应性骨骼肌肥大的常用方

法，但近年来有研究显示，有氧运动亦可诱导MPS

的增加，从而产生骨骼肌适应性肥大与功能促进[5]。

运动过程往往包含向心与离心运动两个时相，离心

运动不等同于骨骼肌的单纯离心收缩[6]，越来越多

的研究表明，离心性运动诱导骨骼肌肥大与力量促

进的效果较向心性运动可能更为显著[7‒13]。然而，

亦有报道表明，长时间和/或高强度的离心运动可能

会导致肌肉损伤和运动能力的下降[11, 14]。就下坡跑

等离心运动模式而言，学界主要致力于探讨其与骨

骼肌微细结构损伤及延迟性肌肉酸痛之间的关联，

其对于骨骼肌MPS的影响却仍不清楚，相关分子机

理也不明了。此外，考虑到健康骨骼肌对机械刺激

的适应能力，通过离心运动究竟是否能够诱发骨骼

肌MPS与适应性肥大？离心运动对骨骼肌功能的影

响是否最终表现为积极的促进效应？这些问题有待

进一步研究。

在离心运动期间，骨骼肌会受到牵拉和超负荷

的影响，促使骨骼肌发生离心收缩和微细结构损

伤[16]，进而诱发一系列分子事件，包括激活控制

MPS的关键信号通路，即哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin, mTOR)信号转导通

路[17]。mTOR在响应运动与氨基酸营养等合成代谢

刺激时，能够从胞质内转位至溶酶体表面而活化，

从而介导调节位于其下游的靶蛋白 p70核糖体蛋白

S6 激酶(p70 ribosomal protein S6 kinase, p70S6K)与

真 核 翻 译 起 始 因 子 4E 结 合 蛋 白 1 (eukaryotic 
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translation initiation factor 4E binding protein 1, 4E-

BP1)表达，控制翻译的起始与延伸，在蛋白质合成

的调节机制中发挥重要作用[18]。尽管mTOR对机械

运动刺激与营养水平的变化高度敏感，其本身却并

不具有营养感应的作用，其上游蛋白质作为限速环

节参与其中[19]。研究表明，氨基酰-tRNA合成酶尤

其是亮氨酰 -tRNA 合成酶 (leucyl-tRNA synthetase, 

LARS)可能通过其非经典功能调节骨骼肌营养感

应，促进mTOR的溶酶体转位活化，从而对骨骼肌

MPS产生重要影响[19]。

为探究离心跑台运动对骨骼肌MPS的影响，本

研究对大鼠分别进行 2周或 4周下坡跑离心运动干

预(设置 2周和 4周是为了观察是否存在不同时程变

化)，检测运动后骨骼肌MPS、MBP、适应性肥大反

应及LARS/mTOR信号通路相关蛋白表达的差异性

变化，以期为相关运动干预模式在运动训练实践及

临床转化医学领域的应用提供可参考的理论依据。

11　　材料和方法材料和方法

11..11　　实验动物与分组实验动物与分组

本研究动物实验方案获得温州大学动物福利与

伦理委员会批准(WZU-2022-053号)。同批次 3月龄

SPF级雄性Sprague Dawley (SD)大鼠 32只由成都达

硕实验动物科技有限公司提供，使用许可证号：

SYXK(川)2018-211。大鼠按组别分笼饲养，自由摄

食摄水。动物饲养环境：通风，室温20~25 ℃，湿

度40%~70%，室内灯光照明按照12 h光暗周期节律

切换。所有大鼠适应性喂养 3 d后，据体重随机纳

入2周安静对照组(2-week control, 2C, n = 8)、2周下

坡跑离心运动组(2-week eccentric treadmill, 2E, n = 

8)、4周安静对照组(4-week control, 4C, n = 8)和4周

下坡跑离心运动组 (4-week eccentric treadmill, 4E, 

n = 8)。

在正式干预前，2E和 4E组大鼠均在小动物跑

台进行5 d适应性训练。具体适应方案为：第1天跑

台坡度为 0 °，跑速 16 m/min，运动 10 min；第 2天

坡度为−5°，跑速和运动时间不变；第3~5天则将坡

度调整为−10 °。适应结束并休息 3 天后，参考

Armstrong等[20]的报道施加 2周或 4周正式离心跑台

运动干预，运动方案为：坡度−16 °，跑速 16 m/

min，训练时间 90 min，每周训练 5天。2C和 4C组

大鼠不安排运动，任其自由活动。

本研究中，2C与2E组大鼠、4C与4E组大鼠分

别完成 2周与 4周干预后处死取材。具体而言，2E

与4E组大鼠在完成各自末次训练后24 h，全部4组

大鼠均进行 1次力竭跑台运动(跑台坡度 8.5°，初始

速度 11 m/min，每 5 min跑速增加 3 m/min，最大跑

速26 m/min)，为避免力竭运动对蛋白质代谢的急性

影响，所有大鼠休息 48 h 后腹腔注射戊巴比妥钠

(35 mg/kg)进行麻醉，15 min后腹腔注射嘌呤霉素

(40 nmol/g)进行 MPS 标记，35 min 后处死全部大

鼠。快速分离双侧腓肠肌，剪净筋膜和肌腱后进行

称重，剪取部分肌样投入 4%中性多聚甲醛进行固

定，其余肌肉样品经液氮速冻后−80 ℃保存待测。

11..22　　主要实验仪器与试剂主要实验仪器与试剂

主要实验仪器：小动物跑台 (江苏赛昂斯

SA101)，电泳槽(美国Bio-Rad 1658001)，电泳仪(美

国 Bio-Rad 1658001)，凝胶成像系统(美国 Bio-Rad 

GelDoc EZ)，冰冻切片机(德国Leica CM 1850)，激

光共聚焦显微镜(德国Leica TCS SP8)。主要实验试

剂：组织裂解液、4%多聚甲醛、PBS及TBS均购

自广州白鲨；5% BSA购自德国BioFroxx；戊巴比

妥钠购自福州飞净；嘌呤霉素购自美国TopScience；

抗嘌呤霉素抗体购自美国Kerafast；抗溶酶体关联

膜蛋白 2 (lysosomal-associated membrane protein 2, 

Lamp2)抗体购自美国 Invitrogen；抗LARS、mTOR、

p-mTORSer2448、 p70S6K、 p-p70S6KThr389、 4E-BP1、

p-4E-BP1Thr37/46抗体均购自美国CST；抗GAPDH抗

体购自美国Santa Cruz；山羊抗小鼠 IgG H&L (HRP)

与山羊抗兔 IgG H&L (HRP)均购自北京中杉金桥；

肌球蛋白重链(myosin heavy chain, MHC) IIb蛋白抗

体购自武汉三鹰；BCA蛋白定量试剂盒与苏木素-

伊红(hematoxylin and eosin, H&E)染色试剂盒均购自

上海碧云天。

11..33　　力竭跑距力竭跑距、、时长及测试前后血乳酸水平时长及测试前后血乳酸水平

在力竭测试前与测试后即刻取尾静脉血，采用

h/p/Cosmos Sirius便携式乳酸测试仪及配套试剂条

测定血乳酸值，记录各组大鼠力竭跑距与时长。

11..44　　肌纤维横截面积与直径肌纤维横截面积与直径

剪取腓肠肌样放入 4%中性多聚甲醛中进行固

定，常规石蜡包埋后切片，厚度为 7~8 μm。行HE

染色，光镜拍照，Image Pro Plus 6.0软件测量肌纤

维横截面积与直径。

11..55　　腓肠肌纤维超微结构腓肠肌纤维超微结构

取各组大鼠腓肠肌制备电镜样品，戊二醛固

定，四氧化锇再固定。丙酮溶液脱水，环氧树脂包埋
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后，制备超薄切片。醋酸铀和枸橼酸铅染色液染色，

采用透射电镜观察骨骼肌纤维超微结构并采集图像。

11..66　　肌原纤维蛋白定量肌原纤维蛋白定量

定量方法参考已发表文献[21]，将待测腓肠肌样

在 5% 预冷缓冲液中进行匀浆后以 600 g 转速离心

20 min，分离并收集富含肌原纤维蛋白的沉淀物。

BCA法进行蛋白定量。蛋白含量采用蛋白(mg)/湿

重(g)表示。

11..77　　腓肠肌蛋白质合成率腓肠肌蛋白质合成率

取肌肉样品匀浆，匀浆4 °C离心，并将含20 μg

蛋白质的样品转移至SDS-聚丙烯酰胺凝胶。将蛋白

质从凝胶转移至PVDF膜，封闭后 4 °C条件下用抗

嘌呤霉素抗体孵育过夜，抗体稀释比为 1:2000。

TBS-T洗膜，并在HRP二抗中孵育 1 h。使用ECL

试剂化学发光，ImageJ分析条带灰度值，蛋白质合

成率 = 目的蛋白表达/内参(GAPDH)。

11..88　　LampLamp22-LARS-LARS与与LampLamp22-mTOR-mTOR共定位共定位

腓肠肌样品在 4% 多聚甲醛中固定后再使用

PBS 漂洗，切片 7~8 μm，免疫组化笔标记样本范

围。分别滴加5%山羊血清稀释的抗Lamp2、LARS

和mTOR抗体(均1:100)和二抗(1:200)进行孵育。激

光共聚焦显微镜下激发样本，在相同参数下，每张

切片随机采集 8个视野形成免疫荧光双标图像，随

后使用 Image Pro Plus 6.0 进行分析，得到图片的

IOD值后，再用Pearson's相关性分析对红-绿共定位

参数进行统计检验。

11..99　　免疫印迹免疫印迹

对腓肠肌样品进行蛋白抽提后，BCA蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度。配制 8%和 12%的分离胶以

及 5%的浓缩胶。待测蛋白样品放入电泳槽中后据

预染Marker确定电泳停止时间。随后转膜，待转膜

完成后，再将膜浸入含浓度为3% BSA的TBST中，

并在室温条件下轻摇 60 min，然后在TBST中洗膜

10 min，重复 3 次。一抗孵育过夜，各抗体的稀

释 比 分 别 为 ： mTOR 1:1000、 p-mTOR 1:500、

p70S6k 1:10000、p-p70S6k 1:500、4E-BP1 1:10000、

p-4E-BP1 1:10000、MHC IIb 1:1000、LARS 1:1000、

GAPDH 1:20000。二抗孵育，山羊抗兔 IgG H&L 

(HRP)稀释比为 1: 20000，山羊抗小鼠 IgG H&L 

(HRP)稀释比为 1:10000。使用 ECL试剂化学发光，

ImageJ分析条带灰度值，以GAPDH为内参蛋白，计

算目的蛋白的相对表达水平。

11..1010　　数据处理与统计检验数据处理与统计检验

所有实验数据均使用 SPSS 28.0进行处理，采

用图形法(直方图和 Q-Q 图)与计算法(Shapiro-Wilk

检验)进行正态分布检验。若数据呈严重偏态，对数

据进行转换后再次统计。对运动方式因素(安静对照

组、下坡跑离心运动组)和时长因素(2周运动、4周

运动)的主效应及两者的交互效应进行双因素方差分

析。各组间单独效应采用单因素方差分析进行统

计：Levene分析进行方差齐性检验，若方差齐性，

组间多重比较采用LSD法；若方差不具齐性，则将

数据进行转换后再作齐性检验。若数据经转换后方

差已具齐性，同上采用LSD法进行事后检验；若转

换后仍不具齐性，则接受方差不齐假设，直接采用

Tamhane's T2基于 t检验的保守成对比较结果。所有

数据均采用mean ± SD表示，当P < 0.05时认为数据

差异具有统计学意义。

22　　结果结果

22..11　　力竭跑距力竭跑距、、时间及血乳酸的比较时间及血乳酸的比较

各组大鼠力竭跑距、时间与血乳酸的变化及比

较如图 1所示。运动和时长因素的主效应检验结果

显示，两因素对力竭跑距和运动时间均有显著影响

(P < 0.01)。此外，时长因素对力竭运动前后血乳酸

水平亦有显著影响(P < 0.05)。对两因素的交互效应

进行检验，结果显示二者交互对于力竭跑距及运动

后血乳酸水平具有显著影响(P < 0.05)，即运动和时

长因素对力竭跑距及力竭运动后血乳酸水平产生显

著的联合作用。单独效应分析结果显示：与 2C组

相比，2E组力竭跑距、时间及力竭运动前和运动后

血乳酸水平均显著提高(P < 0.05或P < 0.01)；与4C

组相比，4E 组力竭跑距和时间亦显著提高 (P < 

0.01)，而力竭运动前和运动后血乳酸水平没有明显

变化；此外，4E组力竭跑距、时间及力竭运动前后

血乳酸水平较2E组则显著降低(P < 0.01) (图1)。

22..22　　腓肠肌湿重和湿重腓肠肌湿重和湿重//体重比值的变化体重比值的变化

如图 2所示，就运动方式和运动时长的主效应

检验而言，结果显示两因素仅对腓肠肌湿重有显著

影响(P < 0.05)，运动方式因素亦仅对湿重/体重比值

具有显著影响(P < 0.01)。对两因素交互效应进行检

验发现，二者交互并不显著(P > 0.05)，即不同干预

方式(运动或安静)对大鼠腓肠肌湿重和湿重/体重比

值影响不明显。单独效应分析结果显示：与 2C组

相比，2E组大鼠腓肠肌湿重和湿重/体重比值显著
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增加(P < 0.05)；4E组较 4C组亦观察到相同组间变

化趋势(P < 0.01)；此外，4E组大鼠腓肠肌湿重较

2E组亦见显著增加(P < 0.01)。

22..33　　腓肠肌形态学的变化腓肠肌形态学的变化

各组大鼠腓肠肌纤维横截面积和直径如图 3所

示。就运动方式因素和时长因素的主效应检验而

言，结果显示两因素对大鼠腓肠肌纤维横截面积和

直径均有显著影响(P < 0.05)，但两因素的交互效应

并不显著(P > 0.05)。单独效应分析结果显示，与4C

组相比，4E组大鼠腓肠肌纤维横截面积和直径显著

增加(P < 0.01)，且 4E组腓肠肌纤维横截面积和直

径较2E组亦见显著增加(P < 0.05)。

22..44　　腓肠肌超微结构的变化腓肠肌超微结构的变化

用透射电镜观察各组大鼠腓肠肌结构，结果显

示，2C组和4C组大鼠腓肠肌肌原纤维均排列整齐，

肌节排列规律、结构及形态均完整正常，Z线连续、

清晰且完整，I带与A带界限区域清晰可见，M线、

图 1. 离心跑台运动后各组力竭跑距、时间及血乳酸的变化

Fig. 1. Exhaustive exercise distance, exercise duration, and 

blood lactate changes after eccentric treadmill exercise in differ‐

ent groups. A: Exhaustive exercise distance. B: Exhaustive exer‐

cise duration. C: Blood lactate level before exhaustive exercise. 

D: Blood lactate level after exhaustive exercise. Mean ± SD, n = 

8. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 2C group; ##P < 0.01 vs 4C group; 
&&P < 0.01 vs 2E group.  2C: 2-week quiet control group; 2E: 2-

week downhill running exercise group; 4C: 4-week quiet control 

group; 4E: 4-week downhill running exercise group.

图 2. 离心跑台运动后各组腓肠肌湿重及湿重/体重比值

Fig. 2. Gastrocnemius wet weight (A) and wet weight to body 

weight ratio (B) after eccentric treadmill exercise in different 

groups. Mean ± SD, n = 8. *P < 0.05 vs 2C group; ##P < 0.01 vs 

4C group; &&P < 0.01 vs 2E group. Group names shown in Fig. 1.

图 3. 离心跑台运动后各组腓肠肌形态学的变化

Fig. 3. Morphological changes of gastrocnemius after eccentric 

treadmill exercise in different groups detected by HE staining. 

A: Representative microscopic images. Scale bar, 100 μm. B: 

Cross-sectional area (CSA) of gastrocnemius muscle fibers; C: 

Fiber diameter of gastrocnemius muscle. Mean ± SD, n = 8. 
##P < 0.01 vs 4C group; &P < 0.05 vs 2E group. Group names 

shown in Fig. 1.
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H带亦清晰可见。2E组和 4E大鼠腓肠肌超微结构

与形态发生改变，肌原纤维排列不齐，肌节排列不

规律，Z线不连续、发生断裂，I带与A带对比度下

降、界限模糊不清，此外，4E组较 2E组微细结构

变化更为明显(图4)。

22..55　　腓肠肌肌原纤维蛋白质含量的变化腓肠肌肌原纤维蛋白质含量的变化

各组大鼠腓肠肌蛋白质含量如图 5所示。运动

方式因素和时长因素的主效应检验结果显示，两因

素对大鼠腓肠肌肌原纤维蛋白质含量具有显著影响

(P < 0.01)，但两因素交互效应对其未见显著影响

(P > 0.05)。单独效应分析结果显示，与2C组相比，

2E组大鼠腓肠肌肌原纤维蛋白质含量显著增加(P < 

0.01)；4E组腓肠肌肌原纤维蛋白质含量显著高于

4C组(P < 0.01)与2E组(P < 0.01)。

22..66　　腓肠肌蛋白质合成率的变化腓肠肌蛋白质合成率的变化

经 2周或 4周不同处理，各组大鼠腓肠肌蛋白

质部分合成率 (fractional synthesis rates of proteins, 

FSR)如图 6所示。MPS通常由FSR所反映，FSR指

特定时间内新合成蛋白质占总蛋白质池比例，MPS

则是对肌肉组织中蛋白质合成过程的整体描述。由

于嘌呤霉素可整合至新合成的多肽链中阻止肽链延

长，因此其结合蛋白质数量可反映骨骼肌FSR。就

运动方式因素和时长因素的主效应检验而言，结果

显示仅运动方式因素对 FSR 具有显著影响 (P < 

0.01)，且两因素交互并不显著(P > 0.05)。单独效应

分析结果显示(图 6B)：与 4C组相比，4E组 FSR显

著增加(P < 0.05)。此外，与 2E组相比，4E组 FSR

亦见显著增加(P < 0.05)。

22..77　　腓肠肌腓肠肌 LampLamp22-LARS-LARS 和和 LampLamp22-mTOR-mTOR 的共定的共定

位变化位变化

运动方式和时长因素的主效应检验结果显示，

两因素对大鼠腓肠肌中 Lamp2-LARS 和 Lamp2-

图 5. 离心跑台运动后各组腓肠肌蛋白质含量

Fig. 5. Protein contents in gastrocnemius after eccen‐

tric treadmill exercise in different groups. Mean ± SD, 

n = 8. **P < 0.01 vs 2C group; ##P < 0.01 vs 4C group; 
&&P < 0.01 vs 2E group. Group names shown in Fig. 1.

图 6. 离心跑台运动后各组腓肠肌蛋白质部分合成率(FSR)

Fig. 6. Changes of fractional synthesis rates of proteins (FSR) in gastrocne‐

mius after eccentric treadmill exercise detected by Western blot. A: Repre‐

sentative blot images. B: Statistical result of FSR. Mean ± SD. n = 3. #P < 

0.05 vs 4C group; &P < 0.05 vs 2E group. Group names shown in Fig. 1.

图 4. 离心跑台运动后各组腓肠肌超微结构的变化

Fig. 4. Changes of the ultrastructure of gastrocnemius after eccentric treadmill exercise in different groups detected by transmission 

electron microscope. Scale bar, 1 μm. Group names shown in Fig. 1.
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mTOR共定位水平均具有显著影响(P < 0.01)，但两

因素的交互效应对其产生的影响均不显著。单独效

应分析结果显示：免疫荧光双标染色结果显示，相

对 2C组，2E组大鼠腓肠肌Lamp2-LARS和Lamp2-

mTOR 共定位水平显著升高；而 4E 组大鼠腓肠肌

Lamp2-LARS和Lamp2-mTOR共定位水平显著高于

2E组和4C组(图7)。

22..88　　蛋白合成代谢关键蛋白表达和蛋白合成代谢关键蛋白表达和//或磷酸化表达的或磷酸化表达的

变化变化

各组大鼠腓肠肌 MHC IIb、LARS 蛋白表达水

平和 mTOR、p70S6K 及 4E-BP1 磷酸化水平如图 8

所示。运动方式和时长两因素对LARS的蛋白表达

均具有显著影响(P < 0.01)，但仅运动方式因素对

MHC IIb蛋白表达水平和mTOR、p70S6K及4E-BP1

磷酸化水平有显著影响(P < 0.05)。对两因素的交互

效应进行检验，结果显示二者交互作用并不显著

(P > 0.05)。单独效应分析结果显示：与2C组相比，

2E组仅LARS蛋白表达水平显著上调(P < 0.01)，其

它各蛋白质的蛋白表达或磷酸化水平均无明显变

化；与 4C组相比，4E组MHC IIb蛋白表达的差异

图 7. 各组离心跑台运动后腓肠肌中Lamp2-LARS和Lamp2-mTOR共定位

Fig. 7. Colocalization of lysosomal-associated membrane protein 2 (Lamp2)-leucyl-tRNA synthetase (LARS) and Lamp2-mamma‐

lian target of rapamycin (mTOR) in the gastrocnemius after eccentric treadmill exercise detected by immunofluorescence staining. 

A: Representative immunofluorescent images. B: Lamp2-LARS colocalization. C: Lamp2-mTOR colocalization. Mean ± SD. n = 4. 
**P < 0.01 vs 2C group; ##P < 0.01 vs 4C group; &&P < 0.01 vs 2E group. Scale bar, 5 μm. Group names shown in Fig. 1.
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虽不具有统计学意义，但就均值而言亦有增长

(0.132 vs 0.253, P = 0.053)，具有边缘显著特征；

LARS蛋白表达水平、mTOR、p70S6K及4E-BP1磷

酸化水平均显著上调(P < 0.05 或 P < 0.01)。此外，

就LARS蛋白表达水平而言，4E组较2E组亦见显著

上调(P < 0.01)。

33　　讨论讨论

33..11　　下坡跑离心运动诱发的骨骼肌适应性变化下坡跑离心运动诱发的骨骼肌适应性变化

离心运动会导致骨骼肌超微结构发生改变，如

肌原纤维断裂和肌肉功能受损等[22]。前人早期的大

量报道[20, 23‒26]及近年研究结果[27, 28]均表明，因离心

运动而受损的肌肉发生了显著的超微结构变化，最

常见的变化包括：Z线的流动和变宽、肌节间相互

错位、肌节过度伸展或半肌节区域以及肌丝的区域

性紊乱。本研究亦通过电镜观察到 2E组和 4E组大

鼠腓肠肌微细结构受损，且 4E组较 2E组微细结构

变化更为明显，提示所采用的下坡跑运动较好地模

拟了骨骼肌离心运动，导致大鼠腓肠肌超微结构损

伤与紊乱，且较长运动周期所造成的损伤更为明显。

骨骼肌湿重在研究骨骼肌代谢、MPS和肌肉疾

病诊断等方面均具有重要意义[29, 30]。研究显示，电

刺激诱导的离心运动组大鼠骨骼肌(包括比目鱼肌、

胫骨前肌和腓肠肌内侧头)湿重均显著高于安静对照

组[31‒33]，但鲜见下坡跑离心运动模式对于骨骼肌湿

重影响方面的报道。Chen等[34]将小鼠随机纳入安静

对照组、游泳组和下坡跑离心运动组，每周训练6 d，

共计 8周，游泳组小鼠每天训练 50 min，下坡跑离

图 8. 各组离心跑台运动后蛋白质合成相关蛋白表达或磷酸化水平

Fig. 8. Expression levels or phosphorylation ratios of protein synthesis related proteins after eccentric treadmill exercise in different 

groups detected by Western blot. A: Representative blot images. B, C: Protein expression levels of myosin heavy chain (MHC) IIb (B) 

and leucyl-tRNA synthetase (LARS, C). D-F: Phosphorylation levels of mammalian target of rapamycin (mTOR, D), p70 ribosomal 

protein S6 kinase (p70S6K, E) and eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 (4E-BP1, F). Mean ± SD. n = 3. **P < 

0.01 vs 2C group; #P < 0.05 vs 4C group; ##P < 0.01 vs 4C group; &&P < 0.01 vs 2E group. Group names shown in Fig. 1.
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心运动组小鼠的训练方案为 0.8 km/h，50 min，坡

度−9°，结果显示，与安静对照组相比，游泳组小

鼠腓肠肌内侧头湿重无显著差异，而下坡跑离心运

动组小鼠的腓肠肌内侧头湿重显著增加(P < 0.01)。

上述研究结果均提示，离心运动对于骨骼肌湿重的

增加具有促进作用，间接反映了骨骼肌的适应性肥

大变化。本研究结果与前述报道一致。不仅各运动

组大鼠腓肠肌湿重与湿重/体重比值均较各自对照组

大鼠显著增长，且 4E组较 2E组大鼠腓肠肌湿重增

长亦有统计学意义，提示下坡跑离心运动具有促进

腓肠肌适应性肥大的作用。

骨骼肌纤维横截面积与直径是判断骨骼肌适应

性肥大发生与否的关键指标[35, 36]。Carter 等[37]让小

鼠在跑台以 20 °倾角进行上坡或下坡跑至力竭，在

运动结束后第0、3和7天取样检测，结果显示，上

坡跑后，小鼠的比目鱼肌纤维横截面积显著增加，

而趾长伸肌仅在运动后第 0天显示纤维横截面积增

加；下坡跑后，小鼠比目鱼肌未见明显变化，而趾

长伸肌则没有观察到任何形态学上的差异。Lueders

等[38]让野生型小鼠进行7 d下坡跑离心运动(−20°, 17 

m/min, 60 min)后取腓肠肌与比目鱼肌进行检测，亦

未见平均肌纤维横截面积改变。且Zou等人[39]的 4

周动物实验亦观察到了类似结果。但是，Bontemps

等[40]让12名未经训练的健康年轻人参加为期4周且

总计为 10次的下坡跑离心运动(倾斜角度分为三个

不同斜率：−5°、−10°和−15°，60%~65% VO2max匹

配其倾斜角度)后，结果显示，股外侧肌的解剖学横

截面积和体积在第 2周和第 4周显著增加，而且生

理学横截面积在第 4周运动后亦显著增加。上述研

究结果的差异可能是运动干预方案的差异所致，如

研究采用的倾角、跑速、时长、干预周期及骨骼肌

采样部位有所差异。急性运动所观察到的横截面积

增加，可能是细胞肿胀所致的假阳性结果。理论上

而言，急性干预难以产生组织形态学方面的适应性

变化。慢性离心运动对骨骼肌组织形态的影响仍有

待深入研究。

综上，本研究观察到 4周下坡跑离心运动较 2

周运动产生了更为显著的腓肠肌微细结构损伤，但

结合腓肠肌湿重、湿重/体重比值、肌纤维横截面积

与直径的组间差异，我们认为离心运动具有诱导骨

骼肌适应性肥大的重要潜力。尽管本研究所采用的

干预周期已相当于人体被试的 2~3年，但由于骨骼

肌微细结构损伤与受益并存，因此在未来的研究中

尚待进行更长时间的运动干预(如 8周或 16周)。随

着机体对离心运动这一干预模式的适应，在不改变

运动干预方案的前提下，可能更为准确地评价下坡

跑离心运动的应用潜力。

33..22　　下坡跑离心运动对运动能力的影响下坡跑离心运动对运动能力的影响

离心运动可使机体运动能力产生多种适应性变

化，如力量、速度与耐力等[41]。但是，目前鲜见下

坡跑离心运动干预对力竭运动能力影响的研究报

道。近年，Psarakis等人[42]和Barreto等人[43]的研究

均采用一项名为 6 min步行测试的项目，要求被试

者在不跑动的前提下于 6 min内尽可能多地移动距

离，虽然该测试不能完全代替力竭运动跑距，但笔

者认为其亦反映了最大运动能力的差异，从而具备

参考价值。这两项研究均显示离心运动对于 6 min

步行运动表现具有促进作用，且Barreto等人的研究

显示离心运动的干预效果较向心运动更为显著。本

研究的结果亦显示，相对照组大鼠，离心运动组大

鼠力竭跑距和时间显著增长，但 4周训练却导致力

竭跑距和时间降低，这可能是微细结构损伤的混杂

影响所致。

血乳酸浓度亦常用于机体运动能力的评价[44]。

骨骼肌中的肌糖原在机体运动过程中会迅速分解，

从而产生大量乳酸。随着乳酸不断堆积，血乳酸浓

度亦随之增加[45]。近年的报道指出，离心运动后骨

骼肌和血液中的乳酸浓度显著升高[46‒48]，且下坡跑

离心运动后血乳酸浓度显著高于水平跑甚至上坡跑

向心运动[49‒51]。值得一提的是，高强度下坡跑离心

运动中血乳酸浓度与运动的持续时间呈负相关[52‒54]，

即随着运动时间的增加，血乳酸浓度反而下降。同

时亦有研究表明，血乳酸浓度与骨骼肌MPS代谢之

间存在着正相关联系[46]。在过去几十年中，学界对

于乳酸的观点已从将其视为一种诱发机体疲劳的代

谢废物逐渐转变为重要代谢底物[55]，甚至是诱导代

谢适应的信号分子[56]。迄今，已有多项研究表明，

乳酸不仅能快速激活mTORC1信号传导[57‒59]，还能

够 以 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶 (extracellular signal-

regulated kinase, ERK)依赖的方式诱导肌管分化和肥

大[60]，并加速骨骼肌生成[61, 62]。研究显示，小鼠经

2周口服乳酸干预后胫骨前肌质量及纤维横截面积

显著增加[63]。以上研究均提示了乳酸参与骨骼肌组

织细胞信号转导，并在一定程度上佐证了血乳酸浓
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度增加对于骨骼肌MPS的促进作用。本研究结果显

示，各组大鼠力竭运动后血乳酸浓度均有显著增

加，这与前人的报道[40‒42]一致，但4E组运动前和运

动后血乳酸水平较2E组均显著降低，提示4周下坡

跑离心运动组大鼠可能进一步增强了清除乳酸的能

力。如前所述，血乳酸浓度的增加通常被认为是肌

肉代谢应激的标志，而乳酸清除能力的增强则反映

了机体对运动应激的适应性反应。我们认为这两者

之间可能并非简单的线性关系。一方面，血乳酸浓

度的增加可能通过激活mTORC1信号通路等机制促

进骨骼肌MPS；另一方面，乳酸清除能力的增强亦

可能有助于维持骨骼肌内的乳酸平衡，减少乳酸堆

积对肌肉功能的潜在负面影响。

本研究未观察到 4E组较 2E组大鼠表现出更长

的力竭跑距与时间，但乳酸清除能力的显著增强仍

可在一定程度上佐证其运动能力的改善。由于无法

对大鼠进行组织疼痛水平的评价，因此我们推测骨

骼肌微细结构的损伤可能对其运动表现产生了混杂

影响，在后续研究中采用人体被试的探讨将有助于

厘清这一分歧。

33..33　　下坡跑离心运动对腓肠肌下坡跑离心运动对腓肠肌MPSMPS的影响的影响

FSR被广泛用于将放射或稳定同位素示踪剂掺

入肌肉蛋白中而定量MPS [64, 65]。由于健康机体的骨

骼肌质量变化主要取决于骨骼肌MPS [66‒68]，因此当

FSR值超过蛋白质部分分解率(fractional breakdown 

rates of proteins, FBR)时，则会诱发适应性骨骼肌肥

大。为探讨离心运动对于MPS的影响，Cuthbertson

等[69]让 8名健康男性重复上台阶(向心)和下台阶(离

心)运动12 min后对股四头肌进行肌肉活检，结果观

察到了FSR的增加。Jameson等人[70]则让 21名健康

年轻男性接受 7 d的单侧下肢固定，然后随机将受

试者分为两组，其中一组受试者进行 300次双侧股

四头肌离心收缩，而另一组为安静对照组，结果显

示，进行离心运动组受试者的股四头肌肌原纤维

FSR显著高于对照组。为了研究下坡跑离心运动对

骨骼肌FSR的影响，Lepley等[71]将40只健康成年大

鼠随机分配到安静对照组、上坡跑运动组和下坡跑

离心运动组进行运动干预(倾斜角度为−16°，速度为

16 m/min，每组5 min，组间休息2 min，共计3组)，

结果显示，下坡跑离心运动后24 h股外侧肌FSR显

著高于其它组，提示下坡跑离心运动能更好地促进

骨骼肌FSR。

蛋白质含量作为蛋白质沉积水平的评价指标可

间接反映蛋白质合成水平的高低。研究表明，离心

运动可显著增加混合肌肉蛋白质(包括肌原纤维蛋白

和肌浆蛋白)合成，且联合膳食补充可增强这一反

应[72‒76]。该反应是肌肉蛋白质库扩张的基础，而随

着时间的推移，肌肉蛋白质库扩张将进一步诱导骨

骼肌适应性肥大反应的发生[76]。迄今，鲜见关于下

坡跑离心运动对于肌肉蛋白含量影响的报道，最早

的一篇相关报道可追溯至上世纪80年代，研究者通

过对大鼠进行一次急性(非力竭)下坡跑离心运动

(−16°, 16 m/min, 90 min)干预后取其肱三头肌长头检

测，结果显示，运动后肌原纤维蛋白含量较运动前

呈 降 低 趋 势 ， 但 差 异 没 有 统 计 学 意 义[77]。

Touchberry等采用相同倾角以 18 m/min跑速对大鼠

进行下坡跑离心运动干预后取其比目鱼肌检测，结

果显示，离心运动组总蛋白含量与安静对照组没有

显著差异[78]。但是，Zou等人[39]研究显示，4周下坡

跑离心运动(−20°, 17 m/min, 30 min)虽未能显著提高

小鼠肌肉质量与力量，但却显著提高其肌原纤维蛋

白含量显著。以上研究结果之间存在差异，一方面

可能是由于运动方案不同所导致的，另一方面则可

能与取样不同骨骼肌有关，可采用不同离心跑台方

案探讨其对工作肌MPS水平的影响，并进一步研究

不同类型骨骼肌纤维对离心跑台运动刺激的潜在应

答差异。

骨骼肌MHC的适应性改变亦可佐证MPS水平

的变化。Wang等人[79]研究显示，大鼠在−16°倾角跑

台以16 m/min跑速完成一次力竭性下坡跑离心运动

后，骨骼肌总MHC基因表达在 48 h出现延迟性超

量表达。Macaluso等人[80]的人体实验结果亦显示，

受试者以80% VO2max强度完成5组8 min急性−10°

下坡跑离心运动后，骨骼肌MHC II含量增加。最

近，Shi等[81]让大鼠进行急性下坡跑离心运动，结

果显示，MHC II相对表达量在运动后即刻及运动后

6 h均显著高于运动前水平。值得注意的是，Azad

等人[82]的动物实验研究显示，无论是慢性(−4°递减

至−16°倾角，每周3次，每次15~90 min，持续9周)

还是急性(−16°倾角, 16 m/min)下坡跑运动干预，均

可使大鼠腓肠肌中MHC II含量增加。以上研究均

表明，离心运动对于骨骼肌FSR与蛋白质沉积具有

促进作用。

Damas 等人[83]研究表明，离心运动所导致的
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MPS增加可能具有两个阶段的作用：前期主要用于

受损骨骼肌微细结构损伤的修复，而后期则主要用

于骨骼肌蛋白质的沉积，从而诱发适应性骨骼肌肥

大。本研究结果显示，离心跑台运动不仅增强腓肠

肌FSR，而且促进蛋白质沉积，表现为肌原纤维蛋

白质含量和MHC IIb表达水平的升高。虽然本研究

未涉及对不同阶段蛋白质合成水平变化的探讨，但

由于处死大鼠取材的时点在其末次离心跑台训练后

72 h，因此我们认为本研究结果可能主要反映了后

期骨骼肌蛋白质沉积方面的变化。

33..44　　下坡跑离心运动诱发骨骼肌适应性肥大的潜在下坡跑离心运动诱发骨骼肌适应性肥大的潜在

分子机制分子机制

LARS作为近年鉴定出的mTOR上游调控蛋白

之一，可通过感应亮氨酸水平变化而影响mTOR的

溶酶体转位活化，但运动(尤其是下坡跑运动)对其

表达的影响目前尚不清楚。近期，Zhao等[84]采用跑

台有氧运动与爬梯抗阻运动对大鼠进行 4周干预，

发现抗阻运动后腓肠肌湿重、横截面积、直径、蛋

白质浓度、LARS蛋白表达水平以及腓肠肌mTOR、

4E-BP1与 p70S6K磷酸化水平均显著上调，但有氧

运动没有显著作用。此外，D'Hulst等人[85]的研究显

示，急性运动干预后比目鱼肌 LARS 的表达和

mTORC1活性均显著上调。以上研究均提示抗阻运

动可能增加MPS和蛋白质沉积，并经LARS/mTOR

信号途径诱导肌肉肥大。

mTOR-p70S6K-4E-BP1信号通路控制翻译的起

始与延伸，在蛋白质合成的调节机制中发挥着极其

重要的作用[86]。就下坡跑离心运动对该通路(尤其是

对于mTOR)的影响而言，目前尚存在争议：Zou等

人[39]对小鼠进行 4周下坡跑离心运动干预后取腓肠

肌与比目鱼肌混合物检测，发现干预前后mTOR磷

酸化水平保持不变。Zhu [87]将大鼠随机纳入安静对

照组、力竭运动即刻组、力竭运动后 24 h 和 48 h

组，力竭运动组小鼠进行递增负荷下坡跑离心运动

(0~−10°, 8.2~19.3 m/min, 5~10 min)至力竭后取股四

头肌检测，结果显示，力竭运动即刻组骨骼肌和血

清中 mTOR 含量较安静对照组明显下降。此外，

Ma [88]给予大鼠下坡跑离心运动(−16°, 16 m/min, 90 min)

干预，结果显示，与安静对照组相比，离心运动组

大鼠比目鱼肌mTOR磷酸化水平在运动后即刻和12 h

均显著下降，且以运动后12 h下降更为明显。值得

注意的是，Yoshihara等人[89]将雄性和雌性大鼠各 9

只纳入安静对照组、水平跑组和下坡跑组(−16°)干

预后采集比目鱼肌检测，结果显示，无论雄性或雌

性大鼠骨骼肌mTOR磷酸化水平均显著高于安静对

照组；且该研究组进一步发现下坡跑离心运动干预

后大鼠腓肠肌中mTOR磷酸化水平亦显著上调[90]。

上述下坡跑离心运动对mTOR通路影响的研究结果

存在差异，可能主要是由离心运动方案不同所致，

主要包括倾角、跑速与运动时间；此外，mTOR在

典型快肌(如胫骨前肌)、慢肌(如比目鱼肌)与混合肌

(如腓肠肌)中是否存在差异性表达，从而对不同类

型的运动干预产生差异性应答，目前亦不清楚。

本研究结果显示，下坡跑离心运动上调大鼠腓

肠肌 LARS 蛋白表达水平，提高 Lamp2-LARS 和

Lamp2-mTOR 共定位水平，并显著提高 mTOR、

p70S6K与 4E-BP1磷酸化水平，表明下坡跑离心运

动可促进LARS和mTOR的溶酶体转位，进而激活

mTOR-p70S6K-4E-BP1信号通路活性。此外，鉴于

mTOR的活化水平直接影响骨骼肌蛋白质沉积，因

此LARS/mTORC1途径可能是下坡跑离心运动刺激

骨骼肌MPS并诱发适应性骨骼肌肥大的重要机制。

44　　结论结论

目前，鲜见下坡跑离心运动对骨骼肌MPS影响

的相关研究报道，其可能的作用机制亦不明确。因

此，本研究在前人研究基础上进行拓展与深入，观

察到了 2周和 4周离心跑台运动对骨骼肌MPS、肌

纤维结构和功能的积极影响，亦初步明确了LARS

经mTOR介导刺激腓肠肌MPS与适应性肥大的作用

与机制(图 9)。但是，本研究未能涉及对腓肠肌内

LARS的过表达或低表达处理，因此对于确切机制

的探讨仍尚待后续的研究予以补充。尽管 4周离心

运动可能因其更为显著的骨骼肌超微结构紊乱与损

伤而对运动能力产生消极影响，FSR的增长亦可能

是由于损伤的修复与重建所诱发，但鉴于FSR增长

的两阶段理论以及健康骨骼肌本身对于机械刺激的

适应能力，这一运动模式(尤其是更长周期的运动干

预)对骨骼肌质量与功能的作用仍可能是临床转化医

学领域评估其应用价值的重要因素之一，有待后续

研究予以明确。此外，LARS在经mTOR介导骨骼

肌MPS过程中，其它营养传感蛋白是否发挥协同促

进和/或竞争抑制的作用，也是本领域亟待深入探讨

的问题。
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图 9. 离心跑台运动促进骨骼肌适应性肥大的可能性机制

Fig. 9. Potential mechanism of eccentric treadmill exercise promoting adaptive hypertrophy of skeletal muscles. Eccentric treadmill 

exercise up-regulates protein expression of leucyl-tRNA synthetase (LARS), thus promoting skeletal muscle adaptive hypertrophy 

through the mTOR-p70S6K-4E-BP1 signaling pathway. mTOR, mammalian target of rapamycin; p70S6K, p70 ribosomal protein S6 

kinase; 4E-BP1, eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1.
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