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有氧运动改善 db/db 小鼠肾脏凋亡的研究
洪昱文

南京体育学院，江苏南京，210014；

摘要：目的：探究有氧运动对 db/db 小鼠肾脏凋亡的影响。方法：将选取 10 只 SPF 级 7 周龄雄性 BKS 小鼠、20

只 SPF 级 7 周龄雄性 BKS-db/db 小鼠作为实验对象，10 只 BKS 小鼠为安静对照组（WT 组），其中 20 只 BKS-db/

db 小鼠根据空腹血糖水平筛选糖尿病病发小鼠。将血糖含量符合要求的 db/db 小鼠随机分为两组：阳性对照组（C

组）、单纯运动组（E组）每组 10 只。E 组小鼠先适应性运动一周后，再进行正式的有氧运动训练，为期八周，

WT 组、C组小鼠不运动。使用 TUNEL 染色观察各组的阳性染色面积，Western blot 蛋白印迹检测观察肾脏 Caspa

se-3 蛋白表达量。结果：与 C组相比，E组的 TUNEL 阳性染色面积更少，而与 WT 组相比，C组的 TUNEL 阳性染色

面积更多。与 C 组相比，E 组的 Caspase-3 蛋白含量增多，而与 WT 组相比，C 组的 Caspase-3 蛋白含量减少。结

论：有氧运动可以改善 db/db 小鼠肾脏细胞的凋亡。
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引言

糖尿病作为一种普遍的慢性疾病，其发病率一直占

较高水平。长期血糖升高会引发众多并发症，严重甚至

累及身体的部分脏器，例如肾脏，心脏，脑等，累及肾

脏时出现肾功异常等，引发糖尿病足等疾病。糖尿病肾

病是糖尿病引起的并发症中占比较高的一种，但由于其

发病原因和机制复杂，国内外相关研究尚未十分明确,

但其根本原因是出现了糖代谢的异常，生长因子和细胞

因子等多种免疫损伤。近年来国内外大量的研究表明，

在糖尿病肾脏疾病中，细胞凋亡与其发病之间有着密切

的关系。有氧训练是一种如今广泛应用的运动形式，基

于有氧代谢，为身体提供在运动时所需的能量，是一种

可以有效干预机体健康的运动方式。研究表明有氧运动

可以控制血糖，缓解糖尿病的症状，还能够降低心血管

疾病的死亡率。

运动对肾脏形态结构和功能的影响，包括结构、自

由基损伤、细胞凋亡和基因表达等一直是国内外众多研

究的主题。有相关研究指出，有氧运动可以抑制肾脏细

胞的凋亡，并且有氧运动也可以缓解糖尿病的症状，保

护肾脏功能，降低糖尿病血糖。但很少有有氧运动改善

糖尿病肾病引起的肾脏细胞凋亡的研究，因此有氧运动

是否可以改善 db/db 小鼠肾脏细胞凋亡值得深入研究。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

本实验选取 10 只 SPF 级 7 周龄雄性 BKS 小鼠、20

只 SPF 级 7周龄雄性 BKS-db/db小鼠作为实验对象，10

只 BKS 小鼠为安静对照组（WT组），db/db 小鼠根据空

腹血糖水平筛选糖尿病病发小鼠。将血糖含量将符合要

求的db/db 小鼠随机分为两组：阳性对照组（C组）、

单纯运动组（E组）每组 10只。饲养期间喂以小鼠普通

饲料，自由进食进水，光照比为 12h:12h，环境温度 22

±2℃。E组小鼠在进行第一周的适应性训练后，进行正

式的有氧运动训练，为期八周，WT组、C组小鼠不运动。

1.2 动物取材

8 周有氧运动干预实验结束后，各组小鼠均禁食 24

小时，腹腔注射 5%的戊巴比妥钠，眼静脉取血后脱颈处

死。收集小鼠肾脏并称重，置于液氮速冻，后转入-80°

C超低温冰箱冻存备用。

1.3 TUNEL 染色

1.3.1石蜡包埋、切片与 TUNEL 染色

小鼠肾脏取材后用 4%多聚甲醛进行灌注固定，80%

-100%梯度的乙醇脱水，再置于二甲苯中透明，最后浸

入石蜡。采取石蜡包埋后，用 Leica切片机对蜡块进行

连续切片，切片厚度为 4μm，用于组织切片染色。

取肾组织石蜡切片，置于60℃烘片机上烘片10min，

然后二甲苯浸洗 10min两次，梯度乙醇清洗，然后流水

清洗 3min 两次，在黑暗环境下滴加 TUNLE 放置于湿盒

中，避光，在室温下等待 60min，然后用 PBST 清洗 3
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遍，每次 5分钟，再滴加 DAPI 等待 10 分钟，然后在d

d双蒸水中清洗 3次每次 5分钟，最后滴加防荧光猝灭

液后封片。

1.3.2光学显微镜观察

每组随机选取 5 张切片，每张切片随机选取 10 个

非连续视野，使用 ZEISS荧光显微镜 Axio ImagerA2（×

400）进行观察并摄片。

1.4 Western blot 蛋白免疫印迹检测

取定量相应肾脏组织样本，加入 RIPA 裂解液、蛋

白酶抑制剂后充分研磨，研磨液离心取上清即为胞浆蛋

白。BCA 法测定各样本蛋白浓度，并使用 RIPA 裂解液与

蛋白酶抑制剂混合液将所有样本蛋白浓度调整至 5ug/u

l。加入蛋白上样缓冲液后置入95℃金属浴锅进行蛋白

变性 5min。样本蛋白加入浓度为 10%的 SDS-PAGE 凝胶

并电泳，采用湿转法将凝胶蛋白转印至 PVDF 膜上，使

用封闭液封闭 90min。加入兔源一抗，BSA 稀释一抗，C

aspase-3比例1:1000，GAPDH比例1:5000，置于摇床4℃

孵育过夜。次日回收一抗，足量TBST 洗膜 3次，每次 1

0min，孵育由 BSA 稀释的羊抗兔二抗室温孵育 60min。

孵育二抗结束后，TBST 洗净膜上残留抗体后加入 ECL

超敏化学试剂，置于多色凝胶成像系统中曝光蛋白条带。

1.5 数据统计与分析

Western blot 蛋白免疫印迹结果采用 Bio-Rad 多

色凝胶成像系统图像分析，使用 Image Lab Software

5.2 分析蛋白条带灰度，组织学 TUNEL 染色通过计算凋

亡指数进行分析。所有数据均采用 SPSS 20 软件进行统

计学分析，使用单因素方差分析进行组间比较，采用G

raph Pad Prism 5.01 软件作图，所有计量数值结果都

用均数±标准误的形式呈现，以 P＜0.05 标准认为组间

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 TUNEL 染色结果

小鼠肾脏细胞经 TUNEL 染色后于显微镜下观察，图

像显示，WT组只有很少一部分的阳性染色，C组的 TUN

EL 染色阳性细胞数目明显多于 WT组，而 E组 TUNEL 染

色阳性细胞数目明显少于C组，多于 WT组。

图 1肾脏细胞 TUNEL 染色结果

注：TUNEL染色观察肾脏细胞形态结构。“—”标尺显示长度为 20μm。

2.2 TUNEL 染色阳性凋亡指数

这三组染色结果各选 10 张显微镜下的染色成像，

计算不重叠视野中阳性凋亡（玫红色）以及细胞核（蓝

色）的个数，阳性凋亡个数除以总细胞核个数计算每组

的凋亡指数。使用SPSS 计算出 WT组与 C组，C组与 E

组显著性均小于 0.05。C组 TUNEL 染色凋亡指数明显多

于 WT组，E组 TUNEL 染色凋亡指数少于C组多于 WT组，

具有统计学意义。

图 2运动干预与 TUNEL 染色凋亡指数

注：图中#表示 C组与 WT组相比，P＜0.05,；*表示 E 组和 C

组相比，P＜0.05。

2.3 小鼠肾脏组织 Caspase-3 表达的变化
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如图 a所示，C组的肾脏细胞 Caspase-3 含量水平

高于WT 组，E组的肾脏细胞 Caspase-3含量水平低于 C

组。

使用 SPSS 计算出 WT组与 C组，C组与 E组显著性

均小于 0.05，图 b，C组中 Caspase-3蛋白表达多于 WT

组，E组中 Caspase-3蛋白表达少于 C组多于 WT组，具

有统计学意义。

图 a 肾脏细胞凋亡相关蛋白条带;图 b运动干预与肾脏细胞中 Caspase-3 蛋白表达

注：图中#表示 C组与 WT组相比，P＜0.05,；*表示 E组和 C 组相比，P＜0.05。

3 分析与讨论

细胞凋亡是有序的死亡，是一种受基因调节的、生

理上的正常改变，凋亡的产生主要是为了保持体内环境

的稳定，又称为细胞程序性死亡。细胞凋亡是细胞主动

的、自发的死亡，是为了更好的适应环境，而选择的死

亡。细胞凋亡在机体内环境稳定，调节机体的生长和形

态，起着至关重要的作用。细胞凋亡是一个需要消耗能

量才能完成的过程，因为在细胞凋亡过程中需要转录新

的基因和合成蛋白。

糖尿病肾病是糖尿病引起的并发症中常见的一种，

是导致慢性肾功能衰竭的主要原因
[1]
。通过对基因调控、

信号传导、细胞凋亡和疾病的相关性的深入研究，在糖

尿病肾脏病变过程中，细胞凋亡深度参与，揭示了细胞

凋亡在糖尿病肾脏病变中的作用机理
[2]
。有相关研究显

示，足细胞在糖尿病肾病的发病过程中起重要作用。足

细胞又称为肾小球上皮细胞，是位于肾小球基底膜最外

层的一种高分化终末细胞。相邻的足细胞形成裂孔，裂

孔上覆盖的是裂孔隔膜。裂孔隔膜作为一个过滤屏障，

它会进行选择性过滤，在防止蛋白流失形成蛋白尿方面

起到主要的作用。所以当足细胞发生凋亡时会引起蛋白

流失形成蛋白尿、肾小球肥大以及肾小球基底膜增厚，

从而会导致肾功能的损伤，严重可能会转化为慢性肾衰

竭，是糖尿病肾病发生、发展的关键。显而易见的是糖

尿病患者的体内处于一个高血糖的水平，而有研究表明，

不论是在高糖浓度的环境下培养的细胞或是在糖尿病

大鼠体内的细胞，这种高糖环境可导致足细胞凋亡水平

增高，足细胞从基底膜脱落等，最后会导致肾小球过滤

屏障遭到破坏，过滤屏障的通透性增加，从而引起蛋白

流失形成蛋白尿、肾功能丧失、肾小球硬化等后果。近

来有研究也表明早期糖尿病肾病的特点之一是足细胞

的丧失。此外 2型糖尿病患者体内大量的血胰岛素水平

也是其细胞凋亡的重要因素。胰岛素是一种促进细胞生

长的因子，当胰岛素浓度过高时，激活凋亡调节基因，

细胞会过度聚集，从而引起细胞的调亡，然后主动地将

多余的细胞排出体外。

运动是对机体健康进行有效干预的一种方式，对机

体健康有良好的影响。黄志辉
[3]
等人对有氧运动干预老

年大鼠肾脏细胞凋亡水平进行研究结果显示，老年运动

组大鼠的脑组织细胞凋亡比率虽与青年对照组和青年

运动组对比更高, 但与老年对照组相比明显降低。这表

明，有氧运动可以显著减少由于年龄增长而增加的脑、

肾脏细胞的凋亡，能有效的降低脑组织和肾脏细胞的损

伤。李艳
[4]
对游泳运动对增龄小鼠肾脏细胞凋亡和自由

基代谢的影响进行研究。在游泳运动训练结束后，研究

表明增龄对照组小鼠的凋亡细胞明显多于经过运动训

练的小鼠的凋亡细胞水平，这说明适量的运动可以减少

增龄小鼠的肾脏细胞的凋亡，对肾脏的各项功能具有一

定的保护作用。有氧运动对血糖含量具有改善作用，并

且可以改善胰岛素抵抗。当糖尿病患者进行有氧运动时，

肝糖原的分解所得小于肌肉所利用的血糖含量，产生血

糖含量差，进而导致机体的血糖水平降低
[5]
。许多研究

已经证明，运动能够改善胰岛素受体的质量，有助于减

肥和减少炎症因子等，所以运动对胰岛素抵抗是具有一
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定改善作用的。因此运动对于糖尿病的症状也是具有缓

解作用的。综上所述，运动既能抑制肾脏细胞的凋亡，

又能改善糖尿病患者的症状。

基于以上推测我们可以通过运动前后糖尿病小鼠

肾脏中凋亡细胞的含量变化来检验关于有氧运动改善d

b/db 小鼠肾脏凋亡的效果。TUNEL 染色和 Caspse-3 凋

亡分子标记检测都是检测细胞凋亡的手段。TUNEL 染色

是通过脱氧核糖核酸的末端转移酶与DNA的三羟基端结

合，实现对细胞凋亡的检测，由于正常或正在发生增殖

的细胞中的DNA 很少断裂，所以不会产生三羟基，也很

难被染色，因此可以通过 TUNEL 染色阳性来观察细胞凋

亡的情况。细胞在发生凋亡时的分子机制十分复杂，Ca

spase 家族在细胞凋亡过程中起着不可或缺的核心作

用，重要蛋白之一就是 Caspase-3，是在细胞凋亡过程

中起调节作用的一种关键蛋白酶
[6]
。细胞凋亡的过程实

际上是一个不可逆的和有限的由Caspase进行水解底物

放大的级联过程，而 Caspase-3在细胞凋亡的过程中起

着重要的调控作用，活跃的 Caspase-3可以通过降解细

胞内的特定的蛋白底物、酶解失活凋亡抑制剂和酶促裂

解相关的 DNA 修复分子来触发凋亡的级联反应，使细胞

的凋亡进入无法逆转的状态
[7]
。因此，Caspase-3 又被

称为凋亡的执行者
[8]
。因此 Caspase-3 凋亡分子标记检

测可以通过 Western blot 蛋白免疫印迹法来检测肾脏

细胞中Caspase-3 的含量。因此可以将肾脏细胞中 Cas

pase-3的含量作为检验细胞凋亡的一个重要指标，通过

Western Blot蛋白免疫印迹法检测肾脏细胞中Caspase

-3 的含量来对运动干预肾脏细胞凋亡的效果进行探究。

在 TUNEL 染色实验中，对3组小鼠肾脏细胞行 TUN

EL 凋亡检测。结果显示，WT组小鼠肾脏阳性染色较少，

说明凋亡的细胞很少；C组小鼠肾脏细胞则有大量阳性

染色，说明凋亡的细胞很多；E组相较于 C组阳性染色

减少，但多于 WT 组，这提示在有氧运动凋亡细胞数量

减少，抑制了凋亡的发生。在蛋白印迹检测中，可见W

T组的蛋白条带灰度最低，WT组的蛋白条带灰度最高，

E组相对 C组灰度较低，这表明有氧运动后 E组小鼠肾

脏细胞中 Caspase-3 含量低于 C 组高于 WT 组。TUNEL

染色阳性凋亡指数和Caspase-3含量均可以反应出小鼠

肾脏细胞凋亡的程度，将两组实验结果分别进行统计学

分析，C组相较于 WT组，E组相较于 C组 P均小于 0.0

5，具有显著性差异，有统计学意义。

4 结论

本次实验数据结果显示 8周的有氧运动能够降低 d

b/db小鼠肾脏细胞 TUNEL染色阳性凋亡指数，能降低 d

b/db小鼠肾脏细胞中 Caspase-3蛋白的表达水平。该结

果表明有氧运动可以改善db/db 小鼠肾脏细胞的凋亡。
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