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柚皮甙通过Akt信号通路降低肌细胞ROS治疗废用性肌少症*
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  [摘要] 目的 通过细胞、分子生物学实验明确废用性肌少症的发病机制,进一步探讨柚皮甙治疗废用性

肌少症的分子机制。方法 通过鼠尾悬吊的方法制作废用性肌少症小鼠模型(模型组),原代培养肌细胞,使用

CCK-8检测柚皮甙对肌细胞增殖能力的影响;2',7'-二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-DA)和荧光显微镜检测细胞

内活性氧(ROS)水平;实时荧光定量PCR(RT-PCR)和 Western
 

blot检测蛋白激酶B(Akt)信号通路相关蛋白

及mRNA表达情况。结果 与对照组(柚皮甙0
 

ng/mL)比较,柚皮甙能促进肌细胞的增殖(P<0.05),且浓度

在500
 

ng/mL时其促进肌细胞增殖的能力最强。模型组的原代肌细胞内ROS水平较对照组显著增高(P<
0.05);而免疫荧光结果也发现柚皮甙干预能降低模型组肌细胞的ROS水平。同时与对照组比较,模型组肌细

胞的Sod2
 

mRNA水平显著下降(P<0.05);Western
 

blot结果显示:与对照组比较,双氧水组(模拟模型组

ROS增高)的p-AKT水平显著降低(P<0.05);而与双氧水组比较,双氧水+柚皮甙组p-AKT水平显著增高

(P<0.05)。另外与模型+柚皮甙组比较,模型+甙柚皮+曼青霉素组的Sod2
 

mRNA表达水平显著降低

(P<0.05)。结论 柚皮甙是一种良好的治疗废用性肌少症的药物,其治疗废用性肌少症的机制可能是通过激

活Akt信号通路降低废用性肌少症肌细胞内ROS的水平并促进肌细胞增殖。
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  [Abstract] Objective To

 

clarify
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

disuse
 

sarcopenia
 

by
 

cell
 

and
 

molecular
 

biology
 

ex-
periments,and

 

to
 

further
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

naringin
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

disuse
 

sarcopenia.
Methods The

 

mouse
 

model
 

of
 

disuse
 

sarcopenia
 

was
 

made,and
 

the
 

primary
 

muscle
 

cells
 

were
 

cultured.CCK-
8

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

naringin
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

muscle
 

cells.DCFH-DA
 

and
 

fluorescence
 

mi-
croscopy

 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

levels.Western
 

blot
 

and
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

leves
 

of
 

protein
 

and
 

mRNAs
 

of
 

Akt
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

naringin
 

intervention
 

group
 

could
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

muscle
 

cells
 

(P<0.05),and
 

its
 

concentration
 

at
 

500
 

ng/mL
 

showed
 

strongest
 

ability
 

to
 

promote
 

the
 

prolifera-
tion

 

of
 

muscle
 

cells.The
 

ROS
 

level
 

in
 

the
 

muscle
 

cells
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

(rat
 

tail
 

suspension
 

group)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05);when
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

Sod2
 

mRNA
 

level
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

9382重庆医学2020年第49卷第17期

* 基金项目:国家中医药管理局区域中医(骨伤科)诊疗中心、天津市教委科研计划项目(2018KJ040);王平劳模创新工作室-天津市教委资

助项目(津教工〔2016〕3号);中医传承工作室-天津卫计委资助项目(津卫中〔2017〕193号)。 作者简介:张晓宇(1985-),主治医师,硕士,主要从

事中医药防治骨质疏松及肌少症研究。 △ 通信作者,E-mail:draifeng@163.com。



the
 

level
 

of
 

p-AKT
 

in
 

the
 

hydrogen
 

peroxide
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),when
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,while
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

level
 

of
 

p-AKT
 

in
  

the
 

hydrogen
 

peroxide+naring
 

in
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).In
 

addition,compared
 

with
 

the
 

model+naringingroup,the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

Sod2
 

mRNA
 

in
 

the
 

model+naringin+wortmannin
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).
Conclusion Naringin

 

is
 

a
 

good
 

drug
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

disuse
 

sarcopenia.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

through
 

reducing
 

the
 

level
 

of
 

ROS
 

in
 

muscle
 

cells
 

of
 

suspended
 

mice
 

and
 

promoting
 

the
 

proliferation
 

of
 

muscle
 

cells
 

by
 

activating
 

the
 

Akt
 

signaling
 

pathway.
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words] naringin;sarcopenia;reactive
 

oxygen
 

species;Akt;signaling
 

transduction

  废用性肌少症是一类由于长期制动、卧床等因素

引起的肌量进行性降低的疾病[1]。
 

目前有关废用性肌

少症的相关研究仍然较少,关于其发病机制尚不明

确。已经有学者研究了几个因子和信号蛋白在调节

废用性萎缩方面的作用,除了直接位于翻译上游的已

知信号传导蛋白之外,下游的信号级联是否影响蛋白

质合成或肌肉萎缩目前尚不清楚[2]。导致肌肉废用

萎缩的信号级联反应(通常从减少肌肉张力开始并延

伸至对蛋白质合成和降解的影响)机制尚未明确,但
已有研究表明几种潜在的信号分子,如蛋白激酶B
(Akt)、核因子-κB(NF-κB),在废用性肌少症中起到

重要作用[3]。
柚皮甙,也被称为柚皮素7-O-新霉素糖,是存在

于柑橘类几种果实中的天然类双氢黄酮[4]。柚皮甙

的作用十分广泛,目前已知的研究表明,柚皮甙具有

抗炎、抗癌、抗过敏、抗氧化、改善局部微循环、治疗骨

质疏松等作用[4]。然而,目前尚未有研究报道柚皮甙

对废用性肌少症的作用机制。Akt信号通路在蛋白

合成和细胞增殖方面起到重要的作用,当Akt信号通

路被激活时,下游的Foxo信号通路会被抑制并进一

步抑制 Mafbx等基因的活化,从而促进蛋白的合成、
抑制蛋白的降解[5]。另外,有研究表明柚皮甙可以通

过抗氧化应激从而减少细胞内活性氧(reactive
 

oxy-

gen
 

species,ROS)治疗骨质疏松症[6],而锰超氧化物

歧化酶(Sod2)是调控ROS的重要基因之一,有文献

报道Sod2在骨质疏松症患者中的表达显著降低[7-8]。
笔者推测柚皮甙的抗ROS能力可能是通过Akt信号

通路实现的,其可能在废用性肌少症中起到关键的作

用,本文通过细胞和分子生物学技术明确其作用机制,
为废用性肌少症的临床治疗提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 废用性肌少症模型

12只平均体重为(20.0±0.2)g的C57BL/6J雄

性小鼠(购自中科院遗传与发育生物学研究所)随机

分为两组:对照组(不做任何处理,6只)和模型组(采
用鼠尾悬吊的方法模拟小鼠下肢制动,制作废用性肌

少症模型,6只)。小鼠饲养在通风的鼠房中,保持温

度20
 

℃左右,12
 

h白天/黑夜循环,给予正常的水和

食物。两组小鼠饲养4周,采用颈椎脱臼法处死,并
取腓肠肌肌细胞进行原代细胞培养。

1.2 小鼠肌细胞原代培养、细胞分化和处理方式

将模 型 组 和 对 照 组 小 鼠 腓 肠 肌 使 用 无 菌 的

Hanks溶液(索莱宝,中国)清洗干净,并在无菌操作

台下将腓肠肌剪碎成1
 

mm左右的组织块,使用Ⅰ型

胶原酶(Sigma,美国)消化,加入适量的含10%胎牛血

清(FBS,Hyclone,美国)的DMEM 高糖细胞培养液

(Hyclone,美国)进行清洗、离心,取离心的沉淀物用

细胞培养液重悬,接种到6孔板,在5%
 

CO2、37
 

℃细

胞培养箱中培养。接种后的第3天进行细胞半定量

换液,第4天全量换液,第5天观察细胞形态,并进行

细胞传代。肌细胞在6孔板融合达到90%以上时进

行肌细胞分化实验,加入成肌分化培养液(DMED+
马血清+胰岛素),诱导5

 

d显微镜下观察肌管生成。
将柚皮甙粉末(Sigma,美国)溶解于DMSO中,并使

用PBS缓冲液稀释成5
 

ng/mL、50
 

ng/mL、500
 

ng/

mL、5
 

μg/mL和50
 

μg/mL的浓度梯度,使用不同浓

度梯度的柚皮甙与肌细胞共培养,观察肌细胞的增殖

能力。PBS与双氧水分别作用于对照组及模型组肌

细胞,免疫荧光观察肌细胞内ROS水平,确认鼠尾悬

吊可引起肌细胞ROS水平升高,使用100
 

μmol/L的

双氧水处理正常肌细胞(双氧水组)以模拟模型组肌

细胞,另与500
 

ng/mL的柚皮甙共培养(双氧水+柚

皮甙组),免疫荧光观察细胞内的ROS水平变化。

1.3 细胞内ROS的检测

细胞内 ROS检测使用检测试剂盒(上海碧云

天),细胞接种在24孔板中,在检测前使用PBS冲洗

3遍,2',7'-二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-DA)探针使

用细胞培养液稀释成10
 

μmol/L,在24孔板中加入

500
 

μL
 

DCFH-DA探针,37
 

℃避光孵育1
 

h,孵育完

成后弃掉上清液,使用PBS冲洗3遍,在荧光显微镜

下观察细胞的荧光强度。

1.4 实时荧光定量PCR(RT-PCR)
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使用TRIzol(Qiagen,德国)试剂提取细胞内的总

RNA,cDNA 合 成 使 用 Prime
 

Script
 

RT 试 剂 盒

(TaKaRa,日本),使用CFX96PCR仪(Bio-rad,美国)
进行RT-PCR实验。内参基因使用 GAPDH,2-ΔΔCt

法计算基因相对表达水平。PCR的引物序列如下,

Sod2正 向 引 物 为 5'-TAA
 

CGC
 

GCA
 

GAT
 

CAT
 

GCA
 

GCT
 

G-3',Sod2 反 向 引 物 为 5'-AGG
 

CTG
 

AAG
 

AGC
 

GAC
 

CTG
 

AGT
 

T-3'。

1.5 Western
 

blot
使用RIPA(索莱宝,北京)细胞裂解液充分裂解

细胞。使用BCA蛋白测定试剂盒(Pierce,美国)测量

样品的蛋白质含量。
 

然后取40
 

μg蛋白样品进行十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),电泳

结束后将蛋白转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜(Milli-
pore,美国)上,并加抗 AKT 抗体、抗p-AKT 抗体

(Abcam,美国)、抗GAPDH抗体(三鹰,中国)在4
 

℃
环境中孵育过夜,一抗稀释比例为1∶1

 

000。接着,
使用辣根过氧化物酶标记的二抗(三鹰,中国)进行孵

育,PBS冲洗3遍后使用增强的化学发光检测系统

(Pierce,美国)检测条带,并且使用NIH
 

Image-J软件

对条带灰度值进行定量分析,计量蛋白相对表达

水平。

1.6 CCK-8实验

使用CCK-8试剂盒(索莱宝,北京)检测肌细胞

的增殖能力,将细胞接种至96孔板,每孔2
 

000个细

胞,待细胞贴壁后,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,并在

培养箱中孵育4
 

h,使用酶标仪测定在450
 

nm的吸光

度(A),并分别检测第0、1、2、3天的细胞增殖情况。

1.7 统计学处理

采用SPSS19.0软件分析数据,正态分布的计量

资料用x±s表示,采用单因素方差分析(ANOVA)
进行统计学分析,随后通过Dunnett's检验进行组间

多重比较。
 

以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度的柚皮甙促进肌细胞的增殖能力

为检测柚皮甙是否能促进正常肌细胞的增殖,采
用CCK-8实验加以检测。酶标仪检测各浓度梯度柚

皮甙作用细胞第0、1、2、3天的A值,结果显示:柚皮

甙能促进肌细胞的增殖,且随着时间的延长其促进肌

细胞的增殖能力逐渐增强;不同浓度梯度的柚皮甙促

进肌细胞增殖的能力是不同的,且与对照组(柚皮甙0
 

ng/mL)比较差异有统计学意义(P<0.05),其中在

500
 

ng/mL的浓度时其促进肌细胞的增殖能力最强,
因此以此浓度作后续实验,并设模型+柚皮甙组。见

图1。

  a:P<0.05,与对照组(柚皮甙0
 

ng/mL)比较。

图1  不同浓度柚皮甙作肌细胞后肌细胞的增殖曲线图

2.2 鼠尾悬吊引起肌细胞内ROS水平升高

为了确定鼠尾悬吊是否能引起肌细胞内ROS水

平升高,首先通过RT-PCR检测了模型组和对照组肌

细胞的Sod2
 

mRNA 表达水平,结果显示模型组的

Sod2
 

mRNA 表 达 水 平 要 明 显 低 于 对 照 组 (P <
0.05),见图2。使用双氧水和PBS处理模型组和对

照组肌细胞1
 

h后检测肌细胞内ROS水平,免疫荧光

结果显示:PBS处理后模型组的ROS水平显著高于

对照组,双氧水处理后对照组和模型组的ROS水平

均明显升高,但模型组显著高于对照组,说明鼠尾悬

吊确实引起了肌细胞内ROS水平升高,见图3。

  a:P<0.05。

图2  RT-PCR检测Sod2在模型组和对照组肌细胞内的

表达水平

图3  免疫荧光显微镜观察细胞内的ROS水平(×200)
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2.3 柚皮甙可以降低细胞内ROS的水平

与对照组比较,模型组中Sod2
 

mRNA的表达水

平显著降低(P<0.05);与模型组比较,模型+柚皮甙

组Sod2
 

mRNA的表达水平显著增高(P<0.05);与
对照组比较,双氧水组Sod2

 

mRNA的表达水平显著

降低(P<0.05),而与双氧水组比较,柚皮甙+双氧水

组Sod2
 

mRNA的表达水平显著增高(P<0.05),见
图4。免疫荧光结果显示:与对照组比较,模型组的

ROS水平显著提高;与模型组比较,模型+柚皮甙组

ROS水平显著降低;与对照组比较,双氧水组ROS水

平显著增高;而与双氧水组比较,双氧水+柚皮甙组

ROS水平显著降低,这说明柚皮甙可以降低细胞的

ROS水平,具有很强的抗氧化应激能力,见图5。

  1:模型组;2:对照组;3:模型+柚皮甙组;4:双氧水+柚皮甙组;5:

双氧水组;a:P<0.05。

图4  RT-PCR检测各组Sod2
 

mRNA的表达情况

图5  免疫荧光检测各组肌细胞内ROS水平

  1:对照组;2:双氧水组;3:双氧水+柚皮甙组;A:Western
 

blot;B:

Western
 

blot分析图;a:P<0.05。

图6  Western
 

blot检测Akt和p-Akt的表达情况

2.4 柚皮甙通过激活Akt信号通路降低模型组小鼠

肌细胞内ROS的水平

双氧水刺激可有效在体外模拟细胞内环境中

ROS的产生,为了探索柚皮甙降低模型组小鼠肌细胞

内ROS的机制,本研究使用双氧水刺激肌细胞产生

ROS,进一步检测了Akt信号通路在此过程中的表达

情况。实验结果显示:与对照组比较,双氧水组p-Akt
蛋白的表达显著降低(P<0.05);与双氧水组比较,双
氧水+柚皮甙组p-Akt蛋白的表达增高(P<0.05),
见图6。在使用柚皮甙处理模型组小鼠肌细胞后,使
用Akt抑制剂渥曼青霉素抑制Akt信号通路,结果发

现:与模型+柚皮甙组比较,模型+柚皮甙+渥曼青

霉素 组 的 Sod2
 

mRNA 表 达 水 平 显 著 降 低(P<
0.05),见图7。

  1:模型+柚皮甙组;2:模型+柚皮甙+渥曼青霉素组;a:P<

0.05。

图7  RT-PCR检测Sod2基因的表达水平

3 讨  论

随着人口老龄化的加剧,废用性肌少症受到越来

越广泛的关注,由于术后长期卧床引起的废用性肌少

症进而导致的各种临床并发症已经成为重要的临床

2482 重庆医学2020年第49卷第17期



问题[5,9-13]。目前有关肌少症的研究相对较少,关于其

发病的分子机制尚不清楚。本研究发现,废用性肌少

症的发病机制可能是通过增加肌细胞内ROS的产生

并抑制Akt信号通路实现的,而柚皮甙作为传统的中

药可以有效地治疗废用性肌少症。
肌肉萎缩中ROS的产生是受到一定程度关注的

一个领域。肌肉萎缩导致Cu2+、Zn2+ 超氧化物歧化

酶的表达上调,更重要的是由于过氧化氢酶、谷胱甘

肽过氧化物酶可能伴随 Mn2+超氧化物歧化酶表达水

平的降低而增加ROS对细胞的毒性,从而导致细胞

内ROS的积累,对细胞造成更加严重的后果[14]。有

学者报道,使用H2O2 处理肌肉细胞导致肌肉蛋白质

分解增加,肌球蛋白表达减少,并且泛素-蛋白酶体蛋

白水解途径的组分表达增加[15],从而引起肌细胞的凋

亡,肌量减少[16]。另外,国外有文献在细胞培养和动

物模型中证实了NF-κB信号通路可能在肌少症中起

到重要的作用。就像在其他类型细胞中一样,一些细

胞因子可在肌肉细胞中激活 NF-κB[1,17]。而 Akt是

NF-κB信号通路的上游蛋白,因此笔者推测Akt也有

可能在肌少症中起到关键作用,本研究结果也很好地

证实了这一点,Akt在废用性肌少症中起到了重要的

调节作用。
本研究另一重要发现是柚皮甙可以有效干预肌

少症的发病过程,并降低悬吊小鼠肌细胞内的ROS。
以往柚皮甙作为一种抗骨质疏松药物常被用于原发

性和继发性骨质疏松的治疗[4],本研究发现柚皮甙可

以有效抑制细胞内ROS的产生,并促进Sod2基因的

表达,另外使用渥曼青霉素抑制Akt信号通路可以显

著降低Sod2基因的表达水平,这进一步说明了 Akt
可以通过调控Sod2基因的表达对ROS起到调控作

用。本研究阐述了柚皮甙调控细胞ROS水平并激活

Akt信号通路以治疗肌少症的分子机制。目前尚未

见国内外文献报道相关研究。
柚皮甙作为一种物美价廉的传统中草药,可以有

效地治疗由于患者长期卧床引起的废用性肌少症,且
笔者详细地研究了柚皮甙治疗废用性肌少症的机制,
这一发现可为临床废用性肌少症的治疗提供理论

依据。
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