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本文引用：刘猛．急性力竭运动大鼠脑皮质运动区组织中 ｃａｓｐａｓｅ３的表达［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１７，３４（１）：

２２２５．ＤＯＩ：１０．７６８３／ｘｘｙｘｙｘｂ．２０１７．０１．００６． 【基础研究】

急性力竭运动大鼠脑皮质运动区组织中 ｃａｓｐａｓｅ３的表达

刘　猛
（新乡市中心医院神经外科，河南　新乡　４５３０００）

摘要：　目的　观察急性力竭运动大鼠脑皮质运动区组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性和蛋白表达，探讨不同强度力竭运动
对脑皮质运动区细胞凋亡的影响。方法　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠８０只随机分为对照组（ｎ＝８）、中等强度力竭
运动组（ｎ＝３６）和高强度力竭运动组（ｎ＝３６）。对照组大鼠不进行力竭运动，中等强度力竭运动组和高强度力竭运动
组大鼠建立急性力竭运动模型，分别在力竭运动后６ｈ和１、４、７ｄ采集大鼠脑皮质运动区组织，采用荧光分析法检测
脑皮质运动区组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平，比较 ３组大鼠脑皮质运动区组织中
ｃａｓｐａｓｅ３活性和蛋白水平。结果　力竭运动后６ｈ，中等强度力竭运动组和高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑
组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性显著
高于中等强度力竭运动组（Ｐ＜０．０５）。力竭运动后１、４ｄ，高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活
性显著高于中等强度力竭运动组和对照组（Ｐ＜０．０５），但中等强度力竭运动组与对照组大鼠脑皮质运动区脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。力竭运动后７ｄ，３组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性比
较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。中等强度力竭运动组大鼠力竭运动后６ｈ脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性
显著高于力竭运动后１、４、７ｄ时（Ｐ＜０．０５）。高强度力竭运动组大鼠力竭运动后１ｄ时脑皮质运动区组织中ｃａｓｐａｓｅ
３活性显著高于力竭运动后６ｈ和４、７ｄ时（Ｐ＜０．０５），力竭运动后６ｈ和４ｄ时脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活
性显著高于力竭运动后７ｄ时（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，中等强度力竭运动组大鼠力竭运动后６ｈ和１、４、７ｄ时脑组
织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达无显著变化（Ｐ＞０．０５）；高强度力竭运动组大鼠力竭运动后脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐渐升
高，力竭运动后４、７ｄ时ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著高于对照组和中等强度力竭运动组（Ｐ＜０．０５）。结论　力竭运动可能
通过上调ｃａｓｐａｓｅ３活性和蛋白表达而促进大鼠脑皮质运动区细胞凋亡，且力竭运动强度越高，细胞凋亡越明显。
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ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉ
ｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｍｏｄｅｒａｔｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆ６
ｈｏｕｒｓ，４ａｎｄ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｔｉｓ
ｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ．Ｆｏｕｒａｎｄｓｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｒａｔｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｅｘｈａｕｓ
ｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｏｆｒａｔｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｓｍｏｒｅｏｂｖｉｏｕｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃａｓｐａｓｅ３；ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅ；ｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　研究证明，力竭运动会导致心肌细胞及骨骼肌

细胞凋亡，其机制与运动后的细胞损伤有关［１］；亦

有研究发现，运动后胸腺细胞和淋巴细胞凋亡与运

动员呼吸系统感染高发病率及机体免疫功能丧失相

关［２３］。力竭运动后人体细胞凋亡是组织自我保护

功能的下降，是机体清除部分损伤细胞的正常生理

过程，但是，力竭运动中大量的细胞凋亡则会造成人

体组织器官功能下降，其可能是运动性疲劳的机制

之一［３］。中枢运动神经系统是调节、控制人体随意

运动的重要系统，对人体运动起主导作用，因此，揭

示不同时间、不同强度的力竭运动与中枢神经系统

（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）细胞凋亡之间的内在
联系，分析其可能的机制或功能影响，对探讨力竭运

动与ＣＮＳ功能、运动与细胞凋亡的关系具有重要意

义［３５］。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ

大鼠８０只，体质量３８６～４２２ｇ，由新乡医学院实验
动物中心提供。动物适应性喂养１周后随机分为对
照组（ｎ＝８）、中等强度力竭运动组（ｎ＝３６）和高强

度力竭运动组（ｎ＝３６）。
１．２　主要试剂及仪器　兔抗小鼠 ｃａｓｐａｓｅ３一抗、
山羊抗兔二抗（美国 Ｓａｎｔａ公司），二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白检测试剂盒（北京普
利莱基因技术有限公司），ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司），βｔｕｂｕｌｉｎ（武
汉艾美捷科技有限公司），ｃａｓｐａｓｅ３活性显色底物
ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；ＰＴ９８型动物跑
台（杭州立泰科技有限公司），离心管、移液器、电子

天平（宁波江南仪器厂）。

１．３　急性力竭运动大鼠模型建立　各组大鼠在动
物跑台上进行２ｄ适应性运动，休息１ｄ，然后中等
强度力竭运动组和高强度力竭运动组大鼠进行力竭

运动，跑台开始速度为 １０ｍ·ｍｉｎ－１，逐渐提高速

度，并在５ｍｉｎ内达到２０ｍ·ｍｉｎ－１（中等强度力竭

运动组）或３６ｍ·ｍｉｎ－１（高强度力竭运动组），保持

速度直至大鼠力竭，同时记录力竭所需的运动时间。

力竭标准：毛刷驱赶大鼠无效，在跑台尾端停留２ｓ

仍不愿跑，并失去快速翻正反射［６］。对照组大鼠恢

复性休息１ｄ后不进行力竭运动。
１．４　荧光分析法检测脑皮质运动区组织中
ｃａｓｐａｓｅ３活性　中等强度力竭运动组和高强度力
竭运动组大鼠分别于力竭运动后６ｈ及１、４、７ｄ随
机选取９只大鼠，断头法处死大鼠，以颅前囟为界，
经大脑前连合平面向后间隔３ｍｍ取大脑皮质运动

区组织［６］，于预冷的１００ｇ·Ｌ－１磺基水杨酸中匀浆，

取１０μＬ脑组织匀浆上清液，加入１０μＬｃａｓｐａｓｅ３

活性显色底物（ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和

８０μＬ反应缓冲液，３７℃孵育１ｈ，应用荧光分光光
度计检测波长４０５ｎｍ处样本的吸光度值，计算对硝
基苯胺（ｐｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ，ｐＮＡ）浓度，计算公式：ｙ＝
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－５．４７３９＋５３９．６６４８ｘ；ｘ为吸光度值，ｙ为 ｐＮＡ标
准品浓度。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脑皮质运动区组织中
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平　脑组织取样后 －８０℃储存，
ＢＣＡ法测定 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达。１００ｇ·Ｌ－１聚丙
烯酰胺凝胶（等量蛋白）加入上样孔进行电泳后，蛋

白转入聚偏氟乙烯膜，应用含５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶的
ＴＢＳＴ，２５℃封闭１ｈ。４℃温度下１１０００兔抗小
鼠 ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体过夜，ＴＢＳＴ振荡冲洗
１５ｍｉｎ，共３遍，然后山羊抗兔二抗（１２０００）孵育
３ｈ，再次振荡冲洗１５ｍｉｎ，反复３遍，增强化学发光
液处理，暗室显影，照相。

１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
方差分析和ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活
性比较　结果见表１。力竭运动后６ｈ，中等强度力

竭运动组和高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑

组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），
高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中

ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于中等强度力竭运动组（Ｐ＜
０．０５）。力竭运动后１、４ｄ，高强度力竭运动组大鼠
脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于中
等强度力竭运动组和对照组（Ｐ＜０．０５），但中等强
度力竭运动组与对照组大鼠脑皮质运动区脑组织中

ｃａｓｐａｓｅ３活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
力竭运动后７ｄ，３组大鼠脑皮质运动区脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３活性比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。中等强度力竭运动组大鼠力竭运动后６ｈ
脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于力
竭运动后１、４、７ｄ时（Ｐ＜０．０５）。高强度力竭运动
组大鼠力竭运动后１ｄ时脑皮质运动区脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于力竭运动后６ｈ和４、７ｄ时
（Ｐ＜０．０５），力竭运动后６ｈ和４ｄ时脑皮质运动区
脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于力竭运动后７ｄ时
（Ｐ＜０．０５）。

表１　３组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３活性比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ｃａｓｐａｓｅ３活性

力竭运动后６ｈ 力竭运动后１ｄ 力竭运动后４ｄ 力竭运动后７ｄ

对照组 ８ ２４．８９±７．９６ ２４．８９±７．９６ ２４．８９±７．９６ ２４．８９±７．９６

中等强度力竭运动组 ９ ３８．９７±７．２１ａ ２５．１５±７．４９ｂ ２５．０２±８．２３ｂ ２４．９１±８．９２ｂ

高强度力竭运动组 ９ ５３．１２±１３．７７ａｃｄｅ ８２．２３±１９．９５ａｃ ３８．６６±６．９１ａｃｄｅ ２５．６２±９．７９ｄ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与力竭运动后６ｈ比较ｂＰ＜０．０５；与中等强度力竭运动组比较ｃＰ＜０．０５；与力竭运动后１ｄ比较ｄＰ＜０．０５；与

力竭运动后７ｄ比较ｅＰ＜０．０５。

２．２　各组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达比较　结果见图１、图２和表２。与对照组比
较，中等强度力竭运动组大鼠力竭运动后６ｈ和１、
４、７ｄ时脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）；高强度力竭运动组大鼠力竭运动
后６ｈ和１、４、７ｄ时脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达逐
渐升高，力竭运动后４、７ｄ时 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显
著高于对照组和中等强度力竭运动组（Ｐ＜０．０５）。

１：对照组；２：中等强度力竭运动后６ｈ；３：中等强度力竭运动后１ｄ；

４：中等强度力竭运动后４ｄ；５：中等强度力竭运动后７ｄ。

图１　中等强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒ
ｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｏｆｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｒａｔｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘ
ｅｒｃｉｓｅｇｒｏｕｐ

１：对照组；２：高强度力竭运动后６ｈ；３：高强度力竭运动后１ｄ；４：高

强度力竭运动后４ｄ；５：高强度力竭运动后７ｄ。

图２　高强度力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒ
ｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｏｆｒａｔｓｉｎｈｉｇｈｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｅｘｅｒｃｉｓｅ
ｇｒｏｕｐ
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表２　３组大鼠脑皮质运动区脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｍｏｔｏｒａｒｅａｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达（相对灰度值）

力竭运动后６ｈ 力竭运动后１ｄ 力竭运动后４ｄ 力竭运动后７ｄ
对照组 ８ １．０１０±０．０２１ １．０２１±０．０２２ １．００５±０．０１９ １．００４±０．０２１
中等强度力竭运动组 ９ １．０５１±０．０２３ １．０６２±０．０２０ １．０７１±０．０２１ １．０７９±０．０２０
高强度力竭运动组 ９ １．０５２±０．０２２ １．１０２±０．０２３ １．５２４±０．０２１ａ １．７５６±０．０２６ａ

　　注：与对照组和中等强度力竭运动组比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论

运动作为机体的一种生理刺激，对机体自身具

有正反２个方面的作用，即适当运动可有效改善机
体形态与生理功能，而过量运动往往适得其反，导致

ＣＮＳ细胞凋亡，引起功能失调与障碍［７］。神经胶质

细胞在中枢神经系统内构成了网络支架，对神经元

起到支撑和保护等多方面的作用。有形态学研究已

经证实，力竭运动后 ＣＮＳ细胞凋亡均为神经胶质细
胞［８］。目前，国内外学者对中枢神经细胞凋亡现象

及其作用已经开展了前期研究，但主要集中于形态

学领域，有关力竭运动后凋亡相关蛋白时相变化仍

需进一步证实［８９］。

细胞凋亡是一种受基因调控的主动性细胞死亡

方式，ｃａｓｐａｓｅ３是参与细胞凋亡的主要效应酶，其表
达升高表明细胞凋亡比较活跃［１０１３］。本研究结果显

示，力竭运动后６ｈ，中等强度力竭运动组和高强度
力竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３
活性均显著高于对照组，高强度力竭运动组 ｃａｓｐａｓｅ
３活性显著高于中等强度力竭运动组；这表明力竭运
动后早期大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活
性就已经有明显增强。力竭运动后１、４ｄ，高强度力
竭运动组大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活
性显著高于中等强度力竭运动组和对照组，但中等

强度力竭运动组与对照组大鼠脑皮质运动区脑组织

中ｃａｓｐａｓｅ３活性比较无差异，这表明中等强度力竭
运动后大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性
很快恢复，细胞凋亡水平恢复正常。力竭运动后

７ｄ，３组大鼠脑皮质运动区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３活性
比较差异无统计学意义，这表明经过较长时间的机

体适应后，高强度力竭运动后大鼠脑皮质运动区脑

组织凋亡水平也恢复正常。

本研究结果显示，与对照组比较，中等强度力竭

运动组大鼠力竭运动后６ｈ和１、４、７ｄ时脑组织中
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达无显著变化；高强度力竭运动组
大鼠力竭运动后６ｈ和１、４、７ｄ时脑组织中ｃａｓｐａｓｅ
３蛋白表达逐渐升高，力竭运动后４、７ｄ时ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达显著高于对照组和中等强度力竭运动组。

力竭运动后 ＣＮＳ细胞凋亡增加，且运动强度越大，

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增加越明显，恢复正常越慢。
综上所述，力竭运动大鼠脑皮质运动区组织中

ｃａｓｐａｓｅ３活性和蛋白表达均显著升高，提示细胞凋
亡增加，且高强度力竭运动后细胞凋亡更明显，恢复

过程缓慢。
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