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雌马酚通过调控自噬干预棕榈酸诱导的Ｌ６细胞肌管萎缩
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　　［摘要］　目的　观察雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）干预对棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）诱导的Ｌ６大鼠成肌细胞
肌管萎缩的影响，并探讨其机制。方法　体外培养Ｌ６细胞，以不同浓度的Ｅｑ、ＰＡ处理２４ｈ，通过ＣＣＫ８
法检测相对细胞活力确定Ｅｑ、ＰＡ干预的适宜浓度。将细胞分为对照组、模型组（ＰＡ：０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、干
预组（ＰＡ：０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ＋Ｅｑ：１μｍｏｌ／Ｌ）和自噬抑制剂组（ＰＡ：０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ＋Ｅｑ：１μｍｏｌ／Ｌ＋３ＭＡ：
１ｍｍｏｌ／Ｌ）。干预２４ｈ后检测各组细胞葡萄糖摄取能力；ＨＥ染色观察细胞肌管生长情况；透射电镜观
察细胞自噬小体数量；激光共聚焦显微镜观察经线粒体荧光探针标记的线粒体形态；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＭｙＨＣ、ｐ６２蛋白、ＬＣ３蛋白、ＭＦＮ２和ＤＲＰ１表达水平。结果　干预２４ｈ后，与对照组比较，模型组Ｌ６细
胞葡萄糖消耗明显减低（Ｐ＜０．０５），肌管直径明显减小（Ｐ＜０．０５），自噬小体数量减少，线粒体裂变增加，
ＭｙＨＣ、ＭＦＮ２蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），而 ｐ６２、ＤＲＰ１表达水平及 ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值增加（Ｐ＜
０．０５）；与模型组相比，干预组Ｌ６细胞葡萄糖消耗明显增加（Ｐ＜０．０５），肌管直径明显增大（Ｐ＜０．０５），自
噬小体数量增加，线粒体裂变减少，ＭｙＨＣ、ＭＦＮ２蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５），而 ｐ６２、ＤＲＰ１表达水平
及ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值降低（Ｐ＜０．０５）；Ｅｑ对ＰＡ诱导的Ｌ６细胞葡萄糖消耗，肌管直径，自噬小体数量，
线粒体裂变，ＭｙＨＣ、ｐ６２、ＭＦＮ２、ＤＲＰ１蛋白表达水平及 ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值的影响可被 ３ＭＡ有效抑
制。结论　Ｅｑ可有效改善ＰＡ诱导的Ｌ６细胞肌管萎缩，其部分机制与 Ｅｑ通过促进自噬，减轻线粒体
裂变有关。
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　　肌少症是由衰老、营养不良、代谢紊乱等因素引起
的骨骼肌质量下降和肌力减退的老年性疾病，导致跌

倒、骨折甚至死亡的风险增加，同时会引起一系列并发

症，严重影响老年人的身心健康和生活质量［１］。２型
糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）患者因葡萄糖
利用障碍导致脂肪分解增加，继而引起高游离脂肪酸

血症等脂代谢紊乱；研究发现 Ｔ２ＤＭ合并高游离脂肪
酸血症会加重肌肉功能障碍，从而使老年患者肌少症

发生率升高［１－４］。

　　骨骼肌是糖脂代谢的主要器官，对于血糖的稳定
至关重要；而骨骼肌对糖脂的利用依赖于线粒体功能

的正常发挥。线粒体既是细胞的能量工厂，也是细胞

内信号的传导中心；线粒体稳态破坏导致细胞合成代

谢等过程的能量供应发生障碍，影响 ＭｙＨＣ蛋白的合
成，导致肌管发育不良；同时线粒体稳态的破坏导致活

性氧的过量积累，引起一系列不良反应，促进了 Ｔ２ＤＭ
肌少症的发生［５－７］。自噬是细胞对受损细胞器进行选

择性清除的主要机制，其中线粒体自噬通过调控线粒

体融合和裂变，维持线粒体稳态，对于调节细胞的生

长、氧化应激与凋亡至关重要［８］。高游离脂肪酸导致

的骨骼肌自噬紊乱是线粒体损害的主要原因，在成人

Ｔ２ＤＭ患者肌肉功能障碍的病理生理过程中发挥重要
作用。因此，改善骨骼肌线粒体自噬紊乱、维持线粒体

稳态是目前治疗Ｔ２ＤＭ肌少症的重要方法［９］。

　　研究发现，雌激素可通过其受体调节骨骼肌细胞
生长和再生［１０］；同时雌激素可以对小鼠骨骼肌线粒体

发挥保护效应［１１］。雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）是大豆异黄酮
（ｓｏｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，ＳＩ）通过肠道菌群作用产生的体内代谢
产物，具有和雌激素相似的化学结构，且活性强于 ＳＩ，
可以调节糖脂代谢，改善炎症氧化应激等反应，同时能

避免合成雌激素不良反应的发生［１２－１３］。研究表明，膳

食中添加ＳＩ可以促进骨骼肌细胞的线粒体生物发生，
提示 Ｅｑ可能对线粒体功能具有一定的调节作用［１４］。

然而，目前国内外关于Ｅｑ对Ｔ２ＤＭ肌少症的干预效应
尚不清楚。本研究利用棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）诱
导Ｌ６细胞肌管萎缩模拟 Ｔ２ＤＭ肌少症病变，观察 Ｅｑ
的作用效果，同时结合自噬抑制剂 ３甲基腺嘌呤
（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）干预探究其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂与器材
　　微量台式低温离心机、全波长多功能酶标仪购自
赛默飞世尔科技有限公司，倒置荧光显微镜购自日本

奥林巴斯公司，超灵敏凝胶成像系统购自美国 ＧＥ公
司，激光共聚焦显微镜购自德国ＺＥＩＳＳ公司，高频电泳
仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，超声破碎仪购自昆山禾创
超声仪器有限公司。ｓ雌马酚购自上海大赛璐药物手
性技术有限公司，ＤＭＥＭ高糖培养基、青霉素链霉素
混合液、胎牛血清、胰蛋白酶ＥＤＴＡ溶液购自武汉普
赛诺生命科技有限公司，自制棕榈酸溶液［１５］，葡萄糖

测试盒购自南京建成生物工程研究所，ＰＡＧＥ凝胶快
速配成试剂盒购自西安米鼠生物科技有限公司，超敏

ＥＣＬ化学发光试剂盒、ＣＣＫ８试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、线粒体红色荧光探针、ＭｙＨＣ
一抗购自上海碧云天生物技术有限公司，ｐ６２抗体、线
粒体融合蛋白２（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＦＮ２）
一 抗购自英国Ａｂｃａｍ公司，动力相关蛋白１（ｄｙｎａｍｉｎ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＲＰ１）一抗购自美国 ＣＳＴ公司，ＬＣ３Ｂ
一抗购自上海艾比玛特生物医药有限公司，苏木精染

色液、伊红染色液、兔 ＧＡＰＤＨ抗体、过氧化物酶偶联
的二抗购自上海生工生物工程股份有限公司，３ＭＡ购
自武汉爱博泰克生物技术有限公司。

５０６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）



１．２　细胞培养
　　传代培养：复苏Ｌ６细胞（陆军军医大学营养与食
品安全研究中心提供），培养在１０％ＦＢＳ、１００ｋＵ／Ｌ双
抗的ＤＭＥＭ培养基中，置于５％ＣＯ２、３７℃的细胞培养
箱中孵育。当细胞融合度达８０％时，０．１２５％胰酶消化
２ｍｉｎ，调整细胞数为５×１０４／ｍＬ，按１∶３传代。
　　诱导 Ｌ６细胞向肌管细胞分化：待细胞贴壁达
８０％时，０．１２５％胰酶消化细胞，调整细胞数为１×１０４／
孔，２ｍＬ／孔，接种于６孔培养板。细胞贴壁２４ｈ换含
１％ＦＢＳ、１００ｋＵ／Ｌ双抗的ＤＭＥＭ培养基诱导分化（３～
５）ｄ，每隔２４ｈ换液，当细胞呈规则排列的梭形有肌
管出现时，即得到成熟的骨骼肌细胞。

１．３　Ｅｑ、ＰＡ对Ｌ６细胞增殖能力的影响
　　实验设空白组、对照组、不同浓度 Ｅｑ或 ＰＡ药物
处理组，其中空白组为不含药物及细胞的培养基、对照

组为含细胞的完全培养基。将生长至８０％的 Ｌ６细胞
以５×１０４／ｍＬ接种于 ９６孔板，１００μＬ／孔，设 ５个复
孔，置于细胞培养箱。培养 ２４ｈ后，每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂，细胞培养箱中反应１ｈ，置酶标仪中测定
波长４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］。

　　细胞存活率＝
给药组Ｄ（４５０）－空白组Ｄ（４５０）
对照组Ｄ（４５０）－空白组Ｄ（４５０）

×１００％

１．４　细胞分组及干预
　　根据１．３确定的Ｅｑ、ＰＡ干预浓度，将分化后的细
胞分为对照组、模型组（ＰＡ）、干预组（ＰＡ＋Ｅｑ）和自噬
抑制剂组（ＰＡ＋Ｅｑ＋３ＭＡ），在ＰＡ（０．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｅｑ
（１．０μｍｏｌ／Ｌ）和３ＭＡ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）作用２４ｈ后分别
收集培养基及细胞进行检测。

１．５　葡萄糖消耗实验
　　将分化后的 Ｌ６细胞分别于６、１２、２４ｈ收集培养
基，离心后取上清液加入到９６孔板中，按葡萄糖测试
盒操作说明检测各组培养液中葡萄糖含量，进一步计

算葡萄糖消耗量。

　　葡萄糖消耗量＝总葡萄糖含量－不同处理组葡萄
糖含量

１．６　ＨＥ染色
　　将Ｌ６细胞接种于６孔板，待分化完成后按上述分
组干预２４ｈ后，用 ＰＢＳ漂洗 ２次；４％多聚甲醛固定
１０ｍｉｎ；０．３％曲拉通透膜１０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗２次，苏木
精染色３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗２次，盐酸乙醇溶液分色数秒
后，使用 ＰＢＳ漂洗２次；伊红染液染色 １ｍｉｎ，使用无
水乙醇漂洗１次后在倒置显微镜下观察并采集图像。
使用ＩｍａｇｅＪ软件对分化好的随机５个肌管直径进行
测量，测量直径时避开细胞核。

１．７　透射电镜
　　将分化好的Ｌ６细胞按上述分组培养２４ｈ后收集
细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃去上层培养基，缓慢
加入２．５％戊二醛放于４℃冰箱固定过夜。１％锇酸后
固定后用梯度浓度的乙醇脱水、环氧树脂包埋、超薄切

片、染色，继而透射电镜观察，并采集图片。

１．８　线粒体荧光探针标记线粒体
　　将诱导分化后的 Ｌ６细胞，使用０．１２５％胰酶消化
离心后调整细胞数为１×１０４／ｍＬ，按１ｍＬ／孔，接种于
玻底培养皿，待细胞贴壁２４ｈ后，将细胞分为对照组、
模型组、干预组和抑制剂组，按上述干预方法培养２４ｈ
后，按照线粒体荧光探针试剂盒操作说明进行线粒体染

色。染色完成后置于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将干预 ２４ｈ的各组细胞收集于 １．５ｍＬ离心管
中，裂解细胞提取全蛋白；使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
进行蛋白定量，加入蛋白上样缓冲液，９５℃煮样
５ｍｉｎ。使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭｙＨＣ、ｐ６２、ＭＦＮ２、
ＤＲＰ１、ＬＣ３和ＧＡＰＤＨ的表达情况。显影后用ＩｍａｇｅＪ
软件对条带进行分析。

１．１０　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析，使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件作图，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　雌马酚、棕榈酸对Ｌ６细胞活力的影响
　　当雌马酚浓度为１００．０μｍｏｌ／Ｌ时雌马酚明显影
响Ｌ６细胞增殖能力，细胞存活率小于８５％；当浓度为
０．１～１０．０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞存活率接近 １００％，见图
１Ａ；后续实验雌马酚浓度选择 １．０μｍｏｌ／Ｌ。ＰＡ浓度
为０．１２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力与对照组差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），当ＰＡ浓度＞０．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活
力明显下降（Ｐ＜０．０５），见图１Ｂ，后续实验 ＰＡ浓度选
择０．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．２　雌马酚对Ｌ６细胞葡萄糖摄取能力的影响
　　干预６ｈ，与模型组比较，对照组、干预组和抑制剂
组葡萄糖消耗量无明显差异（Ｐ＞０．０５），与干预组相
比，抑制剂组葡萄糖消耗量明显降低（Ｐ＜０．０５）；干预
１２、２４ｈ，与模型组比较，对照组和干预组葡萄糖消耗
量明显增加（Ｐ＜０．０５），Ｅｑ对细胞葡萄糖消耗量的作
用可被３ＭＡ有效抑制，见表１。

６０６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５与对照组比较
Ａ：Ｅｑ对Ｌ６细胞活力影响；Ｂ：ＰＡ对Ｌ６细胞活力影响

图１　Ｅｑ、ＰＡ对Ｌ６细胞活力的影响

表１　各组细胞干预不同时间葡萄糖消耗量比较
（ｍｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组　 ２．０５±０．４９ ４．９０±０．６９ａ ７．７２±０．３２ａ

模型组　 １．５２±０．２９ ３．３３±０．６７ ５．０７±０．４４

干预组　 １．９３±０．４１ ４．８１±０．５１ａ ７．５７±０．６７ａ

抑制剂组 １．２２±０．４４ｂ ２．９４±１．２３ｂ ５．７０±０．７２ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与干预组比较

２．３　Ｅｑ对Ｌ６细胞肌管发育的影响
　　与模型组比较，对照组、干预组肌管直径增加（Ｐ＜
０．０５），ＭｙＨＣ蛋白表达上升（Ｐ＜０．０５），而自噬抑制剂

组肌管直径、ＭｙＨＣ蛋白表达与模型组差异均无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；与干预组比较，自噬抑制剂组肌管
直径明显减小（Ｐ＜０．０５），ＭｙＨＣ蛋白表达明显降低
（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．４　雌马酚干预对Ｌ６细胞自噬的影响
　　与对照组比较，模型组自噬小体数量较少，线粒体
肿胀明显，线粒体形态偏圆，线粒体长短径比值明显降

低（Ｐ＜０．０５），与模型组比较，Ｅｑ干预后细胞自噬小体
增多，线粒体肿胀减轻、呈长杆状、结构较完整，线粒体

长短径比值明显升高（Ｐ＜０．０５）；Ｅｑ对细胞线粒体自
噬的作用可被３ＭＡ有效抑制，见图３。
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１：对照组；２：模型组；３：干预组；４：抑制剂组；ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与干预组比较
Ａ～Ｄ：分别为ＨＥ染色观察对照组、模型组、干预组和抑制剂组 Ｌ６细胞肌管发育；Ｅ：各组细胞肌管直径对比；
Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｇ：ＭｙＨＣ半定量分析

图２　各组细胞ＨＥ染色、细胞肌管直径及ＭｙＨＣ蛋白表达水平比较

７０６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）
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Ａ～Ｄ：分别为透射电镜观察对照组、模型组、干预组和抑制剂组细胞线粒体形态学变化；Ｅ：各组细胞线粒体长短
对比　１：对照组；２：模型组；３：干预组；４：抑制剂组；ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与干预组比较

图３　各组细胞线粒体透射电镜结果及线粒体长短径比值变化

２．５　Ｅｑ对Ｌ６细胞线粒体动力学的影响
　　干预２４ｈ后，对照组细胞线粒体多为长杆状，线
粒体相互融合长条状，而模型组细胞线粒体呈颗粒状，

碎片化；经Ｅｑ干预后细胞杆状线粒体数量增多且相
互融合，而颗粒状线粒体数量减少；Ｅｑ对细胞线粒体
动力学的效应可被３ＭＡ有效抑制，见图４。
２．６　Ｅｑ对 Ｌ６细胞 ＭＦＮ２、ＤＲＰ１、ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ和

ｐ６２蛋白表达的影响
　　与对照组比较，模型组细胞 ＭＦＮ２蛋白表达水平
降低（Ｐ＜０．０５），而ｐ６２、ＤＲＰ１蛋白表达水平与ＬＣ３Ⅰ／
ＬＣ３Ⅱ比值升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，Ｅｑ干预后
细胞 ＭＦＮ２蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５），而 ｐ６２、
ＤＲＰ１蛋白表达水平与 ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值降低（Ｐ＜
０．０５）；Ｅｑ对细胞目的蛋白表达的调控作用可被３ＭＡ

有效抑制，见图５。

３　讨论

　　人口老龄化进程加速以及Ｔ２ＤＭ发病率的增加使
老年人Ｔ２ＤＭ肌少症患病率呈逐年上升趋势，这种疾
病的日益流行将会给广大老年患者带来巨大的医疗负

担和较差的生活质量［１－３］。针对 Ｔ２ＤＭ肌少症的防治
研究对广大老年人具有重要现实意义。本研究通过

０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ诱导Ｌ６细胞肌管萎缩，观察Ｅｑ的干
预效应并进一步探讨其作用机制，为 Ｔ２ＤＭ肌少症探
索更好的治疗手段提供实验依据。

　　Ｔ２ＤＭ肌少症的发病机制目前尚未阐明，部分研
究指出高血糖是导致２型糖尿病肌少症的主要原因，
同时也有研究显示高游离脂肪酸对２型糖尿病肌少症
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!" !#

Ａ～Ｄ：分别为对照组、模型组、干预组和抑制剂组；右上角图像为方框区域放大４倍图像

图４　各组细胞线粒体荧光探针染色结果
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１：对照组；２：模型组；３：干预组；４：抑制剂组；ａ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与干预组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析；Ｃ～Ｅ：分别为ＤＲＰ１、ＭＦＮ２、ｐ６２半定量分析：Ｆ：ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值

图５　各组细胞ＤＲＰ１、ＭＦＮ２、ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ和ｐ６２蛋白表达水平比较

具有重要影响［１６－１７］。本研究发现，与单纯的高糖条件

（对照组）相比，高糖高脂条件下（模型组）Ｌ６细胞肌
管直径明显减小、肌管萎缩明显，与 ＬＥＥ等［１８］的研究

结果一致；通过检测细胞葡萄糖消耗量和 ＭｙＨＣ蛋白
表达发现，模型组细胞葡萄糖利用能力较对照组下降，

同时ＭｙＨＣ蛋白表达降低，其可能的原因是高糖高脂
环境下Ｌ６细胞葡萄糖利用能力下降会限制ＡＴＰ的生
成，从而使细胞的合成代谢过程受到影响并引起

ＭｙＨＣ合成降低，最终导致肌管萎缩，而 Ｅｑ干预可有
效逆转这一过程。

　　线粒体是细胞的能量工厂，线粒体损伤将导致能
量的合成效率下降，从而对细胞产生不良影响，在细胞

代谢紊乱时，线粒体可通过动力学上的变化来适应能

量的改变。ＭＦＮ２和ＤＲＰ１是反映线粒体动力学的关
键指标，二者水平的动态改变使线粒体发生融合和裂

变的变化，是维持线粒体稳态的关键环节［１９］。正常情

况下，线粒体相互融合呈长杆状，有利于提高能量的产

生效率；而线粒体裂变在一定程度内增加有利于受损

线粒体被及时清除，如果受损的线粒体不能及时清除，

裂变的线粒体会释放过量活性氧，最终会导致细胞凋

亡。本研究发现，与对照组相比，模型组细胞线粒体融

合降低、裂变增加，同时 ＭＦＮ２蛋白表达水平降低，而
ＤＲＰ１蛋白表达水平升高；经Ｅｑ干预后细胞线粒体融
合增加、裂变减少，同时 ＭＦＮ２蛋白表达水平升高，而
ＤＲＰ１蛋白表达水平降低。
　　目前细胞已进化出线粒体质量控制的多种机制用
于维持线粒体稳态，自噬是其中最关键的途径［２０］。自

噬是细胞选择性清除线粒体等受损细胞器的机制，通

过及时清除受损的线粒体可避免受损线粒体进一步释

放活性氧造成细胞的再次损伤，有利于维持线粒体稳

态［２１］。线粒体自噬受多种信号通路调节，其中由

ＰＩＮＫ１／帕金森蛋白介导的线粒体自噬是其中的经典
途径。ＰＩＮＫ１是一种 Ｅ３泛素连接酶，在线粒体受损
早期，线粒体膜电位下降，ＰＩＮＫ１在受损线粒体表面积
累，招募帕金森蛋白和 ｐ６２，促进 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化
增加，促进自噬体形成，使功能失调的线粒体降解，避

免了细胞的凋亡［２２－２３］。本研究发现，与对照组相比，模

型组细胞自噬下降，同时ｐ６２蛋白表达水平和ＬＣ３Ⅰ／
ＬＣ３Ⅱ比值升高；经 Ｅｑ干预后细胞自噬增强，同时
ｐ６２蛋白表达水平和ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值降低。

９０６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）



　　为明确Ｅｑ对 Ｌ６细胞肌管萎缩的干预效应是否
与自噬有关，本研究利用自噬抑制剂 ３ＭＡ干预后发
现，与 Ｅｑ干预组相比，抑制剂组细胞自噬下降，线粒
体融合降低、裂变增加，ＭＦＮ２蛋白表达水平降低，而
ｐ６２、ＤＲＰ１蛋白表达水平和 ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ比值升高；
同时细胞葡萄糖利用能力下降，ＭｙＨＣ蛋白表达降低，
肌管直径减小、肌管萎缩明显。以上结果说明 Ｅｑ通
过促进线粒体自噬调节了线粒体动力学变化，从而改

善线粒体功能，并进一步改善 ＰＡ诱导的 Ｌ６细胞
萎缩。

　　雌激素受体在肌肉能量代谢、收缩功能、骨骼肌生
长和线粒体生物发生上起重要作用，骨骼肌上雌激素

受体表达丰富的 ＥＲα和 ＥＲβ受体，通过激活骨骼肌
ＥＲβ可有效调节线粒体功能进而改善糖脂代谢和骨
骼肌功能［２４－２７］。Ｅｑ主要通过与雌激素受体结合发挥
生物学效应［２８］，因此Ｅｑ调控自噬、改善肌管萎缩的效
应可能与雌激素受体有关，需要在以后的研究中进一

步证实。

　　综上所述，Ｅｑ可有效改善 ＰＡ诱导的 Ｌ６细胞肌
管萎缩，其部分机制可能与 Ｅｑ通过自噬减轻线粒体
裂变、维持线粒体稳态、增加细胞葡萄糖利用能力有

关，但其具体的作用机制仍需要进一步深入研究。同

时，本研究结论是基于体外实验结果，其在动物包括人

体中的具体效应仍有待证实。Ｅｑ作为一种副作用小
的天然化合物，在未来有可能成为治疗 Ｔ２ＤＭ肌少症
的理想植物化合物。
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ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２１，１３（１）：１８３．

ＤＯＩ：１０．３３９０／ｎｕ１３０１０１８３．

［１７］ＤＥＦＲＥＩＴＡＳＭＭ，ＤＥＯＬＩＶＥＩＲＡＶＬＰ，ＧＲＡＳＳＩＴ，

ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｓａｒｃｏｐｅｎｉａｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｆａｃｔｏｒｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ２０１０ａｎｄ２０１８Ｅｕｒｏｐｅａｎｃｏｎｓｅｎｓｕｓ

（ＥＷＧＳＯＰ）ｉｎｅｌｄｅｒｌｙｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ

［Ｊ］．ＥｘｐＧｅｒｏｎｔｏｌ，２０２０，１３２：１１０８３５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｅｘｇｅｒ．２０２０．１１０８３５．

［１８］ＬＥＥＨ，ＬＩＭＪＹ，ＣＨＯＩＳＪ．Ｏｌｅａｔｅｐｒｅｖｅｎｔｓｐａｌｍｉｔａｔｅ

ｉｎｄｕｃｅｄａｔｒｏｐｈｙｖｉａ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＲＯＳ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｙｏｔｕｂｅｓ［Ｊ］．ＯｘｉｄａｔｉｖｅＭｅｄＣｅｌｌ

Ｌｏｎｇｅｖ，２０１７，２０１７：１－１１．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１７／

２７３９７２１．

［１９］ＦＥＡＬＹＣＥ，ＧＲＥＶＥＮＤＯＮＫＬ，ＨＯＥＫＳＪ，ｅｔａｌ．Ｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｓａｎｄａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｏｌＭｅｄ，２０２１，２７（１１）：

１０３３－１０４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｏｌｍｅｄ．２０２１．０７．０１３．

［２０］ＹＵＬ，ＣＨＥＮＹ，ＴＯＯＺＥＳＡ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙ：ｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１８，１４（２）：

２０７－２１５．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５４８６２７．２０１７．１３７８８３８．

［２１］ＴＡＮＩＤＡＩ． Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０１１，

１４（１１）：２２０１－２２１４．ＤＯＩ：１０．１０８９／ａｒｓ．２０１０．３４８２．

［２２］ＴＥＲＥＡＫＰ，ＬＡＰＡＯＡＮ，ＳＵＢＩＣＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ＰＲＫＮｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｉｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２２，１８

（１）：２４－３９．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５４８６２７．２０２１．１８８８２４４．

［２３］ＰＩＣＫＬＥＳＳ，ＶＩＧＩ?Ｐ，ＹＯＵＬＥＲＪ．Ｍｉｔｏｐｈａｇｙａｎｄｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

Ｂｉｏｌ，２０１８，２８（４）：Ｒ１７０－Ｒ１８５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｕｂ．

２０１８．０１．００４．

［２４］ＫＬＩＮＧＥＣＭ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＲｅｄｏｘＢｉｏｌ，２０２０，３１：１０１４３５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｒｅｄｏｘ．２０２０．１０１４３５．

［２５］ＩＫＥＤＡＫ，ＨＯＲＩＥＩＮＯＵＥ Ｋ，ＩＮＯＵＥ Ｓ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆ

ｅｓｔｒｏｇｅｎａｎｄｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｏｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ

［Ｊ］．ＪＳｔｅｒｏｉｄＢｉｏｃｈｅｍＭｏｌＢｉｏｌ，２０１９，１９１：１０５３７５．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｓｂｍｂ．２０１９．１０５３７５．

［２６］ＫＬＩＮＧＥＣＭ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｎｄｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００８，１０５（６）：１３４２－

１３５１．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｂ．２１９３６．

［２７］ＲＩＢＡＳＶ，ＤＲＥＷＢＧ，ＺＨＯＵＺＱ，ｅｔａｌ．Ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ

ａｃｔｉｏｎｏｆｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒαｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｔｈｅｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｆｅｍａｌｅｓ

［Ｊ］．ＳｃｉＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１６，８（３３４）：３３４ｒａ５４．ＤＯＩ：１０．

１１２６／ｓｃｉｔｒａｎｓｌｍｅｄ．ａａｄ３８１５．

［２８］ＭＡＹＯＢ，Ｖ?ＺＱＵＥＺＬ，ＦＬ?ＲＥＺＡＢ．Ｅｑｕｏｌ：ａｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｆｒｏｍ ｔｈｅｄａｉｄｚｅｉｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅａｎｄｉｔｓｐｒｅｓｕｍｅｄ

ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｈｅａｌｔｈｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０１９，１１（９）：

２２３１．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｎｕ１１０９２２３１．
（收稿：２０２３０４１３；修回：２０２３０５２０）

（编辑　汪勤俭）
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