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脉冲电流经皮刺激肝区对运动性疲劳大鼠肝脏线粒体呼吸
链酶复合物活性的影响 *
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摘要 目的：探讨脉冲电流经皮刺激肝区对运动性疲劳大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性的影响。方法：选取健康 8周

龄Wistar雄性大鼠 80只为实验对象，将实验动物随机分为安静对照组(A组)、疲劳对照组（B组）、疲劳前刺激组(C组)、疲劳后刺

激组 (D组)，造模成功后分别在 1、3、5周末分批处死。采用分光光度法测定 1、3、5周各组动物的肝脏线粒体呼吸链酶复合物

（I~IV）活性，大鼠肝脏线粒体蛋白定量用 Bradfood蛋白定量法测定。结果：第 3、5周末 D组和 B组、C组大鼠游泳力竭时间差异

比较具有统计学意义(P＜ 0.05)。A组、C组及 D组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性水平在第 3、5周末均高于 B组

(P＜ 0.05)。D组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性水平在第 3、5周末均高于 C组(P＜ 0.05)。结论：脉冲电流经皮刺激运

动性疲劳大鼠肝区可以提高其氧化呼吸链酶复合物（I~IV）的活性水平。
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Influence of Percutaneous Impulsive Current Stimulation of Hepatic Region
on the Hepatic Mitochondria, Respiratory Chain Enzyme Complex Activity in

Exercise-induced Fatigue Rats*

To discuss the effects of percutaneous impulsive current stimulation of hepatic region on the hepatic

mitochondria, respiratory chain enzyme complex （I~IV）activity in exercise-induced fatigue rats and further investigate the

exercise-induced fatigue. Eight-week-old Wistar male rats were selected to be experimental animals which were randomly

separated into four groups: control group (group A); fatigue group (group B); stimulation group before fatigue (group C) and stimulation

group after fatigue (group D). At the weekend of 1st, 3rd and 5th week after modeling, rats were chosen from each group and sacrificed. We

adopted spectrophotometry to determine hepatic mitochondria respiratory chain enzyme complex（I~IV）activity of the rats in each group

in 1st, 3rd and 5th week. As for the protein quantification of the hepatic mitochondria in rats, Bradfood protein quantification was adopted.

At the weekend of 3rdand 5thweek, the exhausting time of group B was less than that of group C and group D, and the difference

among these groups in swimming exhausting time was statistically significant (P<0.05). The level of activity of hepatic mitochondria

respiratory chain enzyme complex（I~IV）in group A, group C and group D in the weekend of 3rd week and 5th week was higher than that

in group B and the difference was statistically significant(P<0.05). The level of activity of hepatic mitochondria respiratory chain enzyme

complex（I~IV）in group D in the weekend of 3rdweek and 5th week was higher than that in group C and the difference was statistically

significant (P<0.05). Percutaneous impulsive current stimulation of hepatic region in exercise-induced fatigue rats may

improve the activity of the oxidant respiratory chain enzyme complex（I~IV）.
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前言

运动性疲劳指身体机能的生理过程不能持续在特定水平

或身体不能维持预定的运动强度的机体运动能力下降的现象
[1]。肝脏是人体最大的腺体，在机体物质代谢，维持血糖恒定及

供能方面有重要作用。线粒体作为细胞器，是真核细胞功能活

动的主要供能单位[2]，通过其内膜呼吸链的氧化与磷酸化反应

的偶联为有机体生成 80%以上的 ATP[3]，在维持肝脏细胞正常

的能量代谢和功能方面有重要作用。而肝脏线粒体内膜呼吸链

包括 4个氧化还原复合体酶系 [4]，即复合体 I（complex I）为

NADH-Q还原酶，复合体 II（complex II）为琥珀酸 -Q 还原酶，

复合体 III（complex III）是 QH2-细胞色素 C还原酶，复合体 IV

（complex IV）是细胞色素氧化酶。线粒体呼吸链的基本功能是

转化底物的氧化还原势能（Δ Eh）为质子电化学势能（Δ 滋H+），

而后者再转化成 ATP的高能磷酸键能（Δ Gp）[5,6]。前期有研究

表明[7-9]，脉冲电流经皮刺激运动性疲劳大鼠肝区能够延长其游

泳力竭时间，减轻运动疲劳所致的肝脏损伤，有抗疲劳作用；不

同间动周期中频脉冲电流经皮刺激运动性疲劳士兵肝区，可提

高其运动耐力，有缓解运动性疲劳的作用。本研究采用游泳力

竭大鼠模型，应用分子生化技术，观察脉冲电流经皮刺激肝区

对运动性疲劳大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性的

影响，了解运动性疲劳后线粒体主要酶的活性改变以及脉冲电

流经皮刺激肝区干预方式对肝脏能量代谢的影响，丰富并完善

脉冲电流经皮刺激肝区对于缓解疲劳的相关机制研究。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选择健康 8周龄Wistar大鼠 80只，均为雄性，体重 204±

15 g，由河南省实验动物中心提供，饲养室温度 23± 2 ℃，湿度

41%± 15%，自然光照，分笼饲养，自由摄食及饮水，适应性喂养

1周，所有动物实验前均未进行过游泳运动。

1.2 主要试剂和仪器

大鼠线粒体呼吸链复合物（I~IV）酶联免疫分析试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（北京索

莱宝生物技术有限公司）；盐酸氯胺酮注射液（国药准字

H35020148，福建古田药业有限公司）；LD5-2A离心机（北京雷

勃尔离心机有限公司）；电子天平；上海康金酶标仪；电热恒温

水槽等。

1.3 实验方法

1.3.1 动物模型建立及分组 将实验动物随机分为安静对照

组(A组)、疲劳对照组（B组）、疲劳前刺激组(C组)、疲劳后刺激

组(D组)，每组 18只，剩余 8只备用。按组别分笼饲养。实验开

始前 3 d，每天每只大鼠学习游泳 30 min，水温 32± 1 ℃，水深

70 cm，随后连续进行 5周实验。B组、C组及 D组大鼠每周进

行游泳训练 6 d，休息 1 d，游泳 2次 /日，每次均达到力竭，当

大鼠浮在水面不运动时用木棒驱赶，维持其运动状态。力竭标

准以大鼠下沉后 10 s不露出水面为准，记录每只大鼠的游泳力

竭时间。每组大鼠游泳后换水。B、D组大鼠在游泳后，C组大鼠

在游泳前分别给予腹腔注射盐酸氯胺酮注射液 0.25 g/kg 麻

醉。C组大鼠在游泳前，D组大鼠在游泳力竭后分别给予大鼠

肝区频率为 1024 Hz的脉冲电流刺激，电流强度均为 10 mA，

间动周期为 1 s，时间均为 20 min。

1.3.2 取材、标本制备及检测指标 各组大鼠分别在 1、3、5

周末分批处死，处死动物禁食水过夜，断头处死，立即剖腹取肝

脏组织，取肝脏标本 1 g，用液氮迅速冷冻保存备用。肝脏标本

溶化后仍保持 2-8 ℃的温度，眼科剪剪碎后，加入 9 mL的 PBS

液（pH7.4），用超声匀浆器将标本匀浆充分。离心 20 min（3000

转 /分）。收集上清液，分装后一份待检测，其余冷冻备用，整个

操作过程均在 0-4℃中进行。采用分光光度法[10]测定 1、3、5周

各组动物的肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性，大鼠肝脏

线粒体蛋白定量用 Bradfood蛋白定量法测定[11]。

1.4 统计学处理

本研究所有实验数据均用 SPSS18.0统计学软件对实验数

据进行统计学分析，所涉及的计量资料用 x± s表示，采用 t检

验，并以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 运动性疲劳大鼠游泳力竭时间的比较

第 1周末 3组大鼠游泳力竭时间差异无统计学意义 (P＞

0.05)；第 3周末 B组大鼠力竭时间短于 C组及 D组，C组和 D

组大鼠游泳力竭时间差异比较无统计学意义(P＞ 0.05)，而 D组

和 B组、C组大鼠游泳力竭时间差异比较具有统计学意义(P＜

0.05)；第 5周末 B组大鼠力竭时间短于 C组和 D组，B组和 C

组大鼠游泳力竭时间差异比较无统计学意义(P＞ 0.05)，而 D组

和 B组、C组大鼠游泳力竭时间差异比较具有统计学意义(P＜

0.05)。具体结果详见表 1。

2.2 各组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性的比较

第 1周末 4组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活

性的比较差异无统计学意义(P＞ 0.05)。A组大鼠肝脏线粒体呼

吸链酶复合物 I的活性，在第 3、5周末分别为（0.826± 0.048）、

（0.835± 0.054）高于 B组的（0.570± 0.044）、（0.510± 0.043）；C

组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物 I的活性，在第 3、5周末分

别为（0.618± 0.045）、（0.609± 0.043）高于 B 组的（0.570±

0.044）、（0.510± 0.043）；D组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物

表 1 运动性疲劳大鼠游泳力竭时间（x± s，n=6，min）

Table 1 The exhaustive swimming time of exercise-induced fatigue rats

（x± s, n=6, min）

Group
Training time（week）

1 3 5

B group

C group

D group

94.59± 8.51

93.80± 10.89

97.26± 11.62

101.72± 7.23

105.46± 9.89

115.35± 12.19*

111.59± 8.42

119.18± 10.27

132.39± 9.44*#

注：* P<0.05 和 B组相比较；# P<0.05和 C组相比较。

Note: * P<0.05 compared with group B; # P<0.05 compared with group C.
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I的活性，在第 3、5周末分别为（0.957± 0.054）、（0.996± 0.057）

高于 B组的（0.570± 0.044）、（0.510± 0.043），且差异比较均具

有统计学意义(P＜ 0.05)。A组、C组及 D组大鼠肝脏线粒体呼

吸链酶复合物（II~IV）活性水平在第 3、5 周末均高于 B 组，且

差异比较具有统计学意义(P＜ 0.05)。D组大鼠肝脏线粒体呼吸

链酶复合物（I~IV）活性水平在第 3 周末分别为（0.957±

0.054）、（0.208± 0.014）、（0.083± 0.006）、（0.075± 0.008）均高

于 C 组的（0.618± 0.045）、（0.159± 0.010）、（0.030± 0.007）、

（0.023± 0.006）；D 组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）

活性水平在第 5周末分别为（0.996± 0.057）、（0.224± 0.015）、

（0.091± 0.006）、（0.083± 0.007）均高于 C组的（0.609± 0.043）、

（0.148± 0.012）、（0.024± 0.005）、（0.014± 0.004），且差异比较

均具有统计学意义(P＜ 0.05)。具体结果详见图 1。

3 讨论

线粒体是机体细胞有氧代谢的重要场所[12]，其氧化磷酸化

是机体内重要的能量来源，由线粒体内膜的呼吸链完成。而线

粒体内膜呼吸链是由 4个酶复合体（I~IV）组成的一个酶系，在

机体的能量代谢方面起着重要的作用，4个酶复合体活性的改

变可以直接或者间接地反映机体线粒体呼吸功能的变化[13-16]。

而线粒体呼吸能力的下降是机体运动性肌肉疲劳产生的重要

原因[12]。线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）在以 Q为辅酶的电子传

递过程中有重要的作用，运动性疲劳可导致呼吸链功能下降，

从而加速机体自由基的生成[17]，可导致机体衰老加快[18]，而长期

规律的运动则会增强线粒体的功能[19-21]。因此，通过了解运动性

疲劳状态下，肝脏线粒体氧化呼吸链酶复合体（I~IV）活性的变

化及脉冲电流经皮刺激肝区对其活性的影响，可进一步探讨运

动性疲劳的发生机制及脉冲电流经皮刺激肝区干预方式对肝

脏能量代谢的影响。

我们前期研究表明，脉冲电流经皮刺激运动性疲劳大鼠肝

区能够降低肝组织 Bax的表达，提高肝脏 Bcl-2的表达，维护

肝组织的正常结构[7]。采取频率为 1024 Hz的脉冲电流刺激，电

流强度为 10 mA，间动周期为 1 s，可以加速乳酸代谢，提高运

动耐力，减轻运动性疲劳导致的肝损伤[9]。本次实验结果表明：

D组和 B组、C组大鼠游泳力竭时间差异比较具有统计学意义

(P＜ 0.05)，提示：实验干预措施能够提高其运动耐力及运动成

绩。A组、C组及 D组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）

活性水平在第 3、5周末均高于 B组，且差异比较具有统计学意

义(P＜ 0.05)，表明：实验干预措施能够提高其氧化呼吸链酶复

合物（I~IV）的活性水平，提高线粒体氧化磷酸化水平，使 ATP

合成增加，增强机体的运动能力，从而缓解运动性疲劳。但要注

图 1 各组大鼠肝脏线粒体呼吸链酶复合物（I~IV）活性的比较（x± s，n=6，活性单位：Amol·mgpro-1·min-1）

注：* P<0.05 和 B组相比较；# P<0.05和 C组相比较。

Fig. 1 The comparison of the hepatic mitochondrial respiratory chain enzyme complex（I~IV）activity of the rats in each group（x± s, n=6, Activity units:

Amol·mgpro-1·min-1）

Note: * P<0.05 compared with group B; # P<0.05 compared with group C.
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意的是，疲劳前刺激组的力竭时间及线粒体氧化呼吸链酶复合

体（I~IV）活性的水平均较疲劳后刺激组的偏低，可能与疲劳前

机体肝脏能量代谢正常、线粒体氧化呼吸链酶复合体（I~IV）活

性较高有关。

综上所述，运动性疲劳可以降低肝脏线粒体呼吸链酶复合

物（I~IV）的活性水平，脉冲电流经皮刺激运动性疲劳大鼠肝区

可以提高其氧化呼吸链酶复合物（I~IV）的活性水平，提高运动

耐力及运动成绩，加速机体运动性疲劳的消除。此外，运动性疲

劳的发生及消除是一个非常复杂的过程，尽管目前的研究已经

取得了较大的进展，但对于肝脏线粒体和运动性疲劳之间确

切、全面的作用机制还需要进一步的探讨和研究。
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