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摘要 目的：探讨自噬在慢性间歇性低氧状态下大鼠颏舌肌损伤中的作用及其机制。方法：将 36只 SD大鼠随机均分为对照组，慢

性间歇性低氧组(chronic intermittent hypoxia，CIH组)，慢性间歇性低氧 +氯喹组(CIH+CQ组)。苏木素 -伊红(HE)染色观察颏舌肌

组织形态学变化；激光共聚焦显微镜下观察自噬标记物 LC3在颏舌肌中的表达；免疫组织化学染色法观察组织中细胞色素 c

（cytochrome，Cyt c）的表达。结果：激光共聚焦结果显示，对照组颏舌肌中未见明显 LC3表达，CIH组中 LC3的平均荧光强度较对

照组明显增强（P<0.05），CIH+CQ组中 LC3的平均荧光强度较 CIH组显著增加（P<0.05）。免疫组织化学结果显示：CIH组中 Cyt c

的阳性表达较对照组增加（P<0.05），CIH+CQ组中 Cyt c表达与 CIH组相比显著增加（P<0.05）。结论：慢性间歇性低氧引起颏舌肌
线粒体损伤，触发细胞凋亡，同时诱发自噬。抑制自噬加重线粒体损伤，促进细胞凋亡。说明自噬可能通过抑制凋亡而在慢性间歇

性低氧状态下的大鼠颏舌肌中起维护肌肉功能的作用。
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The Effect and Mechanism of Autophagy on Genioglossus
Muscle Injury in Chronic Intermittent Hypoxia*

To explore the effect and mechanism of autophagy on rats genioglossus muscle injury caused by chronic
intermittent hypoxia. 36 SD rats were randomly divided into three groups, control group, chronic intermittent hypoxia group

(CIH group) and chronic intermittent hypoxia plus chloroquine group (CIH+CQ group). The morphological changes of genioglossus

muscle were observed by HE staining. Laser confocal microscopy was used to observe the expression of LC3 protein.

Immunohistochemistry was used to observe the expression of Cyt c protein. There is no obvious expression of LC3 and Cyt c

protein in control group. In CIH group, the mean fluorescence intensity of LC3 and the positive rate of Cyt c were higher than that in
control group（P<0.05）. In CIH+CQ group, the mean fluorescence intensity of LC3 and the positive rate of Cyt c apparently increased

compared with that in CIH group（P<0.05）. Chronic intermittent hypoxia may cause mitochondrial damage and trigger early

apoptosis in genioglossus muscle. Meanwhile, it can induce the autophagy in genioglossus muscle. Inhibition of autophagy may

aggravate the mitochondrial damage and promote apoptosis. This suggests that autophagy may protect genioglossus muscle from the

damage which caused by chronic intermittent hypoxia through inhibiting apoptosis.
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前言

阻塞性睡眠呼吸暂停（Obstructive sleep apnea ,OSA)是一

种常见的睡眠呼吸障碍[1, 2]。研究显示，OSA与心力衰竭、心律

失常、中风等疾病密切相关，显著增加了患病人群的并发症发

病率及猝死风险[3, 4]。OSA的主要病因在于睡眠时上呼吸道反

复发生阻塞引起机体慢性间歇性缺氧。而作为最重要的口咽腔

扩张肌，颏舌肌对上呼吸道通畅的维持起到了关键性作用[5]。

自噬是生物体清除代谢废物，维护细胞内环境稳态的重要

调节机制[6]。诸多研究均证实，自噬可由低氧诱发[7]。近年来，自

3624· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.19 JUL.2015

噬已成为众多医学领域的研究热点。然而，有关自噬在 OSA方

面的研究报道甚少。因此，我们通过建立慢性间歇性低氧大鼠

模型模拟 OSA，初步探讨自噬在慢性间歇性低氧状态下的大

鼠颏舌肌中可能的作用及机理，为更好的改进 OSA的治疗方
法提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 实验动物、试剂与器材

健康雄性 SD大鼠 36只，体重约 170~200 g，购于第四军

医大学实验动物中心；兔抗鼠 LC3单克隆抗体（Cell Signaling

公司）；兔抗鼠 Cyt c多克隆抗体（Bioworld 公司）；氯喹（sigma

公司）；免疫组化检测试剂盒、DAB显色剂（北京中杉金桥生物

有限公司）；低氧舱（第四军医大学生理学教研室）；倒置显微

镜、激光共聚焦显微镜（OLYMPUS）。
1.2 实验分组与模型建立

将 36 只 SD 大鼠随机分为对照组，慢性间歇性低氧组
(CIH组)，慢性间歇性低氧 +氯喹组(CIH+CQ组)，每组 12只，

实验持续 4周。（1）对照组：正常环境下常规饲养；（2）CIH组：

将大鼠放置于低氧舱内，向低氧舱内循环充入氮气与氧气，每

循环为 2 min, 60 s充入氮气，60 s充入氧气，维持氧浓度最低

在(10± 0.5)%，随后复氧至氧浓度为(21± 0.5)%。采用电磁转换

器调控舱内气体交替，测氧仪监测并记录低氧舱内氧浓度。在

低氧舱底部铺设适量氯化钙与碱石灰以吸收舱内二氧化碳与

水蒸气。每天 8:00-16:00低氧 8 h，持续 4周。（3）CIH+CQ组:低

氧条件同 CIH组，在间歇性低氧处理第 4周开始，大鼠在放入

低氧舱前 1 h用生理盐水配制氯喹 40 mg/ (kg·d) 进行腹腔注

射。建模期间，各组大鼠均给予自然光照，并可自由饮食饮水。

在建模 4周后，以 CIH组末次低氧结束为时间标志，各组大鼠

脱颈处死，剪取颏舌肌，置入 4%多聚甲醛中固定 24 h，20%蔗

糖溶液 4 ℃脱水过夜，然后进行石蜡包埋。
1.3 HE染色

取出石蜡标本，切成 5 滋m薄片，贴片。60 ℃烤片 20 min，
依次脱蜡、水化处理，PBS清洗 3遍，苏木素染色 5 min，流水清

洗 3 s，浸入 1%盐酸乙醇 3 s，PBS清洗 1 min，0.5%伊红液染色
2 min，PBS冲洗 3遍，脱水、脱蜡处理。中性树胶封片，切片风

干后置于倒置显微镜下观察颏舌肌组织细胞形态。

1.4 免疫组织荧光染色
将石蜡标本切片，60 ℃烤片 20 min，脱蜡、水化，抗原修复

（枸橘酸缓冲液高压 2 min），自然冷却，PBS清洗 3遍，灭活内

源性过氧化物酶（3%过氧化氢室温孵育 15 min），PBS清洗 3

遍，羊血清 37 ℃封闭 30 min，不洗，直接滴加一抗(LC3，1：300

稀释），37℃孵育 80 min，PBS清洗 3遍，滴加 FITC标记的二

抗，37 ℃避光孵育 80 min，PBS清洗 3遍，Hoechst避光染核 5

min，50%甘油封片，采用激光共聚焦显微镜观察颏舌肌组织中
LC3蛋白的荧光表达。

1.5 免疫组织化学染色

将石蜡标本切片，一抗孵育前步骤同免疫组织荧光染色，

随后滴加一抗（Cyt c，1:300稀释），37 ℃孵育 90 min，PBS清洗
3遍，滴加生物素标记的二抗，37 ℃避光 30 min，PBS清洗 3

遍，滴加 ABC复合物，室温孵育 30 min，PBS清洗 3遍，DAB

显色，光镜下时刻观察变色情况，一旦变色，立即用 PBS清洗，

苏木素复染 80 s，PBS清洗 2遍，脱水、脱蜡处理，中性树胶封

片，风干后置于倒置显微镜下观察颏舌肌组织中细胞色素 c的

表达情况。

1.6 统计学方法

采用 Image J图像分析软件，各组中每张切片在高倍镜下

（× 400）随机选取 5个视野，测定颏舌肌组织显色阳性区域的

平均吸光度，取其平均值作为所测蛋白相对表达量，所有数据

采用均数± 标准差（x± s）表示。采用方差分析法，应用 SPSS

16.0软件对数据进行统计分析，以 P<0.05表示差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 各组大鼠颏舌肌组织形态学变化

光镜下观察肌束横切面，HE染色结果（见图 1）显示，对照

组大鼠颏舌肌细胞呈钝角多边形，形态规则，边界清晰，细胞间

距均匀。CIH组细胞肿胀，多数细胞边界圆钝，角度消失，细胞

间距不均等。CIH+CQ组细胞肿大，几乎全部呈类圆形，形态边

界不清，细胞间距变窄。

图 1 各组颏舌肌组织 HE染色

(A.对照组；B.慢性间歇性低氧组；C.慢性间歇性低氧 +氯喹组)

Fig. 1 The HE staining images showed varying degrees of genioglossus damage in each group

(A. control group；B. CIH group；C. CIH + CQ group)
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2.2 各组大鼠颏舌肌中自噬标记蛋白 LC3的表达
LC3主要表达于颏舌肌细胞胞质，激光共聚焦显微镜下呈

现绿色荧光，细胞核呈现蓝色荧光。结果（见图 2）显示，在对照

组中，LC3荧光表达（5.68± 0.43）微弱。在 CIH组中，LC3表达

（33.66± 0.44）较对照组明显增强，差异有统计学意义(P<0.05)，

提示 CIH 组自噬水平上调。增加氯喹处理后，LC3 表达
（54.58± 0.52）较 CIH组显著增强(P<0.05)，提示氯喹成功阻断

了自噬体降解通路，LC3大量累积，自噬受到抑制。

图 2 免疫组织荧光法检测各组颏舌肌中 LC3的表达

（D、E.对照组；F、G.慢性间歇性低氧组；H、I.慢性间歇性低氧 +氯喹组)

Fig. 2 The immunofluorescence histochemistry showed varying degrees of LC3 protein in genioglossus muscles of each group

(D、E. control group；F、G. CIH group；H、I. CIH + CQ group)

图 3 免疫组织化学法检测各组颏舌肌中细胞色素 c的表达

(J.对照组；K.慢性间歇性低氧组；L.慢性间歇性低氧 +氯喹组)

Fig. 3 The immunohistochemistry showed varying degrees of varying degrees of Cyt c protein in genioglossus of each group

(J. control group; K.CIH group; L. CIH + CQ group)

2.3 细胞色素 c在各组大鼠颏舌肌中的表达
Cyt c通常仅少量存在于组织细胞线粒体外膜。当组织细

胞损伤后，其大量产生并释放进入细胞质。Cyt c在免疫组化标

本中常显示为褐色颗粒状物。结果（见图 3）显示，在对照组中，
Cyt c的表达（29.7± 1.05）很少。在 CIH 组中，Cyt c的表达

（69.9± 1.18）较对照组明显增强，差异均有统计学意义(P<0.05)，

提示慢性间歇性低氧可诱发颏舌肌细胞线粒体损伤，触发早期

凋亡。CIH+CQ组 Cyt c表达（204.76± 1.22）较 CIH组显著增

强，差异有统计学意义(P<0.05)，提示自噬受到抑制后线粒体损

伤明显加重，进而促进了细胞凋亡。

3 讨论

慢性间歇性低氧是 OSA典型的病理生理学特征[8]。而造成

慢性间歇性低氧发生的重要原因是颏舌肌功能异常[9]。颏舌肌

起于下颌颏棘，止于舌，其抗疲劳性下降常引起睡眠时舌体后

坠，阻塞上呼吸道，导致机体内反复缺氧，从而引发阻塞性睡眠
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呼吸暂停甚至窒息的发生[10, 11]。有研究表明，颏舌肌收缩性改变

的机制与线粒体功能损伤直接相关。在慢性间歇性低氧条件

下，线粒体内膜脂质过氧化物增加，膜流动性下降，通透性增

加，细胞色素 c还原酶活性下降，细胞色素 c释放，致使线粒体

出现缺氧损伤性改变[12, 13]，维持颏舌肌收缩力量的产能方式由

有氧代谢变为糖酵解，产能效率低，从而使得颏舌肌活性下降，

而其副产物乳酸，又导致肌肉组织疲劳性增加，由此形成恶性

循环，进一步加重上气道阻塞现象[14, 15]。

除了影响线粒体能量代谢之外，缺氧还可激活自噬[16, 17]。近

年来，探讨各类缺氧损伤与自噬相关性的研究层出不穷，然而，

很少有研究探讨自噬在颏舌肌功能异常型 OSA中的作用及其

机制。自噬是机体组织细胞通过溶酶体途径清除代谢废物、净

化自身多余的物质或受损的细胞器，并借此维持自身蛋白代谢

平衡及细胞内环境的稳定的过程[6, 18]。为了进一步探索自噬对

颏舌肌线粒体功能的影响，本实验应用低氧舱模拟慢性间歇性

低氧环境，并采用自噬抑制剂氯喹阻断自噬体降解通路[19]，通

过检测大鼠颏舌肌组织内自噬标志蛋白 LC3的荧光表达强度

以评价细胞自噬水平[20]，另一方面通过检测细胞色素 c的免疫

组化显色来初步推断组织内线粒体损伤程度。研究结果发现，

在 CIH组中，颏舌肌组织细胞内 LC3与 Cyt c表达均较对照组

增加，提示 CIH能够诱发自噬，并且 CIH在一定程度上引起了

颏舌肌线粒体损伤，触发细胞早期凋亡。而在 CIH+CQ组中，
LC3的表达较 CIH组骤增，提示自噬体累积，自噬活动受到抑

制；同时，其 Cyt c表达也显著高于 CIH组，提示细胞早期凋亡

活动活跃，颏舌肌损伤加重。由此，我们推断，自噬可能通过减

少线粒体损伤，抑制细胞凋亡，从而减轻慢性间歇性低氧对大

鼠颏舌肌造成的损伤。
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