
急性力竭性运动对大鼠淋巴细胞蛋白质组影响的
初步研究
沙继斌1 ,刘明海2 ,隋　波1 ,王　娟1

(1.山东体育学院 ,山东 济南　250063 ;2.商丘师范学院体育系 ,河南 商丘　476000)

摘　要 :采用一次性力竭游泳为运动方式对大鼠进行训练 ,运动结束后取外周血 ,首先进行淋巴细胞计数 ,结果发现 ,运动组与对照

组比较 :CD4 +细胞比值由 28. 6 %±3. 5 %下降为 21. 4 %±5. 7 % ,CD8 +细胞比值由 14. 7 %±4. 8 %数目上升为 23. 8 %±6. 3 %( P <

0. 01 3 3 ) ,CD4 + ΠCD8 +由 1. 93±0. 27下降为 0. 91±0. 31( P < 0. 01 3 3 ) ,随即取淋巴细胞制备蛋白样品 ,进行双向电泳 ,银染显色 ,利

用 Pdquest软件对获得的蛋白图谱进行分析 ,结果发现共得到 1 546个点 ,能够匹配的有 565个 ,不能匹配的有 961点。在分子量

43KD～97KD之间 ,运动组有部分蛋白质的量表现有较为明显增多 ,提示蛋白质表达的差异有可能是急性力竭性运动引发免疫机能

下降的原因。
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Abstract : In this study ,it used one - off exhaustive swimming as the exercise model ,soon after the training ,collected the peripheral blood ,then car2
ried on lymphocyte counting at first. It has been found that ,compared with the control group ,the CD4 + cell value decreased from28. 6 %±3. 5 % to

21. 4 %±5. 7 % ,the CD8 + cell value raised from14. 7 %±4. 8 % to 23. 8 %±6. 3 %( P < 0. 01 3 3 ) ,the CD4 + ΠCD8 + value decreased from 1.

93±0. 27 to 0. 91±0. 31( P < 0. 01 3 3 ) . Next ,it separated lymphocyte from the blood for protein sample preparation ,then carried on two dimension2
al electrophoresis ,soon after silver staining ,used the Pdquest software analysis the gel. The result showed that there wre 1546 points on the gel ,565

matched and 961 matched between the molecular weight 43 KD～97KD ,a part of protein increased obviously of the exercise group. It hinted that the

difference of protein expression is probably an important cause of the immunity inhibition induced by the acute exhaustive exercise.
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　　一般认为 < 60 min的游泳训练 ,会使 CD4 + ΠCD8 +值上升 ,

T、B细胞对丝裂原反应增强 , IL - 21分泌水平增高 ,NK细胞数

目及活性增加 ;而在 > 120 min时 ,则出现不同程度的免疫抑制。

目前对于这种抑制作用的机理 ,认为运动并不引起 CD4 +亚群

数目的太大变化 ,主要是由于 CD8 + T细胞活性增加 ,数目增

多 ,引起其他亚群功能抑制 [1 ,2 ,3 ]。有学者认为急性力竭性运动

产生大量自由基 ,从而导致免疫机能下降。范少光研究组早在

1989年就发现动物在发生应激反应时会产生免疫抑制因子并

对此进行了深入研究 [4 ,5 ] ,矫玮等则在超负荷游泳的小鼠血清

中发现了分子量为 140 KD的免疫抑制蛋白。这说明血清蛋白

质表达的差异有可能是免疫抑制的重要诱因 [6 ,7 ]。免疫细胞各

亚群内部蛋白质的表达对免疫机能的影响 ,目前报道较少 ,本

实验对比进行了初步研究。

1　材料和方法

1. 1　试剂和材料

淋巴细胞分离液、CD4 +单克隆抗体、CD8 +单克隆抗体、尿

素 (超纯)、3 - [ (3 - 胆酰胺丙基) - 二乙胺 ] - 丙磺酸 (CHAPS)、

2 - 巯基乙醇 (2 - ME)、三羟甲基氨基甲烷 (Tris)、苯甲基碘酰氟

(PMSF)、二硫苏糖醇 (DTT)、丙烯酰胺 (Acrylamide)、N ,N′- 甲叉

双丙烯酰胺、过硫酸铵 (APS)、四甲基乙二胺 ( TEMED)、十二烷

基磺酸钠 (SDS)、溴酚蓝、低分子量标准蛋白质、矿物油、IPG干

胶条、IPGbuffer ,其他所用的常规试剂均为国产分析纯。

1. 2　主要仪器与设备

FACSCalibur流式细胞分析仪 (美国 BD公司)、TGL - 16G -

A高速冷冻离心机、PROTEAN IEF Cell等电聚焦仪、PROTEAN II

Xi垂直电泳槽、PDQUEST图像分析软件 (Bio - Rad公司)、WD -

9405A型脱色摇床。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　动物运动方式 :雄性 SD大鼠 16只 ,体重 (184±4) g ,随
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机分为运动组与对照组 ,适应性饲养 1周 ,运动组进行一次性

力竭游泳训练 ,尾部绑缚其体重 2 %的负荷 ,水深 60 cm ,不停驱

赶以维持运动强度 ,力竭以动物沉入水中 10 s不能浮起为标

准 ,训练时间 (140±4) min。对照组给以适应性水刺激。

1. 3. 2　取材及指标测定

1. 3. 2. 1　运动结束后断头取血 ,肝素抗凝 ,用淋巴细胞分离液

分离淋巴细胞 ,抗体标记后 FACSCalibur流式细胞分析仪细胞计

数 ,结果见表 1。在淋巴细胞中加入裂解液 (Urea (60. 06超纯)

9. 5 M、Tris 40 mM、CHAPS 4 %wΠv、三蒸水定容至 5 ml) ,冰浴超声

破解 2 min ,125 000 rΠmin离心 30 min ,取上清液用 Bradford方法

测定蛋白含量 ,分装后冻存于 - 73℃备用。

1. 3. 2. 2　双向电泳 :取出存储于 - 20℃下的胶条 ,室温下平衡

10分钟 ,被动式泡胀 ,然后进行第一向等电聚焦 ( IEF) 200 V 1小

时 ,500 V 1小时 ,1 000 V 1小时 ,8 000 V 5小时 ; IEF结束后将胶

条平衡两次 ,采用 12. 5 %的 SDS胶进行第二向 ,将胶条转移到

第二向 SDS胶上 ,先加 100 V电压 ,跑 30分钟 ,再加 160 V电压

直到电泳结束。凝胶取下后用双蒸水漂洗三次 ,参照 EMBL 的

银染方法加以优化 ,染色中止后用专用扫描仪投射扫描 ,然后

用 Pdquest软件进行分析 ,结果见图 1 ,图 2。

图 1　对照组淋巴细胞双向电泳图谱

图 2　运动组淋巴细胞双向电泳图谱

2　试验结果
2. 1　淋巴细胞计数分析 ,见表 1

表 1　淋巴细胞亚群分析结果

测试指标 对照组 运动组 P值

CD4 + 28. 6 %±3. 5 % 21. 4±5. 7 % > 0. 05

CD8 + 14. 7 %±4. 8 % 23. 8±6. 3 % < 0. 01 3 3

CD4 + ΠCD8 + 1. 93±0. 27 0. 91±0. 31 < 0. 01 3 3

　　结果表明 ,CD4 +亚群比列下降 ,但变化不大 ,CD8 +亚群显

著上升 , P < 0. 01 3 3 ,CD4 + ΠCD8 +比值显著下降 , P < 0. 01 3 3 ,

提示力竭游泳后引起免疫抑制。

2. 2　双向电泳结果

表 2　本实验采用的双向电泳蛋白质标准品的分子量

标准蛋白名称 分子量 (Dalton)

鸡蛋清溶菌酶 14 400

胰蛋白酶抑制剂 20 100

牛碳酸酐酶 31 000

兔肌动蛋白 43 000

牛血清白蛋白 66 200

兔磷酸化酶 B 97 400

　　经 Pdquest软件分析 ,从图谱中共扫描到 1 546个点 ,其中

565个可以匹配 ,其他 961个点不能匹配 ,这提示对照组与运动

组存在蛋白质表达的量或者质的差异。从图 2中可以看到在

分子量 43～97. 4 KD ,PI值在 3～5之间区域与图 1差别较大 ,提

示酸性蛋白质表达差异较为显著 ,这可能是力竭性游泳引起

CD4 + (Th)ΠCD8 + + (Ts)比值下降 ,从而导致免疫机能抑制的一

个诱因。

3　讨论
力竭性运动引发免疫机能抑制 ,国内外已经有较多文献报

道 [1 ]。有关免疫抑制的原因 ,目前还缺乏系统有说服力的解

释。其中 ,国内学者如范少光等发现在束缚应激后大鼠外周淋

巴组织可产生一种应激免疫抑制蛋白 (Neuroimmune Protein

NIP) ,在小鼠中也有类似发现 ,分子量分别为 155 ,370 KD[4 ,5 ,6 ] ,

矫玮等发现在人体大强度运动后也产生这种抑制刀豆蛋白 A

(ConA)诱导的小鼠淋巴细胞增殖的抑制蛋白 ,可溶于水 ,分子

量 140 KD ,大鼠应激血清孵育人淋巴细胞也能使人淋巴细胞产

生应激抑制蛋白 ,表明这种蛋白的种属特异性不强 ,提示中枢

神经系统对外周淋巴组织可能有直接的软线调节作用 [6 ,7 ]。其

学者如浦钧宗等研究了不同运动强度对于动物免疫指标的影

响 [8 ] ,陈佩杰等从糖皮质激素受体入手研究了运动对于免疫机

能的影响 [9 ,10 ,11 ,12 ]。近期金其贯通过研究发现 8周的大负荷训

练后 ,大鼠血清 Gln和 Arg含量显著降低 ,而淋巴细胞凋亡率却

显著升高 ,认为这是导致机体免疫功能降低的重要机制 [13 ]。

1975年 ,O·Farrell利用双向电泳结合放射自显影方法 ,首次

得到了近 5 000个蛋白点的图谱 ,从而使双向电泳成为分析蛋

白质差异表达的有力工具 [14 ]。随着 1994年蛋白质组 (Protrome)

概念的建立 ,双向电泳与生物质谱技术结合成为高通量蛋白质

组分析的最有效的工具。对于真核生物 ,在一个哺乳动物细胞
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中同时表达的基因至少有 5 000～10 000个 ,而蛋白质表达与基

因并不一一对应 ,就人类而言 ,一个基因可以编码 100种蛋白

质 ,近年来为了提高分辨率 ,创立了蛋白质组重叠群技术、ICAT

技术、蛋白质差异双向电泳技术等 [15 ]。本实验采用双向电泳方

法对大鼠外周血淋巴细胞蛋白质进行了初步分析 ,结果提示力

竭性运动作为一种强烈的应激原 ,使大鼠淋巴细胞蛋白质出现

了较为明显的变化 ,这种变化有可能是免疫机能抑制的一个诱

因 ,这种变化的意义及机理 ,有待于进一步深入研究。
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