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有氧运动对小鼠骨骼肌结节性硬化复合物蛋白2基因表达及 
胰岛素受体底物1丝氨酸磷酸化的影响**

☆ 
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Effect of aerobic exercise on the expression of tuberous sclerosis complex-2 and insulin 
receptor substrate 1 serine phosphorylation of skeletal muscle in mice    

Yang Feng-ying1, Niu Yan-mei1, Liu Yan-hui2, Chen Ni1, Wang Jia-zhong1, Fu Li1,2 

Abstract 
BACKGROUND: Studies demonstrated that, expressions of insulin receptor substrate 1 (IRS1) serine phosphorylation and 
tuberous sclerosis complex-2 (TSC2) and abnormity of mammalian target of rapamycin (mTOR)/S6K1 signaling pathway play an 
important role in the agitation of insulin resistance.  
OBJECTIVE: To study the effects of aerobic exercise on TSC2 and IRS1 serine phosphorylation activity of skeletal muscle in 
mice. 
METHODS: C57BL/6 mice were randomly divided into the control group and exercise group. Mice in the exercise group were 
acclimatized to the motorized treadmill by running at the intensity of 75%VO2max, for 6 weeks. No intervention was performed in the 
control group. The expression and location of TSC2, IRS1, IRS1-Ser307 and IRS1-Ser636/639 in mouse skeletal muscle were 
measured by RT-PCR, Western blot, and immunofluorescence.  
RESULTS AND CONCLUSION: The expression of TSC2 mRNA and protein of the exercise group were significantly increased 
compared with the control group (P < 0.05). There were no significant difference between two groups in the expression of IRS1 
mRNA and protein. And the expression of pIRS1-Ser307 and pIRS1-Ser636/639 protein was significantly decreased in the exercise 
group compared with the control group (P < 0.05). The aerobic exercise probably agitate insulin pathway by enhancing the 
expression of TSC2 which attenuating the activity of IRS1-Ser307 and IRS1-Ser636/639 phosphorylation.   
 
Yang FY, Niu YM, Liu YH, Chen N, Wang JZ, Fu L. Effect of aerobic exercise on the expression of tuberous sclerosis complex-2 
and insulin receptor substrate 1 serine phosphorylation of skeletal muscle in mice.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu 
Linchuang Kangfu. 2011;15(7): 1232-1236.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：研究表明，胰岛素受体底物蛋白 1(insulin receptor substrate 1，IRS1)的丝氨酸磷酸化和结节性硬化复合物蛋白 2的
表达及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白/核糖体 S6激酶 1信号通路的异常可诱导机体产生胰岛素抵抗。 
目的：观察有氧运动对小鼠骨骼肌结节性硬化复合物蛋白 2基因表达及 IRS1丝氨酸磷酸化的影响。 
方法：将 C57BL/6小鼠随机分为安静组和运动组，运动组进行 6周的 75%VO2max强度的有氧跑台运动，安静组不做任何干

预。采用 RT-PCR，Western blot 和免疫荧光组织化学染色等方法检测各组大鼠骨骼肌结节性硬化复合物蛋白 2，IRS1，
pIRS1-Ser307

和 pIRS1-Ser636/639
的表达和定位。 

结果与结论：运动组结节性硬化复合物蛋白 2 mRNA及蛋白表达高于安静组(P < 0.05)，两组间胰岛素受体底物蛋白 1 mRNA
及蛋白表达差异无显著性意义。运动组胰岛素受体底物蛋白 1的丝氨酸 307和丝氨酸 636/639位点的磷酸化明显低于安静组
(P < 0.05)。结果提示，有氧运动可增强骨骼肌组织结节性硬化复合物蛋白 2基因表达，进而抑制胰岛素受体底物蛋白 1的
丝氨酸磷酸化。 
关键词：有氧运动；结节性硬化复合物蛋白 2；胰岛素受体底物蛋白 1；磷酸化；组织构建 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.07.020 
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0  引言 
 
研究证实，有氧运动可增加机体的能量代

谢，增强骨骼肌细胞对胰岛素的敏感性，具有

预防和改善胰岛素抵抗的作用
[1-2]
。但这一过程

涉及复杂的的信号通路，其分子机制是当今运

动医学领域研究的热点。研究显示，胰岛素受

体底物蛋白1 (insulin receptor substrate 1，
IRS1)上的Ser307

和Ser636/639
位点磷酸化活性增

强可阻碍胰岛素信号通路的传导，诱导机体产

生胰岛素抵抗
[3-4]
，而结节性硬化复合物蛋白2 

(tuberous sclerosis complex-2，TSC2)/ Rheb 
(ras homolog enriched in brain) 及哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白 (mTOR)/核糖体 S6激酶
1(S6K1) 信号通路在介导这一过程中发挥重要
作用

[4-5]
。TSC2/Rheb/mTOR/S6K1 信号通路

对能量和运动信号敏感，该通路的关键调节因

子 TSC2 与 一 磷 酸 腺 苷 活 化 蛋 白 激 酶
(AMP-activated protein kinase，AMPK)关系
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密切，而 AMPK 对运动信号极为敏感[6]
。 

实验以此推测有氧运动可能通过激活 
AMPK 而影响  TSC2/Rheb/mTOR/S6K1 信
号通路，进而引起 IRS1活性的改变，从而对胰
岛素信号的传导起到调节作用。实验以

C57BL/6小鼠为模型，对其施以为期 6 周、
75%VO2max 的有氧跑台运动，观察有氧运动对

小鼠骨骼肌  TSC2、 IRS1 基因表达及 
IRS1-Ser307

和IRS1-Ser636/639
位点磷酸化活性

的影响。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。  
时间及地点：于2008-04/12在天津体育学

院和天津医科大学运动医学实验室完成。 
材料： 

实验动物：健康14周龄C57BL/6小鼠40只，
体质量(14.8±0.4) g，均购自解放军总医院第二
附属医院实验动物中心，动物许可证号：SIXK 
2007/012。均喂饲标准饲料6周，其间自由进
食饮水，标准饲料由中国军事医学科学院实验

动物研究所提供。实验过程中对动物的处理方

法符合中华人民共和国科学技术部颁发的《关

于善待实验动物的指导性意见》的规定
[7]
。 

试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
分组和建模：将小鼠40只随机分为安静组和

运动组，每组20只。安静组保持原来的饲养习
惯不变，运动组于标准饲料喂养的同时进行 6 
周的有氧跑台运动。跑台适应性训练后，进行为

期6周，跑速为12 m/min，参照 Fernando等[8]

制定的跑速与最大摄氧量对应表，该强度相当于

75%VO2 max，1次/d，60 min/次，5次/周。 
取材及组织准备：6周后，将两组小鼠处死，

迅速分离提取小鼠股四头肌，液氮速冻后，保

存于-80 ℃冰箱备用。 
RT-PCR 法检测骨骼肌TSC2和IRS1的mRNA 

表达：用 Trizol 一步法提取总 RNA，经紫外分
光光度计检测吸光度值(A)及A260/280 nm比值，以 

A260 nm值计算RNA的浓度；以总 RNA为模板，
用SuperScriptTMIII试剂盒进行RT-PCR反应。
PCR 产物经1% 琼脂糖凝胶电泳，经 DNA 
Marker鉴定目的片段大小[9-10]

。将每个样品测得

的目的蛋白含量与本样品的甘油醛-3-磷酸脱
氢酶(GAPDH)含量相除，得到每个样品目的蛋
白的相对含量，将安静组基因表达程度设为

100%，以运动组基因表达程度占安静组的百分
比记录实验结果。 

PCR 引物信息： 
 
 
 
 
 
 

 
 
免疫荧光组织化学染色：采用免疫荧光组织化

学染色检测骨骼肌 TSC2，IRS1，pIRS1- Ser307

和pIRS1-Ser636/639
的表达和定位

[11]
，将冰冻切

片室温复温1 h，封闭1 h，一抗为兔抗鼠TSC2，
IRS1，pIRS1-Ser307

和pIRS1-Ser636/639
多克隆

抗体( 1∶2 000，1∶1 000，1∶1 000 和 1∶
1 000)，于 4 ℃一抗孵育过夜，用1×PBS洗片
3次；加二抗羊抗兔lgG(1∶1 000)，室温避光
孵育1 h；1×PBS 洗片3次后加入1× Hoechst，
室温避光孵育5 min，封固，荧光显微镜观察。
骨骼肌组织中的TSC2，IRS1，pIRS1-Ser307

和pIRS1-Ser636/639
分别被染成绿色，色彩越亮

代表骨骼肌组织该基因表达越高，骨骼肌细胞

核被蓝染。 
Western blot 检测：用Western blot 测定骨

骼肌  TSC2， IRS1，pIRS1-Ser307
和pIRS1- 

Ser636/639
蛋白表达，NP-40 法提取骨骼肌总蛋

白，紫外分光光度计测定所提蛋白质浓度。使

用 Tris-甘氨酸SDS进行聚丙烯酰胺凝胶电泳
(250 mmol/L甘氨酸，25 mmol/L Tris-Base，
0.1% SDS；pH 8.3)分离后采用湿法电转印将蛋
白转到 PVDF 膜上。用含有 5% BSA的抗体稀
释液按比例(1∶2 000，1∶1 000，1∶1 000 和 
1∶1 000 稀释) 稀释一抗为兔抗鼠TSC2，
IRS1，pIRS1-Ser307

和pIRS1-Ser636/639
多克隆抗

体，4 ℃孵育过夜洗涤3次。用含有5%脱脂奶粉
的抗体稀释液按照 1∶10 000 的比例稀释二抗
羊抗兔IgG，室温孵育1 h后用1×TBST洗涤后，
使用ECL试剂盒发光底物，于暗室曝光，扫描

基因 引物序列 (5’-3’) 产物大小 
(bp) 

 
TSC2 

(NM_011647)

 
F: CTT GGC TGT GGT 
 TCC CGT GC 

R: TTG TTT GGG GGC 
TCT GGC TAT C 

 
577 

IRS1 
(NM_010570)

F: TCA AGG AGG TCT 
  GGC AGG TTA TC 
R: GGC TGG GTG GAG 

GGT TGT TG 

408 

试剂及仪器 来源 

兔抗鼠 TSC2，IRS1， 
pIRS1-Ser307

， 
pIRS1-Ser636/639

多克隆抗体 
SuperScriptTMIII试剂盒  
全自动凝胶分析仪  
DU800型可见-紫外分光光度计 
研究级倒置荧光相差显微镜  

美国 CST公司 
 
 
美国 Invitrogen 公司 
美国 Bio-Rad公司 
美国 Beckman 公司 
日本 OLYMPUS 公司 
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定量各条带的相对灰度值
[12-13]

。将每个样品测得的目

的蛋白含量与本样品的β-Tubulin含量相除，得到每个
样品目的蛋白的相对含量，将安静组灰度值设为

100%，以运动组灰度值占安静组的百分比记录并分析
实验结果。 
设计、实施、评估者：实验设计由通讯作者指导所

有作者协同完成，实施和评估主要由第一、二、三作者

完成，均经过系统培训，未使用盲法评估。 
主要观察指标：①TSC2 mRNA及蛋白表达的变化。

②IRS1 mRNA及蛋白表达的变化。③pIRS1-Ser307
，

pIRS1-Ser636/639
蛋白表达的变化。 

统计学分析：计量资料采用x
_

±s表示，用 SPSS13.0
统计软件进行组间数据进行单因素方差分析，采用

LSD-t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  共纳入40只小鼠，均进入结
果分析，无脱落。 
2.2  小鼠体质量变化  6周运动实验后，运动组小鼠平
均体质量(29.17±1.26) g，与安静组(27.89±1.97) g比较
差异无著性意义(P > 0.05)。 
2.3 骨骼肌 IRS1，pIRS1-Ser307

和pIRS1-Ser636/639
的

表达  表1及图1显示，运动对IRS1 mRNA 及其蛋白表
达无明显影响 (P > 0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
由表1及图2可见，运动组骨骼肌 pIRS1-Ser307

，

pIRS1-Ser636/639
蛋白表达较安静组分别降低了

39.16%和41.77% (P < 0.01)，表明有氧运动可以显著
降低骨骼肌 pIRS1-Ser307

，pIRS1-Ser636/639
的蛋白表

达水平。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫荧光组织化学染色结果显示，运动组小鼠骨骼

肌组织pIRS1-Ser307
，pIRS1-Ser636/639

绿染亮度明显低

于安静组，代表运动组小鼠骨骼肌TSC2基因表达降低，
免疫荧光组织化学染色结果进一步支持了Western blot 
检测结果。见图3，4。 

 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  两组小鼠骨骼肌 IRS1，pIRS1-Ser307
和 pIRS1-Ser636/639

蛋白表达 
Table 1  Expression of insulin receptor substrate 1 (IRS1), 

pIRS1-Ser307, pIRS1-Ser636/639 protein in rats of two 
groups                               (x

_

±s, n=20)

aP < 0.01, vs. control group 

Group IRS1  pIRS1-Ser307 pIRS1-Ser636/639 

Control 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 
Exercise  103.64±10.12   60.84±7.47a    58.23±10.43a 

Molecular weight of IRS1 mRNA and protein were 408 and 180 000  

Figure 1  Expression of insulin receptor substrate 1 (IRS1) 
mRNA and protein in skeletal muscles 

图 1  骨骼肌 IRS1 mRNA 和蛋白表达 

Control 
group 

Exercise 
group 

IRS1 

GAPDH 

Control 
group 

Exercise 
group

IRS1

β-Tubulin 

Molecular weight of pIRS1-Ser307 or pIRS1-Ser636/639 was 180 000  

Figure 2  Expression of pIRS1-Ser307, pIRS1-Ser636/639 protein in 
skeletal muscles 

图 2  骨骼肌 pIRS1-Ser307
和 pIRS1-Ser636/639

蛋白表达 

Control 
group 

Exercise 
group

PIRS1- 
Ser307 

β-Tubulin

Control
group

Exercise 
group

PIRS1- 
Ser 636/639 

β-Tubulin 

a: pIRS1-Ser307 control group b: pIRS1-Ser307 exercise group 

c: Nuclei control group d: Nuclei exercise group  

e: Merge control group f: Merge exercise group 

Figure 3  Expression of pIRS1-Ser307 (Immunofluorescent 
staining, ×40) 

图 3  pIRS1-Ser307
表达的免疫荧光化学染色(免疫荧光染色，

×40) 
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2.4  骨骼肌TSC2的表达   6周运动实验后，运动
组骨骼肌TSC2 mRNA及蛋白表达较安静组分别增
加12.84%和10.32% (P < 0.05)。提示有氧运动可
以显著增加骨骼肌TSC2 mRNA及蛋白的表达，见
图5。   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫荧光组织化学染色结果显示，运动组小鼠骨骼

肌TSC2绿染亮度明显高于安静组，代表运动组小鼠骨
骼肌TSC2基因表达增强，见图6。 

 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
IRS1是胰岛素信号传导通路中的重要信号蛋白，胰

岛素与其受体结合后，使 IRS的酪氨酸磷酸化位点磷酸
化，然后激活磷脂酰肌醇3激酶  (Phosphoinositide 
3-Kinase, PI3K) ， 导 致 了 磷 脂 酰 肌 醇 3 磷 酸
(Phosphatidylinositide-3，4，5-P3，PI3P) 的生成[14-16]

，

进而激发胰岛素信号的传导。有研究认为IRS1-Ser307 
和IRS1-Ser636/639

位点的磷酸化可阻断胰岛素受体与其

底物之间的结合，直接影响胰岛素信号通路的传导
[4-5]
。

实验结果显示有氧运动对小鼠骨骼肌 IRS1基因及其蛋
白表达无明显影响，而使IRS1-Ser307

和IRS1- Ser636/639

位点磷酸化水平明显下降，说明抑制 IRS1-Ser307
和

IRS1-Ser636/639
位点的磷酸化活性是有氧运动调节胰岛

素信号传导的重要分子机制之一。有氧运动通过什么通

路促进IRS1-Ser307
和IRS1-Ser636/639

位点的磷酸化需要

实验进一步研究分析。 
相关研究显示，有氧运动时细胞内AMP/ATP比率升

高可直接激活AMPK[2-6]
，同时可使小鼠骨骼肌AMPK基

因表达增加，进而促进胰岛素信号的传导
[17-19]

。TSC2

Figure 6  Expression of tuberous sclerosis complex-2 (TSC2) 
(Immunofluorescent staining, ×40) 

图 6  TSC2 表达的免疫荧光化学染色(免疫荧光染色，×40) 

a: TSC2 control group  

Figure 5  Expression of tuberous sclerosis complex-2 (TSC2) 
mRNA and protein in skeletal muscles 

图 5  骨骼肌 TSC2 mRNA 及其蛋白表达 
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b: TSC2 exercise group  
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Figure 4  Expression of pIRS1-Ser636/639 (Immunofluorescent 
staining, ×40) 

图 4  pIRS1-Ser636/639
表达的免疫荧光化学染色(免疫荧 

光染色，×40) 

a: pIRS1-Ser636/639 control group b: pIRS1-Ser636/639 exercise group 

c: Nuclei control group d: Nuclei exercise group 

e: Merge control group f: Merge exercise group 
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及其下游效应蛋白Rheb是AMPK下游的效应器之一，其
在AMPK 调节能量平衡的过程中可能发挥重要作用。
TSC2作为mTOR信号通路重要的负调节因子可以介导
细胞内的能量反应，目前认为TSC2的功能障碍可通过
其对mTOR/S6K1的抑制作用消失，从而增强了该通路
对胰岛素信号传导的负反馈调节作用，抑制胰岛素信号

的传导
[20-21]

。实验结果显示，运动组小鼠与安静组相比 
TSC2 mRNA及蛋白表达明显升高，提示6周的75% 
VO2max强度的有氧运动可能通过促进TSC2的表达，增
加了其对mTOR/S6K1通路的抑制作用，进而促进了胰岛
素信号的传导，增强机体对胰岛素的敏感性。Harrington
等

[22]
研究发现：TSC2敲除的小鼠胚胎成纤维细胞，其

IRS1上丝氨酸位点磷酸化程度增高，PI3K信号传导通路
严重受损，表现出明显胰岛素抵抗；又有研究提出，

mTOR的激活可引起S6K1上Thr421/Ser424
位点磷酸化增

加，进而提高IRS1-Ser636/639
位点磷酸化水平

[15]
。上述研

究结果与实验中运动引起TSC2基因表达增加的同时
IRS1-Ser307

和IRS1-Ser636/639
位点的磷酸化程度降低相

吻合。因此实验推测有氧运动通过激活 AMPK，进而引
起 TSC2 蛋白表达的增加，而TSC2基因的上调通过增
强TSC2对mTOR/S6K1通路的抑制作用，进而降低了
IRS1-Ser307

和IRS1-Ser636/639
位点的磷酸化程度，从而

促进胰岛素信号的传导，提高了小鼠对胰岛素的敏感

性。 
综上所述，有氧运动对胰岛素信号的调节作用主要

是通过激活AMPK进而调节TSC2/Rheb/mTOR/S6K1
通路实现的。TSC2和IRS1是有氧运动调节胰岛素信号
传导的重要作用靶点，但每个步骤都涉及到复杂的分子

机制并且是经多通路实现的。对运动调节胰岛素信号传

导通路的更深入认识还有待进一步研究。 
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