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慢性间歇低氧对大鼠颏舌肌超微结构和线粒体功能的影响 
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【摘  要】目的 探讨慢性间歇低氧(CIH)对大鼠颏舌肌细胞超微结构及线粒体功能的影响及脂联素(Ad)的干预作用。

方法 健康雄性 Wistar 大鼠 39 只, 随机分成健康对照组(A)、CIH 组(B)、CIH 加 Ad 干预组(C), 每组 13 只。A 组大鼠

保持呼吸空气, B组与 C组均接受 CIH环境(CIH 8 h/d, 共 5周), 但 C组同时经静脉注射 Ad, 10 μg/次, 2次/周, 5周。于

实验终止(第 35天)时测定并比较各组大鼠血清 Ad浓度、颏舌肌超微结构(电镜下)、颏舌肌线粒体 3态呼吸率(ST3)、4

态呼吸率(ST4)、线粒体复合物 I活性、线粒体复合物Ⅳ活性。结果  (1) B组血清 Ad浓度为(1108±112) g/L, 与 A组

相比显著降低[( 2240±121)μg/L, P<0.01]; C组 Ad浓度[(1889±119)μg/L]高于 B组, 但仍显著低于 A组(均 P<0.01)。(2) 

B 组大鼠颏舌肌纤维结构损伤, 肌原纤维结构紊乱, 肌丝溶解、消失, 线粒体水肿、嵴断裂, 部分线粒体空泡改变或溶

解消失, C组病理改变较轻。(3) 大鼠颏舌肌细胞线粒体的 ST3 和 RCR均于 B组最低, A组最高。三组间 ST3、RCR两

两比较差异显著(均 P<0.01); A, B, C 3组 ST4分别为(15.2±2.5), (12.9±2.0), (13.5±2.3) mol/(min·g), 其中 A, B两组比较

有统计学差异(P<0.05), C组虽较 B组有升高趋势, 但无统计学差异。A, C两组比较亦无统计学意义。(4) 线粒体复合物

Ⅰ, Ⅳ浓度以 B 组[分别为(35.7±1.7) mmol/(min·g), (2.4±0.1) mol/(min·g)]最低, C 组[分别为(37.2±1.9) mmol/(min·g), 

(2.5±0.1) mol/(min·g)]及 A组[分别为(39.0±1.3) mmol/(min·g), (2.8±0.1) mol/(min·g)]依次增高。A, B两组比较差

异非常显著(P<0.01), C组与 B组和 A组比较亦差异显著(均 P<0.05)。结论  CIH可致大鼠血清 Ad水平降低,且能显著

损伤颏舌肌超微结构和线粒体功能, 而补充外源性 Ad能部分改善 CIH对大鼠颏舌肌超微结构和线粒体功能的损伤, 提

示低 Ad血症可能参与 CIH导致的颏舌肌超微结构损伤和能量代谢障碍。 
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Influence of chronic intermittent hypoxia on ultrastructure and mitochondrial 
function of rat genioglossal cells 

LI Qin1, LI Chong2, LIU Hao2, ZHANG Xilong1 
(1 Department of Respiratory Diseases, the First Affiliated Hospital, Nanjing Medical University, Nanjing 210029,China; 
2 Department of Respiratory Diseases, the First People’s Hospital of Changzhou City, Changzhou 213003,China) 

【Abstract】 Objective  To investigate the effect of chronic intermittent hypoxia (CIH) on rat genioglossal ultrastructure and 

mitochondrial function as well as the intervention role of adiponectin (Ad). Methods  Thirty-nine healthy male Wistar rats were 

randomly divided into three groups: normal control group(A), CIH group(B) and CIH+Ad group(C), with 13 rats in each group. Rats 

in group A kept breathing normal air, while rats in both groups B and C were fed in the same CIH environment (CIH 8 h/day for 

successive 5 weeks). However, rats in group C were given intravenous Ad supplement at the dosage of 10 μg, twice a week for 5 weeks. 

At the end of experiment (day 35), the serum Ad levels, the genioglossal ultrastructure, and the mitochondrial State 3 respiratory 

rates(ST3), state 4 respiratory rates (ST4)and activities of respiratory chain complexes Ⅰ and Ⅳ in mitochondrion of genioglossal cells 

were compared among different groups. Results  (1) Serum Ad level was significantly lower in group B than in group A [(1108±112) vs 

(2240±1210) g/L, P<0.01]. Serum Ad level in group C [(1889±1190)μg/L] was significantly higher than that in group A, but lower 

than that in group B (P<0.01). (2) In group B, there were significant genioglossal ultrastructural pathological changes, such as 

myofibrile discontinuities, lysis of myofilament, edema of mitochondria and disruption of cristae, vacuolus and lysis of some 

mitochondria. These pathological changes were less significant in group C. (3) The genioglossal mitochondrial ST3, ST4, respiratory 

control ratio (RCR) were the lowest in group B but highest in group A, with a significant difference in ST3 and RCR among three 

groups (all P<0.01). The mitochondrial ST4 was (15.2±2.5), (12.9±2.0), and (13.5±2.3) mol/(min·g)in groups A,B and C,        
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respectively, with a statistical difference between groups A and B (P<0.05), but no difference between groups C and B, or groups A 

and C. (4) The concentrations of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ and Ⅳ in group B [(35.7±1.7) mmol/(ming) and 

(2.4±0.1) mol/(min·g) respectively] were the lowest, and became higher in group C [(37.2±1.9) mmol/(ming) and (2.5±0.1) μ

mol/(min·g) respectively] and group A [(39.0±1.3) mmol/(min·g) and (2.8±0.1) mol/(min·g), respectively], with a significant 

difference between group A and group B (P<0.01), between group C and group B (P<0.05), as well as between group C and group A 

(P<0.05). Conclusion  CIH could lead to hypoadiponectinemia,impaired genioglossal ultrastructure and mitochondrial dysfunction. 

Since such changes could be partially improved by supplement of adiponectin, it suggests that hypoadiponectinemia be involved in 

CIH-induced impairment of genioglossal ultrastructure and energy metabolism. 

【Key words】chronic intermittent hypoxia; adiponectin; genioglossus; mitochondrion 
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目前普遍认为睡眠时出现的上气道狭窄或塌陷

是阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征 (obstructive 

sleep apnea-hypopnea syndrome, OSAHS)发病的基

础。上气道扩张肌在维持上气道开放中起关键作用。

颏舌肌是主要的上气道扩张肌, OSAHS患者存在颏

舌肌功能异常[1,2], 但 OSAHS 患者颏舌肌功能异常

的具体机制尚不完全清楚。颏舌肌属于骨骼肌, 骨

骼肌的功能异常除与神经调节有关外, 尚与其超微

结构及能量代谢异常密切相关。脂联素(adiponectin, 

Ad)是近年发现的调控骨骼肌能量代谢的重要脂肪

细胞因子。OSAHS 患者及慢性间歇低氧 (chronic 

intermittent hypoxia,CIH)大鼠存在低脂联素血症 [3], 

后者又可影响颏舌肌的功能, 提示 Ad 极可能在颏

舌肌功能障碍的发展过程中起着重要的作用。因此, 

作者选择模拟 OSAHS患者 CIH的病理生理学特征, 

以 CIH大鼠模型颏舌肌为研究对象, 观察 CIH对颏

舌肌超微结构和线粒体功能的影响, 并给予 Ad 干

预以探讨 Ad 对 CIH 大鼠颏舌肌超微结构和线粒体

功能的影响。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及分组 

39只雄性 Wistar大鼠, 体重 180～227 g, 动物

等级 SPF, 上海斯莱克实验动物有限责任公司提供, 

由本校实验动物中心饲养。随机分成 3 组, 每组 13

只。健康对照组(A)、CIH组(B)和 CIH加 Ad干预组

(C)。A组呼吸正常空气, B组及 C组每天行 8 h CIH。

另外 C 组每周 2 次颈静脉注射 Ad(北京爱迪博生物

科技有限公司提供)10 μg/次, 共 5 周。日常饲养 5

周后处死大鼠。本实验通过南京医科大学实验动物

学伦理委员会批准。 

1.2  CIH模型的建立   

通过氮气稀释原理, 根据文献[4]的方法, 将 B、

C组大鼠放置在 CIH舱中, 向 CIH舱中循环充入氮

气和压缩空气, 氮气和压缩空气的转换通过定时电

磁转换器(上海继德仪器仪表厂)来完成, 每循环周

期 90 s, 45 s充入氮气, 随之 45 s充入压缩空气,并调

节气体流量, 使每一循环舱内最低氧浓度达 5%, 然

后逐渐恢复至 21%, 其中氧浓度测定使用YS-1型数

字式测氧仪 (南京新飞分析仪器制造有限公司生

产)。将 A组大鼠放入相同的有机玻璃舱内, 向 A组

的舱内循环充入压缩空气。每天 8 h, 共 35 d。于实

验第 35 天检测 3 组以下指标: 血清 Ad 浓度、颏舌

肌超微结构、颏舌肌线粒体 3 态呼吸率 (State 3 

respiratory rates, ST3 )、4态呼吸率(State 4 respiratory 

rates,  ST4)、颏舌肌线粒体复合物Ⅰ活性、颏舌肌

线粒体复合物Ⅳ活性。 

1.3  血清脂联素水平测定   

CIH 模型建立前行静脉抽血。CIH 模型建立结

束后, 于手术取出双侧颏舌肌后行心脏穿刺取血。

经离心提取血清后进行酶联免疫吸附(ELISA)法测

定血清 Ad 浓度, 所有步骤均按试剂盒(美国 Linco

公司提供)说明进行。 

1.4  颏舌肌电镜标本制作及线粒体提取   

实验前大鼠空腹 12h。2%戊巴比妥钠, 30 mg/kg

麻醉大鼠, 手术取出双侧颏舌肌。 

1.4.1  电镜标本制作  每组随机抽取 4 只大鼠, 切

取一侧颏舌肌腹中段, 用 2.5%戊二醛磷酸缓冲液固

定, 4℃低温保存。使用前1%四氧化锇4℃固定30 min, 

再用 0.1 mmol／L(pH=7.4)的磷酸盐缓冲液漂洗 3

次。乙醇梯度脱水后用纯丙酮-EPON812包埋剂(1︰1

体积比)浸透 8 h 后定向包埋, 修整包块后标记部位

并行半薄切片。电子染色, 将切片置于小铜网上, 透

射电镜下观察细胞超微结构并照相。 
1.4.2  颏舌肌线粒体提取  余标本先行称重后, 即

刻用刀片切碎组织, 匀浆, 利用差速离心法提取颏

舌肌细胞线粒体, 并将提取物以 BCA法进行蛋白定

量。所有步骤按照线粒体提取试剂盒(上海杰美基因

公司提供)说明进行。 
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1.5  线粒体呼吸功能测定     

将提取的颏舌肌细胞线粒体溶于测呼介质

中。通过氧电极在 30℃测定密闭连接搅拌的反应

体系中的线粒体耗氧量 , 并根据线粒体耗氧量

[μmol O2/(min·g)]换算出线粒体呼吸控制率(respi- 

ratory control ratio, RCR)。加入 ADP后的前 3 min

内氧的变化速率记为ST3; 加入 ADP 后的后 3 min

内氧的变化速率记为 ST4; ST3/ST4的比值记为 RCR, 

RCR即为反应线粒体呼吸功能的敏感指标。线粒体

加入测呼介质中于反应腔中平衡 3～5 min, 然后给

予终浓度为 1 mmol的 ADP引发 ST3 , 约 3 min后

ADP消耗尽时为 ST4。 

1.6  线粒体复合物活性测定 

1.6.1  线粒体复合物Ⅰ活性测定  采用比色法测定

线粒体复合物Ⅰ活性。检测步骤按动物线粒体呼吸

链复合物Ⅰ活性定量检测试剂盒(上海杰美基因公

司提供)说明进行。 

1.6.2  线粒体复合物Ⅳ活性测定  采用比色法测定

线粒体复合物Ⅳ活性。检测步骤按动物线粒体呼吸

链复合物Ⅳ活性定量检测试剂盒(上海杰美基因公

司提供)说明进行。 

1.7  统计学处理   

数据均以 x s 表示。采用 SPSS 13.0统计软件

进行数据处理, 计量资料间比较采用单因素方差分

析法, 组间两两比较采用 q检验, P<0.05表示差异有

统计学意义。 

2  结 果 

2.1  各组大鼠缺氧前后一般特征的变化   

试验前、后各组大鼠的体质量比较无统计学差

异。试验前各组随机抽取 4 只大鼠测定血清 Ad 水

平 , A, B, C 组分别为 (2236±181), (2247±138), 

(2230±124) μg/L, 3组间比较均无统计学差异。 

2.2  血清 Ad水平测定      

实验结束时(第 35天)A, B, C 3组血清 Ad浓度

分别为 (2240±121), (1108±112), (1889±119)μg/L, 3

组间两两比较均有统计学差异(P<0.01)。 

2.3  组间颏舌肌肌细胞超微结构比较   

电镜下, A组肌原纤维结构规整, 明带及暗带清

楚, H 线及 M 线清晰,明带内 Z 线明显, 排列规则; 

线粒体形状规则、内外膜完整、嵴丰富(图 1A)。B

组肌原纤维结构紊乱, 部分肌丝溶解消失, 肌束间

结缔组织增生; 肌原纤维间线粒体集中、大小不一、

水肿,线粒体嵴断裂、溶解(图 1B)。C组颏舌肌病变

减轻,部分肌原纤维排列紊乱,无溶解、坏死; 部分线

粒体水肿, 嵴减少(图 1C)。 

 

 
 

图 1  颏舌肌肌细胞超微结构 (TEM × 30000) 

A: 健康对照组; B: CIH组; C: CIH加 Ad干预组 
 

2.4  组间颏舌肌细胞呼吸功能的比较    

3 组 ST3 , ST4, RCR 均于 B 组最低 , A 组最高

(表 1)。3 组间 ST3、RCR 两两比较差异显著 , 均

P<0.01; A, B, C 3 组 ST4 分别为  [(15.2±2.5), 

(12.9±2.0), (13.5± 2.3) μmol O2/(min·g)], 其中 A、B

两组比较有统计学差异, C组虽较 B 组有升高趋势, 

但无统计学差异, A、C两组比较亦无统计学意义。 
 

表 1  3 组大鼠颏舌肌线粒体 ST3, ST4及 RCR 值比较 (n=13， x s ) 

组别
ST3 

 [μmol O2/(min·g)]
ST4 

 [μmol O2/(min·g)] RCR 

A组 75±7 15.2±2.5 5.1±0.9 

B组 36±6* 12.9±2.0# 2.8±0.5*

C组 50±6* 13.5±2.3 3.8±0.5*,△

注: RCR: 线粒体呼吸控制率; ST3: 3态呼吸率; ST4: 4态呼吸率。

与 A组比较, *P<0.01, #P<0.05; 与 B组比较, △P<0.05 
 

2.5  线粒体复合物活性测定   

线粒体复合物Ⅰ、Ⅳ浓度以 B组最低, C组及 A

组依次增高(表 2)。A, B 两组比较差异非常显著

(P<0.01), C 较 B 组和 A 组比较亦差异显著(均

P<0.05) 
 

表 2  3 组大鼠血清脂联素及颏舌肌线粒体复合物Ⅰ、Ⅳ水平比较 

(n=13， x s ) 

组别 脂联素(μg/L) 
复合物Ⅰ 

[mmol/(min·g)] 

复合物 Ⅳ 

[mmol/(min·g)]

A组 2240±121 39.0±1.3 2.8±0.1 

B组 1108±112*# 39.0±1.3 2.4±0.1 *△ 

C组 1108±112*# 37.2±1.9 * 2.5±0.1 * 

注: 与 A组比较, *P<0.01; 与 C组比较, #P<0.01, △P<0.05 

3  讨  论  

上气道扩张肌功能异常是 OSAHS 的重要发病

机制, 呼吸暂停和低通气的发生与睡眠时上呼吸道 
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扩张肌肌肉活动减弱和功能异常有关。颏舌肌是上

气道主要的扩张肌之一, 是影响上气道开放的主要

因素之一, 其功能异常会导致上气道阻力增加甚至

塌陷[5]。早年有学者研究发现 OSAHS患者存在颏舌

肌的结构和功能障碍[1, 6]。颏舌肌功能障碍与其超微

结构及能量代谢有关。能量代谢障碍的微观机制表

现为线粒体结构的异常和功能的显著下降, 具体表

现为线粒体复合物含量下降、ST3 及 RCR下降、合

成 ATP能力降低。而 OSAHS患者是否存在颏舌肌

超微结构的改变和线粒体功能异常尚不十分清楚。 

本实验表明 CIH大鼠电镜下颏舌肌肌原纤维结

构紊乱, 存在肌丝溶解坏死消失, 肌束间结缔组织

增生, 线粒体肿胀, 补充外源性 Ad 后能部分改善

CIH 所致的颏舌肌超微结构损伤。而线粒体作为细

胞呼吸链和氧化磷酸化的中心, 其工作原理为底物

通过呼吸链将四个电子传给一个氧分子, 形成两个

水, 这称为电子传递过程。线粒体复合物 I 也称作

NADH 脱氢酶, 是线粒体呼吸链电子传递系统的主

要入口, 线粒体复合物Ⅳ也叫做细胞色素 c 氧化酶, 

位于线粒体呼吸电子传递链的终点, 来自线粒体复

合物Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的电子经过细胞色素 c 在这里最终

传递给氧分子。线粒体呼吸分为 5 种状态, 评价线

粒体呼吸功能更多地注重于 ST3, ST4, RCR, 它是反

映线粒体结构完整性及氧化磷酸化偶联程度的灵敏

指标 ,它的下降表示线粒体氧化磷酸化能量生成偶

联松弛, 是代表线粒体呼吸功能有效指标。而 CIH

大鼠是否存在颏舌肌线粒体功能障碍罕见报道。本

研究发现, 电镜下 CIH 组大鼠颏舌肌细胞线粒体肿

胀, CIH组大鼠颏舌肌细胞线粒体 V3、RCR及复合

物Ⅰ、Ⅳ显著下降, 线粒体功能异常。即 CIH 组大

鼠颏舌肌存在能量代谢异常。 

Ad是由 apM1基因编码的脂肪特异性细胞因子,

可以增加促进骨骼肌细胞的脂肪酸氧化和糖吸收、

减轻胰岛素抵抗、抗炎以及抗动脉粥样硬化等作用。

在机体整体的代谢和能量的平衡方面起重要作用。

而有关 Ad 水平与颏舌肌线粒体功能相关性的研究

罕见报道。本实验表明, CIH能显著降低 Ad水平、

损伤颏舌肌线粒体呼吸功能, 而补充外源性 Ad 后

能明显改善 CIH 引起的颏舌肌线粒体呼吸功能下降, 

提示 Ad水平与颏舌肌线粒体功能密切相关。 

CIH 引起的氧化应激反应[7]是 OSAS 患者靶器

官损伤的重要机制之一。氧化应激反应的主要有害

产物 ROS[8]主要来源于线粒体复合物 I[9, 10]。本实验

结果表明, CIH能显著降低线粒体复合物Ⅰ、Ⅳ的活 

性 , 复合物Ⅰ的活性降低将导致电子传递受阻 , 

ROS 产生增加, 复合物Ⅳ活性降低将直接导致 ATP

生成减少。而补充外源性 Ad能显著提高复合物 I、

Ⅳ的活性。即 Ad 通过调节复合物Ⅰ、Ⅳ水平改善

线粒体能量代谢, 同时减少 ROS 产生, 从而起到抗

氧化应激[11,
 

12]的作用。近来发现, 线粒体解偶联蛋

白 2(uncoupling protein 2, UCP2)可以引起质子漏, 

活化的 UCP2 导致线粒体解偶联和膜电位降低。线

粒体膜电位降低一方面能减少线粒体 ATP 的产生, 

另一方面膜电位降低引起的缓和性解偶联则能够抑

制线粒体 ROS的产生。因此, UCP2在调节线粒体功

能和能量代谢方面发挥着极其重要的作用。动物实

验表明 Ad可通过上调 UCP2的表达而稳定线粒体膜

电位[13]。而有关 Ad 与肝细胞线粒体功能的研究证

实脂联素调节线粒体复合物水平与 UCP2有关[13,14],  

UCP2 可调控 Ad 的基因表达, 而这种调控效应与

ROS 水平相关[15], 因此, 我们推论 Ad 可能通过调

节 UCP2 的表达来调节复合物Ⅰ、Ⅳ的水平,降低

ROS, 起到抗氧化应激的作用, 稳定线粒体膜电位, 

从而改善 CIH所致的颏舌肌超微结构及线粒体功能 

障碍。 

总之, 本实验针对大鼠颏舌肌模拟 OSAHS 患

者 CIH 的病理生理学特征, 发现 CIH 能显著降低

Ad水平且损伤颏舌肌超微结构和线粒体呼吸功能。

而 Ad 能部分改善 CIH 对大鼠颏舌肌超微结构和线

粒体呼吸功能的损伤; 提示低Ad血症可能参与CIH

导致的超微结构损伤和颏舌肌能量代谢障碍。这对

进一步了解 OSAHS 的发病机制, 以及开展和设计

新型治疗药物提供理论和实验基础。 
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