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金雀异黄素通过AMPK/SIRT1/PGC-1α信号 
通路缓解免疫抑制大鼠的疲劳作用

董佳萍1，谢琳琳1，王鹤霖1，迟晓星1,2,*，张东杰1,2,*
（1.黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江 大庆 163319；

2.黑龙江八一农垦大学杂粮工程技术研究中心，黑龙江 大庆 163319）

摘  要：目的：探讨金雀异黄素（genistein，GEN）缓解免疫抑制大鼠的疲劳作用及其作用机制。方法：96 只雄

性SD大鼠随机分为6 组（每组16 只），分别为空白对照组、免疫抑制模型组与金雀异黄素低、中、高剂量组以及

阳性对照组。除空白对照组外，其余组腹腔注射环磷酰胺40 mg/kg mb，连续3 d，建立免疫抑制大鼠模型。金雀异

黄素低、中、高剂量组分别灌胃10、20、40 mg/kg mb金雀异黄素，阳性对照组灌胃贞芪扶正颗粒3.125 g/kg mb，空

白对照组灌胃等量花生油。实验结束后，记录大鼠力竭游泳时间；采用比色法检测大鼠血清中肌酸激酶（creatine 
kinase，CK）、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）活力；酶联免疫吸附测定法检测大鼠血清中免疫球蛋白

G（immunoglobulin G，IgG）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor α，TNF-α）质量浓度；采用实时荧光定量技

术检测大鼠骨骼肌中腺苷酸活化蛋白激酶（adenosine monophosphate-activated protein kinase，AMPK）、沉默信息调

节因子1（silent information regulator 1，SIRT1）、过氧化物酶增殖活化受体γ辅激活因子1α（peroxisome proliferator-
activated receptor γ coactivator 1α，PGC-1α）和过氧化物酶体增殖物激活受体γ（peroxisome proliferators-activated 
receptor γ，PPARγ）mRNA表达水平；采用蛋白免疫印迹法检测大鼠骨骼肌中p-AMPK、SIRT1、PGC-1α和PPARγ
的蛋白表达水平。结果：与免疫抑制模型组相比，补充GEN后极显著延长了大鼠力竭游泳时间（P＜0.01）；与免

疫抑制模型相比，高剂量GEN能够显著降低血清中CK活力（P＜0.05）和LDH活力（P＜0.01），极显著提高大鼠

血清中IgG、TNF-α质量浓度（P＜0.01），同时显著提高大鼠骨骼肌中p-AMPK、SIRT1、PGC-1α和PPARγ基因及

蛋白表达水平（P＜0.05、P＜0.01）。结论：GEN具有缓解免疫低下大鼠疲劳的作用，其机制可能与激活骨骼肌

AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通路及改善大鼠运动耐力、能量产生及免疫调节能力有关。
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Genistein Alleviates Fatigue in Immunosuppressed Rats through the AMPK/SIRT1/PGC-1α Signaling Pathway
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Abstract: Objective: To explore the effect of genistein (GEN) on relieving fatigue in immunosuppressed rats and the 

underlying mechanism. Methods: A total of 96 male SD rats were randomly divided into six groups with 16 rats in 

each group, including blank control (CG), immunosuppression model (MG), low-dose GEN (LG), medium-dose GEN 

(MG), high-dose GEN (HG) and positive control (PG). All rats except those in the blank control group were injected 

intraperitoneally with cyclophosphamide at a dose of 40 mg/kg mb for three days to establish an immunosuppressed rat 

model. The rats in the LG, MG and HG groups were gavaged with GEN at doses of 10, 20, and 40 mg/kg mb, respectively. 
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The positive control group was gavaged with 3.125 g/kg mb of Zhenqi Fuzheng granule, and the blank control group was 

gavaged with an equal amount of peanut oil. After the experiment, the exhaustive swimming time of rats was recorded. 

The activities of creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH) in rat serum were detected by colorimetry. The 

concentrations of immunoglobulin G (IgG) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in rat serum were detected by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA). Real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect adenylate-activated 

protein kinase (AMPK), silent information regulator 1 (SIRT1), peroxisome proliferator-activated receptorγ coactivator-

1α (PGC-1α) and peroxisome proliferators-activated receptor-γ (PPARγ) mRNA expression levels. The protein expression 

levels of AMPK, SIRT1, PGC-1α and PPARγ in the skeletal muscle of rats were detected by Western blot. Results: 

Compared with the MG group, GEN supplementation significantly prolonged the exhaustive swimming time of rats  

(P < 0.01), and high-dose GEN significantly decreased CK and LDH activities and increased the concentrations of IgG and 

TNF-α in the serum (P < 0.01), and significantly increased the gene and protein expression levels of AMPK, SIRT1, PGC-1α 
and PPARγ in the skeletal muscle of rats (P < 0.05 and P < 0.01). Conclusion: GEN relieves fatigue in immunosuppressed 

rats, and the underlying mechanism may be related to activating the AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway in the skeletal 

muscle and improving the exercise endurance, energy production and immunomodulatory capacity of rats.

Keywords: genistein; fatigue; immunosuppression; AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway; peroxisome proliferators-
activated receptor γ
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金雀异黄素（genistein，GEN）是大豆异黄酮的主要

活性成分[1]，又称为染料木素或染料木黄酮，是一种天然

植物激素，具有丰富的药理学活性[2]。现已证实其具有抗

癌活性，目前在前列腺癌和乳腺癌治疗中效果显著。同

时，它还具有抗氧化、提高机体免疫、抗疲劳和抗骨质

松等多种活性[3-9]。蒙兰兰等[7]研究发现，GEN可提高运

动性疲劳大鼠全血中红细胞、白细胞和淋巴细胞数量，

升高血红蛋白水平，具有提高免疫力作用。丁王辉等[8]研

究发现，GEN可以通过增强大鼠颏舌肌功能及核因子E2
相关因子2基因及蛋白表达，发挥对颏舌肌的保护作用，

提高大鼠颏舌肌的抗疲劳能力。孔凡秀等[9]在研究人参皂

苷Rg1对于免疫抑制小鼠运动性疲劳的作用时发现，人参

皂苷Rg1可显著提高实验小鼠耐力并调节血清及组织中疲

劳相关生化指标水平，对于免疫抑制小鼠具有较好的抗

运动性疲劳功效。

有研究指出，目前大多数人处于亚健康状态，疲

劳是众多亚健康状态中最常见的一种表现形式[10]。机体

的疲劳与免疫能力互相影响，免疫力低下时常伴随疲劳

感，而长时间疲劳也同样容易引起机体免疫力降低。因

此，如何有效预防运动性疲劳的发生，以及如何有效恢

复运动性疲劳是当前需要重点考虑的问题。

本实验通过对免疫抑制大鼠进行游泳训练，测定大

鼠血清中疲劳及免疫相关指标，并以腺苷酸活化蛋白激

酶（adenosine monophosphate-activated protein kinase，
AMPK）为主要研究靶点，观察GEN干预对大鼠骨骼

肌中AMPK、沉默信息调节因子1（silent information 
regulator 1，SIRT1）、过氧化物酶增殖活化受体γ辅激

活因子1α（peroxisome proliferator-activated receptor γ 
coactivator 1α，PGC-1α）和过氧化物酶体增殖物激活

受体γ（peroxisome proliferators-activated receptor γ，
PPARγ）基因及蛋白表达水平的调节作用，以期阐明

GEN缓解疲劳的作用机制，为GEN缓解机体疲劳提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

选取96 只SPF级雄性SD大鼠，体质量（200±20）g，
购自辽宁长生生物技术有限公司，生产许可证号：SCXK
（辽）2020-0001。

GEN（纯度98%）  上海融禾医药科技发展有

限公司；环磷酰胺  上海研生生化试剂有限公司； 
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贞芪扶正颗粒 吉林修正药业集团股份有限公司；肌

酸激酶（creatine kinase，CK）、乳酸脱氢酶（lactate 
dehydrogenase，LDH）生化试剂盒 南京建成生物工

程研究所；免疫球蛋白G（immunoglobulin G，IgG）、

肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor α，TNF-α）酶联

免疫吸附测定试剂盒 上海研瑾生物科技有限公司；总

RNA抽提试剂盒 生工生物工程（上海）有限公司；

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）
蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE凝胶快速配制试剂盒、

BCA蛋白浓度测定试剂盒 上海碧云天生物技术有限

公司；AMPK、p-AMPK、SIRT1、PGC-1α、PPARγ抗体  

英国Abcam公司；辣根过氧化物酶标记兔抗大鼠二抗 

美国Proteintech公司。

1.2 仪器与设备

MultiskanSky全波长酶标仪 美国Thermo Scientific
公司；T 6型紫外 -可见分光光度计  北京普析通用

仪器有限公司；S t e p O n e荧光定量聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）仪 美国ABI公司；

垂直电泳仪  美国伯乐公司；AI600化学凝胶成像仪 

美国GE公司；FR980凝胶成像系统 上海复日科技有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 动物分组及免疫抑制模型的建立

大鼠按体质量随机分为6 组，分别为空白对照组

（C G）、免疫抑制模型组（M G）与金雀异黄素低

（L）、中（M）、高剂量组（H）以及阳性对照组

（PG），每组16 只。

适应性喂养1  周后，CG组大鼠腹腔注射生理盐

水，其余组大鼠腹腔注射环磷酰胺40 mg/kg mb，每日

1 次，连续3 d，建立免疫抑制模型[11]。然后，L、M、

H组大鼠分别灌胃10、20、40 mg/kg mb GEN（GEN溶

于花生油，灌胃体积1.0～1.6 mL），PG组大鼠灌胃

3.125 g/kg mb贞芪扶正颗粒（溶于生理盐水，灌胃体积

0.78～1.25 mL），CG、MG组大鼠灌胃等量花生油，周

期21 d。相关动物实验经黑龙江八一农垦大学学术规范委

员会审查，符合国内外相关伦理规范。

1.3.2 大鼠游泳训练

适应性喂养1 周后，在直径50 cm、水深50 cm的塑

料圆桶中进行大鼠游泳训练，水温控制在（24±1）℃。

剔除不会游泳的大鼠后随机分组，首次游泳训练时间为

30 min，灌胃期间每日延长10 min，至80 min时维持此训

练时间至灌胃实验结束。训练时使用玻璃棒对漂浮的大

鼠进行拨动，确保大鼠一直处于运动状态，且大鼠尾部

呈悬空状态不与桶底接触，游泳结束后立即用吹风机将

大鼠皮毛迅速干燥。

1.3.3 力竭游泳时间测定

于末次灌胃后1 h，每组随机抽取8 只大鼠，在大鼠

尾部缚有约为体质量5%的铅皮，然后进行急性力竭负重

游泳实验。力竭时间以从游泳实验开始至大鼠头部沉入

桶底后10 s不浮出水面计算，比较各组大鼠负重游泳至力

竭时间。

1.3.4 疲劳及免疫相关指标检测

末次灌胃后，各组大鼠禁食12 h，不禁水，称体质

量后将剩余48 只大鼠进行游泳训练，大鼠进行50 min负
重游泳训练，休息30 min后乙醚麻醉处死。腹主动脉取

血，2 410×g离心15 min后取上清液，分别按照相应试剂

盒说明书测定血清中CK、LDH、IgG、TNF-α水平。

1.3.5 实时荧光定量PCR检测骨骼肌中AMPK、SIRT1、
PGC-1α和PPARγ mRNA表达情况

按1.3.4节方法，大鼠经负重游泳训练，休息30 min
后乙醚麻醉处死。取骨骼肌组织，按照RNA抽提试剂盒

说明书提取大鼠骨骼肌中RNA，测定RNA浓度。按照反

转录试剂盒说明书将RNA反转录为cDNA，再以cDNA为

模板进行荧光定量PCR分析。使用Primer Premier 5.0软件

进行引物序列设计，由生工生物工程（上海）有限公司

合成，引物序列见表1。以β-actin为内参，根据2－ΔΔCt法计

算目的基因相对表达量。

表 1 PCR引物信息

Table 1 PCR primers used in this study

基因 正向引物（5’-3’） 反向引物（3’-5’）
AMPK AAACCCACAGAAATCCAAACAC CCTTCCATTCATAGTCCAACTG

PGC-1α GGGGCACATCTGTTCTTCCA GCTTGACTGGGATGACCGAA
PPARγ TCAGGTTTGGGCGAATGC CTTTGGTCAGCGGGAAGG
SIRT1 TGATTGGCACCGATCCTCG CCACAGCGTCATATCATCCAG
β-actin CTACCTCATGAAGATCCTGACC CACAGCTTCTCTTTGATGTCAC 

1.3.6 Western Blot检测骨骼肌中AMPK、SIRT1、PGC-1α 
和PPARγ蛋白表达情况

按1.3.4节方法，大鼠经负重游泳训练，休息30 min
后乙醚麻醉处死。取骨骼肌组织，提取总蛋白后用BCA
试剂盒测定总蛋白质量浓度，根据实验要求进行稀释。

利用垂直电泳仪进行SDS-PAGE，转膜至聚偏氟乙烯膜

后，5%脱脂奶粉封闭，摇床孵育1 h。封闭结束后进行免

疫反应，分别加入AMPK、p-AMPK、SIRT1、PGC-1α和
PPARγ一抗，4 ℃下过夜孵育，然后用TBST（Tris-HCl缓 

冲液＋Tween-20）洗涤5 次，加入相应二抗，室温孵育

1 h，最后用TBST洗涤5 次，滴加ECL化学发光液显影，

采用凝胶成像系统对目的条带灰度进行分析。

1.4 数据处理与分析

实验结果以平均值±标准差表示，采用SPSS 20软件

进行单因素方差分析，采用最小显著性差异法进行多重

比较，P＜0.05或P＜0.01分别表示差异显著或极显著，利

用Origin软件绘制相关图表。
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2 结果与分析

2.1 GEN对大鼠力竭游泳时间的影响

由图1可知，与MG组相比，各剂量GEN和PG均可

极显著延长免疫抑制大鼠力竭游泳时间（P＜0.01）。

与CG组相比，M、H和PG组大鼠平均力竭游泳时间极显

著延长（P＜0.01），其中H组大鼠力竭游泳时间延长了

50.4%。结果表明，GEN可呈剂量依赖性延长免疫抑制大

鼠的力竭游泳时间。
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图 1 GEN对大鼠力竭游泳时间的影响

Fig. 1 Effect of GEN on the exhaustive swimming time of rats

2.2 GEN对大鼠血清中CK、LDH活力的影响

由图2可知，与CG组相比，MG组大鼠运动疲劳后

血清中CK、LDH活力有不同程度上升。GEN处理后，

与MG组相比，GEN各剂量组血清CK、LDH活力均有所

下降，其中H和PG组大鼠血清中CK活力（P＜0.05）和

LDH活力（P＜0.01）降低较显著，表明高剂量GEN可以

有效降低免疫抑制大鼠血清中CK和LDH活力。
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图 2 GEN对大鼠血清中CK（A）、LDH（B）活力的影响

Fig. 2 Effect of GEN on the activity of CK (A) and LDH (B) in serum 

of rats 

2.3 GEN对大鼠血清中IgG、TNF-α质量浓度的影响

由图3可知，与CG组相比，MG组大鼠运动疲劳后血

清中IgG、TNF-α质量浓度均极显著降低（P＜0.01），

说明腹腔注射环磷酰胺影响了机体免疫因子分泌，提示

免疫抑制模型造模成功。补充GEN后，大鼠血清中IgG、

TNF-α质量浓度均较MG组有不同程度恢复和提高，且呈

剂量依赖性。高剂量GEN和PG提高血清中IgG、TNF-α质
量浓度的效果最为显著（P＜0.01）。
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图 3 GEN对大鼠血清中IgG（A）、TNF-α（B）质量浓度的影响

Fig. 3 Effect of GEN on the concentration of IgG (A) and  

TNF-α (B) in serum of rats

2.4 GEN对大鼠骨骼肌中AMPK、SIRT1、PGC-1α 
和PPARγ mRNA表达水平的影响

由图 4可知，与C G组相比，M G组大鼠骨骼肌

AMPK、PGC-1α、PPARγ和SIRT1 mRNA表达水平显

著降低（P＜0.05、P＜0.01）。H、PG组大鼠骨骼肌

中AMPK  mRNA表达水平均较CG和MG极显著提高 

（P＜0.01），H组SIRT1  mRNA表达量较MG组显著

提高（P＜0 .05）。H、PG组大鼠骨骼肌中PGC-1α  
mRNA表达量较M G组极显著提高（P＜ 0 . 0 1）。 

H组中PPARγ  mRNA表达量较CG和MG均极显著提高 

（P＜0.01）。以上结果表明，高剂量GEN可以有效上

调免疫抑制大鼠骨骼肌中AMPK、SIRT1、PGC-1α和
PPARγ mRNA表达水平。
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图 4 GEN对大鼠骨骼肌中AMPK（A）、SIRT1（B）、 

PGC-1α（C）、PPARγ（D）mRNA表达水平的影响

Fig. 4 Effect of GEN on the mRNA expression of AMPK (A), SIRT1 (B), 

PGC-1α (C) and PPARγ (D) in skeletal muscle of rats

2.5 GEN对大鼠骨骼肌中AMPK、SIRT1、PGC-1α 
和PPARγ蛋白表达水平的影响

如图5所示，与CG组相比，MG组大鼠骨骼肌中

p-AMPK、SIRT1、PGC-1α和PPARγ蛋白表达水平均极

显著降低（P＜0.01），补充GEN后，AMPK磷酸化水

平显著提高，p-AMPK、SIRT1、PGC-1α和PPARγ蛋白

在大鼠骨骼肌中的表达量呈剂量依赖性提高，其中H组

p-AMPK、PGC-1α和PPARγ蛋白表达量较MG组均极显著

提高（P＜0.01）。
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A . 蛋白免疫印迹图； B ～ E .  p - A M P K 、

SIRT1、PGC-1α、PPARγ蛋白相对表达水平。

图 5 GEN对大鼠骨骼肌中p-AMPK、SIRT1、PGC-1α、 

PPARγ蛋白表达的影响

Fig. 5 Effect of GEN on the protein expression of p-AMPK, SIRT1, 

PGC-1α and PPARγ in skeletal muscle of rats

3 讨 论

抗疲劳能力主要通过运动耐力表现，力竭游泳时间

的变化可反映耐力的情况[12-14]。本实验采用力竭游泳实验

测试大鼠抗疲劳能力，结果表明，给予大鼠不同剂量GEN
均可极显著延长大鼠的力竭游泳时间，说明GEN可以提高

大鼠运动耐力，表现出一定的抗疲劳活性。

CK是参与细胞能量运转和机体产能的重要激酶，通

过催化调节肌细胞中磷酸肌酸产生ATP供机体需要[15]。 

LDH是糖酵解过程中一种重要的酶，它可以将糖酵

解反应中生成的丙酮转化并排出体外，从而降低乳酸 

含量[16]。当机体不受外界影响时，肌细胞状态良好，细

胞膜完整，具有较好的屏障作用，可以有效防止CK、

LDH细胞外泄。然而当处于疲劳状态时，肌细胞结构受

到破坏，CK和LDH可以透过细胞膜，渗透至组织间液

和血液中，导致血清CK、LDH活力增加[17]。因此，血清

CK和LDH活力常被用于评价机体疲劳程度和组织损伤情

况。本实验结果表明，补充GEN后，免疫抑制大鼠运动

疲劳后血清中CK和LDH活力均有效降低，且呈现剂量 
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依赖性，H组大鼠血清中CK和LDH活力分别较MG组显著和极

显著降低。说明补充GEN能够抑制细胞中CK和LDH的外泄，

对骨骼肌和肝脏有保护作用，进而延缓机体疲劳的发生。

IgG由动物机体内淋巴系统B细胞产生，其水平可以

直接反映动物机体免疫应答能力[18]。TNF-α可以促进中性

粒细胞的吞噬和溶酶体的消化作用，抵抗细菌和病毒的

侵袭[19]。本实验结果表明，GEN能显著改善环磷酰胺致免

疫低下大鼠运动疲劳后血清中IgG、TNF-α质量浓度的降

低，其中高剂量GEN的提高效果与MG组相比具有极显著

差异。说明GEN可能通过影响免疫因子的分泌而影响其介

导的免疫反应，改善机体的免疫功能，同时缓解疲劳。

AMPK被称为细胞的“能量感受器”[20]，其磷酸化

可以影响线粒体内相关因子，促进合成效应[21-22]。AMPK
的众多下游靶分子及其信号分子，如PGC-1α、SIRT1、
PPARγ等，主要参与能量代谢和转录后调控。SIRT1能
够催化组蛋白和非组蛋白底物的去乙酰化，参与调节氧

化应激和糖脂代谢等，对维持机体的健康状态具有重要

作用[23]。PGC-1α是线粒体合成中最重要的调控因子[24]， 

其蛋白的表达水平与线粒体糖脂代谢、氧化代谢呈正

相关。AMPK是PGC-1α的上游调控因子，可以直接调节

并使其磷酸化。AMPK还可以影响SIRT1的表达，同时

SIRT1也可以促使AMPK磷酸化，二者都可调控PGC-1α 
的活性，SIRT1通过催化PGC-1α脱乙酰使其激活，其下游

PPARγ表达水平也随之上升，从而促进线粒体的合成[25]。 

研究表明，通过刺激AMPK信号通路，激活其下游SIRT1
及PGC-1α因子，可以使骨骼肌由快肌纤维转为慢肌纤

维，从而延缓疲劳的产生[26]。此外，也有研究发现，通

过上调骨骼肌中PGC-1α、PPARα mRNA表达可以调节能

量代谢因子，改善机体运动能力，达到抗疲劳作用[27-29]。 

本实验结果表明，补充GEN后，骨骼肌中AMPK、

SIRT1、PGC-1α、PPARγ mRNA及其蛋白表达水平均呈

剂量依赖性提高。随着大鼠骨骼肌中p-AMPK蛋白表达

量提高，其下游PGC-1α、SIRT1蛋白表达量也相应提

高，SIRT1活化进一步激活PGC-1α，促使PGC-1α下游的

PPARγ蛋白表达水平增加，进而保护线粒体功能，改善

机体运动能力，发挥抗疲劳作用。

综上所述，GEN对免疫抑制大鼠体内疲劳和免疫

相关指标有很好的调节作用，提高大鼠血清中免疫因子

水平，提高免疫能力，改善骨骼肌中AMPK、SIRT1、
PGC-1α和PPARγ mRNA及其蛋白表达，最终达到缓解疲

劳的效果。
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