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补充肌酸对老龄大鼠骨骼肌收缩特性的影响①

杨霖，高前进

[摘要] 目的 研究补充肌酸对老年大鼠骨骼肌收缩特性的影响。方法 18月龄雄性Sprague-Dawley大鼠20只，分为对照组

和肌酸补充组(0.3 g/kg)，每组10只。使用高效液相色谱法测定肌组织中肌酸和磷酸肌酸含量；离体比目鱼肌和趾长伸肌30 ℃灌流

方法，测量其单次收缩和强直收缩力。结果 肌酸补充组大鼠比目鱼肌和趾长伸肌中肌酸和磷酸肌酸含量比对照组增加(P<0.05)。

比目鱼肌最大收缩力(Pt)和最大强直收缩力(P0)增大，达到最大收缩力使用时间(TPT)以及最大收缩力舒张一半时间(TPR50)缩短，但

只有TPR50与对照组具有显著性差异(P<0.05)。趾长伸肌Pt和P0增大、TPT缩短，且与对照组具有显著性差异(P<0.05)，时间参数

TPR50虽缩短，但与对照组无显著性差异(P>0.05)。肌酸补充组比目鱼肌抗疲劳性提高(P<0.05)，而趾长伸肌的抗疲劳性没有明显提

高。但是在抗疲劳测试中，在刺激开始的20~30 s肌酸补充组趾长伸肌张力增加幅度大于对照组(P<0.05)。结论 肌酸补充对老年

大鼠比目鱼肌和趾长伸肌收缩特性具有良好的作用，但影响具有肌纤维类型依赖性。
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Effects of Creatine Supplements on Contractile Properties of Skeletal Muscle in Elder Rats YANG Lin, GAO Qian-jin. Sport Physical-
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Abstract: Objective To investigate the effects of creatine supplement on contractile properties of soleus (SOL) and extensor digitorum

longus (EDL) in elder rat. Methods 20 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into control group and creatine supplement group

with 10 rats in each group. After 6 weeks, the content of creatine and phosphocreatine were detected by high performance liquid chromatog-

raphy, and contractile properties were examined in SOL and EDL in vitro at 30 ℃. Results The content of creatine and phosphocreatine both

in SOL and EDL were higher in the creatine supplement group than in the control group (P<0.05). In SOL, creatine supplements increased

the maximum twitch tension (Pt), maximum titanic tension(P0), decreased time to maximum twitch tension (TPT), but only time from maxi-

mum twitch to half relaxation (TPR50) significantly decreased, compared with the control group. In EDL, creatine supplements significantly

increased Pt, P0 and decreased TPT (P<0.05). But there was no significant difference in TPR50 between 2 groups (P>0.05). Creatine supple-

ments significantly increased the fatigue resistance of the SOL and there was no significant effect on EDL. The force potentiation which oc-

curred in EDL during the initial 20~30 s of the fatigue test significantly increased (P<0.05). Conclusion Creatine supplement is effective on

the contractile properties of SOL and EDL in elder rats, but the effect is dependent on the fiber types.
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肌肉衰减症(sarcopenia)是由增龄引起骨骼肌肌肉

量减少，导致肌肉力量减弱和活动受限，受伤的危险

性增高[1]。事实上从40岁起，人的骨骼肌就开始不断

衰减，并且衰减速度随增龄而增加。有研究报道70岁

以下老年人群中有 13%~24%患有肌肉衰减症，而 80

岁以上的老年人中则超过 50%[2]，给社会及家庭带来

沉重的负担。

目前治疗肌肉衰减症的常用办法是抗阻力训练和

注射睾酮[3-4]。然而，睾酮对老年人有副作用，不主张

广泛使用[5]。服用肌酸可能是一种安全、有效且经济

的治疗手段，补充肌酸能够减少因增龄引起的肌肉质

量下降，增加肌肉力量[6]和Ⅱ型肌纤维直径[7]。

有众多研究反复报导肌酸能够增加35岁以下成年

人肌肉功能，尤其结合抗阻力训练效果更好 [8]。然

而，肌酸对老年人骨骼肌影响的研究却较少，而且大

多数研究侧重于补充肌酸后的生化变化[9-10]，对于补充

肌酸前后肌肉收缩特性的变化缺乏深入的研究。因

此，本实验通过观察补充肌酸前后骨骼肌收缩特性等

参数的变化，寻求提高老年人骨骼肌功能的方法，对

提高老年人生活质量、节省医疗资源具有一定的现实

意义，同时对老年肌肉衰减症治疗方法的研究也具有

一定的价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性清洁级 Sprague-Dawley 大鼠 20 只，18 月龄

(相当于人 55~60岁[11])，体重(404±8.10) g，购自河北

医科大学实验动物中心，选用国家标准啮齿类动物干

饲料喂养，自由饮食，自然光照，室温 18~22 ℃，湿
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度40%~45%。随机分为对照组和肌酸补充组(0.3 g/kg∙

d[12])，每组 10只。饲养 6周于末次灌胃后取材。实验

在河北医科大学病理生理学实验室完成。

1.2 大鼠体重与肌肉湿重测量

6周后戊巴比妥钠 40 mg/kg麻醉大鼠，分别称量

对照组和肌酸补充组大鼠体重。取右侧比目鱼肌和趾

长伸肌测量湿重后用于肌酸和磷酸肌酸的测量；左侧

比目鱼肌和趾长伸肌用于离体收缩功能测量。心脏取

血 2 ml， 3000 r/min， 4 ℃ 离 心 10 min， 取 上 清

液，-70 ℃保存。

1.3 肌磷酸肌酸、肌酸的测定

1.3.1 仪器和试剂 惠普 1050型高效液相色谱仪，包

括惠普 1050系列自动进样系统、四元梯度泵、DAD

二极管阵列检测器及HP3D化学工作站软件：美国惠

普公司；Eyela FD冻干机：日本Rikakikai公司；Nis-

sei AM-6 高速组织匀浆机：日本 Ace 公司； MET-

TLER电子分析天平：瑞士梅特勒-托利多公司；J2-21

型低温超速离心机：美国 Beckman 公司；超低温冰

箱：日本三洋；ZBE30-107制冰机：ZIEGRA公司。

分析纯磷酸和磷酸肌酸：美国 SIGMA 公司；分

析纯β-硫代巴比妥酸(2-thiobarbituric acid, TBA)、高压

液相级乙腈、NaH2PO4、NaOH、HClO4：天津化学试

剂二厂。

1.3.2 色谱条件固定相 色谱柱为 YWG-C 18(5 μm，

250×4.6 mm I.D.)：大连化学物理研究所；流动相：所

有流动相均用双蒸水配置。流动相A为含有0.1 mol/L

NaH2PO4 和 2 g/L TBA 的混合液，然后用 2 mol/L

NaOH调pH至5.5；流动相B为流动相A和乙腈按75∶
25 体积比混合的混合液。实验当天流动相经孔径为

0.45 μm的微孔滤膜过滤。磷酸肌酸与肌酸的检测波

长为 210 nm；检测灵敏度 0.01 AUFS，检测进样量为

5 μl。

1.3.3 标本处理 从液氮中取出骨骼肌标本，置于冻干

机中过夜冻干，然后做成冻干粉。把肌肉粉末倒入小

试管中，编号，加盖密封，置于-80 ℃低温冰箱中保

存。测定前准确称取骨骼肌冻干粉60 mg左右，放入

5 ml聚乙烯微离心管中，然后滴入预冷的浓度为 0.4

mol/L的过氯酸 2 ml，用预冷的电动高速匀浆机匀浆

2 min，然后低温离心10 min；吸取400 μl上清液放入

另一试管中，加入2 mol/L的KHCO3 80 μl，然后再低

温离心 10 min，取上清液 200 μl保存于-80 ℃低温冰

箱中待分析[13]。

1.4 收缩功能测量[14-15]

剪开后肢小腿皮肤，轻轻游离比目鱼肌，用 0号

丝线行近心端肌腱结扎，置于氧合的Krebs-Henseleit

溶液中清洗肌肉表面血液，水平置于容量为1 ml的肌

槽中；近心端肌腱用丝线结扎固定于等长张力传感器

(TB-651日本光电)的不锈钢钩上，远心端肌肉则被夹

于 弹 簧 夹 中 。 用 27 ℃ Krebs-Henseleit 溶 液 按 10

ml/min 行非循环灌流。灌流液组成：120.0 mmol/L

NaCl， 4.7 mmol/L KCl， 1.2 mmol/L NaH2PO4， 1.2

mmol/L MgSO4，2.5 mmol/L CaCl2，20.0 mmol/L NaH-

CO3，10.0 mmol/L葡萄糖。以 95% O2和 5% CO2的混

合气体充分氧合，使 pH维持在(7.4±0.20)。电刺激器

(SEN-3301，日本光电)输出脉宽20 ms、间隔20 ms与

电压为 6 V的方波脉冲刺激。先平衡约 20 min，然后

以 0.1 mm 增量，逐步拉伸比目鱼肌至等长收缩张力

为最大时的肌肉初长Lmax位置，平衡 10 min，记录肌

肉长度与张力，接下来所有值的测量都在肌肉初长度

Lmax位置测量。再以0.5 V的步幅，逐步降低刺激电压

至3 V，在每一新电压刺激点平衡3 min后，记录收缩

张力。

强直收缩时，以脉宽 5 ms、间隔 40 ms 与电压为

6 V 的方波脉冲刺激 45 s，使肌肉产生高频强直收

缩，强直收缩最大张力用P0表示。比目鱼肌试验完成

后，取趾长伸肌，按相同方法固定与平衡，采用脉宽

10 ms、间隔20 ms与电压为6 V的方波脉冲刺激。

10 min后，肌肉抗疲劳性测量使用低频疲劳方案

30 Hz，300 ms，每次刺激2 s，共5 min。为了更好地

比较肌肉抗疲劳特征，肌肉张力值被标准化，都用百

分比表示，以初始测得的张力值为标准(100%)，所有

刺激产生的张力除以初始张力值，乘以 100%。刺激

时间点，前 60 s 分别在第 8、16、24、32、40、48、

56 秒刺激，然后分别在第 60、120、180、240、300

秒刺激。

实验结束后，用滤纸吸干肌肉表面附着的水分并

称质量，再按文献[16]公式计算每一肌肉的横截面积，

张力数据用横截面积作归一化处理。

1.5 统计学分析

用 SPSS 10.0 统计学软件对结果数据进行统计学

分析，组间差异比较采用单因素方差分析法，显著性

水平α=0.05。

2 结果

2.1 体重与肌肉湿重

喂养前大鼠体重为(404.20±8.10) g。喂养 6周后，

对照组大鼠随年龄增长体重出现明显增加，由喂养前

的 404.70 g 增加到 442.70 g；肌酸补充组体重增加更

加明显。肌酸补充组比目鱼肌湿重和趾长伸肌湿重均
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高于对照组(P<0.05)。见表1。

2.2 肌酸和磷酸肌酸含量

喂养 6周后，肌酸补充组比目鱼肌和趾长伸肌细

胞中肌酸和磷酸肌酸含量增加，与对照组相比有显著

性差异(P<0.05)。见表2。

2.3 收缩特性

与对照组比较，肌酸补充组比目鱼肌最大收缩力

(Pt)增大，强直最大收缩力(P0)增大，达到最大收缩力

的时间 (TPT)缩短，从峰值张力舒张一半的时间

(TPR50)缩短，但只有和TPR50与对照组具有显著性差

异(P<0.05)；肌酸补充组趾长伸肌 Pt 增大，P0 增大，

TPT缩短，与对照组具有显著性差异(P<0.05)。见表

3。

2.4 比目鱼肌、趾长伸肌抗疲劳性

在前 2 min，两组张力分别降低到初始张力的

(72±5.2)%和(79±4.8)%；在后3 min，对照组张力继续

降低，而肌酸补充组肌张力没有进一步降低，第5分

钟时对照组张力降到初始张力的(46±6.7)%，肌酸补

充组张力降到初始张力的(70±6.4)%。见图1。

肌酸对趾长伸肌抗疲劳性有一定影响，但与对照

组比较无显著性差异。5 min疲劳方案的刺激后，对

照组张力降到初始张力的(47±12.8)%，肌酸补充组张

力降到初始张力的(55±13.4)%。在开始刺激后对照组

和肌酸补充组张力出现一个渐进性的增加，这种增加

持续 20~30 s，然后开始降低。120 s刺激后张力已经

回落到初始张力水平(100%)。值得注意的是肌肉张力

增加的幅度，对照组在第 24 秒时达到初始张力的

(164±21)%，肌酸补充组达到初始张力的(190±11)%，

肌酸补充组张力增加幅度比对照组大，具有显著性差

异(P<0.05)。见图2。
表1 两组大鼠体重与肌肉湿重(g)

组别

对照组

肌酸补充组

F

P

n

10

10

体重

442.70±22.52

460.80±19.13

1.062

0.002

比目鱼肌湿重

13.28±1.16

15.11±1.44

1.415

0.001

趾长伸肌湿重

14.23±1.02

14.81±1.06

0.214

0.028

表2 两组比目鱼肌、趾长伸肌细胞肌酸和磷酸肌酸含量

(mmol/kg干重)

组别

对照组

肌酸补充组

F

P

n

10

10

比目鱼肌

肌酸

41.89±4.75

43.74±7.52

0.635

0.048

磷酸肌酸

69.02±7.22

73.30±5.07

0.537

0.041

趾长伸肌

肌酸

38.39±5.49

42.51±3.14

0.431

0.01

磷酸肌酸

79.78±5.57

84.19±8.87

2.871

0.032

表3 肌酸补充对比目鱼肌、趾长伸肌收缩特性的影响

组别

比目鱼肌

趾长伸肌

对照组

肌酸补充组

对照组

肌酸补充组

n

10

10

10

10

Pt (N/cm2)

2.95±0.40

3.18±0.32

2.93±0.36

3.21±0.29b

P0 (N/cm2)

11.93±1.12

12.38±1.16

11.79±1.82

13.57±0.86c

TPT(ms)

54.61±2.41

53.83±4.16

21.52±4.01

19.46±3.27d

TPR50 (ms)

54.22±3.22

50.53±2.70a

18.49±0.76

17.85±0.53

注：与对照组比较，a: F=8.359, P=0.001; b: F=0.628, P=0.046; c: F=1.714, P=0.022; d: F=4.179, P=0.043
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图1 两组比目鱼肌抗疲劳性
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图2 两组趾长伸肌抗疲劳性

3 讨论

本研究主要检查 6周肌酸补充对老年大鼠比目鱼

肌和趾长伸肌收缩特性、抗疲劳特性的影响。实验发

现每天0.3 g/kg体重的肌酸剂量，喂养6周大鼠体重增

加，比目鱼肌和趾长伸肌湿重增加，肌肉中肌酸和磷

酸肌酸含量比正常对照组增加(P<0.05)。由此看来，
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补充肌酸对老龄骨骼肌效果显著。

2000 年 Tarnopolsky 曾提出假设，补充肌酸对老

年人的影响也许比年轻人更大[17]，后来大量支持性文

章报道老年人肌细胞内源性总肌酸含量比年轻人低，

含有较低内源性肌酸的个体比含有较高内源性肌酸的

个体对补充肌酸反应更大[18-19]。已有研究证明Ⅱ型肌

纤维横断面积减少是增龄引起肌肉量减少最主要的反

应，肌肉活检发现ⅡA和ⅡB肌纤维横截面积随增龄

降低15%~25%[20]，肌酸具有恢复老龄肌肉Ⅱ型肌纤维

的功效。很多研究认为补充肌酸促进肌肉肥大的机制

主要包括：肌酸使肌细胞肿胀，这可作为一个信号减

少蛋白水解和氨基酸氧化，改变肌细胞基因转录因子

的表达，增加卫星细胞有丝分裂活动[21]，因此服用肌

酸后肌肉湿重增加，肌纤维增粗。现在普遍认为肌酸

提高骨骼肌功能是由于增强磷酸肌酸能量系统，正如

本实验观察到的肌酸和磷酸肌酸含量增高，磷酸肌酸

能量系统功效增强使ATP生成增多，进而个体运动能

力增加[22]，受试者能承受高强度、长时间的负荷。

肌肉收缩特性研究使用离体比目鱼肌和趾长伸肌

30 ℃灌流方法，测量其单次收缩和强直收缩。实验发

现比目鱼肌 Pt和 P0增大，TPT 及 TPR50缩短，但只有

TPR50与对照组相比具有显著性差异(P<0.05)。趾长伸

肌Pt和P0增大、TPT缩短，且与对照组相比具有显著

性差异(P<0.05)，时间参数TPR50虽缩短，但与对照组

相比无显著性差异(P>0.05)。以上结果说明，6周的肌

酸补充使老年大鼠骨骼肌收缩特性均出现良好的变

化。但是，肌酸对趾长伸肌影响更显著，Pt、P0 和

TPT与对照组有显著性差异。分析其原因可能是增龄

引起的肌肉量减少主要是由于Ⅱ型肌纤维横截面积减

少，而肌酸能帮助保持Ⅱ型肌纤维质量不随增龄减

少。Sipila等报道，在不进行训练刺激的情况下，肌

酸补充能够增加Ⅱ型肌纤维直径[23]。趾长伸肌主要含

有Ⅱ型肌纤维，是典型的快肌，肌酸补充能帮助保持

趾长伸肌肌纤维质量不随增龄减少，磷酸肌酸系统功

效增强。在运动训练中肌酸常被运动员用作提高短时

间爆发力项目的营养补品，对快肌(Ⅱ型肌纤维)效果

显著。也许这些正是趾长伸肌Pt、P0显著增强和TPT

缩短的原因。

6周的肌酸补充使比目鱼肌TPR50显著降低的最可

能的解释是肌浆网Ca2+泵活动的改变。Ca2+泵活动时

所需ATP主要来自磷酸肌酸，肌肉磷酸肌酸增加可导

致Ca2+泵活动增强。在培养的骨骼肌细胞，补充肌酸

使磷酸肌酸增加后，肌浆网Ca2+泵摄Ca2+能力明显增

强[24]。对肌酸补充显著降低比目鱼肌的TPR50，而趾长

伸肌的TPR50没有出现显著性变化，可能的解释是肌

酸对比目鱼肌和趾长伸肌舒张时间的影响可能与不同

肌纤维类型上Ca2+泵的特性有关，慢肌和快肌上表达

不同的Ca2+泵亚型，不同Ca2+泵亚型对调节表现出不

同的敏感性[25]。所以，虽然补充肌酸导致在比目鱼肌

和趾长伸肌相似的磷酸肌酸增加，但是两种肌肉类型

Ca2+泵对磷酸肌酸的反应却不同。

肌酸对比目鱼肌和趾长伸肌产生不同影响也表现

在对肌肉抗疲劳性影响方面。肌酸补充后趾长伸肌抗

疲劳性显著提高，而趾长伸肌的抗疲劳性没有明显提

高。实验采用的低频刺激方案由重复的亚极量强度强

直刺激组成。刺激导致的低频疲劳使无机磷酸盐和H+

增加[26]；无机磷酸盐和H+降低肌原纤维对Ca2+的敏感

性，由此导致疲劳性的张力降低[27]。这种类型的疲劳

方案导致的张力降低也与肌肉的有氧供能能力相关。

高有氧供能能力的肌肉更具有抗疲劳性。肌酸补充后

比目鱼肌抗疲劳性增强与增加的有氧供能能力相关，

与Brannon[18]报道的结果相一致。Brannon的研究证实

补充肌酸增加了慢缩的比目鱼肌有氧供能能力，而没

有增加快缩的股外侧肌的有氧能力，说明影响是有肌

纤维类型依赖性的。这些研究结果也许可以解释为什

么本研究观察到肌酸使比目鱼肌抗疲劳性显著增加而

趾长伸肌没有显著增加。

但是在疲劳测试中，肌酸增加了趾长伸肌肌张力

短时间增加的幅度(图2)，肌肉张力增加的幅度，对照

组在第24秒时达到初始张力的(164±21)%，肌酸补充

组达到初始张力的(190±11)%，肌酸补充组张力增加

幅度比对照组大(P<0.05)。产生这种影响的机制我们

认为是由于增加了磷酸肌酸，而趾长伸肌是快肌，对

磷酸肌酸非常敏感，磷酸肌酸能增强快肌短时间爆发

式用力的能力。

本实验研究发现，补充肌酸能够安全地增强老年

骨骼肌的收缩力量，使肌肉肥大，增加肌肉的抗疲劳

能力，不同的肌纤维类型影响不同。结合文献与我们

的研究结果，我们强烈推荐肌酸是安全、经济、有效

的营养剂，可以延缓因老龄引起的肌肉废用，尤其推

荐在服用时结合抗阻力训练效果更好。将来的研究应

该关注影响肌酸转运进入骨骼肌的因素，例如肌酸转

运蛋白的浓度及口服吸收量，还应研究老年人服用肌

酸时理想的剂量和服用次数，以及与蛋白质结合使用

等问题，以期为老年骨骼肌康复作出贡献。总之，补

充肌酸对老年骨骼肌具有良好的营养作用。
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