
书书书

赵为民，涂　枫，任守文，等．激活素Ａ对大鼠肌细胞增殖分化的作用［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１２）：２８７－２８９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１２．０８８

激活素 Ａ对大鼠肌细胞增殖分化的作用
赵为民，涂　枫，任守文，方晓敏，李碧侠，赵　芳，付言峰，王学敏

（江苏省农业科学院畜牧研究所／江苏省农业科学院动物品种改良和繁育重点实验室，江苏南京 ２１００１４）

　　摘要：激活素Ａ（ＡｃｔｉｖｉｎＡ）是转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ／ｍＬｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，ＴＧＦ－β）超家族中的一员，具有重
要的生物学功能。为研究ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌肉发育中的作用，以大鼠肌细胞Ｌ６为研究模型，通过时空表达谱、ＣＣＫ－８以
及流式细胞周期分析等方法来进行研究。结果表明 ＡｃｔｉｖｉｎＡ随着肌细胞由增殖转向分化状态，其表达量呈下降趋
势。添加不同浓度的ＡｃｔｉｖｉｎＡ（５～２５ｎｇ／ｍＬ）均能显著促进 Ｌ６细胞的增殖速度，且这种促进细胞增殖的效应随着
ＡｃｔｉｖｉｎＡ浓度的增大而逐渐增强。ＡｃｔｉｖｉｎＡ能显著增加Ｓ期在细胞周期中的比例，同时缩短Ｇ１和Ｇ２期在细胞周期
中所占的比例。此外，通过添加 ＡｃｔｉｖｉｎＡ显著抑制了肌肉分化标记基因 Ｍｙｏｇ的表达。以上结果为进一步研究
ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌肉发育中的作用机制奠定了基础。
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　　ＡｃｔｉｖｉｎＡ最初是从猪的卵泡液中分离的一种糖蛋白，通
过二硫键连接２个βＡ亚基构成二聚体形式［１］。ＡｃｔｉｖｉｎＡ作
为ＴＧＦ－β超家族的一员，通过与其受体 ＡｃｔＲⅡ／ⅡＢ结合，
激活下游的 Ｓｍａｄ２／Ｓｍａｄ３通路，从而发挥重要的生物学功
能。ＡｃｔｉｖｉｎＡ最初的功能是刺激卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ－ｓｔｉｍｕ
ｌａｔｉｎｇ／ｍＬｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）的分泌，促进卵泡发育［１］，后来发现

ＡｃｔｉｖｉｎＡ在其他的生理过程中也发挥着重要作用。研究表
明ＡｃｔｉｖｉｎＡ在炎症反应中发挥着关键作用［２］，例如它在由脂

多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）介导的炎症反应中能调节关键
炎症因子的表达［３］，此外在呼吸道过表达ＡｃｔｉｖｉｎＡ可诱导严
重的肺部炎症反应［４］。ＡｃｔｉｖｉｎＡ还能促进包括睾丸支持细
胞、卵巢颗粒细胞以及肝星状细胞等多种细胞的增殖［５－７］。

近年来报道显示ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌肉的生长发育中也起到重要
作用。ＡｃｔｉｖｉｎＡ在ＩＬ－１α和 ＴＮＦ－α炎症因子处理后的肌
细胞分化中起到抑制作用［８］。过量的 ＡｃｔｉｖｉｎＡ可导致肌肉
的萎缩和恶病质，且这种效应比 ＭＳＴＮ还要强［９］。ＭＳＴＮ是
肌肉发育的一个负调控因子，通过基因编辑技术敲除 ＭＳＴＮ
可使生物个体如猪表现出典型的双肌性状［１０－１１］，这说明

ＡｃｔｉｖｉｎＡ可作为一个新的肌肉靶标基因，通过对其敲除可为
适度提高我国地方猪品种的瘦肉率提供一种新途径。然而

ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌肉发育中的作用机制仍不清楚，这阻碍了对其
进行有效挖掘和利用。本研究利用大鼠肌细胞Ｌ６为模型，探
讨ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌细胞增殖分化中的作用，这将有助于更好地

揭示ＡｃｔｉｖｉｎＡ基因在肌肉发育中的调控机制，同时也为进一
步在猪上进行基因编辑ＡｃｔｉｖｉｎＡ的研究提供了理论基础。

１　材料和方法

１．１　材料
Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１菌株购于北京全式金生物技术有限公司；大

鼠Ｌ６肌细胞购于中国医学科学院基础医学细胞中心；Ａｃｔｉｖｉｎ
Ａ重组蛋白购于 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ；ＲＮＡ提取试剂盒购于北京百
泰克生物技术有限公司；ＣＣＫ－８购于日本同仁；ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）、Ｔａｑ酶、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ反转录试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司；ＡｃｔｉｖｉｎＡ
ＥＬＩＳＡ试剂盒购于武汉博士德生物；ＤＥＭＥ、胎牛血清、双抗购
于ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；引物合成、基因测序由南京金斯瑞生
物科技有限公司完成。

１．２　ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成
ＲＮＡ提取主要步骤：细胞加入 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液室温裂解

５ｍｉｎ，然后加入 ２００μＬ氯仿混匀 １５ｓ，静置 ３ｍｉｎ，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清约 ４００μＬ，转移到新的
１．５ｍＬＥＰ管中，加入等体积的 ７０％乙醇，颠倒混匀，
１００００ｒ／ｍｉｎ过柱离心４５ｓ，弃掉废液。加 ５００μＬ去蛋白液
ＲＥ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ４５ｓ，弃掉废液。加入 ７００μＬ漂洗液
ＲＷ１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ６０ｓ，弃掉废液。加入 ５００μＬ漂洗液
ＲＷ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心６０ｓ，弃掉废液。将吸附柱 ＲＡ放回空
收集管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ，在吸附膜的中间部位加
适量ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水，室温放置２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，
－８０℃冰箱中保存备用。
ｃＤＮＡ的合成主要步骤为：５００ｎｇ／ｍＬＲＮＡ，２μＬ５×ｐｒｉ

ｍｅｓｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ，补水至 １０μＬ。３７℃ 反应 １５ｍｉｎ，
８５℃ 处理１ｍｉｎ，－２０℃冰箱中保存备用。
１．３　荧光定量ＰＣＲ

荧光定量 ＰＣＲ按照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ说明书
操作，体系如下：ｃＤＮＡ２μＬ，２×ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
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１０μＬ，ＲｏｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ，正向引物０．５μＬ，
反向引物０．５μＬ，补水到２０μＬ。反应程序为９５℃ ２ｍｉｎ；
９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃
１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。
１．４　Ｌ６肌细胞培养及分化

Ｌ６细胞培养于含１０％胎牛血清的培养基（９０％ＤＥＭＥ＋
１０％胎牛血清＋１％双抗）中，然后置于３７℃５％ ＣＯ２培养箱
中培养，待其密度达到８０％时，按照１∶３传代。待分化时，
换成含２％马血清的ＤＭＥＭ进行分化，每２ｄ换１次培养液。
１．５　ＡｃｔｉｖｉｎＡＥＬＩＳＡ测定

参照试剂盒说明，主要步骤：加样品和标准品，３７℃反应
９０ｍｉｎ。不洗。加生物素标记抗体，３７℃反应６０ｍｉｎ，１×洗涤
缓冲液洗涤３次。加 ＡＢＣ，３７℃反应３０ｍｉｎ，１×洗涤缓冲液洗
涤５次。ＴＭＢ３７℃反应２０～２５ｍｉｎ，加入ＴＭＢ终止液，读数。
１．６　细胞增殖分析

在９６孔板中接种Ｌ６细胞，然后将９６孔板放在培养箱培
养（３７℃，５％ ＣＯ２）１２ｈ后，每组加入终浓度为 ５、１０、
２５ｎｇ／ｍＬ的ＡｃｔｉｖｉｎＡ，每个处理组重复４次，分别培养２４、
４８、７２ｈ。然后向每孔加入１０μＬＣＣＫ－８，在培养箱内孵育
１～４ｈ，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸光度。
１．７　细胞周期分析

细胞用胰酶消化后，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃培养
基，用４℃预冷的ＰＢＳ洗细胞２次，离心去ＰＢＳ，加入 ４℃预
冷的７０％乙醇 －２０℃固定过夜，次日离心弃去固定液，用
４℃预冷 ＰＢＳ５ｍＬ洗细胞 ２次，加入 ０．５ｍＬＰＢＳ［含
５０μｇ／ｍＬ碘化乙锭（ＰＩ），１００μｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ］重悬细胞，

３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，采用流式细胞仪检测细胞周期变化。
１．８　数据处理

运用Ｅｘｃｅｌ软件进行数据处理与分析，统计方法采用ｔ检
验（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　ＡｃｔｉｖｉｎＡ在肌细胞增殖分化中的表达
如图１－Ａ所示，随着Ｌ６细胞由增殖期（ｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉｕｍ，

ＧＭ）转向分化期（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ＤＭ）的第 １天
（ＤＭ１）和第３天（ＤＭ３），ＡｃｔｉｖｉｎＡ蛋白在 Ｌ６细胞增殖期的
表达量要极显著高于其在 Ｌ６细胞分化期的表达量（Ｐ＜
００１）。Ｍｙｏｇ作为一个肌肉分化标记基因用来指示肌细胞的
分化状态，从图１－Ｂ可以看出，随着Ｌ６细胞的分化，Ｍｙｏｇ表
达量从 ＧＭ到 ＤＭ１及 ＤＭ３也极显著上升（Ｐ＜０．０１），说明
Ｌ６细胞分化成功。
２．２　ＡｃｔｉｖｉｎＡ对肌细胞增值的作用

由图２可见，当添加不同浓度的ＡｃｔｉｖｉｎＡ培养２４ｈ后，
Ｌ６细胞的增殖速度在各浓度之间并无显著差异。当继续培
养至４８ｈ和７２ｈ后，ＡｃｔｉｖｉｎＡ的效应逐渐显现出来。在４８ｈ
中，添加５ｎｇ／ｍＬ的细胞增殖速度要显著高于对照组（Ｐ＜
００５），而添加１０ｎｇ／ｍＬ和２５ｎｇ／ｍＬ的细胞增殖速度要极显
著高于对照组（Ｐ＜０．０１），ＡｃｔｉｖｉｎＡ对细胞增殖的效应随着
浓度的增大而逐渐增强。ＡｃｔｉｖｉｎＡ对Ｌ６细胞在７２ｈ的增殖
情况与４８ｈ的增殖情况类似，但都达到差异极显著（Ｐ＜
００１）。进一步分析发现在７２ｈ时，不同浓度的 ＡｃｔｉｖｉｎＡ对
细胞增殖的幅度都要高于其在４８ｈ时对细胞增殖的幅度。

２．３　ＡｃｔｉｖｉｎＡ对肌细胞周期的作用
为了探讨 ＡｃｔｉｖｉｎＡ是否通过影响细胞周期来影响细胞

增殖，添加ＡｃｔｉｖｉｎＡ培养４８ｈ后，通过流式细胞周期分析发
现ＡｃｔｉｖｉｎＡ能影响Ｌ６细胞各个周期的比例大小（图３－Ａ）。
与对照组相比，ＡｃｔｉｖｉｎＡ能极显著提高 Ｓ期在细胞周期中的
比例（Ｐ＜０．０１），同时极显著降低 Ｇ１和 Ｇ２期在细胞周期中
的比例（Ｐ＜０．０１）（图３－Ｂ）。
２．４　ＡｃｔｉｖｉｎＡ对肌细胞分化的影响

由图４可见，在 Ｌ６细胞分化液中添加 ＡｃｔｉｖｉｎＡ培养
４８ｈ后，通过定量ＰＣＲ结果发现与对照组相比，ＡｃｔｉｖｉｎＡ极
显著抑制了肌肉分化标记基因Ｍｙｏｇ的表达（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

骨骼肌发育是一个极其复杂的生物学过程，在一系列转

录因子例如 ＰＡＸ３／ＰＡＸ７、生肌调节因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ，ＭＲＦｓ）以及其他基因的相互作用下，由生肌前体细胞
分化为成肌细胞，后者再经过增殖、分化、融合形成多核肌管，

最终发育形成肌纤维和肌肉组织［１２－１３］，因而肌细胞如何增殖

和分化成为研究肌肉发育机制的重点。

研究表明基因的表达水平往往与其细胞所处的状态紧密

相关［１４－１５］。当肌细胞Ｌ６由增殖状态转向分化状态时，可以
看到ＡｃｔｉｖｉｎＡ的表达量显著下降，说明其可能与 Ｌ６细胞的
增殖密切相关。进一步的试验表明当外源添加ＡｃｔｉｖｉｎＡ后，
细胞增殖的速度明显高于对照组，说明其确实促进了细胞增

殖，且这种促进效应显现出浓度依赖性，这与 ＡｃｔｉｖｉｎＡ对其
他细胞的增殖效应［７］相似。细胞周期分为 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ等３
个时期，Ｇ１是细胞的合成前期，而 Ｓ期是细胞 ＤＮＡ的复制
期，当细胞不可逆地退出细胞周期后开始分化［１６］，因而调节
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这２个时期的比例大小可影响细胞的增殖与分化。研究表明
一些ｍｉＲＮＡ基因可通过促进Ｇ１期的停滞来促进肌细胞的分
化［１７－１８］，相反一些 ｍｉＲＮＡ可通过促进细胞增殖以及提高细
胞周期中 Ｓ期比例来抑制肌细胞的分化［１９］。本研究表明

ＡｃｔｉｖｉｎＡ可降低Ｌ６细胞周期中Ｇ１和Ｇ２期的比例而增加 Ｓ
期的比例，同时结合添加ＡｃｔｉｖｉｎＡ可抑制肌肉分化标记基因
Ｍｙｏｇ的表达，说明ＡｃｔｉｖｉｎＡ很可能是通过上述机制来抑制
肌细胞的分化，其具体机制仍需进一步研究。
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