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摘要： 旨在研究高、 低表达骨骼肌肌球蛋白轻链激酶 （ｓｋＭＬＣＫ） 基因对肌纤维组成成分和信号通路关键分子的影响。 采用高表达和 ＲＮＡｉ 技术，
获得 ｓｋＭＬＣＫ 高、 低表达稳转成肌细胞 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株， 提取细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白质， 采用实时定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ｓｋＭＬＣＫ 高、 低

表达后 Ｃ２Ｃ１２ 中 ｓｋＭＬＣＫ 基因， ５ 种肌纤维组成成分肌球蛋白轻链 （ＭＬＣ）、 肌球蛋白重链 （ＭｙＨＣ） ｓｌｏｗ、 ＭｙＨＣ ２ａ、 ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 和 ６
种信号通路关键因子肌球蛋白增强因子 ２Ｃ （ＭＥＦ２Ｃ）、 钙调蛋白 （ＣａＭ）、 促分裂原活化蛋白激酶 ｐ３８ （ＭＡＰＫｐ３８）、 ＡＭＰＫ 激活性蛋白激酶 α２
（ＡＭＰＫα２）、 ＲｈｏＡ 和丝切蛋白 ２ （ＣＦＬ２） 的表达情况。 结果： 在高、 低表达稳转株中信号通路关键分子 ＭＡＰＫｐ３８ 与 ｓｋＭＬＣＫ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达

量变化相同； ２ 种肌纤维组成成分 （ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ） 和 ３ 种信号通路关键分子 （ＣＦＬ２、 ＡＭＰＫα２ 和 ＲｈｏＡ） 与 ｓｋＭＬＣＫ 基因 ｍＲＮＡ 表达量

变化相反； ２ 种肌纤维组成成分 （ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ） 和 ４ 种信号通路关键分子 （ＭＥＦ２Ｃ、 ＣａＭ、 ＡＭＰＫα２ 和 ＣＦＬ２） 与 ｓｋＭＬＣＫ 蛋白表达量变

化相反， 其余组分结果均一致； 将所有蛋白质表达结果合并进行统计学分析发现， ｓｋＭＬＣＫ 基因与信号通路 ＲｈｏＡ 高度相关。 综上， ｓｋＭＬＣＫ 基因

可能通过改变 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中 ＲｈｏＡ 信号通路来影响肌纤维的组成， ｓｋＭＬＣＫ 基因可以抑制 ＣＦＬ２ 的表达和肌纤维的生长。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｙｏｆｉｂｅｒ ｇｒｏｗｔｈ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｋＭＬＣＫ； Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ； ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ； ｐａｔｈｗａｙ

　 　 随着当今社会人民生活水平的提高， 对肉制品品

质的需求成为了新焦点， 肌纤维类型直接影响肉制品

的品质。 肌球蛋白是肌纤维的重要组成成分， 主要由

肌球蛋白重链 （ＭｙＨＣ） 和肌球蛋白轻链 （ＭＬＣ） 组

成［１］。 根据肌纤维代谢和收缩功能的不同， 可以将

骨骼肌纤维分为快速氧化型 （ ｓｌｏｗ）、 慢速氧化型

（２ａ）、 快速酵解型 （２ｂ） 和中间型 （２ｘ） ４ 种， 分

别由不同的肌球蛋白重链异构体 ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ、 ＭｙＨＣ
２ａ、 ＭｙＨＣ ２ｂ 和 ＭｙＨＣ ２ｘ 来决定。 肌纤维的类型是

影响猪肉质量的因素之一， 例如与含有较多 ２ｂ 型肌

纤维的肌肉相比， 含有更多 ｓｌｏｗ 型肌纤维的肌肉中

高铁肌红蛋白、 血红素和铁元素的含量更高， 色泽更

红， 并且具有更高的极限 ｐＨ 值和持水力［２］。 ＭＬＣ 按

照存在位置可以分为以下 ５ 种类型： ＭＬＣ１ｆ、 ＭＬＣ２ｆ、
ＭＬＣ３ｆ、 ＭＬＣ１ｓ、 ＭＬＣ２ｓ， 其中在快速收缩肌纤维中

主要存在 ＭＬＣ１ｆ、 ＭＬＣ２ｆ、 ＭＬＣ３ｆ， 在慢速收缩肌纤

维中主要存在 ＭＬＣ１ｓ 和 ＭＬＣ２ｓ［３］。 肌球蛋白轻链激

酶 （ＭＬＣＫ） 是一种钙调素 （ＣａＭ） 依赖性激酶， 它

可以使构成肌纤维的 ＭＬＣ 特异性磷酸化， 进而激活

肌球蛋白三磷酸腺苷 （ＡＴＰ） 酶， 并与肌动蛋白相互

作用， 从而导致骨骼肌收缩、 平滑肌收缩等［４］。 在 ３
种 ＭＬＣＫ 蛋白中， 由肌球蛋白轻链激酶 ２ 基因编码的

骨骼肌肌球蛋白轻链激酶 （ｓｋＭＬＣＫ） 在骨骼肌中特

异性表达。 因此， ｓｋＭＬＣＫ 基因的表达水平可调节骨

骼肌的收缩能力［５－６］， 由此可以推断出 ｓｋＭＬＣＫ 基因

与骨骼肌的运动有密切的联系。 研究发现影响肌纤维

组成的信号通路主要有 ４ 种， 分别为腺苷酸活化蛋白

激酶通路， Ｒｈｏ 连接激酶， 钙调蛋白 （ＣａＭ） 和丝裂

原活化蛋白激酶。 ｓｋＭＬＣＫ 均参与这 ４ 条信号通路并

起到一定作用［７］。 本课题组前期研究表明， ｓｋＭＬＣＫ
在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中高表达后， 与肌纤维形成有关基因，
如丝切蛋白 ２ （ ＣＦＬ２）、 肌球蛋白增强因 子 ２Ｃ
（ＭＥＦ２Ｃ） 的表达均下调， 这表明高表达 ｓｋＭＬＣＫ 基

因对肌纤维的生长发育有抑制作用［８］。 为进一步了

解 ｓｋＭＬＣＫ 对肌纤维， 尤其是肌球蛋白重链类型的影

响， 以及这种影响可能涉及的信号通路， 利用小鼠成

肌细胞株 Ｃ２Ｃ１２ 进行 ｓｋＭＬＣＫ 基因高、 低表达， 检

测和分析表达后 ＭｙＨＣ 重链类型及 ４ 条信号通路关键

分子的变化情况， 初步获得 ｓｋＭＬＣＫ 基因对肌纤维类

型影响的分子机制， 为后续进一步研究 ｓｋＭＬＣＫ 基因

功能提供前期工作基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

小鼠成肌细胞 Ｃ２Ｃ１２ 购于北京协和医科大学细

胞资源中心。 胎牛血清、 Ｇ４１８、 ＤＭＥＭ 高糖细胞培

养基和胰蛋白酶购于美国 ＧＩＢＣＯ 公司， 二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ） 购于 Ｓｉｇｍａ 公司， 细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒

和实时定量 ＰＣＲ 试剂盒购于天根生化科技 （北京）
有限公司， ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ 购于 ＴａＫａＲａ 公

司， 细胞蛋白提取试剂盒、 ＲＩＰＡ ／ ｂｕｆｆｅｒ 裂解液和

ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂购于北京碧云天公司， ＢＣＡ 蛋白

定量试剂盒购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 一抗为兔抗 Ｈｉｓ
抗体， 购自 Ａｂｃａｍ 公司； 二抗为山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体，
购自北京中杉公司。
１􀆰 ２　 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株的筛选

将课题组前期构建的 ｓｋＭＬＣＫ 基因高表达载体［７］

转染入 Ｃ２Ｃ１２ 细胞， 选取 Ｇ４１８ 浓度为 ０ 至 １ ２００
μｇ ／ ｍＬ 共 １２ 组。 以全部细胞死亡的最低 Ｇ４１８ 浓度

为基准， 确定最佳筛选浓度为 ５００ μｇ ／ ｍＬ。 将转染后

的细胞正常培养 １２ ｈ 后， 用 ５００ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｇ４１８ 及含

２０％血清的筛选培养液继续培养至细胞不再大量死亡

时， 减半 Ｇ４１８ 浓度继续培养， 维持筛选压力， 直至

出现大量聚集在一起的阳性克隆团。 荧光显微镜下标

记 ３ 处较好的阳性细胞团， 用套环法挑取阳性细胞团

继续培养， 进行后续检测。
将正常 Ｃ２Ｃ１２ 细胞设置为空白对照组， 具有最

大干扰效率的序列重组载体稳定转染后筛选的 ３ 组高

表达稳转细胞株设置为试验组 １～３。
１􀆰 ３　 ｓｋＭＬＣＫ 低表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株的筛选

用慢病毒载体 ＧＶ２４８ － ｓｋＭＬＣＫ － ｓｈＲＮＡ 转染

Ｃ２Ｃ１２ 细胞， 选取嘌呤霉素浓度为 １ ～ ７ μｇ ／ ｍＬ， 每

个浓度重复 ３ 次， 将从药物作用的第 １ ～ ４ 天细胞全

部死亡的浓度确定为嘌呤霉素最小致死浓度。 最终确

定最佳筛选浓度为 ４ μｇ ／ ｍＬ。 Ｃ２Ｃ１２ 细胞转染 ４８ ｈ
后进行稳转株的筛选， 当嘌呤霉素筛选后的细胞不再

大量死亡时， 将嘌呤霉素筛选用量减半继续培养。 当

嘌呤霉素筛选第 ３ ～ ５ 天时， 荧光显微镜下可见绿色

荧光的细胞团。 将含有荧光的细胞团用套环法挑取 ３
个克隆细胞团继续培养， 当细胞密度达到 ９０％左右

时， 进行相关检测。 使用倒置荧光显微镜进行拍照检

测细胞活性并计数， 计算转染效率， 收集转染后的细

胞， 用于后续检测。
将正常 Ｃ２Ｃ１２ 细胞设置为空白对照组， 空载体
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转染的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞设置为阴性对照组， 具有最大干

扰效率的序列重组载体稳定转染后筛选的 ３ 组低表达

稳转细胞株设置为试验组 １～３。
１􀆰 ４　 ｓｋＭＬＣＫ 基因高、 低表达稳转株总 ＲＮＡ 的

提取

　 　 按照细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书和实时定量

ＰＣＲ 试剂盒说明书进行 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第一条链

的合成。

１􀆰 ５　 实时定量 ＰＣＲ 反应

实时定量 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （２×） １０ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ，
ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ。 反应条件为 ９５ ℃
３０ ｓ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ４０ 个循环。 具体扩增

的引物有 ｓｋＭＬＣＫ、 ＭＬＣ、 ＣＦＬ２、 ＭＥＦ２Ｃ、 ＣａＭ、 促

分裂原活化蛋白激酶 ｐ３８ （ＭＡＰＫｐ３８）、 ＡＭＰＫ 激活

性蛋白激酶 α２ （ＡＭＰＫα２） 等， 见表 １。

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 扩增引物序列

基因名称 基因登录号 引物序列（５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ

ｓｋＭＬＣＫ ＸＭ＿００３１３４３８３
Ｆ： ＧＧＣＡＧＣＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＡＡＧＡＡ
Ｒ： ＧＡＧＧＴＣＴＣＡＡＴＧＧＣＴＧＣＧＴＡＣＡ

１２３

β－ａｃｔｉｎ ＸＭ＿０３４４８９２５７􀆰 １
Ｆ： ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ

１７１

ＭＬＣ ＮＭ＿１３３２４１􀆰 ２
Ｆ： ＧＣＴＡＴＴＣＡＣＴＧＣＣＴＣＴＧＧＡＴＡＴＣＴＧ
Ｒ： ＣＧＣＴＧＡＣＴＴＴＧＡＡＧＣＴＣＡＣＡＣＡ

１８２

α－ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１２７２０４１􀆰 １
Ｆ： ＣＣＡＣＣＧＣＴＣＴＴＧＴＧＴＧＴＧＡ
Ｒ： ＧＧＡＴＡＣＣＴＣＧＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧ

１８０

ＭｙＨＣ ２ｂ ＮＭ＿０１０８５５􀆰 ３
Ｆ： ＧＡＧＴＴＣＡＴＴＧＡＣＴＴＣＧＧＧＡＴＧＧ
Ｒ： ＴＧＣＴＧＣＴＣＡＴＡＣＡＧＣＴＴＧＴＴＣＴＴＧ

１４３

ＭｙＨＣ ２ｘ ＮＭ＿０３０６７９􀆰 １
Ｆ： ＡＡＧＧＧＴＣＴＧＣＧＣＡＡＡＣＡＴＧＡ
Ｒ： ＴＴＧＧＣＣＡＧＧＴＴＧＡＣＡＴＴＧＧＡ

１７３

ＭｙＨＣ ２ａ ＮＭ＿００１０３９５４５􀆰 ２
Ｆ： ＡＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＴＣＡＧＧＡＴＴＴＧＧＴＧ
Ｒ： ＣＴＴＧＣＧＧＡＡＣＴＴＧＧＡＴＡＧＡＴＴＴＧＴＧ

１１４

ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ ＮＭ＿０８０７２８􀆰 ２
Ｆ： ＡＴＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＣＡ
Ｒ： ＴＧＣＡＧＣＣＧＣＡＧＴＡＧＧＴＴＣＴＴ

１２４

ＣＦＬ２ ＮＭ＿００１０２５２１５􀆰 １
Ｆ： ＡＡＣＴＣＣＣＣＡＣＣＣＴＣＡＣＡＡＡＡ
Ｒ： ＣＡＡＡＴＡＴＧＣＣＣＡＡＣＡＡＡＣＴＧＧＡ

１１１

ＭＦＥ２Ｃ ＸＭ＿００１０４４５４０􀆰 １
Ｆ： ＡＧＧＡＴＡＴＣＣＡＴＣＡＧＣＣＡＴＴＴＣＡＡＣＡ
Ｒ： ＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＡＣＡ

１３１

ＲｈｏＡ ＮＭ＿０１６８０２􀆰 ４
Ｆ： ＧＴＣＣＡＡＡＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＡＴＣＣ
Ｒ： ＣＧＣＣＡＡＴＣＣＴＧＴＴＴＧＣＣＡＴＡ

１３８

ＡＭＰＫα２ ＮＭ＿１７８１４３􀆰 ２
Ｆ： ＡＡＧＧＧＣＡＴＡＧＴＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ
Ｒ： ＧＧＣＡＧＣＴＴＣＡＧＡＣＡＡＣＡＣＴＴＴ

１６０

ＭＡＰＫｐ３８ ＮＭ＿００１１６８５０８􀆰 １
Ｆ： ＴＴＡＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＡＡＧＣＣＡＴＧＡ
Ｒ： ＧＧＣＡＣＣＡＡＴＡＡＡＴＡＣＡＴＴＴＧＣＧＡＡＧ

９２

ＣａＭ ＮＭ＿００９７９０􀆰 ４
Ｆ： ＧＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＴＡＴＧＡＴＣＡＡＣＧＡ
Ｒ： ＴＣＡＴＧＡＣＧＴＧＧＣＧＣＡＧＴＴＣ

１９０

１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓｋＭＬＣＫ 稳转细胞株的蛋白

表达

　 　 收集 ｓｋＭＬＣＫ 高、 低表达稳转株细胞， 离心后去

除上清液， 加入裂解液充分裂解后， 取上清液采用

ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 根据蛋白分子量大小选取

１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离， 于半干转印上 ２０ Ｖ
恒压下进行转膜， 封闭， 加入一抗 ４ ℃孵育过夜， 二

抗杂交 １􀆰 ５ ｈ， 加入发光液， 利用成像系统 Ｌａｎｅ １Ｄ
软件测量目标条带灰度值。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软 件 进 项 单 因 素 方 差 分 析

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）、 连续变量的简单相关分析、 曲

线估计分析， 结果以 “平均值±标准差” 表示， Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 稳定高表达 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株的筛选

不同倍镜的荧光显微镜下观察 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳

转株， 可见均为阳性细胞， 细胞状态良好， 荧光亮度

强， 细胞形态明显为梭形， 结果如图 １。

红色箭头所指为双核细胞。

图 １　 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳转株筛选阳性克隆细胞团

２􀆰 ２　 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株肌纤维和

信号通路关键分子 ｍＲＮＡ 的表达

　 　 ｓｋＭＬＣＫ 基因高表达稳转株中肌纤维类型和信号

通路关键分子的 ｍＲＮＡ 表达情况见图 ２， 肌纤维组成

相关分子 ＭＬＣ 和 ＭｙＨＣ ２ａ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ、 ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 的

ｍＲＮＡ 表达量均极显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 信号通路关

键分子 ＭＥＦ２Ｃ、 ＣＦＬ２、 ＡＭＰＫα２、 ＭＡＰＫｐ３８、 ＲｈｏＡ
和 ＣａＭ 的 ｍＲＮＡ 表达量均显著或极显著下调 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。

大写字母不同表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 小写字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

图 ２　 高表达稳转株中肌纤维组成相关分子 （Ａ） 和信号通路关键分子 （Ｂ） 的 ｍＲＮＡ 相对表达量
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２􀆰 ３　 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株肌纤维和

信号通路关键因子的蛋白表达

　 　 对空白对照组和 ３ 个试验组进行肌纤维类型和信

号通路关键分子的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和蛋白表达水平

分析， 结果见图 ３ 和图 ４。 高表达稳转株中， 肌纤维

组成成分 ＭＬＣ 和 ＭｙＨＣ ２ａ 极显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ、 ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 极显著下调 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 信号通路的关键分子 ＲｈｏＡ 和 ＭＡＰＫｐ３８ 极显

著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ＣＦＬ２、 ＭＥＦ２Ｃ、 ＡＭＰＫα２ 和

ＣａＭ 极显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 稳定低表达细胞株的筛选

转染 ４８ ｈ 后加入嘌呤霉素 （４ μｇ ／ ｍＬ） 进行筛

选， 培养至 ５ ｄ 时出现带绿色荧光的细胞团， 如图 ５。

图 ３　 ｓｋＭＬＣＫ高表达细胞株中各蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测

图 ４　 ｓｋＭＬＣＫ 高表达稳转株中肌纤维组成相关分子 （Ａ） 和信号通路关键分子 （Ｂ） 的蛋白表达水平
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图 ５　 转染 ＧＶ２４８－ｓｋＭＬＣＫ－ｓｈＲＮＡ 嘌呤霉素筛选第 ５ 天出现的克隆细胞团

２􀆰 ５　 低表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞株肌纤维和信号通路关

键分子 ｍＲＮＡ 的表达

　 　 低表达稳转株中， 肌纤维组成相关分子 ＭＬＣ、
ＭｙＨＣ ２ａ、 ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 的 ｍＲＮＡ 表达量极

显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ 的 ｍＲＮＡ 表达量极

显著 下 调 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）。 信 号 通 路 的 关 键 分 子

ＡＭＰＫα２、 ＲｈｏＡ 和 ＣＦＬ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著上

调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＡＰＫｐ３８、 ＣａＭ 和 ＭＥＦ２Ｃ 的 ｍＲＮＡ
表达量极显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 如图 ６。

２􀆰 ６　 低表达稳转 Ｃ２Ｃ１２ 细胞肌纤维和信号通路关键

因子的蛋白表达

　 　 对空白对照组和各试验组进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，
如图 ７ 所示。 低表达稳转株中， 肌纤维组成相关分子

ＭＬＣ、 ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 极显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ 和 ＭｙＨＣ ２ａ 极显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 信号

通路的关键分子 ＲｈｏＡ、 ＣＦＬ２、 ＭＥＦ２Ｃ、 ＡＭＰＫα２ 和

ＣａＭ 极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＡＰＫｐ３８ 极显著下调

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
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图 ６　 ｓｋＭＬＣＫ 低表达稳转株中肌纤维组成成分和信号通路关键分子的 ｍＲＮＡ 相对表达量

图 ７　 ｓｋＭＬＣＫ 低表达稳转株中各蛋白的表达

２􀆰 ７　 ｓｋＭＬＣＫ 基因高、 低表达稳转细胞株各蛋白间

的相关分析

　 　 将 ｓｋＭＬＣＫ 基因高、 低表达稳转细胞株所有蛋白

表达数据合并进行统计学相关分析， 相关关系结果见

表 ２。 统计分析结果显示存在多种相关关系， 如

ｓｋＭＬＣＫ与信号通路 ＲｈｏＡ 显著高度相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
信号通路 ＭＥＦ２Ｃ 与 ＡＭＰＫα２ 极显著高度相关 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＣＦＬ２ 与信号通路 ＣａＭ 极显著高度相关 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＭＥＦ２Ｃ 和 ＣＦＬ２ 与肌纤维较多成分相关显

著， ＭＥＦ２Ｃ 涉及 ＭｙＨＣ 总量和 ＭｙＨＣ ２ｘ， ＣＦＬ２ 涉及

ＭｙＨＣ 总量、 ＭｙＨＣ ２ｂ 以及 α－ａｃｔｉｎ。
将 ｓｋＭＬＣＫ 与 ＲｈｏＡ 间显著性相关进行数学建模

后， 得到如下模型， 其数学关系拟合见图 ９， 图中圆

圈为各样本观察值。 ＲｈｏＡ＝５􀆰 ０３７－３􀆰 ５０５ （ｓｋＭＬＣＫ） ＋
０􀆰 ９８７ （ ｓｋＭＬＣＫ） ２， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ８１８， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３ 由公式和

图 ９ 可见， ＲｈｏＡ 与 ｓｋＭＬＣＫ 并不是单纯的线性关系，
而是曲线关系。

·３５·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ３ 期



图 ８　 ｓｋＭＬＣＫ 基因低表达稳转株中肌纤维组成相关分子 （Ａ） 和信号通路关键分子 （Ｂ） 的蛋白相对表达量

表 ２　 ｓｋＭＬＣＫ 高、 低表达稳转株各蛋白表达的相关性分析 （ｎ＝７）

蛋白 ＭｙＨＣ ２ａ ＭｙＨＣ ２ｘ ＭｙＨＣ ２ｂ ＭＬＣ α－ａｃｔｉｎ ＭＥＦ２Ｃ ＣＦＬ２ ＡＭＰＫα２ ＲｈｏＡ ＣａＭ

ｓｋＭＬＣＫ
－０􀆰 ００３ －０􀆰 ６４７ －０􀆰 ２９４ ０􀆰 ００５ －０􀆰 ３３４ －０􀆰 ５３８ －０􀆰 ４４９ －０􀆰 ４１３ ０􀆰 ８６８∗ －０􀆰 ４２４

０􀆰 ９９５ ０􀆰 １１６ ０􀆰 ５２２ ０􀆰 ９９２ ０􀆰 ４６４ ０􀆰 ２１３ ０􀆰 ３１２ ０􀆰 ３５７ ０􀆰 ０１１ ０􀆰 ３４３

ＭｙＨＣ
０􀆰 ８５４∗ ０􀆰 ７６１∗ ０􀆰 ９７７∗∗ ０􀆰 ８６７∗ ０􀆰 ９４９∗∗ ０􀆰 ７４８ ０􀆰 ９０５∗∗ ０􀆰 ５２９ ０􀆰 ０８１ ０􀆰 ９３５∗∗

０􀆰 ０１４ ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０１１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ２２２ ０􀆰 ８６３ ０􀆰 ００２

ＭｙＨＣ ２ａ
０􀆰 ４９６ ０􀆰 ７９８∗ ０􀆰 ９１０∗∗ ０􀆰 ８１２∗ ０􀆰 ４３０ ０􀆰 ５８３ ０􀆰 １７５ ０􀆰 ３６７ ０􀆰 ７４９

０􀆰 ２５８ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ００４ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３３６ ０􀆰 １６９ ０􀆰 ７０７ ０􀆰 ４１７ ０􀆰 ０５３

ＭｙＨＣ ２ｘ
０􀆰 ６６６ ０􀆰 ３８４ ０􀆰 ５８３ ０􀆰 ９６３∗∗ ０􀆰 ６９１ ０􀆰 ８５３∗ －０􀆰 ２６８ ０􀆰 ６６４

０􀆰 １０３ ０􀆰 ３９５ ０􀆰 １６９ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０８６ ０􀆰 ０１５ ０􀆰 ５６１ ０􀆰 １０４

ＭｙＨＣ ２ｂ
０􀆰 ８８６∗∗ ０􀆰 ９６８∗∗ ０􀆰 ６６０ ０􀆰 ９４７∗∗ ０􀆰 ４４２ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ９３９∗∗

０􀆰 ００８ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １０７ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ３２１ ０􀆰 ８９８ ０􀆰 ００２

ＭＬＣ
０􀆰 ９０２∗∗ ０􀆰 ３６１ ０􀆰 ７４６ ０􀆰 １２０ ０􀆰 ３６８ ０􀆰 ８６４∗

０􀆰 ００５ ０􀆰 ４２７ ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ７９７ ０􀆰 ４１７ ０􀆰 ０１２

α－ａｃｔｉｎ
０􀆰 ５６７ ０􀆰 ９１４∗∗ ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ００６ ０􀆰 ９６５∗∗

０􀆰 １８４ ０􀆰 ００４ ０􀆰 ４９７ ０􀆰 ９９０ ０􀆰 ０００

ＭＥＦ２Ｃ
０􀆰 ７２２ ０􀆰 ９４４∗∗ －０􀆰 １５８ ０􀆰 ６６２

０􀆰 ０６７ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ７３５ ０􀆰 １０５

ＣＦＬ２
０􀆰 ５５４ －０􀆰 １１４ ０􀆰 ９３７∗∗

０􀆰 １９７ ０􀆰 ８０８ ０􀆰 ００２

　 　 注：∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ９　 ｓｋＭＬＣＫ 蛋白与信号通路 ＲｈｏＡ 数学模型拟图

３　 讨论

３􀆰 １　 ｓｋＭＬＣＫ 基因对肌纤维组成相关分子的影响

骨骼肌的结构组成与其在生物体内的功能密不可

分。 根据接受电刺激信号后肌纤维的收缩特性可以将

肌纤维分为慢速收缩型 １ 和快速收缩型 ２， 其中 ２ 型

可以进一步分为 ２Ａ 型、 ２ｘ 型和 ２Ｂ 型纤维［９］， ４ 种

肌纤维类型分别在纤维直径、 收缩速度以及活化和松

弛的速度由低到高排列， 在氧化能力和抗疲劳方面则

由高到低， 肌纤维的组织学特征主要由肌球蛋白重链

亚型的组成来决定。 肌纤维类型的分类依据为每种纤

维类型在肌肉总成分中所占的比例、 单位面积肌纤维

的数量密度、 肌原纤维的总数以及这些肌原纤维的横

截面积和直径［１０－１１］。 １ 型和 ２Ａ 型肌纤维又被称为氧

化纤维， 其内部富含更多的线粒体和肌红蛋白。 ２ｘ
型又被称为中间型， ２Ｂ 型又被称为糖酵解纤维， 其

内部含有更多的糖原和葡萄糖。 有研究表明， 不同类

型肌纤维中酶的活性、 葡萄糖的含量， 氧化磷酸化能

力以及糖酵解能力之间的差异直接影响到肉制品的品

质［１２］。 研究发现， ｓｋＭＬＣＫ 基因可以通过 ＭＥＦ２Ｃ 磷

酸化促进肌纤维形成［１３］。 在啮齿类动物中， ｓｋＭＬＣＫ
基因催化肌球蛋白轻链可以促进肌肉快速收缩运动、
提高肌肉力量以及与肌肉相关的其他运动， 在高频同

心刺激下， ｓｋＭＬＣＫ 基因催化肌球蛋白轻链可以使小

鼠的趾长伸肌达到最大功率［１４－１５］。
张雯雅等［１６］ 通过研究发现当 Ｗｎｔ３α、 β－ｃａｔｅｎｉｎ

基因上调时， ＭｙＨＣ １ 的合成水平上调， 可以使骨骼

肌良性增殖。 研究发现提高 ＭｙＨＣ ２Ａ 的比例可以有

效地提高肉的品质［１７］。 本研究通过使用实时定量

ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测发现， ＭｙＨＣ 总量与

ｓｋＭＬＣＫ 基因呈负相关关系， 即 ｓｋＭＬＣＫ 基因高表达

量时， ＭｙＨＣ 总量降低； ｓｋＭＬＣＫ 基因低表达量时，
ＭｙＨＣ 总量升高， 这表明 ｓｋＭＬＣＫ 基因有抑制肌纤维

发育的功能， 同时发现 ｓｋＭＬＣＫ 基因与 ＭｙＨＣ ２ｂ 和

ＭｙＨＣ ２ｘ 成负相关关系， 即 ｓｋＭＬＣＫ 基因上调时，
ＭｙＨＣ ２ｂ 和 ＭｙＨＣ ２ｘ 总量降低； ｓｋＭＬＣＫ 基因下调

时， ＭｙＨＣ ２ｂ 和ＭｙＨＣ ２ｘ 总量升高； 结果表明 ｓｋＭＬ⁃
ＣＫ 可以通过抑制肌纤维总量， 控制各肌纤维的所占

比例的表达从而达到抑制肌纤维的发育， 其中主要抑

制的纤维为 ＭｙＨＣ ２ｂ 和 ＭｙＨＣ ２ｘ。
３􀆰 ２　 ｓｋＭＬＣＫ 基因对 Ｃ２Ｃ１２ 细胞信号通路关键因

子的影响

　 　 研究表明， ＣＦＬ２ 和 ＭＥＦ２Ｃ 在猪肌原纤维的形成

过程中发挥着重要作用。 这些蛋白质主要通过调节 ４
种关键信号通路来影响肌原纤维类型分别为 ＡＭＰＫ、
ＣａＭ、 ＭＡＰＫｐ３８ 和 Ｒｈｏ ［１８］， 经过多级信号传递， 分

别作用到 ３ 个共同的关键成分： ＣＦＬ２、 ＭＬＣＫ 和

ＭＥＦ２ 。 这 ３ 个关键成分分别直接影响 Ｆ－肌动蛋白丝

的组装、 肌球蛋白基础及调控轻链磷酸化和肌球蛋白

重链的合成， 由此最终影响肌动蛋白和肌球蛋白结合

形成的具有收缩功能的肌动球蛋白［１９－２１］。
３􀆰 ３　 ＡＭＰＫ 信号通路

ＡＭＰＫ 是丝氨酸 ／苏氨酸激酶家族的重要成员，
是生物体能量状态的关键传感器， 它在调节细胞能量

平衡方面起着至关重要的作用。 当能量水平下降时，
ＡＭＰＫ 通过增加能量产生以及减少能量消耗来促进机

体 ＡＴＰ 的产生和储备， 从而提高细胞的能量效

率［２２－２３］。 ＡＭＰＫ 可分为 α、 β 和 γ 这 ３ 种亚型， 每种

亚型都有由 ２ ～ ３ 种基因所编码的异构体分别为 α１、
α２、 β１、 β２ 和 γ１、 γ２、 γ３， α 亚型在机体内主要起

催化作用， 而 β 和 γ 亚型在维持三聚体稳定性和作

用底物特异性方面起重要作用。 ＡＭＰＫα１ 主要分布

在肾脏、 心脏和肝脏等重要器官中， 而 ＡＭＰＫα２ 主

要分布在骨骼和心脏组织中［２４－２５］。 有研究表明

ＡＭＰＫ 与肌纤维类型存在着密切联系， 一些啮齿类动

物的肌纤维被分为Ⅰ型和Ⅱ型的主要原因是由于组成

肌肉之间的 ＡＭＰＫ 亚基和 ＡＭＰＫ 复合物表达存在差

异。 Ⅰ型纤维的 ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２ 和 ＡＭＰＫβ１ 表

达量 较 高。 与 此 相 反， Ⅱ 型 纤 维 的 ＡＭＰＫβ２、
ＡＭＰＫγ２ 和 ＡＭＰＫγ３ 的表达量较高［２６］。 研究发现，
ＡＭＰＫ 的活化可促进 ＭＥＦ２Ｃ 的表达［２７］。 ＡＭＰＫ 的激

活可以促进肌纤维类型向氧化型转化［２８］。 在本试验

中， ｓｋＭＬＣＫ 与 ＡＭＰＫα２ 成 负 相 关 关 系， 即 当

ｓｋＭＬＣＫ 基因高表达时， ＡＭＰＫα２ 表达量降低； ｓｋＭ⁃
ＬＣＫ 低表达时， ＡＭＰＫα２ 表达量升高； ＡＭＰＫα２ 与

ＭｙＨＣ ２ｘ 和 ＭｙＨＣ ２ｂ 表达变化一致。
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３􀆰 ４　 ＣａＭ ／钙离子 （Ｃａ２＋） 信号通路

Ｃａ２＋是细胞信号通路中重要的第二信使， 主要影

响转录、 细胞生长和细胞凋亡等方面。 １９６５ 年，
Ｅｂａｓｈｉ 等［２９］首次发现了一种能与钙离子结合并在细

胞内传递钙离子信号的蛋白质， 随后 Ｃｈｅｕｎｇ［３０］ 对该

蛋白进行了深入研究， 并将其命名为钙调蛋白。 有研

究表明 ＣａＭ 为 Ｃａ２＋最重要的载体， ＣａＭ 本身并不具

备任何酶的活性， 只有当 ＣａＭ 与 Ｃａ２＋结合时才能发

挥其生物学作用。 钙调蛋白在真核生物中十分重要，
它可以控制大量的靶蛋白并参与多种细胞功能， 同时

钙调蛋白也具备高度的保守性［３１］。 ＣａＭ 可通过结合

多种靶蛋白来发挥作用， 例如 ＣａＭ ／ Ｃａ２＋通路在信号

传导中发挥关键作用［３２］。 本研究得出 ｓｋＭＬＣＫ 通过

调节 ＭＥＦ２Ｃ 和 ＣＡＭ 的表达， 从而引起肌肉性状的改

变。 ＣａＭ 在 Ｃ２Ｃ１２ 肌肉纤维细胞中可以促进快肌和

慢肌的生长和调节［３３］。 有研究表明， 当肌肉细胞内

的 ｓｋＭＬＣＫ 浓度增加时， ｓｋＭＬＣＫ 作为 ＣａＭ 的下游，
可以负反馈调节 ＣａＭ 的表达， 使 ＣａＭ 的表达收到负

反馈抑制作用， 进而导致 ＣａＭ 下游的 Ｃａｂｉｎ１ 表达量

降低， Ｃａｂｉｎ１ 为 ＣａＭ 依赖激酶的下游 分 子， 而

Ｃａｂｉｎ１ 的下游分子是 ＭＥＦ２Ｃ， 因此 ＭＥＦ２Ｃ 与 ＣａＭ
的表达量呈正相关， 这与本研究结果一致［３４］。 ＣａＭ
诱导慢肌纤维的发育生成， 能够促进慢肌纤维的表达

量增加。 本研究中， 当 ｓｋＭＬＣＫ 低表达时， ＣａＭ 表达

量增加时， ＭｙＨＣ ｓｌｏｗ 表达量降低， 其原因可能为

ｓｋＭＬＣＫ 低表达时， 使其他信号通路分子表达量变

化， 究其原因， 需进一步验证。
３􀆰 ５　 ＭＡＰＫｐ３８ 信号通路

ＭＡＰＫ 激酶是一种广泛存在于哺乳动物细胞内的

一组高度保守的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶， 其在各种

重要的生物信号系统中发挥着关键作用［３５］。 ＭＡＰＫ
信号通路结构主要由细胞外信号调节激酶 （ＥＲＫ１ ／
２）、 Ｊｕｎ 氨基末端激酶 （ ＪＮＫ１ ／ ２ ／ ３） 和细胞外信号

调节激酶 ５ （ＥＲＫ５） 三种激酶共同组成［３６］。 有研究

表明， 当细胞激活时 ｐ３８ 从细胞质中转移到细胞核

中， 激活下游的多种转录因子， 包括 ＭＥＦ２Ｃ、 Ｐ５３
等［３７］。 ＭＥＦ２Ｃ 是 ＭＥＦ２ 基因家族成员之一， 参与多

种肌肉生长发育过程， 因此 ＭＥＦ２Ｃ 对肌肉生长和发

育具有重要作用［３８］。 研究表明， 当 ＭＡＰＫｐ３８ 的表达

量减少时会导致肌球蛋白重链 ＭｙＨＣ ２ｂ 和 ＭｙＨＣ ２ｘ
的表达量减少［３９－４０］。 在本试验中， ｓｋＭＬＣＫ 基因增加

时， ＭＡＰＫｐ３８ 表达量增加， 快肌纤维 ＭｙＨＣ ２ｂ、 ＭｙＨＣ
２ｘ 的表达量反而降低， 其原因可能为 ＭＡＰＫｐ３８ 表达

量增加不高， 即 ｓｋＭＬＣＫ 基因与 ＭＡＰＫｐ３８ 信号通路

并无显著相关。

３􀆰 ６　 Ｒｈｏ 信号通路

Ｒｈｏ 激酶是 ＡＧＣ 激酶家族的成员， 在各种生物

过程中发挥着至关重要的作用， 包括调节细胞收缩、
运动、 形态、 极性、 细胞分裂、 基因表达等［４１］。 研

究表明， 骨骼肌中的 ＭＬＣ 作为 Ｒｈｏ 激酶 ＲＯＣＫ２ 的下

游底物之一， 其具有增加与肌动蛋白丝交联产生的收

缩力的能力， 两者存在正反馈调节关系［４２］。 ｓｋＭＬＣＫ
属于ＭＬＣＫ 的一种亚型， 目前研究发现 Ｃａ２＋可以激活

ＭＬＣＫ， 进而促使体内 ＭＬＣＫ 的中丝氨酸发生磷酸

化， 将 ＡＴＰ 水解转化为能量， 引起体内肌肉进行收

缩运动［４３－４４］。

４　 结论

Ｃ２Ｃ１２ 细胞中 ｓｋＭＬＣＫ 基因可能通过改变 ＲｈｏＡ
信号通路的表达来影响肌纤维的组成， ｓｋＭＬＣＫ 基因

对肌纤维的生长发育具有抑制作用。 ｓｋＭＬＣＫ 基因不

同程度地抑制了 ＣＦＬ２ 的表达， 同时对其他信号通路

（ＡＭＰＫ、 ＣａＭ 和 ＭＡＰＫ） 也产生影响。
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