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研究报告 

 

外源性瘦素通过丝裂素活化蛋白激酶抑制猪骨骼肌成肌

细胞分化 

于太永, 庞卫军, 吴江维, 卢荣华, 杨公社 
西北农林科技大学 动物脂肪沉积与肌肉发育实验室, 杨凌, 712100 

摘  要: 研究瘦素(leptin)对猪骨骼肌成肌细胞分化的影响, 并探讨其可能的作用机制。原代培养猪骨骼肌成肌细胞, 通

过倒置显微镜定性观察细胞分化的形态学变化; 肌酸激酶(CK)活性测定法定量分析成肌细胞分化程度; 细胞免疫化学

方法分析 myogenin 的表达情况; 免疫印迹技术(Western Blot)检测丝裂素活化蛋白激酶(mitogen activated protein kinase, 

MAPK)的表达变化。结果显示, 在猪骨骼肌成肌细胞分化过程中, 外源性 leptin 减少细胞核融合和肌管形成, 呈浓度和

时间依赖性地显著降低 CK 活性( P < 0.05), 并显著抑制 myogenin 和 MAPK 的蛋白表达( P < 0.05)。以上结果说明, leptin

抑制猪骨骼肌成肌细胞分化, 并且这种作用可能是通过激活 MAPK 信号转导通路实现的。研究结果显示, leptin 在骨骼

肌成肌细胞分化过程中可能具有重要作用。 
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Exogenous Leptin Inhibits Differentiation via MAPK in Swine 
Skeletal Myoblasts 
Taiyong Yu, Weijun Pang, Jiangwei Wu, Ronghua Lu, and Gongshe Yang 

Laboratory of Animal Fat Deposition and Muscle Development, Northwest A&F University, Yangling 712100, China  

Abstract: We determined whether body-weight regulator, leptin, could influence differentiation of swine skeletal myoblasts. 
Myoblast occured in non-leptin and leptin formed in different concentrations (10~1000 ng/mL) for various duration (12~60 h). The 
morphologic assay demonstrated that leptin significantly decreased the formation of myotubes and myogenic index. In addition, bio-
chemical analysis showed that leptin inhibited Creatine Kinase (CK) activity, expressions of myogenin and mitogen activated protein 
kinase (MAPK). As conclusion, exogenous leptin could inhibit differentiation via MAPK in swine skeletal myoblasts and this sug-
gests that leptin be an important mediator in the regulation of muscle-cell differentiation. 
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Leptin 是一种主要由脂肪细胞分泌的蛋白, 其 主要功能是参与机体体重和能量平衡的调控[1]。血
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浆 leptin的含量与体重相关, 同时 leptin也被认为是

机体的一种饱感因子 , 直接调控人类和动物的食 

欲[2]。因此, 目前有关 leptin研究的主要目的是阐明

其在机体体脂沉积中的作用及其作用机理, 进而为

尽早有效治疗人类肥胖及肥胖相关疾病提供理论依

据。然而, 近来越来越多的研究显示: leptin 除了以

中枢神经调节的方式发挥作用以外 , 还通过内分

泌、自分泌或旁分泌方式对机体外周组织或器官的

功能发挥广泛的生物调节作用如胚胎发育 [3]、嗅  

觉[4]、免疫[5]、血管发生和创伤愈合[6]、性成熟和繁

殖[7]、肾和肺功能[8]等。尽管人类对 leptin进行了大

量研究取得了重大进展, 但对其功能要完整全面地

理解和认识仍需不断地试验和探索。 

脂肪和肌肉的生长与发育是在一系列蛋白因子

的精密调控下实现的。最近研究认为：脂肪和肌肉

间信号分子的相互作用在肌肉生长与发育、脂肪形

成和机体能量利用方面扮演着重要的角色[9]。这些

信号分子主要包括 leptin、胰岛素样生长因子和脂联

素。本试验旨在研究外源性 leptin 在猪骨骼肌成肌

细胞分化中的作用及其部分机理, 完善对 leptin 外

周效应的理解和认识, 并为最终实现家畜脂肪和肌

肉含量与分布的有效调控奠定一定的理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  主要材料和试剂  
猪骨骼肌成肌细胞取自本校实验猪场 1~3 日龄

长白仔猪; leptin 购自美国 Pepro Tech 公司; 胎牛

血清(FBS)、DMEM/F12培养基和链酶蛋白酶均购自

Gibco 公司 ; myogenin 和  MAPK 抗体购自美国

Santa Cruz Biotechnology 公司; β-actin 抗体购自北

京博奥森生物技术有限公司; Super ECL Plus 超敏

发光液购自北京普利莱基因技术公司; 其余试剂均

为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  猪骨骼肌成肌细胞的原代培养 

采用本实验室已建立的方法[10]。获取的细胞以

5×104 个/cm2密度接种于 6孔培养板, 置 37℃、5 % 

CO2培养箱中培养。 

1.2.2  生肌指数(the myogenic index)的测定 

多核细胞数(≥3个核)/观察细胞总数。 

1.2.3  CK活性测定 

参照 Xi. G 等[11]的方法。骨骼肌成肌细胞在生

长培养液(DMEM / F12 + 10% FBS+ 100 IU/mL青霉

素、100 mg/mL链霉素)中生长汇合至 90%时, 把培

养液更换为分化培养液 (DMEM/F12 + 2% FBS + 

100 IU/mL青霉素、100 mg/mL链霉素), 分别以终

浓度为 0、10、100和 1000 ng/mL的 leptin处理 24 h

测定 CK活性, 以分析骨骼肌成肌细胞分化对 leptin

浓度的依赖性效果; 以 100 ng/mL的 leptin分别处理

12、24、36、48和 60 h 测定 CK活性, 以分析骨骼

肌成肌细胞分化对 leptin的时间依赖性效果。 

1.2.4  细胞免疫化学分析 myogenin的表达 

骨骼肌成肌细胞在玻片上用生长培养液培养 5 

d, 把生长培养液更换为分化培养液, 分别以终浓度

为 0和 20 ng/ml的 leptin处理 24 h; 吸除培养液, 用

75%的乙醇固定 30 min, PBS 冲洗 2~3 次, 加入

myogenin 一抗, 放湿盒中 4℃过夜; 第二天早上取

出, 37℃孵育 30 min, PBS冲洗 2~3次, 加入 FITC荧

光二抗 , 37℃作用 60 min, PBS 冲洗 ; 37℃下 PI 

(propidium iodide) 染细胞核 10 min, PBS冲洗并用

甘油封片。激光共聚焦扫描电镜观察, 并照相分析。 

1.2.5  Western Blot检测 MAPK蛋白表达  

消化并收集细胞, 加入 1 mL组织裂解液, 4℃充

分混匀, 4℃ 12 000 r/min离心 10 min, 取上清, 留一

部分检测蛋白质浓度, 其余与等体积上样缓冲液混

匀, 100℃孵育 5 min, −70℃保存。取蛋白质样品 80 

μg, 上样, 以 80 V电压, 在 12% SDS-聚丙烯酰胺凝

胶中分离约 2 h后, 转移至 PVDF膜上。蛋白免疫印

迹：5%BSA 室温封闭 2h, 一抗(MAPK 为 1: 500, 

β-actin 为 1: 300)室温孵育 2 h, 二抗(MAPK 为 1: 

2000, β-actin为 1: 4000)室温孵育 2 h, ECL发光液混

合后作用 PVDF膜 3 min, 压 X光片 1 min, X光片显

影和定影。将胶片进行扫描, 用凝胶图象处理系统

分析目标带的分子量和净光密度值。通过 Smart- 

Sequence软件对蛋白相对含量进行分析。 

1.3  统计方法  
数据或资料来自重复 3~4 次的独立试验。试验

数据应用 SPSS13.0统计软件 One-way ANOVA进行

方差分析与显著性检验。试验数据以均值±标准差

(Mean ± SD)表示, 方差分析采用 LSD法。 
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2  结果 

2.1  Leptin 影响猪骨骼肌成肌细胞分化的形态学

分析 

生长的骨骼肌成肌细胞当受到外部分化因子的

刺激或相应信号的作用时 ,相互接触的细胞发生融
合, 进而形成多个细胞核的肌管细胞, 这是其分化
的典型形态特征[12]。如图 1所示, 外源性 leptin明显

减少猪骨骼肌成肌细胞分化过程中多核肌管的形

成。分别用 0、10、20、40 ng/mL的 leptin在分化培
养液中处理猪骨骼肌成肌细胞, 24 h 后在倒置显微
镜下观察。0 ng/mL leptin处理组有大量的成肌细胞
发生融合 , 形成多核的肌管细胞 , 而 10、20、40 
ng/mL leptin 处理组细胞融合和形成肌管的数量明
显减少 , 并且减少程度与 leptin 浓度呈正相关。 

 

 
 

图 1  Leptin 影响猪骨骼肌成肌细胞分化的形态学分析 
Fig. 1  Morphology of differentiation was evaluated in control and leptin-exposed porcine skeletal myoblasts 

A: morphology was evaluated by phase-contrast microscopy. A representative result of four separate experiments is shown (×100). B: mor-
phology was evaluated by assessment of the myogenic index. Data are means ± SD of four separate experiments. Data were analyzed by 

one-way ANOVA and test significance (P<0.05) 
 
2.2  Leptin 降低猪骨骼肌成肌细胞分化期间 CK
的活性 

在骨骼肌成肌细胞分化过程中 CK 活性随肌管

形成而增加, 因此它常被作为重要的生化指标之一

用来衡量成肌细胞分化程度[13]。试验结果表明：10、

100、1000 ng/mL leptin分别处理分化中的猪骨骼肌

成肌细胞, 24 h后 leptin呈浓度依赖性地显著降低细

胞CK活性(P<0.05)(图 2-A); 100 ng/mL leptin处理分

化中的猪骨骼肌成肌细胞, 12、24、36、48 h后细胞

CK 活性呈时间依赖性地显著降低(P<0.05)(图 2-B), 

并且 leptin的这种抑制作用在 48 h后达到饱和。更

有趣的是随 leptin 浓度的增大, 它的抑制作用达到

饱和的时间到来的也越早(此数据未显示)。 

2.3  Leptin 抑制猪骨骼肌成肌细胞分化过程中

myogenin 的表达 
骨骼肌成肌细胞的生长和发育是受一系列转录

因子的精密调控而完成的如：MyoD、Myf-5、myo- 

genin 和 MRF4等。其中, myogenin主要在成肌细胞

分化融合过程中发挥作用, 调节肌管形成。因此, 在

骨骼肌细胞的发育研究中, myogenin常被作为成肌 
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图 2  Leptin 抑制猪骨骼肌成肌细胞分化期间 CK 活性 
Fig. 2  Leptin inhibits CK activity during porcine skeletal myoblasts differentiation 

A: treatment with various concentrations leptin for 24 h inhibits CK activity in a dose-dependent manner in porcine skeletal myoblasts. Data 
are means ± SD of three separate experiments. Data were analyzed by one-way ANOVA and test significance (P<0.05). 

B: treatment with 100 ng/ml leptin for various periods inhibits CK activity in a time-dependent manner in porcine skeletal myoblasts. Data are 
means ± SD of three separate experiments. Data were analyzed by one-way ANOVA and test significance (P<0.05) 

 

细胞分化的标志基因[14]。细胞免疫组织化学分析表

明：外源性的 leptin 明显抑制猪骨骼肌成肌细胞分

化过程中 myogenin的表达(图 3)。20 ng/mL leptin处

理分化中的猪骨骼肌成肌细胞, 24 h后myogenin在细

胞浆和细胞核中的表达数量明显受到抑制, 并且发

生融合形成肌管的细胞数量与对照相比显著减少。 
 

 
 

图 3  细胞免疫化学方法分析 Leptin 对猪骨骼肌成肌细

胞分化期间 myogenin 蛋白表达的影响(×200) 
Fig. 3  Leptin inhibits myogenin protein expression during 
porcine skeletal myoblasts differentiation by Immunocyto-

chemistry analyses (×200) 

 
2.4  Leptin 激活猪骨骼肌成肌细胞分化期间

MAPK 信号转导通路 
Leptin 生理功能的发挥是通过其受体进而激活

或抑制相关的生物学信号转导通路实现的。已经证

实MAPK是骨骼肌成肌细胞分化过程中最为重要的
信号转导通路之一[15]。Western Blot检测结果显示：
10、50、100 ng/mL leptin分别处理分化中的猪骨骼
肌成肌细胞, 24 h后外源性 leptin呈浓度依赖性地显
著促进细胞 MAPK 蛋白的表达(P<0.05)(图 4)。 

 
 

图 4  免疫印迹技术分析 Leptin 对猪骨骼肌成肌细胞分

化期间 MAPK 蛋白表达的影响 
Fig. 4  Leptin increases MAPK protein expression during 
porcine skeletal myoblasts differentiation by Western Blot 

analysis 
A: cultures were lysed and equal amounts of protein were analyzed 

by Western for MAPK and β-actin expression. A representative 
Western blot is shown. 

B: the relative amounts of MAPK protein were measured by scan-
ning densitometry and Image Quant software analysis. MAPK con-
tent was normalized to β-actin. Data are means ± SD of four sepa-
rate experiments. Data were analyzed by one-way ANOVA and test 

significance (P<0.05) 

3  讨论 

近年来, 在世界范围内肥胖和肥胖相关疾病(如
糖尿病、高血压和心血管系统疾病等)的发生呈逐年
上升趋势 , 已经成为威胁人类健康的重大问题之
一。预防和治疗肥胖及肥胖相关疾病成为当今世界

科学研究的重要内容。自从 leptin 发现以后, leptin
和脂肪细胞成为这一领域研究的热点之一。根据目

前的研究结果, 我们知道 leptin 的主要生理作用是
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通过中枢神经系统调节机体体重和能量平衡[1,2]。但

是, 越来越多的研究显示在机体外周组织或器官的
功能调控方面, leptin通过内分泌、自分泌或旁分泌
方式可能发挥着更加广泛重要的作用[3−8]。已有研究

证实, leptin 可以激活骨骼肌早期发育的细胞内信 
号[16]。但是它在骨骼肌发育过程中的具体作用仍然

知之甚少。 
当生长中的骨骼肌成肌细胞受到外部刺激或相

应信号的作用时, 首先要退出细胞周期, 相互接触
的细胞发生融合现象, 进而形成多个细胞核的肌管
细胞 , 同时表达与肌肉分化相关或分化必需的基 
因[12,14]。因此, 骨骼肌成肌细胞被公认为是研究肌肉
发育及其发育机制的理想模型。本研究通过测定外

源 leptin 对猪骨骼肌成肌细胞分化过程中成肌指
数、CK活性和 myogenin的影响, 初步证实了 leptin
抑制猪骨骼肌成肌细胞的分化。新近的研究显示 , 
MAPK 信号转导通路是成肌细胞发育的重要调节
者[15]。Paola M等研究显示外源 leptin可显著增强成
肌细胞中 MAPK 的磷酸化[17]。本研究通过 Western 
Blot检测, 也证实了外源 leptin可以增强骨骼肌成肌
细胞分化期间 MAPK蛋白的表达。以上报道和我们
的研究结果共同说明了 leptin 在骨骼肌成肌细胞分
化中可能具有重要作用。然而, Solberg R等[18]研究

显示在人的未分化的骨骼肌成肌细胞中 leptin 
mRNA 是高表达的, 在由成肌细胞分化进入初级肌
管阶段其表达是降低的, 而且在分化期间外源重组
leptin 对 myogenin 和 myoD 的 mRNA 表达不产生
影响。其研究结果暗示, 外源重组 leptin对骨骼肌成
肌细胞的分化可能不发挥作用。这种试验结果的差

异可能是由于所用试验材料不同造成的。同时, 这
种试验结果的差异也提示我们, Leptin 在不同物种
的骨骼肌成肌细胞分化过程中可能具有不同作用。

这有待于进一步研究证实。另外, ERK(extracellular 
regulated kinase)和 PI3-K(phosphoinositide 3-kinase)
等在成肌细胞分化中也占举足轻重的地位, leptin对
猪骨骼肌成肌细胞分化的抑制作用是否也通过这些

信号通路, 这部分工作我们正在进行研究。 
总之, 本研究证实了外源性的 Leptin 抑制体外

猪骨骼肌成肌细胞的分化, 而且这种作用可能是通
过激活 MAPK信号转导通路实现的。 
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