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摘要: 骨骼肌分化过程受多个信号通路调控 , PI3K/AKT 信号通路是其中最重要的信号转导通路之一。

PI3K/AKT 信号通路可以调控骨骼肌分化, 但在染色质水平上的调控机制还不是很清楚。文章以小鼠成肌细胞

(C2C12)为研究材料 , 采用免疫印迹、染色质免疫共沉淀(Chromatin immunoprecipitation, ChIP)、定量 PCR 

(Q-PCR)的方法研究 PI3K/AKT 信号通路调控 Myogenin 和 MCK 基因的表达。研究发现, C2C12 细胞分化过程

中添加 PI3K/AKT 信号通路激活剂处理 24 h, Myogenin 和 MCK 蛋白表达水平显著升高, 组蛋白 H3K27me3 去

甲基化酶 UTX 的表达也升高, H3K27me3 在 Myogenin 基因启动子区和 MCK 基因启动子及增强子区的富集与对

照组相比显著降低。用 PI3K/AKT 信号通路抑制剂处理, 结果相反。因此, PI3K/AKT 信号通路可能通过调控组

蛋白去甲基化酶 UTX 的表达活性改变靶基因的 H3K27me3 的富集进而调控骨骼肌分化。 
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Abstract:  Many intracellular signaling pathways regulate skeletal muscle differentiation. Among them, PI3K/AKT 
pathway plays an important role. But the mechanisms of chromatin regulation remain unclear. In this study, the murine 
C2C12 myoblast cell line was used to investigate the expression of Myogenin and MCK genes during the skeletal muscle 
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differentiation. Western blotting analysis showed that the expression of Myogenin and MCK protein was increased signifi-
cantly after PI3K/AKT activator treatment for 24 h during the C2C12 cell differentiation and the expression of H3K27me3 
demethylase UTX was also increased. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and quantitative PCR (Q-PCR) analysis 
showed that the enrichment of H3K27me3 on the promoter regions of Myogenin and MCK genes and the enhancer region of 
MCK gene were decreased. It was opposite to the PI3K/AKT inhibitor treatment. We concluded that the PI3K/AKT pathway 
maybe regulate skeletal muscle differentiation by regulating the expression of UTX gene to change the enrichment of 
H3K27me3 on the target genes. 

Keywords: PI3K/AKT pathway; Myogenin gene; MCK gene; UTX; H3K27me3 

骨骼肌分化的过程是一个严格的程序化过程 , 
成肌细胞不可逆的退出细胞周期、迁移、融合为多

核体细胞(又称肌管)[1]。在这个融合的过程中, 与骨
骼肌发育及其功能相关的各种骨骼肌特异性基因

(即肌性基因)开始表达, Myogenin 基因(肌细胞生成
素)和 MCK 基因(肌酸激酶)是其中比较关键的两个
基因。研究发现, Myogenin 基因敲除的小鼠出生后
会因为严重的骨骼肌发育缺陷致死, 在本应发育为
骨骼肌的部位只发现正常数量的单核细胞或者少量

的肌纤维[2], MCK 基因编码的肌酸激酶, 主要在骨
骼肌和心肌内大量表达, 是骨骼肌发育和分化主要
的标志[3]。PI3K/AKT 信号通路是调控骨骼肌分化的
重要的信号转导通路, 参与调控肌性基因的表达[4], 
但在染色质水平 PI3K/AKT信号通路调控 Myogenin
和 MCK基因表达的机制还不是很清楚。已有研究报
道, 在人的胚胎成纤维细胞 Myogenin基因位点存在
抑制性染色质标记 H3K27me3, 而在肌肉干细胞
MCK基因位点同样检测到了 H3K27me3的存在[5]。骨

骼肌分化过程中, 组蛋白去甲基化酶 UTX(KDM6A)
被募集到这两个基因, 移除 H3K27me3 标记, 促进
靶基因的表达[6]。本研究主要证明 PI3K/AKT信号通
路可能通过调控组蛋白去甲基化酶 UTX 的表达改
变 H3K27me3 的富集进而调控骨骼肌分化, 为进一
步研究骨骼肌发育和分化机制奠定了基础。 

1  材料和方法  

1.1  材料 

胎牛血清(FBS)购自 Hyclone 公司(美国); 马血
清购自 Gibico 公司(美国); DMEM 细胞培养液购自
Invitrogen 公司 (美国 ); 二甲基亚砜 (DMSO)购自

Sigma公司(美国); 鼠单克隆抗 P-AKT抗体购自Cell 
Signaling 公司(美国); UTX抗体购自 Bethyl公司(美
国); MyHC抗体、Myogenin抗体、MCK抗体均购自
Abcam 公司 (美国 ); H3K27me3 抗体 (CHIP)购自
Millipore公司(美国); GAPDH抗体购自 cell signaling
公司(美国); Tubulin抗体购自碧云天公司。山羊抗兔
和山羊抗小鼠 HRP标记的二抗购自中杉金桥公司。
SYBR® Green PCR Master mix 和 DNAaseI 购自
Roche公司(德国); Western blotting化学发光检测试
剂盒购自 Thermo公司(美国)。细胞裂解液 IP、蛋白
浓度测定试剂盒(BCA)、一抗稀释液和一抗二抗去除
液购自碧云天公司; 细胞蛋白提取试剂盒、显影粉
和定影粉购自普利莱公司。 ChIP 试剂盒购自
Millipore公司(美国)。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞分化 

C2C12 细胞(小鼠成肌细胞, 购自北京协和医科
大学)接种在直径为 10 cm的培养皿(每皿 1×106个细

胞)。用含 10% (V/V)胎牛血清、100 U/mL青霉素及
100 ng/mL链霉素的高糖 DMEM培养基于 37℃、5% 
CO2 培养箱中培养, 待细胞长满 80%~90%左右, 换
成分化培养基(2%浓度马血清的高糖 DMEM 培养

基), 继续培养。 

1.2.2  细胞吉姆萨染色 

取出分化不同阶段的细胞 , 倒掉细胞培养液 , 
用 PBS洗两次, 加入 I液(1 g迈格染料和 100 mL甲
醇配制成的染色液, 蒸馏水稀释 10倍), 染色 20 min; 
倒弃, 蒸馏水漂洗干净; 再加入 II 液(0.6 g 姬氏染
粉、50 mL甘油、100 mL甲醇配制成的染色液, 蒸
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馏水稀释 10倍), 染色 20 min; 倒弃, 蒸馏水漂洗干
净, 镜检。 

1.2.3  药物处理 

C2C12细胞生长到 80%~90%, 换成分化培养基
继续培养 3 d后, 分别加入 DMSO、抑制剂 Ly294002 
(40 μmol/L)和激活剂 IGF-1(100 ng/mL), 刺激 24 h, 
收集细胞, 提取蛋白, 其中空白组和加了 DMSO 组
作为对照。 

1.2.4  蛋白印记分析 

取出细胞, 将培养液吸弃, 用预冷的 PBS清洗 2
次, 每孔加入 120 μL细胞裂解液, 在冰面上裂解 10 
min, 用细胞刮刮下细胞, 4℃、13 000 r/min离心 5 
min, 吸取上清。测定蛋白质浓度, 取等量蛋白(50 μg)
进行 SDS-PAGE电泳分离, 先在恒压 50 V电泳约 30 
min, 随后 80 V电泳 60 min; 然后在 300 mA的条件
下电转膜 60 min, 将蛋白转移至 PVDF膜上; 5%脱
脂奶粉和 0.1%Tween20室温封闭 1 h, 分别加入相应
的 I 抗 P-AKT、T-AKT、MyHC、UTX 的稀释浓度
均为 1∶1000; Myogenin、MCK 稀释浓度均为 1∶
2000; GAPDH、Tubulin的稀释浓度均为 1∶4000。  
4℃过夜; TBST洗涤 PVDF膜 3次, 每次室温摇动洗
涤 10 min。加入封闭液稀释的 HRP标记的兔抗小鼠
或羊抗兔 IgG抗体均为 1∶20000, 室温摇动 1 h, 再
用 TBST 洗涤 PVDF 膜 3 次, 每次室温摇动洗涤 10 
min。ECL化学发光, 于暗室压 X底片曝光, 显影、
定影, 水洗胶片晾干后保存。以GAPDH或者Tubulin
为内参照。实验在相同的条件下重复 3次。 

1.2.5  染色质免疫共沉淀 

取出细胞, 按照Millipore公司ChIP试剂盒说明
书, 直接在细胞培养液中加入适量 37%甲醛, 致其
终浓度 1%, 37℃孵育 10 min, 进行交联。加入 1 mL
甘氨酸(10×), 轻轻混匀, 室温放置 5 min。弃去液体, 

将培养皿置于冰上, 用预冷的含 1 mmol/LPMSF 的
PBS 洗涤细胞, 再加入 1 mL 预冷的含 1 mmol/L 
PMSF 的 PBS, 用细胞刮子将细胞刮下, 收集细胞, 
分装每个离心管含细胞大约 1×106 个。4℃、3000 
r/min 离心 5 min 去上清, 收集细胞。加入 0.2 mL
含 1 mmol/L PMSF的 SDS 裂解液重悬。用超声破
碎仪破碎 DNA, 通过琼脂糖凝胶电泳检测多数
DNA在 200~1 000 bp。超声处理后, 4℃ 12 000 r/min
离心 5 min, 将上清移至 2 mL离心管中, 置于冰上。
取出 20 μL样品做为 Input组。加入 70 μL ProteinA+ 
GAgrose/Salmon Sperm DNA, 4℃摇匀 30 min。4℃、
3 000 r/min离心 5 min, 取上清移至另一 2 mL离心
管内, 然后加入 ChIP级的 H3K27me3抗体, 用正常
小鼠 IgG抗体沉淀作为阴性对照, Input组不加任何抗
体, 4℃缓慢摇匀过夜。加入 60 μL ProteinA+GAgrose/ 
Salmon Sperm DNA 4℃缓慢摇匀 60 min, 4℃、3 000 
r/min 离心 5 min, 小心去除液体, 所获沉淀进行洗
涤, 纯化最后获得 DNA。 

1.2.6  定量 PCR 

ChIP 实验获得最后的 DNA 为 Q-PCR 的模板, 
Myogenin 基因启动子区和 MCK 基因启动子区和增
强子区设计引物[6], 引物序列见表 1(引物由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成)。 

Q-PCR反应体系 15 μL, 设 3个复孔, 扩增条件
为：95℃预变性 2 min; 95℃变性 30 s, 60℃复性 30 s, 
72℃延伸 30 s共 44次循环; 最后 72℃延伸 5 min。 

2  结果与分析 

2.1  吉姆萨染色鉴定成肌细胞分化 

显微镜下观察细胞, 分化 0 d 的 C2C12 细胞都
为单个细胞核, 分化 3 d后, 细胞融合越来越多, 一
部分细胞已分化为两个核以上的多核细胞, 另一部
分仍为单核细胞, 分化 7 d后, 细胞拉长拉伸, 细胞 

 
表 1  Myogenin 基因和 MCK 基因引物序列 

引物名称 上游引物序列(5′→3′) 下游引物序列(5′→3′) 

Myogenin promoter (−1489) (1) GCCCAGGACAGACAAATGATGCAA AATGCCTTCTGGCACTAGAACCGT 

Myogenin promoter (−145) (2) TCACATGTAATCCACTGGAAACG CCTGAGCCCCCCTCTAAGC 

MCK promoter (−54) TAGTCACACCCTGTAGGCTCCTCTAT ATTTCTCTCAGTCCCTACCTGGCT 

MCK enhancer (−1340) GCTCCTGTCATATTGTGTCCTGCT TTATAACCAGGCATCTCGGGTGTC 
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图 1  C2C12 细胞分化 
A：分化 0 d的形态; B：分化 3 d的形态; C：分化 7 d的形态。图像放大 200倍。 
 
基本分化为多核细胞, 形成条状肌管(图 1)。 

2.2  C2C12 细胞分化过程中 MyHC、Myogenin、
MCK和 P-AKT蛋白的表达 

C2C12细胞分化 0 d、1 d、3 d、5 d、7 d检测
MyHC、Myogenin、MCK 蛋白表达, 发现蛋白表达
水平逐渐升高(图 2)。在这个过程中 P-AKT 蛋白表
达水平也逐渐升高, T-AKT 蛋白表达没有发生变化
(图 3)。 

 

 
 

图 2  C2C12 细胞分化过程中 MyHC、Myogenin、      
MCK 蛋白表达 

 
 

图 3  C2C12 细胞分化过程中 P-AKT 蛋白的表达 
 

2.3  PI3K/AKT 激活剂和抑制剂处理分化 3 d 的
C2C12细胞相关蛋白的表达 

添加 PI3K/AKT 激活剂 IGF-1 刺激分化 3 d 的
C2C12细胞 24 h后, Western blotting检测, P-AKT、
UTX、Myogenin 和 MCK 蛋白表达水平与对照组相
比都显著升高 , T-AKT 蛋白表达没有发生变化 ; 
PI3K/AKT 抑制剂 Ly294002 处理后, 结果与其相反
(图 4)。 

2.4  组蛋白 H3K27me3富集 

ChIP实验检测 Myogenin基因启动子、MCK基 
 

 
 

图 4  C2C12 细胞分化过程中添加 PI3K/AKT 激活剂和抑制剂相关蛋白的表达 
A：P-AKT蛋白的表达; B：UTX蛋白的表达; C：Myogenin蛋白的表达; D：MCK蛋白的表达。 
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因启动子和增强子区 H3K27me3 的富集度。PI3K/ 
AKT 信号通路抑制剂 Ly294002 和激活剂 IGF-1 分
别处理分化 0 d 的 C2C12 细胞 24 h 和分化 3 d 的
C2C12 细胞 24 h。检测发现 , 在这些位点 , 用
Ly294002处理 H3K27me3富集与对照的比值明显升
高,  用 IGF-1 处理后, H3K27me3 富集与对照的比
值明显降低(图 5)。 

3  讨 论  

肌肉分化是一个复杂过程, 受多条细胞信号转
导通路的调控, 其中 PI3K/AKT 信号通路是非常关
键的一条。AKT是一种丝氨酸/苏氨酸激酶, 可以通
过催化自身丝氨酸 Ser473 和苏氨酸 Thr308 位点的
磷酸化被激活, 在细胞的生长、增殖、分化、凋亡
等生命活动中起着重要的作用[7,8]。早在 1999 年已
经研究发现, 肌浆蛋白的形成离不开 PI3K/AKT 信
号通路的调控[9]。添加 PI3K/AKT信号通路激活剂处
理 C2C12细胞可以促进肌肉的分化和肥大[10], 加入
PI3K/AKT 信号通路抑制剂处理 C2C12 细胞抑制骨
骼肌的分化, 这与我们的实验结果一致, 而且细胞
分化过程中加入 PI3K/AKT 激活剂或抑制剂后, 检
测 P-AKT 表达变化与 Myogenin、MCK 基因蛋白表
达变化趋势是一致的, 重新验证了 PI3K/AKT 信号

通路在调控骨骼肌分化中的重要作用。 
骨骼肌分化过程除了需要在全基因组水平上进

行重新编程启动、维持新的基因表达模式外, 在分
化过程中特定位点组蛋白修饰的改变对基因的激活

或抑制也具有重要作用  [11]。染色质水平上 PI3K/ 
AKT 信号通路调控骨骼肌分化的机制已有报道, 加
入 PI3K/AKT 信号通路抑制剂可以减少骨骼肌调控
基因染色质区组蛋白乙酰化水平, 从而抑制骨骼肌
分化[5]。全基因组分析表明, 在基因转录的起始区如
果出现 H3K27me3 的表观修饰, 基因表达就会受到
抑制[12]。已有文献报道, 在人的胚胎成纤维细胞的
Myogenin 基因和肌肉干细胞的 MCK 基因位点都存
在 H3K27me3 标记[5]。为验证 H3K27me3 是否参与
调控骨骼肌分化, 我们在 C2C12 细胞分化 0 d 和分
化 3 d 后, 添加 PI3K/AKT 激活剂 IGF-1, 检测到
H3K27me3在 Myogenin基因启动子区和 MCK 基因
启动子及增强子区富集与对照相比降低 ,  添加
PI3K/AKT抑制剂, 检测到H3K27me3在这些位点富
集与对照相比升高。所以在骨骼肌肌细胞分化开始

和分化过程中, H3K27me3 都参与骨骼肌分化的调
控, 而且 H3K27me3 在骨骼肌分化特异基因位点的
富集的变化趋势也基本一致, 这说明, 虽然在分化
开始 Myogenin和 MCK 基因没有被激活表达, 但是 

 

 
 

图 5  H3K27me3 在 Myogenin 基因启动子、MCK 基因启动子和增强子区的富集度 
A：PI3K/AKT信号通路抑制剂 Ly29400处理分化 0 d的 C2C12细胞 24 h; B：PI3K/AKT信号通路抑制剂 Ly29400处理分化 3 d的 C2C12
细胞 24 h; C：PI3K/AKT信号通路激活剂 IGF-1处理分化 0 d的 C2C12细胞 24 h; D：PI3K/AKT信号通路激活剂 IGF-1处理分化 3 d
的 C2C12细胞 24 h。灰色柱为不加任何药物 H3K27me3的富集度, 黑色柱为加入药物处理后 H3K27me3的富集度。 
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PI3K/AKT 信号通路仍然有调控作用 , 只有当
H3K27me3改变达到一定程度才能引起Myogenin和
MCK 基因活性的改变。H3K27me3在骨骼肌分化中
起的作用非常明显, PI3K/AKT信号通路调控组蛋白
H3K27me3 的机制还不是很清楚, 但组蛋白 H3K27
甲基化酶和去甲基化酶的发现为研究骨骼肌分化调

控机制提供了一个新的方向。在人的细胞系中, 研
究发现 IGF-1 可以激活 P-AKT, 磷酸化组蛋白
H3K27 甲基化酶 EZH2 第 21 位的丝氨酸, 降低
EZH2与 H3K27结合, 从而降低催化形成 H3K27三
甲基化, Ly294002 作用与之相反[13]。但 EZH2 只能
减少形成新的 H3K27me3, 但细胞染色质中原有存
在的H3K27me3的去甲基化则需要去甲基酶的调控, 
UTX作为组蛋白 H3K27me3去甲基化酶, 能够去除
H3K27 三甲基化, 使作用的下游靶基因由转录抑制
状态向转录激活状态转换 [14]。骨骼肌分化过程中 , 
添加 PI3K/AKT激活剂 IGF-1, UTX表达升高, 但不
是很明显, 添加 PI3K/AKT 抑制剂 Ly294002, UTX
表达降低 , 所以我们推测骨骼肌分化过程中 , 
PI3K/AKT 信号转导通路的调控 Myogenin 和 MCK
基因表达, 其中一部分可能是通过调控组蛋白去甲
基化酶 UTX 表达改变 Myogenin 基因启动子区和
MCK 基因启动子及增强子区组蛋白 H3K27me3 的
富集来实现的。当然, PI3K/AKT信号通路调控 UTX
的过程中, 跟组蛋白相关的其他甲基化酶和去甲基
化酶也可能参与调控, 这有待于进一步的研究。 

本研究揭示了骨骼肌细胞分化过程中 PI3K/ 
AKT 信号通路对肌肉特异分化基因 Myogenin 和
MCK 基因表达的调控, 为深入了解染色质水平上骨
骼肌发育、分化的机制提供了新的理论依据和手段。 
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