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#室温封闭

*H

!加一抗!

)m

冰箱过夜&洗膜后将膜孵育在含

二抗的
8\59

溶液中!室温下孵育
*H

!用
C>P

试剂

进行荧光显色!于
4E

V

H;W--#A=@H

成像系统中检测

及分析条带强度&

!

!

结
!

果

!D#

!

T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞最佳浓度的确定

利用
[

!8>B

检测不同质量浓度"

%&

*

%&&

和
%&&&

-

G

1

DP

b%

#

P85

刺激
>0>%0

肌管细胞
*&D$-

和
*H

时!

?08)

*

?JQ!

(

*

;

/

6((

和
I0!.

基因的转录情况&

结果显示!

P85

质量浓度为
%&&&-

G

1

DP

b%时!刺激

>0>%0

肌管细胞
*&D$-

后显著提高了细胞中
?JQ!

(

*

;

/

6((

和
I0!.

的
DBR4

转录量"

M

#

&'&6

或
M

#

&'&%

!图
%4

#'并且刺激
>0>%0

肌管细胞
*H

后极显

著提高了细胞中
?JQ!

(

和
I0!.

的
DBR4

转录量

"

M

#

&'&%

!图
%\

#&因此!

P85

刺激
>0>%0

肌管细

胞的最佳质量浓度为
%&&&-

G

1

DP

b%

&

"

'

差异显著"

M

#

&'&6

#'

""

'

差异极显著"

M

#

&'&%

#&下同

"

':=;-,"$TT=<,$

G

-$T$@;-AE

S

"

M

#

&'&6

#'

""

':=;-,H$

G

HE

S

"$TT=<,$

G

-$T$@;-AE

S

"

M

#

&'&%

#

'9H=,;D=;,J=E#I

图
#

!

不同质量浓度
T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞
'"6./

$

:

%和
'3

$

X

%后
(H)%

&

(<;7

#

&

B

F

GII

和
9H7$

基因转录情况

C.

+

D#

!

N*-,79,

G

,/9,/;,44,2;*4T(<*/;3,60R:;)1/-2).

G

;.*/*4(H)%

'

(<;4

!

'

B

F

GII1/99H4$

+

,/,-1;'"6./

$

:

%

1/9'3

$

X

%

./K!K#!6

>

*;=@,-

.1*
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P85

通过
4Z9

%

7MNM%

信号通路诱导
>0>%0

肌管细胞
;:8Q%

基因转录

!D!

!

#"""/

+

)

6T

_#

T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞对

B*;DE

和
B/);#

基因转录的影响

利用
B9!

[

8>B

方法分析
%&&&-

G

1

DP

b%

P85

刺激
>0>%0

肌管细胞不同时间点时"

&D$-

*

*&D$-

*

%H

*

*H

*

.H

*

%0H

和
0)H

#对
?JQ!

(

*

I0!%

1

*

I0!.

*

?08)

*

;!Q1S

和
;:8Q%

基因转录的影响&结果

显示!

%&&&-

G

1

DP

b%的
P85

刺激
>0>%0

肌管细

胞
*H

时极显著提高细胞中
?JQ!

(

和
I0!.

的
DB!

R4

转录"

M

#

&'&%

!图
0

#!

I0!%

1

和
?08)

的
DB!

R4

转录量在刺激
>0>%0

肌管细胞
%0H

后也出现

显著上调"

M

#

&'&6

或
M

#

&'&%

!图
0

#!说明
P85

刺

激
>0>%0

肌管细胞引起了细胞炎症反应&同时!

%&&&-

G

1

DP

b%的
P85

刺激
>0>%0

肌管细胞
%0H

后!

;:8Q%

的
DBR4

转录量则出现极显著上调

"

M

#

&'&%

!图
*

#!但
;!Q1SDBR4

转录量无显著

性差异&

图
!

!

#"""/

+

)

6T

_#

T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞不同时间点对
(<;7

#

&

9H7#

$

&

9H7$

和
(H)%

基因转录的影响

C.

+

D!

!

E.6,,44,2;-*4#"""/

+

)

6T

_#

T(<*/;3,60R:;)1/-2).

G

;.*/*4(<;7

#

'

9H7#

$

'

9H7$1/9(H)%./K!K#!

6

>

*;=@,-

图
'

!

#"""/

+

)

6T

_#的
T(<

刺激
K!K#!

细胞不同时间点对
B*;DE

和
B/);#

基因转录影响

C.

+

D'

!

E.6,,44,2;-*4#"""/

+

)

6T

_#

T(<*/;3,60R:;)1/-2).

G

;.*/*4B*;DE1/9B/);#./K!K#!6

>

*;=@,-

!D'

!

#"""/

+

)

6T

_#

T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞对

:AE

(

CUdU#

&

6EU0

和
('I

信号通路的影响

本试验为了进一步探究
P85

刺激
>0>%0

肌管

细胞引起
:?B7%

上调的机制!采用
3=,A=<-JE#A

方法检测
%&&&-

G

1

DP

b%

P85

刺激
>0>%0

肌管细

胞
%0H

后对
4Z9

%

7MNM%

*

8*(

和
D9MB

信号通

11*



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

路相关蛋白磷酸化的影响&结果显示!

P85

刺激

>0>%0

肌管细胞
%0H

后!

4Z9

和
7MNM%

蛋白的

磷酸化水平均显著低于对照组"图
)4

#&然而!

8*(

蛋白和
D9MB

通路相关蛋白"

D9MB

*

)C!\8%

*

V

1&

5.Z

#磷酸化水平与对照组相比无明显差异"图
)\

和
>

#&

图
%

!

T(<

刺激
K!K#!

肌管细胞对
:AE

&

CUdU#

&

('I

&

6EU0

&

%Q7X(#

和
G

&"

<$A蛋白磷酸化的影响

C.

+

D%

!

Q44,2;-*4T(<*/;3,

G

3*-

G

3*)

>

F1;.*/*4:AE

'

CUdU#

'

('I

'

6EU0

'

%Q7X(#1/9

G

&"

<$A

./K!K#!6

>

*;=@,-

'

!

讨
!

论

肌肉降解主要是肌肉蛋白质含量的减少!主要

涉及到泛素
!

蛋白酶体途径*自噬溶酶体降解途径!

以及
8W*Z

%

4Z9

*

8*(

%

:48Z

*

R7!

)

\

等多条信号

通路&目前有研究表明!

P85

可通过识别
9PB)

介

导激活炎性细胞因子从而导致肌肉蛋白的降解&

B'4'7<#,A

等(

.

)用
P85

与
W7R!

2

同时处理
>0>%0

小鼠成肌细胞!导致细胞蛋白质的合成率显著降低

了
(&_

&而
5'9'B?,,=EE

等(

1

)的研究证实仅用

P85

刺激
>0>%0

肌管细胞可使蛋白质合成率降低

.&_

&同时!

4']#

S

E=

等通过试验发现
P85

刺激

>0>%0

肌管细胞导致肌管直径减小了
0&_

并引起

了结构蛋白质表达量明显降低(

%6

)

&

本试验首先成功诱导
>0>%0

成肌细胞分化为

肌管细胞!之后用不同质量浓度"

%&

*

%&&

和
%&&&

-

G

1

DP

b%

#的
P85

刺激
>0>%0

肌管细胞建立细胞

炎症模型&通过利用
[

!8>B

检测
?08)

*

?JQ!

(

*

;

/

6((

和
I0!.

的基因转录量!确定
P85

最佳刺激

浓度为
%&&&-

G

1

DP

b%

&随后!

%&&&-

G

1

DP

b%的

P85

刺激
>0>%0

肌管细胞!

?JQ!

(

*

I0!%

*

I0!.

和

;:8Q%DBR4

转录均呈现极显著上调!提示
P85

成功诱导细胞炎症反应并加快肌管细胞的蛋白质降

解&然而!

;!Q1SDBR4

转录只有升高趋势!但没

有显著性差异&

^'8'P$

等(

%%

)研究发现
9R7!

(

通

过激活
8*(:48Z

信号通路上调
;!Q1S

基因表

达&因此!作者进一步检测了
P85

对
8*(

蛋白磷酸

化水平的影响!但未发现显著性差异&这一结果表

明
;!Q1S

基因表达主要受
8*(:48Z

信号通路

的调控&

8W*Z

%

4Z9

信号通路在肌肉蛋白质代谢过程

中起重要作用!通过调控下游
D9MB

*

V

1&

5.Z和
)C

结合蛋白
%

"

)C!\8%

#控制蛋白质的合成(

%.

)

&同时!

在饥饿或缺乏生长因子条件下!

4Z9

失活会导致

7MNM

去磷酸化而被激活释放!使其靶基因
;!QN

1S

和
;:8Q%

上调表达从而促进蛋 白质的降

解(

%0

!

%1

)

&为了进一步探究
P85

引起
>0>%0

肌管细

胞中
:?B7%

上调表达的机制!作者检测了
4Z9

%

D9MB

和
4Z9

%

7MNM%

信号通路相关蛋白质的变

化&结果 表 明
P85

刺 激 后
D9MB

*

)C!\8%

和

V

1&

5.Z蛋白磷酸化水平与对照组相比无明显差异!

提示
P85

对
8W*Z

%

4Z9

%

D9MB

信号通路无影响&

但
4Z9

和
7MNM%

磷酸化水平与对照组相比显著

降低&因此!推测在
>0>%0

肌管细胞中
P85

是通过

直接 抑 制
8W*Z

%

4Z9

%

7MNM%

信 号 通 路!导 致

7MNM

去 磷 酸 化 激 活 释 放!引 起 其 下 游 基 因

;:8Q%

的转录上调!从而促进了肌管蛋白的降解&

与我们的前期研究结果相一致!仔猪注射
P85

后

4Z9

和
7MNM%

磷酸化水平均明显降低!导致

(1*
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0
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!

妍等$

P85

通过
4Z9

%

7MNM%

信号通路诱导
>0>%0

肌管细胞
;:8Q%

基因转录

;!Q1S

和
;:8Q%

表达上调!从而促进蛋白质的降

解(

%(

)

&此外!

L'><#,,E;-"

等(

%/

)研究发现炎性细胞

因子
9R7!

(

*

WP!.

和
WP!%

1

可以通过调节
4Z9

%

7MNM

%泛素
!

蛋白酶体蛋白水解途径!诱导肌肉蛋

白质降解&

综上所述!本研究结果显示
P85

刺激
>0%0

肌

管细胞显著提高炎性细胞因子"

?JQ!

(

*

I0!.

和
I0!

%

1

#和
;:8Q%

基因转录!同时
P85

刺激
>0>%0

肌

管细胞
%0H

后
4Z9

和
7MNM%

磷酸化水平明显降

低&因此!结合文献与试验结果!推测
P85

刺激

>0>%0

肌管细胞导致大量炎性细胞因子"如
9R7!

(

*

WP!.

和
WP!%

1

#的产生!可通过抑制
4Z9

%

7MNM%

信号通路!导致
;:8Q%

转录上调!从而促进了肌管

蛋白的降解&

%

!

结
!

论

在
>0>%0

肌管细胞中进行炎症反应对肌管蛋

白降解基因
;!Q1S

和
;:8Q%

转录量的影响及其

调控机制的研究!发现采用
%&&&-

G

1

DP

b%的
P85

刺激
>0>%0

肌管细胞引起了炎性因子显著上调!且

;:8Q%

基因的转录量极显著上调!同时
P85

刺激

>0>%0

肌管细胞
%0H

后!导致
4Z9

和
7MNM%

蛋

白的磷酸化水平转录量显著降低&本研究的结果表

明
P85

刺激
>0>%0

肌管细胞通过抑制
4Z9

%

7MNM%

信号通路上调
;:8Q%

表达!从而加快蛋白

质的降解!为进一步研究炎症反应介导肌肉蛋白质

降解的机制提供了有益参考&
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