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Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因敲除对哺乳期幼鼠骨骼肌生长的影响
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　　［摘要］　目的　构建稳定的肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）基因敲除小鼠模型，观察敲除
ＭＳＴＮ基因对哺乳期幼鼠骨骼肌生长的影响，并初步探讨其相关机制。方法　采用 ＣｒｅＬｏｘＰ系统建立
ＭＳＴＮ基因敲除的小鼠模型，通过ＰＣＲ法鉴定子代小鼠基因型；比较ＭＳＴＮ基因敲除后小鼠体质量及腿
部骨骼肌质量的变化；免疫荧光法检测野生型小鼠与 ＭＳＴＮ基因敲除小鼠腿部骨骼肌纤维横截面积；
ｑＰＣＲ法检测ＭＳＴＮ基因敲除小鼠Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ的表达。结果　ＰＣＲ结果显示：子代小鼠
的基因型符合 ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋ＭＣＫＣｒｅ＋／－；与野生型小鼠（ＷＴ）相比，ＭＳＴＮ敲除小鼠（ＫＯ）体质量及骨
骼肌质量显著增加，在出生第７、２１天差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），腿部骨骼肌纤维显著增粗，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；而 ＭＳＴＮ基因敲除后小鼠 Ａｔｒｏｇｉｎ１和 ＭｕＲＦ１的 ｍＲＮＡ表达较野生型
小鼠显著降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　利用 ＣｒｅｌｏｘＰ系统成功建立稳定的 ＭＳＴＮ基
因敲除的小鼠模型，该小鼠腿部骨骼肌纤维增粗，其质量以及小鼠体质量显著增加，其机制可能与泛素

连接酶Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１的表达下调有关。
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　　肌肉生长抑制素（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）又名生长分化
因子８（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８，ＧＤＦ８），属于转化
生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超家
族成员［１］。１９９７年 ＭＳＴＮ首次被 Ｍｃｐｈｅｒｒｏｎ等［２］发

现，它主要在骨骼肌中表达，控制成肌细胞的增殖和分

化，是骨骼肌发育过程的一个重要负性调控因子。研

究发现：敲除ＭＳＴＮ基因或 ＭＳＴＮ自然突变会导致哺
乳动物（鼠、兔、猪、牛等）骨骼肌纤维数量增多，肌细

胞肥大，出现“双肌”表型。目前有大量关于成年

ＭＳＴＮ敲除动物的研究，成年 ＭＳＴＮ敲除动物的体质
量、肌肉质量增加，肌纤维增粗［１，３－５］。导致该表型的

可能机制在于过表达ＭＳＴＮ基因会导致生肌调节因子
ＭｙｏＤ和 Ｐａｘ３的表达下调以及肌萎缩相关基因
Ａｔｒｏｇｉｎ１，ＭｕＲＦ１和ＥＲＫ１／２的表达上调，从而使肌纤
维数量减少，体积减小。近年来，随着研究的不断深

入，有研究发现ＭＳＴＮ除了影响骨骼肌的发育，还对脂
肪分化、脂质聚集有一定的抑制作用，且与肌肉萎缩

症、ＡＩＤＳ、心力衰竭等肌肉相关的疾病有关［６－９］。因

此，研究 ＭＳＴＮ基因的功能及其调控机制不仅有助于
阐明骨骼肌生长发育和相关的调控机理，而且对肌肉

相关疾病的诊断、治疗和预后有非常重要的临床意义。

目前，利用各种基因敲除技术研究 ＭＳＴＮ基因功能的
报道很多，但主要是成年鼠的研究。本研究拟利用

ＣｒｅｌｏｘＰ技术构建 ＭＳＴＮ基因敲除小鼠模型，研究
ＭＳＴＮ基因敲除对哺乳期幼鼠骨骼肌生长的影响，并
初步探讨其相关机制，为后续进行 ＭＳＴＮ基因的功能
研究提供一个良好的平台。

１　材料与方法

１．１　转基因鼠
　　ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／－和 ＭＣＫＣｒｅ＋／－基因鼠通过北京
维通利华实验动物技术有限公司从美国Ｊａｃｋｓｏｎｌａｂ购
买，货号分别为０１２６８５和００６４０５。关于两种转基因
鼠的属性详见 Ｊａｃｋｓｏｎｌａｂ网站介绍（ｈｔｔｐ：／／ｊａｘｍｉｃｅ．
ｊａｘ．ｏｒｇ／ｓｔｒａｉｎ／０１２６８５．ｈｔｍｌ，ｈｔｔｐ：／／ｊａｘｍｉｃｅ．ｊａｘ．ｏｒｇ／
ｓｔｒａｉｎ／００６４０５．ｈｔｍｌ）。
１．２　主要试剂
　　ＤＮＡ提取试剂盒购自美国 ＫＡＰＡ公司；逆转录试
剂盒购自日本ＴａＫａＲａ公司；ＳＹＢＲＭｉｘ、ＴＲＩｚｏｌ购自美
国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；Ｌａｍｉｎｉｎ抗体购自美国Ｓｉｇｍａ
公司；引物由上海生工生物有限公司合成；牛血清白蛋

白购自武汉博士德生物工程有限公司；免疫荧光染色

试剂盒抗兔 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、抗荧光淬灭剂购自碧云
天生物技术研究所；枸橼酸盐抗原修复液购自北京中

杉生物技术有限公司。

１．３　肌肉中ＭＳＴＮ基因敲除小鼠模型构建
　　肌肉中ＭＳＴＮ基因敲除小鼠模型的构建过程如图
１所示。图１Ａ为两个品系基因鼠的转基因示意图：
ＭＳＴＮｌｏｘＰ基因鼠是在ＭＳＴＮ基因外显子３两端插入
ｌｏｘＰ片段；ＭＣＫＣｒｅ基因鼠是将 ＭＣＫ（一种肌肉特异
性肌酐激酶，又称 Ｃｋｍｍ）的启动子和 Ｃｒｅ相连，克隆
到小鼠染色体上。由于ＭＣＫ只在骨骼肌细胞中表达，
因此，只有骨骼肌细胞中的Ｃｒｅ能够被启动，从而发挥
Ｃｒｅ对ｌｏｘＰ的切除作用，特异地敲除骨骼肌细胞内
ＭＳＴＮ基因。图１Ｂ展示了 ＭＳＴＮ基因敲除小鼠的培
育过程：ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋小鼠与 ＭＣＫＣｒｅ＋／－小鼠杂

交，得到ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／－ＭＣＫ－Ｃｒｅ＋／－小鼠，用该基因
型小鼠与ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋小鼠再次杂交则有可能获得

基因型为ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋ＭＣＫＣｒｅ＋／－的实验小鼠。
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Ａ：两个品系基因鼠的转基因示意图；Ｂ：ＭＳＴＮ基因敲除小
鼠的培育过程 红色代表ｌｏｘＰ，灰色代表Ｃｒｅ
图１　肌肉中ＭＳＴＮ基因特异性敲除鼠模型的培育示意图

１．４　基因型鉴定
　　操作步骤：（１）小鼠耳洞打孔做标记；（２）剪取小
鼠尾巴０．５～１．０ｃｍ；（３）ＤＮＡ提取及ＰＣＲ：按照ＫＡＰＡ
ＨＳＭｏｕｓｅＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇＫｉｔ说明书进行操作。实验所用
引物包括 ＭＳＴＮＬｏｘＰ（上游：５′ＧＣＴＧＣＡＡＡＣＣＡＴＣＣＡ
ＴＴＣＴＡＡ３′，下 游：５′ＴＣＡＡＴＣＧＴＴＣＡＴＣＣＴＡＡＣＡＧＧ
３′，３００ｂｐ）、ＭＣＫＣｒｅ（上游：５′ＡＣＡＡＡＡＧＧＴＴＴＴＧＣ
ＣＣＴＣＣＴ３′，下游：５′ＡＣＡＡＡＡＧＧＴＴＴＴＧＣＣＣＴＣＣＴ３′，
６５０ｂｐ）以及内参 ＩＰＣ（上游：５′ＣＡＡＡＴＧＴＴＧＣＴＴＧＴ
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ＣＴＧＧＴＧ３′，下游：５′ＧＴＣＡＧＴＣＧＡＧＴＧＣＡＣＡＧＴＴＴ３′，
２００ｂｐ）。ＰＣＲ反应：ＫＡＰＡＭｉｘ１２．５μＬ、上下游引物各
１．２５μＬ、样品 ＤＮＡ１μＬ、加 ｄｄＨ２Ｏ至总体积２５μＬ。
反应条件为９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃ 变性１５ｓ，６０℃
退火１５ｓ，７２℃延伸１０ｓ，共３５个循环，７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ，４℃保持；（４）电泳：根据电泳条带确定小鼠的
基因型。

１．５　小鼠体质量与骨骼肌质量检测
　　在特定时间点（第０、７、１４、２１天）分别称量野生
型和ＭＳＴＮ基因敲除组小鼠的体质量，并进行比较；待
２１ｄ断奶时取小鼠腿部股四头肌、腓肠肌和胫骨前
肌，称取质量，并测量胫骨长度，各块肌肉再分别与胫

骨长度标化，比较小鼠肌肉质量。

１．６　采用 ＲＴｑＰＣＲ检测股四头肌 Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１
表达

　　使用ＴＲＩｚｏｌ法提取小鼠股四头肌总ＲＮＡ，用核酸
蛋白检测仪测定样品 ＲＮＡ纯度和浓度，Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）在１．８～２．０为合格样本。将 ｍＲＮＡ反转录
为ｃＤＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ检测肌肉萎缩盒Ｆ基因（ｍｕｓｃｌｅａｔ
ｒｏｐｈｙＦｂｏｘ，ＭＡＦｂｘ，Ａｔｒｏｇｉｎ１）（上游：５′ＧＣＡＡＡ
ＣＡＣＴＧＣＣＡＣＡＴＴＣＴＣＴＣ３′，下 游：５′ＣＴＴＧＡＧＧＧＧＡ
ＡＡＧＴＧＡＧＡＣＧ３′，９３ｂｐ）、肌肉环状指基因１（ｍｕｓｃｌｅ
ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒ１，ＭｕＲＦ１）（上游：５′ＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＣＡＴ
ＣＡＴＴＧＡＣＡＴ３′，下游：５′ＣＡＴＣＧＧＧＴＧＧＣＴＧＣＣＴＴＴ
３′，７６ｂｐ）的表达，反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，
６０℃ ３０ｓ，总４０个循环。以βａｃｔｉｎ（上游：５′ＧＴＧＣ
ＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ３′，下游：５′ＡＴＧＣＣＡＣＡＧ
ＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ３′，１７４ｂｐ）为内参，采用 ２－△△Ｃｔ法相
对定量，每组设２个复孔，重复３次，计算平均值。
１．７　免疫荧光法检测肌纤维横截面积
　　分别在２１ｄ将野生型和 ＭＳＴＮ基因敲除组小鼠
颈椎脱臼处死，固定双下肢，用镊子、剪刀剥离皮毛暴

露腿部肌肉，取股四头肌样品，１０％福尔马林固定，包
埋制成５μｍ厚的石蜡切片。切片经脱蜡处理后进行
抗原修复９２℃ １５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后用５％牛血清白蛋
白封闭１５ｍｉｎ，倒掉封闭液，加入一抗 Ｌａｍｉｎｉｎ（兔源，
浓度１∶２００）４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗后二抗 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８（抗兔，浓度１∶３００）３７℃孵育１ｈ，然后ＰＢＳ
漂洗后抗荧光淬灭剂封片，奥林普斯 ＢＸ５１荧光显微
镜下高倍视野观察照相。ＩｍａｇｅＪ１．４１软件计算股四
头肌纤维横截面积。

１．８　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示；采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图，ＳＰＳＳ
１９．０统计软件进行数据分析；组间比较采用两独立样
本ｔ检验，Ｐ＜０．０５定为差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　肌肉中ＭＳＴＮ基因敲除小鼠的鉴定
　　肌肉中 ＭＳＴＮ基因特异性敲除鼠的基因型为
ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋ＭＣＫＣｒｅ＋／－，鉴定如图１所示。若 ＰＣＲ
产物仅３００ｂｐ条带，说明基因型为 ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋，即
ｌｏｘＰ纯合子（图Ａ中条带５）；若ＰＣＲ产物出现３００ｂｐ
和３６３ｂｐ条带，说明基因型为 ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／－，即 ｌｏｘＰ
杂合子（图 Ａ中条带２、３、６、７）；若 ＰＣＲ产物仅出现
３６３ｂｐ条带，说明基因型为 ＭＳＴＮｌｏｘＰ－／－，即为野生
型小鼠（图 Ａ中条带 １、４）。同理，若 ＰＣＲ扩增出
６５０ｂｐ条带，说明含有 ＭＣＫＣｒｅ（图 Ｂ中条带 ｂ、ｃ、ｄ、
ｅ、ｇ），反之，则为野生型小鼠（图 Ｂ中条带 ａ、ｆ）。因
此，若 ＰＣＲ扩增既表现为 ｌｏｘＰ纯合型又含有 ＭＣＫ
Ｃｒｅ，则表示其为 ＭＳＴＮ基因敲除小鼠，基因型为
ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋ＭＣＫＣｒｅ＋／－。
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Ａ：ｌｏｘＰ基因型鉴定　１、４：野生型（ＷＴ）；２、３、６、７：ｌｏｘＰ杂
合型（ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／－）；５：ｌｏｘＰ纯合型（ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋）；
Ｂ：Ｃｒｅ基因型鉴定　Ｍ：６００ｂｐＤＮＡ标准；ａ、ｆ：野生型
（ＷＴ）；ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｇ：ＭＣＫＣｒｅ＋／－

图２　ＰＣＲ法鉴定肌肉中ＭＳＴＮ基因特异性敲除鼠基因型

２．２　敲除ＭＳＴＮ基因对小鼠体质量的影响
　　仔鼠经鉴定分型后，分别在不同时间点（出生０、
７、１４、２１ｄ）对野生型对照组（ＷＴ）和 ＭＳＴＮ基因敲除
组（ＫＯ）观察称量，ＭＳＴＮ基因敲除组小鼠从出生第
１天开始体质量高于对照组，在第７、２１天 ＭＳＴＮ基因
敲除组体质量明显高于对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图３）。表明敲除ＭＳＴＮ使小鼠体质量显著
增加。

２．３　敲除ＭＳＴＮ基因对小鼠骨骼肌质量的影响
　　与野生型对照组（ＷＴ）相比，ＭＳＴＮ基因敲除组
（ＫＯ）腿部股四头肌、腓肠肌、胫骨前肌的质量明显增
加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ａ），且分别与
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胫骨长度标准化后，ＫＯ组腿部股四头肌、腓肠肌、胫
骨前肌质量显著高于 ＷＴ组，两者差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。
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图３　ＭＳＴＮ基因特异性敲除小鼠与野生型小鼠

生长体质量变化
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Ａ：ＷＴ组和ＫＯ组腿部肌肉质量比较；Ｂ：ＷＴ组和ＫＯ组腿
部肌肉质量分别与胫骨长度标化后进行比较　ａ：Ｐ＜
００１，与ＷＴ组比较；ＭＷ：肌肉质量；ＴＬ：胫骨长

图４　ＭＳＴＮ基因特异性敲除小鼠与野生型小鼠
腿部肌肉质量变化

２．４　敲除ＭＳＴＮ基因对小鼠肌纤维大小的影响
　　荧光显微镜下（４０×）观察股四头肌石蜡切片
（图５Ａ、Ｂ），经Ｌａｍｉｎｉｎ染色后，形态上 ＭＳＴＮ基因敲
除小鼠（ＫＯ）肌纤维与野生型小鼠（ＷＴ）相比，肌纤维
显著增粗；利用ＩｍａｇｅＪ１．４１软件计算两组小鼠肌纤维
横截面积，从肌纤维分布（图５Ｃ）发现，与 ＷＴ组相比，

ＫＯ组肌纤维分布明显向右偏移，表示横截面积大的肌
纤维数量比例增多；ＫＯ组肌纤维横截面积均值较 ＷＴ
组增大了１４９．１８％，差异具有统计学意义［（１５３５４６±
４１１．６７）μｍ２ｖｓ（６１６．２２±１７９．０９）μｍ２，Ｐ＜０．０１］。
表明敲除 ＭＳＴＮ会使小鼠骨骼肌纤维显著增粗（肌
肥大）。
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Ａ：ＷＴ组；Ｂ：ＫＯ组；Ｃ：肌纤维分布
图５　免疫荧光观察敲除ＭＳＴＮ基因对小鼠肌纤维

大小的影响

２．５　敲除ＭＳＴＮ基因对小鼠肌肉相关基因表达的影响
　　ｑＰＣＲ检测 Ａｔｒｏｇｉｎ１和 ＭｕＲＦ１表达，发现 ＭＳＴＮ
基因敲除组（ＫＯ）的 Ａｔｒｏｇｉｎ１和 ＭｕＲＦ１表达显著低
于对照组，差异具有统计学意义（ＷＴ）［（１．００±００５）ｖｓ
（０．３０±０．０４）、（１．０１±０．１５）ｖｓ（０．３１±０．０７），Ｐ＜
０．０１］。Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１均属于泛素蛋白连接酶，
它们与骨骼肌蛋白质的分解代谢关系最为密切。因此，

敲除ＭＳＴＮ后小鼠的体质量增加，原因可能与Ａｔｒｏｇｉｎ１
和ＭｕＲＦ１的ｍＲＮＡ水平显著下调从而使骨骼肌的分
解代谢减少有关。

３　讨论

　　基因编辑技术是对基因进行精确定点改造的一项
新手段，也是研究基因生物学功能的一个重要方法。

该技术具有构建时间短、花费成本低、应用范围广等优

点。目前常用的基因编辑技术有 ＣｒｅｌｏｘＰ重组酶系
统、锌指蛋白核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）、类转
录激活样因子效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ
１ｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ）和成簇规律间隔短回文
重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎ
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ｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＲＩＳＰＲ）
技术等，其中对于转基因动物的构建应用最广泛的是

ＣｒｅｌｏｘＰ重组酶系统［１０］。ＣｒｅＬｏｘＰ重组酶系统包括
Ｃｒｅ重组酶和含ＬｏｘＰ位点的基因两个组成部分，其原
理是Ｃｒｅ重组酶首先识别同向排列的３４ｂｐ大小ＬｏｘＰ
序列，然后将两个位点之间的序列删除，造成移码突

变，使目的基因不表达或无功能表达从而达到敲除基

因的目的［１１］。本研究将引进的ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／－小鼠采

用自交和回交的方法得到基因型为 ＭＳＴＮｌｏｘＰ＋／＋

ＭＣＫＣｒｅ＋／－的小鼠，成功地构建了 ＭＳＴＮ基因敲除的
小鼠模型，为下一步进行该基因功能研究创造了一个

良好平台。

　　ＭＳＴＮ作为ＴＧＦβ超家族成员之一，对于骨骼肌
的发育至关重要。相关研究表明，ＭＳＴＮ基因的缺失
会使其对成肌细胞增殖和分化的抑制作用消失，在动

物上表现出明显的双肌表型［１２－１３］。与普通动物相比，

含有双肌表型的动物不仅生长速度快、瘦肉含量高、脂

肪低等特点，还具有采食量低、饲料利用率高等特

点［１４－１６］。因此，在畜牧业方面，敲减或敲除 ＭＳＴＮ基
因已经成为培育高产肉量家畜品种的一种有效技术手

段。ＧｕｏＴ等［１７］研究表明，敲除 ＭＳＴＮ使小鼠肌肉含
量增加，脂肪含量减少，其原因可能与 Ｍｓｔｎ－／－小鼠的
葡萄糖利用率和胰岛素敏感性增加有关。与上述研究

结果一致，本研究将小鼠ＭＳＴＮ基因敲除后，其体质量
显著增加，同时免疫荧光结果显示敲除 ＭＳＴＮ会使小
鼠骨骼肌纤维显著增大。此外，关于肌肉表型与小鼠

性别的关系，我们研究发现，与野生型小鼠相比，ＭＳＴＮ
基因敲除后雌雄小鼠体质量及骨骼肌质量均有增加，

且有统计学差异，而敲除组中雌雄两种性别小鼠相比，

体质量却无统计学差异（具体数据未列出），说明敲除

ＭＳＴＮ后，雌雄两种性别小鼠均存在肌肉表型。因此，
文中后续研究并未区分雌雄小鼠性别。

　　ＭＳＴＮ由３７６个氨基酸组成，包含３个外显子和２
个内含子，结构具有典型的 ＴＧＦβ家族特征。活化的
ＭＳＴＮ可与细胞膜上的ａｃｔｉｖｉｎⅡＡ型受体（ＡｃｔＲⅡＡ）
或ＡｃｔＲⅡＢ结合，通过信号通路进入细胞核，从而对
靶基因进行调控。ＭＳＴＮ参与的信号通路主要有三
条：第一条是Ｓｍａｄ途径。ＭＳＴＮ与ＡｃｔＲⅡＢ结合后，
导致Ｓｍａｄ磷酸化使 Ｓｍａｄ７与其相结合并转入细胞
核，从而抑制生肌调节因子 ＭＲＦ家族成员如 ＭｙｏＤ、
Ｍｙｆ５等的表达，进而抑制肌细胞的分化。第二条是
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｆｏｘｏ途径。ＭＳＴＮ可通过调控 ＩＧＦ１抑制
ＰＩ３Ｋ的活性，从而使 ＡＫＴ磷酸化减少，叉头型转录因
子（Ｆｏｘｏ）表达上调，进而诱导 Ｅ３泛素连接酶 ＭｕＲＦ１
和Ａｔｒｏｇｉｎ１的表达增加，使肌球蛋白合成减少。第三

条是ＭＡＰＫ途径。ＭＳＴＮ可分别通过ＪＮＫ／Ｐ３８ＭＡＰＫ／
ＥＲＫ１／２途径进入细胞核，抑制肌肉增生相关基因的表
达。另外，ＭＳＴＮ还能调控肌腱组织的结构与功能。
ＭＳＴＮ缺失型动物的肌腱较野生型的小，且 Ｉ型胶原
表达量以及成纤维细胞的密度均低，容易造成动物肌

肉拉伤［１８］。

　　为了进一步研究ＭＳＴＮ敲除导致小鼠骨骼肌纤维
及体质量变化的具体机制，本研究采用 ｑＰＣＲ法检测
了肌肉中相关基因的表达，发现 ＭＳＴＮ敲除组小鼠中
泛素连接酶Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ的表达水平较
野生型小鼠显著降低，分别降低了７０％和６９％。骨骼
肌含量的维持主要通过两种方式：蛋白质合成和降解。

体内蛋白质降解主要有３种途径：溶酶体蛋白酶体途
径、泛素蛋白酶体途径和钙依赖蛋白酶体途径。参与
泛素蛋白酶体途径的泛素连接酶ＭｕＲＦ１和Ａｔｒｏｇｉｎ１，
受Ａｋｔ／Ｆｏｘｏ信号通路的调控。而 ＭＳＴＮ激活后可抑
制 Ｐ１３Ｋ 活 性 以 及 Ａｋｔ的 磷 酸 化，从 而 激 活
Ｆｏｘｏ［１９－２０］。本研究将小鼠ＭＳＴＮ敲除后，由于可能解
除了ＭＳＴＮ对 ＰＩ３Ｋ活性的抑制，促进了 Ａｋｔ的磷酸
化，从而抑制了Ｆｏｘｏ的活性，导致泛素连接酶ＭｕＲＦ１
和 Ａｔｒｏｇｉｎ１表达下调，最终导致蛋白降解减少。因
此，敲除小鼠ＭＳＴＮ会导致小鼠骨骼肌纤维增粗，体质
量增加。此外，ＺｈｕＸ等［２１］研究发现，虽然敲除 ＭＳＴＮ
基因导致了大鼠骨骼肌纤维数量增多，肌纤维增粗，但

其肌肉力量反而减弱。其可能的机制主要有两个方

面：一方面，ＭＳＴＮ失活后会解除其对肌肉增生相关基
因表达的抑制，从而使动物骨骼肌增生或肌细胞肥大；

另一方面，ＭＳＴＮ基因缺陷却会造成肌肉中线粒体
ＤＮＡ减少，使肌肉有氧呼吸减弱，进而导致肌力下降。
Ａｍｔｈｏｒ等［２２］研究发现 ＭＳＴＮ突变型小鼠虽然肌纤维
数量大量增加，但肌肉的最大强直性张力并没有增加，

且肌肉收缩与舒张速率增加，肌肉力量减弱。

　　下一步我们还将继续检测Ｐａｘ７、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＤ等生
肌相关调节因子以及 Ｓｍａｄ和 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的
表达情况，验证 ＭＳＴＮ基因敲除后小鼠肌力及肌张力
等肌肉功能的变化，以便更深入了解敲除 ＭＳＴＮ后导
致小鼠骨骼肌生长的相关机制。

　　综上所述，本研究利用 ＣｒｅｌｏｘＰ系统成功构建了
ＭＳＴＮ基因敲除的小鼠模型，并发现敲除 ＭＳＴＮ使哺
乳期幼鼠骨骼肌纤维增粗，体质量增加，其机制可能与

泛素连接酶ＭｕＲＦ１和Ａｔｒｏｇｉｎ１的表达下调有关。该
研究结果将为下一步进行ＭＳＴＮ功能的研究提供一个
良好的平台，也为后续进一步研究 ＭＳＴＮ调控骨骼肌
生长的具体机制打下了基础。

５０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）
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ｍｕｓｃｌｅ，ｂｕｔｎｏｔａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｄｅｃｒｅａｓｅｓｆａｔｍａｓｓａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅｓｉｎｓｕｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００９，４（３）：
ｅ４９３７．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０００４９３７

［１８］ＭｅｎｄｉａｓＣＬ，ＢａｋｈｕｒｉｎＫＩ，ＦａｕｌｋｎｅｒＪＡ．Ｔｅｎｄｏｎｓｏｆｍｙｏ
ｓｔａｔｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅａｒｅｓｍａｌｌ，ｂｒｉｔｔｌｅ，ａｎｄｈｙｐｏｃｅｌｌｕｌａｒ
［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００８，１０５（１）：３８８－
３９３．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．０７０７０６９１０５

［１９］ＳｔｅｃｕｌｏｒｕｍＳＭ，ＲｕｕｄＪ，ＫａｒａｋａｓｉｌｉｏｔｉＩ，ｅｔａｌ．ＡｇＲＰＮｅｕ
ｒｏｎｓＣｏｎｔｒｏｌＳｙｓｔｅｍｉｃＩｎｓｕｌｉｎＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｖｉａＭｙｏｓｔａｔｉｎＥｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢｒｏｗｎＡｄｉｐｏｓｅＴｉｓｓｕｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１６，１６５
（１）：１２５－１３８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１６．０２．０４４

［２０］ＭｃｆａｒｌａｎｅＣ，ＰｌｕｍｍｅｒＥ，ＴｈｏｍａｓＭ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｓｔａｔｉｎｉｎ
ｄｕｃｅｓｃａｃｈｅｘｉａｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｓｙｓｔｅｍ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ＮＦｋａｐｐａＢｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ， ＦｏｘＯ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００６，２０９（２）：５０１－５１４．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．２０７５７

［２１］ＺｈｕＸ，ＨａｄｈａｚｙＭ，ＷｅｈｌｉｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅ
ｍｙｏｓｔａｔｉｎｐｒｏｄｕｃｅｓｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｗｉｔｈｏｕｔｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｉｎｍｕｓ
ｃｌｅ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２０００，４７４（１）：７１－７５．ＤＯＩ：１０．
１０１６／Ｓ００１４５７９３（００）０１５７０２

［２２］ＡｍｔｈｏｒＨ，ＭａｃｈａｒｉａＲ，ＮａｖａｒｒｅｔｅＲ，ｅｔａｌ．Ｌａｃｋｏｆｍｙｏ
ｓｔａｔｉｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎｅｘｃｅｓｓｉｖｅｍｕｓｃｌｅｇｒｏｗｔｈｂｕｔｉｍｐａｉｒｅｄｆｏｒｃｅ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４（６）：
１８３５－１８４０．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．０６０４８９３１０４

（收稿：２０１６０９１８；修回：２０１６１１１０）
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