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　　［摘要］　目的　探究ＦｏｘＯ１不同磷酸化位点在低氧暴露下大鼠Ｌ６成肌细胞蛋白质合成和分解中
的调节作用。方法　构建ＦｏｘＯ１过表达、ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ａ／Ｄ、ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ａ／Ｄ、ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ａ／Ｄ位点的质粒，使用腺病毒
作为载体，分别感染分化后的大鼠Ｌ６骨骼肌细胞６ｈ，将细胞分别命名为 ｒＦｏｘＯ１、Ｔ２４Ａ、Ｔ２４Ｄ、Ｓ２５０Ａ、
Ｓ２５０Ｄ、Ｓ３１３Ａ、Ｓ３１３Ｄ，并对应分为７个转染组，以转染空白对照质粒作为对照组（ＥＧＦＰ），随后将各转
染组再分为常氧组（ｎｏｒｍｏｘｉｃｇｒｏｕｐ，Ｃ）和低氧组（ｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐ，Ｈ）。采用荧光共聚焦显微镜观察腺病
毒转染情况；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）结合多肽进行分析，并对泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）标记蛋
白和分解相关蛋白表达进行检测。结果　与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽（１．３８±
０．０６）、ｍＴＯＲ（１．５４±０．２１）和 ｐｍＴＯＲ（１．５７±０．３４）表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＥＧＦＰ组相比，
ＣＴ２４Ｄ组ｍＴＯＲ（１．３３±０．３５）和 ｐｍＴＯＲ（１．６０±０．４４）表达显著上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＴ２４Ｄ组相比，
ＨＴ２４Ｄ组ｍＴＯＲ表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣＳ２５０Ａ组蛋白质积累显著上升（Ｐ＜
０．０１），与 ＣＳ２５０Ａ组相比，ＨＳ２５０Ａ组蛋白质积累显著下降（Ｐ＜０．０５）。与 ＥＧＦＰ组相比，Ｓ３１３Ａ和
Ｓ３１３Ｄ组蛋白质积累差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＦｏｘＯ１通过上调 ｍＴＯＲ活性来增加蛋白质
合成，但受低氧调控；低氧下ＦｏｘＯ１经Ｔｈｒ２４和Ｓｅｒ２５０两个位点磷酸化来抑制机体中蛋白质合成。
　　［关键词］　 ＦｏｘＯ１；磷酸化位点；蛋白质合成；蛋白质分解；翻译表面感应
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　　高海拔地区具有高寒缺氧特征，大气中氧含量低，
人体暴露在高原低氧环境中易诱发心、脑、肺等多种脏

器损伤，也诱发骨骼肌萎缩［１］。随着社会发展进步，

进入高原旅游和工作的人越来越多，高原低氧对人体

的损害逐步受到重视。其中低氧暴露后机体中骨骼肌

丢失，运动能力下降，不仅困扰高原训练的运动员和教

练员［２］，还影响高原地区生活和工作人群的生产、生

活。近来研究发现，低氧下骨骼肌蛋白质合成分解失

衡可能是骨骼肌丢失的主要原因［１］。

　　叉头状转录因子 Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
Ｏ１，ＦｏｘＯ１）作为核转录因子，参与调节细胞增殖、凋亡
以及代谢等多种生理病理过程［３］。ＦｏｘＯ１在骨骼肌蛋
白质合成分解调控中发挥着关键作用。ＦｏｘＯ１结合肌
肉环状指基因１（ｍｕｓｃｌｅｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒ１，ＭｕＲＦ１）和肌肉
萎缩盒Ｆ基因（ｍｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙＦｂｏｘ，ＭＡＦｂｘ，Ａｔｒｏｇｉｎ１）
两个基因的启动子区域，增强两者表达［４］；同时这两

个基因是机体主要的降解系统［５］———泛素蛋白酶体
系统（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）中重要的限速
酶。ＦｏｘＯ１还直接或者间接作用于哺乳动物雷帕霉素
靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ），与细
胞外调节蛋白激酶１和２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ１ａｎｄ２，ＥＲＫ１／２）以及真核翻译起始因子 ４Ｅ
结合蛋白１（ｅＩＦ４Ｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，４ＥＢＰ１）等蛋白
一起调节骨骼肌蛋白质合成［６－７］。ＦｏｘＯ１活性受到自身
磷酸化／去磷酸化水平的调控，如ＦｏｘＯ１蛋白中３个高
度保守的磷酸化位点：Ｔｈｒ２４、Ｓｅｒ２５６和 Ｓｅｒ３１９（其中大
鼠为Ｔｈｒ２４、Ｓｅｒ２５０和 Ｓｅｒ３１３位点）［８］。磷酸化 ＦｏｘＯ１
与１４－３－３蛋白相互作用，使ＦｏｘＯ１被锚定在细胞质中，
阻止其向核内转位，从而抑制其转录激活作用［９］。

　　ＦｏｘＯ１是否参与低氧暴露下骨骼肌蛋白质合成分
解的调控尚不清楚，低氧下 ＦｏｘＯ１状态的改变是否与
其磷酸化／去磷酸状态有关，哪个磷酸化位点可能发挥
更重要的调节作用也不清楚。因此，本研究通过腺病

毒介导ＦｏｘＯ１三种磷酸化位点突变质粒到大鼠骨骼
肌细胞中表达，比较低氧和常氧下骨骼肌蛋白质合成

和分解情况，探讨ＦｏｘＯ１磷酸化位点对低氧诱导的骨
骼肌蛋白质合成分解的调节作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　大鼠Ｌ６细胞购于上海中桥新舟生物科技有限公
司；腺病毒由广州云舟生物科技有限公司提供；ＤＭＥＭ
培养基、胎牛血清、马血清和 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ购自 Ｇｉｂｃｏ；抗
体信息：ｐｕｒｏｍｙｃｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，Ａ１１１３８０２）
和 ｐＥＲＫ１／２ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，４４６８０Ｇ）；
ＥＲＫ１／２ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，ａｂ４７３２６）、ｍＴＯＲａｎｔｉｂｏｄｙ
（Ａｂｃａｍ， ａｂ１３１３３９）、ＭｕＲＦ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，
ａｂ１７２４７９）和 Ａｔｒｏｇｉｎ１ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，ａｂ１６８３７２）；
ｐ４ＥＢＰ１ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２８５５）、
ｐｍＴＯＲａｎｔｉｂｏｄｙ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，５５３６Ｔ）；
ｕｎｉｑｕｉｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｓａｎｔａ，ｓｃ８０１７）、ＦｏｘＯ１ａｎｔｉｂｏｄｙ
（Ｓａｎｔａ，ｓｃ３７４４２７）；４ＥＢＰ１ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
６０２４６１Ｉｇ）；αｔｕｂｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｓｉｇｍａ，Ｔ６０７４）。
１．２　方法
１．２．１　质粒构建与腺病毒包装　　从 ＮＣＢＩ数据库
中检索大鼠 ＦｏｘＯ１基因序列，构建 ｒＦｏｘＯ１（ＦｏｘＯ１过
表达）、ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ａ、ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ｄ、ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ａ、ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ｄ、
ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ａ和ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ｄ等质粒（其中位点数字前 Ｔ表
示苏氨酸、Ｓ表示丝氨酸，数字后 Ａ表示突变为丙氨
酸———使位点丧失磷酸化；数字后 Ｄ表示突变为天冬
氨酸———使位点保持磷酸化）。质粒转染至 ＨＥＫ２９３
细胞中，整合重组腺病毒，收获细胞进行腺病毒扩增、

纯化和滴度检测。

１．２．２　细胞分化与分组　　Ｌ６细胞复苏后，用
ＤＭＥＭ完全培养基（含１０％胎牛血清），在５％ＣＯ２、３７℃
下培养。数次传代之后，将Ｌ６细胞按照１×１０５／ｍＬ传
代到９．５ｃｍ２培养皿，待细胞生长到８０％左右，更换至
ＤＭＥＭ分化培养基（含 ２％马血清）中，当细胞逐渐长
为梭形，呈肌管形态时表明分化成功。分化完成后将

细胞分为８个转染组：ＥＧＦＰ（空白对照质粒）、ｒＦｏｘＯ１、
Ｔ２４Ａ、Ｔ２４Ｄ、Ｓ２５０Ａ、Ｓ２５０Ｄ、Ｓ３１３Ａ和Ｓ３１３Ｄ组。
１．２．３　腺病毒转染　　待细胞分化完成后，根据病毒
滴度以及感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ），现
配置培养基。弃去培养皿中原有培养基，向细胞加入

１ｍＬ含有病毒的培养基，轻轻摇匀培养基，放置培养
箱中培养。病毒转染６ｈ后即刻、１２ｈ和２４ｈ均更换
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新鲜培养基。

１．２．４　腺病毒转染效果观察　　使用ＤＡＰＩ工作液对
感染腺病毒２ｄ（目的蛋白表达峰值）后的细胞进行细胞
核染色，并置于激光共聚焦显微镜下观察转染效果。

１．２．５　低氧干预　　各转染组再分为低氧组（Ｈ组，
３７℃，１％Ｏ２）和常氧组（Ｃ组），培养６ｈ后收细胞进
行检测。

１．２．６　蛋白质合成检测　　翻译表面感应（ｓｕｒｆａｃｅ
ｓｅｎｓｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ＳＵｎＳＥＴ）手段依靠嘌呤霉素
（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）实现快速、准确测定机体蛋白质合成［１０］。

ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ具有与ｔＲＮＡ分子末端类似的结构，能同氨
基酸结合，替代氨酰化ｔＲＮＡ同核糖体Ａ位点结合，并
掺入到生长的肽链中。收细胞３０ｍｉｎ前，向培养基中
加入ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ（终浓度为４０ｍｍｏｌ／Ｌ），因为ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ
不参与蛋白质合成的后续反应，从而导致蛋白质合成

中断，释放出 Ｃ末端含有 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ的不成熟多肽。
方法是对样本中 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ进行检测，能反映出 ｐｕｒｏ
ｍｙｃｉｎ结合多肽情况，从而反映出蛋白质的合成情况。
１．２．７　蛋白质分解检测　　ＵＰＳ是一个复杂的多步骤
反应过程，蛋白质先被泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）标记，随后被蛋
白酶体识别，从而进一步降解［１１－１２］。方法是检测标有

ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ的蛋白质相对含量，即反映出蛋白质的分解情况。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定蛋白表达含量　　低氧干预
结束后，使用加入裂解液提取细胞蛋白，随后用 ＢＣＡ
法计算蛋白质浓度。蛋白样品使用 ＳＤＳ聚丙烯酰胺
凝胶电泳，采用干转法转膜后，进行封闭（封闭液

ＯｄｙｓｓｅｙＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，ＬＩＣＯＲ），分别孵育相应抗体
４℃过夜，然后用 ＴＢＳＴ洗涤，再孵育二抗、洗涤，用近
红外光谱检测系统（ＯｄｙｓｓｅｙＣＬＸ，ＬＩＣＯＲ）检测条带
信号值，ＩｍａｇｅＳｔｕｄｉｏ进行分析。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ

表示，采用双因素方差分析对是否低氧干预和腺病毒

干预进行主效应和交互效应分析。交互效应显著，组

间多重比较采用简单效应分析；交互效应不显著，分别

对单独主效应进行分析。对腺病毒干预主效应的组间

比较采用单因素方差分析，方差齐时采用 ＬＳＤ检验，
方差不齐采用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验；对是否低氧干预主
效应的组间比较，满足正态分布采用独立样本ｔ检验，
非正态分布采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞分化过程
　　Ｌ６细胞诱导分化前细胞界限清晰，可见不规则三
角形、多角形等，立体感较强，未见肌型结构出现。诱

导分化后细胞边界模糊，以细梭形为主，细胞生长方向

趋于一致，细胞中有肌型结构出现。见图１。

!" !# !" !#

$

%

Ａ：分化前；Ｂ：分化后

图１　Ｌ６细胞分化过程

２．２　腺病毒感染
　　目的基因表达量与绿色荧光蛋白基因表达量基本
一致，因此通过绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达情况来反映
目的蛋白表达情况。结果发现所有转染腺病毒的细胞

中都有 ＧＦＰ表达，并且表达丰富（图 ２），说明细胞中
目的蛋白表达成功，腺病毒转染效果好。
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图２　免疫荧光检测Ｌ６细胞中绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达
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２．３　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质合
成分解影响

２．３．１　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质
积累的影响　　常氧下，ＣｒＦｏｘＯ１组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合
多肽量较ＣＥＧＦＰ组显著上升（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＴ２４Ａ
组相比，ＨＴ２４Ａ组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽量显著下降
（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣＴ２４Ｄ组 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；与ＨＥＧＦＰ组相比，ＨｒＦｏｘＯ１
组ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达显著上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＴ２４Ａ组相
比，ＨＴ２４Ａ组 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。与
ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ比值
显著升高（Ｐ＜０．０５）。见图３。
２．３．２　Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌中 ＦｏｘＯ１表达的
影响　　与ＣｒＦｏｘＯ１组相比，ＣＴ２４Ａ和ＣＴ２４Ｄ两组

ＦｏｘＯ１表达均显著下降（Ｐ＜０．０１）；与 ＨｒＦｏｘＯ１组相
比，ＨＴ２４Ａ和 ＨＴ２４Ｄ组 ＦｏｘＯ１表达显著下降（Ｐ＜
０．０１）；与ＣＴ２４Ｄ组相比，ＨＴ２４Ｄ组ＦｏｘＯ１表达显著
上升（Ｐ＜０．０５）。见图４。
２．３．３　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞合成相
关蛋白质表达的影响　　与 ＨＥＧＦＰ组和 ＣＴ２４Ｄ组
相比，ＨＴ２４Ｄ组的 ｐＥＲＫ１／２表达显著上升（Ｐ＜
０．０１）；与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＨＥＧＦＰ组 ｐＥＲＫ１／２／
ＥＲＫ１／２比值显著升高（Ｐ＜０．０１）。与 ＣＥＧＦＰ组相
比，ＨＥＧＦＰ组４ＥＢＰ１表达显著下降（Ｐ＜０．０１）；与
ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组和ＣＴ２４Ｄ组ｍＴＯＲ表达
显著上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＨＥＧＦＰ组相比，ＨｒＦｏｘＯ１组
ｍＴＯＲ表达显著上升（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＴ２４Ｄ组相比，
ＨＴ２４Ｄ组ｍＴＯＲ表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图５。
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图３　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质积累的影响
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图４　 ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌中ＦｏｘＯ１表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ１／２和ｐＥＲＫ１／２蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４ＥＢＰ１和ｐ４ＥＢＰ１蛋白表达；Ｃ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ蛋白表达；Ｄ：ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２和ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２表达；Ｅ：４ＥＢＰ１、ｐ４ＥＢＰ１
和ｐ４ＥＢＰ１表达；Ｆ：ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；
５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＥＧＦＰ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与
ＨＥＧＦＰ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与相同转染的Ｃ组比较

图５　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞合成相关蛋白质表达的影响

２．３．４　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞分解相
关蛋白质表达的影响　　各组间 ＭｕＲＦ１表达差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣＴ２４Ａ
和ＣＴ２４Ｄ组 Ａｔｒｏｇｉｎ１表达显著上升（Ｐ＜０．０１）；与
ＣＴ２４Ａ组相比，ＨＴ２４Ａ组的 Ａｔｒｏｇｉｎ１表达显著降低
（Ｐ＜０．０１）；与ＣＴ２４Ｄ相比，ＨＴ２４Ｄ组的 Ａｔｒｏｇｉｎ１表
达显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图６。
２．４　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质

合成分解影响

２．４．１　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白
质积累的影响　　与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组和
ＣＳ２５０Ａ组ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽量显著上升（Ｐ＜０．０５）。
与ＣＳ２５０Ａ组相比，ＨＳ２５０Ａ组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽
量显著下降（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＳ２５０Ｄ组相比，ＨＳ２５０Ｄ

组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽量显著下降（Ｐ＜０．０１）。与
ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组的 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达显著升
高（Ｐ＜０．０１）。与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣＳ２５０Ａ组 ｐｕｒｏ
ｍｙｃｉｎ／ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ比值显著增加（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＳ２５０Ａ
组相比，ＨＳ２５０Ａ组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ比值显著减
少（Ｐ＜０．０１）。见图７。
２．４．２　Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对低氧下骨骼肌中 ＦｏｘＯ１
表达的影响　　与 ＣｒＦｏｘＯ１组相比，ＣＳ２５０Ａ组
ＦｏｘＯ１表达显著下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＣｒＦｏｘＯ１组相比，
ＨｒＦｏｘＯ１组 ＦｏｘＯ１表达显著下降（Ｐ＜０．０５）；与
ＨｒＦｏｘＯ１组相比，ＨＳ２５０Ａ组 ＦｏｘＯ１表达显著降低
（Ｐ＜０．０５）；与ＣＳ２５０Ａ组相比，ＨＳ２５０Ａ组 ＦｏｘＯ１表
达显著下降（Ｐ＜０．０５）。见图８。

３２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭｕＲＦ１蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｔｒｏｇｉｎ１蛋白表达；Ｃ：ＭｕＲＦ１表达；Ｄ：Ａｔｒｏｇｉｎ１表达；
１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＥＧ
ＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与相同转染的Ｃ组比较

图６　ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４磷酸化位点对骨骼肌细胞分解相关蛋白质表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ的表达；Ｃ：ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽情况；
Ｄ：ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达；Ｅ：ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｎｉｑｕｉｔｉｎ表达；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦ
ｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＥＧＦＰ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与相同转染的Ｃ组比较

图７　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质积累的影响

２．４．３　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞合成相
关蛋白质表达的影响　　与ＨＥＧＦＰ组相比，ＨＳ２５０Ｄ
组ＥＲＫ１／２表达显著上升（Ｐ＜０．０５）；与ＣＳ２５０Ｄ组相
比，ＨＳ２５０Ｄ组ＥＲＫ１／２表达显著上升（Ｐ＜０．０１）。与
ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组 ｐ４ＥＢＰ１／４ＥＢＰ１比值
显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＨＥＧＦＰ组

ｐ４ＥＢＰ１／４ＥＢＰ１比值显著升高（Ｐ＜０．０５）；与ＨＥＧＦＰ
组相比，ＨｒＦｏｘＯ１组、ＨＳ２５０Ａ组和ＨＳ２５０Ｄ组ｐ４Ｅ
ＢＰ１／４ＥＢＰ１比值显著降低（Ｐ＜０．０５）；与ＣｒＦｏｘＯ１组
相比，ＨｒＦｏｘＯ１组 ｐ４ＥＢＰ１／４ＥＢＰ１比值显著降低
（Ｐ＜０．０５）。见图９。

４２５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦｏｘＯ１蛋白表达；Ｂ：ＦｏｘＯ１表达情况；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；
６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＥＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＥＧＦＰ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与相
同转染的Ｃ组比较

图８　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对低氧下骨骼肌中ＦｏｘＯ１表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ１／２和ｐＥＲＫ１／２蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４ＥＢＰ１和ｐ４ＥＢＰ１蛋白表达；Ｃ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ蛋白表达；Ｄ：ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２和ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２表达；Ｅ：４ＥＢＰ１、ｐ４ＥＢＰ１
和ｐ４ＥＢＰ１表达；Ｆ：ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；
５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＣＥＧＦＰ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＨＥＧＦＰ
组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，ｅ：Ｐ＜０．０１，与相同转染的Ｃ组比较

图９　 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞合成相关蛋白质表达的影响

５２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）



２．４．４　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞分解
相关蛋白质表达的影响　　与 ＨＥＧＦＰ组相比，
ＨＳ２５０Ａ组 ＭｕＲＦ１表达显著增加 （Ｐ＜０．０５）；与
ＣＳ２５０Ａ组相比，ＨＳ２５０Ａ组 ＭｕＲＦ１表达显著增加
（Ｐ＜０．０１）。见图１０。
２．５　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质

合成分解影响

２．５．１　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白
质积累的影响　　与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组、

ＣＳ３１３Ａ组和ＣＳ３１３Ｄ组 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽量显著
上升（Ｐ＜０．０５）。各组之间 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达均没有统计
学差异。各组之间 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ比值均无统计
学差异，见图１１。
２．５．２　Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞中 ＦｏｘＯ１表
达的影响　　与 ＣｒＦｏｘＯ１组相比，ＣＳ３１３Ａ组和
ＣＳ３１３Ｄ组 ＦｏｘＯ１表达显著降低（Ｐ＜０．０１）；与
ＨｒＦｏｘＯ１组相比，ＨＳ３１３Ａ组和ＨＳ３１３Ｄ组ＦｏｘＯ１表
达显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图１２。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭｕＲＦ１蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｔｒｏｇｉｎ１蛋白表达；Ｃ：ＭｕＲＦ１表达情况；Ｄ：Ａｔｒｏｇｉｎ１
表达情况；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，
与ＨＥＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与相同转染的Ｃ组比较

图１０　 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０磷酸化位点对骨骼肌细胞分解相关蛋白质表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ的表达；Ｃ：ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ结合多肽情况；
Ｄ：ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ表达；Ｅ：ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｎｉｑｕｉｔｉｎ表达；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；
７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＥＧＦＰ组比较

图１１　 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞蛋白质积累的影响

６２５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５．３　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞合成
相关蛋白质表达的影响　　与 ＣＥＧＦＰ组相比，
ＣＳ３１３Ａ组 ｐＥＲＫ１／２表达显著上升（Ｐ＜０．０１）；与
ＣＥＧＦＰ组相比，ＨＥＧＦＰ组 ｐＥＲＫ１／２表达显著升高

（Ｐ＜０．０１）。与ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１组ｍＴＯＲ表
达显著上升（Ｐ＜０．０５）；与 ＣＳ３１３Ｄ组相比，ＨＳ３１３Ｄ
组ｍＴＯＲ表达显著升高；与 ＣＥＧＦＰ组相比，ＣｒＦｏｘＯ１
ｐｍＴＯＲ表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。见图１３。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦｏｘＯ１蛋白表达；Ｂ：半定量分析；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；
６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＥＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＥＧＦＰ组比较

图１２　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞中ＦｏｘＯ１表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ４ＥＢＰ１和 ｐ４ＥＢＰ１蛋白表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ蛋白表达；Ｄ：ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２表达；Ｅ：４ＥＢＰ１、ｐ４ＥＢＰ１和
ｐ４ＥＢＰ１表达；Ｆ：ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达；１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；
６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＣＥＧＦＰ组比较

图１３　 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞合成相关蛋白质表达的影响

７２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭｕＲＦ１蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｔｒｏｇｉｎ１蛋白表达；Ｃ：ＭｕＲＦ１表达；Ｄ：Ａｔｒｏｇｉｎ１表达；
１：ＣＥＧＦＰ；２：ＣｒＦｏｘＯ１；３：ＣＴ２４Ａ；４：ＣＴ２４Ｄ；５：ＨＥＧＦＰ；６：ＨｒＦｏｘＯ１；７：ＨＴ２４Ａ；８：ＨＴ２４Ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，与相同转
染的Ｃ组比较

图１４　 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞分解相关蛋白质表达的影响

２．５．４　ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ３１３磷酸化位点对骨骼肌细胞分解相
关蛋白质表达的影响　　与ＣｒＦｏｘＯ１组相比，ＨｒＦｏｘＯ１
组Ａｔｒｏｇｉｎ１表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。见图１４。

３　讨论

３．１　ＦｏｘＯ１对低氧下骨骼肌细胞蛋白质合成分解的
影响

　　骨骼肌因其蛋白质占机体蛋白质总量的一半以
上，是机体中重要的蛋白质储备器官。正常生理条件

下，骨骼肌中蛋白质合成和分解处于动态平衡过程，这

种动态平衡对生命活动的正常维持具有重要意义［１３］。

该平衡被打破，尤其是向蛋白质分解方向偏移，大多是

由生理病理状态以及外界环境的改变所导致的［１４］。

　　低氧暴露能降低机体中蛋白质合成和分解水平，
而整个平衡过程向分解方向移动，机体中总蛋白质含

量减少，这在人体和动物实验中都得到了证实［１５－１６］。

本研究发现过表达 ＦｏｘＯ１既能使大鼠骨骼肌细胞中
蛋白质合成增加，也能使蛋白质分解增加。这一现象

说明过表达 ＦｏｘＯ１能加快骨骼肌细胞中蛋白质代谢
的速度。从 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ／ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ比值来看，无论是常
氧还是低氧下过表达 ＦｏｘＯ１并不能改变大鼠骨骼肌
细胞中蛋白质的积累。那么 ＦｏｘＯ１过表达是如何影
响大鼠骨骼肌细胞中蛋白质合成和分解的？本研究显

示，常氧下ＦｏｘＯ１过表达能显著增加大鼠骨骼肌细胞
中ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ表达，但对 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值
没有影响。ｐｍＴＯＲ上调对骨骼肌合成具有重要的促
进作用［１７］。ＦｏｘＯ１能通过 ｍｉＲ３１８８调控 ｍＴＯＲ的活
性，从而对蛋白质合成产生影响［１８］。过表达ＦｏｘＯ１能

激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路活性，并且ＦｏｘＯ１和Ａｋｔ在抑制细
胞凋亡方面具有协同作用［１９］。ｍＴＯＲ作为 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
的下游因子，受到 ＦｏｘＯ１的调控。以上现象表明，
ＦｏｘＯ１过表达是通过影响ｍＴＯＲ的活性来使骨骼肌细
胞中蛋白质合成增加。ＦｏｘＯ１过表达并不能显著增加
骨骼肌细胞中 ＭｕＲＦ１和 Ａｔｒｏｇｉｎ１表达。综上 ＦｏｘＯ１
过表达能显著增加大鼠骨骼肌细胞中蛋白质的合成，

这种促进蛋白质合成的作用是通过上调 ｍＴＯＲ和
ｐｍＴＯＲ表达来实现的。
３．２　ＦｏｘＯ１磷酸化位点对低氧下骨骼肌细胞蛋白质

合成分解的影响

　　Ｔｈｒ２４磷酸化位点是影响 ＦｏｘＯ１活性的重要磷酸
化位点。该位点磷酸化后，ＦｏｘＯ１被１４３３蛋白结合，
并移位出细胞核，被锚定在细胞质中等待降解［８，２０］。

本研究显示，ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ａ在低氧环境中显著下调骨骼肌
细胞中蛋白质合成和分解，但不影响蛋白质的积累。

ＥＲＫ１／２通路能协同 ｍＴＯＲ通路促进蛋白质合成［２１］。

低氧环境中 Ｔｈｒ２４Ｔ２４Ｄ能显著增加 ｐＥＲＫ１／２表达，且
低氧环境中ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ａ／Ｄ会使骨骼肌细胞中ｐＥＲＫ１／２／
ＥＲＫ１／２比值降低，说明 ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ１／２比值的降
低主要是由低氧干预造成。常氧环境中 ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ｄ能
显著升高骨骼肌细胞中 ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ表达，相反
在低氧条件下 ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ｄ显著降低 ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ
表达，且不论常氧还是低氧，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值不
变。说明ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４位点磷酸化对ｍＴＯＲ的调节是
通过上调ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ表达来实现的，而非增加
ｍＴＯＲ的磷酸化程度。ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ｄ对ｍＴＯＲ的调节受低
氧干预的影响，说明低氧能显著抑制 ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４位
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点的磷酸化作用。常氧下，ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ａ和 ＦｏｘＯ１Ｔ２４Ｄ均
显著增加 Ａｔｒｏｇｉｎ１表达，但在 ６ｈ低氧干预环境下
Ａｔｒｏｇｉｎ１表达显著下降，推测可能在低氧暴露初期
（６ｈ），有另外的通路影响 Ａｔｒｏｇｉｎ１的活性，需要进一
步的证实。

　　Ｓｅｒ２５０磷酸化位点是 ＦｏｘＯ１主要门控位点，该位
点磷酸化后促进 ＦｏｘＯ１其他位点磷酸化，使整个
ＦｏｘＯ１处于磷酸化状态［２２－２３］。本研究中，常氧下

ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ａ能显著增加大鼠骨骼肌细胞中蛋白质合成；
低氧下ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ａ对蛋白质合成的促进作用消失。因
此，低氧干预能抑制 ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０位点去磷酸化所带
来的蛋白质增加效应。进一步研究发现，低氧干预下

ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ｄ能显著增加骨骼肌细胞中ＥＲＫ１／２表达；低
氧干预下ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ａ和ＦｏｘＯ１Ｓ２５０Ｄ均能显著降低ｐ４Ｅ
ＢＰ１／４ＥＢＰ１比值。４ＥＢＰ１是 ｍＴＯＲ直接作用底物之
一，属翻译抑制蛋白家族。ｍＴＯＲ能直接磷酸化 ４Ｅ
ＢＰ１，阻止其抑制翻译，促进翻译的起始和蛋白质合
成［２４］。表明ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０位点促进骨骼肌蛋白质合成
作用受到低氧的严格调控，且低氧下该位点对骨骼肌细

胞蛋白质合成的影响与常氧下截然相反。ＦｏｘＯ１Ｓｅｒ２５０
位点去磷酸化能在低氧下显著增加ＭｕＲＦ１表达，这一
现象与之前研究ＦｏｘＯ１能增加ＭｕＲＦ１表达相一致［２５］。

　　Ｓｅｒ３１３是ＦｏｘＯ１典型的磷酸化位点，该位点磷酸
化状态能显著影响 ＦｏｘＯ１的活性［２６］。Ｓｅｒ３１３位点的
磷酸化状态不仅与 ＦｏｘＯ１的转录活性有关，还与
ＦｏｘＯ１的核定位有关。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ催化的 Ｓｅｒ３１３磷酸
化令ＦｏｘＯ１的局部结构发生变化，使Ｓｅｒ３１６位点被进
一步磷酸化。磷酸化的 Ｓｅｒ３１６位点进一步磷酸化
Ｓｅｒ３１９位点。由Ｓｅｒ３１３、Ｓｅｒ３１６、Ｓｅｒ３１９和Ｓｅｒ３２３磷酸
化形成的高酸性补丁能促进 ＦｏｘＯ１核输出［２７］。

Ｓ３１３Ａ能消除该位点ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ介导的磷酸化作用，但
不阻止Ｔｈｒ２４或Ｓｅｒ２５０的磷酸化作用。Ｓ３１３Ａ能降低
ＦｏｘＯ１的核排斥率，使 ＦｏｘＯ１靶向细胞核并增强反式
激活作用［２８］。本研究显示，ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ａ和ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ｄ均
能显著增加大鼠骨骼肌细胞中蛋白质的合成，但对蛋

白质分解没有显著影响；ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ａ能显著增加骨骼肌
细胞中 ｐＥＲＫ１／２表达，但并没有增加 ｐＥＲＫ１／２／
ＥＲＫ１／２比值。ＦｏｘＯ１Ｓ３１３Ａ／Ｄ对 ＭｕＲＦ１和 Ａｔｒｏｇｉｎ１表
达都没有影响。

　　综上所述，ＦｏｘＯ１能通过上调 ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ
的活性来增加蛋白质合成，但是这一现象严格受到低

氧环境调控，低氧下 ＦｏｘＯ１能抑制机体中蛋白质合
成。ＦｏｘＯ１促进蛋白质合成和／或低氧下 ＦｏｘＯ１抑制
蛋白质合成主要是通过影响ＦｏｘＯ１Ｔｈｒ２４和Ｓｅｒ２５０两
个磷酸化位点状态来实现的。
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