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胰高血糖素样肽 1对骨骼肌成肌细胞 
增殖的调控及信号机制 

申传安 柴家科 马丽 海恒林 张琳 

【摘要】 目的 探讨胰高血糖素样肽 1(GLP一1)对骨骼肌成肌细胞增殖的调控作用及其信号机 

制。 方法 体外培养大鼠骨骼肌成肌细胞株 L6，并按随机数字表法分为 4组 ：(1)对照组 ，培养液 

中除常规成分外不再添加其他物质；(2)GLP一1组，培养液中加入终浓度 10 nmol／L的 GLP一1；(3)磷 

脂酰肌醇 3激酶(PI3K)抑制剂组，培养液中加入终浓度为 50 nmol／L的PI3K特异性抑制剂渥曼青霉 

素；(4)GLP一1+PI3K抑制剂组，培养液中加入终浓度 10 nmol／L的GLP一1和终浓度50 nmol／L的渥曼 

青霉素。各组细胞接受上述处理后分别继续培养 24、48、72 h，采用噻唑蓝法测定细胞增殖活性(结果 

用吸光度值表示)；继续培养 24 h时，用流式细胞仪检测细胞周期分布，行免疫组织化学染色检测细 

胞中增殖细胞核抗原(PCNA)表达，蛋白质印迹法检测磷酸化(P一)蛋白激酶 B(Akt)、p-PI3K的蛋白 

表达水平。对实验数据行方差分析。 结果 (1)GLP一1组细胞接受处理后 48、72 h，增殖活性分别 

为 0．660±0．120、0．870±0．240，均显著高于对照组(0．530±0．060、0．700±0．100，F值分别为 5．46、 

5．90，P <0．05或 P<0．01)。PI3K抑制剂组各时相点增殖活性均低于对照组。GLP一1+PI3K抑制 

剂组处理48、72 h，细胞增殖活性分别为0．510±0．080、0．740±0．160，与 GLP一1组比较差异均有统计 

学意义(F值分别为 5．46、5．90，P<0．05或 P<0．01)。(2)处理后 24 h，GLP一1组 S期细胞百分比 

为(15．7±0．4)％，显著高于对照组[(13．6±0．6)％]和 GLP一1+PI3K抑制剂组[(10．1±0．6)％]； 

PI3K抑制剂组 s期细胞百分比为(6．8±1．2)％，明显低于对照组。以上各项比较 F值均为 15．39，P 

值均小于 0．01。(3)处理后 24 h，GLP一1组细胞 PCNA增殖指数为(51．24±1．18)％，显著高于对照 

组[(36．72±1．56)％]和 GLP一1+PI3K抑制剂组[(25．90±1．22)％]；PI3K抑制剂组 PCNA增殖指 

数为(21．70±0．09)％，明显低于对照组。以上各项 比较 F值均为783．80，P值均小于 0．05。(4)处 

理后 24 h，GLP一1组细胞 p-Akt蛋白表达水平显著高于其余 3组，PI3K抑制剂组明显低于对照组。以 

上各项比较 F值均为 94．43，P值均小于 0．01。GLP-l组、GLP一1+PI3K抑制剂组 p-PI3K蛋白表达水 

平与对照组接近(，值均为 2O．94，P值均大于0．05)，PI3K抑制剂组较对照组明显降低(F=20．94， 

P<0．05)。 结论 GLP一1可直接作用于骨骼肌成肌细胞，通过加速细胞周期进程，增加 DNA合 

成，促进细胞增殖。该作用与 PI3K／Akt信号途径密切相关。 
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【Abstract】 Objective To study the regulatory effect of glucagon—like peptide-1(GLP-1)on cell 

proliferation of skeletal myoblast strain L6 and its possible signal mechanism． M ethods L6 cells cultured 

in DMEM high glucose culture medium containing 10％ FBS were divided into control group(C，without ad- 

dition)，GLP一1 group (G，added with 10 nmol／L GLP一1)，PI3K inhibitor group (W，added with 

50 nmol／L PI3K specific inhibitor wortmannin)．and GLP一1+PI3K inhibitor group (GW，added with 

10 nmol／L GLP．1 and 50 nmol／L wortmannin、according to the random number table．Cel1 proliferation ac— 

tivity was detected with MTT assay at post culture hour(PCH)24，48，72(denoted as absorbance value)． 

At PCH 24．the change in cel1 cycle was evaluated with flow cytometer．the expression level of proliferating 

cell nuclear antigen(PCNA)was determined with immunohistochemical staining，the protein levels of phos— 

DOI：10．3760／cma．J．issn．1009-2587．2011．05．003 

基金项目：国家自然科学基金(30971128) 

作者单位：100048 北京，解放军总医院第一附属医院全军烧伤研究所 

通信作者：柴家科，Email：cjk304@126．tom，电话 ：010—66867972 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志2011年 1O月第27卷第 5期 Chin J Burns，October 2011，Vo1．27，No．5 

phorylated PI3 K (p-PI3 K)and p-Akt were determined with Western blotting．Data were processed with 

multi—group analysis of variance． Results (1)The cell proliferation activity at PCH 48，72 in G group 

was respectively 0．660±0．120，0．870-4-0．240，al1 significantly higher than those in C group(0．530± 

0．060，0．700±0．100，with F value respectively 5．46，5．90，P <0．05 or P <0．01)．The cell prolifera- 

tion activity in W group at each time point was lower than that in C group． The cell proliferation activity in 

GW group at PCH 48，72 was respectively 0．510 4-0．080，0．740 4-0．160，all lower than those in G group 

(with F value respectively 5．46，5．90，P <0．05 or P <0．01)．(2)The percentage of S phase cell in G 

group at PCH 24[(15．7 4-0．4)％]was significantly higher than that in C group[(13．6 4-0．6)％]and 

GW group[(10．1±0．6)％]，while that in W group[(6．8 4-1．2)％]was lower than that in C group 

(with F values all equal to 15．39，P values all below 0．01)．(3)PCNA level in G group at PCH 24 

[(51．24 4-1．18)％]was markedly higher than that in C group[(36．72 4-1．56)％]and GW group 

[(25．90 4-1．22)％]，and while in W group[(21．70 4-0．09)％]was lower than that in C group(with F 

values equal to 783．80，P values all below 0．05)．(4)The protein level of p-Akt in G group at PCH 24 was 

significantly higher than that in the other 3 groups，while that in W group was lower than that in C group 

(with F values equal to 94．43，P values all below 0．O1)．There was no obvious difference in protein level of 

p-PI3K at PCH 24 among G，GW，and C groups(F =20．94，P >0．05)．The protein level of p-PI3K at 

PCH 24 in W group was lower than that in C group(F =20．94，P <0．05)． Conclusions GLP一1 can 

promote cell proliferation of skeletal myoblast by accelerating the progression of cell cycle and increasing the 

synthesis of DNA，which can be attributed to PI3 K／Akt signal pathway． 
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胰高血糖素样肽 1(glucagon—like peptide 1，GLP一1) 

是肠道 L型细胞分泌的一种肠促胰岛素。它通过激 

活其受体，在调节胰岛 B细胞的增殖和分化、抑制细 

胞凋亡、促进胰岛素释放、降低血糖以及改善糖耐量 

等方面发挥作用 。目前对 GLP一1的研究多集中 

于糖尿病的发生发展以及治疗领域，主要是 GLP．1 

对胰岛 B细胞的作用方面 。近年来研究表明，在 

胰岛素作用的靶器官骨骼肌上，也存在高亲和力的 

GLP．1结合位点 。但是关于 GLP．1对骨骼肌的生 

物学作用及其机制报道较少。本研究以骨骼肌成肌 

细胞株 L6为模型，探讨 GLP一1对成肌细胞增殖能力 

的影响及相关信号通路。 

1 材料与方法 

1．1 细胞来源、主要试剂及仪器 

大 鼠骨骼肌成肌细胞株 L6购 自中国医学科学 

院细胞 中心。GLP．1、磷脂 酰肌醇 3激 酶 (PI3K)特 

异性抑制剂——渥曼青霉素(wortmannin)购 自美国 

Sigma公司，DMEM高糖培养基、FBS、青霉素、链霉 

素购 自美 国 Gibco公司 ，碘化丙啶 (PI)、噻唑蓝和二 

甲亚砜 (DMSO)购 自北京 鼎国生物技术有 限公 司， 

增殖细胞核抗原 (PCNA)单克隆抗体购 自美 国 Santa 

Cruz公司，羊抗小鼠 DyLight 594荧光标记二抗、羊 

抗兔 IgG二 抗购 自北京 中杉金桥 生物技术 有 限公 

司，磷酸化(P一)蛋白激酶 B(Akt)信号通路检测试剂 

盒购自美国Cell Signaling Technology公司，二辛丁酸 

法 (BCA)蛋 白浓度定量试剂盒 由美 国 Pierce公 司生 

产。蛋白质印迹法检测系统购 自美 国 Bio—Rad公 

司，FACS Calibur型流式细胞仪购自美国 BD公司， 

Biotek多功能检测仪购 自美国 Biotek公司。 

1．2 细胞培养 

采用含体积分数 10％FBS的 DMEM高糖培养 

液，于 37℃、体积分数 5％CO：条件下培养 L6细胞。 

待细胞进入对数生长期后，2．5 g／L胰蛋白酶消化， 

制备细胞悬液待用。 

1．3 实验分组及噻唑蓝法测定细胞增殖活性 

将细胞悬液接种于96孔板(1×10 个／mL，每孔 

100 L)。培养 24 h后，采用随机数字表法将细胞 

分为如下 4组，每组 24孔：(1)对照组，同步骤 1．2 

条件常规培养，培养液中不再添加其他物质；(2) 

GLP一1组，培养液加入终浓度 10 nmol／L的 GLP．1； 

(3)PI3K抑制剂组，培养液加入终浓度 50 nmol／L 

的渥曼青霉素；(4)GLP一1+PI3K抑制剂组，于培养 

液中加入终浓度为 10 nmol／L的 GLP一1以及终浓度 

50 nmol／L的渥曼青霉素。各组细胞处理后分别继 

续培养24、48、72 h，每组每时相点 8孔。终止培养 

前4 h每孔加入 5 mg／mL的噻唑蓝 20 L，37℃培 

养箱内孵育4 h，加入 DMSO 150 L振荡 10 min，多 

功能检测仪测定波长490 nm下的吸光度值。 

1．4 流式细胞仪检测细胞周期分布 

将细胞悬液接种于6孔板(1 x 10 个／mL，每孔 

0．5 mL)。培养 24 h后同步骤 1．3分组并处理，每 

组 6孔。继续培养24 h，消化收集细胞，用体积分数 

70％乙醇 4℃过夜固定。次日用 PBS洗去固定液， 

加入 1 mL PI染液 (其内含0．25 mg／mL RNA酶A、 

20 g／mL PI)，4℃静置 30 min，流式细胞仪检测。 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志 2011年 10月第27卷第5期 Chin J Burns，October 2011，Vo1．27，No．5 

类型、损伤严重程度、伤者年龄等因素不同，有些损 

伤往往不能充分修复。因此，提高骨骼肌成肌细胞 

的增殖能力是减轻骨骼肌消耗、增强免疫力、降低感 

染率和促进创面修复的重要途径。GLP．1是近年研 

究发现的一种肠源性激素，主要由末端空肠、回肠和 

结肠的朗罕细胞所分泌。它可以促进胰岛 B细胞的 

增殖和分化、抑制胰岛细胞凋亡、诱导前胰岛素基因 

的转录，促进胰岛素的成熟和分泌；同时抑制胰高血 

糖素的产生，使血糖降低并维持在生理水平。GLP．1 

受体除分布于胰腺组织外，还见于心、脑、肺、肾等脏 

器，其分布的广泛性也决定了其作用的广泛性 。 

由于胰岛素作用的靶器官骨骼肌上也存在高亲和力 

的GLP一1结合位点 ，故笔者以体外培养的骨骼肌 

成肌细胞株 L6为模型进行观察。 

本研究结果表明，GLP．1组 L6细胞增殖活性高 

于其余 3组。细胞周期分析结果显示，GLP一1组细 

胞接受 GLP．1处理 24 h，S期细胞百分比明显高于 

对照组，G0／GI期细胞比例较对照组减少。上述结 

果说明：GLP-1能够直接作用于骨骼肌成肌细胞，通 

过影响细胞 DNA合成期而改变细胞周期，即促进细 

胞从 G1期进入 s期，使细胞增殖。PCNA是一种表 

达水平随细胞周期变化而波动的高度保守的生长调 

控蛋白，与细胞 DNA合成关系密切，在细胞增殖的 

启动方面起着重要作用。PCNA量的变化与 DNA合 

成变化同步，其在细胞中的表达水平可作为评价细 

胞增殖的可靠指标。本研究结果显示，GLP-1孵育 

细胞(GLP．1组)24 h，即能显著增加细胞 PCNA增 

殖指数。这从另一方面提示 GLP-1增加了骨骼肌成 

肌细胞的增殖活性 。 

GLP．1通过什么信号途径促进骨骼肌成肌细胞 

增殖?研究显示，GLP一1促进胰岛 B细胞的增殖与 

PI3K／Akt信号通路密切相关 。PI3K／Akt信号 

通路是由PI3K家族与其下游分子丝氨酸(Ser)／苏 

氨酸(Thr)蛋白激酶 Akt组成，该通路广泛存在于细 

胞中，参与对细胞增殖、凋亡及分化等的调节。Akt 

是 PI3K的下游主要效应物。PI3K在各种因素作用 

下被激活后，可催化 Akt的Thr 308位点、Ser 473位 

点磷酸化。Akt蛋白磷酸化水平是激活PI3K／Akt信 

号通路的关键因素。本研究蛋白质印迹法检测结果 

显示 ，GLP-1组细胞接受处理 24 h，细胞增殖活性增 

强的同时 ，胞 内 Akt蛋 白总量无显著变化，但是 Akt 

Ser 473位点的磷酸化(p-Akt)水平显著高于对照 

组；GLP．1+PI3K抑制剂组接受处理 24 h，p-Akt水 

平得以下调，PI3K／Akt信号通路活性被抑制。结合 

前述细胞增殖情况 可认为 ：GLP一1能直接作用于 L6 

细胞，上调 p-Akt水平，增强 PI3K／Akt信号通路活 

性，这是导致细胞增殖活性升高的重要原因。 
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