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Myostatin通过PI3K-Akt-c-Jun信号通路调节

VEGFA在MG-63细胞中的表达
赵津1  潘新灵1  金璐璐1  苏振铭2*

(1温州医科大学附属东阳医院生物实验室, 金华 322100; 2中国医药大学, 台湾 40402)

摘要      类风湿关节炎患者高表达肌抑素(myostatin)和血管内皮生长因子A(VEGFA), 但两者

之间的关系尚不明确。该研究采用Western blot技术和RT-qPCR技术分析了myostatin刺激MG-63细
胞后VEGFA蛋白和mRNA表达量的变化, 采用PI3K、Akt、c-Jun的抑制剂或siRNA处理细胞后分

别检测相应蛋白的磷酸化程度以及VEGFA的表达水平。结果表明, myostatin促进VEGFA蛋白和

mRNA的表达, 且浓度为3 ng/mL时表达量最高; myostatin处理后, PI3K、Akt、c-Jun蛋白的磷酸化

程度增加, 相应的抑制剂处理细胞后myostatin促进VEGFA蛋白上调的作用减弱。该研究表明, 在
MG-63细胞中, myostatin通过激活PI3K-Akt-c-Jun信号通路促进VEGFA的表达。
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Myostatin Regulates VEGFA Expression in MG-63 Cells Through the 
PI3K–Akt-c-Jun Signaling Pathway
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Abstract       Myostatin and VEGFA highly expressed in patients with rheumatoid arthritis, but the relation-
ship between them is unclear. In this study, the paper analyzed the expression of VEGFA by Western blot and RT-
qPCR. The phosphorylation levels of PI3K, Akt, c-Jun were detected after treatment with inhibitors or siRNAs. The 
results showed that VEGFA protein and mRNA expression increased when the cells were treated with myostatin, 
and the highest level was at the concentration of 3 ng/mL. After myostatin treatment, the phosphorylation degrees 
of PI3K, Akt and c-Jun protein increased, and the up-regulation effect of myostatin on VEGFA protein was weak-
ened after the corresponding inhibitor treatment. Myostatin up-regulates the expression of VEGFA in MG-63 cells 
through the PI3K-Akt-c-Jun signaling pathway.
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肌抑素 (myostatin)是由肌细胞产生和分泌的

小分子肌球蛋白 , 属于转化生长因子β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)超家族成员 , 对肌肉生长

起负调控作用 [2], RAMÍREZ CAROLINA等 [3]发现 , 
在肌肉发炎的大鼠中 , myostatin的表达水平明显

上调。本课题组前期研究发现 , 在类风湿关节炎
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(rheumatoid arthritis, RA)滑膜细胞中, myostatin表达

量上调, 外源myostatin能够诱导RA滑膜细胞中肿瘤

坏死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的表达增

加, 且这一促进作用是通过PI3K/Akt/c-Jun信号通路

完成的[4]。结合在RA患者滑膜组织和血清中血管

内皮生长因子A(vascular endothelial growth factor A, 
VEGFA)表达量均增加的数据[5], 考虑到RA滑膜细

胞中VEGFA的表达也可由PI3K/Akt信号通路调节[6], 
且VEGFA通过刺激内皮细胞重新分裂及分化来促

进新生血管的形成, 增加血管的通透性[7], 可能为RA
患者炎症的发生提供炎症细胞和营养物质。为此, 
本研究将探讨myostatin是否也经由PI3K/Akt信号通

路调节VEGFA的表达, 从而为RA的发病机制提供

新的理论数据, 为RA治疗提供可能的靶点。

1   材料和方法
1.1   细胞系

成骨样细胞MG-63购自广州吉妮欧生物科技有

限公司。

1.2   主要试剂与仪器

DMEM培养基、胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)、PBS及其他细胞培养试剂购自Thermo Fisher 
Scientific公司。抗体p-PI3K、p-Akt、p-c-Jun、β-Actin
购自Cell Signaling Technology公司。抗体 PI3K、

Akt、c-Jun和VEGFA购自Santa Cruz Biotechnology
公司。Myostatin购自PeproTech公司。PI3K抑制剂

(LY294002)、Akt1/2激酶抑制剂(别名 : Akti-1/2三氟

乙酸盐水合物, 货号A6730)、c-Jun抑制剂(Tanshinone 
IIA)购自 Sigma-AIdrich公司。PI3K siRNA、Akt 
siRNA、c-Jun siRNA购自GE Dharmacon Research公
司。Trizol Kit试剂购自TaKaRa生物公司。Dharma-
FECT 1载体购自Lafayette公司。甘氨酸、三羟甲基

氨基甲烷、氯化钠、吐温 -20、脱脂奶粉、十二烷

基硫酸钠 (sodium dodecyl sulfate, SDS)购自温州美

谷生物科技有限公司。RT-qPCR仪器购自Beckman
公司。化学发光成像仪器购自Bio-Rad公司。Bio 
Drop Duo分光光度计购自上海启文生物科技有限公

司。

1.3   实验方法

1.3.1   细胞培养      在37 °C、5% CO2条件下用含

10% FBS的DMEM培养基培养MG-63细胞。每两天

换一次新鲜的培养基, 细胞密度达到80%以上后进

行myostatin及抑制剂等处理并收获细胞。

1.3.2   Western blot技术检测myostatin刺激对VEGFA表
达的影响      不同浓度myostatin(0、0.1、0.3、1、3、
10 ng/mL)刺激MG-63细胞24 h并收集细胞。用RIPA
裂解细胞提取总蛋白质, BCA试剂盒测定总蛋白浓

度, 经SDS-PAGE电泳分离后转移蛋白质到PVDF膜
上(400 mA, 90 min), 接着用4%的脱脂牛奶室温封

闭1 h, 然后室温孵育VEGFA或β-actin抗体1 h。经过

TBST三次洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 
室温孵育1 h并洗涤三次, 最后使用化学发光成像仪

进行检测。

1.3.3   RT-qPCR法分析myostatin刺激对VEGFA表

达的影响      不同浓度myostatin(0、0.1、0.3、1、
3、10 ng/mL)刺激MG-63细胞24 h并收集细胞 , 按
照Trizol Kit试剂盒的操作说明书提取总RNA, 用
Bio Drop Duo分光光度计测定总RNA的浓度并按

逆转录试剂盒的操作说明书逆转录为 cDNA。采用

染料法 (SYBR)进行RT-qPCR实验。引物序列如下 : 
GAPDH上游引物为 5ʹ-TGG GTG TGA ACC ATG 
AGA AG-3ʹ, 下游引物为 5ʹ-GCT AAG CAG TTG 
GTG GTG C-3ʹ; VEGFA上游引物为 5ʹ-GTC CCT 
CTT GGA ATT GGA T-3ʹ, 下游引物为5ʹ-TGT ATG 
TGG GTG GGT GTG TC-3ʹ。
1.3.4   Myostatin上调VEGFA表达的信号分子检测      
37 °C、5% CO2条件下培养MG-63细胞, 待细胞密度

达到80%时, 给予最佳浓度的myostatin刺激不同时间

(0、10、15、30、60、120 min), 收集细胞后检测p-PI3K、

p-Akt、p-c-Jun的表达量 , 确定PI3K、Akt、c-Jun活
化的时间点 , 给予10 μmol/L相应抑制剂 (LY294002, 
Akt抑制剂 , Tanshinone IIA)处理30 min或使用Dhar-
maFECT 1转染试剂进行 siRNA转染24 h, 再给以最

佳浓度myostatin刺激并收集细胞 , 分析VEGFA的表

达量及PI3K、Akt、c-Jun的磷酸化程度及三者之间

的上下游关系。

1.3.5   统计学分析      采用Graphpad Prism 7.0软件

对实验数据进行统计学分析。数据以均值±标准误

(x
_
±s)表示, 两两比较采用t检验, P<0.05被认为具有

统计学意义。

2   结果
2.1   Myostatin在MG-63细胞中促进VEGFA的表达

不同浓度的myostatin作用于MG-63细胞后, VEGFA
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表达水平如图1所示。当myostatin浓度为3 ng/mL时 , 
VEGFA蛋白的表达量最高(图1A), mRNA表达量与

蛋白水平一致, 即myostatin浓度为3 ng/mL时VEGFA
的mRNA表达水平最高(图1B)。
2.2   PI3K信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的

表达

PI3K-Akt信号通路参与调控细胞增殖、代谢、

蛋白质合成等多种生命活动 , 也与RA的发生发展密

切相关。因此 , 我们检测了myostatin刺激后PI3K的磷

酸化程度。随着myostatin作用时间的延长(0~60 min), 

PI3K的磷酸化程度明显增高 , 在 60 min时磷酸化

水平最高 , 在120 min时有所下降 (图2A); 通过加入

PI3K的抑制剂LY294002或者加入PI3K siRNA抑制

其表达, 再给以3 ng/mL的myostatin刺激后检测PI3K
磷酸化水平, 发现被抑制或干扰后, PI3K的磷酸化水

平低于myostatin处理组(图2B); 3 ng/mL的myostatin
刺激细胞后VEGFA蛋白表达水平升高 , 然而加入

PI3K的抑制剂LY294002后 , VEGFA蛋白表达量有

所下降 (图 2C), 表明PI3K参与调节myostatin促进

VEGFA蛋白合成的过程。

A: 不同浓度myostatin处理MG-63细胞24 h后VEGFA蛋白表达量, n=3; B: 不同浓度myostatin处理MG-63细胞24 h后VEGFA mRNA表达量, n=10。
*P<0.05, 与myostatin处理浓度为0 ng/mL的对照组相比。

A: MG-63 cells were incubated with various concentrations of myostatin for 24 h and VEGFA protein expression level were measured by Western blot 
(n=3); B: MG-63 cells were incubated with various concentrations of myostatin for 24 h and VEGFA mRNA expression level were measured by RT-
qPCR (n=10). *P<0.05 compared with myostatin untreated controls.

图1   Myostatin刺激对MG-63细胞中VEGFA表达的影响

Fig.1   VEGFA expression in MG-63 following treatment of different concentrations of myostatin
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A: myostatin作用不同时间后PI3K蛋白的磷酸化水平; B: PI3K siRNA(1 nmol/L)或者抑制剂LY294002(10 μmol/L)处理后PI3K磷酸化水平; C: 
LY294002(10 μmol/L)抑制剂处理后VEGFA蛋白表达水平。n=3, *P<0.05, 与myostatin未处理组相比。

A: phosphorylation of PI3K protein after myostatin stimulation at different times; B: phosphorylation level of PI3K after treatment with PI3K siRNA (1 
nmol/L) or inhibitor LY294002 (10 μmol/L); C: expression level of VEGFA after treatment with LY294002 (10 μmol/L) inhibitor. n=3, *P<0.05 com-
pared with myostatin untreated controls.

图2   PI3K信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的表达

Fig.2   PI3K protein was involved in potentiating the expression of myostatin
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2.3   Akt信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的

表达

研究发现, Akt的磷酸化程度随着myostatin作用

时间的增加, 在60 min时活化程度达到最高(图3A)。
Akt抑制剂和siRNA的作用降低了myostatin对其磷

酸化水平的促进作用(图3B), 说明Akt信号蛋白参与

myostatin诱导VEGFA表达的过程。

2.4     c-Jun信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的表达

c-Jun是核转录激活蛋白家族的成员, 参与基因

的转录调控进而影响细胞分化、凋亡等过程。随着

myostatin作用时间的增加, 在30 min时, c-Jun的磷酸

化程度最高, 随后逐步降低(图4A); c-Jun抑制剂Tan-
shinone IIA或者siRNA的作用降低了myostatin上调

c-Jun的活化程度(图4B); LY294002、Akt抑制剂处

理也会降低myostatin上调c-Jun的磷酸化水平, 表明

c-Jun是PI3K-Akt的下游蛋白(图4C), Tanshinone IIA
处理细胞后再给以myostatin处理, VEGFA蛋白的表

达量显著低于myostatin处理组(图4D), 即c-Jun蛋白

参与myostatin诱导VEGFA的表达。

2.5   在MG-63细胞中, Myostatin通过激活PI3K-
Akt-c-Jun信号通路调控VEGFA的表达

对MG-63细胞进行LY294002、Akt抑制剂和

A: myostatin作用不同时间后Akt蛋白的磷酸化水平; B: Akt siRNA(1 nmol/L)或者Akt抑制剂(10 μmol/L)处理后Akt蛋白磷酸化水平。n=3, 
*P<0.05, 与myostatin未处理组相比。

A: phosphorylation of Akt protein after myostatin stimulation at different times; B: phosphorylation level of Akt after treatment with Akt siRNA (1 nmol/L) 
or Akt inhibitor (10 μmol/L). n=3, *P<0.05 compared with myostatin untreated controls.

图3   Akt信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的表达

Fig.3   Involvement of Akt in myostatin‐induced VEGFA expression

A: myostatin作用不同时间后c-Jun蛋白的磷酸化水平; B: c-Jun siRNA(1 nmol/L)或抑制剂Tanshinone IIA(10 μmol/L)处理后c-Jun的磷酸化水平; C: 
PI3K抑制剂LY294002(10 μmol/L)、Akt抑制剂(10 μmol/L)处理后c-Jun的活化程度; D: Tanshinone IIA(10 μmol/L)处理后VEGFA蛋白的表达量。

n=3, *P<0.05, 与myostatin未处理组相比。#P<0.05, 与只进行myostatin处理的组别相比。

A: phosphorylation of c-Jun protein after myostatin stimulation at different times; B: phosphorylation level of c-Jun after treatment with c-Jun siRNA (1 nmol/L) 
or c-Jun inhibitor Tanshinone IIA (10 μmol/L); C: activation degree of c-Jun after treatment with PI3K inhibitor LY294002(10 μmol/L) or Akt inhibitor 
(10 μmol/L); D: expression of VEGFA after Tanshinone IIA (10 μmol/L) treatment. n=3, *P<0.05 compared with myostatin untreated controls, #P<0.05  
compared with the myostatin-treated group.

图4   c-Jun信号蛋白参与myostatin诱导VEGFA的表达

Fig.4   c-Jun protein was involved in potentiating the expression of myostatin
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Tanshinone IIA的处理及myostatin的刺激后检测

VEFGA蛋白和mRNA表达量。与myostatin处理组相

比 , 抑制剂+myostatin组中VEGFA蛋白的表达量有

所下降(图5A), 且VEGFA mRNA表达量显著降低(图
5B)。由此可知 , 在MG-63细胞中 , myostatin通过激

活PI3K-Akt-c-Jun信号通路调控VEGFA的表达。

3   讨论
前期数据和文献数据发现, RA患者中myostatin

和VEGFA表达上调 , 为此本研究在MG-63细胞中检

测了PI3K、Akt、c-Jun经myostatin刺激后的活化

程度及VEGFA的表达量 , 发现myostatin可以促进

PI3K-Akt-c-Jun信号通路的活化 , 从而上调VEGFA
的表达。

VEGFA参与RA疾病发生发展中的血管翳形

成、维持滑膜炎性反应等环节 , 进而促进滑膜炎症

加剧 [8-9]; 炎性因子白细胞介素1(interleukin-1, IL-1)、
白细胞介素6(interleukin-6, IL-6)、TNF-α等均能诱

导VEGFA的释放, 促进RA滑膜血管新生[10]。关节软

骨和骨侵蚀是RA发展的重要环节 , 与疾病严重程度

密切相关。破骨细胞在RA骨侵蚀中有重要作用: 巨
噬细胞、淋巴细胞和炎性因子 (IL-1、IL-6、TNF-α)
等刺激破骨细胞分化 , 成熟的破骨细胞与骨形成一

种孤立的腔隙微环境 , 在酸性条件下骨钙溶解 , 骨
基质被降解及破坏 [11]。VEGF可以诱导破骨细胞的

分化 [12], RA中VEGFA可以上调破骨细胞分化关键

因子核因子κB受体活化因子配体 (receptor activator 

for nuclear factor-κB ligand, RANKL)而间接促进破

骨细胞产生 , 进而使RA骨遭到破坏 [13]。此外 , 滑液

中VEGFA的水平可作为RA关节损伤的一个指标[14]。

因此 , VEGFA参与血管翳形成 , 维持滑膜炎性反应 , 
调节骨稳态 , 在RA发生发展中起着重要作用。近几

年以VEGF为靶标治疗RA的药物(TNF-α抑制剂、中

药雷公藤 )受到关注 , 而本研究发现 , myostatin可影

响VEGFA表达。

Myostatin是由肌细胞产生和分泌的小分子肌

球蛋白 , 属于TGF-β超家族成员 , 对肌肉生长起负调

控作用[2]。有研究表明, myostatin可能在维持骨量平

衡方面发挥作用: 在体外, myostatin间接促进破骨细

胞分化和骨吸收[15]; 另外, myostatin使成骨细胞分化

的关键因子runt相关转录因子2(runt-related transcrip-
tion factor 2, RUNX2)表达下调, 影响成骨细胞功能, 
导致新骨无法形成 [16]。此外 , myostatin在RA中表达

上调 , 并且能够促进 IL-1、TNF-α的表达 , 结合本研

究结果 , myostatin还可以上调VEGFA的表达量 , 且
这一过程是通过PI3K/Akt通路进行调节的。PI3K/
Akt通路参与新生血管的形成 , 活化的Akt激活内皮

型一氧化氮合酶 , 释放NO, 促进VEGFA和其他血管

生成因子的表达, 引起内皮细胞迁移和增殖, 促进血

管通透性 , 引起血管扩张和新生 [17-19], 为炎症细胞进

入关节参与炎症反应提供条件 , 进而加重RA的严重

程度。

综上所述 , VEGFA在RA滑膜炎症、骨侵蚀及

血管翳形成三个主要病变过程中都发挥重要作用 , 

A、B: LY294002(10 μmol/L)、Akt抑制剂(10 μmol/L)或Tanshinone IIA(10 μmol/L)处理后VEGFA表达水平。Western blot实验, n=3, RT-qPCR实验, 
n=10。*P<0.05, 与myostatin处理浓度为0 ng/mL的组别相比, #P<0.05, 与只进行myostatin处理的组别相比。

A,B: VEGFA expression levels after treatment with LY294002 (10 μmol/L), Akt inhibitor (10 μmol/L) or Tanshinone IIA (10 μmol/L). *P<0.05  com-
pared with myostatin untreated controls, #P<0.05 compared with the myostatin-treated group. 

图5   Myostatin经由PI3K-Akt-c-Jun信号通路诱导VEGFA的表达

Fig.5   Myostatin induced VEGFA expression through the PI3K-Akt- c-Jun signaling pathway
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外源myostatin刺激能够经PI3K-Akt-c-Jun信号通路

上调MG-63细胞中VEGFA的表达。由此提示 , myo-
statin可能参与RA整个病变过程 , 可作为RA治疗的

一个新的潜在靶点, 但myostatin在RA组织和动物模

型中的作用特点需要进一步的研究和探索。
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