
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2025, 47(6): 1323–1336
DOI: 10.11844/cjcb.2025.06.0010

CSTR: 32200.14.cjcb.2025.06.0010

收稿日期: 2025-02-29                接受日期: 2025-03-28
国家自然科学基金(批准号: 32102506、32172708)和浙江省自然基金重点项目(批准号: LZ23C170002)资助的课题 
*通信作者。Tel: 13516831490, E-mail: zhangjin7688@163.com; Tel: 13736433510, E-mail: wuwenjing19851020@163.com
Received: February 29, 2025                Accepted: March 28, 2025
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.32102506, 32172708), and the Key Project of Zhejiang Province 
Natural Science Foundation (Grant No.LZ23C170002) 
*Corresponding authors. Tel: +86-13516831490, E-mail: zhangjin7688@163.com; Tel: +86-13736433510, E-mail: wuwenjing19851020@163.com

miR-191-5p靶向C/EBPβ抑制C2C12细胞脂质沉积
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(1浙江理工大学生命科学与医药学院, 杭州 310018; 2嘉兴大学生物与化学工程学院, 嘉兴 314001; 
3嘉兴爱博生物科技有限公司, 嘉兴 314006)

摘要      该研究旨在探究miR-191-5p对C2C12细胞成肌分化和肌管内异位成脂的作用及其机

理。以小鼠成肌细胞系C2C12为材料, 使用马血清以及油酸钠和棕榈酸钠诱导细胞成肌或肌内成脂; 
转染miR-191-5p mimic或inhibitor后, 采用qRT-PCR和Western blot检测成肌标志基因(MyoD、MyoG、

MyHC、Myf5)和成脂标志基因 (FAS、PPARγ、HSL)的表达以及相关信号通路的活性 ; 最后 , 利用生

物信息学分析和双荧光素酶报告系统对miR-191-5p靶基因进行预测和验证。结果发现 , miR-191-5p
于小鼠骨骼肌中高表达 , 在C2C12细胞成肌分化过程中表达水平先升后降 , 推测其参与调控骨骼肌

发育; 与对照组相比, 过表达miR-191-5p促C2C12细胞成肌分化, 显著提高MyoD、MyoG等基因的表

达量; 在异位成脂方面, 过表达miR-191-5p可显著抑制细胞内脂滴的沉积, 下调FAS、PPARγ等基因表

达, 同时ERK1/2的磷酸化水平也显著下降; 另外, 共转染psi-CHECK-2-C/EBPβ 3ʹUTR与miR-191-5p 
mimic会明显降低海肾与萤火虫荧光强度比值 , 提示miR-191-5p可直接作用于C/EBPβ的3ʹUTR。综

上所述, miR-191-5p可能是通过靶向C/EBPβ, 提升ERK1/2信号通路的活性, 促进C2C12细胞成肌和

抑制异位脂质沉积。
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miR-191-5p Targets C/EBPβ to Inhibit Lipid Deposition in C2C12 Cells
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Abstract       The aim of this study is to investigate the effects and mechanisms of miR-191-5p on myogenic 
differentiation and ectopic adipogenesis in C2C12 cells. Useing mouse myoblast cell line C2C12 as model, the dif-
ferentiate into myotubes or to undergo intramyocellular lipid accumulation using horse serum, sodium oleate, and 
sodium palmitate were conducted. After transfection with miR-191-5p mimic or inhibitors, qRT-PCR and Western 
blot were performed to assess the expression of myogenic markers (MyoD, MyoG, MyHC, Myf5) and adipogenic 
markers (FAS, PPARγ, HSL), as well as to evaluate the effects on relevant signaling pathways. Furthermore, bio-
informatics analysis and dual-luciferase reporter assays were used to predict and validate the target genes of miR-
191-5p. The results showed that miR-191-5p was highly expressed in mouse skeletal muscle and exhibited an initial 
increase followed by a decrease during C2C12 myogenic differentiation, suggesting its involvement in the regula-
tion of skeletal muscle development. Compared to the control group, overexpression of miR-191-5p promoted myo-
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genic differentiation in C2C12 cells, significantly increasing the expression of MyoD, MyoG, and other myogenic 
genes. Regarding ectopic adipogenesis, overexpression of miR-191-5p significantly inhibited lipid droplet accumu-
lation and downregulated the expression of FAS and PPARγ. Additionally, phosphorylation of ERK1/2 was mark-
edly reduced. Co-transfection with psi-CHECK-2-C/EBPβ 3ʹUTR and miR-191-5p mimic resulted in a significant 
decrease in the ratio of firefly to Renilla luciferase activity, indicating that miR-191-5p directly targets the 3ʹUTR of 
C/EBPβ. In conclusion, miR-191-5p may promote myogenesis and suppress ectopic lipid deposition in C2C12 cells 
by targeting C/EBPβ and inhibiting the ERK1/2 signaling pathway.

Keywords       miR-191-5p; skeletal muscle; C2C12 myoblasts; lipid deposition

骨骼肌的发育是一个复杂的多阶段过程 , 由肌

前体细胞增殖、分化、迁移和融合构成 , 受到众多

信号通路和基因分子的精细调控 , 如肌细胞生成素

(myogenin, MyoG)、肌源性因子5(myogenic factor 5, 
Myf5)和生肌调节因子4(myogenic regulatory factor 4, 
MRF4)等 [1]。正常状态下骨骼肌中没有或有少量脂

滴存在 , 但在营养过剩、衰老、肥胖等生理状态下 , 
肌管内可能会出现脂质沉积过度现象 , 导致肌肉力

量降低、肌肉量减少和分泌异常等问题。在肥胖和

2型糖尿病 (T2DM)患者中 , 骨骼肌内的脂肪沉积可

能会引起炎症和脂毒性反应 , 进而干扰胰岛素信号

转导 , 导致胰岛素抵抗性增加 [2-3]。脂肪的异位沉积

与脂质合成、分解、转运以及多种信号通路的调控

密切相关 , 脂合成依赖于乙酰辅酶A羧化酶 (acetyl-
coA carboxylase, ACC)和脂肪酸合成酶 (fatty acid 
synthase, FASN), 由PI3K-Akt-mTOR、过氧化物酶

体增殖物活化受体γ(peroxisome proliferator-activated 
receptor γ, PPARγ)、ERK通路等调节 , 主要在肝脏

脂肪组织中完成 [4-5]; 脂分解通过激素敏感性脂肪酶

(hormone-sensitive lipase, HSL)等分解甘油三酯 , 儿
茶酚胺信号激活PKA[6]。

越来越多的证据表明 , miRNA(microRNA)在调

控脂肪的异位沉积过程中也发挥着重要作用 , 主要

通过影响脂肪生成和脂质代谢的关键过程 , 例如调

控胆固醇外流和脂肪细胞分化过程 [7-8]。miRNA是

一类长度为 21~23个核苷酸的内源性小RNA, 通过

与mRNA的互补结合, 导致mRNA沉默或降解, 从而

调控基因表达 [9-10]。miRNA在骨骼肌发育和肌内脂

肪 (intramuscular fat, IMF)沉积中主要通过调控肌肉

特异性因子的表达 , 影响骨骼肌的功能和健康 , 同
时直接抑制脂质合成相关基因的表达 , 调控脂质代

谢途径 , 参与脂质的分解、氧化、转运和储存 [11-13]。

例如 , miR-378在骨骼肌中高度表达 , 通过抑制ACC

和FAS的表达 , 减少脂肪酸合成 , 从而影响肌肉内脂

质的积累[14]; miR-324-5p在小鼠骨骼肌中高表达, 通
过靶向 lndum和Pm20d1, 增强线粒体β-氧化和脂肪

酸合成相关基因的表达 , 抑制成肌分化并促进脂质

积累 [15]。miR-191在动物脂肪代谢和肌肉生长中发

挥重要调控作用。对不同绵羊品种研究发现 , miR-
191在皮下脂肪组织中的表达丰度与脂肪量负相关 , 
预测miR-191靶基因并进行GO分析 , 发现靶基因与

脂肪代谢密切相关[16]。在猪脂肪代谢的研究中发现, 
miR-191-5p通过直接靶向C/EBPβ, 负调控猪前体脂

肪细胞的分化 ; 在小鼠前脂肪细胞系3T3-L1的研究

中也发现miR-191通过靶向C/EBPβ实现抑制脂肪生

成 [17-18]; 在牛原代肌肉细胞的研究中发现 , miR-191-
5p与circUBE3C竞争性结合p27, 进而促进牛成肌细

胞的增殖并抑制细胞凋亡 [19]。然而 , miR-191-5p在
肌细胞异位成脂过程中的作用及其机制尚不清楚。

本研究旨在探究miR-191-5p对C2C12细胞成肌

和肌内脂质沉积的影响及作用机制。C2C12细胞来

源于小鼠骨骼肌, 通常作为研究体外肌肉细胞生长、

分化、代谢的成熟模型 , 其生理和生物学特征经广

泛研究 , 可确保实验结果的可靠性和重复性 [20]。首

先 , 通过马血清、油酸钠和棕榈酸钠诱导C2C12细
胞成肌及肌内成脂 , 利用qRT-PCR法检测miR-191-
5p在小鼠各组织和C2C12细胞分化过程中的表达情

况。并在转染miR-191-5p mimic或 inhibitor后 , 通过

EdU、CCK8、MyHC免疫荧光染色法确定其在细

胞增殖和成肌分化过程中的作用 ; 随后 , 利用油红

O、TG法等方法确定miR-191-5p在异位成脂中的作

用; 最后, 借助双荧光素酶报告分析等方法确定miR-
191-5p与C/EBPβ的靶向作用 , 以及对信号通路活性

的影响。本研究揭示了miR-191-5p在调节C2C12细
胞成肌分化和肌管脂质沉积中的重要作用 , 有助于

深入理解miRNAs在肌肉生成和脂质代谢中的功能 , 
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为肌肉与脂肪代谢的交叉调控机制提供了新的分子

依据。

1   材料与方法 
1.1   材料

1.1.1   细胞培养      小鼠成肌细胞C2C12(#C5044)和
人胚胎肾细胞HEK293T(#C5004)购于浙江百迪生物

科技有限公司。细胞培养使用含10%胎牛血清和1%
青霉素–链霉素的DMEM高糖培养基 , 培养条件为

37 °C、5% CO2。每2天可换液1次, 待细胞融合率达

到80%~90%时可进行传代。

1.1.2   主要试剂与材料      DMEM高糖培养基和胎

牛血清购自浙江百迪生物科技有限公司; 青霉素–链
霉素双抗和CCK-8试剂盒、HRP标记羊抗鼠抗体和

HRP标记羊抗兔抗体购自北京博奥森生物技术有限

公司; miR-191-5p mimic、miR-191-5p inhibitor、U6
引物和 riboFECT™ CP转染试剂购自广州锐博生物

科技有限公司 ; 脂质体Lipofectamine 2000、TRIzol
试剂和BCA蛋白定量试剂盒购自美国ThermoFisher 
Scientific公司 ; 甘油三酯检测试剂盒购自南京建成

生物工程研究所; EdU检测试剂盒和油红O染色试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 反转录试剂

盒和Premix Ex Taq™购自日本TaKaRa公司; 双荧光

素酶检测试剂盒购自美国Promega公司; ECL化学发

光超敏显色试剂盒购自美国Millipore公司 ; C/EBPβ
一抗购自美迪西生物医药有限公司 ; CyclinB1、Cy-
clinD1、MyoG、p-HSL、HSL、FABP4和PPARγ一
抗购自英国Abcam公司; MyHC一抗购自美国DSHB
公司 ; p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT一抗购自美国

Cell Signaling Technology公司 ; GAPDH一抗购自深

圳市艾瑞生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞转染与诱导      当接种于12孔板的细胞

汇合率达到30%~50%, 使用 riboFECT™ CP染试剂

将40 μmol/L的NC、mimic、inhibitor-NC和 inhibitor
分别转染至C2C12细胞中。转染 48 h后提取细胞

RNA, 检测转染效率。转染24 h后 , 用含2%马血清

(bide)的分化培养基 (differentiation medium, DM)代
替生长培养基(growth medium, GM)进行诱导细胞成

肌分化, 每两天换液1次。待诱导成肌4~6天后, 若成

肌状况良好 , 将DM换成含0.5%无脂肪酸牛血清蛋

白(bovine serum albumin, BSA)和1 mmol/mL油酸钠

与棕榈酸钠的DM中37 ℃孵育24 h, 以诱导肌管中的

脂质沉积。

1 .2 .2    总 RNA提取、反转录和实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)      利用TRIzol裂解法提取总RNA, 
NanoDrop one超微量分光光度计检测RNA质量和浓

度。参照TaKaRa反转录试剂盒说明进行反转录 , 采
用ThermoFsher QuantStudio 3定量PCR仪检测FABP4
的mRNA相对表达水平 , 以GAPDH和U6为内参基

因, 以2–∆∆Ct法计算基因相对表达丰度。

1.2.3   活细胞计数法 (CCK-8)      融合度达到

40%~50%时 , 分别转染NC mimic、miR-191-5p 
mimic、NC inhibitor和miR-191-5p inhibitor试剂。

培养24 h后每孔加入100 μL CCK-8检测试剂, 每组6
个重复并设置4个无细胞孔为空白对照。37 °C孵育

2 h后于450 nm波长处检测吸光度(D)值, 检测细胞增

殖活性。

1.2.4   EdU染色(5-乙炔基-2’-脱氧尿嘧啶染色)      使
用EdU染色试剂盒对样本进行染色, 首先用4 °C预冷

的4%多聚甲醛进行固定30 min, 接着使用0.5% Tri-
ton X-100进行渗透处理, 持续10 min。随后, 在室温

条件下且避免光照的环境中 , 使用Apollo染色液进

行孵育, 时间为30 min。孵育完成后, 用0.5% Triton 
X-100进行3次洗涤。最后 , 使用Hoechst33342染色

液进行2次染色, 室温20 min。在荧光倒置显微镜下

观察并拍摄图像, 每个实验组别设置6次重复实验。

1.2.5   miRNA靶基因预测与生物信息学分析      结
合Targetscan、miRBase、miRDB等对miR-191-5p靶
基因预测, 筛选出多个潜在的一致性较高的靶基因。

在NCBI上查找靶基因的功能信息 , 预测其生物学功

能。

1.2.6   质粒构建与报告基因分析      从NCBI数据

库中获取 C/EBPβ与 miR-191-5p的 3 ʹ端非翻译区

(3ʹUTR)结合的碱基序列 , 并利用SnapGene软件设

计带Xho I、Not I酶切位点的PCR引物。接着 , 从
C2C12细胞 cDNA为模板扩增出含有靶基因与miR-
191-5p结合区域的DNA片段。利用酶切技术处理

psi-CHECK2质粒和靶编码区片段 , 并通过琼脂糖

凝胶电泳及胶回收技术纯化目标DNA片段。之后 , 
在 16 °C下利用DNA连接酶将靶基因编码区与psi-
CHECK2质粒连接 , 将转化后的大肠杆菌感受态细

胞涂布于LB琼脂平板上进行培养。培养完成后 , 挑
选出单克隆菌落 , 并对这些菌落进行扩增培养以及
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质粒的提取工作。最后 , 将提取的质粒由上海生工

生物工程技术服务有限公司进行序列测定 , 以确保

载体构建的准确性。

1.2.7   双荧光素酶报告分析      双荧光素酶实验分

为以下两组: NC mimic和C/EBPβ 3ʹUTR、miR-191-
5p mimic和C/EBPβ 3ʹUTR, 每组6个重复。在转染

前 24 h, 将293T细胞以1×10⁵个 /孔的密度接种于24
孔板中 , 每孔加入1 mL不含抗生素的DMEM培养基

(含10%胎牛血清 )。第二天 , 使用Lipofectamine 3000
共转染NC mimic和含有C/EBPβ-3ʹUTR的双荧光素

酶报告基因载体 (psiCHECK-2-C/EBPβ)、miR-191-

5p mimic和psiCHECK-2-C/EBPβ。转染后24 h后 , 轻
轻去除DMEM培养基 , 利用Dual-Luciferase Reporter 
Assay System试剂盒收取样品, 加入100 μL 1× 被动裂

解缓冲液 , 在轨道摇床上室温孵育15 min以裂解细

胞。随后 , 将100 μL荧光素酶检测试剂II(LAR II)加
入发光检测管中 , 再加入20 μL细胞裂解物 , 混匀后

在TECAN多功能酶标仪上测量萤火虫荧光素酶发

光值。接着, 向同一试管中加入100 μL Stop & Glo®

试剂 , 混匀后测量海肾荧光素酶发光值。通过萤火

虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活性比值来反映miR-
191-5p与C/EBPβ基因的靶向关系。

表2   引物序列

Table 2   Primer sequences
基因 
Gene

序列(5ʹ→3ʹ) 
Sequence (5ʹ→3ʹ)

C/EBPβ Forfward: GGA CTT GAT GCA AAC CGG ATC 
Reverse: CTG CCC CAA AAA GGC TTT TAA AC

ATGL Forfward: GGA ACC AAA GGA CCT GAT GAC C 
Reverse: ACA TCA GGC AGC CAC TCC AAC A

C/EBPα Forfward: TGG ACA AGA ACA GCA ACG AG 
Reverse: TCA CTG GTC AAC TCC AGC AC

Ccl3 Forfward: ACT TTG AGA CGA GCA GCC AGT G 
Reverse: TTT CTG GAC CCA CTC CTC ACT G

Cenpe Forfward: GGA GAA AGA TGA CCT ACA GAG GC 
Reverse: AGT TCC TCT TCA GTT TCC AGG TG

CyclinB Forfward: AAC TTC AGC CTG GGT CG 
Reverse: CAG GGA GTC TTC ACT GTA GGA

CyclinD Forfward: TAG GCC CTC AGC CTC ACT C 
Reverse: CCA CCC CTG GGA TAA AGC AC

FABP4 Forfward: TGA AAT CAC CGC AGA CGA CAG G 
Reverse: GCT TGT CAC CAT CTC GTT TTC TC

FAS Forfward: AGT TGC CCG AGT CAG AGA A 
Reverse: CGT CGA ACT TGG AGA GAT CC

GAPDH Forfward: TGC TGA GTA TGT CGT GGA GTC T 
Reverse: ATG CAT TGC TGA CAA TCT TGA G

HSL Forfward: GCT CAT CTC CTA TGA CCT ACG G 
Reverse: TCC GTG GAT GTG AAC AAC CAG G

Myf5 Forfward: GAG CTG CTG AGG GAA CAG GTG GAG A 
Reverse: GTT CTT TCG GGA CCA GAC AGG GCT G

MyHC Forfward: CGC AAG AAT GTT CTC AGG CT 
Reverse: GCC AGG TTG ACA TTG GAT TG

MyoD Forfward: GCA CTA CAG TGG CGA CTC AGA T 
Reverse: TAG TAG GCG GTG TCG TAG CCA T

MyoG Forfward: CCA TCC AGT ACA TTG AGC GCC T 
Reverse: CTG TGG GAG TTG CAT TCA CTG G

Pax7 Forfward: GTT CGG GAA GAA AGA GGA CGA C 
Reverse: GGT TCT GAT TCC ACA TCT GAG CC

PPARγ Forfward: CCA AGA ATA CCA AAG TGC GAT CA 
Reverse: CCC ACA GAC TCG GCA CTC AAT 
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1.2.8   免疫荧光染色      将细胞接种于玻片并培养

至适宜密度 , 随后通过使用4%多聚甲醛进行细胞常

温固定以保持细胞结构的完整性。细胞通透液使用

0.1% Triton X-100, 以便抗体能够渗透细胞内部。洗

涤液使用5% BSA, 抑制非特异性结合。在抗体孵育

阶段 , 细胞首先与针对特定分化标志物的一抗接触 , 
一抗稀释浓度按照说明书中比例稀释于含 5%脱脂

奶粉的TBST缓冲液 , 一般为1000 5׃1~000 1׃。洗涤

后 , 再与经1000 1׃稀释的荧光标记二抗孵育以增强

检测信号。最终洗涤步骤去除未结合的抗体 , 确保

信号的特异性。通过荧光显微镜观察染色结果 , 并
利用 ImageJ软件对拍摄的图像进行荧光强度和分布

的定量分析。

1.2.9   油红O染色      待细胞密度达到80%, 使用分

化培养基诱导细胞成肌, 待肌管清晰可见, 使用油酸

钠和棕榈酸钠诱导细胞成脂 , 待细胞脂滴形成明显

后, 使用4 °C预冷的多聚甲醛固定细胞15 min后, 通
过油红O染料特异性结合脂质, PBS清洗多余染料后

显微镜下观察细胞内脂滴的分布情况。

1.2.10   细胞总蛋白提取和蛋白质印迹(Western blot)实
验      用RIPA缓冲液补充蛋白酶抑制剂提取总蛋白。

裂解液在9 000 r/min下4 °C离心7 min, 上清液加入6× 
SDS上样缓冲液混匀后煮沸10 min。使用12% SDS-
PAGE分离胶和5% SDS-PAGE浓缩胶分离 , 100 V电

泳2 h。将目的条带转移到PVDF膜上, 4 °C、200 mA
转移2 h。将膜在含有5%脱脂牛奶的溶液中进行封

闭处理。接着 , 在4 °C的条件下与一抗孵育10~12 h, 
一抗稀释浓度按照说明书中比例稀释于含 5%脱脂

奶粉的TBST缓冲液 , 一般为1000 5׃1~000 1׃。孵育

完成后, 再将膜与辣根过氧化物酶标记的二抗(HRP-
conjugated secondary antibody, 1:20 000稀释于含5%
脱脂奶粉的TBST缓冲液 )在室温下进行1 h的孵育。

使用Bio-Rad ChemiDocXRS+曝光系统检测蛋白水

平, 并使用ImageJ图像软件进行分析灰度值。

1.2.11   甘油三酯(TG)含量测定      将制备好的细胞

蛋白离心取上清 , 实验组每孔加入1 μL蛋白悬液和

100 μL TG测试盒工作液 , 每组4个重复 , 37 °C孵育

10 min, 波长500 nm下使用Eppendorf酶标仪测定各

孔吸光度值。以校准品组为对照, 计算样品TG含量。

1.2.12   实验数据统计分析方法      使用Graph Pad 
Prism 8软件进行数据分析和图表制作 , 实验结果以

平均值±标准差 (x
_
±s)的方式呈现。通过Student’s t-

test来评估数据间的显著性差异 , 当P<0.05时 , 认为

结果具有统计学上的显著性。具体来说 , *P<0.05, 
表示统计差异显著; **P<0.01, 表示统计差异极显著, 
***P<0.001, 表示统计差异高度显著。

2   结果
2.1   miR-191-5p在小鼠各个组织和成肌细胞中的

表达模式

本研究分析了miR-191-5p在小鼠不同组织中

的表达模式 , 发现miR-191-5p在骨骼肌组织中的表

达水平较高(图1A)。在C2C12细胞成肌分化过程中, 
miR-191-5p表达量呈现先上升后下降的趋势 , 并在

分化第6天表达量最高 (图1B)。这些结果提示miR-
191-5p可能在肌肉发育中扮演着重要角色。

2.2   miR-191-5p促进C2C12细胞的增殖

为研究miR-191-5p在C2C12细胞增殖中的作用, 
分别转染miR-191-5p mimic和NC mimic至C2C12
细胞 , 在转染 48 h后 , 检测发现miR-191-5p mimic
组miR-191-5p表达水平较NC mimic组升高50倍 (图
2A)。EdU染色和CCK-8法检测均显示过表达miR-
191-5p后细胞增殖能力增强 (图2B和图2C)。与NC 
mimic组相比 , miR-191-5p mimic可显著提高细胞周

期调控基因Cenpe、CyclinB1和CyclinD1的表达 (图
2D)。

为了验证上述结果 , 在C2C12细胞中转染miR-
191-5p inhibitor, 转染后检测结果显示miR-191-5p抑
制剂能显著降低C2C12细胞中miR-191-5p的表达水

平 , 降低细胞增殖 (图2B和图2C)和细胞周期相关基

因及蛋白表达量 (图2E和图2F)。总之 , miR-191-5p
可促进C2C12细胞增殖。

2.3   miR-191-5p促进C2C12细胞的成肌分化

为探究miR-191-5p在C2C12成肌细胞分化中的

作用, 在C2C12细胞进行诱导成肌分化过程中, 转染

miR-191-5p mimic或miR-191-5p抑制剂, 通过免疫组

化检测肌管形成情况 , 并收集总RNA检测成肌标志

基因的表达丰度。结果显示, miR-191-5p mimic组在

分化第6天形成了更多的肌管, 且肌管的数量显著高

于对照组 (图3A),并且成肌标志基因MyoD、MyoG、

MyHC和Myf5的mRNA表达水平显著上升 (图 3B), 
MyoG、MyHC蛋白表达水平同样显著上升 (图3C)。
而miR-191-5p inhibitor组在细胞分化过程中显示肌

管形成数量显著减少 (图3A), 成肌标志基因和蛋白
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的表达水平也显著下降(图3C和图3D)。这些结果表

明, miR-191-5p促进了肌细胞的分化及其成熟。

2.4   miR-191-5p对异位脂肪沉积的抑制作用 
为研究miR-191-5p对异位成脂的影响。先诱

导C2C12细胞形成明显的肌管结构后 , 再加入油酸

钠和棕榈酸钠诱导肌管中沉积脂滴 , 在此过程中转

染miR-191-5p mimic或miR-191-5p抑制剂 , 通过油

红O染色等方法确定miR-191-5p的作用。结果显示 , 
miR-191-5p mimic可显著抑制细胞内脂质、甘油三

酯的积累(图4A和图4B)和成脂关键基因PPARγ的表

达, 并提高脂解基因ATGL和HSL的表达水平(图4C)。
而与对照组相比 , 抑制miR-191-5p可显著促进胞内

脂质和甘油三酯的积累 (图 4A和图 4B)和成脂基因

FAS的表达 , 同时脂解基因ATGL和HSL基因表达水

平显著降低 (图4D), 蛋白表达情况与基因较为一致

(图4E)。综上所述, miR-191-5p通过调节成脂和脂解

相关基因的表达, 显著抑制C2C12细胞的异位成脂。

2.5   miR-191-5p靶向抑制C/EBPβ的表达

为了筛选与miR-191-5p靶向互作的基因 , 利用

Targetscan、miRBase、miRDB等数据库预测显示

C/EBPβ可能是miR-191-5p的靶基因 (图5A)。过表达

miR-191-5p后 , C/EBPβ的表达量显著下降 (P<0.05)
(图5B)。为了验证miR-191-5p是否直接靶向C/EBPβ。
PCR扩增得到C/EBPβ的启动子区序列 , 构建 psi-
CHECK-2双荧光素酶报告载体 , 共转染miR-191-5p 
mimic与psiCHECK-2-C/EBPβ结果表明 , miR-191-5p 
mimic和psiCHECK-2-C/EBPβ共转染组的荧光强度

显著低于对照组 (P<0.05)(图5C)。同时过表达miR-

191-5p后, C/EBPβ蛋白表达量也显著下降(图5D)。上

述结果确定了C/EBPβ为miR-191-5p的靶基因。

2.6   miR-191-5p通过ERK1/2信号通路调控细胞

脂质积累

ERK1/2细胞信号通路在调控脂肪沉积方面起

到重要作用。为了探究miR-191-5p是否通过ERK1/2
信号通路发挥作用 , 我们在诱导细胞成脂后提取

细胞蛋白 , 通过Western blot检测miR-191-5p-NC和
miR-191-5p mimic组中蛋白表达情况 , 结果发现敲

低miR-191-5p可显著抑制ERK1/2的磷酸化(图6), 这
表明miR-191-5p可促进ERK1/2信号通路的活性调

控细胞脂质积累。

3   讨论
骨骼肌细胞内脂质沉积是重要的科学问题 , 一

方面是肌肉卫星细胞功能受损的一个特征 , 同时肌

内脂肪含量也可作为农业动物的肉品质指标中的

关键参数, 直接影响肌肉的肉色、嫩度和多汁性[21]。

近年来, 大量研究发现, miRNA在肌肉发育和肌内脂

肪沉积过程中发挥重要作用 [22-23]。miR-191-5p是一

种重要的miRNA, 在癌症、心血管疾病、代谢性疾

病及炎症与免疫反应中发挥双重调控作用。在癌症

中 , 它既可促进肿瘤进展 , 也可抑制肿瘤生长 , 具体

作用因癌症类型而异[24-25]。在心血管疾病中, 它通过

调控血管生成和炎症等过程影响疾病发展[26]。此外, 
miR-191-5p还参与代谢性疾病如糖尿病和肥胖的调

控 , 并可能通过调节炎症因子和免疫细胞功能影响

炎症和免疫相关疾病 [27-29]。由于其在不同疾病中的

A: miR-191-5p在小鼠各个组织中的表达水平; B: miR-191-5p在C2C12细胞成肌过程中的表达水平变化。

A: expression levels of miR-191-5p in various mouse tissues; B: changes in miR-191-5p expression levels during C2C12 myogenic differentiation.
图1   miR-191-5p在组织和成肌分化过程中的表达

Fig.1   Expression of miR-191-5p in tissues and myogenic differentiation process
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A: qRT-PCR法检测miR-191-5p在C2C12细胞中的过表达和敲低效率; B: CCK8法检测miR-191-5p对细胞增殖的影响; C: EdU检测miR-191-5p对
C2C12细胞增殖的影响; D、E: Real-Time PCR法检测细胞增殖基因表达水平; F: Western blot法检测细胞中增殖蛋白表达水平。n=3, *P<0.05, 
**P<0.01。
A: the overexpression and knockdown efficiency of miR-191-5p in C2C12 cells were detected by qRT-PCR; B: the effect of miR-191-5p on cell prolif-
eration was detected by CCK8 assay; C: the effect of miR-191-5p on the proliferation of C2C12 cells was detected by EdU assay; D,E: the expression 
levels of cell proliferation genes were detected by Real-Time PCR; F: the expression levels of proliferation proteins in cells were detected by Western 
blot. n=3, *P<0.05, **P<0.01.

图2   miR-191-5p对C2C12细胞增殖的影响

Fig.2   Effect of miR-191-5p inhibition on C2C12 cell proliferation
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表达变化 , miR-191-5p被视为潜在的生物标志物和

治疗靶点 , 但其具体机制和临床应用仍需进一步研

究。在本研究前期发现miR-191-5p在肌肉组织中表

达丰富, 并且其表达水平随着C2C12细胞的成肌分化

而显著上升。生物信息学分析进一步揭示, miR-191-
5p可能靶向调控多个与脂肪代谢相关的关键基因 , 

A: MyHC免疫荧光染色检测细胞肌纤维分化情况; B、D: qRT-PCR法检测细胞分化基因表达水平; C: Western blot法检测细胞中分化相关蛋白

表达水平。n=3, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: MyHC immunofluorescence staining was used to assess the myofiber differentiation of cells; B,D: the expression levels of cell differentiation genes 
were detected by qRT-PCR; C: the expression levels of differentiation-related proteins in cells were detected by Western blot. n=3, *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001. 

图3   miR-191-5p对C2C12细胞分化的影响

Fig.3   Effect of miR-191-5p inhibition on C2C12 cell differentiation
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其中C/EBPβ是重要的靶基因之一。基于这些发现 , 
我们推测miR-191-5p可能在成肌过程以及异位成脂

现象中发挥重要作用。实验结果证实miR-191-5p不
仅具有显著的促进成肌作用 , 还能通过靶向C/EBPβ
并调控ERK1/2信号通路 , 有效抑制肌内脂肪沉积。

这一发现为理解肌肉 –脂肪平衡调控机制提供了新

的理论依据 , 也为改善肉质性状提供了潜在的分子

靶点。

在骨骼肌细胞的增殖过程中 , 细胞周期蛋白

(Cyclin)通过与细胞周期蛋白依赖性激酶 (cyclin-
dependent kinase, CDK)形成复合物, 推动细胞周期的

进程 , 直接调控细胞增殖 [30-31]。其中 , CyclinD1通过

激活CDK4和促使Rb蛋白磷酸化, 释放E2F转录因子, 
推动细胞从G1期进入S期, 促进细胞周期的进展[32-33]。

CyclinB1与CDK1结合 , 在G2/M转换和有丝分裂过

程中激活, 确保染色体正确分离[34]。Cenpe在维持中

A: 油红O检测miR-191-5p对细胞脂滴形成的影响; B: miR-191-5p对细胞TG含量的影响; C: qRT-PCR法检测miR-191-5p过表达对细胞成脂基

因表达的影响; D: miR-191-5p敲低对细胞成脂基因表达的影响; E: Western blot检测miR-191-5p对细胞成脂蛋白表达的影响。n=3, *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001。
A: oil red O staining to assess the effect of miR-191-5p on lipid droplet formation in cells; B: effect of miR-191-5p on triglyceride (TG) content in cells; 
C: qRT-PCR analysis of the effect of miR-191-5p overexpression on adipogenic gene expression in cells; D: effect of miR-191-5p knockdown on adipo-
genic gene expression in cells; E: Western blot to detect the effect of miR-191-5p on adipogenic protein expression in cells. n=3, *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001. 

图4   miR-191-5p对C2C12异位成脂的影响

Fig.4   Effect of miR-191-5p on ectopic adipogenesis in C2C12 cells
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心粒蛋白复合体结构和纺锤体方向上发挥作用 , 对
细胞分裂至关重要 [35]。本实验结果表明 , miR-191-
5p可以促进CyclinB1、CyclinD1、Cenpe、Ccl3等细

胞增殖相关基因的表达 , 由此推断miR-191-5p是通

过促进这些增殖基因的表达进而对细胞周期精确调

控, 进而推动骨骼肌细胞的增殖的。

此外 , miR-191-5p可显著促进MyoD、MyoG、

MyHC和Myf5等成肌分化因子的表达。肌生成是一

个复杂的多步骤过程, MRFs对肌肉发育、发生和再

生等多个阶段起作用 , 协调从成肌细胞增殖、融合

及肌管成熟等骨骼肌发育的各个阶段。在骨骼肌发

育的早期, Myf5和MRF4作为决定因素, 引导前体细
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A: miR-191-5p与C/EBPβ的靶向序列; B: qRT-PCR法检测miR-191-5p过表达与敲低时C/EBPβ的表达水平; C: 双荧光素酶法检测miR-191-5p与C/EBPβ
的靶向关系; D: Western blot检测miR-191-5p对C/EBPβ蛋白表达的影响。n=3, *P<0.05, **P<0.01。
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图5   miR-191-5p与C/EBPβ的靶向关系

Fig.5   The target relationship between miR-191-5p and C/EBPβ
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胞建立骨骼肌谱系 [36]。随后 , MyoD的表达被Wnt和
BMP4信号激活 , MyoD作为肌肉特异性基因转录调

控的关键因子 , 能够促使多种细胞类型向成肌细胞

转化, 通常被视为调节分化程序的“主开关”[37-38]。随

后 , MyoD起到关键作用 , 它能够激活MyoG的表达 , 
并同时抑制Myf5的表达[39]。这种从Myf5到MyoG的

表达变化标志着细胞周期的退出和分化过程的正式

启动 , 使得成肌细胞得以进一步分化并融合形成肌

管。MyoD与MyoG的协同作用能够促进MRF4基因

的表达 , 这对于维持肌管融合后肌纤维的稳态至关

重要。而Myf6则与MyoG共同控制肌肉分化, MyoG

的表达能够控制成肌细胞融合的发生并促进成肌细

胞的增殖 [40]。先前的研究发现 , C/EBPβ异位表达通

过降解MyoD蛋白、上调Pax7和干扰MyoD活性影

响其功能, 导致分化缺陷[41]。因此, miR-191-5p可能

通过下调C/EBPβ的表达, 促进肌源性因子如MyoD、

MyoG、MyHC和Myf5的活性来促进肌细胞的分化。

骨骼肌内的脂质代谢调节包括脂肪生成和脂

肪分解两个相反的过程 , 受 FAS、ATGL、HSL和
FABP4等关键酶的调控。FAS在脂肪生成中起核心

作用 ; ATGL是甘油三酯水解为甘油二酯的主要酶 ; 
HSL可同时水解甘油二酯和甘油三酯; FABP4能够与

Western blot法检测细胞中ERK1/2信号通路蛋白水平。n=3, *P<0.05。
Western blot was used to detect the protein levels of ERK1/2 signaling pathway in cells. n=3, *P<0.05.

图6   miR-191-5p通过ERK1/2信号通路调节细胞脂质积累

Fig.6   miR-191-5p regulates cellular lipid accumulation through the ERK1/2 signaling pathway

图7   miR-191-5p/C/EBPβ/ERK1/2轴在成肌与脂代谢中的调控网络

Fig.7   The miR-191-5p/C/EBPβ/ERK1/2 axis in the regulatory network of myogenesis and lipid metabolism
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p-HSL结合并移位到脂滴区域以调节HSL的脂解活

性 [42-43]。在骨骼肌异位成脂研究中发现miR-191-5p
的靶基因是C/EBPβ, 而C/EBPβ在脂肪生成过程中发

挥着早期诱导因子的重要作用。具体而言是指在脂

肪细胞分化的起始阶段, C/EBPβ的表达迅速上调, 直
接结合到PPARγ基因启动子区域促进其转录, 激活脂

肪细胞分化关键转录因子PPARγ, 进而调控与脂肪细

胞功能和脂质代谢相关的基因表达。同时 , C/EBPβ
还能激活C/EBPα, C/EBPα与PPARγ协同作用, 进一步

增强脂肪细胞中参与脂肪酸合成、转运和储存的特

异性基因 (如FAS、LPL等 )表达 , 进而促进脂肪细胞

的成熟和脂质积累 , 最终促进成熟脂肪细胞表型的

基因表达 [44-46]。因此, miR-191-5p靶向C/EBPβ, 抑制

关键成脂基因 , 减少了油酸诱导的骨骼肌内脂质沉

积, 而miR-191-5p的抑制则导致脂质沉积增加。

除了转录因子的连续诱导外 , 细胞内信号分子

的调节对脂肪细胞分化同样重要。ERK1/2属于有

丝分裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK), ERK1/2信号转导可诱导cAMP反应元

件结合蛋白(the cAMP response element-binding pro-
tein, CREB)的激活, 而活化的CREB能够通过直接结

合C/EBPβ基因的启动子区 , 调控其转录过程 , 影响

体外前脂肪细胞的成脂分化 [47]。此外 , p-ERK1/2是
众所周知的PPARγ负调节剂 , 特别是在有丝分裂克

隆扩增(mitotic clonal expansion, MCE)阶段[48]。有研

究表明ERK1/2信号通路负向调节脂质沉积和类固

醇生成。甜菜碱通过抑制ERK1/2通路促进C2C12细
胞中PPARγ的表达和脂质积累 [49]; 肌肉生长抑制因

子(myostatin, MSTN)通过激活ERK1/2信号通路减少

了猪皮下前脂肪细胞(porcine subcutaneous preadipo-
cytes, PSPA)中的脂质积累, 而在添加ERK1/2抑制剂

后, 这种减少现象得以逆转[50]。综上所述, miR-191-
5p不仅可以直接靶向C/EBPβ调控异位成脂 , 也可能

通过上调ERK1/2通路的磷酸化, 进而抑制C/EBPβ和
PPARγ的活性, 降低C2C12细胞异位脂质沉积。

综上所述 , miR-191-5p在C2C12成肌细胞的增

殖分化和肌内脂质沉积过程中发挥着关键调控作

用 , 这为理解miRNA在肌肉生物学和代谢性疾病中

的作用提供了新的见解 , 并为未来针对肌肉疾病的

治疗提供了潜在的分子靶点。然而 , 本实验仅初步

分析了miR-191-5p调控C2C12细胞异位成脂的分子

机制和信号通路 , 尚未探讨其细胞增殖和分化的下

游信号通路网络。另外 , 尽管C2C12成脂分化模型

为肌肉和脂肪代谢研究提供了高效工具 , 尤其适用

于机制初步解析和药物筛选 , 但在疾病建模和转化

研究中生理相关性不足。因此 , 未来需结合原代肌

细胞实验进一步验证核心结论 , 并通过多组学技术

揭示其在体内复杂微环境中的调控模式。
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