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iPSC-MSCs联合 HMB和D-核糖缓解地塞米松
诱导的C2C12肌管细胞萎缩
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摘要 目的:探讨诱导多能干细胞来源的间充质干细胞(iPSC-MSCs)与β-羟基-β-甲基丁酸(HMB)和D-核
糖(DR)联合使用在肌管细胞萎缩中的作用及机制。方法:以C2C12细胞系为研究对象,利用地塞米松

(Dex)建立体外肌萎缩模型,分别设置对照组,Dex组,iPSC-MSCs、HMB和DR单独及联合组。采用CCK8
法检测细胞活力,HE染色法观察肌管形态,免疫印迹法和免疫荧光法对其机制进行研究。结果:与Dex组

比较,iPSC-MSCs+HMB+DR+Dex组显著增加C2C12肌管细胞活力(***P<0.001)和肌管直径(***P
<0.001)。免疫印迹结果显示,iPSC-MSCs+HMB+DR+Dex组P-PKB(**P<0.01)、P-mTOR(**P<
0.01)、PI3K(*P<0.05)、PGC-1(*P<0.05)、IGF-1(**P<0.01)、MHC(*P<0.05)、Pax-7(*P<0.05)
和MyoD-1(*P<0.05)蛋白表达显著增加,Foxo3a(**P<0.01)、MuRF-1(*P<0.05)、Caspase-3(*P<
0.05)和Bax(*P<0.05)蛋白表达以及Bax/Bcl-2比值(**P<0.01)显著降低。免疫荧光结果与免疫印迹

结果相一致,即iPSC-MSCs+HMB+DR+Dex组与Dex组比较,MuRF-1蛋白表达显著降低(***P<0.
001),Pax-7蛋白表达显著增加(***P<0.001)。结论:iPSC-MSCs联合HMB和DR可以改善Dex诱导的

C2C12肌管细胞萎缩。这可能与iPSC-MSCs、HMB和DR联合使用可以激活PI3K/PKB信号通路,促进蛋

白质合成;降低Bax/Bcl-2比值以及抑制Caspase-3蛋白表达从而阻止细胞凋亡;增加肌蛋白 MHC、Pax-7
和MyoD-1的表达有关。
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Abstract Objective:
 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

mechanisms
 

of
 

the
 

combined
 

use
 

of
 

induced
 

pluripotent
 

stem
 

cell-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(iPSC-MSCs)
 

with
 

β-hydroxy-β-methylbutyrate
 

(HMB)
 

and
 

D-
ribose

 

(DR)
 

on
 

myotube
 

atrophy.
 

Method:
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

C2C12
 

cell
 

line
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subject,
 

and
 

an
 

in
 

vitro
 

muscular
 

atrophy
 

model
 

was
 

successfully
 

constructed
 

with
 

the
 

aid
 

of
 

dexametha-
sone

 

(Dex).
 

The
 

experimental
 

design
 

encompassed
 

a
 

Control
 

group,
 

a
 

Dex
 

group,
 

and
 

groups
 

receiving
 

iPSC-MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR,
 

as
 

well
 

as
 

their
 

combined
 

treatments.
 

Cell
 

viability
 

was
 

evaluated
 

using
 

the
 

CCK8
 

assay,
 

myotube
 

morphology
 

was
 

observed
 

through
 

HE
 

staining,
 

and
 

concurrently,
 

molecular
 

bio-
logical

 

methods
 

such
 

as
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

analysis
 

were
 

also
 

applied
 

to
 

conduct
 

in-
depth

 

exploration
 

of
 

the
 

experimental
 

mechanisms.
 

Results:
 

Compared
 

with
 

the
 

Dex
 

group,
 

the
 

iPSC-
MSCs+HMB+DR+Dex

 

group
 

significantly
 

increased
 

C2C12
 

myotube
 

cell
 

viability
 

(***P<0.001)
 

and
 

myotube
 

diameter
 

(***P<0.001).
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

iPSC-MSCs+HMB+DR+Dex
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

increased
 

protein
 

expression
 

of
 

P-PKB
 

(**P<0.01),
 

P-mTOR
 

(**P<0.
01),

 

PI3K
 

(*P<0.05),
 

PGC-1
 

(*P<0.05),
 

IGF-1
 

(**P<0.01),
 

MHC
 

(*P<0.05),
 

Pax-7
 

(*P<0.
05),

 

and
 

MyoD-1
 

(*P<0.05).
 

Meanwhile,
 

there
 

were
 

significant
 

decreases
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Foxo3a
 

(**P<0.01),
 

MuRF-1
 

(*P<0.05),
 

Caspase-3
 

(*P<0.05)
 

and
 

Bax
 

(*P<0.05),
 

as
 

well
 

as
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

the
 

Bax/Bcl-2
 

ratio
 

(**P<0.01)..
 

The
 

immunofluorescence
 

results
 

were
 

consist-
ent

 

with
 

the
 

Western
 

blot
 

findings,
 

indicating
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

Dex
 

group,
 

the
 

iPSC-MSCs+HMB
+DR+Dex

 

group
 

had
 

significantly
 

decreased
 

protein
 

expression
 

of
 

MuRF-1
 

(***P<0.001)
 

and
 

signifi-
cantly

 

increased
 

protein
 

expression
 

of
 

Pax-7
 

(***P<0.001).
 

Conclusion:
 

This
 

study
 

has
 

discovered
 

that
 

the
 

combined
 

application
 

of
 

iPSC-MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

can
 

significantly
 

ameliorate
 

the
 

atrophy
 

induced
 

by
 

Dex
 

in
 

C2C12
 

myotubes.
 

This
 

positive
 

effect
 

may
 

be
 

attributed
 

to
 

the
 

following
 

mechanisms:
 

Firstly,
 

this
 

combined
 

therapy
 

can
 

activate
 

the
 

PI3K/PKB
 

signaling
 

pathway,
 

thereby
 

promoting
 

protein
 

synthe-
sis.

 

Secondly,
 

by
 

reducing
 

the
 

Bax/Bcl-2
 

ratio
 

and
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

Caspase-3
 

protein,
 

it
 

effec-
tively

 

halts
 

the
 

process
 

of
 

cellular
 

apoptosis.
 

Lastly,
 

it
 

also
 

significantly
 

increases
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

MHC,
 

Pax-7,
 

and
 

MyoD-1,
 

which
 

play
 

crucial
 

roles
 

in
 

muscle
 

growth
 

and
 

differentiation.
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0 引言

骨骼肌具有控制运动和储存能量的功能,在骨骼肌发生萎缩时,身体运动系统将遭受明显的损害,进而

导致跌倒、身体残疾、住院以及早逝等不良后果的风险增加,对社会经济带来了严重的影响[1]。骨骼肌萎缩

是一个复杂的现象,由多种因素共同影响,其背后的分子机制至今尚未完全明确。在临床上,针对骨骼肌萎

缩的治疗手段也没有形成统一的标准。当前,骨骼肌萎缩治疗仍面临挑战,亟需新的有效疗法。
诱导多能干细胞来源的间充质干细胞(induced

 

pluripotent
 

stem
 

cell-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,
 

iPSC-MSCs)是指通过导入特定的转录因子将终末分化的体细胞重编程为多能干细胞,然后在间充质干细胞

培养基中进行扩增并诱导分化为间充质干细胞[2]。iPSC-MSCs与传统间充质干细胞相比,在细胞增殖、免
疫调节、产生能够控制微环境的外泌体、生物活性旁分泌因子分泌等方面具有优势,同时在理论上消除了免

疫抑制,减少了变异来源[3]。JOHANNA等人的研究证实间充质干细胞可以改善肌肉萎缩小鼠模型中肌肉

质量和质量的丧失[4]。此外,PIAO等人的研究表明间充质干细胞对骨骼肌有保护作用,可以延缓衰老相关
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骨骼肌萎缩[5]。但目前针对间充质干细胞联合运动营养补充剂治疗骨骼肌萎缩的研究较少。

D-核糖(D-ribose,
 

DR)和β-羟基-β-甲基丁酸(Beta-hydroxy-beta-methylbutyrate,
 

HMB)均是常用的运

动营养补充剂。DR天然存在于所有生命细胞中,参与腺苷酸的合成和ATP的再生[6]。大量的研究和临床

数据表明,DR具有保护心脏功能、缓解肌肉酸痛和抗疲劳等作用[7-10]。HMB是亮氨酸的中间代谢物,研究

发现HMB能够通过上调磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol
 

3-kinase,
 

PI3K)/蛋白激酶B(protein
 

ki-
nase

 

B,
 

PKB)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,
 

mTOR)信号通路促进蛋白质合

成,同时通过蛋白酶体途径抑制蛋白质降解[11-12]。因此,iPSC-MSCs、DR和HMB对于改善肌肉萎缩均有积

极作用。本研究将三者相结合,采用地塞米松(Dexamethasone,
 

Dex)诱导C2C12细胞建立体外肌萎缩模

型[13],旨在探讨iPSC-MSCs联合HMB和DR在骨骼肌萎缩中的作用及潜在机制,为骨骼肌萎缩疾病的治

疗提供实验基础与科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

间充质干细胞无血清培养基购自友康生物科技(北京)股份有限公司;HMB购自上海源叶生物科技有

限公司;DR购自海门尚品医药科技有限公司;Dex、CCK8检测试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、磷酸酶抑

制剂和蛋白酶抑制剂购自上海碧云天有限公司;胎牛血清购自武汉普诺赛生命科技有限公司;马血清购自

Hyclone;高糖DMEM培养基、青霉素-链霉素溶液、0.25%
 

EDTA-胰蛋白酶、苏木精染液、伊红染液、SDS、
甘氨酸、脱脂奶粉购自北京索莱宝有限公司;PVDF膜购自Millipore;Annexin

 

V-FITC/PI细胞凋亡检测试

剂盒、β-actin购自沈阳万类生物科技有限公司;肌球重链蛋白(Myosin
 

heavy
 

chain,
 

MHC)、肌肉特异性环

指蛋白1(Muscle-specific
 

ring
 

finger
 

protein
 

1,
 

MuRF-1)抗体购自爱博泰克生物科技有限公司;mTOR、磷
酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(Phospho-mammalian

 

target
 

of
 

rapamycin,
 

P-mTOR)、PI3K、过氧化物酶体

增生激活受体γ协同刺激因子(Peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

γ
 

coactivator
 

1α,
 

PGC-1)、胰岛

素样生长因子1(Insulin-like
 

growth
 

factor-1,
 

IGF-1)、PKB、磷酸化蛋白激酶B(Phospho-protein
 

kinase
 

B,
 

P-PKB)、成对框基因7(Paired
 

box-7,
 

PAX-7)、肌源性分化1(Myogenic
 

differentiation-1,
 

MyoD-1)、B细胞

淋巴瘤-2(B-cell
 

lymphoma-2,
 

Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2-associated
 

X
 

protein,
 

Bax)、叉头框蛋白o3a
(Forkhead

 

box
 

o3a,
 

Foxo3a)和Caspase-3一抗以及辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和辣根过氧化物酶标记

山羊抗鼠二抗购自Proteintech。
多功能酶标仪:瑞士TECAN公司;高速台式离心机:德国Eppendorf公司;倒置荧光显微镜:日本O-

LYMPUS公司;化学发光图像分析系统:上海天能科技有限公司。

1.2 iPSC-MSCs细胞的培养以及培养液的收集

iPSC-MSCs细胞由深圳乐土精准医疗科技有限公司提供。细胞在使用前于37
 

℃的水浴中迅速解冻,
用间充质干细胞无血清培养基于CO2培养箱中培养。细胞生长至80%更换新的培养基,继续培养48

 

h后,
收集培养基进行离心(2

 

000
 

r/min,
 

10
 

min)并用0.22
 

m过滤器过滤,收集上清液储存于-80
 

℃直至使

用。本研究所使用iPSC-MSCs均在10代以内。

1.3 C2C12细胞培养、分化及分组

小鼠C2C12成肌细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。C2C12细胞使用含10%胎牛血清和1%青

霉素-链霉素的高糖DMEM培养基(生长培养基),置于CO2 培养箱中培养。细胞融合至70%时,更换2%
马血清和1%青霉素-链霉素的高糖DMEM培养基(分化培养基)诱导分化,每48

 

h更换分化培养基,分化的

第5
 

d进行药物处理。实验设置对照(Control)组(无处理)、Dex组(100
 

m/mL
 

Dex处理)、iPSC-MSCs+

Dex组(50%
 

ipsc-MSCs培养液+100
 

m/mL
 

Dex处理)、DR+Dex组(3
 

mg/mL
 

DR+100
 

m/mL
 

Dex处

理)、HMB+Dex组(75
 

g/mL
 

HMB+100
 

m/mL
 

Dex处理)、iPSC-MSCs+DR+Dex组(50%
 

iPSC-MSCs
培养液+3

 

mg/mL
 

DR+100
 

m/ml
 

Dex处理)、iPSC-MSCs+HMB+Dex组(50%
 

iPSC-MSCs培养液+

75
 

g/mL
 

HMB+100
 

m/mL
 

Dex处理)、DR+HMB+Dex组(3
 

mg/mL
 

DR+75
 

g/mL
 

HMB+100
 

m/
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mL
 

Dex处理)和iPSC-MSCs+DR+HMB+Dex组(50%
 

iPSC-MSCs培养液+3
 

mg/mL
 

DR+75
 

g/mL
 

HMB+100
 

m/mL
 

Dex处理)。

1.4 细胞活力测定

利用CCK8法检测C2C12肌管细胞活力,具体操作如下:取对数生长期C2C12细胞,按每孔1×103 个

细胞接种于96孔板中。按1.3中的分化及分组方法进行处理,每组设置6个复孔。药物处理24
 

h后,每孔

中加入10
 

L
 

CCK8溶液,置于培养箱中孵育1
 

h,于450
 

nm波长处测定OD值,计算细胞活力。相对细胞

活力βx 的计算公式如

βx(%)=(As-A0)/(Ac-A0)×100%,
式中As、A0和Ac 分别为实验组、背景和空白对照品的吸光度。

1.5 苏木精-伊红(HE)染色

取对数生长期C2C12细胞,按每孔4×104个细胞接种于24孔板中。按1.3中的分化及分组方法进行

处理,药物处理24
 

h后进行HE染色,具体方法如:将细胞用PBS洗3遍,随即用95%乙醇固定15
 

min,固
定结束后用PBS洗3遍;接着向每孔加入200

 

L苏木精染液染色5~10
 

min,再用水清洗3遍;每孔加入

200
 

L伊红染液染色35
 

min,再次用水清洗3遍后加入适量PBS;最后使用显微镜观察并随机选择3个区

域拍照,使用Image
 

J软件量化肌管细胞直径。

1.6 免疫印迹法

取对数生长期C2C12细胞,按每孔1×105个细胞接种于24孔板中。按1.3中的分化及分组方法进行

处理,药物处理24
 

h后用PBS漂洗2遍,随即加入含有磷酸酶抑制剂和蛋白酶磷酸抑制剂的RIPA裂解液

提取总蛋白,BCA法测定总蛋白浓度。蛋白经SDS-PAGE凝胶分离(20
 

g/泳道)后转移至PVDF膜上;

5%脱脂奶粉室温封闭2
 

h,随后加入一抗(按说明书进行稀释)4
 

℃孵育过夜。次日加入二抗室温孵育2
 

h,
洗膜后用ECL化学发光试剂显影,化学发光图像分析系统进行成像,并用Image

 

J软件进行量化分析。以

β-actin作为内参,并进行归一化处理。

注:与Control组比较:#P<0.05,
 

###P<0.001;

与Dex组比较:**P<0.01,***P<0.001。

图1 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对

C2C12肌管细胞活力的影响(􀭺x±SEM)

Fig.
 

1 Effects
 

of
 

iPSC
 

MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

C2C12
 

myotubes
 

(􀭺x±SEM)

1.7 免疫荧光法

取对数生长期C2C12细胞,按每孔1×105 个细

胞接种于24孔板中。按1.3中的分化及分组方法进

行处理,药物处理24
 

h后弃去培养基,用PBS漂洗2
遍,加入4%多聚甲醛固定细胞10

 

min,用PBS洗3
遍;加入0.2%

 

triton
 

X-100(PBS配制)对细胞透化

处理10
 

min,用PBS洗3遍;加入10%山羊血清室温

封闭30
 

min;加入1抗4
 

℃孵育过夜;加入二抗室温

避光孵育2
 

h,用PBS洗4遍;加入0.5
 

g/mL
 

DAPI
室温避光染色10

 

min,用PBS洗3遍后加入适量

PBS。使用倒置荧光显微镜观察拍照,Image
 

J软件

进行量化分析。

1.8 统计学分析

所有数据均采用SPSS26.0软件进行分析。数

据表示为平均值±标准误(􀭺x±SEM)。采用单因素

方差分析(ANOVA)和Tukey事后检验(用于多重

比较)进行组间比较,P<0.05表示差异具有统计学

意义。
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2 结果

2.1 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞活力的影响

如图1所示,Dex处理后,C2C12肌管细胞活力降低,而iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合处理均能

提高C2C12肌管细胞活力,其中DR+HMB+Dex组(**P<0.01)、iPSC-MSCs+DR+Dex组(***P<0.
001)、iPSC-MSCs+HMB+Dex组(***P<0.001)和iPSC-MSCs+DR+HMB+Dex组(***P<0.001)与
Dex组比较差异具有统计学意义;提示iPSC-MSCs、HMB和DR两两联合以及三者联合对Dex诱导的

C2C12肌管细胞损伤具有保护作用。

2.2 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞直径的影响

如图2所示,Dex处理后肌管发生萎缩、断裂,肌管直径减小。而iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合

处理组均能增加Dex诱导的C2C12肌管直径,其中DR+HMB+Dex组(**P<0.01)、iPSC-MSCs+DR+
Dex组(***P<0.001)、iPSC-MSCs+HMB+Dex组(***P<0.001)和iPSC-MSCs+DR+HMB+Dex组

(***P<0.001)肌管直径显著增加。提示iPSC-MSCs、HMB和DR两两联合以及三者联合可以缓解Dex
诱导的C2C12肌管细胞萎缩。

注:与Control组比较:##P<0.01,###P<0.001;与Dex组比较:**P<0.01,***P<0.001。

图2 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞直径的影响(􀭺x±SEM)

Fig.
 

2 Effects
 

of
 

iPSC
 

MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

on
 

the
 

diameter
 

of
 

C2C12
 

myotubes
 

(􀭺x±SEM)

2.3 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞PI3K/PKB信号通路相关蛋白表达的影响

如图3所示,免疫印迹结果显示,与Dex组相比,iPSC-MSCs、DR和HMB三者联合处理后PGC-1(图

3E,*P<0.05)、P-mTOR(图3H,**P<0.01)、P-PKB(图3I,**P<0.01)、IGF-1(图3J,**P<0.01)和
PI3K(图3K,*P<0.05)蛋白表达显著增加,Foxo3a(图3F,**P<0.01)和MuRF-1(图3G,*P<0.05)蛋
白表达显著下降。免疫荧光结果与免疫印迹结果一致,即iPSC-MSCs与DR和HMB的联合处理使MuRF-
1蛋白表达显著降低(图3B,***P<0.001)。显示iPSC-MSCs与 HMB及DR的联合应用,能够上调

PI3K/PKB信号通路。

2.4 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞凋亡相关蛋白表达的影响

如图4所示,经Dex处理的C2C12肌管细胞,Bax和Caspase-3的表达增加,Bcl-2的表达降低。经过

iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合干预后,Bax和Caspase-3的表达均有不同程度降低,其中iPSC-MSCs
+DR+HMB+Dex组与Dex组比较,Bax(图4B,*P<0.05)和Caspase-3(图4E,*P<0.05)表达显著降
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低;Bcl-2(图4C)表达虽有所增加,但与Dex组相比无统计学差异;此外,与Dex组比较,iPSC-MSCs+HMB
+Dex组(图4D,*P<0.05)、iPSC-MSCs+DR+Dex组(图4D,*P<0.05)和iPSC-MSCs+DR+HMB+
Dex组(图4D,**P<0.01)的Bax/Bcl-2值显著降低。表明iPSC-MSCs联合HMB、iPSC-MSCs联合DR
和iPSC-MSCs联合DR及HMB可以抑制Dex诱导的C2C12肌管细胞凋亡。

2.5 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞 MHC、Pax-7和 MyoD-1蛋白表达的影响

如图5所示,Western
 

blot结果显示,iPSC-MSCs+DR+HMB+Dex组与Dex组比较,MHC(图5D,*

P<0.05)、Pax-7(图5E,*P<0.05)和 MyoD-1(图5F,*P<0.05)蛋白表达显著增加。免疫荧光结果显

示,与Dex组比较,iPSC-MSCs+DR+HMB+Dex组Pax-7(图5B,***P<0.001)荧光强度显著增加,这与

免疫印迹结果一致。提示iPSC-MSCs与DR及HMB的联合应用,能够显著提升与肌管萎缩密切相关的

MHC、Pax-7和MyoD-1蛋白的表达水平。
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  注:与Control组比较:#P<0.05,##P<0.01,###P<0.001;与Dex组比较:*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,

(a,b)
 

免疫荧光标记法结果
 

(Bar=200 m);(c~k)
 

Western
 

blot结果。

图3 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞IGF/PI3K/AKT/Foxo3a

信号通路相关蛋白表达的影响(􀭵x±SEM)

Fig.
 

3 Effects
 

of
 

iPSC
 

MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

IGF/PI3K/AKT/Foxo3a
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

C2C12
 

myotubes
 

(􀭺x±SEM)

3 结论

肌肉萎缩是一种复杂的生理现象,超过三分之一的严重运动能力障碍相关疾病患者会出现肌肉萎缩症

状[1]。肌肉萎缩的发生与蛋白质含量下降密切相关,而蛋白质含量的变化与蛋白质合成速率以及蛋白质降

解速率有关[14-15]。IGF-1是肌肉生长的正向调节信号及有利刺激因子,在骨骼肌蛋白质合成、肌细胞增殖以

及分化方面发挥积极作用[16]。PI3K/PKB信号通路是IGF-1介导肌蛋白合成的关键途径之一。IGF-1与

受体结合后激活PI3K,进而激活PKB,PKB作为生长调节剂促进肌肉肥大[17]。mTOR作为PKB下游的

Ser/Thr激酶,调控骨骼肌细胞增殖、生长及肌蛋白合成,对肌肉发育至关重要。同时,IGF-1/PI3K/PKB通

路也调控泛素-蛋白酶体系统,这种作用是由Foxo转录因子介导的[18]。Foxo蛋白家族成员的转移和转录

会促进泛素蛋白连接酶MuRF-1的表达,MuRF-1主要作用是促进泛素化和降解一些与肌肉结构和功能相

关的蛋白质[19-20]。有研究表明MuRF-1蛋白的表达量增加,会促进骨骼肌萎缩发生[21]。此外,PGC-1是线

粒体生物合成过程的关键调节因子,同时在机体内也扮演着促进氧化代谢的重要角色[22]。PI3K/PKB通过

抑制Foxo的活性,间接影响PGC-1的表达和功能。有研究表明Foxo与PGC1的相互作用可以减少蛋白质

降解[17]。本研究结果显示iPSC-MSCs与HMB及DR的联合应用可以增加IGF-1、PI3K、P-PKB、P-mTOR
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和PGC-1蛋白的表达,同时减少Foxo3a和MuRF-1蛋白的表达,表明iPSC-MSCs联合HMB和DR能够缓

解C2C12肌管萎缩,这可能归因于三者联合使用上调了PI3K/PKB信号通路从而增加蛋白质合成,同时通

过下调Foxo3a/MuRF-1信号通路抑制了蛋白质降解。

注:与Control组比较:#P<0.05,##P<0.01;与Dex组比较:*P<0.05,**P<0.01。

图4 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞凋亡相关Bax、Bcl-2和

Caspase-3蛋白表达的影响(􀭺x±SEM)

Fig.
 

4 Effects
 

of
 

iPSC-MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Bax,
 

Bcl-2,
 

and
 

Caspase-3
 

proteins
 

related
 

to
 

apoptosis
 

in
 

C2C12
 

myotubes
 

(􀭺x±SEM)

细胞凋亡是肌肉萎缩的一个重要病理过程。尽管正常的细胞凋亡在组织稳态中起着重要作用,但过度

的细胞凋亡会导致肌肉质量的损失[23]。在肌肉萎缩发生时,肌肉细胞会经历凋亡程序,导致细胞数量减少

和肌肉质量下降[24]。Bax/Bcl-2通路与Caspase通路在细胞凋亡中发挥重要作用。Bcl-2家族蛋白,特别是

Bax与Bcl-2的相互作用,是调控细胞凋亡的关键机制,Bax的激活促使线粒体膜通透性改变,释放促凋亡因

子,进而激活Caspase通路[25]。Caspase家族蛋白作为凋亡执行者,利用其半胱氨酸蛋白酶活性切割底物蛋

白,推动细胞凋亡进程[26]。同时,Caspase通路的激活能反馈调节Bax/Bcl-2通路,形成相互依存的调控网

络[23]。本研究发现iPSC-MSCs、HMB和DR三者联合应用可以减少Bax和Caspase-3蛋白表达,同时降低

Bax/Bcl-2比值,表明iPSC-MSCs联合HMB和DR可能通过抑制细胞凋亡而缓解肌管萎缩。
肌球蛋白是肌肉组织的结构蛋白和收缩蛋白,由肌球蛋白轻链和MHC两条肽链组成,其中MHC能与

肌动蛋白结合,并具有ATP酶活性,这两种特性使其在肌肉收缩中起主导作用[27]。本研究结果显示,iPSC-
MSCs与HMB和DR联合应用可以增加 MHC的表达。此外,Pax-7作为骨骼肌卫星细胞的特异性标志

物,在所有的卫星细胞中均能表达,并且起着维持和调节卫星细胞功能的重要作用[28]。Pax7的缺乏可能会
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导致细胞周期发生阻滞[29]。MyoD-1是成肌分化过程中的关键转录因子,能够促进卫星细胞向成肌细胞的

分化[30]。Pax-7与MyoD-1之间的相互作用可以加速受损肌肉的修复和再生。本研究发现,iPSC-MSCs、

HMB和DR联合应用可同时增加Pax-7和MyoD-1的表达。提示iPSC-MSCs、HMB和DR联合应用改善

肌肉萎缩可能与肌蛋白MHC、Pax-7和MyoD-1的表达增加密切相关。

  注:与Control组比较:###P<0.001;与Dex组比较:*P<0.05,***P<0.001,(a,b)
 

免疫荧光标记法结果
 

(Bar=200
 

m);(c~f)
 

Western
 

blot结果。

图5 iPSC-MSCs、HMB和DR单独或联合应用对C2C12肌管细胞MHC、Pax-7和MyoD-1蛋白表达的影响(􀭺x±SEM)

Fig.
 

5 Effects
 

of
 

iPSC
 

MSCs,
 

HMB,
 

and
 

DR
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

MHC,
 

Pax-7,
 

and
 

MyoD-1
 

proteins
 

in
 

C2C12
 

myotubes
 

cells
 

(􀭵x±SEM)
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综上所述(图6),iPSC-MSCs与HMB和DR联合能改善Dex诱导的C2C12肌管萎缩,这可能与上调

PI3K/PKB通路以促进蛋白质合成、下调Foxo3a/MuRF-1信号通路抑制蛋白质降解;通过降低Bax/Bcl-2
值和减少Caspase-3蛋白表达进而抑制细胞凋亡;增加肌蛋白MHC、Pax-7和MyoD-1的表达有关。

图6 iPSC-MSCs联合HMB和DR改善Dex诱导的C2C12肌管细胞萎缩机制图

Fig.
 

6 Mechanism
 

diagram
 

of
 

iPSC-MSCs
 

combined
 

with
 

HMB
 

and
 

DR
 

improving
 

Dex-induced
 

C2C12
 

myotube
 

cell
 

atrophy
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