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Axin1 调节骨骼肌 GLUT4 蛋白表达的作用研究
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摘要 目的：探讨体轴发育抑制因子（Axin1）调节骨骼肌葡萄糖转运蛋白 4（GLUT4）蛋白表达的作用及其机制。方法：利用

RNAi 干扰的 Axin1 腺病毒（Ad-siAxin1）感染 C2C12 小鼠骨骼肌细胞敲低 Axin1，荧光显微镜和 MTS 实验明确 Ad-siAxin1 最

佳感染浓度和时间。分别用携带绿色荧光蛋白的腺病毒（Ad-GFP）、Ad-siAxin1、载体质粒（vector）和 Axin1 质粒转染 C2C12 小

鼠骨骼肌细胞敲低或过表达 Axin1 蛋白，Western 印迹检测 Axin1、端锚聚合酶蛋白（TNKS）和 GLUT4 蛋白水平。结果：荧光显微

镜和 MTS 实验结果显示，在 C2C12 小鼠骨骼肌细胞中 Ad-siAxin1 作用的最佳浓度和时间分别为 160 μL 和 48 h。Western 印迹

结果显示，与 Ad-GFP 组相比，Ad-siAxin1 组中 Axin1 蛋白降低（t=6.746，P＜0.01）。Ad-siAxin1 组 TNKS 蛋白水平降低（t=4.019，
P＜0.05），GLUT4 蛋白水平下调（t=3.248，P＜0.05）。与 vector 组相比，转染 Axin1 质粒后，Axin1 蛋白水平上调（t=4.868，P＜0.01），

TNKS 和 GLUT4 蛋白水平上调（t=4.897、4.789，均 P＜0.01）。结论：Axin1 可能通过上调 TNKS 蛋白表达，调节 GLUT4 蛋白水平。
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Study the effect of Axin1 on regulating GLUT4 protein in skeletal muscle
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Abstract Objective：To investigate the role andmolecularmechanismofAxin formation inhibitor（Axis1）in regulating glucose transporter 4
（GLUT4）protein in skeletal muscle cells.Methods：C2C12 mouse skeletal muscle cells were infected with adenovirus expressing siAxin1
（Ad -siAxin1） to knock down Axin1. Fluorescence microscopy and MTS experiments were measured to clarify the optimal
infection concentration and time of Ad-siAxin1. C2C12 cells were infected with Ad-GFP（adenovirus expressing green fluorescent
protein）or Ad-siAxin1 to knock down Axin1，and transfected with vector plasmid or Axin1 plasmid to overexpress Axin1. The expression
of Axin1，Tankyrase（TNKS）and GLUT4 proteins were detected by Western blotting. Results：The results of fluorescence microscopy and
MTS experiments showed that the optimal concentration and time of Ad-siAxin1 in C2C12 skeletal muscle cells were 160 μL and 48 h.
Western blotting results showed that compared with the Ad-GFP group，Axin1 protein in Ad-siAxin1 group was decreased（t=6.746，
P<0.01）. Ad-siAxin1 significantly decreased TNKS protein（t=4.019，P<0.05），and down-regulated GLUT4 protein（t=3.248，P<0.05）.
The expression of Axin1 protein was up-regulated after transfection with Axin1 plasmid（t=4.868，P<0.01）.The protein of TNKS and
GLUT4 were significantly up-regulated（t=4.897，4.789，both P<0.01）. Conclusion：Axin1 may regulate the level of GLUT4 protein
through TNKS.
Key words Axin1; TNKS; GLUT4; skeletal muscle; glucose uptake

糖尿病是以高血糖为特征的慢性代谢性疾病。

骨骼肌是人体最大的摄糖组织，摄取餐后 80%的血

糖。葡萄糖的摄取主要依赖于葡萄糖转运蛋白

4（glucose transport 4，GLUT4）转位，即 GLUT4 从胞

内储存囊泡转位到细胞膜上，转运摄取葡萄糖进入

细胞[1-3]。

体轴发育抑制因子（Axin1）是一种多结构域的

支架蛋白，与多种疾病的发生和发展有关，如细胞

增殖、分化、凋亡和癌变等[4-6]。最近研究发现，在脂

肪和骨骼肌细胞中，Axin1、AMP 依赖的蛋白激酶

（AMPK）和肝脏激酶 B1（LKB1）三者形成复合物，参

与 AMPK 激活，调节 GLUT4 转位摄取葡萄糖[7-8]。端

锚聚合酶（Tankyrase，TNKS）是聚 ADP-核糖聚合酶

（PARP）家族成员，参与多种调控，包括端粒稳态、

Wnt 信号通路、有丝分裂和胰岛素介导的葡萄糖摄

取等[9-11]。TNKS 通过与多种蛋白结合，发挥其 PARP
活性，进而调控疾病的发生、发展。研究发现，TNKS
主要位于高尔基体区域，与 GLUT4 储存囊泡共定

位，参与胰岛素促进脂肪细胞 GLUT4 转位，摄取葡

萄糖[8，12]。在葡萄糖摄取过程中，Axin1 和 TNKS 分别

受到众多研究者的关注，但在骨骼肌细胞中 Axin1、
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TNKS 和 GLUT4 之间的关系尚不清楚。因此，本研

究在 C2C12 小鼠骨骼肌细胞中通过上调或者下调

Axin1 蛋白水平，检测 TNKS 和 GLUT4 的蛋白表

达，探讨 Axin1 调节 GLUT4 蛋白的作用及其机制，

为预防和治疗糖尿病提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料 C2C12小鼠骨骼肌细胞株（ATCC公司），

HEK293 细胞由加拿大 Amira Klip 教授惠赠，RNAi
干扰的 Axin1 腺病毒（Ad-siAxin1）、Axin1 质粒及其

载体质粒 vector 由厦门大学林圣彩院士惠赠。

DMEM 高糖/低糖培养基、Opti-MEM 培养基、胎牛

血清（FBS）、马血清（HS）、青链霉素混合液购自天津

中奥天元科技有限公司（GIBCO）。蛋白 Marker、
RIPA 裂解液、PVDF 膜、化学发光液试剂、BCA 蛋白

检测试剂盒、蛋白酶抑制剂混合物（PIC）购自天津

博诚科技有限公司（Millipore）。Lipofectamine TM 2000
购自天津博诚科技有限公司（Invitrogen）。MTS 试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司。Axin1、β-actin 和

GTUT4 抗体购自天津博诚科技有限公司（CST），
TNKS 抗体购自天津博诚科技有限公司（Santa
cruz）。酶标仪（赛默飞），倒置荧光显微镜（奥林巴

斯），曝光机（Tannon-5200）。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 复苏 C2C12 小鼠骨骼肌细胞，用

含 10%FBS 的 DMEM 培养基置于 37°C、5%CO2 培

养箱中培养，生长至培养瓶 80%左右进行传代培

养。取处于对数生长期的 C2C12 细胞接种于含 10%
FBS 的 DMEM 培养基的细胞板中，待细胞密度达到

70%时，分别加入 0、40、80、160、320、750 μL 的 Ad-
siAxin1 腺病毒感染细胞，感染 12 h 后弃去培养基，

加入 10%FBS 的 DMEM 继续培养 24、48、72 h 后，

普通光学显微镜下观察细胞生长状态，并在荧光显

微镜下观察绿色荧光蛋白表达情况，然后换含 5%
HS 的 DMEM 培养基，隔天换液，诱导 6 d 左右使细

胞融合分化为肌管。

1.2.2 腺病毒扩增和提取 复苏细胞，用含 10%FBS
的 DMEM 培养基培养 HEK293 细胞，生长至约 80%
融合后传代。将细胞接种于含 10%FBS 的 DMEM 培

基的培养皿中，当细胞密度达到 70%时加入 Ad-
siAxin1 腺病毒感染细胞 48~72 h。当 60%细胞出

现变圆，漂浮病变现象时，用细胞刮收集细胞和上

清液，液氮/37°C 快速冷冻，缓慢融解，重复 3 次，

以 12 000 r/min 离心 5 min 沉淀细胞碎片，收集上

清，分装后置于-80°C 保存。

1.2.3 MTS 实验 取生长状态良好的 C2C12 细胞，

胰酶消化后计数，以 2×104 个/孔的密度接种于 96
孔板中，待细胞贴壁后分别加入不同量的 Ad-siAx－
in1 腺病毒，感染 48 h 后加入 20 μL MTS 于 37°C、
5%CO2 的环境下孵育 1~4 h，酶标仪测定 490 nm 处

各孔吸光度值。

1.2.4 细胞转染 取生长状态良好的 C2C12 细胞

接种于细胞板中，使其在接种 12~18 h后细胞密度为

50%。将 Axin1质粒/载体质粒和 LipofectamineTM 2000
试剂分别加入到相应量的 Opti-MEM 培养基中，混

匀室温放置 5 min 后，将质粒和 LipofectamineTM

2000 混匀，室温静置 20 min，加入到相应的细胞孔

中，4~6 h 后换成 10% FBS 的 DMEM 细胞培养基。

转染 60 h 后进行第二次转染，操作步骤同上，直至

细胞融合成肌管。

1.2.5 Western 印迹 向处理后的细胞中加入含蛋

白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，冰上裂解 20 min 后，

用细胞刮收集细胞及裂解液于 EP 管中，4°C、

12 000 r/min 离心 20 min，取上清。BCA 法测定蛋白

浓度，加入 5×Loading Buffer 后金属浴 100°C 煮沸

10 min。制备 7.5%聚丙烯酰胺凝胶，每孔上样 50 μg
蛋白，恒压 100 V SDS-PAGE 电泳分离蛋白。然后

110 V 转膜 2 h，将蛋白转移至 PVDF 膜上。用含 5%
BSA 的封闭液室温封闭 2 h，按照对应比例配制相

应抗体 β-actin（1∶5 000）、Axin1（1∶1 000）、TNKS（1∶
1 000）、GTUT4（1∶1 000）置于摇床上 4℃过夜，次日

TBST 缓冲液洗膜，每次 10 min，重复 3 次。用 1%B
SA 配制二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，TBST 缓冲液洗

膜，最后加入化学发光液利用曝光机进行曝光。

1.3 统计学处理 使用 GraphPad Prism 进行统计

分析，正态分布的计量资料以 ｘ±ｓｘ 表示。两组间比

较使用配对 t 检验，多组间比较使用单因素方差分

析（ANOVA），P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 感染不同浓度的 Ad-siAxin1 在不同时间的
表达 在 C2C12 细胞中分别加入 40、80、160、
320、750 μL 携带有 GFP 标签的 Axin1 腺病毒（Ad-
siAxin1）感染 48 h，荧光显微镜检测感染效率。结果

如图1A 所示，随着病毒量的增加，绿色荧光蛋白表

达增多。然后在 C2C12 细胞中加入 80 μL Ad-
siAxin1，分别作用 0、24、48 和 72 h，结果如图 1B 所

示，随着时间延长，绿色荧光蛋白表达增多，48 h 达

高峰，72 h 后稍有减弱。

2.2 MTS检测 Ad-siAxin1对 C2C12细胞活力的影
响 结果如图 2 所示，Ad-siAxin1 腺病毒感染组的

细胞活力分别是对照组的 92%、88%、89%、71%
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图 1 不同浓度和时间的 Ad-siAxin1感染C2C12细胞后绿色荧光蛋白的表达

Fig 1 The expression of green fluorescent protein in C2C12 cells infected with Ad-siAxin1 at different concentrations and times

（t=5.079，P<0.001）和 75%（t=10.34，P<0.001），细胞

活力明显下降。因此确定 Ad-siAxin1 作用的最佳浓

度和时间分别为 160 μL 和 48 h。
2.3 检测 Axin1敲降效率 确定好最佳浓度和时

间后，在 C2C12 骨骼肌细胞中分别感染 Ad-GFP 和

Ad-siAxin1 48 h。结果如图 3A 和 3B 所示，绿色荧

光蛋白表达 80%左右，Western 印迹结果显示，与

Ad-GFP 组相比，Axin1 蛋白表达水平显著降低（t=
6.746，P＜0.01）。
2.4 敲低 Axin1对 TNKS和 GLUT4蛋白的影响 在

C2C12 细胞中感染 Ad-siAxin1，Western 印迹检测

TNKS 和 GLUT4 蛋白水平。结果如图 4 所示，与

Ad-GFP 组相比，Ad-siAxin1 组 TNKS 和 GLUT4 蛋

白表达水平均降低（t=4.019、3.248，均 P＜0.05）。

2.5 过表达 Axin1 对 TNKS 和 GLUT4 蛋白的影
响 在 C2C12 细胞中分别转染 Axin1 或载体质粒，

首先 Western 印迹验证 Axin1 质粒转染情况，结果

如图 5A 所示，与 vector 组相比，Axin1 组 Axin1 表

达水平显著上调（t=4.868，P＜0.01）。同时，Axin1
组 TNKS 和 GLUT4 蛋白水平均升高 （t =4.897、
4.789，均 P＜0.01），见图 5B。

注：Ad-siAxin1：RNAi 干扰的 Axin1 腺病毒，***P＜0.001
图 2 Ad-siAxin1对 C2C12细胞活力的影响

Fig 2 The effect of Ad-siAxin1 on the viability of C2C12 cells

注：Ad-GFP：带有绿色荧光蛋白的腺病毒；Ad-siAxin1：RNAi 干
扰的 Axin1 腺病毒；TNKS：端锚聚合酶蛋白；GLUT4：葡萄糖转运蛋

白 4；GAPDH：内参蛋白；*P＜0.05
图 4 敲低 Axin1对 TNKS和 GLUT4蛋白的影响

Fig 4 The effect of knock-down Axin1 on the expression of TNKS
and GLUT4 proteins

注：Ad-GFP：带有绿色荧光蛋白的腺病毒；Ad-siAxin1：RNAi 干
扰的 Axin1 腺病毒；Axin1：体轴发育抑制因子；GAPDH：内参蛋白；
**P＜0.01
图 3 Western印迹检测 Axin1敲低效率
Fig 3 The knockdown efficiency of Axin1 detected by Western
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3 讨论

世界卫生组织报道 2021 年全球 20~79 岁人群

的糖尿病患者人数为 5.366 亿，预计 2045 年该人数

将上升至 7.832 亿[13]，其中 90%糖尿病为 2 型糖尿

病，主要表现为胰岛素抵抗、胰岛素调节葡萄糖代

谢障碍。2 型糖尿病患者胰岛素敏感性受损，

GLUT4 mRNA 和蛋白水平降低，GLUT4 转位受损，

葡萄糖摄取降低，血糖升高[14]。Axin1 是支架蛋白，参

与多种信号转导途径。文献报道，Axin1 和丝裂原激

活蛋白激酶/细胞外信号调控激酶（MAPK/ERK）激

酶激酶 1/4（MEKK1/4）形成复合物，激活 c-Jun 氨基

末端激酶（JNK），诱导细胞凋亡；Axin1 与苏氨酸-
tRNA 合成酶（ThrRS）结合，破坏 Axin1 和 MEKK1/4
的结合，调节细胞增殖和分化；Axin1、糖原合成酶激

酶（GSK）3β 和大肠息肉腺瘤（APC）形成复合物，调

节 β-连环蛋白（β-catenin）和 Wnt 信号通路，参与

癌变[4-6]。笔者前期发现，在骨骼肌细胞中 Axin1 参

与运动/肌肉收缩，促进骨骼肌 GLUT4 转位摄取葡

萄糖，敲降 Axin1 抑制骨骼肌葡萄糖摄取 [7]。TNKS
作为高尔基体的外周膜蛋白，参与携带 GLUT4 囊泡

的胞吞、胞吐作用 [12]，抑制 TNKS 会损害 GLUT4 储

存囊泡转运摄取葡萄糖。在脂肪细胞中，Axin1和 TNKS
形成复合物，参与 GLUT4 转位摄取葡萄糖[8]。此外，

TNKS 与 Axin1 相互作用，经由泛素-蛋白酶体途径

促进 Axin1 的降解，进而激活 Wnt 通路[15]。但是在骨

骼肌细胞中 Axin1、TNKS 和 GLUT4 的关系目前尚

不清楚。本研究通过在 C2C12 小鼠骨骼肌细胞中敲

降或过表达 Axin1，发现 Axin1影响 TNKS蛋白表达。

Ad-siAxin1 腺病毒感染 C2C12 细胞后下调 Axin1
蛋白 70%左右，TNKS 蛋白水平降低，推测可能是当

Axin1 表达显著降低时，通过下调 TNKS，抑制 TNKS
对 Axin1 的泛素化降解。同样，过表达Axin1 上

调 TNKS 蛋白水平。在脂肪细胞中 TNKS 与 Axin1、
KIF3A（驱动蛋白）相互作用，与 GLUT4 形成共定位

的复合物，抑制复合物中的任何成分都会抑制

GLUT4 转位摄取葡萄糖 [8]。在 L6 骨骼肌细胞中敲

降TNKS或者抑制TNKS活性，通过下调特定GLUT4储
存囊泡蛋白（如 GLUT4、RAB10 和 VAMP8）的表达，

阻碍葡萄糖摄取[16]。因此在 C2C12 细胞中 Axin1 可

能通过 TNKS 影响骨骼肌中 GLUT4 蛋白表达，进而

影响骨骼肌摄取葡萄糖。为验证此推测，笔者在骨

骼肌 C2C12 细胞中分别敲降或过表达 Axin1，检测

GLUT4 蛋白表达，结果发现，随着 Axin1 蛋白水平

的降低或升高，GLUT4 蛋白表达相应下调和升高，

推测其机制可能是：（1）Axin1 和 TNKS 相互作用，

与 GLUT4 形成共定位复合物，影响 GLUT4 蛋白表

达，最终影响骨骼肌摄取葡萄糖。（2）在骨骼肌摄

取葡萄糖过程中，为了维持GLUT4 蛋白稳定，需要

TNKS 的 PARP 活性，Axin1可能通过 TNKS 间接作

用，抑制 GLUT4 蛋白泛素化降解，最终影响骨骼肌

摄取葡萄糖。

综上所述，本研究结果表明在 C2C12 骨骼肌细

胞中 Axin1 通过上调 TNKS，进而调节 GLUT4 蛋白

表达，影响骨骼肌葡萄糖摄取，其具体的分子机制

有待进一步研究。Axin1、TNKS 和 GLUT4 存在一定

关系，为研究骨骼肌葡萄糖摄取提供了新的思路。
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