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二甲双胍通过调控MSTN抑制小鼠骨骼肌细胞 C2C12
分化

郭洋，张露露，牛文彦

（天津医科大学基础医学院免疫学系，天津 300070）

摘要 目的：探讨二甲双胍对小鼠骨骼肌细胞 C2C12 分化的影响及其分子机制。方法：将小鼠骨骼肌 C2C12 细胞系分为对照组

和二甲双胍（5 mmol/L）组，用含 5%马血清分化培养基诱导 C2C12 细胞分化，观察肌管形成情况。qPCR 检测肌球蛋白重链

（MyHC）和肌肉生长抑制素（MSTN）mRNA 水平。Western 印迹检测 MyHC、Ⅰ型肌球蛋白重链（MyHCⅠ）、Ⅱa 型肌球蛋白重链

（MyHCⅡa）、Ⅱb 型肌球蛋白重链（MyHCⅡb）、Ⅱx 型肌球蛋白重链（MyHCⅡx）和 MSTN 蛋白表达。应用 siRNA 下调 MSTN 的

表达，并将小鼠骨骼肌 C2C12 细胞系分为 MSTN 敲低阴性对照组（siNC 组），MSTN 敲低阴性对照+二甲双胍组（siNC+metformin
组），MSTN 敲低组（siMSTN 组），MSTN 敲低+二甲双胍组（siMSTN+metformin 组），检测二甲双胍是否通过升高 MSTN 抑制

C2C12 细胞分化。结果：显微镜观察显示，与对照组相比，二甲双胍组肌管数量减少、肌管直径较小。qPCR 结果显示，与对照组

相比，二甲双胍组 MyHC mRNA 水平降低（t=29.47，P＜0.000 1），MSTN mRNA 水平增加（t=14.14，P＜0.001）。Western 印迹结果显

示，与对照组相比，二甲双胍组 MyHC 蛋白水平降低（t=12.57，P＜0.001），MSTN 蛋白水平升高（t=6.555，P＜0.01），MyHCⅠ、MyHC
Ⅱa、MyHCⅡb 和 MyHCⅡx 蛋白水平降低（t=9.288、6.140、8.348、14.75，均 P＜0.01）。应用 siRNA 下调 MSTN 的表达，与 siNC 组

相比，siNC+metformin 组 MyHC 蛋白水平显著降低（P＜0.001），与 siNC+metformin 组相比，siMSTN+metformin 组 MyHC 蛋白水平

升高（F=12.44，P＜0.001）。结论：二甲双胍通过调控 MSTN，抑制小鼠骨骼肌细胞 C2C12 分化。

关键词 二甲双胍；骨骼肌；分化；MSTN
中图分类号 R392.1 文献标志码 Ａ

Metformin inhibits the differentiation of C2C12 murine skeletal muscle cells by regulating MSTN
GUO Yang，ZHANG Lu-lu，NIU Wen-yan
（Department of Immunology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To investigate the effect of metformin on differentiation of murine C2C12 skeletal muscle cells and its potential
molecular mechanism. Methods：Murine skeletal muscle C2C12 cells were divided into control group and metformin（5 mmol/L）group.
The differentiation medium containing 5% horse serum was used to induce the differentiation of C2C12 cells and the formation of
myotubes was observed. The mRNA levels of myosin heavy chain（MyHC）and myostatin（MSTN）were detected by qPCR.The protein
expression of MyHC I，MyHCⅡa，MyHC Ⅱb，MyHCⅡx and MSTN were detected by Western blotting. Murine skeletal muscle C2C12
cell lines were divided into MSTN knockdown negative control group （siNC group），MSTN knockdown negative control +metformin
group（siNC+metformin group），MSTN knockdown group（siMSTN group），MSTN knockdown+metformin group（siMSTN+metformin
group），and the expression of MSTN was down-regulated by siRNA to investigate whether metformin inhibited the differentiation of
C2C12 cells by regulating MSTN. Results：Compared with the control group，the metformin group had less myotube number and diameter.
The qPCR results showed that compared with the control group，the level of MyHC mRNA in metformin group decreased（t=29.47，P<
0.000 1），while the level of MSTN mRNA increased（t=14 .14，P<0 .001）. Western blotting results showed that compared with
the control group，the expression of MyHC protein in metformin group decreased （t =12.57，P <0.001），the expression of MSTN
protein increased（t=6.555，P<0.01）. The protein expression of MyHC Ⅰ，MyHCⅡa，MyHCⅡb and MyHCⅡx decreased （t=
9.288，6.140，8.348，14.75，all P <0.01）. The expression of MSTN was down-regulated by siRNA. Compared with siNC group，the
expression of MyHC in siNC+metformin group was significantly decreased （P<0.001）. Compared with siNC+metformin group，
the expression of MyHC protein in siMSTN +metformin group was increased （F =12 .44，P <0 .001）. Conclusion：Metformin
inhibits the differentiation of murine C2C12 skeletal muscle cells by regulating MSTN.
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骨骼肌占人体体重的 40%，其基本功能包括促

进机体运动、保持身体姿势和参与呼吸[1]。此外，骨

骼肌是人体关键的代谢器官，通过调节葡萄糖摄取

和胰岛素敏感性等过程维持代谢稳态和代谢健康[2]。

骨骼肌功能受损或丧失会影响其功能，并增加一些

疾病的风险，如糖尿病[3]、肌肉萎缩[4]和肿瘤[5]。骨骼

肌由含有大量肌纤维的多核细胞组成[6]，根据肌球

蛋白重链（MyHC）的不同，成熟哺乳动物骨骼肌纤

维可分为Ⅰ型（MyHCⅠ）、Ⅱa 型（MyHCⅡa）、Ⅱb
型（MyHCⅡb）和Ⅱx 型（MyHCⅡx）[7]。肌源性分化是

肌肉发育的一个重要过程，它决定了成肌细胞的命

运、肌肉的形成和再生。随着骨骼肌分化，成肌细胞

退出细胞周期，交叉盒 7（Pax7）等干细胞标志物的

表达逐渐消失，同时肌细胞生成素（MyoG）、MyHC
等分化标志物逐渐升高[8]。多种分子参与调控骨骼

肌分化，其中肌肉生成抑制素（MSTN）通过抑制肌

源性调节因子 MyoG 和成肌分化蛋白（MyoD）等抑

制成肌细胞分化[9]。

二甲双胍是治疗 2 型糖尿病的一线药物，它还

可减轻肝脏脂肪含量和体重，并降低服用该药的糖

尿病患者的患癌率[10]。二甲双胍的主要作用是通过

抑制糖异生从而减少肝葡萄糖的产生，其发挥作用

涉及多种机制。二甲双胍抑制肝细胞线粒体电子传

递链复合物Ⅰ[11]，导致 ATP 水平降低和 AMP 水平

升高，进而激活 AMP 依赖的蛋白激酶（AMPK）[12-13]。

此外，二甲双胍也被认为通过改变细胞氧化还原状态

增加氧化型辅酶Ⅰ（NAD+）/还原型辅酶Ⅰ（NADH）
比值，从而抑制糖异生[14]。鉴于二甲双胍作为临床治

疗 2 型糖尿病的常用降糖药被广泛使用，了解其对

不同组织的不良反应至关重要，本研究旨在研究二

甲双胍对小鼠骨骼肌细胞 C2C12 分化的影响，并探

讨相应机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 小鼠骨骼肌细胞株 C2C12（美国

ATCC公司），DMEM 培养基、Opti-MEM 培养基（美

国 Gibco 公司），胎牛血清、马血清（以色列 Bioind
公司），二甲双胍（美国 Sigma 公司），Lipofectamine
TM 2000（美国 Invitrogen 公司），Trizol 裂解液（美国

Ambion 公司），逆转录试剂盒（北京 TransGen
Biotech 有限公司），实时荧光定量 RT-PCR Mix（北

京 TransGen Biotech 有限公司），罗氏 96 实时荧光

定量 PCR 仪，Actinin1 抗体（美国 Sigma 公司），

MyHC Ⅱb 抗体、MyHCⅡx 抗体、MSTN 抗体（美国

Proteintech 公司），MyHCⅠ抗体（美国 DSHB 公司），

MyHCⅡa 抗体（美国 Affinity 公司），MyHC 抗体（美

国 Santa 公司），耦联 HRP 的山羊抗兔抗体和耦联

HRP 的山羊抗鼠抗体（美国 JacksonImmuno Re－
search 公司），增强化学发光底物检测试剂盒（美国

Millipore 公司），Tannon-5200 化学发光成像系统

（北京原平皓生物技术有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将 C2C12 细胞接种于培养瓶，使

用 DMEM 高糖培养基（含 10%胎牛血清），于 37℃、

5%的 CO2 培养箱中培养，待细胞密度达到 80%融

合时进行细胞传代。传代细胞仍按上述培养条件继

续培养，以备后续实验使用。

1.2.2 细胞分化体系的建立及形态学观察 将

C2C12 细胞接种于 12 孔板，待细胞密度达 80%左

右时将培养基更换为含 5%马血清（HS）的 DMEM
高糖培养基继续培养，每隔 1 d 换液 1 次，诱导分化

4 d，使用显微镜观察分化后肌管形态并采集图像。药

物干预即在基础培养基中加入不同浓度二甲双胍

（0、5 mmol/L）。
1.2.3 Western 印迹 收集各组细胞，加入蛋白裂

解液置于冰上15 min，4℃，13 000 r/min，离心 15 min，
上清为细胞总蛋白。制备 10%的聚丙烯酰胺凝胶，将

40 μg/孔的蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

电泳。湿转法转膜后，用 3%牛血清白蛋白室温封闭

2 h，加入一抗（Actinin1 按 1∶10 000 比例，MyHCⅠ、

MyHCⅡa、MyHCⅡb、MyHCⅡx、MSTN 按 1∶1 000 比

例，MyHC 抗体按 1 ∶500 比例，用 1%BSA 稀释配

置），4℃过夜孵育，使用耦联辣根过氧化物酶标记二

抗（按 1∶5 000 比例，用 1%BSA 稀释配置）室温孵育

2 h。最后 ECL显色后曝光，Image J进行定量分析。

1.2.4 RNA 的提取和实时荧光定量 PCR 收集各

组细胞，每孔加入 500 μL Trizol 裂解细胞，异丙醇

沉淀法提取 RNA。使用分光光度计检测 RNA 浓度

后，根据逆转录试剂盒操作步骤逆转录合成 cDNA
并进行 5 倍稀释，按照 cDNA 4 μL，上下游引物各

0.5 μL，2×TransStart Tip Green QpcrSuperMix10 μL
的体系使用 LightCycler 96 运行程序。具体的程序

为：预变性：95℃，300 s；设置 45 个循环：变性：95℃，

20 s，退火：60℃，20 s，延伸：72℃，20 s；溶解：95℃，

10 s，65℃，60 s，97℃，1 s；冷却：37℃，30 s。根据

qPCR 得出的荧光曲线的 Ct 值，以 β-actin 基因为内

参，用 2-ΔΔCt计算结果。所用到的引物序列见表 1。
1.2.5 siRNA 转染 将 C2C12 细胞接种于 12 孔

板，待细胞密度为 50%，进行第 1 次转染。将 siRNA
寡聚物和 LipofectamieneTM 2000 分别加入 Opti -
MEM 培养基室温放置 5 min，再混合 siRNA 寡聚物
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注：MSTN：肌肉生长抑制素；Negative control：阴性对照

基因名称 引物序列（5′→ 3′） 产物（bp）
MyHC 上游 AGCGAATCGAGGCCCAGA ��������������192

下游 CCTGCTTGCTGATCCACATC
MSTN 上游 AATCCCGGTGCTGCCGCTACCCCCTCA 172

下游 GAGCCTCTGGGGTTTGCTT
β-actin 上游 CCTCTATGCCAACACAGTGC 206

下游 CCTGCTTGCTGATCCACATC

注：MyHC：肌球蛋白重链；MSTN：肌肉生长抑制素；β-actin：内
参基因

表 1 扩增反应所需引物序列

Tab 1 primer sequences for amplification reaction

和 LipofectamieneTM 2000，室温下孵育 20 min 后加

入孔内。待转染 6 h 后弃去转染液，添加正常培养

基进行培养。在 C2C12 细胞分化 24 h 后进行第 2
次转染。引物序列见表 2。

1.3 统计学处理 采用 GraphPad Prism6 统计软件

进行统计学分析，所有实验数据为重复 3 次实验结

果。符合正态分布的计量资料以 ｘ±ｓ 表示，两组间均

数比较采用两独立样本均数 t 检验，多组间比较采

用单因素方差分析（One-Way ANOVA），P＜0.05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 二甲双胍对 C2C12细胞分化的影响 显微镜

观察 C2C12 细胞分化 4 d 后肌管形态（图 1），与对

照组相比，二甲双胍组肌管数量减少、肌管直径较

小，C2C12 细胞分化受到抑制。qPCR 和 Western 印

迹检测二甲双胍对肌管细胞分化成熟标志蛋白

MyHC 和肌肉生长抑制素 MSTN mRNA 和蛋白水

平的作用。如图 2A 和图 2C 所示，与对照组相比，

二甲双胍组 MyHC mRNA 和蛋白水平均显著降低

（t=29.47、12.57，均 P＜0.001）。同时，与对照组相比，

二甲双胍组 MSTN mRNA 和蛋白水平均显著升高

（t=14.14、6.555，均 P＜0.01）。

2.2 二甲双胍对 C2C12细胞的肌原纤维类型的影
响 Western 印迹检测二甲双胍对 C2C12 细胞 My－
HCⅠ、MyHCⅡa、MyHCⅡb、MyHCⅡx 蛋白水平的

影响，结果见图 3A 和 3B，与对照组相比，二甲双胍

组 MyHCⅡ、MyHCⅡa、MyHCⅡb、MyHCⅡx 的蛋白

水平均降低 （t=9.288、6.140、8.348、14.75，均 P＜
0.01）。此外，MyHCⅠ、MyHCⅡx 较 MyHCⅡa、MyHC
Ⅱb 蛋白水平降低更多。

2.3 敲低 MSTN对二甲双胍抑制 C2C12细胞分化
的影响 Western 印迹检测 C2C12 细胞 MyHC 和

MSTN 蛋白水平。如图 4B 所示，应用 siMSTN 转染

C2C12 细胞后，与 siNC+metformin 组相比，siMSTN+
metformin 组 MSTN 蛋白水平显著降低（F=15.65，
P＜0.001）。同时，与 siNC组相比，siNC+metformin 组

MyHC 蛋白水平显著降低（P＜0.001），而下调MSTN
蛋白后，与 siNC+metformin组相比，siMSTN+metformin
组MyHC蛋白水平升高（F=12.44，P＜0.001）。显微镜

下观察 C2C12 细胞肌管形态，结果见图 5，与 siNC
组相比，siNC+metformin 组 C2C12 细胞后肌管直

径减小，敲降 MSTN 后，与 siNC+metformin 组相

比，siMSTN+ metformin 组肌管直径增加。
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表 2 目的基因 siRNA序列

Tab 2 siRNA oligomer target sequences

基因名称 siRNA 序列（5′→ 3′）
MSTN CCCGUCAAGACUCCUACAATT
Negative contro UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
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注：Control：对照；Metformin：二甲双胍；比例尺=200 μm
图 1 显微镜观察 C2C12细胞形态（4×）
Fig 1 The morphology of C2C12 cells observed by microscope（4×）
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注：A：qPCR 检测 C2C12 细胞中 MyHC 和 MSTN 的 mRNA 水
平；B：Western 印迹检测 C2C12 细胞中 MyHC 和 MSTN 的蛋白水
平；C：3 次 Western 印迹统计分析结果；Control：对照；Metformin：二
甲双胍；MyHC：肌球蛋白重链；MSTN：肌肉生长抑制素；Actinin1：内
参蛋白；**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1
图 2 C2C12细胞中MyHC和MSTN的表达
Fig 2 The expression of MyHC and MSTN in C2C12 cells
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注：A：Western 印迹检测敲低 MSTN 后 C2C12 细胞中 MyHC 和
MSTN 的蛋白水平；B：3 次 Western 印迹统计分析结果；Metformin：二
甲双胍；siMSTN：肌肉生长抑制素敲低；siNC：肌肉生长抑制素敲低

阴性对照；MSTN：肌肉生长抑制素；MyHC：肌球蛋白重链；Ac－
tinin1：内参蛋白；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 4 敲低MSTN后 C2C12细胞中MyHC和MSTN的表达
Fig 4 The expression of MyHC and MSTN in C2C12 cells after

MSTN knockdown
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注：Metformin：二甲双胍；siMSTN：肌肉生长抑制素敲低；siNC：肌肉生长抑制素敲低阴性对照；比例尺=100 μm
图 5 敲低MSTN后显微镜观察 C2C12细胞形态（10×）

Fig 5 The morphology of C2C12 cells observed by microscope after MSTN knockdown（10×）

3 讨论

二甲双胍是 2 型糖尿病患者使用最广泛的降

糖药物，但长期服用会引起多种不良反应，包括影

响肌肉功能，二甲双胍对肌肉的作用还存在争议。

最近一项研究表明，二甲双胍对健康老年人抗阻力

训练的肌肉肥大反应有负面影响，与二甲双胍治疗

组相比，安慰剂组的身体和大腿的肌肉质量增加更

多[15]。而先前研究表明，接受二甲双胍治疗的糖尿病

患者肌肉质量增加[16]。因此，深入了解二甲双胍对肌

肉的作用，并寻找相关分子机制，可为临床用药提

供指导。本研究用二甲双胍处理小鼠骨骼肌细胞

C2C12 分化 4 d，与对照组相比，二甲双胍组肌管数

量减少、肌管直径较小，肌管分化成熟标志蛋白

MyHC mRNA 和蛋白水平降低，表明二甲双胍对

C2C12 细胞分化具有抑制作用，这与之前的研究结

果一致[17]。接下来，笔者进一步研究了二甲双胍对

C2C12 细胞肌原纤维类型的影响以及二甲双胍抑

制 C2C12 细胞分化相关机制。

骨骼肌由含大量的肌纤维的多核细胞组成 [6]，

根据肌球蛋白重链的不同，成熟哺乳动物骨骼肌纤维

可分为MyHCⅠ、MyHCⅡa、MyHCⅡb和MyHCⅡx[7]。
慢肌纤维主要由 MyHCⅠ、MyHCⅡa 肌原纤维组

成，富含肌红蛋白和线粒体，抗疲劳能力强。MyHC
Ⅱb 肌原纤维主要存在于快收缩肌中，其肌红蛋白

和线粒体含量低，抗疲劳能力弱[18]。骨骼肌纤维类型

转化与人体肌肉和代谢性疾病有直接关系。例如

2型糖尿病患者的骨骼肌中，慢肌纤维的比例下降，

导致氧化酶活性下降[19]。慢性肝病中，肌原纤维从

siNC siNC+metforminsiMSTN siMSTN+metformin

注：A：Western 印迹检测 C2C12 细胞中 MyHCⅠ、MyHCⅡa、
MyHCⅡb 和 MyHCⅡx 的蛋白水平；B：3 次 Western 印迹统计分析
结果；Control：对照；Metformin：二甲双胍；MyHCⅠ：Ⅰ型肌原纤维、

MyHCⅡa：Ⅱa 型肌原纤维、MyHCⅡb：Ⅱb 型肌原纤维、MyHCⅡx：
Ⅱx 型肌原纤维；Actinin1：内参蛋白；**P<0.01，***P<0.001
图 3 C2C12细胞中MyHCⅠ、MyHCⅡa、MyHCⅡb和MyHCⅡx

的表达

Fig 3 The expression of MyHCⅠ，MyHCⅡ a，MyHCⅡ b and
MyHCⅡx in C2C12 cells

A

MSTN
MyHC
Actinin1

B
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MyHCⅡb 向 MyHCⅠ转化[20]。本研究进一步检测了

二甲双胍对小鼠骨骼肌细胞 C2C12 肌原纤维类型

的影响。与二甲双胍处理抑制 C2C12 细胞分化表型

一致，二甲双胍处理使MyHCⅠ、MyHCⅡa、MyHCⅡb
和MyHCⅡx的蛋白水平均降低。此外，与MyHCⅡa、
MyHCⅡb 相比，MyHCⅠ、MyHCⅡx 蛋白水平降低

更多，提示二甲双胍可能对各肌原纤维类型有着不

同的影响。

MSTN 是转化生长因子-β（TGF-β）超家族成员

之一，对肌肉量起负调节作用[21]。在 C2C12 细胞中

过表达 MSTN 可通过丝裂原活化蛋白激酶激酶

（MEK）/细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）通路下

调 MyoD 和 MyoG 基因表达，抑制成肌细胞分化[22]。

此外，MSTN 可通过抑制成肌细胞中的蛋白激酶 B
（Akt）的活化，减少蛋白质的合成，增加蛋白质的分

解，从而抑制分化[23]。在本研究中，二甲双胍处理使

C2C12 细胞 MSTN 的蛋白表达升高，根据过表达

MSTN 对小鼠骨骼肌细胞分化的抑制作用 [22]，推测

二甲双胍可能通过升高 MSTN 抑制 C2C12 细胞分

化。为验证此推测，笔者应用 siMSTN 转染 C2C12 细

胞，转染后 MSTN 蛋白水平显著降低，说明 siMSTN
成功下调 MSTN 蛋白水平。接着使用显微镜观察肌

管形态，发现二甲双胍处理后肌管直径减小，下调

MSTN 蛋白表达后肌管直径增加。此外，二甲双胍处

理后 MyHC 蛋白水平显著降低，下调 MSTN 蛋白表

达后 MyHC 蛋白水平升高，说明二甲双胍部分通过

升高 MSTN 抑制 C2C12 细胞分化。

综上所述，本研究证明二甲双胍抑制小鼠骨骼

肌细胞 C2C12 分化，其机制与二甲双胍升高 MSTN
的蛋白表达有关。
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