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电刺激促进大鼠骨骼肌细胞 GLUT4转位并激活 Akt
信号通路
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摘要 目的：利用 L6 细胞模型研究电脉冲刺激对骨骼肌细胞 GLUT4 转位及其信号通路的影响。方法：将稳定过表达
GLUT4myc-AS160的 L6-GLUT4myc-AS160大鼠骨骼肌细胞体外培养于 6孔培养板中，用含 2%胎牛血清的细胞分化液诱导
分化为肌管，将 6孔板随机分成对照组、胰岛素组和电脉冲刺激（EPS）组，用终浓度为 100 nmol/L的胰岛素或电刺激仪对细胞
刺激，对照组不做任何处理。ELISA测定细胞膜上的 GLUT4myc含量，免疫印记法测定蛋白激酶 月（粤噪贼）和 Rab-GTPase激活蛋
白 AS160的磷酸化。结果：与对照组相比，1 h电刺激显著增加细胞膜表面 GLUT4myc水平并磷酸化 Akt及 Rab-GTPase激活蛋
白 AS160。结论：电刺激促进 L6骨骼肌细胞 GLUT4myc转位，激活 Akt信号通路。
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Electric pulse stimulation -induced GLUT4 translocation and activated Akt signaling pathway in L6 -
GLUT4myc-AS160 myotubes
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Ministry of Health, Tianjin 300070, China; 2. The Hospital for Sick Children, Program in Cell Biology, Toronto M5G 1X8, Canad葬）
Abstract Objective: To study the electric pulse stimulation (EPS)-stimulated signal transduction and GLUT4myc translocation in L6-
GLUT4myc-AS160 myotubes. Methods: L6-GLUT4myc-AS160 myoblasts were incubated in 6-well plates, differentiated to myotubes
with 2% FBS differentiation media, after which they were divided into 3 groups (EPS, insulin, control) with the first two treated with 100
nmol/L insulin or contract cell and the control group receiving no treatment. The amount of GLUT4myc on the cell surface was measured by
ELISA and the phosphorylation of protein kinase B (Akt)and Rab-GTPase AS160 were obtained by immunoblotting. Results: Compared to
the control group, EPS stimulated GLUT4myc translocation significantly in 1h and the Akt and AS160 were both phosohorylted by EPS.
Conclusion: EPS-induced GLUT4myc can be translocated to the cell surface and activate the Akt signaling pathway.
Key words electrical pulse stimulation; skeletal muscle; glucose transporter 4; PKB; AS160; insulin

胰岛素和运动是骨骼肌细胞中促进葡萄糖利

用的两个重要的生理刺激，多种葡萄糖转运子在骨

骼肌细胞中表达，而葡萄糖转运子 4（glucose trans原
porter, GLUT4）是骨骼肌细胞中转运葡萄糖的主要
转运子，胰岛素和运动刺激增加的葡萄糖摄取主要

通过促进位于骨骼肌细胞内的 GLUT4从胞内储存
囊泡转位到细胞膜表面。胰岛素诱导的葡萄糖摄取

的信号通路主要包括胰岛素受体下游-1（IRS-1）、
PI3K、Akt和 Rab-GTPase激活蛋白 AS160[1]。适当的
运动具有广泛的生理作用，例如增加葡萄糖利用、

改变骨骼肌肌纤维类型、血管生成的感应以及调节

免疫系统[2]。并且，充足的运动不但能够延缓 2型糖

尿病的发展而且有益于胰岛素抵抗的病人[3-4]。然而
运动或肌肉收缩带来的这些有益影响的分子机制

尚不明确，目前提出骨骼肌细胞收缩促进葡萄糖摄

取的 3个主要机制为骨骼肌横纹肌中钙离子的增
加，能量消耗和机械拉伸，但是其影响 GLUT4转位
和相关调节信号通路还了解不完全，由于分离的动

物肌肉组织结构的特点很难对每一个细胞表面的

GLUT4含量进行检测，因此细胞株可以解决这个问
题并且合适的细胞模型将有助于研究这一复杂生

理现象的信号分子机制，所以我们选择不具有收缩

能力的 L6大鼠骨骼肌细胞作为细胞模型，采用电
刺激的方法体外模拟运动收缩刺激，目的为研究排

除机械拉伸及肌肉收缩消耗能量的因素，电刺激对

GLUT4转位的影响及其相关的信号通路。在 L6大
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鼠骨骼肌细胞中 Rab-GTPase激活蛋白 AS160表达
量很低，很难用免疫印记法来检测其磷酸化水平，

加拿大 Amira Klip实验室在 L6大鼠骨骼肌细胞中
成功稳定过表达了此蛋白，此研究利用过表达

GLUT4myc-AS160的 L6大鼠骨骼肌细胞株检测电
刺激对 GLUT4转位的调节作用并检测其对Akt和
AS160磷酸化水平的影响。
1 材料和方法

1.1 材料 稳定过表达 GLUT4myc-AS160 的 L6
大鼠骨骼肌细胞株（L6-GLUT4myc-AS160）由加拿
大 Amira Klip教授提供。抗生素、琢-MEM (加拿大
Wisent Inc，St-Bruno公司)，胎牛血清(美国 HyClone
公司)，胰岛素（加拿大 Eli Lilly 公司），不含脂肪酸
的牛血清蛋白（瑞士 Roche公司），山羊血清（加拿
大Wisent公司），抗 myc抗体（美国 Sigma公司），抗
磷酸化 Akt和 AS160抗体（美国 cell signaling），偶联
辣根过氧化物酶（HRP）的山羊抗兔抗体、增强化学
发光底物检测试剂盒（美国 Millipore公司）。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 用含有 10%胎牛血清的 琢-MEM
培养基，于 37 益，5% CO2 条件下培养 L6-GLUT
4myc-AS160大鼠骨骼肌细胞，将接种在 6孔培养
板中的细胞用含有 2%胎牛血清的细胞分化液诱
导分化为肌管，隔天换液，于接种后的第 6天用于
实验。

1.2.2 ELISA检测细胞膜 GLUT4myc 将 6孔板的
细胞随机分为对照组、胰岛素组和电刺激组。胰岛

素组加入终浓度为 100 nmol/L 的胰岛素刺激 20
min，其它组加入不含有胎牛血清及抗生素的 琢-
MEM，对照组不做任何处理，电刺激组分别用电刺
激仪在 24 ms，20 V，1 Hz的刺激条件下刺激不同时
间（20、30、40、60 min）。细胞处理后，3%多聚甲醛固
定，甘氨酸淬灭，5%（v/v）山羊血清封闭，用 1颐500抗
myc抗体冰上孵育 1 h；用 1颐1 000偶联 HRP的山羊
抗兔抗体冰上孵育 1 h；加入底物邻苯二胺溶液，反
应约 20耀30 min后用 3 mol/L盐酸终止，取上清，测
定在 492 nm的吸光度，重复 4次。增加的细胞表面
GLUT4myc水平=电刺激组（或胰岛素组）吸光度值/
对照组的吸光度值。

1.2.3 免疫印记检测 Akt, AS160 的磷酸化 在 6
孔板上，将细胞分为对照组、胰岛素组和电刺激组，

每组 2个复孔。处理细胞后，裂解细胞，97 益加热 5
min，10%（v/v）SDS-PAGE电泳，免疫印迹检测 Akt
和 AS160的磷酸化，一抗用各自的磷酸化抗体，二

抗用偶联 HRP的山羊抗兔抗体，以 GAPDH作为内
参，增强化学发光底物试剂盒检测，曝光。用 Image J
软件处理，各蛋白的磷酸化水平增高倍数=电刺激
组（或胰岛素组）灰度值/对照组的灰度值。
1.3 统计学方法 采用 GraphPad Prism6统计软件
进行统计学分析，对符合正态分布的正态计量以均

数依标准误（曾依泽x）表示，用单因素方差分析比较多组

均数间的差异，以 P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 各电刺激组和胰岛素组增加的 GLUT4myc 水
平的比较 与对照组相比，胰岛素显著增加细胞膜

表面 GLUT4myc（2.5倍，P<0.001）。与对照组相比，
随着电刺激时间的延长细胞表面 GLUT4myc 水平
逐渐升高，60 min 后显著增加细胞膜表面
GLUT4myc水平（1.8倍，P<0.05）,但电刺激增加细胞
表面的 GLUT4myc水平低于胰岛素组，见图 1。

2.2 电刺激对 Akt和 AS160磷酸化的影响 胰岛

素刺激后显著激活了胰岛素信号通路，Akt的两个
磷酸化位点（Thr308、Ser473）、Rab-GTPase激活蛋
白 AS160 的磷酸化水平均显著升高（1.78 倍，P<
0.01），电刺激组中从 20 min开始显著增加了 Akt
的两个磷酸化位点的磷酸化水平，30 min 达最大
值，随着时间的增加 Akt-Ser473的磷酸化水平略有
下降但维持在与 20 min 相似的磷酸化水平，而
Akt-Thr308的磷酸化水平随着时间的增加先下降
后升高（图 2，表 1）。AS160的磷酸化水平随着时间
的增加其磷酸化水平逐渐升高，30 min起与对照组
比较有显著性差异，在 40 min达最大值（1.66倍，P<
0.01），并且维持这一水平至 60 min（图 2，表 1）。胰
岛素激活的 Akt 及 AS160磷酸化水平均高于电刺
激组（图 圆，表 1）。
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图 1 胰岛素和电刺激各组增加细胞表面 GLUT4myc水平
Fig 1 The level of insulin and EPS stimulated cell surface

GLUT4myc
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图 2 胰岛素和电刺激各组对 L6-GLUT4myc-AS160细胞 Akt和
AS160磷酸化的影响

Fig 2 The phosphorylation of Akt and AS160 effected by insulin
and EPS in L6-GLUT4myc-AS160 cell

表 1 各组中 Akt和 AS160磷酸化水平增高倍数的比较（与对照组
比）（倍，曾依泽x）

Tab 1 The compare of Akt and AS160 phosphorylation fold in原
crease (compare to control) (fold, 曾依泽x)

组别 n 对照组 胰岛素组 EPS 20 min
p-AktT308 3 1依0.00 15.82依1.21# 9.28依3.57*
p-AktS473 3 1依0.00 8.57依1.85# 4.40依0.33##

p-AS160 T642 3 1依0.00 1.78依0.21** 1.38依0.10
组别 n EPS 30 min EPS 40 min EPS 60 min

p-AktT308 3 14.45依2.58** 9.23依1.01* 12.11依0.34**
p-AktS473 3 5.34依0.34## 4.01依0.42# 4.17依0.33#

p-AS160 T642 3 1.58依0.07* 1.66依0.08** 1.58依0.12*
*P<0.05，**P<0.01，#P<0.001，##P<0.000 1

3 讨论

骨骼肌的收缩水平是底物代谢及转录事件的

重要的调节因子，然而调节这些反应的信号机制知

之甚少。电脉冲刺激是体外模拟收缩刺激的一种有

效的实验手段，但是不同的肌纤维类型、电刺激条

件和强度等都有可能对细胞产生不同的影响[5-6]。本
研究以 L6-GLUT4myc-AS160骨骼肌细胞株为细胞
模型，采用细胞刺激器给予细胞一定条件的电脉冲

刺激，体外模拟肌肉收缩，并对电刺激调节的

GLUT4myc转位和其相关的调节信号机制进行初步
研究。

此研究结果显示 24 ms、20 V、1 Hz、1 h的刺激
条件能够引起 GLUT4myc转位，说明此细胞模型
及刺激条件是体外研究运动刺激对骨骼肌细胞

GLUT4myc 转位影响的一个成功的细胞模型和
条件。

L6不具有收缩能力，因此在细胞接受电刺激时
不进行收缩同时也不会因收缩消耗能量，

GLUT4myc的转位发生变化表明其它的分子机制发
挥作用。当电脉冲刺激骨骼肌细胞时，骨骼肌细胞

横小管去极化导致钙离子从肌浆网中释放出来，从

而引发肌动蛋白和肌球蛋白的相互作用。细胞中肌

动蛋白和肌球蛋白间的相互作用以及细胞为抵抗

细胞内增加的钙离子流，向细胞外泵出钙离子的过

程中消耗能量 ATP，ATP 转换为 ADP, 即细胞内
AMP/ATP或 ADP/ATP的比率增加，这一比率增加
激活 AMPK[7]。其它研究及此研究中发现电脉冲刺
激显著升高 AMPK的磷酸化水平[13]，说明此电刺激
有可能促进了 L6细胞橫小管去极化、胞浆内钙离
子升高进而消耗 ATP 激活 AMPK，最终导致
GLUT4myc转位。
有研究提出有关运动或收缩刺激对胰岛素受

体信号通路具有激活作用从而增强胰岛素作用的

信号机制[8-9]。但也有报道认为运动并不影响胰岛素
信号通路[10]。因此，运动是否影响胰岛素信号通路还
存在争议。Akt对多种细胞的生长、存活及代谢有重
要的调节作用，同时还是胰岛素信号通路的关键信

号分子，因此 Akt被认为是骨骼肌收缩刺激激活的
信号通路中一个重要的潜在信号分子。目前有研究

应用多种肌纤维类型，多个时间点和多种特定肌纤

维亚型抗体，通过体内刺激和在没有系统因素存在

的情况下体外刺激离体肌肉，发现 Akt磷酸化显
著、快速增加 15 min后其磷酸化水平恢复到基础水
平[11]。本研究用培养的细胞模型，得出了相似的实
验结果，在本研究的电脉冲条件下 20 min开始显著
增加了 Akt的磷酸化水平，并且其下游与 GLUT4转
位具有关键作用的 AS160的磷酸化水平也显著增
加[4，员2]。胰岛素促进葡萄糖摄取的信号通路基本明
确，在此研究中胰岛素激活 Akt及磷酸化 AS160，1 h
电刺激增加了细胞表面的 GLUT4myc水平，同时激
活 Akt和增加 AS160的磷酸化水平，随着时间的延
长 AS160的磷酸化水平逐渐升高的趋势与细胞表
面增加的 GLUT4myc水平一致，这些结果都表明电
刺激引起的 GLUT4转位可能与 Akt信号通路的激
活有关，但与肌肉的收缩无关。

综上所述，电刺激显著增加 GLUT4的转位，Akt
及其下游分子 AS160磷酸化水平被提高。早期的报
道显示细胞内的钙离子水平升高或 cAMP的激活
都可能激活 Akt，所以本研究中是否升高细胞内的
钙离子水平、Akt的激活机制是否与细胞内钙离子
的升高有关、Akt的激活机制是依赖 PI3K的形式或
是不依赖 PI3K的形式仍是未知的，对于电刺激激
活的 Akt是否对 GLUT4转位起决定性作用还需要
以后通过其他实验手段如采用抑制剂、基因敲除或

基因突变等方法进行进一步地探讨。本研究为探讨

电刺激引起的 GLUT4转位及其相关的调节信号通
路提供了初步结果、实验模型和刺激条件，有助于
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研究运动有益于胰岛素抵抗或糖尿病病人的分子

机制。
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