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摘要 目的：探讨维生素 D对骨骼肌细胞分化的影响及其分子机制。方法：用不同浓度的 1，25-二羟维生素 D3（VD3）孵育 C2C12
小鼠骨骼肌细胞，选择合适的药物浓度进行后续实验。将 C2C12细胞分为对照（control）组、Wnt/茁-catenin信号通路激动剂
（SKL2001）组、VD3组和 VD3+SKL2001组。qPCR检测维生素 D受体（VDR）、肌球蛋白重链（MyHC）、肌生成素（MyoG）、肌生成决
定因子（MyoD）、茁-连环蛋白（茁-catenin）、无翅型 MMTV整合位点家族成员 11（Wnt11）、轴抑制蛋白 2（Axin2）和 Fermintin家族
同源蛋 2（Fermt2）mRNA水平；细胞免疫荧光检测 MyHC和 MyoG。倒置显微镜观察各组细胞形态。免疫印迹检测各组VDR、
MyHC、MyoG、MyoD和 茁-catenin蛋白水平。结果：与 control组相比，VD3组 VDR的 mRNA水平显著升高（t=11.50，P<0.001），
MyHC、MyoG、MyoD、Wnt11、Axin2 和 Fermt2 的 mRNA 水平显著降低（t=9.849、8.620、17.88、4.069、6.953、4.685，均 P<0.01），
茁-catenin的 mRNA水平无明显变化（t=2.657，P>0.05）；与 control组相比，VD3组 MyHC和 MyoG阳性的肌管数量减少，细胞融
合受损。显微镜观察结果显示，与 control组相比，SKL2001组肌管数量增多，肌管长度增加，VD3组细胞融合受损、肌管数量减

少、肌管长度缩短，与 VD3组相比，VD3+SKL2001组肌管数量增多，肌管长度增加；免疫印迹结果显示，与 control组相比，
SKL2001 组 MyHC、MyoG 和 MyoD蛋白水平升高（F=27.91、133.6、33.25，均 P<0.05），VD3组 VDR 蛋白水平上升（F=118.0，P<
0.001），MyHC、MyoG和 MyoD蛋白水平降低（F=27.91、133.6、33.25，均 P<0.05）；与 VD3组相比，VD3+ SKL2001组 MyHC、MyoG
和 MyoD蛋白水平升高（F=27.91、133.6、33.25，均 P<0.05）；与 control组相比，SKL2001 组胞质中 茁-catenin蛋白水平降低（F=
64.00，P<0.05），胞核中 茁-catenin蛋白水平显著升高（F=32.89，P<0.05）；VD3组胞质中 茁-catenin 蛋白水平上调（F=64.00，P<
0.001），细胞核中 茁-catenin蛋白水平下调（F=32.89，P<0.05）；与 VD3组相比，VD3+SKL2001组胞质中 茁-catenin蛋白水平降低
（F=64.00，P<0.05），胞核中 茁-catenin蛋白水平显著升高（F=32.89，P<0.05）。结论：维生素 D可能通过抑制Wnt/茁-catenin信号通
路，抑制 C2C12骨骼肌细胞分化。
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The effect and mechanism of vitamin D on the differentiation of skeletal muscle cells
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Abstract Objective：To investigate the effect of vitamin D on the differentiation of skeletal muscle cells and its potential molecular
mechanism.Methods：The C2C12 mouse skeletal muscle cells were incubated with different concentrations of 1，25-dihydroxyvitamin D3

（VD3），and appropriate drug concentrations were selected for follow-up experiments. The C2C12 cells were divided into control group，
Wnt/茁-catenin signaling pathway agonists（SKL2001）group，VD3 group and VD3+SKL2001 group. The mRNA levels of vitamin D
receptor（VDR），myosin heavy chain（MyHC），myogenin（MyoG），myogenic determing factor（MyoD），茁-catenin，wingless-type MMTV
integration site family member 11（Wnt11），Axis inhibitor 2（Axin2）and fermitin family member 2（Fermt2）were detected by qPCR.
Cellular immunofluorescence was used to detect MyHC and MyoG. The cell morphology of all groups was observed by inverted micro原
scope. The protein levels of VDR，MyHC，MyoG，MyoD and 茁-catenin were detected by Western blotting. Results：Compared with con-
trol group，the mRNA level of VDR in VD3 group was significantly increased（t=11.50，P<0.001），while the mRNA levels of MyHC，
MyoG，MyoD，Wnt11，Axin2 and Fermt2 were decreased（t=9.849，8.620，17.88，4.069，6.953，4.685，all P<0.01）. The mRNA
level of 茁-catenin remained stable（t=2.657，P>0.05）. Compared with control group，the numbers of MyHC and MyoG positive myotubes
were decreased，and cell fusion were impaired in VD3 group. Microscopic observation showed that compared with the control group，the
numbers and length of myotubes were increased in SKL2001 group，while cell fusion was impaired，the numbers and length of myotubes
were decreased in VD3 group. Compared with VD3 group，the numbers and length of myotubes were increased in VD3+SKL2001 group.
Western blotting showed that the protein levels of MyHC，MyoG and MyoD in SKL2001 group were significantly increased（F=27.91，
133.6，33.25，32.89，all P<0.05）compared with control group. The protein levels of MyHC，MyoG and MyoD in VD3 group were signifi原
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cantly decreased（F=27.91，133.6，33.25，all P<0.05），whereas the protein level of VDR was significantly increased（F=118.0，P<
0.001）. Compared with VD3 group，the protein levels of MyHC，MyoG and MyoD in VD3+SKL2001 group were significantly increased
（F=27.91，133.6，33.25，all P<0.05）. Compared with control group，茁-catenin protein level in cytoplasm of SKL2001 group was de-
creased（F=64.00，P<0.05），and 茁-catenin protein level in nucleus was significantly increased（F=32.89，P<0.05）. The level of 茁-
catenin protein in the cytoplasm of VD3 group was increased（F=64.00，P<0.001），and the level of 茁-catenin protein in the nucleus was
decreased（F=32.89，P<0.05）compared with control group. Compared with VD3 group，the level of 茁-catenin protein in cytoplasm
was decreased（F=64.00，P<0.05）in VD3+SKL2001 group，and the level of 茁-catenin protein in nucleus was significantly increased（F=
32.89，P<0.05）. Conclusion：Vitamin D may inhibit the differentiation of C2C12 skeletal muscle cell by suppressing the Wnt/茁-catenin
signal pathway.
Key words skeletal muscle；differentiation；Vitamin D；Wnt/茁-catenin

骨骼肌占人体体重的 30%~40%[1]，是人体最大

的糖代谢器官和内分泌器官，维持着人体的基本生

理功能，如运动、能量稳态[2]和代谢[3]。骨骼肌肌量减

少、肌肉力量下降造成肌少症，常引起跌倒和关节

损伤等问题，也影响机体的代谢。成肌细胞的分化

主要由肌生成调节转录因子（MRFs）有序表达所控
制[4]，其中肌生成决定因子（MyoD）参与细胞分化，肌生
成素（MyoG）驱动和调节分化，肌球蛋白重链（My原
HC）常作为肌分化的最终标志物。Wnt/茁-catenin信
号通路在细胞增殖、细胞自我更新和血管生成中起

关键作用[5]。有研究报道经典的Wnt/茁-catenin信号
通路在肌分化中起至关重要的作用 [6]，可抑制肌分

化[6-8]。

维生素 D的经典功能是调节钙磷代谢，维持骨
骼健康和预防骨相关疾病[9]，对人体健康起着不可

或缺的作用。维生素 D 在体内主要以活性形式
1，25-二羟维生素 D3（VD3）发挥作用[10]。近年来有研

究报道 VD3在肌分化中发挥作用[11]，其可抑制肌细

胞分化、肌管形成 [12]，导致肌管减少 [11]，还可影响肌

管直径[13]。而此前有研究报道 VD3促进肌细胞分

化[14]。因此，VD3对骨骼肌细胞分化的影响目前说法

不一，且 VD3抑制骨骼肌分化的分子机制尚不清

楚。C2C12小鼠骨骼肌细胞常作为肌生成的研究模
型，骨骼肌细胞和组织表达维生素 D受体（VDR），
C2C12细胞也表达 VDR[10]。本研究选取 C2C12 细
胞，探讨维生素 D对 C2C12细胞分化的影响及分子
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），DMEM培养基和 Opti-MEM培养基（美国，
Gibco），胎牛血清（FBS）和马血清（HS）（德国，Viva原
cell），胰酶（中国，新赛美），HBSS（中国，凯基生物），
VD3（德国，Sigma），SKL2001（美国，MCE），Trizol
（德国，Ambion），DAPI（中国，索莱宝），Trizol（美国，
Invitrogen），TritonX-100 和核蛋白提取试剂盒（中
国，碧云天），逆转录试剂盒和 qPCRMix（中国，全式

金），蛋白 marker（中国，雅酶），RIPA裂解液、PVDF
膜、PIC和PMSF（美国，Millipore）。荧光二抗（德国，
Sigma），VDR、MyHC、MyoG、MyoD、Lamin B 和 茁 -
catenin抗体（美国，Santa）。GAPDH抗体、耦联 HRP
的山羊抗兔抗体和耦联 HRP 的山羊抗鼠抗体
（CST），DAPI（中国，博诚科技），化学发光底物显影
液（ECL）（中国，GenStar）。罗氏 96 qPCR 仪，Tan原
non-5200化学发光成像系统。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 取出冻存于液氮中的 C2C12 小
鼠骨骼肌细胞，放入 37益恒温水浴中迅速融化，加
到含 10%FBS的 DMEM培养基的培养瓶中。细胞贴
壁后，用 HBSS洗 2遍，加入同样的培养基继续培
养。待细胞密度达 60%~70%时，用胰酶消化传代，
接种到培养板中，用于实验。

1.2.2 诱导细胞分化与药物处理 接种细胞，待培

养板中的细胞密度达 80%~90%时，分别加入 5%
HS的 DMEM配制的 0、10、50、100 nmol/L的 VD3溶

液诱导分化，每天更换分化液以及 VD3，分化 4 d，观
察细胞分化状态，选择最合适的浓度进行后续实

验。将细胞分为对照（control）组、Wnt/茁-catenin信
号通路激动剂（SKL2001）组、VD3 组和 VD3 +
SKL2001组。从诱导分化第 1天时，SKL2001组和
VD3 组分别加入 20 滋mol/LSKL2001 和 100 nmol/L
VD3，VD3+SKL2001 组加入 20 滋mol/L SKL2001 和
100 nmol/L VD3共同孵育细胞。每天更换分化液、

VD3和 SKL2001，诱导分化 4 d。
1.2.3 细胞形态学观察 同 1.2.2 处理好的细胞，
倒置显微镜观察分化后肌管形态并采集图像。

1.2.4 提取 RNA 和实时荧光定量 PCR 同 1.2.2
处理好的细胞，用预冷的 PBS冲洗细胞，每孔加入
500 滋L Trizol裂解细胞 5 min后，加入 100 滋L氯仿
取代物抽提 RNA。12 000伊g，4益离心 15 min，收集透
明上清，使用与上清同等量的异丙醇沉淀 RNA，用
75%乙醇清洗，8 000伊g，4益离心 5 min，重复 3次。
用高压水 58益水浴溶解 RNA沉淀，分光光度计检
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测 RNA浓度，用随机引物将 RNA逆转录为 cDNA，
按照全式金试剂盒说明书配制成 20 滋L扩增体系，
使用 LightCycler96运行程序。预变性：95益，600 s；
设置 40 个循环：变性：95益，20 s，退火：60益，20 s，
延伸：70益，20 s；溶解：95益，10 s，65益，60 s，97益，1 s；
冷却：37益，30 s。根据 qPCR得出的荧光曲线的 Ct
值，以 茁-actin基因为内参，用 2-驻驻Ct计算结果。所用

引物序列见表 1。

1.2.5 细胞质蛋白和核蛋白提取 同 1.2.2处理好
的细胞，用预冷的 PBS冲洗细胞，将细胞刮下并收
集后离心，弃上清，留取细胞沉淀，每 20 滋L细胞加
入 200 滋L细胞质蛋白提取液 A，高速涡旋 5 s将沉
淀溶解，冰浴 15min，加入细胞质蛋白提取液 B10滋L，
涡旋 5 s，冰浴 1 min，12 000伊g，4益离心 5 min，立
即吸取上清即为细胞质蛋白。将剩余的沉淀加入

50 滋L 细胞核蛋白提取试剂，高速涡旋 30 s，冰浴
1 min，重复 10次，最后 12 000伊g，4益离心 10 min，
吸取上清即为核蛋白。

1.2.6 免疫印迹 同 1.2.2处理好的细胞，用预冷
的 PBS冲洗细胞，用含 PIC、PMSF、氟化钠和钒酸钠
的蛋白裂解液裂解细胞，提取总蛋白。配制 10%的
聚丙烯酰胺凝胶，蛋白上样量为 35 滋g，80 V电压恒
压电泳，110 V电压恒压转膜，用 3% BSA室温封闭

2 h，配制所需的一抗（GAPDH：1 颐 1 000，VDR、My原
HC、MyoG、MyoD、茁-catenin：1 颐 750，均用 1%BSA稀
释），一抗 4益孵育过夜，用 PBST液洗膜 4次，配制
所需的耦联 HRP 的二抗（1 颐 5 000，用 1%BSA 稀
释），室温孵育 2 h，用 PBS液洗膜 4 次，用 ECL 液
（A液：B液 1 颐 1）孵育，化学发光成像系统显影，Im原
age J软件量化分析。
1.2.6 细胞免疫荧光 同 1.2.2 处理好的细胞，用
PBS冲洗细胞，用 4% PFA 固定细胞 10 min，0.1%
TritonX-100打孔处理 10 min，再用 1% BSA室温封
闭 1 h，分别用 MyHC、MyoG 一抗（1 颐 500，1% BSA
稀释）4益摇床孵育过夜，洗去一抗，用山羊抗鼠荧光
二抗（1 颐 2 000，1% BSA）孵育 1 h，DAPI（1 颐 1 000，
PBS稀释）染核 10 min，荧光显微镜观察并收集图片。
1.3 统计学处理 采用 GraphPadPrism8进行统计
学分析，每个实验均重复 3次。符合正态分布的计
量资料以 x依s表示，两组间均数比较采用两独立样
本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析（One-
Way ANOVA）或两因素析因设计的方差分析（Two-
Way ANOVA），P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 不同浓度 VD3对 C2C12细胞分化的影响 显

微镜下观察细胞分化后肌管形态，结果如图 1A所
示。随着 VD3浓度的增加，细胞融合受损、肌管数量

减少、肌管长度减短。免疫印迹检测 VDR和 MyHC
蛋白水平，结果如图 1B所示。在 VD3浓度为 50和
100 nmol/L时，VDR 蛋白水平显著增加（F=9.936，
P<0.05），而 MyHC蛋白水平显著降低（F=13.84，P<
0.01）。后续实验选择 100 nmol/L的 VD3处理细胞。

2.2 VD3对 C2C12细胞 Wnt/茁-catenin信号通路的
影响 qRCR 检测 control 组和 VD3 组 VDR、茁 -
catenin、Wnt11、Axin2 和 Fermt2 的 mRNA 表达水
平，结果如图 2A所示。Wnt11、Axin2和 Fermt2的
mRNA表达水平均下降（t=4.069、6.953、4.685，均 P<
0.01），茁-catenin 的 mRNA 水平无明显变化（t=
2.657，P>0.05）。分别提取细胞中的细胞质蛋白和细
胞核蛋白，免疫印迹检测 4 组（control 组、SKL2001
组、VD3 组和 VD3+SKL2001 组）茁-catenin 蛋白水
平，结果如图 2B 所示，与 control 组相比，SKL2001
组胞质中 茁-catenin蛋白水平降低（F=64.00，P<0.05），
胞核中 茁-catenin蛋白水平显著升高（F=32.89，P<
0.05）；VD3组胞质中 茁-catenin 蛋白水平上调（F=
64.00，P<0.001），细胞核中 茁-catenin蛋白水平下调
（F=32.89，P<0.05），与 VD3组相比，VD3+SKL2001组
胞质中 茁-catenin蛋白水平降低（F=64.00，P<0.05），
胞核中茁-catenin蛋白水平显著升高（F=32.89，P<0.05）。

基因名称 引物序列（5忆寅 3忆） 产物（bp）
VDR 上游 ATGCGGCAATCTCCATTGAAG 110

下游 GAATGTGCCTCGGATCTGTGG
MyHC 上游 AGCGAATCGAGGCCCAGA 192

下游 CCTGCTTGCTGATCCACATC
MyoG 上游 GCACTGGAGTTCGGTCCCAA 112

下游 TATCCTCCACCGTGATGCTG
MyoD 上游 GTGGCAGCGAGCACTACAGT 177

下游 ACACAGCCGCACTCTTCCCT
茁-catenin 上游 TGCTGAAGGTGCTGTCTGTC 121

下游 TATCATCGGAACCCAGAAGC
Wnt11 上游 CTGACCTCAAGACCCGCTAC 182

下游 AGTCCTTCACAGGCCGGATA
Axin2 上游 TTATGCTTTGCACTACGTCCCTCCA 112

下游 CGCAACATGGTCAACCCTCAGAC
Fermt2 上游 AGATCACTTTGGAAGGCGGG 182

下游 ACTGGACTCTTCTCGGCTCT
茁-actin 上游 CCTCTATGCCAACACAGTGC 206

下游 CCTGCTTGCTGATCCACATC

表 1 扩增反应所需引物序列

Tab.1 Primer sequences for amplification reaction

注：VDR：维生素 D受体；MyHC；肌球蛋白重链；MyoG：肌生成
素；MyoD：肌生成决定因子；茁-catenin：茁-连环蛋白；Axin2：轴抑制蛋
白 2；Wnt11：无翅型 MMTV整合位点家族成员 11；Fermt2：Fermintin
家族同源蛋白 2；茁-actin：内参基因
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图 1 不同浓度 VD3对 C2C12细胞分化的影响
Fig.1 Effect of different concentrations of VD3 on differentiation of C2C12 cells

注：A：显微镜观察 C2C12细胞形态（10伊）；VD3：1，25-二羟维生素 D3；比例尺=100 滋m；B：免疫印迹检测 C2C12细胞中 VDR和 MyHC蛋白
水平；MyHC：肌球蛋白重链；VDR：维生素 D受体；GAPDH：内参蛋白；n=3，*P<0.05，**P<0.01
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图 2 VD3对 C2C12细胞Wnt/茁-catenin信号通路的影响
Fig.2 Effect of VD3 onWnt/茁-catenin signal pathway in C2C12 cells

注：A：qRCR检测 VDR、茁-catenin、Axin2、Wnt11 和 Fermt2的 mRNA表达水平；B：免疫印迹检测胞质和胞核中 茁-catenin 蛋白水平；
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2.3 SKL2001对 VD3抑制 C2C12细胞分化的作用
的影响 qPCR检测 control组和 VD3组 VDR、My原
HC、MyoG和 MyoD mRNA表达水平，结果如图 3所
示。与 control组相比，VD3组 VDRmRNA水平显著升
高（t=11.50，P<0.001），MyHC、MyoG 和 MyoD mRNA

水平显著降低（t=9.849、8.620、17.88，均 P<0.001）。
细胞免疫荧光检测 control 组和 VD3 组的 MyHC
和MyoG，结果如图 4所示。与 control组相比，VD3组

MyHC阳性的肌管数量减少，长度减短，MyoG阳性
的肌管数量减少。倒置显微镜观察 4组（control组、

***
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图 3 VD3对 C2C12细胞MyHC、MyoG和MyoD的mRNA表达水平的影响
Fig.3 Effect of VD3 on mRNA expression levels of MyHC，MyoG and MyoD in C2C12 cells

注：qRCR检测 VDR、MyHC、MyoG和 MyoD的 mRNA表达水平；Control：对照；VD3：1，25-二羟维生素 D3；MyHC：肌球蛋白重链；MyoG：肌生
成素；MyoD：肌生成决定因子；茁-actin：内参基因；n=3，***P<0.001，****P<0.000 1
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Fig.4 Effect of VD3 on MyHC and MyoG positive cells

注：细胞荧光免疫检测 C2C12细胞中 MyHC、MyoG阳性肌纤维（4伊），比例尺=100 滋m；Control：对照；VD3：1，25-二羟维生素 D3；MyHC：肌球
蛋白重链；MyoG：肌生成素；MyoD：肌生成决定因子
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SKL2001组、VD3组和 VD3+SKL2001组）细胞形态，
免疫印迹检测 4组 VDR、MyHC、MyoG、MyoD和 茁-
catenin蛋白水平。结果如图 5所示。与 control组相
比，SKL2001组肌管数量增多，肌管长度增加，VD3

组细胞融合受损、肌管数量减少、肌管长度缩短，

与VD3组相比，VD3+ SKL2001组肌管数量增多，肌
管长度增加；免疫印迹结果显示，与 control 组相

比，SKL2001组MyHC、MyoG和MyoD蛋白水平升高
（F=27.91、133.6、33.25，均 P<0.05），VD3组 VDR蛋白
水平上升（F=118.02，P<0.001），MyHC、MyoG 和
MyoD蛋白水平降低（F=27.91、133.6、33.25，均 P<
0.05）；与 VD3 组相比，VD3+ SKL2001 组 MyHC、
MyoG和 MyoD蛋白水平升高（F=27.91、133.6、33.25，
均 P<0.05）。
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图 5 SKL2001对 VD3抑制 C2C12细胞分化作用的影响
Fig.5 Effect of treated with SKL2001 on VD3 inhibition of C2C12 cell differentiation

注：A：显微镜观察 C2C12细胞形态（10伊），比例尺=100 滋m；B：免疫印迹检测 VDR、MyHC、MyoG和 MyoD蛋白水平；Control：对照；VD3：

1，25-二羟维生素 D3；SKL2001：Wnt/茁-catenin信号通路的激动剂；VDR：维生素 D受体；MyHC：肌球蛋白重链；MyoG：肌生成素；MyoD：肌生成
决定因子；GAPDH：内参蛋白；n=3，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1

3 讨论

维生素 D是一种对钙磷稳态至关重要的激素，
其具有多种非钙化生理功能，如控制细胞增殖、分

化和凋亡等[15]。VD3属于固醇类激素，是维生素 D的
活性形式[16]。VD3需要与 VDR结合，启动下游级联
反应和调节晚期基因转录[16]。其在临床上的应用非

常广泛，已作为骨质疏松症的预防及治疗首选方

案。已证实 VDR在骨骼肌中表达，有报道维生素 D
与一系列疾病有关，包括肌无力、肌少症 [17]和糖尿

病[18]等。因此探究维生素 D对骨骼肌分化的作用尤
为重要。

肌肉生成是一个复杂的过程，主要包括成肌细

胞的增殖和分化。肌分化包括成肌细胞退出细胞周

期、迁移和黏附，最后多细胞融合成肌管[7]。多种转

录因子对肌分化具有调节作用 [4]，如 MRFs 家族。
MRFs由肌生成因子 5（Myf5）、MyoD和MyoG组成[4]。

本研究发现，100 nmol/L VD3上调 VDR的 mRNA和
蛋白水平，下调 MyHC、MyoD和 MyoG的 mRNA和

蛋白水平，MyHC和 MyoG阳性的肌纤维数量减少，
提示 VD3下调 MRFs，抑制 C2C12细胞分化。这与
Garcia 等[14，19]报道 100 nmol/L VD3促进细胞分化的

结果相反。Garcia等[19]采用 10%胎牛血清培养基诱
导分化，VD3通过调节关键的促肌因子和抗肌因子

[如胰岛素样生长因子（IGF）-玉、IGF-域、Fst和 Mstn]
的表达，抑制细胞增殖，从而促进MRFs表达和细胞
分化。而本研究采用 5%马血清诱导分化，这是两
种不同的诱导分化方式。前者诱导分化的方式和内

源性 IGFs的表达有关[20]。本研究利用 5%马血清诱
导分化属于血清剥夺方式，通过终止有丝分裂刺激

来诱导细胞周期阻滞和促进 MyoG 的表达 [20]。近

年来 Gunton 等 [11]、Okuno 等 [12]报道用 2%马血清的
DMEM 培养基诱导分化时加入 100 nmol/L VD3，可

下调 MRFs的 mRNA水平，抑制肌管形成[11]，与本研

究的诱导分化方式一致，研究结果也一致。与野生

型小鼠相比，VDR 基因缺失的小鼠 Myf5、MyoG 表
达水平升高，肌肉纤维直径更小，尺寸更具有可调
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节性[22]。

Wnt/茁-catenin信号通路在肌分化过程中发挥
重要作用，Lian等[6]报道在无生长因子条件下，shRNA
敲低 茁-catenin完全阻断了心肌细胞的分化，而糖
原合酶激酶-3（GSK-3）抑制剂则促进了 Wnt/茁-
catenin通路，促进心肌细胞的分化。Cui等[7]报道 茁-
catenin 通过与 MyoD 和 琢-catenin 的协同作用，促
进骨骼肌细胞分化。Son等[8]报道亚油酸通过诱导血

管生成素样蛋白 4（ANGPTL4），抑制 Wnt/茁-catenin
通路和 C2C12 小鼠骨骼肌细胞分化。研究报道，
VDR 与 Wnt/茁-catenin 信号通路存在紧密联系 [22]。

Muralidhar 等 [23]报道维生素 D 抑制 Wnt/茁-catenin
介导的黑色素瘤进展并促进抗肿瘤免疫；Ling等[22]

报道 VDR通过 E-cadherin-茁-catenin复合物，调节
甲状腺癌细胞的增殖和分化。为探究 VD3 抑制

C2C12小鼠骨骼肌分化的分子机制，本研究重点关注
Wnt/ 茁-catenin信号通路，通过检测 茁-catenin核易
位的变化，发现 VD3抑制胞质中的 茁-catenin入核，
并且抑制Wnt/茁-catenin信号通路中的 Axin2、Wnt11
和 Fermt2的mRNA表达。Axin2[24-25]和 Fermt2[5]是Wnt/
茁-catenin信号通路的下游靶基因，Wnt11、Axin2和
Fermt2的 mRNA表达降低，提示 Wnt/茁-catenin信
号通路活性可能被抑制。当 Wnt/ 茁-catenin信号被
激活时，茁-catenin从胞质向胞核易位，作为转录激
活因子诱导 MRFs和 Fermt2的表达[5]。本研究发现

VD3下调 MRFs表达，提示 VD3可能通过抑制 茁-
catenin核易位，抑制 Wnt/茁-catenin信号通路活性，
从而下调 MRFs，抑制骨骼肌细胞分化。为验证此推
测，本研究应用 SKL2001激活骨骼肌细胞中的Wnt/
茁-catenin信号通路，激活后细胞核中 茁-catenin蛋
白水平升高，促进了 茁-catenin入核，MyHC、MyoG
和 MyoD蛋白水平上升；SKL2001与 VD3共同孵育

部分逆转了 VD3抑制骨骼肌细胞分化的作用，提示

VD3可能通过抑制 Wnt/茁-catenin抑制骨骼肌细胞
分化。

综上，本研究证明了维生素 D抑制 C2C12小鼠
骨骼肌细胞分化，其机制可能与抑制 茁-catenin核
易位，下调 MRFs的表达有关，更深入的机制有待进
一步研究。
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