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细胞膜去极化通过激活 ＭＡＰＫ 信号通路

促进原代肌母细胞增殖

郑丽蓉ꎬ许艳华ꎬ曾卫卫ꎬ陈宇琛ꎬ范春娥ꎬ陈华群

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 细胞膜去极化可促进某些细胞包括肌卫星细胞的增殖ꎬ但去极化对于肌母细胞的作用还不清楚. 本文

通过培养基中高浓度的钾离子(Ｋ＋)引发小鼠原代肌母细胞膜的去极化ꎬ采用直接计数法评估细胞的增殖能力.
结果显示ꎬ在 Ｋ＋浓度为 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基中培养 ２４ ｈ 后ꎬ肌母细胞数量较常规培养基(５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋)明显增

加ꎬ但 Ｋ＋高至 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时对细胞增殖没有促进作用. 通过流式细胞技术进行细胞周期分析显

示ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋处理使 Ｇ１ 期的细胞数量减少ꎬＳ 期的细胞数量增加. 免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 研究发现ꎬ
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋处理后ꎬ对肌母细胞的肌分化能力没有影响. 进一步研究发现ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋明显促进了肌母细胞

ＭＡＰＫ 信号通路(ＥＲＫ１ / ２)的激活ꎬ并与其促进细胞增殖的效应相关. ＭＥＫ１ / ＥＲＫ１ / ２ 的两种抑制剂 Ｕ０１２６ 和

ＰＤ９８０５９ 均可减弱细胞膜去极化引起的细胞增殖促进效应. 综上ꎬ研究结果表明细胞膜去极化通过激活 ＭＡＰＫ
通路促进小鼠原代肌母细胞的增殖.
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细胞跨膜电位是指细胞双层膜上的电压差ꎬ其通过细胞内外离子主要是钾离子(Ｋ＋ )的浓度差建

立. 现已发现ꎬ细胞的膜电位水平与细胞的增殖和分化密切相关. 通常动物细胞分裂时细胞膜处于去极化
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状态ꎬ而分化时则相反[１－３] . 细胞膜的极化状态还与某些生理病理过程相关. 早在 ２０ 世纪 ６０ 年代早期ꎬ就
有研究发现细胞在恶性转化期间发生膜的去极化[４] . 后续的研究进一步发现ꎬ通过持续的去极化可以诱

导成熟的神经元细胞重新进入细胞周期[５] . 越来越多的研究表明ꎬ膜电位对细胞的生物学功能起着至关

重要的调节作用[６－７] .
骨骼肌发育涉及复杂的细胞生物学过程ꎬ主要包括肌肉前体细胞的增殖、肌分化及肌管的形成和成熟

等[８] . 因此肌肉前体细胞的膜电位改变与细胞增殖和分化是否具有相关性ꎬ越来越受到人们关注. 有研究

发现ꎬ肌母细胞系 Ｃ２Ｃ１２ 在体外诱导分化过程中ꎬ细胞的膜电位明显的升高ꎬ细胞膜呈极化状态[２] . 对成

体肌肉干细胞－肌卫星细胞的研究也发现ꎬ去极化可促进细胞的增殖ꎬ并维持细胞 Ｐａｘ７ 的表达水平ꎬ不改

变细胞干性[９] . 肌母细胞作为一种肌肉前体细胞ꎬ存在于新生动物的肌肉中ꎬ可分裂增殖并分化为肌肉细

胞ꎬ形成肌纤维[１０] . 原代肌母细胞也被用于细胞移植治疗肌肉相关疾病[１１－１２] .
肌母细胞的增殖水平对于肌肉的发育和肌肉移植治疗相关的疾病具有重要意义. 目前发现ꎬ利用低

氧条件和在细胞生长环境中加入生长因子等可促进肌母细胞的增殖[１３－１４] . 本文通过增加细胞外培养基中

的 Ｋ＋浓度研究去极化对于小鼠原代肌母细胞增殖的作用ꎬ并初步探究了其机制.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

新生雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ(Ｂ６)小鼠购自南京大学－南京生物医药研究院.
１.１.２　 实验试剂

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＣａＣｌ２、大鼠鼠尾胶原、ＤＡＰＩ 染液购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻｂＦＧＦ 购自 Ｒ＆Ｄ 公

司ꎻＦ１０ 基础培养基、ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清(ＦＢＳ)、青 /链霉素、马血清、胰蛋白酶、抗荧光淬灭封片

液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ４％多聚甲醛、Ｔｒｉｔｏｎｘ￣１００、Ｔｗｅｅｎ￣２０ 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻＩＩ 型分散酶(Ｄｉｓｐａｓｅ ｔｙｐｅ ＩＩ)和
Ｄ 型胶原酶(Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｄ)购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻＰＶＤＦ 膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＥＣＬ 显影液购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ
即用型正常山羊血清(ＮＧＳ)购自武汉博士德生物有限公司ꎻ不含 ＫＣｌ 和 ＮａＣｌ 成分的 Ｆ１０ 基础培养基定制

于南京三生生物技术有限公司ꎻ含碘化丙锭和核糖核酸酶 Ａ 的测细胞周期试剂盒购自南京凯基生物有限

公司.
抗 Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｐ４４ / ４２ ＭＡＰＫ(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)(Ｔｈｒ２０２ / Ｔｙｒ２０４)兔抗和抗 ｐ４４ / ４２ ＭＡＰＫ(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)兔抗购

自 ＣＳＴ 公司ꎻＭＦ２０ 购自 ＤＳＨꎻ抗 ＧＡＰＤＨ 鼠抗购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记山羊抗鼠二

抗和 ＨＲＰ 标记山羊抗兔二抗购自 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司ꎻＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 荧光标记山羊抗兔和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ 荧光

标记山羊抗鼠二抗购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司.
１.１.３　 试剂配制

细胞生长培养基(Ｇｒｏｗｔｈ ｍｅｄｉｕｍꎬＧＭ):在 Ｆ１０ 基础培养基中加入 ＦＢＳ 使终浓度为 ２０％ꎬ再加入青 /链
霉素使终浓度为 １％ꎬ以及 ５ ｎｇ / ｍＬ ｂＦＧＦꎬ置 ４ ℃备用.

分化培养基(Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭ):在 ＤＭＥＭ 高糖培养基中加入马血清至 ２％ꎬ青 /链霉素浓度

１％ꎬ４ ℃备用.
４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 和 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ 储存液按常规方法配制ꎬ高压灭菌后备用.

１.２　 实验方法

１.２.１　 原代肌母细胞的培养及细胞传代

参照文献[１５]并经本实验室优化ꎬ具体如下:分离新生小鼠后肢肌肉ꎬ用含 ２ 倍青 /链霉素的 ＰＢＳ 清洗

３ 次ꎬ尽可能将脂肪和结缔组织去除干净ꎬ将肌肉剪碎. 然后ꎬ用 Ｄ 型胶原酶、 ＩＩ 型分散酶和 ＣａＣｌ２
(１ ｍｏｌ / Ｌ)的酶混合液(按 ２０ ∶２０ ∶１ 的比例混合)３７ ℃消化约 ３０ ｍｉｎ. 加入 ＤＭＥＭ 培养基终止消化并重悬

消化物ꎬ以 １ ０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎ. 细胞沉淀重悬于 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ吸打混匀后接种于 １０ ｃｍ 直径的

细胞培养皿. ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２ ｈ 去除贴壁的成纤维细胞ꎬ吸取未贴壁的细胞(肌母细胞)离
心后用含 ２０％ ＦＢＳ 的 Ｆ１０ 生长培养基重悬ꎬ于预先铺有胶原的 ２４ 孔板中培养. 本方法分离培养的肌母细

胞经过 Ｄｅｓｍｉｎ 染色鉴定纯度在 ９０％以上.
—１０１—
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１.２.２　 细胞膜的去极化处理

本文通过在定制的无 ＫＣｌ、无 ＮａＣｌ Ｆ１０ 基础培养基中加入不同体积的 ＮａＣｌ 和 ＫＣｌ 储存液配制含

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 不同 Ｋ＋ 浓度的培养基ꎬ并使培养基的最终 ＮａＣｌ＋ＫＣｌ 浓度相同ꎬ与
Ｇｉｂｃｏ 公司的一致. 如上所述培养的肌母细胞培养于 ２４ 孔板ꎬ细胞贴壁后ꎬ吸去原培养基ꎬ加入含有不同

Ｋ＋浓度的 ＧＭꎬ继续培养ꎬ用于本文的实验研究.
１.２.３　 细胞增殖测定－直接细胞计数法

２４ 孔板每孔接种约 ４×１０４ 个细胞ꎬ在含不同浓度 Ｋ＋的 ＧＭ 中培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ细胞消化后重悬于

ＤＭＥＭ 基础培养基中ꎬ显微镜下血球计数板计数. 为了评估细胞膜去极化诱导的 ＥＲＫ１ / ２ 激活对细胞增殖

活性的影响ꎬ用 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 等不同剂量的 ＭＥＫ１ 抑制剂 Ｕ０１２６ 或 ＰＤ９８０５９ 处理细

胞ꎬ并在指定时间收获细胞计数.
１.２.４　 细胞周期分析

将细胞以 ５ ０００ 个细胞 / ｃｍ２ 的密度接种于 ６ 孔板ꎬ细胞贴壁后在含不同浓度 Ｋ＋的 ＧＭ 中继续培养

２４ ｈꎬ收获细胞. ＰＢＳ 洗涤细胞后ꎬ用冷的 ７５％乙醇固定 ２ ｈ 以上. 细胞经 ＰＢＳ 洗涤后用含有核糖核酸酶 Ａ
的碘化丙锭(ＰＩ)避光染色 ６０ ｍｉｎ. ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ(ＢＤ)流式系统进行分析. 根据 ＦＬ２－Ｗ 通道ꎬ用适当的门

计数每个样品总共 １０ ０００ 个事件以排除细胞聚集体和碎片ꎬＦｌｏｗＪｏ 软件进行细胞周期分析.
１.２.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

细胞裂解液常规离心后取上清进行聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ蛋白条带转移至 ＰＶＤＦ 膜. ＰＶＤＦ 膜用含

５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ 室温封闭 １ ｈꎬ以相应抗体 ４ ℃孵育过夜ꎬ第 ２ ｄ 室温孵育二抗 １ ｈ. ＥＣＬ 化学发光显

色、拍照并通过 ＩｍａｇｅＪ 软件对条带进行灰度分析.
１.２.６　 免疫荧光染色

收取细胞ꎬ４％多聚甲醛室温固定 １５ ｍｉｎꎬ用含 ０.５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 的 ＴＢＳ 室温透化 １５ ｍｉｎꎬ５％ ＮＧＳ 室

温封闭 １ ｈ. 一抗 ４ ℃湿盒孵育过夜ꎬ第 ２ ｄ 用荧光二抗室温孵育 １ ｈꎬ然后加入 ＤＡＰＩ 再孵育 １５ ｍｉｎ. 抗荧

光淬灭剂封片ꎬ激光共聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ａｌ－ＴＩＲＦ)观察并拍照.
１.２.７　 原代肌母细胞诱导分化

肌母细胞生长达到 ８０％~９０％密度后ꎬ吸弃 ＧＭꎬ换入含 ２％马血清的 ＤＭꎬ每 ２ ｄ 换液一次ꎬ并在指定

的时间收获细胞.
１.２.８　 统计分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.０ 和 ＰｈｏｔｏＳｈｏｐ 软件进行数据统计分析. 本实验中所选取的动物样本数均≥３ꎬ
实验结果表示为至少 ３ 次独立实验的(平均值±ＳＥＭ) . 通过 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ检验评估两组数据间的统计学显著

性. Ｐ<０.０５ 表明两个样本间有显著差异ꎬ表示为∗ꎻＰ<０.０１ 表明有很显著差异ꎬ表示为∗∗ꎻＰ<０.００１ 说明

有极其显著差异ꎬ表示为∗∗∗.

２　 结果与讨论

２.１　 细胞膜去极化促进小鼠原代肌母细胞的增殖

常规细胞培养基中含 Ｋ＋浓度约为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ通常动物细胞内 Ｋ＋浓度高于细胞外ꎬＫ＋外流以维持细胞

的静息膜电位. 而细胞外 Ｋ＋浓度高于 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ则 Ｋ＋外流被抑制ꎬ使细胞质膜处于去极化状态. 文献

中通常以 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ~１００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋处理形成细胞膜的去极化[９ꎬ１６] . 本文以含 Ｋ＋浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ(对照

组ꎬＣＴＲ)、２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＧＭ 培养细胞ꎬ在培养后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后收集细胞计

数. 结果发现(图 １)ꎬ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋浓度组细胞数量都明显高于对照(２４ ｈ:１０.５±１.０２×１０４

ｖｓ ６.８１±０.９１×１０４ꎬＰ<０.０５ꎻ４８ ｈ:１８±２.２６×１０４ ｖｓ １３.１±２.８×１０４)ꎬ与增殖比率(细胞增加的数量相对于接种

时的细胞数量)的结果一致(２４ ｈ:１.４２±０.１８ ｖｓ ０.５８±０.１９ꎬＰ<０.０５ꎻ４８ ｈ:３.２０±０.５５ ｖｓ ２.０３±０.６２ꎬＰ<
０.０５) . 但当 Ｋ＋浓度高至 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对细胞生长无显著促进作用ꎬ反被抑制ꎬ结果如图 １
所示. 以上研究表明ꎬ细胞外高浓度 Ｋ＋形成的细胞膜去极化可明显促进小鼠原代肌母细胞的增殖ꎬ但过高

浓度的 Ｋ＋则显示抑制作用.

—２０１—
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　 　 Ａ:原代肌母细胞在高浓度 Ｋ＋培养基中培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后的细胞数量变化ꎻＢ:高浓度 Ｋ＋培养基培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后

细胞增殖率的统计分析图(ｎ＝ ３ꎬ∗Ｐ<０.０５) .
图 １　 细胞膜去极化促进原代肌母细胞的增殖

Ｆｉｇ １　 Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ

２.２　 细胞膜去极化影响原代肌母细胞的周期

以上结果表明细胞膜去极化可促进细胞的增殖. 为了研究细胞膜去极化对于细胞增殖的调节特征ꎬ实验

用流式细胞技术进行了细胞周期测定. 结果发现(图 ２)ꎬ与对照相比ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋培养基处理后 Ｇ１ 期的细

胞数量明显降低(５１±４.４％ ｖｓ ６１±１.２％ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 Ｓ 期的细胞数量则增加(４０±６.３％ ｖｓ ３１±１.２％ꎬＰ<
０.０５) . 当 Ｋ＋浓度高至 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＳ 期的细胞数量又是减少的ꎬ较对照组无显著变化. 这一

结果与以上细胞计数结果一致.

　 　 Ａ:原代肌母细胞在高浓度 Ｋ＋培养基中培养 ２４ ｈ 后的细胞周期时相变化代表图ꎻＢ、Ｃ:细胞周期的统计分析结果图(ｎ＝ ３ꎬ∗Ｐ<０.０５) .
图 ２　 细胞膜去极化影响原代肌母细胞周期

Ｆｉｇ ２　 Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ

２.３　 细胞膜去极化处理不影响原代肌母细胞的肌分化能力

细胞膜去极化可促进肌母细胞的增殖ꎬ那么去极化处理后细胞的肌分化能力是否会受到影响? 本研

究将小鼠原代肌母细胞于含 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋浓度的生长培养基中培养 ４８ ｈ 后ꎬ加入常规分化培养基诱导细

胞分化 ３ ｄꎬ收获细胞进行免疫荧光染色. 结果发现(图 ３Ａ)ꎬ分化的肌管从形态、大小等均与对照没有区

—３０１—
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别. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果也表明(图 ３Ｂ 和 Ｃ)ꎬ肌管表达的特征性结构蛋白肌球蛋白重链(Ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎꎬ
以 ＭＦ２０ 抗体检测)的表达也没有差异. 这一结果表明ꎬ胞外高浓度 Ｋ＋引起的细胞膜去极化在促进肌母细

胞增殖的同时ꎬ不会影响细胞的肌分化能力.

　 　 Ａ:含 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋的培养基培养原代肌母细胞ꎬ４８ ｈ 后加入分化培养基诱导细胞肌分化 ３ ｄꎬＭＦ２０ 抗体进行免疫荧光染色显

示分化的肌管(绿色)(Ｓｃａｌｅ ｂａｒ:１０μｍ)ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析细胞诱导分化第 ３ ｄ 肌管中 ＭＦ２０ 的表达ꎻＣ:对图 Ｂ 中 ＭＦ２０ 的表达进

行灰度分析(ｎ＝ ３ꎬＮＳ:无显著性差异) .
图 ３　 细胞膜去极化处理不影响细胞的肌分化能力

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

２.４　 细胞膜去极化通过 ＭＡＰＫ 途径促进原代肌母细胞增殖

原代肌母细胞在常规培养基中生长到一定密度后ꎬ用含不同 Ｋ＋浓度的无血清 Ｆ１０ 培养基分别处理细

胞 １ ｈꎬ收取细胞. 细胞裂解液离心后的上清进行聚丙烯酰胺凝胶电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析. 结果显示

(图 ４Ａ、Ｂ)ꎬ与对照组相比ꎬ浓度为 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｋ＋处理后ꎬＥＲＫ１ / ２ 的磷酸化(ｐ￣ＥＲＫ１ / ２)
水平显著升高ꎬ但 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 处理并不能升高 ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 水平. 通常 ＥＲＫ１ / ２ 磷酸化激活后是促进细胞

增殖的[１７－１８] . 为验证 ＥＲＫ１ / ２ 的活化是否参与细胞增殖的调节ꎬ实验用两种 ＥＲＫ１ / ２ 的抑制剂 ＰＤ９８０５９
和 Ｕ０１２６ 分别加入 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋浓度的生长培养基中. 结果发现(图 ４Ｃ)ꎬ二者均以剂量依赖方式抑制了

细胞的增殖. 以上结果表明ꎬ细胞膜去极化促进小鼠原代肌母细胞的增殖能力是通过促进 ＭＡＰＫ 信号通

路中 ＥＲＫ１ / ２ 的激活来实现的.

　 　 Ａ:高浓度 Ｋ＋处理后肌母细胞中 ＥＲＫ１ / ２ 的活化ꎻＢ:图 Ａ 中相关蛋白条带的灰度分析结果ꎻＣ:在含有 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ

Ｋ＋的 ＧＭ 中加入不同剂量的两种 ＥＲＫ１ / ２ 抑制剂后肌母细胞培养 ４８ ｈꎬ收集细胞进行计数及统计分析结果( ｎ ＝ ３ꎬ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１) .

图 ４　 细胞膜去极化对肌母细胞中 ＥＲＫ１ / ２ 的活化的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲＫ１ / ２ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ
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３　 结论

本文发现ꎬ利用细胞外一定范围的高浓度 Ｋ＋处理引起细胞质膜去极化可明显促进小鼠原代肌母细胞

的增殖ꎬ促进细胞从 Ｇ１ 期进入 Ｓ 期. 然而ꎬ过高浓度的 Ｋ＋如 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ则没有促进细

胞增殖的作用. 一般认为ꎬ在细胞周期中ꎬ细胞的膜电位处于震荡状态ꎬ通常在 Ｇ１ 期时ꎬ细胞膜处于去极

化状态ꎬ而在 Ｓ 期前会出现一个短暂剧烈的超极化状态ꎬ进入 Ｓ 期后细胞再进入持续的去极化状

态[１９－２２] . 适当升高细胞外的 Ｋ＋浓度可能有利于细胞通过 Ｇ１ 期和分裂期ꎬ而对于 Ｓ 期则会有一定的阻滞

作用ꎬ但对于细胞的最终影响是促使细胞通过细胞周期. 胞外 Ｋ＋ 浓度过高如本文的 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １００
ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ则可能阻止细胞进入 Ｓ 期ꎬ最终抑制细胞的增殖甚至细胞的死亡. 在细胞外 Ｋ＋达到 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ对于细胞的增殖具有明显的促进作用ꎬ同时不影响其正常的肌分化潜能. Ｆｅｎｎｅｌｌｙ 等的研究发现ꎬ
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖酸钾处理细胞引发的细胞膜去极化可促进肌卫星细胞的增殖[１６] . 相反ꎬ
也有文献报道 Ｋ＋通道激活剂处理显著抑制 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的增殖[２３] . 考虑到 Ｆｅｎｎｅｌｌｙ 等的研究是在培养基

中额外加入 Ｋ＋ꎬ而原完全培养基中的 Ｋ＋浓度为约 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ因此他们的培养基 Ｋ＋浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

研究结果与本文的 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ＋结果一致.
目前文献采用的细胞膜去极化方法包括 Ｎａ＋ / Ｋ＋泵抑制剂如乌本苷(Ｏｕａｂａｉｎ)、高浓度 Ｋ＋处理细胞、

Ｋ＋通道抑制剂等[９ꎬ１６ꎬ２３－２４] . 其中提高胞外 Ｋ＋浓度的方法有:细胞培养体系中添加高浓度葡萄糖酸钾和 ＫＣｌ
等[９ꎬ１６] . 考虑到抑制剂可能存在的非特异性以及额外添加 Ｋ＋可能造成的细胞高渗应激反应[２５]ꎬ本文特定

制了完全不含 ＫＣｌ 和 ＮａＣｌ 的培养基ꎬ以避免上述影响.
虽然细胞的增殖、分化等相关的细胞膜电位改变已经有较多的研究ꎬ但其机制长期不清楚. 直到最近

才发现ꎬ在小鼠的神经母细胞瘤和果蝇胚胎中ꎬ细胞膜去极化通过在纳米水平重新组织细胞膜胞质小页的

磷脂酰丝氨酸(ＰｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅꎬＰＳ)ꎬ导致 Ｒａｓ 形成纳米簇ꎬ促进了 Ｒａｓ 依赖的 ＭＡＰＫ 信号通路的激

活[９] . 本文的研究也发现ꎬ去极化可增强小鼠肌母细胞 ＥＲＫ１ / ２ 的激活ꎬ并与促进细胞增殖的效应相

关. 提示去极化促进细胞的增殖在不同细胞中可能存在相似的机制.
综上ꎬ培养基中高浓度的 Ｋ＋可通过激活 ＥＲＫ１ / ２ 信号通路促进小鼠原代肌母细胞增殖ꎬ且不影响其

肌分化潜能.
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[２３] ＦＡＢＩＯ Ａ ＩꎬＥＬＩＳＡＢＥＴＴＡ ＰꎬＶＩＮＣＥＮＺＯ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｋｖ７ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ
ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｆｔｅｒ ｍｙｏｔｏｘｉｃ ｉｎｓｕｌｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ＆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓꎬ２０１０ꎬ３３２(３):８１１－８２０.

[２４] ＭＯＲＯＫＵＭＡ ＪꎬＢＬＡＣＫＩＳＴＯＮ ＤꎬＡＤＡＭＳ Ｄ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｏｎｆｅｒｓ ａ ｈｙｐｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ]. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ
２００８ꎬ１０５(４３):１６６０８－１６６１３.

[２５] ＬＩ Ｚ ＨꎬＡＬＶＡＲＥＺ Ｖ ＥꎬＧＡＵＤＥＮＺＩ Ｊ Ｇ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｑｕａｐｏｒｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ ｓｈｒｉｎｋａｇｅꎬｐｏｌｙｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｇｌｏｂａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ ｃｒｕｚｉ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１１ꎬ２８６(５１):４３９５９－４３９７１.
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