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摘 要：斜带石斑鱼Epinephelus coioides是具有较高经济价值的海水鱼，如何促进石斑鱼生产性状改良一直是

科学研究的重点之一。肌肉生长抑制素（mstn，myostatin）是调节肌肉生长的重要转化因子。本研究中，Mstn的亚

细胞定位表明Mstn在斜带石斑鱼细胞质中呈点状分布。利用酶标仪测定被Mstn重组蛋白刺激肌肉原代细胞 1~5

d后的A值，发现实验组细胞生长明显减缓，随着处理时间的增加，细胞活性差异进一步扩大。利用流式细胞仪

测定被Mstn重组蛋白刺激的肌肉原代细胞细胞周期，发现实验组细胞周期受阻。用Mstn重组蛋白对肌肉原代细

胞进行刺激，通过RT-qPCR检测Mstn重组蛋白对mstn信号通路及下游相关基因的影响，结果表明随着处理浓度

的升高，p21、smad3和mrf4 mRNA的表达量也逐渐而上升，其中，smad3和mrf4表达量的上升不存在显著性差

异；当处理浓度为 100和 1 000 nmol/L时，p21存在显著性差异；随着处理浓度的升高，myod和myog mRNA 的

表达量均下降，但 myod mRNA 下降趋势不显著，myog mRNA 显著下降，当处理浓度为 100 和 1 000 nmol/L

时存在显著性差异。本研究揭示了Mstn定位于斜带石斑鱼GS细胞质；Mstn重组蛋白上调 smad3、mrf4的表达，

下调myod、myog的表达，来促进细胞的分化；同时Mstn重组蛋白能上调 p21的表达，抑制细胞的增殖。本研究

验证了Mstn在肌肉发育过程中的生物学功能，为后续深入开展mstn对鱼类肌肉发育的影响研究奠定了基础。

关键词：mstn；斜带石斑鱼Epinephelus coioides；肌肉；表达分析

中图分类号：Q175 文献标志码：A 文章编号：2097 - 0137（2022） 04 - 0041 - 08

Effects of mstn on proliferation and differentiation of muscle cells

and the expression of related genes in Epinephelus coioides

YANG Yan1，XIA Jun2，WANG Qing1，HE Yinglin1，ZHANG Yong3，ZHAO Huihong1，YANG Huirong1，4

1. College of Marine Sciences，South China Agricultural University / Joint Laboratory of Guangdong

Province and Hong Kong Region on Marine Bioresource Conservation and Exploitation，

Guangzhou 510642，China

2. Institute of Veterinary Medicine，Xinjiang Academy of Animal Husbandry / Animal Clinical Medical

DOI：10. 13471/j. cnki. acta. snus. 2021E031

* 收稿日期：2021- 07 - 22 录用日期：2021 - 08 - 23 网络首发日期：2021 - 12 - 13

基金项目：广东省海洋经济发展（海洋六大产业）专项资金项目 (GDNRC[2022]50)；广东省林业科技创新项目

(2021KJCX012, 2022KJCX019)；促进经济发展专项资金（现代渔业发展用途）省级项目（SDYY-2018-05）；中山市省科技

专项资金“大专项+任务清单”项目（2021sdr003）；华南农业大学新农村发展研究院农业科技合作共建项目

（2021XNYNYKJHZGJ022）

作者简介：杨炎（1996年生），女；研究方向：水生经济动物分子内分泌学；E-mail：20182067006@stu. scau. edu. cn

通信作者：杨慧荣（1977年生），女；研究方向：水生经济动物分子内分泌学、渔业种质资源和环境关系研究；

E-mail：hry@scau. edu. cn



第 61 卷中山大学学报（自然科学版）（中英文）

Research Center，Xinjiang Academy of Animal Husbandry，Urumqi 830000，China

3. Institute of Aquatic Economic Animals / Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic

Economic Animals，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，China

4. Zhongshan Innovation Center of South China Agricultural University，Zhongshan 528400，China

Abstract：Epinephelus coioides is a marine fish with high economic value. How to improve the

production characteristics of E. coioides has always been one of the focuses of scientific research.

Myostatin（mstn）is an important transforming factor in regulating muscle growth. In this study，we

investigated the effects of mstn on proliferation and differentiation of muscle cells and its related genes

expression. The subcellular localization of Mstn showed that Mstn distributed in the cytoplasm of

E. coioides. The A value of muscle primary cells stimulated by Mstn recombinant protein for 1-5 days

was measured by enzyme labeling instrument. It was found that the growth of cells in the experimental

group slowed down significantly，and the difference of cell activity further expanded with the increase

of treatment time. Primary muscle cells were stimulated with Mstn recombinant protein. The effects of

Mstn recombinant protein on mstn signal pathway and downstream related genes were detected by

RT-qPCR. The results showed that the expression of p21，smad3 and mrf4 mRNA increased gradually

with the increase of treatment concentration，and there was no significant difference in the expression

of smad3 and mrf4；When the treatment concentrations were 100 and 1 000 nmol/L，there was a

significant difference in p21；With the increase of treatment concentration，the expression of myod and

myog mRNA decreased，but the downward trend of myod mRNA was not significant. Myog

mRNA decreased significantly，and there was a significant difference when the treatment concentration

was 100 and 1 000 nmol/L. This study revealed that Mstn is localized in the cytoplasm of E. coioides

GS；the recombinant Mstn protein up-regulates the expression of smad3 and mrf4，and down-regulates

the expression of myod and myog to promote cell differentiation；at the same time，the recombinant

Mstn protein can up-regulate the expression of p21 and inhibit the cell proliferation. The study verified

the biological function of Mstn in the process of muscle development，and provided a theoretical foun‐

dation for the subsequent in-depth study of the effect of mstn on fish muscle development.

Key words：mstn；Epinephelus coioides；muscle；expression analysis

肌肉生长抑制素（mstn，myostatin）又称生长分

化因子 8（gdf-8），抑制肌肉细胞的增殖与分化，是

骨骼肌的生长的负调控因子［1-4］。研究表明，mstn

在鱼类中的表达与在哺乳动物中主在骨骼肌中的

表达不同，目前已经在鱼类的多种组织中检测到

了mstn的表达［5-8］，这表明mstn在鱼类中可能存在

多种功能。

生肌过程是一个复杂的过程，在此过程中，

mstn 与包括和生肌决定因子 -5（myf5，myogenic

factor 5）、肌分化决定因子（myod，myogenic differ‐

entiation）、肌肉生成素（myog，myogenin）、成肌调

节因子（mrf4，myogenic regulatory factor 4）在内的

肌源性调节因子（mrfs，myogenic regulatore factors））

在调节肌源性细胞的增殖和分化方面存在相互关

系［4，9-10］，而依赖性激酶抑制因子（p21）与细胞增殖

有关［11-12］。目前，人们认为 Smads 是介导 mstn 信

号的介质，Smads蛋白可以协助mstn对肌肉细胞的

增殖与分化进行调控［13-15］。一方面，mstn通过调节

p21的表达来调控细胞增殖［16-18］，另一方面，mstn

可 以 通 过 调 控 mrfs 的 表 达 进 而 调 控 细 胞 的

分化［19-21］。

在以往关于 mstn 的研究中，研究对象多集中

于猪、牛、羊等哺乳动物，针对鱼类的相关研究

较少。斜带石斑鱼Epinephelus coioides，属于硬骨

鱼纲Osteichthyes、鲈形目Perciformes、鮨科Serra‐

nidae、石斑鱼亚科 Epinephelinate。由于石斑鱼肉

质肥美鲜嫩、高蛋白、营养价值较高，是我国南

方和东南亚国家和地区大力发展的经济鱼类。因

此，本研究以斜带石斑鱼为研究对象。通过石斑

鱼的GS细胞系和肌肉原代细胞对mstn的功能进行

初步探究，揭示了 Mstn的亚细胞定位、Mstn重组

蛋白对 mstn 信号通路下游及相关基因的影响，初
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步推测 Mstn在斜带石斑鱼肌肉细胞增殖分化中的

生理功能。

1 材料与方法

1. 1 材料

斜带石斑鱼体质量（31. 6±6. 7）g，体长（12. 8±

1. 0）cm，购自广东省海洋渔业试验中心；取样

时，首先用丁香酚将实验鱼麻醉，然后用 φ=75%

的乙醇擦拭鱼体表，迅速将部分肌肉组织取下，

一部分保存至含有 Sample Protector for RNA/DNA

（TAKARA，Japan） 的 1. 5 mL 中；另一部分保存

至含有 φ=10% 双抗 （青霉素、链霉素） 的 L15 培

养液。取样过程所用剪刀、镊子、刀片等用 φ=

75% 的乙醇擦拭后全部高压灭菌，所有的实验用

具紫外灭菌30 min。取样过程于超净台中进行，所

有实验动物操作均在华南农业大学实验动物伦理

委员会的相关指导下进行。Mstn 重组蛋白交由金

斯瑞生物科技有限公司合成，其生物活性经肌肉

原代细胞和 Thermo Varioskan LUX 多功能酶标仪

测试。

1. 2 肌肉原代细胞的培养

将取样的肌肉组织块用含有φ=10%双抗的L15

培养液清洗 3 次，然后剪成 1 mm×1 mm×1 mm 左

右的小块放入培养瓶内。将培养瓶翻转，放入

28 ℃细胞培养箱 7~8 h。向组织块上滴加含有 φ=

4% 双抗以及 φ=20% 胎牛血清（FBS）（Gibco，USA）

的L15培养液后正面放入细胞培养箱培养，待细胞

从组织块爬出，补加培养液至 5 mL。细胞爬满培

养瓶后，用胰酶（Gibco，USA）将细胞消化成细胞悬

液，去掉组织块后离心弃上清，用 2. 5 mL原来的

培养液将剩余细胞吹打均匀，转至培养瓶中，补

充含 φ=1% 双抗和 φ=20% FBS 的 L15 培养液至 5

mL。定期在显微镜下观察细胞生长情况，待培养

瓶中细胞铺满一层后用胰酶消化，用含φ=1%双抗

和φ=10%~20%血清的培养液进行半换液培养。

1. 3 肌肉原代细胞的增殖

1. 3. 1 CCK-8 检测细胞增殖 在 5 个 96 孔板中

（100 μL/孔）接种细胞悬液，每孔约 2 000个细胞，

24 h后用 1 000 nmol/L Mstn处理，对照组用相同体

积的 PBS 处理，空白组不做处理，每组 8个重复。

每天同一时间取出 96孔板，每孔加入 10 μL CCK-8

溶液，在细胞培养箱中孵育 4 h。用酶标仪测定

450 nm处的吸光度，连续 5 d，然后绘制细胞生长

曲线。

1. 3. 2 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 在 6 孔板

（1. 6 mL/孔）接种细胞悬液，24 h后用 1 000 nmol/L

Mstn蛋白处理，对照组用相同体积的PBS处理，每

组 3 个重复。24 h 后用无 EDTA 的胰酶消化细胞，

800 g离心5 min，去上清。用4 ℃的PBS清洗细胞2

次，后加入 250 μL PBS 重悬细胞，然后加入

750 μL 4 ℃无水乙醇，4 ℃固定过夜。样品离心去

上清，用4℃PBS清洗1次，再次离心去上清。加入Rnase

A溶液 20 μL，37 ℃水浴 30 min。加入PI染色液至

体积分数为50 μL/mL，缓慢并充分混匀后4 ℃避光

孵育30 min，染色完成后在24 h内完成流式检测。

1. 4 重组质粒的构建与细胞转染

为了构建 mstn 的表达载体，分别用含有限制

性酶切位点Kpn I和Bamh I的引物扩增。目的基因

被插入到 pEGFP-C1 载体中。引物序列见表 1。得

到的重组质粒通过 DNA 测序确认。Ezgene Endo‐

Free Plasmid Kit（BioMIGA，USA）用于获得无内毒

素质粒。Lipofectamine 2000（Invitrogen，USA）用于

质粒转染GS细胞。使用详见相关试剂盒说明书。

1. 5 实时荧光定量PCR技术

分别用 10、100和 1 000 nmol/L的Mstn处理原

代细胞。以 PBS 处理作为对照，每组 4 个重复。

24 h 后用胰酶消化收集细胞，提取 RNA 后利用

ReverTra Ace® qPCR RT Kit（TOYOBO，Japan）反转

录。以 β-actin基因为内参，利用 SYBR® Green Re‐

altime PCR Master Mix（TOYOBO，Japan）进行实

时荧光定量，测定 p21、 smad3、mrf4、myod 和

myog的表达情况。引物序列见表1。使用详见相关

试剂盒说明书。

1. 6 数据处理

利用 Graphpad Prism 8. 0软件对实验数据进行

统计分析，以 β-actin基因为内参，用 2－△△Ct法进行

分析。数据以平均值±标准差（means±SD）。当

P<0. 05时，认为具有显著性差异。

2 结 果

2. 1 斜带石斑鱼Mstn亚细胞定位分析

为了检测 Mstn 在细胞中的定位，将 pEGFP-

MSTN 质粒转染至 GS 细胞中，转染 pEGFP-C1 质

粒至 GS 细胞作为对照。利用荧光显微镜进行观

察，发现 pEGFP-MSTN 过表达细胞的细胞质中都

观察到了呈点状分布的绿色荧光（图 1）。这表明

Mstn在GS细胞中呈细胞质分布，Mstn蛋白在细胞

质中表达。
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2. 2 Mstn重组蛋白对肌肉原代细胞增殖的影响

为了检测 mstn 对肌肉细胞增殖的影响，本研

究用 Mstn 重组蛋白分别刺激肌肉原代细胞 1、2、

3、4和 5 d，通过用酶标仪测定肌肉原代细胞每天

的 A 值，再绘制细胞生长曲线。研究发现，用

Mstn 重组蛋白处理的实验组细胞生长明显减缓，

第 1天时，对照组和实验组细胞的活性差异就达到

了显著性水平，并且随着处理时间的增加，细胞

活性差异进一步扩大（图 2a）。同时，在用Mstn重

组蛋白刺激肌肉原代细胞 24 h后，收集 6孔板中的

细胞制作细胞悬液，固定后染色，用流式细胞仪

对处理后的样品进行检测。结果表明，与对照组

表1 引物列表

Table 1 List of primers

引物名称

GFP-mstn-Kpn Ⅰ-F

GFP-mstn-Bamh I-R

myod-RT-F

myod -RT-R

p21-RT-F

p21-RT-R

β-actin-RT-F

β-actin-RT-R

myog-RT-F

myog-RT-R

mrf4-RT-F

mrf4-RT-R

smad3-RT-F

smad3-RT-R

序列

CGGGGTACCATGCATCTCTCTCAGATTGTG

CGCGGATCCAGAGCATCCACAACGGTC

CGGCGGCTTGGTAA

CATCGGAGCAGTTGGA

GGTGGTAGAAAGAAAGAT

TTGCCTGTAGAGTCGTA

TCTTCCAGCCATCCTTCCTTGG

CTGCATACGGTCAGCAATGCC

GATGGGCTTATGTGGG

GGTAACCGTCTTCCTTTT

TACAACGGCAACGACA

GCCCACATGAGGCACT

GCATAACCATACCCAGAT

CGCAGACTTCGTCCTT

图1 Mstn亚细胞定位

Fig. 1 Subcellular localization of Mstn
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相比（图 2b），Mstn重组蛋白处理后的细胞在S期

受阻，细胞周期受阻（图2c）。

2. 3 Mstn重组蛋白对mstn信号通路下游及相关基

因的影响

为了检测 mstn 对肌肉原代细胞分化的影响，

本研究设计了斜带石斑鱼 myod、myog、 smad3、

mrf4、p21等增殖分化相关的定量引物，在用不同

浓度的 Mstn重组蛋白处理后，通过 RT-qPCR 来测

定这些基因的表达。结果如图 3所示，与对照组相

比，p21 mRNA 的表达随着处理浓度的升高而上

升，当处理浓度为 100和 1 000 nmol/L时存在显著

性差异；smad3 mRNA 和 mrf4 mRNA 的表达均随

着处理浓度的升高而上升，但趋势并不明显，始

终不存在显著性差异；myod mRNA和myog mRNA

的表达均随着处理浓度的升高而下降，但 myod

mRNA 下降趋势并不显著，myog mRNA 则有着明

显的下降，在处理浓度为 100和 1 000 nmol/L时存

在显著性差异。

3 讨 论

在肌肉细胞中，mstn 被认为是抑制肌肉生长

的强负调节因子［2，13，22-23］。研究证明，mstn 的负调

节作用主要是抑制细胞尤其是抑制肌肉细胞的增

殖和分化［16，24-27］。

在本次研究中，亚细胞定位分析结果表明，

绿色荧光在细胞质中呈点状分布，表明 Mstn蛋白

在细胞质中表达。在山羊中，亚细胞定位预测

Mstn定位于高尔基体、质膜和内质网膜［28］，证明

Mstn定位于细胞质的结果是可靠的。

通过对mstn信号通路下游及相关基因进行RT-

qPCR 检测，结果表明实验组 p21、smad3 和 mrf4

的表达量均高于对照组，而实验组myod和myog的

表达量均低于对照组。经过统计学分析，其中 p21

的表达量在 Mstn处理浓度为中浓度和高浓度时与

对照组相比具有显著性差异，而 smad3 和 mrf4 虽

然具有升高的趋势，但与对照组相比不具有显著

性差异，表达量下降的myod和myog与对照组相比

也不具有显著性差异。许多研究表明，Mstn 结合

跨膜受体结合来触发信号传导［13-14，19，29］。在受体下

游，Smads被证明是mstn信号的典型介体［13-15，30-31］，

因此认为 mstn 是通过经典的 Smads 信号通路起作

用。Smad3 转导 TGF-β的信号，属于受体激活的

Smads。本研究中，用 Mstn 刺激肌肉原代细胞之

后，我们检测到 smad3 mRNA 的表达升高，进一

步证明 mstn 对 smad3 具有调节作用。Mrfs 家族相

关基因是肌源性调节因子，它们对肌肉细胞增殖

与分化具有重要影响，在不同的发育时期按照一

定的顺序进行表达，对肌肉细胞的分化进行调

节［32-33］。本研究中，在 Mstn 刺激后，mrf4 的表达

有了一定程度的上升，myod和myog表达量有一定

程度的下降。已有研究证明，mstn 信号传导诱导

数值的显示用平均值±SD表示（n=4）；

*表示P<0. 05，差异显著；*越多差异性越显著。

图2 Mstn重组蛋白对肌肉原代细胞增殖的影响

Fig. 2 Effect of Mstn recombinant protein

on proliferation of muscle primary cells
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Smad3 磷酸化并增加 Smad3 与 Myod 的相互作用，

同时，mstn 通过作用于 Smads 复合物导致 mrfs 家

族成员如 myog 和 myod 的表达量下降［19］；抑制小

鼠中的 mstn，发现 mrf4表达下降［34］。因此，推测

在用 Mstn 刺激后，细胞内 smad3 表达量上升，信

号转导加强，作用于 smad3 下游影响细胞分化的

mrfs家族，导致myod、myog表达量下降和mrf4表

达量的上升，来促进肌肉原代细胞的分化。

另外，用 Mstn 刺激后，细胞内的 p21 表达量

上升。研究表明， p21 是细胞增殖的抑制基

因［35-37］。Mstn 可以抑制成肌细胞的增殖［9，38-41］。

Mstn 通过上调 p21 的表达来抑制肌肉细胞的增

殖［9］。本研究中用Mstn处理肌肉原代细胞后检测，

发现 p21 表达呈现上升趋势的结果与已有研究相

符。为了进一步验证mstn对肌肉细胞增殖的影响，

通过用 Mstn处理肌肉原代细胞，在酶标仪上检测

在不同处理时间的吸光度并绘制细胞生长曲线图，

并通过流式细胞仪检测细胞周期。根据生长曲线

可以看出，在用Mstn刺激后，细胞的增殖被抑制，

这与此前研究中 mstn 抑制肌肉细胞增殖的结果相

符［9，38-41］。而流式细胞仪检测结果也证明，被Mstn

重组蛋白处理过后，细胞停滞在 S 期，G2 期细胞

比例减少，细胞周期受阻。因此，推测本研究中

Mstn上调细胞中 p21的表达，导致细胞周期受阻，

进而导致细胞增殖受阻，证明 Mstn抑制肌肉原代

细胞的增殖。

本研究以斜带石斑鱼的GS细胞和肌肉原代细

胞为研究对象，揭示了 Mstn的亚细胞定位、Mstn

重组蛋白对 mstn 信号通路下游及相关基因及对肌

肉细胞增殖的影响。证明了Mstn在斜带石斑鱼GS

细胞中呈点状分布；Mstn 重组蛋白上调 smad3、

mrf4的表达，下调myod、myog的表达，来调节细

胞的分化；同时Mstn重组蛋白能上调 p21的表达，

抑制细胞的增殖。验证了 Mstn在肌肉发育过程中

的生物学功能，为后续深入开展 Mstn对鱼类肌肉

发育的影响研究奠定了理论基础。
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