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!!&摘要'!目的!观察苯丙氨酸对小鼠成肌细胞系%.%".葡萄糖摄取能力的影响#以及刺激后细胞内哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白!':E+"/,U#)!W信号通路分子的变化(方法!体外培养%.%".细胞#分化诱导为多核的肌管细

胞后进行饥饿处理#然后分别用不同浓度苯丙氨酸!"F.G*.FG*G*"#*.#''76.Z"处理细胞#以W+[平衡液作为对

照(通过检测./D[V̂ 评价细胞葡萄糖摄取能力(用 01&21345672方法检测细胞内 ':E+*,U#)!W*胰岛素受体

底物!N+)"/"*蛋白激酶[!TM2"的表达情况(结果!与W+[平衡液对照相比#G''76.Z亮氨酸使%.%".细胞的

葡萄糖摄取能力下降了约Q#̀ !3b#F##""#G''76.Z苯丙氨酸使%.%".细胞摄取葡萄糖的能力上升了约$#̀

!3$#F#""#且苯丙氨酸的这种促进作用随浓度增大有逐渐增强的趋势(苯丙氨酸对细胞内 ':E+)13.$$R磷酸

化水平无明显影响(除"F.G''76.Z外#其它浓度苯丙氨酸均能抑制,U#)!W:B3QRS的表达(亮氨酸使N+)/"

)13!Q!.!QS磷酸化水平表达增高!3$#F#""#除"F.G''76.Z外#其它浓度的苯丙氨酸均有抑制N+)/")13!Q!.!QS

表达的趋势#但与对照相比差异无统计学意义!3b#FQR""(高浓度短时间的苯丙氨酸刺激对%.%".细胞内的TM2

)13$UQ表达无明显影响(结论!苯丙氨酸可能通过减少,U#)!W的磷酸化#继而减少,U#)!W对N+)/"的刺激作

用而使细胞葡萄糖摄取能力增强(但苯丙氨酸对':E+/,U#)!W通路的抑制作用不通过TM2的激活(

&关键词'!苯丙氨酸!胰岛素抵抗!':E+/,U#)!W!./D[V̂ !%.%".细胞
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&FB;=A'$='!GBH,$=#*,! :7<4L1&2<HC212B1<4K6>14?17K,B14A6C6C4<41!*B1"74H6>?7&1>,2CM1<4 '7>&1

'A756C&2?1666<41%.%".C4=271@,6731<2&316C2<74&B<,J<2B':E+/,U#)!W,C2BJCAF+,=%<-;!%.%".?166&J131

?>62>31=27,37'721K73'C2<747K'>62<4>?61C21='A72>51&*;K*')$F:B1?166&J131=1,3<L1=C4=<4?>5C21=J<2B*B1

C2=<KK13142?74?1423C2<74&!"F.G#.FG#G#"##.#''76.Z"FW315&/+<4H135>KK13!W+["JC&>&1=C&?742376F:B1./

D[V̂ JC&>&1=27'1C&>31H6>?7&1>,2CM17K%.%".F:B11@,31&&<747K':E+#,U#)!W#N+)/"#C4=TM2,3721<4

J1311LC6>C21=5A01&21345672F7,;&D=;!%7',C31=J<2BW[*231C2'142#H6>?7&1>,2CM17K2B1?166&<4?>5C21=J<2B

G''76.Z61>?<41 !Z1>"JC&=1?31C&1=5AQ#̀ !3b#F##""#JB<61C$#̀ <4?31C&1JC&=121?21=<42B1?166&

<4?>5C21=J<2BG''76.Z*B1!3$#F#""F:B1,37'72<747KH6>?7&1>,2CM1JC&*B1?74?1423C2<74/=1,14=142F*B1

&2<'>6C2<74BC=471KK1?2742B1,B7&,B73A6C2<747K':E+C2)13.$$RF*B7&,B73A6C2<747K,U#)!WC2:B3QRSJC&

<4B<5<21=<42B1?166&<4?>5C21=J<2B*B1C2?74?1423C2<74B<HB132BC4"F.G''76.Z#5>22B1=<KK1314?1JC&472

&<H4<K<?C42!3b#FR"G"FZ1>&2<'>6C21=5>2*B17L13"F.G''76.Z<4B<5<21=,B7&,B73A6C2<747KN+)/"C2)13!Q!.

!QS#C62B7>HB2B1=<KK1314?1JC&472&<H4<K<?C42!3b#FQR""FD1<2B13Z1>473*B1CKK1?21=2B11@,31&&<747K

,B7&,B7/TM2!)13$UQ"&<H4<K<?C426AF6<($D&;#<(!*B14A6C6C4<41<4B<5<2&,B7&,B73A6C2<747KN+)/"C2)13!Q!.!QS

,7&&<56A2B37>HB<4B<5<2<4H2B1C?2<LC2<747K,U#)!WF:B11KK1?27K*B174 ':E+/,U#)!W ,C2BJCA<& TM2/

<4=1,14=142F

&I,CJ<A-;'!!*B14A6C6C4<41!!N4&>6<431&<&2C4?1!!':E+/,U#)!W!!./D[V̂ !!%.%".

!!氨基酸作为三大营养物质之一#不仅是蛋白质

" 国家自然科学基金!D7FQ#SU"".S"资助

# 通信作者#I/'C<6$=3F?B142C7!YYF?7'

的结构基础#同样也是细胞生理过程中重要的信号

分子(有研究提示氨基酸代谢的改变先于葡萄糖稳

态的改变
,"-(.型糖尿病患者机体内的胰岛素抵抗

环境影响着氨基酸和蛋白质代谢过程
,.-(
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哺乳动物雷帕霉素靶蛋白!':E+"是一种在进

化过程中较完整保留*高度保守的丝氨酸.苏氨酸蛋

白激酶
,Q-(近年来研究发现#支链氨基酸可通过激

活':E+/,U#)!W通路#使胰岛素受体底物"!N+)/

"")13!Q!.!QS残基磷酸化#对N+)/"的降解有一定

影响
,$ G-#并能降低胰岛素诱导的磷脂酰肌醇Q/激

酶!,B7&,BC2<=A6<47&<276Q/M<4C&1#*NQW".蛋白激酶

[!,3721<4M<4C&1[#73TM2"等下游分子的活性#进

而促进胰岛素抵抗
,G-(

但在外源补充氨基酸混合物来观察胰岛素抵抗

的变化情况的研究中#发现因为氨基酸的组成不同

会产生不同的结论
,! U-(目前的研究发现亮氨酸

!61>?<41#Z1>"具有很强的激活 ':E+信号通路的

作用#亮氨酸单独刺激即可增加%.%".成肌细胞内

的,U#)!M磷酸化程度(与亮氨酸不同#苯丙氨酸

!,B14A6C6C4<41#*B1"体外刺激对 ':E+的激活并

不明显#但是可以轻度激活 ,U#)!M
,R-(0TD̂

等
,"-
的前瞻性研究提示血浆苯丙氨酸水平可以预测

胰岛素抵抗的发生以及.型糖尿病发生的风险(但

苯丙氨酸是否通过':E+/,U#)!M通路影响骨骼肌

细胞的胰岛素抵抗#仍有待证实(

本实验以%.%".成肌细胞为研究对象#拟观察

苯丙氨酸对%.%".成肌细胞葡萄糖摄取能力的影

响#并探讨苯丙氨酸刺激 %.%".细胞与 ':E+/

,U#)!M通路的关系(

1!材料和方法

1F1!实验对象

%.%".细胞获赠于四川大学华西医院生物治

疗国家重点实验室干细胞与组织工程研究室(

1F/!主要试剂和仪器

Z/亮氨酸!)<H'C/T6=3<?B公司"+Z/苯丙氨酸

!)<H'C/T6=3<?B公司"+./D[V̂ 葡萄糖摄取试剂

盒!%CA'C4公司"+%%W/R试剂盒!碧云天公司"+

*<13?1[%T蛋白浓度测定试剂盒!:B13'7公司"+

N+)/"抗体!%):公司"+':E+抗体!%):公司"+

,U#)!W<4C&1!,U#)!M"抗体!I,<27'<?&公司"+TM2

抗体 !I,<27'<?&公司"+N+)/")13!Q!.!QS 抗 体

!%): 公司"+':E+)13.$$R抗体!%): 公司"+

,U#)!M:B3QRS抗体!%):公司"+TM2)13$UQ抗体

!I,<27'<?&公司"(

荧光.化学发光分析测试仪!:B13'7公司"+全

波长酶标测试仪!:B13'7公司"+化学发光成像系

统![NE/+TV公司"(

1F5!实验方法

1F5F1!%.%".细胞培养!使用含"#̀ 胎牛血清的

高糖V(I(培养基对%.%".细胞在QU_*体积分

数G̀ %E. 孵箱中进行培养#每.=更换"次培养

基(细胞融合达R#̀ 左右时进行细胞传代#平均

Q'$=传代一次(进行细胞计数后使用.̀ 马血清

对%.%".细胞进行分化处理#每.=更换一次细胞

分化培养基#$=后使其分化为多核的肌管细胞(

完成分化后进行饥饿处理#先用不含血清的高糖

V(I(培养基饥饿$B#再更换为W+[平衡液饥饿

.B(

1F5F/!实验分组及处理!细胞饥饿处理后弃去培

养瓶内的W+[液#用*[)!̂N[%E公司#,;UF$"清

洗.次#分为U组#分别加入W+[液#G''76.Z亮

氨酸#"F.G ''76.Z*.FG ''76.Z*G ''76.Z*

"#''76.Z*.#''76.Z苯丙氨酸刺激"B(

1F5F5!葡萄糖摄取能力测定!通过检测./D[V̂

荧光强度评价细胞葡萄糖摄取能力#将%.%".细胞

消化计数#以约"X"#$
'GX"#$.孔的个数接种黑色

透明底S!孔板#分化$=后#按上述过程进行细胞

饥饿及分组刺激#刺激液每孔"##&Z#每次实验每

组做 Q 个 复 孔#刺 激 结 束 后 加 入 "G# &H.'Z

./D[V̂ 继续培养Q#'<4离心#用 W+[平衡液清

洗#然后在荧光.化学发光分析仪中测量各孔的荧光

强度#最后再通过%%W/R方法检验每孔细胞的数

量#对荧光测值进行校正#得到./D[V̂ 荧光强度

与%%W/R检验每孔细胞数量的比值表示%.%".成

肌细胞摄取葡萄糖的能力(

1F5F3! 01&21345672检测各组细胞内 ':E+*

,U#)!W*N+)/"*TM2*̂T*V;的表达!按上述过程

进行细胞饥饿及分组刺激后#用*[)清洗.遍(用

+N*T裂解液提取细胞内蛋白(每瓶细胞加入

.##&Z含"''76.Z苯甲基磺酰氟化物!*()8#碧

云天公司"的+N*T裂解液#将细胞全部刮下移至预

冷的I*管内(冰上放置"#'<4等待细胞裂解(

以"G###3.'<4在$_离心"#'<4(抽取上清至预

冷的I*管内#此上清液即为蛋白#可冻存备用(用

[%T法测定蛋白浓度(取出提取的已测量浓度的

蛋白质#按蛋白样品$GX)V)上样缓冲液为$c"

的体积比将两者混合#于沸水中煮"#'<4#使蛋白

充分变性(按U#&H蛋白量上样#于)V)/*T̂ I凝

胶电泳液中电泳#结束后取下凝胶浸泡于"X转膜

缓冲液中转膜#转膜后移至封闭液中于摇床上缓慢

摇QB封闭(将膜放入含G̀ 脱脂奶粉的:[):稀

#UQ
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释的一抗(置于$_冰箱中过夜孵育(次日晨置于

摇床上快速摇清洗Q次!共"G'<4"后孵育二抗#置

于摇床上缓慢摇.B(孵完二抗的膜使用"X:[):

置于摇床快摇清洗Q次!共"G'<4"(于 (761?>6C3

N'CH13%B1'<V7?:'P+)f 成像仪曝光显影(凝

胶图像分析使用[<7/+C=公司的"V凝胶分析软件

i>C42<2AE41保存图像并分析各蛋白条带的平均

灰度值#以各条带灰度值与内参蛋白 T̂*V;灰度

值的比值代表该蛋白的相对表达量(以磷酸化蛋白

与总蛋白的相对表达量的比值表示该蛋白的磷酸化

水平(

1F3!统计学方法

校正后的./D[V̂ 荧光强度用&Me-表示#各

组之间./D[V̂ 值及灰度值采用单因素方差分析

!E41/JCATDE-T"#用最小显著差异法!Z)V"进

行多组间的两两比较(3$#F#G为差异有统计学意

义(

/!结果

/K1!各组6/61/细胞摄取葡萄糖的情况

见图 "(与 W+[ 组 !空 白 对 照 组"相 比#

G''76.Z亮氨酸使%.%".细胞的葡萄糖摄取能力

下降约Q#̀ !3b#F##""#相反G''76.Z苯丙氨酸

使%.%".细胞摄取葡萄糖的能力上升约$#̀ !3$

#F#""#与 W[)对照相比#除"F.G''76.Z!3b

#aQQ#"#其它浓度苯丙氨酸均明显促进了葡萄糖摄

取!3$#F#""(苯丙氨酸对葡萄糖摄取的促进作用

随浓度增大有逐渐增强的趋势#苯丙氨酸"F.G*
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图1!I7V缓冲液*MNN<D"Y亮氨酸及不同浓度苯丙氨酸刺激后

6/61/细胞的葡萄糖摄取能力

S#T1!XD&$<;,&@='Z,'B#D#=C<>6/61/$,DD;;=#N&D'=,-J#=%I7V#

MNN<D"YD,&$#(,!Y,&"'(--#>>,A,(=D,*,D;<>@%,(CD'D'(#(,

!9%,"

[$[6C4M?742376!W+["H37>,+Z$G ''76.Z Z1>H37>,+

*"F.G$"F.G''76.Z*B1H37>,+*.FG$.FG''76.Z*B1H37>,+

*G$G ''76.Z *B1H37>,+*"#$"# ''76.Z *B1H37>,+*.#$

.#''76.Z*B1H37>,F"" 3$#F#"#" 3$#F#G

.aG*G*"#''76.Z各组之间差异均有统计学意义

!3$#F#G"(但"#''76.Z和.#''76.Z两组之间./

D[V̂ 摄取水平无明显差别!3b#F!QU"(

/K/!苯丙氨酸刺激对6/61/细胞的NPG7信号通

路的影响

如图.T所示#与 W+[对照相比#各浓度苯丙

氨酸对细胞内 ':E+)13.$$R磷酸化水平没有明

显影响(虽然G''76.Z亮氨酸对此位点有稍强的

激活作用#但差异没有统计学意义!3b#F.Q$"(如

图.[所示#与W+[对照相比#G''76.Z亮氨酸能

明显激活':E+下游的,U#)!W:B3QRS磷酸化位

点!3b#F##Q"#但随着苯丙氨酸浓度增加细胞内

,U#)!W:B3QRS磷酸化水平有被抑制的趋势(与

W+[ 对照相比#除了 "F.G '''76.Z 外 !3b

#aR"G"#其 它 浓 度 苯 丙 氨 酸 均 能 抑 制 ,U#)!W

:B3QRS的表达!3$#F#""(
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图/!不同浓度苯丙氨酸刺激对NPG7信号通路的影响

S#T/!P%,,>>,$=<>NPG7:@O0"LI@'=%J'C;=#N&D'=,-J#=%-#>>,A,(=

D,*,D;<>9%,

T$N4K6>14?17K=<KK1314261L16&*B1C4=Z1>74,B7&,B73A6C2<74

7K':E+)13.$$R,C2BJCA+[$N4K6>14?17K=<KK1314261L16&*B1C4=

Z1>74,B7&,B73A6C2<747K,U#)!W:B3QRS#"" 3$#F#"

/K5!苯丙氨酸刺激后6/61/细胞的87":1丝氨酸

位点87":1",AL5L"L54磷酸化水平

如图Q所示#与W+[对照相比#亮氨酸使N+)/

")13!Q!.!QS磷酸化水平表达增高!3$#F##""#

"a.G''76.Z苯丙氨酸有抑制N+)/")13!Q!.!QS

表达的趋势#但是差异没有统计学意义 !3b

#aQR""#其他高浓度苯丙氨酸均明显抑制其表达

!3$#a#""(当苯丙氨酸浓度大于"#''76.Z以后

这种抑制趋势逐渐减弱#"#''76.Z与.#''76.Z

苯丙氨酸刺激下N+)/")13!Q!.!QS磷酸化位点的

"UQ
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表达没有明显差异!3b#FRGS"(
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图5!不同浓度苯丙氨酸对87":1",AL5L"L54磷酸化水平表达的影

响

S#T5!8(>D&,($,<>-#>>,A,(=D,*,D;9%,'(-Y,&<(@%<;@%<ACD'=#<(<>

87":1",AL5L"L54

" 3$#F#G#"" 3$#F#"

/K3!苯丙氨酸刺激对6/61/细胞FZ=信号的作用

如图$所示#与W+[对照相比#苯丙氨酸*亮氨

酸的刺激对%.%".细胞内的TM2)13$UQ表达均无

明显的影响#各组间差异亦无统计学意义(
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图3!不同浓度苯丙氨酸对FZ=",A3O5磷酸化水平表达的影响

S#T3!8(>D&,($,<>-#>>,A,(=D,*,D;9%,'(-Y,&<(@%<;@%<ACD'=#<(<>

FZ=",A3O5

5!讨论

本实验中选用G''76.Z亮氨酸及"F.G*.FG*

G*"#*.# ''76.Z 不同浓度的苯丙氨酸(之前

:+I([ZTh等
,$-
的研究以$##&'76.Z苯丙氨酸

刺激Z!肌细胞后葡萄糖摄取能力无明显增强或减

弱(T:;I+:ED等
,R-
以.''76.Z苯丙氨酸刺激

%.%".细胞后发现其能轻度增加,U#)!W磷酸化水

平#但对TM2)13$UQ*':E+)13.$$R的表达没有明

显影响(T+I:T等
,S-
的研究发现不同浓度!"FG*

QF.*G*!FG ''76.Z"亮氨酸呈浓度依赖性增加

,U#)!M2B3QRS 磷 酸 化#G ''76.Z 增 加 明 显#

"!FG''76.Z和之相比有增加#但差异无统计学意

义(可能由于是体外实验#单个氨基酸在生理浓度

能对信号通路产生的影响十分有限#只有升高浓度

或者使用生理浓度的氨基酸混合物才能表现出它的

生 理 作 用
,"#-( 与 :+I([ZTh 等

,$-
和

T:;I+:ED等
,R-
之前的研究一致#本研究中用作

对照的亮氨酸#抑制了细胞的葡萄糖摄取#增加了

,U#)!W的磷酸化表达#但苯丙氨酸表现出几乎与

亮氨酸完全相反的作用(本实验发现不同浓度苯丙

氨酸对%.%".细胞的葡萄糖摄取能力及':E+信

号通路的影响是不同的#在低浓度!"F.G''76.Z"

苯丙氨酸对%.%".细胞的葡萄糖摄取及':E+信

号通路并没有明显影响(随着浓度的升高#苯丙氨

酸对%.%".细胞葡萄糖摄取的促进及':E+通路

的抑制作用呈上升趋势#达到"#''76.Z这一影响

力就趋于平稳#这与 T+I:T等
,S-
的研究相似#在

体外肌肉细胞模型中#氨基酸诱导':E+介导的信

号磷酸化可能存在一个临界阈值#一旦超过这一阈

值#就会出现合成信号平台(

已有研究证实#支链氨基酸可通过激活':E+/

,U#)!W通路#使N+)/")13!Q!.!QS残基磷酸化#对

N+)/"的降解有一定影响
,.-#并能减少调节*NQW的

,RG亚基#降低胰岛素诱导的*NQW.TM2等下游分

子的活性#促进胰岛素抵抗,G-(我们直接测量了经

过苯丙氨酸刺激的 %.%".细胞中N+)/")13!Q!.

!QS的磷酸化水平#发现与W+[对照组相比其磷酸

化水平受到了抑制#与对细胞的葡萄糖摄取能力影

响基本一致(而可能调节N+)/")13!Q!.!QS磷酸

化的':E+/,U#)!W通路中#虽然':E+本身磷酸

化水平受苯丙氨酸影响并不大#但是苯丙氨酸刺激

能够使':E+下游的活性因子,U#)!W磷酸化表

达受到抑制#这种作用也与苯丙氨酸刺激浓度有关(

我们猜测#苯丙氨酸可以抑制 ':E+/,U#)!W信号

通路#并能减少其使N+)/"丝氨酸位点磷酸化(这

种作用可能并不完全需要通过':E+)13.$$R(这

与%E**等
,""-
发现)13.$$R位点突变并不影响精

氨酸激活':E+%"一致(

':E+接受两大通路的信号$*NQW.TM2通路

和接受能量信号的抑癌基因ZW["介导的结节性硬

化复合物!2>5137>&&?6137&<&?7',61@#:)%"通路(

TM2是一种丝氨酸.苏氨酸激酶#受*NQW调控#在

受胰岛素及其他生长因子激活 ':E+/,U#)!W中

有重要的作用(但已有研究表示多种氨基酸对

':E+通路的激活并不经由TM2的激活
,".-(氨基

酸刺激并不能调节 TM2的活性#而且抑制*NQW.

TM2通 路 的 活 性 也 不 能 影 响 必 需 氨 基 酸 对

':E+%"的激活
,"Q-(为了验证苯丙氨酸对':E+/

,U#)!W的影响是否通过 TM2通路#我们检测了受

苯丙氨酸刺激以后%.%".细胞内TM2磷酸化水平(

结果显示#苯丙氨酸并不影响 TM2磷酸化水平#提

.UQ



第Q期 杜!蓉等$苯丙氨酸对%.%".细胞葡萄糖摄取能力的影响及与':E+/,U#)!W通路的关系探讨

示虽然TM2是调节':E+%"活性的重要上游信号

分子#但苯丙氨酸对 ':E+/,U#)!W通路的抑制作

用并没有通过TM2(调节 ':E+%"的上游信号通

路非常复杂#所以苯丙氨酸抑制 ':E+%"的可能

途径也较多(比如氨基酸通过 +CH :̂*C&1对

':E+%"间的联系以及对 :̂*的易位等作用#影

响人 :̂* 结 合 蛋 白 +B15 的 活 性#从 而 调 节

':E+%" 的 活 性
,"$-+-,&Q$!-C?>76C3 *3721<4

)732<4HQ$"能感受来自氨基酸和葡萄糖的刺激#并

将信号传递至 ':E+%"
,"G-(苯丙氨酸对 ':E+/

,U#)!W通路影响的途径还需要进一步实验来探

究(

本实验中发现的苯丙氨酸对 ':E+信号通路

的作用与+EOT)等
,"!-
发现的谷氨酰胺的作用类

似(该实验发现#谷氨酰胺与亮氨酸作用相反#使

':E+)13.$$R磷酸化水平减少进一步减少了下游

,U#)!W和$I/[*"的磷酸化水平#并且谷氨酰胺与

亮氨酸都没有对TM2活性产生影响(我们猜想#尽

管苯丙氨酸与谷氨酰胺属于不同类型的氨基酸#但

有可能通过同样的途径对 ':E+.,U#)!W通路产

生作用(虽然细胞实验中谷氨酰胺对 ':E+通路

产生抑制#但是与亮氨酸混合使用时#使亮氨酸引起

':E+通路激活的所需浓度降低#使生理水平的亮

氨酸激活':E+的能力增强+该作用的机制可能是

由于谷氨酰胺在细胞内外协助亮氨酸转运#使亮氨

酸更容易进入细胞
,"U-(这可能也是苯丙氨酸的潜

在作用(但是体外实验虽然能通过精确的设计探讨

各通路间的关系#毕竟与体内环境不同#不同的氨基

酸的作用及它们混合物的作用如果要开展更广泛的

应用#未来还需要更多的临床试验(

综上所述#本研究发现$苯丙氨酸可提高%.%".

细胞摄取葡萄糖的能力+苯丙氨酸对':E+的磷酸

化没有明显影响#但可抑制,U#)!W的磷酸化水平+

苯丙氨酸抑制了受':E+/,U#)!W调控的N+)/"的

丝氨酸磷酸化位点的磷酸化水平+苯丙氨酸对

*NQW.TM2通路没有明显的影响(
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