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动物及兽医生物技术 

高表达 FoxO1 抑制猪骨骼肌成肌细胞的分化 

袁媛，史新娥，刘月光，杨公社 
西北农林科技大学动物科技学院 动物脂肪沉积与肌肉发育实验室，杨凌 712100 

摘  要: FoxO1 (Forkhead box O1) 是调控肌肉生长、代谢和细胞分化的重要转录因子，但其在成肌细胞分化中的作用

还不甚清楚。为了研究 FoxO1 对哺乳动物成肌细胞分化的影响，以原代培养的长白仔猪成肌细胞作为实验材料，用 2

％马血清诱导分化，采用实时荧光定量 PCR、Western blotting 和脂质体转染等方法检测 FoxO1 及早期和晚期生肌调节

因子 MyoD 和 myogenin 在猪成肌细胞分化过程中的表达变化。结果显示，在猪成肌细胞分化过程中，FoxO1 mRNA 表

达量显著增加，但总蛋白量变化不显著，其磷酸化水平显著上调。同时，高表达 FoxO1 的猪成肌细胞中，生肌调节因

子 MyoD 和 myogenin mRNA 表达受到显著抑制，而 MyoD 蛋白变化不显著，myogenin 却显著下调 (P＜0.05)。以上结

果表明，FoxO1 能够推迟猪成肌细胞的分化时间并抑制分化；同时推测，FoxO1 可能通过抑制生肌调节因子的表达控

制骨骼肌纤维类型的终末分化。 

关键词 : FoxO1，猪，原代成肌细胞，分化，生肌调节因子  

Over-expression of FoxO1 inhibits the differentiation of porcine  
skeletal muscle myoblast 
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Abstract:  The Forkhead box O1 (FoxO1) transcription factor governs muscle growth, metabolism and cell differentiation. 
However, its role in myoblast differentiation is unclear. To study the biological function of FoxO1 during differentiation in porcine 
primary myoblast, we constructed stably FoxO1 over-expressed porcine myoblast mediated by liposome and adopted morphological 
observation, quantitative real-time RT-PCR and Western blotting methods to analyze FoxO1 and early and late myogenic regulation 
factors MyoD and myogenin expression. During differentiation the mRNA level of FoxO1 was significantly increased. However, the 
total protein did not change but the phosphorylation of FoxO1 was upregulated. Furthermore, overexpression of FoxO1 in porcine 
myoblast decreased MyoD and myogenin mRNA, whereas MyoD protein changed little and myogenin was significantly suppressed 
(P<0.05). These results indicated that FoxO1 delays and negatively regulates the porcine myoblast differentiation. Moreover, FoxO1 
may play a critical role in muscle fiber-type specification through the inhibition of myogenic regulation factors. 

Keywords:  FoxO1, porcine, primary myoblast, differentiation, myogenic regulation factors 
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FoxO 家族是一群拥有保守的 Fork 区域的转录

调控因子，能够和 TTGTTTAC 序列相似性高或一致

的序列结合，主要参与 DNA 修复、细胞分化、凋亡

和代谢[1]。FoxOs 作为转录活化因子，其活性受多条

信号通路的调节，包括胰岛素、PI3K/Akt 等，其作

用方式是对 FoxOs 特定的氨基酸位点进行磷酸化/

去磷酸化的调控[2]。FoxOs 特异性的氨基酸位点一旦

被磷酸化后，将从细胞核内转移到胞质中，此时便

失去转录调控活性，其功能亦被抑制，因此 FoxOs

在核内外的转位决定了其对靶基因转录的调控 [3]。

近几年的研究表明，该家族成员 FoxO1 在骨骼肌的

分化、生长与代谢过程中扮演重要角色，但其调控

不方式仍存在争议，分子机制尚 清楚。 

猪肉是我国肉类生产的主体，目前提高瘦肉率、

改善肉品质已成为猪育种的主要研究方向。骨骼肌

是肌肉的主要组成部分，其生长发育非常复杂，涉

及到大量基因的表达及网络调控。FoxO1 的表达和

活性与骨骼肌的发育密切相关，但目前关于其在肌

肉发育中的调控方式仍不十分清楚。因此，本实验

诱导体外培养的猪原代骨骼肌成肌细胞分化，检测

FoxO1 在此过程中的表达变化，并通过将 FoxO1 基

因导入猪成肌细胞，探索 FoxO1 对成肌分化的影响，

为进一步揭示 FoxO1 调节肌肉发育的作用机理奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物 

3 日龄健康长白仔猪由西北农林科技大学种猪

场提供，体重 1.5~2.5 kg，取样前用 0.5％的新洁尔

灭清洗 0.5 h 左右，电击处死。 

1.1.2  主要试剂 

含目的基因 FoxO1 的 pcDNA3-FLAG-tagged 

FoxO1 质粒和空质粒 pcDNA3 由 Haojie Huang 教

授 (Minnesota University，USA) 惠赠。脂质体转染

试剂 Lipofectamine 2000 (Invitrogen)、Opti-MEM 

(Invitrogen)、 G418 (Gibco)、 DMEM/F12 培养基 

(Gibco)、链酶蛋白酶 (Sigma)、胎牛血清 (杭州四季

青)、马血清 (Gbico)、Trizol (TaKaRa)、反转录试剂

盒 PrimeScript RT-reagent Kit (TaKaRa)、DNAseⅠ 

(TaKaRa) 、 实 时 定 量 试 剂 盒 SYBR Premix Ex 

TaqTMⅡ (Perfect Real Time) (TaKaRa)、抗 FoxO1、

P-FoxO1 (Ser256)、MyoD、β-actin 和 FLAG 抗体均

购自美国 Santa Cruz 公司，抗 myogenin 购自

Millipore 公司。其他试剂为进口或国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  猪骨骼肌成肌细胞的原代培养及分化诱导 

依照本实验室已建立的方法[4]，培养猪原代骨

骼肌成肌细胞。原代细胞以 0.5×106 个/cm2 密度接种

至六孔培养板内，置于 5％ CO2、37℃恒温培养箱

内培养。48 h 后更换培养基，此后每隔 2 d 换液 1

次。当细胞汇合至 60％~70％时，将含 15％胎牛血

清的培养液换成 2％马血清的培养基诱导分化，持

续培养 5 d，收集细胞进行后续检测。 

1.2.2  脂质体介导质粒转染猪原代成肌细胞 

原代猪骨骼肌成肌细胞在含 15％胎牛血清和抗

生素的 DMEM/F-12 培养基中常规培养，取对数生

长期细胞转入六孔板，加入含 15％小牛血清而无抗

生素的培养基继续培养，当细胞汇合至 60％~70％

时进行转染。转染步骤按说明书进行，先将 4 μg 的

质粒 DNA 稀释于 250 μL 培养基中，再将 10 μL 的

Lipofectamine 2000 稀释于 250 μL 培养基中，5 min

后将二者混合，混匀后室温放置 20 min。更换待转

染细胞的培养基为 Opti-MEM (Invitrogen) 培养基，

加入 DNA 和 Lipofectamine 2000 的混合物，培养 5 h

后更换为含 15％胎牛血清无抗生素的培养基。为了

获得稳定表达目的基因的细胞株，在培养基中添加

200 μg/mL的 G418，继续培养 7~14 d，筛选具有 G418

抗性的细胞。最后用 Western blotting 筛选转染成功

的细胞。 

1.2.3  引物设计 

根据 GenBank 已发表的基因序列  (FoxO1、

MyoD、Myogenin、β-actin 的 GenBank 登录号分别

为：NM_214014.2，NM_001002824，NM_001012406，

NM_007393)，严格按照实时定量引物设计原则，应

用 Primer Premier 5.0 软件，设计引物进行目的基因

扩增。引物均由上海生物工程技术服务有限公司合

成。引物序列见表 1。 
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表 1  PCR 引物序列 
Table 1  Primers for genes 

Gene Primer Sequence (5′−3′) 

FoxO1 S 
A 

AGTTGAGAGGAAATCCAAGAT 
CTTCAGCTTCAGGTCCTTGAT 

MyoD S 
A 

TGCGTATTCTCAACCCCTTC  
AGTATGCAAGGGTGGAGTGG 

myogenin S 
A 

GAGAAGCGCAGACTCAAGAAG 
TCTGTAGGGTCCGCTGGGAGC 

β-actin S 
A 

CGTGAAAAGATGACCCAGATC 
CACAGCCTGGATGGCTACGT 

S: sense; A: antisense. 
 
1.2.4  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成 

按照 RNAiso Plus (TaKaRa) 总 RNA 提取试剂

说明书提取诱导分化第 0、3、5 天的猪原代成肌细

胞的总 RNA，用 DNaseⅠ处理后，1％琼脂糖凝胶

检测 RNA 的完整性并用 Nanodrop ND-1000 核酸蛋

白定量仪对 RNA 定量，随后用反转录试剂盒合成

cDNA 第一链。 

1.2.5  实时荧光定量 PCR 

利用 Smart Cycler II (Cepheid 公司) 实时 PCR

系统进行实时定量扩增。反应总体系 25 μL，其中：

灭菌的 ddH2O 8.5 μL，cDNA 模板 2 μL，上游引物 

(10 μmol/L) 1 μL，下游引物 (10 μmol/L) 1 μL，SYBR 

Premix Ex TaqTMⅡ (2×) 12.5 μL。采用两步法 PCR

反应程序：95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退

火 30 s，共 45 个循环。基因的相对表达采用 2−ΔΔCt

公式计算。 
1.2.6  Western blotting 

去除培养皿中的培养液，PBS 洗 1 遍，每皿加

入 200 μL 的细胞裂解液。当细胞充分裂解后，

12 000×g 离心 5 min，取上清，以 BradFord 方法对

总蛋白质进行定量。提取的总蛋白 95℃加热 10 min，

10％ SDS-PAGE 分离蛋白，接着以 200 mA 的电流

将蛋白转移到 PVDF 膜上，5％脱脂奶粉封闭 2 h，

用抗 FoxO1、P-FoxO1 (Ser256)、MyoD、myogenin、

β-actin 和 FLAG 的抗体 (1∶200)，4℃孵育过夜。

再与对应的辣根过氧化物酶偶联的二抗 (1∶2 000) 

室温下孵育 2 h，最后利用 Bio-Rad GS-800 曝光系

统检测目的蛋白，并用 Quantity One 软件分析蛋白

表达量。 

1.2.7  数据统计分析 

采用 SPSS13.0 统计分析软件 One-way ANOVA

进行方差分析与显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  猪原代成肌细胞的分化 
猪原代成肌细胞培养 48 h 后，贴壁，形态呈长

梭形 (图 1A)。2％马血清诱导分化 3 d 后，成肌细

胞变得细长，开始融合 (图 1B)。诱导分化 5 d 后，

可以看到有肌管形成 (图 1C)。 

2.2  猪原代成肌细胞分化过程中 FoxO1 的表达

变化 
检测原代猪成肌细胞 FoxO1 在分化 0、3、5 d

表达的变化。实时定量 RT-PCR 结果表明，在猪成

肌细胞分化过程中，FoxO1 mRNA 表达显著上调 

(图 2A)。然而，Western blotting 检测结果发现，在

此过程中 FoxO1 总蛋白的表达量没有显著变化，但

其磷酸化水平显著增加 (图 2B−D)。 

2.3  FoxO1 质粒成功感染猪原代成肌细胞的鉴定 
原 代 猪 成 肌 细 胞 转 染 空 质 粒 pcDNA3 和

pcDNA3- FLAG-tagged FoxO1 质粒 72 h 后，提取细

胞蛋白进行 Western blotting，检测 FoxO1 蛋白表达

情况。如图 3 所示，稳定转染 pcDNA3-FLAG-tagged 

FoxO1 质粒的猪成肌细胞中 FoxO1 表达显著提高，

同时也可检测到 FLAG 标签的表达。

 

图 1  猪原代成肌细胞体外培养及诱导分化形态图 
Fig. 1  Differentiation and morphometric analysis of pig skeletal muscle myoblast differentiation at 0 day (A), 3 day (B) and 5 day (C). 
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图 2  猪原代成肌细胞分化过程中 FoxO1 的表达变化 
Fig. 2  FoxO1 expression pattern during pig myoblast 
differentiation. Real-time PCR (A) and Western blotting (B) 
were performed to quantify the the time-course expression of 
FoxO1 during myoblast differentiation. (C−D) Densitometric 
analysis of total FoxO1and FoxO1 phospholation normalized 
against β-actin, respectively. *P<0.05. 

 

图 3  质粒成功导入猪成肌细胞的鉴定 
Fig. 3  Identification of plasmids transfected into porcine 
myoblasts successfully by Western blotting. 
 

2.4  FoxO1 过表达对猪原代成肌细胞分化的影响 
对稳定转染空质粒 pcDNA3 和 pcDNA3-FLAG- 

tagged FoxO1 质粒的猪成肌细胞进行分化诱导，观

察诱导分化第 5 天时细胞的形态学变化。结果发现，

对照组空质粒在诱导 5 d 后，细胞正常分化，并有

肌管形成 (图 4B)。然而，过表达 FoxO1 的猪成肌

细胞虽也进行分化并呈现梭形生长，但成肌分化进

程被明显推迟，未能形成肌纤维 (图 4D)。 

2.5  FoxO1 过表达对猪原代成肌细胞分化标志基

因的影响 
对稳定转染空质粒 pcDNA3 和 pcDNA3-FLAG- 

tagged FoxO1 质粒的猪成肌细胞进行分化诱导，分 

 

图 4  高表达 FoxO1 推迟猪成肌细胞的分化进程 
Fig. 4  Over-expression of FoxO1 delayed pig myoblast 
terminal differentiation. Differentiation and morphometric 
analysis of pig skeletal muscle myoblast differentiation at 0 day 
and 5 day in control (A and B) and FoxO1-infected cells (C and 
D), respectively. 
 
别检测诱导分化第 3 天  (D3) 和第 5 天  (D5) 时，

成肌分化早期标志基因 MyoD 和晚期标志 myogenin

的表达变化。如图 5A 所示，对照组细胞中 MyoD 在

成肌细胞早期表达，分化第 3 天达到峰值，分化末

期 (D5) 表达量回到基础水平。成肌分化晚期标志

myogenin 随着分化时间的推移逐渐升高 (图 5C)。

高表达 FoxO1 的猪成肌细胞中，MyoD 和 myogenin 

mRNA 含量均显著降低 (P＜0.05) (图 5A、5C)。

Western blotting 检测结果发现高表达 FoxO1 的猪成

肌细胞中 MyoD 蛋白表达量略有下降，但差异并不

显著，而 myogenin 蛋白表达量与转录水平保持一

致，受到显著抑制 (图 5B、5D、5E)。 

3  讨论 

FoxO1 是多条信号通路中重要的转录因子，调

控细胞增殖、分化和凋亡等生理过程，其活性受到

磷酸化/去磷酸化的调控[5-6]。本实验室庞卫军及其他

学者的研究表明，FoxO1 广泛表达于各种组织器官

中，包括脂肪、骨骼肌和肝脏等并能够抑制脂肪细

胞的分化[7-8]。众多研究证实，FoxO1 在肌肉发育与

分化中起到重要作用。Bois 等研究指出 FoxO1 可以

促进小鼠原代成肌细胞的终末分化[9]，同年又有研

究发现 C2C12 小鼠成肌细胞系的分化受到 FoxO1 转

录因子的抑制 [10]。Kamei 等构建了骨骼肌特异的 
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图 5  高表达 FoxO1 对猪成肌细胞分化标志基因的影响 
Fig. 5  Over-expression of FoxO1 inhibited pig myoblast 
terminal differentiation. Real-time PCR (A and C) and Western 
blotting (B and D) showed the changes of early and late 
myogenic factors (MyoD and myogenin) in control and 
FoxO1-infected cells. (E) Densitometric analysis of MyoD and 
myogenin at 5 days differetiation (D5) normalized against 
β-actin. *P<0.05.  
 
FoxO1 转基因小鼠，发现骨骼肌重量明显减少[11]。

这些研究均表明，FoxO1 转录因子在骨骼肌的分化

中扮演重要角色，但调控方式仍存在争议，需要进

一步的研究证实。因此，我们首先检测了猪原代成

肌细胞分化过程中 FoxO1 的表达情况。结果显示，

在猪成肌细胞的分化过程中，FoxO1 基因的表达量

显著上调，而总蛋白表达量变化并不显著，其磷酸

化水平呈现上升趋势，表明 FoxO1 的失活状态对于

成肌细胞的分化是非常必要的。 

MyoD 和 myogenin 属于生肌调节因子家族 

(Myogenic regulation factors，MRFs)，可激活肌肉的

基因转录，抑制肌细胞增殖，促进分化，在骨骼肌

发生早期起到重要的调节作用[12-13]。本实验室杨燕

军等[14]通过对不同品种猪背最长肌的组织差异分析

发现 FoxO1 和 MyoD 基因的表达在肌肉发育中存在

负相关 (P＜0.05)。为了进一步证明 FoxO1 在成肌

分化中的作用，我们构建了稳定表达 FoxO1 的猪原

代成肌细胞株，并检测了早期和晚期成肌标志分子

MyoD 和 myogenin 的表达情况。与对照组成肌细胞

相比，过表达 FoxO1 的猪成肌细胞中，MyoD 和

myogenin 基因在转录水平的表达量受到显著抑制 

(P＜0.05)。同时，Western blotting 结果显示早期成

肌标志 MyoD 蛋白表达量虽受到抑制但变化不明

显，然而晚期标志 myogenin 蛋白表达与其基因表达

保持一致，显著下调  (P＜0.05)。这些结果表明，

FoxO1 可以通过抑制早期标志基因 MyoD 推迟成肌

细胞的分化，并进一步通过抑制肌肉形成的晚期标

志分子 myogenin 阻遏肌肉的分化。 

同时，生肌调节因子不仅在成肌分化中发挥重

要作用，由于其调控收缩蛋白和调节蛋白同工型在

不同时期表达，也可以促使肌肉细胞向不同类型的

肌纤维分化[15-16]。已有研究证实，MyoD 在快肌纤维

中优先表达，而 myogenin 在慢肌纤维中表达较多[17]。

骨骼肌特异的 FoxO1 转基因小鼠中，慢肌纤维数量

明显减少而快肌纤维数量没有明显改变[11]。然而小

鼠骨骼肌中特异性地敲除 FoxO1 可以改变原有的肌

纤维类型组成，快肌纤维含量上调并伴随慢肌纤维

的减少，同时检测到 MyoD 基因表达量的增加[18]。

本实验所得结果与这些研究一致，表明 FoxO1 在控

制肌纤维分型中也发挥重要作用，并提示 FoxO1 可

能通过调节生肌调节因子控制肌纤维类型的分化。

然而，对于 FoxO1 调控肌纤维类型特异性分化的具

体机制还有待深入研究。 

综上所述，本研究表明 FoxO1 转录因子在猪原

代成肌细胞分化中发挥负调节作用，能够推迟并抑

制猪成肌细胞的分化，并可能参与调控骨骼肌纤维

类型的终末分化。 
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