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摘要 钙 /钙调素依赖性蛋白激酶(calcium-calmodulin dependent protein kinase, CaMK)和腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-activated
protein kinase, AMPK)所介导的信号通路均能调节运动诱导的骨骼肌细胞葡萄糖转运蛋白 4(glucose transporter 4, GLUT4)基因
表达，但不清楚这两条通路的相互关系．运用咖啡因(Caffeine)和 5-氨基咪唑 -4-甲酰胺核糖核苷酸(AICAR)能模拟肌肉收缩
信号并分别激活 CaMK和 AMPK，首次观察由 Caffeine和 AICAR引起的 GLUT4基因表达过程中这两条通路的内在联系．
原代培养肌细胞被分为对照、AICAR、Caffeine、AICAR/Caffeine、Caffeine+Compound C、AICAR/Caffeine+Compound C、
AICAR+KN93、AICAR/Caffeine+KN93 组．实验显示，AICAR 和 Caffeine 能分别上调 GLUT4 mRNA 约 2 倍和 3 倍(P <
0.05)，AMPK 抑制剂 Compound C 能够明显减少由 Caffeine 引起的 GLUT4 mRNA 的增长 (P < 0.05)，也能够明显降低由
AICAR/Caffeine复合刺激引起的 GLUT4 mRNA的表达(P < 0.05)，与此一致的是，Caffeine能引起肌细胞 AMPK琢1蛋白磷酸
化增加(P < 0.05)，但不影响 AMPK琢2的磷酸化，Compound C能够抑制由 Caffeine引起的 AMPK琢1蛋白磷酸化(P < 0.05)．
相反 CaMK特异的抑制剂 KN93能完全抑制由 Caffeine引起的 GLUT4 mRNA增长，但 KN93却不能交叉抑制由 AICAR所
诱导的 GLUT4 mRNA的增长(P < 0.05)，也不能阻止由 AICAR/Caffeine复合刺激所引起的 GLUT4 mRNA的表达(P < 0.05)．
上述结果提示，CaMK和 AMPK在调节肌细胞 GLUT4基因中并不是完全相互独立的，而是彼此密切联系共同作用，AMPK
可能位于 CaMK途径的下游来调节收缩肌细胞 GLUT4 mRNA的表达．
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糖尿病是威胁人类健康的重大疾病之一．其主

要发病机制是外周组织特别是骨骼肌组织不能够有

效地摄取葡萄糖所引起的胰岛素抵抗 (insulin
resistance, IR)[1～4]．研究表明，由葡萄糖转运蛋白

(glucose transporter，GLUT)负责的将细胞外葡萄糖
跨膜转运入细胞内是骨骼肌细胞摄取葡萄糖的关键

限速步骤[5]．在 GLUT家族中的成员 GLUT4是最
重要的转运蛋白，唯有它能够既应答胰岛素刺激又

能应答肌肉收缩刺激，损坏 GLUT4负责的糖转运
就会导致严重的胰岛素抵抗[3, 5]．GLUT4基因的表
达从根本上决定了 GLUT4蛋白表达水平及其转运
葡萄糖的能力[6, 7]，在转基因鼠骨骼肌细胞内仅因

过量表达 GLUT4就能够直接全面改善和逆转糖尿
病鼠胰岛素抵抗的多项症状[8～10]．

具有重大意义的是，运动 /肌肉收缩能强烈上
调骨骼肌细胞 GLUT4基因表达[11]，且通过不同于

经典的胰岛素介导的 PI3-K信号途径[12]，即不需要

胰岛素的信号途径．这为仅依赖于胰岛素的玉型糖
尿病和因胰岛素 -PI3-K信号传导障碍所致的域型
糖尿病的治疗和药物设计开辟了一条新途径．事实

上仅一次耐力训练就能引起 GLUT4基因的显著变
化[13～15]，经常体育运动就能够引起机体产生多种与

GLUT4基因密切相关且对消除糖尿病有利的代谢
适应[16]．例如有效地降低对胰岛素的抵抗性 [16, 17]、

提高对胰岛素的敏感性[18, 19]、刺激骨骼肌对葡萄糖

摄取和利用[13, 20]、加强对胰岛素的分泌[18]和提高对
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葡萄糖的耐受力[16, 21, 22]等．普遍认为这些代谢适应

主要是因为运动所致的、以 GLUT4为主的基因长
期表达累积的结果．鉴于“运动诱导性 GLUT4基
因表达”所致的对治疗糖尿病有利的种种益处，研

究调节该基因表达的信号途径就十分重要．

研究 [23]显示，钙 / 钙调素依赖性蛋白激酶
(calcium-calmodulin dependent protein kinase, CaMK)
和腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-activated protein kinase,
AMPK)所介导的信号通路，均能有效地调节运动 /
肌肉收缩引起的骨骼肌细胞 GLUT4的基因表达．
但不清楚这两条信号通路在调节 GLUT4基因过程
中的相互关系．由于这两条信号通路所需的起始刺

激信号不同，普遍认为这两条信号通路在调节

GLUT4基因表达过程中是相互独立的．但近几年
对骨骼肌细胞葡萄糖摄取的研究来看，CaMK能够
通过激活 AMPK来调节肌细胞葡萄糖摄取．本研
究假设骨骼肌细胞通过相似的信号传导机制来调节

运动 /肌肉收缩诱导的 GLUT4基因表达．在离体
条件下，咖啡因(Caffeine)和 5- 氨基咪唑 -4- 甲酰
胺 核 糖 核 苷 酸 (5-aminoimdazole-4-carboxamide-
1-B-D-ribofuranosyl-5-monophate, AICAR)能够分别
模拟运动时肌肉收缩引起肌细胞钙(Ca2+)增加和一
磷酸 /三磷酸腺苷酸(AMP/ATP)比值的变化，而激
活 CaMK和 AMPK所介导的信号通路，基于此，
本研究首次观察 CaMK和 AMPK信号通路在调节
由肌肉收缩模拟信号 Caffeine和 AICAR刺激引起
的骨骼肌细胞 GLUT4基因表达过程中这两条信号
途径之间的内在联系．这为设计和研发出疗效确

切、副作用少、具有类似于运动疗效的糖尿病化学

药物提供依据，具有重要现实意义．

1 材料与方法

1援1 试剂

Hams F-10培养基、抗生素(Antibiotics)、两性
霉素 B (Fungizone)、 0.05% Trypsin/EDTA (1 伊 )、
L- 谷氨酰胺 (100伊)、DMEM with GLUTAMAX-I、
Alpha MEM、 DMSO 购于美国 GIBCO 公司，
SkGM 购于 Clonetics 公司． 反转录酶试剂盒
(Promega AMV Reverse Trancription Kit) 购 于
Promega 公司．抗 AMPK琢1 和 AMPK琢2 蛋白抗
体，抗 AMPK琢 磷酸化抗体购于 Abcam 公司．
Compound C 购于 Merck 公司； ECM、AICAR、
Caffeine、KN93、其他试剂均购于 Sigma公司．

1援2 骨骼肌细胞培养

1援2.1 骨骼肌细胞分离和培养．获取 SD大鼠后肢
骨骼肌组织放入 20 ml体积预冷的 Hams F-10培养
液．在 10 ml Hams F-10培养液中漂洗 3次，每漂
洗完后，换 10 ml新 Hams F-10培养液．显微镜下
尽量去除脂肪、神经、血管和肌腱等结缔组织的非

肌肉组织．将漂洗后肌肉组织放入盘中，加入 5 ml
0.05%胰蛋白酶 /EDTA，应该覆盖肌肉组织，并使
用大解剖刀片将肌肉组织分离成若干细小的肌束，

剪成 1 mm3左右的肌肉碎屑．将切碎的肌肉组织和

培养液一起转移到一个经消毒的培养瓶 (50～
100 ml)，加入 10～20 ml 的 0.05% Trypsin/EDTA
到培养瓶(20～50 mg肌肉组织，使用 10 ml；50 mg
肌肉组织，20 ml )．将上述培养瓶放在摇台上，室
温下，以低速度摇摆 20～30 min．收集上清液．另
加入 10～20 ml的 0.05% Trypsin/EDTA，重复此步
骤．将两次收集到的上清液 (30～50 ml)，加入
FBS，并使得 FBS的终浓度为 10%．使用 100 滋m
的细胞过滤器过滤上清液，去掉结缔组织．室温

下，将过滤后的上清液进行 1 600 g，7 min 的离
心．去掉上清液，使用 5 ml SkGM 悬浮细胞沉
淀．将细胞种在未涂层的 25 cm2 培养瓶中，在

37℃孵育 25 min．将包含有成肌细胞(myoblasts)的
5 ml 培养液转入已经 ECM涂层的 25 cm2培养瓶

中．在 37℃，5% CO2条件下培养细胞．在第 2天
更换培养液，以后一周更换 2次．对于 25 cm2培

养瓶， 加入 2 ml SkGM， 75 cm2培养瓶， 加入

12 ml SkGM．细胞增殖到 60%～70%时传代．
1援2.2 平板克隆形成试验．把 6个样本的细胞按照
同 一 个 样 本 的 细 胞 分 为 Control、 AICAR、
Caffeine、AICAR/Caffeine、AICAR+Compound C、
Caffeine+CompoundC、AICAR/Caffeine+CompoundC、
Caffeine+KN93、AICAR+KN93、AICAR/Caffeine+
KN93组，使用 6孔板培养用于 GLUT4 mRNA 的
检测，而其中 Control、 Caffeine 和 Caffeine +
Compound C组需另使用单孔平板进行培养用于蛋
白质的检测．细胞分化后 AICAR、Caffeine 和
AICAR/Caffeine组分别加入 2 mmol/L AICAR和不
引起肌细胞收缩的 3 mmol/L Caffeine分别孵育 2 h
后中止，12 h后收集细胞．抑制剂 Compound C各
组在分别加入 AICAR、Caffeine、AICAR/Caffeine
之前先使用 20 滋mol/L Compound C孵育 30 min后
再分别孵育这些刺激子 2 h，12 h后收集细胞．抑
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制剂 KN93 各组在分别加入 AICAR、Caffeine 和
AICAR/Caffeine之前先使用 10 滋mol/L KN93预孵
育 30 min，其他步骤与抑制剂 Compound C各组一
样．单孔平板培养的 Control、Caffeine和 Caffeine+
Compound C组分别被处理后需即刻收集细胞．
1援3 样品检测

1援3援1 细胞总 GLUT4 mRNA提取和检测．
使用 Ambion 公司的试剂盒提取细胞总

GLUT4 mRNA．弃培养基后，按照培养细胞的面
积每 10 cm2加入不低于 1 ml的 RNAwiz收集细胞，
记录 RNAwiz的量作为起始体积，并充分混合．室
温下孵育匀浆液 5 min使得细胞核蛋白分离．加入
0.2伊起始体积的氯仿．室温下摇动 20 s 和孵育
10 min．在 4℃下，以 1 000 g离心 15 min，使混
合物分为三相．小心吸取上清相，并转移到无

RNA 酶的 2 ml管中．加入 0.5伊起始体积无 RNA
酶的水．加入 1伊起始体积异丙醇充分混合，室温
下孵育 10 min．再一次在 4℃下，以 1 000 g离心
15 min，获得 RNA沉淀．使用至少 1伊起始体积冷
乙醇清洗 RNA沉淀，离心去上清．待 RNA 沉淀
室温下自然晾干 10 min后，加入无 RNA酶的水，
混合后为待测样品．

定量 PCR检测 GLUT4 mRNA．使用反转录酶
试剂盒(Promega AMV Reverse Trancription Kit )合
成 cDNA． 从 PubMed 的 GenBank 检索 GLUT4
mRNA序列．引物设计：GLUT4 cDNA正义引物，
5忆 GCCAGCCTACGCCACCATA 3忆， 反义引物，
5忆 ACCCATAGCATCCGCAAC 3忆；茁-actin cDNA
引物，设计方法同上，正义引物，5忆 CACGATGGA
GGGGCCGGACTCATC 3忆，反义引物，5忆 TAAA-
GACCTCTATGCCAACACAGT 3忆．PCR 包括三
步：在 94℃变性 30 s、55℃退火 30 s和 72℃延伸
60 s，共循环 32 次．使用序列检测仪完成实时
PCR．通过内参 茁-actin把 GLUT4 mRNA表达水平
标准化．

1援3援2 细胞核蛋白提取．将培养细胞加入用冰预冷

的 500 滋l 缓冲液 A(250 mmol/L蔗糖，10 mmol/L
NaCl，3 mmol/L MgCl2，1 mmol/L DTT，1 mmol/L
PMSF，2 滋l用于组织的蛋白酶抑制剂混合物)，匀
浆后置于冰上 30 s．在 4℃下以 500 g离心 5 min．
弃上清液，保留沉淀，并用预冷的 500 滋l缓冲液 B
(50 mmol/L Tris pH 7.5，1 mmol/L EDTA，1 mmol/L
EGTA，1 mmol/L DTT，50 mmol/L NaF，5 mmol/L
焦磷酸钠(Na pyrophosphate), 50 mmol/L MgCl2, 10%

甘 油 ， 1% Triton X-100， 1 mmol/L PMSF 和
1 滋l/20 mg细胞的蛋白酶抑制剂混合物)溶解沉淀
物，置于冰上 10 min并混合 2～3次．在 4℃下以
3 000 g离心 5 min．上清部分为核蛋白．本实验中
细胞核蛋白提取物纯化鉴别以测定细胞核提取物

茁-tublin．
1援3援3 免疫沉淀．将提取的细胞核蛋白约 500 滋g，
加入免疫沉淀缓冲液 (50 mmol/L Tris、pH 7.5、
1 mmol/L EDTA、 1 mmol/L EGTA、 10%甘油、
1% Triton X-100、 50 mmol/L NaF、 5 mmol焦磷
酸钠、1 mmol/L DTT 和 1 mmol/L PMSF).样品用
50 滋l蛋白 A琼脂糖微球进行预洗涤后，在 4℃条
件下样品用 2 滋l 琢1-AMPK抗体进行孵育过夜．样
品再一次与 50 滋l蛋白 A琼脂糖微球在 4℃旋转条
件下孵育 2 h．与微球结合的免疫复合物通过离心
沉淀，并用 1 ml免疫沉淀缓冲液洗涤 4次，获得
免疫复合物． 使用 琢2-AMPK 抗体免疫沉淀
琢2-AMPK，步骤相同．
1援3援4 蛋白质检测．把细胞总蛋白装到 8%丙烯酰
胺凝胶中，然后在 150 V进行 75 min电泳．采用
湿转移法在 100 V 和 100 min 将胶中蛋白转移到
PVDF膜上．膜使用封闭缓冲液(Tris- 缓冲盐液和
0.25%的 Tween处理后 5%奶粉)封闭 1h．加入一抗
并在 4℃下过夜．加入辣根过氧化物酶标记二抗，
在封闭缓冲液中的浓度为 1/10 000，室温下进行
60min结合．抗体结合用 enhancedchemiluminescence
substrate显影，定量计算 琢1-AMPK 蛋白的相对变
化．使用 琢1-AMPK 磷酸化抗体检测 AMPK琢1蛋
白磷酸化水平．细胞核 AMPK琢1 蛋白以 茁-tublin
为内参把目的蛋白表达水平标准化． 使用

琢2-AMPK 磷酸化抗体，琢2-AMPK 磷酸化的检测
步骤与 琢1-AMPK磷酸化相同．
1援3援5 实验结果的统计学处理．所有数据运用

SPSS 10统计软件进行统计分析，每组样本均为 6
例．采用均数 t检验，P < 0.05为有显著性差异．

2 实验结果

2.1 AICAR、Caffeine 和 AICAR+Caffeine 刺激
下骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA的表达水平

AICAR、Caffeine 和 AICAR+Caffeine 组与对
照组相比，骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA分别是对照
组的(3.02依 0.56)、(4.42 依 1.3)和(3.47 依 0.86)倍，分
别比对照组高 2.02、3.42和 2.47倍．其显著性检
验均是 P < 0.05，n=6．实验结果见图 1．
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Fig. 1 Expression level of GLUT4 mRNA in the groups
of Control, AICAR, Caffeine, AICAR/Caffeine

All quantitative values of GLUT4 mRNA in these groups are reported as

the x依 s, n=6. *P < 0.05, compared with control．

2.2 Compound C对 Caffeine和 AICAR/Caffeine
所引起的骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA表达的影响

Caffeine +Compound C 和 AICAR/Caffeine +
Compound C 组分别与 Caffeine 和 AICAR/Caffeine
组相比，其骨骼肌细胞的 GLUT4 mRNA表达减少
了 2.46和 1.91倍，统计检验均为，P < 0.05，n=6，
见图 2. 说明 Compound C能够有效抑制由 Caffeine
和复合刺激 AICAR/Caffeine 诱导的骨骼肌细胞
GLUT4 mRNA的表达．

2.3 KN93 对 Caffeine、 AICAR 和 AICAR +
Caffeine所引起的骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA表达
的影响

Caffeine + KN93、AICAR + KN94 和 AICAR/
Caffeine +KN93 组分别是对照组的 (1.07 依 0.35)、
(3.07 依 0.77)、 (3.24 依 0.95)倍，分别比对照组高
0.07、2.07和 2.3倍．其显著性检验分别为 P > 0.05,
P < 0.05和 P < 0.05, n=6，见图 3．

2.4 CaMK 激活子 Caffeine 和 AMPK 抑制剂
Compound C对 琢鄄AMPK蛋白的影响
与对照组相比，Caffeine所引起的骨骼肌细胞

琢1-AMPK蛋白磷酸化水平是对照组的(1.26 依 0.52)
倍，P < 0.05，而 AMPK-琢2的磷酸化水平是对照
组的(1.12 依 0.21)倍，P > 0.05，说明 Caffeine 能够
激活 琢1-AMPK，但不能影响 琢2-AMPK 的磷酸化
水平．使用 AMPK抑制剂 Compound C 孵育骨骼
肌细胞后，其 Caffeine+Compound C组的 琢1-AMPK
蛋白磷酸化水平比 Caffeine 组减少了 51%倍，P <
0.05, n=6，见图 4．
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Fig. 2 Expression level of GLUT4 mRNA in groups
of Control, AICAR, AICAR+Compound C, Caffeine,

Caffeine+Compound C, AICAR/Caffeine and
AICAR/Caffeine+Compound C

All quantitative values of GLUT4 mRNA in these groups are reported as

the x 依 s, n =6．*, **, ***P < 0.05, compared with AICAR, Caffeine,

and AICAR/Caffeine respectively. 1: Control; 2: AICAR; 3: AICAR+
Compound C; 4: Caffeine; 5: Caffeine +Compound C; 6: AICAR/

Caffeine; 7: AICAR/Caffeine+ Compound C.
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All quantitative values of GLUT4 mRNA in these groups are reported as
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Fig. 4 The level of 琢1鄄AMPK and 琢2鄄AMPK protein phosphorylation under different groups
(a) Protein blotting results after immunoprecipitation. All quantitative values in (b) were reported as the x依 s, n=6．*,**P < 0.05, compared with control

and Caffeine respectively. CON: Control; CA: Caffeine; CC: Compound C．

3 讨 论

3援1 AICAR、 Caffeine 单一刺激和 AICAR +
Caffeine复合刺激对骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA的
影响

肌肉收缩能增加骨骼肌细胞内 AMP浓度而引
起细胞内 AMP/ATP比值的变化，该变化作为信号
刺激能够激活蛋白激酶 AMPK．AICAR在骨骼肌
细胞内能被代谢为 AMP 的类似物，因此 AICAR
既是 AMPK特异的激活子，也是运动刺激的模拟
信号，所以在离体条件下 AICAR能够模拟由肌肉
收缩时所引起 AMP/ATP 比值的变化．AICAR 孵
育骨骼肌细胞就会增大骨骼肌细胞内 AMP/ATP比
值而激活蛋白激酶 AMPK．研究表明，AMPK 在
调节肌肉收缩引起的 GLUT4基因表达过程中起着
重要作用[24]．在静息状态下 琢2-AMPK主要定位在
细胞浆，受到 AICAR所引起 AMP/ATP 比值升高
的信号刺激后，琢2-AMPK的 Thr172位点被磷酸化
而值得整个激酶被激活，然后转位到细胞核内，激

活核内的关键性调节蛋白来调节 GLUT4基因的表
达 [25]．本实验中观察到 AICAR 组骨骼肌细胞的
GLUT4 mRNA比对照组高 2倍，表明运动刺激的
模拟信号 AICAR 能够上调骨骼肌细胞 GLUT4 基
因的表达，这一结果支持 AMPK所介导的信号通
路是调节 GLUT4基因表达的重要途径．
研究证明，CaMK介导的信号通路也是调节收

缩骨骼肌细胞 GLUT4基因表达的重要信号途径[23].
骨骼肌细胞内 Ca2+浓度升高能够激活 CaMK蛋白
激酶．Caffeine 孵育骨骼肌细胞就能够提高细胞

Ca2+的浓度，所以 Caffeine能够模拟运动时肌肉收
缩所引起的细胞 Ca2+ 变化的效果，而激活

CaMK．在 CaMK 家族中，域型 CaMK(CaMK域)
是由 4个类似的但是由不同基因(琢、茁、酌和 啄)编
码的蛋白激酶，能够高度感受骨骼肌细胞内钙浓度

变化．Rose 等[26]的肌肉活检研究显示，骨骼肌细

胞 CaMK域在安静时不具活性，而在细胞钙增加时
变得活跃，运动 5 min 和 40 min 时 CaMK域-啄/酌
(Thr287)的活性分别是运动前的(67依12)%和(52依
14)%，表明运动能激活人骨骼肌细胞 CaMK域．
David等在肌肉收缩引起的葡萄糖摄取实验中也发
现肌肉收缩刺激能够磷酸化骨骼肌细胞 CaMK域的
Thr287 位点 [27]．此外 Antipenko 和 Fluck 等 [28, 29]的

研究也证实鼠肌肉收缩刺激能上调细胞 Ca2+并能

够激活骨骼肌 CaMK域．所以肌肉收缩更可能使
Ca2+升高激活 CaMK域．本实验中观察到运动刺激
的模拟信号 Caffeine能够刺激正常葡萄糖浓度组骨
骼肌细胞 GLUT4 mRNA比对照组高 3.4倍．表明
细胞 Ca2+ 调节子 Caffeine 能够上调骨骼肌细胞
GLUT4基因的表达，支持 CaMK介导的信号通路
在调节收缩骨骼肌细胞 GLUT4基因表达中起着重
要作用．

AICAR 和 Caffeine 是完全不同的肌肉收缩刺
激信号，并独立激活完全不同蛋白激酶，所以多数

学者认为，由骨骼肌细胞内 AMP/ATP比值增大而
激活的蛋白激酶 AMPK与由肌肉收缩引起的细胞
内 Ca2+变化而激活的蛋白激酶 CaMK 是完全独立
的两条信号途径．但是在本实验中，我们使用

AICAR和 Caffeine 同时孵育骨骼肌细胞时，并没

(a)

(b)
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有观察到骨骼肌细胞内 GLUT4 mRNA的表达出现
叠加效应，即 AICAR+Caffeine复合刺激时骨骼肌
细胞内的 GLUT4 mRNA 表达水平与使用单一的
AICAR或 Caffeine 刺激时的水平无显著性差异．
所以我们推测蛋白激酶 AMPK和 CaMK介导的信
号通路在调节骨骼肌细胞内 GLUT4 mRNA表达过
程中可能相互联系．

3援2 AMPK抑制剂 Compound C对 Caffeine引起
的肌细胞GLUT4 mRNA和 琢鄄AMPK蛋白的影响

Compound C 是 AMPK 的竞争性抑制剂．在
AMPK催化位点上它与 ATP竞争，但并不抑制与
AMPK相关的蛋白激酶，例如 PKC，PKA等．此
外也不干扰 AMPK上游激酶的活性[30]. Compound C
能够在不同条件下阻断不同类型细胞 AMPK的生
物效应[30]．为了弄清 AMPK信号通路在调节骨骼
肌细胞内 GLUT4 mRNA 表达过程中的作用和
CaMK信号通路的关系，我们使用 AMPK 抑制剂
Compound C分别与以上三组(Caffeine和 AICAR+
Caffeine组)共孵育，检查 Compound C对 Caffeine
和 AICAR+Caffeine 所引起的骨骼肌细胞 GLUT4
mRNA表达的影响．
尽管先前的许多研究显示，在 Caffeine诱发的

骨骼肌细胞葡萄糖摄取中观察不到 Caffeine 引起
琢2 (Thr172)-AMPK 磷酸化变化，但最近 Jensen
等[31]的研究发现，Caffeine不仅能够增加小鼠和大
鼠比目鱼肌的 琢1-AMPK 活性，而且能够使
琢1-AMPK磷酸化，而这并不改变 琢2-AMPK 磷酸
化，也不改变 琢2-AMPK活性．使用 CaMK直接下
游蛋白激酶 CaMKK 的选择性抑制剂 STO-609 以
及 CaMK 的特异性抑制剂 KN93和 Ca2+抑制剂丹

曲洛林(dantrolene)都能够完全阻断由 Caffeine诱导
的 琢1-AMPK 磷酸化和 琢1-AMPK 活性 [31]． Jensen
等[32]的另一项肌肉收缩实验研究还证实，CaMK的
抑制剂 KN93能够在肌肉作 2 min低强度强直收缩
后，有效地抑制鼠慢肌、比目鱼肌(soleus muscle)
和鼠快肌伸趾长肌(extensor digitorum longus, EDL)
AMPK磷酸化和活性，同时观测到肌肉收缩 2 min
后，KN93能够强烈抑制肌肉收缩引起的葡萄糖摄
取．与 KN-93相似，STO-609孵育收缩肌肉能够
强烈减少肌肉收缩引起 AMPK 磷酸化水平和
AMPK的活性．用 STO-609预处理骨骼肌细胞就
能够有效抑制由肌肉收缩引起的葡萄糖摄取．另

外，在鼠比目鱼肌细胞中过量表达无功能的激酶

AMPK (A kinase-dead AMPK)就能够显著减少由

Caffeine引起的葡萄糖摄取[32]，而在小鼠肌肉细胞

中过量表达无功能激酶 AMPK，则 KN-93 和
STO-609不能够对减少葡萄糖摄取产生影响，这提
示 KN-93和 STO-609抑制由肌肉收缩引起的葡萄
糖摄取需要抑制 AMPK的活性[32]．这些结果说明，

在调节骨骼肌细胞葡萄糖转运和葡萄糖摄取过程

中，CaMK的激活子 Caffeine和低强度强直收缩都
能够通过细胞 Ca2+机制交叉激活 AMPK，即引起
AMPK磷酸化和增加 AMPK活性，而使用 CaMK
信号通路的抑制剂就能够抑制由 Caffeine和低强度
强直收缩所诱导的 AMPK 磷酸化和活性．此外，
J覬rgensen等[33]对敲除 琢-AMPK 的研究也证明这一
点：AICAR能增加野生型骨骼肌细胞葡萄糖摄取，
敲除 琢2-AMPK，就能够废除由 AICAR 刺激引起
的葡萄糖摄取，但不能废除由肌肉收缩引起的葡萄

糖摄取．而在肌肉收缩刺激中，肌肉收缩能增加野

生型骨骼肌细胞 琢1-AMPK 和 琢2-AMPK 的活性，
无论是敲除 琢1-AMPK还是敲除 琢2-AMPK，其肌
肉收缩刺激所引起的整个 AMPK活性与野生型肌
细胞的 AMPK活性相当[33]．这提示 AMPK的两个
催化亚基 琢1和 琢2在肌肉收缩刺激中能够相互替
代以保持整个 AMPK 具有高活性，在 琢2-AMPK
敲除的骨骼肌细胞中肌肉收缩刺激信号可能通过

琢1-AMPK调节骨骼肌细胞葡萄糖摄取．
从本实验对 GLUT4 mRNA表达调节的研究结

果来看，AICAR是 AMPK特异的激活子，所以本
实验能够观测到由 AICAR 引起的骨骼肌细胞
GLUT4 mRNA 的增长完全被 Compound C 抑制．
值得关注的是，AMPK抑制剂 Compound C还能够
明显地抑制由 Caffeine 引起的骨骼肌细胞 GLUT4
mRNA增长．不仅如此，Compound C也能够明显
地抑制由 AICAR/Caffeine 复合刺激所引起的
GLUT4 mRNA的表达．与激活和抑制 GLUT4 基
因表达结果一致的是骨骼肌细胞中 琢1-AMPK蛋白
磷酸化水平的变化：在 Caffeine诱导的骨骼肌细胞
GLUT4 mRNA表达中，观察到 Caffeine 能够引起
骨骼肌细胞 琢1-AMPK 蛋白磷酸化水平增加 1.26
倍，但 Caffeine 不影响 琢2-AMPK 的磷酸化水平，
而使用 AMPK 抑制剂 Compound C 就能够抑制由
Caffeine引起的 琢1-AMPK蛋白磷酸化水平的增加
(图 4)．这些在调节 GLUT4基因表达中的结果与
琢1-AMPK 蛋白在葡萄糖摄取中的研究结果一致，
因此本实验结果从另一方面支持前人的研究结

果[31, 32]．同时，该结果提示，在细胞 Ca2+信号上调
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节 GLUT4 mRNA 过程中 AMPK 的抑制剂能够交
叉抑制 CaMK的信号传递，即 CaMK信号能够通
过 AMPK 信号通路传递．实验结果说明，CaMK
和 AMPK这两条信号通路在调节收缩信号诱导的
骨骼肌细胞 GLUT4基因表达过程中并不是完全相
互独立的，而是彼此密切联系共同作用调节骨骼肌

细胞 GLUT4 mRNA的表达．
3援3 CaMK 抑制剂 KN93 对 AICAR 引起的骨骼
肌细胞 GLUT4 mRNA的影响
考察 CaMK域特异的抑制剂 KN93是否能够抑

制由 AICAR 所引起的骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA
表达，以便进一步明确 AMPK和 CaMK两条信号
通路之间的关系．本实验观察到，使用 KN93能够
抑制由 Caffeine 引起的骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA
增长，但是 KN93却不能够交叉抑制由 AMPK 的
激活子 AICAR 所诱导的骨骼肌细胞 GLUT4
mRNA 的 2 倍增长， KN93 也不能够阻止由
AICAR/Caffeine复合刺激所引起的 GLUT4 mRNA
的表达．此基因表达研究的结果能够得到 Jensen
等[33]最近在骨骼肌细胞葡萄糖摄取研究结果的支

持，即使用 KN-93和 STO-609两种抑制剂均不能
够阻断由 AICAR引起的 AMPK磷酸化和骨骼肌细
胞葡萄糖摄取．根据本实验结果，AMPK 的抑制
剂 Compound C能够单向抑制由 Caffeine引起的骨
骼肌细胞 GLUT4 mRNA 增长，而 CaMK 抑制剂
KN93不能够交叉抑制由 AICAR所诱导的骨骼肌
细胞 GLUT4 mRNA 的增长． 这进一步提示，
AMPK是位于 CaMK途径的下游，即 CaMK介导
的信号通路位于 AMPK的上游，肌肉收缩产生的
刺激信号可能级联激活 CaMK，再瀑布激活 AMPK
来调节骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA的表达，此推论
能够得到以下几项相关研究结果的支持．

Woods等[34]的研究证实，AMPK能够被 CaMKK
(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase)激
活．在哺乳动物细胞过量表达 CaMKK-茁就能够激
活 AMPK，而使用 CaMKK 抑制剂能够几乎废除
AMPK 的活性；从鼠大脑细胞中提取出的
CaMKK-茁或将 CaMKK-茁表达在大肠杆菌均能够
磷酸化 AMPK 而激活 AMPK [34]；Snf1 是酵母中
AMPK蛋白激酶，在 Snf1上游三种蛋白激酶失活
的酵母中，表达 CaMKK-茁就能够激活 Snf1[34]．丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 1(LKB1)是 AMPK的上游蛋
白激酶，Hurley等[35]使用缺乏 LKB1的细胞进行研
究，在三个细胞系上 (HeLa, A549, and murine

embryo fibroblasts)还证实蛋白激酶 CaMK能够激活
缺乏 LKB1细胞中的 AMPK．Hawley等[36]的研究

显 示 ， CaMKK-茁 和 CaMKK-琢 均 能 够 激 活
AMPK，但 CaMKK-茁能够更快地激活 AMPK．另
外 K离子去极化能够增加细胞内 Ca2+水平，但不

引起腺苷酸水平的改变，这种细胞 Ca2+升高能够

激活 AMPK[36]．表明 AMPK在 Ca2+调节的信号通

路中起着重要作用．值得关注的是可能有多个化学

分子都能够通过 Ca2+调节的信号通路 CaMK来激
活 AMPK．琢-硫辛酸(alpha-Lipoic acid，ALA)是一
种抗糖尿病物质，普遍存在于食物中．Shen等 [37]

观察到在 C2C12细胞中 ALA能够通过加强 CaMK
的激酶 CaMKK来激活 AMPK.使用选择性抑制剂
STO-609，能够废除由 ALA刺激引起的 AMPK激
活．使用 RNA 干扰能够沉默 CaMKK，继而由
ALA引起的 AMPK激活就能够被废除．ALA还能
够加强 AMPK与 CaMKK的联系，这更进一步说
明了 CaMKK 在激活 AMPK 中的作用． 另外
Stahmann 等 [38]发现，在内皮细胞中凝血酶

(thrombin)能够通过 Ca2+机制激活 AMPK，使用对
CaMK 的激酶特异的抑制剂 STO-609 抑制 CaMK
的激酶，或使用 RNA 干扰技术下调 CaMKK-茁，
均能够明显减少 AMPK的活性，表明 CaMK的上
游蛋白激酶和 Ca2+是 AMPK上游激活子．

4 结 论

基于本文和其他相关研究结果可以推断，在调

节收缩诱导性骨骼肌细胞 GLUT4基因表达过程中
CaMK和 AMPK这两条信号通路并不是完全独立
的，而是彼此联系，CaMPK和 AMPK两条信号通
路可能共同作用调节收缩诱导性骨骼肌细胞

GLUT4基因表达．另外，AMPK位于 CaMK途径
的下游，肌肉收缩产生的刺激信号可能级联激活

CaMK，然后瀑布激活 AMPK途径来调节收缩诱导
性骨骼肌细胞 GLUT4 mRNA的表达．
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Coordinate Regulation of Contraction Signal鄄Induced
GLUT4 Transcription by CaMK and AMPK Signaling

Pathways in Cultured Skeletal Muscle Cells*

LI Liang-Gang1, 2), CHEN Huai-Qing1)**

(1)Institute of Biomedical Engineering, W est China Center of Medical Sciences, Sichuan University, Chengdu 610064, China;
2)Department of Sports Medicine, Chengdu Sport University, Chengdu 610064, China)

Abstract Glucose transporter 4 (GLUT4), a major contributor to glucose transport in skeletal muscle, is closely
related to diabetic treatment. Exercise regulates apparently GLUT4 gene expression which produces many
beneficial metabolic adaptations for diabetic patients. Study has shown that both AMPK (AMP-activated protein
kinase) and CaMK (calcium-calmodulin dependent protein kinase) signaling pathways are involved in regulation of
exercise-induced GLUT4 gene expression in skeletal muscles, but the relationship between these two signaling
pathways in regulating the GLUT4 gene is unclear. The purpose of the following study was to investigate the
relationship of these two pathways in Caffeine- and AICAR-stimulated skeletal muscle cells GLUT4 gene
expression. Muscle contractile activity results in increases in both cytosolic Ca2+ and AMPK activity. To mimic this
response, primary cultured rat skeletal muscle cells were treated with Caffeine to raise cytosolic Ca2+ and with
AICAR to activate AMPK. The muscle cells were divided into different groups (Control, AICAR, Caffeine,
AICAR/Caffeine, Caffeine +Compound C, AICAR/Caffeine +Compound C, AICAR +KN93, AICAR/Caffeine +
KN93), which were used for experiments of stimulation by AICAR and Caffeine, inhibition by AMPK inhibitor,
Compound C and CaMK inhibitor, KN93 respectively. The results showed that both AICAR and Caffeine induced
about 2- and 3-fold increases respectively (P < 0.05, AICAR vs. Control; P < 0.05, Caffeine vs. Control) in GLUT4
mRNA in muscle cells, but the effect of GLUT4 mRNA induced by the combined stimulation of raising cytosolic
Ca2+ and activating AMPK was not additive. Moreover, the Compound C, an AMPK inhibitor, decreased the
Caffeine-induced increases in GLUT4 mRNA (P < 0.05, Caffeine+Compound C vs. Caffeine), and also attenuated
an increase in GLUT4 mRNA induced by the combined stimulation of AICAR and Caffeine (P < 0.05,
AICAR/Caffeine+Compound C vs. AICAR/Caffeine). Similarly, the Caffeine induced an increase in 琢1-AMPK
phosphorylation (P < 0.05, Caffeine vs. Control) and furthermore the Compound C reduced apparently such an
increase (P < 0.05, Caffeine+Compound C vs. Caffeine); however, KN93, a CaMK inhibitor, was completely able
to inhibit the Caffeine-induced increase in GLUT4 mRNA, but failed to inhibit the AICAR-induced 2-fold
increases in GLUT4 mRNA (P < 0.05, AICAR+KN93 vs. Control) and also failed to block an increase in GLUT4
mRNA induced by the combined stimulation of AICAR and Caffeine (P < 0.05, AICAR +Caffeine +KN93 vs.
Control). These results demonstrate that the CaMK and AMPK signaling pathways are not complete independent,
but are cooperative in the regulation of Caffeine-induced GLUT4 gene expression in cultured skeletal muscle cells.
Collectively, based on our results and the other results this paper suggests that the GLUT4 gene expression in
contracting skeletal muscle cells may be regulated through a CaMK-AMPK signaling pathway.
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