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自从 1987年 Davis等人用差减克隆 ( substraction

cloning) 法证明了肌肉发生决定基因 MyoD 的存在以

来, 随着研究的深入, 人们发现包括MyoD, Myf- 5,

myogenin, MRF4在内的整个MyoD家族成员在肌肉发

生与分化过程中起着重要的作用, 而且其作用的分子

机制也日臻清晰。

MyoD 基因家族主要在骨骼肌肌肉细胞中表达,

而且作为主控基因而存在, 它们有着相似的结构特

征, 即都有一个高度同源的特异性的碱性螺旋- 环-

螺旋( basic helix- loop- helex, bHLH)结构域。结构上

的相似性暗示出其功能上的相关性, 实验证明, MyoD

基因家族的四个成员在功能上有重叠 ( overlapped) 但

绝非冗余。MyoD 基因与 Myf - 5 基因参与骨骼肌肌

肉细胞的决定过程, 但两者在时间上有不同的生肌作

用插入位点 ( entry point) : 一个由 Myf - 5基因引发,

是建立早期的生肌节所必须的, 另一个以 MyoD 基因

为标志, 形成后期的生肌节细胞, 在生肌节发育后期,

两基因又同时表达。Myogenin基因与 MRF4 基因参与

了骨骼肌肌肉细胞的终末分化过程。骨骼肌肌肉发生

( myogenesis) 是一个复杂的连续的过程, MyoD 基因家

族以及其它的转录调节因子通过网络式的调节方式

在分子水平上来决定骨骼肌肌肉细胞的发育命运。

1 MyoD基因家族的作用方式

MyoD 基因家族成员以肌肉特异性基因转录激活

物的形式发挥作用 [ 1 ], 它们具有 bHLH结构域, 与肌

肉特异性基因调控区常见的顺式作用元件 E- box结

合。当然, 需要提及的是, 除了 bHLH结构域外, 转录

机制的激活还需要位于 NH2- 和 COOH- 末端的非保

守性的反式激活结构域的参与
[ 2 ]
。

MyoD 基因编 码核 DNA 结合 蛋白 ( nuclear

DNA- bingding protein) , 能够与肌肉特异性基因结合并

将其激活 [3 ], 例如, MyoD蛋白可以与鸡肌肉乙酰胆碱受

体的一个亚基基因相结合从而启动这个基因 [ 4 ]; MyoD

基因也可以自身激活, 也就是其编码的MyoD蛋白可

以结合至自身的上游 DNA上而使其处于活化状态。

MyoD基因对其它基因的作用可以是直接的, 也可以

是间接的。

MEF2( myocyte enhancer- bingding factor2) 家族的

4个成员MEF2A- D的表达有助于肌肉特异性基因

的激活
[ 5 ]

, 它们与MyoD 基因家族成员具有正协同作

用。目前在小鼠中已经证实, myogenin中含有MEF2转

录因子的结合位点, MyoD家族的其它成员中尚未见

相关报道。Kaushal [ 6 ], Molkentin [ 7 ]曾报道, MEF2A- D

与 MyoD 基因家族的共表达增加了非肌肉细胞转变

为肌肉细胞的效率, 而且有报道说MEF2蛋白也可以

单独诱导非肌肉细胞形成肌肉
[ 8 ]

, 但是至今没有人对

此观点给出充分的证据。目前有两种机制来解释

MEF2转录因子的作用模式: MEF2通过其转录激活结

构域直接与肌肉特异性基因启动子或增强子结合 ;

MEF2可能作为生肌作用的一种强制性辅助因子

( cofactor)与MyoD/ E12杂和二聚体发生相互作用 [ 7 , 9]。
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图 1 MyoD家族成员之间的相互作用

有旁证证明, MEF2蛋白是很好的诱导生肌作用的候

选辅助因子 , 所以有些基因虽然没有 MDFs结合位

点, 但是仍然可以通过MEF2的协助而成为肌肉特异

性基因, 因为 MEF2- MDF- E蛋白复合体可以通过

bHLH结构域与 E- box结合,也可以通过MEF2 MADs

box结构域与肌肉特异性基因的启动子结合, 所以两

者均可以激活肌肉特异性基因的转录 [ 6 ]。MEF2的作

用也受到多种因子的影响, 例如 ZoÄA等 [ 10 ]曾经报道

Smad蛋白作为MEF2的共调节因子而起作用 , 参与

TGF- B的信号传导过程。

2 MyoD家族成员之间的相互作用

在实验小鼠的胚胎发育过程中, MyoD 家族的 4

个成员在时空表达的模式上具有有序性, 4个基因产

物首先积累在头部的体节, 然后沿前后轴按体节自然

发育的速度依次出现在所有的体节 [ 11]。

敲除 MyoD 基因后 MRF4 与 myogenin 基因正常

表达, 但是 Myf- 5基因的转录水平在不同的 MyoD

突变体中却有不同程度的增加, 1994年 Braum等证

明在 Myf - 5 缺失的小鼠中, 是 MyoD 起始肌肉的分

化 [ 12 ] , 2003年 Kablar 等证明 Myf - 5 和 MyoD 的活化

分别独立地决定着胚胎发育过程中肌肉细胞的分化
[13 ]

, 在 MyoD, Myf - 5 基因双突变体小鼠中肌肉完全

缺失, 而单独敲除其中的一个基因却没有出现明显的

肌肉缺陷型, 上述这些实验都能证明, MyoD 和 Myf -

5 基因在功能上有很大的重叠性, 但已经有实验证明

这种重叠是不完全的, 例如, 在缺少 Myf- 5 的情况

下所导致的肋骨缺陷、呼吸困难致死等是不能被 My-

oD所补救的, 同时也能证明, myogenin基因和 MRF4

基因至少有一个是 MyoD, Myf - 5的下游靶基因 (如

图 1)。1996年Wang等将 myogenin基因敲入 Myf - 5

基因座位后, 小鼠转录表达 myogenin基因, 这些转基

因小鼠没有Myf - 5 突变体的肋骨缺损现象, 也无生

肌节发育迟缓现象 [ 14] , 说明 myogenin 基因是在

Myf - 5 基因的下游。另外, 除了 1993年Hollenberg,

1994年 Buchberger, 1995年 Rawls证明 myogenin可能

为 MyoD, Myf - 5的下游靶基因外, 尚无其它报道可

考 [ 9 , 15, 16 ]。

myogenin基因同源突变体中 MRF4 的表达显著

减少,而 MyoD 的表达水平正常,说明 MyoD 的表达不

依赖 myogenin,而 MRF4的激活是受 myogenin的影响

的 [ 17 ]。在 MRF4 和 myogenin双突变体中已经证实,在

生肌节早期阶段 MRF4 的表达图示与 myogenin有所

重叠, 但在以后的发育中 MRF4 的表达发生了下调,

MRF4的表达可以瞬时替代 myogenin的缺乏, 但是这

种替代并不完全。在 MRF4 突变体小鼠中, myogenin

的表达水平有所增加 [ 11]。综合以上的情况, 笔者认

为, MRF4 的激活受到 myogenin的影响, 一旦MRF4

开始表达, 便又会抑制 myogenin的活性, 两者之间存

在着双向的调节关系。

3 MyoD家族成员与其它因子的相互作用

实验证明, Id [ 18], twist [ 19], I- mf [ 20], FGF- 2, TGF- B,

PKA, PKC, Rb(成视网膜细胞瘤)蛋白, Cyclin/ CDK复

合物等 [ 21~ 23] 对MyoD家族成员具有负调节作用 (如

图 2)。

目前, 实验证明有两种机制来解释 twist对肌肉

发生的抑制作用: 一是 twist与 E- 蛋白竞争, 与生肌

决定因子形成二聚体, 从而抑制了生肌决定因子与

DNA的高活性结合; 二是 twist直接干扰 E2F/ 生肌决

定因子复合体的形成, 从而抑制生肌决定因子的转录

激活作用
[ 19]
。果蝇中 twist基因的作用与脊椎动物不

同, 其体节肌肉的发生需要高水平的 twist表达
[ 24]
。

I- mf可以在生骨节中高度表达, 组织生肌作用

的发生, 其作用方式为: 通过修饰MyoD核定位信号

使之保留在细胞质中; 干扰生肌 bHLH的转录因子的

DNA的结合活性。

Id蛋白可以与生肌决定因子形成异源二聚体, 阻

止它们与 DNA 结合。

目前, 虽然钙依赖的钙调磷酸酶( calcium- depen-

dent phosphatase calcineurin) 的下游效应分子并不十分

清楚, 但已经有实验证明其在肌肉发生早期起着重要

的作用: 在转录水平上, 钙及其钙调磷酸酶能调节
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图 2 MyoD 基因家族成员与其它因子的相互作用

myogenin的表达, 而且能激活 Erg- 1, 通过 Erg- 1对

Id的抑制来解除 Id对 MyoD 的抑制, 间接激活 MyoD

的表达 [ 25]。

Dermo- 1是一个多功能的 bHLH转录因子,它对

基因转录和细胞凋亡具有负调节作用
[ 26]
。Dermo- 1

能抑制 MyoD 和MEF2的活性但是机制并不相同 ,

Dermo- 1的 C- 末端和 HLH结构域对于抑制MyoD

的反式激活活性是必须的, 而 Dermo- 1对MEF2的

抑制作用要通过 C- 末端和 N- 末端来进行, 它能对

MEF2直接作用但抑制其反式激活区域却是有选择

性的。丝氨酸脱乙酰化作用能抑制 Dermo- 1介导的

转录抑制作用。

Pax3是 Paired- box转录因子, 由 479个氨基酸

组成,包括两个保守的 DNA结合单元, 它以直接的方

式激活 MyoD 基因
[ 27]。在鸡胚实验中, Msx1在鸡胚前

肢和体节当中的异位表达阻止了 MyoD 的表达及肌

肉细胞的分化, Pax3的表达则激活 MyoD 基因, 而

Msx1和 Pax3的共表达对 MyoD 的表达无太大影响 ,

由此可以得知, Msx1通过与 Pax3的相互作用而抑制

了 Pax3的活性。2003年 Buchberger等证明,在某些特

殊的情况下, Pax3与其直向同源物 Pax7同等重要[ 28]。

由骨髓和底板产生的 SHH ( Sonic hedgehog)在控

制体节和神经管模式及分化中起着诱导和营养信号

的作用
[ 29]
。现在已有实验证明, SHH在肌肉发生决定基

因 MyoD 和Myf- 5 的早期活化中起着重要的作用。

myostatin(肌肉生长抑制素)基因是MyoD蛋白的

一个靶基因, 也是肌肉发生过程中的一个潜在的抑

制位点 [ 30, 31]。上游序列分析表明, myostatin启动子在

进化过程中是保守的, 1. 6 kb的牛 myostatin基因上

游序列包含 10个 E- box模体符 (分成三簇排列) 和

一个MEF2位点。E- box在受体基因调节中起重要作

用,而且它与MyoD相结合, 由MyoD上调 myostatin启

动子的活性。Langley B 等 [ 32]实验发现 , MyoD 与

myostatin有极大的相关性: 当 MyoD 表达水平最高

时, myostatin启动子的活性较高, 在 MyoD 不表达的

细胞中, myostatin启动子的活性大大降低。
Akt2是 Akt/ PkB家族的成员之一, 在骨骼肌细胞

的分化过程中 , Akt2的表达量增加, anti- Akt2与

Akt2的相互作用可以明显抑制肌肉的形成, 由此而

证明 Akt2在肌肉分化过程中起到一定的作用
[ 33]
。

MyoD在转录水平上调节 Akt2的活性, 但 Akt2可以

反式激活MyoD- MEF2的活性。Akt2的启动子包括 9

个 E- boxes, MyoD可以与其中的 8个位点结合。MyoD

的表达能明显提高 Akt2激活 MyoD- MEF2转录活性

后诱导 myogenin的表达。因此我们可以推测在肌肉

分化过程中, Akt2与MyoD- MEF2中可能存在 1个正

反馈的调节环, 这对MyoD诱导的肌肉生成具有重要

的作用。

myogenin基因的表达在转录水平上受到 MAPK

(丝裂原激活的蛋白激酶) 信号通路、Ca2+- CaM依赖
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的蛋白激酶信号通路、钙调磷酸酶信号通路的调节,

myogenin启动子附近的 3个顺式作用元件 ( E- box,

MEF2, MEF3) 与此 3条途径相关, 此 3条途径的作用

是平行但并非冗余的, 任何一种信号的抑制都会降低

或消除 myogenin的表达及随后分化事件的发生
[ 34]
。

很多骨骼肌特异性基因的活化都要依赖于

TEF- 1( transcription enhancer factor- 1) 和MEF2这两

种转录因子。在果蝇中已经发现 TEF- 1与辅因子

Vestigial直接作用驱动翅膀的分化, 间接作用驱动翅

膀肌肉的分化。在哺乳动物中, 2002年Maeda T等分

离了 3个类似 Vestigial 的基因 Vgl- 1 ( Vestigial- like

genes) , Vgl- 2 和 Vgl- 3, 虽然这三个基因的 TEF- 1

结合结构域具有同源性, 但是 Vgl- 1 和 Vgl - 3在胎

盘中表达, 只有 Vgl- 2 在胚胎发育过程中表达在分

化的体节中, 而在成体中表达在骨骼肌肌肉细胞中,

而且有证据表明, 在肌肉细胞分化的过程中, Vgl- 2

mRNA的表达水平以及 Vgl- 2蛋白从细胞质到细胞

核的转移都有所增加, 另外, 哺乳动物的体内和体外

实验都证明 Vgl- 2能够与 MEF2结合。这些充分证明

Vgl- 2是哺乳动物肌肉分化过程中的一个重要的新

元素 [ 35]。

4 小结

MyoD 基因家族以及其它转录因子之间的复杂的

网络式的调控作用决定了骨骼肌肌肉的发生与分化,

目前这一领域已经成为发育生物学中研究细胞分化

的极好的例子, 同时也为医学、动物育种学等学科领

域的发展提供了理论基础。虽然肌肉发生分化过程中

的很多机制正在分子水平上逐渐揭开, 但是由于此过

程的复杂性和科学研究方法上的局限性, 使得整个研

究仍然有众多的疑问需要解决, 目前, MyoD基因家族

各个成员之间的关系已经相对比较清晰, 但是本家族

成员与其它转录调节因子之间的关系还有很多的空

白, 这就使得我们离将骨骼肌在整个生命过程中发

生、发育、分化的过程清晰地进行描述并且应用到实

际生活中这一目标还有很长的一段距离。
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