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低温直接作用于骨骼肌细胞并增加IL-6的表达
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摘  要：在环境温度降低时，骨骼肌可通过寒颤和非寒颤产热维持体温。除了神经体液调节，有研究表明脂肪细胞可直接对

低温产生反应而增加产热，提示机体对寒冷刺激存在自身调节。但骨骼肌是否存在不依赖于神经体液调节机制而直接对低

温起反应的自身调节还未知。瞬时受体电位通道TRPM8和TRPA1是机体感受寒冷的关键蛋白。本研究通过RT-PCR发现，小

鼠骨骼肌组织及离体培养的C2C12肌管细胞可表达TRPM8。将C2C12肌管细胞置于33 °C低温环境培养6 h后，转录组学表明

低温可改变骨骼肌细胞众多基因表达。通过KEGG-Pathway富集分析发现，低温刺激可改变IL-17、TNFα、MAPK、FoxO、

Hedgehog、Hippo、Toll-like receptor、Notch、Wnt等重要信号通路。蛋白网络互作分析显示IL-6基因是骨骼肌细胞受低温直

接影响的关键基因。进一步研究发现，33 °C低温环境培养可增加C2C12肌管IL-6 mRNA及蛋白质表达。本研究结果表明，

骨骼肌细胞对低温刺激存在自身调节，低温可直接上调骨骼肌细胞IL-6的表达。
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Low temperature exposure increases IL-6 expression in skeletal muscle cells
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Abstract: The shivering and nonshivering thermogenesis in skeletal muscles is important for maintaining body temperature in a cold 
environment. In addition to nervous-humoral regulation, adipose tissue was demonstrated to directly respond to cold in a cell-autonomous 
manner to produce heat. However, whether skeletal muscle can directly respond to low temperature in an autoregulatory manner is 
unknown. Transient receptor potential (TRP) channels TRPM8 and TRPA1 are two important cold sensors. In the current study, we 
found TRPM8 was expressed in mouse skeletal muscle tissue and C2C12 myotubes by RT-PCR. After exposure to 33 °C for 6 h, the 
gene expression pattern of C2C12 myotubes was significantly changed which was evidenced by RNA-sequencing. KEGG-Pathway 
enrichment analysis of these differentially expressed genes showed that low temperature changed several important signaling path-
ways, such as IL-17, TNFα, MAPK, FoxO, Hedgehog, Hippo, Toll-like receptor, Notch, and Wnt signaling pathways. Protein-protein 
interaction network analysis revealed that IL-6 gene was a key gene which was directly affected by low temperature in skeletal muscle 
cells. In addition, both mRNA and protein levels of IL-6 were increased by 33 °C exposure in C2C12 myotubes. In conclusion, our 
findings demonstrated that skeletal muscle cells could directly respond to low temperature, characterized by upregulated expression of 
IL-6 in skeletal muscle cells.
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研究论文

骨骼肌是产热的重要器官之一。在环境温度降

低时，骨骼肌可通过寒颤和非寒颤产热维持体温 [1]。

皮肤感受低温刺激后将信息整合至下丘脑后，通过

躯体神经促进骨骼肌寒颤产热，通过交感神经促进
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非寒颤产热和血管收缩 [1]。

除了骨骼肌的产热，寒冷对棕色脂肪组织和米

色脂肪组织的激活是非寒颤产热的重要途径。然而，

有研究表明，寒冷刺激时，在 β 肾上腺素受体缺失

的情况下，脂肪组织仍然可以感受寒冷进而激活

产热反应 [2]。在离体培养的脂肪细胞，将培养温

度降低至 33 °C 培养 2 h 即显著增加解耦联蛋白 1 
(uncoupling protein 1, UCP1) 的表达 [2]。皮下脂肪组

织位于体内比较浅表的位置，所以容易受到环境温

度的影响。这些信息表明，环境温度降低时，机体

应对寒冷存在不依赖神经体液因素的自身调节方

式。除了皮下脂肪组织，位置表浅的骨骼肌组织的

内环境温度也可被环境温度所影响，但骨骼肌细胞

是否可以对寒冷存在不依赖神经体液调节的直接反

应还需进一步的研究。

瞬时受体电位通道 (transient receptor potential 
channels, TRP) 家族成员 TRPM8 和 TRPA1 是机体

感受寒冷的关键蛋白，在背根神经节中高表达 [3]。

但多项研究表明，它们在多种细胞中均有表达，包

括脂肪细胞、平滑肌细胞、内皮细胞等 [4–7]。骨骼

肌细胞是否有 TRPM8 和 TRPA1 的表达存在争议，

有研究表明 TRPM8 在离体培养的骨骼肌细胞中有

表达 [8]，但也有研究显示在分化为肌管的 C2C12 细

胞中没有检测到 TRPA1 和 TRM8 的表达 [9]。白介

素 -6 (interleukin-6, IL-6) 是重要的肌肉因子。IL-6
基因敲除小鼠在 4 °C 环境温度时，体核温度和耗氧

量均低于正常小鼠，表明 IL-6 是促进产热的关键细

胞因子 [10]。而骨骼肌细胞对低温刺激是否也存在自

身调节、低温是否可直接影响骨骼肌细胞 IL-6 的表

达还未知。

为了探索骨骼肌细胞对低温的直接反应，本研

究首先检测了骨骼肌细胞TRPM8和TRPA1的表达，

然后将细胞培养温度从 37 °C 降至 33 °C，RNA 测

序检测细胞基因表达谱的变化，再富集出关键的信

号通路，通过蛋白相互作用网络分析发现差异基因

中的关键分子。

1  材料与方法

1.1  主要试剂　　DMEM 培养基 ( 货号：2180438)
购自美国 Gibco 公司，胎牛血清 ( 货号：C4055L1050)
购自上海李记医药科技有限公司，马血清 ( 货号：

326J051) 购自博士德生物工程有限公司；抗 IL-6 抗

体 ( 货号：AF0201) 购自中国碧云天生物技术有限

公司；BCA 蛋白质定量试剂盒 ( 货号：A53225)、
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ( 货号：K1622)
购自美国 Thermo Fisher 公司；ECL 化学发光液 ( 货
号：K003，K004) 购自美国 Affinity Biosciences 公司；

聚偏二氟乙烯 (PVDF) 膜 ( 货号：IPVH00010) 购自

美国 Millipore 公司；抗 eIF5 抗体 ( 货号：sc-28309)
购自美国 Santa Cruz Biotechnology 公司；Trizol RNA
快速提取试剂盒 ( 货号：ER501)、实时定量 PCR 
Super Mix ( 货号：AQ131) 购自北京全式金生物技

术有限公司；实时荧光定量 PCR 引物合成于 Invitrogen
公司 ( 上海 )。
1.2  细胞培养和处理　　C2C12 肌管细胞购自美国

ATCC，15 代以内的细胞用于实验；用含 10% 胎牛

血清的 DMEM 培养液培养 C2C12 细胞。待细胞融

合度达到 85% 以上时，换用含 2% 马血清的 DMEM
诱导分化 7 天，期间隔日更换 1 次培养液，直至

90% 以上的成肌细胞分化为肌管细胞，即成熟肌细

胞。将分化的肌管细胞分为对照组 (37 °C) 和低温

组 (33 °C)，分别放入两种不同温度的培养箱中，培

养 0~24 h。
1.3  RNA 提取　　取 8 周龄的 C57BL/6 雄鼠 ( 购自

北京维通利华实验动物技术有限公司 ) 骨骼肌组织，

用 Trizol RNA 提取试剂盒提取小鼠骨骼肌总 RNA；

并用 Trizol RNA 提取试剂盒提取相应处理的 C2C12
肌管细胞的总 RNA。

1.4  RNA 测序及数据分析　　将分化后的 C2C12
肌管细胞置于 33 °C 培养 6 h，对照细胞培养于 37 °C。
提取细胞 RNA，进行 RNA 测序分析。RNA 样本

在武汉华大基因科技有限公司用 BGISEQ500 平台

进行测序。将变化倍数 log2 转换后，≥ 1.25 或 ≤ 
−1.25且错误发现率 (false discovery rat, FDR) ≤ 0.001
的基因定义为差异基因。Gene Oncology 数据库分

析差异基因的分类。基于 KEGG Pathway 数据库对

差异基因进行 KEGG Pathway 富集，Q 值 ≤ 0.05 的

信号通路定义为在差异表达基因中显著富集的信号

通路 [11]。基于 String 数据库分析差异基因的蛋白质

互作网络。

1.5  逆 转 录 和 PCR　　 用 RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit 将 RNA 逆转录为 cDNA。用

cDNA 进一步进行 PCR 或实时荧光定量 PCR (quan-
titative PCR, qPCR)。使用 Taq MasterMix 和相应引

物对骨骼肌组织或 C2C12 肌管细胞的 cDNA 进行

扩增后，用琼脂糖凝胶电泳检测扩增条带。qPCR
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用 Super SYBR Green Mix 和相应引物对 cDNA 模

板进行扩增后，检测相应基因的 mRNA 表达水平。

所用的引物序列见表 1。
1.6  蛋白免疫印迹法 (Western blot)　　C2C12 肌管

细胞用 33 °C 处理 0、6、12 或 24 h 后，提取总蛋

白质，BCA 法测定蛋白质浓度。蛋白质变性后行聚

丙烯酰胺凝胶电泳，然后通过电转将蛋白质转移至

PVDF 膜。转印有蛋白质的 PVDF 封闭后，用抗

IL-6 和 eIF5 一抗 4 °C 孵育过夜。用相应二抗室温

孵育 1 h 后，用 ECL 化学发光法显色，用 ImageJ 软
件分析蛋白条带。

1.7  数据统计　　用 GraphPad Prism 统计软件进行

分析。数据以mean ± SD表示。两组间比较用 t检验，

多组间比较用单因素方差分析。P < 0.05 表示差异

有统计学意义。

2  结果

2.1  C2C12肌管细胞中有TRPM8的表达

首先，我们检测 TRPA1 和 TRPM8 是否在小鼠

骨骼肌组织中表达。结果显示，TRPA1 和 TRPM8
在小鼠骨骼肌组织中均有表达，但 TRPA1 的扩增条

带亮度极弱 ( 图 1A)，提示小鼠骨骼肌组织中 TRPA1
表达极低，而 TRPM8 的表达量高于 TRPA1。由于

骨骼肌组织由多种细胞组成，为了研究骨骼肌细胞

是否表达 TRPA1 和 TRPM8，我们将 C2C12 成肌细

胞分化 7 天，使其诱导分化为肌管细胞后，提取

RNA，并用 PCR 检测 TRPA1 和 TRPM8 的表达 ( 图
1B、C)。结果显示，C2C12 肌管细胞中有 TRPA1
和 TRPM8 的表达。并且后续通过 RNA 测序检测

发现 C2C12 肌管细胞中有 TRPM8 mRNA 表达，而

TRPA1 由于表达量极低，未能检测到。TRPM8 在

表1. PCR和qPCR所用的引物序列

Table 1. List of oligonucleotide primer pairs used in PCR and qPCR
Target gene	 Sense primer	 Antisense primer
TRPM8	 5'-CCTTCGTTGTCTTCGCTTAT-3'	 5'-AGTTGTCGTTGGCTTTCGT-3'
TRPA1	 5'-GCAAATCCAAACCTCCGAAAT-3'	 5'-TCCCTGCTGTAGCCGTTCT-3'
IL-6	 5'- ACAACCACGGCCTTCCCTACTT-3'	 5'-CACGATTTCCCAGAGAACATGTG-3'
IL-6Ra	 5'-CCCTTGCTGGTGGATGTTC-3'	 5'-CCGTTGGTGGTGTTGATTTT-3'
KLF2	 5'- GGGAAGGATGCGGCTGGAA-3'	 5'-AGGTGGTCGGACCTGGAGAAGG -3'
EP300	 5'-CCCAAGCATAGGGAATCAA-3'	 5'-TGGTCAGCAGAAGGAGCAG-3'
Fzd1	 5'- GGTGGATGGCGACGTACTGA-3'	 5'-GTGCGGATGCGGAAGAGTG-3'
Fos	 5'-CCGAAGGGAACGGAATAAG-3'	 5'-TCTGGGAAGCCAAGGTCAT-3'
JUN	 5'-ACCTTCTACGACGATGCCCTCA-3'	 5'-GGAAGCGTGTTCTGGCTATGC-3'
18S	 5'-GGAAGGGCACCACCAGGAGT-3'	 5'-TGCAGCCCCGGACATCTAAG-3'

图   1. 小鼠骨骼肌组织以及C2C12肌管中TRPA1和TRPM8的表达

Fig. 1. The expression of TRPA1 and TRPM8 in mouse skeletal muscle tissue (A) and C2C12 myotubes (B–C) detected by RT-PCR 
followed by agarose gel electrophoresis.
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离体 C2C12 肌管细胞中的表达提示骨骼肌细胞能

直接感应低温刺激。

2.2  低温处理改变C2C12肌管细胞的基因表达

有研究表明，在寒冷刺激时，人皮下肌肉内的

温度可下降 5~7 °C [12] ；2013 年的一项研究首次揭

示了脂肪细胞可直接感受低温从而影响产热。该研

究使用 27~33 °C 处理脂肪细胞，与 37 °C 培养的脂

肪细胞相比，UCP1 的表达显著增加 [2]。为了研究

低温是否可直接影响骨骼肌细胞的基因表达，我们

将分化后的C2C12肌管细胞进行 33 °C的低温培养，

对照组持续培养在 37 °C 的环境里。6 h 后提取

RNA，进行 RNA 测序，将变化倍数 log2 转换后，

≥ 1.25 或 ≤ −1.25 且 FDR ≤ 0.001 的基因定义为差异

基因。结果表明，与 37 °C 培养的细胞相比，33 °C
培养 6 h 后，有 483 个差异表达基因，其中 453 个

基因上调，30 个基因下调 ( 图 2A)。用 Gene Oncology
数据库分析差异基因的分类，其中分子功能分类显

示，大部分差异基因具有 Binding 功能 ( 图 2B)。
2.3  低温诱导的骨骼肌细胞差异基因可富集到多个

重要的信号通路

我们进一步将差异基因进行 KEGG-Pathway
富集，图 3A 显示富集出的前 20 个通路，包括了

IL-17、TNFα、MAPK、FoxO、Hedgehog、Hippo、
Toll-like receptor、Notch、Wnt 等重要信号通路 ( 图
3A)。从差异基因中，我们选取以下基因用 qPCR
对 RNA 测序的结果进行验证：FoxO 通路里的

图   2. C2C12肌管在33 °C培养6 h后基因表达变化

Fig. 2. Gene expression was altered in C2C12 myotubes cultured in 33 °C. C2C12 myotubes were cultured in 33 °C for 6 h and control 
cells were cultured in 37 °C. RNA-sequencing was performed. Heat map (A) and classification (B) of the differentially expressed 
genes (|log2(fold change)| ≥ 1.25, FDR ≤ 0.001) based on Gene Ontology. FDR: false discovery rate.
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IL-6、KLF2 以及 IL-6 的受体 IL6Ra ；FoxO 和 Wnt
通路的 EP300 ；Hippo 及 Wnt 通路的 Fzd1 ；MAPK
和 Toll-like receptor 通路的 Fos 和 JUN。与 RNA 测

序结果一致，IL-6 (3.17 倍；P < 0.05)、IL-6Ra (1.40
倍；P < 0.05)、KLF2 (1.75 倍；P < 0.05)、EP300 (2.47
倍；P < 0.05)、Fzd1 (1.86 倍；P < 0.05) 表达显著

上调，Fos (0.49倍；P < 0.05)和 JUN (0.35倍；P < 0.05)
表达显著下调 ( 图 3B)。Fos 和 JUN 表达的下调提

示了 MAPK 信号通路被抑制。

2.4  蛋白网络互作显示IL-6基因是骨骼肌细胞受低

温直接影响的关键基因

将差异基因进行相互作用网络分析，蛋白网络

互作分析展示了每一个差异基因与其他所有差异基

因的互作关系，发现其中 IL-6 基因处于网络的中心

位置，与其他差异基因具有最多的连接数 ( 图 4A)。
骨骼肌组织中释放的 IL-6 除了影响肌肉组织自身的

能量代谢和肌蛋白合成以外，还可以调节脂肪、心

脏、脑和免疫系统等多个器官系统的功能 [13]。为了

图   3. 低温诱导的骨骼肌细胞差异基因KEGG Pathway富集分析及表达验证

Fig. 3. KEGG Pathway analyses of the differentially expressed genes. A: KEGG Pathway analyses of the differentially expressed 
genes; top 20 pathways based on the Q value were shown in a bubble chart. B: Validation of the expression level of IL-6, IL-6Ra, 
KLF2, EP300, Fzd1, Fos and JUN by qPCR. Mean ± SD, n = 4. *P < 0.05 vs 37 °C.
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进一步研究低温对骨骼肌细胞 IL-6 表达的影响，我

们将分化后的 C2C12 肌管细胞在从 37 °C 的培养

环境换到 33 °C 培养 0、2、6、12 和 24 h，发现

33 °C 培养 2 h 后 IL-6 mRNA 水平即开始升高 (4.33
倍；P < 0.05)，6 h 达高峰 (6.91 倍；P < 0.05)，12 h
回落 (3.85 倍；P = 0.09)( 图 4B)。我们进一步发现，

33 °C 低温处理在 24 h 内时间依赖性地提高了 C2C12
肌管细胞中 IL-6 蛋白质表达水平，其中处理 12 h
和 24 h 显著提高 IL-6 的蛋白质表达水平 (12 h：6.57
倍；24 h：7.40 倍；P < 0.05)( 图 4C)。以上研究表明，

低温刺激可直接促进骨骼肌细胞中 IL-6 的表达。

3  讨论

TRPM8 和 TRPA1 是 TRP 家族成员，TRP 是一

类非选择性阳离子通道并具有感受器的功能 [14]。哺

乳动物 TRP 家族包括 6 个亚家族：TRPC、TRPV、

TRPML、TRPP、TRPA 和 TRPM [4]。其中，TRPM8
和 TRPA1 可以被低温所激活。TRPM8 可被轻度低

温激活，而相较于 TRPM8，TRPA 的激活则需要更

低的温度 [4]。TRPM8 和 TRPA1 被报道在背根神经

节中高表达，可被低温激活，是机体感受寒冷的关

键蛋白 [3]。它们被认为介导了机体通过神经调节对

寒冷的反应。但有研究表明，离体培养的脂肪细胞

图   4. 蛋白网络互作分析以及低温处理不同时间IL-6的表达变化

Fig. 4. Protein-protein interaction network (PPI) of the differentially expressed genes and the change of IL-6 expression by 33 °C 
treatment with different time-course. A: PPI analysis of the differentially expressed genes induced by 33 °C culture. B: C2C12 
myotubes were cultured in 33 °C for 0, 2, 4, 6, 12 and 24 h and the mRNA level of IL-6 was determined by qPCR. n = 6. C: C2C12 
myotubes were cultured in 33 °C for 0, 6, 12 and 24 h and the protein level of IL-6 was determined by Western blot. n = 3. *P < 0.05 
vs 0 h. Mean ± SD.
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有 TRPM8 和 TRPA1 的表达 [5]，并且低温培养可改

变离体培养的脂肪细胞的基因表达，促进 UCP1 的

表达，进而促进脂肪细胞的产热 [2]。TRPM8 的激

动剂 menthol 也被证实可上调脂肪细胞 UCP1 的表

达并促进产热 [4]。所以在脂肪细胞已经有证据表明

其对寒冷存在不依赖神经体液因素的直接反应。但

骨骼肌是否也存在对寒冷的自身调节还需要进一步

研究。由于 TRPM8 和 TRPA1 在骨骼肌细胞中是否

有表达还存在争议，我们首先检测了小鼠骨骼肌组

织以及骨骼肌细胞中 TRPA1 和 TRPM8 的表达。结

果显示小鼠骨骼肌组织和离体培养的 C2C12 成熟

肌管细胞有 TRPM8 的表达，但 TRPA1 的表达极低。

这提示骨骼肌对寒冷的应答不是通过 TRPA1 介导

的，而可能由 TRPM8 介导。

为了研究骨骼肌细胞的基因表达是否受低温培

养的直接影响，我们将分化成熟的 C2C12 肌管细

胞置于 33 °C 培养 6 h 后，进行转录组学分析。我

们通过 RNA 测序发现大量被低温培养影响表达的

基因。差异基因富集在 IL-17、TNFα、MAPK、FoxO、
Hedgehog、Hippo、Toll-like receptor、Notch、Wnt
等信号通路。大部分差异基因被上调，而 MAPK
信号通路的关键基因 Fos 和 JUN 均被下调。通过对

差异基因进行蛋白互作网络分析发现，IL-6 基因与

其余差异基因存在最多的相互作用，位于网络的中

心位置。

我们进一步研究发现 33 °C 培养 2 h 即可显著

提高 C2C12 肌管细胞中 IL-6 的 mRNA 表达水平。

C2C12 肌管细胞中 IL-6 的蛋白质水平在 33 °C 培养

24 h 内，呈现时间依赖性地升高。IL-6 是最早发现

的肌肉因子，可促进米色脂肪形成
[15]。骨骼肌收缩

时 IL-6 大量分泌，运动可使循环中的 IL-6 水平提

高 100 倍以上 [16]。IL-6 可促进脂肪分解、游离脂肪

酸氧化以及增加脂肪组织 UCP-1 的表达 [16]。腹腔

注射 IL-6 可增加小鼠皮下白色脂肪组织中 UCP1 的

表达，IL-6 敲除可抑制寒冷刺激引起的皮下白色脂

肪组织 UCP1 蛋白水平的升高 [17]，该研究在在体水

平证实了 IL-6对脂肪组织产热的影响。有研究表明，

小鼠饲养于 4 °C 的寒冷环境 21 天，可提高血浆中

IL-6 的水平 [18]。以上研究可证明寒冷与血浆中 IL-6
水平的关系，但寒冷对骨骼肌细胞的直接作用需要

在可排除神经体液调节的离体水平进行研究。本研

究发现低温可直接上调离体骨骼肌细胞 IL-6 表达，

这提示在寒冷刺激下，骨骼肌细胞通过释放 IL-6 促

进脂肪组织产热，骨骼肌细胞对低温的自身调节参

与了此过程。与我们的研究类似，一项近期的研究

发现 18 °C 的低温刺激提高了人肌管中 IL-6 mRNA 表

达水平 [19]，该研究使用了更为剧烈的低温刺激。与

该研究相比，我们的研究使用的 33 °C 低温，是皮

下肌肉更容易在环境温度下降时达到的温度环境。

此外，我们通过 RNA 测序系统描绘了骨骼肌细胞

对低温产生应答时基因表达的变化，并且通过蛋白

互作网络分析发现了 IL-6 在骨骼肌响应低温刺激时

差异表达的基因中处于关键地位。

本研究表明离体的骨骼肌细胞在没有神经体液

调节的情况下，可直接感应低温的刺激，改变某些

基因的表达，其中 IL-6 作为重要的肌肉因子和产热

因子，是骨骼肌细胞直接响应低温而表达变化的基

因中的关键分子。骨骼肌细胞有 TRPM8 的表达，

但其是否介导了低温对骨骼肌基因表达的影响还需

要进一步的研究。
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