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TNF．OL—NF—KB对成骨细胞分化过程中

BMP一2．Smadl信号通路的影响

李文锋侯树勋 张伟佳 洪磊
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摘要：目的探讨肿瘤坏死因子一a(TNF．Ot)一NF—zB信号通路通过骨形态发生蛋白-2(BMP．2)．Smadl

信号通路对成骨细胞分化影响的分子机制。方法应用BMP一2体外诱导鼠肌源细胞C2C12向成骨

细胞分化模型，瞬时转染表达其下游效应物，通过实时RT—PCR以及蛋白电泳和免疫印迹技术

(Western-blot)，检测其下游效应物Smadl与核转录因子(NF—kB)及其抑制剂(IKBa)，研究TNF．a和

NF—KB对BMP·2-SmadI信号通路的影响。结果TNF—a能够将Smadl(BMP-2的下游效应物)的活性

从对照组的2．04倍降低至0．63倍。NF．zB过表达则将Smadl活性从2．04倍降低至O．39倍。蛋白

质印迹实验可见，TNF—Ot能明显降低BMP2活化的C2C12细胞中磷酸化Smadl的含量，而RT-PCR研

究发现其并不能改变Smadl的mRNA丰度。结论TNF—d抑制成骨细胞分化其分子机制是通过

TNF—a激活NF—kB而降低BMP一2信号通路中磷酸化的Smadl，进而抑制BMP-2一Smadl通路活性而发

挥作用。提示持续性的炎症反应能直接抑制成骨细胞的分化和骨形成。
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Abstract：Objective To investigate the molecular mechanisms of the effects of TNF·-Ct and NF--KB on

BMP一2一Smadl signaling pathways during osteoblast differentiation．Methods Mouse myoblast C2C12 cells

treated with BMP一2 were used a8 model of osteoblast differentiation．Transient transfection was performed to

express the downstream effectors．Luciferase reporter activity assay and RT—PCR were performed to measure

the expressions of NF-KB and its inhibitor IKBa．for studying the effect of TNF—a and NF-KB on BMP-2-

Smadl signaling pathway．Results TNF—a decreased the activity of its downstream molecule Smadl from

2．04 times in the control to 0．63 times．Overexpression of NF—KB decreased the activity of Smadl from 2．04

times to 0．39 times．Western blotting data showed that TNF—Ot significantly reduced the expression of

phospho．Smadl induced by BMP2 in C2C12 cells．However．RT-PCR data indicated that TNF-d did not

change the mRNA expression of Smadl．Conclusion TNF-d inhibited osteoblast differentiation through the

activation of NF—KB by TNF-Ot，causing a decrease of phosphorylated Smadl in BMP-2 signaling pathway

which further inhibited the BMP-2一Smadl signaling pathway．This suggested that persistent inflammation

could directly inhibit osteoblast differentiation and bone formation．
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·论著·

存在于多种类型的细胞，是近年发现的最重要的转

录因子之一¨。。它调控的靶基因包括免疫相关受

体、细胞因子、炎症因子、粘附分子及急性期蛋白

等旧1。NF-KB在骨代谢中也起重要作用。尽管对

TNF-Ct诱导激活NF-KB以及NF—KB介导多种炎症

反应研究已经日渐成熟，但其对成骨细胞分化及
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BMP—Smad信号通路的影响报道尚少口]。为此，我

们对炎症因子TNF-ix及核转录因子NF—KB对鼠

C2C12细胞定向成骨细胞分化过程中的BMP．

Smadl通道的影响进行研究，旨在探讨炎症因子影

响成骨细胞分化的分子机制。

l材料与方法

1．1材料

小鼠肌源细胞株C2C12(ATCC CRL一1772)由军

事医学科学院放射医学研究所病理室提供。

DMEM／F12培养基、胎牛血清、胰酶、TritonX．100等

购自美国Sigma公司；AMV反转录酶：Takara公司

产品。质粒，细胞活素和肽：12xSBE．Luc是根据以

往文献克隆i4]；pCMV-Smadl，pCMV-NFKB(p65)，

pCMV-IKBix，pNF-KB-Luc购自Clonteeh Laboratories

(Mountain View，CA，USA)。人重组BMP-2购自

PeproTech(Rocky Hill，NJ，USA)，TNF—ix购自

Sigma(St．Louis，MO，USA)公司。总RNA提取采

用TRhol(购于GIBCO BRL公司)，RT—PCR试剂

盒：RNA PCR KIT Ver2．1购于Takara公司。实时

PCR引物于军事医学科学院合成。

1．2方法

1．2．1 细胞培养与传代：C2C12细胞系培养于

DMEM／F12培养基(含10％小牛血清)中，5％C02

孵箱内培养，37℃。对照组和实验组均以1 X 105／

ml的密度接种于12孔培养板上贴壁培养。

1．2．2瞬时转染和荧光素酶测定：C2C12细胞(浓

度为1 X 105)接种在12孔板内，含10％胎牛血清的

DMEM培养液培养24 h之后，采用Superfect试剂

(Qiagen)并依照其说明分别用1斗g的12xSBE—Luc，

pCMV—Smadl。pCMV-NFKB(p65)和pCMV—IzBix质

粒对细胞进行瞬时转染，DNA总量由添加空白质粒

均衡。实验分组见表1。细胞在无血清培养基中用

BMP一2(100 ns／m1)和TNF·ix(5 ng／m1)培养48 h。

然后进行相关DNA细胞转染，继续培养48 h，然后

用pH7．4的PBS清洗细胞3次，RIPA溶液裂解细

胞，室温下缓慢振摇30 min，离心5 min，收集上清，

应用荧光素酶报告基因检测系统(Promega，

Madison，USA)和Victor2多能计数仪(PE，

Waltham，MA)检测荧光素酶活性。用于监测标准

化转染率的B一半乳糖苷酶(p—gal)通过B-半乳糖苷

酶的酶分析系统测定(Promega)。

1．2．3实时PCR(real—time PCR)测定：C2C12细胞

以2 X 105／孔浓度接种于12孔板中培养，在培养基

中分别或联合加入BMP-2(100 ng／m1)和TNF．ix(5

ng／m1)进行培养。实验分组见表2。培养48 h后收

集细胞进行检测。采用TRhol提取液(Invitrogen公

司)提取总RNA。应用总RNA逆转录合成cDNA，

进行实时定量PCR检测。C2C12细胞于12孔培养

板内培养30 min，60 rain，120 rain，240 rain，弃培养

液，加入PBS洗2次，吸去PBS后加入1 ml Trizol试

剂，充分吹打至细胞完全溶解，提取总RNA，分别采

用l恤g总RNA逆转录合成cDNA进行实时定量

PCR检测。鼠Smadl特殊上游引物为5’一

GCTTCGTGAAGGGTTGGG．3’，下游引物为5’-

CGGATGAAATAGGATTGTGGGG一3’。反应条件为：

50℃2 min，950C 10 rain；然后95 oC 15 S，60℃30

S，共40次循环。用ABI Prism公司的7000序列检

测系统软件进行结果分析。以GAPDH为内参，

GAPDH 引 物 上 游 序 列 为

cATGAGAAGTATGAcAACAGCCT；下游序列为

AGTCCTTCCACGATACCAAAGT。通过AACT方法

分析基因表达结果。所有实验均至少单独重复进行

3次。

表1瞬时转染分组情况

1．2．4 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS—PAGE)和蛋白质印迹法(Western blotting)测

定：取密度为2 X 105的C2C12细胞接种于12孔板

中，用10％胎牛血清培养基中培养24 h，之后用无

血清培养基替代，并加入BMP．2(100 as／m1)和／或

TNF-n(5 ng／m1)，分别培养l、3、6 h。细胞用RIPA

缓冲液溶解。定量测定其蛋白浓度。相同数量的总

蛋白质被用于SDS．PAGE凝胶电泳吸附于纤维素膜

万方数据



主垦量堕堕坠壁查!!!!笙!旦蔓!!鲞塑!塑g!垫』Q!!!!E!竺!：!!!!!翌垫!!：!!!!!：堕!：!

上。分别用抗磷酸基．NF．KB(p65)和抗磷酸基．

Smadl抗体进行膜染色。13-actin作为加载对照。

同等数量总细胞溶解产物用磷酸化的Smadl(Ser

463／Ser 465)抗体及B．肌动蛋白抗体(13·actin)进行

SDS—PAGE和Western blotting分析。13一actin作为内

参对照。

1．3统计学分析

采用SPSS 13．0统计软件包进行数据处理。计

量资料计算x．4-s，多组均数比较采用单向方差分

析，多组均数多重比较方差齐性时采用SNK法，实

时PCR监测Smadl mRNA表达情况采用重复测量

方差分析。以P<0．05为统计学差异有意义。

2 结果

2．1 TNF—a对BMP—Smadl通路活性的影响

单独或联合应用TNF．d和BMP一2成骨细胞的

成骨活性有显著性差异(F=59．179，P=0．005)，单

独应用BMP-2可提高成骨活性，而TNF．d可抑制

BMP-2对成骨细胞的成骨活性(表3)。过表达炎性

因子TNF-a的下游效应子NF—KB可降低BMP．2诱

导成骨的活性，而过表达炎性因子TNF-仅的下游效

应子IkBa可增强BMP-2诱导成骨的活性(表4)。

TNF．a可降低Smadl(BMP一2的下游效应物)的诱导

反应活性，从2．04倍降到0．63倍(表5)；同样，NF-

KB过表达也使Smadl的诱导活性降低(表6)。

表3 TNF-a对BMP-2诱导骨形成中

Smadl信号通路活性的影响

注：与对照组比+P<0．05；与TNFct比。P<0．05；‘与BMP2比P<O．05

表4 NF．KB对BMP-2诱导骨形成中

Smadl信号通路活性的影响

洼：与对照组比‘P<0．05；与BMP2比’P<0．05；‘与BMP2+

NFkb比P<0．05

表5 TNF．a对Smadl诱导反应活性的影响

3

注：与对照组比’P<0．05；与TNFct比’p<0．05；‘与Smadl

比P<0．05

表6 NF—KB过表达对Smadl诱导反应活性的影响

注：与对照组比‘P<0．05；与Smadl比’P<0．05；与Smadl+

NFkB比‘P<O．05

2．2 TNF．a和NF．KB对BMP．2．Smadl的表达及其

磷酸化水平的影响

从3个不同的实验结果可见Smadl cDNA丰度

增加从30到120 min，而到240 min则轻微的减少。

但添加TNF—q后并未见显著变化。BMP一2和BMP一

2／TNF—d组或对照组和TNF—a组中Smadl的表达

轻微增加(表7)。C2C12细胞在不同时间(1，3，6

h)用BMP-2(100 ns／m1)与TNF一仅(5 ns／m1)处理

后进行Smadl磷酸化测定，对相同总蛋白含量的细

胞裂解物进行SDS．PAGE凝胶电泳和Western

blotting测定(图1)。一抗采用抗磷酸化的NF-KB

(p65)或者磷酸化Smadl，13．actin作为内参加样对

照。用BMP-2或TNF．a单独处理后均见磷酸化的

Smadl或NF-KB(p65)的数量增加；在l、3、6 h三个

时间点上，添加BMP-2与否对TNF．a诱导产生的磷

酸化NF—KB含量没有明显影响。而BMP-2诱导产

生的磷酸化Smadl的数量在3 h明显降低，在6 h

几乎未被发现(图2)。因此，这些结果证明TNF·a

能够减弱Smadl信号但并不减少Smadl丰度。

3 讨论

在创伤骨折和类风湿性关节炎中，持续性的炎

症反应和感染的存在直接影响骨再生，其机制尚待

阐明㈨。其中与骨生成密切相关的BMP—Smad信号
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表7实时PCR检测Smadl mRNA表达丰度的情况

注：‘主效应的F统计量和P值；。交互效应的F统计量和P值

图1’rNF．Ot能够减少Smadl信号但并不减少其丰度

2．5

2．0

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Time(Mins)

图2在C2C12细胞中TNF—a对Smadl的

表达和磷酸化的影响

转导通路以及与炎症密切相关的TNF·a NF-KB信

号转导通路之间应该存在交互作用怕’。控制骨形

成的一个主要的信号通路是BMP-Smad通路。

BMPs可延缓细胞增殖和促进骨细胞的分化和凋

亡，细胞外的BMP-2通过与细胞膜表面的BMP受

体结合并被激活，在BMP和TGF．B诱导信号通路

Smads是细胞内主要的信号分子¨3。BMP受体位于

细胞内的部分可以磷酸化Smadl、Smad5或Smad8，

使其与Smad4结合并进入细胞核，诱导多种骨形成

相关蛋白质的活化，而刺激骨形成¨一1。

在成骨细胞分化过程中炎症因子的影响可改变

细胞的功能。在此TNF—Ot扮演一个重要角色。虽

然炎症在骨再生中扮演正反两方面作用。但持续的

炎症和感染会明显的抑制骨再生，TNF．Or．通路的信

号转录，部分通过活化NF—KB家族的转录因子¨⋯。

NF．kB是一个特异的转录因子，控制着包含免疫应

答、凋亡和细胞周期的重要的炎症信号分子⋯o。在

细胞静息状态下，NF．KB存在于胞浆，并与其抑制蛋

白IKB结合。当细胞受到脂多糖类和细胞活素类

物质如TNF—Ot和IL．1B的刺激后，NF-KB与IKB分

离并进入细胞核，这一过程被称为“NF．rB的激活”

(activation of NF—xB)。激活的NF—KB与其靶基因

如白介素一6(IL-6)、IL．8、巨噬细胞集落刺激因子

(M—CSF)，及细胞间粘附分子(ICAM)等的反应元素

结合，从而调节其基因表达。

多能肌源细胞C2C12在正常情况下会发育分

化成为肌细胞，但是如果外源添加BMP．2，其就转而

向成骨细胞分化¨。，因而被广泛应用于早期成骨细

胞分化的研究。本实验结果表明，在多能肌源细胞

C2C12的一系列量效关系试验中，BMP2诱导Smadl

活性由于增加外源性的TNF．a或过表达NF．KB而

降低，并且通过过表达NF-KB的抑制子IgBot而明

显升高。蛋白质印迹实验可见在BMP一2活化的

C2C12细胞中，TNF．Ⅸ明显地降低Smad磷光体的

数量。但在实时PCR中其并不能改变Smadl

mRNA的表达丰度。而过表达TNF．Ot下游效应物

NF．KB，亦能达到同样效果。

综上所述，我们的研究首次证明TNF—Ot通过激

活NF．KB活性而干涉BMP信号通路，进而抑制成

骨细胞分化和骨形成。并首次显示活化的TNF—Ot

通过减低Smadl活性而抑制成骨细胞分化。因此，

阻止炎症因子抑制骨再生的这一新策略，有可能成

为治疗类风湿性关节炎和开放性骨折相关的，由于

(下转第14页)
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程越长对BMD的影响越大；T2DM患者的高体重对

BMD有保护作用；老年T2DM患者的骨量流失多在

数年前已经发生，应注意早期预防和治疗OP。
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