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TNF-琢对骨形成蛋白 -2诱导的小鼠 C2C12细胞向成骨细胞分化
的影响及可能机制 *
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摘要 目的：研究肿瘤坏死因子(TNF-琢)对骨形成蛋白 -2(BMP-2)诱导的小鼠成肌 C2C12细胞向成骨细胞分化的影响并探讨相关
的作用机制。方法：分别以 TNF-琢(5 ng/mL)和 BMP-2(100 ng/mL)单独或联合处理小鼠成肌 C2C12细胞，检测细胞中碱性磷酸酶
(AKP)的活性；采用 BMP-2 100 ng/mL联合不同浓度 TNF-琢(0、2、5、8、10 ng/mL)或 TNF-琢 5 ng/mL联合不同浓度 BMP-2(0、100、
200、300 ng/mL)处理细胞，检测细胞中 AKP的活性。蛋白质印迹法(Western Blot)检测细胞中 Smad1和 NF-资B磷酸化的水平。结
果：与对照组相比，BMP-2(100 ng/mL)能显著增加 C2C12细胞中 AKP活性(P<0.05)，但 TNF-琢(5 ng/mL)可显著抑制 C2C12细胞
中 AKP活性(P<0.05)。C2C12细胞中 AKP活性随着 TNF-琢浓度的增加显著降低(P<0.05)，但随着 BMP-2浓度的增加而显著升高
(P<0.05)。与对照组相比，TNF-琢能显著降低 C2C12细胞中磷酸化 Smad1的水平，且显著升高炎症相关因子 NF-资B磷酸化水平，
但加入 BMP-2对 NF-资B无显著影响。结论：TNF-琢能抑制 BMP-2诱导的 C2C12细胞向成骨细胞分化，且具有一定的剂量效应，
其作用机制可能与调控炎症相关因子 NF-资B活性干预 BMP2-Smad1信号通路有关。
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The Effects of Tumor necrosis Factor-琢(TNF-琢) on Osteoblast
Differentiation of Mouse my- oblasts C2C12 Induced by bone Morphogenetic

Protein-2(BMP-2) and its Possible Mechanism

To investigate the effects of tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) on osteoblast differentiation of mouse my-
oblasts C2C12 induced by bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) and its possible mechanism. The myogenic C2C12 cells
were treated with TNF-琢(5 ng/mL) and BMP-2(100 ng/mL) alone or in combination, and the activity of alkaline phosphatase (AKP)in the
cells was detected; BMP-2 was maintained at 100 ng/mL combined with different concentrations of TNF-琢 (0 ng/mL, 2 ng/mL, 5 ng/mL,
8 ng/mL, 10 ng/mL), or TNF-琢 to keep 5 ng/mL combined with different concentrations of BMP-2(0 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL, 300
ng/mL)were used to treated cells, to analysis of the activity of AKP. The levels of Smad1 and NF-资B phosphorylation in cells were de-
tected by Western Blot. Compared with the control group, BMP-2 (100 ng/mL) significantly increased AKP activity (P<0.05) in
C2C12 cells, but TNF-琢(5ng/mL) significantly inhibited the activity of AKP in C2C12 cells(P<0.05). The activity of AKP in C2C12 cells
decreased significantly with the increase of TNF-琢 concentration(P<0.05), but increased significantly with the increase of BMP-2 concen-
tration (P<0.05). Compared with the control group, TNF-琢 were significantly reduced the level of phosphorylated Smad1 in C2C12 cells
and significantly increased the phosphorylation level of inflammatory related factor NF-资B. However, BMP-2 had no significant effect on
NF-资B. TNF-琢 can inhibit the differentiation of C2C12 cells into osteoblasts induced by BMP-2, and has a certain dose ef-
fect. The mechanism may be related to the regulation of the inflammation-related factor NF-资B activity in BMP2-Smad1 signaling path-
way.
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前言

骨形成或者愈合过程中需要成骨细胞与破骨细胞参与，调

控骨质的形成与钙化，从而调整骨体积和密度[1]。骨形成蛋白

(Bone morphogenetic protein，BMP)是调控细胞形成成骨细胞的

重要因子[2,3]。多种炎性因子比如肿瘤坏死因子(Tumor necrosis

factor-琢，TNF-琢) 可以促进成骨细胞合成破骨细胞相关分化因
子，通过与骨髓巨噬细胞膜表面受体结合，促进核因子 -资B(nu-
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Note: Compared with the control group, aP<0.01; Compared with the BMP

group, bP<0.01; Compared with the inflammatory factor group, cP<0.01.

Groups OD405nm

Control group 0.809± 0.046

BMP group 5.613± 0.501a

Inflammatory factor group 0.312± 0.012ab

Combined group 1.752± 0.137abc

P 0.000

clear factor-资B，NF-资B)磷酸化，进而促进破骨细胞的形成[4-7]。研

究表明可持续性慢性炎症促进骨吸收与形成[8]，但可持续性慢

性炎症对成骨细胞分化过程的影响尚不完全明确。因此，本实

验研究主要探讨了 TNF-琢 对 BMP-2 诱导的小鼠成肌 C2C12

细胞向成骨细胞分化的影响以及相关的作用机制，以期为骨折

愈合的临床治疗提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

小鼠成肌 C2C12 细胞株购自美国生物标准品收藏中心
(American type culture collection，ATCC)，DMEM 培养基、胎牛

血清、碱性磷酸酶(AKP)荧光检测试剂盒、细胞培养板、TNF-琢
均购自美国 Sigma公司，BMP-2购自美国 RD公司，胰酶购自

美国 Gibco公司，磷酸化 Smad1单克隆抗体、磷酸化 NF-资B单

克隆抗体购自武汉博士德生物有限公司，辣根过氧化物酶

(HRP)标记的二抗购自中国碧云天生物技术公司，酶标仪购自

美国 Bio-Rad公司，离心机购自美国赛默飞公司，细胞培养箱

购自美国 Shellab公司，倒置显微镜购自日本 Olympus公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞的培养 将 C2C12 细胞冻存管从液氮容器中取

出，快速浸入 37℃水浴锅中，并不时晃动使细胞液融化完全。

加入细胞悬液 10倍以上体积的培养液，800 rpm离心 5 min，去

除上清液，加入含 10%胎牛血清的 DMEM培养基，静置培养于
37℃、5% CO2培养箱中。每 2-3 d更换一次培养基，待细胞汇合

度达到 80左右进行传代。弃去旧培养基，加入 2 mL PBS振荡漂

洗细胞，以除去细胞碎片和死细胞，吸取 0.25%胰蛋白酶(含0.02%

EDTA)消化细胞，显微镜下观察细胞变为圆形或者椭圆形，弃

去胰酶，加入含血清的完全培养基，按 1:6的比例进行传代。
1.2.2 实验分组与处理 0.25%胰酶消化对数期生长良好的
C2C12细胞，加入新鲜培养基调整细胞密度至 1× 106个 /mL，

吸取 200 滋L细胞悬浮液接种于 12孔板中，常规培养 24 h。将

细胞分为 4组：对照组、骨形成蛋白组、炎症因子组，联合作用

组。骨形成蛋白组为细胞培养液中加入 BMP-2(100 ng/mL)；炎

症因子组为细胞培养液中加入 TNF-琢(5 ng/mL)；联合组为细胞
培养液中加入 BMP-2(100 ng/mL)和 TNF-琢(5 ng/mL)联合处

理；对照组为正常培养的细胞。各组细胞放入 37℃、5% CO2培

养箱中培养，每 2-3d换液。
1.2.3 测定碱性磷酸酶的活性 收集培养 3 d的各组细胞，采

用 4- 硝基苯基磷酸二钠盐 (4-nitrophenyl phosphate hexahy-
drate，PNPP)法测定 AKP活性，根据细胞碱性磷酸酶荧光检测
试剂盒说明书检测。弃去培养基，PBS缓冲液漂洗 3次，每孔细

胞加入 100 滋L 0.2%的裂解液 TritonX-100，振荡混匀 30 min，
显微镜下观察细胞已发生破碎且无完整细胞结构后，吸取 4
mmol/L PNPP按体积 1:1的比例接入细胞培养孔中，37℃反应
30 min，吸取适量的 1 mol/L NaOH终止反应。酶标仪上检测细
胞 405 nm波长下的光密度值(OD值)。
1.2.4 TNF-琢对 BMP-2诱导的 C2C12细胞向成骨细胞分化的
剂量关系的研究 收集对数期 C2C12细胞，胰酶消化调整细
胞浓度，吸取 200滋L细胞悬浮液接种于 12孔板上，37℃培养
24 h，将细胞进行分组，加入不同的刺激物处理细胞。细胞培养

液中加入 BMP-2(100 ng/mL)和 TNF-琢(0、2、5、8 L、10 ng/mL)；

以及细胞培养液中加入 TNF-琢(5 ng/mL)和 BMP-2(0、100、200、
300 ng/mL)，37℃培养 3d，依据 1.3所示实验方法测定 AKP活

性，分析成骨细胞分化的程度。

1.2.5 检测细胞中 Smad1和 NF-资B磷酸化的水平 以 茁肌动
蛋白(茁-actin)为内参，蛋白质印迹法(Western Blot)检测细胞中
Smad1和 NF-资B磷酸化的水平。收集经 BMP-2、TNF-琢处理的
各组细胞，加入 5倍体积的 RIPA细胞裂解液提取总蛋白质，

测定蛋白质的浓度。配置十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电
泳(SDS-PAGE)的 10%分离胶，置于玻璃板中，加入适量去离子

水封闭，静置 30 min，加入浓缩胶，插入梳子，静置 30 min。将蛋

白样品与适量的 SDS凝胶加样缓冲液混合，取 60 ug蛋白样品

加入上样孔，电压调整为 120 V，电泳至溴酚蓝迁移至凝胶底

部。将聚偏二氟乙烯(polyvinylidene fluoride，PVDF)置于凝胶
上，上下各放置 3张滤纸，置于转移缓冲液中，4℃下转膜 2 h。

加入 5%脱脂奶粉室温中封闭 1-2 h。加入封闭液稀释的一抗，
4℃摇床过夜。TBS-T洗膜 3 次× 5 min，放入封闭液稀释的
HRP标记的二抗中，置于摇床上 37℃孵育 1h，TBS-T洗膜 3

次× 5 min，加入 ECL发光试剂显色 5 min，暗室中曝光 1-5

min，显影，定影后，分析蛋白质的表达量。

1.3 统计学分析

实验重复 3次，结果采用 SPSS 22.0统计软件分析，以平均

数± 标准差表示(x± s)，多组间比较采用单因素方差分析，组间

差异使用 SNK-q检验，以 P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 TNF-琢抑制 BMP-2诱导的 C2C12细胞向成骨细胞分化
BMP-2(100ng/mL)单独干预细胞较对照组显著增加 AKP

的活性，促进 C2C12细胞向成骨细胞分化；TNF-琢(5ng/mL)单

独处理细胞较对照组显著降低 AKP的活性；联合作用细胞中
AKP的活性较单独使用 BMP-2显著降低，抑制 C2C12细胞向

成骨细胞分化。

2.2 不同浓度 TNF-琢 对 BMP-2 诱导的 C2C12 细胞成骨细胞

分化的影响

BMP-2的浓度为 100 ng/mL，与不同浓度的 TNF-琢联合作
用处理细胞。与未加 TNF-琢作用组(0ng/mL)相比较，2、5、8、10

表 1 TNF-琢抑制 BMP-2诱导的 C2C12细胞向成骨细胞分化(x± s,

n=3)

Table 1 TNF-琢 inhibits BMP-2-induced differentiation of C2C12 cells

into osteoblasts(x± s, n=3)
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ng/mL TNF-琢处理组的 AKP活性显著降低，以 TNF-琢作用组
5(10 ng/mL)细胞中 AKP 活性最低，且随着 TNF-琢 浓度的增
加，AKP活性逐渐下降，两两比较显示差异具有统计学意义
(P<0.05)。

2.3 不同浓度 BMP-2对 TNF-琢 诱导的 C2C12 细胞成骨细胞

分化的影响

TNF-琢的浓度为 5 ng/mL，与不同浓度的 BMP-2联合作用
处理细胞，细胞中 AKP活性具有显著差异(如表 3)。与 BMP-2

作用组 1 相比较，100、200、300 ng/mL BMP-2 组 AKP 活性显

著增加，以 BMP-2作用组 4(300 ng/mL)细胞中 AKP活性最大，

随着 BMP-2浓度的增加，AKP活性逐渐增加，两两比较显示差

异具有统计学意义(P<0.01)。

2.4 BMP-2和 TNF-琢 对 C2C12 细胞中 Smad1和 NF-资B 磷酸

化的影响

BMP-2和 TNF-琢单独或者联合作用 C2C12细胞，细胞中
Smad1和 NF-资B磷酸化的水平具有显著的差异(如表 4、图 1)。

与对照组相比，BMP-2可促进 Smad1磷酸化水平显著升高，但

对 NF-资B磷酸化水平无显著影响；TNF-琢作用 C2C12细胞可
显著增加 NF-资B磷酸化水平，但对 Smad1磷酸化水无显著影

响；与 BMP-2 单独作用相比，BMP-2 与 TNF-琢 联合作用
C2C12细胞能显著抑制 Smad1磷酸化水平。

3 讨论

机体的生理性炎症反应可促进骨折的愈合过程，但感染或

其他原因引起机体产生慢性炎症反应对骨折的愈合是无益的，

可能导致愈合过程延迟或者发生骨不连反应。在骨形成过程

中，成骨细胞和破骨细胞发挥重要作用[9-11]。骨骼中的成骨细胞

由间充质干细胞分化而成，主要作用是合成骨基质[12]；破骨细

胞的作用与成骨细胞恰恰相反，主要由骨髓巨噬细胞分化而

来，其主要作用是降解骨基质[13]。成骨细胞与破骨细胞的相互

制约、平衡的过程在骨形成过程起关键作用。

近年来，炎性因子对成骨细胞分化过程的影响已成为目前

研究的热点之一。BMP家族是转化生长因子 -茁(transforming

growth factor-茁，TGF-茁)超家族中成员之一，参与生长发育和骨

诱导过程[14-16]。BMP-2是 BMP家族诱导间质细胞分化为软骨

细胞效率最高的细胞因子，既能在体内促进成骨细胞分化，也

能在体外作用于成骨细胞分化过程。TNF-琢是肿瘤坏死因子家
族的成员，由单核巨噬细胞分化形成，是体内一种重要的炎性

因子，参与细胞的增殖、分化等过程[17]。研究表明在骨质疏松患

者、慢性炎症患者的骨组织中，TNF-琢的水平上调，表明 TNF-琢
参与骨代谢过程[18,19]。文献报道显示 TNF-琢不仅直接作用于单
核巨噬细胞的有丝分裂以及分化过程，而且促进成熟破骨细胞

骨吸收作用[20,21]。TNF-琢可通过调控破骨细胞前提分化过程以

Note: Compared with the control group, aP<0.01; Compared with the BMP

group, bP<0.01; Compared with the inflammatory factor group, cP<0.01.

表 2 不同浓度 TNF-琢对 BMP-2诱导的 C2C12细胞 AKP活性的影响

(x± s, n=3)

Table 2 Effect of different concentrations of TNF-琢 on BMP-2-induced

AKP activity in C2C12 cells(x± s, n=3)

Groups OD405nm

BMP-2 group 1(0 ng/mL) 0.336± 0.035

BMP-2 group 2(100 ng/mL) 1.783± 0.135a

BMP-2 group 3(200 ng/mL) 3.125± 0.420ab

BMP-2 group 4(300 ng/mL) 5.263± 0.522abc

P 0.000

Note: Compared with the control group, aP<0.01; Compared with the BMP

group, bP<0.01; Compared with the inflammatory factor group, cP<0.01.

表 3 不同浓度 BMP-2对 TNF-琢诱导的 C2C12细胞 AKP活性的影响

(x± s, n=3)

Table 3 Effect of different concentrations of BMP-2 on TNF-琢-induced

AKP activity in C2C12 cells(x± s, n=3)

Groups OD405nm

TNF-琢 group 1(0 ng/mL) 8.845± 0.721

TNF-琢 group 2(2 ng/mL) 4.269± 0.356a

TNF-琢 group 3(5 ng/mL) 1.782± 0.134ab

TNF-琢 group 4(8 ng/mL) 0.833± 0.069bc

TNF-琢 group 5(10 ng/mL) 0.136± 0.011abcd

P 0.000

图 1 C2C12细胞中 Smad1和 NF-资B磷酸化的水平的检测

Fig.1 Detection of Smadl and NF-KB phosphorylation levels in C2C12

cells

Note: Compared with the control group, aP<0.01; Compared with the BMP group, bP<0.01; Compared with the inflammatory factor group, cP<0.01.

表 4 细胞中 Smad1和 NF-资B磷酸化的水平的检测(x± s, n=3)

Table 4 Detection of Smadl and NF-KB phosphorylation levels in cells(x± s, n=3)

Groups p-Smad1 protein level p-NF资B protein level

Control group 0.123± 0.014 0.115± 0.012

BMP group 0.784± 0.073a 0.117± 0.019

Inflammatory factor group 0.130± 0.012b 0.451± 0.048ab

Combined group 0.421± 0.046abc 0.420± 0.046ab

P 0.000 0.000
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及破骨细胞的活性，从而促进体外培养的骨组织中破骨细胞的

骨吸收功能。在本研究中，以 BMP-2诱导的小鼠成肌 C2C12

细胞向成骨细胞分化为模型，研究炎性因子 TNF-琢对成骨细
胞分化的调控作用，结果显示 BMP-2 能提高 C2C12细胞中
AKP活性，提示 BMP-2可促进 C2C12细胞向成骨细胞分化；
TNF-琢 可降低 C2C12细胞中 AKP活性，且随着浓度的增加
AKP活性降低，提示 TNF-琢 可抑制 BMP-2 诱导的小鼠成肌
C2C12细胞向成骨细胞分化，并呈现一定的浓度依赖性。

NF-资B参与机体免疫反应、细胞增殖、凋亡等过程，细胞外
TNF-琢 等炎性因子可刺激 NF-资B 抑制蛋白磷酸化，NF-资B 与
抑制蛋白结合形成的三聚体被激活的泛素化途径降解为二聚

体，从而进入细胞核调控基因的转录过程[22,23]。骨形成蛋白可通

过调控 Smad信号通路以及下游效应因子磷酸化水平促进和
诱导成骨细胞分化过程[24-26]。NF-资B通过作用于 BMP-Smad信
号通路调控成骨细胞分化过程[27-30]。在本实验中，TNF-琢能显著
降低 BMP-2诱导的 C2C12细胞中 Smad1的磷酸化水平，显著
升高磷酸化炎症相关因子 NF-资B 含量，但加入 BMP-2 对
NF-资B无显著影响，提示 TNF-琢抑制 BMP-2诱导的 C2C12细
胞向成骨细胞分化的作用机制可能与激活 NF-资B磷酸化抑制
BMP2-Smad1信号通路有关。

综上所述，本研究结果表明 TNF-琢 抑制 BMP-2 诱导的
C2C12细胞成骨细胞分化，且具有一定的浓度依赖性，其作用
机制可能与激活炎症相关因子 NF-资B 活性从而抑制
BMP2-Smad1信号通路有关。
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