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Nrf2重组慢病毒对C2C12细胞增殖、凋亡和分化的影响 

伍志盟，邓 莉，胡 勤，郭风劲 

(重庆医科大学基础医学院细胞生物学及遗传学教研室、发育生物学与模式动物平台，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究 Nrf2对 C2C12细胞向成骨细胞分化过程增殖、凋亡和分化的影响。方法：分别构建和包装Nrf2(nuclear 

factor erythroid 2 p45 related factor 2)过表达及靶向 Nrf2和活性转录因子 4(activating transcription factor 4，ATF4)的 siRNA重 

组慢病毒颗粒；在骨形态发生蛋白2(bone morphogenetic protein 2，BMP2)诱导下，设立不同病毒感染组处理 C2C12细胞，检测 

各处理组 C2C12细胞的增殖 、凋亡及成骨相关标志基 因的表达。结果：FCM结果显示 ，BMP2+Lv—Nrf2组细胞凋亡率低于 

BMP2+Lv—GFP组(P<0．05)，BMP2+Lv—siNr￡2组细胞凋亡率高于 BMP2+Lv—GFP组(P<0．05)，BMP2+Lv—Nrf2+Lv—siATF4组细胞 

凋亡率低于BMP2+Lv—GFP组(P<0．05)并同肘低于BMP2+Lv—siATF4组(P<O．05)；蛋白免疫印迹检测结果与FCM凋亡结果一 

致；免疫细胞化学检测结果显示 ，实验组 BMP2+Lv—Nrf2组中骨钙蛋 白(osteocalcin，OCN)与碱性磷酸酶(alkaline phosphatase， 

ALP)表达增高，而BMP2+Lv—siNrf2组中两种蛋白表达均降低(P<0．05)，联合处理组BMP2+Lv—Nrf2+Lv—siATF4中两种蛋白表 

达低于对照组和BMP2+Lv—Nrf2组(P<0．05)。结论：上述结果表明，在 BMP2诱导 C2C12细胞成骨分化过程中，Nrf2可抑制 

C2C12细胞的凋亡，促进其向成骨分化，同时，可挽回因ATF4蛋白减少而产生的细胞凋亡，但对 C2C12细胞的骨向分化没有 

影响。 
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Effects of Ientivirus Nrf2 on proliferation。differentiation， 

and apoptosis of C2C1 2 cells 

Wu Zhimeng，DengLi，Hu Qin，Guo Fen~in 

(Teaching and Research Section of Cell Biology and Genetics，Laboratory ofDevelopmental Biology and Model 

A nimals，Colle’g of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effects of Nrf2 on proliferation，apoptosis and differentiation of C2C12 cells during osteoblastic dif- 

ferentiation．Methods：The recombination lentivirus of nuclear factor erythroid 2 p45 related factor 2(Nrf2)and its siRNA were con— 

structed in order to investigate the function of gene Nrf2 on apoptosis during osteogenic differentiation of C2C 12 cells．The plasmids 

pWPT-GFP-Nrf2，pWPT-GFP-siNRF2 and pWPT-GFP-siATF4 were co-transfected respectively with other two lentivirus packaging 

plasmids into 293T ceils to produce Lv-Nrf2，Lv-siNrf2 and Lv-siATF4 virus particles．Different treatment groups of lentivirus were 

set under the induction of bone morphogenetic protein 2(BMP2)，the proliferation，apoptosis and expression of osteogenic—differentia— 

tion-related marker proteins were detected respectively．Results：FCM analysis showed that the apoptosis rate in BMP2+Lv—Nrf2 group 

was lower than that in BMP2+Lv-GFP group；the apoptosis rate in BMP2+Lv-siNrf2 group was higher than that in BMP2+Lv—GFP 

group；the apoptosis rate in BMP2+Lv·—Nrf2+Lv-—siATF4 group was lower than that in BMP2+Lv—-siATF4 group；the results of Western 

blotanalysis were consistent with those of FCM．Cell immunoehemistry staining showed that the expression levels of osteoealcin and 

alkaline phosphatasewere higher in BMP2+Lv—Nrf2 group than in control group BMP2+Lv-GFP，lower in BMP2+Lv—siNrf2 groupthan 

in control group，lower in combined treatment group BMP2+Lv-Nrf2+Lv-siATF4 than in control group and single treatment group 
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BMP2+Lv—Nrf2．Conclusion：Under the induction of BMP2， 

gene Nrf2 could inhibit the apoptosis and promote the osteogenic 

differentiation of C2C12 cells．Additionally，gene Nrf2 could 

rescue the increased cell apoptosis level，but could not rescue 

the decreased osteogenic differentiation level both caused by 

ATF4 deficiency． 

【Key words]Nrf2；lentivirus；osteogenic differentiation；cell apop- 

tosis 
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转录因子NF-E2相关因子 Nri2属于碱』生亮氨酸 

拉链蛋白家族(basic leucine zipper protein family)~”， 

Nrf2与细胞的抗氧化应激反应密切相关，当细胞受 

到活性氧损害或其它化学物质浸染时，将激活一系 

列的细胞自我保护性基因的表达。研究发现。Nrf2 

在肝脏、肾脏、消化道和肺等一系列组织器官的细 

胞中都有一定表达121，Nrf2具有调节编码抗氧化蛋白 

以及 Ⅱ相解毒酶表达的作用[31。在正常的细胞生理 

状态下 。Nrf2与 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋 白一1 

(Keap1)结合而被锚定在细胞质内 。活性氧或亲 

核剂的激活下，Keapl构象改变而使 Nrf2脱离进入 

细胞核。并结合抗氧化反应~@(antioxidant responses 

elements，ARE)，从而调节相关解毒酶和抗氧化蛋 

白的表达，启动细胞的自我保护机能【3I6-73。 

研究发现，Nrf2通路的抗氧化作用同样存在于 

成骨及软骨细胞中，而Nrf2信号通路在骨发育代谢 

中也具有的重要作用。沉默Nrf2基因能显著促进破 

骨细胞的分化和骨吸收能力[9】，在成骨细胞中则会 

导致 RANKL分泌的增加 。Nrf2的缺失在破骨前 

体细胞和成骨祖细胞中。会导致胞内活性氧(reactive 

oxygen species．ROS)水平的升高和大量抗氧化酶体 

和谷胱甘肽表达量的下降[9-10t。ATF4调节大量基因 

的转录活性，其中就包括成骨细胞分化的标志蛋白： 

骨钙蛋白(osteocalcin，OCN)tu】。ATF4在维持成熟成 

骨细胞功能上有不可或缺的作用，如合成并分泌骨 

胶原蛋白【I2_-31。这说明 ATF4在成骨细胞的最终分化 

和骨形成中具有至关重要的作用。 

本实验成功构建了人 Nrf2基因重组慢病毒 

Lv—Nrf2和靶向Nrf2基因的 siRNA重组慢病毒 Lv— 

siNrf2及靶向ATF4基因的siRNA重组慢病毒 Lv— 

siATF4，并探讨BMP2诱导C2C12细胞骨向分化过 

程中，Nrf2基因和 ATF4基因对 C2C12细胞增殖、 

凋亡及成骨分化的影响，为进一步研究人 Nrf2基因 

的生物学功能奠定基础。也为探讨 Nrf2和 ATF4基 

因在成骨细胞分化过程中的相互关系及分子机制 

提供一定的理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株和细胞 

慢病毒表达载体pwer—GFP—V5、慢病毒包装辅助载体 

pMD2G和pSPAX2(第二军医大学何志颖教授惠赠)用以构 

建和包装过表达慢病毒颗粒 ：改造后的慢病毒表达载体 

pWPTN—GFP—V5含有 u6及 H1双向启动子(上海生物工程 

有限公司)，用以构建和包装 siRNA慢病毒颗粒；大肠埃希菌 

DH5c~、pcDNA3．1(一)一Nrf2、人胚 肾细胞 HEK一293T和成肌 

C2C12细胞系均由本实验室保存。 

1．2 主要试剂 

限制性内切酶BamH I、M／u I、 聚合酶(大连宝生物 

公司)；T4DNA连接酶(Promega公司)；质粒小量提取试剂盒 

和DNA胶回收纯化试剂盒(Omega公司)；DMEM高糖细胞培 

养基 (Hyclone公司)；胎牛血清(德国PAN生物公司)；Nrf2、 

ATF4、OCN及AIJP抗体(SantaCruz公司)：Cleaved-Caspase3、 

Caspase 12抗体(Abcam公司)；HRP标记的抗兔和抗鼠IgG~-- 

抗(北京中杉金桥生物公司)；鼠抗 B—actin单克隆抗体(天津 

三箭生物技术有限公司)：脂质体 LipofectamineTM 2000(Invit— 

rogen公司)：BCA蛋白浓度测定试剂盒和 ECL电化学发光 

试剂盒(碧云天生物技术研究所)；免疫组化试剂盒(北京中 

杉金桥生物公司)。 

1．3 重组慢病毒载体的构建 

1．3．1 引物设计 根据GenBank中人Nrf2的CDS区的基因 

序列，设计并合成 Nrf2的扩增引物。上游引物：cgcggatccAT— 

GATGGTCITGGTG；下游引物：cgacgcgtGnTITrC，rI1AACA rc— 

TGG(分别为 BamH I、M／u I酶切位点)，以真核表达载体 

pcDNA3．1(一)一Nrf2为模板扩增 Nrf2基因，扩增片段大小为 

1 987 bp。应用美国 Oligo ENGINE公司提供的干扰 RNA在 

线设计软件。选取抑制率评分最高的靶向Nrf2 siRNA序列并 

添加上酶切位点(正义链序列：5’一aATAAGACAGTGACCC— 

ACGTtm一3’。反义链序列 ：5’一aACGTGGGGCACTGTCTAAT— 

tttt一3’)．同理设计并合成 ATF4 siRNA序列正义链序列 ：5’一 

aGGAGCAAAACAAGACAGCAtttt一3’．反义链序列：5’一aTGC— 

TGTCT]'GTYIq'GCTCCtttt一3’)将以上序列送至上海英俊生物 

技术有限公司合成，并将合成的靶向Nrf2及ATF4的siRNA 

序列经退火形成双链 DNA片段(从 95 c开始每 5 oC递减，直 

至温度降至5~C，每个温度梯度持续5 min)。 

1．3．2 重组慢病毒载体的构建 用限制性内切酶BomH I、 

M／u I双酶切慢病毒载体 pWPT—GFP—V5以装载 Nrf2目的 

基因：改造后的 pWPTN—GFP—V5为 H1及 u6双向启动子系 

统(图谱见图1A)，因此，直接利用 s I酶处理慢病毒载体 

pWPTN—GFP—V5，再插入相应 siRNA片段；利用 T4一DNA连 

接酶，将上述酶切后慢病毒载体分别与Nrf2目的基因，靶向 

Nrf2和靶向ATF4的siRNA片段连接。逐一构建慢病毒骨架 

载体 pWPT—GFP—Nrf2、pWPTN—GFP—siNrf2、pWPTN—GFP— 

siATF4。将连接产物分别转入 DH5c~感受态菌中，37℃摇床 

过夜．提取质粒DNA逐一进行酶切鉴定和测序鉴定。 

1．4 慢病毒重组体的包装和靶细胞感染 

在 6 cm的培养皿 中接种对数增殖期的 293T细胞 ，次 日 

将慢病毒空载 pWPT—GFP—V5，重组慢病毒载体 pWPT-GFP— 

Nrf2．pWPTN—GFP—siNrf2和 pWPTN—GFP—siATF4分别与辅 

助包装质粒 pMD2G、pSPAX2混合，按照 Lipofectamine 2000 

脂质体说明书分别将3种质粒充分混合并共转染进入 293T 

细胞中．三质粒 pWPT—GFP、pMD2G和pSPAX2各加入12．5、 

5和 10 。6 h后换新鲜的细胞培养液，48 h后收集培养 

液上清，0．45 m滤器过滤后一80℃保存旧。 

1．5 病毒滴度的检测 

在 24孔板中以约 4×104~"／mL的密度接种 293T细胞， 

按照孑L稀释法倍比稀释浓缩的病毒上清，各取 500 IxL置于 

24孔板各孔细胞中，细胞在 37 oC、CO。体积分数 5％的培养 

箱中培养过夜，次 Et更换 DMEM完全培养液继续培养 ，48 h 
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荧光{}l!．微镜下观察绿色荧比数。1个发绿色荧’匕的细胞为 

1个表达 化(expression forming units，elh)，根据 Fffli公式汁 

算病毒滴度(efu／m1 )和感染复数(MOI)I }：病毒滴度=发绿色 

荧光的细胞数X病毒稀释倍数／0．1，MOI=病毒滴度 X加入病 

薄体积 惑染的细胞数 

1．6 FCM检测重组慢病毒对 C2C12细胞周期和凋亡的影响 

1．6．1 成骨诱导及病毒处州 取埘数期增殖的 C2Cl2细胞 

接种 J：6 ClII细胞髓，待细胞汇合至 70％fl~jJl1人 100 ／mL的 

BMP2蛋白和重组慢病毒，分组如 卜：NC组( q -- ． 对照组)． 

BMP2 n，BMl】2+l v—GFP组 ，BMP2+Lv—Nr[2组 ．BM1)2+Lv— 

siNrf2纠1，BMP2+1 v—siATF4组 ．BMt)2+I_v—Nrf2+I v—siA FF4 

纠i。每个实验设 2个复孔 ，甄复 3次(以下榆测皆按此方法 

处珲细胞并分 ) 病毒处理第 5天，收集各组细胞 、 

1．6．2 细胞周期榆测 1 nlI 的70％乙醇 定各处理组细 

胞 24 h，计加入等体积的染料 l，I，4℃放置 30 rain／,- 龙膜 

过滤，FCM测定符_fll细胞周期情况 陔检测}h重庆阪科大学 

流式细胞监测t 完成 

1．6．3 细胞凋 的愉测 收集各组细胞用 PBS洗涤 3次．加 

入等体积 PBS，应蚪J FCM Annixin PE法检测细胞捌r：．、该检 

测南重庆医科大 j≈流式细胞峤测【f1心完成， 

1．7 蛋白质免疫 印迹检测 

各组细胞分别经预冷的 PBS冲洗 3次后，JJn人 RIPA蛋 

h裂解液，收集 新的离心管巾 丁冰 f 充分裂解．离心后 

嫩上清加入 6 X SI)S上样缓冲液 ，BCA试剂盒测定赁r{质浓 

度，取 30 ng／-fL蛋白至 12％ SI)S—PA( 。电泳分离后 120 v． 

1 h转膜 ，封闭J~JJf1人稀释的 B—actin鼠抗抗体及 ¨的抗体： 

次日TBST洗膜 ，加入辣根过氰化物酶标 的二 抗． 温反 

』、 1 h； FBSrr洗膜，电化学发光试剂反应 ．并丁暗窜巾曝光．． 

1．8 免疫细胞化 学检测 

将灭菌处 过的 1 cnl x 1 till 玻片置于 6 CIII细胞盘 

底，冉铺上 C2C12 胞，之后的瘸薄处理及分组 1．6．1一致 ．． 

病毒处理第 5犬，收f}j各组的细胞爬片，迅速置丁 4％多聚 

⋯醛『f1同定 20 nlin，蒸馏水浸泡 5 nlin．使用免疫组化试剂盒 

合 OCN及 A1 l，抗体，对各组细胞爬片进行免疫绀织化学 

染色I17 IN．．苏小素复染，自来水冲洗后ft然晾f，叶1性树胶封片。 

1．9 统计学方法 

成J}J SPSS 18．0软件对实验的结果数掂进行统汁学分 

析，计 数据川均数±标准差( ± )表永，多绀问佯本的比 

较采川单 索 篮分析，组问两两比较采用 LSD—I法 检验 

水7伟OL=0．05 

2 结 果 

2．1 重组慢病毒的构建与检测 

为了证明 组慢病毒载体构建的准确性 ，埘霞组后载体 

pWVr—GFP—Nif2进彳t BarnH I和 Mlu I双酶切 定，酶切产 

物为 1 900 I)I】左 ，pwI 一( P—Nr[2的测序结果也说明载 

体掏建止确。经俯比稀释法测定慢病毒(以 I v—Nrf2为例)的 

滴度约为 l×l0 eftdniI ，相同力‘法测定 T v—siNrt2、IN—siATF4 

的滴度并将终滴度稀释为 1 X 10s efutmI 检测重组慢病毒对 

¨的细胞的感染效率，以 Lv—Nrr2为例 ，分别按j!《{感染复数 

(the nmhipliciiy ot’infection，MOI)为 2O、50、80的悌度感染 

C2C12细胞，48h后荧光显微镜下观察荧光(图 】B)．结果 

爪 M()I=50时，绿色荧)匕最强。住蛋白质免疫印迹实验f1l，结 

果{lI!_l，】j T v—Nl佗、1 v—si Nrt2和 Lv-siA r 感染 C2C 12细胞48 h 

NH2及 ATF4 的表达水平如同 lD和 E 

2 M 

： ， ‘ ， t： 
一  

， ≮二 2 ‘ ‘2588 
一

、  

A．BarnH I和Mlu l圾切pWP'I 一( L 2质粒后 ，小 ( 

}j}}糖凝胶电泳 及改造后的pWl I'N一( P—V5质粘 

l0 l0。 10 

B俯比稀释法愉测 I v—Nrt2的滴度( 』 示 100 txn1) 

M01=20 MOl=5() M()I=80 

( ．I v—Nrf2对C2C12细胞的最佳感染复数拎测(杯J 示 50 tJ．In) 

I v一(：FP 

l v—NI{2 

— siN rf2 

N rf2 —_ ·6 1 kD 

13-m'ti ●—■—■ ．-43 k1) 

I v一(；̈  

I V--SiATp 4 

Aq 4囊■疆麓 "49 k D 

[3-m't_『l — —I "43 k1) 

I)在分圳『f1 I v—Nrt2．Lv～siNr[2和l v—siA FF4痫《感染C2Cl 2 

细胞后，蛋r1免疫印迹检测 Nrt2及A⋯11"4蛋fLl的表达情况 

L l 
I (：r}】 I_、一N rt2 ll、一N rf2 sil／NA I、～CFP I、一^rF4 il{N  ̂

E蛋门免疫印迹表达水平的朴状图分析 

图 1 慢病毒的构建与检测 

Fig．1 Construction and determination of lentivirus 
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2．2 FCM检测各重组慢病毒处理组对 C2C12细胞周期的 

影 响 

BMP2组 ，BMP2+Lv—GFP组，BMP2+Lv—Nrf2组．BMP2+ 

Lv—siNrf2组 ．BMP2+Lv—siATF4组 和 BMP2+Lv—Nrf2+Lv— 

siA rF4组 6组处理组组之间细胞周期 s期差异无统计学意 

义，但 NC组与 BMP2单处理组相比s期明显上升(P<0．05) 

(图 2)。 
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A．FCM榆测细胞周期的分都 
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I：NC：2：BMP2；3：BMP2+LV—GFP；4：BMP2+I V—Nrf2； 

5：BMI’2+I V—siNrf；6：BMP2+Lv—siATF4； 

7：BMP2+I V—Nrf2+Lv—s_ATF4： 

a：P<0．05．NC组 与BMP2单处理组比较 

B．各处理组细胞周期分布的柱状图分析(x± =3) 

图 2 FCM检测在 BMP2处理下各重组慢病毒组中 

C2C12细胞周期的分布 

Fig．2 FCM analysis of cell cycle in C2C1 2 cells infected 

bV LV—ATF4 with BMP2 treatment 

2．3 FCM检测各重组慢病毒处理组对C2Cl2细胞凋亡的影响 

FCM凋亡结果显示 ．BMP2组凋亡率 明显高于 NC组 

(P<O．05)：BMP2+Lv—Nrf2组凋亡率明显低于阴性病毒对照 

组 BMP2+I v—GFP(P<O．05)：BMP2+Lv—siNrf2组凋亡率明显 

高于病毒对照组 BMP2+Lv-GFP(P<O．05)；BMP2+Lv—Nrf2+Lv— 

siATF4组凋亡率明显低于病毒处理组 BMP2+Lv—siATF4(P< 

0．05)(图3)。 

2．4 Western blot检测各慢病毒处理组中凋亡相关蛋白的表达 

为进一步说明各处理组细胞的凋亡水平，课题组对各组 

细胞中凋亡蛋白 cleaved caspase一3和 caspase一12的表达水 

平进行检测。蛋白质免疫印迹结果显示，在 C2C12细胞分化 

过程中 ，与对照 NC组相 比，BMP2处理组和病毒对照组 

BMP2+Lv—GFP凋亡相关蛋白cleaved caspase一3和 caspase— 

l 2表达均增加；与对照组相比．实验组 BMP2+IJv—Nrf2cleaved 

caspase一3和 caspase一12表达明显降低(P<0．05)；BMP2+I v— 

siNrf2组 cleaved caspase一3和 caspase一12表达明显增加(尸< 

0．05)；联合处理组 BMP2+Lv—Nrf2+Lv—siATF4组 cleaved cas— 

pase一3和 caspase一12表达明显降低于单病毒处理组 BMP2+ 

Lv—siATF4(P<0．05)。见图4。 

2．5 免疫细胞化学检测各慢病毒处理组对C2C12细胞成骨 

分化 的影响 

免疫细胞化学检测结果显示 ，在 C2Cl2细胞分化过程 

中，与对照组 NC相比．BMP2处理组和病毒对照组 BMP2+ 

Lv—GFP，骨钙蛋白(OCN)及碱性磷酸酶(ALP)明显增加(P< 

0．05)；与各对照组相比，实验组 BMP2+I v—Nrf2中OCN和AI P 

表达增加(P<0．05)：而 BMP2+Lv—siNrf2组中 OCN和 ALP表 

达降低(P<O．05)；联合处理组 BMP2+Lv—Nrf2+Lv—siATF4中 

OCN和 ALP表达明显低于单病毒处理组 BMP2+Lv—Nrr2(P< 

0．05)。见图 5。 

Annexin V FITC 

A．FCM检测各处理组 C2C12细胞凋亡率图 
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l：NC；2：BMP2；3：BMP2+LV—GFP；4：BMP2+Lv—Nrf2； 

5：BMP2+Lv—siNrf2；6：BMP2+Lv—siATF4； 

7：BMP2+Lv—Nrf2+Lv—siATF4 

a：P<0．05 

B．细胞凋亡率柱状图分析(X±S，n=3) 

图3 FCM检测各组 C2C12细胞凋亡率 

Fig．3 FCM analysis on apoptosis rate of each group 

0f C2C12 cells 
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图4 蛋白质免疫印迹法检测 BMP2诱导下各病毒处理组对 

C2C12细胞中凋亡相关蛋白caspase 12．cleaved caspase 3 

表达水平的影响 

Fig．4 Expressions of caspase 1 2 and cleaved caspase 3 in 

C2C1 2 cells infected with lentivirus under the treatment of BMP2 

detected by W estern blot 

3 讨 论 

骨形态发生蛋白是转化生长因子 13超家族巾 

的一组多功能细胞因子，它最早rh骨提取物中纯化 

获得I i。骨形 态发生蛋 白 2(bone morphogenetic 

protein 2．BMP2)具有诱导干细胞向成骨分化的能 

力 之” C2C12细胞是 BMP2诱导骨分化的经典细 

胞模型。BMP2诱导 C2C12细胞分化的许多细胞因 

子的变化都 已明确 ，例如 Runx2，Osterix和 ATF4 

等IS，26-271。而 ATF4作为 ATF3的激活物，可同时激活 

成骨相关基因，并诱导促凋亡冈子 CCAAT／：~强【大J 

子结合蛋白同源蛋 白(C／EBP homologous protein， 

CHOP)的表达．而 CHOP对于骨发育过程中的合成 

代谢及响应骨形成蛋白来说，又是至关重要的I篮I。因 

此 ．ATF4对成骨发育过程来说是必需的一种转录 

因子．本实验的结果亦表明，在 BMP2的诱导下，ATF4 

扮演了一个促进 C2C12细胞向成骨分化的角色。 

越来越多的研究表明，Nrf2作为一种抗氧化应 

激因子，在，胃 发育代谢中具有重要作用， Nrf2可以 

负凋节破骨细胞的形成，过表达 Nrf2或抑制 Keapl 

的活性可降低 RANKL的表达并较少破骨细胞的数 

量 ，而在破骨细胞中抑制 Nrf2的表达则会通过提 

高胞内活性氧水平而激活破骨细胞活性并增加破 

骨细胞数量I I。相应的，在成骨分化过程中，Nrf2扮 

演着积极的角色，之前的研究表明，Nrf2缺欠的成 

骨细胞系会丧失钙化及分化能力l1(】I：而在高氧应激 

状况下，成，胃 的分化也会受到抑制 埘于Nrf2敲除的 

转基 型小鼠，与野生型小鼠相比，也表现ff{骨吸 

收的增加，股骨末端及椎骨骨形成率下降的表型 I。 

在本实验中．BMP2诱导 C2C12细胞成骨分化过程， 

抑制 Nrf2的表达，会}H现明显的抑制成骨细胞分化 

的作用，而过表达 Nff2则对成骨细胞分化具有一定 

的促进作用，这与以上研究报道的结果相吻合。值 

得一提的是，本实验的结果还显示。在 BMP2诱导 

分化 C2Cl2细胞骨向分化过程中．沉默 Nrf2基因会 

加剧 C2C12细胞分化过程中的凋亡，而过表达 Nrf2 

则可一定程度上抑制此过程中发生的细胞凋亡，并 

且．过表达 Nrf2可一定程度上挽[n]因 ATF4减少而 

促进 C2C12细胞凋亡增加的作用 ，但冈 ATF4减少 

而导致的成骨细胞分化的降低却无法凶Nrf2的过 

表达而改变 ，这一结果提示 ，C2C12细胞成骨分化 

过程巾可能存在一定的氧化应激状态，Nrf2在成骨 

细胞分化中可能提供抗氧化性的保护作用 ，并减少 

细胞的凋亡．而 ATF4在此成骨细胞分化过程巾的 

作用至关重要 ，ATF4的减少会导致成骨分化受阻， 

这亦与文献报道的ATF4在成骨细胞分化及成骨发 

育中的作用相一致。 

肌肉、骨骼相关疾病是全球长期残疾的最常见 

的原『大1，骨质疏松和肌肉功能丧失 日益引起研究人 

员的广泛重视I 。本研究成功构建 _r Lv—Nrf2，Lv— 

siNrf2及 Lv—siATF4慢病毒颗粒，探讨了 Nrf2在成 

骨细胞分化过程中对细胞增殖。凋亡及分化的影响， 

并初步分析了 Nrf2和 ATF4在此过程中的相互影 

响．结果表明，Nrf2可以促进 BMP2诱导的 C2C12 

细胞骨向分化过程中的作用．并抑制细胞凋 ；同 

时．过表达 Nrf2可挽回因 ATF4蛋白减少而促进的 

细胞凋亡作用．却无法挽回凶 ATF4蛋白减少 导 
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C．OCN染色阳性细胞比例柱状图 D．ALP染色阳性细胞比例柱状图 

l：NC；2：BMP2；3：BMP2+LV—GFP；4：BMP2+Lv—N ；5：BMP2+Lv—siNrf；6：BMP2+Lv—siATF4 
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阳性比例 =OCN(ALP)染色细胞数目／细胞总数目 P<0．05 

图5 细胞免疫化学法检测 BMP2诱导下各组细胞成骨分化标志蛋白OCN及 ALP的分布 

Fig．5 Distribution levels of OCN and cleaved ALP in C2C1 2 cells infected with lentMrus under the 

treatment of BMP2 detected by immunochemistry staining 

致的成骨细胞分化的降低。本研究为进一步探讨 

Nff2及 ATF4在成骨细胞分化过程中的生物学作用 

奠定基础，也为日后临床肌肉、骨骼相关疾病的治 

疗提供一定的实验参考价值。 
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