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SDF-1/CXCR4在BMP9介导C2C12细胞成骨分化 
过程中的作用研究

刘  晨  杨丹丹  白慧丽  李宝林  何  方  张汝益  严树涓  施  琼*

(重庆医科大学检验医学院临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆市重点实验室, 重庆 400016)

摘要      为了观察SDF-1/CXCR4信号轴在BMP9促C2C12细胞成骨分化过程中的作用, 通过重

组腺病毒过表达BMP9, 检测对C2C12细胞中SDF-1及受体CXCR4 mRNA和蛋白表达水平的影响 ;  
同时利用重组腺病毒或中和抗体干扰SDF-1/CXCR4, 与BMP9先后作用于C2C12细胞 , 通过定量测

定碱性磷酸酶(ALP)、染色测定ALP表达、免疫细胞化学测定骨钙蛋白(OCN)表达、茜素红S染色

测定钙盐沉积、Real-time PCR检测成骨相关转录因子Runx2和Osx的表达、Western blot检测成骨

分化信号通路MAPK和Smad的变化。结果显示 , BMP9能明显抑制C2C12细胞中SDF-1、CXCR4
的表达(P<0.01), 且具有剂量和时间依赖性; 预先干扰SDF-1/CXCR4能明显影响由BMP9介导的早、

中期成骨标志物ALP、OCN及早期转录因子Runx2、Osx的表达(P<0.01)和MAPK、Smad信号通路

相关蛋白的变化(P<0.05); 外源性SDF-1并不能影响晚期成骨标志物钙盐沉积。提示SDF-1/CXCR4
信号轴在由BMP9介导的C2C12细胞成骨分化早、中期过程中发挥重要作用。
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The Role for SDF-1/CXCR4 Signal Axis in BMP9-induced Osteogenic 
Differentiation of C2C12 Cells
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(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics, Ministry of Education, Faculty of Laboratory Medicine, Chongqing Medical 
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Abstract        To elucidate the role of SDF-1/CXCR4 signal axis during BMP9-incuced osteogenic differen-
tiation in C2C12 cells, BMP9 was introduced by using recombinant adenoviruses assay. The mRNA and protein 
expression levels of SDF-1 and CXCR4 induced by Ad-BMP9 were detected in C2C12 cells. At the same time, the 
recombinant adenovirus and neutralizing antibody were used to perturbing the SDF-1/CXCR4 signal axis in C2C12 
cells before or after the addition of BMP9. The alkaline phosphatase (ALP) quantitative assay and fast blue RR salt 
staining were used to determine the expression of ALP. Immunocytochemistry was used to determine the expres-
sion of osteocalcin (OCN), while calcium deposition was determined by alizarin red S staining. The expression of 
the osteogenic transcription factor Runx2 and Osx were detected by real time PCR. Western blot was used to de-
tect the change of osteogenic differentiation signaling pathway MAPK and Smad. The results showed that BMP9 
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significantly inhibited SDF-1 and CXCR4 expression (P<0.01) in C2C12 cells, in a dose- and time-dependent. 
Pretreatment of C2C12 cells with SDF-1/CXCR4 could significantly affect the early and mid osteogenic markers 
ALP, OCN, the transcription factors of Runx2, Osx expression (P<0.01), and the Smad, MAPK signaling pathway 
(P<0.05). Addition of exogenous SDF-1 did not affect the changes of the late osteogenic marker calcium deposi-
tion. Our data indicated a co-requirement of the SDF-1/CXCR4 signal axis in BMP9-induced the early- and mid-
process of osteogenic differentiation of C2C12 cells.

Key  words        SDF-1; CXCR4; BMP9; osteogenic differentiation; C2C12 cells

伴有骨缺损的骨不连接在临床上极为常见 , 是
严重危害人类生存质量的骨骼系统的严重疾病 , 当
合并糖尿病、骨质疏松、酗酒和重度吸烟时 , 发生

率更高 [1]。我国每年骨不连、骨缺损和脊柱融合术 , 
加上骨肿瘤病人切除术后的保肢治疗 , 共近150 万
例 , 提高其治愈率成为亟待解决的热点问题。前期

发现, BMP2具有促进小鼠C2C12间质成肌细胞向成

骨分化的功能 [2]。以间质细胞为细胞源的骨组织再

生工程已证实其安全和有效性 , 如何促进其成骨分

化是骨组织工程技术的关键环节和研究热点[3]。

SDF-1属CXC型趋化因子 , 与其七次跨膜受体

CXCR4构成的信号轴表达于机体多种组织和细胞 , 
尤其是在间充质干细胞的修复、再生和归巢过程

中发挥重要作用 [4]。Zhu等 [5]证明SDF-1与BMP2在
C2C12细胞成骨分化过程中共同发挥作用 , 且阻断

SDF-1/CXCR4信号轴可抑制由BMP2介导的小鼠骨

髓基质细胞的成骨分化[6]。

促进成骨分化的因子有多种 , BMPs(骨形态发

生蛋白 )是其中最有应用前景的因子之一。BMPs
属于转化生长因子 β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)超家族 [7], 目前共分离和鉴定了20余种BMPs。
其中 rhBMP2和 rhBMP7已应用于临床上的骨再生治

疗 [8-9], 并取得了一定的效果。实验室前期研究发现

BMP9是诱导间充质干细胞成骨分化作用最强的因

子之一[10], 但机制至今不明。因此, 本研究通过体外

实验观察干扰C2C12细胞中SDF-1/CXCR4表达对

由BMP9介导的成骨分化过程的影响 , 进一步阐明

BMP9促成骨作用的机制 , 推动BMP9在骨组织工程

乃至临床中的应用。

1   材料与方法
1.1   试剂

引物由 Invitrogen公司合成 , RNA提取试剂Tri-

zol购于 Invitrogen公司 , RT-PCR试剂盒、Real-time 
PCR试剂盒购于TaKaRa公司 , DMEM高糖培养基、

MEM培养基、胎牛血清购于Hyclone公司 , SDF-
1 ELISA检测试剂盒购于RayBio公司 , ALP定量检

测试剂盒购于BD公司 , napthol AS-MX phosphate、
Fast Blue BB Salt、茜素红S染料、维生素C和β-磷酸

甘油购自Sigma公司, 抗SDF-1中和抗体购于R&D公

司 , CXCR4抗体、OCN抗体、β-actin抗体购于Santa 
Cruz公司 , Erk1/2抗体、pErk1/2抗体、Smad1/5/8抗
体、pSmad1/5/8抗体购于Cell Signaling公司, 山羊抗

鼠IgG、山羊抗兔IgG、兔抗山羊IgG和SP免疫组化

检测试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有限公司 , 
Western blot ECL检测试剂盒购于Millipore公司。其

他试剂均为进口分装或国产分析纯。

1.2   细胞与病毒

小鼠间质成肌细胞株C2C12、人结直肠癌细胞

株HCT-116由美国芝加哥大学分子医学研究室何通

川教授惠赠。重组腺病毒Ad-GFP、Ad-RFP、Ad-
BMP9(同时表达GFP)、Ad-SDF-1(同时表达RFP)、
Adsi-CXCR4(同时表达RFP)由重庆医科大学临床

检验诊断学教育部重点实验室实验室前期利用

AdEasy系统构建, 保存备用。

1.3   实验方法

1.3.1   C2C12细胞的培养及分组      C2C12细胞常规

培养于DMEM高糖培养基(含10%胎牛血清、100 U/mL
青霉素和100 g/mL链霉素), 培养条件为37 °C、5%CO2、

饱和湿度 , 每 1~2 d用 0.25%的胰酶消化传代备用。

随机将细胞分为 5组 , 即空白对照组 (medium)、阴

性对照组 (Ad-RFP)、重组腺病毒过表达 SDF-1组
(Ad-SDF-1)、100 ng/mL中和抗体干扰表达SDF-1组
(anti-SDF-1)和重组腺病毒干扰表达CXCR4组(Adsi-
CXCR4)。
1.3.2   条件培养基的制备      HCT116细胞常规培养
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于MEM培养基 (含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素

和100 g/mL链霉素), 培养条件为37 °C、5%CO2、饱

和湿度。待细胞融合度60%左右时 , 加入24 h荧光

感染效率60%滴度的Ad-BMP9或Ad-GFP, 病毒感染

6 h后换液为无血清的DMEM高糖培养基, 并分别在

24 h和48 h后收集培养基 , 离心后4 °C保存备用 , 即
为BMP-CM或GFP-CM, 同时设置未加入腺病毒的

HCT-116细胞收集培养基为Control-CM作为空白对

照。一周内用完。 
1.3.3   Real-time PCR      收集各组细胞, TRIZOL法
抽提细胞总RNA, 将总RNA逆转录为 cDNA, Real-
time PCR检测不同基因mRNA表达, 采用GAPDH作

为内参。所有样本的结果以GAPDH的表达做相对

定量分析。数据分析采用比较CT法(ΔΔCT), 相对表

达量＝2–ΔΔCT=2–(ΔCT处理   –ΔCT对照)=2–[(CT处理–CT内参)–(CT对照–CT内参)]。

数据取3次重复的平均值。根据GenBank上发布的

基因序列设计引物, 所用引物序列见表1。
1.3.4   ELISA      收集各组细胞培养基, 1 000 r/min
收集上清液, 按照ELISA试剂盒说明书进行操作, 酶
标仪检测各孔D值 , 使用Curve Expert软件根据标准

曲线计算各组细胞中SDF-1表达水平。数据取3次重

复的平均值。

1.3.5   Western blot      收集各组细胞总蛋白 , 采用

BCA法进行蛋白定量。各取 100 μL样品上样进行

SDS-PAGE, 通过湿转仪将蛋白转移到PVDF膜上 , 
5%BSA室温封闭2 h, Ⅰ抗 4 °C孵育过夜后, Ⅱ抗室

温孵育1.5 h, TBST洗涤后按ECL试剂盒说明进行电

化学发光检测 , 并用Bio-Rad显影仪采集图像。以

β-actin为内参, 数据取3次重复的平均值。

1.3.6   ALP活性定量检测及染色      取对数生长期

C2C12细胞 , 待细胞融合度 50%左右时。处理 7 d
后, 弃去培养基, 用预冷的PBS冲洗2次, 裂解液裂解

5 min后 , 离心取上清液按试剂盒操作说明定量测定

ALP活性。并用BCA法检测细胞内总蛋白含量 , 校正

ALP的定量结果。用于ALP染色的细胞同样在处理7 d
后弃去培养基 , 用预冷的PBS洗2次 , 加入0.1 mg/mL 
napthol AS-MX phosphate和0.6 mg/mL Fast Blue BB 
Salt混合液200 μL进行染色 , 室温避光45 min, 显微镜

下观察成像并保存结果。重复3次。

1.3.7   免疫细胞化学检测OCN      细胞经处理14 d后
弃去培养基, 用预冷的PBS洗2次, 采用链霉卵白素–
生物素–辣根过氧化物法 (SP法 )进免疫细胞染色检

测OCN的表达 , 其中Ⅰ抗为OCN抗体 (1:50)、Ⅱ抗

为兔抗羊抗体 (1:5 000)显微镜下观察成像并保存结

果。重复3次。

1.3.8   茜素红S染色检测细胞钙盐沉积      细胞经处

理1 d后, 在培养基中加入终浓度为50 μg/mL的维生

素C和10 mmol/L的β-磷酸甘油 , 连续培养21 d后进

行茜素红S染色: 弃去培养基, PBS洗涤3次, 0.05%戊

二醛固定10 min, ddH2O洗涤3次, 加入0.4%茜素红S
染液 , 在显微镜下观察 , 待出现红色物质堆积时 , 弃
去染液 , ddH2O终止反应和洗涤 , 显微镜下观察成像

并保存结果。重复3次。

1.4   统计学分析

数据经Excel汇总, 以均数±标准差(x
_
±s)表示, 应

用SPSS 14.0统计软件进行统计分析, 两组数据采用t
检验, 两组以上比较采用单因素方差分析, 以P<0.05
为差异有统计学意义。

2   结果
2.1  BMP9抑制 C2C12细胞中 SDF-1/CXCR4 
mRNA和蛋白水平的表达

荧光显微镜下观察感染Ad-BMP9后 24 h荧光

感染效率分别为10%、20%、30%的C2C12细胞 (图
1A)。按 24 h荧光感染效率 10%、20%和 30%分别

加入不同滴度的Ad-BMP9, 同时设置阴性对照组

表1 扩增基因引物序列

Table 1  The sequence of PCR primers for each gene
基因

Genes
上游引物(5′-3′)
Forword primers(5′-3′) 

下游引物(5′-3′)
Reverse primers(5′-3′)

PCR产物长度(bp)
Amplified fragments(bp)

SDF-1 AGA GTC CGA GGA ACG CTG C CCC TGG CAC TGA ACT GGA 119 bp

CXCR4 GGA TCA GCA TCG ACT CCT TC AGG CAT AGA GGA TGG GGT TC 137 bp

Runx2 TAA GAA GAG CCA GGC AGG TG TAG TGC ATT CGT GGG TTG G 111 bp

Osx CCC TTC TCA AGC ACC AAT GG AGG GTG GGT AGT CAT TTG CAT AG 85 bp

GAPDH GGC TTC CCA GAA CAT CAT CGG ACA CAT TGG GGG TAG 120 bp
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A: 荧光显微镜下观察感染Ad-BMP9后24 h荧光感染效率分别为10%、20%、30%的C2C12细胞(100×);  B: Real-time PCR检测各组细胞1, 2, 4 d 
SDF-1 mRNA的表达情况; C: Real-time PCR检测各组细胞1, 2, 4 d CXCR4 mRNA的表达情况; D: ELISA检测各组细胞1, 2, 4 d SDF-1蛋白的表达; 
E: Western blot检测各组细胞4 d CXCR4蛋白的表达, 以β-actin为内参; *P<0.01, 与control组1 d相比较。

A: 24 h fluorescent infection efficiency 10%, 20%, 30% of C2C12 cells after infected with Ad-BMP9 were observed by fluorescence microscopy(100×); 
B: the 1, 2, 4 d expression of SDF-1 mRNA were detected by real time PCR; C: the 1, 2, 4 d expression of CXCR4 mRNA were detected by real time 
PCR; D: the 1, 2, 4 d expression of SDF-1 protein were detected by ELISA; E: the 4 d expression of CXCR4 protein were detected by Western blot, ex-
pression levels of β-actin served as control; *P<0.01 compared with the 1 d control group.

图1  BMP9影响C2C12细胞中SDF-1/CXCR4 mRNA和蛋白水平的表达

Fig.1  BMP9 affected the mRNA and protein expression levels of SDF-1/CXCR4 in C2C12 cells

(Ad-GFP)和空白对照组 (Control)。通过Real-time 
PCR检测BMP9作用下SDF-1、CXCR4 mRNA的表

达水平 , 经处理1 d后二者表达均无明显变化 ; 而处

理2 d后相比较Control组 , Ad-GFP组mRNA水平变

化不明显 , 10% Ad-BMP9组并不能明显降低SDF-1
和CXCR4 mRNA的表达 , 但 20%组和 30%组均能

明显降低二者mRNA的表达 , 其中20%组分别下降

32.2%、24.7%, 30%组分别下降44.4%、33.4%, 差异

具有统计学意义 (P<0.01); 处理4 d后 , Ad-GFP组依

旧不能引起SDF-1和CXCR4 mRNA的表达变化 , 说
明阴性对照组设置成功 , 但经BMP9处理后 , 各感染

滴度组均能明显降低二者mRNA的表达 , 其中10%
组分别下降38.0%、28.8%, 20%组分别下降51.5%、

35.8%, 30%组分别下降70.2%、57.4%, 差异均具有

统计学意义 (P<0.01, 图 1B-1C)。通过ELISA检测

BMP9作用下SDF-1的蛋白表达水平 , 结果与mRNA
表达水平相似。处理2 d后 , 20%组下降24.4%, 30%
组下降44.8%; 处理4 d后, 10%组下降22.7%, 20%组
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图2  BMP9预处理后干扰SDF-1/CXCR4不影响C2C12细胞

中ALP活性

Fig.2  Perturbing the SDF-1/CXCR4 signal axis after stimulated 
with BMP9 did not affect ALP activity in C2C12 cells

下降 32.7%, 30%组下降 55.4%, 差异具有统计学意

义 (P<0.01);  其余处理组均无明显变化 (图1D)。通

过Western blot检测BMP9作用下CXCR4的蛋白表

达水平 , Ⅰ抗分别为CXCR4抗体 (1:500)和β-actin抗
体 (1:1 000), Ⅱ抗均为羊抗鼠 IgG(1:5 000)。结果显

示 , 24 h荧光感染效率为30%滴度的Ad-BMP9作用

4 d后 , CXCR4蛋白表达水平明显降低 , 为对照组

46.3%(P<0.01, 图1E)。这说明BMP9能降低C2C12
细胞中SDF-1/CXCR4 mRNA和蛋白水平的表达 , 且
具有时间和剂量依赖性。

2.2   经BMP9预处理后干扰SDF-1/CXCR4并不影

响C2C12细胞ALP的表达

首先利用 BMP9-CM在 C2C12细胞中过表达

BMP9, 同时以Control-CM为空白对照、GFP-CM为

阴性对照。24 h后将细胞分5组 , 分别加入不同处理

因素。ALP活性定量检测分析结果显示 , 经过7 d处
理 , 相比较Control-CM组 , BMP9-CM能够明显增加

C2C12细胞中ALP活性, 而GFP-CM组中ALP活性与

Control-CM组无明显区别; Ad-SDF-1组、anti-SDF-1
组和Adsi-CXCR4组均不能明显改变C2C12细胞中

由BMP9介导的ALP活性, 差异均不具有统计学意义

(P>0.05, 图2)。
2.3   预先干扰SDF-1/CXCR4影响由BMP9介导的

C2C12细胞的早、中期成骨分化

C2C12细胞随机分为5组, 分别加入相应处理因素, 
24 h后每组又分别以Control-CM、GFP-CM和BMP9-CM

处理, 于7, 14, 21 d后分别检测成骨早期标志物ALP、成

骨中期标志物OCN和成骨晚期标志物钙盐沉积。

ALP活性定量检测分析结果显示 , 经过 7 d处
理 , 除BMP9-CM各组均能够明显增加ALP活性外 , 
anti-SDF-1组和 Adsi-CXCR4组均能明显抑制由

BMP9介导的细胞ALP的表达 , 与单独处理BMP9
组相比分别降低 66.6%和 79.2%(P<0.01); 而Ad-
SDF-1组能使BMP9介导的细胞ALP表达明显上升, 
约上升 32.5%(P<0.01); 单独以Ad-SDF-1、anti-
SDF-1和Adsi-CXCR4处理并不能影响细胞ALP的
表达水平(图3A)。同时 , ALP染色结果与活性定量

结果一致 , BMP9-CM诱导C2C12细胞7 d后ALP染
色程度增强 , anti-SDF-1组和Adsi-CXCR4组能明

显抑制ALP染色, Ad-SDF-1组能明显增强ALP染色

(图3B)。
OCN免疫细胞化学结果显示 , 经过 14 d处理 , 

BMP9能够明显增加OCN的表达 , anti-SDF-1组和

Adsi-CXCR4组能够使 C2C12细胞中 BMP9介导

的OCN的表达明显降低 ; 与ALP结果类似的 , Ad-
SDF-1组能明显增强这一作用 (图3C)。以上结果说

明 , 干扰SDF-1/CXCR4信号轴能明显改变由BMP9
介导的C2C12细胞早、中期成骨标志物的表达。

钙盐沉积茜素红S染色结果显示, 经过21 d处理, 
BMP9能够明显增加钙盐沉积 , anti-SDF-1组和Adsi-
CXCR4组能够明显抑制BMP9介导的这一作用 ;  但
Ad-SDF-1组并不能增强这一作用 (图 3D)。这说明

SDF-1/CXCR4信号轴与BMP9介导的C2C12细胞晚

期成骨分化关系不大。

2.4   预先干扰SDF-1/CXCR4影响C2C12细胞中

由BMP9介导的Runx2、Osx表达

C2C12细胞随机分为 5组 , 分别加入相应处理

因素 , 12 h后每组又分别以Control-CM、GFP-CM
和BMP9-CM处理。6 h后 , Real-time PCR结果显

示 , anti-SDF-1组和Adsi-CXCR4组能够使细胞中

BMP9介导的Runx2的表达分别降低41.0%和54.5%, 
Ad-SDF-1组则能使BMP9介导的Runx2表达上升

58.9%(P<0.01), 单独以Ad-SDF-1、anti-SDF-1和
Adsi-CXCR4处理并不能影响细胞Runx2的表达水

平(图4A);  与Runx2结果相似, anti-SDF-1组和Adsi-
CXCR4组也可使细胞中Osx的表达降低 , 分别为

54.9%和 59.8%, Ad-SDF-1组则能使Osx表达上升

35.5%(P<0.01, 图4B)。
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A: Real-time PCR检测各组细胞Runx2 mRNA的表达情况;  B: Real-time PCR检测各组细胞Osx mRNA的表达情况; *P<0.01, 与medium组和Ad-
RFP组相比较。

A: the expression of Runx2 mRNA were detected by Real-time PCR; B: the expression of Osx mRNA were detected by Real-time PCR; *P<0.01, com-
pared with the medium group and Ad-RFP group.

图4  干扰SDF-1/CXCR4影响由BMP9介导的C2C12细胞中Runx2、Osx表达

Fig.4  Perturbing the SDF-1/CXCR4 signal axis affected the expression of Runx2, Osx induced by BMP9 in C2C12 cells
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图3  干扰SDF-1/CXCR4影响由BMP9介导的C2C12细胞成骨分化

Fig.3  Perturbing the SDF-1/CXCR4 signal axis affected BMP9-induced osteogenic differentiation in 
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图5  干扰SDF-1/CXCR4影响由BMP9介导的C2C12细胞中

MAPK、Smad相关蛋白的活化

Fig.5  Perturbing the SDF-1/CXCR4 signal axis affected 
the activation of proteins in MAPK and Smad signaling 

pathway induced by BMP9 in C2C12 cells

1 h后 , Western blot结果显示 , anti-SDF-1组和Adsi-
CXCR4组能明显抑制MARK信号通路中Erk1/2蛋白

的磷酸化 , 分别降低25.9%和36.2%, Ad-SDF-1组则

能使Erk1/2活性上升43.2%(P<0.05, 图5A和图5B);  
与Erk1/2结果相似 , anti-SDF-1组和Adsi-CXCR4组
也能明显抑制Smad信号通路中Smad1/5/8蛋白的磷

酸化 , 分别降低19.2%和23.7%, Ad-SDF-1组则能使

Smad1/5/8活性上升32.4%(P<0.05, 图5A和图5C)。

3   讨论
趋化因子 (chemokine)是一组由组织细胞和炎性

细胞产生的具有多种生物学功能的小分子生物活性

肽家族 , 迄今发现的成员已逾60个。依其分子结构

中氨基端半胱氨酸残基排列顺序分为四类亚族 , 即 : 
CXC、CC、C、CX3C。CXC亚族成员之一SDF-1
与其受体CXCR4构成的信号轴广泛表达于多种细胞

和组织中 , 不仅在机体的发育中起了重要作用 , 还在

包括中枢神经系统在内的多个系统中广泛表达 [11-12], 
参与多种神经退行性疾病的病理过程。同时 , Orimo
等 [13]指出 , SDF-1通过与CXCR4信号轴的作用 , 既能

够促进肿瘤组织的生长 , 又能使其沿着浓度梯度迁

移至损伤区域并发挥修复作用 [14]。新近研究发现 , 
SDF-1/CXCR4与干细胞动员、归巢以及损伤组织或

器官的修复过程等有密切的联系 [15]。C2C12细胞是

从成年小鼠损伤后的肌肉中分离出来 , 在缺乏细胞

因子的普通培养基条件下培养最终向成肌细胞分化

的一种细胞株 [16], 在BMP2作用下能够被诱导分化为

成骨细胞 [2]。本课题组前期实验证明 , BMP9也具有

诱导C2C12细胞成骨分化的功能, 但机制不明。本研

究以BMP9作为诱导C2C12细胞定向成骨分化的细

胞因子, 初步探讨SDF-1/CXCR4对BMP9介导的成骨

分化的影响, 并进一步了解其分子机制。

我们首先从基因表达和蛋白水平分别验证了

利用重组腺病毒技术在C2C12细胞中过表达BMP9
对细胞自身SDF-1及CXCR4表达的影响。结果发现, 
SDF-1及CXCR4在细胞中均有较高表达 , 这与Rata-
jczak等 [17]所指出的间充质干细胞能高表达SDF-1及
CXCR4是一致的 ; 随着时间的延长和病毒感染滴度

的升高, 二者的表达均明显被抑制, 这也与Kortesidis
等 [18]指出的经含地塞米松的成骨培养基培养能降低

间充质干细胞SDF-1的表达相一致。其中 , 我们在

感染C2C12时 , 所用的腺病毒分别为24 h荧光效率

2.5   预先干扰SDF-1/CXCR4影响C2C12细胞中

由BMP9介导的MAPK、Smad相关蛋白活化

C2C12细胞随机分为 5组 , 分别加入相应处理

因素 , 12 h后每组又分别以Control-CM、GFP-CM
和BMP9-CM处理 , I抗分别为Erk1/2抗体 (1:1 000)、
pErk1/2抗体 (1:1 000)、Smad1/5/8抗体 (1:1 000)、
pSmad1/5/8抗体 (1:1 000)和β-actin抗体 (1:1 000), Ⅱ
抗均为羊抗兔 IgG(1:5 000)或羊抗鼠 IgG(1:5 000)。
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10%、20%和30%的感染滴度 ; 30%的感染滴度抑制

SDF-1/CXCR4的作用最强 , 且未影响C2C12细胞的

正常生长, 因此在接下来试验中, 我们多采用30%滴

度的重组腺病毒感染细胞。

在成骨分化的过程中 , 由骨质分泌的ALP是成

骨细胞的表型标志物之一 , 它可直接反映成骨细胞

的活性或功能状况, 一般作为成骨分化的早期指标。

前期实验中我们发现 , BMP9介导的成骨分化过程

中 , ALP一般在第3天开始表达 , 第7天达到峰值 , 第
10天左右开始下降 [19], 故在本实验中选择检测ALP
在第7天的表达。OCN是由成骨合成和分泌的维生

素K依赖性钙结合蛋白 , 大部分沉积在骨基质 , 骨
钙蛋白由于其主要在矿化形成期出现 , 故被认为

是成骨细胞向矿化发生期分化标记之一 [20]。钙盐

是骨基质中的无机物通常又称为骨盐 , 钙盐的形成

是成骨分化成熟的标志 [19]。故将OPN与钙盐沉积

分别作为中、晚期成骨分化的标志物 , 分别于第14
天和 21天进行检测。故在本实验中将以上三个指

标作为成骨分化标志物进行检测。首先 , 经BMP9-
CM处理C2C12细胞后干扰SDF-1/CXCR4信号轴, 发
现并不影响ALP的表达。这可能是由于细胞中能表

达足够多的SDF-1及受体CXCR4, 并在BMP9介导

成骨分化的早期阶段发挥重要作用 ;  但在成骨分化

信号通路启动后 , 即在本实验中加入外源性BMP9
后 , 细胞成骨分化的过程已不再需要SDF-1/CXCR4
信号轴 , 对其干扰也就不能明显影响成骨分化。这

也就解释了前面我们指出的 BMP9能降低细胞中

SDF-1、CXCR4的表达的原因。其次 , 预先干扰

SDF-1/CXCR4信号轴 , 能明显影响由BMP9介导的

C2C12细胞的ALP和OCN表达。其中过表达SDF-1
可使ALP和OCN表达明显升高 , 而干扰SDF-1及受

体CXCR4能明显抑制二者的表达。同时 , 对钙盐沉

积进行检测发现 , 虽然干扰SDF-1及受体CXCR4能
明显抑制BMP9介导的钙盐沉积 , 但是过表达SDF-1
不能增强这一作用。

Runx2是细胞成骨分化过程中骨钙蛋白、骨

桥蛋白、Ⅰ型胶原蛋白和胶原酶等标志物的转录

因子 [21], 在成骨分化的过程中表达相对较早 , 而Osx
作为Runx2的下游基因发挥作用 [22], 是成骨细胞分

化和骨形成过程中所必须的转录因子 [23]。为了进一

步研究其可能的作用机制 , 我们又对成骨分化早期

相关转录因子Runx2、Osx的mRNA水平进行了检

测。结果显示 , 过表达SDF-1可使Runx2、Osx表达

明显升高 , 而干扰SDF-1及受体CXCR4能明显抑制

二者的表达。这说明干扰SDF-1/CXCR4信号轴对

BMP9介导的成骨分化的影响是通过干扰BMP9所
介导的早期转录相关因子Runx2与Osx的表达而完

成的。BMP9可以通过经典的Smad信号途径而发挥

诱导成骨分化的作用 [24]。而近来的研究表明 , 除此

之外, MAPK信号也参与了BMP9诱导成骨分化的功

能发挥 [25]。Western blot结果显示 , 过表达SDF-1能
明显增强Erk1/2和Smad1/5/8蛋白的磷酸化 , 而干扰

SDF-1和受体CXCR4的表达能明显抑制这一作用。

这说明干扰SDF-1/CXCR4信号轴对BMP9介导的成

骨分化的影响是通过干扰MAPK与Smad信号通路

的活化而完成的。

综上所述 , 本研究证实了 : (1)SDF-1/CXCR4信
号轴在BMP9介导的C2C12细胞成骨分化早、中期发

挥重要作用; (2)C2C12细胞能够表达足够多的SDF-1
及受体CXCR4, 以支持BMP9介导的成骨分化 , 但随

着成骨分化的启动就不再需要SDF-1/CXCR4的表

达 , 二者表达逐渐降低。下一步工作我们将继续探

究SDF-1/CXCR4在BMP9介导的间充质干细胞成骨

分化、成软骨分化中的作用及分子机制 , 进一步推

动BMP9在骨组织工程乃至临床中的应用。
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