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肌源性雌二醇在C2C12成肌细胞氧化

损伤中的预防作用
胡怡  尹丹阳  田旭  于芳芳  李涛  李婷婷  田向阳  史仍飞*

(上海体育大学, 运动健康学院, 上海 200438)

摘要      该文探讨低雌激素培养环境下, 机械牵张对小鼠C2C12成肌细胞内源性雌二醇(estradiol, 
E2)生成的影响及潜在的抗氧化作用。研究以小鼠C2C12成肌细胞为对象, 分为对照组、牵张组(15%, 
0.5 Hz, 6 h)、H2O2组(400 μmol/L, 4 h)、牵张+H2O2组和芳香化酶抑制剂(200 μg/mL, 24 h)+牵张+H2O2组。

所有组别均使用活性炭吸附后的FBS和无酚红的DMEM高糖培养基建立低雌激素培养环境; CCK8
法检测细胞活力; Elisa法检测胞内E2水平; WST-1法测定SOD活性; 钼酸铵法测定CAT活性; 比色

法测定GSH-Px活性; TBA法测定MDA生成情况; Western blot检测细胞内Akt/Nrf2/HO-1蛋白表达

情况。结果显示, 牵张组较对照组芳香化酶活性及蛋白表达水平上升, 细胞内E2生成增加(P<0.01); 
H2O2组较对照组细胞活力下降, HO-1蛋白表达水平下调(P<0.05); 与H2O2组相比, 牵张+H2O2组细

胞活力上升(P<0.01), SOD、CAT和GSH-Px活性升高(P<0.01), MDA的产生降低(P<0.01), Akt磷
酸化水平和HO-1蛋白表达水平上调(P<0.05); 芳香化酶抑制剂+牵张+H2O2组较牵张+H2O2组细胞

活力下降, 细胞内SOD、GSH-Px、CAT活性下降(P<0.01), MDA生成增加(P<0.01), Akt磷酸化水

平、Nrf2和HO-1蛋白表达下调(P<0.05)。低雌激素培养环境下, 机械牵张可促进C2C12成肌细胞

芳香化酶表达及E2生成, 增加细胞活力, 上调Akt/Nrf2/HO-1蛋白表达, 对细胞氧化损伤有一定保

护作用。
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Preventive Role of Muscle-Derived Estrogen in C2C12 
Myoblasts against Oxidative Damage

HU Yi, YIN Danyang, TIAN Xu, YU Fangfang, LI Tao, LI Tingting, TIAN Xiangyang, SHI Rengfei*
(School of Exercise and Health, Shanghai University of Sport, Shanghai 200438, China)

Abstract       This article aims to investigate the effect of mechanical stretch on the production of endogenous 
E2 (estradiol) in mouse C2C12 myoblasts under a low estrogen culture environment and its potential antioxidant effects. 
In this study, the cells were divided into five groups: control group (C group), stretch group (15%, 0.5 Hz, 6 h), H2O2 
group (400 μmol/L, 4 h), stretch + H2O2 group and aromatase inhibitor (200 μg/mL, 24 h) + stretch + H2O2 group. 
The low estrogen culture environment was created by using charcoal-stripped FBS and phenol red-free DMEM 
high-glucose medium. Changes in cell viability were detected  by the CCK8 assay, while intracellular E2 levels 
were measured by the Elisa method. The activities of SOD, CAT, and GSH-Px were determined by the WST-1, am-
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monium molybdate, and colorimetric methods, respectively. MDA generation was measured using the TBA method. 
Western blot was performed to analyze changes in the expression of Akt/Nrf2/HO-1 proteins in the cells. Compared 
with the C group, the mechanical stretch group showed an increase in aromatase activity and protein expression 
(P<0.01) and an increase in intracellular E2 generation (P<0.01). The H2O2 group exhibited oxidative damage, 
manifested by a decrease in cell viability (P<0.01) and a downregulation of HO-1 protein expression (P<0.05). 
Compared with the H2O2 group, the mechanical stretch + H2O2 group showed an increase in cell viability (P<0.01), 
an elevation in SOD, CAT, and GSH-Px activity (P<0.01), a decrease in MDA production (P<0.01), and an upregu-
lation of Akt phosphorylation and HO-1 protein expression (P<0.05). Compared with the mechanical stretch + H2O2 
group, the aromatase inhibitor + mechanical stretch + H2O2 group showed a decrease in cell viability (P<0.01), a 
decrease in SOD, GSH-Px, and CAT activity (P<0.01), an increase in MDA content (P<0.01), and downregulation 
of Akt phosphorylation, Nrf2, and HO-1 protein expression (P<0.05). Under low estrogen conditions, appropriate 
mechanical stretch can promote the expression of aromatase and E2 generation in C2C12 myoblasts, increase cell vi-
ability, and upregulate Akt/Nrf2/HO-1 protein expression, providing specific preventation against oxidative damage 
to the cells.

Keywords       aromatase; estradiol; antioxidant effect; mechanical stretch; C2C12 myoblasts

骨骼肌中活性氧 (reactive oxygen species, ROS)
水平增加, 抗氧化能力不足时, 可导致氧化损伤的发

生, 进而影响骨骼肌的生理功能[1-2]。雌二醇(estradiol, 
E2)作为女性机体内效应最强且含量最为丰富的雌

激素 , 近年来被报道在缓解肌肉氧化损伤和促进损

伤后修复方面具有重要的作用[3-5]。骨骼肌作为人体

主要的运动器官之一, 同时具备重要的内分泌功能。

研究表明 , 骨骼肌中存在能够合成雌激素的限速

酶—芳香化酶 (aromatase), 可催化睾酮生成E2
[6]。

我们前期的研究发现 , 运动可以提高卵巢缺失大鼠

骨骼肌的质量 , 并促进骨骼肌芳香化酶表达和E2生

成[7]。同时, 我们还发现适宜强度的机械牵张刺激可

以增加小鼠C2C12细胞内E2水平 [8]。然而 , 目前尚不

清楚机械牵张等刺激生成的肌源性E2是否参与维持

骨骼肌细胞的抗氧化能力 , 抑制氧化损伤。该研究

的开展将为肌源性雌激素的功能提供实验依据。

本研究选取小鼠 C2C12成肌细胞为实验对象 , 
去除培养基中的雌激素模拟低雌激素培养环境 , 
采用机械牵张对细胞加载力学刺激 , 并使用过氧

化氢 (hydrogen peroxide, H2O2)建立细胞氧化损伤

模型 , 探究一次适宜机械牵张预刺激对H2O2诱导

的C2C12成肌细氧化损伤模型中细胞活力、抗氧化

酶活性、过氧化产物生成、抗氧化相关蛋白蛋白

激酶B(protein kinase B, Akt/PKB)/核红细胞2相关

因子 2(nuclear factor erythroid 2-related factor 2, 
Nrf2)/血红素氧合酶 -1(heme oxygenase-1, HO-1)

的影响。此外 , 通过芳香化酶抑制剂阿那曲唑(an-
astrozole)抑制细胞内芳香化酶活性 , 进一步探讨

肌源性E2对C2C12成肌细胞的抗氧化作用及潜在的

分子机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂和仪器

小鼠 C2C12成肌细胞购自中国科学院上海细

胞库 ; 高糖DMEM、胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)、青链霉素、胰蛋白酶购自美国Gibco公司; 无
酚红高糖DMEM购自上海源培生物科技股份有限公

司; 二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)购自上海

博光生物科技有限公司; 3% H2O2溶液、活性炭、右

旋糖酐购自美国Sigma-Aldrich公司 ; 阿那曲唑购自

美国Shelleck公司 ; CCK8试剂盒、辣根过氧化物酶

标记山羊抗兔 IgG(H+L)购自上海碧云天生物技术

有限公司 ; β-actin抗体、Phospho-Akt(Ser473)抗体、

Akt抗体购自Cell Signaling Technology公司 ; Nrf2抗
体购自美国Signalway Antibody公司; HO-1抗体购自

英国Abcam公司; Aromatase抗体购自美国Invitrogen
公司; 超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、
过氧化氢酶 (catalase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase, GSH-Px)、丙二醛 (malondi-
aldehyde, MDA)测定试剂盒购自南京建成科技有限

公司。CO2细胞培养箱、机械牵张装置 (Flexercell 
5000)购自美国Flexcell公司。
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1.2   去除FBS中的雌激素

为了明确机械牵张产生的内源性E2对细胞抗氧

化能力的影响 , 在细胞干预时使用活性炭吸附后的

FBS和无酚红的DMEM高糖培养基培养细胞 , 以减少

FBS和培养基中雌激素样物质的影响, 去除FBS中雌

激素的方案参考李苏华等 [9]、叶霞等 [10]、HAN等 [11]

的实验进行, 具体步骤如下: 称取5 g活性炭和500 mg
右旋糖酐 , 用去离子水定容至100 mL, 充分搅拌1 h, 
3 000 r/min离心10 min, 弃上清 , 目的是得到右旋糖

酐包被的活性炭 ; 沉淀物中加入50 mL FBS, 在56 °C
水浴中作用30 min, 3 000 r/min离心10 min, 取上清液; 
连续处理2次以除去FBS中的雌激素 ; 使用0.22 μm滤

器过滤上清液, 得到活性炭/右旋糖酐处理过的FBS。
1.3   小鼠C2C12成肌细胞培养及分组

以小鼠C2C12成肌细胞为实验对象 , 使用含有

10% FBS、1%青链霉素的高糖DMEM培养基于恒温

37 °C、含5% CO2的细胞培养箱中培养细胞, 当细胞

在培养皿中生长至80%时 , 用胰蛋白酶进行消化 (消
化环境为37 °C、5% CO2, 消化时长为1 min), 以1:2
的比例进行传代。细胞干预前 , 将其消化后接种于

Bioflex6孔板上 (接种密度为1×105/mL), 使用去雌激

素的培养基(90%无酚红DMEM培养液、10%去雌激

素FBS、1%青链霉素)培养细胞, 并分为5组: 对照组

(C组)、牵张组(S组)、H2O2(H组)、牵张+H2O2组(S+H
组)、阿那曲唑+牵张+H2O2组(I+S+H组)。①阿那曲

唑干预方案 : 基于课题组之前的研究结果 [12], I+S+H
组在牵张24 h前, 培养基中加入200 μg/mL阿那曲唑, 
由于阿那曲唑需要用DMSO进行溶解 , 因此其余组

加入等量的DMSO。②机械牵张干预方案: 基于课题

组之前的研究结果 [12], S组、S+H组、I+S+H组细胞

牵拉干预方案设为 : 采用15%牵张强度 , 牵张频率为

0.5 Hz, 牵张时长为6 h, 其余组细胞置于同样环境的

培养箱中 , 但不施加牵张刺激。③H2O2干预方案 : H
组和S+H组在牵张结束后, 加入含400 μmol/L H2O2的

培养基培养4 h, 其余组加入等量的去雌激素培养基。

1.4   检测芳香化酶活性

干预结束后 , 收集细胞 , 在细胞沉淀中加入混匀

后的裂解液, 冰水浴进行超声, 4 °C、4 000 r/min离心

20 min, 取上清液, 将上清液加入含有底物2 μg/mL睾酮

和3 mg/mL还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nico-
tinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH)的
试管中, 充分混匀, 37 °C金属浴反应30 min, 反应结

束后迅速用冰水终止反应 ; 测定反应液中E2含量及

细胞中蛋白含量 , 以上清液中的E2含量与工作液中

E2含量之差作为酶与底物作用所产生的E2的量 , 酶
活性单位以1 h内每mg蛋白中所产生的E2的量来表

示, 即pmol E2/mg protein[13-15]。

1.5   Western blot测定蛋白表达量

使用RIPA裂解液提取细胞蛋白 ; BCA试剂盒进

行蛋白定量; 每组取25 μg蛋白上样, 进行SDS-PAGE凝
胶电泳; 用湿转法将蛋白转到PVDF膜上, 将PVDF膜
置于5%脱脂奶粉溶液中, 室温摇床封闭1.5 h, 封闭结

束后使用1× TBST进行清洗, 清洗后4 °C摇床分别孵

育兔抗Aromatase(1:1 000), 兔抗Phospho-Akt(Ser473)
(1:1 000)、兔抗Akt(1:1 000), 兔抗Nrf2(1:1 000)抗
体, 兔抗HO-1(1:1 000)抗体和小鼠抗β-Actin(1:1 000)
过夜, 一抗孵育结束后, 吸出一抗, 1× TBST洗脱3次, 
每次10 min; 加入相应的稀释好的二抗 (1:1 000)溶
液 , 在4 °C摇床上孵育1.5 h, 孵育结束后再次使用1× 
TBST进行清洗 , 清洗后即可加入发光液进行蛋白显

影, 并拍照保存。使用ImageJ软件分析图像。

1.6   Elisa检测胞内E2水平

细胞干预结束后使用RIPA裂解液裂解细胞, Elisa
试剂盒检测C2C12小鼠成肌细胞中E2水平。具体方法

如下 : 配制1 000 pg/mL, 333.33 pg/mL, 111.11 pg/mL, 
37.04 pg/mL, 12.35 pg/mL标准品 ; 将各浓度的标准

品、标准品稀释液(0 pg/mL)及待测样品依次加入酶标

板中 , 每孔50 μL, 随后每孔加检测溶液A工作液50 μL, 
37 °C温育1 h; 弃去孔内液体, 洗板3次; 每孔加检测溶

液B工作液100 μL, 37 °C温育30 min, 结束后弃去孔内

液体, 洗板5次; 每孔加底物溶液90 μL, 混匀后37 °C避
光显色20 min; 加终止溶液50 μL, 酶标仪450 nm处检

测各孔D值。

1.7   CCK8检测细胞活力

将对数生长良好的C2C12小鼠成肌细胞接种于96
孔培养板, 细胞悬液密度为2×104/mL, 设置空白对照组

与H2O2处理组(100 μmol/L、200 μmol/L、300 μmol/L、
400 μmol/L、500 μmol/L), 每个浓度重复5次 , 培养

4 h后每孔加入10 μL CCK8试剂, 37 °C孵育2 h, 通过

酶标仪于450 nm波长下测定各孔D值 , 计算细胞存

活率, 确定H2O2适宜浓度。细胞存活率计算公式为:
细胞存活率×(100%)=[(D加药–D空白)/(D对照–D空白)]× 100%。

1.8   细胞免疫荧光检测HO-1蛋白质表达

细胞干预结束后, 吸去培养液, PBS轻洗2~3次, 
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并弃去液体, 加入4%多聚甲醛37 °C固定10 min, 用
1× TBSTx清洗, 每次5 min, 共3次; 加入10%驴血清, 
37 °C封闭1 h; 弃去封闭液 , 加入一抗 (1:100), 4 °C
摇床孵育过夜 ; 第二天复温后使用1× TBSTx清洗细

胞3次 , 每次5 min; 加入按比例稀释的二抗(驴抗兔 , 
1:500), 37 °C避光孵育1 h, 孵育结束后用1× TBSTx
清洗, 每次5 min, 共3次; 加入适量DAPI后, 在激光共

聚焦显微镜下观察并采集图像。

1.9   测定细胞内 SOD、CAT、GSH-Px活性及

MDA生成

采用WST-1法测定 SOD活力 , 钼酸铵法测定

CAT活力 , 比色法测定GSH-Px活力 , TBA法测定

MDA生成。严格按照检测试剂盒 (南京建成生物科

技)说明书操作, 酶标仪测量。

1.10   统计学分析

实验数据用均数±标准差表示 , 使用SPSS 20.0
软件进行统计学分析, 两组比较采用Student’s t检验, 
多组比较采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA), 
LSD法进行事后多重检验 , 以P<0.05为有统计学差

异。

2   结果
2.1   机械牵张促进C2C12成肌细胞芳香化酶表达

及E2生成

本课题组前期研究表明 , 参数为15%, 0.5 Hz, 
6 h的牵张方案可以促进小鼠C2C12成肌细胞表达

类固醇合成酶, 包括3β-羟类固醇脱氢酶(hydroxys-
teroid dehydrogenase, HSD)、17β-HSD和芳香化

酶[12]。为了验证低雌激素培养环境下 , 该牵张干

预方案对C2C12成肌细胞芳香化酶表达及E2生成的

影响 , 我们提取细胞蛋白测试了芳香化酶活性 , 采
用蛋白质免疫印迹法检测了芳香化酶的表达情况 , 
并且使用Elisa法检测了胞内E2水平。如图 1所示 , 
低雌激素培养环境下, 与C组相比, S组细胞芳香化

酶活性 (P<0.01)及蛋白表达能力 (P<0.01)显著增

强 , 胞内E2浓度显著增加 (P<0.01), 提示该牵张方

案可以促进C2C12成肌细胞芳香化酶表达 , 生成肌

源性E2。

2.2   不同浓度H2O2对C2C12成肌细胞活力的影响

为确定 H2O2的合理干预浓度 , 用 100、200、
300、400和500 μmol/L的H2O2分别处理C2C12细胞

4 h。结果如图 2所示 , 与 0 μmol/L组细胞相比 , 在
100和200 μmol/L H2O2作用下细胞活力存在下降趋

势但无统计学意义 ; 当300、400、500 μmol/L H2O2

干预4 h后, 细胞增殖受到抑制, 其中400、500 μmol/L 
H2O2作用下细胞活力极显著下降 (P<0.01), 因而选

用400 μmol/L进行后续实验。

2.3   H2O2干预降低C2C12成肌细胞HO-1蛋白表达

HO-1属于热休克蛋白家族的成员 , 是Nrf2靶基

因的代表之一 , 其特点是能够逆转氧化应激和损伤 , 
发挥抗氧化作用 [16]。细胞免疫荧光结果显示 , HO-1
在C2C12中表达 , 显示为红色荧光 , 细胞核显示为蓝

色荧光(图3A)。细胞免疫荧光统计分析显示(图3B), 
与对照组(0 μmol/L)相比, H2O2(400 μmol/L)组HO-1
蛋白质表达量显著降低。Western blot结果与细胞免

疫荧光统计分析结果类似, 400 μmol/L H2O2干预使

细胞HO-1蛋白表达下调(图3C和图3D)。这提示细

胞氧化损伤模型建立成功。

A: 芳香化酶活性; B: 机械牵张刺激后C2C12细胞芳香化酶表达情况; C: C2C12成肌细胞内E2水平。*P<0.05, **P<0.01, 与C组比较。

A: aromatase activity; B: expression of aromatase in C2C12 cells after mechanical stretch stimulation; C: E2 level in C2C12 myoblasts. *P<0.05, 
**P<0.01 compared with group C.

图1   机械牵张对C2C12成肌细胞芳香化酶表达和E2水平的影响

Fig.1   Effect of mechanical stretch on aromatase expression and E2 level in C2C12 myoblasts
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2.4   机械牵张促进肌源性E2生成抑制H2O2造成的

C2C12细胞活力下降

芳香化酶是雌激素合成的限速酶 , 加入芳香

化酶抑制剂阿那曲唑 , 可抑制胞内E2生成 , 明确肌

源性E2发挥的作用 [17]。CCK8细胞活力测试结果显

示 , 与C组相比 , H组C2C12成肌细胞活力显著下降

(P<0.01), S组细胞活力显著上升 (P<0.01); 与H组

相比, S+H组细胞活力也存在显著上升(P<0.01); 与
S+H组相比, I+S+H组细胞活力则显著下降(P<0.01)
(图4)。这表明 , 低雌激素培养条件下 , 机械牵张可

促进肌源性E2生成, 抑制H2O2造成的C2C12细胞活力

下降。

*P<0.05, **P<0.01, 与0 μmol/L组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with group 0 μmol/L.
图2   不同浓度H2O2对C2C12成肌细胞活力的影响

Fig.2   Effects of different concentrations of H2O2 on the viability of C2C12 myoblasts
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A: immunofluorescence detection of HO-1 expression; B: relative fluorescence intensity analysis; C: HO-1 expression in C2C12 myoblasts after H2O2 
intervention; D: gray value analysis of bands. *P<0.05 compared with group C.

图3   H2O2对C2C12成肌细胞HO-1表达的影响

Fig.3   Effect of H2O2 on the expression of HO-1 in C2C12 myoblasts
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2.5   机械牵张促进肌源性E2生成抑制H2O2造成的

C2C12细胞抗氧化能力下降

细胞内存在维持氧化还原平衡的抗氧化体系

以应对氧化损伤, 其中主要包括SOD、CAT、GSH-
Px等抗氧化酶, MDA则是氧自由基攻击生物膜后产

生的过氧化产物。因此本实验通过试剂盒测定细胞

内SOD、CAT、GSH-Px活性及MDA水平, 评价阿那

曲唑、机械牵张及H2O2干预对C2C12成肌细胞抗氧

化能力的影响。结果如图5所示, 与H组相比, S+H组

细胞内SOD、GSH-Px和CAT活性显著上升(P<0.01), 
MDA的产生水平显著降低(P<0.01)。加入阿那曲唑

后, C2C12成肌细胞抗氧化能力显著下降, 即与S+H组

相比, I+S+H组胞内SOD、GSH-Px和CAT活性显著

降低(P<0.01), MDA的产生水平显著增加(P<0.01)。

*P<0.05, **P<0.01, 与C组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与H组比较; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01, 与S+H组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with group C; #P<0.05, ##P<0.01 compared with group H; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 compared with group S+H.
图4   各组细胞活力的变化

Fig.4   Changes of cell viability in each group
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图5   各组SOD、CAT、GSH-Px活性和MDA水平

Fig.5   SOD, CAT, GSH-Px activity and MDA level in each group
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以上结果表明, H2O2干预使C2C12成肌细胞抗氧化能

力下降, 而适宜的牵张干预缓解了H2O2造成的细胞

抗氧化下降, 加入阿那曲唑造成肌源性E2生成减少

后, C2C12成肌细胞抗氧化能力进一步下降, 提示牵

张干预促进C2C12成肌细胞抗氧化能力提升的原因

可能与生成的肌源性E2有关。

2.6   机械牵张促进肌源性E2生成抑制H2O2造成的

C2C12细胞抗氧化蛋白表达降低

PI3K/Akt信号通路可促进Nrf2从细胞质转移

到细胞核 , 以促进解毒酶和抗氧化酶蛋白基因的转

录[18-19]。各组细胞干预完成后, 采用Western blot测
定细胞中 p-Akt/Akt、Nrf2、HO-1蛋白表达水平 , 
结果见图6。与C组相比 , S组Akt磷酸化(p-Akt/Akt
比值 , P<0.01)及Nrf2(P<0.01)、HO-1(P<0.05)蛋
白表达显著提高 , H组Akt磷酸化及Nrf2、HO-1蛋
白表达显著降低 (P<0.05)。与H组相比 , 机械牵张

缓解了H2O2造成的Akt磷酸化水平降低 (P<0.01)和
HO-1蛋白表达下调 (P<0.05)。在加入阿那曲唑后 , 
与 S+H组相比 , I+S+H组Akt磷酸化程度显著降低

(P<0.01)、Nrf2蛋白量显著降低 (P<0.05)、HO-1
表达显著降低 (P<0.05)。以上结果表明 , 机械牵张

可以激活Akt来诱导Nrf2入核转运 , 随后上调下游

抗氧化蛋白HO-1的表达 , 进而减轻C2C12成肌细胞

氧化损伤的程度 , 加入芳香化酶抑制剂造成C2C12

成肌细胞内E2生成减少后 , 细胞抗氧化相关蛋白表

达进一步降低。

3   讨论
女性进入围绝经期后, 由于卵巢功能下降, 体内

雌激素水平逐渐降低, 机体抗氧化能力减弱, 导致肌

少症和骨质疏松症等疾病的患病风险增加 [20-21]。研

究表明 , 外源性补充雌激素能够有效提高血清总抗

氧化能力, 减少活性氧的生成, 改善骨骼肌功能[22-23]。

然而, 外源性补充雌激素存在一些潜在的副作用, 如
增加心血管疾病和乳腺癌的风险 [24-25]。因此 , 研究

内源性E2的潜在作用可以为绝经后女性低雌激素症

状提供一种更为安全和有效的治疗选择。此外 , 了
解骨骼肌中内源性E2的作用机制和影响因素 , 对于

深入理解与缺乏E2相关的骨骼肌功能障碍同样具有

重要意义。

小鼠C2C12成肌细胞来源于骨骼肌卫星细胞系 , 
可为肌肉生长、修复和再生提供肌核。C2C12细胞在

人类骨骼肌细胞中具有代表性 , 并且具有类似于人类

肌管分化肌肉组织的特征 , 这使得这种细胞系能够用

A: p-Akt/Akt蛋白质印迹图像; B: p-Akt蛋白表达定量分析结果; C: Nrf2和HO-1蛋白质印迹图像; D: Nrf2蛋白表达定量分析结果; E: HO-1蛋白表

达定量分析结果。*P<0.05, **P<0.01, 与C组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与H组比较; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01, 与S+H组比较。

A: p-Akt/Akt western blot image; B: p-Akt protein expression quantitative analysis results; C: Nrf2 and HO-1 western blot images; D: Nrf2 protein ex-
pression quantitative analysis results; E: HO-1 protein expression Quantitative analysis results. *P<0.05, **P<0.01 compared with group C; #P<0.05, 
##P<0.01 compared with group H; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 compared with group S+H.

图6   各组p-Akt、Nrf2和HO-1蛋白表达情况

Fig.6   The protein expression of p-Akt, Nrf2 and HO-1 in each group
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于与运动或压力相关的肌肉收缩研究 [26-27]。本研究

发现低雌激素培养环境下, 幅度15%、频率为0.5 Hz、
持续6 h的机械牵张预刺激可促进C2C12成肌细胞芳

香化酶表达及肌源性E2生成 , 增加细胞活力 , 上调

Akt/Nrf2/HO-1蛋白表达 , 对H2O2诱导的细胞氧化损

伤有一定预防作用。

骨骼肌细胞内氧化还原稳态对于维持正常的

骨骼肌生理功能至关重要 [28]。骨骼肌作为高度活跃

的运动器官 , 在氧化代谢过程中可产生较多的ROS, 
使其成为氧化应激的主要靶标器官 [2,22]。在正常情

况下, 骨骼肌细胞内的氧化还原状态保持平衡, 以维

持正常的细胞代谢和功能。当氧化还原平衡被破坏, 
自由基和其他氧化应激产物积累 , 可引起氧化损伤 , 
导致蛋白质、DNA、脂质等生物分子结构和功能受

损, 造成细胞凋亡[23]。H2O2是一种常见的氧化剂, 常
用于构建细胞氧化损伤模型 [29-30]。我们的结果显示, 
400 μmol/L H2O2处理C2C12细胞4 h, 可导致细胞内

抗氧化酶SOD、CAT、GSH-Px活性明显降低 , 脂质

过氧化物MDA含量明显增加, 细胞活力下降约40%, 
表明H2O2诱导了细胞的氧化损伤 , 并影响了细胞的

生理状态。

Nrf2是内源性抗氧化防御系统的关键调节蛋

白 , 在氧化应激条件下 , Nrf2被释放并结合抗氧化

剂应答元件结合蛋白 1(kelch-like ECH-associated 
protein 1, Keap1), 随后Nrf2迁移至细胞核并与抗

氧化应答元件 (antioxidant response element, ARE)
结合启动一系列抗氧化蛋白 , 如HO-1、SOD等的

表达。Keap1/Nrf2信号通路受到磷酸肌醇 3-激酶

(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/Akt通路、AMP活
化蛋白激酶 (AMP-activated protein kinase, AMPK)、
丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK)通路和蛋白激酶C(protein kinase C, 
PKC)等多种激酶的调控 [31-32]。Akt磷酸化会抑制

GSK3β(glycogen synthase kinase 3 beta)的活性, 从而

促进Nrf2脱离Keap1的抑制, 进入细胞核[33]。我们的

结果显示 , 机械牵张可以缓解H2O2造成的C2C12细胞

氧化损伤 , 这可能与Akt/Nrf2/HO-1信号通路蛋白表

达上调有关。

骨骼肌是对运动或机械牵张刺激高度敏感的器

官, 运动时, 骨骼肌纤维受到力学刺激, 激活细胞内的

信号转导通路 , 进而引发一系列生物化学反应 [34-36]。

C2C12成肌细胞是一种常用的小鼠骨骼肌细胞系 , 广

泛应用于骨骼肌体外研究中 , 研究人员通过对C2C12

成肌细胞施加机械牵张 , 可探究细胞对力学刺激的

响应和反应机制。在机械牵张作用下 , C2C12成肌细

胞形态、活力、增殖、分化、蛋白质合成等多方面

均会发生变化 [37]。我们的研究发现 , 15%、0.5 Hz、
6 h的机械牵张刺激可以提高C2C12成肌细胞的活力 , 
这与前期的研究结果类似 [8]。该强度的刺激促进

C2C12成肌细胞芳香化酶表达、E2生成及抗氧化能力

的提高, 可能是机械牵张提高细胞活力的原因之一。

体外培养的C2C12成肌细胞表达多种类固醇合

成酶, 例如3β-HSD、17β-HSD和芳香化酶。3β-HSD
和 17β-HSD参与了脱氢表雄酮 (dehydroepiandros-
terone, DHEA)向睾酮的转化 , 而睾酮在芳香化酶的

催化下可进一步转化为E2
[8]。本课题组前期的研究

表明, 15%、0.5 Hz、6 h的机械牵张刺激可增加小鼠

C2C12成肌细胞3β-HSD、17β-HSD和芳香化酶表达 , 
促进睾酮代谢为E2

[8], 在本实验中 , 我们也得到了类

似结果 , 即机械牵张可增强C2C12成肌细胞芳香化酶

表达和活性 , 促进肌源性E2生成。为明确通过机械

牵张生成的肌源性E2在氧化损伤预防方面的作用 , 
我们使用活性炭吸附后的FBS和无酚红的DMEM高

糖培养基培养细胞 , 以减少FBS和培养基中雌激素

样物质的影响, 在此基础上, 观察机械牵张产生的肌

源性E2对细胞抗氧化能力的影响 , 结果发现肌源性

E2生成减少后, 细胞活力和抗氧化能力显著降低, 提
示肌源性E2在C2C12成肌细胞氧化损伤中发挥了一定

的预防作用。

鉴于实验的局限性 , 本文仅采用C2C12细胞系进

行了体外的细胞学实验 , 该细胞系是体外探讨骨骼

肌细胞生物学特征的公认的成肌细胞 , 而它是否能

代表体内绝大多数已终末分化的肌肉细胞 , 仍需进

一步探讨 [38]。小鼠原代细胞、原代人类骨骼肌细胞

(primary human skeletal muscle cells, HSMCs)等 , 也
通常用于研究骨骼肌的生物过程 , 但这类细胞的分

类庞杂 , 无法进行相对精确的分析评价。后续可进

行原代细胞实验、在体动物的研究 , 进一步探究牵

张力学刺激下细胞行为的改变及相关生物学特征的

探讨。

鉴于上述的结果及分析 , 本研究发现机械牵张可

促进C2C12成肌细胞E2生成, 缓解细胞氧化损伤, 其机制

可能与肌源性E2增强抗氧化酶活性和Akt/Nrf2/HO-1通
路表达有关。该实验为肌源性E2对骨骼肌的抗氧化
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作用及运动改善骨骼肌抗氧化能力提供了相关依

据。
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