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BaP通过AhR抑制BMP2诱导的间充质干细胞

C3H10T1/2成骨分化
安利钦  施  琼  周一青  刘红霞  程  瑜  张汝益  严树涓  翁亚光*

(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 400016)

摘要      该文主要研究苯并芘(benzoapyrene, BaP)对骨形态发生蛋白2(bone morphogenetic 
protein 2, BMP2)介导的间充质干细胞C3H10T1/2细胞成骨分化的影响, 并探究这种作用的调控机

制。用腺病毒Ad-BMP2感染C3H10T1/2细胞, RT-PCR检测到BMP2的表达水平显著增高(P<0.001), 
芳香烃受体 (aryl hydrocarbon receptor, AhR)的表达则无显著差异。随后加入不同浓度BaP处

理, 检测BaP对BMP2诱导的C3H10T1/2细胞成骨分化的影响, 处理7天检测碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase, ALP)的染色和活性, 14天检测茜素红S染色。结果显示, BaP可以剂量依赖的方式抑

制BMP2介导的ALP和钙盐沉积(P<0.001); Western blot检测结果显示, BaP可以剂量依赖的方式

抑制BMP2诱导的p-Smad1/5/8(p-drosophila mothers against de-capentaplegic 1/5/8)及Runx2的表达

(P<0.01, P<0.001)。应用AhR拮抗剂CH223191后, 测定结果显示, 其可部分逆转BaP对BMP2诱导

的C3H10T1/2细胞早晚期成骨分化及BMP2/Smad信号通路的抑制作用(P<0.05, P<0.001)。该研究

结果提示, BaP可通过AhR抑制BMP2介导的促进间充质干细胞C3H10T1/2细胞成骨分化, 这一过程

与BMP2/Smad信号通路受到抑制有关。
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BaP Inhibits BMP2-Induced Osteogenic Differentiation of Mesenchymal 
Stem Cells Line C3H10T1/2 through AhR 

An Liqin, Shi Qiong, Zhou Yiqing, Liu Hongxia, Cheng Yu, Zhang Ruyi,  Yan Shujuan, Weng Yaguang*
(Key Laboratory of Clinical Laboratory Diagnostics of Ministry Education, Faculty of Laboratory Medicine, 

Chongqing Medicine University, Chongqing 400016, China)

 
Abstract       The aim of this study was to investigate the effect of Benzoapyrene on bone morphogenetic 

protein 2 (BMP2)-induced osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells line C3H10T1/2 and the regulatory 
mechanism involved. C3H10T1/2 cells were infected with Ad-BMP2/Ad-GFP and the expression of BMP2 and 
aryl hydrocarbon receptor (AhR) were detected by RT-PCR. The mRNA level of BMP2 significantly increased 
(P<0.001), however, the the mRNA level of AhR did not alter significantly. Different concentration of BaP was to 
treat C3H10T1/2 for 7 days, detected with alkaline phosphatase (ALP) activity and ALP staining, and for 14 days, 
detected with Alizarin red S staining to observe the effect of BaP on BMP2-induced osteogenic differentiation. 
The results showed that BaP inhibited BMP2-induced ALP activity (P<0.001) and calcium deposition in a dose-
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dependent manner. It was also found that BaP significantly reduced the protein levels of p-Smad1/5/8 and Runx2 
(P<0.01, P<0.001). However, when added AhR antagonists (CH223191), we found that CH223191 could partly 
reverse the toxicologic effects of BaP on oesteogenic differentiation, at the mean while, it partly rescued the 
inhibition effects of BaP on BMP2/Smad signal pathway (P<0.05). We concluded that BaP can inhibit BMP2-
induced osteogenic differentiation of C3H10T1/2 cells via AhR and it involved in BMP2/Smad signaling pathway.

Keywords       BaP; BMP2; C3H10T1/2 cells; AhR; osteogenic differentiation 

吸烟是影响人体健康的一个重要的危险因素[1-3]。

有研究显示, 吸烟可抑制骨形成[4], 但因为香烟中成

分复杂, 目前对吸烟如何影响骨形成的具体机制并

不明确。苯并芘(benzoapyrene, BaP)是香烟的主要有

害成分之一, 属于多环芳香烃类(polycyclic aromatic 
hydrocarbons, PAHs), 同时也是雾霾中危害性最大

的有机化合物之一[5], 其可通过与芳香烃受体(aryl 
hydrocarbon receptor, AhR)结合发挥其作用[6]。随着

环境问题的日益严重, 暴露于苯并芘的人群不断增

加[7]。因此, 研究苯并芘对骨发育的影响具有重要意

义。

骨形态发生蛋白2(bone morphogenetic protein 2, 
BMP2)是TGFβ(transforming growth factor β)超家族

成员, 是目前临床应用最广泛的骨形态发生蛋白, 可
通过活化其下游经典的BMP/Smad信号通路和非经

典的BMP-MAPK(mitogen-activated protein kinases)信
号通路, 促进间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)向成骨细胞分化[8-9]。本课题组前期研究发

现, BaP可抑制MSCs的自我更新和分化潜能[10], 但
其对BMP2调控的间充质干细胞成骨分化的作用

目前还未见报道。此外, 有文献报道在转化生长因

子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)诱导条

件下, AhR的活化可以上调BMP/Smad信号通路中

关键蛋白质Smad1的表达[11]。因此, BaP是否影响

BMP2诱导间充质干细胞成骨分化、BaP是否影响

BMP2/Smad经典信号通路是本文探讨的重点。这一

研究将为临床治疗苯并芘暴露人群骨缺损疾病提供

了一定的理论依据。

1   材料与方法
1.1   细胞及重组腺病毒

小鼠C3H10T1/2细胞和人结肠癌细胞株HCT116
购于ATCC(American Type Culture Collection); 重组

腺病毒Ad-GFP、Ad-BMP2由本实验室前期构建保

存。本实验所用的腺病毒Ad-BMP2的穿梭质粒载体

pAdTRACK前期掺入了一个表达GFP标记的独立表

达框便于评估腺病毒的感染效率。因此, 当细胞感

染Ad-BMP2时, 可以通过观察绿色荧光来了解病毒

的感染情况[12]。

1.2   材料及试剂

DMEM培养基购自Hyclone公司。胎牛血清购

自美国Gibco公司。苯并芘、链霉素、青霉素、茜

素红S染料、维生素C(vitamin C, Vit C)、地塞米松

和β-磷酸甘油购自Sigma公司。ALP染色试剂盒购

自碧云天生物科技有限公司。ALP活性检测试剂盒

购自BD公司。RNA提取试剂Trizol购自Invitrogen公
司。M-MLV逆转录酶、RT-PCR试剂盒购自TaKaRa
公司。PCR引物由上海百力格有限公司合成。Runx2
抗体购自CST公司。OPN抗体和OCN抗体购自Abcam
公司。p-Smad1/5/8抗体和Smad1/5/8抗体均购自Santa 
Cruz公司。兔多克隆β-actin抗体和山羊抗兔抗体购

自北京中杉金桥生物技术有限公司。其他试剂均为

进口分装或国产分析纯。

1.3   主要仪器 
倒置荧光显微镜购自日本Nikon公司, 凝胶成

像系统购自美国Bio-Rad公司。

1.4   方法

1.4.1   细胞培养      C3H10T1/2细胞培养于含有10%
胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的

DMEM高糖培养基(基础培养基)中, 置于37 °C、5% 
CO2及饱和湿度的无菌培养箱内培养。

1.4.2   细胞处理      接种C3H10T1/2细胞于6孔板或

24孔板中, 待细胞密度达到70%左右时, 按照6 μL/mL
的比例加入polybrene, 把Ad-GFP或者Ad-BMP2转
染到C3H10T1/2细胞中 , 使Ad-GFP或Ad-BMP2在
C3H10T1/2细胞中的感染率到30%, 6 h后换基础培

养基, 如诱导细胞成骨分化时, 则转染后换成骨诱导

培养基进行培养(10 μmol/L地塞米松、50 μmol/L Vit 
C、10 mmol/L β-磷酸甘油钠、胎牛血清、100 mL/L 
DMEM诱导液), 然后在不同的处理组分别加入不同
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浓度的BaP, 3天更换1次新鲜分化培养基, 并重新加

入相应剂量的BaP。
1.4.3   条件培养基的制备      接种HCT116于细胞培

养皿, 细胞密度达到70%左右时加入适当滴度的Ad-
BMP2, 4 h后更换无血清无双抗DMEM培养基, 分别

在24 h和48 h收集培养基并离心, 4 °C保存, 两周内

用完。

1.4.4   ALP染色及活性测定      接种C3H10T1/2细
胞于24孔板, 待细胞密度达到70%时加入Ad-GFP
或Ad-BMP2, 6 h后更换培养基, 并加入不同浓度的

BaP, 培养7天后, 弃去培养基用PBS冲洗3次, 每孔

加入NBT/BCIP溶液200 μL进行ALP染色, 避光反

应30 min后观察染色结果。根据试剂盒说明书进行

ALP活性测定。

1.4.5   茜素红S染色      接种C3H10T1/2细胞于24孔
板, 待细胞密度达到70%时加入Ad-GFP或Ad-BMP2, 
6 h后换成骨诱导培养基, 并加入不同浓度的BaP, 继
续培养14天进行茜素红S染色: 弃去孔板中的培养基, 
PBS冲洗3次, 0.05%戊二醛固定10 min, 去离子水洗3
次后加入0.4%茜素红S染液染色5 min, 弃去染液, 去
离子水终止反应并洗涤, 显微镜下观察并成像。

1.4.6   RT-PCR      接种C3H10T1/2细胞于6孔板, 细
胞覆盖达到70%时进行不同的处理, 分别在特定时

间点提取RNA, 根据试剂盒说明书逆转录成cDNA
进行RT-PCR(基因检测以GAPDH为内参)。所有数

值取3次重复的平均值。实验所用引物序列见表1。
1.4.7   Western blot      接种C3H10T1/2细胞于10 cm
培养皿, 细胞经不同处理因素处理至需要的天数

后, 用RIPA裂解液于冰上裂解细胞, 离心取上清, 
BCA法检测上清总蛋白浓度, 加入适量上样缓冲液

(loading buffer), 煮沸10 min, 取总量50 μg的蛋白质

经过SDS-PAGE、转膜、封闭、孵一抗、洗膜、孵

二抗、洗膜显影后, 成像保存。

1.4.8   数据分析      数据采用均数±标准差(x
_
±s)表示, 

用GraphPad Prism 5软件进行独立样本t检验, 分析显

著性差异, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   AhR在BMP2诱导的C3H10T1/2细胞成骨分

化过程的表达 
用Ad-GFP和Ad-BMP2感染C3H10T1/2细胞48 h

后, 观察细胞的感染状态(图1A)。RT-PCR检测感染

腺病毒2天后C3H10T1/2细胞BMP2和AhR的mRNA
水平。在BMP2组, BMP2的表达显著高于对照组(图
1B和图1C), 表明BMP2的过表达是成功的。同时, 
在BMP2组, BaP的特异性受体AhR的表达与对照组

相比没有统计学意义(图1D), 说明BMP2的过表达对

AhR没有影响。 
2.2   BaP抑制BMP2诱导的C3H10T1/2细胞的早

期成骨分化

在C3H10T1/2细胞中过表达BMP2后, 再用不同

浓度的BaP处理细胞7天, 与对照组相比, BaP处理组

细胞的ALP染色(图2A)及ALP活性(图2B)明显减弱, 
且随着BaP浓度的增大而逐渐减弱, 有一定的剂量

依赖性。该结果表明, BaP可以剂量依赖的方式抑制

BMP2诱导的C3H10T1/2细胞的早期成骨分化。

2.3   BaP抑制BMP2诱导的C3H10T1/2细胞的晚

期成骨分化

在C3H10T1/2细胞中过表达BMP2后, 再用不

同浓度的BaP处理细胞14天, 与对照组相比, BaP处
理组的钙盐沉积明显减少(图3), 且有一定的剂量依

赖性。该结果表明, BaP可以剂量依赖的方式抑制

BMP2诱导的C3H10T1/2细胞的晚期成骨分化。

2.4   BaP抑制BMP2/Smad信号通路

用不同浓度BaP处理C3H10T1/2细胞24 h, 然后

用BMP2-CM处理0.5 h, 与BMP2组相比, BaP处理组

p-Smad1/5/8蛋白质水平明显降低(图4A和图4B), 且
有一定的剂量依赖性; 在C3H10T1/2细胞中过表达

表1   引物序列(小鼠)
Table 1   The sequence of primers for PCR (mouse)

基因 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)

Gene Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′)

GAPDH GGC TGC CCA GAA CAT CAT CGG ACA CAT TGG GGG TAG

BMP2 GAG GAT TAG CAG GTC TTT G GGA GTT CAG GTG GTC AGC 

AhR CTG CGC TGA AAC ATG AGC AA AAG TCA ACC TCA CCA GCA GC
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A: 用不同浓度BaP(0.5、1.0、2.0 μmol/L)处理感染Ad-BMP2的C3H10T1/2细胞7天后, 检测ALP 染色; B: ALP 活性, ***P<0.001。
A: tested ALP staining after transfected C3H10T1/2 cells with BMP2 and added different concentration of BaP for 7 d; B: tested ALP activity, 
***P<0.001.

图2   BaP抑制BMP2诱导的C3H10T1/2细胞的早期成骨分化

Fig.2   BaP suppressed BMP2-induced early oesteogenic differentiation of C3H10T1/2 cells
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A: Ad-GFP和Ad-BMP2感染C3H10T1/2细胞48 h后荧光图; B: RT-PCR检测感染腺病毒2天后C3H10T1/2细胞BMP2和AhR的相对mRNA水平; C: 
图B中BMP2的相对mRNA水平, ***P<0.001; D: 图B中AhR的相对表达水平; ns: 没有显著差异。

A: Ad-GFP and Ad-BMP2 infected C3H10T1/2 cells for 48 h; B: tested the mRNA levels of BMP2 and AhR of C3H10T1/2 cells that infected Ad-BMP2 
for 2d by RT-PCR; C: the relative mRNA level of BMP2 of B, ***P<0.001; D: the relative mRNA level of AhR of B; ns: no significant difference.

图1   在BMP2诱导的C3H10T1/2 细胞成骨分化过程中AhR mRNA水平

Fig.1   The relative mRNA level of AhR during BMP2-induced osteogenic differentiation of C3H10T1/2 cells
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BMP2后, 再用不同浓度BaP处理细胞3天, 与BMP2
组相比, BaP处理组的成骨特异性转录因子Runx2蛋
白质水平明显下降(图4C和图4D), 且有一定的剂量

依赖性, 表明BaP抑制BMP2/Smad信号通路及其下

游成骨因子Runx2。
2.5   AhR受体拮抗剂可部分逆转BaP对C3H10T1/2
细胞早晚期分化的抑制作用

用5 μmol/L CH223191处理C3H10T1/2细胞24 h, 
用BMP2诱导成骨分化的同时予以2 μmol/L BaP处
理7天, 与BMP2组相比, BaP处理组细胞的ALP染色

明显减弱, 而加入CH223191后, ALP染色(图5A)及
ALP活性(图5B)均得到一定程度的逆转。同样的条

件处理细胞14天, 与BMP2组相比, BaP处理组细胞

的钙盐沉积明显减少, 而加入CH223191后, 钙盐沉

积得到一定程度的逆转(图5C)。
2.6   AhR受体拮抗剂可部分逆转BaP对BMP2/
Smad信号通路抑制作用

5 μmol/L的CH223191处理C3H10T1/2细胞24 h, 
加入2 μmol/L的BaP处理24 h后, 用BMP2-CM处理

0.5 h, 与BMP2+BaP+DMSO组相比较, CH223191处
理组的p-Smad1/5/8蛋白质水平明显升高(图6A和图

6B)。5 μmol/L的CH223191处理C3H10T1/2细胞细胞

24 h后, 用BMP2诱导成骨分化的同时予以2 μmol/L
的BaP处理3天后, 与BMP2+BaP+DMSO组相比较, 
CH223191处理组的成骨特异性转录因子Runx2蛋白

质水平明显升高(图6C和图6D)。这表明, BaP抑制

BMP2诱导C3H10T1/2的成骨分化是通过AhR发挥

作用的。

3   讨论
已有研究表明, 吸烟可以抑制成骨、促进骨吸

收, 在骨修复过程中发挥负性调控作用[4,13]。临床研

究表明, 吸烟可以延迟骨折愈合及脊柱融合术后融

合效果[14-15]。骨组织工程是目前骨修复与再生的研

究热点, 骨组织工程的主要要素包括骨种子细胞、

成骨诱导因子、骨支架材料, 其中种子细胞MSC为
骨再生的重要的细胞学基础[16-17]。BMP2作为一种

有较好诱导MSCs成骨分化能力的成骨诱导因子, 现
已经被FDA批准用于临床治疗骨折[18]。美国的一

项动物实验表明, 香烟烟雾中的2,3,7,8-四氯代苯并

二噁英 (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-P-dioxin, TCDD)可
以抑制BMP2诱导的大鼠的脊柱融合[19]。另有文献

指出, 吸烟可以抑制BMP2诱导的牙髓间充质干细胞

成骨分化[20]。而BaP作为香烟中的重要有害成分, 以
其致畸致突变的特点被人们熟知, 但其在骨修复过

程中的研究较少。一项研究表明, BaP可以通过NF-
κB(nuclear factor-κB)信号通路激活破骨细胞促进骨

吸收[13]。另有文献表明, BaP可抑制软骨的的形成[21]

以及人牙周韧带细胞的胶原形成和成骨分化[22]。本

课题组前期研究结果显示, BaP可抑制MSCs的自

我更新和多项分化潜能, 但其对BMP2诱导MSCs成
骨分化的作用目前并未见报到。本文研究了BaP对
BMP2诱导MSCs成骨分化的影响, 并对其机制进行

了初步探讨。

本研究结果显示, BaP可抑制BMP2诱导的

C3H10T1/2成骨分化, 而BMP2对BaP受体AhR的表

达没有影响。BMP2诱导条件下, 早晚期成骨分化指

Blank GFP BMP2 BMP2+BaP 0.5 BMP2+BaP 1.0 BMP2+BaP 2.0
用不同浓度BaP(0.5、1.0、2.0 μmol/L)处理感染Ad-BMP2的C3H10T1/2细胞14天后进行茜素红S染色。

Tested Alizarin red S stain after transfected C3H10T1/2 cells with BMP2 and added different concentration of BaP for 14 d.
图3   BaP抑制BMP2诱导C3H10T1/2细胞的晚期成骨分化

Fig.3   BaP suppressed BMP2-induced the later oesteogenic differentiation of C3H10T1/2 cells
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A: ALP染色结果(7天); B: ALP活性, ***P<0.001; C: 茜素红染色检测钙盐沉积(14天)。
A: the result of ALP staining (7 d); B: ALP activity, ***P<0.001; C: calcium deposition was detected by Alizarin red S stainig (14 d).

图5   CH223191可部分逆转BaP对BMP2诱导C3H10T1/2细胞的早晚期成骨分化的抑制作用

Fig.5   CH223191 can partly rescue the toxicologic effects of BaP on BMP2-induced the early and later oesteogenic
 differentiation of C3H10T1/2 cells
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A: Western blot检测p-Smad1/5/8蛋白质水平; B: 对A图结果的半定量分析; C: Western blot检测Runx2蛋白质水平; D: 对C图结果的半定量分析。

**P<0.01, ***P<0.001。
A: the protein level of p-Smad1/5/8 was tested by Western blot; B: semiquantitative analyses of A; C: the protein level of Runx2 was tested by Western 
blot; D: semiquantitative analyses of C; **P<0.01, ***P<0.001.

图4   BaP抑制BMP2/Smad信号通路

Fig.4   BaP inhibited BMP2/Smad signal pathway
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标都显著增加, 而加入不同浓度BaP之后, 早晚期成

骨分化指标均受到不同程度的抑制, 一方面验证了

BMP2有较强的促成骨分化能力, 同时首次表明BaP
可以剂量依赖的方式抑制BMP2的促成骨分化能

力。BMP2主要通过经典的Smad1/5/8信号通路调控 
MSCs成骨分化, 那么BaP是否影响BMP2/Smad1/5/8
信号通路的激活呢？本研究结果显示, BaP可下调

Smad1/5/8蛋白质磷酸化水平以及其下游关键转录

因子Runx2蛋白质水平; 加入CH223191后, BaP对
BMP2诱导C3H10T1/2早晚期成骨分化指标得到部

分逆转, 同时磷酸化Smad1/5/8及Runx2的水平都

有一定上调, 提示BaP通过与AhR结合抑制BMP2/
Smad信号通路的激活, 但是AhR拮抗剂逆转作用并

不彻底, 其可能的原因有: AhR受体拮抗剂并不能完

全阻断BaP与AhR的结合; BaP对BMP2诱导MSCs成
骨分化的抑制作用还能通过其他多种途径。而BaP
通过激活AhR抑制BMP2/Smad信号通路的深入机制

目前还不清楚。本课题组前期研究发现, BaP通过激

A: Western blot检测p-Smad1/5/8蛋白质水平; B: 对A图结果的半定量分析; C: Western blot检测Runx2蛋白质水平; D: 对C图结果的半定量分析; 
*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001。
A: the protein level of p-Smad1/5/8 was tested by Western blot; B: semiquantitative analyses of A; C: the protein level of Runx2 was tested by Western 
blot; D: semiquantitative analyses of C; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图6   CH223191可部分逆转BaP对BMP2/Smad信号通路抑制作用

Fig.6   CH223191 can partly rescue the toxicologic effects of BaP on BMP2/Smad signal pathway

活AhR抑制TGF-β1/Smad4信号通路[10]; 另外, 通过生

物信息学分析我们发现, BMP2的II型受体的编码基

因(BMPRII)是BaP的靶基因, 那么BaP是否可以通过

影响BMPRII的功能从而抑制其下游的Smad信号通

路的激活？这也是我们后期需要深入研究的重点。

综上所述, 本文证实了BaP通过与AhR结合抑

制BMP2/Smad信号通路的激活, 从而抑制BMP2诱
导C3H10T1/2的成骨分化。
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