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干扰 E2F7 对 C2C12 成肌细胞增殖的影响*

范　源1，  甘麦邻1，  罗　嘉1，  谭　娅1,2，  张顺华1 **，  朱　砺1 **

(1. 四川农业大学 动物科技学院，四川 成都 611130；
2. 贵州省农业科学院 畜牧兽医研究所，贵州 贵阳 550005)

摘要: 【目的】探究转录因子 E2F7 在骨骼肌细胞发育过程中的作用。【方法】以 C2C12 成肌细胞为研究对

象，通过设计小干扰 RNA 干扰 C2C12 成肌细胞中 E2F7 的表达，分为干扰组和对照组，并利用 RT-PCR、

CCK-8 和 EdU 等技术检测在 C2C12 成肌细胞中干扰 E2F7 后对成肌细胞增殖的影响。【结果】E2F7 mRNA
表达水平在 C2C12 成肌细胞增殖期极显著高于分化期 (P<0.01)；与对照组相比，干扰组的细胞活率和新生细

胞比率皆极显著高于对照组 (P<0.01)；干扰 E2F7 显著提升了 C2C12 成肌细胞中 Cyclin E 的表达水平 (P<
0.05)，极显著促进 Cyclin D 和 CDK4 的表达 (P<0.01)；并且干扰 E2F7 可显著促进 E2F2 (P<0.05) 和极显著促

进 E2F1 及 E2F3 的表达 (P<0.01)，同时极显著促进与成肌细胞增殖相关 microRNAs (miR-7、miR-25、miR-
27 和 miR-92a) 的表达 (P<0.01)。【结论】干扰 E2F7 可促进 C2C12 成肌细胞的增殖，E2F7 可能是通过调控经

典 E2Fs 信号通路和成肌细胞增殖相关 microRNA 发挥作用。
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Effect of Interfering with E2F7 on the Proliferation of
C2C12 Myoblasts
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Abstract: ［Purpose］To explore the biological role of E2F7 in the development of skeletal muscle
cells.［Method］C2C12 myoblasts were used as the research object. Small interfering RNA was de-
signed to interfere with the expression of E2F7 in C2C12 myoblast. C2C12 myoblasts were divided
into interfering group and control group. The effect of E2F7 on the proliferation of C2C12 myoblasts
was  detected  by  RT-PCR,  CCK-8  assay  and  EdU assay,  respectively.［Result］The  expression  of
E2F7 was significantly higher in C2C12 myoblasts during the proliferative phase than that in the dif-
ferentiation phase (P<0.01); the viability and ratio of neoplastic cells of C2C12 myoblasts after E2F7
interference were extremely significantly higher than those of the control group (P<0.01). The expres-
sion level of Cyclin E was significantly increased (P<0.05), and the expression of Cyclin D and CDK4
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was extremely significantly elevated when C2C12 myoblasts interfered with E2F7 (P<0.01). Further
finding showed that interference with E2F7 significantly promoted E2F2 (P<0.05) and extremely sig-
nificantly promoted the expression of E2F1 and E2F3 (P<0.01). At the same time, it extremely signi-
ficantly promoted the expression levels of microRNAs (miR-7, miR-25, miR-27, and miR-92a) which
associated  with  myoblasts  proliferation  (P<0.01).［Conclusion］The results  suggest  that  interfer-
ence with can promote the proliferation of C2C12 myoblasts, and E2F7 may plays a role through reg-
ulating the classical E2Fs signaling pathway and myoblasts proliferation-related microRNAs.
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骨骼肌发育是一个精密且复杂的生物学过

程，主要包含细胞增殖和分化两个过程[1]。成肌

细胞增殖发生于骨骼肌形成的早期阶段，主要影

响肌细胞的数目，对于生物个体的发育具有重要

的影响，同时也是畜牧研究中提升畜禽肌肉产量

的重要突破点。成肌细胞的增殖受到多种转录因

子的调控[2]。前人研究发现：Sox6[3]及 Notch1[4]等

转录因子可以负调控猪成肌细胞的增殖和分化，

而转录因子 FoxO1[5]则可以正向调控猪成肌细胞

的增殖和分化，说明转录因子的表达对于猪成肌

细胞的发育有重要意义。E2Fs (transcription factor
E2F, E2Fs) 家族是一类转录因子，在胚胎发育和细

胞增殖等生命过程中扮演着重要的角色[6-7]。E2F7
(E2F transcription factor 1, E2F7) 是属于 E2Fs 家族

的一类非典型转录因子[8]。因此，我们推测 E2F7
可能在骨骼肌细胞增殖过程中也扮演着重要

角色。

表观遗传学 (epigenetics) 是指基因的核苷酸

序列不发生改变的情况下，基因的表达却发生了

可遗传的变化，并引起表型的可遗传变化[9]。mic-
roRNA 是表观遗传中重要的一类遗传物质[10]。MI-
TXELENA 等 [11]研究发现：E2F7 可以通过抑制

miR-7、miR-25、miR-27-3p、miR-27-5p 和miR-92a
等 microRNA 的转录从而调控细胞增殖。E2F7
是否也会影响这些 microRNA 在 C2C12 成肌细胞

中的表达还未见报道。为了探究 E2F7 转录因子

对骨骼肌细胞增殖的影响，本研究以 C2C12 成肌

细胞为模型，检测 E2F7 mRNA 在成肌细胞不同

增殖或分化时期的表达水平，并通过转染 siRNA
干扰 C2C12 细胞系中 E2F7 mRNA 的表达，观察

其对 C2C12 成肌细胞增殖的影响，意在为与畜禽

骨骼肌细胞增殖及骨骼肌发育的相关研究提供

参考。

1   材料与方法

1.1    细胞及试剂

C2C12 成肌细胞购自中国科学院昆明细胞库；

胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)、马血清 (horse
serum, HS) 购自美国 Gbico 公司；LipofectamineTM

2000 转染试剂、胰蛋白酶、Opti-MEM 减血清培

养基及 DMEM 基础培养基购自美国 Invitrogen
公司；si-E2F7 小干扰 RNA、小干扰 RNA 阴性对

照及 EdU 染色试剂盒由锐博生物科技公司 (广
州) 设计合成或购买；CCK-8 细胞增殖—毒性检

测试剂盒购自日本 DOJINDO 公司；Trizol 试
剂、miRNA 反转录试剂盒、mRNA 反转录试剂

盒及 RT-PCR 定量试剂均购自日本 TAKARA 公

司；RT-PCR 引物合成于擎科生物公司 (成都)。
1.2    C2C12 成肌细胞培养及诱导分化

C2C12 成肌细胞培养条件为 37 ℃，5% CO2。

增殖培养基 GM：含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基；分化培养基 DM：含 2% 马血清的 DMEM 培

养基。当细胞密度达到 70% 时，用 0.25% 胰酶

消化，并将细胞传代或铺板，增殖细胞在转染后

36 h 进行相应检测；当细胞密度达到 90% 时，换

为分化培养基 DM 诱导成肌细胞分化，在分化第

4、6、8 天进行相应检测。

1.3    小干扰 RNA 的合成及序列

小干扰 RNA 交由广州市锐博生物科技有限

公司设计并合成。序列如下：

si-E2F7-1：GCATCTATGACATCGTAAA；

si-E2F7-2：GCATCCATCTTACCAGAAT；
si-E2F7-3：GCAGCCATGGTCAATCCAA。

阴性对照同样由锐博合成提供。

1.4    细胞转染

将 C2C12 成肌细胞铺入 12 孔板或 96 孔板

中，当细胞融合度达到 30% 时，参照 Lipofecta-
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mineTM2000 转染试剂说明书，使用 LipofectamineTM

2000 将 siRNA 或阴性对照转入细胞。将被转入

细胞分为干扰 E2F3-1 组、干扰 E2F3-2 组、干扰

E2F3-3 组及阴性对照组，并在转染 6 h 后更换培

养液。

1.5    CCK-8 及 EdU 检测细胞增殖

小干扰 RNA 转染细胞 36 h 后进行检测，检

测前将培养液换为新鲜培养液，加入 10 μL CCK-
8 检测试剂于培养板中，孵育 2 h，孵育结束后利

用分光光度计于 450 nm 波长下进行检测。小干

扰 RNA 转染细胞 36 h 后，加入 EdU 10 μmol/L，
孵育 2 h，按照说明书进行 EdU 染色，EdU 图片

利用 ImageJ 软件进行组合分析，阳性细胞比例利

用 PS 软件进行统计。

1.6    实时荧光定量 PCR
1.6.1   RNA 提取

按 Trizol 试剂盒说明提取细胞总 RNA，用

1% 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性后用 Nano-
drop2000/2000c 分光光度计对 RNA 的质量和浓度

进行检测。
1.6.2   RNA 反转录

按 Takara  PrimeScript® 1st Strand cDNA  Syn-
thesis 和 One Step PrimeScript® miRNA cDNA Syn-
thesis 说明书配制 mRNA 和 miRNA 的反转反应

体系，进行相应的反转录。
1.6.3   实时荧光定量 PCR

按照 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ (2×) 说明书配

制 RT-PCR 反应体系，检测 E2F7、E2F1、E2F2、
E2F3、Cyclin D、CDK4、Cyclin E、miR-7、miR-25、
miR-27-3p、miR-27-5p 及 miR-92a 的表达量。

反应体系 (10 μL)：SYBR® Premix Ex TaqTM

Ⅱ(2×) 5 μL，上下游引物各 0.5 μL (miRNA 引物

为上下游各 0.2 μL)，cDNA 模板 1 μL，ddH2O 补

足至 10 μL。
反应程序：95 ℃、10 s 预变性，95 ℃、5 s 变

性，60 ℃ (或其他 mRNA 的最佳退火温度，mi-
RNA 均为 60 ℃)、30 s 退火，72 ℃、1 min 延伸，

重复 2~4 步 40 次，添加溶解曲线 (95 ℃、15 s
变性，60 ℃、1 min 退火，95 ℃、15 s 变性)。

2−∆∆Ct

mRNA 采用 GAPDH 作为内参，miRNA 采

用 U6 作为内参，数据采用 方法分析，计算

mRNA 或 miRNA 的相对表达量。引物见表 1。

1.7    统计分析

通过 SPSS 22.0 软件完成对各干扰组和对照

组数据平均值间的 t 检验、多组平均值间的方差

分析和多重比较，数值以平均值±标准误表示。

2   结果与分析

2.1    E2F7 在 C2C12 成肌细胞不同时期的表达水平

为了检测 E2F7 基因 mRNA 在 C2C12 成肌

细胞不同时期的表达水平，对生长密度为 20%、

50% 及 80% 的增殖期成肌细胞和分化第 4、6 和

8 天的成肌细胞进行实时荧光定量检测。结果

(图 1) 显示：E2F7 mRNA 的表达水平在增殖期先

下降再上升，在 50% 左右密度时表达量最低；而

在分化过程中 E2F7 mRNA 的表达量极显著低于

增殖期 (P<0.01)，分化期内的表达量极低且差异

不显著。

 

表 1   试验选用基因及 microRNA 的引物序列和退火温度

Tab. 1    The primer sequences and annealing temperatures
 

基因

gene
引物序列 (5’→3’)

primer sequence
退火温度/℃

Tm

E2F1
F：GAGAAGTCACGCTATGAAACCTC

62
R：CCCAGTTCAGGTCAACGACAC

E2F2
F：ACGGCGCAACCTACAAAGAG

62
R：GTCTGCGTGTAAAGCGAAGT

E2F3
F：AAACGCGGTATGATACGTCCC

62
R：CCATCAGGAGACTGGCTCAG

E2F7
F：GCTTTGGGAAACTTGGGATAG

62
R：CAGTGTGGCTTCAGTCATAGA

Cyclin D
F：GCTTGCTCCGGGGATGAAAT

60
R：GCGAGGACACCATAAGGAAATCTG

CDK4
F：AGTTTCTAAGCGGCCTGGAT

60
R：AACTTCAGGAGCTCGGTACC

Cyclin E
F：TAGGCCCTCAGCCTCACTC

62
R：CCACCCCTGGGATAAAGCAC

GAPDH
F：TGCTGAGTATGTCGTGGAGTCT

60
R：ATGCATTGCTGACAATCTTGAG

miR-7 F：CAACAAATCACAGTCTGCCATA
60

miR-25 F：AGGCGGAGACTTGGGCAATTGC

miR-27-3p F：TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC
60

miR-27-5p F：AGAGCTTAGCTGATTGGTGAAC

miR-92a F：AGGTTGGGATTTGTCGCAATGCT 60

miRNA
通用下游引物

R：Uni-miR qPCR Primer, included in kit
( miRNA Universal Downstream Primer,
TaKaRa)

60

U6
F: CTCGCTTCGGCAGCACA

60
R: AACGCTTCACGAATTTGCGT
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2.2    转染不同小干扰RNA 对E2F7 基因的干扰效率

为了选取最佳的 siRNA，试验设计 3 段 siRNA
分别转染进增殖期的 C2C12 细胞，在转染 36 h
时收集细胞并在 mRNA 水平上检测 E2F7 mRNA
的表达量。结果 (图 2) 显示：si-E2F7-1、si-E2F7-2
和 si-E2F7-3 的干扰效率分别为 61.57%、54.25%
及 38.75%，3 段干扰片段均能够有效干扰 E2F7
的表达，且其中 si-E2F7-1 干扰效率最佳。因此

在后续试验中，主要转染 si-E2F7-1。

2.3    干扰 E2F7 基因促进 C2C12 成肌细胞增殖

利用 CCK-8 试剂盒检测细胞活率，结果显

示：干扰 E2F7 之后，450 nm 处吸光度值极显著

高于对照组 (P<0.01)，且增加 30% 以上 (图 3a)。

利用 EdU 细胞增殖试剂盒检测新生细胞数，结果

显示：si-E2F7-1 处理组中 EdU 阳性细胞率极显

著高于对照组 (P<0.01)，处理组与对照组 EdU 细

胞阳性率分别为 (55.99±6.60)% 和 (44.83±4.40)%
(图 3b、c)。实时荧光定量 PCR 检测与细胞增殖

相关基因 (Cyclin D、CDK4 和 Cyclin E) 的表达，

结果 (图 3d) 显示：干扰 E2F7 能够极显著地提高

Cyclin D 和 CDK4 的表达 (P<0.01)，并且显著提

高 Cyclin E 的表达 (P<0.05)。以上结果表明：干

扰 E2F7 能够促进 C2C12 成肌细胞增殖。

2.4    干扰 E2F7 基因对其效应因子的影响

由图 4 可知：干扰 E2F7 极显著 (P<0.01) 促
进 E2F1 和 E2F3的表达，显著 (P<0.05) 促进 E2F2
的表达；对增殖相关 microRNA 的定量结果显

示：干扰 E2F7 能极显著增加 miR-7、miR-25、
miR-27-3p 和 miR-92a 的表达 (P<0.01)，但 miR-
27-5p 的差异不显著。以上结果表明：在 C2C12 成

肌细胞干扰 E2F7 能促进 E2F1-3 mRNA 及 miR-
7、miR-25、miR-27-3p 和 miR-92a 的表达。

3   讨论

E2F 家族是普遍存在于高等真核生物且进化

保守度高的一类重要转录因子[12]。根据 E2F 转录

因子的蛋白结构差异，拥有 1 个高度保守 DNA
(DNA-binding  domain,  DBD) 结合域的 E2F 转录

因子被定义为典型 E2F 转录因子 (E2F1~E2F6)；
根据对下游基因的转录作用，典型 E2F 转录因子

又分为激活转录型 (E2F1~E2F3) 和抑制转录型
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图 1    E2F7在 C2C12 成肌细胞不同时期的表达水平

Fig. 1    The expression levels of E2F7 mRNA in different phases of C2C12 myoblasts
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图 2    转染不同小干扰 RNA 对 E2F7基因的干扰效率

Fig. 2    The interference efficiency of different
siRNAs for E2F7
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(E2F4~E2F6)[13]。而拥有 2 个高度保守 DBD 的 E2F
转录因子则被定义为非典型 E2F 转录因子 (E2F7~
E2F8)[8, 14]。

两类 E2F 转录因子在结构、功能上有一定的

差异[15]。前人的研究利用染色质免疫共沉淀 (chro-
matin immunoprecipitation assay，ChIP) 发现 E2F1/
3/4/7 可结合在 E2F7 和 E2F8 的启动子[16]；CHRIS-

TENSEN 等 [17]和 LI 等 [18]也证实 E2F7 和 E2F8 也

可以结合在 E2F1 的启动子上，对其进行调控。

而本试验也发现：在干扰 E2F7 之后，E2F1-3 的

表达量也出现了不同程度的上升。因此，本研究

结果也说明了典型 E2F 转录因子和非典型 E2F7
转录因子之间存在极其精密的反馈调节。

成肌细胞的增殖和分化密切相关，本研究通
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图 3    干扰 E2F7基因促进 C2C12 成肌细胞增殖

Fig. 3    Interference E2F7 mRNA promoting C2C12 myoblasts proliferation
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图 4    干扰 E2F7基因对其效应因子的影响

Fig. 4    Effect of interfering E2F7 on its effector factors
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过 CCK8 及 EdU 等技术发现干扰组的细胞活率和

新生细胞比率均极显著低于对照组，说明干扰

E2F7 可以抑制成肌细胞的增殖，使得成肌细胞

提前退出增殖期。因此，我们推测 E2F7 也可能

参与到成肌细胞的分化。microRNAs 是一类在转

录后水平调控基因表达的微小非编码，有大量的

miRNA 被证明能参与骨骼肌的生成[19]。本研究发

现在干扰 E2F7 的情况下，miR-7、miR-25、miR-
27-3p 和 miR-92a 的表达量极显著上升，且 miR-
27-3p 和 miR-92a 已被证明参与了成肌细胞的增

殖和分化 [20-21]。因此我们推测 E2F7 可能会通过

miRNA 对成肌细胞分化造成影响。鉴于 E2F7
mRNA 在分化期极低的表达量，我们下一步可以

通过构建 E2F7 过表达载体对于 C2C12 成肌细胞

分化的作用。

本研究结果表明：E2F7 在骨骼肌细胞增殖

过程中发挥着重要作用，干扰 E2F7 能促进成肌

细胞的增殖，调控 E2F 家族经典转录因子 E2F1~3
和影响成肌细胞增殖相关 microRNAs 是其可能的

作用机制。接下来，对 E2F7 的上下游调控机制

还需要进一步的研究，以期为研究骨骼肌发育调

控和提高畜禽肌肉产量提供新的思路。
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