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成骨细胞诱导乳腺癌侧群细胞获得骨模拟特性的研究

杨晓宁，周　艳，齐晓伟，王明浩，范林军，姜　军　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院乳腺疾病中心）

　　［摘要］　目的　以乳腺癌细胞株ＭＤＡＭＢ２３１和成骨细胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１为对象，研究在共培养条件下乳腺癌侧群细
胞向成骨细胞转化的能力。方法　 通过流式细胞技术分选出 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌侧群细胞，将其与成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１按照１∶１的细胞比例分别置于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ间接共培养体系的上、下小室中（实验组），设置相同密度的单纯乳腺癌侧群细
胞为对照组，观察侧群细胞的形态变化。通过细胞免疫荧光技术及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，比较２组侧群细胞中ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１
表达水平的改变。结果　 实验组细胞分化明显，细胞免疫荧光技术检测实验组侧群细胞中 ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１表达水平
明显高于对照组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明实验组侧群细胞中ＯＰＮ（５．１５±０．３５）、Ｒｕｎｘ２（６．２２±０．３６）、Ｗｎｔ１（９．３０±０．２８）
的蛋白表达水平均高于对照组ＯＰＮ（１．００±０．１５）、Ｒｕｎｘ２（１．００±０．１４）、Ｗｎｔ１（１．００±０．１３），差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结论　 与成骨细胞株共培养后，乳腺癌侧群细胞获得成骨细胞相关生物学特性。
　　［关键词］　 乳腺癌；侧群细胞；ＭＤＡＭＢ２３１；成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
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　　骨骼是乳腺癌优先转移的部位［１］。转移至骨的

乳腺癌细胞可获得部分成骨细胞样的细胞表型，并表

达骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、骨涎蛋白（ｂｏｎｅｓｉａｌｏ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＳＰ）和骨连蛋白［２－３］等特异性骨蛋白。将乳

腺癌细胞在骨转移过程中表达特异性骨蛋白的现象称

为骨模拟，目前认为这可能是导致乳腺癌易于发生骨

转移的原因之一，但其机制尚不清楚。研究表明，乳腺

癌干细胞是诱导乳腺癌骨转移起始和形成的主要细

胞，在骨转移过程中发挥重要作用［４－６］，而肿瘤干细胞

具有多向分化的潜能。因此我们推测乳腺癌干细胞在
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适当的诱导条件下能够分化为成骨细胞样表型的乳腺

癌干细胞，从而具有更强的骨转移能力。目前研究显

示，在包括乳腺癌在内的多种癌组织中，侧群细胞具有

无限增殖和成瘤能力的干细胞样特性，并可在常规化

疗后存活，导致癌症的复发与转移，这与肿瘤干细胞的

特性极其相似，因此侧群细胞被认为是乳腺癌干样细

胞［７－９］。本实验通过分离乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株
的侧群细胞，与成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
间接共培养来最大限度地模拟体内微环境，观察骨微

环境对乳腺癌侧群细胞生物学特性的影响，旨在为进

行深入的分子机制研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞株来源
　　乳腺癌细胞株ＭＤＡＭＢ２３１、成骨细胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１购自中
科院上海细胞库。

１．２　主要试剂及仪器
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、维拉帕米（Ｓｉｇｍａ公司），ＤＭＥＭ高糖培养
基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公
司），干性培养因子Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ，美国），ｂＦＧＦ、ＥＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美
国），０．４μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ共培养小室（Ｃｏｒｉｎｇ，美国），ＦＡＣＳｏｒｔ流
式细胞仪（ＢＤ公司，美国）由第三军医大学提供。

１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　　乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１采用含有
１０％胎牛血清及１％双抗的ＤＭＥＭ高糖培养基培养；成骨细胞
株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１用含有１０％胎牛血清及１％双抗的 αＭＥＭ培养
基。２种细胞均置于３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养，待细胞
生长至对数生长期，用０．２５％胰酶进行消化传代，备用。乳腺
癌侧群细胞采用含有２％ Ｂ２７、２０μｇ／ｍＬｂＦＧＦ、２０μｇ／ｍＬＥＧＦ
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，培养条件的条件同前。
１．３．２　流式细胞分选乳腺癌侧群细胞　　取对数生长期的乳
腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，制备成单细胞悬液，调整细胞数为
１０６／ｍＬ，设置实验组及对照组。实验组及对照组各加入
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，调整浓度至 ５μｇ／ｍＬ，对照组再加入维拉帕米
５０μｇ／ｍＬ，避光３７℃水浴９０ｍｉｎ，期间１５ｍｉｎ振荡１次，最后
加入２ｍＬ冰磷酸缓冲液（ＰＢＳ）终止反应，１５００ｒ／ｍｉｎ，４℃离
心１０ｍｉｎ后弃上清，ＰＩ加入至终浓度２μｇ／ｍＬ，ＦＡＣＳｏｒｔ流式细
胞仪进行分选。

１．３．３　细胞共培养　　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板（孔直径 ０．４μｍ，
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）构建共培养体系，分为实验组及对照组。实验组
将乳腺癌侧群细胞按照１×１０５接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养板的下
室，成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１按照同等密度接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养
板的上室；对照组在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板上下层均接种同实验组密
度相同的乳腺癌侧群细胞。同时部分细胞传至预先放入圆玻

璃爬片的 ６孔板内，每日观察细胞的形态变化，每 ３天换液
１次，第７天终止培养。细胞爬片以４％中性甲醛固定，用于免
疫细胞化学检测，其余细胞提取蛋白，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

１．３．４　细胞免疫荧光　　０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次；０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温下破膜３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３次；５％正常山羊血
清封闭 ３０ｍｉｎ；弃血清，不漂洗；分别加入一抗［鼠抗 ＯＰＮ，
１∶３００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）；鼠抗Ｒｕｎｘ２，１∶３００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）；鼠抗
Ｗｎｔ１，１∶４００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）］，同时设置ＰＢＳ代替一抗的阴性
对照，４℃过夜；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次；３７℃下，二抗（ＦＩＴＣ
羊抗鼠，北京中杉金桥）孵育 ３０ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
３次；ＤＡＰＩ复染５ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤３次，封片，荧光显微镜镜下
采集图片。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　细胞共培养结束后，４℃
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤后，按照ＲＩＰＡ试剂盒说明书（购自 Ｐｉｅｒｃｅ
公司）操作步骤提取细胞蛋白。取等量标准化后的蛋白溶液加

入等体积的２×ＳＤＳ上样缓冲液并沸水煮５ｍｉｎ。取２５μＬ变
性的蛋白溶液，行ＳＤＳＰＡＧＥ（５％积层胶和１０％分离胶）电泳，
并以电转膜仪将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％ ＢＳＡ封闭，加一
抗［鼠抗 ＯＰＮ，１∶３０００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）；鼠抗 Ｒｕｎｘ２，１∶３０００
（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）；鼠抗 Ｗｎｔ１，１∶４０００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）；鼠抗
ＧＡＰＤＨ，１∶１００００（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）］及二抗（羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ）
行免疫印迹检测，ＥＣＬ试剂盒发光，胶片曝光。

１．４　统计学处理
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件行独立样
本ｔ检验比较ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２和Ｗｎｔ１的表达水平差异。

２　结果

２．１　流式细胞技术分选结果
　　乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞株中侧群细胞分选比例为２６％。

２．２　ＭＤＡＭＢ２３１侧群细胞与成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
共培养后形态学变化特点

　　与成骨细胞共培养的乳腺癌侧群细胞增殖活跃，第７天出
现大量梭形细胞，细胞聚集成团状生长；单独培养的乳腺癌侧

群细胞，细胞增殖缓慢，第３天时，细胞仍为圆形，之后虽有梭
形细胞出现，但比例略少于实验组（图１）。
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Ａ、Ｃ：实验组；Ｂ、Ｄ：对照组；Ａ、Ｂ：培养３ｄ；Ｃ、Ｄ：培养７ｄ
图１　相差显微镜观察ＭＤＡＭＢ２３１侧群细胞与成骨细胞株

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１共培养后形态学变化　（×１００）
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２．３　ＭＤＡＭＢ２３１侧群细胞与成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
共培养后乳腺癌侧群细胞ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１表
达水平的变化

　　实验组和对照组的乳腺癌侧群细胞在培养 ７ｄ后 ＯＰＮ、
Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１均有阳性表达，但是表达量及荧光强度方面均有
差异，实验组共培养体系下乳腺癌侧群细胞中 ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、
Ｗｎｔ１的表达均高于对照组（图２～４）。

２．４　ＭＤＡＭＢ２３１侧群细胞与成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
共培养后乳腺癌侧群细胞ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１蛋
白的表达变化

　　实验组乳腺癌侧群细胞中ＯＰＮ（５．１５±０．３５）、Ｒｕｎｘ２（６２２±
０３６）、Ｗｎｔ１（９．３０±０．２８）的蛋白表达均高于对照组 ＯＰＮ
（１００±０．１５）、Ｒｕｎｘ２（１．００±０．１４）、Ｗｎｔ１（１．００±０．１３），差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。
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Ａ～Ｃ：对照组；Ｄ～Ｆ：实验组；Ａ、Ｄ；细胞质染色；Ｂ、Ｅ：ＤＡＰＩ；Ｃ、Ｆ：融合
图２　培养７ｄ后免疫荧光染色观察２组乳腺癌侧群细胞ＯＰＮ的表达　（×４００）
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Ａ～Ｃ：对照组；Ｄ～Ｆ：实验组；Ａ、Ｄ；细胞质染色；Ｂ、Ｅ：ＤＡＰＩ；Ｃ、Ｆ：融合
图３　培养７ｄ免疫荧光染色观察２组乳腺癌侧群细胞Ｒｕｎｘ２的表达　（×４００）
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Ａ～Ｃ：对照组；Ｄ～Ｆ：实验组；Ａ、Ｄ；细胞质染色；Ｂ、Ｅ：ＤＡＰＩ；Ｃ、Ｆ：融合
图４　培养７ｄ免疫荧光染色观察２组乳腺癌侧群细胞Ｗｎｔ１的表达　（×４００）
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１：对照组；２：实验组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组乳腺癌侧群细胞中ＯＰＮ（Ａ）、Ｒｕｎｘ２（Ｂ）、

Ｗｎｔ１（Ｃ）蛋白的表达

３　讨论

　　转移的肿瘤细胞对锚地微环境的适应性，是不同
肿瘤易于发生某些器官和部位转移的原因之一。骨是

乳腺癌最常见的转移部位，７０％的晚期乳腺癌患者会
出现骨转移［１０］。研究表明，乳腺癌细胞具有骨模拟的

特性可能是其优先转移至骨微环境中且存活的原

因［３］，其机制尚不清楚。肿瘤干细胞与肿瘤形成、转

移密切相关［４－６］。研究发现乳腺癌患者骨髓穿刺检查

到的转移肿瘤细胞多为具有干细胞特征的乳腺癌细

胞［１１］，其机制尚待深入研究。利用肿瘤干细胞不同表

面标志物分选是常用的干细胞分选技术，但是不同肿

瘤之间、同一肿瘤的不同亚型之间，肿瘤干细胞的标志

也不尽相同。实体肿瘤中，仍缺乏合适的肿瘤干细胞

的表面标志物。通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２双波长荧光分析
鉴定侧群细胞是另一种有效的鉴定分离干细胞的技

术。其原理基于肿瘤干细胞可外排荧光染料

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，在流式细胞图中呈低染状态。虽然产
生这一现象的机制尚不清楚，但可以肯定的是，ＡＴＰ结
合盒膜转运蛋白，又称 ＡＢＣ转运蛋白，其家族成员三
磷酸腺苷结合盒转运蛋白 Ｇ２（ＡＢＣＧ２）是产生侧群细
胞表型的原因，其可泵出荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，加入
ＡＢＣＧ２抑制剂维拉帕米后，可抑制染料外排，减少侧
群细胞比例。文献［９，１２－１３］报道在乳腺癌细胞株
ＭＤＡＭＢ２３１中存在着富含肿瘤干细胞特性的侧群细
胞，其可促进培养基中肿瘤球体的形成以及裸鼠乳房

脂肪垫中肿瘤的生长。

　　本实验以具有干细胞特性的乳腺癌侧群细胞为研
究对象，通过对比２种培养体系，观察在与成骨细胞间
接共培养的微环境下乳腺癌侧群细胞的适应性变化，探

讨乳腺癌侧群细胞亲骨性转移的原因和可能机制。我

们发现乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株侧群细胞与成骨细
胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ间接共培养体系中乳腺癌
侧群细胞较单独培养增殖活跃，生长状态优于单独培

养。细胞形态学观察结果显示乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞株侧群细胞与成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ间接
共培养时乳腺癌细胞中梭形细胞比例高于单独培养。

提示在模拟体内骨微环境的共培养体系下，成骨细胞

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１分泌的某些介质对乳腺癌侧群细胞的变化产
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生影响，虽然尚不清楚是哪些介质通过何种信号途径导

致乳腺癌细胞系发生形态学变化，但此种变化对乳腺癌

细胞的亲骨性转移可能具有重要意义。

　　研究显示，成骨细胞的分化是经过不同转录因子
和信号蛋白调节的多步骤分子途径，包括 ＯＰＮ、
Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｘ和Ｗｎｔ等信号通路［１４－１６］。而乳腺癌细胞

一旦可表达上述分子，其骨转移能力增强。乳腺癌细

胞高表达ＯＰＮ对骨转移的发病起决定作用，同时骨转
移患者血浆中 ＯＰＮ表达水平明显高于未出现骨转移
的患者，且这种表达水平随着时间和疾病的进展增

强［１７］。转录因子Ｒｕｎｘ２在癌细胞骨转移中起关键作
用［１８－１９］。研究证实，Ｒｕｎｘ２可促进乳腺癌和前列腺癌
的转移。在骨转移模型中，高表达水平的 Ｒｕｎｘ２与肿
瘤发生、发展及转移相关基因的表达增加相关，这些基

因被认为是肿瘤发生、发展的标志物及肿瘤侵袭转移

的重要介质［２０］。

　　Ｗｎｔ信号通路通过βｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ１信号途径激活
成骨细胞转录因子 Ｒｕｎｘ２，促进骨质的形成［２１］。同时

Ｗｎｔ信号通路可维持乳腺癌干细胞自我更新和分化调
节，Ｗｎｔ１作为小鼠乳腺肿瘤病毒（ＭＭＴＶ）相关肿瘤
的插入位点，在肿瘤细胞分化中起重要作用。

　　本实验在共培养诱导７ｄ后分别用细胞免疫荧光
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测２种培养体系下乳腺癌侧群
细胞中骨转移相关分子的表达情况。结果显示，实验

组乳腺癌侧群细胞中 ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｗｎｔ１的表达水平
均显著高于对照组。提示在成骨细胞诱导下，乳腺癌

侧群细胞的生物行为学发生变化，其具有了成骨细胞

的相关生物学特性。诱导后的乳腺癌侧群细胞 Ｗｎｔ１
表达水平增高，说明其形成肿瘤的能力、调节乳腺癌干

细胞自我更新和分化调节的能力及激活 Ｒｕｎｘ２的能
力较对照组增强。而诱导后乳腺癌侧群细胞中 ＯＰＮ
等成骨细胞相关分子表达水平明显增高，提示与乳腺

癌细胞具有适应骨微环境的特性，可能是导致乳腺癌

骨转移能力增强的重要原因。这一现象形成的分子机

制和临床意义值得进一步研究。
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