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成骨前体细胞对乳腺癌细胞表达骨拟态特性及增殖的影响
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　　［摘要］　目的　通过共培养体系探讨成骨前体细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１对 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞表达
骨拟态特性及增殖的影响。方法　实验组将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１及 ＭＤＡＭＢ２３１细胞采用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培
养，上室接种ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞，下室接种相同数量的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞。对照组上、下室均采用相
同数量及密度的ＭＤＡＭＢ２３１细胞。实时荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测实验组及对照组骨钙蛋白
（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）的基因及蛋白的表达
差异，采用ＣＣＫ８法检测各组增殖的差异，结晶紫染色法检测细胞集落形成差异。结果　与对照组相
比，实验组ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ的基因及蛋白表达均有明显的上调（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖能
力明显增高（Ｐ＜０．０１）；实验组ＭＤＡＭＢ２３１细胞集落形成数量及大小均优于对照组。结论　短期共
培养后ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞可促进乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞表达骨拟态特性，并可促进其增殖及细胞
集落形成。

　　［关键词］　 成骨前体细胞；乳腺癌；骨拟态；ＭＤＡＭＢ２３１
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．７１；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３７．９ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１２７１９７９）
［通信作者］　初同伟，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｔｗ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０１２６．１５３６．０２８．ｈｔｍｌ（２０１６０１２６）

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｏｓｔｅｏｍｉｍｉｃｒｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｌｙｔｉｃｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ
ＭａＭｉｎ，ＨｕＸｕ，ＣｈｅｎＷｕｇｕｉ，ＱｉｕＨａｏ，ＺａｎｇＬｅｙｕａｎ，ＨｕＪｉａｎｘｉｎ，ＺｈｏｕＹｕｅ，ＣｈｕＴｏｎｇｗｅｉ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，ＸｉｎｑｉａｏＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３７，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｉｎｇｗｉｔｈｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｏｎ
ｔｈｅｏｓｔｅｏｍｉｍｉｃｒｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｏｓｔｅｏｌｙｔｉｃｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＤＡＭＢ２３１．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＤＡ
ＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｉｎＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｉｎｗｈｉｃｈ
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｃｈａｍｂｅｒ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｓａｍｅｎｕｍｂｅｒｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅｌｏｗｅｒｃｈａｍｂｅｒ．Ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓａｍｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ
ｔｈｅｕｐｐｅｒａｎｄｌｏｗｅｒｃｈａｍｂｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ），ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（ＯＰＮ），ａｎｄｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ（ＯＰＧ）ａｔｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）ｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｒｙｓｔａｌ
ｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯＰＧ，ＯＰＮａｎｄＯＣＮｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｗａｓｂｅｔｔｅｒｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＣｅｌｌｃｏｌｏｎｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗａｓｂｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｈｏｒｔｔｅｒｍｃｏｃｕｌｔｕｒｉｎｇｗｉｔｈＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｓｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｔｏｆｏｒｍｏｓｔｅｏｍｉｍｉｃｒｙ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｔ
ｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；ｏｓｔｅｏｍｉｍｉｃｒｙ；ＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７１９７９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｕＴｏｎｇｗｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｔｗ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

４５９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　骨拟态是指肿瘤细胞转移至骨后，在骨组织中能
够模拟成骨细胞并获得成骨细胞特异性表型的能力。

骨转移是乳腺癌的常见并发症之一，而乳腺肿瘤较容

易转移到骨组织的原因目前尚不清楚。研究发现转移

至骨的乳腺癌细胞会高表达成骨细胞的部分特异性表

型并且分泌骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）［１］、骨桥蛋
白 （ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）［２］、骨 钙 蛋 白 （ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
ＯＣＮ）［３］等成骨细胞所表达的骨基质蛋白，以此获得
类似成骨细胞功能的特性。研究表明，肿瘤细胞骨拟

态的特性能使转移至骨的肿瘤细胞逃避免疫系统的识

别，给肿瘤细胞更多机会在骨组织中生存、增殖，从而

让获得骨拟态表型的肿瘤细胞更容易在骨组织中定

居［４］。但是肿瘤细胞骨拟态的原因一直存在争议，主

要在于肿瘤细胞究竟是在肿瘤原发灶获得了骨拟态的

特性所以才更容易转移至骨？还是肿瘤细胞转移至骨

后在骨微环境的刺激下才获得了骨拟态的特性使之更

容易在骨组织中定居？骨是前列腺癌及乳腺癌最偏好

转移的部位，目前已有研究将成骨细胞与前列腺癌细

胞共培养，发现成骨细胞能够促使前列腺癌细胞的骨

拟态，所以我们推测肿瘤细胞的骨拟态是由骨微环境

中的成骨细胞所诱导的，因此通过建立成骨细胞与乳

腺癌细胞共培养体系探讨肿瘤细胞骨拟态的发生部位

十分必要。其次，目前肿瘤细胞为什么能在骨组织中

稳定的增殖，有研究指出，将成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１与乳
腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞等量共同注入小鼠股骨内，其
成瘤速度及大小均优于单纯股骨内注射等量的 ＭＤＡ
ＭＢ２３１乳腺癌细胞［５］，因此我们推测成骨细胞可能对

乳腺癌细胞的增殖也有一定影响。本实验通过将

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞与乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞进行
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养，观察 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞是否也是
促使溶骨型乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞骨拟态的诱因，
以及成骨细胞对乳腺癌细胞增殖及集落形成的影响，

旨在探讨成骨细胞在溶骨型乳腺癌细胞骨拟态过程中

的作用以及对肿瘤细胞增殖的影响，为全面研究骨拟

态的生物学效应及探讨肿瘤细胞的增殖奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞株来源
　　人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞、小鼠 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成
骨前体细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细胞

资源中心。

１．２　主要试剂及仪器
　　０．２５％胰酶、ＤＭＥＭ、αＭＥＭ购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，胎牛血清购自美国Ｇｉｂｉｃ公司，０．４μｍｔｒａｎｓｗｅｌｌ共
培养小室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ反转录试剂盒以及荧光染料ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

ＴａｑＴＭ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司。ＣＣＫ８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天
生物技术研究所，ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ及 ＧＡＰＤＨ抗体购
自Ａｂｃａｍ公司。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１株采用含
有１０％胎牛血清以及 １％双抗（１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素）的 αＭＥＭ培养基培养，人乳腺癌
细胞株ＭＤＡＭＢ２３１细胞采用含有１０％胎牛血清以
及１％双抗（１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素）
ＤＭＥＭ高糖培养基培养。两种细胞均置于３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱培养，每２天换液１次，等到细胞生长
至对数生长期时用０．２５％胰酶消化，备用。
１．３．２　细胞共培养　　采用０．４μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ小室
置于６孔板上构建共培养体系，并分为实验组和对照
组。取 １．３．１步骤中对数生长期的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１及
ＭＤＡＭＢ２３１细胞，实验组上层接种１．５×１０５ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１并用配好的 αＭＥＭ培养基培养，下层接种１．５×
１０５ＭＤＡＭＢ２３１细胞并用配好的 ＤＭＥＭ高糖培养基
培养，对照组上、下室均接种相同数量的 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞并用 ＤＭＥＭ高糖培养基培养。将接种好的细胞
置于恒温箱中培养，每２天更换培养基１次，共培养５ｄ
后进行后续实验，将实验组及对照组下层的乳腺癌细

胞取出并分别标记为２３１ＯＢ及２３１。
１．３．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测２组 ＯＰＮ、ＯＰＧ、ＯＣＮ
ｍＲＮＡ表达　　将２组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞提取 ＲＮＡ，
采用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ将２组总的ＲＮＡ提出后在微量核酸
仪ＤＭ２０００测定其浓度和纯度，选取符合条件的样本
［Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）为１．８～２．０］，采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ反
转录试剂盒以及荧光染料ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试
剂盒进行反转录及扩增，ＯＰＧ、ＯＰＮ、ＯＣＮｍＲＮＡ引物
由宝生物（大连）工程有限公司合成，选用 ＧＡＰＤＨ作
为内参，所选目的基因及内参基因序列见表１。检测
时每个样本设置３个复孔。实验重复３遍，最终数据
以２－ΔΔＣｔ表示目的基因ｍＲＮＡ水平并绘制柱状图。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列

基因　 引物序列（５′→３′） 退火温度

ＧＡＰＤＨ
上游：ＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＧＣＣ
下游：ＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＣＴＴＣＣＣＧ

６０℃

ＯＣＮ
上游：ＴＧＡＣＧＡＧＴＴＧＧＣＴＧＡＣＣＡＣＡＴＣ
下游：ＡＧＧＡＡＡＧＡＡＧＧＧＴＧＣＣＴＧＧＡＧＡ

６０℃

ＯＰＧ
上游：ＧＣＡＣＧＣＡＣＴＡＡＡＧＣＡＣＴＣＡＡＡＧＡＣ
下游：ＴＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＴＧＡＴＧ

６０℃

ＯＰＮ
上游：ＡＣＡＧＣＣＧＴＧＧＧＡＡＧＧＡＣＡＧＴＴＡ
下游：ＡＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＣＴＣＡＴＴＧＣＴＣＴＣＡ

６０℃

ＯＰＧ：骨保护素；ＯＰＮ：骨桥蛋白；ＯＣＮ：骨钙蛋白
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１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收集１．３．２步骤中２组
细胞，使用ＲＩＰＡ裂解液提取２组蛋白并分别标记为
２３１ＯＢ及２３１。ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度后，取出蛋
白并加入等体积的上样缓冲液后煮沸５ｍｉｎ。将变性
后的蛋白溶液５０μｇ／孔等量上样，行ＳＤＳＰＡＧＥ（１０％
分离胶和４％浓缩胶）电泳，然后用电转膜仪将蛋白转
移至ＰＶＤＦ膜上，放入５％脱脂奶粉中封闭，加入一抗
体（鼠抗ＯＰＮ，１∶１０００；鼠抗 ＯＣＮ，１∶１０００；兔抗 ＯＰＧ，
１∶１０００；鼠抗 ＧＡＰＤＨ，１∶３０００）４℃过夜，ＴＢＳＴ缓冲
液清洗３次，加二抗（山羊抗小鼠ＩｇＧ，山羊抗兔ＩｇＧ），
３７℃ 孵育２ｈ，行免疫印迹检测后ＥＣＬ发光试剂盒发
光并胶片曝光，常规显影、定影后行灰度值分析。

１．３．５　细胞集落实验检测２组细胞集落形成能力　
　共培养５ｄ后将２组细胞的培养板取出并弃去上层
小室，吸去下层小室培养 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的培养
液，并用 ＰＢＳ溶液洗涤下层细胞贴壁 ２次，每孔加
１ｍＬ１０％甲醇溶液固定细胞３０ｓ。吸去甲醇溶液，每
孔加１ｍＬ结晶紫染液，室温中放置２０ｍｉｎ。轻轻吸去
染色液，用蒸馏水洗涤各孔３次，将培养板倒置于吸水
纸上将水分吸干，自然干燥，１００倍视野下选取５个视
野观察肿瘤细胞集落形成数量及大小。

１．３．６　ＣＣＫ８法检测２组细胞的增殖差异　　实验
组采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养体系将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞接
种于２４孔板下室，加入含有１．０×１０４／ｍＬＭＤＡＭＢ２３１
的ＤＭＥＭ培养基 １ｍＬ，上室接种含有 １．０×１０４／ｍＬ
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的αＭＥＭ培养基１ｍＬ。对照组上、下室均
接种含有１．０×１０４／ｍＬ乳腺癌细胞的 ＤＭＥＭ培养基
１ｍＬ。分别继续培养２４、４８、７２ｈ后，取出２组上层小
室并加入ＣＣＫ８反应试剂１００μＬ／孔，置于３７℃细胞
培养箱中反应２ｈ后取出，２组各取１００μＬ反应液加
入９６孔板中，每组设６个复孔。酶联免疫检测仪检测
４５０ｎｍ波长处各孔的光密度值［Ｄ（４５０）］，以时间为
横坐标，Ｄ（４５０）值为纵坐标绘制细胞增殖曲线，实验
重复３次。
１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量数据以珋ｘ±ｓ表示，
行ｔ检验分析。检验标准α＝０．０５。

２　结果

２．１　共培养５ｄ后２组 ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ的基因表达
差异

　　实验组将与 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１共培养 ５ｄ的 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞与对照组未和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞共培养的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞进行ＰＣＲ检测，实验组成骨相关基
因ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ的表达水平显著高于对照组，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　实时荧光定量ＰＣＲ法检测２组成骨相关基因的

表达差异　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　共培养５ｄ２组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ＯＰＧ、ＯＰＮ、
ＯＣＮ蛋白表达差异

　　共培养 ５ｄ后实验组 ＯＣＮ（０．８９±０．０７）、ＯＰＮ
（１１９±０．０８）、ＯＰＧ（０．３０±０．０５）的表达显著高于对
照组［ＯＣＮ（０．４２±０．０４）、ＯＰＮ（０．５１±０．０５）、ＯＰＧ
（０１６±０．０３）］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
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１：实验组；２：对照组　Ａ：ＯＣＮ；Ｂ：ＯＰＮ；Ｃ：ＯＰＧ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测２组ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ的蛋白

表达差异

２．３　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１对ＭＤＡＭＢ２３１细胞集落形成的影响
　　实验组在集落形成数量及大小上均优于对照组，
证实成骨前体细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１与乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１
共培养后有明显刺激乳腺癌细胞集落形成及增殖的作

用（图３）。
２．４　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１有促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的作用
　　ＣＣＫ８法检测显示，实验组与对照组 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞２４ｈ增殖差异无统计学意义（Ｐ＞００５），４８、
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７２ｈＭＣ３Ｔ３Ｅ１具有明显促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖
的作用（Ｐ＜０．０１，图４）。
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图３　结晶紫染色法观察实验组及对照组的乳腺癌细胞
集落形成能力
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图４　ＣＣＫ８法检测实验组与对照组ＭＤＡＭＢ２３１细胞的

增殖能力差异　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　乳腺癌及前列腺癌细胞转移至骨后在骨组织中均
会发生骨拟态的改变，其原因尚不清楚，但目前可以肯

定的是肿瘤细胞这种骨拟态特性使肿瘤细胞更容易在

骨微环境中生存［４，６］。成骨细胞可引起前列腺癌细胞

的骨拟态［７］，骨又是前列腺癌以及乳腺癌最偏好转移

的部位，且有研究表明将成骨细胞与具有肿瘤干细胞

相似特性的乳腺癌侧群细胞共培养后能够高表达

Ｗｎｔ１及Ｒｕｎｘ２等成骨分化相关转录因子，乳腺癌细
胞一旦高表达这些转录因子其骨转移能力增强［８－９］。

所以我们推测成骨细胞也可以诱导乳腺癌细胞高表达

成骨相关的基因及蛋白（如 ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＰＧ），并以此
表现出骨拟态的特性使其在骨组织中稳定生存。其

次，乳腺癌细胞转移至骨组织后能在骨微环境中快速

增殖，这与肿瘤细胞转移至骨后激活破骨细胞并破坏

骨组织释放一些肿瘤生长因子相关，如转化生长因子

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、胰岛素样生长
因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）、成纤维细胞
生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，ＦＧＦｓ）及血小板衍
生生长因子 （ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）
等［１０－１１］，而这些生长因子反过来能够刺激肿瘤细胞的

生长，从而形成著名的“恶性循环”理论。然而动物实

验表明，将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞与乳腺癌 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞共同注入小鼠股骨内，其肿瘤形成速度、大小
均有明显的促进作用［５］，这提示了我们肿瘤细胞在骨

微环境中的增殖除了经典的“恶性循环”理论外，成骨

细胞也可能直接促进肿瘤细胞的增殖。

　　本实验通过将ＭＣ３Ｔ３Ｅ１与ＭＤＡＭＢ２３１细胞共
培养，检测实验组及对照组乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
ＯＣＮ、ＯＰＮ及ＯＰＧ的表达差异，以此探讨乳腺癌细胞
骨拟态的可能发生部位。实验结果表明共培养后乳腺

癌细胞ＯＣＮ、ＯＰＮ及ＯＰＧ的表达均有明显上调，证明
了成骨细胞可促使乳腺癌细胞表达骨拟态的特性。近

些年的研究表明 ＯＰＧ在乳腺癌细胞中的表达与肿瘤
细胞的克隆及归巢相关，并且能够保护肿瘤细胞不被

ＴＲＡＩＬ介导的凋亡所伤害［１２］。ＯＰＮ在肿瘤细胞中过
表达有助于肿瘤细胞的增殖及侵袭，并且ＯＰＮ的表达
增高在肿瘤细胞的转移过程中也扮演着重要角

色［１３－１４］，所以肿瘤细胞一旦在骨组织中高表达 ＯＰＧ
及ＯＰＮ后转移能力增强，更多的肿瘤细胞转移至骨后
又会在成骨细胞的诱导下发生骨拟态以此恶性循环，

这也可能是肿瘤细胞在骨微环境中增殖较快的原因之

一，但进一步的研究仍需动物实验的支持。其次，本实

验证明了在成骨细胞的诱导下乳腺癌细胞的增殖能力

及集落形成能力增强，其作用机制可能为 ＰＤＧＦ是肿
瘤细胞的重要生长因子，ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞本
身能够自分泌ＰＤＧＦ。有研究报道成骨细胞条件培养
基可促使ＭＤＡＭＢ２３１细胞高表达ＰＤＧＦ受体［１５］，这

可能是成骨细胞促进乳腺癌细胞增殖的原因之一，值

得进一步研究。

　　综上所述，在与成骨细胞共培养的条件下，乳腺癌
细胞的增殖能力增强说明了成骨细胞可直接促进肿瘤

细胞增殖。这也提醒我们，以往将肿瘤细胞在骨微环

境中增殖的注意力过多地集中在破骨细胞上，然而成
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骨细胞同样能够促进肿瘤细胞增殖。其次本实验通过

共培养模型，从细胞层面探讨ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨前体细胞
对乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞表达骨拟态特征的正向调
控现象，证实乳腺癌细胞的骨拟态也是由成骨细胞引起

的，进一步支持肿瘤细胞骨拟态特性可能是在骨微环境

中形成的理论，为深入探讨肿瘤细胞骨拟态的生物学效

应奠定基础。目前骨拟态相关研究仍然处于初步阶段。

有研究表明前列腺癌骨拟态的发生机制可能和 Ｎｏｔｃｈ
及ＥＲＫ信号通路有关［１６］，那么在骨微环境中，成骨细

胞是否也能激活乳腺癌细胞的 Ｎｏｔｃｈ及 ＥＲＫ通路并
由此表现出骨拟态的特性，值得进一步研究。
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