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骨形态发生蛋白2联合热化疗对人结肠癌细胞 SW480的 

增殖抑制作用及机制 
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【摘 要】目的：探讨骨形态发生蛋f~l-2(Bone morphogenetic protein一2，BMP-2)、热化疗单独和联合应用对人结肠癌细胞SW480株 

增殖凋亡的影响并探讨其可能机制。方法：BMP一2(25、50、100、200、400~g／L)作用于SW480细胞株 ，MTr法检测其细胞活力。 

BMP一2、五氟尿嘧啶(5一Fluorouracil，5-FU)单独与联合作用于 SW480细胞株，流式细胞(Flow cytometry，FCM)检测细胞凋亡率 ， 

Western blot检测人第 1O号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因(Phosphatase and tensin homolog deleted on chromoSOlne 

ten，PTEN)蛋白的表达，逆转录聚合酶链式反应(RT—PCR)检测PTEN mRNA表达。结果：BMP一2可以抑制SW480细胞的增殖。 

与单独作用比较，BMP一2联合热化疗作用于SW480细胞株时，其凋亡率明显增高(P<0．05)。BMP一2能够提高PTEN蛋白的表 

达水平，但是不能提高PTEN mRNA的表达水平。结论：BMP一2可以提高热化疗的敏感性。BMP一2与热化疗联合作用有协同诱 

导SW480细胞株凋亡的作用，其机制可能与上调 PTEN蛋白表达及阻止PTEN蛋白降解有关。 
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【Abstract]Objective：Investigate effects of bonemorphogeneticprotein一2(BMP一2)，Thermo-chemotherapy and their combination on 

proliferation and apoptosis in human colon cancer cell(SW480)line，and to explore its probable mechanisms．Methods：SW480 cells 

were co—cultured with different concentrations ofBMP一2(25，50，100，200，400 g／L)，then，the apoptosis rate was detected by FCM． 

The protein level of PTEN was detected by Western blot．The mRNA expression of PTEN was detected by reverse transcription PCR． 

Results：BMP一2 can inhibit the proliferation of SW480 cells．The apoptosis rate of SW480 cell treated Thermo～chemotherapy+BMP一 
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the expression of PTEN mRNA．Conclusion：BMP一2 can improve the sensitivity of Thermo-chemotherapy．BMP一2 combined with 

Thermo-chemotherapy can induce apoptosis of SW480 cell line，through its up—regulation of the protein level of PTEN and inhibition 

of PTEN protein degradation． 
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结直肠癌是一种多发且死亡率较高的恶性肿瘤。WHO 

的研究资料显示，1980年全世界结直肠癌新发病例 57．21 

万，2000年增至94．5万，其死亡率在我国排在第 3位，仅次 

于胃癌及食管癌【1． 。手术治疗并配合术后化疗成为 目前最主 

要的治疗措施 。腹腔温热化疗(Intraperitoneal hypeahermic 

chemotherapy，mcP)，作为胃肠道肿瘤术后的辅助疗法 ．已取 

得广泛应用。IHCP可以对腹腔内游离的癌细胞及微小癌转 

移灶造成有效杀伤，预防肿瘤复发，提高病人术后生存率，但 

在抗肿瘤的同时会对机体正常组织如：肠上皮细胞和器官产 

生损伤，导致抗肿瘤副作用[3~5l。 

骨形态发生蛋白(Bone morphogenetic proteins，BMPS)， 

最初被人们所认识是 因为其能够在体 内诱导骨和软骨的形 

成。现在研究发现。它们还参与调节多种细胞的增殖、分化和 

凋亡的生物学过程。骨形态发生蛋白一2(Bone morphogenetic 

protein一2，BMP一2)作为BMPS家族中的 1员，被证实在多种 

肿瘤中均有表达，并且影响临床和预后，并且可抑制多种肿 

瘤细胞的增殖、分化促进肿瘤细胞的凋亡 。 

本文尝试 BMP一2联合热化疗．通过体外实验旨在证实 

其联合作用对肿瘤细胞凋亡的影响，并探讨其可能机制。为 

在不降低 IHCP疗效的基础上而降低其副作用提供依据，并 

为 BMP一2应用于临床提供实验数据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人结肠癌细胞(SW480)购自重庆医科大学生命研究院； 

BMP一2(上海天呈科技有限公司 ，进 口分装)；RPM1640培养 

基、胎牛血清(美国Gibco BRL公司)；兔抗人人第 1O号染色 

体缺失 的磷酸酶及张力蛋 白同源的基因(Phosphatase and 

tensin homolog deleted on chromosome ten，PTEN)单抗 (美国 

Sant Cruz公司)；辣根过氧化物酶标记 IgG山羊抗兔(北京中 

杉公司)；Western blot发光试剂盒(上海碧云天生物技术有限 

公司)：Western blot凝胶试剂盒(上海碧云天生物技术有限 

公司)；五氟尿嘧啶(5-Fluorouracil，5-FU)(山东齐鲁制药有 

限公司)；RT—PCR(逆转录PCR)试剂盒(东洋纺生物科技有 

限公司)；9700基因扩增仪(美国)；SDS—PAGE电泳仪(中国 

北京六一仪器厂)；电泳转移装置(美国Bio—RAD)；凝胶成像 

系统(美国Bio—RAD)；PVDF膜(上海碧云天生物技术有限公 

司)等。 

1．2 方法 

1．2．1 MTT法检测细胞增殖抑制率 取对数生长的SW480 

细胞，经胰酶消化、收集细胞，调整细胞浓度为4xlO4个／ml， 

接种于 96孔板中，每孔 100 l，使用 RPM1640培养基(含胎 

牛血清，浓度为 10％)进行培养。待各孔细胞贴壁生长达 70％ 

～ 80％左右时，将所培养细胞分组。以未处理的细胞作阴性对 

照，以不含细胞的培养液作空白对照。并将BMP一2按照(25、 

50、100、200、400 wg／L)5个不同浓度分组 ，每组设 5个复孔。 

各组处理后放入37％CO 培养箱内静止培养24 h，于结束前 

6 h换液，向每孔中加入 80 l含 10％胎牛血清的RPM1640 

培养基及 MTr试剂 20 l，继续培养 6 h后 ，吸弃上清，每孔 

中加入二甲基亚砜 150 l，震荡 10 min，使结晶充分溶解，酶 

标仪492 nm处测定各孔吸光度A值。计算各组SW480细胞 

的活力，细胞活力值=(实验组平均 A值／对照组平均 A值)X 

100％。 

1．2．2 流式细胞法检测细胞的凋亡 将 SW480分为 4个 

组。A组：对照组，不加任何处理，只常规更换培养基；B组．单 

纯 BMP一2(100~g／L)组；C组．单纯热化疗组(5一Fu 50 mg／L)； 

D组．BMP一2(100 ixg／L)+热化疗 (5一Fu 50 mg／L)。各组处理 

如下：取对数生长的 SW480细胞均匀接种于 4个 50 ml培养 

瓶进行培养，待细胞贴壁60％一80％时，A组用磷酸盐缓冲液 

冲洗后只加入RPM1640培养基(含胎牛血清，浓度为10％)； 

B组用磷酸盐缓冲液冲洗后加入含 BMP一2(终浓度为100 

mg／L)的RPM1640培养基(含胎牛血清，浓度为 10％)；C组用 

磷酸盐缓冲液冲洗后加入含5一Fu(终浓度为 50 mg／L)的 

RPM1640培养基(含胎牛血清 ，浓度为 10％)；D组用磷酸盐 

缓冲液冲洗后加入含BMP一2(终浓度为100~g／L)及5一Fu(终 

浓度为 50 mg／L)的 RPM1640培养基 (含胎牛血清 ，浓度为 

10％)；A、B组处理后放入 37℃ CO 培养箱内静止培养 24 h； 

C、D组处理后先放入 43℃培养箱内 30 min再转入 37oC CO 

培养箱内静置培养共 24 h。各组培养结束后用 0．25％的胰蛋 

白酶消化，收集细胞，PI双染色，调整细胞数为 1xl0 个／ml， 

使用流式细胞仪检测细胞凋亡。 

1．2．3 Western blot检测 PTEN蛋白 细胞分组及各组处理 

同1．2．2，各组细胞培养 12 h后提取细胞蛋白，10％聚丙烯凝 

胶电泳，转膜 ，5％脱脂奶粉封闭，加入兔抗人 PTEN单抗 (1： 

200稀释)，摇床封闭 1 h，冰箱 4℃封闭过夜，洗膜，加入辣根 

过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG(1：1 000稀释)，室温作用 1 

h，洗膜，ECL放射自显影。 

1．2．4 RT—PCR检测 PTEN mRNA 细胞分组及各组细胞处 

理同 1．2．3，根据操作说明用 RNAOUT提取细胞总 RNA．并 

用紫外分光计测定其浓度，逆转录成 cDNA。以 cDNA为模板 

进行 PCR扩增。PCR引物序列及扩增条件分别为：PTEN上 
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抵抗。Huang H等[21]发现 PTEN的高表达可以提高前列腺癌 

细胞对化疗 的敏感性 ，从而达到更好的化疗效果 。同时， 

Tolkacheva等阱证实PTEN是多聚泛素化的，即PTEN蛋白可 

以通过泛素化途径降解。既然肿瘤组织中PTEN蛋白存在低 

表达现象，而且又存在PTEN蛋白自身降解的过程．那么通 

过提高PTEN蛋白含量可以增强其抗癌作用。 

本实验证实 ，BMP一2可以提高 SW480细胞中 PTEN蛋 

白的水平，进而与热化疗联合运用时更能促进肿瘤细胞的凋 

亡。SW480细胞凋亡率的增加及化疗敏感性的增加可能与 

BMP一2提高PTEN蛋白的表达有关。通过对PTEN mRNA表 

达的研究可以看出，在转率水平上各组之间差异无统计学意 

义(尸>0．05)，即热化疗与BMP一2单独及联合使用时均不能 

提高SW480细胞 PTEN mRNA的表达．由此我们可以得出， 

BMP一2可能通过抑制 PTEN蛋白的降解来提高蛋白表达水 

平。 

本研究结果发现 ，BMP一2与热化疗联合运用时可以诱 

导 SW480细胞的凋亡 ，通过提高 PTEN蛋白的表达来实现； 

可以提高热化疗的敏感性 ，降低化疗药物单药的浓度 ．为减 

轻热化疗副反应及肿瘤的治疗提供一定的理论依据。但 

BMP一2发挥抗肿瘤作用的机制还有待深入研究。 
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