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骨形态发生蛋白9对人乳腺癌MDA—MB一23 1细胞增殖与凋 

亡的作用研究 

冯红蕾，王 科，孙笑笑，罗进勇，张 彦 

(重庆医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究骨形态发生蛋白9(Bonemorphogeneticprotein9，BMPg)对乳腺癌细胞MDA—MB一231增殖、周期及凋亡的影响。 

方法：半定量RT—PCR法检测高转移性乳腺癌细胞 MDA—MB一231和低转移性乳腺癌细胞 MCF一7中BMP9的表达，用人BMP9重 

组腺病毒 (AdBMP9)感染 MDA—MB一231细胞作为实验组，含 GFP的空载腺病毒 (AdGFP)感染 MDA—MB一231细胞作为对照组， 

MTT法观察细胞增殖的变化，流式细胞仪分析周期及凋亡的变化。结果：半定量 RT—PCR显示，乳腺癌细胞 MDA—MB一23 1中未检 

测到 BMP9mRNA的表达；M ITI1结果显示，AdBMP9处理可引起 MDA—MB一231细胞增殖抑制，第 5 dMDA—MB一231／BMP9组的细 

胞增殖率(0．8860±0．053 2)显著低于MDA—MB一231／GFP组(1．2240 4-0．103 1)(段0．05)；流式细胞仪分析结果显示，腺病毒感染后 

第2 d和第 3 d，MDA—MB一231／BMP9组细胞周期各相发生变化，G I期细胞明显增加 ，分别为 MDA—MB一231／GFP组的 3．2倍和 

2．4倍(P<0．05)；同时BMP9可诱发细胞凋亡，腺病毒感染后第 3 dMDA—MB一231／BMP9组细胞凋亡百分率(31．55％4-8．26％)明显高 

于MDA—MB一231／GFP组(3．80％4-0．46％)( 0．05 o结论：提示 BMP9可通过阻滞细胞周期进程和诱导细胞凋亡来抑制乳腺癌细胞 

MDA—MB一23 1的增殖。 
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The effects of BMP9 expressions on proliferation and apoptosis of human 

breast cancer celIline MDA—MB-231 

FENG Hong-lei。et al 

(the KeyLaboratory ofLaboratoryMedicalDiagnostics，MinistryofEducation，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of bone morphogenetic protein 9 on the proliferation，cell cycle and apoptosis of breast 

cancer cell line MDA—MB一23 1．Methods：The expression of BMP9 in high-metastatic cell line MDA-MB-23 1 and low—metastatic cell 

line MCF一7 were detected by Semi～quantitative PCR respectively，MDA-MB一23 1 were transfected with AdBMP9 (as experimental 

groups)and AdGFP (as control groups)respectively，Then the ability of cell proliferation was detected by M3T，cell cycle and apoptosis 

were detected by flow eytomett-y．Results：The BMP9 mRNA was not detected in human breast cancer cell line MDA-MB-231．After 

transfection with AdBMP9，the MDA-MB-23 1 cells showed an inhibited proliferation，On the fifth day，the growth rate of experimental 

groups(O．88604-0．053 2)was significantlylowerthanthat ofcontrolgroups(1．224 04-0．103 1)(尸<O．05)；The results offlow eytometry 

showed that，BMP9 could induce the cell cycle arrest in MDA-MB-23 1，On the second day and third day after transfeetion，the cell 

number of GgM phase increased significantly，which were 3．2 fold and 2．4 fold that of control groups respectively；It’s also found that 

after72h treatment．the apoptosis rate ofexperimental groups(31．55％4-8．26％)was significantly higherthan that ofcontrol group(3．80％ 

±0．46％)(P<0．05)．Conclusion：These data demonstrated that BMP9 could inhibit the proliferation ofMDA—MB-231 by blocking cell 

cycle and inducing apoptosis． 
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一 组可诱导骨形成的生长因子，对骨骼的发育及修复起重要 

作用_I_，它参与调节多种生物学行为，包括细胞的生长，分化， 

转移等 。BMP9目前被认为是 BMPs家族成骨作用最强的因 

子，主要作用包括诱导骨形成和血管发生，调节糖脂代谢、铁 

稳态和胆碱能神经元的分化等_3_ I，有研究报道 BMP9可抑制 
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前列腺癌细胞的生长和转移[51，促进卵巢癌细胞增殖 ，而关 

于BMP9对其他肿瘤的作用及机制目前研究甚少。乳腺癌是 

一 类恶性程度高、容易转移和复发、临床治疗较为困难的肿 

瘤，关于BMP9在乳腺癌中的作用 ，目前尚无报导。因此，本 

实验以高转移乳腺癌细胞株MDA—MB一231细胞作为研究对 

象，探讨 BMP9在乳腺癌中的作用，为进一步探讨 BMP9在 

肿瘤中的作用机制，寻找新的乳腺癌治疗靶点或抑制因子奠 

定基础。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株及主要试剂 

乳腺癌细胞株 MDA—MB一231购 自上海中科院细胞库， 

AdGFP和 AdBMP9由美国芝加哥大学分子肿瘤实验室何通 

川I教授惠赠，L15培养液、Trizol购自美国 Invitrogen公司，胎 

牛血清购 自美国GIBCO公司，MTT试剂为 Solarbio公司产 

品，Annexin V—PEH—AAD细胞凋亡检测试剂盒购 自南京 

KeyGEN生物公司，BMP9引物和 B—actin引物由大连宝生 

物技术公司合成。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 细胞培养 MDA—MB一231细胞用含 10％胎牛血清、 

100 U／ml青霉素和 100~g／ml硫酸链霉素的 L15培养基在 

37℃常规培养，待其贴壁生长至 70％ ～80％融合率时，用 

0．25％的胰酶进行消化，传代。 

MCF一7细胞用含 10％胎牛血清、100 U／ml青霉素和 100 

g／ml硫酸链霉素的DMEM高糖培养基在 37℃，5％CO：条 

件下常规培养 ，待其贴壁生长至 70％ 一80％融合率时，用 

O．25％的胰酶进行消化，传代。 

1．2．2 半定量逆转录聚合酶链反应 (RT—PCR) Trizol法提 

取 MDA—MB一231和 MCF一7细胞总 RNA，取 2 txg逆转录合 

成 eDNA，以 1 uJ cDNA为模板进行 PCR反应。BMP9上游引 

物 5’一CTGCCCTrC唧 TTGTCTI"一3’，下游引物 5’一ccTr 

ACACTCGTAGGCTI'CATA一3’，产物长度322 bp。内参 B—actin 

上游引物 5’一cAcCAcAcc rrCTAcAATGAGc一3’，下游引物 

5'-GTGATCTCCTI'CTGCATCCTGT一3’，产物长度695 bp。PCR 

条件 ：预变性 94％5 min，变性 94％ 30 s，退火 52℃ 30 s，延 

伸72℃30 s，34个循环，最后延伸 72℃ 10 min。 

1．2．3 Mqq"检测 取对数生长期 MDA—MB一231细胞 ，以 

(1～3)×104+／ml的密度(保证细胞5 d生长状态良好)接种于 

24孔板中，每孑L 500 I，设空白对照组(MDA—MB一231组)， 

空载腺病毒 AdGFP感染组(MDA—MB一231／GFP组)，重组腺 

病毒 AdBMP9感染组(MDA—MB一231／BMP9组)3个组 ，每组 

设 5个平行孔 ，在 37℃常规培养 ；待细胞贴壁后，加腺病毒 

感染 ，感染后 8～12 h换液，换成 l％血清浓度的 L15培养基 

继续培养 ；分别在换液后 1～5 d定时进行 M1Tr检测 ，检测前 

每孔更换为 500 无血清的 RPMI1640培养液并加入 50 l 

MTT溶液(5 mg／m1)，继续培养 4 h；终止培养，弃孔内培养基， 

每孔加入 450 l DMSO，摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充 

分溶解，吸取 100 l溶解物至96孑L板中，用酶标仪在 OD 

处检测各孔吸光度值。 

1．2．4 流式细胞术分析细胞周期 MDA—MB一231细胞接种 

于50 cm 细胞培养瓶，细胞密度控制在 10％一20％(保证细胞 

3 d生长状态良好 )，设空白对照组(MDA—MB一231组)，空载 

腺病毒 AdGFP感染组(MDA—MB一23 1／GFP组 )，重组腺病毒 

AdBMP9感染组 (MDA—MB一231／BMP9组)3个组，37℃常规 

培养；细胞贴壁后，加腺病毒感染，感染后 8～12 h换液，换成 

l％血清 LI5培养基，分别在 24、48、72 h消化收集细胞，用预 

冷的 PBS洗涤细胞 2次，最后用 70％冰乙醇固定，4℃冰箱 

保存。送重庆医科大学儿童医院儿研所检测。 

1．2．5 流式细胞术分析细胞凋亡 MDA—MB一23 1细胞接种 

于50 cm 细胞培养瓶，细胞密度控制在 10％一20％(保证细胞 

3 d生长状态良好)，设空白对照组(MDA—MB一231组)，空载 

腺病毒 AdGFP感染组(MDA—MB一23 1／GFP组 )，重组腺病毒 

AdBMP9感染组(MDA—MB一231／BMP9组)3个组 ，37％培养 ； 

细胞贴壁后，加腺病毒感染 ，感染后 8～12 h换液，换成 1％血 

清 L15培养基，分别在 24、48、72 h收集细胞，收集细胞用胰 

酶(不含 EDTA)消化，预冷的 PBS洗涤细胞两次后重悬 ，冰 

上运送到儿童医院儿研所检测。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSSI6．0统计软件进行统计学分析 ，所测数据均 

以(；4-S)表示 ，两组之间比较采用 Student’S t检验，P<0．05 

表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 BMP9在乳腺癌细胞 MDA—MB一231，MCF一7中的表达 

情况 

BMP9 mRNA在乳腺癌高转移细胞 MDA—MB一231中无 

表达，在乳腺癌低转移细胞 MCF一7中有较高表达(图2)。 

2．2 BMP9抑制乳腺癌 MDA—MB一23 1细胞增殖 

M1Tr检测结果显示(图 3)，腺病毒处理后的前 3 d，3个 

组细胞增殖率无显著差异；第 4 d，MDA—MB一231／BMP9组 

(0．7142±0．1324)较 MDA—MB一231／GFP组(0．9480±0．0164) 

细胞增殖率明显降低( 05)，而 MDA—MB一23 l组(1．038 0± 

0．052 2)与 MDA—MB一231／GFP组(0．948 0±0．016 4)无显著 

差异；第 5 d，MDA—MB一231／BMP9组(0．886 0±0．053 2)的细 

胞增殖率显著低于MDA—MB一23I／GFP组(1．224 0±0．103 I) 

(P<0．05)，而 MDA—MB一231组(1．3900±0．041 8)和MDA—MB 

一 231／GFP组(1．224 0±0．103 1)细胞增殖情况无显著差异 ， 

说明高表达 BMP9可抑制 MDA—MB一231细胞的增殖。 

2．3 BMP9使 MDA—MB一231细胞阻滞在 G#M期 

流式细胞仪周期分析显示(图4)，腺病毒感染后第 1 d，3 

个组细胞周期分布无显著差异 ，第 2 d和第 3 d，MDA—MB一 

231组和 MDA—MB一231／GFP组周期分布无显著差异 ，而 
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圈 1 MDA—MB一231细胞形态(×100) 

MDA—MB一231／BMP9组的 c 期细胞百分比明显增加(分 

别为 MDA—MB一23I／GFP组的 3．2倍和 2．4倍)， G。期细胞 

相对减少，说明高表达 BMP9可使 MDA—MB一231细胞阻滞 

在 G2，IⅥ期。 

2．4 BMiX)诱导 MDA—MB一231细胞发生凋亡 

流式周期分析结果显示(图 5)，在腺病毒感染后第 3 d， 

MDA—MB一23 1／BMP9组出现了凋亡峰，而 MDA—MB一23 l组和 

MDA—MB一23l／GFP组无凋亡峰出现，说明高表达 BMP9可引 

起 MDA—MB一231细胞凋亡。 

BMP9 

MCF一7 MDA—MB一23 l 

图2 BMP9在乳腺癌细胞株 MCF-7和 MDA—MB一231 

中的表达情况 
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Annexin V厂7一AAD双染结果显示(图6)，腺病毒感染后 

第 3 d，与 MDA—MB一231组(2．30％4-0．49％、MDA—MB一231／ 

GFP组(3．80％4-0．46％)相比，MDA—MB一23l，BMP9组(31．55％ 

4-8．26％)凋亡细胞的百分比明显增加 ，而 3个组死亡细胞百 

分比无明显差异 ，说明高表达 BMP9可诱导乳腺癌 MDA— 

MB一23 I细胞发生凋亡。 

3 讨 论 

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，全世界发病率高 

达 10％ 15％，并以0．2％ 8．0％的幅度逐年上升。乳腺癌恶性 

程度较高，易于转移，严重威胁患者生命。目前，早期乳腺癌 

的治疗以外科手术为主，但术后复发率高，对于转移、复发的 

晚期乳腺癌主要采取化学药物治疗，但化疗药物可对人体产 

生较大的毒副作用，如骨髓抑制 、脱发等。因此，探寻疗效确 

切且高效 、低毒的抗肿瘤药物成为当前乳腺癌治疗学研究 
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注 P<0．05 MDA—MB一23 I／BMP9组与 MDA—MB一231／GFP组比较 

图3 高表达BMP9对 MDA-MB一231细胞增殖的影响 
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图4 高表达 BMP9对 MDA—MB-231细胞周期的影响 
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凋亡(72 h) 

■■_- —I_囊 -  

I 死亡 

I 凋 

注 ’P<0．05 MDA—MB一23I／BM~ 组 与 MDA—MB一23I／GFP组比较 

图 6 高表达 BMP9对 MDA—MB一231细胞凋亡的影响 

的热点之一。 

BMPs除BMP1以外均属于转化生长因子一B(Transform— 

ing growth factorB，TGF一13)超家族的成员，至今已分离和鉴 

定出 20余种 BMPs，BMPs最初是作为诱导骨与软骨形成的 

因子为人们所认识的，后经研究发现，BMPs在胚胎发育、组 

织稳态 、肌腱修复、神经系统发育和修复、造血组织发育中均 

起重要调节作用，另外，BMPs参与调节细胞的多种生物学行 

为，包括增殖，分化，凋亡，粘附和侵袭等，其中 BMPs对肿瘤 

细胞的生长具有双向调节作用，很大程度取决于肿瘤细胞的 

类型 ，肿瘤的发展阶段 ，肿瘤细胞所处的微环境等 ，例如 

BMP2在胰腺癌和前列腺癌中可通过抑制 TNF一仅诱导的细 

胞凋亡来间接促进肿瘤的生长17．sI，而在骨髓瘤和骨肉瘤中， 

BMP2可使细胞周期阻滞在 G。期 ，并且可诱导肿瘤细胞分 

化，从而抑制肿瘤的发展Ol。其他 BMPs家族成员也都与肿瘤 

的发生发展有密切的关系，如 BMP7可抑制乳腺癌和前列腺 

癌生长和转移，被认为是一个潜在的肿瘤抑制因子I IZl，BMP6 

可通过上调 P21．PI8，P19等细胞周期素依赖性激酶抑制剂 

来抑制前列腺癌细胞 DU一145的生长1131，BMP4的过表达可促 

进恶性黑色素细胞瘤和前列腺癌的转移 I。 

BMP9目前被认为是 BMPs家族成骨作用最强的因子， 

主要参与调节糖脂代谢 、铁稳态和胆碱能神经元的分化等， 

关于BMP9与肿瘤的关系，有研究报道 BMP9过表达可抑制 

前列腺癌 PC一3细胞的增殖 、粘附、迁移和侵袭[51，可以通过经 

典 BMP／SMAD通路上调分化抑制因子 ID1的表达促进卵巢 

癌细胞增殖[61，能够通过人活化素受体样激酶 1(ALKI)抑制 

脐静脉内皮细胞增殖，侵袭和迁移I 。而关于 BMP9与乳腺癌 

的关系目前尚无明确报道，我们研究发现，在乳腺癌 MCF一7 

(ER )中 BMP9有表达，而在 MDA—MB一231(ER一)中 BMP9无 

表达，BMP9在恶性程度不同的乳腺癌细胞中表达情况不一 

致，提示BMP9可能与乳腺癌的发生发展相关。 

本实验采用重组腺病毒 AdBMP9体外感染乳腺癌细胞 

MDA—MB一23 l的方法探讨 BMP9对乳腺癌细胞的作用，细胞 

增殖实验结果表明，腺病毒处理后第 4 d开始 MDA—MB一23 1 

／BMP9组细胞生长率较 MDA—MB一231／GFP组明显减慢；细 

胞周期分析结果表明，BMP9可引起 MDA—MB一231细胞周期 

阻滞在 G=CM期 ，腺病毒处理后第 2 d和第 3 d MDA—MB一231 

／BMP9组 G，，lⅥ期细胞百分比较 MDA—MB一231／GFP组分别 

增加了3．2倍和2．4倍；Annexin V／7一AAD双染结果显示，MDA 

— MB一231／BMP9组细胞凋亡率明显高于 MDA—MB一231／GFP 

组，而细胞死亡率无显著差别，说明 BMP9可诱导 MDA—MB 

一 231细胞凋亡 ，而对该细胞死亡无影响。以上结果表明 

BMP9可通过 引起细胞周期阻滞和诱导细胞凋亡来抑制 

MDA—MB一231细胞的生长，因此，BMP9可能是一个潜在的 

乳腺癌抑制因子．外源性 BMP9的应用可能会成为I临床乳腺 

癌综合治疗的重要辅助手段。但是目前仅仅是体外的一些研 

究，尚有更多的工作需要进一步证实。 

以往的研究表明，BMPs主要是通过依赖 Smad的经典信 

号通路来发挥生物学功能，但是最近越来越多的研究发现， 

BMPs也可通过不依赖Smad的非经典信号通路(如MAPKs、 

PI3K等)发挥作用，因此关于 BMP9在乳腺癌 MDA—MB一23 l 

细胞中具体的信号转导机制还有待于进一步的研究。 
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乌司他丁对A549细胞在缺氧条件下ENaC一 

表达影响的研究 

邓 嘉，李长毅，王导新 

(重庆医科大学附属第二医院呼吸内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究乌司他丁对缺氧A549细胞ENaC—or_mRNA和蛋白表达水平的影响。方法：将A549细胞分组为缺氧对照 

组和乌司他丁组 ，分别在 3％0：和 0％0 的缺氧条件下，用 1 250、2 500、5 000 U／ml浓度乌司他丁作用 A549细胞 ，用 RT—PCR 

半定量 ENaC—d mRNA表达量，用 Westem blot半定量 ENaC一0【蛋白浓度?结果：在不同缺氧程度下 ，鸟司他丁组的 ENaC一 

mRNA和蛋白表达均高于对照组，呈浓度依赖方式。结论：乌司他丁能够对抗缺氧对 ENaC—or．表达的抑制作用，提示乌司他丁 

在急性肺损伤(Acute lung injury， )的治疗过程中具有缓解肺水肿、减轻肺损伤的作用。
．
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Ulinastatin inhibits the action of Hypoxia on ENaC-o[mRNA and protein 

expression 

DENG Jia，et 

(Department ofRespiratoryMedicine，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstra~ t】Objective：To study the effect of Ulinastatin on ENaC—or．mRNA and protein of human alveolar epithelial A549 cells which are 

treated with hypoxia．Methods：A549 cells were divided into two groups，hypoxia group and ulinastatin group．A549 cells were treated 

with Ulinastatin at the doses of 1 250，2 500 U／ml and 5 000 U／ml for 48 h when entreated with 3％ 02 or O％ O2．The mRNA and protein 

levels of ENaC-or．were determined by semiquantitative RT-PCR and Western blot．Results：lncuhation of A549 with 1 250 U／ml，2 500 

U／ml and 5 000 U／ml of Ulinastatin for 48 h could significantly upregulate the expression of ENaC——oL in a concentration——dependent 

manner．Conclusion：Ulinastatin could reverse the inhibitory
．

effect of hypoxia on the expression of ENaC-o【，which suggests that 

ulinaslatin can promote lung fluid clearance and pulmona~'edema reduction． 

【Key words】Ulinastatin；Epithelial sodium channel；Acute lung injuo'；Hypnxia 

急性呼吸窘迫综合征(Acute respirato~distress syndrome， 

ARDS)以肺部炎症 、肺毛细血管通透性增加为特征，引起肺 
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弥散功能障碍、肺内分流和死腔样通气，从而导致肺泡缺氧。 

缺氧导致作为肺泡内钠离子和液体清除主要驱动力的肺泡 

上皮钠通道(Epithelial sodium channel，ENaC)功能障碍⋯，促 

使肺水肿形成。缺氧和肺水肿互为因果，构成恶性循环。乌司 

他丁足一种从男性尿中分离纯化的尿胰蛋白酶抑制剂，具有 

抑制炎性介质释放和清除氧自由基等作用 它在急性肺损伤 

asscwiates with bone metastasis in breast carcinomas[J]．Annals of Oneo— 

laD
．

'

，2008，19(2)：308—314． 
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