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体外骨对甲状旁腺激素相关蛋白一141的双相反应 

段炳南，邓锡云，黄 河，张建湘 

(中南大学湘雅基础医学院组织学与胚胎学系，长沙 410013) 

【摘 要】目的：通过体外器官培养系统，探讨甲状旁腺激素相关蛋白(Parathyroid hormone—related protein，frrHrP)在新骨生成和 

骨组织破坏方面的效应。方法：将全长 PrrHrP(一36～+141)cDNA克隆进真核表达载体 pcDNA3．1(+)，并用重组质粒 peDNA3． 

1-PTHrP转染 LCC15一MB乳腺癌细胞，在体外器官培养系统里加不同浓度含 HrP的条件培养上清液培养小鼠颅盖骨。通过 

组织学方法检测 PTHrP141在新骨形成和骨组织破坏方面的效应。结果：转染的乳腺癌细胞产生的 PTHrP在低剂量时诱导骨的 

形成，而高剂量时诱导骨的再吸。结论：FFHrP在新骨的形成和骨组织的破坏方面因其浓度的不同而具有不同效应。 
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Biphasic responses of bone to parathyroid hormone-related protein-1 41 in 

Vitro 

D N Bing-nan．et 

(Department ofHistology and Embryology，School ofBasic Medical Sciences，Central South University) 

【Abstract】Objective：To determine the role of PTHrP in new bone formation and bone destruction and the mechanisms involved． 

Methocls：LCC15-MB breast cancer cells were transfected with full—length PTHrP一141 cDNA，and the conditioned medium was collected 

and cultured with mouse calvarial bones in an in vitro organ culture system．The effects of 1PTHrP-141 on new bone form ation and bone 

destruction were examined by histological examination．Results：PTHrP produced from transfected breast cancer cells induced new bone 

formation at lower doses and bone resorption at higher concentrations．Conclusion：These results provide direct evidence that PTHrP plays 

a biphasic role in bone remodeling depending on the concentration administered． 
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骨骼 系统是恶性肿瘤细胞转移最常见 的部位 

之一。肿瘤细胞骨转移病理类型通常包括溶骨型和 

成骨型，且常常是其中一种类型占优势，如乳腺癌 

和肺癌的骨转移多为溶骨型，而前列腺癌骨转移通 

常是成骨型l1l。然而，不管肿瘤细胞骨转移是哪一类 

病理类型，骨的吸收和新骨的形成都显著增加，甲状 

旁腺激素相关蛋白(Parathyroid hormone—related prot— 

ein，PTHrP)在调节这一过程起到关键作用 。至于 

其具体调节机制，目前国内外鲜见报道。本文利用 

条件培养液与小 鼠的颅盖骨一起培养 ，通过组织学 

方法检测 PTHr P141在新 骨形成和骨组织破坏方 
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面的效应，为研究肿瘤的骨转移病理机制提供一定 

理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

总 RNA提取试剂 TRIZOL、Taq polymerase购 自Invitro— 

gen公司；质粒提取试剂盒为美国 Omega公司产品；RT—PCR 

仪为美国 MJ公司生产的opticon monitor2。 

1_2 细胞培养 

建立股骨转移乳腺癌细胞株(LCC15一MB)，它们几乎不 

表达或微量表达PTHrPt ；具成骨特性的人骨肉瘤细胞株 

(Saos一2)在添加了胎牛血清和抗生素的达尔伯克培养基中 

置于 5％CO：的培养箱内常规培养 ；HARA肺癌细胞在添加 

了 10％胎牛血清和抗生素的 RPMI一1640培养液中培养 ，作 

为FFHrP一141cDNA来源。 
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1 _3 表达 Prr H r P 的 细 胞 株 及 条件 培 养基 的 制 备

通 过 R T — P C R 对 H A R A 细 胞 中抽 提 出 来 的 总 R N A 进

行逆转 录 ， 得 到全 长 F F H r P ( 一 3 6 ～ + 14 1 )c D N A ( G e n B a n k a c c e s
—

s i o n n u m b e r N M
一

19 8 9 6 5 ) ， 使用 高保真 T a q 酶进行 扩增 。 上 游

弓l物 5
’

一 C T A T A G G C T A G C G A G A C G A T G C A G C G G A G A 一 3
’

， 下

游 弓I物 ：5
’

一 c T A T A G c T c G A G T C A A T G C c T c C G T G A A T C 一 3
’

。

下 划线 序列 为 N h e I 和 X h o I 限制性 酶 切 位 点 ， 整 个序 列 被

克 隆进 表 达 载体 p c D N A 3 ． 1 ( + ) ， 而 后 者 则 由 C M V 启 动 子 来

控 制 ( I n v i t r o g e n ) 。 通 过 QI A G E N 小 量 制 备 试 剂 盒 来 制 备

p c D N A 3 ． 1 一 Prr H r P 重 组 质粒 ， 并 通 过 D N A 序 列 测 定 来 确 定 核

苷酸序列的准确性 。 利用 E ff e c t e n e 转染i式剂将 p c D N A 3 ． 1 一 P T H r P

转染至 L C C l 5 一 M B 乳腺癌细胞 ， 从 而 产生稳定 的细胞 株 L C C l 5

／胛 H r P ， 表达人 类 胛 H r P 。 载体 p c D N A 3 ． 1 也 转染至 L C C l 5 - M B

细胞 ， 所 产生 的细胞 株 L C C l 5 ／p c D N A 作 为对 照 。 两 株 细胞 通

过 含 有 1 0 0 0 LL g ／m l 的 G 4 1 8 进 行 筛选 ， 并保 存在 含 有 1 0 ％ 胎

牛 血 清 和 4 0 0 斗 g ／m l G 4 1 8 的达 尔 伯 克 培 养 基 中 。 用 5 m l 不

含 血 清 和 抗 生 素 的培 养 液 在 T 7 5 烧 瓶 里 培 养 亚 融 合转 染 细

胞 4 8 h ， 离心 弃 去 细 胞 碎 片 ， 收 集 条件 培 养 液 ， 分装 ，

一 8 0 ％ 保

存 ， 备 用 。

1 ． 4 R T — P C R 检 测 Prr H r P 和 Fr r H r P 受 体 1 ( P a r a t h y r o i d h o r
—

m o n e r e c e p t o r 1 。 P T H R l )m R N A 的 表 达

参 照 文 献 【6 ]通 过 R T — P C R 来 评 价 门 H r P 一 14 1 m R N A 在

转染 的 L C C l 5 一 M B 细胞 中表 达 ，
P T H r P 一 1 4 l 和 盯 H r P 受 体 1

扩增 产 物 大小 分 别是 5 0 1 b p 和 16 7 b p 。 应 用 另 一 对 P T H R l

弓I物 ( 上 游 ：5
’

一 A G G A A C A G A T C
‘

r r r C C T G C T G C A 一 3
’

；下 游 ：

5
’

一 T G C A T G T G C A T G T A C
‘

r T G C G c G T 一 3
’

) 来 检 钡0 P T H r P 受

体 的表达 。 循环 条件 ：9 4 ℃ 变性 2 m i n ， 3 0 个 循 环 9 4 ℃ ， 3 0 S ，

5 5 ℃ ， 3 0 s ， 7 2
~

C 1 m i n 。 R T — P C R 产物通 过 凝 胶 电 泳 和 溴化 乙

锭染 色分 析 。

1 ． 5 免 疫 共 沉 淀 一 W e s t e m B 10 t 分 析 P T H r P 的 产 量

从 融 合 性 转 染 L C C l 5 - M B 细 胞 收 集 条 件 培 养 液 用 1

肛 g ／m l 抗 甲 状 旁 腺 激 素 相 关 蛋 白抗 体 ( A b 一 2 ， C a l b i o c h e m )

4 ℃ 孵 育 2 h ， 并 与蛋 白 G 琼 脂糖 珠 子 ( S i g m a )免 疫 共 沉 淀 4 ℃

旋转 2 h 。 沉 淀物用 1 X 冰冷裂解 液 ( 1 5 ％ 甘油 ，5 0 m m o l ／L T r i s

- H C l ， p H 7 ． 4 ， 1 ％ N P 一 4 0 2 0 0 m m o l／L N a C l ， 5 m m o l／L M g C l 2 ， 1

m m o l ／L P M S F ， 1 × 蛋 白酶 抑 制 因子 ) 。 用 1 ． 5 X S D S 样 本缓 冲液

( 1 X ： 6 2 ． 5 m m o l ／L T r i s — H C l ， p H 6 ． 8 ， 2 ％ S D S ， 10 ％ 甘 油 ， 5 0

m m o l／L D T I
'

， 0 ． 0 l ％ 溴 酚 蓝 ) ， 将 溶 细 胞 产 物 从 珠 子 上 释 放 出

来 ， 煮 沸 5 m i n ， 在 1 5 ％ 甘 氨 酸 凝 胶 上 分 离 ， 转 至 聚 偏 氟 乙 烯

膜 ( P V D F )上 。 膜 用 一 抗 封 闭 、 吸 干 ， 再 用 辣 根 过 氧化 物 酶 接

合 的二 抗 孵 育后 用 电化学 发 光 法 检 测 。

1 ． 6 免 疫 放 射 沉 淀 测 定

通 过 免 疫 放 射 沉 淀测 定 ( I R M A )来 检 测 条 件 培 养 基 中 由

L C C l 5 ／P T H r P 和 L C C l 5 ／p c D N A 细胞 胛 H r P 一 1 4 1 的分 泌 H
。

1 ． 7 小 鼠颅 盖 骨在 含 有 Prr H r P 条件 培 养基 ( C M ) 中的 培 养

所 有 的颅 盖 骨 取 自 4 日龄 B L 6 小 鼠 ， 方 法 步 骤 参 照 文

献[7 】。 颅 骨 盖 在 1 2 孑L板 中加 人 添 加 了 5 0 斗 g ／m l 硫 酸 双 生 霉

素 和 0 ． 1 ％ 的放 射 免疫 级 牛 血 清 白蛋 白的 1 m l B G J b ( I n v i t r o
—

g e n ) 介质 中培 养 。 培 养 第 3 d ， 用 从 L C C l 5 ／F I
'

H r P 细胞 收 集

的不 同稀 释浓度 的培养液 ( 在 1 m l 骨培养基 中分别含有 0 ¨ l ，

1 0 卜 I ， 5 0 斗 l ， 2 0 0 p 1 的 条件 培 养 液 )连 续 培 养 7 d ， 每 天 换

相 同培 养液 。

2 结 果

2 ． 1 转 染 后 L C C l 5 一 M B 细 胞 的 P T H r P 的 产 量

为 确 定 P T H r P 一 1 4 1 在 转 染 细 胞 中 的 表 达 ， 我 们

测 定 了 从 转 染 L C C l 5 一 M B 细 胞 获 得 的 P T H r P 一 1 4 1

的 R N A ( m R N A ) 和 C M ( 蛋 白 ) 来 确 定 P T H r P 的 产

量 。 在 L C C l 5 一 M B 细 胞 中 检 测 到 高 水 平 的 P T H r P

m R N A ( 图 1 ) 和 蛋 白 ( 图 1 B ) ， 而 以 载 体 转 染 的 L C C l 5

一 M B 细 胞 中却 没 有 检 测 到 P T H r P m R N A 和 蛋 白 。 通

过 免 疫 放 射 分 析 测 定 转 染 的 L C C l 5 一 M B 细 胞 ff F H r P

的 分 泌 量 ， 与 L C C l 5 ／p c D N A 细 胞 (0 ． 8 6 + 0 ． 4 8 ) p m o l ／

L ， m e a n + S D ) 相 比 ， 在 L C C l 5 ／P T H r P 细 胞 中 显 著 增

高 ( 9 8 + 2 ． 3 ) p m o l ／L ， m e a n + S D ) 。

A

6 0 0 b p
— — — ’

1 0 0 b p — 一

B
一

’∞

皇
l ，*
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世

烂
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％
Z

臣
。】一 _ 】

A ． 用 R T — P C R 法 可 在 L C C l 5 ／P T H r P 检测 到 Prr H r P 的表达 ，

而 L C C l 5 ／p c D N A 中未 见 P T H r P 的表达 。

B ． 免疫 沉 淀 一 W e s t e r n 印迹 法 证 实 L C C 1 5 ／V I
'

H r P 条 件培 养基

中 P T H r P 的表 达 。

图 1 转 化 的 L C C l 5 一 M B 细 胞 分 泌 P T H J
� P

2 ． 2 L C C l 5 一 M B 细 胞 分 泌 P T H r P 引 起 新 骨 形 成 及

骨 质 重 吸 收 的 变 化

从 L C C l 5 ／P T H r P 细 胞 制 备 的 C M 在 小 鼠 颅 骨

器 官 培 养 基 中 刺 激 新 骨 的 形 成 和 骨 的 重 吸 收 主 要

依 赖 其 所 使 用 的 剂 量 ( 图 2 ) 。 在 低 剂 量 C M 下 ( 1 0 ～

15 ¨ 1／m 1 ． P T H r P 的终 浓 度 约 1 ～ 5 p m o l ／L ) ， 新 生 骨 增

生 的 区 域 和 在 培 养 的 颅 盖 骨 里 成 骨 细 胞 的 数 量 比

原 始 骨 都 显 著 增 加 。 反 之 ， 在 高 剂 量 ( 2 0 0 Ix l ／m l
， 终

浓 度 约 为 2 0 p m o l ／L ) P T H r P 下 引 起 颅 盖 骨 的 广 泛 破

坏 ( 图 2 ， 上 组 ) 。 而 从 载 体 转 染 细 胞 制 备 的 C M 对 骨

形 成 和 骨 质 破 坏 均 没 有 变 化 。

∥

。

／ ‰
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哥
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条件培 养液量

1 0 Ⅲ 5 0 Ⅲ

冈隰

新 生 小 鼠 颅 盖 骨 用 不 同 体 积 的 L C C l 5 ／F F H r P 或 L C C l 5 ／p c D N A 细 胞 条 件 培 养 基 培 养 7 d 。 上 排 ： 当 用 小 体 积 的

L C C l 5 ／P T H r P 条 件 培 养 基 ( 1 0 斗 l／m l 或 5 0 ¨ 1／m 1)培 养 时 ， 可 见 小 鼠颅 盖 骨新 骨 形 成 ( T ) 、 成 骨 细 胞 ( ▲ ) ；用 大体积 ( 2 0 0 斗 1／m 1 )

的条件 培养 基 进 行 培 养 时可 见 颅 盖 骨骨 质 的破 坏 。 下 排 ：用 P T H r P ／p c D N A 的条件 培养基 进行 培 养时 未见 上 述 现 象 。

图 2 盯 H r P 对 小 鼠颅 盖 骨 的作 用 ( H E 染 色 ， 放 大 倍 数 4 0 0 x )

2 -3 P rI’H r P 处 理 诱 导 成 骨 细 胞 的 分 化

P T H R l 是 成 骨 细 胞 分 化 的 标 志 之 一

， 成 骨 细 胞

分 化 时 只 起 暂 时 调 节 作 用 ， 我 们 在 m R N A 水 平 研 究

了 F F H r P 处 理 后 对 P T H R l 的 影 响 。 用 从 P T H r P 转

染 细 胞 收 集 的 C M 对 骨 肉 瘤 细 胞 进 行 处 理 ， 能 使

P T H R I ( R T — P C R 产 物 大 小 ：1 6 7 b p )m R N A 表 达 显 著

A

2 0 0 b p
— — — 一

1 0 0 b p
— — 一

2 0 0 b p
— — — 一

1 0 0 b p — _ +

《
L Z

薹 喜

增 加 ， 这 与 P T H r P 诱 导 成 骨 细 胞 的 分 化 相 一 致 。 但

从 载 体 转 染 细 胞 收 集 的 C M 没 有 观 察 到 这 种 效 应

( 图 3 ) 。 用 第 二 对 P T H R l 的 引 物 扩 增 后 被 证 实 也 具

有 同样 的 效 果 。

3 讨 论
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L C C l 5 ／P T H r P 条件培 养 基 明显 诱 导 S a o s 一 2 细胞 中 P T H R l 的表达 ， 而 L C C l 5 ／p c D N A 条件培 养基 不 能诱 导

图 3 用 条 件 培 养基 处 理 后 S a o s
一 2 细胞 中 P T H R l 的 R T — P C R 分 析

以 往 的 研 究 认 为 胛 H r P 是 引 起 恶 性 肿 瘤 体 液

性 高 钙 血 症 的 原 因 之 一 口I
， 现 有 的 研 究 证 实 P T H r P

在 胎 儿 和 成 人 的 多 种 组 织 中有 表 达 H
。 不 管 在 体 内

或 体 外 ，
P T H r P 都能 通 过 破 骨 细 胞 来 抑 制 骨 的 重 吸

收 ， 同 时 通 过 诱 导 成 骨 细 胞 的 有 丝 分 裂 来 增 加 骨 的

形 成 。 P T H r P 及 其 受 体 在 小 鼠体 内 的 定 向灭 活 导 致

小 鼠整 个 骨 骼 的发 育 缺 陷 ， 与 围生 期 的 软 骨 发 育 不

全 和 死 亡 相 一 致 。 另 外 ，
盯 H r P 在 缺 乏 甲 状 旁腺 激

素 的 裸 鼠 体 内 时 ， 能 够 增 加 骨 小 梁 容 积 ， 这 主 要 是

因 为 其 羧 基 末 端 片 段 具 有 抑 制 骨 的 重 吸 收 和 刺 激

成 骨 细 胞 的有 丝 分 裂 的作 用 I。Ol
。

而 H o r w i t z 等 ⋯ ’报 道 相 反 ：持 续 的 P T H r P 的 输

入 能 抑 制 骨 形 成 以 及 影 响 1
，

2 5 ( O H 2 维 生 素 D 的

作 用 。 这 些 研 究 表 明 P T H r P 对 于 骨 的 重 建 是 一 个 重
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要的调节剂，但是它对骨重建的调节机制我们仍然 

知之甚少。我们利用动物试验，以免疫放射沉淀测 

定和组织学方法检测 PTHrP141在新骨形成和骨组 

织破坏方面的作用。 

本研究发现 PTHrP一141的剂量依赖性可以导 

致新生骨的形成以及骨质的破坏。我们收集了转染 

乳腺癌细胞的CM作为 PTHrP的来源，但出现的结 

果主要是 由于 PTHrP引起 ．而不是乳腺癌细胞分泌 

的其它细胞因子，这可以通过从载体转染细胞收集 

的 CM作为所有试验的对照但并没有引起 FI'HrP 

相似的效用来证实。骨的重建是一个协调的过程， 

它由一组肿瘤坏死因子受体及其配体家族成员来 

调节【 。Miao等【I3】报道：局部释放的PTHrP必须在 

时间和空间上进行紧密调节且只有短暂的高水平 

的 PTHrP才能对骨 的形成有效 ，而长期增加局部 

PTHrP水平反而促进破骨细胞的形成。实际上 ， 

PTHrP的分泌是一种可调节的方式，主要依赖于分 

泌 PTHrP的细胞的类型，或者是分化细胞的不同状 

态及癌细胞株的特殊的缺陷类型_l41，其具体的调节 

机制有待以后进一步研究。 

本研究证实 ：FFHrP在低浓度时能增加成骨细 

胞的分化，抑制破骨细胞的激活。从而促进骨的生成。 

而当PTHrP在高浓度时，能诱导破骨细胞的激活，最 

终导致骨质破坏。这提示PTHrP在体外颅骨的重建 

方面具有双重作用，这为研究 PTHrP在骨代谢调节 

机制、癌细胞的骨转移病理机制提供了一定理论依 

据。 
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