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人骨形态发生蛋白 !340=$ R"$A 0"/L3"@A$A(2. L/"(A2$’"
3I97’#属于转化生长因子 ! 超家族"是目前所知的唯一可诱
导异位骨形成的蛋白家族"其促成骨分化的分子机制尚待阐
明$近年有不少关于 3I97’抑制胃癌%胶质瘤%多发性骨髓瘤
等的生长和促进其凋亡的报道"而关于 3I97’ 对骨肉瘤作用
的报道较少"且不尽相同f\g$ 因此"本实验拟分别制备含 /3I97;
< 和 /3I97;? 的条件培养液 &/3I97;< ."$>2(2"$A> 0A>240’"
/3I97<;M9 和 /3I97;? ."$>2(2"$A> 0A>24$’"/3I97?;M9#干

为研究重组人骨形态发生蛋白 %891:;5和 %891:.0 对人骨肉瘤细胞株 1<03 和 4567 的作用! 分别用含 %891:.5 和
%891:.0 及重组绿色荧光蛋白的条件培养液干预人骨肉瘤细胞 1<03 和 4567!利用台盼蓝拒染法"=4>?@ 法"吖啶橙A溴乙啶
#B6C?9$荧光双染法%=%&D#+)EE 小室和碱性磷酸酶活性测定法分别检测细胞增殖"凋亡"迁移以及成骨分化能力的变化& 结果显
示与未实施任何干预的空白对照组和用 %<F: 干预实验对照组相比!%891:;5和 %891:;0 的干预致两种骨肉瘤细胞株’ 细胞存
活率均随时间逐渐降低(凋亡率呈时间依赖性增加(穿膜数明显减低(碱性磷酸酶#B@:$活性逐渐增加) 以上差异均有统计学意义
*!GHIHJ$) 表明 %891:.5和 %891:.0 可抑制人骨肉瘤细胞株 1203 和 4567 的增殖和迁移+诱导其凋亡和向成骨细胞分化&

骨形态发生蛋白(细胞增殖(细胞凋亡(细胞迁移(碱性磷酸酶活性
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预人骨肉瘤细胞株 !"#$ 和 %&’(!并以含重组绿色荧光蛋白
")*+,-./0102 3)**0 456,)*7+*02 8),2*/0!)"9:# 的条件培养液
")"9:;<!$ 作为实验对照 ! 研究重组 =>!:7%)*+,-./0102
=6-10 .,0* -,)8=,3*0*2/+ 8),2*/07!)=>!:7$ 对骨肉瘤的生物
学作用&

! 材料与方法
!"! 材料
细胞株及细胞培养 ?@A &B$ 细胞! 以及人骨肉瘤细胞

!"#$ 和 %&’( 购自中国典型培养物保藏中心’?<CDE# 细胞
为本实验室保存’?@A&B$ 细胞(!"#$ 和 %&’( 贴壁生长于
F:!G E#HI培养液中"内含 EIJ"!K!$新生牛血清!青(链霉素
各 EII %L-M$!于 $N!(OP <’&的饱和湿度箱中培养!隔日换
液!处于对数生长期时传代继续培养&

!"# 主要材料和试剂
表达 )=>!: 的重组腺病毒 QR>!:;& 和 QR>!:;#(以及

表达 )"9: 的 QR"9: 由美国芝加哥大学分子肿瘤研究室惠
赠S&T’ F:!G E#HI 购自美国 ?U+5,0* 公司’&H 孔细胞培养板和
C)107V*55 小室 "直径 #WO --! 孔径 XYI !-$ 为美国 <,)0/03
<,721) 公司产品 ’ 细胞凋亡原位检测试剂盒;:’Z 为德国
F,+=* 公司产品’氯化铯为美国 Q-)*7+, 公司产品’新生牛血
清为兰州民海生物工程有限公司产品’台盼蓝(溴乙啶(吖啶
橙(胰蛋白酶和碱性磷酸酶试剂盒均为美国 (/3-1 公司产品’
@<M 试剂盒( 羊抗人 =>!:;&(=>!:;# 多克隆抗体( 兔抗人
!;+12*0/0多克隆抗体为 (1021 <)6[公司产品’ 兔抗羊和羊抗
兔抗体为北京中杉生物技术有限公司产品’:\Z9 膜 "孔径

IYHO !-$为美国 G0]/2),3*0 公司产品&
!"$ 病毒扩增
参见参考文献S&T&

!"% 条件培养液!&’()*+,-)+和 &./*,-)"的制备和鉴定
参见参考文献S$T&

!"0 实验分组和干预
!"#$和 %&’(细胞接种在 &H孔板上! 当细胞融合度达

NIJ"XIJ时! 按实验分组进行相应干预! 并于 $N!(OJ <’&

的饱和湿度箱中继续培养和观察’实验分组)" 空白对照组)
不施加任何干预因素的骨肉瘤细胞’ # 实验对照组))"9:;
<! 干预的两株骨肉瘤细胞 ’ $ 实验组 ))=>!:&;<! 和
)=>!:#;<!干预的两株骨肉瘤细胞& 每组设 $ 个复孔!实验
在相同条件下重复 $次&
!"1 细胞增殖能力检测
各组在相应干预后 &H(HX 和 N& =!IYIH#台盼蓝染色计

数活细胞和死细胞!按以下公式计算细胞存活率)

细胞存活率^ 活细胞总数
活细胞总数_死细胞总数 $EIIJ

!"2 细胞凋亡率检测
!"2"! 34567法

IY&OJ胰酶消化干预后 &H(HX 和 N& = 的 !"#$ 和 %&’(

细胞! 制成细胞涂片!HJ多聚甲醛固定 E =! 按 F,+=* 公司
C%‘@M;:’Z试剂盒说明书进行操作&
!"2"# 89:6( 荧光双染法

IY&OJ胰酶消化干预后 &H(HX 和 N& = 的 !"#$ 和 %&’(
细胞进行操作!具体方法参见参考文献S$T&
!"; 细胞迁移能力检测
用 IY&OJ胰蛋白酶消化细胞! 制成单细胞悬液! 在每个

C)107V*55 小室的上腔中加入 EYI$EIH个细胞!下腔中加入 OII
!M 含 EIJ胎牛血清的 F:!G E#HI 培养液&培养 &H = 后!各上
腔分别加入相应干预因素’干预后 &H(HX 和 N& = 在 HII 倍镜
下随机选择 O 个视野!计数每个视野穿过膜的细胞数& 计算
平均值! 以穿过膜的细胞相对数目表示肿瘤细胞的迁移能
力&

!"< 细胞 87*活性检测
分别于干预后 E($(O(N 和 B R 后弃去培养液!IYIE -,5aM

:>( 漂洗细胞 $ 次!用细胞裂解液裂解细胞!BII )a-/0 离心 O
-/0! 各取 EII !M 细胞裂解液与 E -M 碱性磷酸酶反应底物
混匀! 反应 $ -/0 后在酶标仪 HIO 0- 波长下读取 QM: 活性
的 ’Z值!取平均值&
!"!= 数据分析
所获实验数据以均数%标准差 ""&#$$ 表示! 采用 (:((

E&YI 统计软件进行单因素方差分析!%bIYIO 为差异有统计学
意义&

# 结果
#"! 条件培养液的制备及其中 &’()*+ 的鉴定

QR>!:7 和 QR"9: 分别感染人结肠癌细胞 ?<CEE# 后!
按方法 EYH 收获条件培养液! 并检测证实其中含相应重组蛋
白& 结果"图 E$表明!所制备的 )=>!:&;<! 和 )=>!:#;<!
中存在相应的 =>!:!表明条件培养液制备成功&

#"# &’()*#,-) 和 &’()*1,-) 对 ).1$ 和 4#9> 细胞
增殖能力的作用

如图 & 所示!在 &H(HX 和 N& = $ 个实验观察点!每株细
胞的空白对照组和实验对照组的细胞存活率随时间无明显

变化!并且两对照组之间的差异无统计学意义"%’IYIO$’实验
组细胞的存活率则渐降低!到 N& = 时尤为明显& 以 !"#$ 为
例 ! 到 N& = 时 )=>!:&;<! 处理组存活率仅为对照组的
EEYNXJ!这些差异具有统计学意义"%bIYIE$&

图 ! 条件培养液中 &’()*,# 和 &’()*,1 的表达
鉴定!?@+A@&B CDEA"

/FG" ! 6HI&@++FEB+ EJ &’()*,# KBL &’()*,1 FB K
MEBLFAFEB@L N@LFON CP ?@+A@&B CDEA
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!"# $%&’(!)*’ 和 $%&’(+)*’ 对 ’,+# 和 -!./ 细胞
凋亡的影响

!"#"0 1-234法
图 ! 给出使用 "#$%& 方法情况!’()*+,-.*, 对 */01

和#234 的细胞凋亡率的影响" 可以看出!在 1 个时间点!每
株细胞的两个对照组的凋亡率均无明显变化#!!5657$%实验

组的凋亡率则呈时间依赖性增加!其中 */81 组从 9: ( 开始
有变化!到 ;2 (时凋亡率明显高于对照组%#234 组则从 29 (
时即出现差异 !这些差异均有统计学意义 #!<565=$& 提示
’(>*+-2和 ’(>*+-?有诱导 */81和 #234细胞凋亡的作用&
!"#"! 5.63&荧光双染法
如图 9所示!与空白对照组相似!实验对照组施加干预因

素 9: (后荧光显微镜下可见少数凋亡细胞%而实验组则可见
较多的凋亡细胞% 该法所检测到的凋亡率变化与 "#@A& 法
结果是一致的 ! 即实验组的凋亡率则呈时间依赖性增加 !

*/?1 组从 9: ( 开始出现差异!而 #234 组从干预后 29 ( 即
开始表现出和对照组的差异 !这些差异均有统计学意义
#!<565=$&
从图 2 和图 1 可以看出!虽然 #234 组在 9: ( 检测点时

生存率和凋亡率没有明显的反比关系! 但是从统计学上看!
与对照组均有统计学意义& "#@A& 法与 B3CA> 法检测的绝
对比值虽然不同!但是趋势一致’两种凋亡率的检测方法的
结果都是逐渐增加 !且与对照组的差异均有统计学意义
#!<565=$&

!"7 $%&’(!)*’ 和 $%&’(+)*’ 对 ’,+# 和 -!./ 细胞
迁移能力的影响

’(>*+2-D*作用后不同时间点显微镜下细胞计数发现!
2株细胞的实验组的穿膜细胞数明显低于其相应的空白对照
组和实验对照组!所有差异均有统计学意义#!<565=$!其中
*/?1 组呈现时间依赖性% 而对照组之间的差异则无统计学
意义#参见图 7$& ’(>*+?-D* 作用于这两株细胞后!穿膜实
验结果与 ’(>*+2-D* 组相似&

图 ! $%&’(8)*’8 对 ’,+#!9"和 -!./!:"细胞
存活率的影响

;<=" ! *>?? 8@$A<A9? $9B>8 CD ’,+# E9F 9GH -!./ E:I
B$>9B>H J<B% $%&’(8)*’8

图 # $%&’(8)*’8 对 ’,+#!9"和 -!./!:"细胞凋亡率
的影响!1-234法"

;<=" # 5KCKBC8<8 <GH>L>8 CD ’,+# E9I 9GH -!./ E:I
B$>9B>H J<B% $%&’(8)*’8 :M 1-234

图 7 $%&’(8)*’8 对 ’,+#!9"和 -!./!:"细胞凋亡率的
影响!5.63& 荧光双染法"

;<=" 7 5KCKBC8<8 <GH>L>8 CD ’,+# E9I 9GH -!./ E:I
B$>9B>H J<B% $%&’(8)*’8 :M 5.63&

!9"

!:"

!9"

!:"

!9"

!:"

!9"

!:"
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!"# $%&’(!)*’ 和 $%&’(+)*’ 对 ’,+- 和 .!/0 细胞
的 12(活性的影响
如图 ! 所示! 在干预后 ""#"$"% 和 & ’ 共 $ 个时间点上

每株细胞的 ( 个对照组之间 )*+ 活性差异无统计学意义
#!!,-,$$%.(/0 细胞和 12!3 细胞的实验组 )*+ 活性分别
在干预后 3 和 $ ’ 开始明显增加 !且差异均有统计学意义
#!4,-,5$&

- 讨论
671+8 是一类具有高效诱骨活性的蛋白质!能够诱导未

分化的间充质干细胞向骨细胞和软骨细胞方向分化!在骨折
和骨缺损的治疗中具有广泛的用途& 671+9( 是 671+ 家族
中发现最早’研究最多的一员!对于它对肿瘤的作用报道也
不尽相同(有发现 71+9(在体内可以促进骨肉瘤的生长 :;<!并
在骨肉瘤的转移中起着重要作用 :$<% 但更多研究者认为 !

671+9( 对肿瘤的生长无促进作用或者对肿瘤生长有抑制和
转移作用 :!9%<(同时亦有 =671+9(诱导肿瘤细胞向成骨方向分
化的报道!如日本学者发现 =671+9( 可以促进鼠骨肉瘤细胞
的成骨分化等 :&<( 本实验的前期工作也发现它能够诱导人骨
肉瘤细胞株 >?9@$向成骨方向分化:5,<%在此基础上!本实验选
用含 =671+9( 的条件培养液!通过体外作用于具有不同生物
学特性的 (株人骨肉瘤细胞 12!3 和 .(/0!较全面地探讨了
它对人骨肉瘤细胞的作用( 结果表明!=671+9( 对人骨肉瘤
细胞株 12!3 和 .(/0 具有抑制增殖和迁移’ 诱导凋亡的作
用! 同时它能使 12!3 和 .(/0 细胞的 )*+ 活性明显增加(
)*+ 是成骨细胞的早期标志酶!是公认的成骨分化开始的标
志物(因此!本实验也进一步证实了 671+9(能够诱导骨肉瘤
细胞向成骨方向分化(

671+9! 与 671+9( 一样!具有明确成骨活性!能够促进
骨组织再生( 有认为 71+9!的表达可以作为前列腺癌的病情
判断指标:55<!也有研究发现!671+9!可以诱导骨髓瘤细胞的凋
亡 :5(<%本实验前期研究发现 =671+9! 与 =671+9( 一样!对人
骨肉瘤细胞 >?9@$ 具有诱导成骨的活性 :$<( 本实验同样选用
含 =671+9! 的条件培养液体外方式干预两株人骨肉瘤细胞!
结果显示!=671+9! 对人骨肉瘤细胞的作用与 =671+9( 一
致!能够抑制其增殖和迁移’诱导其凋亡!并明显增加 )*+ 活
性(

3 结论
综上本研究发现) 直接应用 671+9( 和 671+9! 的重组

蛋白能抑制人骨肉瘤细胞的增殖和转移!诱导其凋亡和向成
骨方向分化%此结果与本研究组通过腺病毒介导基因转入方
式发现的 671+9( 和 671+9! 对骨肉瘤细胞的作用一致 :3<(这
样的结果提示无论是以重组蛋白形式干预细胞还是以基因

形式转入细胞! 均可实现 671+9( 和 671+9! 抑制骨肉瘤细
胞的生长和转移’诱导其凋亡和向成骨方向分化的作用A为它
们的临床应用方式和前景提供了实验室依据(

感谢美国芝加哥大学医学中心何通川教授提供的 )’71+9(!
)’71+9! 和 )’2B+ 等关键实验材料和指导" 以及寇小琴和谭启华给予
的技术支持和帮助#
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