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暋暋暰摘要暱暋目的暋观察抑制肿瘤细胞骨保护素(osteoprotegerin,OPG)表达对乳腺

癌 MDA灢MB灢231细胞株致骨转移的影响。方法暋32只4~6周龄雌性裸鼠被随机分

为 A、B、C、D4组,每组8只,A、C组的每只裸鼠按分组分别以5暳105 个 MDA灢MB灢
231细胞注射入左心室(A组)或左胫骨骨髓腔(C组)。B、D组的每只裸鼠按分组分别

以5暳105 个 MDA灢MB灢231i细胞(OPG表达抑制)注射入左心室(B组)或左胫骨骨髓

腔(D组),42d后行病理检查,比较A、B组骨转移发生率和骨转移灶数量,以及C、D组

的骨肿瘤体积。定量资料的比较采用t检验或秩和检验,定性资料比较采用Fisher确切

概率检验。结果暋A组有6只发生骨转移,全组共检出不连续性骨转移灶23处;B组有

3只发生骨转移,全组共检出不连续性骨转移灶8处。A 组的骨转移发生率和转移灶

数量虽高于 B 组,但两者差异并无统计学意义(P>0.05)。C 组肿瘤平均体积为

(66.29暲41.01)mm3,D组肿瘤平均体积为(23.70暲16.14)mm3,C组骨肿瘤体积大

于D组,两组间差异有统计学意义(P=0.02)。结论暋乳腺癌细胞致骨转移能力与其

OPG表达水平密切相关,抑制 OPG表达可以降低乳腺癌细胞致骨转移的能力。
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暰Abstract暱暋Objective暋Toinvestigatetheimpactofinhibitingosteoprotegerin

(OPG)expressionintumorcellsonbreastcancercelllineMDA灢MB灢231inducedbone
metastasis.Methods暋Thirty灢twofemalenudemiceaged4-6weeksweredivided
randomlyintofourgroups(n=8ineachgroup).MDA灢MB灢231cells(5暳105)were
injectedintothebodyviatheleftheartventricles(groupA)andviathelefttibia
marrowcavities (group C),respectively.MDA灢MB灢231icells (5暳105)(OPG
expressioninhibition)wereinjectedintothebodyviatheleftheartventricles(group
B)andviathelefttibiamarrowcavities(groupD),respectively.Forty灢twodays
aftertheinjection,allthenudemiceweresubjectedtopathologicalexaminationto
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determinebone metastasis.Student'st灢test was used forthe comparison of

quantitativedata,andFisher'sexacttestwasusedforthecomparisonofqualitative
data.Results暋Therewere23bonemetastasislesionsdetectedandsix micewithbone
metastasisingroupA,and8bonemetastasislesionsdetectedandthreemicewithbone
metastasisingroupB,butwithnostatisticallysignificantdifferencebetweenthetwogroups
(P>0.05).ThebonetumorvolumeofgroupCandgroupDwas(66.29暲41.01)mm3

and(23.70暲16.14)mm3,respectively.ThebonetumorvolumeofgroupCwaslarger
thanthatofgroupD.Therewasastatisticallysignificantdifferenceinthebonetumor
volumebetweengroup Candgroup D (P =0.02).Conclusions暋Breastcancer
metastasistoboneiscloselycorrelatedwiththeosteoprotegerinexpressionlevelin
tumorcells.Toinhibittheosteoprotegerinexpressioncandecreasethecapabilityof
breastcancer灢inducedbonemetastasis.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;Bonemetastasis;Osteoprotegerin;MDA灢MB灢
231cellline

暋暋骨保护素(osteoprotegerin,OPG)是近年发现的肿瘤坏死因子受体超家

族成员[1],是调控破骨细胞活化维持骨稳定的关键因素。在乳腺癌骨转移过

程中,骨组织的成骨细胞 OPG 表达下降对其发生、发展起重要作用,是转移

灶发生溶骨性骨破坏的关键因素。现已证实部分乳腺癌细胞株表达 OPG[2],
但肿瘤细胞自身 OPG表达对乳腺癌骨转移的影响目前还不清楚。本研究在

前期利用 RNA 干扰(RNAi)抑制乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞株 OPG表达的

基础上,通过对 OPG低表达和对照 MDA灢MB灢231细胞致骨转移情况的比较

研究,探讨肿瘤细胞自身 OPG表达在乳腺癌骨转移发生、发展中的作用。

1暋材料和方法
1.1暋细胞株

人乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞株购自上海细胞生物研究所。研究者前期

稳定转染 OPG 干扰质粒pGenesil灢1.1灢1.2灢1.3灢shRNA1灢shRNA2灢shRNA3
的 MDA灢MB灢231单克隆细胞(MDA灢MB灢231i),RNAi对 OPGmRNA 和蛋

白的表达抑制率分别为91%和73%(另文发表)。
1.2暋动物

BALB/C灢nu/nu雌性裸鼠32只,4~6周龄,体质量在14~20g之间,由
第三军医大学大坪医院实验动物中心提供。动物于本校大坪医院实验动物中

心无特殊病原体条件下饲养,保持恒温(25~27曟)、恒湿(40%~50%),每日

添加鸡蛋和维生素以增强裸鼠营养。将实验裸鼠随机分为A、B、C、D4组,每
组8只,A 组为 MDA灢MB灢231左心室注射组,B组为 MDA灢MB灢231i左心室
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注射组,C组为 MDA灢MB灢231左胫骨骨髓腔注射组,D 组为 MDA灢MB灢231i
左胫骨骨髓腔注射组。
1.3暋主要试剂

DMEM灢F12培养基、0.25% 胰蛋白酶和胎牛血清均为hyclone公司产

品,G418为Gibico公司产品,1暳PBS缓冲液和0.5% 戊巴比妥钠溶液消毒

备用,0.4% 台盼蓝溶液备用。
1.4暋细胞培养

MDA灢MB灢231细胞株用 DMEM灢F12完全培养液(含10%胎牛血清)在

37曟、5%CO2 条件下培养,每2~3d更换培养液。待培养瓶中细胞80%~
90%融合时传代。以0.25%胰蛋白酶消化对数生长期的 MDA灢MB灢231细胞,
室温下以1000r/min(离心机半径6cm)离心5min,用1暳PBS液漂洗2遍后

以1暳PBS液反复吹打重悬 MDA灢MB灢231细胞,调整细胞数至合适数值,暂置

于4曘C冰盒中待用。用0.4%台盼蓝溶液染色,镜下观察,计算活细胞率,如活细

胞率大于90%,则继续行下一步实验。对于 MDA灢MB灢231i细胞,除在培养基中

加入500毺g/ml的 G418维持筛选压力外,其余实验方法与 MDA灢MB灢231细胞

株培养相同。
1.5暋裸鼠左心室注射肿瘤细胞

以60mg/kg的戊巴比妥钠腹腔注射麻醉裸鼠,75%酒精消毒皮肤,裸鼠取仰

卧位,头端朝向实验者,再次反复吹打细胞悬液(细胞数为5暳106ml-1),以29G针

头和1ml注射器吸取0.1ml细胞悬液,于裸鼠左侧第2肋间胸骨旁2~3mm处进

针,进针方向斜向内下,与裸鼠纵轴及横轴均成45曘角,进针约5~6mm,轻轻回抽,
如有鲜红色血液进入注射器,提示左心室穿刺成功,保持空针稳定,在30~60s内

缓慢且均匀地向左心室注入细胞悬液。
1.6暋裸鼠左胫骨骨髓腔注射肿瘤细胞

麻醉和消毒方法同前,裸鼠取仰卧位,以29G 针头和1ml注射器吸取

10毺l细胞悬液(细胞数为5暳107 ml-1),将裸鼠左膝关节弯曲成约135曘,以肉

眼可见的白色股四头肌肌腱在胫骨止点内上各约0.5mm 处为进针点,进针

后稍用力穿破胫骨骨皮质后针头沿胫骨骨髓腔向远端进入约5mm,将细胞悬

液注入胫骨骨髓腔。
1.7暋病理检查

于肿瘤细胞注射后第42天处死裸鼠,解剖 A 组和B组裸鼠颅骨、颈椎、
胸椎、腰椎、肋骨、四肢长骨、肩胛骨和骨盆骨,肉眼观察骨转移肿瘤形成情况,
如骨转移可疑,则以10%甲醛固定24h后,用10%盐酸脱钙,酒精脱水,常规
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石蜡包埋,制作4毺m 切片,行苏木精灢伊红染色,显微镜下观察并判断是否形
成骨转移。解剖C组和D组裸鼠左后肢长骨,测量骨肿瘤最长径(a)和最短径
(b),按公式:体积=a暳b2/2计算骨肿瘤体积[3]。
1.8暋统计学处理

应用SPSS13.0软件进行统计分析。计量资料的比较采用t检验或秩和
检验,转移发生率的比较采用Fisher精确概率检验,以P<0.05为差异有统
计学意义。

2暋结果
2.1暋裸鼠死亡情况

全部裸鼠均按分组完成肿瘤细胞注射。注射当日至实验结束,全组裸鼠
无死亡,注射致死率为0。
2.2暋病理检查结果

A组共有6只裸鼠出现骨转移,全组共检出不连续性骨转移灶23处,平
均为(2.88暲2.53)处;B组共有3只裸鼠出现骨转移,全组共检出不连续性骨
转移灶8处,平均为(1.00暲1.77)处。A组骨转移发生率和骨转移灶数量虽
高于B组,但两者差异并无统计学意义(P=0.32,P=0.11)。

C组和D组均于左后肢形成肉眼可见肿瘤,肿瘤位于为胫骨中上段,两组
肿瘤体积差异具有统计学意义(P<0.05,表1)。

表1暋C组与 D组的骨转移瘤体积比较

组别 例数 肿瘤体积(mm3) t值 P 值

C组 8 66.29暲41.01 2.733 0.02
D组 8 23.70暲16.14

2.3暋骨转移病理特征
大体解剖发现骨转移肿瘤呈灰白色隆起于骨质表面,呈结节状或团块状

(图1),C组和部分D组肿瘤瘤体包裹所在骨干(图2)。显微镜下观察可见肿瘤
细胞排列紊乱,形态不规则,细胞分化差,细胞核大、染色深,骨正常组织形态消
失,骨小梁被破坏,肿瘤组织充填骨髓腔并向骨皮质浸润,部分肿瘤组织破坏骨
皮质向周围软组织浸润(图3)。

a:右髂骨转移;b:左肱骨转移;c:颅骨转移

图1暋不同部位的骨转移大体形态
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图2暋左胫骨肿瘤

图3暋骨转移显微镜下形态(HE染色暋暳100)

3暋讨论
70%以上的进展期乳腺癌患者会发生骨转移,一旦发生骨转移,疾病即进

入不可治愈阶段,中位生存期只有2年,5年生存率只有10%。骨转移引起的
疼痛、贫血、高血钙、骨折、截瘫和恶病质更是严重影响患者生活质量。从

19世纪开始就有学者试图解释乳腺癌特异性嗜骨转移机制,并提出著名的种
子与土壤学说等理论[4],但迄今为止乳腺癌骨转移机制仍未完全阐明,这也严
重限制了骨转移预防和治疗的发展。因此,进一步阐明乳腺癌骨转移机制具
有重要意义。

OPG是近年发现的一种肿瘤坏死因子受体超家族成员[1],其与 NF灢毷B
配体受体活化因子(receptoractivatorofNF灢kappaBligand,RANKL)及 NF灢毷B
受体活化因子(receptoractivatorofNF灢kappaB,RANK)组成的细胞信号通路
是调控骨组织维持正常结构和功能的关键因素[5]。一方面成骨细胞表达的

RANKL与破骨细胞表面的 RANK 结合,刺激破骨细胞成熟活化,促进骨吸
收;另一方面,成骨细胞产生 OPG,以旁分泌方式与成骨细胞表达的 RANKL
竞争性结合,阻止RANKL与破骨细胞 RANK的结合,阻止破骨细胞成熟活
化,抑制骨吸收。骨组织通过该信号通路,调节成骨、破骨活动平衡,维持正常
骨稳态。而在乳腺癌骨转移过程中,转移的肿瘤细胞作用于成骨细胞,使得成
骨细胞RANKL表达升高,OPG表达下降,刺激破骨细胞成熟活化,导致骨质
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吸收破坏,最终形成乳腺癌特异性溶骨转移[6]。因此,骨组织中的 OPG表达
下降是乳腺癌骨转移发生、发展的重要因素。

同时,作为肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(tumornecrosisfactorrelated
apoptosisinducingligand,TRAIL)的诱饵受体,肿瘤细胞自身表达的OPG可与

TRAIL竞争性结合,抑制 TRAIL与死亡受体 DR4和 DR5结合引起的肿瘤
细胞凋亡[7],进而可能促进肿瘤生长和转移。有研究发现,过表达 OPG的乳
腺癌细胞较对照细胞对裸鼠有更强的致瘤能力,并指出其原因是由于乳腺癌
细胞过表达 OPG 与裸鼠体内的 TRAIL 竞争性结合,抑制了裸鼠体内的

TRAIL诱导的肿瘤细胞凋亡,从而使乳腺癌细胞致瘤能力增强[8]。
虽然骨组织中 OPG 表达下降是乳腺癌骨转移发生、发展的重要因素且

肿瘤细胞自身 OPG表达可能通过抑制体内 TRAIL诱导的肿瘤细胞凋亡而
促进肿瘤生长和转移,但肿瘤细胞自身 OPG 表达对乳腺癌骨转移的作用目
前还不清楚。本研究在前期利用RNAi技术抑制 MDA灢MB灢231OPG表达的
基础上,分别采用经左心室注射和左胫骨原位注射肿瘤细胞的两种方法,观察
抑制 OPG表达对 MDA灢MB灢231细胞致骨转移能力和特点的变化,发现在胫
骨原位注射致瘤实验中,抑制肿瘤细胞 OPG 表达使形成的骨肿瘤体积显著
下降。在左心室注射致瘤实验中,普通 MDA灢MB灢231组骨转移发生率和骨
转移灶数量虽明显高于 OPG低表达 MDA灢MB灢231组,但两者差异并无统计
学意义,分析原因可能为各组裸鼠样本量较小,未能发现其在骨转移发生率和
骨转移灶数量上的统计学差异;如果扩大实验组裸鼠样本数量,可能会获得具
有统计学意义的结果。以上发现提示肿瘤细胞自身表达的 OPG在乳腺癌骨
转移过程中的主要作用可能在于:通过其与裸鼠体内的 TRAIL竞争性结合,
抑制了裸鼠体内的TRAIL诱导的肿瘤细胞凋亡,从而保护肿瘤细胞,促进骨
转移形成。另一方面,肿瘤细胞自身表达的 OPG 可能并不参与或较少参与
破骨细胞活化过程,从而不影响或甚少影响骨转移灶的骨质吸收与破坏。因
此可以认为:乳腺癌细胞致骨转移能力与其 OPG 表达水平密切相关,抑制

OPG表达可以降低乳腺癌细胞致骨转移能力。
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