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摘要：目的 探讨 :69,4;6,9 对乳腺癌细胞致成骨细胞（A4;6AB-+4;，CD）增殖、分化和矿化功能的影响，

观察 :69,4;6,9 在乳腺癌骨转移的病理条件下是否能调节 CD 生物学功能。方法 源于大鼠颅盖骨的

原代 CD 与 &!E来自人源性乳腺癌细胞系 FG?>FD>’($ 或 FHI>= 的条件培养基（8A97,;,A967 *67,0*，

HF）共同培养，并加入 & J $!K = *A-LM（:=）、& J $!K @ *A-LM（:@）或 & J $!K % *A-LM（:%）的 :69,4;6,9 进行

干预。FNN 法观察其对 CD 增殖的影响；OPOO 偶氮法观察其对 CD 碱性磷酸酶（+-Q+-,96 R/A4R/+;+46，

?MO）活性的影响；茜素红 S（?<S）进行矿化结节染色并计算面积以观察其对 CD 矿化能力的影响。结

果 FG?>FD>’($ 和 FHI>= 细胞条件培养基可显著抑制 CD 的增殖。用 :69,4;6,9 干预 $ 7、( 7 和 & 7
后，CD 增值率可有不同程度的提高，差异有统计学意义（! T !U!&）。此外，乳腺癌细胞条件培养基可

明显下调 CD 的 ?MO 活性，而用不同浓度的 :69,4;6,9 干预后，CD 的 ?MO 活性分别较 FG?>FD>’($ 和

FHI>= 细胞条件培养基组增加 ’’U=E、(’U#E、"(U&E和 ’=U=E、(’U!E、&@U(E（! T !U!&）。:69,4;6,9
还可改善乳腺癌细胞条件培养基对 CD 矿化能力的抑制，增加 CD 形成的矿化结节面积。结论 在乳

腺癌骨转移的病理条件下，:69,4;6,9 可促进 CD 的增殖、分化和矿化能力，改善乳腺癌细胞对 CD 生物

学功能的抑制作用。
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乳腺癌居女性恶性肿瘤发病率的第一位，常发

生骨、肝脏、肺脏等远处转移，但以骨转移的发生率

最高，在尸检中发现有 >?@以上的乳腺癌死亡患者

有确凿的骨转移［A，B］。骨转移患者由于转移灶骨组

织结构的破坏可导致剧烈骨痛、病理性骨折、高钙血

症和神经压迫症状等，严重影响患者的生存质量。

肿瘤骨转移主要有三种表型：溶骨型、成骨型和混合

型。乳腺癌骨转移主要表现为溶骨性损伤作用，其

病理表现主要为由破骨细胞（/#&"/%).#&，;C）介导的

骨质溶解和骨结构的损害［D］。以往的研究热点也主

要集中在对 ;C 形成和活性的调控机理上。近年有

研究发现，成骨细胞（/#&"/3).#&，;:）也可能受到乳

腺癌细胞的作用［E，F］。即除了对 ;C 有影响作用外，

乳腺癌细胞还可能影响 ;: 的生物学功能，而骨形

成减少和骨降解增加的共同作用，可能加剧乳腺癌

骨转移相关的骨丢失。

F，>，EGH三羟基异黄酮（,"-’#&"’-，又称染料木黄

酮或金雀异黄酮）是大豆异黄酮体内代谢的主要活

性成分之一。在正常的骨生理条件下，,"-’#&"’- 既

可刺 激 ;: 促 进 骨 形 成，又 可 调 节 ;C 抑 制 骨 吸

收［I］。本研究将源于大鼠颅盖骨的原代 ;: 与来自

人源性乳腺癌细胞系 J=KHJ:HBDA 和 JCLH> 的条件

培养基（%/-0’&’/-"0 5"0’45，CJ）共同培养，观察乳腺

癌细胞对 ;: 生物学功能包括增殖、分化和矿化能

力的可能影响，并探讨 ,"-’#&"’- 在乳腺癌骨转移的

病理条件下，是否能同正常的骨生理条件下一样，调

节 ;: 生物学功能而缓解乳腺癌骨转移所致的骨丢

失。本研究对于指导临床用药，改变临床单纯抑制

;C 活性的治疗措施和疗效，缓解乳腺癌骨转移时发

生的骨丢失有重要意义。

/ 材料和方法

/0/ 材料

/0/0/ 实验动物和细胞：BE 1 内新生 M= 大鼠，雌雄

各半，由复旦大学实验动物科学部提供，合格证号为

MCNO（沪）B??BH???B。J=KHJ:HBDA 和 JCLH> 人源性

乳腺癌细胞系均购自中国科学院细胞库。

/0/01 主 要 试 剂：,"-’#&"’-、A>!H雌 二 醇（ A>!H

"#&!.0’/)，PB）和"型胶原酶购自 M’85. 公司；JPJ、

PJPJ、Q"’3/(’&.R# QAF 和胎牛血清（L:M）购自 ,’3%/
公司；胰蛋白酶、噻唑蓝（JSS）和茜素红 M（K)’6.!’-
T"0 M，KTM）购自美国 K5!"#%/ 公司；对硝基苯磷酸

二钠盐（<U<<）购自 L)4V. 公司；U:SW:C7< 染色试剂

盒购自华美生物工程公司；:CK 蛋白浓度测定试剂

盒购自江苏碧云天生物技术研究所。其余试剂均为

国产或进口分析纯。

/0/02 主要仪器：C;B 培养箱由德国 X"!."4# 生产；

酶标仪由澳大利亚 M4-!’#" 生产；倒置相差显微镜由

日本 ;)*5$4# 生产；荧光显微镜由日本 U’V/- 生产；

<’Y"!. AF?CQ 荧光显微数码成像系统由美国 <’Y"!.
公司 生 产；M’5$)" <C7 专 业 图 象 分 析 系 统 由 美 国

C/5$’Y 公司生产。

/01 方法

/010/ 原代 ;: 分离与培养：取 BE 1 内新生 M= 大

鼠头盖骨剪成 A 55 Z A 55 小块，用 ?[BF@ 胰酶

D>\消化 AF 5’-，再用 ?[A@"型胶原酶 D>\振荡消

化 I? 5’-，将含细胞的消化液以 A??? !W5’- 离心 F
5’-，沉淀细胞用含 A?@L:M 的 JPJ 培养液混悬，将

细胞悬液接种于培养瓶，置 F@C;B、D>\恒温培养

箱中培养，BE 1 后换含 A?@L:M 的 JPJ 培养液，以

后每 D 天换液 A 次。细胞汇合后传代培养，所用实

验细胞均为第 B 代细胞。;: 的鉴定：用倒置相差显

微镜观察 ;: 形态，U:SW:C7< 染色试剂盒进行细胞

KQ< 染色，显微镜下观察拍照。

/0101 乳腺癌细胞培养和条件培养基收集：J=KH
J:HBDA 细胞培养在含 A?@ L:M 和 A@青霉素W链霉

素（<WM）的 Q"’3/(’&.R# QAF 培养液中；JCLH> 细胞培养

在含 A?@ L:M 和 A@青霉素W链霉素（<WM）的 PJPJ
培养液中（含 A[? 5J 丙酮酸钠，?[A 5J 非必需氨基

酸，A[F8WQU.XC;D 和 ?[?A 58W5) 牛 胰 岛 素 等 添 加

剂）。所有细胞均在含 F@ C;B、D>\恒温培养箱中

培养。为了从 J=KHJ:HBDA 和 JCLH> 细胞中收集条

件培养基（%/-0’&’/-"0 5"0’45，CJ），细胞接种在 SH
A>F 培养瓶中培养至约 ]?@汇合，将瓶中的培养基

分别 换 成 B? 5) 不 含 血 清 的 Q"’3/(’&.R# QAF 或

PJPJ。BE 小时后，收集条件培养基，A???!W5’- 离心
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!" #$%，混合，等分，在 & ’"(保存待用。对照培养

基（)*+$,-* #*.$/#，01）收集过程同条件培养基，但

培养瓶中不接种 1234154’6! 和 17849 细胞。

!"#"$ 药物配制及分组：:*%$;<*$%、!9!4雌二醇：用微

量 21=> 助溶，配制成浓缩液 & ’"(保存备用，临用

前用 1?1 稀 释 成 所 需 浓 度（21=> 终 浓 度 @
"A!B）。实验共分 C 组：（!）培养基对照组（01 组）：

D"B1?1 E D"B F*$GH)$<IJ; F!D 或 ?1?1；（’）条件培

养基组（71 组）：D"B1234154’6! 或 17849 细胞条

件培 养 基 E D"B 1?1；（6）阳 性 对 照 组（71 E ?’
组）：D"B1234154’6! 或 17849 细胞条件培养基 E
D"B（1?1 E ?’）；!9!4雌二醇终浓度为 D K !"& L #H-M
F；（C）:*%$;<*$% 干预组（71 E : 组）：D"B 1234154
’6! 或 17849 细 胞 条 件 培 养 基 E D"B（1?1 E
:*%$;<*$%）；:*%$;<*$% 终 浓 度 分 别 为 D K !"& 9 #H-MF

（:9）、D K !"& L #H-MF（:L）和 D K !"& N #H-MF（:N）。

!"#"% >5 增殖能力检测（1OO 法）：将第 ’ 代对数

生长期细胞以 ’AD K !"6 M孔接种于 NP 孔板，每组 L 复

孔。培养 ’C + 后，基质换成实验分组所需基质：01、

71、71 E ?’、71 E :9、71 E :L、71 E :N（详见药物

配制及分组）。继续在 DB7>’、69(的恒温培养箱

中培养 ! .、6 . 和 D . 后终止培养。测定前 C +，用

Q5= 冲洗后更换无血清 1?1 培养液 !"""-，同时加

入 !""- "ADB1OO，培养箱中孵育 C +，加入 !D""-
!"B=2=，69(水浴振荡 ’ +，冷却至室温后在酶标仪

上 D9"%# 处测定每孔的吸光度值（!D9"）。

!"#"& >5 碱性磷酸酶活性检测（QRQQ 偶氮法）：细

胞接种同 >5 增殖能力检测。培养 ’C + 后，基质换

成实验分组所需基质（同 >5 增殖能力检测）。继续

在 DB7>’、69(的恒温培养箱中培养 9’ + 后终止培

养。弃去培养液，Q5= 冲洗 6 次，每孔加入 "A"DB
OS$<H%4T !"""- 超声裂解。取细胞裂解液 D""- 于

C(预冷的 NP 孔板，再加入 !D""- 的 3FQ 底物反应

液（QRQQ42?3 溶液），然后于 69(恒温振荡箱中放

置 6" #$%，以 "A! #H-MFRI>U 终止反应，酶标仪在

C"D%# 处测定每孔的吸光度 >2 值（!C"D）。另取 C"-
细胞裂解液，按照 573 法蛋白定量检测试剂盒说明

进行蛋白定量检测。3FQ 活性最终以 VM#W 蛋白表

示。

!"#"’ >5 矿化能力检测（3X= 法）：将第 ’ 代对数

生长期细胞以 D K !"C M孔接种于 CL 孔培养板，每组 P
复孔。培养 ’C + 后，基质换成实验分组所需基质

（同 >5 增殖能力检测）。以后隔天换液，一周后加

入矿化诱导液（含 D""WM#F 3;,HSG$, 3,$. 和 !" ##H-M

F RI4!4W-Y,*SH-4Z+H;Z+I<*），第 ’" 天用 NDB 乙醇原位

固定 6" #$%，"A’B 茜素红（3X=）矿化结节染色后，

用 Q$T*SI !D"7F 荧光显微数码成像系统拍照保存并

用 =$#Z-* Q7[ 专业图象分析系统计数直径 \ D""#
的矿化结节并计算面积，结果以 ##’ M孔表示。

!"#"( 统计学处理：采用 =Q== !!AD 统计软件，组间

比较应用 >%*4]IY 3R>03 分析，数据统计结果均用

均数 ^ 标准差（!" ^ #）表示，$ @ "A"D 为差异有统计

学意义。

# 结果

#"! :*%$;<*$% 对乳腺癌细胞致 >5 增殖能力改变的

影响

与培养基对照组比较，加入 D"B来自 1234154
’6! 或 17849 细胞条件培养基后 ! .、6 . 和 D .，均

对 >5 增殖率产生明显抑制作用（$ @ "A"!）。而用

:*%$;<*$% 进行干预 ! .、6 . 和 D . 后，>5 增殖率均有

不同程度的提高。与条件培养基组比较，除 :9 在 !
.、6 . 的 >5 增殖率有增加但无统计学意义外，:9 在

D .，:L 和 :N 在 ! .、6 . 和 D . 的 >5 增殖率均有明

显增加（$ @ "A"D）。且这种促进作用同 !9!4雌二醇

的作用相似，尤其是在 D 天作用时间点时，各药物组

的 >5 增殖率基本能恢复或超过培养基对照组。详

见（图 !）。

#"# :*%$;<*$% 对乳腺癌细胞致 >5 分化能力改变的

影响

进 一 步 分 析 了 :*%$;<*$% 对 1234154’6! 和

17849 细胞条件培养基致成骨细胞 3FQ 活性的影

响。结果表明，加入 D"B来自 1234154’6! 或 1784
9 细胞条件培养基后 6 . 可明显下调 >5 的 3FQ 活

性，其分别较培养基对照组下降 CNA6B和 CLANB（$
@ "A"!），3FQ 染色阳性反应细胞数也明显减少。用

:*%$;<*$% 进行干预后，3FQ 染色阳性反应细胞数明

显增加，>5 的 3FQ 活性表达显著提高，不同剂量

:*%$;<*$% 作用后 >5 的 3FQ 活性分别较条件培养基

组增 加 ’’A9B、6’ACB、P6ADB 和 ’9A9B、6’A"B、

DLA6B，差异有统计学意义（$ @ "A"D）。这种促进作

用同 !9!4雌二醇的作用相似（3FQ 活性增加 CPA"B
和 D!ACB）。详见（图 ’、6）。

#"$ :*%$;<*$% 对乳腺癌细胞致 >5 矿化能力改变的

影响

原代 >5 加入 D"B来自 1234154’6! 或 17849
细胞条件培养基，并加入不同浓度 :*%$;<*$% 培养 ’"
. 后，用茜素红 = 染色进行分析。结果显示：培养基

L"D 中国骨质疏松杂志 ’""N 年 9 月第 !D 卷第 9 期 7+$% _ >;<*HZHSH;，_/-Y ’""N，0H- !D，RH‘9



图 ! !"#$%&"$# 对乳腺癌细胞致 ’( 增殖能力改变的影响

)：’%&"*+,-%&% ./,&/0"1 2$&3 456 78)97(9:;< .*#1$&$*#"1 ="1$/=；(：’%&"*+,-%&% ./,&/0"1 2$&3 456 7>?9@

.*#1$&$*#"1 ="1$/=A!! ! B 5C5<，! ! B 5A54，D%A E7；F F ! B 5A5<，F ! B 5C54，D%A >7AE7：D"3$.," ="1$/=，>7：

.*#1$&$*#"1 ="1$/=，>7 G H:：456 .*#1$&$*#"1 ="1$/= I,/% 456（7H7 G <@!9"%&0-1$*,），&3" J$#-, .*#."#&0-&$*# *J

<@!9"%&0-1$*, 2-% 4 K <5 L M =*,NO，>7 G !：456 .*#1$&$*#"1 ="1$/= I,/% 456（7H7 G P"#$%&"$#），&3" J$#-,

.*#."#&0-&$*# *J P"#$%&"$# 2-% 4 K <5 L @ =*,NO（!@），4 K <5 L M =*,NO（!M），4 K <5 L Q =*,NO（!Q）

图 " !"#$%&"$# 对乳腺癌细胞致 ’( 分化能力改变的影响

)：’%&"*+,-%&% ./,&/0"1 2$&3 456 78)97(9:;< .*#1$&$*#"1 ="1$/=；(：’%&"*+,-%&% ./,&/0"1 2$&3 456 7>?9@

.*#1$&$*#"1 ="1$/=A!! ! B 5A5<，! ! B 5A54，D%A E7：F F ! B 5A5<，F ! B 5A54，D%A >7

对照组细胞中可见到大小不一、形态各异的红色矿

化结节形成。但用 456来自 78)97(9:;< 或 7>?9@
细胞条件培养基培养 ’( 的矿化结节形成面积明显

减小，与培养基对照组比较，’( 矿化能力抑制明显

（! B 5C54）。用 !"#$%&"$# 进行干预后，矿化结节形

成面积均有不同程度的增加，但与条件培养基组比

较，差异无统计学意义。详见（表 < 和图 R）。

表 ! !"#$%&"$# 对乳腺癌细胞致 ’( 矿化能力改变的影响

!0*/I
)0"- *J +*#" #*1/,"%（==:）N1$%3

78)97(9:;< 7>?9@

E7 5A;<S T 5A<R< 5 A;S4 T 5A<;S

>7 5A54R T 5A5;S!! 5 A<:@ T 5A5R@!

>7G H: 5A5Q; T 5A545!! 5 A:4Q T 5A<Q:

>7 G !@ 5A<54 T 5A5MM!! 5 A:;R T 5A<<S

>7 G !M 5A5M: T 5A5Q@!! 5 A::S T 5A<S@

>7 G !Q 5A5@M T 5A5RQ!! 5 A:5; T 5A<@;

注：),, D-,/"% -0" I0"%"#&"1 -% ="-# T U8 *J S "VI"0$="#&%A!! ! B 5A

5<，! ! B 5A54，D%A E7

# 讨论

乳腺癌骨转移主要表现为溶骨性的损伤作用，

以往的研究也多集中于探讨乳腺癌细胞如何调节

’> 活性，旨在找到能抑制 ’> 活性的方法，以缓解

或治愈骨丢失。但单纯抑制 ’> 活性并不能完全阻

止溶骨性损伤的进展，如双膦酸盐能用于阻断 ’>
的活性，有助于遏止病变过程，但不能使骨恢复自愈

能力［@］。表明在乳腺癌骨转移中骨量的丢失不仅是

乳腺癌细胞激活 ’> 的作用，可能也包括 ’( 功能的

改变［R，4］。有研究报道乳腺癌细胞可诱导 ’( 的凋

亡和N或干扰正常 ’( 的功能。7-%&0* 等［M］用 78)9

7(9:;<、78)97(9R;4 两种乳腺癌细胞和 3?’(<C<Q
成骨细胞共培养发现乳腺癌细胞可增加 ’( 的凋

亡。7"0."0 等［Q］用来自于 78)97(9:;< 细胞的条件

培养基和 7>;W;9H< 成骨细胞共培养也发现乳腺癌

细胞可改变 ’( 的形态和黏附特性，阻断 ’( 的正常

Q54中国骨质疏松杂志 :55Q 年 @ 月第 <4 卷第 @ 期 >3$# X ’%&"*I*0*%，X/,Y :55Q，E*, <4，Z*A@



图 ! !"#$%&"$# 对乳腺癌细胞致 ’( 分化能力改变的影响（)*+ 染色，, -..）

)/01/$#" 234%231&1%" 15&$6$&7 48 5"//% 59/&9:"; <$&3 =.> ?@)A?(ABC- 54#;$&$4#"; D";$9D（)），

=.> ?EFAG 54#;$&$4#"; D";$9D（(），=.> ?@)A?(ABC- 54#;$&$4#"; D";$9D 1#; =.>（?H?
I HB）（E），=.> ?EFAG 54#;$&$4#"; D";$9D 1#; =.>（?H? I HB）（@），=.> ?@)A?(ABC-
54#;$&$4#"; D";$9D 1#; =.>（?H? I !J）（H），=.> ?EFAG 54#;$&$4#"; D";$9D 1#; =.>

（?H?I !J）（F）

分化过程，抑制骨的形成。本研究探讨了两种不同

转移特性的乳腺癌细胞系 ?@)A?(ABC- 和 ?EFAG 的

条件培养基对 ’( 生物学功能的影响作用。结果证

实了来自人类转移性乳腺癌细胞系 ?@)A?(ABC- 的

条件培养基可明显抑制 ’( 的增殖和分化，表现为

’( 的增殖率、)*+ 活性明显下降，矿化结节形成面

积明显减小。且 ?EFAG 乳腺癌细胞的条件培养基

也对 ’( 的生物学功能有明显影响作用。而 ?EFAG
乳腺癌细胞的侵袭性很弱，通常不发生骨转移，其对

’( 生物学功能的影响作用尚不明确。

乳腺癌骨转移尤其是多发性骨转移临床处理十

分棘手，需多种方法联合治疗，其中激素替代疗法、

选择性雌激素受体调节剂、双磷酸盐多用来抑制骨

吸收，阻止骨丢失。虽然在治疗乳腺癌及骨转移的

过程中达到了一定的治疗效果，但显示均有潜在副

作用。如激素替代疗法可增加脑卒中、肺动脉栓塞

和乳腺癌的发病率［-.，--］；他莫西酚可增加子宫内膜

癌的发病率而雷洛西酚则可促进潮热和心血管疾病

的发生［-B］；近年有研究报道长期应用双磷酸盐可导

致颌骨坏死［-C］。鉴于此，寻找更加安全的选择性雌

激素受体调节剂及雌激素的天然替代品在乳腺癌辅

助治疗和预防骨转移的应用方面受到广泛关注。

!"#$%&"$# 是植物雌激素的重要活性成分，与 -G!A雌
二醇结构相似，可选择性激活 HK!，通过酚环和雌激

素受体结合产生雌激素样效应，但无增加乳腺癌、子

宫内膜癌等发病危险性的负面作用，还可表现出抗

氧化、抗肿瘤、降低心血管疾病发生的危险性、缓解

妇女更年期综合征、提高免疫功能、抗炎等有益作

用，被认为是一种天然选择性雌激素受体调节剂

（LHK?）［-M，-=］。

成骨细胞是骨代谢的主要功能细胞，可通过快

速增殖，基质成熟和矿化三个阶段促进骨的形成。

基质成熟可通过分泌 )*+ 来检测，矿化过程则以矿

化结节形成为标志［-N］。在正常的骨生理条件下，

.-= 中国骨质疏松杂志 B..O 年 G 月第 -= 卷第 G 期 E3$# P ’%&"424:4%，P9/7 B..O，Q4/ -=，R4SG



图 ! !"#$%&"$# 对乳腺癌细胞致 ’( 矿化能力改变的影响（茜素红 ) 染色，* +,,）

’%&"-./0%&% 1"2" 34/&42"5 1$&6 7,8 9:;<9(<=>+ 3-#5$&$-#"5 ?"5$4?（;），7,8 9@A<B
3-#5$&$-#"5 ?"5$4?（(），7,8 9:;<9(<=>+ 3-#5$&$-#"5 ?"5$4? 0#5 7,8（9C9 D C=）（@），

7,8 9@A<B 3-#5$&$-#"5 ?"5$4? 0#5 7,8（9C9 D C=）（:），7,8 9:;<9(<=>+ 3-#5$&$-#"5
?"5$4? 0#5 7,8（9C9 D !E）（C），7,89@A<B 3-#5$&$-#"5 ?"5$4? 0#5 7,8（9C9 D !E）

（A）F-2 =, 50G% 0#5 %&0$#"5 .G &6" ;/$H02$# I"5 ) ?"&6-5

!"#$%&"$# 可提高成骨细胞 ) 期和 9J!= 期细胞的分

布比例，提高细胞周期蛋白 : 和 C 蛋白质的表达，

显著提高 ’( 的增殖能力［+B］。也可增加 ’( 的 ;KL
活性，提高 ’( 的分化能力［+E，+M］，及增加骨钙蛋白的

释放和 ’( 矿化结节的形成［=,，=+］。本研究用乳腺癌

细胞条件培养基和 ’( 共同培养模拟乳腺癌骨转移

的病理条件，用不同浓度 !"#$%&"$# 进行干预。结果

显示，与条件培养基组相比，!"#$%&"$# 可不同程度的

提高 ’( 的增值率、;KL 活性及增加矿化结节形成

面积，且这种促进作用同 +B!<雌二醇的作用相似。

表明在乳腺癌骨转移的病理条件下，!"#$%&"$# 仍可

促进 ’( 的增殖、分化和矿化能力，不同程度的改善

乳腺癌细胞对 ’( 生物学功能的抑制作用。

本研究从体外细胞实验方面证实了在乳腺癌骨

转移的病理条件下，!"#$%&"$# 同样能对 ’( 生物学功

能起到明显的促进作用，表现为提高 ’( 的增殖能

力、上调 ’( 的 ;KL 活性、促进 ’( 矿化结节形成。

本研究结果证明了 !"$%&"$# 既能有效抑制 ’@ 活性，

又能刺激 ’( 活性，可为临床乳腺癌骨转移的辅助

治疗提供一个新的干预思路。但要寻找到能有效预

防和治疗肿瘤骨转移时骨丢失的新途径，尚需进行

大量的体内外实验。
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