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沙利度胺抑制成骨细胞中骨唾液酸蛋白的基因表达和转录
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　　摘　要：目的　研究沙利度胺作用成骨细胞（ＲＯＳ１７／２．８）后对骨唾液酸蛋白（ＢＳＰ）基因表达和转录活性的影响。方法　将

ＲＯＳ１７／２．８细胞随机分为两组：空白对照组、沙利度胺组（１０μｇ／ｍＬ沙利度胺），各组持续作用１２ｈ后，采用实时荧光定量ＰＣＲ

检测ＢＳＰ信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的表达，用瞬时转染法检测各组的荧光素酶活性，分析ＢＳＰ基因启动子的转录活性。结果　沙利度

胺组的ＢＳＰｍＲＮＡ表达量与空白对照组的表达量取比值，沙利度胺使比值明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；沙利度胺组

ＢＳＰ启动子（ｐＬＵＣ３、４）的荧光素酶活性值即转录活性值与空白对照组的转录活性值取比值，沙利度胺使比值明显降低，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。结论　沙利度胺抑制了ＲＯＳ１７／２．８细胞中ＢＳＰ基因启动子的基因表达和转录。
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１０μｇ／ｍＬｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＢＳＰｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎＲＯＳ１７／２．８ｃｅｌｌｓ．
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　　骨唾液酸蛋白（ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＳＰ）是一种高度糖基

化、硫酸化和磷酸化的细胞外基质蛋白，除了分布于骨、牙齿等

矿化组织中，ＢＳＰ在乳腺癌、前列腺癌、肺癌中也有表达
［１３］。

研究表明，ＢＳＰ在肿瘤骨转移中发挥重要作用，在恶性肿瘤尤

其是乳腺癌骨转移的标志物中显示出很高的灵敏度和特异性，

检测ＢＳＰ的表达量有助于判断患者的病情和预后
［４］。ＢＳＰ能

够通过分子中的ＲＧＤ序列结构（精氨酸甘氨酸天门冬氨酸）

与整合素αｖβ３的结合来刺激肿瘤血管新生和骨的早期形

成［５］。关于ＢＳＰ的基因启动子，Ｓｈｉｍｉｚｕｓａｓａｋｉ等
［６］通过大量

研究在ＢＳＰ启动子序列中发现了与多个与转录因子相关的应

答元件，这些应答元件集中分布在 ＢＳＰ启动子－１１６＋６０

（ｐＬＵＣ３）和－４２５＋６０（ｐＬＵＣ４）的区域内
［７］。沙利度胺（ｔｈａ

ｌｉｄｏｍｉｄｅ，商品名：反应停），曾作为止吐药物广泛用于妊娠妇

女，而后因其严重的致畸作用而被长期禁用［８９］。近年来，沙利

度胺因其抗肿瘤潜能再次成为研究和应用的热点。研究表明，

沙利度胺能够抑制肿瘤血管生长因子的生成［１０］，抑制肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）合成进而减少白细胞介素６（ＩＬ６）产生来抑

制肿瘤生长［１１］，对肿瘤治疗和防止肿瘤远处转移有重要意义。

临床研究表明，沙利度胺对多发性骨髓瘤，骨髓增生异常综合

征等有良好的治疗效果［１２１３］。上述研究结果表明，ＢＳＰ与沙

利度胺在恶性肿瘤的发生、转移和治疗中发挥重要作用，但有

关两者相互作用的研究报道尚不多见，为此，本研究探讨了沙

利度胺对成骨细胞中ＢＳＰ基因转录的影响，为研究沙利度胺

的抗肿瘤机制提供新的试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　沙利度胺购自Ｓｉｇｍａ公司；基本必须培养基（α

ＭＥＭ），胎牛血清（ＦＣＳ），脂质转染体，青霉素、链霉素和胰蛋

白酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｐＬＵＣｂａｓｉｃ和ｐＳＶβ半乳糖苷酶对

照载体购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；实时荧光定量ＰＣＲ仪与ＰＣＲ试剂

盒购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　本试验采用相对高表达ＢＳＰ的大鼠成骨

细胞系（ＲＯＳ１７／２．８）。用含有１０％ＦＣＳ的αＭＥＭ 在６０ｍｍ

的培养皿中培养ＲＯＳ１７／２．８细胞至完全融合，更换无血清α

ＭＥＭ继续培养细胞１２ｈ后，空白组再次更换无血清αＭＥＭ，

沙利度胺组加入含有１０μｇ／ｍＬ沙利度胺的无血清αＭＥＭ，

各组分别作用１２ｈ后，冲洗，收集细胞，离心，－８０℃保存。

１．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ　采用苯酚氯仿法从ＲＯＳ１７／２．８

细胞中提取总ＲＮＡ，测定样本吸光度（Ａ）值，以Ａ２６０／Ａ２８０的比

值鉴定总ＲＮＡ的纯度。用ＥｘＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒，以１μｇ总

ＲＮＡ作为模板合成ｃＤＮＡ。使用大鼠ＢＳＰ和ＧＡＰＤＨ两种引

物，见表１。

表１　　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

引物 序列

ＢＳＰ 正义链 ５′ＡＧＡＣＣＡＣＡＧＣＴＧＡＣＧＣＴＧＧＡ３′

反义链 ５′ＣＣＧＴＴＧＡＣＧＡＣＣＴＧＣＴＣＡＴＴ３′

ＧＡＰＤＨ 正义链 ５′ＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡ３′

反义链 ５′ＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧ３′
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实时荧光定量 ＰＣＲ 反应：使用 Ｔａｋａｒａ公司的 ＴＰ８００

ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒｄｉｃｅ系统进行实时灾光定量ＰＣＲ反应。将２

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ酶混合液１２．５μＬ，０．２μｍｏｌ／Ｌ的正、反

义链引物各０．１μＬ，２５ｎｇ的ｃＤＮＡ模板２．５μＬ，混合配制成

２５μＬ的反应混合液。反应条件：９５℃预变性１０ｓ，热启动后，

９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，９５℃１５ｓ，４０个循环。然通过扩增曲线

观察ＰＣＲ产物的特异性，以ＧＡＰＤＨ作为组内对照。以沙利

度胺组与空白对照组数值的比值作为ＢＳＰｍＲＮＡ的表达量。

３次独立试验结果取平均值。

１．２．３　瞬时转染分析　将ＲＯＳ１７／２．８细胞植入直径３５ｍｍ

的细胞培养皿中，在含有１０％ＦＣＳ的αＭＥＭ中培养２４ｈ，待

细胞达到５０％～７０％融合时，无血清αＭＥＭ中加入脂质体进

行瞬时转染。每个培养皿的转染混合物中包含０．５μｇ结合有

ＢＳＰ启动子片段的虫荧光酶质粒ｐＬＵＣ３（－１１６～＋６０）和

ｐＬＵＣ４（－４２５～＋６０）或者不含ＢＳＰ启动子片段的空白载体

ｐＬＵＣｂａｓｉｃ（ｐＬＵＣＢ），以及包含２μｇ作为组内对照的β半乳

糖苷酶颗粒（ｐＳＶβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，βｇａｌ）。转染混合物作用细

胞１２ｈ后，更换含有１０％ＦＣＳ的αＭＥＭ继续培养３６ｈ，待细

胞达到完全融合后，随即分组处理。空白对照组：只加入无血

清αＭＥＭ；沙利度胺组：加入浓度为１０μｇ／ｍＬ沙利度胺的无

血清αＭＥＭ。分别作用细胞１２ｈ后，收集细胞，依照程序

（Ｐｉｃａｇｅｎｅ；ＴｏｙｏＩｎｋｉ，东京，日本）并使用测光仪（ＡｃｕｕＦＬＥＸ

Ｌｕｍｉ４００；Ａｌｏｋａ，日本）检测各组的虫荧光素酶活性。将各组

数值与空白载体ｐＬＵＣＢ数值的比值作为各组结果。３次独立

试验结果取平均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊用表示，差异的显著性用组间狋检验。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

实时荧光定量ＰＣＲ扩增曲线平滑，ＰＣＲ产物特异性好。

与空白对照组比较，１０μｇ／ｍＬ沙利度胺降低了ＢＳＰｍＲＮＡ的

表达量，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。沙利度胺抑制了ＢＳＰ

基因启动子ｐＬＵＣ３、４的转录活性。与空白对照组比较，１０

μｇ／ｍＬ沙利度胺使ＢＳＰ基因启动子片段ｐＬＵＣ３、４的荧光素

酶活性值与ｐＬＵＣＢ荧光素酶活性值的比值即相对转录活性

降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　１０μｇ／ｍＬ沙利度胺对ＢＳＰｍＲＮＡ表达及ＢＳＰ基因

　　启动子ｐＬＵＣ３、４转录活性的影响（狓±狊，狀＝３）

组别
ＢＳＰ启动子转录活性

ＢＳＰｍＲＮＡ表达 ｐＬＵＣ３ ｐＬＵＣ４

空白对照组 １ ４．２２０±０．２３６ ３．７０９±０．３１３

沙利度胺组 ０．３７５±０．０１４ ２．０５２±０．０６８ １．９５７±０．０４９

　：犘＜０．０５，与空白对照组比较。

３　讨　　论

肿瘤细胞的转移和扩散是恶性肿瘤治疗失败的主要原因

之一，研究肿瘤细胞转移的机制和信号途径对于改进恶性肿瘤

的靶向治疗、研制新的抗肿瘤药物、抑制肿瘤细胞转移扩散具

有十分重要的意义。肿瘤血管生成是恶性肿瘤生长和转移的

形态学基础和营养来源，在恶性肿瘤转移中起决定性的作

用［１４］。血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）被认为是最重要的促血管

生长因子，与肿瘤的生长、转移关系密切［１５］。有研究表明，

ＶＥＧＦ通过与其受体结合促进肿瘤血管新生，并促进肿瘤细胞

通过淋巴管向全身扩散［１６］。ＢＳＰ属于小整合素结合配体Ｎ端

联结糖蛋白家族（ＳＩＢＬＩＮＧ），ＢＳＰ生物学功能与整合素αｖβ３

关系密切［１７］。研究表明，ＢＳＰ通过羧基端的 ＲＧＤ序列结构

（精氨酸甘氨酸天门冬氨酸）与整合素αｖβ３结合来磷酸化整

合素连接激酶（ＩＬＫ），激活ＩＬＫ信号通路，磷酸化蛋白激酶Ｂ

（ＰＫＢ），进而活化ｍＴＯＲ／Ｆｒａｐ，通过阻击缺氧诱导因子（ＨＩＦ）

促进ＶＥＧＦ的表达，从而促进肿瘤血管生成和转移
［１８］。ＢＳＰ

与整合素αｖβ３的基因表达水平和结合水平被认为是影响ＩＬＫ

信号通路的重要因素［１９］。沙利度胺抗肿瘤作用的一个重要机

制是其能够抑制整合素的基因表达［２０］。本研究结果显示，沙

利度胺可以抑制成骨细胞中ＢＳＰ的基因表达和转录活性，综合

相关试验结果，沙利度胺对ＢＳＰ和整合素的基因表达都有抑制

作用，提示沙利度胺可能通过抑制ＢＳＰ和整合素两者的基因表

达和结合水平来影响ＩＬＫ信号通路，进而抑制 ＶＥＧＦ的生成，

减少肿瘤血管新生和转移，发挥其抗肿瘤作用。

在恶性肿瘤的远处转移中，骨转移是最常见的并发症，因

为骨组织具有丰富的血运和适宜肿瘤细胞入侵和增殖的微环

境。肿瘤细胞的入侵改变了成骨细胞和破骨细胞的功能平衡，

形成了成骨性、溶骨性或混合性的骨质破坏，因此，成骨细胞在

恶性肿瘤的骨转移中发挥了重要作用。研究证明，大鼠成骨细

胞系中ＢＳＰ的基因表达较高，是ＢＳＰ分子水平研究的有效载

体［１７］。基于以上研究，本试验以大鼠成骨细胞系ＲＯＳ１７／２．８

为载体，研究了沙利度胺对ＢＳＰ基因表达的作用，但在其他细

胞系中沙利度胺对ＢＳＰ表达的影响仍需要进一步研究。

体外试验证明，１０～２００μｇ／ｍＬ浓度范围的沙利度胺能够

抑制乳腺癌细胞的增殖和血管内皮生长因子的表达，１０～２００

μｇ／ｍＬ被认为是进行沙利度胺体外试验的有效浓度范围，依

据这些研究的结果，本试验以１０μｇ／ｍＬ为刺激浓度研究了沙

利度胺对ＢＳＰ基因表达和转录的影响，其他浓度的沙利度胺

对ＢＳＰ的作用如何，不同浓度沙利度胺的作用有无差别，这些

问题都有待于进一步的试验来阐明。

作为重要的抗肿瘤药物，沙利度胺在多发性骨髓瘤、骨髓

增生异常综合征等恶性肿瘤的治疗中取得良好的效果，并被逐

步应用于其他肿瘤的治疗中，但其抗肿瘤的机制尚不清楚，尤

其是分子水平的研究仍处于起步阶段。本试验证明了大鼠成

骨细胞系中沙利度胺对ＢＳＰ基因表达的抑制作用，为研究沙

利度胺的抗肿瘤作用机制提供了新的试验依据。
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ｂｉｔａｎｔｉｔｈｙｍｏｃｙｔｅｇｌｏｂｕｌｉｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００６，１０７（７）：２８９５

２９０３．

［１２］袁宁宁，张星星，朱绮文．沙利度胺联合ＶＡＤ方案治疗多

发性骨髓瘤的临床研究［Ｊ］．临床血液学杂志，２００４，１７

（４）：２０９２１１．

［１３］徐泽锋，秦铁军，张悦，等．环孢素联合沙利度胺治疗骨髓

增生异常综合征［Ｊ］．中华血液学杂志，２０１０，３１（７）：４５１

４５５．

［１４］聂富祥，陈根元．转移性骨肿瘤中ＣＯＸ２，ＶＥＧＦ及微血

管的关系［Ｊ］．第四军医大学学报，２００７，２８（９）：８４６８４８．

［１５］周锐，王平，王建祥．ＣＯＸ２，ＶＥＧＦ和βｃａｔｅｎｉｎ表达及其

与乳腺癌的相关性研究［Ｊ］．临床外科杂志，２００９，１７（２）：

１２２１２４．

［１６］郭琳，张丹丹，王强．ＶＥＧＦＣ与恶性肿瘤相关性的研究

进展［Ｊ］．山东医药，２００９，４９（７）：１１３１１４．

［１７］ＯｇａｔａＹ．Ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａ

ｔｏｒｙｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＪＰｅｒｉｏｄｏｎｔＲｅｓ，２００８，４３（２）：１２７

１３５．

［１８］ＥｄｗａｒｄｓＬＡ，ＷｏｏＪ，ＨｕｘｈａｍＬＡ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＶＥＧＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｇｌｉｏｂｌａａｔｏｍａｍｕｌｉｆｏｒｍｅ

ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ

（ＩＬＫ）［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒｔＴｈｅｒ，２００８，７（１）：５９７０．

［１９］彭远远，王捷．骨唾液酸蛋白通过整合素ｖβ３调控ＩＬＫ信

号通路［Ｊ］．生物技术通报，２０１２，２７（１）：１７２１７６．

［２０］刘国珍，王春波，李光耀．沙利度胺抗肿瘤作用机制研究

进展及在骨髓增生异常综合征治疗中的应用［Ｊ］．山东医

药，２００９，４９（１１）：１１７１１８．

（收稿日期：２０１３０１１５　修回日期：２０１３０３２１）
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