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骨形成蛋白２诱导肝癌细胞凋亡及其机制
唐四元
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　　摘要：目的　观察骨形成蛋白 ２（ＢＭＰ２）诱导人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用及机制。方法　以
ＥＬＩＳＡ法检测 ＢＭＰ２诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，并以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＭＰ２处理后 Ｂｃｌ２和 Ｆａｓ抗原的

表达变化。结果　１～１００ｎｇ／ｍＬ浓度 ＢＭＰ２均对 ＨｅｐＧ２细胞有诱导凋亡的作用，并能下调 Ｂｃｌ２的

表达量，同时增加 Ｆａｓ抗原的表达。结论　ＢＭＰ２可诱导 ＨｅｐＧ２肝癌细胞凋亡，其机制可能是通过

Ｆａｓ介导的途径。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３５．７　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　研究表明，肝癌癌旁组织中骨形成蛋白 ２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ）的含量高于肝
癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）细胞［１］；另有研

究发现 ＢＭＰ２促进肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２细胞中抑
癌因子 ＰＴＥＮ蛋白的表达［２］。ＢＭＰ２对肝癌细胞
的生物学行为的作用及其机制尚不明了。笔者对

ＢＭＰ２对 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用及其机制进行了
研究，旨在为 ＨＣＣ临床治疗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料及细胞培养
人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２购自中国科学院上海细

胞生物学研究所。用 ＲＰＭＩ１６４０培养液（ＧＩＢＣＯ
公司）培养，其中含 １０％胎牛血清（ＦＢＳ，ＧＩＢＣＯ
公司）、青霉素 １００Ｕ／ｍＬ及链霉素 １００Ｕ／ｍＬ。
置 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱内传代培养，隔天换液
１次。每次传代时用 ０．２５％胰酶（含 ０．０２％ ＥＤ
ＴＡ）溶液消化。
１．２　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞凋亡

ＨｅｐＧ２细胞培养于 ６孔板。Ａ组分别用 ０，１，
１０，１００，２００ｎｇ／ｍＬＢＭＰ２干预细胞 ４８ｈ，检测
其剂量依赖关系；Ｂ组用 １００ｎｇ／ｍＬＢＭＰ２分别
干预细胞 ０，６，１２，２４ｈ，检测其时间依赖关系。
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检测步骤：⑴用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞 ２
次，用试剂盒中的细胞裂解液裂解，１５００ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎ，取上清液（其中含有核小体）；⑵在
微定量板上加入吸附组蛋白体；⑶加上清液使抗
组蛋白抗体与核小体上的组蛋白结合；⑷加辣根
过氧化物酶标记的抗 ＤＮＡ抗体使之与核小体上
的 ＤＮＡ结合；⑸加酶的底物，测光 ４５０ｎｍ吸收值。
１．３　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

参照分子克隆实验指南进行操作。用 ０，１，
１０，１００ｎｇ／ｍＬＢＭＰ２干预细胞 ２４ｈ后裂解细胞
收集蛋白。各组取 ５０μｇ蛋白电泳，转移至硝酸纤
维素膜上。封闭后分别用０．４μｇ／ｍＬ单克隆鼠抗
人 Ｂｃｌ２，各多克隆鼠抗人 Ｆａｓ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）ＰＢＳ温育 ２ｈ。１∶２５００兔抗鼠辣根过氧化物
酶的 ＰＢＳ温育 １ｈ。化学发光增强试剂（Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）自显影 １ｍｉｎ，洗片显带。所有杂
交信号在 ＢｉｏＲａｄＪｅｌｄｏｃ２０００图像分析系统进行光

密度扫描，数值以各地塞米松干预组与对照组的

比值表示。

１．４　统计学处理
数据以 ｘ±ｓ表示，组间比较用方差分析。

２　结　果

２．１　ＥＬＩＳＡ检测 ＢＭＰ２对 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的
影响

ＥＬＩＳＡ检测显示，１～２００ｎｇ／ｍＬＢＭＰ２干预
组细胞凋亡值显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），其中
１００ｎｇ／ｍＬ浓度作用最强；在 １～１００ｎｇ／ｍＬ浓度
范围内呈剂量依赖性（图 １）。ＢＭＰ２１００ｎｇ／Ｌ
干预细胞 ６，１２，２４ｈ后检测到细胞凋亡；随着时
间的延长，凋亡值增加，呈时间依赖性（图 ２）。表
明 ＢＭＰ２促进 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，且呈剂量和时间
依赖性。
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注：与对照组相比，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

　　图１　ＢＭＰ２对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的剂量影响 　　图２　ＢＭＰ２作用时间对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＭＰ２对 ＨｅｐＧ２细胞
Ｂｃｌ２和 Ｆａｓ蛋白表达的影响

ＢＭＰ２促进 Ｆａｓ蛋白表达，而抑制 Ｂｃｌ２蛋白
表达，均呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。
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图 ３　ＢＭＰ２对 Ｂｃｌ２与 Ｆａｓ蛋白表达的影响

３　讨　论

中国是原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ，ＰＨＣ）
的高发区。原发性肝癌在中国恶性肿瘤的发病

率中占第 ３位，仅次于胃癌和肺癌，年发病率约
为欧美的 １０倍以上。肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在中国占原发性肝癌（ＰＨＣ）的
９１．５％，其具体发病机制目前尚未阐明。

有研究表明，癌旁组织中 ＢＭＰ的含量比 ＨＣＣ
高［１］，推测 ＨＣＣ发生可能与肝细胞中 ＢＭＰ的含量
减少有关；ＢＭＰ２还能促进 ＨｅｐＧ２中抑癌因子
ＰＴＥＮ蛋白的表达［２］。ＢＭＰ属于 ＴＧＦβ细胞因子
超家族，是一种在细胞生长、分化、凋亡和机体多

５３
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种组织和器官形态发生中起重要调控作用的细

胞因子。最初发现 ＢＭＰ是一种可在异位诱导骨
和软骨形成的蛋白随着对 ＢＭＰｓ家族成员的深入
研究和扩展，已发现 ＢＭＰｓ广泛分布于人体多种
组织和细胞中，对靶细胞的生长、分化以及凋亡

具有调控作用，在机体胚胎生长发育、创伤愈合、

肿瘤［３－６］的发生发展等过程中起重要作用。研究

证明，ＢＭＰ２可抑制乳腺癌细胞增殖；ＢＭＰ２在
机体的许多肿 瘤如骨肉瘤、骨纤维异常增殖

症［７］、唾液腺肿瘤［８］中均有表达，并且影响其临床

和预后［３－４］。

恶性肿瘤的发生发展，不仅是肿瘤细胞无限

增殖的结果，而且是肿瘤细胞凋亡受阻的结果。

因此能抑制肿瘤细胞增殖和诱导肿瘤细胞凋亡

的药物，将在肿瘤的治疗中发挥重要作用。人为

地启动凋亡的发生则可对肿瘤达到治疗目的。

一般抗癌药物、激素制剂、放疗等的作用均系通

过启动内在的凋亡机制，诱导各自敏感的细胞发

生凋亡以达到治疗目的［９］。对细胞凋亡加以诱导

或抑制，已成为防治肿瘤的一种新策略和研究的

新热点。故认为能否诱导凋亡以及诱导凋亡的

程度成为评价抗肿瘤药物的重要指标。本研究

发现 ＢＭＰ２可促进肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２的凋亡。
有研究表明，Ｆａｓ抗原在细胞凋亡事件中起

传递信号的作用［１０－１１］。当 Ｆａｓ抗原与 Ｆａｓ配体
（ＦａｓＬ）结合，通过神经鞘磷酸脂酶的活化，使
神经鞘磷脂分解，产生神经酰胺，从而激活一系

列神经酰胺依赖性蛋白激酶，启动了胞内磷酸化

过程，最终导致 ＤＮＡ降解，细胞凋亡。Ｂｃｌ２参
与 Ｆａｓ介导的细胞凋亡的调控［１２］。Ｆａｓ重组表达
载体导入小鼠淋巴细胞，使之表达 Ｆａｓ抗原，再
用 Ｆａｓ抗体处理，结果转染细胞出现明显的凋
亡；如果以 Ｂｃｌ２与 Ｆａｓ共转染这些细胞，再用
Ｆａｓ抗体处理，发生凋亡的程度明显减轻。表明
Ｂｃｌ２与 Ｆａｓ介导的细胞凋亡关系极为密切。另
外，Ｆａｓ介导的凋亡通过 Ｆａｓ受体、Ｒａｓ到小 Ｇ蛋
白、Ｒａｓ１和 Ｒａｓ２的信号传递途径；而 Ｂｃｌ２能干
扰 Ｒａｓ与其下游效应蛋白分子的结合而阻挠信号
传递途径，使凋亡形成减少。有研究者［１３］发现阿

霉素 通 过 下 调 Ｂｃｌ２基因表达诱导肝 癌 细 胞
ＨＣＣ９２０４的凋亡。本研究显示，ＢＭＰ２处理后
的 ＨｅｐＧ２细胞 Ｆａｓ的表达高于未经处理的细胞，
Ｂｃｌ２的表达少于未经处理的细胞，表明 ＢＭＰ２

可能通过调控 Ｂｃｌ２和 Ｆａｓ的表达而促进 ＨｅｐＧ２
细胞的凋亡。

本研究发现，ＢＭＰ２通过从蛋白水平上调节
Ｂｃｌ２和 Ｆａｓ的表达从而促进肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的
凋亡，为肿瘤的治疗提供一定的理论依据。但

ＢＭＰ２与肝癌细胞增殖凋亡之间的联系仍需深
入研究。

参考文献：

［１］　杨智英，段贤斌，黄河，等．ＨＣＣ及其癌旁组织中 ＢＭＰｓ
的免疫组化定量分析［Ｊ］．实用预防医学，２００２，９
（４）：３２３－３２４．

［２］　李秀青，王琦．肝癌中骨形成蛋白 ２对 ＰＴＥＮ蛋白水
平影响的研究［Ｊ］．中国药物与临床，２００７，７（１）：２４
－２６．

［３］　ＳｕｌｚｂａｃｈｅｒＩ，ＢｉｍｅｒＰ，ＴｒｉｅｂＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａａｎｄｉｔｓｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ａｓａｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，２００２，５（５）：
３８１－３８５．

［４］　傅升，金岩．骨形成蛋白（ＢＭＰ）－２／４，ＩＡ型 ＢＭＰ受体
及 Ｓｍａｄｌ，４，５在 Ｔｃａ８１１３舌癌细胞中的表达及意义
［Ｊ］．现代口腔医学杂志，２００２，１６（５）：３９３－３９４．

［５］　何飞，杨峥嵘．ＢＭＰ２在大鼠牙髓损伤修复中的表达
及其对牙髓细胞的生物学效应［Ｊ］．第三军医大学学
报，２００２，２４（１０）：１２２２－１２２５．

［６］　ＪｉｎＹ，ＴｉｐｏｅＧＬ，ＬｉｏｎｇＥＣ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ
２／４，－５ａｎｄＢＭＰＲＩＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍａｌｉｇｎａｎｃｙｏｆｏｒａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．ＯｒａｌＯｎｃｏｌ，２００１，７（３）：２２５－２３３．

［７］　岳文，杨连甲，马明，等．骨形成蛋白在颌骨骨肉瘤中
的表达及临床意义［Ｊ］．中华口腔医学杂志，１９９９，
３４（３）：１７５－１７７．

［８］　ＺｈａｏＭ，ＴａｋａｔａＴ，ＯｇａｗａＩ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２ａｎｄｔｙｐｅＩＩ
ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｐｌｅｏｍｏｒｐｈｉｃａｄｅｎｏｍａｏｆｓａｌｉｖａｒｙｇｌａｎｄｓ［Ｊ］．Ｏｒａｌ
ＰａｔｈｏｌＭｅｄ，１９９８，２７（７）：２９３－２９６．

［９］　ＮｉｃｈｏｌｓｏｎＤＷ，ＴｈｏｒｎｂｅｒｒｙＮＡ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｌｉｆｅａｎｄｄｅａｔｈ
ｄｅｃｉｓｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００３，２９９（５６０４）：２１４－
２１５．

［１０］ＣａｐｐｅｌｌｏＦ，ＢｅｌｌａｆｉｏｒｅＭ，ＰａｌｍａＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ：ｒｏｌｅｏｆｐ５３ｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄＦａｓ／ＦａｓＬ
ｓｙｓｔｅｍ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］． ＥｕｒＪＨｉｓｔｏｃｈｅｍ，２００２，４６
（３）：１９９－２０８．

［１１］陈能志，吕新生，魏尚典，等．缺血处理对鼠肝细胞凋
亡及调控基因（Ｂｃｌ２，Ｆａｓ）蛋白表达的影响［Ｊ］．中国
普通外科杂志，２００１，１０（４）：３３４－３２８．

［１２］ＦｕｊｉｗａｒａＩ，ＮａｋａｊｉｍａＨ，ＭｉｚｕｔａＮ，ｅｔａｌ．Ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｐｉｇｃｅｌｌｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｈｕｍａｎｐｅｒｆｏｒ
ｉｎ／ｇｒａｎｚｙｍｅｓｏｒＦａｓＬ／Ｆａｓｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔＰｒｏｃ，２０００，３２（５）：９４１－９４２．

［１３］郑建勇，李开宗，王为忠，等．阿霉素诱导人肝癌细胞
凋亡机机制的研究［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００５，１４
（７）：５０９－５１１．

６３




