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骨桥蛋白对骨髓内皮祖细胞体外增殖功能的影响

王　玥，隋金珂，方国恩，施俊义，苏东玮
第二军医大学长海医院普通外科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　观察骨桥蛋白（ＯＰＮ）对体外培养的人骨髓源性内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）增殖功能的影响及可能的机制。方
法　以密度梯度离心法获取人骨髓单个核细胞（ＭＮＣｓ），差速贴壁法培养８ｄ，由形态学、流式细胞仪、Ｄｉｌ标记的乙酰化低密
度脂蛋白和ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集素１双染鉴定为ＥＰＣ后，免疫组化和ＲＴＰＣＲ方法检测ＯＰＮ在ＥＰＣ的表达。加入不同

浓度人重组ＯＰＮ和ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２和Ａｋｔ抑制剂作用于ＥＰＣ，采用ＣＣＫ８法观测ＥＰＣ的增殖能力。结果　人重
组ＯＰＮ促进ＥＰＣ的增殖功能，并且呈剂量依赖性。抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可以阻断ＯＰＮ对ＥＰＣ增殖能力的影响。结

论　人重组ＯＰＮ在体外可能通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路调节人骨髓源性ＥＰＣ的增殖能力。
　　［关键词］　骨桥蛋白；内皮祖细胞；细胞增殖
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　　 内 皮 祖 细 胞 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＥＰＣｓ）是内皮细胞的前体细胞。Ａｓａｈａｒａ等［１］于

１９９７年首先从外周血中分离出ＣＤ３４＋／ＶＥＧＦＲ２＋

的血管ＥＰＣｓ，它具有向内皮细胞分化的潜能。后
来研究证实外周血ＥＰＣｓ来源于骨髓［２］，参与成体
缺血部位和肿瘤部位的血管生成。近来研究表明，

ＥＰＣｓ在肿瘤释放的细胞因子及趋化因子如血管内
皮生长因子（ＶＥＧＦ）［３］、ＳＤＦ１［４］、ＧＣＳＦ［５］等及自身
合成的细胞因子如 ＭＭＰ９［６］、ＶＥＧＦ、肝细胞生长因
子（ＨＧＦ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ１）［７］等的作用

下，从骨髓动员至外周血，跨内皮迁移，定居到肿
瘤组织，参与肿瘤组织血管新生。肿瘤的血管新生
（ｎｅｏｖａｓｃｕｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ）包括血管生成（ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ）
和血管形成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）两种方式，其形成主要靠

ＥＰＣ动员、移行、定居和功能性合并［８］。

　　骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）是一种分泌型磷
酸化糖蛋白，它在肿瘤细胞中有较高表达。肿瘤组
织和血浆血清中高表达 ＯＰＮ的乳腺癌患者容易发
生转移，预后不良［９１０］。近来的报道指出ＯＰＮ在肿
瘤中的高表达与肿瘤血管密度（ＭＶＤ）相关［１１１２］，
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ＯＰＮ作为血管因子可以促进内皮细胞增生，增加肿
瘤新生血管形成［１３１４］。

　　本研究观察ＯＰＮ对体外培养的骨髓ＥＰＣ增殖
功能的影响，旨在从ＥＰＣ的角度，初步探讨骨桥蛋
白高表达乳腺癌的血管形成机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＥＧＭＭＶ２培养基购自德
国ＰｒｏｍｏＣｅｌｌＧｍｂＨ公司；Ｍ１９９培养基、胎牛血清
（ＦＣＳ）购自美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；人纤维连接蛋白
（ＦＮ）购自美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；人淋巴细胞分离液
（Ｆｉｃｏｌｌ，１．０７７ｇ／ｍｌ）、人重组ＶＥＧＦ、人碱性成纤维
细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集素１
（ＦＩＴＣＵＥＡ１）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｄｉｌ标记的
乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ；ＣＣＫ８细胞增殖试剂盒购自日本同仁化学研
究所；ＦＩＴＣＣＤ３４购自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；

ＰＥＫＤＲ 购自 Ｒ＆Ｄ 公司；ＰＥＣＤ１３３ 购自德国

Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司；ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２和Ａｋｔ抑制剂
购自ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ公司；ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌｔｉｍｅ检测仪为
美国ＡＢＩ公司产品；７５４型可见光分光光度计为上海
第三分析仪器厂产品；低温冷冻离心机１１５Ｋ３Ｋ１５
和生物安全柜ＴＹＰＥＢ２均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ａｘ
ｉｏｖｅｔｔ１３５倒置显微镜为德国ＺＥＩＳＳ公司产品；普通光
学显微镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

１．２　细胞培养　健康成年人志愿者１名，签署知情
同意书。严格遵守骨穿无菌操作，抽取志愿者骨髓

１５ｍｌ，以密度梯度离心法分离骨髓单个核细胞，以

５×１０５／ｃｍ２密度接种于包被有纤维连接蛋白的１０
ｃｍ的培养皿中，每皿加入６ｍｌＥＧＭＭＶ２培养基
（含５％ＦＣＳ，ＶＥＧＦ０．５ｎｇ／ｍｌ，ｂＦＧＦ５ｎｇ／ｍｌ），
放入二氧化碳孵箱（３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度）孵育

４８ｈ后，取出细胞悬液，仍以５×１０５／ｃｍ２密度再次
接种于预先包被纤维蛋白的培养皿中，４８ｈ后半量
换液，以后每４８ｈ全量换液１次。培养７～９ｄ（即
再贴壁后５～７ｄ）后，观察细胞，当贴壁细胞铺满整
个培养皿的底壁或部分集落生长较密集时，记为

Ｐ０，消化传代。

１．３　ＥＰＣ鉴定

１．３．１　ＥＰＣ形态学鉴定　人骨髓来源的单个核细
胞４８ｈ再次贴壁后，相差显微镜每天观察细胞的形
态学变化，分别于再贴壁后第４、第６、第１１、第１５
天拍照。

１．３．２　ＥＰＣ流式鉴定　培养７～９ｄ的细胞用

０．５％胰酶消化后，制成密度为１×１０６／１００μｌ的单
细胞悬液，分别加入ＦＩＴＣＣＤ３４１０μｌ、ＰＥＫＤＲ２０

μｌ、ＰＥＣＤ１３３１０μｌ。流式细胞仪检测细胞ＣＤ１３３、

ＣＤ３４、ＫＤＲ的表达。

１．３．３　ＥＰＣ功能鉴定　培养７～９ｄ的细胞经胰酶
消化后制成细胞悬液，放入６孔板中，加入 Ｄｉｌ
ａｃＬＤＬ（终浓度为２．５ｐｇ／ｍｌ）３７℃孵育２ｈ，多聚甲
醛固定１０ｍｉｎ后洗涤；加入ＦＩＴＣＵＥＡ１（终浓度为

１０μｇ／ｍｌ）３７℃孵育１ｈ后，用激光共聚焦显微镜观
察，细胞质内ＤｉｌａｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡ１双染色阳
性（黄色）的细胞被认为是正在分化的ＥＰＣ。

１．４　免疫组化法测定 ＯＰＮ在ＥＰＣ内的表达　将
盖玻片放入培养皿中并用ＦＮ包被，取再贴壁后第

７天的爬片细胞，甲醛固定后加入Ｔｒｙｔｉｎｇ１００去酯
化玻片后，滴加１５０小鼠抗人ＯＰＮ一抗，ＰＢＳ作
为对照，４℃孵育过夜，再滴加相应二抗，ＤＡＢ显
色，显微镜下观察，阳性显示为棕色，洗涤后苏木
精染色。

１．５　ＲＴＰＣＲ法检测 ＥＰＣ中 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 的表
达　我们用含有ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ培养基体外培养骨
髓内皮祖细胞。在微血管内皮细胞中，ＶＥＧＦ可以
诱导ＯＰＮ的表达［１５］，大鼠骨肉瘤细胞中，ｂＦＧＦ可
以增加ＯＰＮｍＲＮＡ的表达［１６］。考虑到在骨髓ＥＰＣ
培养的过程中，这些细胞因子可能影响 ＯＰＮ的表
达，我们用ＲＴＰＣＲ法定量检测未加任何细胞因子
的基础培养基 Ｍ１９９和加入不同细胞因子处理后各
组ＥＰＣ中ＯＰＮｍＲＮＡ的表达。将培养７～９ｄ的
细胞经胰酶消化后制成的细胞悬液接种入２４孔板
（５×１０４／孔），分为４组，每组６孔，第１组只加入

Ｍ１９９培养基，第２组加入含 ＶＥＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ的

Ｍ１９９培养基，第３组加入含 ｂＦＧＦ５ｎｇ／ｍｌ的

Ｍ１９９培养基，第４组加入含 ＯＰＮ４μｇ／ｍｌ的

Ｍ１９９培养基，分别培养２４ｈ后，消化贴壁细胞后
分别抽提总ＲＮＡ，再反转录合成ｃＤＮＡ，将制备好
的ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，上机用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００
ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ分析各组细胞的 ＯＰＮｍＲＮＡ含量。

ＧＡＰＤＨ 作为内参。引物 ＯＰＮｆ：５′ＴＴＧ ＣＡＧ
ＴＧＡＴＴＴＧＣＴＴＴＴＧＣ３′；ＯＰＮｒ：５′ＧＣＣＡＣＡ
ＧＣＡＴＣＴＧＧＧＴＡＴＴＴ３′。

１．６　ＥＰＣ增殖实验　培养第７天的细胞经胰酶消
化后制成细胞悬液，接种入９６孔板（１×１０４／孔），
将不同浓度的重组人ＯＰＮ加入培养基，培养４８ｈ
后，加入细胞增殖试剂ＣＣＫ８，处理２ｈ后在分光光
度计上测定每孔细胞的光密度（Ｄ）值，以检测ＯＰＮ
是否有促进ＥＰＣ增殖的效果。研究者已经确立了
一些有关ＯＰＮ调节细胞循环，抑制凋亡等生物过
程中的信号转导途径，其中，磷脂酰肌醇３激酶／蛋
白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路比较普遍［１７１８］。因
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此，我们猜测ＯＰＮ有可能通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路促进

ＥＰＣ增殖。将ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２和Ａｋｔ抑制
剂加入培养基中预处理３０ｍｉｎ，之后再加入ＯＰＮ，
检测细胞增殖活性。

１．７　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，数据用

ＳＰＳＳ１６．０统计软件包处理，组间比较采用单因素
方差分析（ＡＮＯＶＡ）。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＰＣ鉴定

２．１．１　ＥＰＣ形态　密度梯度离心法分离出人骨髓
单个核细胞后，在４８ｈ即可见有少量梭形细胞贴

壁；弃去贴壁细胞，取出悬浮细胞再次贴壁。第３天
（再贴壁后２４ｈ后）即可见少量贴壁细胞，呈长梭
形，散在分布。培养４ｄ后（再次贴壁培养４８ｈ后）
可见散在贴壁的梭形细胞，并有少量类圆形聚集生
长（图１Ａ）；培养６ｄ后（再贴壁细胞培养第４天后），
细胞簇数明显增多，部分呈集落样生长，中间细胞
类圆形，周边生长出长梭形细胞（图１Ｂ）；培养１１ｄ
后（再贴壁细胞培养第９天后），细胞集落明显增大，
相邻集落互相融合，大量散在梭形细胞生长明显
（图１Ｃ）；培养１５ｄ后（再贴壁细胞培养第１３天后），
细胞生长迅速，出现典型“铺路石样”外观（图１Ｄ）。

图１　不同时间点培养细胞的形态

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ａ：Ｓｃａｔｔｅｒｅｄａｄｈｅｒｅｎｔｓｐｉｎｄｌｅｌｉｋｅｃｅｌｌｓａｎｄａｆｅｗｒｏｕｎｄｃｅｌｌｓｃｏｕｌｄｂｅｓｅｅｎａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ４ｄａｙｓ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒａｄｈｅｒｅｎｔａｇａｉｎ）；

Ｂ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｕｓｔｅｒｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｏｕｎｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎｗｉｔｈｓｐｉｎｄｌｅｌｉｋｅｃｅｌｌｓｇｒｏｗｉｎｇａｒｏｕｎｄａｆｔｅｒｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｆｏｒ６ｄａｙｓ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４ｄａｙｓａｆｔｅｒａｄｈｅｒｅｎｔａｇａｉｎ）；Ｃ：Ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｃｏｌｏｎｉｅｓｇｒｅｗａｎｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ，ａｎｄａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｃａｔｔｅｒｅｄｓｐｉｎｄｌｅｌｉｋｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１１ｄａｙｓ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ９ｄａｙｓａｆｔｅｒａｄｈｅｒｅｎｔａｇａｉｎ）；Ｄ：Ｃｅｌｌｓｇｒｅｗｆａｓｔａｎｄｈａｄａｔｙｐｉｃａｌ
“ｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅ”ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

２．１．２　ＥＰＣ 流式检测结果　细胞培养第７天

ＣＤ１３３的阳性率（１０．５３±６．１５）％；ＣＤ３４的阳性率
（６２．１７±１２．１９）％；ＫＤＲ 的阳性率 （９４．８２±
１．２３）％（图２）。

图２　培养第７天细胞表面标记的流式检测

Ｆｉｇ２　Ｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅ

２．１．３　ＥＰＣ功能鉴定　荧光显微镜显示，培养

７～９ｄ的细胞吞噬 ＤｉｌａｃＬＤＬ，激发红色荧光（图

３Ａ），细胞吸附ＦＩＴＣＵＥＡ１，激发绿色荧光（图３Ｂ），
双染色阳性细胞呈黄色为正在分化的ＥＰＣ（图３Ｃ）。

２．２　ＥＰＣ表达ＯＰＮ
２．２．１　ＯＰＮ免疫细胞化学染色结果　ＯＰＮ呈棕

色颗粒均匀分布于ＥＰＣ胞质内，而对照组染色不
明显（图４）。

２．２．２　ＲＴＰＣＲ　在ＥＰＣ中ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ均可以
提高 ＯＰＮｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５）。加入外源性

ＯＰＮ不能改变ＥＰＣ中内生性 ＯＰＮｍＲＮＡ的表达
（Ｐ＞０．０５），说明ＯＰＮ不能反馈调节自身的表达（图５）。
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图３　ＥＰＣ的功能鉴定

Ｆｉｇ３　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓ
Ａ：ＥＰＣｓｅｍｉｔｔｉｎｇｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｈｅｎｔｈｅｙａｂｓｏｒｂｅｄＤｉｌａｃＬＤＬ；Ｂ：ＥＰＣｓｅｍｉｔｔｉｎｇｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｈｅｎｔｈｅｙａｂｓｏｒｂｅｄＦＩＴＣＵＥＡ１；Ｃ：

ＤｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅＥＰＣｓｅｍｉｔｔｉｎｇｙｅｌｌｏｗｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　ＥＰＣ胞质内ＯＰＮ的免疫组化染色

Ｆｉｇ４　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒＯＰＮｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆＥＰＣｓ

图５　不同生长因子对ＥＰＣ中ＯＰＮｍＲＮＡ水平的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｏｎＯＰＮｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥＰＣｓａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ
１：Ｍ１９９；２：Ｍ１９９＋１０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ；３：Ｍ１９９＋５ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ；

４：Ｍ１９９＋４μｇ／ｍｌＯＰＮ．Ｐ＜０．０５ｖｓＭ１９９ｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．３　ＯＰＮ 促进 ＥＰＣ 增殖　我们发现４μｇ／ｍｌ
ＯＰＮ加入含有 ＶＥＧＦ０．５ｎｇ／ｍｌ、ｂＦＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ
的ＥＧＭＭＶ２培养基培养ＥＰＣ，其增殖能力并未明
显提高（Ｐ＝０．０６８，图６）。用含有ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ
的ＥＧＭＭＶ２培养基培养ＥＰＣ，这些细胞因子可
以增加外分泌到培养基中的ＯＰＮ，这有可能使外源
性ＯＰＮ对ＥＰＣ的增殖作用显示得不明显。为了观
察ＯＰＮ在没有这些生长因子的作用下是否可以单
独促进ＥＰＣ的增殖，我们分别将０．５、１．２、４μｇ／ｍｌ

ＯＰＮ加入不含有ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ的 Ｍ１９９培养基
中，结果显示ＯＰＮ可以独立促进ＥＰＣ的增殖（Ｐ＜
０．０５），并呈剂量依赖性（图７）。

图６　ＥＧＭＭＶ２培养基中加入

４μｇ／ｍｌＯＰＮ后ＥＰＣ增殖量的变化

Ｆｉｇ６　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ

ＥＧＭＭＶ２ｏｒＥＧＭＭＶ２ｐｌｕｓ４μｇ／ｍｌＯＰＮ
ＥＰＣｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔ４μｇ／ｍｌＯＰＮｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉ

ｕｍＥＧＭＭＶ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．５ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦａｎｄ１０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ．ｎ＝

５，珚ｘ±ｓ

图７　Ｍ１９９培养基加入不同浓度

ＯＰＮ后ＥＰＣ增殖量的变化

Ｆｉｇ７　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｒｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＯＰＮｉｎＭ１９９
１：Ｍ１９９；２：Ｍ１９９＋０．５μｇ／ｍｌＯＰＮ；３：Ｍ１９９＋１μｇ／ｍｌＯＰＮ；４：

Ｍ１９９＋２μｇ／ｍｌＯＰＮ；５：Ｍ１９９＋４μｇ／ｍｌＯＰＮ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

Ｍ１９９ｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．４　ＯＰＮ通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进ＥＰＣ的增
殖　ＣＣＫ８实验显示：ＬＹ２９４００２和ＡＫＴｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
都抑制了ＯＰＮ诱导的ＥＰＣ增殖（图８），说明ＯＰＮ
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促进ＥＰＣ的增殖是通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路。

图８　骨桥蛋白通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进ＥＰＣ增殖

Ｆｉｇ８　ＯＰＮｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＥＰＣｓ

ｔｈｒｏｕｇｈＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＯＰＮｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ

ＬＹ２９４００２，ａ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ａ），ｏｒ Ａｋｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｂ）．ＬＹ：

ＬＹ２９４００２；ＡｋｔＩ：Ａｋｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（ｗｉｔｈｏｕｔＬＹ

ａｎｄＯＰＮ，ｏｒＡｋｔＩａｎｄＯＰＮ）；△Ｐ＜０．０５ｖｓ４μｇ／ｍｌＯＰＮｇｒｏｕｐ；

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＯＰＮ首先由Ｓｅｎｇｅｒ等１９７９年作为一种与恶
性转化有关的磷酸化蛋白提取的［１９］。它具有多种
功能，在生理和病理条件下参与细胞黏附、凋亡、血
管形成、炎症反应、肿瘤转移等过程［２０］。近来研究
表明，ＯＰＮ在恶性肿瘤转移过程中发挥重要作用，
被称为“恶性肿瘤转化因子”［２１］。血管生成是恶性
肿瘤生长和转移的基础，在许多类型肿瘤中，ＯＰＮ
的表达和肿瘤的血管密度及内皮细胞标志如ＣＤ３１、

ｖＷＦ等的表达密切相关［２２２４］。ＯＰＮ选择性参与压
力依赖性血管生成。在体外血管生成实验中，ＯＰＮ
是３个差异表达基因之一［２５］。这些研究表明，ＯＰＮ
作为潜在的成血管因子参与肿瘤血管生成。来源于
骨髓的外周血ＥＰＣ的分化与增殖是肿瘤发展过程
中的关键步骤，ＥＰＣ从骨髓释放到进入肿瘤组织内
形成新生血管，一般分为３个阶段［８］：（１）骨髓动
员，指ＥＰＣ从骨髓中释放进入外周血；（２）血液迁
徙，指ＥＰＣ在血循环中运动，并倾向于向肿瘤组织
中或组织缺血移行与迁徙；（３）血管形成，指ＥＰＣ
聚集后形成新的血管，这种新的血管可以形成于已
经存在血管生长的延伸（血管形成），也可以是原位
生成的（血管生成）。抑制ＥＰＣ能明显减缓肿瘤的

发展［２６２７］。已有研究表明重组ＯＰＮ在体外可以促
进人脐静脉内皮细胞增殖［１４］。因此，我们观察了

ＯＰＮ对于内皮细胞的前体细胞ＥＰＣ的增殖作用，
结果显示：体外培养的骨髓内皮祖细胞可以分泌

ＯＰＮ，ＯＰＮ可以通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路促进

ＥＰＣ增殖。

　　ＯＰＮ经凝血酶水解后暴露出的残基与各种整
合素β和ＣＤ４４受体结合介导相关的细胞信号途
径［２８］。ＯＰＮ通过与αｖβ３整合素和ＣＤ４４受体结合
从而激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路［１７１８］。而且ＣＤ４４可
以协助β１整合素与 ＯＰＮ结合

［２９］。因此我们猜测

ＥＰＣ可能表达整合素和 ＣＤ４４受体，它们介导了

ＯＰＮ诱导的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路的激活，从而
促进了ＥＰＣ的增殖。

　　乳腺癌患者的肿瘤组织及血浆血清中均可以发
现高表达的ＯＰＮ。转移性乳腺癌患者血浆ＯＰＮ水
平越高患者无瘤生存期及总生存期越短，并且容易
发生脏器转移，预后不佳［９］。乳腺癌组织标本中

ＯＰＮ的表达，与生存率、肿块大小、肿瘤组织分级、
淋巴结转移状况等临床病理因素相关，乳癌组织中

ＯＰＮ阳性的患者容易发生转移因此预后不良［１０］。
最近研究发现ＥＰＣ与乳腺癌诺丁汉预后指数密切
相关［３０］。我们观察到重组ＯＰＮ可以促进体外骨髓
来源ＥＰＣ的增殖，结合已有文献和我们的研究，我
们认为高表达ＯＰＮ的转移性乳腺癌可能通过肿瘤细
胞分泌的ＯＰＮ作用于肿瘤血管形成的重要参与者

ＥＰＣ，促进其增殖，从而增加肿瘤新生血管的形成，
而利于乳腺癌的生长与转移。ＯＰＮ及促进ＥＰＣ增殖
的相关信号通路的分子可能作为潜在的标志物，用
以检测肿瘤抗血管靶向治疗的疗效。
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