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SB-431542抑制乳腺癌细胞BT-549的
增殖和侵袭及其机理研究
曾凡才1，2   何宗洋2  莫冬阳2  周  红1*

(1电子科技大学生命科学与技术学院, 成都 610054; 2泸州医学院生物化学与分子生物学实验室, 泸州 646000)

摘要      肿瘤转移是导致肿瘤患者死亡的最主要原因, TGF-β超家族成员Nodal分子被证实

参与肿瘤细胞的增殖和转移, 因而基于Nodal信号为靶标开展抗肿瘤研究成为可能。该研究应用

Western blot检测乳腺癌细胞株BT-549、T-47D、MCF-7、SK-BR-3和MDA-MB-231中的Nodal和
基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)的表达水平, 发现它们在BT-549细胞中表达

量最高。然后采用不同浓度Nodal信号抑制剂SB-431542(1~50 µmol/L)处理BT-549细胞48 h, 利用

MTT法揭示20~50 µmol/L的SB-431542抑制该细胞增殖。进一步利用细胞划痕和Transwell实验证

明, 10 µmol/L的SB-431542可抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭。最后, 通过明胶酶谱和Western blot
显示, 10~30 µmol/L的SB-431542可剂量依赖性地抑制MMP-2的表达和活性。上述结果说明, SB-
431542通过阻断Nodal信号通路可效抑制乳腺癌细胞BT-549的增殖、迁移和侵袭, 其作用机制可能

与降低MMP-2的表达和活性有关。

关键词      乳腺癌; Nodal; 基质金属蛋白酶-2; SB-431542
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Abstract       Metastasis is the main cause of death in patients with malignancy. Nodal, as a member of TGF-β 
superfamily, promotes the proliferation and metastasis of tumor cells. In this study, we hypothesized that SB-431542 
as a membrane receptor-specific inhibitor of Nodal may affect the tumor properties of breast cancer cell through 
blocking Nodal signaling pathway. The expressions of Nodal and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) were detected 
by Western blot in breast cancer cell line BT-549, T-47D, MCF-7, SK-BR-3 and MDA-MB-231, showing that the 
expressions of Nodal and MMP-2 were stronger in BT549 than that in other cell lines. After the BT549 cells were 
treated with increasing concentrations (1~50 µmol/L) of SB-431542 for 48 h, SB-431542 (20~50 µmol/L) signifi-
cantly inhibited cell proliferation but 10 µmol/L of the inhibitor had no effects. Furthermore, wound healing and 
Transwell assays demonstrated that 10 µmol/L of SB-431542 could block breast cancer cell migration and invasion, 
respectively. By gelatin zymography and Western blot, it was revealed that the expression and activity of MMP-2 
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but not MMP-9 were significantly suppressed by this inhibitor in a dose-dependent manner when BT-549 cells were 
treated by SB-431542 (10~30 µmol/L) for 48 h. Taken together, these results indicated that SB-431542 inhibited the 
migration and invasion of breast cancer cells through blocking Nodal signaling pathway, which might be related to 
the down-regulation of MMP-2 expression and activity.

Key  words        breast cancer cell; Nodal; MMP-2; SB-431542

肿瘤转移是恶性肿瘤的主要特征之一, 是导致

肿瘤患者死亡的最重要原因。肿瘤细胞发生远处转

移之前, 需通过侵袭生长突破基质和基底膜等组织

屏障, 而在肿瘤细胞侵袭生长过程中主要是基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)等蛋白

水解酶分解胞外基质成分[1]。MMPs是一个大家族, 
主要作用是分解细胞外基质, 其中MMP-2和MMP-9
是基质金属蛋白酶家族中两个重要成员, 它们在肿

瘤转移过程中发挥重要作用[2]。

Nodal(nodal growth differentiation factor)是
TGF-β超家族成员之一, 主要功能是维持胚胎干细

胞不分化, 中胚层诱导和身体左右不对称模式的形

成[3]。Nodal分子除在胚胎组织中表达外, 在成年正

常组织一般不表达, 不过最近研究发现它在恶性肿瘤

中又重新表达, 并且可能促进肿瘤的发生和发展[4-7]。

已有研究表明, Nodal分子在低分化的浸润性乳腺癌

中比在早期乳腺癌和良性乳腺病中表达更强[8-9], 并
且可促进乳腺癌细胞生长和转移[10-13]。因此, Nodal
分子可能作为肿瘤治疗的潜在靶点。

成熟Nodal分子通过细胞膜上的激活素II型受体

B(activin type II receptor B, ActRIIB)和激活素I型受体

(activin receptor-like kinase, ALK)4(ALK4)或7(ALK7)
以及共受体Cripto-1相互作用将信号传递至胞内, 发
挥相应生物学效应[14]。SB-431542是一种人工合成

的化学小分子, 可作为Nodal分子I型受体特异性抑

制剂, 通过与ALK4或ALK7受体特异结合阻断Nodal
信号通路[15]。本研究拟用SB-431542处理高表达

Nodal的高侵袭性乳腺癌细胞BT-549, 以观察BT-549
细胞在细胞增殖、迁移、侵袭以及基质金属蛋白酶

表达和活性等方面的改变, 从而探讨Nodal分子的促

肿瘤分子机制和SB-431542的潜在抗肿瘤作用。

1   材料与方法
1.1   材料

BT-549、MCF-7、T-47D、SK-BR-3和MDA-
MB-231乳腺癌细胞株购自中国科学院上海细胞

库。RPMI-1640培养基购自Invitrogen公司; 胎牛血清

(FBS)购自Hyclone公司; MTT、结晶紫、RIPA裂解

液、BCA蛋白浓度测定试剂盒、蛋白质分子量标准

均购自碧云天生物技术公司, 丙烯酰胺、甲撑双丙

烯酰胺购自Bio-Rad; SB-431542、DMSO(二甲亚砜)、
明胶(gelatin)、Ｂrij-35、SDS、TEMED、APS均购自

Sigma公司; Tris-base和Glycine购自Solarbio公司; Nod-
al、MMP-2单克隆抗体和MMP-9多克隆抗体购自Santa 
Cruz公司(sc-81953、sc-13595和sc-10737); Matrigel购
自BD公司; Transwell小室(8.0 µm pore size)、PVDF膜
购自Millipore公司, β-actin、兔二抗、鼠二抗等抗体

均购自Bioworld公司; 显影液、定影液购自乐凯公司; 
其他普通化学试剂购自成都科龙公司。

1.2   MTT法检测细胞增殖活性

取对数生长期的BT-549细胞, 胰酶消化后用含

10%胎牛血清的RPMI-1640培养基配成单细胞悬液, 
计数板计数后以4×103/孔细胞接种于96孔培养板

中, 培养24 h后换成用含5%胎牛血清的RPMI-1640
培养基配制的不同浓度SB-431542细胞培养液, 对
照加入等量DMSO, 培养48 h后, 每孔加入MTT溶液

(5 mg/mL)20 µL, 37 °C继续培养4 h, 小心吸弃孔内

培养上清液, 每孔加入150 µL DMSO, 振荡10 min, 
用酶标仪(波长490 nm)测定各孔的吸光度值, 对结

果进行统计分析。每组4个重复, 实验重复3次。

1.3   明胶酶谱分析

取对数生长期的BT-549细胞, 胰酶消化后接种

于24孔板中, 约80%融合时用无血清RPMI-1640培
养基洗3次, 每孔加入500 µL无血清RPMI-1640配制

的含不同浓度SB-431542的培养液, 培养24 h后收集

培养液置于冰上, 2 000 r/min, 4 °C离心10 min, 取上

清。用BCA法测定样品蛋白浓度, 保证各样品上样

的蛋白质量相同, 与4×上样缓冲液混合, 上样至10% 
SDS-PAGE(胶中含1 mg/mL的明胶); 电泳后, 将凝胶

用洗脱液震摇洗胶4次, 15 min/次; 然后在孵育液中

37 °C水浴中孵育48 h, 染色液中震荡染色3 h后, 脱
色后可见清晰透明条带[16]。用凝胶图像分析系统分
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析读取条带面积, 灰度值做统计分析。实验重复3次。

1.4   Western blot检测

预冷PBS洗细胞2次后, 加RIPA细胞裂解液(含
蛋白酶抑制剂)冰上裂解10 min, 16 000 r/min, 4 °C离
心10 min, 小心收集上清, BCA法测定蛋白浓度。取

40 µg总蛋白进行SDS-PAGE实验, 湿转转至PVDF膜
上, 5%脱脂奶粉封闭3 h, 分别用MMP-2、MMP-9和
Nodal一抗4 °C孵育过夜, 用TBST溶液洗3次, 每次

10 min, 然后加相应二抗室温孵育1 h, 用TBST溶液

洗2次, 每次5 min, 最后一次用TBS洗5 min, 暗房化

学发光法显影。实验重复3次, 灰度值做统计分析。

1.5   细胞迁移实验

取对数生长期BT-549细胞, 胰酶消化后以

1.5×105/孔种于24孔培养板(每孔500 µL含10%胎牛

血清的RPMI-1640培养基)中培养24 h, 用200 µL移
液器吸头在单层细胞上呈“一”字型划痕, 用PBS清
洗3次, 然后加入含有5%胎牛血清的RPMI-1640配制

的浓度为10 µmol/L SB-431542的培养液, 对照加入

等量DMSO, 在倒置显微镜下观察并拍照, 培养24 h
后再拍照。

1.6   肿瘤细胞侵袭实验

Transwell小室置于24孔板上, Matrigel与无血

清培养基以1:5的比例稀释, 并以60 µL/孔包被Tran-
swell上的多聚碳酸盐膜, 将Transwell细胞培养板于

37 °C细胞培养箱中放置1 h。取预热的含10% FBS
血清RPIM-1640细胞培养液加入Transwell的下室

内, 在上室内分别加入经37 °C预热无血清1640培
养基配制的终浓度为10 µmol/L SB-431542细胞悬

液(4×104/孔), 对照加入等量DMSO, 37 °C孵育24 h。
取出用PBS洗3遍, 棉签擦去小室上层细胞, 4%多聚

甲醛固定细胞15 min, 1%结晶紫染色10 min, 清水冲

洗多余染料, 取下带有细胞的多聚碳酸盐膜, 反面朝

上, 显微镜观察, 每个样片随机取5个视野拍照并计

数, 每一剂量组样本数为4, 将数据进行统计分析。

1.7   统计学方法 
所有数据使用Excel进行统计处理, 数据以

mean±S.E.M.形式表示, 两组处理间的比较采用配对

t检验, P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   乳腺癌细胞中Nodal和MMP-2的表达

已有研究表明, Nodal分子可促进肿瘤的侵袭

和转移, 且与乳腺癌的发生和发展密切相关。我们

用Western blot检测几种乳腺癌细胞株中Nodal的表

达, 其中MCF-7、T47D和SK-BR-3是低侵袭性乳腺

癌细胞, BT-549和MDA-MB-231是高侵袭性乳腺癌

细胞[17]。结果发现, Nodal在高侵袭性乳腺癌细胞

(BT-549和MDA-MB-231)中比低侵袭性乳腺癌细胞

(MCF-7、T47D和SK-BR-3)表达更多, 特别是在BT-
549细胞中表达最强(图1)。MMP-2在肿瘤转移中

有重要作用, 我们同时检测了这几株乳腺癌细胞中

MMP-2的表达。结果显示, 在高侵袭性乳腺癌细胞

中MMP-2表达更强, 在BT-549细胞中最高(图1)。
2.2   SB-431542对BT-549细胞增殖的抑制作用

用不同浓度SB-431542处理BT-549细胞48 h, 对
照管加入等量DMSO, 采用MTT法检测细胞增殖。

Western blot检测在高侵袭性乳腺癌细胞(BT-549和MDA-MB-231)和低侵袭性乳腺癌细胞(MCF-7、T47D和SK-BR-3)中Nodal和MMP-2的表达。

Expressions of Nodal and MMP-2 in breast cancer cell lines with high (BT-549 and MDA-MB-231) and low (MCF-7, T47D and SK-BR-3) invasion by 
Western blot.

图1  Nodal和MMP-2蛋白在乳腺癌细胞中的表达

Fig.1  Expressions of Nodal and MMP-2 in various breast cancer cell lines

MCF-7 T-47D BT-549 SK-BR-3 MDA-MB-231

Nodal (39 kDa)

MMP-2 (72 kDa)

Actin (42 kDa)

0.73 0.79 1.2 0.9 0.81

0.19 0.35 0.38 0.13 0.36
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结果表明, 1 µmol/L和3 µmol/L浓度SB-431542不能

抑制BT-549细胞增殖; 10 µmol/L SB-431542有微弱

抑制作用, 但无统计学意义; 20 µmol/L和30 µmol/L 
SB-431542的抑制作用虽有统计学意义, 但抑制率不

高; 50 µmol/L SB-431542明显抑制BT-549细胞增殖

(图2)。因此, 为了避免因抑制细胞增殖而影响细胞

迁移和侵袭, 选用10 µmol/L SB-431542浓度用于后

续的细胞迁移和侵袭实验。

2.3   SB-431542抑制BT-549细胞的迁移和侵袭

恶性肿瘤细胞能够发生转移是因为其具有迁

MTT法检测1~50 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞48 h的细胞增殖。*P<0.05, **P<0.01, 与DMSO组比较。

Cell proliferation of BT-549 cells was measured using MTT assay after treatment with SB-431542 (1~50 µmol/L) for 48 h. *P<0.05, **P<0.01 vs 
DMSO group.

图2　SB-431542对BT-549细胞增殖的影响

Fig.2   Effect of SB-431542 on the proliferation of BT-549 cells
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划痕实验检测10 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞24 h后迁移能力的变化。A、C: 对照组BT-549细胞培养0 h和24 h的迁移; B、D: 10 µmol/L 
SB-431542处理BT-549细胞0 h和24 h的迁移。

Wound healing assay of BT-549 cells treats with or without SB-431542 (10 µmol/L) for 24 h; A,C: migration of BT-549 cells in control group after 0 h 
and 24 h incubation; B,D: effects of 10 µmol/L SB-431542 on the migration of BT-549 cells after treatment for 0 h and 24 h.

图3  SB-431542抑制BT-549细胞迁移(100×)
Fig.3  SB-431542 inhibited migration of BT-549 cells (100×)

SB-431542 DMSO

0 h

24 h
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移能力和侵袭性, 细胞划痕实验可用于证明细胞迁

移作用, BT-549乳腺癌细胞是一高迁移性和高侵袭

性细胞[18]。为了避免因抑制细胞增殖而影响细胞迁

移(图2), 选用10 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞

24 h, 观察到与DMSO对照组相比, 处理组中间的划

痕间隙明显比对照组更宽, 说明SB-431542可明显抑

制BT-549细胞迁移(图3)。Transwell侵袭实验能够较

好地在体外模拟肿瘤细胞侵袭过程, 在Transwell侵
袭小室上层加入用10 µmol/L SB-431542处理的BT-
549细胞, 对照加入与10 µmol/L SB-431542浓度等量

的DMSO, 24 h后可观察到处理组与对照组相比, 通
过Transwell侵袭小室的细胞明显比对照组更少。说

明10 µmol/L SB-431542能够明显抑制BT-549细胞的

侵袭(图4)。我们还观察到处理组的细胞形态明显比

对照组细胞更小(图4A), 说明这些细胞还未完全进

入小室下层, 而是正在通过Matrigel基质, 这更进一

步说明处理组的细胞通过Transwell侵袭小室的速度

比对照组慢。因此, 通过细胞划痕实验和Transwell
实验证实SB-431542可抑制BT-549细胞的迁移和侵

袭。

2.4   SB-431542抑制BT-549细胞的MMP-2表达和

活性

BT-549细胞高表达MMP-2(图2), 分别用10, 20, 
30 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞48 h后, 对照加

入等量DMSO, 用Western blot检测MMP-2和MMP-9
蛋白表达, 发现SB-431542可抑制MMP-2酶原和成

熟的MMP-2蛋白表达, 且随SB-431542浓度增加抑

制作用更强, 而MMP-9酶原蛋白的表达几乎没有

Transwell实验检测10 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞24 h后侵袭能力的变化。BT-549细胞种植于Matrigel包被的Transwell小室上层, 10 µmol/L 
SB-431542处理24 h后, 用棉签擦去上层细胞, 4%多聚甲醛固定, 结晶紫染色, 观察小室下层细胞并照相(A)(100×), 计数进入下层的细胞并作统

计分析(B)。*P<0.05, 与对照组比较。

Transwell cell invasion assay of BT-549 cells treated with or without SB-431542 (10 µmol/L). BT-549 cells are seeded in the upper part of Matrigel-
coated transwell chambers. After 24 h, the cells on the upper chamber were carefully wiped with the cotton swab. The wells were fixed with 4% para-
formaldehyde, stained with crystal violet solution, observed and photographed (A) (magnification, 100×). Cell invasion index was calculated as the 
number of cells attached to the bottom of Matrigel-coated membrane, normalizing to control (B). *P<0.05 vs control group.

图4  SB-431542抑制BT-549细胞侵袭

Fig.4  SB-431542 inhibits invasion of BT-549 cells
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变化(图5A), 三次重复实验的MMP-2酶原和成熟的

MMP-2蛋白表达统计结果分别见图5B和图5C。以

相同浓度SB-431542处理BT-549细胞24 h, 明胶酶

谱法检测MMP-2活性, 观察到MMP-2酶原和成熟

的MMP-2活性可被明显抑制, 且随着SB-431542浓
度增加而抑制作用增强(图6A), 三次重复实验的

MMP-2酶原和成熟的MMP-2活性统计结果分别见

图6B和图6C。

3   讨论
Nodal分子可促进乳腺癌的发生、发展和转

移[4-6]。本实验检测了几株乳腺癌细胞中Nodal蛋

白的表达, 结果发现, Nodal分子在高侵袭性乳腺癌

细胞株中有更强表达, 特别是BT-549细胞中Nodal
的基因表达水平最高。因此, 本实验选用BT-549
作为细胞模型, 用Nodal受体特异抑制剂SB-431542
阻断Nodal信号通路, 观察对BT-549细胞的影响。

SB-431542能 阻 止ATP与Nodal I型 受 体ALK4/7结
合, 使受体不能催化下游的Smad分子磷酸化, 从而

使Nodal信号通路被阻断[15]。已有研究表明, SB-
431542可抑制人胶质瘤细胞的增殖和迁移[19]以及

前列腺癌细胞PC3的迁移[20]。本实验用不同浓度的

SB-431542处理高侵袭性乳腺癌细胞BT-549, 不仅可

抑制其细胞增殖, 而且抑制细胞的迁移和侵袭, 证明

Western blot检测10~30 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞48 h后MMP-2和MMP-9的表达(A)。MMP-2酶原(B)和成熟MMP-2(C)的条带与相应

对照的灰度值作统计分析。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

Expressions of MMP-2 and MMP-9 were detected by Western blot after treatment with SB-431542 (10~30 µmol/L) for 48 h (A). The relative densi-
ties of the bands of Pro-MMP-2 (B) and MMP-2 (C) were counted by comparing their densitometry values with those of the corresponding controls. 
*P<0.05, **P<0.01 vs control group.

图5  SB-431542抑制BT-549细胞MMP-2的表达

Fig.5  SB-431542 inhibited MMP-2 expression in BT-549 cells
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了该抑制剂可作为潜在的抗肿瘤药物。Transwell侵
袭小室实验是在肿瘤研究中用于检测肿瘤细胞侵袭

能力的常用方法。该实验结果主要受肿瘤细胞自身

的浸润能力、细胞数量、基质的厚度以及培养时间

等多个因素的影响。经过多次实验发现, 如果加入

4×104/孔BT-549细胞培养24 h后, 不仅处理组通过侵

袭小室的细胞数比对照组更少, 而且处理组细胞的

形态明显比对照组细胞更小, 说明处理组细胞还未

完全到达小室下层, 而是正在通过Matrigel基质和小

室孔, 从而更直观地展示了SB-431542抑制BT-549细
胞的侵袭过程。

进一步的研究还发现, SB-431542可抑制MMP-2

的表达和活性, 提示其抑制肿瘤细胞侵袭的可能机

制。事实上, 基质金属蛋白酶家族是一类活性依赖

于锌离子和钙离子的蛋白水解酶, 主要的生理作用

是降解细胞外基质, 可帮助肿瘤的侵袭和转移[21]。

该家族已发现超过20个成员, 其中MMP-2和MMP-9
是基质金属蛋白酶家族中两个重要成员, 它们在肿

瘤转移过程中的作用研究最深入[21]。在本研究检测

的几株乳腺癌细胞中, BT-549细胞有最强的MMP-2
的表达, 而且SB-431542对MMP-2表达和活性的抑

制作用伴随浓度增加而增强, 但对MMP-9的影响

不显著。此外, 前期实验中用明胶酶谱分析发现

MMP-2和MMP-9在不同乳腺癌细胞中活性有差异。

明胶酶谱分析10~30 µmol/L SB-431542处理BT-549细胞24 h后MMP-2的活性(A)。MMP-2酶原(B)和成熟MMP-2(C)的条带与相应对照的灰度值

作统计分析。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

MMP-2 activities were analyzed by zymography after treatment with SB-431542 (10~30 µmol/L) for 24 h (A). The relative densities of the bands of 
pro-MMP-2 (B) and MMP-2 (C) were counted by comparing their densitometry values with those of the corresponding controls. *P<0.05, **P<0.01 vs 
control group.

图6  SB-431542抑制BT-549细胞MMP-2的活性

Fig.6  SB-431542 inhibited MMP-2 activity in BT-549 cells
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在高侵袭性乳腺癌细胞BT-549中MMP-2和MMP-9
活性均高, 且MMP-2强于MMP-9, 不过在高侵袭性

乳腺癌细胞MDA-MB-231中MMP-9活性更强; 而在

低侵袭性的乳腺癌细胞T47D、MCF-7和SK-BR-3细
胞中MMP-2和MMP-9活性都较弱。这些结果与本

实验的Western blot检测结果一致, 说明这两种金属

基质蛋白酶与肿瘤细胞侵袭性密切相关。

本研究表明, SB-431542不仅抑制乳腺肿瘤细

胞增殖、迁移和侵袭, 而且抑制基质金属蛋白酶

MMP-2的表达和活性, 说明SB-431542有可能作为

抗肿瘤药物。Halder等[22]也认为SB-431542是一个

潜在的抗肿瘤药物。最近一项关于胰腺癌的研究发

现, Nodal分子在胰腺星状细胞中高表达, 通过旁分

泌形式驱动胰腺肿瘤干细胞的自我更新和致瘤性, 
而用SB-431542可抑制Nodal信号的促肿瘤作用, 再
组合抑制hedgehog通路后可增加胰腺癌对化疗药物

吉西他滨的敏感性[23-24]。

总之, 用Nodal I型受体特异抑制剂SB-431542处
理高表达Nodal和MMP-2的高侵袭性乳腺癌细胞BT-
549, 不仅抑制细胞增殖、迁移和侵袭, 而且降低了

MMP-2的表达和活性, 提示可通过抑制Nodal信号传

递达到抗肿瘤作用, 为肿瘤治疗提供了一条新思路。
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