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Noggin抑制乳腺癌溶骨性骨转移的作用研究
张莹1*  张志慧2

(1唐山市协和医院检验科, 唐山 063000; 2唐山市妇幼保健院产前诊断遗传病诊断中心, 唐山 063000)

摘要      该文主要研究头蛋白(Noggin)抑制乳腺癌溶骨性骨转移的可能作用机制。通过体外

慢病毒感染的方法, 将Noggin慢病毒感染乳腺癌MDA-MB-231细胞, Western blot检测Noggin表达

情况, 利用CCK8和流式细胞术检测细胞增殖和周期改变, Western blot检测BMPs/SMAD信号通路

变化和PI3K/Akt/mTOR关键分子Akt和mTOR总的蛋白和磷酸化蛋白的改变, 裸鼠胫骨贴骨注射乳

腺癌细胞复制骨转移动物模型, 通过X片检测Noggin对乳腺癌溶骨性骨缺损的影响, 免疫组化检测

乳腺癌骨转移组织中Akt总的蛋白、磷酸化蛋白以及细胞核增殖抗原PCNA的改变。Noggin组的

Noggin蛋白表达明显升高, Noggin慢病毒感染MDA-MB-231细胞第3天, CCK8检测其吸光度值为

(0.452±0.059), 显著低于RFP组(0.683±0.064), 并且将细胞周期阻滞在G1期; Western blot显示Akt和
mTOR总的蛋白未发生改变、磷酸化蛋白表达明显降低; 乳腺癌溶骨性骨转移动物模型中Noggin
组的溶骨性缺损明显低于RFP组, 免疫组化结果显示PI3K/Akt/mTOR中关键分子Akt磷酸化蛋白、

PCNA表达明显降低。Noggin可能通过抑制PI3K/Akt/mTOR通路的激活来抑制乳腺癌的溶骨性骨

转移。
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Inhibitory Effect of Noggin on Osteolytic Bone Metastasis of Breast Cancer
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Abstract       The aim of this article was to investigate the inhibitory effect of Noggin on osteolytic bone me-
tastasis of human breast cancer MDA-MB-231 cells as well as the possible mechanism.  Noggin lentivirus was used 
to infect the breast cancer MDA-MB-231 cells in vitro. Western blot was used to detect the expression of Noggin in 
breast cancer cells. CCK8 and flow cytometry were used to detect the changes of cell proliferation and cell cycle. 
Western blot was used to detect the changes of BMPs/SMAD cell signal pathway, total protein and phosphorylated 
protein of Akt and mTOR, which were the key molecule protein of PI3K/Akt/mTOR cell signal pathway. Breast 
cancer cells were injected into the tibia of nude mice to build bone metastasis animal models. The effect of Noggin 
on osteolytic bone metastasis of breast cancer was examined by X-ray. Immunohistochemistry was used to detect 
the changes of PCNA, total and phosphorylated Akt protein in bone metastasis tissues of breast cancer. The expres-
sion of Noggin protein was significantly increased in Noggin group. The CCK8  showed that the absorbance of 
Noggin lentivirus  group was (0.452±0.059) significantly lower than the RFP group (0.683±0.064) after the third 
day of Noggin lentivirus infected cells. Western blot showed that the total protein of Akt and mTOR was unchanged 
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but the phosphorylated protein expression was significantly decreased. The osteolytic bone defect of Noggin group 
was significantly lower than RFP group. Immunohistochemistry showed that PI3K/Akt/mTOR was involved in 
osteolytic bone metastasis. The expression of phosphorylated Akt and PCNA were decreased significantly. Noggin 
may inhibit the osteolytic bone metastasis of breast cancer by inhibiting the PI3K/Akt/mTOR pathway in vivo and 
in vitro.

Keywords       breast cancer; Noggin; cell proliferation; osteolytic bone metastasis

三阴性乳腺癌是一种恶性程度较高的肿瘤, 因
其雌激素受体(estrogen receptor, ER)、孕激素受体

(PR)和原癌基因Her-2蛋白均为阴性的乳腺癌, 导致

这类乳腺癌具有特殊的生物学行为和临床病理特

征, 预后较其他类型差[1]。因其对常规的放化疗不

敏感, 也无可选择的小分子靶向药物治疗, 导致本病

预后较差, 死亡风险较高。该类肿瘤恶性程度高, 往
往容易发生远处转移。其中骨转移对患者影响最大, 
一旦发生骨转移, 患者往往会出现骨痛、骨缺损以

及骨折等骨相关事件; 并且一旦发生骨转移, 患者生

活质量将严重下降, 而且容易在短期内死亡[2]。在

肿瘤生存期整体有提高的情况下, 面对这部分三阴

性乳腺癌患者, 临床往往无有效治疗手段。因此找

到三阴性乳腺癌恶性程度高、容易侵袭转移的机制, 
开展有针对性生物治疗将是未来研究重点。头蛋白

(Noggin)作为骨形态发生蛋白一重要的拮抗剂, 研究

发现, 其可能具有抑制前列腺癌、骨肉瘤、乳腺癌

等肿瘤增殖、侵袭和迁移的作用, 但机制未完全明了, 
这限制了其进一步的应用[3-5]。对Noggin抑制乳腺癌

的作用进行深入研究, 发现其存在一重要调控机制, 
Noggin能通过抑制三阴性乳腺MDA-MB-231细胞的

PI3K/Akt/mTOR信号通路来抑制乳腺癌的溶骨性骨

转移。本研究对深入研究三阴性乳腺癌的生物治疗

具有重要意义, 为实现三阴性乳腺癌的有效治疗奠

定了一定的基础。

1   材料和方法
1.1   慢病毒载体和细胞

MDA-MB-231细胞购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心; Noggin慢病毒、RFP慢
病毒由本实验室室构建并保存。

1.2   主要试剂

DMEM高糖培养液购自美国Life公司 ; Aux-
GeneX胎牛血清购自澳洲AusGeneX公司 ; RNAiso 
plus、逆转录试剂、荧光定量PCR试剂购自大连宝生

生物技术公司; PCR引物由南京金斯瑞物生物技术

有限公司合成; CCK8检测试剂购自东仁化学科技(上
海)有限公司; 蛋白质提取裂解液和Western blot检测

试剂购自碧云天生物技术有限公司; ECL化学发光试

剂盒购自北京英格恩生物技术有限公司; 实验材料

还包括: 小鼠抗PCNA单克隆抗体(ab29, 美国Abcam
公司)、小鼠抗β-Actin单克隆抗体(#3700, 美国CST公
司)、 兔抗Noggin多克隆抗体(ab16054, 美国Abcam公

司)、兔多抗SMAD1/5/9(ab66737, 美国Abcam公司)、
兔单抗磷酸化SMAD1/5/9(#13820, 美国CST公司)、
小鼠抗Akt单克隆抗体(#2920, 美国CST公司)、兔抗

磷酸化Akt单克隆抗体(#4060, 美国CST公司)、兔抗

mTOR单克隆抗体(#2983, 美国CST公司)、兔抗磷酸

化mTOR单克隆抗体(ab109268, 美国Abcam公司)。
1.3   细胞培养与实验分组

取对数生长期的MDA-MB-231细胞, 经过胰

酶消化后, 按6×105个/mL接种在6 cm的细胞培养皿

中, 待细胞生长至60%~70%密度时, 加入提前制备

好的慢病毒。实验分2组: (1)RFP组, MDA-MB-231
细胞中加入80 μL滴度为5×107 TU/mL的RFP慢病毒; 
(2)Noggin组, MDA-MB-231细胞中加入40 μL滴度为

1×108 TU/mL的Noggin过表达慢病毒, 病毒感染24 h
后, 更换新鲜含10%胎牛血清的完全培养液继续培

养, 并通过荧光显微镜观察各组细胞中荧光表达, 随
后继续培养, 后续实验备用。

1.4   CCK8和流式检测细胞增殖改变

将前期感染的各组细胞的密度调整为1×104个/mL, 
96孔板的每孔加入100 μL细胞悬液, 每组共设5个平

行孔。细胞贴壁24 h后, 用CCK8试剂连续5天监测各

孔细胞的吸光度值, 并根据吸光度值绘制增殖曲线

图, 流式细胞术检测感染慢病毒第3天, 各组细胞周

期改变。

1.5   Western blot检测乳腺癌细胞中Noggin以及

BMPs/SMAD、PI3K/Akt相关蛋白改变 
用预冷磷酸缓冲盐溶液(PBS)将前期用RFP和
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Noggin慢病毒感染的乳腺癌MDA-MB-231细胞洗2
次, 加入1 mL PBS, 用细胞刮收集于细胞于1.5 mL EP
管中, 1 000 ×g离心5 min后, 倒掉上清液, 加入150 μL 
RIPA在冰上裂解细胞, 30 min。 4 °C、12 000 r/min
离心15 min, 转移上清液至1.5 mL EP管中, BCA法检

测蛋白浓度, 再加入30 μL蛋白上样缓冲液, 100 °C煮
沸10 min, 置于冰上用于后续实验。SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(浓缩胶5%, 分离胶10%), 上样量15 μL, 湿
转PVDF膜, 5%牛血清清蛋白37 °C封闭1 h, 加入一

抗4 °C孵育过夜再用TBST洗膜3次, 每次15 min, 加
入二抗于室温孵育1 h, TBST洗膜3次, 每次15 min, 
最后加入ECL显色液在化学发光仪上成像。

1.6   乳腺癌骨转移动物模型构建与溶骨区域检测

4周龄裸鼠购自北京华阜康生物科技股份有限

公司; 课题组通过裸鼠贴骨注射预先处理各组乳腺

癌细胞复制乳腺癌骨转移动物模型(细胞浓度调整为

5×106个/mL, 100 μL贴骨注射到裸鼠胫骨), 接种后第

2、6周用X片成像技术检测各组裸鼠骨转移溶骨区

域变化(电压50 kV, 电流45 mA, 时间90 ms)。6周后, 
用麻醉法处死裸鼠, 取出瘤体组织4%多聚甲醛固定, 
送病理科包埋切片, 备用。本文中所有实验均经过

唐山市协和医院伦理委员会批准。 
1.7   统计学方法

应用SPSS 22.0统计软件对数据进行, 计量资料

实验数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 两独立样本组间

比较采用t检验, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Western blot检测Noggin慢病毒感染MDA-
MB-231细胞后, Noggin蛋白的表达情况

Noggin和RFP慢病毒感染MDA-MB-231细胞 , 

其 中Noggin和RFP慢病毒对MDA-MB-231细胞的

MOI值为15, 课题组通过荧光显微镜确定其感染效

率为70%。Western blot检测不同组乳腺癌细胞中

Noggin蛋白表达, 可见感染Noggin慢病毒感染MDA-
MB-231细胞后, 其表达明显升高(图1)。   
2.2   CCK8检测过表达Noggin基因对MDA-MB-231
细胞增殖影响

感染慢病毒的MDA-MB-231细胞, 用CCK8试
剂连续5天监测各孔细胞的吸光度值, 并根据吸光

度值绘制增殖曲线图, 结果(图2)显示, Noggin组和

RFP组细胞在第3天开始吸光度值有差异, RFP组为

(0.683±0.064), Noggin组为(0.452±0.059)(P<0.05), 第
5天差异更为显著, RFP组为(1.271±0.113), Noggin组
(0.753±0.662)(P<0.001)。
2.3   流式细胞术检测过表达Noggin基因对MDA-
MB-231细胞周期影响

慢病毒感染各组细胞的第3天, 收获细胞于离心

管中, 并用PBS清洗细胞3次, 离心收集细胞沉淀, 用
1 mL预冷的70%的乙醇固定细胞, 然后PI/RNase, 上
流式细胞仪检测细胞周期改变。流式结果(图3)显示, 
RFP组G1期细胞为(35.49±4.37)%, Noggin组G1期细胞

为(71.35±8.12)%, Noggin基因对阻滞MDA-MB-231细
胞在G1期。

2.4   过表达Noggin基因对BMPs/SMAD信号通路

的影响

文献报道 , Noggin作为BMPs/SMAD信号通路

的抑制因子 , 但Noggin是否会对MDA-MB-231细胞

中BMPs/SMAD信号通路的影响呢？为此, 课题组

通过Western blot技术检测Noggin对MDA-MB-231
细胞体内BMPs/SMAD信号通路的影响, 结果显示: 
Noggin能抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活。具

图1   Noggin慢病毒感染MDA-MB-231细胞后, Western blot检测Noggin蛋白表达

Fig.1   Western blot was used to detect the expression of Noggin protein in MDA-MB-231 cells after lentivirus infection
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图4   Western blot技术检测Noggin对BMPs/SMAD信号通路影响

Fig.4   The expressions pattern of BMPs/SMAD related proteins in Noggin and RFP lentivirus infection MDA-MB-231 cells
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图3   流式细胞术检测过表达Noggin对MDA-MB-231细胞周期的改变

Fig.3   The cell cycle of MDA-MB-231 cells was affected  by overexpression of Noggin
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图2   CCK8检测过表达Noggin对MDA-MB-231细胞增殖的改变

Fig.2   CCK8 was used to detect the changes in the proliferation of MDA-MB-231 cells by overexpression of Noggin
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体表现为: Noggin组SMAD1/5/9总的蛋白未发生改

变, 但SMAD1/5/9磷酸化蛋白表达较RFP组明显降低

(图4)。
2.5   过表达Noggin基因对PI3K/Akt/mTOR信号

通路相关蛋白的影响

体外实验证实Noggin能够抑制MDA-MB-231
细胞增殖, 而且与经典SMAD依赖信号通路BMPs/
SMAD信号通路有关, 有文献报道MDA-MB-231细
胞内存在PI3K/Akt/mTOR信号通路的异常激活, 但
Noggin是否会影响PI3K/Akt/mTOR信号通路呢？

为此, 课题组通过Western blot技术检测Noggin对
MDA-MB-231细胞体内PI3K/Akt/mTOR信号通路的

影响, 结果显示: Noggin能抑制PI3K/Akt/mTOR信号

通路的激活。具体表现为: Noggin组Akt和mTOR总
的蛋白未发生改变, 但Akt和mTOR磷酸化蛋白表达

较RFP组明显降低, PCNA蛋白表达也降低(图5)。
2.6   过表达Noggin基因对乳腺癌骨转移的影响

MDA-MB-231细胞作为一株高恶性的三阴性

乳腺癌, 极易发生乳腺癌的骨转移。课题通过裸鼠

胫骨贴骨注射乳腺癌细胞, 建构乳腺癌骨转移动物

模型的骨微环境系统, 结果显示: 构建骨转移动物模

型第6周, X片显示Noggin能显著抑制MDA-MB-231
细胞造成的溶骨性骨缺损, RFP组骨缺损明显增多

(图6)。 
2.7   过表达Noggin基因对乳腺癌骨转移动物模型

中PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的影响

体外实验证实, Noggin能抑制PI3K/Akt/mTOR
信号通路的激活, PI3K/Akt作为乳腺癌一重要的信

号通路, 被认为是癌症的主调节器对细胞的病理过

程是至关重要, 靶向PI3K途径可作为治疗策略成为

肿瘤研究的热点。课题组通过免疫组化检测乳腺癌

骨转移动物模型中Noggin是否对PI3K/Akt信号通路

有调节作用, 免疫组化结果显示, Noggin组Akt磷酸

化蛋白、PCNA表达均降低(图7)。

3   讨论
三阴性乳腺癌的治疗一直是临床难题, 由于其

无可用的靶向药物、放疗不敏感、临床化疗容易产

生耐药等特点, 导致其死亡率高。三阴性乳腺癌是

最容易发生远处转移的乳腺癌, 其转移主要有远处淋

巴结、肺转移和骨转移。其中骨转移是最常见一种

类型, 骨转移将引发一系列的骨病理改变, 导致患者

 29 kDa

289 kDa

289 kDa

  60 kDa

  60 kDa

  45 kDa

PCNA

p-mTOR

mTOR

p-Akt

Akt

β-actin
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图5   Western blot技术检测Noggin对MDA-MB-231细胞体内PI3K/Akt/mTOR信号通路关键分子

Akt和mTOR总蛋白和磷酸化蛋白以及PCNA的改变

Fig.5   The expressions pattern of  PI3K/Akt/mTOR  related proteins, total protein and phosphorylated proteinin of Akt, 
mTOR and PCNA in Noggin lentivirus infection MDA-MB-231 cells

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



2316 · 研究论文 ·

生活质量差、死亡率高。搞清楚三阴性高骨转移的

原因和机制, 并采取有效的干预措施可大大提高患者

生活质量。国内外学者一直致力于研究乳腺癌骨转

移的分子机制。文献报道, 骨形态发生蛋白BMPs在
促进乳腺癌的骨转移中起重要作用, BMP7和BMP9作
为乳腺癌的负性调控因子, 能够有效抑制乳腺癌的生

长、侵袭和骨转移, 但BMP7和BMP9在MDA-MB-231
细胞中表达明显降低或缺失, 导致其乳腺发生转移, 
而导致其对MDA-MB-231细胞的抑制减弱或消失, 而
一些促进MDA-MB-231细胞生长的骨形态发生蛋白

如BMP6、BMP4更多发挥促进MDA-MB-231细胞生

长、侵袭和骨转移的作用[6-7], 国内张彦课题组[8]采用

显性负性突变DNALK2能在一定程度上抑制MDA-
MB-231细胞的生长, 这个在一定程度上解释在MDA-

MB-23细胞内存在促进其生长、侵袭和迁移的BMPs。
Noggin又叫头蛋白, 是一个分子量为26 kDa的

小分子蛋白, 最初是在非洲爪蟾胚胎中被发现, 其
参与脊索的形成, 并且能特异地与骨形态发生蛋白

结合, 并抑制骨形态发生蛋白的信号转导[9]。国内

法云智课题组[10]发现, Noggin基因对BMP信号通路

可能存在反馈性抑制机制, 而对Wnt信号通路存在

反馈性激活机制。 MDA-MB-231作为高恶性的乳

腺癌细胞, 体内存在着一些促进其转移的骨形态发

生蛋白, 当外源性Noggin与MDA-MB-231细胞内的

骨形态发生蛋白相结合时, MDA-MB-231细胞会发

生哪些改变呢？为此, 课题组将Noggin慢病毒感染

MDA-MB-231细胞, 通过流式细胞术和CCK8检测

Noggin对MDA-MB-231细胞增殖的影响, 结果显示

2 weeks

6 weeks

Noggin RFP

红色箭头: 骨缺损。

Red arrows: bone defect.
图6   X线检测过表达Noggin对乳腺癌溶骨性骨转移的影响

Fig.6  The osteolytic metastasis of breast cancer  of  MDA-MB-231 was  detected by overexpression of Noggin
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HE

PCNA

p-Akt

    Akt

Noggin RFP

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

图7   免疫组化检测过表达Noggin对乳腺癌溶骨性骨转移中PI3K/Akt信号通路关键分子Akt蛋白的影响

Fig.7  The expression of Akt protein, a key molecule of PI3K/Akt signaling pathway were detected in 
osteolytic bone metastasis of breast cancer by immunohistochemistry 

Noggin能显著抑制MDA-MB-231细胞增殖。Noggin
能显著抑制MDA-MB-231细胞的增殖在一定程度上

证实MDA-MB-231细胞存在促进其生长、侵袭和

转移的骨形态发生蛋白。为进一步证实Noggin抑制

MDA-MB-231细胞增殖的机制, 课题组通过Western 
blot技术检测Noggin可能的作用信号通路的关键分

子。结果显示: Noggin对PI3K/Akt/mTOR信号通路有

显著调控作用, Noggin是通过抑制PI3K/Akt/mTOR通
路的激活来抑制MDA-MB-231细胞的增殖。

MDA-MB-231细胞作为一株高恶性程度的三

阴性乳腺癌细胞, 其更容易发生溶骨性转移, 而且

患者一旦骨转移, 生存质量将严重下降, 短期内将发

生死亡。三阴性乳腺癌对常规放化疗不敏感, 且无

合适的小分子靶向药, 导致其预后差。国内外学者

一直关注三阴性乳腺癌的新治疗方法, 旨在彻底解

决三阴性乳腺癌无有效治疗方案的窘态。张彦课题

组[11]发现, BMP9能显著抑制MDA-MB-231细胞的

生长、侵袭、迁移和溶骨性骨转移, 而且他们通过

乳腺癌细胞和骨髓基质细胞的共培养, 进一步证实

BMP9作为乳腺癌负性调控因子。普林斯顿肿瘤研

究院康毅滨教授与Amgen药物公司[2]合作开发的一

种新型抗体15D11通过抑制Jagged1, 进而达到治疗

乳腺癌骨转移。

本课题组前期体外实验已经发现, Noggin是通
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过下调PI3K/Akt/mTOR通路来抑制MDA-MB-231细
胞增殖, 那Noggin在乳腺癌的溶骨性骨转移中是否

发挥作用呢？为此, 课题组进一步通过目前比较成

熟的技术—裸鼠胫骨贴壁注射MDA-MB-231细
胞来模拟乳腺癌溶骨性骨缺损[11]。课题成功建立乳

腺癌溶骨性动物模型, 并且通过X片成像技术证实

Noggin能显著抑制溶骨性骨缺损。进一步通过免疫

组化实验证实体外Western blot结果, Noggin确实对

PI3K/Akt/mTOR信号通路存在调控作用。

Noggin作为BMPs的结合蛋白, 更多文献报道其

与BMPs的结合是通过抑制BMP/SMAD信号通路来

实现的[12-14]。课题通过体内外实验证实, Noggin对
BMP/SMAD以外的信号通路如PI3K/Akt/mTOR信号

通路存在调控作用, PI3K/Akt/mTOR作为肿瘤体内

一条重要通路, 在细胞的生长、存活、增殖、凋亡、

血管生成、自吞噬等过程中发挥着极其重要的生物

学功能, 是一条具有可用于肿瘤靶向治疗的信号通

路[15]。 课题研究发现Noggin的作用新机制, 在一定程

度上解释其抑制乳腺癌溶骨性骨缺损的作用, 同时也

肯定PI3K/Akt/mTOR对乳腺癌的调控作用, MAPK/
ERK作为丝裂原活化蛋白激酶/细胞外信号调节激

酶信号传导通路可促进肿瘤细胞增殖、抑制肿瘤细

胞凋亡、促进肿瘤血管生成、诱导肿瘤组织侵袭, 
直接参与乳腺癌发生发展, Noggin是否会对MAPK/
ERK信号通路起到相互调节作用呢？这将是课题进

一步的研究方向, 最终找到在三阴性乳腺癌中起关

键作用的信号通路, 选择适合治疗三阴性乳腺癌的

有效方法。
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