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二英对成骨肉瘤细胞增殖和胰岛素样生长因子２表达的影响

赵玉岩，郭　磊，都　健，马冬杰，田　蕾
（中国医科大学附属第一医院内分泌科，辽宁 沈阳　１１０００１）

摘要：目的　探讨环境类致癌因子二英（ＴＣＤＤ）
对成骨肉瘤细胞增殖及胰岛素样生长因子２（ＩＧＦ
２）ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。方法　ＴＣＤＤ作用于
人成骨肉瘤细胞 ＳａＯＳ２细胞株２４～４８ｈ。ＭＴＴ法
检测细胞增殖率；对硝基酚磷酸盐法测定细胞内碱

性磷酸酶（ＡＬＰ）活性；ＲＴＰＣＲ半定量分析细胞
ＩＧＦ２ｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白质印迹法测定细
胞ＩＧＦ２和丝裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路
中ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达及其磷酸化水平。结果
与对照组比较，ＴＣＤＤ１，１０和１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１作用４８
ｈ，使ＳａＯＳ２细胞内 ＡＬＰ活性分别增加３８％，９５％
和１４２％。ＴＣＤＤ１，１０及 １００ｎｍｏｌ·Ｌ－１作用 ２４ｈ
后，ＳａＯＳ２细胞存活率分别增加 ２１％，４７％和
５６％，细胞内 ＩＧＦ２ｍＲＮＡ和 ＩＧＦ２蛋白表达均增
加。ＴＣＤＤ对ＳａＯＳ２细胞内ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达无
明显影响，但明显降低其磷酸化水平。结论　ＴＣＤＤ
具有促进ＳａＯＳ２细胞增殖的作用。ＴＣＤＤ可能通过
促进ＳａＯＳ２细胞内ＩＧＦ２的表达，并抑制ＭＡＰＫ信
号通路中转录因子 ｐ３８ＭＡＰＫ活性而促进细胞增
殖。
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ＴＣＤＤ）是卤代芳族烃类环境致癌因子，具有生物蓄
积和生物学致癌等生物效应，在环境因素诱变易感

基因致肿瘤发生的机制研究中逐渐成为热点。目前

研究显示，胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｓ，ＩＧＦ）家族中重要成员之一 ＩＧＦ２与 ＩＧＦ受
体结合后发挥其重要的生物学活性，可促进机体蛋

白质和ＤＮＡ的合成以及糖的代谢，与细胞的生长分
化和胚胎的发育密切相关［１］。近年来研究发现，多

种肿瘤中ＩＧＦ２与ＩＧＦ受体的表达异常，提示ＩＧＦ２
在诱导和保持肿瘤细胞的表型及浸润、转移及抗细

胞凋亡等方面可能发挥作用［２］。本研究探讨成骨

肉瘤细胞中ＴＣＤＤ对 ＩＧＦ２基因表达的调控及骨
肿瘤细胞增殖的影响，阐明环境致癌因素对 ＩＧＦ
家族和肿瘤细胞代谢的调控作用，为 ＩＧＦ２途径
干预ＩＧＦ依赖型肿瘤的基因治疗研究提供理论依
据。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
ＳａＯＳ２细胞株（人成骨肉瘤细胞）引自北京协

和医科大学细胞生物学研究所。ＴＣＤＤ购自日本
Ｏｋｕｍｅｔｒｉｃ公司，ＭＭＬＶ逆转录试剂盒和 ＰＣＲ试剂
为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ抽提试剂、胎
牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和ＤＭＥＭ培养基为
美国Ｇｉｂｃｏ公司产品，ＩＧＦ２和 β肌动蛋白（βａｃ
ｔｉｎ）引物由上海生工生物工程有限公司合成，噻唑
蓝（ＭＴＴ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品，兔抗鼠 ＩＧＦ２多
克隆抗体、兔抗鼠 ｐ３８丝裂原激活蛋白激酶（ｐ３８
ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）和磷酸
化ｐ３８ＭＡＰＫ（Ｐｐ３８ＭＡＰＫ）多克隆抗体购自北京
中山生物技术公司，ＧＡＰＤＨ为上海生物通公司产
品。其他试剂为国产分析纯。

１．２　细胞处理与分组
ＳａＯＳ２细胞常规培养于 １０％ ＤＭＥＭ（含有

１０％ ＦＢＳ、１００ｋＵ·Ｌ－１青霉素和 １００ｍｇ·Ｌ－１链霉
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素），在３７℃，５％ＣＯ２培养箱中贴壁生长。培养２４
ｈ达对数生长期进行实验。实验分为对照组，ＴＣＤＤ
１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１组。ＴＣＤＤ作用浓度参考文
献［３］选定。
１．３　ＭＴＴ法检测ＳａＯＳ２细胞增殖

培养ＳａＯＳ２细胞达对数生长期，细胞以１×１０８

Ｌ－１的密度植入９６孔板，每孔１００μＬ，用含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养２４ｈ后，换无血清 ＤＭＥＭ再培养２４
ｈ。实验组分别换含有１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ
的ＤＭＥＭ培养２４ｈ，对照组仍用无血清 ＤＭＥＭ培
养。培养结束前４ｈ每孔加入 ＭＴＴ（５ｇ·Ｌ－１）２０
μＬ，继续培养４ｈ后，吸弃孔内培养液，加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，４９０ｎｍ波
长测定吸光度（Ａ）值。计算细胞存活百分率
（Ａ实验组／Ａ对照组 ×１００％）。实验重复５次。
１．４　碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活
性检测

培养ＳａＯＳ２细胞达对数生长期，细胞以３×１０７

Ｌ－１的密度接种到６孔板中，每孔３ｍＬ。用含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养１４ｄ（每３ｄ换液），更换无血清
培养基培养 ２４ｈ。之后，对照组仍使用无血清
ＤＭＥＭ培养，实验组换为含有１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＣＤＤ的无血清ＤＭＥＭ。培养 ４８ｈ后，吸弃孔中的
培养液，用ＰＢＳ洗２遍，每孔加入细胞裂解液１ｍＬ，
３７℃作用２０ｍｉｎ；收集裂解液，用对硝基酚磷酸盐法
测定 ＡＬＰ活性，Ｂｒａｆｏｒｄ法测定裂解液中总蛋白浓
度，ＡＬＰ活性以Ｕ·ｇ－１蛋白表示。
１．５　细胞总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ

ＳａＯＳ２细胞与 ＴＣＤＤ共培养２４ｈ，按试剂盒说
明书提取总 ＲＮＡ。将总 ＲＮＡ的 ｍＲＮＡ逆转录成
ｃＤＮＡ，引物为ＯｌｉｇｏｄＴ。ＩＧＦ２引物序列上游为５′
ＴＣＴＣＡＴＣＴＣＴＴＴＧＧＣＣＴＴＣＧ３′，下游为 ５′ＴＴＣＡＣＴ
ＧＡＴＧＧＴＴＧＣＴＧＧＡＣ３′，扩增片段５０８ｂｐ；β肌动蛋
白上游引物：５′ＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣ３′，下
游引物 ５′ＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡ３′，扩增片
段２９９ｂｐ。ＰＣＲ反应条件同文献［４］。ＰＣＲ产物进
行１．０％琼脂糖凝胶电泳１ｈ，电压为８０Ｖ，将凝胶
置ＧＤＳ８０００凝胶自动成像仪中，采用 ＧｅｌｓｗｏｒｋＩＤ
软件分别对目的基因及内对照 β肌动蛋白的扩增
产物进行半定量分析。

１．６　细胞总蛋白质提取及Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹杂交
ＳａＯＳ２细胞与ＴＣＤＤ共培养２４ｈ，用细胞裂解液

裂解，超声波处理，１２０００×ｇ，离心２ｍｉｎ，取上清，测

定总蛋白浓度。已溶解于加样缓冲液的总蛋白质经

１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，１００Ｖ电泳转移
至硝酸纤维膜上，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，用１∶３００稀
释的抗ＩＧＦ２抗体、１∶４００稀释的抗ｐ３８ＭＡＰＫ和Ｐ
ｐ３８ＭＡＰＫ抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹杂交，４０℃孵
育过夜。１∶３００稀释的二抗（ＡＬＰ偶联的羊抗小鼠
ＩｇＧ，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）孵育２ｈ，采用ＤＡＢ显色
试剂盒显影并检测。以ＧＡＰＤＨ作为内对照。
１．７　统计学分析

实验数据表示为 珋ｘ±ｓ，用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进
行方差分析和ｔ检验。

２　结果

２．１　二英对ＳａＯＳ２细胞增殖和ＡＬＰ活性的影响
表１结果显示，１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ作

用ＳａＯＳ２细胞２４ｈ，细胞存活率较对照组分别增加
２１％，４７％和５６％；作用４８ｈ，细胞内ＡＬＰ活性较对
照组分别增加３８％，９５％和１４２％。

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＤＤｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓ

ＴＣＤＤ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１
Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（Ａ４９０ｎｍ）

ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ
／ｋＵ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０ ０．０５３±０．０１８ ０．８１±０．１２

１ ０．０６４±０．０２１ １．１２±０．２８

１０ ０．０７８±０．０１５ １．５８±０．１４

１００ ０．０８３±０．０２８ １．９６±０．１７

ＴＣＤＤ：２，３，７，８ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｄｉｂｅｎｚｏｐｄｉｏｘｉｎ．ＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＴＣＤＤｆｏｒ２４ｈ（ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＭＴＴｍｅｔｈｏｄ）ｏｒ４８ｈ（ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ）．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）．

２．２　二英对ＳａＯＳ２细胞ＩＧＦ２ｍＲＮＡ及蛋白表
达的影响

与对照组比较，１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ使
ＳａＯＳ２细胞内ＩＧＦ２ｍＲＮＡ表达水平明显增高（图
１Ａ，表２），表明ＴＣＤＤ对ＩＧＦ２转录有促进作用，在
此浓度范围内无明显浓度依赖效应。Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白
印迹结果显示（图１Ｂ，表２），１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＣＤＤ显著促进 ＳａＯＳ２细胞中 ＩＧＦ２蛋白的表达，
并呈浓度依赖性。１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＴＣＤＤ使 ＩＧＦ２
蛋白表达上调达３２４％。
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Ｆｉｇ１．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＤＤｏｎＩＧＦ２ｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｂ：ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＩＧＦ２：ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２．Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；
ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅｓ２，３ａｎｄ４：ＴＣＤＤ１，１０
ａｎｄ１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＤＤｏｎＩＧＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓ

ＴＣＤＤ
／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ｍＲＮＡ
（ＡＩＧＦ２∶ＡβＡｃｔｉｎ）

Ｐｒｏｔｅｉｎ
（ＡＩＧＦ２∶ＡＧＡＰＤＨ）

　０ ０．２６±０．０６ ０．２１±０．０５

　１ ０．８５±０．１８ ０．３０±０．０８

１０ ０．８２±０．１６ ０．６８±０．１６

１００ ０．９２±０．１８ ０．８９±０．１２

ＳｅｅＦｉｇ１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）．

２．３　二英对 ＳａＯＳ２细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通
路的抑制作用

如图２和表３结果所示，１，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＣＤＤ处理２４ｈ对 ＳａＯＳ２细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白总
量无明显影响（Ｐ＞０．０５），但使 Ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平
明显降低，１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ使Ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平
降低了６０％。

３　讨论

环境类污染物是由于人类活动而释放到环境中

的一类化学物质，ＴＣＤＤ作为环境类污染物的代表
具有广泛性分布、生物蓄积、生物学致畸和致癌等生

Ｆｉｇ２．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＤＤｏｎｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ｐ３８ＭＡＰＫ） ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８
ＭＡＰＫ（Ｐｐ３８ＭＡＰＫ）ｌｅｖｅｌｓｉｎＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅｓ２，３ａｎｄ
４：ＴＣＤＤ１，１０ａｎｄ１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｔａｂ３．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＤＤｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐ３８
ＭＡＰＫａｎｄＰｐ３８ＭＡＰＫｉｎＳａＯＳ２ｃｅｌｌｓ

ＴＣＤＤ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１
ＡＴａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ∶ＡＧＡＰＤＨ

ｐ３８ＭＡＰＫ Ｐｐ３８ＭＡＰＫ

　０ ０．５４±０．１２ ０．２１±０．０５

　１ ０．６２±０．１４ ０．３２±０．０８

１０ ０．５８±０．１５ ０．１２±０．０３

１００ ０．６２±０．２０ ０．０８±０．０１

ＳｅｅＦｉｇ２ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）．

物效应。流行病学调查研究表明，ＴＣＤＤ与软组织
肉瘤、恶性淋巴瘤和胃癌等恶性肿瘤有明确相关性，

但具体作用机制目前尚存在争议。Ｂｅｅｂｅ等［５］给

Ｓｗｉｓｓ小鼠灌胃ＴＣＤＤ发现，低剂量的ＴＣＤＤ（１．６μｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１）可以引起肺细胞肿瘤增加，但对肝细胞的
影响不大。ＭＣＦ７乳腺癌细胞中，ＴＣＤＤ对维 Ａ酸
依赖性基因的表达有浓度依赖性调控效应，并诱导

乳腺癌细胞的凋亡［６］。骨生长代谢过程中，成骨细

胞具有合成细胞外重要的基质蛋白、分泌细胞生长

因子和调节基质降解吸收等重要生理功能。本研究

中，１０及１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ作用 ＳａＯＳ２细胞２４
ｈ，显著提高ＳａＯＳ２细胞的增殖能力。同时，ＳａＯＳ２
细胞内ＡＬＰ活性增加，表明 ＴＣＤＤ可能通过促进细
胞内ＡＬＰ活性增强 ＳａＯＳ２细胞生物学效应。进而
推测，ＴＣＤＤ可能调控某些重要的易感基因，干预骨
细胞的增殖和合成基质蛋白的功能。

ＩＧＦ家族成员ＩＧＦ２与 ＩＧＦ受体结合后发挥其
重要的生物学活性，与细胞的生长分化、胚胎的发育
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密切相关。近年来研究发现，多种肿瘤中 ＩＧＦ２与
ＩＧＦ受体的表达异常，提示 ＩＧＦ２在诱导和保持肿
瘤细胞的表型及浸润、转移及抗细胞凋亡等方面可

能发挥作用［７］。ＩＧＦ２的表达持续增高是乳腺癌、
胰腺癌和结肠癌发生的危险因子［８］。Ｆｕｒｕｋａｗａ
等［９］检测促胃液素瘤（神经内分泌肿瘤）中 ＩＧＦ２
与ＩＧＦ受体ｍＲＮＡ表达水平，发现其不仅在非内分
泌肿瘤及少数内分泌肿瘤中表达增高，在神经内分

泌肿瘤中表达也明显增高。胶质瘤、成胶质细胞瘤

和脑膜瘤等神经系统肿瘤中，ＩＧＦ２与 ＩＧＦ受体的
表达均升高，且肿瘤细胞的凋亡功能发生变化［１０］。

ＩＧＦ２与ＩＧＦ受体还可通过调控 Ｂｃｌ２家族蛋白水
平，发挥抗凋亡作用。在依托泊苷诱导神经胶质瘤

细胞系发生凋亡时，Ｂｃｌ２的表达减少，但 ＩＧＦ受体
能阻止这些诱导凋亡因素引起的 Ｂｃｌ２下调作
用［１１］。ＴＣＤＤ进入细胞后，与配体依赖性转录因子
结合，并诱发一系列细胞内信号传导，引起靶基因的

表达与蛋白质的合成，发挥生殖毒性、免疫毒性和诱

导肿瘤发生等生物学效应。在肿瘤细胞的凋亡过程

中，ＴＣＤＤ与配体依赖性转录因子结合形成的复合
物是否影响 ＩＧＦ２的生物活性？已往研究发现，１０
ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＴＣＤＤ可以使小鼠头盖骨成骨样细胞
（ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞）中 ＩＧＦ２的表达升高［４］。本研

究发现，在ＳａＯＳ２成骨肉瘤细胞中，低浓度的ＴＣＤＤ
（１～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）促进ＩＧＦ２ｍＲＮＡ和蛋白表达，
表明其在ＩＧＦ２基因的转录和翻译水平发挥调控作
用。ＭＡＰＫ是介导细胞反应的重要信号转导系统，
可以被放射线、病毒和机械力等多种因素激活，可调

控细胞生长代谢、分化、凋亡和炎症反应等重要生理

过程。其中重要转录因子ｐ３８ＭＡＰＫ表达及磷酸化
对肿瘤细胞的增殖与凋亡发挥重要作用［１２］。本研

究发现，１～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＣＤＤ不影响ＳａＯＳ２细胞
内Ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白总量，但Ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平明显
低于对照组，提示 ＴＣＤＤ抑制了 ＭＡＰＫ信号通路中
转录因子ｐ３８ＭＡＰＫ的生物活性，进而影响 ＳａＯＳ２
细胞的增殖功能。
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