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  [摘要] 目的 探讨脂多糖(LPS)对人乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖、迁移及侵袭的影响。方法 将人

乳腺癌 MDA-MB-231细胞分为空白对照组和不同浓度(5、10、20、40
 

μg/mL)LPS组,分别培养24、48、72
 

h取

样本,CCK8法检测各组 MDA-MB-231细胞增殖率,划痕实验检测各组 MDA-MB-231细胞迁移率,Transwell
小室实验检测各组 MDA-MB-231细胞侵袭能力。结果 与空白对照组比较,LPS能促进 MDA-MB-231细胞

的增殖和迁移(P<0.05),且具有浓度和时间的依赖性,48
 

h、20
 

μg/mL为最佳时间及浓度,细胞增殖率和迁移

率分别为(83.19±3.22)%、(91.59±3.22)%,与空白对照组及LPS
 

5、10
 

μg/mL组比较差异有统计学意义

(P<0.05);空白对照组及LPS
 

5、10、20、40
 

μg/mL组的细胞侵袭分别为(95.64±4.21)、(119.44±5.44)、
(138.99±8.64)、(159.41±9.21)、(143.80±11.45)个,与空白对照组比较,LPS能提高 MDA-MB-231细胞的

侵袭,以20
 

μg/mL组细胞侵袭个数最多(P<0.05)。结论 在体外LPS可促进 MDA-MB-231细胞增殖、迁

移和侵袭,最佳浓度为20
 

μg/mL。
[关键词] 乳腺肿瘤;脂多糖类;细胞增殖;细胞运动;肿瘤浸润

[中图法分类号] R737.9 [文献标识码] A
[文章编号] 1671-8348(2020)03-0365-05       开放科学(资源服务)标识码(OSID):

Promoting
 

effect
 

of
 

LPS
 

on
 

proliferation,migration
 

and
  

invasion
 

of
 

breast
 

cancer
 

MDA-MB-231
 

cells*
CHEN

 

Zhouhua1,WANG
 

Rongrong2,FENG
 

Lei2,XIAO
 

Yujie3,HUANG
 

Lizhong3△

(1.Department
 

of
 

Oncology,Xiangtan
 

Municipal
 

Second
 

People's
 

Hospital,Xiangtan,

Hunan
 

411100,China;2.Department
 

of
 

Oncology,Affiliated
 

Hospital,Hunan
 

Provincial
 

Institute
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,Changsha,Hunan
 

410006,China;

3.College
 

of
 

Integrated
 

Chinese
 

and
 

Western
 

Medicine,Hunan
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,Changsha,Hunan
 

410208,China)

  [Abstract] Objective To
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

lipopolysaccharide(LPS)
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

breast
 

cancer
 

MDA-MB-231
 

cells.Methods The
 

human
 

breast
 

cancer
 

MDA-MB-231
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

different
 

concentrations
 

LPS
 

groups
 

(0,5,10,20,40
 

μg/mL)
 

and
 

cultured
 

for
 

24,48,72
 

h
 

respectively.Then
 

the
 

samples
 

were
 

taken.The
 

proliferation
 

rate
 

of
 

MDA-MB-
231

 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

CCK8
 

method.The
 

migration
 

rate
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

scratch
 

test
 

and
 

Transwell
 

chamber
 

assay.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,LPS
 

could
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

MDA-
MB-231

 

cells
 

in
 

a
 

concentration-
 

and
 

time-dependent
 

manner.The
 

optimal
 

time
 

and
 

concentration
 

were
 

48
 

h
 

and
 

20
 

μg/mL.The
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

and
 

migration
 

rate
 

were
 

(83.19±3.22)%
 

and
 

(91.59±3.22)%,
and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

5,10
 

μg/mL
 

LPS
 

groups
 

(P<0.05).The
 

cell
 

invasion
 

abilities
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,and
 

5,10,20,40
 

μg/mL
 

LPS
 

groups
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were
 

(95.64±4.21),(119.44±5.44),(138.99±8.64),(159.41±9.21),(143.80±11.45)cells
 

respectively,
compared

 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,LPS
 

could
 

elevate
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells,the
 

cell
 

invasion
 

numbers
 

was
 

maximal
 

in
 

the
 

20
 

μg/mL
 

group
 

(P<0.05).Conclusion LPS
 

can
 

promote
 

the
 

prolifer-
ation,migration

 

and
 

invasion
 

of
 

breast
 

cancer
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

vitro,and
 

the
 

optimal
 

concentration
 

is
 

20
 

μg/mL.
[Key

 

words] breast
 

neoplasms;lipopolysaccharides;cell
 

proliferation;cell
 

movement;neoplasm
 

invasive-
ness

  乳腺癌(breast
 

cancer)在女性发病中位居恶性肿

瘤第1位,2014年我国女性乳腺癌新发病例约27.89
万例,死亡病例约6.60万例[1]。其中,三阴性乳腺癌

(triple
 

negative
 

breast
 

cancer,TNBC)没有靶向药物

及内分泌药物治疗,约占乳腺癌的15%,复发转移风

险高,预后差。目前认为导致乳腺癌的原因是多方面

的,病理发展是多个癌基因激活和抑癌基因失活多步

骤过程。普遍认为乳腺癌是一类可防可控的疾病,但
世界每年约有120万新发,50余万死于此病,其原因

与复发和转移有关。所以,乳腺癌的复发和转移是导

致患者预后不良的重要原因。脂多糖(lipopolysac-
charide,LPS)不仅是重要的致炎因子[2],又可促进恶

性肿瘤细胞的侵袭转移[3]。有研究发现,通过LPS诱

导能增加多种恶性肿瘤(如前列腺癌[4]、乳腺癌[5]、肠
癌[6]、肝癌[7]等)细胞的迁移和侵袭。本研究探讨

LPS对人乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖及迁移侵袭

能力的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

  人乳腺癌 MDA-MB-231细胞株购自中南大学湘

雅医学院中心实验室;医用超净工作台购自苏州博立

斯净化科技有限公司;CO2 培养箱购自德国 Heraeus
公司;恒温水浴箱购自上海医疗器械厂;胰蛋白酶、胎
牛血清、DMEM培养液购自美国Gibco公司;磷酸盐

缓冲液(PBS)、LPS、含双抗的青链霉素购自中国So-
larbio公司;6孔板、24孔板、96孔板、25

 

cm2 培养瓶

购自美国Corning公司;荧光倒置显微镜购自德国莱

卡公司;Transwell
 

insert、Matrigel基质胶购自美国

Costar公司;CCK8购自美国Sigma公司;DMSO购

自美国 Amresco公司;iMark
 

酶标仪购自美国Bio-
Rad

 

公司;-80
 

℃超低温冰箱购自日本Sanyo公司;
光学显微镜购自日本尼康公司。
1.2 方法

1.2.1 乳腺癌细胞株的培养

  取人乳腺癌 MDA-MB-231细胞,用含10%灭活

的胎牛血清、1%青霉素链霉素的DMEM 培养基培

养,将细胞放置在37
 

℃,95%湿度和5%CO2 浓度的

恒温培养箱中培养,隔天换液,细胞为单层贴壁,等待

MDA-MB-231细 胞 生 长 至 80% ~90% 时,予 以

0.25%胰蛋白酶消化,3~4
 

d传代1次,采用对数生

长期的细胞进行实验。
1.2.2 配制LPS
  将PBS

 

10
 

mL溶解LPS
 

10
 

mg,用直径0.22
 

μm
微孔除菌过滤膜过滤,分装于20

 

mL离心管,置于

4
 

℃冰箱冷藏保存,使用时予以培养液稀释成各组不

同浓度(5、10、20、40
 

μg/mL)。
1.2.3 细胞增殖实验

  取对数生长期 MDA-MB-231细胞接种于96孔

板(5×103 个/孔),每孔接种100
 

μL细胞悬液,4
 

h细

胞贴壁生长后移去培养液,分别在96孔中加入含不

同浓度的LPS,按终浓度(5、10、20、40
 

μg/mL)分组,
空白对照组不加LPS,每组5个复孔,4

 

h细胞贴壁后

称之为0
 

d,从0
 

d后依时间顺序计为24、48、72
 

h,将
终浓度比例为10

 

μL/100
 

μL的CCK8试剂加入,继
续将细胞置于培养箱内培养1

 

h。使用酶标仪在490
 

nm波长处测其每孔吸光值(A)。计算细胞生长增

殖率。
细胞生长增殖率(%)=[(A实验 -A空白)/(A对照 -

A空白)]×100%
其中,A实验:包含细胞的试剂、培养基和脂多糖;

A空白:只加试剂和培养基,不加脂多糖和细胞;A对照:
含有细胞的试剂和培养基,不含脂多糖

1.2.4 细胞划痕实验

  取对数生长期 MDA-MB-231细胞进行培养,接
种于6孔板(6×105 个/孔),每孔接种1

 

mL细胞悬

液,培养24
 

h后,待细胞生长至80%~90%进行下一

步,将直尺垫在6孔板下,用无菌移液枪头(20
 

μL)在
6孔板内沿培养孔正中垂直划痕,每相距0.5

 

cm距离

划直线,确保每组划痕宽度一致,每孔至少均匀划5
条直线,后用PBS轻柔吹打洗细胞3次,用以去除划

线而刮起的漂浮细胞,除空白对照组不加LPS外,其
余的分别向对应孔中加入含相应浓度LPS(5、10、20、
40

 

μg/mL)的培养液,继续培养。分别于0、24、48
 

h
在倒置显微镜下拍照。用Image

 

J软件测量乳腺癌
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MDA-MB-231细胞的迁移距离,根据公式计算划痕迁

移率。实验重复3次。
细胞划痕迁移率(%)=[(0

 

h划痕宽度-相应时

间划痕宽度)÷0
 

h划痕宽度]×100%
1.2.5 细胞侵袭实验

  实验前1
 

d先配置基质胶,将50
 

mg/L的 Matri-
gel基质胶加入至24孔Transwell小室的上室,置于

37
 

℃细胞培养箱中过夜使基质胶充分干燥。取对数

生长期 MDA-MB-231细胞进行培养,接种于24孔板

Transwell小室(3×105 个细胞/上室),每孔接种200
 

μL细胞悬液培养10
 

h,细胞贴壁生长后,弃上室培养

液,分别向对应孔中加入含相应浓度(5、10、20、40
 

μg/mL)LPS的培养液;下室加入600
 

μL无血清培养

基,继续培养36
 

h后,弃去上、下室培养液,先用PBS
清洗,无菌棉签轻轻拭去小室滤膜上层的细胞;然后

用PBS清洗,晾干,取出小室用4%多聚甲醛固定

15~20
 

min,用PBS清洗3次,晾干,结晶紫染色10~
20

 

min;再用PBS清洗3次,晾干,将Transwell小室

倒置,高倍镜下(×100)观察。每组样本随机选取5
个视野,计算每个视野染色的细胞数量,即从上室侵

袭到细胞小室滤膜下方的细胞数,计算平均值,每组

实验重复3次。
1.3 统计学处理

  数据应用SPSS20.0统计软件进行分析,计量资

料以x±s表示,两均数的比较采用t检验,多组间均

数比较采用单因素方差分析,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 LPS对乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖的影响

  与空白对照组比较,LPS能促进乳腺癌 MDA-
MB-231细胞的增殖,且促进增殖的效应与LPS的浓

度有关,浓度越高,促进增殖效果越强,当浓度在20
 

μg/mL时促进增殖效果作用明显(P<0.05),浓度继

续增加至40
 

μg/mL时乳腺癌 MDA-MB-231细胞增

殖效果达到平台期,未继续增加。当固定LPS浓度在

20
 

μg/mL 时,随着时间 的 延 长,也 能 促 进 乳 腺 癌

MDA-MB-231细胞的增殖,在48
 

h时促进增殖效果

作用明显(P<0.05),72
 

h时细胞增殖效果达到平台

期,未继续增加。LPS对乳腺癌 MDA-MB-231细胞

的增殖能力具有浓度和时间的依赖性,见表1。
2.2 LPS对乳腺癌 MDA-MB-231细胞迁移的影响

  与空白对照组比较,LPS处理后乳腺癌 MDA-
MB-231细胞的迁移能力提高,且迁移的能力与LPS
的浓度有关,浓度越高,促进迁移的能力越强,浓度在

20
 

μg/mL时促进迁移作用明显(P<0.05)。同时,
LPS浓度在20

 

μg/mL的情况下,随着时间的增加,
促进乳腺癌 MDA-MB-231细胞的迁移能力增强,
48

 

h时较24
 

h明显提高(P<0.05),见图1、表2。
2.3 LPS对乳腺癌 MDA-MB-231细胞侵袭的影响

  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞均能够穿透 Ma-
trigel基质胶,空白对照组及5、10、20、40

 

μg/mL组

的细胞侵袭分别为(95.64±4.21)、(119.44±5.44)、

图1  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞体外迁移高倍镜下观察(×200)
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图2  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞体外侵袭高倍镜下观察(×100)

(138.99±8.64)、(159.41±9.21)、(143.80±11.45)
个。与空白对照组比较,不同浓度LPS组穿透Matri-
gel基质胶的乳腺癌 MDA-MB-231细胞数目明显增

加,差异均有统计学意义(P<0.05),且有一定的浓度

依赖性,其中 LPS浓度在
 

20
 

μg/mL最明显(P<
0.05),见图2、3。

表1  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖水平

   比较(x±s,%,n=5)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h

空白对照组 25.45±2.86 43.28±4.65 47.55±4.36
LPS

 

5
 

μg/mL组 35.32±4.63a 53.45±4.32ae 57.74±5.22ae

LPS
 

10
 

μg/mL组 47.79±2.72ab 63.79±4.52abe 68.45±2.41abe

LPS
 

20
 

μg/mL组 57.59±2.41abc 83.19±3.22abce 84.19±3.25abce

LPS
 

40
 

μg/mL组 68.51±4.33abcd 80.12±3.61abce 79.57±4.17abce

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与LPS
 

5
 

μg/mL组

比较;c:P<0.05,与 LPS
 

10
 

μg/mL组比较;d:P<0.05,与 LPS
 

20
 

μg/mL组比较;e:P<0.05,与同组24
 

h比较。

表2  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞迁移率

   比较(x±s,%,n=3)

组别 24
 

h 48
 

h

空白对照组 39.61±4.21 66.55±2.22
LPS

 

5
 

μg/mL组 56.88±4.26a 78.14±3.45a

LPS
 

10
 

μg/mL组 68.14±3.69ab 86.78±3.77ab

LPS
 

20
 

μg/mL组 79.07±2.58abc 91.59±3.22abc

LPS
 

40
 

μg/mL组 77.11±3.52abc 85.71±2.47ab

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与LPS
 

5
 

μg/mL组

比较,c:P<0.05,与LPS
 

10
 

μg/mL组比较。

  1:空白对照组;2:LPS
 

5
 

μg/mL组;3:LPS
 

10
 

μg/mL组;4:LPS
 

20
 

μg/mL组;5:LPS
 

40
 

μg/mL组;a:P<0.05,与空白对照组比较;b:

P<0.05,与LPS
 

5
 

μg/mL组比较;c:P<0.05,与LPS
 

10
 

μg/mL组比

较;d:P<0.05,与LPS
 

20
 

μg/mL组比较。

图3  各组乳腺癌 MDA-MB-231细胞侵袭

能力比较(x±s,个,n=3)

3 讨  论

  乳腺癌是发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤,是威

胁女性身心健康的常见恶性肿瘤之一,在我国主要城

市,近10年来乳腺癌的发病率增长了37.00%,病死

率增长了38.91%。其中,三阴性乳腺癌恶性程度高、
生长快、复发转移能力强,严重威胁着女性的生命健

康。因此,研究三阴性乳腺癌侵袭和转移相关机制,
探讨三阴性乳腺癌发生、发展的分子机制,探索积极

有效的防治措施,对于降低患者病死率及改善患者预

后具有重要意义。
目前认为乳腺癌是一种全身性疾病,导致乳腺癌

的原因是多方面的,病理发展是多个癌基因激活和抑

癌基因失活多步骤过程,与机体内在因素有关,比如

年龄、遗传、免疫状态、内分泌等有关。随着细胞生物

和分子生物学技术的发展,对其研究的不断深入,逐
渐认识到局部免疫炎性微环境与乳腺癌的发生、发展

密切相关,因此,局部免疫炎性微环境与乳腺癌的复

发转移的关系成为研究的热点。

LPS即内毒素(endotoxin),是革兰阴性菌(G-)
的细胞壁成分[8],属外源性介质,具有广泛的生物学

活性。已有研究发现,LPS作为重要的致炎因子[9],
可诱导细胞产生炎症模型[10];LPS刺激乳腺癌细胞产

生大量炎性因子,释放大量的炎症介质,在肿瘤细胞

的迁移、侵袭和转移过程中起着重要作用[11]。LPS能

增加胃癌细胞[12]、膀胱癌细胞[13]的增殖,能增加肝癌

细胞[7]、乳腺癌细胞[5]、前列腺癌细胞[4]、胶质瘤细

胞[14]、肠癌细胞[6]迁移和侵袭。
有实验证明,LPS能刺激小鼠黑色素瘤细胞系

(B16F10)增殖,有时间和剂量的依赖性[15]。本研究

通过LPS建立炎性微环境的细胞模型,探讨炎症刺激

在乳腺癌的浸润转移过程中的作用。实验结果表明

不同浓度LPS都可促进乳腺癌MDA-MB-231细胞增

殖、迁移和侵袭能力,浓度在20
 

μg/mL时细胞增殖、
迁移及侵袭作用明显(P<0.05),因此,进行后续的实

验研究,本研究对乳腺癌 MDA-MB-231细胞炎性微

环境造模选用LPS浓度为20
 

μg/mL。总之,LPS在

三阴性乳腺癌的发生、发展和迁移侵袭过程中起着重
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要作用,可能成为新的抗肿瘤侵袭转移的治疗靶点。
然而,LPS促进三阴性乳腺癌 MDA-MB-231细胞增

殖、迁移和侵袭的具体分子机制尚待后续研究,但也

为下一步的研究提供了新的思考。
恶性肿瘤的发生、发展是一个非常复杂的过程,

本研究仅通过细胞功能学实验验证了LPS能增强乳

腺癌 MDA-MB-231细胞体外增殖、迁移和侵袭,LPS
是如何引起乳腺癌细胞发生此过程,以及LPS导致乳

腺癌细胞发生浸润转移的具体机制有待于细胞分子

生物学和动物移植瘤实验进一步验证。
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