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【摘* 要】目的：观察辛基酚（NO）对细胞周期及周期蛋白表

达的影响，探讨 NO 抑制 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞增殖的可

能分子机制, 方法：以 J-- 试验、流式细胞分析、免疫细胞化

学和 S-#OCS 等方法观察 NO 对 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞增

殖、细胞周期、C?U$，C?U(，>F>/47 ?! 和 >F>/47 ?) 表达的影

响, 结果：(，0 !2=/ X D NO 作用 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞 (08
时，其抑制率为（!%, ! Y (, !）Z，（(", ) Y 0, %）Z，>F>/47 ?! 表

达量荧光值为 ++, ! Y !", $，(!, ( Y !!, $，比对照组（0&, & Y
!!, $）明显降低（! [ ", "+）, 0 !2=/ X D NO 作用 J?K#JQ#$)!
乳腺癌细胞 $( 8 和 %$ 8，H" X H! 期细胞为（’%, " Y !%, ’）Z 和

（((, ( Y !!, &）Z，H" X H! 期细胞比对照组［$( 8，（(’, ’ Y
!$, 0）Z；%$ 8，（!+, ) Y ), !）Z］明显增高（! [ ", "+）, NO 导

致 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞中 C?U$，C?U(，>F>/47 ?! 和 >F>#
/47 ?) 2STK 的表达降低，且 >F>/47 ?! 蛋白的表达也降低,
结论：NO 能抑制 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞增殖，其机制可能

与 NO 能降低乳腺癌细胞中 C?U$，C?U(，>F>/47 ?! 和 >F>/47
?) 2STK 及其蛋白的表达有关,
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胞周期蛋白质依赖激酶类
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GH 引言

辛基酚（ =>AF/:8.7=/<，NO）是一种环境雌激素，

近年来对它的雌激素活性检测及其生殖毒性效应研

究较多［!］, NO 能促进 1S" ] JC^#% 乳腺癌细胞的增

殖，表现雌激素活性，却抑制 1S" _ J?K#JQ#$)! 乳

腺癌细胞的增殖［$］, 细胞增殖与细胞周期密切相关，

本研究将 NO 作用于 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞，观察

细胞的增殖和 C?U$，C?U(，>F>/47 ?!，>F>/47 ?) 表

达的改变，探讨 NO 影响 J?K#JQ#$)! 乳腺癌细胞增

殖的作用机制,

(H 材料和方法

(, (H 材料H 试剂中，NO 纯度 ‘ &0Z，<4R23 产品, >F#
>/47?! 抗体为兔抗人抗体，使用浓度为 !a%+ 倍稀释，

^b-C 标记羊抗兔抗体，北京中杉产品, S-#OCS 试剂

盒，上 海 <37R=7 产 品, 二 甲 亚 砜（?JcN），纯 度 ‘
&0Z，进口分装试剂，用于配制 NO, J?K#JQ#$)! 乳

腺癌细胞由中科院上海细胞所提供, 实验前将 J?K#
JQ#$)! 乳腺癌细胞在无酚红的 ?J1J X ^!$ 中培养

$( 8 以耗尽细胞的内源性雌激素，然后以该培养基

进行实 验, 实 验 分 为 ) 组：对 照 组，给 予 ?JcN；(
!2=/ X DNO 组；0 !2=/ X D NO 组,
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!! "# 方法

"! #! "$ %&& 试验$ 以 ’(# )* 波长测定活细胞的吸

光度（!），抑制率（+,）-（ 对照组 ! 值 . 实验组 !
值）/ 对照组 ! 值 0 "112，每次试验设 # 个平行孔，

试验重复 3 次［3］!
"! #! #$ 细胞周期相及凋亡检测$ 实验各组细胞处理

#’，’4 和 5# 6，收获细胞，511 *7 / 7 冷乙醇固定，

,89:; 消化，碘化丙啶（+<）染色，流式细胞仪检测，每

次试验设 # 个平行孔，试验重复 3 次!
"! #! 3$ =>=?@) A" 表达分析 $ 细胞生长于小盖玻片

上，多聚甲醛固定，血清封闭，加一抗于 35B 孵育 C1
*@)，加荧光素标记二抗孵育 #1 *@)，甘油封片，7;@=9D
8& 激光共聚焦显微镜观察、照相及数据分析，实验重

复 # 次! 计算荧光强度时每组实验取 3 张片子，每张

片子取 3DE 个视野，每个视野取 C 个细胞，计算其平

均荧光强度!
"! #! ’$ ,&D+F, 检测 FAG#，FAG’，=>=?@) A"，=>=?@)
A3 的 *,8H 表达$ 实验各组细胞处理 #’ 6，收获细

胞，用 &I@JK? 试剂一步法提取各组细胞总 ,8H，逆转

录为 =A8H，置 . 41B备用! 引物由上海 :9)LK) 合成，

FAG#：M CNDOF& F&F HF& OOF H&& FF& FF& D3N，,
CN CNDFOH HH& OHH OOF HF& HOH OFD3N，产物 C’E
PQ；FAG’：M CNDF&H FF& F&F OH& H&OHOF FHO & D
3N，, CNDFH& F&O O&H OF& O&H OH& &F& OD3N，产物

CE3 PQ；=>=?@) A"：M CNDOHO OHH FHO HHO &OF OHO
OH D3N，, CND&F& OOH OHO OHH OFO &O& OHD3N，产

物 C1" PQ；=>=?@) A3：M CND&O& FHO OHO FHO H&F
OHH OF D3N，, CNDFF& &&H OHH OOF HF& HOH OFD
3N，产 物 ’C3 PQ；!D9=R@)：M CNDHOO OOF FOO HF&
FO& FH& HF& D3N，, CNDOOF OOF HFF HFF H&O
&HF FF&D3N，产物 #1# PQ! #C "7 体系加样本总 =AD
8H，上游和下游引物各 "! C "7，依次加入试剂盒其他

成分! 反应条件为 (’B 灭活 ’1 :，E1B 或 E"B 退火

’1 :，5#B延伸 ’1 :，## 个循环，#1 L / 7 琼脂糖电泳，

照相，半定量分析以凝胶成像系统的分析软件 S" 来

分析其灰度值，每实验重复 3 次，以目的条带 / !D9=R@)
之比值为结果，各组间进行单因素方差分析!

统计学 处 理：数 据 用 " # $ 表 示，组 间 比 较 用

T+TT"1! 1 软件进行单因素方差分析!

"# 结果

"$ ! # %&’(%)("*! 乳 腺 癌 细 胞 增 殖 # 以 ’，4
"*K? / 7 U+ 作用 %AHD%VD#3" 乳腺癌细胞 ’4 6，细胞

抑制率为（"5! " W ’! "）2，（’1! 3 W 4! 5）2 !
"$ " # %&’(%)("*! 乳 腺 癌 细 胞 周 期 相 分 布 # 4

"*K? / 7 U+ 作用 %AHD%VD#3" 乳腺癌细胞 #’ 6 和 5#
6，O1 / O" 期细胞分别为（E5! 1 W "5! E）2 和（’’! ’ W
""! (）2，O1 / O" 期 细 胞 比 对 照 组［#’ 6，（’E! E W
"#! 4）2；5# 6，（"C! 3 W3! "）2］明显增高（% X1! 1C）!
"$ *# %&’(%)("*! 乳腺癌细胞中 +,+-./ &! 蛋白表

达# =>=?@) A" 蛋白主要表达于细胞的胞浆中（图 "），

’，4 "*K? / 7 U+ 组 =>=?@) A" 表达量荧光值分别为

CC! " W "1! #，’"! ’ W ""! #，比对照组（4(! ( W ""! #）明

显降低（% X 1! 1C）!

H：对照组；V：’ "*K? / 7 U+ 组；F："*K? / 7 U+!

图 "$ U+ 对 %AHD%VD#3" 乳腺癌细胞中 =>=?@)A" 表达的影响

$ T+DM<&F 0 ’11

"$ 0 # %&’(%)("*! 乳腺癌细胞中 1&2"，1&20，

+,+-./ &!，+,+-./ &* 345’ 表达# *,8H 的表达以

电泳条带的亮度来判断，亮度值越强，*,8H 量越高，

经凝 胶 成 像 系 统 软 件 处 理，与 对 照 组 比 较，U+ 组

FAG#，FAG’，=>=?@) A" 及 =>=?@) A3 *,8H 表达均降

低（图 #）!

%：*9IY;I；"：4 "*K? / 7 U+；#：’ "*K? / 7 U+；3：对照! 9% X1! 1C &$ 对照!

图 #$ U+ 对 %AHD%VD#3" 乳腺癌细胞中 =>=?@) A3，=>=?@) A"，

FAG#，FAG’ *,8H 表达的影响
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!" 讨论

雌激素是哺乳动物体内分泌的一种性激素，起着

调节动物生长、分化和生殖的作用! "# 是一种苯环

类化合物，能与 $%! 结合，显示出雌激素活性! "#
主要用于生产非离子表面活性剂、增塑剂、热稳定剂、

光稳定剂等，广泛存在于生活、工作环境的水体、淤

泥、土壤和食物如鱼类、贝类及饮用水中［&］! ’()*
’+*,-. 乳腺癌细胞是一株 $%! / 的细胞，0.1 "234 5 6
"# 对 ’78*9 乳腺癌细胞会 产 生 毒 性 作 用，. : .;
"234 5 6 "# 会对 ’()*’+*,-. 乳腺癌细胞产生毒性

效应，抑制 ’()*’+*,-. 乳腺癌细胞的增殖［.］! 以植

物雌激素三羟异黄酮作用 .<&*+1 5 =$% 细胞，结果发

现活细胞数量减少，呈剂量*效应关系，同时 >; 5 >.
期细胞增高，细胞凋亡也增多! 本研究结果显示 &，

<"234 5 6 "# 均能抑制 ’()*’+*,-. 乳腺癌细胞增

殖，并呈时间*效应和剂量*效应!
细胞增殖依赖于细胞周期的顺利进行，该过程受

>. 5 ?，>, 5 ’ 两个关健点调控! 植物雌激素三羟异黄

酮能将 ’()*’+*,-. 乳腺癌细胞阻滞于 >, 5 ’ 期，细

胞凋亡增加［1］，超二倍体增加! 本研究结果显示 "#
作用 ’()*’+*,-. 乳腺癌细胞 ,&@，>; 5 >. 期细胞

（凋亡峰）明显增加（! A ;! ;1），表明 "# 具有急性毒

性作用，细胞迅速凋亡! "# 引起 ’()*’+*,-. 乳腺

癌细胞周期阻滞与三羟异黄酮不同，这可能与三羟异

黄酮具有多种生物活性有关!
细胞增殖依赖于细胞周期的顺利进行，细胞周期

的正常进行又依赖于细胞周期调控蛋白如 BCB4DE(，

BCB4DE)，BCB4DE$ 等及细胞周期依赖性激酶（7(F）的

正常表达! BCB4DE ( *7(F& 是 >; 5 >. 期的限速步骤，

过度表达 >. 期的周期蛋白如 BCB4DE(，BCB4DE$ 能加

速细胞快速通过 >. 期! BCB4DE(. 蛋白表达与细胞周

期运行有关［G］，抑制肿瘤组织生长与 #1- 的高表达

及 BCB4DE (. 低表达相关［9］! 以 .9*羟雌二醇作用雌性

HDIJKL 大鼠 G; M，发现雌二醇通过减少 7(F,，7(F&

的表达以 及 降 低 7(F, 活 性，将 细 胞 阻 滞 于 >. 5 ?
期［<］! 本研究结果表明，"# 作用 ’()*’+*,-. 乳腺

癌细胞后，能降低 7(F,，7(F&，BCB4DE (. 及 BCB4DE
(- 2%N) 的表达，降低 BCB4DE (. 蛋白的表达，抑制乳

腺癌细胞的增殖，细胞阻滞于 >. 5 ? 期，导致 ’()*
’+*,-. 乳腺癌细胞的增殖受抑，并呈剂量*效应和时

间*效应!
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