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·实验研究·

ＥＲβ１对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 Ｅｆｐ基因表达的
抑制作用

陈莉　姜军　杨新华　范林军　张毅　陈显春

　　【摘要】　目的　了解雌激素受体β１（ＥＲβ１）对雌激素敏感
性指状蛋白（Ｅｆｐ）基因的调节作用，为进一步探讨ＥＲβ对Ｅｆｐ基
因的调控机制奠定基础。方法　应用脂质体法将 ＥＲβ１真核表
达质粒转染至乳腺癌ＭＣＦ７细胞中，再用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染
细胞中Ｅｆｐ蛋白表达的变化。ＭＴＴ比色试验观察 ＥＲβ１真核表
达质粒转染后 ＭＣＦ７细胞增殖活性的变化。结果　外源性
ＥＲβ１真核表达质粒组 ＭＣＦ７细胞较未转染组 ＭＣＦ７细胞 Ｅｆｐ
蛋白表达明显减弱。ＥＲβ１基因转染后的 ＭＣＦ７细胞的增殖活
性降低。结论　ＥＲβ１基因的表达可以抑制人乳腺癌 ＭＣＦ７细
胞中Ｅｆｐ基因的表达，并抑制ＭＣＦ７细胞的增殖能力，可能在乳
腺肿瘤发生、发展机制中具有重要的作用。

　　【关键词】　乳腺癌；　ＭＣＦ７；　雌激素受体 β１；　雌激素
敏感性指状蛋白
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ｅｘｏｇｅｎｏｕｓＥＲβ１ｇｅｎｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＭＴＴｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥｆｐｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒ
ｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＥＲβ１
ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＥＲβ１ｇｅｎｅ
ｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｆｐｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７
ｃｅｌｌ．Ｉｔｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｐａｒｔｉｎｔｈｅｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃ
ｅｒ．
　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｂｒｅａｓｔｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　ＭＣＦ７；　Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒβ１；　Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

　　近２０年来，乳腺癌的发病率呈明显上升趋势［１］，全球每年发病患者超过

１００万，严重危害了妇女的身体健康。雌激素受体 β１（ＥｓｔｒｏｇｅｎＲｅｃｅｐｔｏｒβ１，
ＥＲβ１）是１９９６年在大鼠前列腺和卵巢ｃＤＮＡ文库中成功克隆出的一种新的雌激
素受体，属甾体激素受体超家族的成员，为配体依赖的反式转录调节蛋白。目前

的研究表明，乳腺癌组织中 ＥＲβ１表达下降，与乳腺癌的发生有关［２］。雌激素敏

感性指状蛋白（Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，Ｅｆｐ）基因是雌激素ＥＲα促增殖
信号调控的重要反应基因之一。既往研究发现ＥＲα能和Ｅｆｐ基因启动子上雌激
素反应元件（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＥ）结合，上调 Ｅｆｐ蛋白的表达，促进周
期依赖蛋白激酶（ＣＤＫ）和周期素Ｂ（ＣｙｃＢ）释放激活，促进了肿瘤细胞的增殖［３］。

近年来，乳腺癌中ＥＲβ１和Ｅｆｐ基因的关系越来越受关注，但乳腺癌中ＥＲβ１能否
影响Ｅｆｐ基因的表达目前尚未清楚。本研究将外源性 ＥＲβ１基因转染人乳腺癌
细胞株 ＭＣＦ７，观察 ＥＲβ１基因对 Ｅｆｐ的表达及其对细胞增殖的影响，以期为研
究ＥＲβ１抑制细胞增殖的作用机制奠定基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基为Ｇｉｂｃｏ公司产品；新生牛血清购自中美合资兰州民海生
物制品有限公司；抗 ＥＲβ１和 Ｅｆｐ单克隆抗体为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。乳腺癌
ＭＣＦ７细胞株购自上海细胞生物研究所。ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１真核表达质粒由美国
加州大学ＫｉｍＳ博士惠赠；脂质体转染试剂Ｄｏｔａｐ为Ｒｏｃｈｅ公司产品。
１．２　细胞培养
　　乳腺癌ＭＣＦ７细胞在含１００ｍｌ／Ｌ新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中按常规
方法培养，在６孔培养板培养１～２ｄ，待细胞融合度达到６０％～７０％时进行转染。
１．３　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１质粒瞬时转染细胞
　　采用脂质体转染法，参照Ｒｏｃｈｅ公司Ｄｏｔａｐ试剂说明书进行优化。每孔加入
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质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１２．０μｇ，Ｄｏｔａｐ１５μｌ，设置非转染对照组。
１．４　蛋白免疫印迹
　　转染后４８ｈ，以ＲＩＰＡ裂解液（１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１ｇ／ＬＮＰ４０，０．０５ｇ／Ｌ脱氧
胆汁酸盐钠，０．０１ｇ／ＬＳＤＳ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），２ｍｇ／Ｌ亮肽素和１００ｍｇ／Ｌ
苯甲基磺酰氟化物）提取细胞总蛋白。采用ＢＣＡ法（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司试剂盒）测定
总蛋白浓度。总蛋白以每个泳道３０μｇ加样进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳完成
后，采用ＢｉｏＲａｄ浸渍电转移系统（转移缓冲液：３９ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，４８ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
碱，０．３７ｇ／ＬＳＤＳ及２００ｍｌ／Ｌ甲醇）将蛋白电转移至硝酸纤维素膜（购自北京鼎国
生物制品有限公司）。硝酸纤维素膜依次经过封闭、一抗孵育、洗膜、辣根过氧化物

酶偶联的二抗孵育、洗膜，最后以增强化学发光法（ＥＣＬ，Ｐｉｅｒｃｅ公司试剂盒）显色条
带。蛋白条带采用ＢｉｏＲａｄ公司 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行密度分析。
１．５　ＭＴＴ活性检测
　　细胞生长曲线的测定：采用四唑盐（ＭＴＴ）比色法，分别取ＭＣＦ７细胞株和经
Ｇ４１８筛选的ＥＲβ１过表达 ＭＣＦ７细胞（已鉴定，另文发表），以每孔２．５×１０３个
细胞行３复孔接种入 ９６孔细胞培养板，待细胞生长至第 １～６天，每孔加入
５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ２０μｌ，于 ３７℃继续培养 ４ｈ，弃上清液后每孔加二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）１５０μｌ，轻轻振荡１０ｍｉｎ，酶标仪（波长４９０ｎｍ）测定每孔的吸光度值。
吸光度值以 珋ｘ±ｓ表示，应用Ｅｘｃｅｌ软件进行ｔ检验分析。

２　结果
２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染后 ＭＣＦ７细胞中 Ｅｆｐ蛋白表达发生改变，表现为
ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染组ＭＣＦ７细胞Ｅｆｐ蛋白表达明显减少（图１）。

１：ＭＣＦ７细胞；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌｅ空载体转染ＭＣＦ７；
３：ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染ＭＣＦ７

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｆｐ蛋白的表达

２．２　生长曲线结果
　　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染后的 ＭＣＦ７细胞较普通 ＭＣＦ７乳腺癌细胞株生长曲
线右移，与对照组比较差异有统计学意义（图２），表明 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染后
ＭＣＦ７细胞生长受到抑制。
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 Ｐ＜００１，与对照组比较

图１　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１转染后ＭＣＦ７细胞生长的效应改变

３　讨论
　　ＥＲβ１位于第１４号染色体长臂２２～２４区段，基因长度为２４ｋｂ。ＥＲβ１与
ＥＲα一样同属甾体激素受体家族成员，同样能组成二聚体，能结合 ＥＲＥ反应元
件，能调节基因的转录。但是，ＥＲβ１的分子结构、受体分布与ＥＲα不同也预示了
二者在功能上存在着差异。ＥＲβ１在乳腺正常组织、不典型增生及癌组织中的表
达存在着显著差别，表现为 ＥＲβ１的蛋白表达逐渐下降［４］，并且 ＥＲβ１表达与乳
腺肿瘤大小、组织分化及无病生存期密切相关［５］。因此，ＥＲβ１在乳腺癌中的潜
在研究价值越来越受重视。研究 ＥＲβ１对于揭示乳腺癌肿瘤发病机制具有重要
意义［６］。

　　Ｅｆｐ基因是雌激素受体 α下游靶基因，也是雌激素ＥＲα促增殖信号调控的
重要反应基因之一。Ｅｆｐ基因启动子活性增高后可通过ＥＲＥ作用于雌激素受体，
从而促进乳腺癌细胞的增殖。在乳腺癌组织中，Ｅｆｐ基因过表达是预后不良的指
标之一。既往的研究认为Ｅｆｐ基因异常表达可能参与了乳腺癌的发生［７］。

　　为了解ＥＲβ１是否对ＭＣＦ７细胞Ｅｆｐ基因表达有抑制作用，本研究选用人乳
腺癌ＭＣＦ７细胞株为模型，将外源性 ＥＲβ１基因转染人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现转染后Ｅｆｐ蛋白表达明显减少。以上结果证明 ＥＲβ１基因
可抑制Ｅｆｐ蛋白的表达。同时，本研究还发现外源性 ＥＲβ１基因转染人乳腺癌
ＭＣＦ７细胞后，可抑制人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的 ＭＴＴ活性，可能对 ＭＣＦ７细胞的
增殖也有一定的影响。

　　本研究已经明确在乳腺癌细胞中，ＥＲβ１基因与Ｅｆｐ基因转录调控密切相关，
推测ＥＲβ１对Ｅｆｐ基因转录活性抑制能力的减弱可能是乳腺癌发生的重要机制
之一。这为研究ＥＲβ１抑制细胞增殖机制奠定了基础，将有利于今后对乳腺癌致
癌机制、诊断、治疗和预后有更好的了解。
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