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·实验研究·

他莫昔芬对转染 ＥＲβ１基因的 ＭＣＦ７
细胞生长特性的影响

周艳　姜军　杨新华　范林军　张毅　陈显春

【摘要】　目的　研究在不同处理因子作用下，外源基因
ＥＲβ１的表达对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞系生长特性的影响。
方法　利用脂质体转染方法将 ＥＲβ１真核表达载体 ｐｃＤＮＡ
３．１ＥＧＦＰＥＲβ１导入 ＭＣＦ７乳腺癌细胞系。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测转染细胞中ＥＲβ１的蛋白表达水平，筛选阳性克
隆。以亲本细胞ＭＣＦ７为对照，分别在雌激素和雌激素受体
拮抗剂他莫昔芬作用下观察细胞的生长特点。结果　在转染
ＥＲβ１基因的 ＭＣＦ７细胞系中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实 ＥＲβ１
的蛋白表达水平显著增高。在无处理因子的情况下，外源基

因ＥＲβ１在ＭＣＦ７细胞系中的表达能抑制细胞生长。与亲本
细胞ＭＣＦ７细胞相比，转染ＥＲβ１的ＭＣＦ７细胞对雌激素的
敏感性下降，但对他莫昔芬的敏感性无明显变化。结论　外
源性ＥＲβ１基因在ＭＣＦ７乳腺癌细胞中的稳定表达不增加对
他莫昔芬的耐药性，但使之对雌激素的敏感性下降。

【关键词】　乳腺癌；　雌激素受体；　内分泌治疗；　基
因转染

【中图法分类号】　Ｒ７３７．９　　　　【文献标识码】　Ａ

ＥｆｆｅｃｔｏｆｔａｍｏｘｉｆｅｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓＥＲβ１ｇｅｎｅ　ＺＨＯＵＹａｎ，ＪＩＡＮＧＪｕｎ，ＹＡＮＧＸｉｎｈｕａ，ＦＡＮＬｉｎｊｕｎ，
ＺＨＡＮＧＹｉ，ＣＨＥＮ Ｘｉａｎｃｈｕｎ．ＢｒｅａｓｔＤｉｓｅａｓｅｓＣｅｎｔｅｒ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｔｈｉｒｄ
ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００３８，Ｃｈｉｎａ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓＥＲβ１ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈ
ｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｅｓｔｒｏｇｅｎｏｒｔａｍｏｘｉｆｅｎ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｕｍａｎｅｎｔｉｒｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ
ＥＲβ（ｐｃＤＮＡ３．１ｌＥＧＦＰＥＲβ１）ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＣＦ７

·３６·中华乳腺病杂志（电子版）２００８年２月第２卷第１期ＣｈｉｎＪＢｒｅａｓｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＶｅｒｓｉｏｎ），Ｆｅｂｒｕａｒｙ２００８，Ｖｏｌ．２，Ｎｏ．１



ｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎｒｅａｇｅｎｔ．ＴｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＲβ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＲβ１ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＭＣＦ７，
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＥ２（１７ｂｅｔａｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ）
ａｎｄｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＥＲβ１ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ＥＲβ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．
ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄａｔｔｈｅｓａｍｅｒａｔｅａｓｎａｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ
ｏｆｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ｗｈｅｒｅａｓａｓｔｒｏｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＥ２ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＥＲβ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｄｏｅｓｎｏｔｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ａｎｄａｓｔｒｏｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｍａｙｏｃｃｕｒｒｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＥ２．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｂｒｅａｓｔｎｅｏｐｌａｓｍａ；　Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；　ＥｎｄｏｃｒｉｎｅｔＨＥＲａｐｙ；
　Ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

　　野生型雌激素受体ｂｅｔａ（Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒβ，ＥＲβ）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，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。因此，ＥＲβ１在乳
腺癌中的研究价值越来越受重视。ＥＲβ１表达提示乳腺癌对内分泌治疗敏感
还是耐药？目前的研究结果存在很大的差异［１－３］。大多数学者都认为 ＥＲβ１
作为激素受体，其表达会影响以他莫昔芬（Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ＴＡＭ）为代表的内分泌
治疗药物的敏感性。因此，本研究将ＥＲβ１真核表达质粒转染人乳腺癌ＭＣＦ
７细胞中，观察他莫昔芬对强制表达 ＥＲβ１的 ＭＣＦ７细胞的作用，初步探讨
ＥＲβ１表达和他莫昔芬治疗间的关系。

１　材料与方法
１．１　实验材料

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基和新生牛血清均购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；抗ＥＲβ１单克
隆抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。乳腺癌ＭＣＦ７细胞株为第三军医大学组胚学
教研室梅峰博士惠赠。ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰＥＲβ１真核表达质粒由瑞士 Ａｎｄｅｒｓ
Ｓｔｒｏｍ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ＭＣＦ７细胞在含１００ｍｌ／Ｌ新生牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２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　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１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
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加入质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲβ１２．０μｇ，Ｄｏｔａｐ１５μｌ，设置非转染对照组。
１．４　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ＭＣＦ７细胞株和
ＥＲβ１转染ＭＣＦ７细胞，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Ａ值。以时间为横轴，吸光度Ａ值为终轴绘制
细胞生长曲线。然后将转染细胞以３×１０４／ｍｌ接种于铺有盖玻片的２４孔板中，
以５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ的他莫昔芬和１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ的１７β雌二醇处理２４、４８、７２ｈ，同
时设置未处理组为对照。用上述ＭＴＴ法测定各组细胞的增殖活性。
１．５　统计学处理

用ＳＰＳＳ１０．０进行统计学分析，数据表示均为 珋ｘ±ｓ，采用重复测量方差分
析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　质粒转染效果

荧光显微镜下呈现绿色荧光的即为成功转染ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰＥＲβ１的乳
腺癌ＭＣＦ７阳性表达克隆细胞（图１）。

图１　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰＥＲβ１转染ＭＣＦ７细胞２４ｈ的倒置
荧光显微镜激发荧光图（×１００）

２．２　ＭＴＴ比色试验检测ＥＲβ１基因转染对ＭＣＦ７细胞活性和生长的影响
随着时间的延长，细胞增殖活性升高，观察细胞生长至第７天，ＭＴＴ比色

试验结果显示外源性 ＥＲβ１基因转入后，ＭＣＦ７乳腺癌细胞株生长活性明显
降低，与未转染对照组相比差异有统计学意义（图２）。
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图２　不加任何处理因素时ＭＣＦ７细胞和ＭＣＦ７ＥＲｂ１细胞的生长曲线

在雌二醇作用下，转染ｐｃＤＮＡ３．１ＥＧＦＰＥＲβ１的ＭＣＦ７细胞增殖速度受
到明显抑制（Ｐ＜０．０５），即 ＥＲβ１表达水平的提高使乳腺癌细胞对雌二醇的
敏感性下降（图３）。在他莫昔芬作用下，转染组细胞和对照组细胞均出现生
长抑制，但是二者间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。雌二醇和他莫昔芬
对ＭＣＦ７细胞和ＭＣＦ７ＥＲβ１细胞增殖功能的影响见表１。

图３　加雌激素后ＭＣＦ７细胞和ＭＣＦ７ＥＲｂ１细胞的生长曲线

图４　加入他莫昔芬后ＭＣＦ７细胞和ＭＣＦ７ＥＲｂ１细胞的生长曲线
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表１　雌二醇和他莫昔芬对ＭＣＦ７细胞和ＭＣＦ７ＥＲβ１细胞增殖功能的影响

细胞及分组
吸光度Ａ值

１ｄ ２ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
ＭＣＦ７对照 ０．６８３±０．０４７ ０．８７２±０．０４０ １．１９４±０．０５０ １．５２５±０．００９ １．７０２±０．０５９
ＭＣＦ７＋Ｅ２ ０．７５５±０．００８ １．２３６±０．０６６ １．６４２±０．０５４ １．７８６±０．０７１ ２．１２０±０．０３７
ＭＣＦ７＋ＴＡＭ ０．７６０±０．０１６ ０．６７５±０．００７ ０．７３１±０．００６ ０．７６３±０．０１４ ０．８８２±０．０１０
ＭＣＦ７ＥＲβ对照ａ ０．４８０±０．０５８ ０．６９９±０．０３５ １．０５９±０．１０６ １．４０７±０．０９９ １．５１５±０．１０７
ＭＣＦ７ＥＲβ＋Ｅ２ｂ ０．７５８±０．０１６ １．１５７±０．０４７ １．３９１±０．０７９ １．５３６±０．０５９ １．８７３±０．０６４
ＭＣＦ７ＥＲβ＋ＴＡＭ ０．７３７±０．０１１ ０．６４４±０．０３９ ０．６８５±０．００８ ０．７４５±０．００９ ０．８３６±０．００７

　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＦ７对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＦ７＋Ｅ２组比较；Ｅ２：雌二醇；ＴＡＭ：他莫昔芬

３　讨论
ＥＲβ１作为雌激素受体的亚型，和 ＥＲα具有相似的结构和作用方式。研

究证明，他莫昔芬等不同类型的选择性激素受体调节剂均可以作为配体和

ＥＲβ结合，抑制雌激素反应元件（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＥ）介导的转录
活性，表现为抑制细胞生长的作用。但是，在具体的乳腺癌细胞和乳腺癌组织

中，ＥＲβ１表达在内分泌治疗中扮演怎样的角色却众说纷纭。Ｓｐｅｉｒｓ等［４］利用

ＲＴＰＣＲ方法检测对他莫昔芬治疗敏感和耐药的两组乳腺癌患者的 ＥＲβ
ｍＲＮＡ表达情况，结果显示他莫昔芬耐药组 ＥＲβｍＲＮＡ表达明显升高；同样
检测对他莫昔芬耐药和敏感的乳腺癌细胞株亦得到了类似结论。Ｐｅａｃｈ等［５］

发现，在激活蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）位点上，ＥＲα表现出雌二醇依赖
的ＡＰ１位点转录活性，和抗雌激素作用时，丧失此转录活性。ＥＲβ与ＥＲα正
好相反，和Ｅ２结合时没有转录活性，和他莫昔芬结合后却刺激 ＡＰ１转录，导
致细胞中细胞周期素 Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１，ＣＤ１）表达增加，引起细胞增殖。而且
Ｈｏｄｇｅｓ等［６］认为他莫昔芬介导的抗增殖作用主要通过抑制ＣＤ１发挥作用，因
此ＥＲβ和他莫昔芬结合后刺激 ＡＰ１转录。这一现象一直被认为是 ＥＲβ表
达导致他莫昔芬耐药的最有力的证据。然而 Ｓｔｒｏｍ等［７］诱导 Ｔ４７Ｄ细胞表达
ＥＲβ时发现，不管是雌二醇、他莫昔芬、雷诺昔芬还是 ＩＣＩ１８２７８０均不会刺激
细胞增生。Ｌｉｃｚｎａｒ等［８］转染 ＥＲα基因到 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中，虽然 ＣＤ１蛋
白表达增加，但是却表现为抑制细胞增殖的效应，说明 ＣＤ１蛋白表达并不一
定都引起乳腺癌细胞的增殖效应。这两项实验提示虽然他莫昔芬和ＥＲβ１结
合会刺激ＡＰ１位点的转录，上调ＣＤ１蛋白表达，但是并不一定会刺激细胞生
长，介导他莫昔芬治疗抵抗。因此，仅从一个转录位点和信号通路途径来说明

ＥＲβ１和内分泌治疗间的关系是不够的，ＥＲβ１和他莫昔芬作用后有哪些基因
转录发生改变，最终导致怎样的细胞效应，目前仍不清楚。

本研究直接将 ＥＲβ１基因转染至 ＭＣＦ７乳腺癌细胞株中。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ证实了转染细胞株中ＥＲβ的蛋白表达水平明显增高，说明ＥＲβ转染细胞
株成功。因此，通过与亲本ＭＣＦ７细胞比较，可直接观察到ＥＲβ１的过量表达
在不同处理因子作用下对细胞生长的影响。本研究中，在未加任何处理因子

情况下，转染ＥＲβ１的ＭＣＦ７细胞生长受抑制，提示ＥＲβ１本身可以通过某些
信号通路改变乳腺癌细胞的增殖活性。在雌二醇作用下，转染 ＥＲβ１基因的
ＭＣＦ７细胞的生长速度明显减慢。Ｌａｚｅｎｎｅｃ等［９］通过腺病毒载体将 ＥＲβ１转
染至ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞内，与未转染细胞比较，无论有无雌激素存在，
细胞的增殖率均下降。研究表明在ＥＲβ１阴性乳腺癌细胞中转染ＥＲβ１，能通
过抑制ｃｍｙｃ基因转录，增加 ｐ２１和 ｐ２７表达使细胞周期阻滞于 Ｇ２期，从而
抑制细胞增殖［１０］。本研究结果与文献报道类似，即ＥＲβ１蛋白表达有抑制乳
腺癌细胞增殖的作用，尤其是在雌二醇存在的条件下，ＥＲβ１的过量表达明显
降低乳腺癌细胞对雌激素的敏感性，抑制乳腺癌细胞生长。这说明在雌激素

存在的条件下，过度表达的ＥＲβ１是负性生长调控因子。
本研究发现，雌激素受体拮抗剂他莫昔芬可抑制转染 ＥＲβ１的 ＭＣＦ７细

胞和未转染ＭＣＦ７乳腺癌细胞的增殖作用，对两种细胞抑制作用的差异无统
计学意义。可见，增加乳腺癌细胞株中ＥＲβ１的表达，并未诱导出对雌激素受
体拮抗剂的耐药。有关ＥＲβ１与乳腺癌内分泌耐药相关性研究得出不同结论
的原因，可能是：（１）有关ＥＲβ１和他莫昔芬治疗耐药相关的研究大多为利用
ＲＴＰＣＲ或实时ＰＣＲ技术检测ＥＲβ１ｍＲＮＡ水平的表达，因此不一定反映其执
行细胞功能的蛋白水平；（２）由于ＥＲβ１与ＥＲα在ＤＮＡ结合区和羧基端的配
体激素结合区域具有高度同源性，因此，有些公司生产的 ＥＲβ抗体可能也能
检测到ＥＲα，从而使ＥＲβ１的表达值偏高，干扰最终结果。

因此，本研究将表达 ＥＲβ１全长基因序列的真核表达质粒转染入 ＭＣＦ７
细胞中，发现细胞生长受抑，尤其抑制由雌二醇介导的细胞增殖，他莫昔芬处

理转染后细胞和未转染细胞均抑制其生长，二者间没有显著差异。这说明

ＥＲβ能抑制乳腺癌细胞生长，负性调控激素刺激的细胞生长，并且不会诱导
他莫昔芬治疗耐药。
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