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暋暋暰摘要暱暋目的暋观察雌激素受体毬1(ER毬1)被阻断后对Bax和Bcl灢2表达的影响,
探讨ER毬1在乳腺癌中的生物学作用机制。方法暋应用脂质体法,将针对人ER毬1基因

的siRNA 转染人类乳腺癌细胞株 MDA灢MB灢231。分别用 Realtime灢PCR、Western
Blot检测ER毬1被干扰前后细胞中ER毬1、Bcl灢2、Bax等基因 mRNA和蛋白表达水平的

变化;通过细胞增殖曲线观察ER毬1基因被干扰后细胞增殖活性的变化;采用流式细胞

仪分析细胞凋亡率的改变。计量资料的比较采用t检验或单因素方差分析。结果暋
RNA干扰技术阻断乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞 ER毬1基因的表达后,ER毬1mRNA 和

蛋白水平显著下降(P < 0.05),生长曲线显示细胞增殖能力明显增强(P < 0.05);

pSilencer灢ER毬1转染组细胞的Bax基因 mRNA及蛋白水平显著下降(P <0.01),Bcl灢
2基因的表达未发生变化,Bcl灢2/Bax比值明显上升;pSilencer灢ER毬1转染组细胞凋亡率

较未转染组明显减少(t=6.22,P=0.00)。结论暋ER毬1可通过调控细胞凋亡相关基

因Bax而促进细胞的凋亡,是ER毬1抑制细胞增殖的原因之一。
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暰Abstract暱暋Objective暋ToobservethechangesinBaxandBcl灢2expressionsand

toinvestigatethebiologyroleofestrogenreceptor(ER)毬1inMDA灢MB灢231breast
cancercellsbyusing RNAinterferencetointerruptER毬1expression.Methods暋
pSilencer灢ER毬1 wastransfectedinto MDA灢MB灢231 breastcancercells by using
cationicliposomeLipofectamine2000TM astranfectingagent.Aftertransfection,the
expressionlevelsofmRNAandproteinofER毬1 ,Bcl灢2andBaxwereevaluatedby
real灢timepolymerasechainreaction(RT灢PCR)and Westernblot,respectively.Cell
apoptosiswasdetectedusingflowcytometry.Cellgrowthcurvewasperformedto
showthechangesinproliferationability.Comparisonbetweenquantitativedatawas
performedsingttestandonefactoranalysisofvariance.Results暋 After ER毬1
siliencing,bothmRNAandproteinlevelofER毬1andBaxgenedecreasedsignificantly
comparedwiththecontrolgroups(P<0.05),andcellgrowthcurveshowedamarked
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enhancementincellproliferation (P<0.05).InthepSilencer灢ER毬1transfection
group,therewasanobviousdecreaseinmRNAandproteinlevelofBaxgene(P<
0.01);nosignificantchangeintheexpressionofBcl灢2;andtheratioofBcl灢2/Bax
increased.Theresultsfromflowcytometryshowedthatcellapoptosisdecreased
markedlyinthepSilencer灢ER毬1transfectiongroupcomparedwiththecontrols(t=
6.22,P=0.00).Conclusion暋ER毬1couldinduceapoptosisofMDA灢MB灢231breast
cancercellsbyregulatingBaxgeneexpression,whichmayplayanimportantrolein
ER毬1inhibitingthegrowthofMDA灢MB灢231breastcancercells.

暰Keywords暱暋breastneoplasms;RNAinterference;estrogenreceptor毬1

暋暋近20年来,乳腺癌发病率呈明显上升趋势,居女性所有恶性肿瘤发病率

首位。乳腺癌是一种雌激素依赖性肿瘤,目前公认雌激素通过与受体结合介

导的细胞信号在乳腺癌发生、发展中具有重要作用[1灢2]。雌激素受体分毩和毬
两种。雌激素受体毬(estrogenreceptor毬,ER毬)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[3]。既往研究表明 ER毬
是肿瘤的抑癌基因[4灢5],但其作用机制至今仍不清楚。迄今为止已发现6种

ER毬的拼接体,即ER毬1~ER毬6,其中ER毬1是其野生全长型[6]。本研究通过

观察ER毬1对乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞凋亡及凋亡相关基因表达的影响,以
期为探究ER毬生物学作用及相关机制提供新的实验依据。

1暋材料与方法

1.1暋主要试剂

新生牛血清购自中美合资兰州民海生物制品有限公司;抗 ER毬1单克隆

抗体购自Serotec公司,Bcl灢2和Bax单克隆抗体为SantaCruz公司产品;脂
质体转染试剂 Dotap由 Roche公司提供;TrizolReagent和 AMV 逆转录试

剂分别购自Invitrogen公司和Promega公司,引物均由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成。乳腺癌细胞系 MDA灢MB灢231购自美国模式培养物研

究所(AmericanTypeCultureCollection,ATCC),在含100ml/L新生牛血

清的RPMI1640培养液(Gibco公司)中常规方法培养,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。
1.2暋siRNA设计合成

首先在美国国立生物技术信息中心 NCBI数据库中获取人ER毬1全长序列
(序列号:BC024181),结合设计软件和文献报道,确定ER毬1siRNA,序列分别:5

'灢GATCGACGTGCTTCGCGGGTGCAATTCAAGACGTTGCACCCGCGAAGCAC
GTTTTTTTA灢3'(正义链);5'灢AGCTTAAAAAAACGTGCTTCGCGGGTGCAACG
TCTTGAATTGCACCCGCGAAGCACGTC灢3'(反义链)。序列行BLAST比对检

查以保证和其他基因没有同源性。所有实验均重复3次。
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1.3暋质粒瞬时转染细胞
采用脂质体转染法转染细胞,并根据 Roche公司 Dotap试剂说明书进行

优化。取对数生长期的 MDA灢MB灢231细胞,调整细胞数,使其转染融合度达

60%~70%,接种于12孔板,用含10%血清不含抗生素的 RPMI1640培养,
次日贴壁后弃去旧培养液待转染。脂质体每孔加入质粒pSilencer灢ER毬1、
pNegativevector2.0毺g,Dotap15毺l,分别作为转染组和空载体组,设置未转

染的乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞为未转染组。同时设置荧光报告基因质粒为
对照,计算出转染阳性率约为40%。
1.4暋蛋白免疫印迹

pSilencer灢ER毬1转染组、pNegativevector转染组(空载体组)和未转染组分别

以RIPA(radio灢immunoprecipitationassay)裂解液提取细胞总蛋白。RIPA裂解液
的组成为:150mmol/LNaCl,0.1g/LNP灢40,0.05g/L脱氧胆汁酸盐钠,0.01g/L
十二烷基硫磺酸钠(sodiumdodecylsulfate,SDS),50mmol/LTris灢HCl(pH
8.0),2mg/L亮肽素和100mg/L苯甲基磺酰氟化物。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30毺g加样进行聚丙烯酰胺凝
胶电泳。电泳完成后,采用Bio灢Rad浸渍电转移系统(转移缓冲液:39mmol/L甘氨

酸,48mmol/LTris灢HCl,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
(鼠抗灢ER毬1抗体,1暶1000;鼠抗灢Bax抗体,1暶1500;鼠抗灢Bcl抗体,1暶1500)孵

育、洗膜、辣根过氧化物酶偶联的二抗(兔抗鼠抗体,1暶500)孵育、洗膜。最后采用
化学发光显色试剂显影并摄像。蛋白电泳结果用Bio灢Rad公司QuantityOne软件

分析吸光度(A)作半定量分析。
1.5暋实时荧光定量PCR

用TRIZOL法常规分别提取各组的细胞总RNA ,提取的总RNA 用脱氧
核糖核酸酶栺(deoxyribonuclease栺,DNase栺)去除基因组DNA。按照逆转录试剂

盒操作程序进行逆转录反应,反应条件为70曟10min、置于冰上4min、42曟
60min、95曟5min、0曟5min。荧光定量PCR反应体系为25毺l,内含终质量浓

度为500ng/mlcDNA 模板、250nmol/L上、下游引物及12.5毺l2 暳SYBR
GreenPCRMaster混合物。引物设计合成:ER毬1上游引物5'灢CGATAAAAAC
CGGCGCAAGAGCT灢3',下游引物5'灢TCATTAACACCTCCATCCAACAGCTC
TC灢3';Bax灢2上游引物暋5'灢CTGACATGTTTTCTGACGGC灢3',下游引物暋5'灢
TCAGCCCATCTTCTTCCAGA灢3';Bcl灢2上游引物暋5'灢CGACGACTTCTCCCG
CCGCCGCTACCGC灢3',下 游 引 物 暋5'灢CCGCATGCTGGGGTACAGTTCC灢3';
GADPH 上游引物暋5'灢CGTGGAAGGACTCATGACCA灢3',下游引物暋5'灢
TCCAGGGGTCTTACTCCTTG灢3'。将反应管置 Mx3000PTM RealTimePCR反
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应仪中,反应条件为94曟40s、55曟40s、72曟40s,43个循环,荧光信号监
测。以2灢殼殼Ct(Ct代表循环阈值)表示基因的相对表达量,Ct值代表在PCR扩增
过程中,扩增产物的荧光信号达到设定的阈值时,所经过的扩增循环次数,殼殼Ct
=待测样本(Ct目的基因-CtGADPH)-对照组(Ct目的基因-CtGADPH)。
以未转染的 MDA灢MB灢231细胞为对照细胞。
1.6暋流式细胞仪观察细胞凋亡

分别收取 pSilencer灢ER毬1转染后及未转染组细胞各约1暳106 个,用

75%乙醇于4曟冰箱固定24h。PBS洗涤,3000暳g离心10min(离心机半
径为6cm)。弃去上清液后,加入0.5ml(20mg/ml)碘化银丙啶染色,振荡
摇匀4曟,避光30min,400目尼龙网滤过,用流式细胞仪测细胞凋亡率。
1.7暋生长曲线绘制

将各组细胞以(1~2)暳104L灢1细胞数接种在24孔细胞培养板上,每组

15孔,培养24h后,间隔24h分别获取各组细胞各3孔,0.25%胰蛋白酶消化,
3000暳g离心3min(离心机半径为6cm),收集细胞沉淀,加500毺l生理盐水悬
浮细胞,用细胞计数器计数。连续观察5d。
1.8暋统计处理

应用SPSS12.0统计软件进行统计分析。各组数据均为正态分布,且方
差整齐,因此所得数据以煀x暲s表示。两组间比较用t检验,多组间比较用单
因素方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋ER毬1基因被干扰后 MDA灢MB灢231细胞增殖能力的改变
生长曲线显示:pSilencer灢ER毬1转染组细胞生长曲线左移,细胞增殖能

力明显提高,培养至第3、4和5天时,pSilencer灢ER毬1转染组细胞数均高于空
载体组和未转染组,且差异有统计学意义(P<0.05,图1)。

a:P<0.05,与未转染组比较

图1暋ER毬1siRNA转染后 MDA灢MB灢231细胞生长的效应改变
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2.2暋ER毬1、Bcl灢2和BaxmRNA表达的变化
荧光定量PCR结果表明:pSilencer灢ER毬1组细胞的ER毬1mRNA表达明显

下调,与未转染组相比,差异有统计学意义(t=3.73P=0.02)。ER毬1基因表达
沉默后,BaxmRNA在ER毬1干扰组表达明显下降,与未转染组比较差异有统计
学意义(t=13.50,P=0.00);而pSilencer灢ER毬1组细胞的Bcl灢2mRNA表达与未
转染组比较,差异无统计学意义(t=-0.10,P=0.92)(图2)。

a,b:P<0.05,与未转染组比较

图2暋ER毬1基因表达沉默后ER毬1、Bax、Bcl灢2mRNA在 MDA灢MB灢231细胞的表达变化

2.3暋ER毬1、Bax、Bcl灢2蛋白在 MDA灢MB灢231细胞中表达

Westernblotting结果表明:pSilencer灢ER毬1组细胞的ER毬1蛋白表达明
显减少,与未转染组和空载体组相比,3组间差异有统计学意义(F=21.16,
P=0.00;图3)。pSilencer灢ER毬1组细胞中 ER毬1蛋白表达分别与未转染组
和空载体组比较,差异有统计学意义(P=0.01,P=0.00),而空载体组与未转
染组之间差异无统计学意义(P=0.60)。

pSilencer灢ER毬1组细胞的Bax蛋白表达明显下降,与空载体组和未转染组
相比,3组间差异有统计学意义(F=49.18,P=0.00,图3)。pSilencer灢ER毬1组
细胞的Bax蛋白表达分别与未转染组和空载体组比较,差异有统计学意义(P均

=0.00),而未转染组与空载体组之间差异无统计学意义(P=0.56)。
pSilencer灢ER毬1组细胞中Bcl灢2蛋白表达无明显变化,与空载体组和未转

染组相比,3组间差异无统计学意义(F=1.58P=0.28,图3)。
2.4暋流式细胞仪检测结果

与未转染组相比,pSilencer灢ER毬1转染组细胞的凋亡率明显下降,两组间
差异有统计学意义(t=6.22,P=0.00),提示ER毬1可通过诱导凋亡抑制乳腺
癌细胞的增殖(图4)。

3暋讨论

ER毬位于第14号染色体长臂22~24区段,基因长度为24kb。前期研究
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图3暋ER毬1基因表达沉默后Bax、Bcl灢2蛋白在 MDA灢MB灢231细胞的表达变化

a:未转染组;b:转染组

图4暋ER毬1基因表达沉默后细胞凋亡率改变

表明,ER毬能抑制肿瘤细胞的增殖,是抑癌基因之一[4灢5]。ER毬在人类乳腺癌

等的多种癌组织中均有表达[6]。与乳腺正常组织相比,ER毬在乳腺癌中表达

量明显降低[7],提示ER毬表达缺失在乳腺癌发生中具有重要作用。ER毬参与

细胞多种信号传导,体外研究也证实ER毬对乳腺起保护作用[8],能抑制细胞

的增殖,是乳腺癌预后良好的指标之一[9]。笔者的前期研究也证实了ER毬能

抑制乳腺癌 MDA灢MB灢231细胞和 MCF灢7细胞增殖[10]。在本研究中,笔者用

RNA干扰技术阻断 ER毬1表达,细胞生长曲线显示细胞的增殖能力明显上

升,提示ER毬1能抑制乳腺癌细胞的增殖,与文献报道一致[10灢11]。但其作用机

制目前仍不清楚。
细胞凋亡,即细胞程序性死亡(programmedcelldeath,PCD),指细胞在

一定的生理或病理条件下,遵循自身的程序,自己结束生命的过程。细胞凋亡

是一个主动的、信号依赖的过程。在胚胎发育、生物体内环境的稳定和多细胞

生物防御外在及内在伤害方面均起着非常重要的作用。以往的细胞凋亡机制
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研究将凋亡分为Caspase依赖和非Caspase依赖的凋亡。近年来,细胞凋亡
失衡在细胞恶性肿瘤中的作用引起广泛关注。在肿瘤的发病机制中,凋亡受
抑是肿瘤细胞恶性克隆增殖的基础,多种基因均与之密切相关,其中被称为细

胞卫士的Bcl灢2家族在细胞凋亡中具有重要作用。Bcl灢2家族包括Bax和Bcl灢
2。Bcl灢2与Bax以二聚体形式发挥作用,Bcl灢2/Bax的比值决定细胞的凋亡

与否。当比值增大时,细胞凋亡受抑制,反之则使细胞凋亡增多[12]。
Bax是促进细胞凋亡的基因代表。其是1993年从表达Bcl灢2的人B细胞系

RLT中鉴定、分离出一种新型的蛋白质分子,被命名为Bax。Bax基因组DNA由

6个外显子和5个内含子组成。Bax蛋白由192个氨基酸组成,与Bcl灢2蛋白有

21%的同源性。Bax基因能够通过其基因家族中共有的同源区与抑制凋亡基因

Bcl灢2形成异源二聚体,或与另一个Bax分子形成同源二聚体,使Bcl灢2的抗凋亡能

力丧失而促进凋亡。尽管Bcl灢2和Bax属同一家族内的相关基因,但二者的作用
却相互拮抗,Bcl灢2和Bax共同影响着肿瘤的生物学行为。

在本研究中,pSilencer灢ER毬1转染组细胞凋亡率较未转染组明显降低
(P<0.01),说明ER毬1对乳腺癌细胞凋亡具有一定的促进作用。笔者采用半

定量RT灢PCR和 Westernblotting检测凋亡相关基因Bcl灢2和Bax基因的表
达,结果表明:pSilencer灢ER毬1转染组细胞 BaxmRNA 和蛋白表达减少,而
Bcl灢2mRNA 和蛋白表达水平无明显变化,Bcl灢2/Bax的比值增加,证明了

ER毬1能通过调控凋亡相关基因Bax的表达,诱导乳腺癌细胞的凋亡,但其具

体调控机制还需进一步研究。
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