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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨雌激素受体(ER)亚型 (ER毬)及其剪切变异体(ER毬cx)的表

达与乳腺癌他莫昔芬耐药的关系。方法暋(1)对乳腺癌他莫西芬敏感 MCF灢7细胞和他

莫西 芬 耐 药 MCF灢7 细 胞 进 行 培 养,利 用 去 甲 基 化 物 5灢氮 杂 胞 苷 (5灢Aza灢2灢
deoxycytidine,5灢AZA灢CdR)去甲基化的作用,对 MCF灢7细胞进行药物处理获得 MCF灢
75灢AZA灢CdR细胞,采用 Westernblot方法检测3组细胞中ER毬和ER毬cx蛋白的表达。(2)
取对数生长期生长良好的乳腺癌 MCF灢7细胞株,按2.5暳103 细胞/孔接种于96孔细

胞培养板板中,实验组分为他莫细芬处理的 MCF灢7细胞(MCF灢7+TAM 组)和 MCF灢
75灢AZA灢CdR细胞(MCF灢75灢AZA灢CdR细胞+TAM 组),对照组为 MCF灢7细胞,采用 MTT比色

法,观察3组细胞的增殖情况。统计学分析采用单因素方差分析和重复测量方差分析。
结果暋(1)ER毬蛋白在他莫西芬敏感 MCF灢7细胞中的表达高于他莫西芬耐药的 MCF灢
7细胞,两组细胞间差异有显著的统计学意义(P=0.000);ER毬cx蛋白表达在两组之间

差异无统计学意义(P=0.366)。MCF灢75灢AZA灢CdR细胞ER毬和ER毬cx蛋白表达均高于他

莫西芬敏感 MCF灢7细胞和他莫西芬敏耐药 MCF灢7细胞(P 均=0.000)。(2)与对照组

MCF灢7细胞相比,他莫西芬明显降低了 MCF灢7+TAM 组和 MCF灢75灢AZA灢CdR 细胞+
TAM 组的细胞增值速度并抑制细胞生长;且他莫西芬抑制细胞增殖作用 MCF灢
75灢AZA灢CdR细胞+TAM 组强于 MCF灢7+TAM 组(P=0.000)。结论暋ER毬蛋白在他莫

西芬敏感 MCF灢7细胞中的表达高。MCF灢75灢AZA灢CdR细胞中ER毬和ER毬cx蛋白的表达均

高。他莫西芬抑制细胞增殖作用在他莫西芬处理的 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞中强。
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暰Abstract暱暋Objective暋TostudytherelationshipofER毬 (estrogenreceptor毬)

proteinanditsisoform (ER毬cx)withtamoxifenresistanceinhumanbreastcancer.Methods
暋(1)Tamoxifen灢sensitiveMCF灢7cellsandtamoxifen灢resistanceMCF灢7cellswerecultured.A
demethylationdrugnamed5灢Aza灢2灢deoxycytidine(5灢AZA灢CdR)wasusedtotreathuman
breastcancerMCF灢7cellstoobtainMCF灢75灢AZA灢CdR cells.Westernblotmethodwasusedto
detecttheexpressionsofER毬andER毬cxproteinsinthethreegroups.(2)Fully灢developed
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MCF灢7cellsinlogphasegrowthwereseededat2.5暳103cells/wellin96灢welltissueculture
plates.Theexperimentalgroupsincludedtamoxifen灢treatedMCF灢7cells(MCF灢7cells+TAM
group)andtamoxifen灢treatedMCF灢75灢AZA灢CdRcells(MCF灢75灢AZA灢CdRcells+TAMgroup),andthe
controlgroupwasMCF灢7cellswithoutanytreatment.MTTassaywasusedtoobservethecell
proliferationofthethreegroups.Statisticalanalysiswasdoneusingone灢wayanalysisof
varianceandrepeatedmeasures.Results暋(1)TheexpressionofER毬proteininthetamoxifen灢
sensitiveMCF灢7cellswashigherthaninthetamoxifen灢resistantMCF灢7cells(P=0.000),but
therewasnostatisticaldifferenceinER毬cxproteinexpressionbetweenthetwogroups(P=
0.366).TheexpressionsofbothER毬andER毬cxproteinsintheMCF灢75灢AZA灢CdRcellswerethe
highestamongthethreegroups,(bothP=0.000).(2)Comparedwiththecontrolgroup
ofMCF灢7cells,tamoxifensignificantlyreducedthecellproliferationintheMCF灢7
cells+TAM groupandthe MCF灢75灢AZA灢CdR cells +TAM group,andtheeffectof
tamoxifeninhibitingcellgrowthintheMCF灢75灢AZA灢CdRcells+TAMgroupwasgreater
thanintheMCF灢7cells+TAMgroup(P=0.000).Conclusion暋TheER毬expression
inthetamoxifen灢sensitive MCF灢7cellsishigh.TheexpressionsofbothER毬and
ER毬cxproteinsintheMCF灢75灢AZA灢CdRcellsarehigh.Theeffectoftamoxifeninhibiting
cellgrowthishighinthetamoxifentreatedMCF灢75灢AZA灢Cdrcells.

暰Keywords暱暋breastneoplasms;estrogenreceptor毬;estrogenreceptor毬cx;

tamoxifen;drug灢resistance

暋暋乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一,雌激素受体(ER)在乳腺癌的发
生、发展和治疗中具有十分重要的地位。以ER毩阳性表达作为乳腺癌他莫昔
芬内分泌治疗的指标,其耐药问题一直难以解决。随着雌激素受体亚型ER毬
及其剪切异构体的发现,其与乳腺癌之间的关系受到国内外学者的广泛关注。
而关于ER毬及其剪切异构体与乳腺癌他莫西芬内分泌治疗的关系尚不明确,
相关报道结果有很大矛盾。本研究拟通过细胞实验,初步探讨ER毬及其剪切
异构体与乳腺癌内分泌治疗的关系。

1暋材料与方法

1.1暋主要试剂及仪器

MCF灢7细胞株和他莫西芬耐药 MCF灢7细胞分别购于中山大学动物实验
中心和南京医科大学动物实验中心。其他试剂及仪器包括:DMEM 高糖培养
液(Genom 公司),新生牛血清(FBS,杭州四季青公司),他莫昔芬(Sigma公
司,T9262,1g),四甲基偶氮唑盐(MTT,Sigma公司),二甲基亚砜(DMSO,
Sigma公司),5灢氮杂胞苷(Sigma公司),ER毬一抗 (小鼠抗人,美国 Abcom
公司,ab288),ER毬cx一抗(小鼠抗人,英国Serotec公司,MCA2279S),HRP灢
二抗(羊抗小鼠IgG,武汉博士德公司),培养瓶、吸管、培养板、冻存管、枪头等
(Corning公司),超净工作台(苏州净化有限公司),CO2 恒温培养箱(Thermo
Forma公司),倒置显微镜(OLYMPUS公司),酶标仪(TECAN 公司),低温

·423· 中华乳腺病杂志(电子版)2011年6月 第5卷 第3期ChinJBreastDis(ElectronicEdition),June2011,Vol.5,No.3



冰箱(SANYO 公司 ),高速离心机(Eppendorf公司),电泳仪(BIO灢RAD公
司),纯水仪(RO灢DI公司),凝胶成像分析系统(BIO灢RAD公司)。
1.2暋细胞培养

将他莫西芬敏感 MCF灢7细胞和耐药 MCF灢7细胞分别培养于含10%新

生牛血清和1%双抗的 DMEM 高糖培养液中,37曟,100%湿度,5%CO2 培
养箱内。另设一组敏感 MCF灢7细胞加入去甲基化药物(5灢氮杂胞苷,5灢AZA灢
CdR)培养,取对数生长期细胞,MCF灢7细胞生长达到60%覆盖时,加入5暳
10-6 mol/L5灢氮杂胞苷,每日换液,处理72h。
1.3暋Westernblot测定

按常规方法收集他莫西芬敏感 MCF灢7细胞、他莫西芬耐药 MCF灢7细胞和

敏感 MCF灢7细胞5灢氮杂胞苷处理后细胞(MCF灢75灢AZA灢CdR细胞),加入膜蛋白裂解
液,超声破碎细胞,4曟,10000r/min离心5min(离心机半径:2.3cm),收集上

清液,BCA法测定蛋白浓度,按每50毺g分装于0.5ml离心管,深低温-80曟保
存。样品加入2暳SDS凝胶上样缓冲液混匀,水浴煮沸5min,经十二烷基磺酸

钠聚苯烯酰胺凝胶电泳(SDS灢PAGE)后,电转移至硝酸纤维膜上,用5%脱脂奶
粉常温下封闭4h,TBS灢T液洗膜2次,膜置于封闭液稀释的ER毬鼠抗人单克

隆抗体(1暶200)、ER毬cx鼠抗人单克隆抗体(1暶200)和内参GAPDH 鼠抗人单

克隆 抗 体(1暶2000)中4曟 过 夜,TBS灢T 洗 膜 3 次,5% 脱 脂 奶 粉 TTBS
(Tween20灢Tris缓冲生理盐水)稀释的辣根过氧化物酶偶联的二抗(抗鼠IgG)
(1暶3000),置37曟摇床温育1h;TBS灢T洗膜3次。ECL增强发光试剂与膜片
室温下振荡温育1min,X线压片显影,计算机成像及图像分析系统 Quantity
One软件,分析各条带灰度值。
1.4暋四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT)检测细胞增殖实验

取对数生长期生长良好的乳腺癌 MCF灢7细胞株,按2.5暳103/孔接种于96孔
细胞培养板中,按重复实验设置实验组和对照组,实验组分为他莫细芬处理(5暳
10-6mol/L)的 MCF灢7细胞(MCF灢7+TAM 组)和 MCF灢75灢AZA灢CdR(5暳10-6 mol/L
5灢氮杂胞苷,每日换液,处理72h)细胞(MCF灢75灢AZA灢CdR+TAM 组),对照组为

MCF灢7细胞组,连续培养24、48、72、96、120、144h,每次取3孔,行 MTT检测,在波长

490nm测量每孔吸光度值,以时间为横轴,吸光度值为终轴绘制细胞生长曲线。
1.5暋统计学方法

采用SPSS13.0进行统计学分析。数据以焻x暲s表示,经检验各组数据呈正态分

布且方差整齐,多组间的均值比较采用单因素方差分析,组间两两比较用

Bonferroni法;重复测量资料组间比较采用重复测量的方差分析。P<0.050为差

异有统计学意义。
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2暋结果

2.1暋细胞培养结果

MCF灢7细胞和他莫西芬耐药 MCF灢7细胞贴壁生长,镜下细胞形态呈多边
形,细胞排列规整,细胞间隙明显,生长周期相似,3~4d传代一次(图1a0和

b0)。他莫西芬处理的 MCF灢7细胞和耐药 MCF灢7细胞中,MCF灢7细胞增殖明
显减慢并有一定的坏死,他莫西芬对 MCF灢7细胞有杀伤作用,约7~8d传代一
次;而耐药 MCF灢7细胞增殖与未处理时相同,无变化,3~4d传代一次(图1)。

暋暋a0和b0分别为 MCF灢7和耐药 MCF灢7细胞培养贴壁后。a1、a2、a3:MCF灢7细胞他莫细芬分别处理24、48、72h细

胞增殖情况,细胞增殖减慢,细胞有一定的坏死;b1、b2、b3:耐药 MCF灢7细胞他莫西芬分别处理24、48、72h细胞增殖情

况,细胞生长良好,少量坏死。

图1暋他莫西芬处理 MCF灢7细胞和耐药 MCF灢7细胞不同时间细胞生长图(光镜暋暳10,无染色)

2.2暋Westernblot蛋白印迹结果
表1和图2显示ER毬蛋白在他莫西芬敏感 MCF灢7细胞中的表达高于他

莫西芬耐药 MCF灢7细胞,两组细胞间差异有统计学意义(P=0.000),两组间

ER毬cx蛋白表达差异无统计学意义(P=0.366)。MCF灢75灢AZA灢CdR细胞ER毬和

ER毬cx蛋白的表达均高于他莫西芬敏感 MCF灢7细胞和他莫西芬耐药 MCF灢7
细胞(P=0.000)。

表1暋3种细胞的ER毬和ER毬cx蛋白灰度值比较

组别 ER毬 ER毬cx
他莫西芬敏感 MCF灢7细胞 0.602暲0.009a 0.521暲0.009cd

他莫西芬耐药 MCF灢7细胞 0.412暲0.009b 0.518暲0.005e

MCF灢75灢AZA灢CdR细胞 0.737暲0.101 0.665暲0.008
F值 4.197 3.706
P 值 0.000 0.000

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋a:P=0.000,分别与他莫西芬耐药 MCF灢7细胞和 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞比较;

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋b:P=0.000,与 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞比较;c:P=0.366,与他莫西芬耐药 MCF灢7细胞比较;

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋d,e:P=0.000,与 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞比较
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1:他莫西芬敏感 MCF灢7细胞;2:他莫西芬耐药 MCF灢7细胞;3:MCF灢75灢AZA灢CdR细胞

图2暋ER毬、ER毬cx的 Westernblot检测结果

2.3暋MTT检测他莫西芬对 MCF灢7细胞和 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞的活性和生长
的影响

MTT检测结果显示,他莫西芬抑制作用于24h开始出现,随着时间的进
一步延长,抑制作用更加明显(图3、4),但在初始48h内,抑制作用无明显差
异,96h开始出现差异,且随着时间的再进一步延长,差异更加明显(图5),细
胞生长至第6天,与对照组相比,两个实验组的细胞生长均受到明显抑制(P
均=0.000);两个实验组细胞比较,他莫西芬抑制细胞生长的作用 MCF灢
75灢AZA灢CdR细胞+TAM 组强于 MCF灢7细胞+TAM 组(P=0.033;表2)。

图3暋他莫西芬(TAM)处理 MCF灢7细胞和对照组 MCF灢7细胞生长曲线

图4暋他莫西芬(TAM)处理 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞和对照组 MCF灢7细胞生长曲线
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图5暋他莫西芬(TAM)处理 MCF灢7细胞和 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞生长曲线

表2暋他莫西芬(TAM)处理的 MCF灢7细胞和 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞不同时间的吸光度值

组别 24h 48h 72h 96h 120h 144h
MCF灢7细胞+TAMa 0.630暲0.015 0.575暲0.006 0.729暲0.011 0.877暲0.008 1.005暲0.014 1.147暲0.009
MCF灢75灢AZA灢CdR细胞+TAMb 0.586暲0.008 0.581暲0.004 0.673暲0.006 0.739暲0.010 0.812暲0.004 0.901暲0.007
MCF灢7细胞 0.573暲0.032 0.762暲0.040 0.937暲0.012 1.042暲0.009 1.248暲0.050 1.483暲0.047

暋暋采用重复测量法;球形检验P=0.553;a:P=0.033,与 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞组+TAM 相比,P=0.000,与 MCF灢7细胞相比,b:P=

0.000,与 MCF灢7细胞相比

3暋讨论
第二种甾体类激素受体亚型ER毬在1996年被发现后,它与乳腺癌之间的

关系受到国内外学者的日益重视。而关于ER毬表达对内分泌治疗的影响,目前
研究结果和观点仍然不一致。Sofia等[1]对353例乳腺癌免疫组织化学分析发
现ER毬阳性表达患者对内分泌治疗的敏感性呈正相关,远期生存率和总体生存
率提高;尤其在ER毩阴性表达的患者中,生存率提高更为明显,ER毬表达是独立
的良性预后因素,并且ER毩阴性/ER毬阳性乳腺癌患者可从他莫昔芬治疗中获益,
明显降低复发率。ER毬表达与内分泌治疗耐药相关的研究发现ER毬mRNA的高
表达提示他莫昔芬治疗耐药[2灢4]。但也有学者认为他莫昔芬治疗效果和ER毬
水平无关[5]。目前ER毬分为ER毬1~5五个异构型,乳腺癌中表达的有ER毬1、
ER毬2和 ER毬5。其中人 ER毬1 相当于野生型 ER毬,ER毬2 相当于 ER毬cx。
ER毬cx表达对他莫昔芬治疗的影响也存在着争议。Zhao等[6]研究发现

ER毬cx具有拮抗他莫昔芬抗雌激素作用。而 Miller等[5]则认为 ER毬cx表达
与乳腺癌患者内分泌治疗耐药无关。Vinayagam 等[7]发现表达 ER毬cx的乳
腺癌比不表达ER毬cx的乳腺癌表现出更强的内分泌治疗敏感性。这些研究
提示,ER毬cx在乳腺癌组织中的表达,可能与野生型 ER毬一起共同影响内分
泌治疗的结果。

乳腺癌组织中ER毬基因的启动子有着不同程度的甲基化[8],这又增添了

ER毬对内分泌治疗影响的复杂性。Kim 等[9]发现乳腺癌中ER毬基因的甲基
化率达到50%。将甲基化抑制物5灢Aza灢2灢deoxycytidine(5灢AZA灢CdR)去甲
基化可以诱导乳腺癌ER毬表达增强或再表达[10],同样结果在前列腺癌和卵巢
癌中也已证实[11]。
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本研究发现ER毬蛋白在他莫西芬敏感 MCF灢7细胞中的表达高于他莫西
芬耐药 MCF灢7细胞(P=0.000),提示ER毬表达可能与他莫昔芬治疗敏感有
关,ER毬蛋白表达在 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞中最高,说明 ER毬基因去甲基化后,
可以诱导乳腺癌ER毬蛋白表达的增强。ER毬cx的表达水平在他莫西芬敏感

MCF灢7细胞和他莫西芬耐药 MCF灢7细胞两者间无差别(P=0.366),提示

ER毬cx表达可能与他莫昔芬治疗效果无关。采用 MTT 检测他莫西芬对

MCF灢7细胞和 MCF灢75灢AZA灢CdR细胞的活性和生长的影响,结果显示,增强ER毬
蛋白表达后,他莫昔芬对 MCF灢7细胞抑制增强,提示,增加乳腺癌细胞株中

ER毬的表达,能够促进他莫西芬抑制细胞生长的作用。分析本研究结果与文
献[2灢5]报道结果的差异,可能的原因有:(1)检测方法不同,大多数 ER毬和他莫
昔芬治疗耐药相关的研究仅检测 ER毬mRNA 水平,并不能真实地反应其执
行功能的蛋白水平;(2)免疫组织化学检测ER毬蛋白表达水平时所采用的截
点不同。本研究结果为前期体外实验;笔者正在进行临床病例的研究,探究临
床上ER毬与乳腺癌他莫西芬内分泌治疗间的关系。
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