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细胞外调节蛋白激酶在雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖中的作用
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［摘要］　目的：探讨细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）在雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖、细胞周期转化中的作用及机制。

方法：以雌激素受体阳性乳腺癌细胞 ＭＣＦ７为研究对象，ＭＴＴ法检测１７β雌二醇（１７βＥ２）对 ＭＣＦ细胞增殖的影响，确定实

验处理用浓度；ＭＴＴ法检测ＰＤ９８０５９对１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖作用的影响，求取其中效抑制浓度；流式细胞术检测细胞周

期；ＴＲＡＰＰＣＲ银染法检测端粒酶活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ｐＥＲＫ１／２、野生型ｐ５３蛋白水平；ＲＴＰＣＲ检测野生型ｐ５３ｍＲ

ＮＡ水平。结果：ＥＲＫ磷酸化抑制剂ＰＤ９８０５９能抑制１７βＥ２对 ＭＣＦ７细胞的促增殖作用，具有时效量效关系，其差异具有

显著统计学意义（Ｐ＜０．０１），各作用时间点ＰＤ９８０５９中效抑制浓度分别为８９．２８μｍｏｌ／Ｌ·２４ｈ、３９．８１μｍｏｌ／Ｌ·４８ｈ、２１．８７

μｍｏｌ／Ｌ·７２ｈ。应用ＰＤ９８０５９４８ｈ后，能抑制１７βＥ２促进 ＭＣＦ７细胞周期转化作用，使Ｇ１期细胞增加，Ｓ期和Ｇ２期细胞减少

（Ｐ＜０．０１）；阻抑１７βＥ２增强 ＭＣＦ７细胞端粒酶活性的作用（Ｐ＜０．０５）；增强野生型ｐ５３蛋白表达和ｐ５３基因转录水平（Ｐ＜

０．０１）；ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论：ＥＲＫ在１７βＥ２促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖、细胞周期转化中具有

重要的作用，其机制与野生型ｐ５３转录和端粒酶活性改变有关。
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　　细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）为丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族成员，包
括两种异构体ＥＲＫ１和ＥＲＫ２（分别为ｐ４４和ｐ４２），
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激活ＥＲＫ信号转导通路与细胞增殖、细胞周期转
化、分化和凋亡有关。一般认为，ＥＲＫ的激活主要
由生长因子类配体与细胞表面的相应受体酪氨酸激

酶结合启动。雌激素在乳腺癌发生发展过程中具有
重要的作用，经典的雌激素作用模式是雌激素先进
入细胞核内与雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）
结合，使ＥＲ二聚体化后与雌激素反应元件（ｅｓｔｒｏ
ｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＥ）及其他转录因子结合，
从而促进基因转录，增强细胞周期转化。研究认为，
雌激素可能激活 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ［１］、磷脂酰肌醇３激
酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶

ＢＡｋｔ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢＡｋｔ）等信号转导通路［２］。
这类作用模式不需要雌激素进入细胞核内，而是通
过分布于细胞膜的某些雌激素结合蛋白，激活细胞
内的信号级联放大反应［３］，与乳腺癌细胞对雌激素
敏感性增高和抗雌激素治疗耐受性产生有关。

　　本研究以雌激素受体阳性（ＥＲ＋）乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７为实验对象，经１７β雌二醇（１７βＥ２）、１７β
Ｅ２＋ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９分别处理，观察细胞增
殖、细胞周期转化的改变，检测ｐＥＲＫ、端粒酶活性
和野生型ｐ５３水平，探讨ＥＲＫ在雌激素促乳腺癌细
胞 ＭＣＦ７增殖中的作用和可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料　ＥＲ＋人类乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７由本校
超声研究所实验室提供。新生小牛血清购自杭州四
季青生物工程材料有限公司，１７βＥ２购自美国Ｓｉｇｍａ
公司、ＰＤ９８０５９购自美国ＢＩＯＳＯＵＲＣＥ公司。ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒购自杭州博日科技有限公司，ＴＲＡＰ
ＰＣＲ银染法端粒酶活性检测试剂盒购自凯基生物科
技发展有限公司，ｐＥＲＫ鼠抗人单克隆抗体、ｐ５３鼠
抗人单克隆抗体、βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体购自美
国的ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＢＤ．ＬＳＲ型流式细胞仪为美
国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司产品，ＰＣＲ扩增仪为德国

Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司产品；凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ
公司产品。

１．２　去雌激素新生牛血清制备［４］　新生小牛血清
加入葡聚糖（相对分子质量４００００）２５ｍｇ／１００ｍｌ，
待其完全溶解后再加活性炭２５０ｍｇ／１００ｍｌ，在

５５℃水浴中作用４５ｍｉｎ，３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取
上清液。连续处理２次以除去血清中的雌激素。处
理后的血清用金属滤器（０．４５、０．２２μｍ两层滤膜）
过滤除菌后，于－２０℃保存备用。

１．３　细胞培养和实验分组　将乳腺癌细胞 ＭＣＦ７
常规复苏，接种于含１０％去雌激素新生小牛血清，

１０×１０４Ｕ／Ｌ青霉素，１００ｍｇ／Ｌ链霉素和４Ｕ／１００
ｍｌ胰岛素的高糖无酚红ＤＭＥＭ培养液中培养 。分
为３组：（１）细胞对照组：不加药，每日换无酚红高糖

ＤＭＥＭ培养液；（２）１７βＥ２处理组：作用浓度为６０
ｎｍｏｌ／Ｌ；１７βＥ２＋ＰＤ９８０５９处理组：１７βＥ２作用浓
度为６０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＰＤ９８０５９作用浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ。
细胞进入对数生长期后加药处理用于实验，每２４ｈ
换液以维持药物浓度。

１．４　ＭＴＴ法测定细胞增殖

１．４．１　ＭＴＴ法测定１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖作
用　取对数生长期的 ＭＣＦ７细胞，调整细胞密度为

２×１０４／ｍｌ。取３块９６孔培养板，每孔接种细胞悬液

２００μｌ，在３７℃、体积分数为５％ＣＯ２饱和湿度孵箱内
培养２４ｈ后改无血清无酚红ＤＭＥＭ培养液，并按实
验分组加药。实验设未加药细胞组、１７βＥ２组（设４、８、

２０、６０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ５个浓度），每组设５个平行孔。重
置３７℃、体积分数为５％ＣＯ２饱和湿度孵箱内培养。
分别培养２４、４８和７２ｈ后弃上清，每孔加入 ＭＴＴ２０

μｌ（５ｍｇ／ｍｌ）及无血清无酚红ＤＭＥＭ培养液２００μｌ
继续培养４ｈ，取出后１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，
每孔加２００μｌＤＭＳＯ震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪测定波长

５７０ｎｍ的光密度值（Ｄ５７０）。实验重复３次，取平均值。
计算１７βＥ２在不同浓度、不同作用时间对ＭＣＦ７细胞
的增殖率：细胞增殖率＝（１７βＥ２组 Ｄ５７０－未加药组

Ｄ５７０）／未加药组Ｄ５７０×１００％。根据结果选取后续实
验１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖用药浓度及作用时间。

１．４．２　ＭＴＴ法测定ＰＤ９８０５９对１７βＥ２促 ＭＣＦ７
细胞增殖的影响　实验设未加药细胞对照组、６０
ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２对照组和 １７βＥ２（６０ｎｍｏｌ／Ｌ）＋
ＰＤ９８０５９（１０、２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ４个浓度）组，实
验方法同１．４．１项。计算ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞
生长的抑制率：细胞生长抑制率＝［１－（１７βＥ２＋
ＰＤ９８０５９组Ｄ５７０－未加药组Ｄ５７０）／（１７βＥ２组Ｄ５７０－
未加药组Ｄ５７０）］×１００％，并求取ＰＤ９８０５９对１７βＥ２
促 ＭＣＦ７细胞增殖的中效抑制浓度（ＩＣ５０）。以

ＰＤ９８０５９ＩＣ５０的１／２进行后续实验 。

１．５　流式细胞术检测细胞周期　常规培养细胞，当
细胞进入对数生长期后，改无酚红无血清ＤＭＥＭ培
养液，１７βＥ２组加 ６０ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２，１７βＥ２ ＋
ＰＤ９８０５９ 组 加 ６０ ｎｍｏｌ／Ｌ １７βＥ２、２０ μｍｏｌ／Ｌ
ＰＤ９８０５９培养４８ｈ后，胰酶消化，收集细胞，洗涤
细胞２次。以７０％冷乙醇固定，４℃过夜。洗涤细胞

２次，加入含５０μｇ／ｍｌＲＮａｓｅ的５００μｌＰＢＳ溶液，

３７℃水浴３０～６０ｍｉｎ。加入含１００μｇ／ｍｌ碘化丙啶
（ＰＩ）的ＰＢＳ溶液１ｍｌ，避光染色３０ｍｉｎ，流式细胞
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仪测定荧光强度（激发波长４８８ｎｍ）。采用 ＭＯＤＦ
ＩＴ２．０分析软件进行细胞周期ＤＮＡ含量分析。

１．６　ＴＲＡＰＰＣＲ银染法检测端粒酶活性　常规培
养细胞，细胞分组同１．５项下。加药培养４８ｈ后，
经ＰＢＳ洗涤后按ＴＲＡＰＰＣＲ试剂盒说明提取总端
粒酶并进行定量，调整其浓度为１μｇ／μｌ，取２μｇ
样本利用试剂盒在ＰＣＲ仪进行扩增。扩增条件为

９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５０℃３０ｓ、７２℃９０ｓ，３３个循
环；７２℃１０ｍｉｎ。对产物进行非变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳（电泳条件：电压１７．５Ｖ／ｃｍ，时间５０ｍｉｎ），
然后对胶进行银染。相隔６ｂｐ的梯状条带的深浅
表示端粒酶活性的强弱，并用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分
析，以对照组第一条条带为标准，求得各组条带灰度
值总和来表示端粒酶活性相对强弱。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ｐＥＲＫ１／２和ｐ５３表达　
常规培养细胞，细胞分组如前。加药培养４８ｈ后，
分别收集对照组与实验组细胞约５×１０６个，用ＲＩＰＡ
细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋白。用Ｂｒｏｄｆｏｒｄ法
测定蛋白含量。取６０μｇ细胞总蛋白进行１２％变性

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移至ＰＶＤＦ膜。常规
封闭、洗膜后与１３００鼠抗人ｐＥＲＫ、ｐ５３抗体４℃
孵育过夜，洗膜后加入１１０００羊抗鼠ＩｇＧ／ＨＲＰ
３７℃孵育２ｈ。ＥＣＬ显色，用ＢｉｏＲａｄ图像分析系统
照相、ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白相对含量。

１．８　ＲＴＰＣＲ检测ｐ５３ｍＲＮＡ的表达　常规培养
细胞，细胞分组如前。加药培养４８ｈ后，用ＲＮＡ提
取试剂盒提取总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ纯度和浓度，逆转
录反应合成第一链ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ反应。ｐ５３引
物：上游５′ＴＣＡＧＴＣＴＡＣＣＴＣＣＣＧＣＣＡＴＡＡ
３′，下游５′ＴＴＴＣＴＴＡＣＡＴＣＴＣＣＣＡＡＡＣＡＴ
ＣＣ３′，扩增产物长度 ３２６ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 引物：上
游５′!ＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＣＧＴＣ３′，下
游５′ＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＧＣＣＡＧＣＡＴＣＧＣ３′，扩
增产物长度１２８ｂｐ。反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ
后，９４℃变性３０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取５μｌＰＣＲ产物在１．５％琼
脂糖凝胶中电泳，溴化乙啶显色，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件
分析各扩增条带产物的含量。

１．９　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用多样本
均数比较的方差分析、多重比较的ｑ检验对数据进
行分析，以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　１７βＥ２和 ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞增殖影
响　ＭＴＴ法结果表明，１７βＥ２具有促进 ＭＣＦ７细胞

增殖的效应，浓度在１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ之间，随时间
的延长、剂量的增加其促增殖作用增强（Ｐ＜０．０１，图

１）。以６０ｎｍｏｌ／Ｌ雌激素用于后续实验。

图１　１７βＥ２对 ＭＣＦ７细胞的增殖作用

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βＥ２ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｉｍｅｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝１５，珔ｘ±ｓ

　　ＰＤ９８０５９能够抑制１７βＥ２对 ＭＣＦ７细胞的促
增殖作用，随剂量的增加和时间的延长，抑制作用增
强，差别具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。ＰＤ９８０５９
对６０ｎｍｏｌ／Ｌ的１７βＥ２阻抑的ＩＣ５０分别为８９．２８

μｍｏｌ／Ｌ·２４ｈ、３９．８１μｍｏｌ／Ｌ·４８ｈ、２１．８７μｍｏｌ／Ｌ
·７２ｈ。以 ＰＤ９８０５９的４８ｈＩＣ５０的一半，约２０

μｍｏｌ／Ｌ为后续实验作用浓度。

图２　ＰＤ９８０５９对１７βＥ２处理的

ＭＣＦ７细胞的抑制作用

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ａｇａｉｎｓｔ

ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１７βＥ２
Ｐ＜０．０１ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｉｍｅｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝１５，珔ｘ±ｓ

２．２　１７βＥ２和ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞周期的影
响　如表１所示，１７βＥ２作用４８ｈ后能促进 ＭＣＦ７
细胞周期转化，使Ｇ１期细胞减少，Ｓ期和Ｇ２期细胞
增多，细胞增殖明显（Ｐ＜０．０１）；联合应用ＰＤ９８０５９
后，Ｇ１期细胞增加，Ｓ期＋Ｇ２期细胞减少 （Ｐ＜
０．０１），应用ＰＤ９８０５９后，Ｇ１期细胞增加，但仍低于
细胞对照组，Ｓ期细胞减少，但仍高于细胞对照组，
即ＰＤ９８０５９对１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞周期逆转未恢
复到细胞对照组水平（Ｐ＜０．０１）。
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表１　１７βＥ２和ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞周期的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βＥ２ａｎｄＰＤ９８０５９ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
（％，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇ１ Ｓ Ｇ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７１．８６±２．３４ ２０．４５±１．９６ ７．６９±１．７８
１７βＥ２ ５７．１９±２．１７ ３３．９２±２．２１ ８．３７±１．６９
１７βＥ２＋ＰＤ９８０５９ ６５．１１±２．０８△△ ２６．５３±１．８２△△ ８．８９±１．７２

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１７βＥ２ｇｒｏｕｐ

２．３　１７βＥ２、ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞端粒酶活性
的影响　如图３所示，１７βＥ２处理４８ｈ，其相隔６ｂｐ
的梯状条带与细胞对照组相比较深，条带数目增多，
而应用ＰＤ９８０５９后，其相隔６ｂｐ的梯状条带与１７β
Ｅ２单独作用组相比较浅，各组条带灰度值总和分别
为：对照组为３．８５５２，１７βＥ２组为６．１２０８，１７β
Ｅ２＋ＰＤ９８０５９组为４．６９１７，三组间差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。说明１７βＥ２增强 ＭＣＦ７细胞的
端粒酶活性，ＰＤ９８０５９能阻抑１７βＥ２增强 ＭＣＦ７
细胞端粒酶活性的作用。

图３　ＭＣＦ７细胞端粒酶活性

Ｆｉｇ３　ＴｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

２．４　１７βＥ２、ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞ｐＥＲＫ１／２和

ｐ５３表达的影响　见图４。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示：６０
ｎｍｏｌ／Ｌ的１７βＥ２作用 ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，与细胞对
照组相比，ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达增加，ｐ５３蛋白表达
降低（Ｐ＜０．０１）。应用ＰＤ９８０５９后，与１７βＥ２组相比，

ｐＥＲＫ１／２蛋白表达降低，ｐ５３表达增加（Ｐ＜０．０１）。

　　进一步通过ＲＴＰＣＲ分析ｐ５３ｍＲＮＡ（图５），发
现６０ｎｍｏｌ／Ｌ的１７βＥ２作用 ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，与
不加药对照组相比，野生型ｐ５３ｍＲＮＡ表达降低 （用
药前为 ０．３７４２±０．０２７２，用 药 后 为０．２２８２±
０．０３０９，Ｐ＜０．０１）。联合应用ＰＤ９８０５９后，野生型

ｐ５３ｍＲＮＡ表达增高至０．３０７６±０．０１３４，与１７βＥ２
组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　雌激素在促进乳腺癌的发生发展中具有重要的
作用地位，抗雌激素的内分泌治疗是乳腺癌临床治
疗的一种被广泛应用而有效的措施。临床研究发现，

图４　１７βＥ２和ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７细胞中

ｐＥＲＫ１／２、ｐ５３表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βＥ２ａｎｄＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｐＥＲＫ１／２ａｎｄｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ１７βＥ２ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图５　１７βＥ２和ＰＤ９８０５９对 ＭＣＦ７
细胞中ｐ５３ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βＥ２ａｎｄＰＤ９８０５９ｏｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｍＲＮＡｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

最初对抗雌激素治疗敏感的乳腺癌患者随治疗时间

的延长，敏感性降低，有的最终产生耐受性［１］。Ｍａｒ

ｔｉｎ等［５］通过体外实验发现，通常情况下，２００ｐｇ／ｍｌ
以上剂量雌激素刺激才能促进 ＭＣＦ７细胞生长，长
时期脱离雌激素的乳腺癌细胞 ＭＣＦ７对雌激素刺
激的敏感性显著增加，１０～１５ｐｇ／ｍｌ的量就能刺激

ＭＣＦ７细胞生长。这种乳腺癌细胞对雌激素敏感
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性增加和抗雌激素治疗耐受的现象引起关注。Ｙｕｅ
等［６］研究发现１７βＥ２能使多肽生长因子受体磷酸
化，如胰岛素样生长因子受体。Ｍｉｇｌｉａｃｃｉｏ等

［７］认为

乳腺癌细胞 ＭＣＦ７在１７βＥ２刺激下使非受体酪氨
酸激酶Ｓｒｃ磷酸化。多肽生长因子受体磷酸化是

ＥＲＫ信号转导通路激活的重要始动环节。而Ｓｒｃ
也是ＥＲＫ激活的一个重要因子，其持续激活可激活

ＥＲＫ信号转导通路。这些研究提示雌激素有可能
通过激活ＥＲＫ信号转导通路来促进 ＭＣＦ７细胞增
殖和细胞周期转化。

　　１７βＥ２是机体内主要的雌激素存在形式，通过
经典的雌激素核受体模式促进乳腺癌细胞 ＭＣＦ７
增殖。本研究明确证实１７βＥ２可促进ＥＲ

＋乳腺癌

细胞 ＭＣＦ７增殖作用，其增殖效应具有时效量效
依赖关系：在１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围，随作用时间
的延长，１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖作用增强，并促
进 ＭＣＦ７细胞周期由 Ｇ１期向 Ｓ、Ｇ２期转化。经

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示１７βＥ２可增强ｐＥＲＫ１／２的
表达，同时应用 ＥＲＫ 磷酸化抑制剂ＰＤ９８０５９后，

ｐＥＲＫ１／２表达下降。相应地，１７βＥ２促 ＭＣＦ７细
胞增殖的效应受到抑制，这种抑制效应呈时效量效
正性依赖关系。１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞周期转化的
效应亦受到抑制，Ｇ１期细胞增多，Ｓ期细胞减少，细
胞被阻滞于Ｇ１期。这表明ＥＲＫ在雌激素促乳腺癌

ＭＣＦ７细胞增殖的作用中具有重要作用。

　　野生型ｐ５３蛋白是重要的抑癌基因产物，负性
监控细胞周期转化，诱导凋亡。Ｈｓｕ等［８］研究发现

癌基因 ＭＣＴ１可通过增强ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水
平来降低野生型ｐ５３的表达。肿瘤细胞ｐ５３调控障
碍、端粒酶活性增高是其具备无限增殖的基础。

Ｂｅｎｖｅｎｕｔｉ等［９］发现１７βＥ２促进神经元端粒酶逆转
录 酶 （ｈｕｍａｎ ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，

ｈＴＥＲＴ）表达。雌激素对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７端粒
酶活性的影响未见明确报道。有学者证实人参皂苷
可通过抑制 ＥＲＫ，间接降低肝癌细胞端粒酶活
性［１０］，但由雌激素激活ＥＲＫ后能否影响 ＭＣＦ７细
胞端粒酶活性也未见相关文献报道。本研究发现，

１７βＥ２可降低ｐ５３蛋白表达和ｐ５３ｍＲＮＡ转录水
平，增强端粒酶活性；应用ＰＤ９８０５９可抑制１７βＥ２
的效应，使ｐ５３蛋白表达和ｐ５３ｍＲＮＡ转录水平增
高，端粒酶活性降低。提示雌激素可通过ＥＲＫ信号
转导通路调控ｐ５３转录表达、影响细胞端粒酶活性。

　　综上，我们认为，雌激素促乳腺癌细胞增殖、细

胞周期转化作用除通过经典的ＥＲ核受体作用模式
外，ＥＲＫ信号转导通路亦具有重要的意义，雌激素
可能通过激活ＥＲＫ信号通路下调ｐ５３转录表达，上
调端粒酶活性，从而影响细胞增殖和细胞周期转化。
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