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［摘要］　目的：在先前研究发现 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的下游转录因子Ｇｌｉ１能够抑制乳腺癌细胞中的雌激素信号通路活性的

基础上，观察雌激素受体ＥＲα在乳腺癌细胞 ＭＣＦ７中对转录因子Ｇｌｉ１的转录活性和表达的影响，以探讨两条信号通路之间

是否存在着交互作用。方法：应用荧光素酶报告基因转录活性分析的方法，将 Ｇｌｉ１的表达质粒和 Ｇｌｉ的报告基因质粒

ｐＧｌｉＢＳｌｕｃ以及ＥＲα的表达质粒或者空载体共同瞬时转染到乳腺癌细胞 ＭＣＦ７中，观察Ｇｌｉ１转录活性的变化。然后分别用

实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹的方法检测乳腺癌细胞中ＥＲα的过表达对Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果：荧光素酶的

活性随着ＥＲα过表达剂量的增加而增加，ＥＲα的质粒量在５００ｎｇ／孔时可将荧光素酶的活性升高到对照细胞的３．５倍（Ｐ＜
０．００１）。雌激素处理后，荧光素酶的活性无显著变化。过表达ＥＲα后可将 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表达水平提高为原来的２倍（Ｐ＜

０．０１），也可明显增加Ｇｌｉ１蛋白的表达水平。结论：ＥＲα在 ＭＣＦ７细胞中的过表达能够明显增强Ｇｌｉ１的转录活性，增加Ｇｌｉ１
的表达。这表明乳腺癌细胞中，转录因子ＥＲα和Ｇｌｉ１之间存在着交互作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１１）：１２２１１２２４］

　　乳腺癌是雌激素依赖性的肿瘤，雌激素可通过
雌激素受体α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＥＲα）的介导促进

乳腺癌细胞增殖［１］。经典的ＥＲα信号转导途径为通
过与靶基因启动子上的雌激素反应元件（ｅｓｔｒｏｇｅｎ
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ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＥ）结合激活基因转录。除经
典的ＥＲＥ途径外，ＥＲα还可通过与其他转录因子如

ＡＰ１、Ｓｐ１、ＮＦκＢ和ｐ５３等作用，影响其活性而间
接调节基因表达［２５］。

　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）／Ｇｌｉ信号通路是一条在胚胎发
育中起着极其重要作用的通路，该信号通路的异常
激活会引起包括前列腺、胰腺、皮肤、小脑和消化道
等多种肿瘤的发生发展。锌指蛋白Ｇｌｉ是 Ｈｈ信号
通路最下游的转录因子，其家族在脊椎动物中由

Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２和Ｇｌｉ３这３种蛋白组成［６］。Ｇｌｉ１蛋白既
是转录激活子，又是 Ｇｌｉ家族的靶基因，因而 Ｇｌｉ１
ｍＲＮＡ的表达是 Ｈｈ／Ｇｌｉ信号通路激活的一个标
志［７］。已知Ｇｌｉ１参与了乳腺的正常发育［８］，近期有
数篇文献报道６０％以上的乳腺癌组织中有 Ｇｌｉ１的
表达增多［９１１］。

　　我们在前期的研究中发现，Ｇｌｉ１表达增多可以
明显促进乳腺癌细胞的增殖，同时Ｇｌｉ１的过表达可
以抑制ＥＲα的表达和转录活性［１２］。在此基础上我
们进一步观察了在乳腺癌细胞中ＥＲα对Ｇｌｉ１的转
录活性和表达的影响，以探讨这２条信号通路之间
可能存在的交互作用。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和化学试剂　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ
７为本校基础部生物化学与分子生物学教研室杨志
峰馈赠，用 ＲＰＭＩ１６４０培养基，１０％新生牛血清，

５％ＣＯ２常规培养。１７β雌二醇（Ｅ２）为Ｓｉｇｍａ产品。

１．２　质粒　人ＥＲα真核表达质粒ｐＳＧ５ＥＲα由日
本东京大学的ＳｈｉｇｅａｋｉＫａｔｏ博士赠送。人Ｇｌｉ１真
核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１Ｇｌｉ１和含有Ｇｌｉ结合位点的
荧光素酶报告基因质粒（ｐＧｌｉＢＳｌｕｃ）由日本的 Ｈｉ
ｒｏｓｈｉＳａｓａｋｉ博士赠送。内参照质粒ｐＲＬＳＶ４０ｌｕｃ
为本教研室保存。

１．３　脂质体介导的细胞瞬时转染　取对数生长的
细胞，铺于６孔或２４孔培养板中，培养２０ｈ后转染。
用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００Ｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ将相应的质粒瞬时转染入细胞，具
体步骤按照试剂盒说明书进行。并根据实验目的，
将细胞用１０－８ｍｏｌ／Ｌ的雌二醇进行相应处理，而对
照组则用０．１％无水乙醇处理。

１．４　荧光素酶活性分析　本研究采用双荧光素酶
（ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ）报告基因分析系统，ｐＧｌｉＢＳｌｕｃ
中的ｌｕｃ源自萤火虫，为消除转染效率不同所造成的
误差而采用的内参照ｐＲＬＳＶ４０ｌｕｃ的ｌｕｃ源自水
母。在２４孔板的细胞转染８ｈ后给予换液，含０．５％

的ＣＣＳ（ｃｈａｒｃｏａｌｓｔｒｉｐｐｅｄｃａｌｆｓｅｒｕｍ，去激素血清）
的无酚红ＲＰＭＩ１６４０培养基，加上１０－８ｍｏｌ／Ｌ的Ｅ２
或者０．１％的无水乙醇。２４ｈ后，裂解细胞，使用购
自Ｐｒｏｍｅｇａ公司的双荧光素酶检测试剂盒ＤｕａｌＬｕ
ｃｉｆｅｒａｓ○Ｒ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 在 Ｍｉｎｉｌｕｍａｔ
ＬＢ９５０６（ＢｅｒｔｈｏｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＢａｄＷｉｌｄｂａｄ，Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）上检测ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ的活性，步骤参照厂家说明
书。计算报告基因与内参照基因的ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ活性
值的比值，并以每批中的阴性对照组作为基数，比较
各实验组的变化倍数。

１．５　蛋白印迹分析　将６孔板中的细胞用含蛋白
酶抑制剂的购自Ｓｉｇｍａ公司细胞总蛋白裂解液裂
解，提取蛋白，测蛋白浓度后存于－８０℃待电泳。取

６０μｇ蛋白进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳。根据相
对分子质量标记物切取所需相对分子质量范围的凝

胶，３００ｍＡ进行电转移７０ｍｉｎ，将蛋白转移至硝酸
纤维素膜上。然后将硝酸纤维素膜放在含５％脱脂
奶粉的ＴＢＳＴ中１～２ｈ，接着用相应的一抗４℃孵
育慢摇过夜：兔抗人 ＥＲα抗体（１∶１０００，Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ），羊抗人Ｇｌｉ１抗体（１∶２００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；鼠抗
人βａｃｔｉｎ抗体（１∶６０００，Ｓｉｇｍａ）。用ＴＢＳＴ洗膜３
次，然后加入相应的二抗室温孵育 １～２ｈ。用

ＴＢＳＴ洗膜３次，每次振摇１０ｍｉｎ。最后使用免疫
印迹化学发光试剂ｌｕｍｉｎｏｌ检测系统检测（ＥＣＬ化
学发光试剂盒）。

１．６　ＲＮＡ的抽提和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　用 ＴＲ
ＩｚｏｌＲＮＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）抽提细胞的总ＲＮＡ，取４μｇ
模板ＲＮＡ，用逆转录试剂盒（ＭＢＩＦｅｒｍａｎｔａｓ公司）
逆转录后，稀释，然后用 ＳＹＢＲ○Ｒ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ）进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增。使用的引物分
别为Ｇｌｉ１上游５′ＧＧＡＡＧＴＣＡＴＡＣＴＣＡＣＧＣＣ
ＴＣＧ Ａ３′，下游 ５′ＣＡＴ ＴＧＣＴＧＡ ＡＧＧ ＣＴＴ
ＴＡＣ ＴＧＣ Ａ３′；ＭＲＰＬ１９ 上游 ５′ＡＡＣ ＣＧＧ
ＴＣＡ ＴＣＧ ＴＧＧ ＡＣＡ Ａ３′，下游 ５′ＴＣＣＣＣＴ
ＴＣＧＡＧＧＡＡＴＧＡＡＴＴＣ３′。确定其融解曲线单
峰，琼脂糖电泳无非特异性杂带。采用ＡＢＩ７３００，４０
个循环（９６℃１５ｓ，６０℃６０ｓ）。ＭＲＰＬ１９作为内
参，用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＳｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ３．５进行数据
分析。

１．７　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，组间
数据处理使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行方差分析，
两两比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　在 ＭＣＦ７细胞中过表达ＥＲα对Ｇｌｉ１转录活
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性的影响　为观察转染不同量的ＥＲα质粒对 Ｇｌｉ１
转录活性的影响，将质粒ｐｃＤＮＡ３．１Ｇｌｉ１、ｐＧｌｉＢＳ
ｌｕｃ和不同量的ｐＳＧ５ＥＲα共同瞬时转染入 ＭＣＦ７
细胞。

　　结果如图１Ａ所示，在１０－８ｍｏｌ／ＬＥ２ 存在的条
件下，ＥＲα能够以剂量依赖的方式增强Ｇｌｉ１的转录
活性，在剂量为５００ｎｇ／孔时可将ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ的活性
升高到对照细胞的３．５倍。我们同时用蛋白质印迹
的方法验证了转染不同量ｐＳＧ５ＥＲα后细胞ＥＲα的
表达情况，结果证实细胞 ＥＲα的表达量随着转染

ｐＳＧ５ＥＲα量的增多而增多。

图１　ＥＲα对Ｇｌｉ１转录活性的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＲαｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎ

Ｇｌｉ１ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈａＤＮＡｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２００

ｎｇｐＧｌｉＢＳｌｕｃ，１００ｎｇｐｃＤＮＡ３．１Ｇｌｉ１，１．０ｎｇｐＲＬＣＭＶ，ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ

ａｍｏｕｎｔｓ（０ｔｏ７００ｎｇ／ｗｅｌｌ）ｏｆｐＳＧ５ＥＲαａｄｊｕｓｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐＳＧ５

ｖｅｃｔｏｒｔｏｐｒｏｄｕｃｅｅｑｕｉｍｏｌａｒａｍｏｕｎｔｓｏｆｐＳＧ５ｖｅｃｔｏｒ（Ａ）ｏｒ５００ｎｇ

ｐＳＧ５ＥＲα，ｏｒｅｑｕｉｍｏｌａｒａｍｏｕｎｔｓｏｆｐＳＧ５ｖｅｃｔｏｒ（Ｂ）ｉｎ２４ｗｅｌｌ

ｐｌａｔｅ．Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥ２ｏｒｖｅｈｉｃｌｅ

（０．１％ｅｔｈａｎｏｌ）ｏｎｌｙｆｏｒ２４ｈａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ．Ｄａｔａｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｆｏｌｄｉｎ

ｃｒｅａｓｅａｂｏｖｅｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ，ｗｈｉｃｈｗａｓａｒｂｉｔｒａｒｉｌｙｓｅｔａｓ１．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｖｓＰＳＧ５；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ．Ｌｏｗｅｒ

ｐａｎｅｌｏｆＡ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＲαｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ

ｓａｍｅｓａｍｐｌｅｓｉｎＡ，ｕｓｉｎｇａｎｔｉＥＲαａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）

　　ＭＣＦ７细胞中的Ｇｌｉ的基础转录活性很低，转
入ｐＳＧ５ＥＲα使ＥＲα过表达后，Ｇｌｉ的转录活性增

强，加入雌激素后，Ｇｌｉ的转录活性增强程度没有发
生变化。增加质粒ｐｃＤＮＡ３．１Ｇｌｉ１进行共转染，发
现Ｇｌｉ１的转录活性明显增强，在共转了ＥＲα表达载
体后，Ｇｌｉ１的转录活性进一步增强，这种变化也不受
雌激素的影响。结果表明ＥＲα可以同时以配体非
依赖的方式增强细胞内源性表达和外源性表达的

Ｇｌｉ的活性（图１Ｂ）。

２．２　在 ＭＣＦ７细胞中过表达ＥＲα对Ｇｌｉ１表达的影
响　实时定量ＰＣＲ结果显示，转染了ｐＳＧ５ＥＲα的

ＭＣＦ７细胞中Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表达水平约为转染空载
体细胞的２倍（Ｐ＜０．０１）。同时ＥＲα也能够明显增加

Ｇｌｉ１蛋白的表达水平（图２）。

图２　ＥＲα对Ｇｌｉ１蛋白表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＲαｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧｌｉ１ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈａＤＮＡｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４００

ｎｇｐｃＤＮＡ３．１Ｇｌｉ１，２０００ｎｇｐＳＧ５ＥＲαｏｒｅｑｕｉｍｏｌａｒａｍｏｕｎｔｓｏｆ

ｐＳＧ５ｖｅｃｔｏｒｉｎ６ｗｅｌｌｐｌａｔｅ．Ｇｌｉ１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＷｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｕｓｉｎｇａｎｔｉＧｌｉ１ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶２００）

３　讨　论

　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）／Ｇｌｉ信号通路在细胞增殖、分
化和胚胎发育中起着极其重要的作用，该通路的异
常与多种肿瘤的发生发展有关。Ｈｈ／Ｇｌｉ通路参与
了乳腺的正常发育，近期有数篇文献报道Ｇｌｉ１和乳
腺癌的发生发展有着密切的关系［１０，１３１６］。我们前期
的工作首次发现了Ｇｌｉ１和乳腺癌细胞增殖的直接关
系：转录因子Ｇｌｉ１的表达能够促进乳腺癌细胞的雌
激素依赖性和非依赖性的增殖，并同时降低细胞对
雌激素的增殖反应性［１２］。ＭＣＦ７细胞的增殖依赖
于雌激素的存在，而ＥＲα是介导雌激素作用的关键

大分子，细胞对雌激素刺激的反应性降低往往和

ＥＲα信号通路的改变有关。研究中我们发现持续性
过表达的Ｇｌｉ１的 ＭＣＦ７细胞克隆中ＥＲα和ＰＲ的
表达与对照细胞相比明显减少，部分解释了Ｇｌｉ１减
弱ＭＣＦ７细胞对ＥＲ激动剂和拮抗剂生长反应性的
机制［１２］。

　　近期，对乳腺癌的雌激素非依赖性生长发生的
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机制研究越来越多地集中在ＥＲα和其他促生长存
活的信号通路和蛋白之间的相互作用上。如乳腺癌
中ＥＲα和 ＮＦκＢ之间存在着相互作用，ＮＦκＢ的

ｐ６５亚基可竞争性结合ＥＲα的ＤＮＡ结合位点而抑
制其转录活性［１７］；使用特异性的ＮＦκＢ活性抑制剂
处理雌激素非依赖性生长的细胞可以使其重新获得

对雌激素刺激的生长反应性，使其增殖能够被ＥＲ
拮抗剂抑制［１８１９］。我们推测乳腺癌中，２个转录因子

ＥＲα和Ｇｌｉ１也可能存在着一定的相互作用。

　　我们前期已经发现Ｇｌｉ１能够抑制ＥＲα的表达
和转录活性，本实验进一步观察ＥＲα过表达对Ｇｌｉ１
的转录活性和表达的影响。结果发现ＥＲα在乳腺
癌细胞 ＭＣＦ７中过表达可以促进Ｇｌｉ１的转录活性，
而且这个促进作用并不受雌二醇存在与否的影响，
表明ＥＲα对Ｇｌｉ１转录活性的影响是呈配体非依赖
性的。我们的研究证实，ＥＲα的过表达能够促进

Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达，表明在乳腺癌细胞中的
确存在Ｇｌｉ１和ＥＲα的相互作用。这２个蛋白之间
的相互作用是直接还是间接的，具体机制还有待进
一步研究。

　　综上所述，我们的结果显示ＥＲα促进Ｇｌｉ１的表
达和转录活性，而 Ｇｌｉ１却抑制 ＥＲα的表达和活
性［１２］，表明在乳腺癌细胞中的确存在 Ｇｌｉ１和ＥＲα
的相互作用，提示在乳腺癌的发生发展中，Ｇｌｉ１可能
逐渐取代ＥＲα在乳腺癌中的促增殖作用。上述工
作国内外均未见报道。该研究有助于阐明乳腺癌发
生、发展以及内分泌治疗抵抗发生的分子机制，为乳
腺癌的治疗提供新的靶点（Ｇｌｉ１）。
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