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雌激素对 ＭＣＦ７细胞Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的抑制作用
ＥｓｔｒｏｇｅｎｉｎｈｉｂｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ２Ｙ２ｍＲＮＡｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ７

李菡君，马　蓓

第二军医大学基础部生理学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　探讨在 ＭＣＦ７细胞株中雌激素是否影响Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的表达。方法　取生长良好的 ＭＣＦ７细胞，以
不同浓度１７β雌二醇（１７βＥ２）、雌激素受体（ＥＲ）拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０、ＥＲα拮抗剂 ＭＰＰ和ＥＲβ拮抗剂ＰＨＴＰＰ作用于细胞，应

用实时定量ＲＴＰＣＲ方法测定细胞中Ｐ２Ｙ２受体ｍＲＮＡ表达。结果　在 ＭＣＦ７细胞中，雌激素（１ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ）下调
Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的表达量从对照组的（７３．７９±８．９１）％减少至对照组的（５３．６８±５．９０）％，这种下调作用可以被 ＥＲ拮抗剂

ＩＣＩ１８２７８０（１μｍｏｌ／Ｌ）拮抗，ＥＲα的拮抗剂ＭＰＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ）可以部分阻断雌激素（０．１μｍｏｌ／Ｌ）的作用，而ＥＲβ拮抗剂ＰＨＴ

ＰＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ）对雌激素（０．１μｍｏｌ／Ｌ）的作用无影响。结论　雌激素通过ＥＲα抑制Ｐ２Ｙ２ ｍＲＮＡ的表达，这一途径可能参
与了雌激素对 ＭＣＦ７细胞的促增殖作用。
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　　雌激素在乳腺癌的形成和发展中起重要作用，外源性雌

激素可以增加乳腺癌的患病风险［１］，然而临床结果显示，雌

激素替代疗法在增加乳腺癌患病风险中的作用及其预后的

关系尚不明确。

　　雌激素对乳腺癌作用的细胞内信号转导途径可分为基因

组途径（ｇｅｎｏｍｉｃａｃｔｉｏｎｓ）和非基因组途径（ｎｏｎｇｅｎｏｍｉｃａｃ

ｔｉｏｎｓ）。雌激素可以通过这两个途径影响其他受体从而影响

肿瘤细胞的增殖和凋亡［２］。研究者在利用 ＭＣＦ７细胞进行

乳腺癌酒精依赖机制的实验中发现，ＥＲα与Ｇ蛋白偶联型受

体 Ａ２ＡＡＲ （Ａ２Ａ ａｄｅｎｏｓｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）具 有 交 互 作 用

（ｃｒｏｓｓｔａｌｋ）［２］。Ａ２ＡＡＲ是腺苷受体的一种，酒精对 Ａ２ＡＡＲ
的激活提高了乳腺癌的患病风险［２］。此外，在 ＨＥＲ２高表达

的 ＭＣＦ７细胞系中，雌激素可以通过雌激素受体（ＥＲ）上调另

一种Ｇ蛋白偶联型受体ＣＸＣＲ４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ），从而促

进肿瘤的转移［３］。ＣＸＣＲ４是一种趋化因子受体，在组织特异

性肿瘤转移中起关键作用［４］。上述结果均提示，雌激素可能

通过影响Ｇ蛋白偶联型受体促进肿瘤的发生发展。

　　Ｐ２Ｙ受体是一类 Ｇ蛋白偶联型 ＡＴＰ受体，研究表明

Ｐ２Ｙ受体在多种癌症中通过诱导内源性Ｃａ２＋的释放参与癌

细胞的增殖调控［５］。乳腺癌细胞中表达Ｐ２Ｙ２受体［６］。迄今

为止，雌激素是否可以通过对Ｐ２Ｙ受体的调节来影响乳腺

癌细胞的生长分化以及增殖凋亡，国内外尚未见报道。

　　本研究拟通过体外实验探讨雌激素对人乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７的Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的调节作用以及其中的机制，为进一

步阐明雌激素对恶性肿瘤产生和发展作用的分子机制提供

新的线索，为研制新一代的抗癌药物提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　ＭＣＦ７细胞株由第二军医大学国际合作

肿瘤研究所提供，于３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度条件下在含

１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养液中单层贴壁培养。加药

前２４ｈ改用无激素培养液（含８％ＳＤＴＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２
无酚红培养液）培养。

１．２　试剂　ＤＭＥＭ 培养液、ＤＭＥＭ／Ｆ１２无酚红培养液

（Ｇｉｂｃｏ），胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）；活

性炭（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）处理过的无激素胎牛血清（ＳＤＴＦＢＳ），

１７β雌二醇（１７βＥ２）、ＥＲ拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０、ＥＲα拮抗剂

ＭＰＰ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；ＥＲβ拮抗剂 ＰＨＴＰＰ（Ｔｏｃｒｉｓ）。ＰＣＲ
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　实时定量 ＲＴＰＣＲ

１．３．１　细胞总ＲＮＡ提取　细胞种于１２孔板中（１×１０５个／

孔），２４ｈ待细胞贴壁后更换无激素培养液培养２４ｈ，按８００

μｌ／孔加 入 １７βＥ２（１ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ）、ＩＣＩ１８２７８０
（１μｍｏｌ／Ｌ）、ＭＰＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＰＨＴＰＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ
后将培养液吸干，ＰＢＳ清洗１次，每孔加入６００μｌＴＲＩｚｏｌ到

孔板中裂解细胞，ＲＮＡ提取按说明书操作。所得 ＲＮＡ的

质量和浓度通过１％甲醛琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

鉴定分析。用于实验的 ＲＮＡ样本符合Ｄ２６０／Ｄ２８０在１．８～
２．２之间，ＲＮＡ电泳２８Ｓ和１８Ｓ两条带比值为２１。ＲＮＡ
样本保存于－８０℃冰箱中。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ　２μｇＲＮＡ 于２５μｌ体系中［ｄＮＴＰ１

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＲＮａｓｅ抑制剂１６Ｕ，ＭＬＶＲＴａｓｅ２Ｕ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
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ｐｒｉｍｅｒ２０ｐｍｏｌ］反转录为ｃＤＮＡ，反应条件７２℃５ｍｉｎ，４℃

５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ。反转录产物于

－２０℃冰箱中保存。

　　通过对特异片段的ＰＣＲ扩增测细胞系中的Ｐ２Ｙ２受体。

引物序列及反应条件如表１。Ｐ２Ｙ２设计参考基因库中Ｐ２Ｙ２

序列利用软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异引物，并使上下

游引物跨越一个内含子，以避免基因组污染。βａｃｔｉｎ引物设

计参考已有文献［７］。２０μｌ反应体系包括１μｌｃＤＮＡ，０．２５

μｍｏｌ／Ｌ正反向引物对，２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京天根生化

科技有限公司）。ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　用于扩增Ｐ２Ｙ２和βａｃｔｉｎ的引物序列

基因 基因库序列号 引物序列 （５′３′） 长度（ｂｐ）

Ｐ２Ｙ２ ＮＭ＿１７６０７２ Ｓｅｎｓｅ：ＴＧＧＣＴＣＧＧＣＧＡＣＴＧＣＴＡＡＡ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＣＡＴＣＴＣＧＧＧＣＡＡＡＧＣＧＴＡ ２９８

βａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１１０１ Ｓｅｎｓｅ：ＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＧ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ ２７５

１．３．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ　２０μｌｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应体系

包括 １．２μｌｃＤＮＡ，０．２５μｍｏｌ／Ｌ正反向引物对，０．３μｌ

１０×ＳＹＢＲ（鼎国生物技术有限责任公司），２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ，反应条件９５℃５ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，６２．５℃３０ｓ，７２℃３０

ｓ，４０个循环。产物的特异性通过溶解曲线以及１％琼脂糖凝

胶电泳检测。阴性对照以双蒸无菌水代替ｃＤＮＡ。采用样本

拟合法分析结果得到样本中Ｐ２Ｙ２和βａｃｔｉｎ的Ｃｔ值。利用

检测所得的Ｃｔ值，以βａｃｔｉｎ值为参照计算Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的相

对量。计算方法：ΔＣｔ＝Ｃｔ（Ｐ２Ｙ２）－Ｃｔ（βａｃｔｉｎ），ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ
（ｓａｍｐｌｅ）－ΔＣｔ（ｃｏｎｔｒｏｌ），２－ΔΔＣｔ值为Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的表达量。

１．４　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，所有数据采用ＳＰＳＳ

１１．５软件行单因素方差分析。检验水平α＝０．０５，Ｐ＜０．０５
认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　雌激素对 ＭＣＦ７细胞Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达的抑制作用　
取生长良好的 ＭＣＦ７细胞进行实验，实时定量ＰＣＲ结果发

现，经不同浓度的１７βＥ２作用２４ｈ后，在 ＭＣＦ７细胞系中，

随着雌激素浓度的增加（１ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ），Ｐ２Ｙ２受体

ｍＲＮＡ的表达量从对照组的（７３．７９±８．９１）％ （Ｐ＜０．０５）逐

渐减少至对照组的（５３．６８±５．９０）％（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。当

加入 ＩＣＩ１８２７８０ 时，Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ 的 表 达 是 对 照 组 的

（１１４．００±３．８９）％，较单独加雌激素组比有明显上升（Ｐ＜
０．０１），与对照组相比较无显著差异（Ｐ＞０．０５，图１Ｂ）。

图１　１７βＥ２（Ａ）和ＩＣＩ１８２７８０（Ｂ）对 ＭＣＦ７
细胞系上Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达的调节

Ｅ２：１７βＥ２；ＩＣＩ：ＩＣＩ１８２７８０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比

较；△△Ｐ＜０．０１与１７βＥ２（０．１μｍｏｌ／Ｌ）组比较．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．２　ＥＲα在雌激素对 Ｐ２Ｙ２ ｍＲＮＡ 表达的抑制中的作

用　单独给予 ＭＰＰ和ＰＨＴＰＰ对 ＭＣＦ７细胞Ｐ２Ｙ２ ｍＲＮＡ
的表达量分别为对照组的（１１２．６４±１４．３５）％和（９７．４４±

８．２４）％，与对照组相比均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。当同时

加入 ＭＰＰ与１７βＥ２时，Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ 表达量是对照组的

（８４．６０±１０．７３）％，与单独给与雌激素组［（５６．５０±６．０１）％］

相比有显著上升（Ｐ＜０．０１），但与对照组相比仍有统计学差

异（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。当同时加入 ＰＨＴＰＰ与１７βＥ２时，

Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达量是对照组的（６１．１０±８．３０）％，与单独给

予雌激素组比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５，图２Ｂ）。

图２　ＭＰＰ（Ａ）和ＰＨＴＰＰ（Ｂ）对

ＭＣＦ７细胞系Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达的调节

Ｅ２：１７βＥ２．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较；△△Ｐ＜０．０１与

１７βＥ２（０．１μｍｏｌ／Ｌ）组比较．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　乳腺癌被认为与血液雌激素含量密切相关［８］。已有研究

显示在绝经期妇女中，患乳腺癌的妇女血液内雌激素水平比

健康妇女血液内雌激素水平高１５％［８］。体外研究显示，雌激

素对雌激素受体阳性［ＥＲ（＋）］的细胞株 ＭＣＦ７有显著的促

增殖作用，且该作用可以被ＥＲ的拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０所拮抗，

说明雌激素对 ＭＣＦ７细胞的增殖作用主要通过ＥＲ完成［９］。

　　激活的Ｐ２Ｙ２通过激活 Ｇ蛋白 Ｇｑ／１１，进而激活ＰＬＣ途

径，介导胞内Ｃａ２＋释放，并产生相应的生物学效应［５］。在黑

素瘤［１０］、皮肤癌［１１］、肺癌［１２］、子宫内膜癌［１３］中，Ｐ２Ｙ２受体促

进癌细胞的增殖，而在食管癌中，Ｐ２Ｙ２抑制细胞的增殖，但不

促进凋亡［１４］。在直肠癌中，Ｐ２Ｙ２受体在增殖中所起的作用

尚不明确。在对直肠癌细胞系 ＨＴ２９的研究中，研究者认为

激活的Ｐ２Ｙ２受体抑制细胞的增殖［１５］；而在对直肠癌细胞系

ＨＣＴ８和Ｃａｃｏ２的研究中，研究结果显示Ｐ２Ｙ２受体的激活

促进细胞增殖［１６］。关于Ｐ２Ｙ２受体在不同癌症中的作用不
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同，目前的研究结果并不明确。有研究者认为可能与不同来

源的肿瘤细胞内第二信使系统的不同以及不同肿瘤对同一

浓度ＡＴＰ的反应不同有关［５］。在乳腺癌中，已有报道认为

在 ＭＣＦ７细胞上，ＡＴＰ可以通过Ｐ２Ｙ２受体介导胞内钙释

放，ＡＴＰ给予４ｄ后，细胞的凋亡为对照组的６倍［１７］。另外

在雌激素非依赖型细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１上表达Ｐ２Ｙ２受体，

ＡＴＰ可抑制细胞增殖［１７］。

　　在本实验中，发现雌激素可以抑制Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的表达，

且呈浓度依赖性，这种作用可以被ＥＲ拮抗剂ＩＣＩ１８２７８０阻

断。这些结果提示雌激素可能通过ＥＲ下调Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表

达。ＥＲα拮抗剂 ＭＰＰ可以拮抗雌激素对Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达

的下调作用，而ＥＲβ拮抗剂ＰＴＨＰＰ对雌激素的作用无明显

影响，提示雌激素对Ｐ２Ｙ２ ｍＲＮＡ的下调作用主要是通过

ＥＲα完成的。目前发现，ＥＲ除了ＥＲα和ＥＲβ两种亚型外，

在乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７中还存在与 ＥＲα同源的膜受体

ＥＲ４６［１８］以及膜受体 ＧＰＲ３０［１９］，实验结果发现 ＥＲα拮抗剂

ＭＰＰ部分拮抗雌激素Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ表达的下调作用，提示可

能还有其他ＥＲ参与了雌激素对Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的下调作用。

　　雌激素促进乳腺癌细胞增殖的细胞内信号转导途径非常复

杂，目前发现至少可以包括３条途径。首先，雌激素可以通过

ＥＲ依赖的基因组及非基因组途径促进细胞增殖［９］。其次，雌激

素可以通过核受体ＥＲ非依赖的途径作用于膜受体并进而影响

靶蛋白磷酸化，从而促进细胞增殖［９］。第三，雌激素在细胞内的

代谢产物如２ＯＨＥ１（２ｈｙｄｒｏｘｙｌｅｓｔｒｏｎｅ），２ＯＨＥ２（２ｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｅｓｔｒａｄｉｏｌ），能够造成正常细胞ＤＮＡ变异，导致发生癌变［２０］。另

外，已有研究认为雌激素的膜受体可以和其他膜受体相作用，从

而快速激活ＭＡＲＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、ＰＫＡ、ＰＫＣ以及ＰＬＣ途径，增进

细胞内钙及一氧化氮含量［２１］。因而本实验中发现的雌激素对

Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ调节的作用可能也参与了雌激素对 ＭＣＦ７细胞的

促增殖或抑制凋亡的效应。

　　综上所述，我们于国内外首次发现雌激素可以通过ＥＲα
抑制 ＭＣＦ７细胞Ｐ２Ｙ２ｍＲＮＡ的表达，这可能和雌激素对乳

腺癌细胞的促增殖或抗凋亡作用有关，具体的作用机制有待

进一步研究。
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