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１，２５二羟基维生素Ｄ３对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞ＣＹＰ１Ｂ１表达的作用和
ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路机制
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　　［摘要］　目的　分析ＣＯＸ２、ｐＥＲα、ＣＹＰ１Ｂ１在人乳腺癌组织和ＥＲα阳性表达人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７中的表达规律，
探讨１，２５二羟基维生素Ｄ３［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］在人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７中通过ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路对ＣＹＰ１Ｂ１表达和细胞增殖、

细胞周期转化的影响及作用机制。方法　用免疫组织化学法检测４２例人乳腺癌组织中ＣＯＸ２、ｐＥＲα、ＣＹＰ１Ｂ１的表达，并
分析其相关性；ＭＴＴ法检测１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞增殖的影响，并确定后续实验药物浓度；流式细胞术检测细胞周期；

ＲＴＰＣＲ检测 ＭＣＦ７细胞ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平；ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清液中ＰＧＥ２水平；蛋白质印迹法检测 ＭＣＦ７细胞

ＣＯＸ２、ｐＥＲＫ、ｐＥＲα、ＣＹＰ１Ｂ１蛋白水平；免疫细胞荧光检测 ＣＯＸ２、ｐＥＲα、ＣＹＰ１Ｂ１蛋白在 ＭＣＦ７中的原位表达。

结果　在人乳腺癌组织中ＣＯＸ２、ｐＥＲα、ＣＹＰ１Ｂ１蛋白呈阳性表达，两两之间均呈正相关性（Ｐ＜０．０５）。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对
ＭＣＦ７细胞增殖具有抑制作用，且呈时间和剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。应用１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３７２ｈ后，ＭＣＦ７细胞周期

阻滞在Ｇ０／Ｇ１期（Ｐ＜０．０５）；细胞ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达减少（Ｐ＜０．０５）；细胞培养上清中ＰＧＥ２水平降低（Ｐ＜０．０１）；ＣＯＸ２、

ｐＥＲＫ、ｐＥＲα及ＣＹＰ１Ｂ１蛋白表达均减少（Ｐ＜０．０５）。结论　在乳腺癌中，ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路对ＣＹＰ１Ｂ１的表达具有正向
调控作用。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可通过抑制 ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路减少 ＣＹＰ１Ｂ１的表达，对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的增殖产生抑制

作用。　　　

　　［关键词］　环氧化酶２；１，２５二羟基维生素Ｄ３；细胞色素Ｐ４５０１Ｂ１；乳腺肿瘤

　　［中图分类号］　Ｒ７３７．９　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０３０２５２０７

ＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｐａｔｈｗａｙｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ１，２５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｎｄｕｃｅｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＹＰ１Ｂ１ｉｎｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ７

ＹＵＡＮＬｅｉ，ＤＥＮＧＨｕａｙｕ，ＪＩＡＮＧＲｏｎｇ，ＤＩＮＧＳｏｎｇｔａｏ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＳｔｅｍＣｅｌｌａｎｄＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ

４０００１６，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０１０７　　　　［接受日期］　２０１２０２０２
［作者简介］　袁　磊，硕士．Ｅｍａｉｌ：ｃｏｓｍｉｃａｔｏｍ＠１６３．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３６８４８５４７８，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｄｅｎｇｈｙ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＥＲα

ｐｏｓｉｔｉｖｅｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ７，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ１，２５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］ｏｎ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ４２ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｉｒ

ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙａｎｄｔｈｅ

ｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｆｏｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗ

ｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄＣＯＸ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．ＰＧＥ２ｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡｉｎｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲＫ，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＯＸ２，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）．１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄ

ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｆｏｒ７２ｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｒｒｅｓｔｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎ

Ｇ０／Ｇ１ｐｈａｓｅ（Ｐ＜０．０５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｍＲＮＡｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄＰＧＥ２ｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅ

ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐＥＲＫ，ｐＥＲαａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ

　ＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｐａｔｈｗａｙｐｌａｙｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＣＹＰ１Ｂ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ．１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＣＹＰ１Ｂ１ｔｈｒｏｕｇｈＣＯＸ２／ＰＧＥ２ｐａｔｈｗａｙ．



第３期．袁　磊，等．１，２５二羟基维生素Ｄ３对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞ＣＹＰ１Ｂ１表达的作用和ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路机制 ·２５３　　 ·

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２；１，２５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３；ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ｂ１；ｂｒｅａｓｔｎｅｏｐｌａｓｍｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（３）：２５２２５８］

　　２０１０年全球肿瘤统计报告称乳腺癌是女性中发

病率最高的恶性肿瘤，占所有女性癌症病例数的

２３％，并且为女性癌症死亡的主因，占所有女性癌症

死亡例数的１４％［１］。流行病学研究表明，日光暴露

与乳腺癌的发病率或死亡率呈显著负相关，提示阳

光照射不足导致人体内维生素Ｄ合成减少，与乳腺

癌的发病密切相关［２］；且有证据表明血浆中高水平

维生素Ｄ可降低乳腺癌发病风险［３］。维生素Ｄ是一

种多功能的激素，除了在体内对钙磷的代谢发挥重

要作用外，近年研究发现其对多种肿瘤细胞有抑制

作用。新的研究表明，维生素 Ｄ具有抗炎抗癌作

用［４］。

　　炎症微环境在肿瘤发生发展中的作用受到越来

越多的重视。在肿瘤生成过程中，多种炎性细胞因

子、生长因子以及癌基因的活化可快速诱导环氧化

酶２（ＣＯＸ２）表达，而ＣＯＸ２可参与到肿瘤的恶性

增殖、侵袭与转移以及血管生成等过程中，影响肿瘤

的进展。ＣＯＸ２在多种恶性肿瘤中过表达，包括以

雌激素依赖为代表的肿瘤———乳腺癌。已有研究报

道，ＣＯＸ２／人前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）通路可增加乳腺

癌中雌激素合成酶的活性，从而提高乳腺癌中雌激

素水平，促进乳腺癌的发生发展［５］。２０１０年新的研

究报道开始关注ＰＧＥ２对乳腺癌细胞中细胞色素

Ｐ４５０（ＣＹＰ）１Ｂ１（ＣＹＰ１Ｂ１）的调节表达［６］。ＣＹＰ１Ｂ１
属于细胞色素Ｐ４５０超基因家族中ＣＹＰ１Ｂ亚族的唯

一成员，主要功能是催化雌激素的羟基化，代谢产生

基因毒性致癌物。由此提示，ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路与

雌激素代谢酶（ＣＹＰ１Ｂ１）致癌效应间存在重要

关系。　　　

　　维生素 Ｄ 的抗炎抗癌效应与其对 ＣＯＸ２／

ＰＧＥ２通路负性调节影响ＣＹＰ１Ｂ１作用机制可能有

关。本研究以不同人来源的乳腺癌组织标本和雌激

素受体α（ＥＲα）阳性乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７为研究对

象，首先检测人乳腺癌组织中 ＣＯＸ２、ｐＥＲα和

ＣＹＰ１Ｂ１蛋白表达，分析其相关性；进而应用维生素

Ｄ的体内活性代谢产物———１，２５二羟基维生素Ｄ３
［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］处理 ＭＣＦ７细胞，检测 ＣＯＸ２、

ＰＧＥ２、ｐＥＲＫ、ｐＥＲα和ＣＹＰ１Ｂ１表达的变化，观察

细胞增殖细胞周期转化的效应，探讨在乳腺癌发生

发展中，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３通过ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路影响

ＣＹＰ１Ｂ１的作用机制。

１　材料和方法

１．１　组织实验

１．１．１　乳腺癌组织标本来源及处理　收集２０１０年

９～１２月重庆医科大学附属第一医院手术切除的乳
腺癌组织标本４２例，均为女性，年龄３６～７５岁，平均
（５２±９．９）岁。病理分型按 ＷＨＯ分类标准，经临床
病理医师诊断为乳腺浸润性导管癌３５例，乳腺黏液
腺癌３例，乳腺导管内癌２例，恶性肌上皮瘤和髓样
癌各１例。组织标本经甲醛常规固定，石蜡包埋，４

μｍ厚连续切片，裱于经多聚赖氨酸处理的载玻片
上，６０℃烤箱烤片过夜，防止脱片。

１．１．２　免疫组织化学法检测乳腺癌组织中ＣＯＸ２、

ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）和ＣＹＰ１Ｂ１的表达　用免疫组织化

学 ＳＡＢＣ 法 检 测 乳 腺 癌 组 织 中 ＣＯＸ２、ｐＥＲα
（ｓｅｒ１１８）和ＣＹＰ１Ｂ１的表达，检测前对组织切片常

规进行热抗原修复，使用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对

照。ＣＹＰ１Ｂ１兔抗人多克隆抗体、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）兔

抗人多克隆抗体均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＣＯＸ

２兔抗人多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限

公司。ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒购自于武汉博士德生

物工程有限公司，按试剂盒说明书进行检测。

１．１．３　免疫组化结果判定［７］　ＣＯＸ２和ＣＹＰ１Ｂ１
均以细胞质中出现棕黄色颗粒作为阳性反应，ｐＥＲα
（ｓｅｒ１１８）则以细胞核中出棕黄色颗粒作为阳性反应。

随机选择５个高倍镜视野（×４００）进行判断。（１）细

胞染色强度：无染色为０分，淡黄色为１分，棕黄色

为２分，棕褐色为３分。（２）细胞染色阳性百分率：

无阳性细胞即阴性为０分；阳性细胞≤１０％为１分，

１１％～５０％为２分，５１％～７５％为３分，＞７５％为４
分。以上述两个得分的乘积作为评分标准，≥３分为

阳性结果，＜３分为阴性结果。

１．２　细胞实验

１．２．１　材料　乳腺癌细胞 ＭＣＦ７由重庆医科大学

病理生理学教研室提供。无酚红ＤＭＥＭ 干粉培养

基（美国ＳＡＦＣＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），新生牛血清（美国

Ｇｉｂｃｏ 公 司 ）。 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 （ＭＴＴ）、

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３（美国Ｓｉｇｍａ公司）。ＣＹＰ１Ｂ１兔抗人

多克隆抗体、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）兔抗人多克隆抗体、

ＥＲＫ兔抗人多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。
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ＣＯＸ２兔抗人多克隆抗体、ｐＥＲＫ１／２兔抗人多克

隆抗体、ＥＲα兔抗人多克隆抗体、βａｃｔｉｎ兔抗人多克

隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ、ＦＩＴＣ
标记山羊抗兔ＩｇＧ、ＰＧＥ２ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（北京

博奥森生物技术有限公司）。Ｗｅｓｔｅｒｎ荧光检测试

剂ＢｅｙｏＥＣＬ、Ｃｙ３标记山羊抗兔ＩｇＧ（碧云天生物技

术研究所）。ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒、ＤＡＢ酶底物显

色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）。ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒（宝生物工程有限公司）。自动酶标仪、

ＰＡＧＥ凝胶电泳仪、垂直电泳槽、ＰＣＲ仪、电泳凝胶

图像分析系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２．２　去雌激素新生牛血清的制备［８］　分别称取５

ｇ活性炭和５００ｍｇ葡聚糖Ｔ４０，用去离子水定容至

１００ｍｌ，充分搅拌１ｈ后，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃

上清，往沉淀物中加入１００ｍｌ新生牛血清，在５６℃
水浴中搅拌混匀３０ｍｉｎ，１０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取

上清液。连续处理２次以除去血清中雌激素。处理

后的血清用金属滤器（０．２２μｍ）过滤除菌后，于

－２０℃保存备用。

１．２．３　细胞培养　乳腺癌细胞 ＭＣＦ７常规复苏，

培养于含１０％去雌激素新生牛血清、１×１０５Ｕ／Ｌ青霉

素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的无酚红高糖ＤＭＥＭ培养液中。

置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的孵箱中培养。

１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖　取对数生长期的

ＭＣＦ７细胞，调整细胞密度为２×１０４个／ｍｌ，接种于

３块９６孔培养板中。每孔接种细胞悬液２００μｌ；设

置试剂对照组、未加药细胞组、１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 （分

为１、１０、５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ４个浓度）；细胞接种２４ｈ
后加药，每组设５个平行孔，置于３７℃、５％ＣＯ２及饱

和湿度的孵箱内培养。分别培养２４、４８、７２ｈ后弃

上清，每孔加入２０μｌ浓度为５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ及

２００μｌ无血清无酚红ＤＭＥＭ 培养液继续培养４ｈ，

取出后２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，每孔加２００μｌ

ＤＭＳＯ于摇床上振动１０ｍｉｎ，用酶标仪测定波长

５７０ｎｍ的光密度值（Ｄ５７０）。实验重复３次。计算药

物在不同浓度、不同作用时间对 ＭＣＦ７细胞的抑制

率。抑制率（％）＝１－（加药组平均Ｄ５７０／未加药组

Ｄ５７０）×１００％。根据抑制率确定后续实验所用药物

浓度。

１．２．５　流式细胞术检测细胞周期　收集对照组和

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３实验组细胞（细胞接种２４ｈ后加药，

培养７２ｈ）经预冷的ＰＢＳ离心洗涤２次，以－２０℃预

冷的７０％乙醇固定２４ｈ。ＰＢＳ洗涤１次，然后加２０

ｍｇ／Ｌ核糖核酸酶Ａ（ＲＮａｓｅＡ），３７℃水浴１ｈ，再加

１００ｍｇ／Ｌ碘化丙啶（ＰＩ），４℃避光染色３０ｍｉｎ，流式

细胞仪测定荧光强度（激光波长为４８８ｎｍ）。采用

ＭＯＤＦＩＴ２．０分析软件进行细胞周期ＤＮＡ含量分

析。实验重复３次。

１．２．６　ＲＴＲＣＲ 检测细胞 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ 的表

达　按照ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书方法提取 ＭＣＦ７对照

组及１，２５（ＯＨ）２Ｄ３实验组（细胞接种２４ｈ后加药，

培养７２ｈ）细胞总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ纯度和浓度，按

反转录试剂盒说明书先反转录合成第１条ｃＤＮＡ，

再以等量的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应。ＣＯＸ２
引物：上游５′ＴＴＣ ＡＡＡ ＴＧＡ ＧＡＴ ＴＧＴ ＧＧＧ

ＡＡＡＡＴＴＧＣＴ３′，下游５′ＡＧＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧ

ＣＣＴＧＡＧＴＡＴＣＴＴ３′，扩增产物长度３０５ｂｐ；β

ａｃｔｉｎ引物：上游 ５′ＣＴＧ ＧＧＡ ＣＧＡ ＣＡＴ ＧＧＡ

ＧＡＡ ＡＡ３′，下游５′ＡＡＧＧＡＡ ＧＧＣＴＧＧ ＡＡＧ

ＡＧＴＧＣ３′，扩增产物长度为５６４ｂｐ。反应条件：９４℃
预变性３ｍｉｎ后，９５℃５０ｓ，５８℃５０ｓ，７２℃５０ｓ，３５个

循环；最后７２℃延伸８ｍｉｎ。取５μｌＰＣＲ产物行２％
琼脂糖凝胶电泳，ＧｏｏｄＶｉｅｗ显色，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件

分析各扩增条带产物的含量，以目的条带的灰度值／β

ａｃｔｉｎ条带的灰度值表示。实验重复３次。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ法定量检测 ＭＣＦ７细胞培养液中

ＰＧＥ２水平　接种 ＭＣＦ７细胞于６孔板中，５×１０５

个／孔，２４ｈ细胞贴壁后换液。对照组加完全培养

液，实验组加含所需浓度药物的培养液，于３７℃、５％

ＣＯ２及饱和湿度的孵箱内培养７２ｈ。收集细胞培养

液，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ后收集上清。将５０μｌ标

准品或样品分别加入相应孔中，按ＰＧＥ２ＥＬＩＳＡ试剂

盒说明书步骤进行实验。于自动酶标仪上测定４５０

ｎｍ处Ｄ值。实验重复３次，每次各组设３个复孔。

１．２．８　蛋白质印迹分析检测细胞ＣＯＸ２、ｐＥＲＫ１／

２、ＥＲＫ、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）、ＥＲα 和 ＣＹＰ１Ｂ１ 的 表

达　常规培养细胞，传代接种２４ｈ后实验组加药，继

续培养７２ｈ，分别收集对照组与实验组细胞约５×

１０６个，用 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，提取总蛋白。用

Ｂｒｏｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。行８％聚丙烯酰胺凝胶

电泳，转移至ＰＶＤＦ膜。８％脱脂牛奶室温封闭４ｈ
后与１１００兔抗人 ＣＯＸ２抗体、１１００兔抗人

ｐＥＲＫ１／２抗体、１５００兔抗人ＥＲＫ抗体、１１００
兔抗人ＥＲα抗体、１２００兔抗人ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）抗

体、１２００兔抗人 ＣＹＰ１Ｂ１抗体孵育，４℃孵育过

夜，ＴＢＳＴ洗膜后加入１１０００辣根过氧化物酶标
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记的羊抗兔ＩｇＧ３７℃孵育１ｈ。ＥＣＬ显色，用Ｂｉｏ

Ｒａｄ图像分析系统拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋

白相对含量。实验重复３次。

１．２．９　免疫荧光检测细胞ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）

和ＣＹＰ１Ｂ１的表达　取对数生长期细胞，制备５×

１０４个／ｍｌ的细胞悬液进行爬片。设置对照组和加药

组（细胞接种２４ｈ后加药，培养７２ｈ），予４％多聚甲

醛室温固定细胞３０ｍｉｎ，５％ＢＳＡ封闭液３７℃封闭

３０ｍｉｎ，分别滴加１２５的 ＣＯＸ２抗体、ｐＥＲα
（ｓｅｒ１１８）抗体和ＣＹＰ１Ｂ１抗体，４℃避光孵育过夜，

再分别滴加１５０的 Ｃｙ３或ＦＩＴＣ标记的羊抗兔

ＩｇＧ，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＣＯＸ２和ＣＹＰ１Ｂ１组加

ＤＡＰＩ染色液室温放置３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，抗荧光淬

灭封片液封片，荧光显微镜下观察，用Ｉｍａｇｅｐｒｏ

Ｐｌｕｓ６．０软件计算光密度值。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，数据用珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，

多组间比较采用单因素方差分析，相关分析采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　人乳腺癌组织中 ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）和

ＣＹＰ１Ｂ１的表达　免疫组化染色结果见图１。４２例

人乳腺癌组织中ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）和ＣＹＰ１Ｂ１
的阳性表达率分别为７８．６％（３３／４２）、６６．７％（２８／

４２）和７３．８％（３１／４２）。

图１　乳腺癌组织中ＣＯＸ２（Ａ）、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８，Ｂ）和ＣＹＰ１Ｂ１（Ｃ）的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２（Ａ），ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８，Ｂ）ａｎｄＣＹＰ１Ｂ１（Ｃ）ｉｎｐｒｉｍａｒｙｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓ（ＳＡＢＣｍｅｔｈｏｄ）

Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｒｎｕｃｌｅｕｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　 乳 腺 癌 组 织 中 ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）及

ＣＹＰ１Ｂ１表达间的相关性　４２例人乳腺癌组织中

ＣＯＸ２阳性表达３３例［其中ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）阳性表达

２７例，ＣＹＰ１Ｂ１阳性表达２８例］，经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分
析显示，ＣＯＸ２表达与ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）、ＣＹＰ１Ｂ１表达

均成显著正相关（ｒ＝０．６１５，Ｐ＝０．０００；ｒ＝０．４８１，

Ｐ＝０．００１）。ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）阳性表达２８例（其中

ＣＹＰ１Ｂ１阳性表达２４例），经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显
示，ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）表达与ＣＹＰ１Ｂ１表达呈显著正相关
（ｒ＝０．３８３，Ｐ＝０．０１２）。见表１。

表１　乳腺癌组织中ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）及ＣＹＰ１Ｂ１表达间的相关性

Ｔａｂ１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）ａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ｉｔｅｍ
ＣＹＰ１Ｂ１

＋ － ｒ Ｐ
ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）

＋ － ｒ Ｐ
ＣＯＸ２ ＋ ２８ ５ ０．４８１ ０．００１ ２７ ６ ０．６１５ ０．０００

－ ３ ６ １ ８
ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８） ＋ ２４ ４ ０．３８３ ０．０１２

－ ７ ７

２．３　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７ 细胞增殖的影
响　ＭＴＴ实验结果（图２）显示，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用
的各实验组细胞生长受到抑制，随浓度的增加，抑制
率增大；随时间延长，抑制率也增大，呈时效、量效依
赖关系。不同浓度和不同作用时间之间的抑制率差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。根据抑制率，确定以

１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３用于后续实验。

２．４　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７ 细胞周期的影
响　１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用 ＭＣＦ７细胞７２
ｈ，与对照组比较，实验组细胞周期中 Ｇ０／Ｇ１期细胞
比例增加，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期细胞比例明显降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。细胞周期阻滞发生在

Ｇ０／Ｇ１期（表２、图３）。
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图２　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ２　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ；ｎ＝

１５，珚ｘ±ｓ

表２　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞周期的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６６．６５±０．７７ ２２．９４±１．７９ １０．４０±２．５７
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ ８７．６４±１．２３ ７．４９±１．９８ ４．８７±２．１１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图３　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞周期的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｇｒｏｕｐ

２．５　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞ＣＯＸ２ｍＲＮＡ
表达的影响　１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用 ＭＣＦ
７细胞 ７２ｈ，ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ 表达减少。对照组

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ为０．４８±０．０６，实验组为０．２８±０．
０３，与对照组比较，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３实验组 ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ表达下降了４１．６７％，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图４）。

图４　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＯＸ２ｍＲＮＡｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
１，３：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２，４：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｇｒｏｕｐ

２．６　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞培养上清液中

ＰＧＥ２表达的影响　１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用

ＭＣＦ７细胞７２ｈ后，细胞培养上清液中ＰＧＥ２的水
平减少。实验组ＰＧＥ２浓度与对照组比较差异有统
计学意义［（２．６４９±０．１５８）ｎｇ／ｍｌｖｓ（４．６４６±０．
４６７）ｎｇ／ｍｌ，Ｐ＝０．００２］。

２．７　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞ＣＯＸ２、ｐＥＲＫ、

ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）和ＣＹＰ１Ｂ１蛋白表达的影响　蛋白
质印迹分析检测结果显示，１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２
Ｄ３作用 ＭＣＦ７细胞７２ｈ后，与对照组相比ＣＯＸ２、

ｐＥＲＫ、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）、ＣＹＰ１Ｂ１蛋白的表达均减少
（Ｐ＜０．０５，图５）。

图５　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞ＣＯＸ２、ｐＥＲＫ、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）和ＣＹＰ１Ｂ１蛋白表达的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２，ｐＥＲＫ，ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）ａｎｄＣＹＰ１Ｂ１ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；１，２５Ｄ：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３．Ａ：ＣＯＸ２；Ｂ：ｐＥＲＫ；Ｃ：ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）；Ｄ：ＣＹＰ１Ｂ１．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．８　免疫荧光检测结果　免疫荧光检测结果（图６）
显示ＣＯＸ２（Ｃｙ３标记）与ＣＹＰ１Ｂ１蛋白（ＦＩＴＣ标记）
在 ＭＣＦ７细胞胞质中表达，ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）蛋白（Ｃｙ３
标记）在 ＭＣＦ７细胞胞核中表达。与对照组相比，

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用细胞７２ｈ后，ＣＯＸ２［４７．３７±８．３９
ｖｓ１０６．１８±１５．８５（对照）］、ＣＹＰ１Ｂ１［２０．６４±３．２３ｖｓ
５１．０３±８．８７（对照）］及ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）［７７．１８±１１．９２
ｖｓ１７０．３５±３０．６７（对照）］的荧光强度减弱，差异有统
计学意义（Ｐ均＜０．０５）。

图６　免疫荧光检测１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＭＣＦ７细胞

ＣＯＸ２、ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）及ＣＹＰ１Ｂ１蛋白表达的影响

Ｆｉｇ６　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆ
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｏｎＣＯＸ２，ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）ａｎｄ
ＣＹＰ１Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；１，２５Ｄ：１，２５（ＯＨ）２Ｄ３．Ａ：ＣＯＸ２；Ｂ：ｐＥＲα
（ｓｅｒ１１８）；Ｃ：ＣＹＰ１Ｂ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　炎症是肿瘤的第七大特征［９］。作为炎症反应中
的关键启动因子，ＣＯＸ２在受到炎性细胞因子、生
长因子、癌基因等刺激下可快速诱导表达，在炎症反
应及肿瘤的发生发展中起重要作用。ＣＯＸ２催化
产生ＰＧＥ２介导多种信号级联反应是参与肿瘤恶性
进展的重要通路。已有研究证实，ＣＯＸ２／ＰＧＥ２在
乳腺癌中高表达，且与负责合成雌激素的芳香化酶、

１７β羟基类固醇脱氢酶（１７βＨＳＤ）等酶的表达呈正
相关［１０］。对于雌激素依赖性的乳腺癌，ＣＯＸ２调节
雌激素合成相关酶的表达对乳腺癌中高水平雌激素

的产生起到一定作用。Ｈａｎ等［６］最近研究发现，在

ＥＲ阳性乳腺癌细胞中，ＰＧＥ２可通过信号级联反应
使ＥＲα多位点磷酸化，磷酸化激活的ＥＲα作用于

ＣＹＰ１Ｂ１启动子上的雌激素受体反应元件（ＥＲＥ），
可转录激活雌激素代谢酶ＣＹＰ１Ｂ１的表达。本研究
选用ＥＲα磷酸化重要位点为丝氨酸第１１８位。我
们发 现，在 人 乳 腺 癌 组 织 中，ＣＯＸ２、ｐＥＲα、

ＣＹＰ１Ｂ１均呈阳性表达，三者之间存在正相关关系，
显示在人体乳腺癌组织中可能存在经ＣＯＸ２／ＰＧＥ２
通路调控ＣＹＰ１Ｂ１的机制，并且在人乳腺癌来源的
细胞系 ＭＣＦ７中予以证实。ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路调
节雌激素代谢酶ＣＹＰ１Ｂ１表达水平势必增强雌激素
在乳腺癌代谢后的致癌效应，可能是乳腺癌发生发
展的重要机制，值得关注。

　　维生素Ｄ是一种类固醇激素，在体内以其活性代
谢 产 物 １，２５（ＯＨ）２ Ｄ３ 发 挥 生 物 学 效 应。

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的抗炎抗癌效应与ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路
有关。Ｋｒｉｓｈｎａｎ等先后在人前列腺癌细胞［１１］及乳腺

癌细胞［１２］的研究中发现１，２５（ＯＨ）２Ｄ３下调ＣＯＸ２的
转录及翻译水平，且伴随癌细胞ＰＧＥ２水平的下降及
其所介导的多系列信号级联反应的失活［１３］。本研究
发 现 在 人 乳 腺 癌 来 源 细 胞 株 ＭＣＦ７ 中，

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３在基因和蛋白水平下调ＣＯＸ２的表达，
细胞培养上清液中ＰＧＥ２水平相应降低，与上述报道
一致。ＭＴＴ实验显示１，２５（ＯＨ）２Ｄ３具有抑制 ＭＣＦ
７细胞增殖的作用，在１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度范围，随
作用时间的延长，抑制细胞增殖的作用增强，呈时效、
量效依赖关系，ＭＣＦ７细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期。

　　ＰＧＥ２是一种能够刺激癌细胞生长的炎症因
子，其激活癌细胞生长效应的方式多样，ＰＧＥ２可由
自分泌或旁分泌方式作用于同种细胞或邻近周围组

织其他类型的细胞，与细胞膜上的受体结合，经 Ｇ
蛋白偶联途径、核内过氧化物酶增殖体激活受体
（ＰＰＡＲ）、ＲＡＳ／ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ等信号通路刺
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激癌细胞生长［１４］。ＭＡＰＫ家族中的ＥＲＫ通路活
化是促进肿瘤细胞增殖中具有代表性的重要信号转

导机 制。我 们 发 现，在 ＭＣＦ７ 细 胞，伴 随 着

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３下调ＰＧＥ２水平，磷酸化ＥＲＫ蛋白水
平亦下降，显示ＭＡＰＫ通路活性受抑。ＥＲα的丝氨
酸位点磷酸化与该受体转录激活功能密切相关，它
不仅可在雌激素作用下磷酸化，亦可通过激活

ＥＲＫ、ＡＫＴ、ＰＫＡ等激酶通路［６］，分别致其 Ｎ端第

１１８位、第１６７位和第３０５位磷酸化激活。本研究
中对细胞培养血清进行了去雌激素处理并使用无酚

红培养液，排除雌激素和酚红的类雌激素效应对

ＥＲα的磷酸化作用；实验结果显示，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
抑制ＰＧＥ２表达水平及其下游ＥＲＫ通路的同时，使

ｐＥＲα（ｓｅｒ１１８）蛋 白 水 平 降 低。 由 此 可 见，

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可能通过抑制ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路，降
低ＥＲＫ活性，进而抑制ＥＲα转录因子活性，导致其
对ＣＹＰ１Ｂ１的负性调节。

　　ＣＹＰ１Ｂ１为细胞色素Ｐ４５０酶家族成员，是雌激
素在体内代谢过程中一种关键的肝外酶。它在促进
肿瘤发生发展及肿瘤耐药中起着重要作用：通过催
化雌二醇（Ｅ２）在Ｃ４位点羟化，转变为４ＯＨＥ２，该
代谢产物经进一步氧化，变为雌二醇３，４醌，后者可
与ＤＮＡ中的嘌呤反应形成脱嘌呤的加合物，导致

ＤＮＡ突变［１５］；此外，在氧化形成雌二醇３，４醌的过
程中产生的氧自由基也可对ＤＮＡ造成损伤，诱发
癌变。除代谢产生ＤＮＡ损伤产物外，ＣＹＰ１Ｂ１尚可
激活和代谢其他致癌物质，并使多种抗癌药物代谢
失活而产生肿瘤耐药［１６］。文献报道ＣＹＰ１Ｂ１基因
的表达主要是由磷酸化的 ＥＲα所激活［１７］。由于

ＣＹＰ１Ｂ１在许多肿瘤组织中特异性高表达，使其可
能作为肿瘤预防、诊断以及治疗的理想靶点。

　　总之，本研究认为在 ＥＲ阳性乳腺癌细胞中，

ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路可能是ＣＹＰ１Ｂ１表达的重要调
控机制；１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可通过ＣＯＸ２／ＰＧＥ２通路抑
制ｐＥＲＫ和ｐＥＲα活性水平，减少ＣＹＰ１Ｂ１表达，
从而抑制肿瘤细胞增殖。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对ＣＹＰ１Ｂ１
的抑制作用，在其抗乳腺癌效应中具有重要意义。
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