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金属镉促进甲状腺未分化癌ＦＲＯ细胞增殖的作用及机制
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　　［摘要］　目的　探讨金属镉对甲状腺未分化癌 ＦＲＯ细胞增殖的影响及其作用机制。方法　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＦＲＯ、ＭＣＦ７和 ＭＡＤＭＢ２３１细胞中 Ｇ蛋白偶联受体１（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ１）表达水平。不同浓度（０、０．２５、０．５０、０．７５、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）镉（ＣｄＣｌ２）处理 ＦＲＯ、ＭＣＦ７
及ＭＡＤＭＢ２３１细胞４８ｈ后，ＭＴＴ法检测细胞增殖率。０．５ｍｍｏｌ／Ｌ镉分别处理ＦＲＯ细胞０、５、１０、１５、
３０ｍｉｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＥＲＫ１／２和Ａｋｔ的磷酸化水平。ＧＰＥＲ１抑制剂 Ｇ１５处理 ＦＲＯ细胞后，设计
合成针对ＧＰＥＲ１的小干扰ＲＮＡ（ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ）并转染 ＦＲＯ细胞，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ再次检测 ＥＲＫ１／２
和 Ａｋｔ磷酸化水平。分别用 ＧＰＥＲ１抑制剂 Ｇ１５、ＥＲＫ１／２抑制剂（ＰＤ９８０５９）和 ＰＩ３ＫＡｋｔ抑制剂
（ＬＹ２９４００２）、ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ处理ＦＲＯ细胞，ＭＴＴ法检测细胞增殖率。结果　ＧＰＥＲ１在 ＭＡＤＭＢ２３１细
胞中表达水平明显低于ＭＣＦ７、ＦＲＯ细胞。不同浓度ＣｄＣｌ２处理ＦＲＯ、ＭＣＦ７及ＭＡＤＭＢ２３１细胞４８ｈ
后，低浓度ＣｄＣｌ２促进 ＦＲＯ、ＭＣＦ７细胞增殖，对 ＭＡＤＭＢ２３１细胞增殖无显著影响；高浓度 ＣｄＣｌ２对细
胞均具有抑制作用。０．５ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２处理 ＦＲＯ细胞不同时间后，ＥＲＫ１／２与 Ａｋｔ的磷酸化水平在
１５ｍｉｎ达最大值。ＧＰＥＲ１抑制剂 Ｇ１５处理 ＦＲＯ细胞，ＥＲＫ１／２与 Ａｋｔ的磷酸化水平显著降低（Ｐ＜
００５）。ＧＰＥＲ１的小干扰ＲＮＡ干扰后，ＥＲＫ１／２与 Ａｋｔ的磷酸化水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。Ｇ１５、ＰＤ、
ＬＹ和ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ处理ＦＲＯ细胞，细胞增殖率均显著下降。结论　金属镉通过ＧＰＥＲ１ＥＲＫ／Ａｋｔ信号
通路促进ＦＲＯ细胞的增殖。
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　　近年学术界发现了一种新型的环境内分泌干扰
物，称为金属类雌激素或金属类激素，常见的有镉、锑、

钙、钴、铜、镍、铬、铅、汞和锡等［１］。这些金属类雌激

素具有类雌激素作用，被发现与雌激素相关疾病如乳

腺癌、子宫内膜移位、子宫肌瘤和子宫内膜癌等的发生

有密切关系［２］。镉是其中具有代表性的一种。已有

研究发现镉可以引起乳腺癌细胞 ＭＣＦ７细胞 ＥＲＫ和
ＡＫＴ的快速激活，而对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞无作用。甲
状腺癌是最常见的内分泌肿瘤之一，而女性发病率明

显高于男性［３］。雌激素能通过与细胞内雌激素受体

的结合，促进肿瘤的发生［４］。Ｇ蛋白偶联受体 １（Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ１，曾命名为
ＧＰＲ３０）是近年发现的一种新型雌激素膜性受体［５］。

并且雌激素能通过 ＧＰＥＲ１途径促进甲状腺未分化癌
细胞ＦＲＯ的细胞增殖。目前对于镉是如何在甲状腺
癌细胞中发挥类雌激素作用少见研究报道。本实验以

甲状腺未分化癌ＦＲＯ细胞为模型，探讨金属镉对甲状
腺未分化癌ＦＲＯ细胞增殖的影响及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　甲状腺未分化癌ＦＲＯ细胞株、乳腺癌ＭＣＦ７细胞
株及 ＭＡＤＭＢ２３１细胞株由香港中文大学外科实验
室提供。Ｃｄ（ＣｄＣｌ２）、Ｅ２（雌激素）、ＲＰＭＩ１６４０培养基
（不含酚红）、四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司。ＧＰＥＲ１、ＧＰＥＲ１拮抗剂（Ｇ１５）、ＰＩ３ＫＡｋｔ抑制
剂（ＬＹ２９４００２）和ＥＲＫ抑制剂（ＰＤ９８０５９）购自 Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ公司。ＳＤＳ配胶试剂盒购自碧云天生物技术有
限公司。βａｃｔｉｎ抗体、ｐＡｋｔ抗体、ｔＡｋｔ抗体购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。ＧＰＥＲ１抗体购自 Ａｂｃａｍ公司。ｐＥＲＫ１／２
抗体、ｔＥＲＫ１／２抗体购自 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司，限制性
内切酶购自 ＴａＫａＲａ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ序列由上海生工生物工
程有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％
ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链霉素），于
３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度孵箱中常规贴壁传代培养
ＦＲＯ细胞，取对数生长期的细胞进行后续实验。
１．２．２　ＭＴＴ法　　取对数生长期的细胞，经胰酶消
化后制成单细胞悬液，以５×１０３／孔接种于９６孔培养
板，待细胞完全贴壁后，用无血清、无酚红培养液培养

４８ｈ，使细胞同步化，分别用 ０．２５、０．５０、０．７５、
１．００ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２处理 ４８ｈ，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ２０μＬ，３７℃孵育 ４ｈ，吸去培养液，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，待紫色结晶完全溶解后，
测定Ｄ（４９０）值，重复３次，计算细胞增殖率。
１．２．３　ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ的构建和转染　　根据ＧｅｎＢａｎｋ
中人 ＧＰＥＲｍＲＮＡ（ＮＭ００１０３９９６６）全长序列，设计
ｓｉＲＮＡ序列，命名为 ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（＋），并同时设计阴
性对照序列，命名为ＧＰＥＲ１ｓｉＲＮＡ（－）。将ｓｉＲＮＡ的
单链退火，与ｐＧｅｎｅｓｉｌ１质粒连接，转化 ＤＨ５α感受态
细胞，挑取单菌落提取质粒，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染，４８ｈ后用 ＣｄＣｌ２处理细胞 １５ｍｉｎ，提取蛋白进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．２．４　免疫印记　　根据不同实验要求，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣｄＣｌ２处理 ＦＲＯ细胞不同时间（０、５、１０、１５、３０ｍｉｎ）。
将ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（＋）、ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（－）质粒转染 ＦＲＯ
细胞 ４８ｈ。ＣｄＣｌ２作用于分别加入 Ｇ１５、ＰＤ９８０５９、
ＬＹ２９４００２以及转染ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ的ＦＲＯ细胞１５ｍｉｎ。
分别处理ＦＲＯ细胞后，取总蛋白５０μｇ进行１０％聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）。湿转法将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上，５％的脱脂奶粉封闭１ｈ，加入一抗，４℃过
夜。ＴＢＳＴ洗膜后加二抗，常温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后，
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用 ＥＣＬ发光法显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集
图像。

１．３　统计学方法
　　计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１７．０统计
软件进行单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＧＰＥＲ１在 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１、ＦＲＯ细胞中的
表达

　　ＧＰＥＲ１在 ＭＣＦ７、ＦＲＯ细胞中表达明显高于
ＭＤＡＭＢ２３１细胞（图 １），ＭＤＡＭＢ２３１细胞可作为
阴性对照组。
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１：ＭＣＦ７；２：ＦＲＯ；３：ＭＤＡＭＢ２３１
图１　ＧＰＥＲ１在ＭＣＦ７、ＦＲＯ、ＭＤＡＭＢ２３１中的表达

２．２　ＣｄＣｌ２对ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１、ＦＲＯ细胞的影响
　　０、０．２５、０．５０、０．７５、１．００ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２分别处理
人甲状腺未分化癌ＦＲＯ细胞、乳腺癌 ＭＣＦ７和 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞４８ｈ，ＭＴＴ法测细胞增殖率（图２），结果
表明低浓度 ＣｄＣｌ２对 ＭＣＦ１、ＦＲＯ细胞有促进作用
（Ｐ＜０．０５），但对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞作用不显著。高
浓度ＣｄＣｌ２对细胞均有抑制作用。
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图２　不同浓度ＣｄＣｌ２处理ＭＣＦ７、ＦＲＯ、ＭＤＡＭＢ２３１细胞
对细胞增殖率的影响

２．３　ＣｄＣｌ２促进ＥＲＫ１／２和Ａｋｔ磷酸化
　　０．５ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２处理人甲状腺未分化癌 ＦＲＯ细
胞０、５、１０、１５、３０ｍｉｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＥＲＫ１／２和
Ａｋｔ的磷酸化水平发现（图３），随着ＣｄＣｌ２处理ＦＲＯ细
胞时间的增加，ＥＲＫ１／２和 Ａｋｔ的磷酸化水平逐渐增
高，在１５ｍｉｎ时ＥＲＫ１／２、Ａｋｔ的磷酸化水平达到峰值，

随后降低。表明 ＣｄＣｌ２在短时间内可促进 ＦＲＯ细胞
Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２磷酸化水平增高。
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１：０ｍｉｎ；２：５ｍｉｎ；３：１０ｍｉｎ；４：１５ｍｉｎ；５：３０ｍｉｎ；
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析 ａ：Ｐ＜０．０５，与 ０ｍｉｎ
时（ｐＥＲＫ１／２）／（ｔＥＲＫ１／２）值比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｍｉｎ
时（ｐＡｋｔ）／（ｔＡｋｔ）值比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｄＣｌ２处理不同时间对ＦＲＯ细胞

ＥＲＫ１／２和Ａｋｔ蛋白磷酸化水平的影响

２．４　ＧＰＥＲ１抑制剂 Ｇ１５抑制 ＣｄＣｌ２引起的 ＥＲＫ１／２、
Ａｋｔ磷酸化

　　用 ＧＰＥＲ１抑制剂 Ｇ１５处理 ＦＲＯ细胞，ＥＲＫ１／２、
Ａｋｔ磷酸化水平显著降低（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：对照组；２：Ｇ１５；３：ＣｄＣｌ２；４：Ｇ１５＋ＣｄＣｌ２；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＣｄＣｌ２处理组
（ｐＥＲＫ１／２）／（ｔＥＲＫ１／２）值比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＣｄＣｌ２处
理组（ｐＡｋｔ）／（ｔＡｋｔ）值比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇ１５对ＦＲＯ细胞ＥＲＫ１／２和

Ａｋｔ蛋白磷酸化水平的影响
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２．５　ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ干扰抑制 ＣｄＣｌ２引起的 ＥＲＫ１／２、
Ａｋｔ磷酸化

　　将ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（＋）、ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（－）质粒转染
ＦＲＯ细胞４８ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＲＫ１／２、Ａｋｔ的磷酸
化水平。ＣｄＣｌ２组、ＣｄＣｌ２ ＋ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（＋）组中
ｐＥＲＫ１／２、ｔＥＲＫ１／２蛋白表达灰度值分别为０．７１５±
００２３、０．２４８±０．０３４，ｐＡｋｔ、ｔＡｋｔ蛋白表达灰度值分
别为 ０．９１１±０．０３３、０．６５８±０．０３８。表明 ＧＰＥＲ
ｓｉＲＮＡ干扰后，ＥＲＫ１／２与 Ａｋｔ的磷酸化水平明显降低
（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：对照组；２：ＣｄＣｌ２；３：ＣｄＣｌ２＋ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（－）；４：ＣｄＣｌ２＋
ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ（＋）；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＣｄＣｌ２组（ｐＥＲＫ１／２）／（ｔＥＲＫ１／２）值比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣｄＣｌ２组（ｐＡｋｔ）／（ｔＡｋｔ）值比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ干扰对ＦＲＯ细胞

ＥＲＫ１／２和Ａｋｔ蛋白磷酸化水平的影响

２．６　ＥＲＫ、ＡＫＴ和 ＧＰＥＲ１的抑制剂及 ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ
干扰对ＣｄＣｌ２诱导的ＦＲＯ细胞增殖的影响

　　Ｇ１５、ＰＤ９８０５９、ＬＹ２９４００２、ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ均可抑制
ＣｄＣｌ２诱导的 ＦＲＯ细胞增殖，增殖率由处理前的
（１４０６７±２．４７）％分别降至（１１０．９６±２．６２）％、
（１１８．２６±４．０７）％、（１２１．９８±２．６５）％、（１０８．９８±
３６５）％，表明ＣｄＣｌ２通过ＧＰＥＲ１激活ＥＲＫ１／２、Ａｋｔ通
路，促进ＦＲＯ细胞增殖。

３　讨论

　　镉是一种重要的环境和工业毒物。研究发现镉与
乳腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌等雌激素相关癌症的发生

有密切关系，离体实验与体内实验均有研究显示镉具

有类雌激素作用［６］。Ｂｒａｍａ等［７］研究发现：镉能通过

刺激Ａｋｔ、ＥＲＫ１／２和ＰＤＧＦＲα激酶促进乳腺癌细胞增
殖。甲状腺癌是一种与雌激素相关的内分泌系统肿

瘤。研究［８］表明，雌激素通过ＧＰＥＲ１促进甲状腺未分
化癌ＦＲＯ细胞 Ａｋｔ、ＥＲＫ１／２的磷酸化水平增高，诱导
ＦＲＯ细胞增殖。镉是通过怎么的途径促进甲状腺癌
未分化癌ＦＲＯ细胞的增殖目前尚少见研究。
　　本研究首先以 ＦＲＯ、ＭＣＦ７及 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
为研究对象，检测３种细胞中 ＧＰＥＲＩ的表达，结果表
明 ＧＰＥＲ１在 ＦＲＯ、ＭＣＦ７细胞中表达量较高，在
ＭＤＡＭＢ２３１中表达量相对较少。这与研究［９］结果
一致。用不同浓度的 ＣｄＣｌ２处理３种细胞，４８ｈ后测
细胞增殖率，表明低浓度 ＣｄＣｌ２促进 ＦＲＯ、ＭＣＦ７细胞
增殖，对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞无显著影响，高浓度对细
胞均有抑制作用。高浓度镉对细胞抑制作用可能与镉

引起的ＤＮＡ氧化损伤和修复抑制有关［１０］。研究［９］表

明雌激素能够通过ＧＰＥＲ１ＥＲＫ／ＡＫＴ信号通路促进甲
状腺癌ＦＲＯ细胞增殖，那么镉在ＦＲＯ细胞中是否有相
似的信号通路？本研究用０．５ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２处理ＦＲＯ
细胞不同时间，发现ＣｄＣｌ２可促进ＥＲＫ、ＡＫＴ磷酸化，且
１５ｍｉｎ时磷酸化水平最高。用ＧＰＥＲ１抑制剂Ｇ１５处理
ＦＲＯ细胞，ＥＲＫ／ＡＫＴ磷酸化水平显著降低。证明
ＣｄＣｌ２刺激ＧＰＥＲ１介导的ＥＲＫ／ＡＫＴ的磷酸化作用。将
ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ转染至 ＦＲＯ细胞中干扰 ＧＰＥＲ１的表达，
结果显示ＥＲＫ／ＡＫＴ的磷酸化水平显著降低，进一步证
明ＣｄＣｌ２刺激 ＧＰＥＲ１介导的ＥＲＫ／ＡＫＴ的磷酸化作用。
　　为进一步证明金属镉通过 ＧＰＥＲ１ＥＲＫ／ＡＫＴ信
号通路促进甲状腺未分化癌 ＦＲＯ细胞增殖，分别用
ＧＰＥＲ１抑制剂Ｇ１５、ＥＲＫ１／２抑制剂ＰＤ９８０５９和ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ抑制剂ＬＹ２９４００２及ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ处理ＦＲＯ细胞，
ＭＴＴ法测细胞增殖率，结果表明 Ｇ１５、ＰＤ９８０５９、
ＬＹ２９４００２和ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ均可抑制镉诱导的 ＦＲＯ细
胞增殖。

　　综上所述，金属镉通过 ＧＰＥＲ１，促进人甲状腺未
分化癌ＦＲＯ细胞 ＥＲＫ１／２、Ａｋｔ的磷酸化水平增高，诱
导 ＦＲＯ细胞增殖。但金属隔是如何通过 ＧＰＥＲ１
ＥＲＫ／ＡＫＴ途径在细胞核中发挥作用从来促进细胞增
殖本实验尚未涉及，这也是下一步的研究方向。镉的

雌激素样作用需要引起高度关注，应特别加强对镉的

雌激素样毒性及其机制的研究，以便采取更合理有效

的预防措施，减少癌症的发生。
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《中华战创伤学》系列丛书内容简介

　　《中华战创伤学》是一部比较全面、系统地展示战创伤医学的大型系列学术专著。本套专著由国家“９７３”创
伤和组织修复与再生项目首席科学家、全军战创伤专业委员会主任委员付小兵院士担任总主编，由德高望重的战

创伤学专家王正国、卢世璧、程天民、盛志勇院士担任学术顾问，由全军战创伤专业委员会和中华医学会创伤学分

会的著名专家担任各分卷主编，并由５００多位战创伤医学专家教授和中青年技术骨干组成作者队伍，部分作者曾
多次参加过局部战争战场救护和地震、雪灾、矿难等灾害医学救援。他们具有扎实的战创伤理论知识和丰富的创

伤救治实际经验及新思维、新观念，按照系统工程的要求，全方位地把战创伤基础知识与临床实践经验与国内外

最新的研究进展介绍给读者。

　　全书共１１卷，３５篇２８３章，约１６００万字。第１卷战创伤学总论；第２卷颅脑战创伤；第３卷口腔颌面部战
创伤；第４卷眼部战创伤；第５卷耳鼻咽喉头颈部战创伤；第６卷胸腹部战创伤；第７卷四肢、脊柱与骨盆战创伤；
第８卷特殊致伤原因战创伤；第９卷特殊军事作业环境战创伤；第１０卷战创伤修复再生与康复；第１１卷战创伤
护理与心理。主要介绍了战创伤学的发展历史、研究现状和展望，战创伤的基础和临床研究，战创伤救治的组织

与管理、并发症的防治，战创伤预防控制措施，并比较全面、系统、详细地介绍了不同原因、不同部位、不同种类、不

同环境、不同人群战创伤的流行病学、致伤机制、病理生理、临床特征与诊断，战创伤现场急救与转运、急症处理与

伤情分级、后期治疗，战创伤修复与康复、护理与心理；为了做到平战结合、军地结合，还介绍了军事训练、军事交

通、国防施工、灾害性创伤，以及大量群体伤的相关对策等内容。其内容主要来自作者长达数十年的战创伤教学、

科研和临床工作积累的资料，其中不少内容是首次成书。

　　本专著作者群体实力雄厚、学术造诣精湛。其内容图文并茂，观点新颖权威，科学性、先进性、原创性、指导性
强。以上特点铸就了本书较高的学术价值和社会价值，并彰显我国战创伤学领域的科研和临床诊疗水平，对开启

战创伤学研究的新局面具有引领作用。本套书可作为从事战创伤研究的科研人员和临床各级医护工作者的重要

工具书，也可作为战创伤救治培训教材。

　　本专著为２０１５年度国家出版基金资助项目，将于２０１６年由郑州大学出版社正式出版（全套定价５０５０．００
元，国际１６开本，全精装彩色印制）。
　　联系人：李振川　　　　　　　　　　　　　　手机：１３６１３８０２２０７
　　地　址：郑州市大学路４０号　　　 邮编：４５００５２
　　单　位：郑州大学出版社
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