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五溴联苯醚影响乳腺癌 MCF-7细胞增殖和凋亡的机制探讨 

罗 东，詹 平 

(重庆医科大学公共卫生学院环境卫生教研室 ，重庆 40001 6) 

【摘 要】目的：观察环境化合物五溴联苯醚(Penta—brominated diphenyl ethers，5-BDE)影响人乳腺癌细胞MCF一7增殖和凋亡 

的分子生物学作用机制。方法：将 MCF一7细胞在 DMEM培养液中进行常规传代培养。采用 Mrrr比色法观察 5-BDE对 MCF一7 

细胞增殖的影响，用逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)技术和免疫组化方法检测 5-BDE对 Bcl一2和 Bax基因表达的影响。结果： 

与溶剂对照组相比，在 1 X(10 ～10。)mol／L浓度范围内，5-BDE与 1 X lO~nol／L雌二醇作用类似，可显著促进 MCF一7细胞增殖 

(P<0．05)，并表现出良好的剂量 一效应和时间 一效应关系。RT-PCR及免疫组化结果显示，5-BDE可促进 MCF一7细胞 Bcl一2 

和抑制 Bax蛋白表达。结论：5一BDE可通过影响细胞增殖和凋亡相关调节基因 Bcl一2和 Bax表达而调节人乳腺癌细胞 MCF一7 

的增殖和凋亡作用。 
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Molecular mechanism of proliferation and apoptosis in breast cancer 

MCF-7 cells by penta-brominated diphenyl ethers 

LUO Dong，et 

(Department of Environment Hygiene，College of Public He01th，Chongqing Medic01 University) 

【Abstract】Objective：To investigate the molecular mechanisms of proliferation and apoptosis by penta—brominated Diphenyl 

Ethers through regulation of mRNA and protein expression of Bcl-2 and Bax in breast cancer MCF-7 ceHs．Methods：Human 

breast cancer MCF一7 cells were grown in DMEM medium，MTY assay was employed to investigate cell proliferation．RT—PCR 

and immunohistochemistry was performed to determine mRNA and protein expression of Bcl一2 and Bax，Results：Within the 

range of 1 X(10 -10。)mol／L，5一BDEs stimulated proliferation in MCF一7 cells with a dose—dependent and time—dependent 

fashion．RT-PCR and immunohistochemistry analyses revealed that treatment with 1 X(10 -10。)mol／L for 72h resulted in 

increased mRNA and protein expression of Bcl一2 and inhibition of Bax．Conclusion：5-BDE possessed estrogenic activity and 

could markedly stimulate proliferation in es~ogen responsive breast cancer MCF-7 cells．Up-regulation of Bcl-2 mRNA and 

protein expression was suggested to be involved in this biological effect． 
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近半个世纪以来随着工农业的快速发展，环境 

污染越来越严重，许多有雌激素效应的人工合成化 

合物被排放到环境中，这类化合物通过各种途径进 

入体内，与雌激素受体结合 ，启动细胞内不同的信 

号传导途径 ，发挥拟雌激素样作用，增加了体内雌 

激素的实际负荷量，致使乳腺癌、卵巢癌及子宫内 

膜癌等与雌激素相关的肿瘤发病率呈现上升趋势 

【l_
。 研究资料表明，乳腺癌的发病与雌激素调节和代 
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谢失调有密切的关系。5-BDE被大量生产并用于聚 

合物中作阻燃剂，尤其在电器制造(电视机、计算机 

线路板和外壳)、建筑材料 、泡沫、室内装潢 、家具、 

汽车内层、装饰织物纤维等 。本研究观察 5-BDE 

对乳腺癌 MCF一7细胞 Bcl一2和 Bax mRNA及蛋 

白表达的影响，以探讨 5-BDE雌激素活性的分子 

生物学作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 MCF一7细胞株由四川大学华西基础医学院生 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2008年第33卷第3期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．3) 一 271一  

化教研室提供。 

1．1．2 试剂 Trizol RNA抽提试剂盒 DMEM培养基(Gibco 

公司)，活性碳 一葡聚糖苷处理过的胎牛血清(CDT—FBS， 

Hyclone)，雌二醇(Sigma公司)，Bax和 Bcl一2免疫组化试剂 

盒(北京中杉公司)，一步法 RT—PCR试剂盒由 Takara Shuzo 

公司提供，所用引物由大连宝生物公司合成 ，BDE一99来 自 

山东烟台金都化工有限公司。 

1．1．3 细胞培养 MCF一7细胞在高糖 DMEM培养液(含 

10％／J~牛血清)中采用开放式单层贴壁培养。加受试物前 4 d 

将细胞用 PBS洗涤后改为在无酚红 DMEM培养液(含 5％ 

CDT—FBS)中培养 ，目的是耗尽细胞内储存的雌激素。 

1．1．4 仪器 CO 孵箱，倒置显微镜，BIO—RAD凝胶成像系 

统，Mias2000图像分析仪。 

1．2 方法 

1．2．1 实验分组 实验分组和各受试物终浓度：(1)溶剂对 

照(ethanol，EtOH)：只加入无水乙醇，体积含量 比为 0．1％； 

(2)雌 激 素 对照 (E2)：1×10~mol／L；(3)5-BDE组 ：1× 

(10~~10 )mol／L。 

1．2．2 M1TI’法观察细胞增殖 将 MCF-7细胞接种于 96孔 

培养板(1×10 个 ／孔 )中培养，24h待细胞贴壁后 ，加入不同 

浓度的各种受试物(总体积200 l／孔 )，每一剂量组设 5个 

复孔 ，分别于24、48、72、96h，加入 MTr(5mg／ml，20 1／孔 )， 

继续孵育 4h，弃去培养液，每孔加 DMSO 100 l，以 DMSO 

调零，在酶联免疫检测仪 以 490nm波长测定各孔吸光值 

(A)，计算平均 A值和增殖率： 

细胞增殖率 (Pml mtion Rate,PR)= × 

100％ 

1．2．3 免疫组化染色及其结果分析 将待试细胞接种到 6 

孔板(内置盖玻片)内，各处理化合物对细胞处理 72h后，取 

出盖玻片，自然干燥，丙酮(浓度为 80％)固定 30min后 ，按操 

作程序说明书作免疫组化染色。用 Mias 2000图像分析系统 

对免疫组化结果进行半定量分析。所测定的灰度分为 256个 

等级，平均灰度反映免疫反应产物颜色的深浅，颜色越浅，灰 

度值越高。 

1．2．4 半定量 RT—PCR RNA按操作程序说明书提取 ，用紫 

外可见分光光度计对 RNA样品进行定量。每个实验样本定 

量取 l g的总 RNA进行逆转录和 PCR放大 ，PCR产物用 

1．5％琼脂糖凝胶电泳观察并用 BIO—RAD凝胶成像系统进 

行半定量分析(用 18S作内对照，将各组结果标准化后求取 

平均值，资料用实验组 ／对照组比值来表示)。各基因的上下 

游引物及产物大小见(表 1)。逆转录条件均为 50~C30min，94'E 

4min灭活RNase，各目标基因的 PCR反应条件如下。Bax：94'E 

变性 1min，60'E退火 lmin，72℃延伸 45s，30个循环，72℃再 

延伸 7min。Bcl一2：94'E变性 30s，61℃退火 lmin，72℃延伸 

45s，35个循环，72℃再延伸 6min。 

1_3 统计学处理 

用 SPSS11．5统计软件对结果进行分析，各组间指数的 

比较采用单因素方差分析和ISD—t检验。 

2 结 果 

2．1 MTF检测结果 

统计结果表明(表 2)，与溶剂对照组相比，1× 

(10{～10 )mol／L 5-BDE对 MCF一7细胞处理 24h 

可显著促进 MCF一7细胞增殖(P<0．05)，随着作用时 

间和作用剂量的提高，其促进增殖效应存在剂量 一 

表 1 RT—PCR技术所检测基因的相应上下引物序列及产物 
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依赖和时间 一依赖关系。 

2．2 对 Bax、Bcl一2蛋白表达的影响 

与溶剂对照组相 比，1×10~mol／L E2和 1× 

(104-10 )mol／L 5-BDE分别对 MCF一7细胞处理 

72h可显著促进 Bcl一2和抑制 Bax蛋白的表达(P< 

0．01)。用 Mias2000图像分析系统对免疫组化结果 

进行半定量分析结果见表 3，用 SPSSI 1．5统计软件 

处理所得数据见图 1。 

2．3 对 Bax，Bcl一2 mRNA表达的影响 

与溶剂对照组相 比，1×10~mol／L E2和 1× 

(10{～10 )mol／L 5-BDE分别对 MCF一7细胞处理 

72h可明显促进细胞原癌基因 Bcl一2和抑制抑癌基 

因 Bax mRNA的表达，RT—PCR电泳结果见图 2和 

图3。用 SPSS11．5统计软件处理所得数据见图4，此 

表 3 5-BDE对 Bax。Bcl一2蛋白质表达的影响 
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5一BDE 

EtOH 10-4 10 10 10‘ 10 

图2 5-BDE对 Bcl一2 mRNA表达的影响电泳图 
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图 1 5-BDE对 Bax、Bc1—2蛋白表达的影响 
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图 3 5-BDE对 Bax mRNA表达的影响电泳图 
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与溶剂对照组相比， ：P<0．01 

图4 5-BDE对 Bax和 Bcl一2mRNA表达的影响 
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结果提示环境类雌激素的促有丝分裂作用主要通 

过影响Bcl一2途径而实现的。 

3 讨 论 

MCF一7细胞为雌激素受体阳性，雌激素是其 

有效的促有丝分裂剂l 5I。本次实验观察了5-BDE对 

MCF一7细胞增殖的影响，并对其生物活性的分子生 

物学作用机制进行 了探讨。结果表明 ，在 1× 

(10罐～10 )mol／L浓度范围内，5-BDE可显著促进 

MCF一7细胞增殖，此效应存在良好的剂量 一效应 

和时间 一效应关系。免疫组化和 RT—PCR结果显 

示，5-BDE同雌激素类似可促进 MCF一7细胞 Bcl一2 

和抑制 Bax mRNA及蛋白质的表达。 

细胞凋亡在多细胞有机体的发育和生长过程 

中起着重要的调节作用。1994年，Reed等确认了Bcl一 

2为一个重要的细胞凋亡调节癌蛋白，其表达在肿 

瘤组织往往增高，该基因通过抑制肿瘤细胞凋亡、 

延长肿瘤细胞生命周期而促进肿瘤组织的生长作 

用161。Bax属于 Bcl一2家族，但其作用与 Bcl一2相反 ， 

Bax的主要功能是抑制细胞增殖、促进细胞凋亡， 

并对 Bcl一2的功能有重要调节作用。Bax和Bcl一2构 

成一对负反馈调节因子，二者的平衡是决定细胞死 

亡或存活的重要因素，因此 Bax／Bcl一2蛋白表达比 

(上接 第 263页) 

有 20种以上的生长因子作用于血管内皮细胞 ，其 

中多种生长因子是通过诱导 VEGF表达实现的191。 

VEGF作用于相应的受体 ，不仅促进内皮细胞的增 

殖和迁移，还诱导生成一些降解基底膜的蛋白水解 

酶及表达某些整合素。VEGF在血管生成中发挥了 

十分重要的作用。本实验 CAM血管生成模型表现 

出的抗血管生成作用，推测其作用机理可能是抑制 

了血管生成相关因子如 VEGF的表达，进而抑制了 

血管生成。因此对 CAM血管进行了 VEGF的免疫 

组化标记 ，并计数，结果表明 HpSDT组 VEGF要少 

于其他组。但目前 SDT的机制还不明确，还需作进 
一 步的研究。 

本实验证实，Hp介导的声动力作用可显著抑 

制 CAM的VEGF表达，从而抑制新生血管形成。 
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