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ER阴性乳癌细胞株凋亡过程 Cyclin DI表达的研究 

划大川，娥棒祥 

(1t庆医科大学临床学院普外科 重庆 4ooo16) 

【捕 襄】目的：应用DNA末螭标记法探讨激素受体阴性乳癌细胞凋亡和cydmDI之间的关系。方法：通过l，25(oHhD3诱 

发雎擞素受体阴性乳癌细胞株tVK)A—MB'435s凋亡，采用 MTr法检测细胞增殖情况，TUNEL法检测细胞凋亡数、免疫组 

化法检 CydinDI，进行相关性分析。姑果：在10一M1，25(oH)2D3诱发MDA—MB一435s调亡过程中，癌细胞捅亡率与Cy- 

elin DI表达呈负相关。蛄论：Cyclin DI的检测可以直接反应雌激素受体阴性乳癌细胞株的凋亡，为临床评价雌激素受体阴性 

乳癌的治疗效果提供薪的指标。 
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StuIdy 011 the expression of Cyclin DI and apoptosis as tested by Tunel 

in the ER(’一)breast cancer celI Iine MDA—MB一453s 
LfU 肪 一chm  ．et al 

(Department of G eral Surgery．College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 O 弹：Totest the relationship be押，eenthe expression of CyclinDI and apoptcsisintheER 

(一)breast删m。er cellline．M~hods：fll~ptosiswasinduced b 1，25(OH)2D3intheER(一)breast cellline．We 

∞m删 the cell number by MTT，apoptotic cells by TUNEL，and the expression of Cyelin 131 by immunohisto· 

chemistry．Results： expresso~ofCyelinD1was downreguhted during a~ptcsisinMDA—MB一435sCell 

line．It is a negative correlation between the apoptosis and the expression of Cyclin DI．Conclusion：Cylin DI re· 

fleeted the effect 6ftreatmentinER(一)breast carIcer，anditmay be a newmarkerto predict prognosis． 

【Keywordsl 1。25(OH)zD~；ER(一)；IVIDA—MB一435s；Apoptosis Cyclin DI 

Cyelin DI是细胞周期G1的调节因子⋯．它能 

促进细胞由G1期向S期的过渡。在雌激素受体阳 

性的乳癌细胞中，C~linDI的阳性表达同雌激素水 

平星剂量依赖性关系口 ，但Cyelin DI在雌激素受体 

阴性的乳癌细胞中的表达还不清楚。本研究以具有 

促肿瘤细胞凋亡作用的 1，25(OH)2 诱导雌激素 

受体阴性乳癌细胞株MDA—MB一435s凋亡-3J，通 

过DNA末端标记法( EL)检测其凋亡与Cydin 

DI表达的变化．进一步明确在雌激素受体阴性的乳 

癌细胞中Cyclin DI与捅亡的关系。 

作者介鼍 ：赳走J̈(1970一 )，男，住院医坪，博士。主要研克方向 

内争淤，卜料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

雌激素受雄阴性乳癌组胞株 MDA—MB一435s购于中 

科院上海细胞生物研究所。 

RPMI 1640：购于 Hyclone公司。 

1，25(0H)2 ：购于S鄹咀公司。 

DAB曼色试剂盒：购于中山公司。 

TUNEL法捅亡检 试剂盒：购于Roehe(Gem~y)。 

免疫组化试剂盒：购于Maxim Biotech，Ine．USAo 

Cy~lin DI单抗 ：购于 Max／m Biot~eh，Ine．USAo 

1．2 方 法 

l 2．1 细胞培养及 MTT法检测 

MDA-MB一43bs乳癌纽胞常规培养在加入160 几 胰 

岛素、10％FBS的RPML1640完全培养基中 培养条件为： 

3TC，5％~ch，10096湿度，持细胞刷长蒲培养瓶底部时，用 
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0．15％胰酶消化．Oat个细胞，继续传代。将其配成2×l旷 

个／ml组赡悬藏，并分为4组。At空白对照组、B：10一 M 1， 

25(oH)2 组、C：加 M l，25(OHh 组、D：l0 l，25 

(oH)2 组。每组设8个平行对1Ili{。分别接种于24孔板中 

用M'IT法作 1天、2天、3天、4天、5天细胞计数。 

1．2．2 TIJMEL法愿位检测细胞凋亡 

2×l05个／ml细胞悬液接种于预量盖玻片的24孔板 

中．将细赡分为 3组。A：空白对照组、B：加～M 1，25 

(OH)2 组、C：10- M 1，25(OH)2 组，每组设8个平行对 

照。分别加人不同浓度 1，25(OH)2 后，1天、2天、3天、4 

天、5天取出盖玻片，按试剂盒说明作TUNEL染色并计数。 

1．2 3 免痤组化法植测(Cyclin DI) 

将2×lo5个，nd iVglA—MB一435s细胞悬液接种于预 

量董玻片的24孔板中，将细胞分为3组。A：空白对照组、 

B：10～M 1，25(OH)2 组、c：10 M 1，25(OH)2 组，每 

组设8个平行对照。分别加人不同浓度 1，25(OH)2 后，1 

天0天、3天、4天、5天取出盖玻片，按试剂盍说明作 

TUNEL染色并计数。 

1．3 统计学处理 

虚用 l0．0(uŜ)统计软件作数据处理分析。计量 

资料以均散±标准差(；±5)表示，t检验比较各浓度药物组 

问 b̂值的差异，多因素方差分析检验细胞捆亡串，秩和检 

验法比较C灿 I D1阳性表达。 

2 螬 暴 

2．1 不同艰度 l，25(OH)2 对MDA—MB一435s 

细胞生长的彩响 

M1T法结果见表 l。l0 M l，25(OH)2D3组 

第2天出现肿瘤细胞生长抑制，{睦时问的延长，抑制 

肿瘤细胞生长的作用更加明显，而 l0 M l，25 

(OH)2D3组在第4天才出现细胞生长抑制。l0 M 

1，25(oH)2 组是最适药物浓度组。 

裹 1 l，251OH12 置作用时问对细臆生长的弗响(Ab) 

洼：与对照组相比
．

P<0．05 

。*与对 组相比 P<0．01 

2．2 TI 7NEL法观察细胞凋亡百分敷 

低倍镜(40×)下选择对照背景好，细胞分布较 

均匀的5个区域，于高倍镜(2oo×)选择200个细胞 

计数阳性细胞百分数，阳性细胞染色呈棕色，结果见 

表2。在用药后第 l天，10 M l，25(oH)2 组同 

正常组及 l0I7M 1，2S(OH)2 组相比，P<0．01。 

第三天，i0一 M 1，25(OHhr~组、1O M l，25 

(OH)2 组与正常组相比，P<0．0L。第4天、第5 

天10-0M 1，25(OH)2 组与l0I7M l，25(OH),D3 

组凋亡百分数相比，p<0．0L。说明 10 M l，25 

(oH) 组在用药后第 l天即诱导了肿瘤细胞的 

凋亡，与其它组相比具有显著意义(P<0．05)，并呈 

浓度及时问依赖性(P<0．0L)。 

2．3 免疫组化法检测 Cydin DI阳性细胞百分率 

采用半定量方法对 Cyelin DI阳性细胞进行计 

数和染色强度评价。(I)在低倍镜下(40×)选择染 

色较好，细胞分布较均匀的区域，阳性细胞染色为黄 

色至淡黄色，在200×倍视野下行阳性细胞计数，如 

无耵眭细胞染色或帮性缎胞染色<10o6评为0分i 

10％～30％评为 1分i30％一60％评为2分；>60％ 

评为3分。(2)肿瘤细胞无染色评为0分；弱染色评 

为1分；中等程度的染色评为 2分；强染色评为3 

分。将(1)(2)两种评价的褥分相加，是甜 肺癌细 

胞的最后评分。同时计散带挂细胞百分事，见表3。 

毫2 1．25【c哪2 

对厢组 !踅 望坚 望 
l0一 M l0一eM 

注：。与对照组相比 P％0．05 

一 与对照组相比 P<0 0l 

l0— M l，25(OH)2 组弼 10 M 1．25(OH)~ 组 

相比 P<0．05 

10— M1．25(OH)2 组同 l0 M l，25(OHh 

组相比 P<0．01 
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Cyclin DI阳性表达用秩和检验。在 lO M药 

物浓度作用下，第 1天、第 2天 1O～M 1，25 

(0H)2 组的阳性细胞表达率同正常组相比较，P 

>O．05，无显著性意义。第3天的Cyc[in DI阳性细 

胞表达率同对照组相比较，P<O．05。第4天、第 5 

天Cyclln DI阳性细胞表达率阿对照组相比较，P< 

0．01。有非常显著意义。 

裹3 ．岫DI裹选变化裹1％) 

注：’与对照组相比 P<O．05 

一 与对照组相比 P<0 0l 

2．4 lO M 1，25(OH)2 组不同作用时间的细胞 作用下，随药物作用时间的延长，肿瘤细胞凋亡百分 

捅亡和Cyclin DI表达的动态关系 率增加．Cyclin DI在细胞内合成逐渐降低，肿瘤细 

细胞捅亡和Cyclin DI表达分别在第 1天为0 胞增长被抑制。揭示对Cyctin Di的检测可以反应 

及92．2％、第2天为 11．02％及80．13％、第3天为 雌激素受体阴性乳癌的细胞捅亡情况，为临床评价 

lO．5％及 51．97％、第 4天为 16．09％及40 31％、 乳癌(无论雌激素受体是否阳性)的治疗效果提供新 

第5天为 17．14％及 29．37％。提示细胞凋亡和 指标，从而起到指导化疗的作用。 

Cylln D1表达呈负相关。 
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