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膜雌激素受体在乳腺癌中的表达 

及对表皮生长因子水平的影响 
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(新乡医学院第一附属医院普外科，卫辉 453100) 

【摘 要】目的：探讨了乳腺癌细胞中膜雌激素受体(membraneestrogenreceptor，mER)表达情况以及对表皮生长因子水平的影 

响。方法：采用qRT-PCR和Western blot分析乳腺癌细胞乳腺癌细胞系一7(michigan cancerfoundation一7，MCF一7)、MDA—MB一 

231和 MDA—MB一435中膜雌激素受体mER mRNA和蛋白质的表达水平。并选取中等表达的细胞采用慢病毒介导的mER 

shRNA建立mER Knowdown的稳定细胞系，并分析膜雌激素白蛋白一E2(membrane estrogen一2，mE2)和传统的雌激素(es~ogen一 

2，E2)分别对乳腺癌细胞(ERa+和ERa一)的生长影响及其对 EGFR和EGF表达水平的影响。结果：3种乳腺癌细胞系中mER 

均有表达．其中MCF-7细胞表达水平最高，MDA—MB一231和MDA—MB一435细胞表达水平相当。采用慢病毒介导mER shRNA 

建立的MCF-7稳定细胞系(MCF-7／ERot一)其mER mRNA和蛋白质水平较正常MCF一7均明显下调(P<O．05)。传统E2均能促 

进MCF一7和MCF一7／ERa一细胞的增殖，无统计学意义(P>0．05)，但mE2作用后，MCF一7／ERa一生长速度明显低于MCF一7细胞 

(P<0．05)。传统E2刺激MCF一7和MCF一7／ERct一细胞后，细胞EGFmRNA和蛋白质水平无差异(P>0．05)，而mE2刺激MCF一7 

和MCF一7／ERot～细胞后。MCF一7／ERa一细胞EGF mRNA和蛋白质水平较 MCF一7细胞水平明显下降(P<0．05)。结论：本研究有望 

为乳腺癌的治疗提供更新的分子治疗靶点，更精确的临床内分泌治疗预测指标。 
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Membrane estrogen receptor expression in breast cancer 

and its effect On epidermaI growth factor 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression of estrogen receptor in breast cancer cell and its effect on epidermal growth factor． 

Methods：The membrane estrogen receptor(mER)expression at mRNA and protein levels in human breast cancer cell line MCF-7， 

MDA-MB-23 1 and MDA-MB-435 were detected by real time fluorescent quantitative PCR and Western blot．Stable mER knowdown 

cell lines were constructed by lentiviral mediated mER shRNA．The effect of membrane es~ogen(mE2)and traditional estrogen on 

growth of(ERa+and ERa-)as well as on expression of epithelial growth factor receptor(EGFR)and epidermal growth factor(EGF) 

were analyzed by MTI"．Results：mER was expressed in MCF-7，MDA—MB-231 and MDA-MB-435 cell lines，with MCF-7 cell 

having the highest expression．mER mRNA and protein levels in knowdown stable cells by lentiviral mediated shRNA were signif- 

ieanfly lower than those of MCF-7 cells(P<0．05)．Estrogen can promote proliferation of MCF-7 and MCF-7／ER-cell and there was 

not statistical significance among three lines(P>0．05)．But after treatment by mE2，the proliferation of MCF-7／ER-was significantly 

lower than that of MCF-7 ceHs(P<O．05)．After MCF-7 and MCF-7／ER alpha cells being stimulated by estrogen，there was no statis- 

tical difference in EGF mRNA and protein levels between MCF-7／ER-cells and MCF-7(P>0．05)．But after being stimulated by 

mER，EGF mRNA and protein levels was significantly decreased in MCF一7，ER—cells than in MCF一7(P<O．05)．Conclusion：This 

study is expected to provide a molecular therapeutic targeting for the treatment of breast cancer． 
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乳腺癌是危害妇女身心健康的常见恶性肿瘤， 

其在全球范围内一直位居女性肿瘤的首位，并且每 

年以2％的速度递增【”。在欧美国家每8、9人中就有 

1人在其一生中患乳腺癌。全球每年有 120万妇女 

患乳腺癌，50万妇女死于乳腺癌，预计 2010年全球 

乳腺癌年新发病例数将达到140万左右。虽然早发 

现、早诊断、早治疗可有效降低乳腺癌死亡率，但目 

前医学界对乳腺癌．尤其是晚期肿瘤尚无疗效确切 

的治疗方法。其主要原因是肿瘤自身的发生与发展 

中的异质l生所决定的。而临床和分子特征的研究证实 

乳腺癌生长增殖过程中存在多基因实变的现象，其 

结果是同一乳腺癌肿瘤组织多种分子亚型细胞共 

存，如雌激素受体表达阳性的乳腺癌细胞与雌激素 

(estrogen一2，E2)表达阴性的乳腺癌细胞共存等[2-31。 

乳腺癌这种异质性生长的特性为寻找乳腺癌新的 

诊断与治疗方法提供了理论基础。 

乳腺癌细胞的生长受多种生长因子的调控，E2 

及其受体、生长因子受体(epithelial growth factor 

receptor，EGFR)及其受体及多种信号蛋白分子，在 

乳腺癌的发生发展中起着至关重要的作用[51。研究 

表明，乳腺癌细胞雌激素受体的表达是重要的预后 

因子及临床内分泌治疗的预测指标 。表皮生长因 

子(epidermal growth factor，EGF)作为有丝分裂原具 

有促进细胞增生的作用，EGF及其受体调节乳腺癌 

生长的作用已经被证实，E2与EGF也有交互串扰 

作用[8-91。目前E2经雌激素受体途径作用对 EGF调 

控的作用已经有明确的研究报道。但 E2经其膜受 

体途径是否也对EGF的表达及分泌有所调控目前 

还没有相关的研究报道。本研究通过研究雌激素一雌 

激素膜受体与EGF及其受体间相互作用关系，更深 

入地了解原发性乳腺癌组织细胞雌激素受体 mem— 

braneestrogenreceptor．mER)表达的生物学意义及调 

控机制，本研究结果有望为乳腺癌的治疗提供新的 

理论基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

乳腺癌细胞系一7(michigan cancer foundation一7，MCF一 

7)、MDA—MB一23 I和MDA—MB-435乳腺癌细胞系均购自美 

国ATCC细胞库；DMEM培养基和胎牛血清(FBS)购自GIB— 

CON公司；MTI"购 自Sigma公司；EGF ELISA试剂盒购自美 

国R&D公司；含mER shRNA慢病毒由上海吉凯生物有限公 

司包装；总RNA提取试剂盒购自美国Promega公司；RT-PCR 

检测试剂盒购自美国ABI公司：引物由上海英俊生物技术有 

限公司合成；Real—time PCR扩增仪购自美国BIO—RAD公 

司：鼠抗人 mER抗体购自美国Abcam公司；HRP标记的羊抗 

小鼠二抗购自北京中杉金桥生物有限公司；嘌呤霉素购自美 

国Sigma公司：其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1．2 实验方法 

1．2．1 mER knowdown稳定细胞系的构建 将处于指数生长 

期的MCF-7细胞采用胰酶消化，调整细胞密度为1 x 1 o6+／ml， 

接种于6孔板中，每孔500 l。待细胞贴壁后，将病毒加入细 

胞中，使其感染MCF-7细胞，感染 24 h后更换含 1 p．g／ml嘌 

呤霉素新鲜培养基进行筛选，未被感染的或者shRNA未整 

合进入染色体的细胞则会被杀死。最终建立mER knowdown 

稳定细胞系。 

1．2．2 qRT—PCR体系的建立 将 1 ml Trizol直接加人细胞 

或处理的细胞中，置于 1．5 ml离心管中，并向离心管中加入 

200 jxl氯仿，剧烈震荡混匀冰上静置 15 min使溶液分层。 

12 000 r／min离心 15 min，液体出现分层后，将上清(约 500 

1)转移至500 p．1的异丙醇中，混匀后再冰上放置使RNA沉 

淀析出，15 min后，12 000 r／min离心 10 min，沉淀用预冷的 

75％无水乙醇洗涤2次，最后溶于无RNA酶的双蒸水中。测 

定样本浓度，并采用逆转录试剂盒将 RNA转录为eDNA，作 

为PCR的模板。设计mER和EGF PCR引物，如下：mER—F： 

5’一GGTA I’I'GAGACAGACAGTGG-3’；mER-3’：5’一CATGGG— 

ATCTGrrrrC I’ITrGC一3’；EGF—F：5’一GAAAGTTCAAACTCAT— 

CAAGATFA-3’：EGF—R：5’一GACCCAryFCAGAAAAACTCT— 

Tr GCAAAAG-3’；B-Actin-F：5’一GCGGGAAATCGTGCGT— 

GAC一3’，B—Actin—R：CGTCATACTCCTGCTrGCTG一3’。然后 

按照下述反应体系制备反应混合物：2×SYBR Green通用型 

qPCR Master Mix 1O ，上游／下游引物各(10 Ixmmol／L)各 

1 ，eDNA 1 ，补双蒸水至终体积为2O 。根据下列反应 

条件进行 PCR：预变性：95℃，30 S；变性：95℃，3 s；退火延 

伸：6O℃，30 S；构建溶解曲线。最后从qRT-PCR仪上直接读 

取数据。 

1．2．3 Western blot检测mER体系的建立 将不同的乳腺 

癌细胞系用胰酶消化后，1 500 r／min离心 5 min后，弃上清， 

用 PBS洗涤 2次 ，然后用 200 细胞裂解液重悬细胞，并加 

入蛋白酶抑制剂，冰上静置30 min，12 000 r／rain离心15 min， 

取上清，加入 4 X上样缓冲液。沸水煮沸 30 min，离心后上 

样，进行 SDS—PAGE并将蛋白转移至PVEF膜上，用5％的脱 

脂奶粉封闭，然后用鼠抗人mER一抗包被过夜，PBST洗涤 3 

次，然后用HRP偶联的羊抗鼠二抗室温包被 1 h，PBST洗涤 

3次后，加发光液，显色，拍照。同时以B—actin作为内参，采 

用灰度计算软件分析目的蛋白条带灰度，计算目的蛋白的相 

对表达量。 

1．2．4 MTr法测定细胞增殖的体系建立 将处于指数生长 

期的MCF一7和MCF一7／ERa一采用胰酶消化，将细胞密度调 
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2．4 mER knowdown的MCF-7细胞的EGF表达水平明显下调 

EGF及其受体调节乳腺癌生长的作用．EGF介导的生 

物学效应需要雌激素受体表达阳性的细胞参与。因此实验进 

一 步分析了 mER knowdown对 MCF一7细胞分泌 EGF水平 

的能力的影响，无论是 mE2还是传统 E2刺激．MCF一7／ERa一 

细胞 EGF的 mRNA表达水平明显下降．差异有统计学意义 

(P<0．05)。ELISA分析显示在mE2和传统 E2刺激后，MCF一 

7／ERa一细胞 EGF蛋白表达能力明显低于MCF～7细胞，差异 

具有统计学意义(R0．05)。见图4、表3。 

A．mERknowdown的 MCF一7 

细胞的EGFmRNA变化 

B．H Rknowdown的 MCF一7 

细胞的 EGF蛋白水平变化 

图 4 mER knowdown的 MCF-7细胞的 EGFmRNA 

和蛋白质表达水平 

Fig．4 EGF expression in mER knowdown MCF-7 cells 

表 3 mER knowdown的MCF-7细胞的 EGF mRNA 

和蛋白质表达水平 

1-ab．3 EGF expression in mER knowdown MCF-7 cells 

3 讨 论 

乳腺癌是临床常见的妇科恶性肿瘤，随着放疗、 

化疗和内分泌治疗的不断发展。患者的生存率得到 

了显著的提高[10】。在治疗过程中，雌激素受体是一个 

主要的内分泌治疗依据和预后评价指标。根据雌激 

素受体作用的部位。目前推测可能有两种不同通路 

存在。基因转录效应：E2通过与细胞核雌激素受体 

结合，调节特定mRNA转录和蛋白质合成。从而产 

生其最终生物学效应[11-121。该途径有作用时间延迟 

(数小时或数天)以及对转录和翻译抑制剂敏感的特 

点，称为E2的经典效应／核效应【133。非基因转录效 

应：E2至少部分地通过与细胞膜／细胞内信号蛋白 

快速形成蛋白复合物，活化并启动丝裂源活化蛋白 

激酶、磷脂酰肌醇 3激酶或酪氨酸激酶等多种信号 

通路的传导机制发挥生理效应 垌。具有发生速度 

快(数秒或数分钟发生)以及mRNA和蛋白质合成 

阻断剂不能抑制其快速效应等特点。推测可能与细 

胞膜上的雌激素膜样受体产生快速信号传导有关。 

这个途径又称为膜快速效应(简称膜效应)。基于反 

应发生的部位．E2介导的核事件被称为“核激发的 

类固醇信号”，E2介导的膜事件被称为“膜激发的类 

固醇信号”。激素通过核激发的类固醇信号的研究 

比较透彻，但是关于膜激发的研究相对较少。 

本研究分析了不同的乳腺癌肿瘤细胞 mER的 

表达水平。结果显示MCF一7细胞 mER mRNA和蛋 

白质的表达水平明显高于 MDA—MB一231和MDA— 

MB一435细胞，说明MCF一7是一株研究 mER的合 
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适的细胞系。为了研究mER在乳腺癌中的生物学 

功能．实验采用慢病毒介导的shRNA感染 MCF一7 

细胞．成功构建了 MCF一7 mER knowdown的稳定细 

胞系。慢病毒在构建稳定细胞系中具有其独特的优 

势，其能在较短时间内将shRNA整合到细胞基因组 

染色体上．是构建稳定细胞系的理想选择『161。本研究 

采用慢病毒构建的稳定细胞系明显下调了MCF一7 

细胞 mER mRNA和蛋白质水平均显著性下调，为 

后续试验进行奠定了基础 

试验进一步分析了 mER knowdown后对 mE2 

和传统的E2的反应性。结果发现MCF一7／ERct一细 

胞对mE2的反应性明显下降，而对传统E2的反应 

则无明显变化，说明 mER在调节乳腺癌细胞生长过 

程中发挥着重要的作用。 

基础研究表明，E2及雌激素受体在乳腺癌的发 

生发展中也起着至关重要的作用。E2通过刺激乳腺 

细胞不断增殖而增加了DNA复制错误的机会，从 

而产生基因损伤和基因突变。表皮生长因子受体是 
一 种糖蛋白广泛分布于哺乳动物的上皮细胞膜上。 

正常情况下与EGF家族几个成员特异结合，在细胞 

增殖和功能的调节中发挥作用。E2可通过G蛋白 

偶联作用来激活 EGFRt~。E2与EGF及其受体之间 

关系被称作交互串扰，即EGF介导的生物学效应需 

要雌激素受体表达阳性的细胞参与【】81。因此，研究 

mER与表皮生长因子受体的相互关系对于更好地 

理解它们在乳腺癌细胞生长和成活中的作用．寻找 

更多更好的治疗靶点是十分必要的。研究显示当 

mER刺激 MCF-7／ERoL—细胞时，细胞分泌EGF的水平 

较MCF-7细胞明显下调，这一结果说明mE2与mER 

也调节者EGF的表达，也存在一定的串扰效应。 

综上所述，MCF一7乳腺癌细胞 mER的表达水 

平较高，mER knowdown后可降低细胞对mE2的反 

应能力，降低细胞增殖，同时下调EGF的表达。本研 

究mER与EGF的相互关系提出了初步解释。 
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