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hERR1对乳腺癌细胞生长活性及 ER转录激活功能的影响
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　　提　要:目的　构建 hERR1 高表达的乳腺癌细胞株 , 研究 hERR1对乳腺癌细胞株生长活性的影响及其机制。方法　

PCR构建 hERR1 真核表达载体 ,转染乳腺癌细胞株 ,G418筛选稳定表达细胞株;MTT 法研究 hERR1高表达株的生长速率;

瞬时转染结合 CAT活性分析 , 研究 hERR1 对 ER转录功能的影响。结果　筛选了 hERR1 高表达乳腺癌细胞株;局部高表

达的 hERR1在体外抑制乳腺癌细胞株的生长;hERR1 以剂量依赖方式抑制 ER转录激活功能。结论　局部高表达 hERR1

可能通过与 ER竞争结合 ERE ,抑制 ER的转录活化功能 ,从而抑制 ER阳性乳腺癌细胞株的生长。
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The in vitro effects of hERR1 on the growth activity of breast cancer cell strain and ER

transactivation function
CHEN Jian , CHENMin , CHEN Bin , ZHOU Chang-bao , LI Yu-ping , PENG Jia-he , LI Rong-fen , ZHONG Xiao-lin , ZHOU

Du-jin(Department of Biochemistry and Molecular Biology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To establish a cell line which can stably overexpress hERR1 and to observe the effects of

hERR1 overexpression on breast cancer cells.Methods　An eukaryotic expression plasmid for hERR1 , used for the

infection of MCF-7 breast cancer cell line , was constructed by PCR.Cell line that expresses hERR1 stably was

screened with G418.The growth rate of hERR1 transfected breast cancer cells was determined by MTT.Co-transfec-

tion and CAT analysis were employed to examine the effects of hERR1 overexpression on ER transactivation function.
Results　The constructed cell strain could stably overexpress hERR1.MCF-7 cells transfected with hERR1 grew sl-

ower than those without being transfected.hERR1 reduced ER transactivation activity in the transient transfection as-
say in a dose-dependent manner.Conclusion　Overexpression of hERR1 may inhibit the growth rate of ER positive

MCF-7 cells by means of competing with ER for binding ERE and hence inhibit the transactivition function of ER

in vitro.

　　Key words:human estrogen receptor-related receptor 1(hERR1);breast cancer;regulation of gene expression

　　雌激素及雌激素受体(Estroger receptor , ER)对机

体正常生理功能以及乳腺癌的发展具有重要作用 ,约

60%～ 75%的乳腺癌表达 ER并且其生长依赖于雌激

素。人雌激素受体相关受体 1(Human estrogen receptor-

related receptor 1 ,hERR1)是最早克隆到的孤儿受体之

一 ,与 ER关系密切 , 可能在乳腺癌的发展中也很重

要
[ 1]
。hERR1在体内表达广泛 ,功能多样 ,其在乳腺癌

中的高表达 ,提示它与乳腺癌的发生 、发展有关
[ 2]
。

　　为深入探讨 hERR1在乳腺癌发生 、发展中的作用
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及其分子机制 ,我们构建了 hERR1 的真核表达载体 ,

采用稳定转染的方法建立了一株能稳定表达 hERR1

蛋白的MCF-7细胞株。在此基础上 ,采用 MTT 法比较

了稳定表达株和空载体转染细胞株之间生长速率的差

异 ,进一步用瞬时转染的方法研究了 hERR1与 ER之

间的相互作用。

1　材料与方法

1.1　细胞和质粒
　　MCF-7 , pSG5-hERR1、pHβ-neo、pUMS-pⅠ.3-CAT 、pACT2-ERR1(由

美国 Bechman癌症研究所周度金教授和Dr.Chen Shiuan 惠赠)。

OPTI-MEM Ⅰ无血清培养基(GIBCO 公司), Lipofectin(Life Tech.

公司), Taq DNA 聚合酶 、限制性内切酶及酶缓冲液(New En-

gland公司),引物及探针(由上海生物工程技术服务有限公司合

成), 14C标记氯霉素及 n-丁酰辅酶 A(Amersham Pharmacia Bio-
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tech公司),纯化的 E.coli 表达 hERR1 蛋白(由 Dr.Chun Yang

惠赠),兔抗 hERR1 多克隆抗体(由美国国立环境卫生院 Dr.

Teng惠赠), 其它均为进口及国产分析纯试剂。

　　真核表达质粒 pHβ-neo- hERR1 的构建 、筛选及鉴定参考文

献[ 3] 进行。

1.2　稳定表达 hERR1的细胞株的构建

1.2.1　pHβ-neo-ERR1 转染细胞　　采用脂质体法 , 每孔加重

组质粒 0.2 μg μl Lipofectin ,对照组则加等量的空载体 pHβ-neo。

1.2.2　稳定表达株的筛选　　转染 72 h 以后 , 细胞转入 Ea-

gle′s MEM 选择培养基(含 600 μg ml G418),连续筛选 4 周以上。

将获得的阳性克隆(命名为 ERR1-3#和 ERR1-5#)大量培养。

1.2.3　Western blotting 鉴定阳性克隆　　将转染空载体转染和

pHβ-neo ERR1转染的 MCF-7 总蛋白进行 SDS-PAGE , 以 5 μg 用

E.coli 表达并纯化的 hERR1 作为阳性对照。电转移法将蛋白

带转印至硝酸纤维膜。转印膜进行Western Blotting , 参考 Pierce

公司Western 印迹试剂盒使用说明书进行。

1.2.4　RT-PCR 检测转染细胞 hERR1 的 mRNA 水平　　采用

RT-PCR法。上游引物为 5′-CAGGTGACCAGCGCCATGTCC-3′(21

bp), 下游引物为 5′-CAGTGGGTCCACCTCCG GCCGCCG-3′(24

bp)。以质粒 pSG5-hERR1 为阳性对照 ,反应条件:94 ℃ 1 min ,

55 ℃30 s , 72℃ 1 min , 共 30个循环。

1.3　MTT法检测转染细胞生长速率
　　参考文献[ 4] 进行。按 1 000、2 000、3 000 、4 000 和 5 000 个

细胞 孔等 5个不同浓度梯度接种未转染(记为对照组)和转染

(记为实验组)的 MCF-7 细胞于 96 孔培养板 , 每孔终体积 200

μl。 培养3 d后 , 每孔加入MTT溶液(5 mg ml)20μl。继续孵育4

h ,吸去各孔培养基 ,加入 DMSO 200 μl显色 , 490 nm 下 , 在酶标

仪上比色测定各孔光吸收。

1.4　瞬时转染
1.4.1　瞬时共转染　　采用脂质体法 , 所用细胞为 MCF-7。 实

验分两组:第 1 组 , 每一转染用 0.25 μg 报告质粒 p(ERE)3-tk-

CAT+0.1μg 质粒 pSG5-ER;第2 组 ,每一转染用 0.25μg 报告质

粒 p(ERE)3-tk-CAT+0.1 μg 质粒 pSG5-ER+含量依次递增的

pSG5-hERR1。转染完成后 ,收集细胞于 1.5 ml Ep管 , 离心沉淀

细胞 , 加入 100μl 0.25 mol L Tris-HCl(pH 8.0)重悬细胞 , 反复

冻融裂解细胞 ,离心收集上清。

1.4.2　β-半乳糖苷酶活性分析　　取 20 μl 细胞裂解物置一

1.5 ml Ep 管 ,加入:100×Mg溶液 3μl , 1×ONPG 溶液 66 μl , 0.1

mol L 磷酸钠(pH 7.5)201μl[3] 。 37 ℃温浴至出现黄色 , 加入 0.

5 ml 1 mol L Na2CO3 终止反应读取 A420 。

1.4.3　CAT活性分析　　每份样品各取适量 , 使之有相同的

β-半乳糖苷酶活性 ,加入14C 标记氯霉素(2μl)和 5 mg ml n-丁酰

辅酶 A(5 μl), 加 0.25 mol L Tris-HCl(pH 8.0)至终体积 150μl ,

37 ℃温浴过夜 , 产物用 300μl二甲苯抽提 ,取 150 μl 二甲苯相

与3 ml闪烁液混合后用闪烁计数器计数 , CAT 活性以 cpm μg

蛋白表示 ,计为 x±s。

2　结果

2.1　hERR1真核表达载体的构建
　　以含全长 hERR1 cDNA 的质粒 pACT2-ERR1 为模板 , 采用

PCR方法合成出编码全长 hERR1 的 cDNA , 并将之定向克隆到

真核稳定表达载体 pHβ-neo 中 , 构建出 hERR1 的真核表达载体

pHβ-neo-hERR1。经酶切及测序鉴定,表达质粒构建正确 ,见图 1。

2 , 3 , 4 , 6:correct recombinants

图 1　重组体经 Sal Ⅰ +Hind Ⅲ双酶切 , 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定

Fig1　Recombinants are digested by Sal Ⅰ and Hind Ⅲ ,

separated on 1% agarose gel electrophoresis

2.2　hERR1稳定表达细胞株的构建
　　通过脂质体转染法 ,将表达质粒 pHβ-neo-hERR1 转染给 ER

阳性的乳腺癌细胞株MCF-7 , 经高浓度 G418 筛选 6 个月 , 得到

几个阳性克隆。选择其中两个克隆并分别记为 NO.3#和 NO.5

#。 RT-PCR结果如图 2 显示 ,转染细胞(3#和 5#)hERR1 mR-

NA水平明显(第 1 、2 泳道)高于普通 MCF-7 细胞(第 5 泳道)。

图3Western 印迹结果显示 , 3#和 5#细胞 hERR1 蛋白表达水

平明显高于对照组(第 1 ～ 6 泳道)。

1 , 2:constructed cell strain.NO.3#&5#;3 , 4:are β-act in specific RT-

PCR of 3#&5#;5 , 6:are normal MCF-7 cell and the β-actin specifi c RT-

PCR product;7:hERR1 expression plasmid(positive control).hERR1 specific

RT-PCR analysis of const ructed cell strain

图 2　转染细胞 hERR1特异的 RT-PCR结果

Fig 2　hERR1 specific RT-PCR analysis of the constructed cell strain

1～ 6:cells transfected wi th hERR1 expression plasmid , which ex-

presses hERR1 proteins with high levels

图 3　Western印迹转染细胞的 hERR1蛋白水平

Fig 3　Western blotting of the constructed cell strain with

high expression level of hERR1

2.3　MTT检测转染细胞生长情况
　　应用 MTT法检测了 hERR1 高表达株 MCF-7 ERR1-3#和 5
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#及空载体转染的MCF-7细胞在生长速率上的差异 。实验以 1

000 ～ 5 000 5个梯度的细胞数 , 在相同培养条件下分别检测了

MCF-7 ERR1-3#、5#和空载体转染的 MCF-7 细胞 ,每一梯度平

行做 4组 , 结果取平均值。MTT结果A 见图 4 , hERR1 转染细胞

NO.5#和 NO.3#均较未转染细胞生长速率慢 , 且 NO.5#较

NO.3#速率慢。 实验结果表明 , 局部高表达的 hERR1 对体外

培养的 ER阳性乳腺癌细胞的生长有一定抑制作用。

The cell strains transfected with hERR1 expression plasmid grow slow-

er than the normal MCF-7 cell

图 4　MTT法分析 hERR1转染的 MCF-7细胞与非转染细胞的生长

速率差异

Fig 4　MTT assay of relative growth rates of MCF-7 hERR1 cell

and normal MCF-7

2.4　瞬时转染检测 hERR1对 ER功能的影响

　　为进一步了解 hERR1 抑制细胞增殖的机制, 我们用 hERR1

表达质粒和 ER表达质粒与含 ER结合位点(ERE)的 CAT 报告质

粒一起共转染MCF-7细胞 ,对照组则只用 ER表达质粒和CAT 报

告质粒一起共转染。如图 5 所示 , 报告质粒的基础转录活性比

较低(第1 列),加入 ER表达质粒后 , CAT 活性有明显增加(第 3

列),但用 hERR1 表达质粒与 ER表达质粒共转染时, CAT 活性有

明显下降 ,且表现出对hERR1的剂量依赖性(第4 ～ 6 列)。

A:P1;B:P1+0.5μg P3;C:P1+0.1μg P2;D:P1+0.1μg P2+

0.1μg P3;E:P1+0.1μg P2+0.5μg P3;F:P1+0.1μg P2+1μg

P3;P1:plasmid p(ERE)3- tk-CAT);P2:plasmid pSG5-ER, P3:plas-

mid pSG5-hERR1.This figure shows that hERR1 can inhibit ER transacti-

vat ion activity in a dose-dependent manner

图 5　hERR1的过表达对 ER转录功能的影响

Fig 5　Effects of overexpressed hERR1 on ER transcriptional function

3　讨论

　　雌激素受体相关受体 1(hERR1)是最早发现的孤

儿受体之一 ,其 cDNA是通过用人 ERα的 DNA 结合域

(DNA binding domain , DBD)为探针筛选 cDNA 文库而

得到的
[ 1]
。hERR1在体内表达广泛 ,功能多样 ,其在乳

腺癌中的高表达 ,提示它与乳腺癌的发生 、发展有关。

　　为深入研究 hERR1的生物学作用 ,尤其是 hERR1

与乳腺癌之间的关系 ,我们构建了一个 hERR1的真核

表达载体 ,并用此载体转染 ER阳性乳腺癌细胞株 ,通

过长期 G418 筛选 ,获得一 hERR1 稳定表达细胞株。

Western印迹和 RT-PCR检测表明 ,所获细胞株能持续

高表达hERR1蛋白 ,为进一步进行有关hERR1的研究

奠定了良好的基础。

　　我们采用该细胞株检测了它与普通 MCF-7细胞

之间生长速率上的差异 ,结果显示 ,虽然 hERR1稳定

表达株3#和 5#的生长速率有一定差异 ,但二者的生

长速率均慢于普通 MCF-7 细胞 ,表明局部高水平的

hERR1在体外对 ER阳性的乳腺癌细胞株的生长有一

定抑制作用 。3#和 5#转染细胞的生长差异则可能

是由于转染效率以及 hERR1表达质粒在受体细胞中

的表达效率不同所致 。

　　为深入了解这种抑制作用的分子机制 ,我们进一

步设计了瞬时共转染结合 CAT 活性分析实验。实验

结果表明 ,高表达的 hERR1对 ER活性有较明显的抑

制作用 ,表明 hERR1是通过竞争性结合 ER的靶位点

ERE ,抑制 ER功能的正常发挥 。从结果还可以看出 ,

hERR1对 ER活性的抑制作用表现出剂量依赖性。

　　hERR1、ERα和ERβ有很高的核苷酸和氨基酸序列

同源性 ,尤其是它们的DBD。hERR1不仅能以单体形式

结合于扩展的半位点序列 5′-TCAAGGTCA-3′(Estrogen

receptor-related receptor response element , ERRE)
[ 5 , 6]
,也

可以同二聚体形式结合于雌激素效应元件(Estrogen

response element , ERE),表明 ERR的靶基因与 ER或

SF-1的靶基因有很大的重叠性
[ 7]
。由于 ERE ERRE存

在于许多基因的启动子区 ,因此受 hERR1作用的靶基

因范围相当广泛 。hERR1 即可充当转录活化因

子
[ 8 ～ 11]

,也可表现转录抑制功能
[ 10]
,其功能的发挥不

仅与 ER密切相关
[ 5 ,9]
,还与基础转录

[ 7]
、辅活化 辅抑

制因子
[ 12]
有关。

　　综上所述 ,结合共转染和培养细胞实验 ,我们认为

hERR1在体外对乳腺癌的生长有一定抑制作用 ,这种

作用主要是通过 hERR1与 ER竞争结合 ER的靶位点

ERE ,抑制 ER 对众多生长因子的转录活化功能实

现的 。
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12.5%;仅 1个指标异常的有 1 例 ,占 4%;一个指标以上异常

的有 20例 , 占 83.5%,其中患轻度 AN 的有 8例(仅迷走神经功

能受损的 6 例 , 仅交感神经功能受损的 2 例), 患重度 AN 的有

12 例。

表 1　Graves病患者与对照组功率谱指标数值间的关系

组别 例数 年龄 PVV PHV RVH TFP

对照组 30 42±8.5 541±219 272±197 2.8±1.8 985±528

Graves病组 24 40±7.9 262±289# 113±155＊ 6.5±8.2＊ 454±477#

＊:P<0.01;#:P<0.05均与对照组比较

3　讨论

　　本研究表 1表明功率谱法能分别就交感和迷走成分进行

定量测定。与对照组相比较 , Graves病患者功率谱指标数值均

具有显著性差异 ,提示病情尚未完全控制的 Graves 病患者可能

存在心 ANSF 的全面减损 , 即交感和迷走神经功能可能存在不

同程度的降低 ,但 RVH 明显增高则进一步提示 Graves 病患者

存在的心 ANSF 减损可能以迷走神经功能受损为重 ,交感神经

功能受损相对较轻或无 ,而在临床上表现出心交感神经功能相

对亢进的症状和体征如心悸 、心动过速 、心率相对固定等。

　　一个以上的功率谱指标异常提示心 ANSF障碍。本研究提

示:Graves 病所致 AN 的发生率约为 83.5%。 主要表现为交感

和迷走神经功能同时受损 , 交感神经功能相对亢进 , 单一神经

病变以迷走神经病变为主 ,这些损伤性改变推测与 Graves病患

者血液中过多的甲状腺激素对自主神经的直接损害有关 ,而不

能简单以甲状腺激素对神经和心血管的兴奋性刺激来解释。

通过药物和其它方式完全控制Graves 病病情后 , 这些改变能否

恢复将是我们进一步研究的课题。

　　同一研究方法在糖尿病患者[ 3] 也有类似的发现 , 两种疾病

虽然均与自身免疫性疾病有关 ,但引起 AN的发病机制是不同

的 ,推测两种疾病所致 AN 可能有类似的表现和结局 , 这可能与

心交感和迷走神经的解剖位置有关 ,也可能与健康人心交感和

迷走神经自然衰减速度不一有关[2] 。

　　本研究表明:HRS 的功率谱分析能对 Graves 病患者的心

AN程度进行定量评价 , 可为临床医师预防 、诊断和治疗 AN 提

供参考。
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