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影响MCF-7细胞增殖试验相关因素的初步研究

朱　毅 ,舒为群 ,田怀军　(第三军医大学预防医学系环境卫生学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　了解影响 MCF-7 细胞增殖试验相关因素 , 为MCF-7细胞增殖试验检测环境雌激素方法的标准化提供

试验依据。方法　对不同来源的MCF-7 细胞雌激素敏感性进行检测 , 对筛选出的敏感细胞在不同培养条件 、去激素培养

基中培养不同时间进行细胞增殖试验。结果　不同来源 MCF-7 细胞对雌激素敏感不同;培养基中酚红 、血清中内源性雌

激素对 MCF-7细胞有刺激增殖作用;MCF-7 细胞在去激素培养基中培养时间越长 ,对雌激素越敏感。结论　进行 MCF-7

细胞增殖试验前应进行雌激素敏感试验 , 选用敏感细胞;应在去激素培养基中培养适当时间后进行试验。
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Study of the related influencing factors of MCF-7 cells proliferation test in vitro
ZHU Yi , SHU Wei-qun , TIANHuai-jun(Department of Environmental Hygiene , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the related influencing factors of MCF-7 cells proliferation test in vitro to pro-

vide some criteria for the standard detection of environmental estrogens(EE)by cell proliferation test of MCF-7 cells

in vitro.Methods　The sensitivity to E2 stimulation of different sources of MCF-7 cell lines was detected.Cell pro-

liferation test was performed on the screened sensitive cells in different culture conditions.Results　In the estrogen-

free medium , C cell line of MCF-7 was more sensitive to E2 stimulation than A and B cell lines(P<0.01).The

phenolsulfonphthalein in medium and the endogenous estrogen in NBS had stimulating effect on the cell proliferation

of MCF-7.The longerMCF-7 was cultured in estrogen-free medium , the more sensitive was the cell to the stimulation

of estrogen(P <0.01).Conclusion　Evaluation of the estrogenic activity by MCF-7 cell proliferation test in vitro

may be influenced by many factors.
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　　20世纪 90年代以来 ,环境雌激素(Environmental e-

strogens , EE)对人类的危害已越来越引起公众和学术

界的重视 ,在国际上已成为毒理学界的研究热点。环

境雌激素由于种类繁多 ,结构差异较大 ,与天然雌激素

结构也有很大差别 ,故很难仅从化学结构上来判断某

种化合物是否具有类雌激素活性 。因此 ,建立一种敏

感可靠而快速简便的检测方法进行识别和筛检 ,对于

减少和控制环境雌激素污染 ,降低人们对环境雌激素

的暴露水平 ,减少相关疾病的发生有重要的现实意义。

MCF-7细胞增殖试验是国外最常用的检测环境雌激素

的方法之一 ,具有灵敏度高 、可同时检测多种环境雌激

素 、快速简便的特点 ,但也存在许多影响因素 ,Villalo-

bos等
[ 1]
研究发现 ,不同来源 MCF-7细胞对雌激素敏
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感性不同 。本实验对影响 MCF-7细胞增殖试验的相

关因素 ,不同来源 MCF-7 细胞 、不同培养条件等进行

了初步研究。

1　材料和方法

1.1　MCF-7细胞株
　　共A、B、C 3个不同来源 MCF-7 细胞 ,分别来源于中科院细

胞所及国内同行惠赠。

1.2　主要试剂
　　17β-雌二醇(17β-estradiol , E2)、活性炭(Charcoal)购于 Sigma, 含

酚红 DMEM培养粉 、不含酚红 DMEM 培养粉、活性炭/葡聚糖处理

小牛血清(CD-NBS)购于Hyclone ,葡聚糖 4万(Dextran)购于上海化

学试剂公司,新生小牛血清购于郑州佰安生物工程有限公司。

1.3　主要器材
　　CO2孵箱 、SW-CJ-2F(A)双人单面净化工作台 、XDS-1实验室

倒置显微镜 、YXQ.SG41.280 电热式压力蒸汽灭菌器 、台式离心

机 、24孔细胞培养板。

1.4　试验方法
1.4.1　去激素小牛血清(CD-NBS)制备[ 2] 　　向NBS 中加入葡
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聚糖 25 mg/100 ml ,待其完全溶解后再加活性炭 250 mg/ 100 ml ,

在55 ℃水浴中作用45 min , 3 000×g 离心 10 min ,取上清液。连

续处理 2次以除去血清中的雌激素。处理后的血清用金属滤器

(0.45 μm 、0.22 μm 两层滤膜)过滤除菌后 ,于-20 ℃保存备用。

1.4.2　受试物溶液配制　　雌二醇(E2)用无水乙醇配成各种

受试浓度(10-4～ 10-7 mol/L)。

1.4.3　MCF-7细胞系维持　　MCF-7 细胞培养在含 10% NBS/

DMEM培养基中(含 20 U胰岛素/100 ml、100 U青霉素/ml 、100

U链霉素/ml), 在 37 ℃、5% CO2、100%湿度下培养 。用含

0.25%胰酶 、0.02%EDTA 的消化液消化传代。

1.4.4　不同来源 MCF-7细胞对雌激素(E2)的敏感性试验　　将

贴壁生长的MCF-7 细胞用 PBS 液洗 3 次, 再加去激素培养基(含

10%CD-NBS/无酚红 DMEM培养基 、100 U青霉素/ml 、100 U链霉

素/ml)培养 2周。消化细胞 , 将细胞接种于 24 孔培养板 , 1 万个

细胞/孔 ,每孔加1 ml去激素培养基 ,培养24 h 后, 弃去陈旧培养

基, 每孔加 2 ml去激素培养基 ,内含 E2 , 浓度分别为 10-10、10-9、

10-8、10-7 mol/L。各组均设 3 个以上平行样 , 在37 ℃、5%CO2、

100%湿度下培养 5 d后 , 用含 0.25%胰酶 、0.02%EDTA 的消化液

消化 ,用吸管吹打均匀 , 用血球计数板计数。以增殖效应(Prolif-

erative effect ,PE)[ 3]作为评价指标 , 计算公式为:

　　增殖效应(PE)=
　试验组各剂量组的细胞数　

溶剂对照组细胞数

1.4.5　不同培养条件对 MCF-7 细胞增殖的影响　　对雌激素

最敏感MCF-7细胞在去激素培养基中培养 2 周后 , 消化接种于

24 孔培养板 , 1 万个细胞/孔 , 每孔加 1 ml去激素培养基 , 预培

养24 h 后 , 弃去陈旧培养基 ,分别加入 10%NBS/含酚红DMEM、

10%NBS/无酚红 DMEM 、 10%CD-NBS/含酚红 DMEM 、10%CD-

NBS/无酚红 DMEM、10%进口 CD-NBS/无酚红 DMEM 培养液 2

ml。各剂量组均设 3 个以上平行样 , 在 37 ℃、5%CO2、100%湿

度下培养 5 d 后 ,计数 、评价方法同上。

1.4.6　MCF-7细胞在去激素培养基中培养不同时间对雌激素

的敏感性试验　　对雌激素最敏感 MCF-7 细胞在去激素培养

基中培养 1、2、4 周后 , 消化接种于 24 孔培养板 , 1 万个细胞/

孔 ,每孔加 1 ml去激素培养基 , 预培养 24 h 后 , 弃去陈旧培养

基 ,每孔加 2 ml含去激素培养基 , 设 3个以上平行样 ,在 37 ℃、

5%CO2、100%湿度下培养 5 d 后 , 计数方法同上。

1.5　统计学分析
　　采用 SPSS 中的方差分析。

2　结果

2.1　不同来源MCF-7细胞对雌激素(E2)的敏感性试验
　　从图 1可见 , 不同来源 MCF-7 细胞对 E2 的敏感性不同 , C

>B>A 。故以下试验均选用来源于 C的 MCF-7 细胞进行。

2.2　不同培养条件对MCF-7细胞增殖的影响
　　在去激素培养基中培养MCF-7细胞 2 周 ,在不同培养基中

生长有明显差异。MCF-7 细胞在 10%CD-NBS/含酚红 DMEM 培

养液中生长细胞数明显高于 10%CD-NBS/无酚红 DMEM 培养

液中生长细胞数(P<0.01),说明酚红对细胞生长有刺激作用。

细胞在 10%NBS/无酚红 DMEM 培养液中生长细胞数明显高于

10%CD-NBS/无酚红 DMEM培养液中生长细胞数(P<0.01)。细

胞在 10%进口 CD-NBS/无酚红 DMEM 培养液中生长细胞数与

10%CD-NBS/无酚红 DMEM 培养液中生长细胞数无显著差异。

说明我们在本试验中选用血清去激素处理方法能够去除血清中

的内源性雌激素, 去除效果与进口CD-NBS 相当。见图 2。所以,

在后续试验中, 为避免培养体系对细胞增殖的影响 ,试验时我们

选择 10%CD-NBS/无酚红 DMEM培养液进行细胞培养。

图 1　不同来源 MCF-7细胞对 E2 的敏感性

Fig 1　The sensitivity to E2 stimulation of different

sources of MCF-7 cells

A:DMEM/NBS;B:Red-free DMEM/NBS;C:DMEM/ CD-NBS;D:

Red-free DMEM/ CD-NBS;E:Red-free DMEM/import CD-NBS;＊＊:P

<0.01 vs phend red-f ree DMEM/ import CD-NBS

图 2　不同培养条件对 MCF-7细胞增殖的影响

Fig 2　Effect of different culture conditions on MCF-7

cell proliferation

2.3　在去激素培养基中培养时间对 MCF-7 细胞增殖

的影响
　　图 3结果显示 ,MCF-7细胞在去激素处理培养基中培养时

间越长 ,细胞对雌激素刺激生长的敏感性越高 。

＊:P<0.01 vs one week;#:P<0.01 vs two weeks

图 3　在去激素培养液中培养时间对 E2 刺激 MCF-7细胞生长的影响

Fig 3　Effect of the sensitivity to E2 stimulation of MCF-7 stimulation

of MCF-7 cells proliferation at different culture time in Phenol

red-free DMEM/CD-NBS
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3　讨论

　　环境中的化学物质是否具有雌激素活性 ,目前还

不能从分子结构上加以推测 ,结构相似的酚类化学物

仅一部分具有雌激素活性。因此 ,评价环境中化学物

质是否具有雌激素活性主要通过测定该化学物质诱导

雌激素生理效应的能力来进行 。本实验采用的MCF-7

细胞增殖实验所用 MCF-7细胞来源于人乳腺癌细胞 ,

是一种雌激素受体表达阳性 、对雌激素敏感的细胞 ,广

泛应用于评价环境雌激素。Soto 等
[ 4]
最早提出用

MCF-7细胞增殖实验来评价环境雌激素 ,称为雌激素

筛检(E-screen)实验 。其原理是血清中含有一种能特

异抑制雌激素敏感细胞增殖的物质 ,名为雌激素抑素

(Estrocolyone-1),而雌激素可以通过中和此物质特异地

清除其抑制效应 ,从而诱导细胞增殖。血清中的其它

不具有雌激素活性的类固醇激素和生长因子则不能中

和该物质 。雌激素抑素(Estrocolyone-1)[ 5]是一种对热

稳定 、可被蛋白质水解 、不能盐析 、不能用有机溶剂提

取 、分子质量为(70 ～ 80)×103 、等电点为 4.5 ～ 4.8的

大分子物质。

　　本实验比较了来自于不同实验室的 A 、B 、C 3种

来源 MCF-7细胞对雌激素的敏感性 ,结果显示 ,不同

来源MCF-7细胞对 E2 的敏感性 , C>B>A ,说明不同

来源MCF-7细胞对雌激素的敏感性有所不同 ,Villalo-

bos等
[ 1]
也有类似报道。用 MCF-7细胞增殖实验检测

环境雌激素应选择对雌激素最敏感MCF-7细胞 ,所以

本实验采用来源于 C实验室的 MCF-7细胞进行实验。

　　在用 MCF-7细胞增殖实验检测环境雌激素时 ,培

养基中不能含有具有雌激素活性的物质 ,如培养基中

作为 pH 指示剂的酚红 、血清中的内源性雌激素等。

本实验结果表明 ,酚红对MCF-7细胞有较强的细胞增

殖作用 ,说明酚红有刺激MCF-7细胞生长的类雌激素

活性 , Berthois[ 6] 有类似报道。本实验结果同时显示 ,

血清中的内源性雌激素对 MCF-7细胞有明显的细胞

增殖作用 ,在其它实验条件相同的情况下 ,经活性炭/

葡聚糖处理的小牛血清组细胞数明显低于未经活性炭

/葡聚糖处理的小牛血清组细胞数 ,说明本实验中采用

的血清去激素处理方法是有效的 ,其处理后雌激素水

平与进口 CD-NBS 中的雌激素水平相近 ,达到本实验

的要求。

　　实验结果显示 ,MCF-7细胞在去激素培养基中培

养时间与其对雌激素敏感性有关 。其 E2的增殖效应

4周>2周>1周 ,说明MCF-7细胞在去激素培养基中

培养时间越长 ,其对雌激素刺激越敏感。但在因 CD-

NBS/无酚红培养基中培养不是 MCF-7 细胞的最适培

养条件 ,MCF-7细胞在该培养基中培养 4周左右 ,其贴

壁 、生长状况明显减弱 。因 MCF-7细胞在去激素培养

基中培养 2周对雌激素已非常敏感 ,而且此时细胞生

长状况良好 ,故本实验采用在去激素培养基中培养 2

周MCF-7细胞进行实验。White 等
[ 7]
采用在去激素培

养基中培养 1周MCF-7细胞进行实验 ,但未对不同培

养时间 MCF-7细胞对雌激素敏感性进行比较 ,也未见

其它相关文献报道。

　　以上说明 ,用MCF-7细胞增殖实验检测环境雌激

素 ,其影响因素很多 ,包括 MCF-7 细胞来源 、培养条

件 、在去雌激素培养基中培养时间等。因此 ,实验方法

的标准化对保证不同实验室间实验结果的重现性非常

重要。本实验对各种影响因素进行了初步探讨 ,对用

MCF-7细胞增殖实验检测环境雌激素方法的标准化具

有一定的现实意义 。本实验结果显示 ,选用对雌激素

敏感的MCF-7细胞 ,细胞系维持培养基用 10%NBS/含

酚红 DMEM 培养基 ,MCF-7细胞增殖实验前转入 10%

CD-NBS/无酚红 DMEM 培养基(去激素培养基)中培养

2周后进行相关实验效果最好 。
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