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毒杀芬对孤儿受体雌激素相关受体 1(ERRα-1)的拮抗作用
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　　提　要:目的　研究毒杀芬(Toxaphene)对孤儿受体雌激素相关受体 1(Estrogen-related receptor , ERRα-1)活性的影响。方法　细
胞瞬时和稳定转染及氯霉素酰基转移酶和芳香族化酶活性测定。结果　毒杀芬抑制了由 ERRα-1 所介导的氯霉素酰基转移酶的转

录表达和辅活化子(Coactivator)GRIP1诱导的 ERRα-1的活性。在构建的稳定高表达 ERRα-1 的HepG2肝癌细胞株中 , ERRα-1 增加了
芳香族化酶的转录表达 , ERRα-1高表达细胞株与 10 μmol/ L浓度的毒杀芬温育 24 h 后 , 芳香族化酶活性降低到非 ERRα-1 转染的

HepG2细胞中芳香族化酶活性的水平。结论　毒杀芬是 ERRα-1 的拮抗剂 , 它拮抗了 ERRα-1 调节芳香族化酶转录的作用 , 从而使该
酶的表达量降低。
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The antagonists of ERRα-1 orphan receptor:toxaphene
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　　Abstract:Objective　To explore the effect of toxaphene on the activity of orphan nuclear receptor , estrogen related receptorα-1(ERRα-1).
Methods　Transient and stable transfection experiments in cells and assays of chloramphenicol acetyltransferase activity and aromatase activity were

used.Results　Toxaphene had an antagonist activity against ERRα-1 mediated transcription of the reporter chloramphenicol acetyltransferase(CAT)
and to be capable of suppressing the GRIP1 coactivator-induced ERRα-1 activity as revealed by transient transfection experiments using the SK-BR-3

breast cancer cell line.In addition.A stable ERRα-1 expressing HepG2 hepatoma cell line was generated , and the aromatase activity in the trans-
fected cell line was found to be twice that in the untransfected cell line.24 h incubation of an ERRα-1-transfected HepG2 cell line with 10μmol/ L

toxaphene reduced its aromatase activity to the level in the untransfected cell line.Conclusion　Toxaphene is the antagonist of ERRα-1.It antago-
nize the regulation of aromatase activity and decrease the expression of aromatase.
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　　雌激素相关受体 1(ERR-1)的 cDNA 是在利用人雌

激素受体α(Estrogen receptorα,ERα)的DNA结合域为探

针去筛选 cDNA文库时首次被分离出来的
[ 1]
。ERRα-1

在脑 、心脏 、骨骼肌和褐色脂肪等组织中有较高表达 ,
在骨骼发育 、骨骼肌形成和脂肪代谢中起作用 。我们
的最新研究结果发现 ERRα-1在人乳腺组织中表达 ,并
调节该组织中芳香族化酶的转录 ,从而调节雌激素的
合成[ 2] 。同时 ERRα-1可通过直接的 DNA竞争结合和

与ERα间形成蛋白质-蛋白质相互作用的方式参与雌
激素对某些基因启动子的活化作用[ 3] 。ERRα-1是孤
儿核受体家族中的一员 ,其配体尚未被发现 ,我们的实
验发现一种杀虫剂———毒杀芬是 ERRα-1的拮抗剂。

1　材料和方法

1.1　材料
　　毒杀芬和 CAT 表达载体 pUMSVOCAT 分别由 Shelby 博士

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(300702359)

　　作者简介:杨　春(1966-),女 ,四川省荣昌县人 ,博士 ,副教授 ,主要从事芳

香族化酶基因表达调控方面的研究 ,发表论文 10 篇 ,现在加拿大

蒙特利尔 Sainte-Justine医学研究中心遗传系从事博士后工作。电

话:(023)68752261

　　收稿日期:2001-01-02;修回日期:2001-05-25

(美国环境卫生科学研究院)和 Kurachi博士(密西根大学)提
供。[ 3H] -雄甾烷二酮(NEN-Dupont), [ 14C]-氯霉素 (Amer-

sham), SK-BR-3 乳腺瘤细胞(ATCC), 木炭葡聚糖处理血清(Hy-

clone), Lipofectin(Life)。

1.2　表达质粒
　　为构建人 ERRα-1 哺乳细胞表达质粒 pSG5-hERRα-1 , 用

PCR方法扩增两端带 EcoRⅠ酶切位点的 hERRα-1编码区 ,将其
插入到 pSG5 载体的 EcoRⅠ酶切位点上。辅活化子 GRIP1 的表

达质粒 pSG5-GRIP1由洛杉矶南加州大学 Stallcup博士赠送。

1.3　细胞瞬时转染实验和 CAT 检测

　　根据 Lipofectin 制造商的操作程序对哺乳动物细胞进行瞬

时转染实验。每盘细胞中加入10μg的被测质粒和 3μg的 pSV-

β-Gal质粒(用来平衡转染的效率)。转染后 16 h , 细胞重新放置

在含 5%木炭葡聚糖处理的小牛血清培养液中 , 并同时加入被
测试药物。48 h 后 , 收集细胞沉淀悬浮于 0.25 mol/ L Tris-HCl

(pH 8.0)溶液中 , 反复冻融后 , 分装细胞破裂物并用于 β-半乳
糖苷酶活性检测 ,然后检测含有等量 β-半乳糖苷酶活性的细胞

破碎物中的氯霉素酰基转移酶(Chloramphenicol acyltransferase

activity , CAT)活性。

1.4　稳定转染建立 ERRα-1高表达HepG2细胞株
1.4.1　人 ERRα-1 表达质粒 pHβ-hERRα-1的构建　　用 PCR方

法扩增两端带 EcoR Ⅰ酶切位点的 hERRα-1编码区 , 将其连接到

表达载体 pHβ 中 , DNA测序确认表达质粒的正确性。
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1.4.2　HepG2稳定转染实验　　10μg 的 pHβ-hERRα-1 表达质

粒与 20 μl的 Lipofectin 共转染 HepG2 细胞 , 16 h 后 , 细胞转至
Eegle' s MEM 培养液中培养 48 h , 然后进行G418 筛选 ,在 2 周内

逐渐将G418 浓度增加到 1 000 μg/ml;再挑选单个的克隆到 25

cm2的培养瓶中培养。

1.5　芳香族化酶活性的测定
　　培养的组织细胞清洗后加入 100 mmol/L 的 1β-[ 3H] N-an-
drost-4-ane-3.17-dione和 500 nmol/L 孕激素 , 培养 2 h 后 ,吸 1 ml

培养液与等量氯仿混合 , 上层水相用葡聚糖处理过的木炭-1 抽
提后 , 进行液体闪烁计数 , 并用 Bradford 方法检测细胞的蛋白质

浓度。

2　结果

2.1　毒杀芬对 ERRα-1的拮抗活性
　　ERRα-1 表达质粒 pSG5-hERRα-1 和另一个 CAT 表达质粒

(包含一段芳香族化酶基因的启动子 I.3和 ERRα-1 的调节元件

S1[ 4])转染到 SK-BR-3乳腺癌细胞中 , 细胞在含 10 μmol/L 毒杀
芬的培养液中培养 48 h , CAT 的活性检测发现毒杀芬抑制了

ERRα-1 诱导的 CAT基因表达 , 这种拮抗作用随浓度增加而加
强。在空白对照组中 ,无 ERRα-1 载体的 pSG5 转染细胞中的毒

杀芬并没有改变 CAT的活性 , 见图 1。

图 1　毒杀芬在 SK-BR-3乳腺癌细胞中对 ERRα-1功能的影响

Fig 1　Modulation of the ERRα-1 activity by toxaphene in SK-BR-3 cells

2.2　毒杀芬对 ERRα-1与辅活化子GRIP1相互作用的

抑制
　　在没有配体加入的情形下 , SK-BR-3 细胞中 ERRα-1 的活性
可被辅活化子GRIP1提高 3 倍 , 见图 2。而毒杀芬则能够抑制

GRIP1 对 ERRα-1活性的增强效应。 一般认为细胞核的核受体
辅活化子 ,如 GRIP1 结合到核受体的配体结合域[ 5] , 并依赖于

激动剂的存在 ,拮抗剂则会阻扰这种结合作用。 我们的结果进
一步支持毒杀芬是 ERRα-1的拮抗剂 , 其拮抗作用是通过干扰

ERRα-1 与核受体辅活化子如 GRIP1 之间的相互作用实现的。

2.3　毒杀芬通过ERRα-1的介导抑制芳香族化酶的表达
　　芳香族化酶活性在 pSG5-hERRα-1 转染后的 SK-BR-3 细胞
中增加了128%。该细胞与 10μmol/ L的毒杀芬培养24 h 后 , 芳
香族化酶活性则降低到 86%, 该结果说明毒杀芬可通过ERRα-1

来降低芳香族化酶基因的表达 , 见图 3。为了进一步证实该发
现 ,我们构建了高表达 ERRα-1 的 HepG2 细胞株 , 在 ERRα-1 转

染后的HepG2 细胞中芳香族化酶的活性是非转染 HepG2 细胞

株中的 191%, 但若将该转染HepG2细胞株与 10 μmol/ L浓度的

毒杀芬培养 24 h 后 , 芳香族化酶的活性则大大降低 , 低至非转
染HepG2细胞株中芳香族化酶的活性水平 ,见图 4。 由于毒杀

芬不是芳香族化酶的抑制剂 ,所以芳香族化酶活性的降低是因

为该酶的基因表达水平降低所致。

a:pSG5-hERRα-1 1μg;b:pSG5-GRIP1 1μg;c:Toxaphene 10μmol/ L;

1:None a , b , c;2:a;3:a+c;4:b;5:b+c;6:a+b;7:a+b+c

图 2　毒杀芬在 SK-BR-3细胞中对 ERRα-1与核受体辅活化子

GRIP1相互作用的抑制

Fig 2　Inhibition of the interaction of ERRα-1 with GRIP1

by toxaphene in SK-BR-3 cel ls

图 3　毒杀芬对瞬时转染 ERRα-1的 SK-BR-3细胞中芳香族

化酶活性的影响

Fig 3　Effect of toxaphene on aromatasse activities in

ERRα-1 transient transfected SK-BR-3 cells

图 4　毒杀芬对非转染和转染 ERRα-1的 HepG2细胞株中芳香族

化酶活性的影响

Fig 4　Effect of toxaphene on aromatase activities in regular

HepG2 and ERRα-1 transfected HepG2 cell

3　讨论

　　分子生物学技术被成功地运用于寻找某些孤儿核

受体的配体
[ 6]
, ERRα-1在没有配体存在下也具有生物

活性 ,可能与转录辅活化子的相互作用有关 。我们发
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现在 ERRα-1和辅活化子 GRIP1的共转染细胞中 ,CAT

的活性显著增高 ,并且毒杀芬可能干扰了 ERRα-1和辅
活化子的相互作用。尽管我们发现在没有配体加入的

情况下 ,辅活化子GRIP1显著地增加了 ERRα-1的转录
活性 ,但也不能完全排除细胞中本身就存在尚未被发

现的具有高亲和力的配体 。
　　根据Vanader等[ 7]的发现 ,ROS D/218细胞在被处理
的血清中培养时 ,ERRα-1失去了在该细胞中的转录激活

活性 ,实验结果认为ERRα-1的配体可能存在于血清中。
　　我们实验室已经证明芳香族化酶基因上的 S1元

件是一个负调节元件 ,当 ERRα-1与S1相互作用时 ,出
现正向调节效应[ 4] 。S1 元件的负调节效应主要是由

于另外一些孤儿受体与之结合或是 ERRα-1 与细胞内
的辅阻遏子相互作用所致 。如我们结果所示 , ERRα-1

的正向调节作用也可被拮抗剂所抑制。
　　许多工业 、化工和环境中存在的化合物 ,具有类似

或拮抗以及非直接地改变一些激素(主要是类固醇类
激素)的活性 ,这些化合物被称为内分泌紊乱剂 ,通常

它们被认为与雌激素或雄激素的受体结合 ,并诱发许
多雌激素或雄激素的活性 。我们认为这些化合物可能
以一种非直接的方式抑制芳香族化酶活性 ,从而降低

细胞中雌激素水平而增高雄激素水平;也可能改变芳
香族化酶的表达水平 ,从而改变组织细胞中雄激素与

雄激素的比例。杀虫剂毒杀芬与这类化合物相似 ,它
通过抑制 ERRα-1的正向转录调节活性 ,抑制芳香族化

酶的表达 ,从而调节雌激素的生物合成 。
　　综上所述 ,我们应用分子生物学技术发现了毒杀

芬是孤儿核受体 ERRα-1的拮抗剂 ,芳香族化酶的表达

可被毒杀芬通过 ERRα-1的介导而被抑制 ,由于ERRα-1
可与雌激素受体 ER相互作用 ,调节芳香族化酶的表

达 ,从而影响雌激素的生物合成 ,暴露于如毒杀芬一类
的杀虫剂环境中可能会影响正常的内分泌功能 ,并且

有可能在乳腺癌的发病机制中起作用。
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2.2　缓解所需疗程
　　22 例患者均在 1 ～ 2 疗程内达 CR , 第 1 疗程达 CR 占

71.3%, 第 2疗程达 CR占 28.7%,平均 1.24个疗程。

2.3　缓解期与生存期
　　CR22 例中 3例失访 , 余 19例缓解期 5～ 32 月 , 中位缓解期

为16.8月 , 生存期 6 ～ 36 月。 6 例复发 , 其中 1 例死于感染 , 1

例带病生存。

2.4　毒副反应及并发症
　　65.6%(21/32)病人出现消化道反应 , 主要为恶心 、呕吐 、纳

差 、腹痛等。在使用 HDMTX过程中 , 口腔溃疡发生率为 81.3%

(26/32)。骨髓抑制 62.5%(20/ 32),其中骨髓增生减低 35%(7/

20), 明显减低55%(11/ 20), 极度减低10%(2/ 20)。骨髓抑制发

生于化疗后 5～ 18 d , 在 8～ 30 d 内恢复。WBC<1.0×109/L 占

43.8%(14 例), 最低 WBC 0.2 ×109/ L。 PLT<20 ×109/L 占

43.8%(14例),最低 PLT 3×109/ L。肝功能轻度受损 9.3%(3/

32),肾功能轻度受损 3.1%(1/ 32), 心肌酶谱增高 6.3%(2/

32), 脱发 34.3%(11/32)。

3　讨论

　　成人急淋的治疗尚未达满意的疗效 , 肿瘤细胞产生的耐药

可能是其主要原因之一。 采用大剂量 MTX 治疗 , 药物可通过

被动扩散的方式直接进入细胞内且可抑制游离 MTX 从胞内向

胞外流动 , 从而保持胞内足够的药物浓度 , 达到逆转耐药的目

的;HDMTX可透过血脑 、血眼 、血睾屏障 , 杀伤隐蔽的白血病细

胞 ,从而有效防治中枢神经系统白血病
[ 2]
。我们采用 HDMTX

与THP等组成大剂量甲氨蝶呤(HDMTX)+CTOP联合化疗方案

治疗急淋的结果表明:①本方案治疗成人急淋初治病例有较高

缓解率(68.2%), 毒副反应较小 , 是诱导缓解的较理想方案;②

对复发 、难治性病例的完全缓解率为 50%,较高;③可获得较长

的缓解期和生存期;④治疗中枢神经系统白血病有较好疗效;

⑤81.3%的病例在使用 HDMTX 后出现程度不同口腔溃疡 , 以

轻度溃疡居多 ,使用表皮细胞生长因子 、口腔溃疡油后短期内

缓解 ,不影响治疗。

　　关键词:甲氨蝶呤;白血病 ,急性淋巴细胞性;化疗

　　中图法分类号:R733.710.5　　　文献标识码:B

参考文献:

[ 1] 张之南主编.血液病诊断及疗效标准[ M] .第 2 版.北京:科学出版

社 , 1998.184-194.

[ 2] 叶　辉 ,顾龙君.大剂量甲氨蝶呤治疗急性淋巴细胞白血病的研究

进展[ J] .中华血液学杂志 , 1999 ,20(2):110-111.

(编辑　潘式文)

1185第 10 期　　　　　　　　杨　春 , 等.毒杀芬对孤儿受体雌激素相关受体 1(ERRα-1)的拮抗作用　　　　　　　　


