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·专题研究·

ＧＰＥＲ抑制剂在雌激素诱导乳腺恶性转化细胞中的
作用

郭　阳，杨　莉，金　爱，张　莹，王旭东

（贵州医科大学 基础医学院 生理学教研室，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：观察Ｇ蛋白偶联雌激素受体（ＧＰＥＲ）特异性抑制剂Ｇ１５对１７β雌二醇（Ｅ２）刺激转化细胞增
殖能力的影响及其机制初探。方法：自制乳腺癌细胞，乳腺癌 ＭＣＦ１０Ａ细胞用５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２连续刺激至第１３
代，以ＤＭＳＯ刺激作为对照（均标记为Ｐ１３）；显微镜观察细胞转化形态，将ＤＭＳＯ及Ｅ２处理后的Ｐ１３分别接种
到裸鼠皮下，接种后１周观察接种部位的成瘤情况；将自制乳腺癌细胞分为Ｅ２组和１０μｍｏｌ／ＬＧ１５组，以ＭＣＦ７
细胞作为阳性对照细胞，用平板克隆形成实验观察细胞的增殖能力。结果：镜下可见Ｐ１３代ＭＣＦ１０Ａ细胞接触
抑制消失、细胞胞体变大、出现克隆小球，裸鼠乳腺脂肪垫皮下成瘤（７／１０），对照无瘤形成；平板克隆实验中，自
制乳腺癌细胞、ＭＣＦ７细胞与各自阴性对照比较，Ｅ２刺激组的增殖加快，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与各自
Ｅ２刺激组比较，Ｇ１５抑制组增殖能力下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＧＰＥＲ介导 Ｅ２刺激转化细胞
增殖能力增加过程。
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　　乳腺癌（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＢＣ）是女性常见的恶性
肿瘤，严重危害女性的身心健康［１－２］。雌二醇（ｅｓ
ｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）是女性重要的性激素，在体内有着非常
广泛的生物学作用［３］亦是诱导正常乳腺细胞发生

癌变的主要因素之一［４］；同时，它还可通过刺激乳

腺癌细胞增殖、迁移和侵袭［５］。雌激素受体（ｅｓｔｒｏ
ｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）是核受体超家族的成员之一，能
够调节生殖系统的生长与分化，并参与机体多种生

理病理过程的调控［６］。传统雌激素受体有ＥＲα和
ＥＲβ［７］，但是它们并不能解释Ｅ２所有效应。新型
Ｇ蛋白偶联雌激素受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ）是由 ＧＰＥＲ基因编码的 ７次跨膜
整合蛋白［８］其在 Ｅ２刺激乳腺肿瘤进展中的作用
仍存在争议，有研究发现 ＧＰＥＲ在乳腺癌发展过
程中表达上调［９］，但也有报道显示ＧＰＥＲ抑制乳腺
癌的发展［１０］。本课题组前期实验发现 Ｅ２能够诱
导ＭＣＦ１０Ａ细胞形态变化及细胞生长加速、且转
化细胞对 Ｅ２刺激的敏感性增高［１１］，本研究采用

Ｅ２不断刺激获得的第１３代的转化细胞，以乳腺癌
ＭＣＦ７细胞为体外对照，通过 Ｇ１５预处理转化细
胞通探讨ＧＰＥＲ在雌激素刺激的转化细胞中的作
用。

１　材料与方法

１１　实验细胞、试剂
ＭＣＦ１０Ａ细胞由重庆三军医大学生物化学教

研室惠赠，乳腺癌 ＭＣＦ７细胞购自中国科学院上
海细胞库，马血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２和青、链霉素购自
美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，
Ｅ２、霍乱毒素、氢化可的松、ＤＭＳＯ购自美国Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，ＧＰＥＲ抑制剂Ｇ１５购自德国Ｍｅｒｃｋ公
司，重组人胰岛素购自上海翊圣生物，表皮生长因

子（ＥＧＦ）购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｔ公司，实验动物（裸鼠
ＢＡＬＢ／ｃＡｎｕ）购自重庆腾鑫生物技术有限公司
【动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１４－０００４】。
１２　方法
１２１　细胞培养及处理　ＭＣＦ１０Ａ细胞培养于
Ｆ１２完全培养液（含１０％马血清、１０μｇ／Ｌ霍乱毒
素、１０ｍｇ／Ｌ胰岛素、５０μｇ／Ｌ氢化可的松、２０μｇ／Ｌ
表皮生长因子以及１％青链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２），
ＭＣＦ７细胞培养于高糖培养基（含１０％胎牛血清、
１％青链霉素），培养条件为３７℃、潮湿环境以及
５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养，在细胞满度达７０％

时，进行传代培养。

１２２　第 １３代乳腺癌细胞的制备及鉴定　将
ＭＣＦ１０Ａ细胞用５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２连续刺激至第１３
代（以 ０１％ＤＭＳＯ作为对照标记为 Ｐ１３），鉴定
ＭＣＦ１０Ａ细胞是否转化为乳腺癌细胞。（１）拍照
观察细胞转化情况，细胞转化主要标志为细胞生长

加速、贴壁依赖集落形成，形成克隆小球。（２）裸
鼠移植瘤实验：将拟注射细胞消化离心，ＰＢＳ洗１
～２遍后吹打均匀悬于装有ＰＢＳ溶液的离心管中，
将装有细胞混悬液的离心管置于冰盒上。将４～５
周龄的 １５只裸鼠随机分为 ＤＭＳＯ组 ５只（对照
组）、Ｅ２组１０只（实验组），裸鼠皮下乳房垫为注
射点，每个注射点注射２×１０６个细胞，在注射点形
成椭圆状皮丘；接种１周后皮丘渐渐被吸收，观察
裸鼠接种部位成瘤情况。

１２３　ＧＰＥＲ特异性抑制剂 Ｇ１５对 Ｅ２刺激乳腺
癌细胞增殖能力的影响　以 Ｐ１３乳腺癌细胞为研
究细胞，以ＭＣＦ７细胞作为阳性对照细胞，将２种
细胞培养分为 Ｇ１５抑制组和 Ｅ２刺激组，Ｇ１５抑制
组细胞先用１０μｍｏｌ／ＬＧ１５预处理１ｈ，两组细胞
加入５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激２４ｈ，采用平板克隆形成
实验观察２组细胞增殖水平的变化。平板克隆形
成实验，将细胞转化细胞、ＭＣＦ７细胞分别接种于
６ｃｍ皿中，使细胞分散均匀，置培养箱中培养 １
周；当培养皿中出现大于２０个细胞的克隆数时终
止培养，弃去上清液，用 ＰＢＳ小心浸洗３次，４％甲
醛固定细胞，弃去固定液；加适量０１％结晶紫染
色液，然后用流水缓慢洗去染色液，空气干燥，计数

克隆，克隆形成率 ＝（克隆数 ÷接种细胞数）×
１００％，将对照组数据设为１００％。
１３　统计学方法

使用 ＳＰＳＳ１１９统计软件进行数据分析。数
据以均数±标准差表示。两独立样本组间分析采
用配对 ｔ检验。Ｐ＜００５表示差异具有统计学意
义。

２　结果

２１　Ｅ２诱导ＭＣＦ１０Ａ恶性转化的细胞模型建立
Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞形态分别用 ＤＭＳＯ和

Ｅ２刺激正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ，每周传代１
～２次，连续刺激至 Ｐ１３时在显微镜下观察，发现
与ＤＭＳＯ组比较，Ｅ２处理组细胞接触抑制消失，细
胞胞体变大，出现克隆小球见图１。Ｅ２诱导 ＭＣＦ
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１０Ａ细胞在裸鼠体内成瘤将 ＤＭＳＯ处理的 Ｐ１３细
胞和 Ｅ２处理的 Ｐ１３细胞分别接种在裸鼠乳房垫
上，接种１周后观察裸鼠接种部位成瘤情况。成瘤
实验显示，ＤＭＳＯ处理组 Ｐ１３注射处无肿块形成
（０／５），而 Ｅ２处理组 Ｐ１３注射处有肿块形成（７／
１０）见图２。
２２　Ｅ２刺激组和Ｇ１５抑制组细胞增殖能力

平板克隆形成实验中发现，与 ＤＭＳＯ组相比，
Ｅ２组细胞克隆率明显增加，转化细胞增加（５９７３
±７３７）％、ＭＣＦ７细胞组增加（６３７２±２０７）％，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１），见图３。与 Ｅ２组
相比，Ｇ１５抑制组细胞克隆形成率明显减少，ＭＣＦ
１０Ａ转化细胞减少了（５２６７±４５１）％（Ｐ＜
００１）、ＭＣＦ７细胞减少了（４３７８±５６６）％（Ｐ＜
００５），差异有统计学意义，见图４。

图１　ＭＣＦ１０Ａ细胞形态变化（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＭＣＦ１０Ａｃｅｌｌｓ

注：Ａ为ＤＭＳＯＰ１３裸鼠未成瘤，Ｂ为Ｅ２Ｐ１３裸鼠成瘤

图２　恶性转化细胞在裸鼠体内成瘤
Ｆｉｇ．２　Ｍａｌｉｇｎａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｂｅｃｏｍｅｔｕｍｏｒｏｕｓ

ｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

３　讨论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，发病率占女

性恶性肿瘤之首，每年全世界约有１３０万人被诊断
为乳腺癌，近４０万人死于该病，目前，全世界乳腺
癌发病率正在以每年３％的速度快速递增，患者群
也日趋年轻化［１２－１３］。乳腺癌严重危害着女性的身

形健康，因此探寻预防、治疗乳腺癌的有效方法是

（１）与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　Ｅ２促进转化细胞的增殖能力（平板克隆形成实验）
Ｆｉｇ．３　Ｅ２ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ

７２６
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（１）与Ｆ２组比较，Ｐ＜０．０５

图４　Ｇ１５抑制Ｅ２刺激转化细胞的增殖能力（平板克隆实验）
Ｆｉｇ．４　Ｇ１５ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＥ２ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ

当务之急。有研究认为，Ｅ２信号通路可激活相关
基因来刺激乳腺细胞不断增殖，增加 ＤＮＡ复制错
误率，产生基因损伤或突变，从而引发细胞的恶性

转化并最终导致肿瘤的发生［１４］。也有研究发现

Ｅ２可引起乳腺正常细胞的恶性转化，而乳腺上皮
细胞的恶性转变是乳腺肿瘤发生的主要原因［１５］。

已经证实Ｅ２能够刺激乳腺上皮细胞增殖，促进导
管延伸和形态发生变化［１６］。本研究采用 Ｅ２连续
刺激乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ至１３代，发现细胞形
态发生明显变化：接触抑制消失，细胞胞体变大，出

现克隆小球；并且在裸鼠体内能够成瘤，提示 Ｅ２
诱导乳腺正常细胞恶性转化的细胞模型成功建立。

ＭＣＦ７是常用的乳腺癌细胞系，在 Ｅ２的作用
下能够增加其增殖、迁移、侵袭等能力，促进乳腺癌

的恶性进展。目前关于乳腺癌离体研究多采用细

胞系进行，本实验采用自制的Ｐ１３代恶性转化细胞
为研究对象，同时以 ＭＣＦ７细胞为对照，研究 Ｅ２
对转化细胞增殖的影响及 ＧＰＥＲ是否参与其中。
Ｅ２通过特异性结合并激活其受体进行信号传递，
广泛调控机体的各种生物学功能。Ｅ２与 ＥＲα、
ＥＲβ结合后，启动特异基因的转录和翻译、合成功
能蛋白质，从而诱导多种生物学效应［１７］。人们发

现ＥＲα、ＥＲβ并不足以解释雌激素诱导的所有生
物学效应。新型雌激素受体 ＧＰＥＲ除了可促进乳
腺发育作用之外，还能促进乳腺癌细胞增殖，体外

研究已经证明ＧＰＥＲ可以调节乳腺癌细胞增殖，但

其作用机制仍然不清楚［１８］。细胞过度增殖是肿瘤

发生和发展的关键因素。在卵巢癌细胞系中发现，

Ｅ２可增加细胞侵袭能力，并且上调基质金属蛋白
酶９（ＭＭＰ９），靶向敲低ＧＰＥＲ可抑制卵巢癌细胞
的迁移和侵袭能力，同时降低ＭＭＰ９表达活性，说
明ＧＰＥＲ通过增加ＭＭＰ９的表达来促进卵巢癌细
胞的迁移和侵袭，ＧＰＥＲ在卵巢癌进展中起重要作
用［１９］。目前，ＧＰＥＲ在乳腺癌中的作用现在还存
在争议，有研究发现ＧＰＥＲ对 ＥＲ阳性乳腺癌细胞
系和ＥＲ阴性乳腺癌细胞系起抑制增殖作用［２０］；

而同样是这两个细胞系，又有研究发现 ＧＰＥＲ对
ＥＲ阳性细胞系的增殖起到抑制作用，对 ＥＲ阴性
细胞系的增殖却是促进作用［２１］。为此，本实验采

用ＧＰＥＲ特异性抑制剂 Ｇ１５预处理转化细胞和
ＭＣＦ７细胞，发现Ｇ１５均能够抑制 Ｅ２刺激的转化
细胞和 ＭＣＦ７细胞的增殖效应，提示 ＧＰＥＲ参与
介导转化细胞的增殖效应。这为肿瘤的防治提供

了新思路。
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