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钙蛋白酶２介导雌激素调控乳腺肿瘤细胞 ＧＲＥＢ１基
因表达
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［摘　要］目的：探讨钙蛋白酶２（ＣＡＮＰ２）对１７β雌二醇（Ｅ２）刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞增殖能力、ＧＲＥＢ１基因
表达的影响及其机制。方法：以乳腺癌 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞为研究模型，乳腺癌 ＭＣＦ７细胞为阳性对照，采用
Ｅ２（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激２种细胞２４ｈ后，平板克隆方法观察细胞的增殖能力；以０１％的二甲亚砜（ＤＭＳＯ）刺激
ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ７细胞作为阴性对照组，以ＣＡＮＰ抑制剂Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ（Ｃａｌｐ）预处理２刺激的ＭＣＦ１０Ａ转化细胞１ｈ
或ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２转染２刺激的 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞沉默基因表达，同时设立 Ｅ２对照组和转染空载体 Ｅ２对照
组，采用ｑＲＴＰＣＲ检测细胞中ＧＲＥＢ１基因表达水平，平板克隆方法观察细胞的增殖能力。结果：与阴性对照比
较，Ｅ２能上调ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和ＭＣＦ７细胞中ＧＲＥＢ１基因表达（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；与Ｅ２对照组比较，Ｃａｌ
ｐｅｐｔｉｎ能抑制Ｅ２上调ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和ＭＣＦ７细胞的 ＧＲＥＢ１基因表达，并促进细胞的增殖（Ｐ＜００１）；与
转染空载体Ｅ２对照组相比，ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２基因沉默能使ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和ＭＣＦ７细胞增殖能力减弱（Ｐ＜
００１），并抑制 Ｅ２刺激的 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞中 ＧＲＥＢ１表达的上调（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。结论：可能通过
ＣＡＮＰ２Ｅ２诱导恶性转化乳腺上皮细胞ＧＲＥＢ１基因的表达和细胞生长。
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　　雌激素（ｅｓｔｒｏｇｅｎ，Ｅ２）是女性性荷尔蒙家族成
员，也是类固醇激素类，在体内有着非常广泛的作

用［１］。研究显示，Ｅ２在乳腺癌的发生和发展过程
中有着重要的促进作用，可促进乳腺癌的恶性演

进［２－３］。新型雌激素调节基因（ｇｒｏｗｔｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ１，ＧＲＥＢ１）已被证实是 Ｅ２
依赖性乳腺癌的靶基因，属于早期应答基因，是Ｅ２
刺激乳腺癌细胞生长的关键调节因子［４］。研究发

现，ＧＲＥＢ１是Ｅ２诱导肿瘤进展的靶向基因，在肿
瘤进展中有促增殖作用［５－６］，Ｅ２可通过 ｍｉＲ２６新
型靶基因ＧＲＥＢ１参与调节Ｅ２促进的细胞增殖［７］。

已经确定ＧＲＥＢ１是ＥＲ共激活因子，在一半的 ＥＲ
（＋）原发性乳腺癌中，ＧＲＥＢ１与 ＥＲ可相互作
用［８］。Ｃｈａｎｄ等［９］发现ＬＲＨ１可调节乳腺癌细胞
中Ｅ２对ＧＲＥＢ１基因的表达，敲除 ＧＲＥＢ１基因能
降低癌细胞体外增殖率、提高体内移植癌细胞的小

鼠存活时间［８］。钙激活中性蛋白酶（ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ，ＣＡＮＰ）属于 Ｃａ２＋依赖性的
半胱氨酸蛋白酶水解家族，是ＧＰＥＲ重要的下游信
号分子［１０－１１］。本课题组前期研究表明，Ｅ２可上调
并激活 ＣＡＮＰ，从而影响乳腺癌细胞的增殖［１１］；乳

腺上皮细胞发生转化后，常常伴有钙蛋白酶 ＣＡＮＰ
的活性增强［１２］，对ＣＡＮＰ是否参与Ｅ２刺激肿瘤细
胞 ＧＲＥＢ１基因表达上调，目前尚未见文献报道。
本研究采用 Ｅ２刺激 ＭＣＦ１０Ａ细胞转化，再采用
ＣＡＮＰ抑制剂 Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ或 ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２沉默
ＣＡＮＰ基因表达后，观察 ＧＲＥＢ１基因的表达水平
和细胞增殖能力的变化。

１　材料与方法

１１　实验细胞、试剂
ＭＣＦ１０Ａ转化细胞为本研究组制备，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及ＣＡＮＰ抑制剂Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ｓｈＲＮＡ干扰慢病毒购自上海
吉玛公司，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，ＲＴＰＣＲ试剂
盒购自美国 ＴａｋａｒａＢｉｏ公司。ＧＲＥＢ１的上游引物
序列（２１ｂｐ）为５′ＣＴＧＴＡＣＣＡＣＡＧＡＣＧＧＧＴＴＴＴＧ
３′，下游引物序列（２１ｂｐ）为５′ＴＴＣＣＧＴＧＡＡＧＴＡＡ
ＣＡＧＡＡＧＣＣ３′，ＧＡＰＤＨ上游引物序列（２１ｂｐ）为
５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′，下游引物序
列（２３ｂｐ）为 ５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ
３′，均由ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。
１２　方法　
１２１　ＭＣＦ１０Ａ转化细胞　ＭＣＦ１０Ａ细胞培养
于Ｆ１２完全培养液（１０％马血清、１０μｇ／Ｌ霍乱毒
素、１０ｍｇ／胰岛素、５０μｇ／Ｌ氢化可的松、２０μｇ／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（１０％胎牛血清、
１％青／链霉素），培养条件为３７℃、潮湿环境、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　ｓｈＲＮＡ转染敲减 ＣＡＮＰ２表达　转染前
１ｄ，将５×１０４个／孔的ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和ＭＣＦ
７细胞铺至 ２４孔板，每孔加入 ５００μＬ完全培养
基，待细胞贴壁，加入稀释液、Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（５ｍｇ／Ｌ）
和慢病毒原液到每孔中，２４ｈ后更换新的完全培
养基，加入Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ进行筛选２４ｈ。待细胞达到
检测满度进行ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率。
１２３　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ或 ｓｈＲＮＡ转染对 Ｅ２刺激乳腺
癌细胞增殖能力的影响　以ＭＣＦ１０Ａ转化细胞为
研究细胞，以ＭＣＦ７细胞作为阳性对照细胞，将２种
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细胞先用Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ或 ｓｈ
ＲＮＡ转染敲减ＣＡＮＰ２的表达，２组细胞再加入 Ｅ２
（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激２４ｈ，采用平板克隆形成实验观
察细胞增殖水平的变化。具体操作为：将 ２００个
ＭＣＦ１０Ａ转化细胞、３００个 ＭＣＦ７细胞分别接种
于直径６ｃｍ培养皿中，使细胞分散均匀，细胞培养
箱中培养１周；当培养皿中出现 ＞２０个细胞克隆
数时终止培养，弃去旧培养液，用 ＰＢＳ小心浸洗３
次，４％甲醛固定，适量０１％结晶紫染色液染色，
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％，再
将对照组数据设为１００％，实验组得到相应百分数
数据即为克隆形成率。

１２４　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ或 ｓｈＲＮＡ转染对 Ｅ２刺激乳腺
癌细胞 ＧＲＥＢ１基因表达的影响　以 ＭＣＦ１０Ａ转
化细胞为研究细胞，以 ＭＣＦ７细胞作为阳性对照
细胞，将２种细胞先用 Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处
理１ｈ或ｓｈＲＮＡ转染敲减 ＣＡＮＰ２的表达，２组细
胞再加入Ｅ２（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激２４ｈ，采用荧光实时
定量 ＰＣＲ实验观察细胞 ＧＲＥＢ１基因表达水平的
变化。具体操作为：细胞处理２４ｈ后，用０２５％胰
蛋白酶消化细胞，离心并用 ＰＢＳ洗 １次，弃上清
液，每只离心管加１ｍＬ的Ｔｒｉｚｏｌ，混匀后－８０℃保
存，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取各组总 ＲＮＡ，沉淀用
ＲｎａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ溶解，并检测 Ａ２６０／Ａ２８０处 ＯＤ
值，判断ＲＮＡ的纯度、计算ＲＮＡ浓度；按 ｃＤＮＡ第

１链合成试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增体系
为２０μＬ，各组分见表１。扩增反应程序为：９５℃
时进行预变性３０ｓ，９５℃时变性５ｓ，共４０个循
环，温度到达 ６０℃时退火 ３１ｓ，９５℃延伸 １５ｓ，
６０℃ ６０ｓ，９５℃ １５ｓ。结果用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
６０２软件处理。ＰＣＲ扩增体系：用９６孔板，每孔
按照２０μＬ。将所得的 ｃＤＮＡ产物与配置的 ＰＣＲ
反应液（反应液的配制应在冰上进行）进行扩增。

扩增反应程序为：９５℃时进行预变性３０ｓ，９５℃
时变性 ５ｓ，共 ４０个循环，温度到达 ６０℃时退火
３１ｓ，９５℃延伸１５ｓ，６０℃ ６０ｓ，９５℃ １５ｓ。结果
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０２软件处理。
１３　统计学处理

实验数据采用ＳＰＳＳ１３０统计软件进行统计，
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０２软件进行统计制图，结果
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两独立样本组间分析
采用配对ｔ检验。Ｐ＜００５为具有统计学意义。

２　结果

２１　Ｅ２刺激细胞ＧＲＥＢ１基因表达上调
结果如图１所示，与ＤＭＳＯ组比较，Ｅ２可刺激

ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和 ＭＣＦ７细胞 ＧＲＥＢ１基因表
达上调，表达分别增加（１１４０４±７２８）％、（５２０２
±５３９）％，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

（１）与ＤＭＳＤ组比较，Ｐ＜００５

图１　Ｅ２刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞ＧＲＥＢ１基因表达上调（ＭＣＦ７为阳性对照）
Ｆｉｇ．１　Ｅ２ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＲＥＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ１０Ａｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ

（ＭＣＦ７ａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）

２２　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ对 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞增殖能力及
ＧＲＥＢ１基因表达的影响
２２１　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制Ｅ２刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞
增殖能力　如图２所示，Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ（１０μｍｏｌ／Ｌ）预

处理可明显抑制 Ｅ２刺激 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和
ＭＣＦ７细胞的克隆形成率，分别降低了（５７８０±
８６２）％和（８３４８±６０７）％，与 Ｅ２刺激组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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（１）与Ｅ２组比较，Ｐ＜００５

图２　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制Ｅ２刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞增殖能力
Ｆｉｇ．２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｏｆＣａｌｐｅｐｔｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ１０ＡｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＥ２

２２２　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制Ｅ２刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞
ＧＲＥＢ１基因表达　如图３所示，Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ预处理
可明显抑制Ｅ２刺激 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞和 ＭＣＦ７

细胞ＧＲＥＢ１基因的表达上调，与对照组相比，基因
表达降低了（７６１２±７７９）和（４６３９±７０２）％，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

（１）与Ｅ２组比较，Ｐ＜００５

图３　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制Ｅ２刺激ＭＣＦ１０Ａ转化细胞ＧＲＥＢ１基因表达
Ｆｉｇ．３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｏｆＣａｌｐｅｐｔｉｎｏｎｔｈｅＧＲＥＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＦ１０ＡｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＥ２

２３　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２对ＭＣＦ１０Ａ转化细胞增殖能
力及ＧＲＥＢ１基因表达的影响
２３１　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２转染抑制 Ｅ２刺激的 ＭＣＦ
１０Ａ转化细胞增殖能力　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２转染后，
Ｅ２刺激的 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞中 ＣＡＮＰ２蛋白表达
抑制率约７０％；平板克隆实验显示，与 ＮＣ空载对
照组相比，ＣＡＮＰ２敲减组 ＭＣＦ１０Ａ转化细胞克隆
形成率较 ＮＣ空载对照组降低（６８３３±９２３）％，
阳性对照乳腺癌 ＭＣＦ７细胞克隆形成率较 ＮＣ空
载对照组降低（６１３８±４１１）％，与 ＮＣ空载对照
组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；见图４。
２３２　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２转染抑制 Ｅ２刺激的 ＭＣＦ

１０Ａ转化细胞 ＧＲＥＢ１基因上调　如图５所示，在
ＭＣＦ１０Ａ转化细胞或 ＭＣＦ７细胞中敲减 ＣＡＮＰ２
基因表达可以抑制 Ｅ２刺激的 ＧＲＥＢ１表达上调，
ＭＣＦ１０Ａ转化细胞较对照组降低了（６２３５±
６２０）％，ＭＣＦ７细胞较对照组降低了（４１６１±
３７６）％，与对照组相比，差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５）。

３　讨论

Ｅ２通过刺激增殖细胞核抗原（ＰＮＣＡ）／增殖相
关抗原 Ｋｉ６７的表达来增强乳腺癌细胞的增殖能
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（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图４　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２抑制Ｅ２刺激的ＭＣＦ１０Ａ转化细胞增殖能力
Ｆｉｇ．４　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｏｆｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ１０ＡｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＥ２

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图５　ｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２抑制Ｅ２刺激的ＭＣＦ１０Ａ转化细胞ＧＲＥＢ１基因表达上调
Ｆｉｇ．５　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｏｆｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２ｏｎｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＲＥＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＦ１０Ａ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＥ２
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力［１５］，对于Ｅ２促进肿瘤细胞增殖的相关分子，研
究者用微阵列分析鉴定了卵巢癌中１９７个Ｅ２上调
基因和５５个Ｅ２下调基因，发现在上调基因中表达
最明显的就是 ＧＲＥＢ１基因，它可能是肿瘤促进因
子和Ｅ２刺激肿瘤生长的潜在介质［５］。在人卵巢

癌小鼠模型中，Ｅ２处理组的 ＧＲＥＢ１基因表达上
调，表明ＧＲＥＢ１在人卵巢肿瘤进展中发挥作用［５］；

Ｅ２能够促进乳腺癌细胞增殖以及促进乳腺细胞增
殖相关的基因 ＧＲＥＢ１表达上调，在乳腺癌细胞中
敲除ＧＲＥＢ１基因，发现细胞在琼脂糖中生长速度
减慢［６－１０，１６］。还有研究发现，ＧＲＥＢ１不仅可以和
ＥＲ相互作用，在前列腺癌组织和细胞中，ＧＲＥＢ１
参与前列腺癌细胞的增殖作用，雄激素可以抑制

ＧＲＥＢ１基因表达从而阻断雄激素诱导生长的作
用［１１－１４，１７］。本研究采用转化细胞进行 ＰＣＲ实验，
发现与对照组相比，Ｅ２上调转化细胞、ＭＣＦ７细胞
ＧＲＥＢ１基因表达，提示 Ｅ２上调转化细胞 ＧＲＥＢ１
基因表达。

ＣＡＮＰ属于Ｃａ２＋依赖性的半胱氨酸蛋白酶水
解家族。ＣＡＮＰ在细胞增殖、迁移、信号传导等方
面发挥作用［１８］。ＣＡＮＰ可通过对蛋白进行剪切修
饰，从而参与调控多种蛋白的生物学活性，在细胞

骨架重构、神经发育、细胞周期调控与凋亡、细胞信

号转导等生理过程中有重要作用。本课题组前期

研究发现，Ｅ２诱导的转化细胞出现明显 ＦＡＫ蛋白
剪切，Ｃａｌｐ可阻断Ｅ２诱导转化细胞迁移和ＦＡＫ蛋
白剪切［１２］，且在乳腺癌细胞和组织中，ＣＡＮＰ激活
后能够引起ＦＡＫ和周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎＥ）出现蛋白
剪切 ［１１，１８］，提示在乳腺上皮转化细胞存在活跃的

Ｅ２ＣＡＮＰＦＡＫ信号活动。然而 ＣＡＮＰ是否介导
Ｅ２刺激ＧＲＥＢ１基因表达上调，目前尚未有相关报
道。本实验用Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ预处理转化细胞，发现 Ｅ２
诱导的ＧＲＥＢ１基因表达上调及细胞增殖受到明显
抑制；在 ＭＣＦ７细胞也观察到相似结果。已知
ＣＡＮＰ有１６种亚型，其中 Ｃａｌｐａｉｎ１和 Ｃａｌｐａｉｎ２是
最主要的同工酶［１９］。Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ可抑制 ＣＡＮＰ１和
ＣＡＮＰ２，有文献报道，Ｅ２通过上调 ＣＡＮＰ１基因能
够激活ＣＡＮＰ，从而促进激素敏感性乳腺癌恶性演
进［１８］。而ＣＡＮＰ２在 ＭＡＰＫ的介导下可以调节导
管癌细胞迁移［２０］，然而在乳腺癌细胞，Ｅ２是否可
通过其下游的 ＣＡＮＰ２来调控 ＧＲＥＢ１基因表达和
细胞增殖，目前还未见文献报道，本研究采用 ｓｈＲ
ＮＡＣＡＮＰ２转染敲减转化细胞 ＣＡＮＰ２表达，发现
Ｅ２刺激转化细胞和 ＭＣＦ７细胞 ＧＲＥＢ１基因表达

上调和细胞增殖受到明显抑制。

综上，本研究采用 Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制或 ｓｈＲＮＡ
ＣＡＮＰ２转染敲减转化细胞 ＣＡＮＰ２表达，发现 Ｅ２
刺激转化细胞和 ＭＣＦ７细胞 ＧＲＥＢ１基因表达上
调和细胞增殖受到明显抑制，推测 ＣＡＮＰ２介导了
Ｅ２刺激的乳腺肿瘤细胞ＧＲＥＢ１基因表达上调和细
胞增殖。这为抑制肿瘤恶性进展，提供了新思路。
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