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雌激素和三苯氧胺对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞 Ａｋｔ
表达的影响及其意义

王秀玲１，益莉娜１，丁佩芬１，邹珏１，洪月琳２，郑唯强３

（上海市第七人民医院 １．病理科２．外科，上海 ２００１３７；３．第二军医大学长海医院 病理科，上海２００４３３）

　　摘要：为探讨雌激素和三苯氧胺对乳腺癌细胞 Ａｋｔ表达的影响。作者采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组
化法检测上述两种药物作用下 Ａｋｔ的表达。结果示，三苯氧胺作用后 Ａｋｔ的表达明显高于对照组和雌

激素组，以后者的表达为最低。提示：Ａｋｔ的激活状态可能是乳腺癌内分泌治疗中产生耐受的重要机

制之一，其有可能作为治疗的新靶点。
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　　Ａｋｔ信号传导途径在肿瘤形成过程中起着关

键的信号调节作用，它与肿瘤细胞的增殖、凋亡

的抑制、端粒酶活性的增强、间质新生血管的形

成以及肿瘤细胞的侵袭和转移能力密切相关［１］。

然而，它与乳腺癌雌激素受体（ＥＲ）激活或抑制

后的信号传导通路之间的关系研究较少。作者拟

通过检测 ＥＲ阳性的 ＭＣＦ７细胞在 ＥＲ激活和抑

制状态下 Ａｋｔ的表达，初步探索两者之间的关系。

１　材料和方法

１．１　试剂和细胞培养

ＥＲ阳性、表达野生型 ｐ５３的 ＭＣＦ７乳腺癌

细胞株由第二军医大学肿瘤研究所提供。培养试

剂 ＤＭＥＭ，ＨＥＰＥＳ，胎牛血清和胰蛋白酶为美国

Ｇｉｂｃｏ公司产品。雌激素（Ｅ２）为上海信谊药业公

司生产，分子质量为２６８．３６，将其溶于７５％乙醇

中，用三蒸馏水稀释成浓度为 ４～１０ｍｏｌ／Ｌ的储

存液。三苯氧胺（ＴＡＭ）为上海复旦复华药业公

司生产，分子质量为 ５６３．６５，溶于无水乙醇中，

稀释成浓度为 ３～１０ｍｏｌ／Ｌ的储存液。将两种储

存液置于冰箱备用。细胞培养按常规方法进行。

每日观察细胞生长情况，贴壁 ３～５ｄ天传代

１次。传代用 ０．２５％胰酶 和 ０．０２％ ＥＤＴＡ。

１．２　实验方法

１．２．１　实验分组　将实验细胞分成：（１）空白

对照组（仅加培养液）；（２）溶剂对照组（加 １０％

乙醇）；（３）加 Ｅ２组；（４）ＴＡＭ组。

１．２．２　噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法测细胞存活率

（ＣＳ）　取对数生长期细胞，胰酶消化，吹打成单

细胞悬液，计数后接种于９６孔板，每孔２００μＬ约

１０４个细胞，各组加入相应溶液后于 ３７℃，５％

ＣＯ２孵箱内过夜，待细胞贴壁。培养 ７２ｈ后，每

孔加 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液 ２０μＬ并培养 ４ｈ至孔内

出现蓝色结晶。加 ０．０４Ｎ盐酸异丙醇 １００μＬ／

孔，使沉淀溶解后在酶联免疫检测仪上以４９０ｎｍ

波长测定各孔光吸收值，然后换算成细胞存活率。

１．２．３　ＭＴＴ比色分析法筛选 Ｅ２及 ＴＡＭ最佳作

用浓度　培养液中加 １０％乙醇对细胞的生长无

明显影响（ＣＳ为 ２４％）。Ｅ２在 １０－８ｍｏｌ／Ｌ时，刺

激 ＭＣＦ７细胞生长的作用最显著（ＣＳ为 ５１％）；

ＴＡＭ在 １０－６ｍｏｌ／Ｌ的浓度时，抑制 ＭＣＦ７细胞生

长的作用最显著（ＣＳ为 １４％）。将培养液稀释

Ｅ２和 ＴＡＭ至 １０－８ｍｏｌ／Ｌ和 １０－６ｍｏｌ／Ｌ，并分别作

用于 ＭＣＦ７细胞，制备细胞爬片。
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１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析 Ａｋｔ的表达

　将各组细胞置入裂解缓冲液中 ４℃静置 ２４ｈ，

低温高速离心，提取上清液即为总蛋白。经电

泳、转印，５％正常小牛血清封闭，抗 Ａｋｔ抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）４℃下孵育 ２ｈ后再加二抗，ＤＡＢ显

色，结果经自动电泳凝胶成像分析仪采集，进行

条带的吸光度值（ＯＤ）测定。

１．２．５　免疫组织化学分析 Ａｋｔ的表达　取 ３个

直径为 ６ｃｍ的培养皿，各放 ２张盖玻片，待各组

细胞消化后接种于其中过夜。细胞贴壁后取出玻

片，磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，４％多聚甲醛固定，

梯度乙醇脱水干燥；用中性树胶黏附于载玻片

上，４３℃烘烤过夜，－２０℃保存。不同处理组在

同一条件下以 ＥｎＶｉｓｉｏｎ法进行染色。其 Ａｋｔ抗体

按 １∶２００稀释后作为工作浓度。染色后细胞浆

或细胞膜呈现棕黄色着色判定为阳性。所有玻片

在同一标准条件下，应用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学

图象分析系统（协和医科大学、北京航空航天大

学研制）测定其积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙ，

ＩＯＤ）值，所得的平均值为最终值。

１．３　统计学处理

数据采用（ｘ±ｓ）表示，统计检验采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＭＣＦ７细胞 Ａｋｔ的

表达

Ａｋｔ在 ＴＡＭ实验组的表达明显高于对照组和

Ｅ２实验组，而以 Ｅ２组的表达最低（附表）。

附表　两种方法检测各组ＭＣＦ７细胞Ａｋｔ的表达结果（ｘ±ｓ）

组别 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 免疫组化分析

空白对照 １．３９５４±０．０９７ １０８．２３±９．７２

溶剂对照 １．０６８９±０．０１８ ９９．０５±８．９４

Ｅ２ ０．７９２４±０．１９４ ８１．２３±９．７２１）

ＴＡＭ １．９３７５±０．１１６ １３７．７３±１２．４３１），２）

　　注：１）与对照组比较 Ｐ＜０．０５；２）与 Ｅ２组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　免疫组织化学分析
ＭＣＦ７细胞示棕黄色颗粒的 Ａｋｔ阳性表达主

要在细胞膜和部分胞质中。光镜下计数 ２００个
细胞，计算阳性细胞百分数，重复 ３次后取均值。
在各实验组中均可见有 Ａｋｔ的阳性着色，ＴＡＭ组
的表达强度高对照组和 Ｅ２组，对照组高于 Ｅ２组
（图 １－３）。免疫组织化学结果显示，ＴＡＭ组的
表达明显高于 ２个对照组而且 Ｅ２组的表达最
低，差异有统计学意义（附表）。

图１　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 Ａｋｔ的表达，
溶剂对照组 （ＥｎＶｉｓｉｏｎ×２００）

图２　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞经 Ｅ２处理后
Ａｋｔ的表达 （ＥｎＶｉｓｉｏｎ×２００）

图３　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞经 ＴＡＭ处理
后 Ａｋｔ的表达 （ＥｎＶｉｓｉｏｎ×２００）

３　讨　论

Ａｋｔ又称蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ），

是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，属于 ｃＡＭＰ依赖

的蛋白激酶 Ａ，蛋白激酶 Ｇ，蛋白激酶 Ｃ（ＡＧＣ）超

家族。它是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路中的关键分子，在促

进肿瘤细胞的生长、增殖、抑制细胞凋亡、促使细

胞侵袭和转移、促进血管生成、抵抗化疗和放疗

中细胞的凋亡等方面起着重要作用［２］。其作用机

制主要通过以下途径：（１）经 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ
途 径［３］；（２）Ａｋｔ磷 酸 化 Ｐ２１Ｃｉｐ１／ＷＡＦ１［４］；
（３）Ａｋｔ磷 酸 化 ＧＳＫ３（糖 原 合 成 激 酶 －３）［５］；

（４）Ａｋｔ磷 酸 化 Ｆｏｘｏ 家 族 的 ＦＫＨＲ，ＦＫＨＲＬ１，
ＡＦＸ［６］；（５）Ａｋｔ磷酸化 ＰＤＥ３Ｂ等［７］。可见其对

细胞的作用并非直接受 ＥＲ的调控。本研究发
现，雌激素对 Ａｋｔ表达的作用最低。文献［１］报道，

雌激素对 Ａｋｔ的激活作用须依赖于 ＥｒｂＢ２的信号

途径，而 ＭＣＦ７为 ＥｒｂＢ２表达阴性的细胞；相反，

８９１１
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ＴＡＭ对 Ａｋｔ具有明显的激活作用。此现象值得推
敲。ＴＡＭ是一种非甾体类抗雌激素药物，广泛应
用于雌激素依赖性乳腺肿瘤的治疗［８］；可加速 ＥＲ
阳性细胞的死亡，减少乳腺癌的复发与病死率。

一般认为，ＴＡＭ通过与雌激素竞争 ＥＲ，从而实现
其抗雌激素作用［９］。有报道［１０］ＴＡＭ 的作用与抑
制 ＭＣＦ７细胞生长、细胞形态学特异性改变和细
胞凋亡密切相关。转化生长因子（ＴＧＦβ１）可能
是 ＴＡＭ诱导细胞凋亡的中介介质［１１］。结合本研

究，推测 ＴＡＭ可能是通过另一种信号途径而实
现。Ｃｌａｒｋ等［１２］发现，化疗药物和 ＴＡＭ均能显著
激活 ＰＩ３Ｋ途径，从而提高活化的 Ａｋｔ水平，导致
乳腺癌细胞对化疗药物和 ＴＡＭ的作用产生拮抗。
这种现象也可能解释临床上有部分乳腺癌患者

对内分泌治疗产生抵抗的原因［１３］。另外，乳腺癌

的 Ａｋｔ过表达也能通过 ＩＶ型胶原蛋白上调整合
素 β１，从而增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力［１４］。

因此，了解 Ａｋｔ的信号通路在乳腺癌发生发
展中的作用及肿瘤对内分泌治疗产生耐受的机

制，有可能为肿瘤的基因治疗、抗肿瘤药物的开

发提供新的思路。
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ｏｆｔａｍｏｘｉｆｅｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２００７，３１
（３）：５５７－５６５．
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［１４］郑唯强，郑建明，卢建，等．成束蛋白在乳癌的表达及
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