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摘　要：前期研究发现天然雌激素Ｅ２可以弱化一种常见雌激素类污染物双酚Ａ的活性，为探讨这一现象的
机制，利用人体乳腺癌细胞ＭＣＦ７，从细胞周期、雌激素受体途径、ＭＡＰＫｓ信号途径进行实验．结果表明：Ｅ２
可诱导ＤＮＡ合成期细胞显著增高，抑制受体蛋白表达，提高ＥＲＫ蛋白的表达，进而激活多种转录因子；双酚
Ａ显著抑制受体蛋白表达，对ＭＡＰＫｓ信号通路基本没有影响，可同时提高 ＤＮＡ分裂期与间歇期细胞比例；
两者联合后活化了受体途径和ＥＲＫ途径，促进Ｃｆｏｓ的转录表达，激活ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白，增加Ｓ期及Ｇ２期细胞
比例．Ｅ２弱化双酚Ａ的可能机制为Ｃｍｙｃ蛋白表达下降．
关键词：雌二醇；双酚Ａ；雌激素活性；Ｃｍｙｃ蛋白表达；细胞周期
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　　内分泌干扰物（ＥＤＣｓ）可致人体内分泌失调，
引发多种疾病，还会对后代带来不良影响．双酚Ａ
是典型的雌激素类 ＥＤＣｓ，可严重干扰内分泌系
统，威胁着胎儿和儿童的健康．欧盟认为双酚 Ａ

会诱发性早熟，从２０１１年３月２日起，禁止生产
含双酚 Ａ的婴儿奶瓶．在我国北京、上海、深圳、
杭州等大中城市饮用水水源中均发现了一定浓度

的双酚 Ａ［１］，其雌激素活性的有效控制引起广泛
关注．雌二醇（Ｅ２）是人体天然雌激素的代表物
质．前期研究发现 Ｅ２与双酚 Ａ共存时可以弱化
双酚Ａ的雌激素活性［２］．这一现象对于控制双酚
Ａ对人体尤其是女性的毒害作用具有重要意义．
本文将深入研究这一现象发生的可能机制．



１　实　验
所用乳腺癌 ＭＣＦ７细胞为实验室自行培养．

双酚Ａ、Ｅ２、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、抑肽酶 Ａ、亮抑
肽酶、色胺酸等购自美国Ｓｉｇｍａ公司．丙烯酰胺、甲
叉双丙烯酰胺、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）购自美国
Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司．其他材料为国产分析纯试剂．实验
中双酚Ａ、Ｅ２浓度分别为１０－８、１０－１２ｍｏｌ／Ｌ．所用主
要设备包括ＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）、ＤＹＹ－６Ｂ电泳仪（北京市六一仪
器厂）、蛋白质电泳及Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交转膜系统（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）、ＬＳＭＭｅｔａ５１０激光共聚焦仪（Ｚｅｉｓｓ公司）、
ＩＧＯ１５０二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司）．

采用流式细胞仪法测定细胞周期的变化［３］．
细胞增殖指数ＩＰ＝（ｎＳ＋ｎＧ２）／（ｎＧ１＋ｎＳ＋ｎＧ２）×
１００％，ｎＳ为ＤＮＡ合成期细胞数；ｎＧ１为第１间隙期
细胞数；ｎＧ２为第２间隙期细胞数．

采用 ＷＥＳＴＥＲＮＢＬＯＴ法测定乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞内雌激素受体 α蛋白，以及丝裂原活化蛋白
激酶（ＭＡＰＫ）信号转导通路相关蛋白．该方法可
检测到低至１０～１００ｐｇ的环境雌激素的干扰效
应［４］．蛋白样品制备、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、Ｌｏｗｒｙ法测
定蛋白含量、免疫反应、化学发光、显影、定影等均

参照分子生物学蛋白检测方法［５］．以 βＴｕｂｌｉｎ蛋
白作为内参照，对目的蛋白表达量进行校正．

采用 ＲＴＰＣＲ法测定 ＥＤＣｓ干扰效应相关的
转录因子Ｃｆｏｓ、Ｃｊｕｎ．步骤如下：细胞培养、ＲＮＡ
抽提、分离、沉淀、洗脱、再溶解、定量、逆转录

（ＲＴ）、聚合酶链式反应、电泳鉴定［５］．

２　结果与讨论
２．１　对细胞周期的影响

细胞分裂复制的过程称为细胞周期．整个细
胞周期被划分为 Ｇ１→Ｓ→Ｇ２→Ｍ→Ｇ１，其中最具
特征性的阶段是Ｓ期（ＤＮＡ合成期），经过短暂间
隙（Ｇ２），进入有丝分裂期（Ｍ期），再经过短暂间
隙（Ｇ１），开始下一个周期．一旦调控系统发生故
障，细胞就会过度增殖导致癌症［６］．

从表１可以看出，Ｅ２、双酚Ａ及混合物均可改变
ＭＣＦ７细胞周期，提高增殖指数ＩＰ．Ｅ２使Ｓ期细胞
比例由２５１％增加到３４２％，提高了９１％，由于细
胞在Ｓ期发生ＤＮＡ合成，Ｓ期比例提高说明ＤＮＡ合
成增加．双酚Ａ也可提高Ｓ期细胞比例，但效果较
Ｅ２弱．而二者混合后，Ｓ期细胞提高比例进一步降
低．此外，双酚 Ａ还可诱导 Ｇ２期细胞比例增加
５４％，而Ｅ２则降低了Ｇ２期细胞比例１３％．上述差

异表明，Ｅ２与双酚Ａ对ＭＣＦ７细胞的增殖机制不同．
表１　Ｅ２与双酚Ａ联合作用于ＭＣＦ７细胞的周期变化 ％

样品 Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ＩＰ
对照样 ６９６ ２５１ ５．４ ３０４
Ｅ２ ６１７ ３４２ ４１ ３８３
双酚Ａ ５７３ ３２１ １０７ ４２７
混合物 ６０３ ３１９ ７８ ３９７

２２　蛋白表达
蛋白表达如图１所示．显然，空白组 ＥＲα蛋

白表达良好，ＥＲＫ系列蛋白表达较低，ＪＮＫ系列
蛋白与ｐ３８表达极弱，Ｃｍｙｃ几乎不表达．各实验
组的蛋白表达详细分析见下文．
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图１　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞内蛋白表达的影响

２３　雌激素受体蛋白表达
ＥＤＣｓ干扰内分泌系统的传统途径是与雌激

素受体（ＥＲ）结合，从而使天然雌激素不能有效结
合ＥＲ．在 ＭＣＦ７细胞中最重要的 ＥＲ是 ＥＲα蛋
白［７］，因此，ＥＤＣｓ发挥雌激素活性主要是与 ＥＲα
蛋白结合，使其不能正常表达，这是雌激素作用的

经典路径［８］．图 ２所示为 Ｅ２、双酚 Ａ、混合物对
ＥＲα蛋白的影响，Ｅ２对 ＥＲα蛋白的诱导能力最
强、双酚 Ａ最弱、混合物介于二者之间．图 ２表
明，Ｅ２、双酚Ａ、混合物均可通过经典路径———雌
激素受体途径发挥作用．
２４　ＭＡＰＫ信号转导通路研究

除了经典途径外，ＥＤＣｓ起作用的另一个重要
途径是干扰 ＭＡＰＫ信号转导通路．ＭＡＰＫｓ（丝裂
原活化蛋白激酶）是重要的信号传递者［９］，其种

类众多，最重要的有胞外信号调节蛋白激酶

（ＥＲＫ）、ｃｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）、ｐ３８等［１０］．
ＥＲＫ１／２信号通路是经典的 ＭＡＰＫ信号转导途
径．活化的ＥＲＫ１／２可磷酸化多种核转录因子，并
诱导Ｃｆｏｓ基因活化，增加Ｃｆｏｓ蛋白合成［１１］．

·９２·第４期 张光明，等：Ｅ２弱化双酚Ａ雌激素活性机制
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与溶剂对照组相比，ｂ表示Ｐ＜００１．

图２　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞ＥＲα蛋白的影响

　　图３所示为 Ｅ２、双酚 Ａ、混合物对 ＭＣＦ７细
胞内ＥＲＫ蛋白表达的影响．Ｅ２显著提高了 ＥＲＫ
蛋白的表达，双酚 Ａ基本没有影响，混合物效果
略低于Ｅ２．图４所示为三者对活化后的ＥＲＫ———
ｐＥＲＫ蛋白的影响．溶剂对照组 ｐＥＲＫ蛋白不表
达，Ｅ２显著提高了 ｐＥＲＫ蛋白的表达量，而双酚
Ａ基本没有作用，混合物效果与 Ｅ２相当［１２］．图
３、４均表明，双酚Ａ对ＥＲＫ信号通路没有作用．
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图３　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞ＥＲＫ蛋白的影响
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图４　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞ｐＥＲＫ
蛋白的影响

　　图５所示为 Ｅ２、双酚 Ａ、混合物对另一个重
要ＭＡＰＫｓ———ＪＮＫ信号通路的影响．溶剂对照组
ＪＮＫ蛋白基本不表达，Ｅ２对其有一定增强作用，
双酚Ａ使其大量表达，而混合物对ＪＮＫ蛋白表达
的促进明显高于 Ｅ２或双酚 Ａ．但由图１可以看
出，ＪＮＫ蛋白的活化形式———ｐＪＮＫ蛋白在各种
条件下表达量都较低，表明 Ｅ２及 ＢＰＡ虽然刺激
了ＪＮＫ蛋白表达，但最终不能提高其活性，ＪＮＫ
通路并非其作用途径．
　　ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶是ＭＡＰＫｓ家族中的
一员，调控应激情况下的细胞增殖和凋亡［１３］．如图
６所示，Ｅ２能够诱导 ｐ３８蛋白的表达，而 ＢＰＡ使
ｐ３８蛋白的表达量下降，两者混合后对ｐ３８的诱导
介于两者之间．由于 ｐｐ３８蛋白不表达，判断 ｐ３８
在Ｅ２、ＢＰＡ及联合诱导增殖中不发挥作用．Ｃｍｙｃ
通过对靶基因的转录调节发挥其生物学效应［１４］．

如图７所示，溶剂组Ｃｍｙｃ蛋白不表达，Ｅ２显著诱
导其表达，双酚Ａ对其没有影响，而混合物的诱导
效应远远低于Ｅ２（００９２ｖｓ．００１７）．如此显著的降
低表明，Ｅ２与双酚Ａ混合后，雌激素效应降低的主
要机制是Ｃｍｙｃ蛋白表达受到了抑制．
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图５　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞ＪＮＫ蛋白的影响
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图６　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞ｐ３８蛋白的影响
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图７　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞Ｃｍｙｃ
蛋白的影响

　　如图８所示，Ｅ２能够诱导Ｃｆｏｓ基因的表达，
双酚Ａ对Ｃｆｏｓ基因基本没有影响，两者联合后
作用介于两者之间．如图９所示，Ｅ２、双酚Ａ、混合
物均可减弱Ｃｊｕｎ基因的表达，混合物效应略强，
但差别不大．
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图８　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞Ｃｆｏｓ基因的诱导
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图９　Ｅ２与双酚Ａ联合对ＭＣＦ７细胞
Ｃｊｕｎ基因的影响

　　如图１０、１１所示，Ｅ２、双酚Ａ、混合物均可诱导
Ｋｉ６７蛋白的表达且混合物表现出增强效应．Ｅ２显著
诱导ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达，双酚Ａ较Ｅ２弱很多，联合
后Ｅ２使双酚Ａ对ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的诱导增强．

!"#

!"$

%"&

%"'

%

!"#$ ($ )*+ ($,)*+

-
.
#
/
%

&
'

#
(

)
*

0

0

0

ｂ表示Ｐ＜００１．

图１０　Ｅ２与双酚Ａ联合对Ｋｉ６７蛋白的影响
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图１１　Ｅ２与双酚Ａ联合对ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的影响

３　结　论
１）Ｅ２、双酚Ａ、混合物都具有雌激素效应，可

以促进ＭＣＦ７细胞的增殖．Ｅ２既可以通过经典
途径（雌激素受体）起作用，又可以通过非经典途

径（ＥＲＫ信号通路）起作用．
２）Ｅ２可以促进 Ｃｍｙｃ基因与 Ｃｆｏｓ基因表

达、诱导增殖蛋白Ｋｉ６７与 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达，增
加ＤＮＡ分裂期细胞比例，促进细胞增殖．而双酚
Ａ只通过雌激素受体途径起作用，激活 ｃｙｃｌｉｎＤ１
蛋白．两者混合后，可通过受体途径及 ＥＲＫ途径
发挥作用，促进Ｃｆｏｓ基因的转录表达，促进 Ｋｉ６７
蛋白表达．然而，Ｃｍｙｃ蛋白显著下降，这可能是
Ｅ２弱化双酚Ａ雌激素效应的主要机制．
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