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摘要 目的  研究 ÷ 在体外对乳腺癌细胞的生长抑制作用及对端粒酶活性的影响 ∀方法  分别用细胞

生长曲线 !集落形成及竞争性配体与受体结合法 测定 ÷ 的体外抗肿瘤作用及其与孕激素受体°  !雌激素

受体∞ 结合活性 用流式细胞术及多聚酶链反应2端粒重复序列扩增法探讨 ÷ 对人乳腺癌 ×⁄细胞周期

及端粒酶活性的影响 ∀结果  ÷ 对 ∞ 和 ° 双阳性的乳腺癌细胞 ×⁄体外增殖有较强的抑制作用 而对

∞ 和 ° 双阴性的人乳腺癌细胞  ⁄2  2无明显抑制作用 ÷ 与 ° 有较强结合活性 而与 ∞ 无明显

结合活性 可将 ×⁄细胞阻滞在 期 并对端粒酶活性有一定抑制作用 ∀结论  ÷ 是一个有发展前景的新

型抗孕激素类化合物 在体外对乳腺癌细胞有较强的抑制作用 其作用机制可能与其通过 ° 介导的细胞增殖及对

端粒酶活性抑制有关 ∀
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  临床发现 大多数乳腺癌呈激素依赖性   ∗

 的原发性乳腺癌为雌激素受体∞ 阳性 其中

一半以上同时表达孕激素受体°  ∀对于受体阳

性的患者用内分泌药物治疗有效率达  以上≈ ∀

目前临床常用的乳腺癌内分泌药物有抗雌激素类如

他莫昔芬¬和托瑞米芬 孕激

素激动剂甲羟孕酮  ¬ 

 °  芳 香 化 酶 抑 制 剂 如 氨 鲁 米 特

∏和福美斯坦等 ∀近

年来报道孕激素受体拮抗剂米非司酮 在体

外对 ∞ 和 ° 双阳性的乳腺癌细胞株及体内对激

素依赖的乳腺肿瘤均有较强的抑制作用≈  ∀

÷ 是从  的母核结构改造而来 为一种

新型的孕激素受体拮抗剂 ∀本文报道 ÷ 的体

外抗肿瘤作用 并对其作用机制进行初步探讨 ∀

材 料 和 方 法

  细胞株  ∞ 和 ° 双阳性的人乳腺癌细胞株

×⁄及 ∞ 和 ° 双阴性的人乳腺癌细胞株  ⁄2
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 2由美国  ∏≥医学院景永奎博士赠

送≈ ∀ ∞ 和 ° 双阳性的人乳腺癌细胞株  ≤ƒ2

由北京肿瘤防治研究所刘叙仪教授赠送 ∀

药物及试剂  ÷ 由上海中西药业股份有

限公司提供 米非司酮 及甲地孕酮  °

由浙江仙居制药厂提供 ∀   °  培养液购自

胰岛素及孕酮均购自 ≥胎牛血清为杭

州四季青生物工程材料研究所产品 人重组孕激素

受体2亚型 ! 2孕酮 !人重组雌激素受体及 2雌

二醇均由美国加州 公司 ⁄ 博士惠

赠 × ⁄ 聚合酶 !×° !×≥和 ≤ ÷ 引物均由北

京鼎国公司提供 ≈Α2 °≤ ×°购自北京亚辉生物

医学工程公司 ∀

细胞培养  ×⁄ ≤ƒ2或  ⁄2  2细

胞接种于含  胎牛血清 ! Λ# 胰岛素 !

∏# 青霉素 ! Λ# 链霉素的   ° 

培养液中 在  ε   ≤ 温孵箱中培养传代 ∀

1  ΖΞΗ951 对乳腺癌细胞增殖的抑制作用

1 .1  Τ47 ∆ 细胞生长曲线测定  取对数生长期细

胞 配成浓度为  ≅  个#  细胞悬液 接种于

孔培养板中  后加入药物 对照组加入等体

积的溶媒 每一浓度 个复孔 于给药后不同时间 

用 1 胰蛋白酶21  ∞⁄× 液消化细胞 轻

轻吹打均匀后 台盼蓝染色计数 光镜下计数活细胞
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数 ∀用常规  × × 法检测药物对细胞增殖的抑制活

性 ∀

1 .2  集落形成率的测定  取对数生长期的 ×⁄

或  ⁄2  2细胞 经 1 胰蛋白酶21 

∞⁄× 液消化为单细胞悬液 用培养液稀释成浓度

为 个的细胞悬液 取  该细胞悬液接

种到直径为  的培养皿中 次日加不同浓度的

药物或溶媒  Λ每一浓度 个平皿 摇匀后置于

 ε   ≤  温孵箱中培养  ∗  弃去培养液 

• 2染色后 在 倍解剖显微镜下计数

含 个细胞以上的集落 计算集落形成率 ∀

2  人重组孕激素受体配体结合活性测定[ 5]

将  Λ孕激素受体2 亚型蛋白加入结合缓

冲液   #   × #

 ≤  °≥   #  ⁄× ×   # 

∞⁄×   1中 同时加入  #  2孕酮 !

不同浓度的竞争性结合配体及  Λ#
孕酮 总

反应体积为  Λ混匀后  ε 冰浴  加入

1 明胶磷酸盐缓冲液≤ 1 #   

1 # ° 1 #  ° 1

#  1配制的葡聚糖包被的活性碳 充分

混匀后 继续冰浴   ≅  ε 离心  

取  Λ上清液加到闪烁液中进行放射活性测定 

根据 ≤2°∏公式计算 Κ值并绘制竞争性结

合曲线 ∀

3  人重组雌激素受体配体结合活性测定[ 5]

将雌激素受体蛋白  Λ加入结合缓冲液≤

1 #  × #  ⁄× ×  #

  1中 同时加入  #的 2雌二

醇 !不同浓度的竞争性结合配体及  Λ#
雌二

醇 总反应体积为  Λ混匀后  ε 冰浴  加

1 羟磷灰石用结合缓冲液配制  Λ冰浴

   #    ε 离心  测定沉淀物

放射活性 根据 ≤2°∏公式计算 值并绘

制竞争性结合曲线 ∀

4  细胞周期分析[ 6]

用 1  胰蛋白酶21  ∞⁄×  液消化经

不同浓度药物处理  的细胞   # 离心

 弃上清液 °≥缓冲液 1洗涤细胞 

次   # 离心  弃上清液 将细胞沉

淀用   乙醇在  ε 冰箱中固定至少  以上 ∀

取固定后的细胞约 个 加入 1 胃蛋白酶 1

室温条件下消化  加入  含 1 #

  ⁄°和  Λ#  ≥ 混合溶液 摇匀 

在 °≥ 型流式细胞光度计上进行单参数测定 每

样品测定  ≅ 细胞 测定结果以直方图表示 ∀实

验数据采用累积曲线分割法 经 ≥°微机处

理 计算各期细胞所占比例 ∀

5  端粒酶提取 !端粒重复序列的扩增及 Τραπ2ΠΧΡ

产物分析[ 7 ,8]

用 1  胰蛋白酶21  ∞⁄×  液消化并

收集经不同浓度的药物处理的细胞 用冷 °≥液洗

涤 次   # 离心  重悬于  冷

洗涤缓冲液中  ε   离心  弃上清液 

加入  Λ预冷的裂解液  ε 裂解   ε

  # 离心  吸取上清液   ε 冻存 ∀

使用前 用考马斯亮蓝法对提取物进行蛋白定量 将

蛋白浓度调整到  Λ#  ∀采用 法进行端

粒酶活性测定 方法略有改进 ∀ Λ总反应体积

中包括  Λ ≅ °≤  缓冲液 #  ×2

≤ 1   ≤  #  ≤ 1

#   × 2 ∞×   # ≥

 #   Λ端粒酶提取物 ! Λ×≥引物 

 的 × ⁄聚合酶  Λ#
  ×° 1 Λ

≈Α2°≤ ×°  ≤#  混匀  ε 保温 

 ε  灭活端粒酶 加 ≤ ÷ 引物  Λ混匀 

覆盖石蜡油  Λ在 °≤  仪   公司上

进行 个循环的 °≤  反应 每个循环由  ε  

 ε   ε 1 组成 最后于  ε 延长 

∀实验中增设端粒酶灭活对照组 即另取一份

对照组端粒酶提取物经  ε 水浴灭活  ∀取 

Λ°≤  产物经  聚丙烯酰胺凝胶电泳 放射自

显影 照像 条带用英国  ∂凝胶图像扫描仪扫描

并进行量化分析 ∀

统计学处理  所有数据以 ξ ? σ表示 ∀组间比

较用 τ检验 Π 1被认为有统计学意义 ∀

结 果

1  ΖΞΗ951 对 Τ47 ∆细胞生长曲线的影响

用不同浓度的 ÷ 处理 ×⁄细胞 可见

÷ 对 ∞ 和 ° 双阳性的 ×⁄细胞生长有

明显抑制作用 呈时间和浓度依赖性图  ∀

2  ΖΞΗ951 对肿瘤细胞增殖的抑制作用

 × × 法检测 ÷ 对培养的 ×⁄ ≤ƒ2 

 ⁄2  2的 ≤值见表  ∀结果表明 ÷ 

对 ∞ 和 ° 受体阳性的人乳腺癌 ×⁄及  ≤ƒ2

细胞较敏感 而对 ∞ 和 ° 受体双阴性的人乳腺癌
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细胞  ⁄2  2 抑制作用较弱 其抑制作用较

 及  °强 较¬稍弱 ∀

ƒ  ∞ ÷       °  

 ∏√  ×⁄  ≤ ∏

 ÷       ⁄

      

  ¬   ∏ 

∏√√
τ ) τ ≤ υ ) υ ÷  1 Λ#    ϖ ) ϖ

÷   Λ#
  π ) π ÷   Λ#

  
≅ ) ≅    Λ#

  ο ) ο  °  Λ#
 

3  对 Τ47 ∆细胞及 Μ∆Α2ΜΒ2231 细胞集落形成率

的影响

  ÷ 可使 ×⁄细胞的集落形成率明显减

少 呈明显的量效关系 ∀ Λ#
 的 ÷ 作

用后的细胞集落形成率仅为 1  抑制率为

1  而对 ∞ 和 ° 受体阴性的人乳腺癌细胞集

落形成率无明显的影响表   ∀

Ταβ 1  Χψτοτοξιχ αχτιϖιτψ οφ ΖΞΗ951 , Ρ Υ486 ,

ταµ οξιφεν ανδ ΜΠΑ ον ηυµαν βρεαστ χαρχινοµα χελλ

λινεσ

≤
∞≤ Λ#

 

÷  ×¬    °

×⁄        

 ≤ƒ2        

 ⁄2  2        

     ∏

    

  ÷      ⁄ ≥  ∗  

≥∏√√   ∏   × ×  ∂∏ 

      

¬  °  ¬2

Ταβ 2  Εφφεχτ οφ ΖΞΗ951 ον χολονψφορµατιον οφ Τ47 ∆ ηυµαν

βρεαστ χαρχινοµ α χελλσ( ν = 3 , ξ ? σ)

∏
≤

Λ#
   

  







≤  ?  1 ? 1
÷     ?   ?   

   ?   ?  3  

   ?  1 ? 1 3  

     ?  1 ? 1  

   ∏∏ ∏ 

≤  ÷     ⁄ ≥  
3 Π  1  



Ταβ 3  Εφφεχτ οφ ΖΞΗ951 ον χολονψφορµατιον οφ Μ∆Α2ΜΒ2231 ηυµαν

βρεαστ χαρχινοµ α χελλσ( ν = 3 , ξ ? σ)

∏
≤

Λ#
   

  







≤  ?   ? 

÷     ?    ?    

   ?   ?   

  ?    ?    

     ?    ?    

   ∏∏ ∏ 

≤  ÷     ⁄ ≥  

4  人重组孕激素受体 !雌激素配基结合活性

采用活性碳吸附法测出 个结构不同的化合物

与孕激素受体2 的结合活性 ÷    及

 °与孕激素受体结合的 Κ值分别为 1 

1 1 ∀显示 ÷ 与 °2 有较强的亲

合力 其结合的强弱顺序为 ÷     

 °图  ∀上述 个化合物与雌激素受体均无明

显的结合活性 ∀
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5  对细胞周期的影响

经不同浓度的药物作用后 细胞周期动力学发

生明显改变 ∀随药物浓度加大 !作用时间延长 

期细胞百分率明显增高 ≥期和    期细胞百分

率明显降低 ∀结果表明 ÷ 将 ×⁄细胞阻滞

在 期表  ∀

6  对端粒酶活性的影响

×2°≤  的测定结果显示 对照组 ×⁄细胞

端粒酶活性较高 ÷  在 1 1  Λ#

连续作用  的条件下可明显抑制端粒酶活

性 其中  Λ#
  ÷ 抑制率达 1  表

 ∀

Ταβ 4  Χψτοκινετιχ χηαραχτεριστιχσ οφ Τ47 ∆ ηυµαν

βρεαστ χαρχινοµα χελλστρεατεδ ωιτη ΖΞΗ951

∏
≤

Λ#
 

∞¬∏



≤∏ 

 ≥   

≤       

÷         

       

       

≤       

÷          

       

       

       

≤∏  ÷  ⁄ ≥    ƒ≤≥  

  ⁄°  ≥    

⁄ 

¬

ƒ     ÷     

¬    °   ∏

°2  °2 ¬

  ∏√∏ ¬   ≥ 

     ∏ 

 ¬ ×  √∏   Λ 

 Λ  °2   # 

≈     √  

 ∏   ∏

 ε   2  

   Λ# 

   ∏ 

∏   ¬2
 ° ∏

√∏2
 ∏
π ) π ÷   ο ) ο    ϖ ) ϖ  °

Ταβ 5  Εφφεχτ οφ ΖΞΗ951 ον τελοµερασε αχτιϖιτψ οφ

Τ47 ∆ ηυµαν βρεαστ χαρχινοµ α χελλσ

∏ ≤ Λ#
   √√ 

≤ 

÷     

  

  

≤  ÷  

 ≤¬  

  × √  ∏  °≤ 2
 ×2°≤    ×

√√ ∏ 

 2∏  ∂

讨 论

  孕激素受体拮抗剂是一类作用机制独特的乳腺

癌内分泌治疗药物 ∀ 等报道  对 ∞

和 ° 阳性的乳腺癌细胞株及激素依赖性乳腺肿瘤

均具有较强的抗肿瘤活性 其作用机制可能是通过

° 介导的抗细胞增殖效应及诱导终末分化

等≈ ∗  ∀本文报道的新化合物 ÷  体外在

1 ∗  Λ#
范围内对 ∞ 和 ° 双阳性人乳

腺癌细胞株 ×⁄及  ≤ƒ2的增殖均有明显的抑

制作用 而对 ∞ 和 ° 双阴性人乳腺癌细胞株

 ⁄2  2的增殖却无明显的抑制作用 ∀我们
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在实验中观察到 ÷ 在  Λ#
 以上较高

浓度条件下才表现出非受体途径介导的细胞毒作

用 ∀受体结合实验表明 ÷ 与 ° 具有较强的

结合活性 而与 ∞ 无明显的结合活性 ∀这些结果

表明 通过 ° 介导的抗细胞增殖包括生长抑制和

细胞毒可能是 ÷ 选择性地抑制受体阳性的

乳腺癌细胞株的作用机制之一 ∀细胞周期动力学的

结果表明 ÷ 的抗细胞增殖是将细胞阻滞在

期 ∀

端粒与端粒酶是近年来肿瘤学领域的研究热点

之一 ∀ /端粒2端粒酶0假说已为越来越多的研究结

果所 证 实 ∀ 人 类 端 粒 由  碱 基 重 复 序 列

× × 和结合蛋白组成 有维持染色体的稳定

性和 ⁄完整复制的功能 ∀端粒酶是一种核糖核

蛋白 由小分子   和蛋白质组成 其   组份

包含与端粒 ⁄重复序列互补的顺序≈  ∀研究

发现 随着细胞的不断分裂 端粒逐渐缩短 当端粒

缩短到一定程度时 可能触发某种信号 导致细胞衰

老和死亡≈ ∀与正常组织或良性病变相比 大多数

人类恶性肿瘤中的端粒酶活性显著升高≈  ∀大

量的临床数据表明 绝大多数乳腺癌均能检测到端

粒酶活性 提示端粒酶的激活在乳腺癌的发生过程

中起重要作用 ∀本文的研究结果表明 ÷ 在

终浓度为 1   Λ#的条件下 连续作用

 可明显抑制端粒酶活性 提示 ÷ 的抑制

端粒酶活性与其抑制细胞增殖有一定的相关性 ∀至

于其抑制端粒酶活性是否与细胞分化有关有待于进

一步研究 ∀此外 其抑制端粒酶活性的确切机制如

何 是通过影响端粒酶相关基因的表达或通过影响

细胞周期特异性的调控因子 有待进一步深入研究 ∀
致谢 ⁄ 博士赠送受体结合用试剂 景永奎博士

赠送人乳腺癌细胞株 ×⁄和  ⁄2  2 刘叙仪教授赠

送人乳腺癌细胞株  ≤ƒ2 本实验室刘红岩老师及博士生

赵万洲在细胞周期分析及端粒酶活性测定方面给予帮助和

支持 ∀
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