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摘 要 目的：研究钙激活中性蛋白酶（Calpain）抑制剂Calpeptin对雌二醇（E2）诱导人乳腺上皮细胞MCF-10A转化及干性标志物

表达的影响，并探讨其作用机制。方法：以人乳腺上皮细胞MCF-10A为研究对象，采用E2诱导制备转化细胞模型。将细胞分为对

照组[0.1％二甲基亚砜（DMSO）]、E2转化组（50 nmol/L）、E2转化+Calpeptin组（50 nmol/L E2+1 μmol/L Calpeptin），以相应含药培养

基连续培养15代。然后采用MTT法检测细胞的增殖率（24、48 h），采用平板克隆试验检测细胞的克隆形成率，采用悬浮成球试验

检测细胞的成球数；采用实时荧光定量-聚合酶链式反应法检测细胞中干性标志物（CD44、Nanog、OCT4）和细胞外信号调节激酶

（ERK）mRNA 表达水平，并采用 Western blotting 法检测细胞中 CD44、Nanog、OCT4、ERK 和磷酸化 ERK（p-ERK）蛋白表达水平。

另取E2转化细胞分为对照组（0.1％DMSO）和U0126（ERK抑制剂）组（10 μmol/L），按上述方法测定细胞的克隆形成率、成球数以

及细胞中 CD44、Nanog、OCT4、p-ERK 蛋白表达水平，以验证 ERK 表达抑制与转化细胞生物学行为及干性标志物表达之间的关

系。结果：与对照组比较，E2转化组细胞的增殖率（24、48 h）、克隆形成率均显著升高（P＜0.01），细胞成球数均显著增加（P＜

0.01），细胞中 CD44、Nanog、OCT4、p-ERK mRNA 表达水平及 CD44、Nanog、OCT4、p-ERK 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01）。

与 E2转化组比较，E2转化+Calpeptin 组细胞的增殖率（24、48 h）、克隆形成率均显著降低（P＜0.01），细胞成球数显著减少（P＜

0.05），细胞中CD44、Nanog、OCT4、ERK mRNA表达水平及CD44、Nanog、OCT4、p-ERK蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜

0.01）。加入ERK抑制剂U0126后，E2转化细胞的克隆形成率、成球数以及细胞中p-ERK、CD44、Nanog、OCT4蛋白表达水平均显

著增加或升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论：Calpeptin可抑制E2诱导的人乳腺上皮细胞MCF-10A转化及干性标志物表达，其机制

可能与抑制Calpain-ERK信号通路的激活有关。
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雌二醇（E2）是诱导乳腺癌发生的主要风险因素[1]，

其可通过激活雌激素受体（ER）或代谢产生有毒代谢产

物，从而诱导乳腺上皮细胞转化以及癌变发生[2-3]。相关

研究显示，乳腺肿瘤干细胞（BCSCs）在乳腺癌的发生、

维持、转移、治疗抵抗和复发中起着重要作用，而 E2与

BCSCs 的产生密切相关 [4]。人乳腺上皮细胞 MCF-10A

是一种非致瘤性乳腺上皮细胞，正常情况下其呈不规则

多边形贴壁生长，且增殖缓慢；但经 E2长期诱导后，

MCF-10A细胞将失去上皮细胞相关特性，胞体变大，呈

长梭形贴壁生长，增殖能力增强，且具有一定的间质特

征 [5]。近期有研究发现，E2 能诱导人乳腺上皮细胞

MCF-10A的自我更新、多潜能分化等干性特征增强，促

进该细胞向BCSCs转化[6]。

钙激活中性蛋白酶（Calcium-activated neutral prote-

ase，缩写为“Calpain”）是一种Ca2+依赖型半胱氨酸蛋白

酶，主要成员有Calpain-1和Calpain-2，可参与调控乳腺

癌细胞的多种恶性生物学行为[7-8]。Calpeptin是一种具

有细胞穿透性的Calpain抑制剂，据相关研究报道，Cal-

peptin可通过抑制ER阳性乳腺癌细胞MCF-7中Calpain

的活性，从而抑制细胞的迁移和侵袭[9]。本课题组前期

研究发现，在E2诱导人乳腺上皮细胞MCF-10A转化的

过程中，通常伴随着 Calpain 活性的增强 [10]。而 Calpain

活性增强在癌症的发生发展中具有重要作用，其参与介

导了上皮细胞转化以及癌细胞的迁移、增殖[10-12]。但有

关Calpain是否介导了E2诱导的乳腺上皮细胞MCF-10A

干性特征增强，尚未见文献报道。另有研究显示，细胞

外信号调节激酶（ERK）信号通路的激活与细胞的恶性

转化密切相关[13]。但Calpeptin是否能通过ERK通路干

预乳腺上皮细胞MCF-10A转化以及干性特征增强，也

同样尚未见文献报道。鉴于此，本研究旨在通过探讨

Calpain 抑 制 剂 Calpeptin 对 E2 诱 导 乳 腺 上 皮 细 胞

MCF-10A 转化及干性标志物（CD44、OCT4、Nanog）表

达的影响，并通过探究Calpain-ERK信号通路在其中的

介导作用，为阐明Calpeptin抑制E2诱导乳腺癌发生的作

用机制提供参考。

1 材料

1.1 仪器

ND2000型超微量紫外分光光度计、2001HY-6003

型CO2细胞培养箱（美国Thermo Fisher Scientific公司）；

HH-W21-Cr600型电热恒温水温箱、DW-86L486型立式

超低温冰箱（青岛海尔特种电器有限公司）；SW-CJ-2D

型超净工作台（苏州净化设备有限公司）；FA2204N型电

子天平（上海菁海仪器有限公司）；ZHWY-103D型恒温

培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限公司）；

DYY-7C 型电泳仪（北京市六一仪器厂）；Epoch 型全波

长酶标仪（美国Bio-Tek公司）；CKX41型倒置显微镜（日

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Calpeptin inhibitor Calpeptin on the transformation and stemness markers

expression induced by estradiol （E2），and to investigate its mechanism. METHODS：Taking human mammary epithelial cells

MCF-10A as research object，transformed cells were induced by E2 treatment. Cells were divided into control group（0.1％DMSO），

E2-transformed group（50 nmol/L），E2-transformed+Calpeptin group（50 nmol/L E2+1 μmol/L Calpeptin），then continuously treated

with corresponding drug-containing culture medium for 15 generations. Then，MTT assay was used to determine the proliferation

rate of cells（24，48 h）；plate colony test was used to detect the Clone formation rate of cells；the number of sphere-forming cells

was measured by suspension spheroidization test；mRNA expressions of stemness marker（CD44，Nanog，OCT4）and extracellular

sigal-regulated kinase（ERK）were detected by RT-qPCR，and protein expressions of CD44，Nanog，OCT4 ，ERK and p-ERK

were detected by Western blotting assay. Another E2-transformed cells were divided into control group（0.1％DMSO）and U0126

（ERK inhibitor）group（10 μmol/L）. Clone formation rate，the number of sphere-forming，protein expressions of CD44，Nanog，

OCT4，ERK and p-ERK were determined with above methods，and to validate the relationship of ERK inhibition with transformed

cell behavior and the expression of stemness markers. RESULTS：Compared with control group，proliferation rate and clone

formation rate of E2 transformed group were increased significantly（P＜0.01），and the number of sphere-forming was increased

significantly（P＜0.01）；mRNA expression levels of CD44，Nanog，OCT4，ERK and protein expression levels of CD44，Nanog，

OCT4 and p-ERK in cells were increased significantly（P＜0.01）. Compared with E2-transformed group，proliferation rate（24，48

h） and clone formation rate of E2-transformed + Calpeptin group were decreased significantly （P＜0.01），and the number of

sphere-forming was decreased significantly （P＜0.05）；mRNA expression levels of CD44，Nanog，OCT4 ，ERK and protein

expression levels of CD44，Nanog，OCT4，p-ERK in cells were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. After treated with

ERK inhibitor U0126，clone formation rate of E2-transformed cells，the number of sphere-forming，protein expression levels of

CD44，Nanog，OCT4 and p-ERK were increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Calpeptin can inhibit the

transformation and the expression of stemness markers of human mammary epithelial cells MCF-10A，and the mechanism of it may

be associated with inhibiting the activation of Calpain-ERK signaling pathway.

KEYWORDS Calpeptin； Estradiol； Human mammary epithelial cells MCF-10A； Cell transformation； Stemness marker；

Extracellular sigal-regulated kinase；Mechanism
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本 Olympus 公司）；TI-U-DS-RI2型倒置荧光显微镜（日

本Nikon公司）；Centrifuge 5810R型高速冷冻离心机（德

国 Eppendorf 公司）；TS-8型转移脱色摇床、VORTEX-5

型涡旋振荡仪（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；

Step One PlusTM型实时荧光定量-聚合酶链式反应（PCR）

仪（美国Applied Biosystems公司）。

1.2 药品与试剂

E2标准品（批号：WXBC5362V，纯度：＞98％）、Cal-

peptin（批号：C8999，纯度：＞98％）、氢化可的松标准品

（批号：PHR1014，纯度：100％）、霍乱毒素（批号：C8052，

纯度：95％）均购自美国 Sigma 公司；U0126（ERK 抑制

剂，美国 Med Chem Express 公司，批号：HY-12031，纯

度：＞98％）；马血清、0.25％胰蛋白酶、B-27 添加物

（50×）（美国Gibco公司，批号分别为：1893656、2046777、

2046964）；表皮生长因子（EGF，美国PeproTech公司，批

号：0515AFC05）；成纤维细胞生长因子（FGFB，中国近

岸蛋白质科技有限公司，批号：0331504）；重组人胰岛素

（上海翊圣生物科技有限公司，批号：11820131，含量：

95％～105％）；磷酸盐缓冲液（PBS）粉末、1％结晶紫染

色液、5×蛋白质上样缓冲液、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）制备试剂盒、高效RIPA组织/快

速裂解液、膜再生液（北京索莱宝科技有限公司，批号分别

为：1022Q021、20180627、20190328、20191104、20190711、

20190715）；青链霉素、DMEM/F12 培养基（美国 Hy-

clone 公司，批号分别为：J150038、AE28870264）；二喹啉

甲酸（BCA）蛋白浓度试剂盒（美国Thermo Fisher Scien-

tific 公司，批号：UD277257）；MTT 试剂盒（北京博奥拓

科技有限公司，批号：298-93-1）；Trizol试剂（美国Ambi-

on Life Technologies公司，批号：149002）；反转录试剂盒

PrimeScriptTM RT reagent Kit、PCR反应试剂 SYBR® Pre-

mix Ex TaqTM Ⅱ（日本Takara公司，批号分别为：AK6301、

AIG2363A）；CD44小鼠单克隆抗体、ERK兔多克隆抗体

（美国Cell Signaling Technolog公司，批号分别为：3570S、

4695S）；Nanog、OCT4兔单克隆抗体（美国Abcam公司，

批号分别为：ab109250、ab109183）；磷酸化ERK（p-ERK）

小鼠多克隆抗体（美国Santa Cruz公司，批号：SC-7383）；

α-微管蛋白（α-tubulin）兔多克隆抗体、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）鼠单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗、辣根过氧化物酶标

记的山羊抗鼠 IgG二抗（美国 Bioworld 公司，批号分别

为：BS1699、MB001、BS13278、BS12478）；甲醇、二甲基

亚砜（DMSO）、乙醇等均为分析纯，水为双蒸水。CD44、

Nanog、OCT4、ERK 和 GAPDH 引物均由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。

1.3 细胞

人乳腺上皮细胞MCF-10A由陆军军医大学生物化

学教研室馈赠。

2 方法

2.1 细胞培养

将人乳腺上皮细胞MCF-10A培养于DMEM/F12全

培养基中（含有 10％马血清、10 ng/mL 霍乱毒素、50

ng/mL氢化可的松、10 μg/mL胰岛素、20 ng/mL EGF以

及1％青链霉素，下同），在37 ℃、5％CO2的培养箱（后文

条件相同）中进行培养，每48 h更换1次培养液。

2.2 细胞转化试验

将乳腺上皮细胞 MCF-10A 随机分为对照组、E2转

化组（DMSO终体积分数为 0.1％，下同）和E2转化+Cal-

peptin组（DMSO终体积分数为 0.1％，下同）。3组细胞

分别以0.1％DMSO、E2（50 nmol/L）、E2（50 nmol/L）+Cal-

peptin（1 μmol/L）连续处理 15代，每次传代时均加入相

应药物处理，然后按照“2.1”项下条件进行培养，观察细

胞形态变化并拍照。细胞转化标志：细胞形态发生变化

（细胞胞体变大，胞内出现黑色颗粒，排列紊乱，呈长梭

形贴壁生长，具有一定的间质细胞样特性），生长加速，

克隆形成能力增强[5]。

2.3 MTT试验检测细胞的增殖能力

取“2.2”项下3组对数生长期细胞，分别用0.25％胰

蛋白酶消化后，以1 000 r/min离心5 min，用DMEM/F12

全培养基重悬并调整各组细胞密度至4×104个/mL，然后

接种于 96孔板中，每孔 200 μL，每组设置 5个复孔。另

外设置不加细胞只加培养基的调零孔。将培养板置于

培养箱中培养至细胞贴壁，吸弃培养液，每孔中加入

200 μL不含血清的DMEM/F12培养基，继续培养 24、48

h后，每孔中均避光加入5％MTT试液20 μL，混匀，培养

3 h后，终止培养；弃去培养基，加入150 μL DMSO溶液，

低速振荡 10 min。使用酶标仪于 490 nm波长下测定各

孔吸光度（OD），计算细胞增殖率。细胞增殖率（％）＝

（给药组OD值－调零孔OD值）/（对照组OD值－调零

孔OD值）×100％。试验重复3次。

2.4 平板克隆试验检测细胞的克隆形成能力

取“2.2”项下3组对数生长期细胞，分别按400个/孔

接种于 6孔板中，每组设置 3个复孔。每孔中加入 4 mL

DMEM/F12全培养基，于培养箱中培养 14 d；弃去培养

液，以 PBS 洗涤 3 次，加入 4％多聚甲醛溶液固定 30

min；以0.1％结晶紫染色30 min后，洗去染色液，常温晾

干。用相机拍照并观察其克隆集落形成情况，使用 Im-

age J 1.8.0软件对克隆集落进行计数，并计算其克隆形

成率。克隆形成率（％）＝（克隆集落形成数/接种细胞总

数）×100％。试验重复3次。

2.5 悬浮成球试验检测细胞的自我更新能力

取“2.2”项下 3 组处于对数生长期细胞，分别按
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5 000个/孔接种于 24孔超低黏附板中，每组设置 3个复

孔。每孔中加入2 mL悬浮成球试验培养基（含5 μg/mL

胰岛素、2％ B-27 添加物、20 ng/mL EGF、20 ng/mL

FGFB、1 μg/mL 氢化可的松和 1％青链霉素的 DMEM/

F12培养基），在培养箱中培养 10 d后，于显微镜下拍照

并对每组的成球情况进行计数。试验重复3次。

2.6 实时荧光定量 -PCR 试验检测细胞中 CD44、

Nanog、OCT4、ERK mRNA的表达情况

取“2.2”项下 3组对数生长期细胞，分别按 2×105

个/孔接种于6孔板中，每组设置2个复孔。待细胞贴壁

后，以 DMEM/F12培养基（不含血清）于培养箱中培养

48 h。按照Trizol说明书方法操作，分离提取细胞中的

总RNA，用超微量分光光度计测定各组RNA浓度。使

用 PrimeScriptTM RT reagent Kit 试剂盒并按说明书方法

操作，将 1 μg总RNA逆转录为 cDNA，并以 cDNA为模

板进行PCR扩增。反应体系：cDNA模板2 μL，上、下游

引物各0.8 μL，SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ 10.4 μL、无酶

水 6 μL，总体系为 20 μL。反应条件：95 ℃预变性 30 s；

95 ℃变性3 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共40个循

环。以GAPDH为内参，采用2－ΔΔct法计算CD44、Nanog、

OCT4和ERK mRNA的表达水平（其中 ct表示每个反应

管内的荧光信号达到设定阈值时所经历的循环次数）。

试验重复3次。引物序列及扩增产物长度见表1。

表1 引物序列及扩增产物长度

Tab 1 Primer sequence and the length of amplified

products

引物名称
CD44

Nanog

OCT4

ERK

GAPDH

上游（5′→3′）
CTGCCGCTTTGCAGGTGTA

TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT

GTGTTCAGCCAAAAGACCATCT

CTCAAGCCTTCCAACCTC

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

下游（5′→3′）
CATTGTGGGCAAGGTGCTATT

AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

GGCCTGCATGAGGGTTTCT

TTCCACGGCACCTTATTT

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

产物长度，bp

109

116

119

180

197

2.7 Western bloting 试验检测细胞中 CD44、Nanog、

OCT4、ERK和p-ERK蛋白的表达情况

取“2.2”项下3组对数生长期细胞，分别按“2.6”项下

方法进行细胞接种、培养，然后以RIPA蛋白裂解液提取

总蛋白，再以BCA法进行蛋白定量后进行制样。蛋白样

品在80 V电压下电泳30 min后，调节电压至120 V继续

电泳 1 h；然后以电流 300 mA转膜[聚偏氟乙烯（PVDF）

膜]1.5 h，以5％脱脂奶粉室温封闭1 h；分别加入稀释比

例均为 1 ∶ 1 000的 CD44、Nanog、OCT4、ERK、p-ERK 一

抗和稀释比例为 1 ∶ 10 000的GAPDH一抗，4 ℃下孵育

过夜；以 1×TBST溶液洗膜 3次，每次 10 min；加入相应

二抗（稀释比例均为 1 ∶ 10 000），室温下孵育 1 h；以 1×

TBST溶液洗膜3次，每次10 min，再用ECL发光试剂盒

显色。以凝胶成像系统成像，并用 Image J 1.8.0软件分

析，以目的蛋白条带灰度值与内参GAPDH蛋白条带灰

度值的比值表示目的蛋白的表达水平。试验重复3次。

2.8 U0126抑制ERK蛋白表达后对E2转化细胞克隆形

成能力、自我更新能力以及干性标志物表达的影响

取对数生长期的E2转化细胞，随机分为对照组（含

0.1％DMSO）和 U0126（ERK 抑制剂）组（10 μmol/L）。

分别按“2.4”项下方法检测细胞的克隆形成能力，按

“2.5”项下方法检测细胞自我更新能力，按“2.7”项下方

法检测细胞中 CD44、Nanog、OCT4和 p-ERK 蛋白的表

达情况（以α-tubulin为内参，稀释比例为 1 ∶ 10 000）。试

验均重复3次。

2.9 统计学方法

采用 SPSS 11.5软件对数据进行统计处理和分析。

数据以 x±s表示。多组间比较采用单因素方差分析，两

独立样本组间比较采用 t检验。P＜0.05表示差异具有

统计学意义。

3 结果

3.1 Calpeptin对E2转化细胞形态学特征的影响

细胞形态学观察发现，与对照组比较，E2转化组细

胞形态发生了明显变化，细胞呈长梭形贴壁生长，细胞

体积变大，具有一定的间质细胞样特征；E2转化+Cal-

peptin组细胞形态与对照组接近。各组细胞形态学特征

显微图见图1。

3.2 Calpeptin对E2转化细胞增殖能力的影响

培养24、48 h后，与对照组比较，E2转化组细胞的增

殖率均显著升高（P＜0.01）；与E2转化组比较，E2转化+

Calpeptin组细胞的增殖率均显著降低（P＜0.01）。各组

细胞增殖率测定结果见表2。

3.3 Calpeptin对E2转化细胞克隆形成能力的影响

与对照组比较，E2转化组细胞的克隆形成率显著升

图1 各组细胞的形态学特征显微图（×200）

Fig 1 Micrographs of orphological characteristic of

cells in each group（×200）

A. 对照组 B. E2转化组

C. E2转化+Calpeptin组
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高（P＜0.01）；与 E2转化组比较，E2转化+Calpeptin 组细

胞的克隆形成率显著降低（P＜0.01）。各组细胞克隆形

成情况平板图见图2，克隆形成率测定结果见表3。

表2 各组细胞增殖率测定结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 2 Proliferation rate of cells in each group（x±±s，

n＝3，％％）

组别
对照组
E2转化组
E2转化+Calpeptin组

24 h

100.00±0.00

152.58±6.24＊＊

101.07±7.51##

48 h

100.00±0.00

165.26±5.67＊＊

93.18±4.12##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与E2转化组比较，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. E2-transformed group，##P＜

0.01

表3 各组细胞的克隆形成率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Clone formation rate of cells in each group（x±±

s，n＝3）

组别
对照组
E2转化组
E2转化+Calpeptin组

克隆形成率，％
26.08±2.82

59.58±4.46＊＊

32.00±1.75##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与E2转化组比较，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. E2-transformed group，##P＜

0.01

3.4 Calpeptin对E2转化细胞自我更新能力的影响

与对照组比较，E2转化组细胞的成球数显著增加

（P＜0.01）；与 E2转化组比较，E2转化+Calpeptin 组细胞

的成球数显著减少（P＜0.05）。各组细胞成球情况显微

图见图3，成球数测定结果表4。

表4 各组细胞的成球数测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Numbers of sphere-forming of cells in each

group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
E2转化组
E2转化+Calpeptin组

成球数，个
6.67±1.33

43.34±6.66＊＊

18.01±2.85#

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与E2转化组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. E2-transformed group，#P＜

0.05

3.5 Calpeptin对E2转化细胞中CD44、Nanog、OCT4、

ERK mRNA表达的影响

与对照组比较，E2 转化组细胞中 CD44、Nanog、

OCT4、ERK mRNA 的表达水平均显著升高（P＜0.01）；

与 E2转化组比较，E2转化+Calpeptin 组细胞中 CD44、

Nanog、OCT4、ERK mRNA的表达水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）。各组细胞中4种标志物mRNA表达水

平测定结果见表5。

表5 各组细胞中CD44、Nanog、OCT4、ERK mRNA表

达水平测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 mRNA expression levels of CD44，Nanog，

OCT4 and ERK of cells in each group（x±±s，

n＝3）

组别
对照组
E2转化组
E2转化+Calpeptin组

CD44

1.00±0.00

3.91±0.38＊＊

1.77±0.18##

Nanog

1.00±0.00

2.45±0.26＊＊

1.64±0.20#

OCT4

1.00±0.00

3.89±0.28＊＊

1.32±0.09##

ERK

1.00±0.00

1.59±0.07＊＊

1.14±0.04##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与 E2转化组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. E2-transformed group，#P＜

0.05，##P＜0.01

图2 各组细胞克隆形成情况平板图

Fig 2 Plate charts of colone formation of cells in each

group

A. 对照组 B. E2转化组

C. E2转化+Calpeptin组

图3 各组细胞成球情况显微图（×40）

Fig 3 Micrographs of spheroidization of cells in each

group（×40）

A. 对照组 B. E2转化组

C. E2转化+Calpeptin组
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3.6 Calpeptin对E2转化细胞中CD44、Nanog、OCT4、

ERK和p-ERK蛋白表达的影响

与对照组比较，E2 转化组细胞中 CD44、Nanog、

OCT4和p-ERK蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.01）；

与 E2转化组比较，E2转化+Calpeptin 组细胞中 CD44、

Nanog、OCT4、p-ERK蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）；3组细胞中ERK蛋白表达水平间比较，

差异均无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞中 CD44、

Nanog、OCT4、ERK、p-ERK蛋白表达电泳图见图4，蛋白

表达水平测定结果见表6。

表 6 各组细胞中 CD44、Nanog、OCT4、ERK、p-ERK

蛋白表达水平测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 6 Protein expression levels of CD44，Nanog，

OCT4，ERK and p-ERK of cells in each group

（x±±s，n＝3）

组别
对照组
E2转化组
E2转化+Calpeptin组

CD44/GAPDH

0.78±0.05

1.39±0.11＊＊

0.90±0.09#

Nanog/GAPDH

0.27±0.03

0.51±0.04＊＊

0.32±0.01#

OCT4/GAPDH

0.23±0.02

0.45±0.03＊＊

0.26±0.05#

ERK/GAPDH

0.52±0.08

0.50±0.08

0.46±0.11

p-ERK/GAPDH

0.41±0.04

0.77±0.07＊＊

0.30±0.03##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与 E2转化组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. E2-transformed group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.7 ERK表达被抑制后对E2转化细胞的克隆形成能

力、自我更新能力以及干性相关蛋白表达的影响

与对照组比较，U0126组中p-ERK蛋白表达水平显

著降低（P＜0.05），表明ERK蛋白表达被抑制；细胞的克

隆形成率显著降低（P＜0.01），成球数显著减少（P＜

0.05），干性相关蛋白（CD44、Nanog、OCT4）的表达水平

也显著降低（P＜0.05）。这提示抑制ERK表达后，E2转

化细胞的克隆形成能力、自我更新能力以及干性相关蛋

白的表达均减弱。ERK抑制剂U0126作用下各组细胞

中ERK、p-ERK蛋白和干性相关蛋白表达测定结果见图

5、表 7，细胞克隆形成和细胞成球情况测定结果见图 6、

表8。

4 讨论

乳腺上皮细胞发生转化是乳腺癌发生的必要过

程。肿瘤干细胞是细胞内具有自我更新、多潜能分化和

肿瘤特殊生物学行为的一类细胞亚群，与癌症的发生发

展密切相关[14]。近期有研究显示，E2可以促进乳腺上皮

细胞 MCF-10A 获得干细胞特性 [6]。 CD44、Nanog 和

OCT4均是公认的癌症干细胞标志物。据报道，CD44可

通过与细胞外基质成分、生长因子和细胞因子相互作用

来促进肿瘤的发生[15]。而Nanog和OCT4在多种癌症干

细胞中都呈异常高表达状态，其高表达后能够促进细胞

的重新编程，从而调控肿瘤细胞增殖、自我更新和多能

性分化等干细胞特征[16-17]。本研究采用E2连续培养乳腺

上皮细胞MCF-10A 15代，发现E2处理后细胞出现了一

定的间质细胞样特征，细胞活力、克隆形成能力以及自

我更新能力均显著增强，这表明细胞在E2作用下发生了

转化。同时，E2转化细胞中干性标志物 CD44、Nanog、

OCT4 mRNA及其蛋白的表达均显著上调，这提示E2不

仅可诱导细胞转化，还可增强转化细胞的干性特征。

Calpain 的生物学活性与肿瘤的发生有关，其可通

过修饰性剪切多种肿瘤抑制蛋白，促进上皮细胞的转

图 4 各组细胞中 CD44、Nanog、OCT4、ERK、p-ERK

蛋白表达电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of protein expression of

CD44，Nanog，OCT4，ERK and p-ERK of

cells in each group

CD44

Nanog

OCT4

GAPDH

80 kDa

37 kDa

39 kDa

36 kDa

对照组

E2转
化组

E2转
化+Calpeptin组

A.干性相关蛋白

ERK

p-ERK

GAPDH

42 kDa

42 kDa

36 kDa

对照组

E2转
化组

E2转
化+Calpeptin组

B. ERK、p-ERK蛋白

图 5 ERK抑制剂U0126作用下E2转化细胞中ERK、

p-ERK蛋白和干性相关蛋白表达的电泳图

Fig 5 Electrophoretograms of ERK，p-ERK protein

and stemness-related protein expression in E2-

transformed cells after treated with ERK inhi-

bitor U0126

CD44

Nanog

OCT4

α-tubulin

80 kDa

37 kDa

39 kDa

36 kDa

B.干性相关蛋白

对照组 U0126组

ERK

p-ERK

α-tubulin

42 kDa

42 kDa

55 kDa

A. ERK、p-ERK蛋白

对照组 U0126组

表 7 ERK抑制剂U0126作用下E2转化细胞中ERK、

p-ERK蛋白和干性相关蛋白表达水平测定结果

（x±±s，n＝3）

Tab 7 Protein expression levels of ERK，p-ERK and

stemness-related protein in E2-transformed

cells after treated with ERK inhibitor U0126

（x±±s，n＝3）

组别
对照组
U0126组

ERK/α-tubulin

2.91±0.10

2.67±0.16

p-ERK/α-tubulin

2.43±0.13

1.57±0.18＊

CD44/α-tubulin

0.48±0.06

0.20±0.02＊

Nanog/α-tubulin

0.69±0.08

0.38±0.05＊

OCT4/α-tubulin

0.32±0.02

0.18±0.03＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05
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化 [18-19]。Calpain 抑制剂 Calpeptin 是一种具有细胞渗透

性的特异性抑制剂。据相关文献报道，Calpeptin在 1～

10 μmol/L浓度范围内能显著抑制E2诱导的人乳腺癌细

胞 MCF-7 的增殖 [20]。本课题组前期研究也发现，10

μmol/L Calpeptin能显著抑制E2诱导的MCF-10A转化细

胞的增殖[21]。故在本次研究的预试验中，笔者先是以1、

5、10 μmol/L Calpeptin 联合 E2连续处理细胞 MCF-10A

15代。结果发现，在 5、10 μmol/L Calpeptin的作用下细

胞逐渐凋亡，只有在 1 μmol/L 浓度下细胞能够正常生

长，同时能显著抑制E2诱导的细胞转化。所以，在本次

探讨Calpeptin对E2诱导人乳腺上皮细胞MCF-10A转化

和干性特征的影响机制研究中，笔者选择1 μmol/L为干

预浓度。结果发现，该浓度下 Calpeptin 可抑制 E2诱导

乳腺上皮细胞MCF-10A的转化和干性特征的增强，这

提示Calpain可能参与介导了E2诱导的细胞转化和干性

特征增强。

当ERK信号通路被激活时，非活性ERK被磷酸化

为活化形式的 p-ERK，并由细胞质转移至细胞核内，转

录激活核内的转录因子，进而促进细胞增殖、分化以及

癌症发生[22]。有研究显示，ERK信号通路的激活与乳腺

癌[23-24]、肺癌[25-26]、甲状腺癌[27]等癌症细胞的增殖、迁移以

及干细胞特性增强相关。本研究结果显示，E2转化组细

胞可高表达ERK mRNA和 p-ERK蛋白，但E2转化+Cal-

peptin组细胞ERK mRNA和 p-ERK蛋白的表达明显下

调，这提示Calpeptin抑制E2诱导的细胞转化以及干性标

志物表达的作用可能与抑制 ERK 信号通路的激活有

关。为了验证以上结论，笔者进一步以ERK特异性抑制

剂 U0126处理 E2转化细胞。结果发现，经 U0126处理

后，细胞的增殖能力和自我更新能力均显著减弱，干性

相关蛋白的表达也显著下调，这进一步说明ERK信号通

路可能参与介导了E2诱导乳腺上皮细胞MCF-10A转化

及其干性增强。有文献报道，E2 可通过激活 Cal-

pain-ERK信号通路促进ER阳性乳腺癌细胞的增殖[28]。

但本研究发现，Calpain 抑制剂 Calpeptin 在抑制 E2诱导

细胞转化的同时，能显著下调E2诱导的p-ERK蛋白的表

达。由此推测，细胞内可能存在Calpain-ERK的正反馈

环路，后者在E2作用下被激活，促进Calpain活性增强，

从而参与诱导细胞转化及其干性增强；而当Calpain活

性被抑制时，可能反馈性调节ERK的磷酸化作用，抑制

了ERK的磷酸化，从而抑制细胞转化以及干性增强。

综上所述，Calpeptin能抑制E2诱导的人乳腺上皮细

胞MCF-10A转化及干性标志物的表达，其机制可能与

抑制Calpain-ERK信号通路的激活有关，但其具体作用

靶点和机制有待后续研究进一步确证。
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