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BPA激活 GPER-EGFR-ERK1/2信号通路诱导乳腺癌细胞增殖
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摘要 目的：研究雌激素 G 蛋白偶联受体（G protein-coupled estrogen receptor，GPER）-表皮生长因子受体( epidermal growthfactor

receptor，EGFR)-细胞外调节蛋白激酶 1/2 (extracellular regulated protein kinases, ERK)信号通路在双酚 A 促乳腺癌细胞 SKBR-3

增殖中的作用。方法：采用 CCK8试剂盒检测 SKBR-3细胞的增殖情况，利用Western Blot观察 ERK1/2磷酸化变化。结果：与对照

组相比，10-11～ 10-7 M浓度的双酚 A具有促乳腺癌细胞增殖作用，10-9M浓度的双酚 A可诱导细胞增殖最大效应（细胞活力高于对

照组约 38.84 %，P<0.001）；预孵 GPER、EGFR、ERK1/2特异性抑制剂 G15、AG-1478、PD98059后，双酚 A诱导的乳腺癌细胞增殖

明显减少，细胞活力与单纯双酚 A（10-9 M）处理相比降低约 14.27 %、12.23 %和 17.98 %（P<0.05）；双酚 A（10-9 M）处理细胞 0.5、1、
3小时后，发现磷酸化的细胞外信号调节激酶（p-ERK）的表达明显高于对照组，双酚 A 可快速激活 ERK1/2；而阻断 GPR30和
EGFR后，ERK1/2的磷酸化表达减少。结论：双酚 A诱导的乳腺癌细胞增殖可能与 GPR30-EGFR-ERK1/2信号通路有关，但不是

唯一通路。深入研究双酚 A对促进乳腺癌细胞增殖机制，可能为乳腺癌的防治提供新的方向。

关键词：双酚 A；GPER；乳腺癌；细胞增殖

中图分类号：R737.9 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）06-1024-04

Involvement of GPER-EGFR-ERK1/2 in Bisphenol A Induced Breast Cancer
Cell Proliferation

To explore the effect of Bisphenol A on the proliferation of human breast cancer cells (SKBR-3) via

GPER-EGFR-ERK1/2 signaling pathway. CCK8 assay was used to detect the proliferation of SKBR-3 cells, and Western
Blotting was applied to observe phosphorylation of ERK1/2. Cell proliferation increased significantly with treatment of 10-11-10-7

M BPA after 24 h, and 10-9 M BPA can induce cell proliferation maximum effect (cell viability higher approximately 38.84 % compared

with the control, P<0.001); with pre-incubation of G15, AG-1478 and PD98059 (specific antagonist of GPER, EGFR and ERK1/2), cell

proliferation decreased remarkably. Cell viability had a decrease of approximately 14.27 %, 12.23 % and 17.98 % compared with BPA

(10-9 M) treatment (P<0.05); 0.5, 1, 3 h after BPA (10-9 M) treatment, phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (p-ERK)
expression increased significantly，indicating that ERK 1/2 was activated rapidly; after blocking GPR30 and EGFR, ERK 1/2

phosphorylation decreased. GPR30-EGFR-ERK 1/2 signaling pathway was involved in BPA-induced breast cancer cell

proliferation. In-depth research of BPA to breast cancer cell proliferation may provide a new direction for the prevention and treatment of

breast cancer.
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前言

双酚 A（bisphenol A, BPA）是一类人工合成聚碳酸酯塑
料，被广泛制造用于食品包装材料、婴儿奶瓶、牙科固封剂等[1]。

根据美国 NIH报道，95 %的人群长期连续暴露于双酚 A，其血

液中的浓度为 0.3~3 ng/ml[2]。近年来的研究显示，双酚 A是一

种环境内分泌干扰物，具有拟雌激素效应，可以通过结合雌激

素受体干扰正常生物体神经、生殖、内分泌、免疫等系统[3-7]，产

生可逆或不可逆的生物学效应。

流行病学调查显示，约 80 %的癌症与环境因素密切相关
[8]。乳腺癌作为女性发病率最高的肿瘤，于近 20年间呈增长趋

势，有研究表明双酚 A可能是乳腺癌发生的潜在危险因[9]。大

量的研究证据表明幼年时暴露在双酚 A的环境中会增加其成
年后患乳腺癌的危险，这种危险会一直持续到青春期和成年

后，且后天渐进性的接触过程会造成乳腺上皮细胞的增生分化
[10]。动物实验发现双酚 A在乳腺癌中的潜在作用，出生前就暴

露于低剂量双酚 A中会扰乱乳腺组织结构，并增加了乳腺癌
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图 1 CCK8检测 10-12~10-6 M的双酚 A对 SKBR-3细胞的增殖影响

Fig. 1 CCK8 detected the effect of BPA(10-12~10-6 M) on SKBR-3

proliferation

注：*：P<0.05; **：P<0.01; ***：P<0.001,与对照组相比。

Note: *: P<0.05; **: P<0.01;***: P<0.001, compared with the control.

的患病风险[11]。但目前有关双酚 A诱导乳腺癌等雌激素依赖性

肿瘤的发生机制还不清楚。

雌激素 G蛋白偶联受体（G protein-coupled estrogen recep-

tor，GPER）是一种新型的雌激素膜受体，可通过反式激活表皮

生长因子受体( epidermal growthfactor receptor，EGFR)等信号

通路产生快速的非基因性雌激素效应。有研究表明 GPER可以

调控多种雌激素相关癌细胞的生长，如子宫内膜癌细胞、卵巢

癌细胞甲状腺癌细胞等，且在乳腺癌细胞系和原发性乳腺癌组

织中均有广泛表达[12]。GPR30可以介导羟泰米芬或 E2诱导的
EGFR-MAPK/ERK信号转导级联反应，同时增强 c-fos表达从

而间接参与子宫内膜癌细胞的增殖过程[13]。但是有关双酚 A与
GPR30的具体作用机制及其可能的信号传导通路目前尚未明确。

本研究利用 GPER-EGFR-ERK 信号通路特异性拮抗剂
G15、AG-1478和 PD98059探讨双酚 A对 GPR30阳性、ERs阴
性的乳腺癌细胞 SKBR-3的生长增殖影响及其分子机制，为研

究双酚 A诱导乳腺癌提供研究依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
SKBR-3细胞系购美国模式培养物集存库(ATCC)。无酚红

高糖 DMEM培养基(HyClone)，胎牛血清(HyClone)。GPER特
异性拮抗剂 G15 (Tocris)、EGFR 特异性拮抗剂 AG-1478(Sig-
ma)、ERK 特异性拮抗剂 PD98059 (CST)、CCK-8 试剂盒(DO-

JINDO)。p-ERK抗体 (CST，1:1000)、ERK抗体(CST，1:1000)、

茁-actin 抗体（Sigma,1:5000）、山羊抗兔 IgG 抗体(Jackson，1:

100000)。二氧化碳培养箱(Thermo)，多功能酶标仪(Tecan)，凝

胶成像仪(Bio-rad)。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 SKBR-3细胞常规培养于含 10 %胎牛血清

的 DMEM高糖培养基，在 37 ℃，5 %CO2培养箱内培养。由于

酚红含有弱刺激作用，在临实验前 4天，将培养基换成不含酚
红的 10 %胎牛血清 DMEM高糖培养基。
1.2.2 CCK-8实验 取对数生长期细胞，胰酶消化后，每孔

2000 个细胞的浓度种于 96 孔板，每孔加 100 滋L 无酚红含
10%胎牛血清的 DMEM高糖培养基。待细胞完全贴壁 24小时

后，给予 10-12、10-11、10-10、10-9、10-8、10-7、10-6和 0 M浓度的双酚
A刺激。另设实验组，预孵 GPER拮抗剂 G15（10 滋M）、EGFR

拮抗剂 AG-1478（10 滋M）、ERK拮抗剂 PD98059（10 滋M）1 小

时后加入双酚 A（10-9 M）和 0M双酚 A组。设空白调零组(不加

拮抗剂和处理药物，只加培养基)，每组设 8个复孔。连续培养
24小时后，每孔加入 10 滋L CCK-8试剂。置于 37 ℃，5 %CO2

培养箱中孵育 2小时后，酶标仪测定各孔光密度值(测定波长
450 nm)，计算细胞活力。
1.2.3 待细胞长至 80 %～ 90 %后，给予 10-9 M

浓度的双酚 A刺激 0、0.5、1、3小时，和预孵 GPER拮抗剂 G15

（10 滋M）、EGFR拮抗剂 AG-1478（10 滋M）1小时后加入双酚 A

（10-9 M）刺激 1小时后，即终止药物作用。PBS清洗后，提取总

蛋白(裂解液中按 1∶ 100加入 cocktail)并用 BSA 试剂盒测量
蛋白浓度。取 20 滋g蛋白上样进行 SDS-PAGE电泳，转膜，5 %

脱脂奶粉室温封闭后，分别用 p-ERK、ERK兔单抗 (1∶ 1000)

4℃孵育过夜。TBST漂洗后，用山羊抗兔(1:100000)室温孵育 2

小时。孵育 ECL发光液，置于凝胶成像仪照相。图片采用 Im-

age J软件进行灰度值测定。实验重复 3次。
1.3 统计学分析

各组实验数据采用均数± 标准差( X± S)表示，采用 SPSS
13.0统计软件进行分析 2组间比较用独立样本 t检验，多组间

比较用单因素方差分析，组间比较及组与对照组比较用 Stu-

dent-Newman-Keuls (SNK)检验 Dunnett- 检验，检验水准 琢=0.

05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 低剂量的双酚 A诱导 SKBR-3细胞增殖

将不同浓度的双酚 A（10-12-10-6 M）与 SKBR-3细胞共同

孵育 24小时后，用 CCK-8试剂盒检测细胞的增殖情况。与对

照组相比，10-11-10-7 M浓度的双酚 A可引起细胞增殖（差异

具有统计学意义，P<0.05），生长曲线呈倒 U型。10-9 M浓度的

双酚 A 可诱导细胞增殖最大效应（细胞活力高于对照组约
38.84 %，P<0.001）。详见图 1。

2.2 GPER-EGFR-ERK 信号通路参与调控双酚 A诱导的细胞

增殖

预孵 GPER拮抗剂 G15（10 滋M）、EGFR拮抗剂 AG-1478

（10 滋M）、ERK拮抗剂 PD98059（10 滋M）1小时后，再用双酚 A

（10-9 M）处理 24小时。结果显示 G15、AG-1478和 PD98059可

抑制双酚 A诱导的细胞增殖。细胞活力与单纯双酚 A（10-9 M）

处理相比降低约 14.27 %、12.23 %和 17.98 %（P<0.01）。详见图 2。
2.3 双酚 A激活 GPER-EGFR-ERK信号通路

双酚 A（10-9 M）处理细胞 0.5、1、3小时后，发现磷酸化的

细胞外信号调节激酶（p-ERK）的表达明显高于对照组。在双酚

A处理 1小时时，p-ERK表达量最高（P<0.001），是对照组的
2.57倍。详见图 3。

预孵 G15（10 滋M）、AG-1478（10 滋M）1小时后，再用双酚
A（10-9 M）处理细胞 1小时发现，与双酚 A（10-9 M）单独处理组
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图 2 CCK8检测 G15、AG-1478、PD98059预处理后双酚 A对 SKBR-3

细胞的增殖影响

Fig. 2 CCK8 detected the effect of BPA(10-9 M) on SKBR-3 proliferation

with pre-incubation of G15, AG-1478 and PD98059

注：***：P<0.001,与对照组相比; ##：P<0.01; ###：P<0.001，与双酚 A单

独处理组相比。

Note:*: P<0.05; **: P<0.01, compared with the control; ##: P<0.01; ###:

P<0.001, compared with only-BPA.

图 3 Western bot检测双酚 A对 SKBR-3细胞的 pERK表达的影响

Fig. 3 Western bot detected the effect of BPA(10-9 M) on the expresssion of pERK in SKBR-3

注：*：P<0.05; **：P<0.01; ***：P<0.001,与对照组相比。

(*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001, compared with the control).

图 4 Western bot检测 G15、AG-1478、PD98059预处理后双酚 A对 SKBR-3细胞的 pERK表达的影响

Fig. 4 Western bot detected the effect of BPA(10-9 M) on the expresssion of pERK in SKBR-3 with pre-incubation of G15, AG-1478 and PD98059

注：***：P<0.001，与对照组相比；#：P<0.05；##：P<0.01，与双酚 A单独处理组相比。

(***: P<0.001, compared with the control; ##: P<0.01; ###: P<0.001, compared with only-BPA)

相比，p-ERK 表达减少，分别降低约 28.3 %和 32.4 %，差异具

有统计学意义（P<0.05）。详见图 4。

3 讨论

双酚 A作为环境内分泌干扰物与肥胖，多囊性卵巢综合

症，反复性流产，子宫内膜过度和雌激素依赖性肿瘤密切相关
[14，15]。研究表明双酚 A在 10-12～ 10-6 M的浓度下，可促进细胞

的增殖[16，17]，其促增殖作用呈现倒 "U"型。在 nM级浓度的双酚
A可以使细胞增殖达高峰，而大于 10-5 M浓度的双酚 A可引

起细胞的凋亡，这与本研究结果相似。本实验通过不同浓度的

双酚 A 对 GPR30 阳性的乳腺癌细胞 SKBR-3 处理，确定了
10-11～ 10-7 M 浓度的双酚 A 具有促乳腺癌细胞增殖作用，且
GPR30参与双酚 A诱导的乳腺癌增殖作用。

有研究表明新型的雌激素受体 GPR30能独立介导雌激素

激活 EGFR[18]，通过 EGFR-ERK1/2信号通路发挥生物学效应
[19]。Albanito 等研究发现，环境雌激素能通过 GPR30-EGFR-

MAPK信号转导途径激活 c-fos的表达，从而引起卵巢癌细胞

的增殖[20]。本研究发现，预孵 GPER、EGFR、ERK1/2特异性拮抗

剂 G15、AG-1478、PD98059后，双酚 A诱导的乳腺癌细胞增殖

有所减少，但仍高于对照组。这表明，可能与 GPR30-EGFR-

ERK1/2信号通路有关，但不是唯一通路。

在进一步证明 GPR30-EGFR-ERK1/2 信号通路参与双酚
A的促增殖作用中，我们发现双酚 A可快速激活 ERK1/2。双

酚 A处理 1小时后，ERK1/2的磷酸化表达最多。阻断 GPR30
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和 EGFR后，ERK1/2的磷酸化表达也相应减少。本研究证明了

双酚 A通过激活 GPER-EGFR-ERK信号通路，诱导乳腺癌细

胞增殖，但相互之间关系及具体的机制仍需进一步的研究。
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