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不同发育期大鼠乳腺组织中
雌激素受体 Α的表达

Ξ
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　　[摘　要 ]　为了探讨不同发育时期大鼠乳腺中雌激素受体 Α(E strogen recep to r, ER Α)的表达情况,采用R T 2

PCR 方法对不同发育时期大鼠乳腺组织中的 ER Α进行了半定量研究。结果表明,妊娠和泌乳期大鼠乳腺组织中的

ER Α表达水平均低于处女期,且差异显著 (P < 0. 05) ; 整个妊娠过程中,以妊娠 12 d 最高; 随着泌乳期的进行, ER Α
的表达水平增高,但差异不显著 (P > 0. 05)。表明 ER Α可能参与了乳腺细胞的发育和凋亡。
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Abstract: To study the exp ression of est rogen recep to r ΑmRNA in rat m amm ary gland, th is art icle

studied the exp ression of est rogen recep to r ΑmRNA in virg in, p regnancy and lacta t ion ra t m amm ary gland.

Fo rty2tw o Sp rague2D aw ley fem ale ra ts w ere u sed, virg in, 6, 12, 18 days of p regnancy, 6, 12, 18 days of lac2
ta t ion sepera tely. In each stage, the num ber is six. W e studied the exp ression of est rogen recep to r ΑmRNA

in m amm ary gland w ith half quan t ity R T 2PCR. T he resu lts show ed that the mRNA levels of est rogen re2
cep to r Α in m amm ary gland du ring p regnancy and lacta t ion period w ere low er than tho se du ring the virg in

period and show ed sign if ican t d ifference (P < 0. 05). D u ring the w ho le p regnancy period, the mRNA level

of est rogen recep to r Αat p regnancy of 12 days is h ighest. W ith lactact ion p rocessed, the mRNA levels of es2
t rogen recep to r Α increased, bu t there w as no sign if ican t d ifference (P > 0. 05). O u r resu lts sugggested that

est rogen recep to r Αw as invo lved in m amm ary developm en t and invo lu t ion.
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　　乳腺发育主要受类固醇和多肽类等激素的调

控。成年女性乳腺高度增生发生于月经周期的黄体

期,即雌激素和孕酮水平较高时,雌激素促进乳腺导

管生长,诱导孕酮受体表达,孕酮反过来促进腺泡发

育。雌激素对靶细胞作用的分子基础是靶细胞内存

在一种能与其特异性结合的雌激素受体 (E strogen

recep to r, ER ) [1 ]。ER 是一类由配基激活的转录因子,

介导大部分已知的雌激素效应, 包括 ER Α
[2 ]和

ER Β
[3 ]。ER 分布于许多组织,包括中枢神经系统、心

血管系统、免疫系统、泌尿生殖道、胃肠道、骨组织、

肾脏、肺脏和子宫等。多数学者认为,雌激素对乳腺

的作用部分由 ER Α介导。虽然现已明确雌激素能促
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进乳腺导管的发育,但其受体在乳腺发育中的作用

还不清楚。为了阐明 ER 在乳腺发育中的作用机制,

首先要掌握 ER 在乳腺正常发育过程中的表达规

律。为此,本实验用R T 2PCR 方法对不同时期大鼠

乳腺中 ER Α的表达进行检测,以期发现大鼠乳腺发

育过程中 ER Α的表达规律,探讨其在乳腺发育中的

作用机理。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物及分组　42 只雌性处女 SD 大鼠

和 18 只雄性 SD 大鼠, 均购自河南省实验动物中

心,质量 250 g。在 12 h 光照和 12 h 黑暗条件下喂

养,环境温度 20～ 25 ℃,自由采食和饮水;大鼠颗粒

饲料购自河南省实验动物中心。42只雌性大鼠分处

女期组,妊娠 6, 12, 18 d 组和泌乳 6, 12, 18 d 组,每

组 6只。

1. 1. 2　引物设计与合成　根据 GenBank 中收录的

大鼠 ER Α和 Β2act in cDNA 序列 (登录号分别为

NM 007956和A F541940) ,利用 P rim er 5. 0软件设

计 2对 PCR 引物。ER Α的上下游引物序列分别为:

上游: 5′2GCG GCA TA C GGA AA G A CC23′; 下

游: 5′2A T G GA G CGC CA G A CG A GA 23′。预期扩

增片断 430 bp。Β2act in 的上下游引物序列分别为:

上游: 5′2CTC CCT A T G GCT CCT TCA T GC23′;

下游: 5′2CCC T TC T GG T GC T GC T GC T T 23′,

预期扩增片断 520 bp。两对引物均由 T aKaR a公司

合成。

1. 1. 3　主要试剂及仪器　D EPC, Sigm a 公司产品;

TR Izo l, Invit rogen 公司产品; AM V 反转录酶、

RN ase2Inh ib ito r、T aq DNA 聚 合 酶、dN T P s、

O ligdT、DNA M arker 均购自 T aKaR a 公司; DNA

胶回收试剂盒购自上海生工有限公司; 梯度 PCR

仪, 德国 B iom etra 产品; 3K30 高速冷冻离心机,

Sigm a 产品;凝胶成像系统等。

1. 2　大鼠乳腺组织的采取

6只处女组大鼠直接处死,采取乳腺组织。其余

36只处女大鼠于发情前期与 18只雄性大鼠同笼饲

养 (雌雄比为 2∶1) ,同笼后第 2天开始对雌性大鼠

进行阴道检查,发现雌性大鼠阴道栓明显的当天被

看作妊娠 0 d,妊娠鼠单个饲养。各妊娠组大鼠分别

于妊娠 6, 12和 18 d 时处死,采取乳腺组织。分娩的

当天看作泌乳 0 d,各泌乳组大鼠分别于泌乳 6, 12,

18 d 处死,采取乳腺组织。采取的所有乳腺组织均

放入液氮速冻后,置- 80 ℃冰箱保存待测。

1. 3　大鼠乳腺组织RNA 的提取与质量鉴定

1. 3. 1　RNA 的提取　核酸提取过程中所用试剂均

用 1 göL D EPC 处理水配制, 塑料制品均在 1 göL
D EPC 水中浸泡过夜,高压灭活D EPC。在锡箔纸上

用手术刀切 50～ 100 m g 组织,放入 1. 5 mL 离心管

中,加1 000 ΛL TR Izo l,立即用解剖剪剪碎,至出现

粘丝为止,室温放置 5 m in。4 ℃ 8 000×g 离心 5～

8 m in,用移液枪穿过上层脂肪转移上清至另一离心

管中,加入 200 ΛL 氯仿,混匀室温放置 2～ 3 m in。4

℃ 12 000×g 离心 10 m in, 取上清, 加等体积异丙

醇, - 20 ℃放置 20 m in, 12 000×g 离心 10 m in。弃

去管内液体,加 800～ 1 000 ΛL 体积分数 75%乙醇,

4 ℃ 8 000×g 离心 5 m in。弃去管内液体,加 800～

1 000 ΛL 无水乙醇, 4 ℃ 10 000×g 离心 5 m in。倒

置风干,沉淀用适量的D EPC 水溶解待测。

1. 3. 2　RNA 质量鉴定　参照文献[ 4 ]的方法,采用

改良的 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测RNA 的完整

性,电压 4～ 5 V öcm ,紫外灯下观察; 取 RNA 样品

100倍稀释,紫外分光光度计测定OD 260和OD 280,计

算RNA 的纯度及含量。

1. 4　大鼠乳腺组织 Β2act in 基因的R T 2PCR 扩增

1. 4. 1　R T 反应　总 RNA 2 ΛL , 5×AM V Buffer

4 ΛL , dN T P (2. 5 mmo löL ) 4 ΛL , RN ase Inh ib ito r

( 40 uöΛL ) 0. 5 ΛL , O ligdT ( 50 pmo löΛL ) 1 ΛL ,

AM V (5 uöΛL ) 1 ΛL ,D EPC2H 2O 7. 5 ΛL ,混匀后,室

温静置 10 m in, 42 ℃ 1 h,即得 cDNA 模板,置- 20

℃备用。

1. 4. 2　PCR 反应　反应体系为 10×Buffer (无

M g2+ ) 5 ΛL , M gC l2 ( 25 mmo löL ) 6 ΛL , dN T P s 6

ΛL ,上、下游引物各 1 ΛL , T aq DNA 聚合酶 0. 4 ΛL ,

ER Α或Β2act in cDNA 模板 2 ΛL ,加水至 50 ΛL。反应

程序均为 95 ℃变性 3 m in; 95 ℃ 10 s, 53 ℃ 20 s,

72 ℃ 30 s, 共 35 个 循 环; 最 后 72 ℃延 伸

10 m in。　　　　

1. 5　R T 2PCR 扩增产物的检测

取 ER Α和 Β2act in 的 PCR 产物各 5 ΛL ,分别与

4 ΛL 6×L oading Buffer, 2 ΛL 20×Sym green 混合,

12 göL 琼脂糖凝胶电泳,凝胶成像分析系统照相并

于 302 nm 处检测 PCR 产物光密度值 (OD ERΑ和

OD Β2actin) ,用 ER Α与 Β2act in 的OD 值之比定量 ER Α

的转录水平。

1. 6　PCR 扩增产物的回收及测序

用 Gel ex tract ion k it 回收目的条带,送北京华
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大生物公司测序。

1. 7　数据统计与分析

不同发育时期大鼠乳腺组织中OD ER ΑöOD Β2actin

均以平均值±标准差 (X{ ±SD )表示, 并采用 SPSS

13. 0统计软件进行数据整理和统计,多组间比较用

方差分析 F 检验,组间两两比较用 SN K 检验。

2　结果与分析

2. 1　大鼠乳腺组织总RNA 的质量

　　结果表明,提取的大鼠乳腺组织总RNA 电泳

后在 28 S (约 1 880 bp )、18S (约 750 bp )和 5. 8 S (约

110 bp )处有清晰的条带 (图 1) ,表明RNA 完整性

较 好。所 有 样 品 用 紫 外 分 光 光 度 计 定 量,

OD 260öOD 280值为 1. 7～ 2. 0,表明纯度较好,无蛋白

质和DNA 污染。

2. 2　大鼠乳腺组织中 ER Α基因的R T 2PCR 结果

从大鼠乳腺中提取的总RNA 经 R T 2PCR 后,

在约 430 bp 位置有预期大小的特异性扩增条带 (图

2)。经测序证实回收目的条带为特异性的雌激素受

体 (ER Α)扩增产物。

图 1　大鼠乳腺组织中总RNA 的电泳结果
1. RNA 样品;M. DL 2000 DNA 标准

F ig. 1　R atsπexam ination of to ta l

RNA in m amm ary tissu re
1. RNA samp le;M. DL 2000 DNA M arker

　

　

图 2　大鼠乳腺组织中 ER ΑmRNA 的R T 2PCR 产物电泳图
M. DL 2000 DNA 标准; 1. 处女期; 2～ 4. 妊娠

6, 12, 18 d; 5～ 7. 泌乳 6, 12, 18 d

F ig. 2　Ratsπelectropho resis analysis of PR RT 2PCR p roduct
M. DL 2000 DNA M arker; 1. V irgin; 2- 4. 6, 12, 18 d

o r p regnancy; 5- 7. 6, 12, 18 d of lactation

2. 3　大鼠乳腺组织中 ER Α基因的表达水平

ER Α基因在大鼠乳腺中转录水平的相对定量结

果见表 1。由表 1可知,与处女期相比,妊娠和泌乳

期 ER Α的表达水平显著降低 (P < 0. 05) ;妊娠过程

中,以妊娠 12 d 最高,并与妊娠 18 d 差异显著 (P <

0. 05) ,与妊娠 6 d 差异不显著 (P > 0. 05) ;泌乳期随

着泌乳时间的增加, ER Α的表达水平增加,但差异不

显著 (P > 0. 05)。

表 1　大鼠乳腺发育不同时期 ER ΑöΒ2actin 电泳条带密度扫描结果 (n= 6)

T ab le 1　E lectropho resis analysis of ER ΑöΒ2actin during each period of m amm ary

组别
Group

OD ERΑöOD Β2actin
组别

Group
OD ERΑöOD Β2actin

处女期组V irgin period group 1. 16±0. 04 c 泌乳 6 d 组D ays 6 of lactation group 0. 89±0. 05 a

妊娠 6 d组D ays 6 of p regnancy group 1. 00±0. 03 ab 泌乳 12 d组D ays 12 of lactation group 0. 91±0. 11 a

妊娠 12 d组D ays 12 of p regnancy group 1. 05±0. 04 b 泌乳 18 d组D ays 18 of lactation group 0. 93±0. 12 a

妊娠 18 d组D ays 18 of p regnancy group 0. 91±0. 05 a

　　注:同列数据后标相同小写字母表示差异不显著 (P > 0. 05)。

N o te: T he data in the sam e co lum n w ith iden tical letters m eans the insign ifican t differences (P > 0. 05).

3　讨　论
乳腺发育受类固醇、多肽激素及生长因子等调

控,这些调控因子通过内分泌、旁分泌或自分泌的方

式来发挥作用,如雌二醇和孕酮主要通过内分泌的

方式分别促进乳腺导管和小叶腺泡的发育[526 ]。雌激

素是乳腺细胞进行有丝分裂的有效分裂原,对于乳

腺的正常发育是必需的[7 ]。从初情期开始,乳腺细胞

快速生长发育,这主要由雌激素刺激导管增生和孕

酮促进腺泡发育引起的。多数学者认为,雌激素在乳

腺中的作用部分由 ER Α介导。尽管雌激素在乳腺上

皮增生中有明显的作用,但对雌激素受体在乳腺细

胞发育和泌乳中是否有调节作用的研究较少。

由于 ER Α的变化对监测乳腺肿瘤、鉴别其良恶
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性病变、判断预后有重要的临床应用及推广价值,所

以目前 ER Α在乳腺方面的研究多侧重于对乳腺瘤

的监测,而对正常乳腺发育过程中 ER Α的含量变化

研究较少[8 ]。Saji等[9 ]用免疫组化法对大鼠乳腺中

ER Α和 ER Β的表达水平进行了研究,结果发现初情

期前乳腺中表达 ER Α的细胞约占 40% ,共同表达 2

种受体的细胞约占 25% ; 妊娠期, 多数细胞表达

ER Β,少数细胞表达 ER Α,共同表达 2 种受体的细胞

极少; 泌乳期,主要是共同表达 2 种受体的细胞; 断

奶后, 表达 ER Α的细胞较少, 共同表达 2 种受体的

细胞极少。本研究结果发现,妊娠期和泌乳期大鼠乳

腺中 ER Α表达水平均低于处女期,且差异显著 (P <

0. 05) ;整个妊娠过程中,以妊娠 12 d 最高; 泌乳期随

着时间的延长, ER Α的表达水平增加,但差异不显著

(P > 0. 05) ,与 Saji报道基本一致。提示 ER Α可能参

与了乳腺细胞的发育和凋亡。

Β2act in 是一种细胞质肌动蛋白,与一些管家基

因一样在物种内持续恒量表达, 常用作相对定量

PCR 的内参照。相对定量 PCR 是通过终点检测法

进行的,即 PCR 达到平台期后,用目的基因与内参

照的灰度比值作为目的基因的相对量。为了更精确

的检测乳腺发育过程中 ER Α的变化,下一步的研究

工作将应用实时荧光定量 PCR 方法检测 ER Α在乳

腺组织的表达。
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