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环境雌激素双酚 AF 诱导神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞系增殖与侵袭的
体外实验
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摘要：目的  探讨环境雌激素双酚 AF(bisphenol AF，BPAF) 对神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y 增殖，及雌激素受体 α(estrogen

receptor α，ERα) 转录活性的影响。方法  SH-SY5Y 细胞转染 ERE-Luc 或 CatD-Luc 荧光素酶报告基因后，使用 0.01μmol/L、

0.03μmol/L、0.1μmol/L、0.3μmol/L、1μmol/L、3μmol/L 和 10μmol/L 浓度梯度的 BPAF 处理 SH-SY5Y 细胞，采用荧

光素酶报告基因实验 (luciferase) 检测 BPAF 对 ERα 转录活性的影响 ；使用 BPAF 作用诱导 ERα 转录活性的 ECmax 浓度处

理 SH-SY5Y 细胞，采用 CCK-8 实验检测细胞样品在 450 nm 波长的吸光度值 ；在 ERα 表达阴性的三阴性乳腺癌 (triple

negative breast cancer，TNBC) 细胞系 MDA-MB-231 中转染 ERα 表达载体 ；在 SH-SY5Y 细胞中转染 ERα 的小干扰 RNA 

(siRNA) 或使用 ERα 的拮抗剂 ICI-182780 (100 nmol/L) 预处理 SH-SY5Y 细胞后，检测 BPAF 对 ERα 转录活性的诱导作用

或对 SH-SY5Y 细胞增殖 / 侵袭的促进作用。结果  BPAF 能够剂量依赖性地 (R2=0.94，P=0.007 6) 在 SH-SY5Y 细胞中提高

ERα 的转录活性，其 EC50 值为 (0.44±0.09) μmol/L，ECmax 值为 3 μmol/L ；在 SH-SY5Y 细胞中转染 ERα 的 siRNA 载体，

或使用 ERα 的拮抗剂 (100 nmol/L ICI-182780) 处理 SH-SY5Y 细胞能够显著下调 BPAF 诱导的 ERα 转录活性 ( 抑制率分

别为 76.97% 和 77.75%)，及其对 SH-SY5Y 细胞增殖 ( 抑制率分别为 77.42% 和 86.76%)、侵袭的促进作用 ( 抑制率分别为

95.87% 和 105.56%)。结论  BPAF 可能通过诱导 ERα 的转录活性，促进神经母细胞瘤细胞系的增殖与侵袭。
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Environmental estrogen bisphenol AF enhanced proliferation and invasion of neuroblastoma 
SH-SY5Y cell line in vitro
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Abstract: Objective  To declare the activity of environmental estrogen bisphenol AF (BPAF) in neuroblastoma proliferation or invasion 
and the effect of BPAF on the transcriptional activity of estrogen receptor α(ERα). Methods  SH-SY5Y cells, which were transfected 
with ERE-Luc or CatD-Luc, were treated with indicated dose (0.01μmol/L, 0.03μmol/L, 0.1μmol/L, 0.3μmol/L, 1μmol/L, 3μmol/
L and 10μmol/L) of BPAF. Next, cells were harvested and analyzed by luciferase assays. Then, SH-SY-5Y cells were seeded in 96-
well plates and were treated by ECmax of BPAF. The growth curves for each cell group were drawn according to the volume of O.D. 450 
nm. The siRNA (small interfere RNA) of ERα or its antagonist (ICI-182780) was used to declare the specificity of BPAF function, and 
ERα expression vector was transfected by MDA-MB-231 cells in triple negative breast cancer (TNBC). SH-SY5Y cells were treated 
with ECmax of BPAF after transfection with ERα siRNA or treatment with ICI-182780 (100 nmol/L). Then, the induction of BPAF to 
ERα transcriptional activity and its promoted effect on proliferation and invasion of SH-SY5Y cells was detected. Results  Treatment of 
BPAF induced the transcriptional activity of ERα in a dose dependent manner [EC50=(0.44±0.09)μmol/L, R2=0.94, P=0.007 6], and 
the ECmax value of BPAF on ERα activity was 3μmol/L. Transfection of ERα siRNA could disrupt the activity of ERα induced by 
BPAF (3μmol/L) significantly (inhibition rate, IR=76.97%), SH-SY5Y proliferation (IR=77.42%) and invasion (IR=95.87%). Treatment 
of 100 nmol/L ICI-182780 also inhibited ERα activity (IR=77.75%), SH-SY5Y proliferation (IR=86.76%) and invasion (IR=105.56%). 
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Conclusion  BPAF will promote the proliferation or invasion of neuroblastoma cells by inducing the transcription factor activity of ERα. 
Keywords: environmental estrogen; bisphenol AF; neuroblastoma; SH-SY5Y cell line; estrogen receptor α; transcription factor 
activity; proliferation and invasion

		  内分泌干扰物质 (endocrine disrupt chemicals，

EDCs) 是一类存在于环境中能够干扰人体各种激素

的合成、转运、释放与代谢，进而影响内分泌系统

调控的化学物质 [1]。以双酚 AF(bisphenol AF，BPAF)

为代表的化工原料、增塑剂、各种色素、防腐剂等

均有诱导雌激素受体 α(estrogen receptor α，ERα)

转录活性的潜在作用，因此又被称为环境雌激素

(environmental estrogens，EEs)[2-4]。目前对 EEs 的研

究多停留在初步识别阶段，而 EEs 与 ERα 相互作

用在内分泌依赖 / 相关肿瘤发生发展中的作用细节

鲜有报道。神经母细胞瘤是儿童及婴幼儿最常见的

颅外肿瘤，目前对其发生机制尚不清楚 [5]。已有研

究指出，ERα 在神经母细胞瘤组织标本和细胞系

中表达阳性 [5-8]。为深入研究环境雌激素类物质对

内分泌依赖 / 相关肿瘤的影响，本研究选取 BPAF

为模型药物进行体外研究，观察给药后 BPAF 对神

经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 增殖和侵袭的影响。

材料和方法

1	 药品、试剂和设备　BPAF 和 ERα 拮抗剂 ICI-

182780 购自美国 Sigma 公司 ；胎牛血清 (fetal bovine

serum，FBS) 和 DMEM 高糖培养基购自美国 Hyclone

公司 ；Luciferase 试剂盒购自美国 Promega 公司 ；

CCK-8 试剂购自美国 Amerresco 公司 ；Lipofectamine

2000 转 染 试 剂 购 自 美 国 Invitrogen 公 司 ；Trans-

well 细胞 24 孔培养板和 Trans-well 小室以及 96 孔

细胞培养板等购自美国 Corning 公司。TS-100 相

差倒置显微镜购自日本 Nikon 公司 ；多功能酶标仪

(Wallac 公司 )。

2	 细胞培养和转染　神经母细胞系 SH-SY5Y 和

乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 购自中国医学科学院

细胞中心 [9]，培养于添加 10% FBS 的高糖 DMEM

培养液中 ；置于 37℃，5% CO2 孵箱中培养。表达

载体 ：ERE-Luc 和 CatD-Luc 报告基因载体由军事

医学科学院叶棋浓研究员惠赠 [6]，ERα 表达载体

和 siRNA 载体 [9] 为沈阳军区总医院曹鹏博士惠赐。

转 染 实 验 ：将 0.5μl 的 Lipofectamine 2000 转 染

试剂和 200 ng 核酸 ( 由 0.5μl 无血清无抗生素的

MDEM 培养基溶解与稀释 ) 分别加入到 2 个 EP 管

( 各含 24.5μl 无血清无抗生素培养基 ) 中，充分混

匀，室温静置 15 min 后，将两管液体等比例混合，

轻轻混匀后室温静置 15 min，备用。

3	 荧光素酶报告基因实验　参照 Zhang 等 [10] 的方

法进行实验 ：SH-SY5Y 或 MDA-MB-231 细胞转染

相应质粒后，使用药物处理 (0.01μmol/L、0.03μmol/

L、0.1μmol/L、0.3μmol/L、1μmol/L、3μmol/L

和 10μmol/L BPAF 或 100 nmol/L ICI-182780)， 按

照 Promega 公司提供的说明书进行实验，分别检测

Luciferase 的活性和内标 β-galactosidase 的活性。

4	 细胞增殖实验　将 SH-SY5Y 接种于 96 孔板中，

加入特定浓度的药物 (3μmol/L BPAF，100 nmol/

L ICI-182780)，置于 37℃，5% CO2 孵箱中培养，

于 0 d、1 d、2 d、3 d 和 4 d 时每孔分别加入 20μl 

CCK-8 试剂，再置于 37℃含 5% CO2 的细胞培养

箱中孵育 4 h 后，使用多功能酶标仪在 450 nm 处

测定吸光度值 [11-12]。

5	 Trans-well 实 验　 参 照 Yang 等 [12] 和 Chen 等 [13]

的方法进行实验 ：使用无血清 RPMI-1640 培养基

按 1 ∶ 5 比例稀释 ECM 胶 ( 美国 Sigma 公司 ) 预铺

Trans-well 小室 ( 每孔 30μl)，37℃孵育 2 ~ 4 h ；使

用药物处理 SH-SY5Y 细胞后 (3μmol/L BPAF，100 

nmol/L ICI-182780)，消化并使用无血清 RPMI-1640

培养基重悬至 5×105/ml 的细胞浓度，加入 Trans-

well 小室中，每孔 0.2 ml ；24 孔细胞培养板中加入

含有 20% FBS 的 RPMI-1640 培养基后，将小室放

入 24 孔板 ；37℃孵育 4 ~ 6 h 后使用结晶紫染色 ( 无

水乙醇配置，0.25% 溶液 )，每孔 5 个视野拍照，

使用乙酸洗脱后检测吸光度值 (OD590nm)。相对侵袭

细胞数 [14-15]= 实验组 OD590nm/ 对照组 OD590nm。

6	 统计学分析　应用 SPSS17.0 统计软件，计量资

料以 -x±s 表示，多组比较采用单因素方差分析，

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1 BPAF 诱导 ERα 的转录活性　结果如图 1 所示，

与溶剂对照 (1‰ DMSO) 相比，BPAF 能够剂量依

赖性地诱导 ERE-Luc( 雌激素应答元件荧光素酶报

告基因 ) 和 catD-Luc(ERα 应答基因 CTSD 的荧光

素酶报告基因 ) 的活性，其 EC50 值为 (0.44±0.09)

μmol/L，R2 和 P 值 分 别 为 0.94 和 0.007 6， 其 作

用的 ECmax 浓度为 3μmol/L。ERα 的拮抗剂 ICI-

182780(100 nmol/L) 能 够 显 著 抑 制 BPAF 诱 导 的

ERα 转 录 活 性 ( 抑 制 率 为 77.75%)。ECmax 浓 度

BPAF(3μmol/L) 仅 能 够 在 转 染 ERα 表 达 载 体 的
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ERα 表达阴性的 MDA-MB-231 中诱导 ERα 的转

录活性 ( 图 1C)。在 SH-SY5Y 细胞转染 ERα 的小

干扰 RNA(siRNA，图 1D) 能够下调 3μmol/L BPAF

诱导的 ERα 转录活性 ( 抑制率为 76.97%)。

2	 BPAF 诱导细胞增殖　如图 2A 所示，与对照

组相比，BPAF 能够促进 SH-SY5Y 细胞的增殖作

用。进一步实验显示，ERα 的抑制剂 ( 图 2B) 或

siRNA( 图 2c) 都能够抑制 BPAF 的活性 ( 抑制率分

别为 86.76% 和 77.42%)。这表明 BPAF 可能通过

ERα 诱导 SH-SY5Y 细胞增殖。

3	 BPAF 诱导细胞侵袭　如图 3 所示，与对照组

相比，BPAF 能够促进 SH-SY5Y 细胞的侵袭作用，

ERα 的抑制剂或 siRNA 都能够抑制 BPAF 的活性

( 抑制率分别为 105.56% 和 95.87%)。这表明 BPAF

可能通过 ERα 诱导 SH-SY5Y 细胞侵袭。

讨　论

		  ERα 是一种重要的核受体，具有配体结合结

构域、AF-1 和 AF-2 等 2 个转录激活结构域以及

DNA 结合结构域 [6,16]。ERα 能够为雌激素等配体

活化，进而转位进入细胞核，与其应答基因启动子

区的识别元件相结合并介导其应答基因的转录，最

终产生相关的生理学效应 [6,17]。作为内分泌依赖和

相关肿瘤的调控枢纽，发现和识别具有激动活性的

环境雌激素 / 污染物具有重要意义。计算化学技术、

分子生物学技术、特别是萤光素酶报告基因技术

等环境雌激素快速发现技术得到了广泛应用 [18-19]，

但上述方法也存在着操作烦琐、灵敏度低等缺点。

在此基础上我们利用基于荧光标记细胞模型的高内

涵分析 (high content analysis，HCA)，建立了在稳定

表达绿色荧光蛋白 (enhanced green fluorescent protein，

EGFP)-ERα 细胞核颗粒形成 (Foci 作用 ) 的活细

胞模型内，利用图像分析技术高通量和定量检测

和识别 EEs 的新方法 [19]。尽管上述研究为 EEs 污

染的监控和防治奠定了基础，但仍局限在 EEs 的

发现和识别层面，对其生理学作用和分子机制仍

需深入研究。包括 BPAF、壬基酚、BPA、PCB( 多

氯联苯 ) 类有机氯农药、二恶英等毒性气体和氟利

图 1　BPAF能够诱导ERα的转录活性      A： SH-SY5Y细胞受不同剂量BPAF或100 nmol/L ICI-182780处理后进行检测
ERE-Luc活性； B： SH-SY5Y细胞受不同剂量BPAF或100 nmol/L ICI-182780处理后进行检测 catD-Luc活性； C：
MDA-MB-231细胞转染空载体 (empty vector)或ERα表达载体，受3μmol/L BPAF处理后进行检测ERE-Luc活性；
D： SH-SY-5Y细胞转染对照小干扰RNA载体 (control siRNA)或ERα小干扰RNA载体 (siRNA)，受3μmol/L BPAF处
理后进行检测ERE-Luc活性

Fig. 1　BPAF induces the activity of ERα       A: SH-SY5Y cells were treated with indicated amount of BPAF and then 
harvested for luciferase analysis for ERE-Luc activity; B: SH-SY5Y cells were treated with indicated amount of BPAF 
and then harvested for luciferase analysis for catD-Luc activity; C: MDA-MB-231 cells, which were transfected with 
empty vector or ERα vector, were treated with 3μmol/L BPAF and then harvested for luciferase analysis for ERE-
Luc activity; D: SH-SY5Y, which were transfected with control siRNA or ERα siRNA, were treated with 3μmol/L 
BPAF and then harvested for luciferase analysis for ERE-Luc activity
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昂等多种塑化剂、工业原料、药物、环境污染物 /

毒物和添加剂等，其分子量小、亲脂性强，易于

透过生物膜并在脂肪组织中蓄积，在生物体内吸

收迅速且不易被肾排泄，具有对生物体的持久作

用 [1-4, 18-19]。随着老龄化和环境污染，以 BPAF 为

代表的 EEs 能够在成人血液中被检测到，其对人

类健康的影响已经成为一项公共卫生问题 [1-4]。

		  本研究首次报道了以 BPAF 为代表的 EEs 具有

诱导神经母细胞瘤增殖的活性。我们的结果显示，

BPAF 处理 SH-SY5Y 细胞，能够显著促进其增殖

和侵袭作用。值得一提的是，如何定量 Trans-well

实验中侵袭细胞的数量并减少误差具有重要意义。

本研究使用乙酸或无水乙醇洗脱的方法有可能引

入误差，而人工细胞计数效率低且容易出错，因

此未来应利用高内涵分析等定量图像分析系统对

相关结果进行分析。在此基础上，我们对 BPAF 的

作用机制进行了分析，BPAF 能够剂量依赖性地在

SH-SY5Y 细胞和转染外源 ERα 的 MDA-MB-231

细胞中诱导 ERα 的转录活性，而 ERα 的 siRNA

或拮抗剂均能够抑制 BPAF 对 ERα 转录活性和

SH-SY5Y 细胞增殖 / 侵袭的影响。神经母细胞瘤

是儿童和婴幼儿最常见的肿瘤，我们的前期结果 [9]

和本研究均揭示了其内分泌依赖的特性，因此少

年儿童通过各种途径摄入的 EEs 不仅有可能扰乱

其内分泌平衡、干扰其正常发育，也有可能是神

经母细胞瘤发生的危险因素，进一步对此进行肿

瘤流行性病学调查研究具有重要意义。
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图 2　BPAF能够ERα依赖地诱导SH-SY5Y细胞增殖      A： 3μmol/L BPAF处理SH-SY5Y细胞进行CCK-8实验； B: SH-SY5Y细胞受
3μmol/L BPAF或3μmol/L BPAF + 100 nmol/L ICI-182780处理后进行CCK-8实验； C： SH-SY5Y细胞转染control siRNA或ERα 
siRNA，受3μmol/L BPAF处理后进行CCK-8实验； aP ＜0.05

Fig. 2　BPAF induces the proliferation of SH-SY5Y cells via ERα     A: SH-SY5Y cells were treated with 3μmol/L of BPAF and harvested for 
CCK-8 analysis; B: SH-SY5Y cells were treated with 3μmol/L of BPAF or 3μmol/L of BPAF + 100 nmol/L of ICI-182780, and then 
harvested for CCK-8 analysis; C: SH-SY5Y cells, which were transfected with control siRNA or ERα siRNA, were then treated with 
3μmol/L of BPAF, and then harvested for CCK-8 analysis. aP ＜0.05

图 3　BPAF能够ERα依赖地诱导SH-SY5Y细胞侵袭
  SH-SY5Y细胞受100 nmol/L ICI-182780处理或转染ERα siRNA，受
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