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摘要: 卤代咔唑是一类与二噁英结构类似的杂环芳香烃化合物,在环境和生物体内均有检出。 研究表明,溴代咔唑(bromocar-
bazoles, BCZs)是具有代表性的卤代咔唑,有较强的持久性和生物累积性,且在不同生物体内表现出类二噁英毒性以及内分泌

干扰效应,对人类的健康有潜在风险。 研究表明 BCZs 可以在不同细胞中分别激活芳香烃受体(aryl hydrocarbon receptor, AhR)
和雌激素受体(estrogen receptor, ER)。 乳腺癌的发生发展不仅与 ER 通路密切相关,也与 AhR 通路有关,但在乳腺癌细胞中

BCZs 对 2 种通路的相互作用机制尚不明确。 因此,本研究以 BCZs 对 ER 和 AhR 通路的作用为目标,有助于我们借助不良结

局途径(adverse outcome pathway, AOP),从分子层面了解 BCZs 对乳腺癌细胞毒理学作用机制。 实验选取 5 种 BCZs,以 ER 阳

性的人乳腺癌细胞(MCF-7)为研究对象,探究 BCZs 在 MCF-7细胞中对 ER 和 AhR 通路的激活作用,并筛选激活能力最强的

BCZs,探究 2 个通路之间的相互作用。 结果表明,1,3,6,8-四溴咔唑(1,3,6,8-tetrabromo-9H-carbazole, 1368-BCZ)可以同时激活

ER 和 AhR 通路,上调 ER 通路靶基因三叶因子 1(trefoil factor 1, tff1)和 AhR 通路靶基因细胞色素 P450 酶 1A1(cytochrome
� P450 1A1, cyp1a1)和细胞色素 P450 酶 1B1(cytochrome P450 1B1, cyp1b1)的表达水平;1368-BCZ 对 ER 通路的激活部分依赖于

ahr 的介导,而干扰 ER 通路的激活作用后,AhR 通路下游代表性目的基因的表达水平提高。 因此,1368-BCZ 是一种可以同时

� 激活 ER 和 AhR 通路的 BCZs,且被激活的 ER 和 AhR 通路之间存在相互作用。 本实验补充了 BCZs 在 ER 阳性乳腺癌细胞中

的可能作用机制,为新型污染物 BCZs 的毒性效应机制研究提供了数据支持。
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Abstract: Polyhalogenated carbazoles are heterocyclic aromatic hydrocarbon compounds with a similar structure to
dioxins, which have been detected in environments and organisms. Among them, bromocarbazoles (BCZs) present
strong persistence and bioaccumulation potential, and have shown dioxin-like toxicity and endocrine disrupting
effects in different organisms, posing potential risks to human health. Studies have shown that BCZs can activate
aryl hydrocarbon receptor (AhR) and estrogen receptor (ER) in different types of cells. The ER and AhR pathway
are closely related to the occurrence and development of breast cancer. However, the interactions between the ER
and AhR pathways induced by BCZs in human breast cancer cells remained unclear. Therefore, the aim of this
study is to shed light on the interaction of BCZs with the ER and AhR signaling pathways in breast cancer cells in
order to provide a new perspective for clarifying the breast cancer-related adverse outcome pathways that BCZs
may trigger. In this study, we selected 5 BCZs to explore the activation effects of BCZs on ER and AhR pathways
in ER-positive human breast cancer cells MCF-7. Interactions between the AhR and ER signaling pathways were
also studied for BCZs, which has the strongest receptor activation capabilities. The results showed that 1,3,6,8-tetra-
bromo-9H-carbazole (1368-BCZ) activated both ER and AhR pathways, and upregulated the expression of ER
pathway target gene trefoil factor 1 (tff1) and AhR pathway target genes cytochrome P450 1A1 (cyp1a1) and cyto-

� chrome P450 1B1 (cyp1b1). The activation of the ER pathway induced by 1368-BCZ was partly dependent on the
� presence of AhR, while the upregulation of the AhR pathway target genes was further enhanced with the addition of

ER blocker. Therefore, 1368-BCZ can activate both the ER and AhR pathways and cause interactions between them.
This study supplemented the understanding of the action mechanisms of BCZs in ER-positive breast cancer cells.
Keywords: bromocarbazoles; human breast cancer cell; toxic effects; estrogen receptor pathway; aryl hydrocarbon
receptor pathway

　 　 卤代咔唑是一类杂环芳香烃化合物,根据取代

元素不同,可以分为溴取代、氯取代、碘取代和混合

取代等。 卤代咔唑的主要来源是卤代靛蓝染料工业

生产中的副产物[1]、光电材料的中间体[2] 和除草

剂[3],也有可能在自然条件下通过生物体内的氯过

氧化物酶催化产生[4]。 在北美洲和欧洲等地的土壤

和水体底泥中较早检测到不同种类的溴代咔唑

(bromocarbazoles, BCZs),例如五大湖中检测到了总

量超过 3 000 t 的卤代咔唑,其中 1,3,6,8-四溴咔唑

(1,3,6,8-tetrabromo-9H-carbazole, 1368-BCZ)在美国

密歇根湖中的含量高达 112 ng·g-1[5];3,6-二溴咔唑

(3,6-dibromo-9H-carbazole, 36-BCZ)在德国土壤中的

浓度范围是 0.2 ~ 19.8 ng·g-1[6]。 我国的太湖底泥中

也检测到多种 BCZs,22 个检测位点中的 20 个位点

都检测到 36-BCZ,另外,3-溴咔唑(3-bromo-9H-car-
bazole, 3-BCZ)、2,7-二溴咔唑 (2,7-dibromo-9H-car-
bazole, 27-BCZ)和 1,3,6-三溴咔唑(1,3,6-tribromo-9H-
carbazole, 136-BCZ)也是较易检出的 BCZs 种类[7]。

研究人员预测了具有代表性的卤代咔唑的理化性质,
相较于其他种类的 BCZs,1368-BCZ 在土壤中的半衰

期为 360 d,在自然环境中具有较大的积累潜力,且具

有较高的持久性和生物累积性,毒性方面也具有较强

的水生生物毒性;36-BCZ 也具有土壤中难生物降解

的特性[8]。 另外,在鱼类、海豹和鸟蛋中也检测到了

不同浓度的 BCZs[9-12],在鸬鹚蛋中,136-BCZ 的含量

最高[11]。 由此可见,BCZs 已经从环境进入到动物体

内,并具有一定的生物积累效应,提示其可能具有潜

在的人类暴露风险,因此近年来受到了许多关注。
研究人员对 BCZs 进行了不同生物体内和体外

的相关毒性研究。 研究表明 1368-BCZ 能对乙酰胆

碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)表现出抑制作用,
对蚯蚓产生神经毒性[13]。 27-BCZ、36-BCZ 和 1368-
BCZ 都对斑马鱼产生了毒性效应:27-BCZ 暴露后

不仅对斑马鱼肌肉发育产生不良影响,也会导致胚

胎脊柱弯曲,还展现出明显的心脏发育毒性等典型

的二噁英毒性[14];36-BCZ 暴露可以导致心脏畸形发
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育和血液阻塞[15];1368-BCZ 暴露提高了斑马鱼胚胎

畸形率,也会导致心脏轻微变形[14-15],还能促进活性

氧的产生,诱导斑马鱼细胞凋亡[16]。 可见,BCZs 对

神经系统、胚胎发育以及重要的生物过程都表现出

类二噁英毒性。
BCZs 的类二噁英毒性作用机制的相关研究表

明,36-BCZ 可以在大鼠肝癌细胞中通过乙氧基间苯

二 酚-o-脱 乙 基 酶 ( ethoxyresorufin-o-deethylase,
� EROD)诱导类二噁英活性[6]。 BCZs 可以在稳定转

染了含有二噁英反应元件(dioxin response element,
DRE)质粒的小鼠的肝癌细胞 CBG2.8D 中激活芳香

烃受体(aryl hydrocarbon receptor, AhR)通路[17],还可

以在 MDA-MB-468 细胞中上调细胞色素 P450 酶

1A1(cytochrome P450 1A1, cyp1a1)和细胞色素 P450
酶 1B1(cytochrome P450 1B1, cyp1b1)的基因表达水

平[18]。 除 AhR 外,BCZs 还可以作用于其他受体,例
如 27-BCZ 和 3-BCZ 能够显著增加大鼠子宫质量和

上皮细胞质量;同时对仓鼠卵巢细胞的雌激素受体

(estrogen receptor, ER)通路具有一定的激活效应,表
现出内分泌干扰效应[19]。 因此,BCZs 还可能通过

ER 通路影响某些生殖系统的疾病,这也是未来健康

效应的研究方向。
乳腺癌是全世界各地女性最常见的生殖系统癌

症之一。 流行病学研究表明,终生暴露于某些雌激

素是乳腺癌的已知风险因素[20]。 AhR 也已被报道

可以在乳腺癌的发生中发挥作用,例如,乳腺癌细胞

中敲除 AhR 可抑制 MCF-7 细胞增殖[21],大鼠乳腺

癌细胞比正常乳腺组织表达更高水平的 AhR[22]。
可见,乳腺癌的发生发展与 ER 和 AhR 通路都有所

联系。 ER 信号通路与 AhR 信号通路有许多相似之

处,AhR 可以通过多种机制与 ER 相互作用[23],例如

AhR 与 ER 靶基因的启动子结合可以削弱 ER 介导

的转录[24];竞争共同的辅助因子[25];促进 ER 的降

解、抑制 17β-雌二醇(17β-estradiol, E2)合成[26];同时,
AhR 靶基因的激活也可以被雌激素和雌激素样化

合物所抑制[27]。 因此,细胞中 AhR 和 ER 之间的相

互作用是复杂的。 目前尚不清楚 BCZs 这种新型污

染物是否可以在乳腺癌细胞中同时激活 ER 和 AhR
通路从而对乳腺癌产生影响,以及其中复杂的机制

和相互作用关系。
BCZs 作为一类新型的环境污染物,在底泥沉积

物、土壤甚至动物体内均有检出,具有一定的持久性

和生物累积能力;BCZs 也被用于研究多卤代咔唑对

不同生物的毒理学效应,因此探究 BCZs 的毒理学

机制具有一定的意义,但目前还缺少系统全面的基

于人群的毒理学数据,与人类相关疾病的研究尚不

充分。 因此,本实验选取 5 种 BCZs 进行研究,分别

为 3-BCZ、27-BCZ、36-BCZ、136-BCZ 和 1368-BCZ,
借鉴不良结局途径(adverse outcome pathway, AOP)
的思路[28-29],即从某些分子开始,研究关键事件、关
键事件的关系以及造成的不良结局,来评估化学物

质的效应和危害,对 BCZs 的毒理学机制进行研究。
本实验以 ER 和 AhR 这 2 个通路为切入点,首先研

究 BCZs 是否可以在 ER 阳性乳腺癌细胞 MCF-7 中

激活 ER 和 AhR 通路,筛选出激活能力最强的 BC-
Zs;进一步分别干扰 ahr 或 ER 通路,研究具有共激

� 活效应的 BCZs 与 2 个通路之间的交叉作用,明确

BCZs 对乳腺癌细胞的毒理学作用机制,补充 BCZs
的 AOP 相关数据,对于研究新型污染物的毒理效应

具有一定的参考价值,也能为 BCZs 的毒性评估提

供新的思路。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料

人乳腺癌细胞株 MCF-7 购自中国医学科学院

细胞资源中心。 无酚红高糖 DMEM 培养基、无酚红

胰酶、青霉素/链霉素混合物和减血清培养基 (Gib-
co);活性炭处理的胎牛血清(Biological Industries);3-
BCZ、27-BCZ、36-BCZ、136-BCZ、1368-BCZ 和四氯

二苯并-p-二噁英(tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD)
(Wellington Laboratory ); 17β-雌二醇 (17β-estradiol,
E2) (Sigma)、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)
(Sigma),pER-Luc Reporter (Yeasen),pGL4.43[luc2P/

� XRE/Hygro] Vector (Promega)。 超微量分光光度计

(Nanodrop 2000, Thermo),滤光片型多功能酶标仪

(Infinite F200 Pro, Tecan),Glomax 多功能检测系统

(E7081, Promega ), PCR 仪 (T100TM, BIO-RAD),
qPCR 仪(4485694, Life)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养

MCF-7 细胞所需的完全培养基为无酚红高糖

DMEM 培养基,添加 10%活性炭处理的胎牛血清和

1%青霉素/链霉素混合物。 MCF-7 细胞在 37 ℃、
5% CO2 培养箱中培养,隔天换液一次,在细胞生长

至 80% ~ 90% 时用含量为 0.25% 无酚红胰酶消化

后按照 1 ∶3 进行传代。
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1. 2. 2　 CCK-8 法测细胞毒性

MCF-7 细胞接种于 96 孔板中,贴壁培养 24 h
后,吸出原培养基,向孔中加入含有不同浓度 BCZs
的新培养基,同时设置空白组(只含有细胞和培养

基)和对照组 (含有细胞、培养基和 0.1% DMSO)。
Xu 等[30]根据密歇根湖中 1368-BCZ 的浓度[5]经过换

算得到浓度为 10-7 mol·L-1,本实验依照该环境浓

度进行设置,5 种 BCZs 浓度分别为 10-9 mol·L-1、
10-8 mol·L-1和 10-7 mol·L-1,每个浓度设置 6 个复

孔。 继续培养 24 h 后,每孔加入 10 μL CCK-8 试

剂,继续在培养箱孵育 1 h,用酶标仪测定在 450 nm
处的吸光值。
1. 2. 3　 质粒转化、提取和转染

向感受态细胞中转化含有雌激素反应元件(es-
trogen response element, ERE)或二噁英反应元件

(dioxin response element, DRE)序列的质粒,转化后

的细胞进行扩增培养。 质粒提取采用 GeneJET
Plasmid Maxiprep Kit (Thermo)试剂盒。 质粒转染采

用 Lipofectamine LTX and PlusTM Reagent (Thermo)试
剂盒,转染 12 h。 转染的质粒用于双荧光素酶报告

基因检测中判定 BCZs 对 ERE 或 DRE 的激活作用。
1. 2. 4　 双荧光素酶报告基因检测

双荧光素酶报告基因检测使用 Dual-Luciferase®

Reporter Assay System Kit (Promega)试剂盒。 96 孔

板倒掉培养基,加入 150 μL 磷酸缓冲液淋洗,轻轻

敲打。 去除磷酸缓冲液后,用白色胶纸密封 96 孔板

底部。 每孔加入 50 μL 细胞裂解液(1×),放至振荡

器上避光振荡 15 min。 使用 Glomax 多功能检测系

统进行检测。
1. 2. 5　 实时荧光定量 PCR(qPCR)法检测基因表达

水平

　 　 使用 Gene JET RNA Purification Kit (Thermo)试
剂盒提取总 RNA。 用超微量分光光度计测量总

RNA 浓度,计算所需总 RNA 体积。 反转录过程按

照 RevertiAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Ther-
mo)试剂盒说明书进行。 检测的基因分别为:三叶

因子家族 1(trefoil factor family 1, tff1)、芳香烃受体

� (aryl hydrocarbon receptor, ahr)、 cyp1a1 和 cyp1b1。
� tff1 是 ER 通路靶基因[31-32], cyp1a1 和 cyp1b1 是

� AhR 通路经典靶基因[33-34]。 引物序列基于 GenBank
获得的序列,采用 Primer-BLAST 设计引物并进行

验证,由生工生物科技公司合成,引物序列如表 1 所

示。 按照说明书在 qPCR 仪中设定程序进行实验。
qPCR 实验以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, gapdh)为内参,用 2-ΔΔCT

� 方法进行数据计算[35]。
1. 2. 6　 siRNA 干扰 ahr 表达

siRNA 由 SyngenTech 公司 (北京)设计合成,
siRNA 的终浓度为 2×10-8 mol·L-1,序列如表 2 所

示。 按照 RNAiMAX Transfection Reagent (Invitro-
gen)转染试剂盒说明书进行转染。 BCZs 的暴露浓

度为 10-7 mol·L-1,TCDD 和 E2 暴露浓度为 10-9

mol·L-1,暴露 24 h 后再测定 ahr 和 tff1 的基因表达

� 水平。

表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequences

基因

Gene

引物序列(5’ ~ 3’ )
Primer sequences (5’ ~ 3’)

gapdh (F) AGTCCTTCCACGATACCAAAGT (R) CATGAGAAGTATGACAACAGCCT

tff1 (F) TCCTGAGTGAACGAACAGAGC (R) CACTTCTCAACCACCCGGAC

ahr (F) AACATCACCTACGCCAGTCG (R) GGTCTCTATGCCGCTTGGAA

cyp1a1 (F) TAGACACTGATCTGGCTGCAG (R) GGGAAGGCTCCATCAGCATC

cyp1b1 (F) TCCAGCTTTGTGCCTGTCACTAT (R) CTTCACTGGGTCATGATTCACAGA

表 2　 siRNA 序列

Table 2　 siRNA sequence

基因

Gene

干扰 RNA 序列(5’ ~ 3’)
siRNA sequence (5’ ~ 3’ )

Negative control (NC) (F) UUCUCCGAACGUGUCACGUTT (R) ACGUGACACGUUCGGAGAATT

ahr (F) AGGGAAAGAUGGAUCAAUATT (R) UAUUGAUCCAUCUUUCCCUTT
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1. 2. 7　 ICI-182780(ICI)拮抗 ER 通路

实验组按照体积比 1 ∶ 1 000 用 10-5 mol·L-1雌

激素拮抗剂 ICI 预处理 3 h,对照组用 0.1% DMSO
预处理 3 h。 BCZs 暴露浓度为 10-7 mol·L-1,TCDD
为 10-9 mol·L-1,按照体积比 1 ∶1 000 添加,暴露 24
h 后再测定 AhR 通路下游相关基因表达水平。
1. 2. 8　 数据统计分析

数据统计和分析使用 GraphPad prism 软件(ver-
sion 6, La Jolla, CA)。 实验进行 3 次独立重复,实验

结果表示为均值±SEM(n =3)。 数据统计采用单向

� 或双向方差分析,* 表示 P<0.05,* * 表示 P<0.01,
� ** *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001。

2　 结果(Results)
2. 1　 细胞毒性检测

5 种 BCZs 与 TCDD 的结构式如图 1 所示。 采

用 CCK-8 法检测 BCZs 暴露对 MCF-7 细胞毒性的

影响。 由图 2 可知,在 3 种浓度暴露 24 h 条件下,5
种 BCZs 对MCF-7细胞均不产生细胞毒性,因此选取

最高浓度 10-7 mol·L-1作为后续实验的暴露浓度。
2. 2　 BCZs 对 ER 通路的激活作用

通过含 ERE 序列的双荧光素酶报告基因检测

以及 ER 通路下游 tff1 基因表达水平,来评估 MCF-
� 7 细胞中 BCZs 对 ER 通路的激活作用。 5 种 BCZs

中,1368-BCZ 能够显著激活 ERE(图 3(a));36-BCZ、
136-BCZ 和 1368-BCZ 都能使 tff1 的基因表达水平

� 显著升高,其中最为显著的是 136-BCZ,其次为

1368-BCZ(图 3(b))。 因此,对 ER 通路激活作用较强

的是 1368-BCZ。
2. 3　 BCZs 对 AhR 通路的激活作用

AhR 信号通路的激活也是通过含 DRE 序列的

双荧光素酶报告基因检测以及 AhR 通路下游经典

靶基因 cyp1a1 和 cyp1b1 的表达来体现。 5 种 BCZs
中,对 DRE 激活能力最强的是 1368-BCZ(图 4(a));

图 1　 BCZs 和 TCDD 结构式

注:BCZs 表示溴代咔唑,TCDD 表示四氯二苯并-p-二噁英;(a) 3-BCZ,(b) 27-BCZ,(c) 36-BCZ,(d) 136-BCZ,(e) 1368-BCZ,(f) TCDD。

Fig. 1　 Structure formulas of BCZs and TCDD
Note: BCZs stands for bromocarbazoles and TCDD stands for tetrachlorodibenzo-p-dioxin; (a) 3-BCZ, (b) 27-BCZ, (c) 36-BCZ,

(d) 136-BCZ, (e) 1368-BCZ, (f) TCDD.

图 2　 BCZs 的细胞毒性检测

注:对照组添加 0.1% DMSO,DMSO 表示二甲基亚砜。

Fig. 2　 Cytotoxicity of BCZs
Note: Control group is 0.1% DMSO and DMSO stands for dimethyl sulfoxide.
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同样,1368-BCZ 能使 cyp1a1 和 cyp1b1 的基因表达

� 水平显著升高(图 4(b)和 4(c))。 因此,对 AhR 通路

激活作用最强的是 1368-BCZ。
由此结果发现,1368-BCZ 对 ER 和 AhR 通路均

具有较强的激活作用。 因此,以 1368-BCZ 为主要

研究对象,探讨 1368-BCZ 激活的 ER 和 AhR 通路

之间的相互作用。

2. 4　 ER 通路与 AhR 通路的相互作用

转染 ahr-siRNA 后,ahr 的表达显著下降,TCDD
� 引起 ahr 表达下降了 75.60% ,1368-BCZ 引起的 ahr

表达下降了 74.35% (图 5(a)),说明设计的 siRNA 可

� 以有效干扰 ahr 表达。 ahr 被干扰后,E2 对 tff1 的激

活并没有受到显著影响,但是 1368-BCZ 激发的 tff1
表达相较 NC 对照组下降了 21.25% ,具有显著性差

图 3　 BCZs 对雌激素受体(ER)通路的激活

注:E2 代表 17β-雌二醇;(a) BCZs 与 E2 对雌激素反应元件(ERE)的激活作用;(b) BCZs 和 E2 诱导三叶因子家族 1(tff1)基因表达水平的变化;

BCZs 浓度为 10-7 mol·L-1,E2 浓度为 10-9 mol·L-1;qPCR 检测以 GAPDH 为内参;与 0.1% DMSO 对照组相比,*表示 P<0.05,
* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001。

Fig. 3　 Activation of estrogen receptor (ER) pathway induced by BCZs
Note: E2 stands for 17β-estradiol; (a) Activation of estrogen response element (ERE) by BCZs and E2; (b) Gene expression level change of trefoil

factor family 1 (tff1) induced by BCZs and E2; the concentrations of BCZs and E2 were 10-7 mol·L-1 and 10-9 mol·L-1 , respectively; GAPDH

was used as internal control in qPCR; compared with 0.1% DMSO control group, * represents P<0.05, * * represents P<0.01,
* * * represents P<0.001, and * * * * represents P<0.0001.

图 4　 BCZs 对芳香烃受体(AhR)通路的激活

注:(a) BCZs 与 TCDD 对二噁英反应元件(DRE)的激活作用;BCZs 和 TCDD 诱导(b)细胞色素 P450 酶 1A1(cyp1a1)和(c)细胞色素

P450 酶 1B1(cyp1b1)基因的表达水平变化;BCZs 浓度为 10-7 mol·L-1,TCDD 浓度为 10-9 mol·L-1;qPCR 检测以 GAPDH 为内参;
与 0.1% DMSO 对照组相比,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001。

Fig. 4　 Activation of AhR pathway induced by BCZs
Note: (a) Activation of dioxin response element (DRE) by BCZs and TCDD; gene expression level change of (b) cytochrome P450 1A1 (cyp1a1)

and (c) cytochrome P450 1B1 (cyp1b1) induced by BCZs and TCDD; the concentrations of BCZs and TCDD were 10-7 mol·L-1

and 10-9 mol·L-1 , respectively; GAPDH was used as internal control in qPCR; compared with 0.1% DMSO control group, * represents P<0.05,
* * represents P<0.01, * * * represents P<0.001, and * * * * represents P<0.0001.
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异(图 5(b))。
ICI 处理后,1368-BCZ 可以显著上调 MCF-7 细

胞中 cyp1a1(图 6(a))和 cyp1b1(图 6(b))的表达水平,

� 其中,cyp1a1 表达提升至 4.17 倍,cyp1b1 表达提升

� 至 1.40 倍。 另外,ICI 拮抗后,ahr 表达水平也所有

� 提升,是原来的 2.05 倍(图 6(c))。

图 5　 ahr对 ER通路的影响

注:siRNA 处理后(a) ahr 和(b) tff1 基因表达的变化;1368-BCZ 浓度为 10-7 mol·L-1,TCDD 和 E2 浓度为 10-9 mol·L-1;qPCR 检测以

GAPDH 为内参;与 0.1% DMSO 对照组相比,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001;
与 NC 组相比,#表示 P<0.05,##表示 P<0.01,###表示 P<0.001,####表示 P<0.0001。

Fig. 5　 Effect of ahr on ER pathway
Note: Gene expression level change of (a) ahr and (b) tff1 after treated by siRNA; the concentration of 1368-BCZ was 10-7 mol·L-1 and the

concentrations of TCDD and E2 were 10-9 mol·L-1 ; GAPDH was used as internal control in qPCR; compared with 0.1% DMSO control group,

* represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001, and * * * * represents P<0.0001; compared with NC group,

# represents P<0.05, ## represents P<0.01, ### represents P<0.001, and #### represents P<0.0001.

图 6　 ER 通路对 AhR 通路的影响

注:ICI 预处理后(a) cyp1a1、(b) cyp1b1 和(c) ahr 的基因表达水平变化;1368-BCZ 浓度为 10-7 mol·L-1,TCDD 浓度为 10-9 mol·L-1;qPCR
检测以 GAPDH 为内参;与 0.1% DMSO 对照组相比,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001;

ICI 预处理组与 DMSO 预处理组对比,#表示 P<0.05,##表示 P<0.01,###表示 P<0.001,####表示 P<0.0001。

Fig. 6　 Effect of ER pathway on AhR pathway
Note: Gene expression level change of (a) cyp1a1, (b) cyp1b1 and (c) ahr after treated by ICI; the concentrations of 1368-BCZ and TCDD

were 10-7 mol·L-1 and 10-9 mol·L-1 , respectively; GAPDH was used as internal control in qPCR; compared with 0.1% DMSO control group,

* represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001, and * * * * represents P<0.0001; compared between

ICI and DMSO pre-treatment group, # represents P<0.05, ## represents P<0.01, ### represents P<0.001, and #### represents P<0.0001.

3　 讨论(Discussion)
本实验以 ER 阳性乳腺癌细胞 MCF-7 为实验

对象,选取 5 种 BCZs 在 10-7 mol·L-1的浓度下暴露

24 h,探究 BCZs 对 ER 和 AhR 通路的激活作用,并
筛选激活作用最显著的 BCZs 探究通路间的相互作

用。 分析双荧光素酶报告基因检测结果(图 3(a)和

图 4(a))以及 ER 通路下游 tff1(图 3(b))和 AhR 通路

� 下游 cyp1a1 和 cyp1b1 基因的表达结果(图 4(b)和图

4(c)),1368-BCZ 可以同时激活 ER 和 AhR 通路并上

调 2 个通路下游基因的表达水平。 BCZs 在稳定转

染了含有 DRE 序列的小鼠肝癌细胞 CBG 2.8D 中

也可以激活 AhR 通路,Ma 等[17]通过分子对接实验
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发现,BCZs 均与小鼠 AhR 的配体结合域形成了稳

定结合构象,表明 BCZs 也可能是 AhR 的一种配

体。 文献表明,内源或者外源 AhR 的配体也可以激

活 ER 通路,在 MCF-7 细胞中表现出对 2 个通路的

激活作用,外源配体如吲哚[3,2-b]咔唑[36]、6-甲基-1,
3,8-三氯代二苯并呋喃、3,39-二吲哚甲烷、苯并[a]芘
和多氯联苯[37];内源配体如植物激素染料木素、大豆

黄酮、S-雌马酚和甘草素[38]。 这些具有共激活能力

的物质,对乳腺癌细胞的毒理学效应也不尽相同,例
如染料木素、大豆黄酮和白杨素等植物雌激素可以

抑制乳腺癌细胞的增殖[39];苯并[a]芘可以干扰 DNA
甲基化[40]。 由于 1368-BCZ 对 ER 和 AhR 通路及下

游基因都有显著的激活作用,也可以列为具有共激

活能力的物质。 这也为今后研究 BCZs 与这些化合

物的共性和差异性,以及是否能产生类似的毒理学

效应提供思路和方向。
1368-BCZ 在 MCF-7 细胞中对 ER 和 AhR 通路

的激活作用最为显著,可能与其卤族元素取代个数

较多和本身理化性质较强有关。 结构方面,1368-
BCZ 拥有 4 个卤素取代个数,Riddlell 等[18]在三阴乳

腺癌细胞 MDA-MB-468 中发现 1368-BCZ 和 2367-
CCZ 比取代个数较少的卤代咔唑更能诱导 cyp1a1
和 cyp1b1 基因的表达。 理化性质方面,根据 Mum-

� bo 等[8]的预测结果,1368-BCZ 相对于其他 BCZs 在

自然环境中具有较高的持久性、生物累积性和水生

生物毒性。 其他毒理学研究也表明 1368-BCZ 具有

较强的毒性,例如高胚胎畸形率[14],引起氧化应激反

应以及 DNA 损伤,诱导斑马鱼细胞凋亡[16],还可以

抑制 AChE 并对蚯蚓产生神经毒性[13]。 我们的实验

结果同样证明了 1368-BCZ 在 MCF-7 细胞中对 ER
和 AhR 通路的激活作用比其他低取代个数的 BCZs
效果更强,但是高取代咔唑可引起较强的毒理学效

应的机制仍然不清楚。
ER 与 AhR 的交叉作用十分复杂。 接下来,本

研究选取对 2 个通路均有显著激活作用的 1368-
BCZ 进行后续 ER 和 AhR 通路交叉作用的研究。
使用 siRNA 对 MCF-7 细胞中的 ahr 进行干扰后,

� 1368-BCZ 暴露后 ER 通路经典靶基因 tff1 的表达下

降(图 5(b)),说明 1368-BCZ 的雌激素效应部分依赖

于 ahr。 相关研究表明,在 T47D 乳腺癌细胞中,
� AhR 的异源二聚体芳香烃受体核转运因子(aryl hy-

drocarbon receptor nuclear translocator, ARNT)可以作

为 ER 通路的辅助因子,结合在 TFF1 的启动子区

域[41];但也有研究表明 AhR 可以从不同途径对 ER
产生抑制作用[23]。 用 ICI-182780 拮抗 ER 通路后,
1368-BCZ 激活的 AhR 通路中,cyp1a1 和 cyp1b1 的

� 表达水平显著提高(图 6(a)和 6(b)),说明 ER 通路的

激活对 AhR 通路相关基因的表达产生了一定的抑

制。 这种抑制作用可能是由于 ER 的激活抑制了

ahr 的表达,因为在 ER 被拮抗后,ahr 的基因表达水

� 平也显著提升(图 6(c))。 因此,1368-BCZ 作为可以

同时激活 ER 和 AhR 通路的一种污染物质,其激活

的 AhR 通路对 ER 通路有一定促进作用,而激活的

ER 通路对 AhR 通路又有一定抑制作用。 相关研究

也有发现,共激活物质对 ER 通路的激活会抑制 AhR
通路下游基因的表达。 当 ERα 被 ICI 抑制或被 siR-
NA 干扰时,染料木素、大豆黄酮、S-雌马酚和甘草素

这些植物雌激素可以使 cyp1a1 和 cyp1b1 的表达水

� 平增加[38]。 对于这些共激活物质的研究大多是以 ER
对 AhR通路的抑制作用为主,AhR 对 ER 通路的影

响研究相对较少,本实验补充了这一方面的相关研究

结果。 我们同样也发现,AhR 通路对 E2 激活的 ER
通路没有显著影响(图 5(b)),这可能由于 E2 是 ER 通

路作用效果较为专一的强配体[38],ER 通路对 AhR 通

路的抑制作用占了主导,因此并没有表现出 AhR 通

路对其的促进作用。 与之类似的是,TCDD 是 AhR
的强配体,具有极高的结合能力,只有当 AhR 表达缺

失的时候,TCDD 才可以表现出弱雌激素效应[42]。
综上所述,BCZs 这类新型污染物在乳腺癌细胞

MCF-7 中可以同时激活 ER 和 AhR 通路,其中效应

最为显著的是 1368-BCZ,表明了 1368-BCZ 是最具

有潜力的 ER 和 AhR 激动剂。 1368-BCZ 激活的

AhR 通路有助于 ER 通路靶基因 tff1 表达水平的提

� 高,而 1368-BCZ 激活的 ER 通路可以抑制 AhR 通

路靶基因 cyp1a1 和 cyp1b1 的表达,在 ICI 处理后,
� 这种抑制作用被解除。 ER 和 AhR 通路都可以影响

乳腺癌的发生和发展,雌激素可以通过 ER 通路促

进 ER 阳性乳腺癌细胞的增殖,一些药物如他莫昔

芬可以治疗 ER 阳性乳腺癌[43-44];MCF-7 细胞中敲

除 AhR 也会抑制细胞增殖[21]。 本研究有助于人们

更好地了解作为 ER 和 AhR 激动剂的 BCZs 的毒理

学机制,为研究乳腺癌细胞中 ER 和 AhR 通路之间

的交叉作用提供了数据,也为今后研究 BCZs 对乳

腺癌细胞的毒理学效应打下基础。

通讯作者简介:赵斌(1975—),男,博士,教授,主要研究方向
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为分子环境毒理学。
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