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ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3蛋白表达
相关性探讨

段佳君，邹天宁，张　季，刘德权

云南省肿瘤医院 /昆明医科大学第三附属医院乳腺外一科，云南 昆明 650118

　　［摘要］　背景与目的：长期以来，雌激素受体(estrogen receptor，ER)阳性乳腺癌患者对内分泌治疗耐药

是临床上棘手的难题。目前研究表明，雌激素效应环指蛋白(estrogen-responsive finger protein，Efp)和polo样激

酶3(polo-like kinase 3，Plk3)的表达与乳腺癌发展具有密切关系。该研究旨在探讨ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3

蛋白表达相关性，了解Efp和Plk3表达变化在耐药中的作用。方法：应用免疫组织化学SP法检测74例ER阳性

乳腺癌组织中Efp和Plk3蛋白表达情况，结合临床资料进行分析。并采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)及蛋白[质]印迹法(Western blot)检测ER阳性乳腺癌

MCF-7细胞中Efp和Plk3的基因和蛋白表达变化。结果：74例ER阳性乳腺癌组织中Efp和Plk3蛋白表达与患者的

临床病理特征未见任何关系(P>0.05)，其中有51例(68.9%)患者Efp表达阳性和23例(31.1%)患者Plk3表达阳性，

χ2检验分析结果显示，ER阳性乳腺癌组织中Efp和Plk3具有显著的负相关关系(χ2=8.837，P<0.05)。RTFQ-PCR

检测结果显示，MCF-7细胞经雌激素刺激后Efp mRNA的表达显著增加，而Plk3 mRNA的表达无明显变化。

Western blot检测结果显示，MCF-7细胞经雌激素和MG132刺激后，Efp的蛋白表达较MG132组显著增加，而Plk3

蛋白表达明显下降。结论：在ER阳性乳腺癌患者中Efp和Plk3的蛋白表达呈负相关，Efp高表达可促进Plk3的蛋

白降解，对内分泌耐药过程的形成可能产生一定影响。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Estrogen receptor (ER)-positive breast cancer always presents a 
dilemma for resistance to endocrine therapy in a long time. The recent studies showed that the expression of estrogen-
responsive finger protein (Efp) and polo-like kinase 3 (Plk3) had a close relationship with breast cancer development. 
This study was to explore the expression correlation between Efp and Plk3 in ER-positive breast cancer in order to 
understand the influence of Efp and Plk3 on the drug resistance. Methods: The expression of Efp and Plk3 in 74 cases 
of ER-positive breast cancer was detected by SP immunohistochemistry. The clinical significance was then analyzed. 
Real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot were used to detect the 
expression of Efp and Plk3 in ER-positive MCF-7 cells. Results: No significant relationship was found between Efp 
and Plk3 expression and the clinicopathological features of 74 cases of ER-positive breast cancer (P>0.05). The number 
of cases whose Efp showed positive expression was 51 (68.9%), while the number of cases whose Plk3 showed positive 
expression was 23 (31.1%). Chi-square test analysis showed the expression of Efp and Plk3 was negatively correlated 
in 74 cases of ER-positive breast cancer (χ2=8.837, P<0.05). The result of RTFQ-PCR showed that the expression 
of Efp mRNA in MCF-7 cells was up-regulated by estrogen stimulation, whereas Plk3 mRNA was not changed. The 
result of Western blot showed that the expression of Efp protein in MCF-7 cells was increased by estrogen and MG132 
stimulation, whereas Plk3 protein was decreased. Conclusion: The expression of the Efp protein is negatively correlated 
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　　近年来，随着对乳腺癌发病机制和治疗

研究的不断深入，人们发现大部分对内分泌

治疗耐药的乳腺癌患者中雌激素受体(estrogen 

receptor，ER)呈阳性，其生长具有雌激素依

赖性 ［1-2］。雌激素效应环指蛋白(est rogen-

responsive finger protein，Efp)基因作为ERα的靶

基因，在依赖雌激素的乳腺癌细胞增殖和功能

的调节中发挥重要作用，有研究证实，当雌激

素与ER结合时可诱导Efp高表达，后者可通过泛

素途径降解细胞内多种与乳腺癌增殖相关的蛋

白，导致疾病进一步恶化，甚至使机体产生耐 

药［3-4］。Polo样激酶3(polo-like kinase 3，Plk3)

是Plk家族成员之一，最新研究显示，其过表达

能抑制ER阳性乳腺癌细胞的增殖［5］。基于此，

本文拟探讨ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3蛋白表达

相关性，旨在了解Efp和Plk3表达的变化在ER阳

性乳腺癌内分泌治疗耐药中的作用，为临床治

疗乳腺癌提供新的思路。

1　材料和方法

1.1　临床资料

　　选取2010年3月—2010年9月于云南省肿瘤

医院/昆明医科大学第三附属医院乳腺外一科行

乳腺癌切除术并且ER阳性的乳腺癌患者74例，

均为女性，中位年龄为51(33~71)岁。患者术前

未行放疗、化疗和内分泌治疗，术中在乳腺癌

组织离体后立即切取约0.2 g标本及癌旁正常组

织，并迅速置于液氮中保存备用。上述组织标

本均经过病理诊断为ER阳性乳腺癌。所有患者

均签署了知情同意书，实验过程严格按照国家

伦理学审查机构和协议进行。

1.2　主要试剂

　　RPMI-1640培养基购自美国HyClone公司，

胎牛血清购自美国Gibco公司，PBS干粉购自美

国Sigma公司，胰蛋白酶-EDTA购自武汉博士

德生物工程有限公司，TransScript® Two-Step实

时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-

PCR)SuperMix试剂盒购自北京全式金生物技术

有限公司，免疫组化鼠抗人Efp单抗、鼠抗人

Plk3单抗购自英国Abcam公司，蛋白酶体抑制

剂MG-132、雌二醇E2购自美国Gene Operation公

司，ER阳性MCF-7细胞株由云南省肿瘤医院病

理科提供，鼠抗人Efp单抗、鼠抗人的Plk3单抗

和兔抗人的β-actin单抗均美国SantaCruz公司，

37 ℃恒温培养箱购自美国Thermo公司，倒置光

学显微镜(奥林巴斯CKX-41)购自日本奥林巴斯

株式会社。

1.3　免疫组织化学SP法

　　采用免疫组织化学SP法检测ER阳性乳腺癌

组织中Efp和Plk3蛋白表达。方法如下：取患者

的乳腺癌组织标本，经10%中性甲醛固定，常

规石蜡包埋，制成厚4 μm的连续病理切片，抗

原修复采用EDTA(pH=9.0)抗原修复液高压锅热

修复。鼠抗人Efp单克隆抗体和鼠抗人Plk3单克

隆抗体的工作浓度分别为1∶200和1∶200，置

于4 ℃冰箱温育过夜。PBS冲洗2次，滴加二抗

后室温温育30 min，DAB显色，苏木精复染，脱

水、透明、封固。

1.4　阳性结果判断

　　Efp、Plk3阳性表达判定：以细胞质呈现棕

黄色及棕褐色颗粒者为阳性细胞，测定时采用

双盲法，由两名经验丰富的病理科医师在200倍

光镜下随机选择5个视野进行半定量计数［6］。

根据染色强度，无色积分为0分，浅黄色积分为

1分，棕黄色积分为2分，棕褐色积分为3分；根

据阳性细胞数<25%为阴性(-)，25%~50%为低

水平表达(+)，50%~75%为中等水平表达(++)，

>75%为较高水平表达(+++)。本研究以(-)～(+)

为阴性组，以(++)～(+++)为阳性组。

with Plk3 protein in ER-positive breast cancer. High expression of Efp may be involved in the resistance to endocrine 
therapy.
  　［Key words］ Breast cancer; Estrogen receptor; Estrogen-responsive finger protein; Polo-like kinase 3; Drug 
resistance
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1.5　ER阳性MCF-7细胞培养

　 　 加 入 1 6 4 0 培 养 液 ( 含 1 0 % 胎 牛 血 清 、 

100 U/mL青霉素和100 mg/mL链霉素)重悬ER

阳性MCF-7细胞后，调整细胞密度为1×104 

个/mL，接种于25 cm2培养瓶中，置37 ℃、CO2

体积分数为5%的恒温培养箱中培养。细胞用

0.05%胰蛋白酶进行消化传代。

1.6　RTFQ-PCR实验

　　取细胞培养收集的ER阳性MCF-7细胞，将

细胞密度调整为2×106个/mL，按每孔100 μL接

种于96孔板中，分为溶剂对照组(无水乙醇)和E2

组(E2浓度为1×10-7 mol/L)。每组设4个复孔，

置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培养

48 h，收集细胞，参照试剂盒说明书分别提取各

组细胞总RNA，并反转录为cDNA，以β-actin为

内对照进行PCR扩增。目的基因和内参的引物

设计是根据GenBank提供Efp、Plk3和β-actin的

mRNA序列(表1)。

表 1　目的基因的引物设计

Tab. 1    Primer designing of target gene

Gene Primer name Sequence (5’→3’)

β-actin
F primer CCGTGTGTCGTGCAGCTCCA

R primer GCCTCGACCGTATCTGACTCT

Efp
F primer AACGGTCCCTGAAGGCTCAAA

R primer ACGACGGCCAGCCTAATACC

Plk3
F primer ATCCACCCTACATCTTGTCG

R primer CTTTTGAACGTCCCCGAACAC

1.7　蛋白［质］印迹法(Western blot)实验

　　取收集的ER阳性MCF-7细胞，将细胞密度

调整为2×106个/mL，按每孔100 μL接种于96孔

板中，分为溶剂对照组(无水乙醇)、E2组(E2浓

度为1×10-7 mol/L)、MG-132组(MG-132浓度为 

5×10-6 mol/L)和E2+MG-132组(E2浓度为1× 

10-7 mol/L，MG-132浓度为5×10-6 mol/L)。每组

设4个复孔，置于37℃、CO2体积分数为5%的培

养箱中培养48 h，收集细胞用PBS洗涤2次，加

入1×SDS上样缓冲液300 μL，冰上放置30 min，

超声裂解细胞，4 ℃，12 000×g条件下离心 

10 min，收集上清液为细胞裂解液。用BCA法进

行蛋白定量，10%SDA-PAGE垂直电泳分离，

上样量为30 μg/孔，转移蛋白质到聚乙烯二氟膜

上，5%脱脂奶粉4 ℃封闭过夜，1∶1 000倍稀

释的鼠抗人Efp单抗、1∶1 000倍稀释的鼠抗人

Plk3单抗和1∶4 000倍稀释的兔抗人β-actin单抗

室温温育1 h，膜洗3次，加入1∶3 000倍稀释的

辣根过氧化物酶标记的抗鼠或抗兔的二抗室温

温育1 h，膜洗3次，用ECL发光系统进行显影，

对条带进行定性分析，以β-actin作为内参照。

1.8　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计软件进行数据处理。计

数资料采用χ2检验。Efp和Plk3的表达相关性研

究采用χ2检验或连续校正的χ2检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　免疫组织化学法检测ER阳性乳腺癌组织

中Efp和Plk3的蛋白表达

　　免疫组织化学法检测结果显示，Efp和Plk3

主要表达于浆细胞的细胞质中，细胞质染色多

且呈棕黄色颗粒或团块状(图1、2)。

(SP, ×200)
图 1　ER阳性乳腺癌组织中Efp表达

Fig. 1    The expression of Efp in ER positive breast cancer

A: Positive expression of Efp; B: Negative expression of Efp

段佳君，等.　ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3蛋白表达相关性探讨
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(SP, ×200)
图 2　ER阳性乳腺癌组织中Plk3表达

Fig. 2    The expression of Plk3 in ER positive breast cancer

A: Positive expression of Plk3; B: Negative expression of Plk3

2.2 ER阳性乳腺癌患者Efp和Plk3蛋白表达与患

者临床的关系

　　74例ER阳性乳腺癌患者组织中，Efp和

Plk3蛋白表达与临床病理特征无明显的相关性

(P>0.05，表2)。

2.3 ER阳性乳腺癌组织中Efp和Plk3蛋白表达的

相关性分析

　　在74例ER阳性乳腺癌患者中，有51例患

者Efp表达阳性，阳性率为68.9%；有23例患者

Plk3表达阳性，阳性率为31.1%。在51例Efp表

达阳性患者中，有11例Plk3表达阳性，23例Efp

表达阴性患者中有13例Plk3表达阳性。经χ2检验

分析发现，ER阳性乳腺癌组织中Efp和Plk3具有

显著的负相关关系(χ2=8.837，P=0.003)。

2.4　雌激素对ER阳性乳腺癌MCF-7细胞的Efp 

mRNA和Plk3 mRNA基因表达的影响

　　采用RTFQ-PCR检测ER阳性乳腺癌MCF-7

细胞的Efp mRNA和Plk3 mRNA基因表达情况，

结果显示，与对照组相比，E2组中MCF-7细胞

经雌激素刺激后Efp mRNA的表达显著增加，而

Plk3 mRNA的表达则无明显变化(图3)。

表 2　Efp、Plk3蛋白表达在ER阳性乳腺癌组织中的表达与临床病理特征关系

Tab. 2    The Relationship between expressions of Efp and Plk3 and clinical characteristics in ER positive breast cancer

Clinicopathological feature n
Efp Plk3

+ - P value + - P value

Age/year

≥50 48 32 16
0.570

18 30
0.206

＜50 26 19 7 6 20

Tumor diameter size d/cm

≥3 24 16 8
0.772

5 19
0.187

＜3 50 35 15 18 32

Histological grade

Stage Ⅰ 11 7 4

0.889

3 8

0.873Stage Ⅱ 45 31 14 15 30

Stage Ⅲ 18 13 5 5 13

ISS stage

Stage Ⅰ 12 5 7

0.183

4 8

0.776Stage Ⅱ 46 34 12 13 33

Stage Ⅲ 16 12 4 6 10

Lymph node metastasis

Positive 32 20 12
0.298

7 25
0.135

Negative 42 31 11 16 26

Pathological types

Ductal 52 37 15
0.891

15 37
0.523

Other types 22 16 6 8 14
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图 3　雌激素对ER阳性乳腺癌MCF-7细胞的Efp和Plk3基因表达

的影响

Fig. 3    Expression of Efp mRNA and Plk3 mRNA in ER positive 

MCF-7 cells induced by estrogen

2.5　雌激素和蛋白酶体抑制剂对ER阳性乳腺

癌MCF-7细胞的Efp和Plk3蛋白表达的影响

　　采用Western blot检测ER阳性乳腺癌MCF-7

细胞的Efp和Plk3蛋白表达情况。结果显示：E2

组细胞经雌激素刺激后Efp的蛋白表达较对照组

显著增加而Plk3蛋白明显下降；MG132组细胞

经蛋白酶体抑制剂刺激后Plk3蛋白较对照组显

著增加；E2+MG132组细胞经雌激素和MG132刺

激后，Efp的蛋白表达较MG132组显著增加，而

Plk3蛋白表达明显下降(图4)。

图 4　雌激素和蛋白酶体抑制剂对ER阳性乳腺癌MCF-7细胞的

Efp和Plk3蛋白表达的影响

Fig. 4    Expression of Efp and Plk3 protein in ER positive 

MCF-7 cells induced by estrogen and MG132

3　讨　　论

　　ER阳性乳腺癌患者对内分泌治疗耐药一直

是临床上的难题。近年来研究发现，长期雌激

素刺激能引起ER下游靶基因上的雌激素反应

元件调控基因表达能力增强，它是导致乳腺癌

耐药过程形成的重要因素［7-8］。Efp主要表达

于雌激素靶向性的组织和细胞中，如乳腺和子

宫等上皮细胞。既往研究证实，Efp高表达可

导致雌激素依赖性癌细胞的增殖和恶化，Zhao 

等［9］研究发现，雌激素诱导ER阳性乳腺癌细

胞中Efp高表达，导致抑癌因子KLF5降解。Efp

在ER阳性乳腺癌中也存在高表达现象，Ueyama 

等 ［ 10］通过沉默M C F-7乳腺癌细胞中E f p的

表 达 ， 导 致 M C F - 7 的 体 外 增 殖 受 到 显 著 抑

制 。 因 此 ， E f p 可 能 是 参 与 乳 腺 癌 耐 药 过 程

的 一 个 重 要 指 标 。 高 表 达 的 E f p 作 为 一 种

泛 素 连 接 酶 ， 可 通 过 泛 素 途 径 降 解 细 胞 内

多 种 与 乳 腺 癌 增 殖 相 关 的 蛋 白 ， 如 P l k 3 蛋

白。Pl k3作为Pl k家族的成员之一，是有丝

分裂、胞质分裂和DNA损伤反应的关键调节

剂。Naik等 ［11］发现抑制乳腺癌细胞中Plk3

的活性，可导致乳腺癌细胞异常增殖。Yan 

等［12］的调查显示，大部分乳腺癌患者的癌组织

中Plk3蛋白表达减少。因此，推测Efp和Plk3可

能参与了ER阳性乳腺癌患者的内分泌治疗耐药 

过程。

　　本研究探讨ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3蛋白

表达相关性，在74例ER阳性乳腺癌组织中Efp和

Plk3蛋白表达与患者的临床病理特征未见明显

关联(P>0.05)，而χ2检验分析结果显示，ER阳性

乳腺癌组织中Efp和Plk3具有显著的负相关关系

(χ2=8.837，P<0.05)；此外，免疫组织化学检测

显示，在同一个乳腺癌患者的乳腺癌组织标本

中，Efp的高表达往往同时存在Plk3的低表达，

提示Efp高表达可促进Plk3的蛋白降解。进一步

观察外源性雌激素和蛋白酶抑制剂MG132反应

性指蛋白Efp对Plk3表达的影响，结果显示，

MCF-7细胞经雌激素刺激后Efp mRNA的表达显

著增加，而Plk3 mRNA的表达无明显变化，说

明雌激素能显著促进Efp高表达，而对Plk3的表

达不产生影响。随后我们通过Western blot检测

不同刺激对MCF-7细胞Efp和Plk3蛋白的影响，

结果显示，MCF-7细胞经雌激素刺激后，Efp的

段佳君，等.　ER阳性乳腺癌中Efp和Plk3蛋白表达相关性探讨
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蛋白表达较对照组显著增加，而Plk3蛋白明显

下降。Plk3在细胞中可被蛋白酶抑制剂MG132

稳定［13］，当MCF-7细胞经MG132刺激后，Plk3

蛋白较对照组显著增加。MCF-7细胞经雌激素

和MG132同时刺激后，Efp的蛋白表达较MG132

组显著增加，而Plk3蛋白表达明显下降。上述

结果进一步验证了Efp高表达可促进Plk3的蛋白 

降解。

　　综上所述，在ER阳性乳腺癌中，雌激素能

促进Efp高表达，加速Plk3的蛋白降解，从而更

有利于具有雌激素依赖性的ER阳性乳腺癌细胞

的增殖。因此，Efp和Plk3表达的变化可能对内

分泌耐药过程的形成产生一定影响。
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