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折伦诺对人乳腺癌细胞增殖作用及其
类雌激素活性评价

钟赛意1，刘寿春2，秦小明1，王维民1，林华娟1，谌素华1

(1.广东海洋大学食品科技学院，广东 湛江 524005；2.北京市农林科学院 北京农业信息技术研究中心，北京 100097)

摘  要：目的：研究折伦诺(Zeranol)对人乳腺癌细胞增殖的影响及评价其类雌激素活性。方法：采用体外细胞培养

模型，以MTS/PMS比色法检测Zeranol对雌激素受体阳性乳腺癌细胞系MCF-7和雌激素受体阴性乳腺癌细胞系MDA-

MB-231的增殖作用，采用台盼蓝染色和血球计数板计数测定Zeranol作用下MCF-7增殖的细胞生长曲线，并以雌激

素受体完全拮抗剂ICI182,780作为工具药物，以此评价Zeranol发挥类雌激素效应与雌激素受体的关系。结果：与对

照组相比较，Zeranol(2～50nmol/L)能明显促进MCF-7细胞的增殖，而对MDA-MB-231没有显著影响，同时还发现

Zeranol对MCF-7细胞增殖效应能够被雌激素受体拮抗剂ICI182,780完全阻断。结论：低剂量Zeranol能够促进人乳腺

癌细胞的增殖，具有类雌激素活性，此作用可能是通过雌激素受体(ER)所介导。
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Effect of Zeranol on Proliferation of Human Breast Cancer Cells and Evaluation of Estrogenic Activity
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Abstract：Objective: To explore the effect of zeranol on the proliferation of human breast cancer cells and its estrogenic 

activity. Methods: in vitro cell culture model was employed and estrogen receptor-positive and estrogen receptor-negative 

human breast cancer cells were exposed to different doses of Zeranol. The cell proliferation was tested by MTS/PMS assay 

and the cell growth curve of MCF-7 was measured by trypan blue staining and hemocytometer counting. Moreover, the 

estrogenic effect of zeranol and its correlation with estrogen receptors were evaluated using estrogen receptor antagonist 

ICI 182,780 as a too1. Results: Zeranol (2－50 nmol/L) effectively induced the proliferation of MCF-7 cells, but showed no 

effect on ER-negative MDA-MB-231 cells. Moreover, its effect on MCF-7 cell proliferation was completely blocked by ICI 

182,780. Conclusion: Low dose of Zeranol can stimulate the growth of estrogen receptor-positive breast cancer cell and has 

relatively potent estrogenic activity presumably via estrogen receptor α-mediated pathway.
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乳腺癌是严重威胁人们生命健康的恶性肿瘤之一，

是女性最常见的恶性肿瘤，位居女性恶性肿瘤发病率和

死亡率的首位[1]。雌激素对乳腺癌的发生发展都起着非

常重要的作用。前人研究已表明，过量的雌激素暴露是

乳腺癌发生的因素之一[1-2]。雌激素通过与雌激素受体的

结合，以及改变相关的癌基因和抑癌基因的表达，从而

诱导乳腺上皮细胞的过度增殖[3]。妇女暴露雌激素的时

间越长，发生乳腺癌的风险越大，其中的雌激素除了内

源雌激素，还包括外源雌激素，例如食品或环境中存在

的具有雌激素样的化合物，它们能够模拟或干扰机体内

天然雌激素的合成、分泌、转运、结合、排泄、生理作

用等，从而影响生殖系统发育，破坏内分泌系统平衡，

甚至导致肿瘤[4]。折伦诺(Zeranol)是一种人工合成的非固

醇类二羟基苯甲酸甲酯化合物，属同化性激素[5-6]，作为

肉牛生长促进剂广泛应用于美国肉牛产业，使用后牛肉

中可能会残存痕量的Zeranol，消费者如果长期过多食用

这些牛肉而增加暴露于具有激素样的环境中，可能会引

起潜在危害。美国食品药品监督管理局(FDA)规定在生的
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肉牛可食性组织中的最大剂量为：肌肉150μg/kg、肝脏

300μg/kg、肾脏450μg/kg和脂肪600μg/kg[7]。然而，越来

越多的研究提示，低剂量仍可能存在潜在的致癌作用，

目前国际上对其作为肉牛生长促进剂的安全性仍存在较

大的争议，还有待进一步探讨[8-9]，已有研究表明[10-12]低

浓度Zeranol能促进正常人乳腺细胞、乳腺癌细胞及前脂

肪细胞的分裂生长；本实验的前期研究采用12mg Zeranol

片剂体内植入ACI大鼠，也发现110d后在部分大鼠的乳腺

部位出现了肿瘤，并发现大鼠含药血清在体外能诱导原

代培养人乳腺癌细胞的增殖[13-14]，但Zeranol对不同雌激

素受体乳腺细胞增殖的影响，以及其诱导乳腺癌细胞增

殖是否通过雌激素效应发挥作用仍有待研究。本研究采

用体外培养的雌激素受体阳性及阴性人乳腺癌细胞系，

探讨低剂量Zeranol对不同乳腺癌癌细胞的增殖影响及其

类雌激素活性，为进一步评价肉中残留Zeranol的膳食暴

露风险评估提供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

雌激素受体阳性(ER+)人乳腺癌细胞MCF-7和雌激素

受体阴性(ER－)人乳腺癌细胞MDA-MB-231，购自美国模

式培养物集存库(ATCC)，液氮保存。

Z e r a n o l 、雌二醇 ( E 2 ) 、雌激素受体拮抗剂

ICI182,780、霍乱菌素、二甲基亚枫、台盼蓝  美

国Sigma公司；牛血清白蛋白(BSA)、胰岛素  美国

Invitrogen公司；Chelex-100螯合树脂 美国Bio-Rad 公

司；DMEM/F12粉剂、胎牛血清、抗生素-抗真菌溶液、

Typsin、EDTA 美国Gibco公司；MTS、PMS 美

国Promega公司；葡聚糖被覆活性炭 (DCC)  美国

Pharmacia公司。

1.2 仪器与设备

T25及T75细胞培养瓶、无菌15mL Falcon试管 瑞

士TPP公司；二氧化碳培养箱、医用净化工作台、电热

恒温干燥箱、低温冰箱(－80℃) 美国Thermo Forma 公

司；微量移液枪(1000、200、50、20μL) 法国Gilson

公司；全波长酶标仪 美国Molecular Devices公司；

DU-70分光光度计 美国Beckman公司；Milli-Q超纯水

装置 美国Millipore 公司；pH计、微量电子天平(万分

之一) 瑞士Mettler-Toledo 公司；微量加样器 德国

Eppendorf 公司；高速低温离心机 德国Hettich公司；

倒置相差显微镜 日本Nikon公司；细胞培养板(96孔、24

孔)、磁力搅拌器 美国Corning公司；细胞计数板 美

国Hausser公司。

1.3 Zeranol溶液的配制

将Zeranol溶于DMSO中，配制l0mg/mL的Zeranol储

备液。溶解后于无菌室中用小型滤器0.22μm膜过滤，并

放置在4℃冰箱中备用，实验时再按照所需浓度用培养液

进行相应的稀释。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养

将MCF-7和MDA-MB-231细胞复苏后采用75cm2培养瓶

开放式单层贴壁培养，培养液为无酚红高钙DMEM-F12(体

积比1:1)(1.05mmol/L CaCl2)，内含10%胎牛血清FBS和

体积分数1%双抗(青霉素100U/mL和链霉素100U/mL)，

培养条件为37℃、5%CO2。加受试物前先用PBS洗涤细

胞，然后换为无酚红高钙DMEM-F12(含5% CDT-FBS)，

继续培养2d，以耗尽细胞内储存的雌激素。

1.4.2 MTS法检测细胞增殖

当培养细胞生长至80%～90%融合时，用0.25%胰酶＋

0.02% EDTA消化细胞，制成细胞悬液，以每孔100μL 接

种于96孔培养板，细胞数为每孔5000个，置于培养箱内

(5% CO2，95%空气，37℃)，贴壁后，吸去培养液，换

成相应的新鲜的无血清基础培养液，再孵育24h，然后加

入含Zeranol浓度为2～50nmol/L的培养液。用新鲜培养液

稀释Zeranol储液，调成相应的浓度。同一浓度组均设4个

复孔，溶剂对照组为含0.1% DMSO的培养液。置于培养

箱内培养24h后，每孔加总体积为20μL的MTS和PMS混合

液，混匀后继续培养1～3h，待颜色变化稳定后，在酶标

仪上读取波长490nm的吸光度。

细胞增殖率/%= 
A处理组

A 对照组

×100

1.4.3 Zeranol对MCF-7细胞生长曲线的影响

细胞培养同MCF-7细胞增殖实验，将总数为5×105个

处于细胞对数生长期的MCF-7细胞接种于T25培养瓶中。

0.1nmol/L E2为阳性对照，Zeranol剂量为2nmol/L，溶剂对

照为1‰ DMSO。每2天换1次培养液，培养4d，采用血球计

数板计数，每8h记1次，并绘出各组MCF-7细胞生长曲线。

1.4.4 雌激素受体完全拮抗实验

取经无酚红DMEM-F12(含5% CDT-FBS)培养4d后的

MCF-7细胞，以每孔2×103个接种于96孔板。培养24h待

细胞贴壁后，换为含阳性药物(E2，0.1nmol/L)及不同浓

度Zeranol (2、10、30、50nmol/L) 的无酚红DMEM/F12培

养液，各孔同时分别加入终浓度为1μmol/mL的雌激素受

体完全拮抗剂ICI182,780，每种受试物设4个复孔。于24h

加入MTS和PMS混合液，孵育1～3h，待颜色变化稳定

后，在波长490nm处测定各孔光吸光度，计算平均吸光

度和乳腺癌细胞的增殖率，同1.4.2节。

1.5 统计方法

使用Minitab 15 (Minitab Inc. PA)统计软件，各组间

数据比较采用单因素方差分析，P＜0.05认为差异显著，

P＜0.01认为差异极显著，有统计学意义。
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2 结果与分析

2.1 人乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231的形态观察

在倒置显微镜下观察乳腺癌细胞MCF-7和MDA-

MB-231的生长情况，两株细胞均呈贴壁依赖性生长，细

胞接种于培养瓶之后，12h即可基本完全贴壁，MCF-7分

化较好，细胞体积增大，胞浆伸出突起，细胞形态为多

角形，细胞之间黏附性高，成膜状生长(图1A)，传代时

胰酶不易消化；MDA-MB-231分化较差，生长倍增速度

快，细胞形态为圆形或长梭形(图1B)，体积较小，细胞

之间黏附性差，传代时胰酶易消化。

A B

图 1 人乳腺癌细胞系MCF-7(A)和MDA-MB-231(B)的形态观察

(×100)

Fig.1 Morphology of human breast cancer cell lines MCF-7 (A) and 

MDA-MB-231 (B) (×100)

2.2 Zeranol对MCF-7及MDA-MB-231细胞增殖的影响
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*.  处理时间相同，与溶剂对照组相比差异显著(P＜0.05)；

**. 处理时间相同，与溶剂对照组相比差异极显著(P＜0.01)。

图 2 Zeranol处理对雌激素受体阳性人乳腺癌细胞MCF-7增殖的影响

Fig.2 Effect of Zeranol on the proliferation of ER positive human 

breast cancer cell line MCF-7
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图 3 Zeranol处理对雌激素受体阴性人乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖

的影响

Fig.3 Effect of Zeranol on the proliferation of ER negative human 

breast cancer cell line MDA-MB-231

雌激素依赖性人类乳腺癌细胞系MCF-7细胞增殖实

验(MCF-7 cell proliferation assay in vitro)又称为E-Screen

测定法。是一种比较经典的体外评价化合物雌激素样活

性的实验方法。其原理在于雌激素活性物质可以与雌激

素受体(ER)结合并刺激ER阳性细胞增殖，此方法已经广

泛应用于快速筛选和评价类雌激素和植物雌激素[15-17]。本

实验采用人乳腺癌雌激素受体阳性细胞系MCF-7和雌激

素受体阴性细胞系MDA-MB231进行细胞增殖实验研究，

MTS/PMS比色法测定结果表明(图2)，与溶剂对照组相

比较，2～50nmol/L Zeranol处理24h和48h都能显著促进

MCF-7细胞的增殖(P＜0.05)，其中30～50nmol/L Zeranol

处理48h达到极显著水平(P＜0.01)。雌激素受体阴性

MDA-MB-231细胞经不同浓度的Zeranol处理后，与溶剂

对照组相比，其增殖率并没有发生显著变化(图3)。与雌

二醇(E2)类似，Zeranol在一定剂量范围内能促进雌激素

受体阳性细胞系MCF-7增殖，且呈现出一定的剂量-效应

关系，但对雌激素受体阴性细胞系MDA-MB-231无增殖

作用，表明Zeranol具有雌激素样活性。

2.3 Zeranol对MCF-7细胞生长曲线的影响
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图 4 Zeranol处理对MCF-7细胞生长曲线的影响

Fig.4 Effect of Zeranol on the growth curve of MCF-7 cells

2nmol/L Zeranol刺激MCF-7细胞增殖的生长曲线

与0.1nmol/L E2相似，从24h开始曲线明显上移。培养

24～72h细胞处于对数生长期(图4)。细胞培养32～72h，

2nmol/L Zeranol处理组的细胞数目与0.1nmol/L E2处理组

差异不显著，但均显著高于溶剂对照组，其中48h后均达

到了差异极显著的水平(P＜0.01)。

2.4 雌激素受体完全拮抗剂ICI182,780对MCF-7细胞增

殖的影响

为进一步验证MCF-7细胞的增殖是否通过雌激素受体

发生作用，雌二醇组和各浓度药物组同时加入终浓度为

1μmol/L ICI182,780。ICI182,780为实验用雌激素受体完全

拮抗剂，能完全阻断E2等雌激素样物质由雌激素受体介

导的一系列生物效应，包括促增殖作用[18]。0.1nmol/L E2

及2、10、30、50nmol/L Zeranol诱导的MCF-7细胞增殖作

用被1μmol/L ICI182,780完全拮抗，与溶剂对照组的细胞

增殖情况差异无显著性(图5)。
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图 5 雌激素受体拮抗剂ICI182,780与Zeranol结合处理对MCF-7

增殖的影响

Fig.5 Effect of Zeranol combined with 1 μmol/L ICI182,780 on the 

proliferation of MCF-7 cells

3 讨 论

乳腺癌是乳腺上皮细胞在各种内外致癌因子的作用

下，发生基因突变，细胞失去正常特性而异常增生，以

致超过自我修复的限度而发生癌变的疾病[19-20]。乳腺癌分

为雌激素依赖(雌激素受体阳性)和非依赖(雌激素受体阴

性)两种类型[21]。研究已表明，雌激素过度暴露是乳腺癌

发生的风险之一。一些类雌激素能够模拟或干扰机体内

天然雌激素的合成、分泌、转运、结合等生理作用。类

雌激素化合物对生物体的作用已逐渐引起人们的关注，

越来越多的研究[22-23]显示，食品或环境中存在的类雌激素

在动物生殖和发育、神经、免疫和致癌等方面存在潜在

的危害效应。

Wilson等[24]用初生幼鹿作为实验对象，经口给药，

发现Zeranol处理组的幼鹿性发育出现异常，阴囊周长变

小，睾丸体积变小，首次射精延迟，精液浓度降低。Coe

等[25]研究发现，Zeranol给药后，能够引起亚美尼亚仓鼠

的急性肝损害，最后导致肝癌的发生，这些症状可以通

过服用他莫昔芬(一种雌激素受体调节药物，是雌二醇竞

争性拮抗剂，能与乳腺细胞的雌激素受体结合)而得到消

除或缓解。但Zeranol对激素敏感性不同的人体细胞的影

响仍有待研究。本研究通过Zeranol对人乳腺癌细胞增殖

作用及类雌激素活性的研究来探讨其在低剂量条件下对

人体存在的潜在危害。

目前评价某一化学物质是否具有雌激素活性，还

不能从分子结构上加以推测。主要通过测定该化学物

质诱导雌激素生理效应的能力来进行。本实验采用的

MCF-7细胞来源于人乳腺癌细胞，是一种雌激素受体

表达阳性、对雌激素敏感细胞，广泛应用于评价雌激

素活性以及雌激素对乳腺癌发生及发展机制的研究；

MDA-MB-231细胞也是目前乳腺癌研究中最常用的细胞

株之一，与MCF-7不同在于，这类细胞株表达波形蛋白

(vimentin)，不表达雌激素受体(ER)[26]。本研究采用MTS

法检测细胞增殖，结果表明，Zeranol能显著增加雌激素

依赖性乳腺癌细胞系MCF-7的增殖，而对雌激素非依赖

性乳腺癌细胞系MDA-MB-231无显著影响。生长曲线分

析也显示Zeranol生长曲线明显上移，与阳性对照雌激素

E2具有类似效应。根据雌激素作用原理，雌激素要产生

生物学效应，必须先与雌激素受体结合，进而调节相应

的基因转录，从而产生相应的生物学效应。ICI182,780

是一种拮抗雌激素效应的常用药物，它能完全阻断E2

等雌激素样物质由雌激素受体介导的一系列生物效应，

包括促增殖作用。本实验结果显示，ICI182,780能拮抗

Zeranol、E2的刺激MCF-7细胞生长的类雌激素活性，说

明Zeranol刺激MCF-7细胞生长的类雌激素活性与E2 的

作用机制类似，是经与雌激素受体结合而产生的生物学

效应。这些结果提示，Zeranol在低浓度条件下仍具有雌

激素样活性，而且其诱导乳腺癌细胞增殖的作用，可能

是通过雌激素受体ER信号通路所介导的。本研究可为

Zeranol的膳食暴露风险评估提供参考。
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