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雌激素受体
(
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)

亚型在血管瘤血管内皮细胞的表达分析$

宋晓峰#王
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"摘要#

!

目的
!

探讨雌激素受体亚型
(

!

Z%

(

"和
)

!

Z%

)

"在鼠源性血管瘤内皮细胞!

ZQ$<

"上的表达及其意义$方法
!

通过

免疫组织化学法检测
Z%

(

和
Z%

)

在
ZQ$<

上的表达与分布#通过免疫组织化学法及实时荧光定量聚合酶链式反应!

%'C(&%

"

研究
Z%

(

和
Z%

)

的表达水平$结果
!

免疫组织化学法显示
Z%

(

&

Z%

)

均表达在
ZQ$<

细胞的细胞质$免疫组织化学法及
%'C

(&%

均提示
Z%

(

表达水平明显高于
Z%

)

#差异有统计学意义!

I

&

6>6G

"$结论
!

Z%

(

&

Z%

)

均表达在
ZQ$<

细胞的细胞质#

Z%

(

表达水平明显高于
Z%

)
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"关键词#
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雌激素受体亚型
(

'雌激素受体亚型
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'鼠源性血管瘤内皮细胞'体外培养'血管瘤
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血管瘤是婴幼儿最常见的肿瘤"其病因及发病机制目前仍

不清楚&研究发现"血管瘤的发生及生长与雌激素及其受体密

切相关+

7CF

,

&学者推测血管瘤的生长存在雌激素依赖性+

?

,

&雌

激素通过雌激素受体$

123)5

4

1+)1,1

-

35)

"

Z%

%发挥生理效应&

Z%

有两种亚型"即
(

和
)

亚型"两种亚型在结构上高度同源"

功能却存在很大的差异"推测两者在血管瘤的发生#发展中可

能发挥不同的作用&本研究拟通过免疫组织化学法及实时荧

光定量聚合酶链式反应$

%'C(&%

%检测
Z%

(

#

)

亚型在血管瘤

内皮细胞$

ZQ$<

%上的表达特征及分布规律&

5

!

材料与方法

5>5

!

材料
!

细胞株及主要试剂"细胞!

ZQ$<

细胞"购自美国

典型 菌 种 保 藏 中 心 $

<L1)*,.+ '

H-

1 &M/3M)1 &5//1,3*5+

"

<'&&

%&

:M/J1,,5

氏改良
Z.

4

/1

培养基'
Ĉ7F

$

:$Z$

'

Ĉ7F

%

细胞培养液购自美国
#

H

,/5+1

公司*胎牛血清$

T̂9

%购自美国

"+0*3)5

4

1+

公司*兔抗小鼠
Z%

(

抗体#兔抗小鼠
Z%

)

抗体购自

北京博奥森生物技术有限公司*兔
9(

检测试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术公司*逆转录试剂盒购自宝生物工程$大连%有

限公司*引物序列由北京六合华大科技股份有限公司合成&

5>:

!

方法

5>:>5

!

ZQ$<

细胞培养和传代
!

ZQ$<

细胞接种在含
76f

T̂9

的
:$Z$

'

Ĉ7F

高糖培养基中"置于
Gf

二氧化碳$

&Q

F

%#

?8j

#饱和湿度的培养箱中培养&常规传代培养"取对数生长

期的细胞进行实验&

5>:>:

!

免疫组织化学检测
Z%

(

#

)

的表达
!

将用
6>67f

多聚

赖氨酸处理的无菌盖玻片放人
A

孔板中"每孔加入
FLX

对数

生长期的
ZQ$<

单细胞悬液"细胞密度
7c76

A

'

LX

&细胞贴

壁后换液继续培养
EDI

后取出细胞爬片&采用
9(

免疫组织

化学试剂盒"卵白素
Y

生物素
Y

辣根过氧化物酶复合物法

$

<T&

法%分别测定细胞
(

#

)

受体亚型表达$按照试剂盒说明

书流程进行%&用二氨基联苯胺$

:<T

%显色"以磷酸盐缓冲液

$

(T9

%代替一抗为阴性对照&以棕黄色着色为阳性"通过观察

棕褐色染色的分布反映
Z%

(

#

)

的表达部位&通过图像分析系
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作者简介(宋晓峰$
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%"副主任医师"博士"主要从事血管瘤发病机制

及治疗研究&



统观察各
76

张爬片
F6

个视野下阳性表达的面积及平均光密

度值"比较二者的表达强度&

5>:>;

!

%'C(&%

检测
Z%

(

#

)

L%!<

的表达
!

收集培养瓶对

数生长期生长良好的
ZQ$<

细胞"采用
')*K5/

提取总
%!<

"

并溶于二乙基焦磷酸胺溶液&采用紫外分光光度仪于
FA6

#

FD6+L

处测定
%!<

的浓度及纯度&扩增
Z%

(

上游引物为!

GiC&<''<'____'&'__'&&'_&_C?i

"下游引物为!

GiC_&&&<&''&_'<<&<&''_&C?i

"

(&%

扩增片段长

度为
7AFJ

-

*扩增
Z%

)

上游引物为!

GiC&&_<&''&_&<<

_'_''<&_C?i

"下游引物为!

GiC&&&<&'__''&'&''

__&'''_C?i

"

(&%

扩增片段长度为
7?@J

-

*扩增
)

C.,3*+

上

游引物为!

GiC<<_ <'_ <&&&<_ <'& <'_ ''' _<_

<&&C?i

"下游产物为!

GiC_&&<__'&&<_<&_&<__<'C

?i

"

(&%

扩增产物长
?67J

-

&根据逆转录试剂盒提供的流程

合成
,:!<

&实时定量
(&%

反应为两步法"反应条件!

@Gj

预变性
?62

*

@Gj

变性
G2

"

GE

!

A6j

延伸'退火
?62

"

?@

个循

环*

AG

!

@Gj

溶解曲线分析&

5>;

!

统计学处理
!

采用
9(99FF>6

统计学软件作统计学分

析"计量资料以
Sb2

表示"组间比较采用配对
1

检验"以
I

&

6>6G

为差异有统计学意义&

:

!

结
!!

果

:>5

!

Z%

(

#

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的分布
!

见图
7

&

!!

<

!

Z%

(

*

T

!

Z%

)

&

图
7

!!

Z%

(

)

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的表达

%

:<T

染色&苏木精复染&

cE66

'
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!

免疫组织化学法检测
Z%

(

#

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的表

达
!

Z%

(

的表达面积与表达强度均高于
Z%

)

"差异均有统计学

意义$

I

值分别为
6>67?

#

6>66A

%&见表
7

&

表
7

!!

Z%

(

)

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的表达面积

!!!

及表达强度比较%

Kb0

'

项目 表达面积$

*

L

F

% 表达强度$

*

L

F

%

Z%

(

7?F8>6Fb76>6F ?D6>EFbE>@G

Z%

)

7?7@>@@bE>ED ?8?>GFb7>@F

I 6>67? 6>66A

:>;

!

实时荧光定量
(&%

检测
Z%

(

#

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的

表达 分 析
!

Z%

(

的 循 环 阈 值 $

,

H

,/13I)12I5/=

"

&3

值%为

$

F8>EAb6>6@

%"

Z%

)

的
&3

值为$

??>DEb6>68

%"

Z%

(

与
Z%

)

的
&3

值比较"差异有统计学意义$

Ia6>6FA

%"提示
Z%

(

起始

模板拷贝数明显高于
Z%

)

在
ZQ$<

上的表达"见图
F

!

?

&

图
F

!!

Z%

(

扩增曲线

图
?

!!

Z%

)

扩增曲线

;

!

讨
!!

论

!!

血管瘤是婴幼儿常见疾病"部分血管瘤可出现严重的并发

症"给患儿带来痛苦"并造成患儿机体功能及容貌严重毁损&

血管瘤的发病原因及影响血管瘤生长的因素目前仍不清楚&

学者对血管瘤进行了大量研究"发现血管瘤的发生及生长与雌

激素密切相关+

7CF

,

&临床观察发现血管瘤瘤体增生与高水平雌

激素有着密切联系!妇女妊娠时发生的血管瘤"分娩后可自行

缩小或消退*肝硬化患儿由于肝功能减退"灭活雌激素的能力

降低而出现肝掌#蜘蛛痣*月经期增大并伴疼痛的巨大皮肤血

管瘤患者行子宫卵巢切除术后肿瘤生长抑制"疼痛缓解*血管

瘤患儿女性明显多于男性&本课题组前期研究也发现"血管瘤

患儿血清雌二醇$

ZF

%水平明显高于对照组+

ECG

,

&

经典理论认为雌激素通过与其受体结合而发挥生理作用"

雌激素对靶组织具有显著的促丝裂效应"当其到达靶细胞后"

与细胞质内的受体结合形成复合物后再进入细胞核内"在胞核

内雌激素再与核受体结合"引起
Z%

构象变化"暴露
:!<

结合

区"激活顺式作用元件使转录增强"蛋白质合成增多"进而影响

靶细胞的代谢与功能&

Z%

是一类由配体激活的转录因子"是

核受体超家族的成员&雌激素的生理作用主要由
Z%

的
(

#

)

两种亚型介导+

AC8

,

&

Z%

(

与
Z%

)

同属核受体家族"在
:!<

结合区同源性达

@Af

"在配体结合区则为
G?f

"二者可形成同源或异源二聚

体"进而形成转录复合物与雌激素反应元件结合启动转录+

D

,

&

但研究显示二者的功能并不相同"其由不同的基因编码"具有

不同的
,:!<

和蛋白质分子结构"可导致差异性的转录应答"

芯片分析揭示两种
Z%

不但调控着不同的基因表达"而且由于

它们以不同的亲和力结合相同的配基"差异性地调控同一基因

的表达"从而引发不同的应答及受体信号瀑布的回应"因此通

过不同的信号通路对雌激素靶器官和组织的生理#病理产生不

同的影响"

Z%

)

甚至可以抑制
Z%

(

的转录活性"二者在不同的

性别#年龄及身体部位的表达都显示出明显差异+

@C7F

,

&

ZF

作用的靶组织分为经典和非经典两大类&经典的靶组

织有子宫#乳腺#胎盘#肝脏#中枢神经系统#心血管系统#骨骼

等"它们含有大量的
Z%

(

"与
ZF

相互作用后可增强其下游基

D@7E

重庆医学
F67A

年
76

月第
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卷第
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期



因的转录水平&非经典的靶组织包括前列腺#睾丸#卵巢#甲状

腺#甲状旁腺#肾上腺#胰腺#胆囊#泌尿道#淋巴细胞和红细胞

等"

Z%

(

在这些组织细胞中低表达或不表达"

Z%

)

在这些组织

中高表达&除了在组织分布方面的不同外"

Z%

(

和
Z%

)

的转

录活性及其与协同因子的相互作用也往往不同&

学者推测血管瘤发生及生长存在雌激素依赖性"但
Z%

(

和
Z%

)

在血管瘤组织中各自的表达情况及雌激素对二者的作

用机制目前尚未见文献报道&本研究通过免疫组织化学法及

%'C(&%

检测
Z%

(

和
Z%

)

在
ZQ$<

细胞上的表达特征及分

布规律"分析血管瘤组织中以何种亚型为优势受体亚型"在介

导雌激素对血管瘤血管内皮细胞增殖中发挥主导生物学作用&

通过免疫组织化学发现"

Z%

(

和
Z%

)

均主要在细胞质表达&

通过图像分析系统发现在同等数量的细胞爬片上各个视野的

表达面积有明显差异"

Z%

(

阳性表达面积比
Z%

)

明显增多

$

I

&

6>6G

%*

Z%

(

表达强度明显高于
Z%

)

$

I

&

6>667

%&

通过
%'C(&%

技术"观察
Z%

(

#

Z%

)

的
&3

值的差异&

&3

值是每个反应管内的荧光信号到达设定的域值时所经历的循

环数"也是荧光信号开始由本底进入指数增长阶段的拐点所对

应的循环次数&模板
:!<

量越多"荧光达到阈值的循环数越

少"即
&3

值越小&

&3

值与模板
:!<

的起始拷贝数成反比&

实验发现!

Z%

(

的
&3

值为$

F8>EAb6>6@

%"

Z%

)

的
&3

值为

$

??>DEb6>68

%"

Z%

(

#

Z%

)

间比较在
&3

值上差异有统计学意

义$

Ia6>6FA

%"

Z%

(

起始模板拷贝数明显高于
Z%

)

在
ZQ$<

上的表达"即
Z%

(

相对高表达"

Z%

)

相对低表达&

由此可以看出!

Z%

(

#

Z%

)

在
ZQ$<

细胞上均有表达"

Z%

(

的表达明显高于
Z%

)

"可能是血管瘤上皮细胞的优势

Z%

"可能属于经典靶组织&雌激素对血管瘤血管内皮细胞的

生长的调节可能通过
Z%

(

#

Z%

)

两条路线"但雌激素信号在什

么条件下激活
(

受体"在哪种条件下影响
)

受体尚未了解*由

于
(

和
)

受体介导雌激素信号的路线可能不一样"具有不同的

生物学作用"二者是共同介导雌激素对血管瘤上皮细胞的生

长"还是相互拮抗发挥生物学效应仍需要后续的实验进一步

研究&

本研究结果显示"

Z%

(

#

Z%

)

在
ZQ$<

细胞的细胞质上均

有表达"二者表达有明显差异&它们在血管瘤上皮细胞增殖中

的作用机制尚待进一步研究&本研究拟进一步探索雌激素亚

型在血管瘤上皮细胞增殖中的作用机制和信号通路"为血管瘤

的基因或内分泌治疗提供新的靶点"为诊断及指导治疗提供依

据*为这两种亚型在血管瘤生长中的不同生理作用提供新的基

础资料&
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