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"摘要#
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目的
!

研究雌激素
.H<

!

.')

信号通路参与胃黏膜肠上皮化生的发生机制$方法
!

构建小鼠胃黏

膜肠上皮化生动物模型!构建上调和沉默
H<

!

.')

表达的
VHC.$

细胞重组细胞株!用常规苏木素
.

伊红"

BH

#染

色!免疫组织化学&

L7+37J,G:"3

等方法检测肠上皮化生的发生及相关标志物的表达$结果
!

在雄性小鼠中建

立肠上皮化生动物模型的成功率远高于雌性小鼠"

!

$

%&%;

#!但与去卵巢雌性小鼠比较!差异无统计学意义

"

!

#

%&%;

#'男性肠上皮化生的发生率高于绝经前女性"

!

$

%&%;

#!但与绝经后女性比较差异无统计学意义

"

!

#

%&%;

#$本实验发现在人肠上皮化生的胃黏膜组织中高表达新型雌激素受体
H<

!

.')

及
DEW.1

!而高表达

H<

!

.')

的胃黏膜细胞往往高表达肠上皮细胞标志物
DEW.1

$结论
!

雌激素
.H<

!

')

信号通路可能与胃黏膜肠

上皮化生过程有关!并在其中发挥重要作用$
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胃癌是全球发病率位居第
0

位的恶性肿瘤%而在

中国%其发病率常高居第
1

位&

$.1

'

)胃癌早期发现率

低%一经发现多为进展期)

;

年生存率低%病死率高%

居恶性肿瘤的第
1

位&

$.1

'

)慢性萎缩性胃炎#

62J",#6

93J"

4

2#6

O

9+3J#3#+

%

DFV

$是我国胃癌的主要癌前病

变%其肠上皮化生#肠化$是
DFV

的重要病变之一)

因此%肠化被认为是肠型胃癌的主要癌前病变&

'

'

%但

其发生机制不详)

研究发现%男性与绝经期前女性胃癌发病率之比

为
1a$

%而女性绝经期后%这种差异逐渐消失)因此

推测女性体内生理性较高浓度的雌激素可能阻碍或

延缓了胃癌的发病&

0.;

'

)来自大样本量*多地区的流

行病学报道%

DFV

的男性患者肠化发生率远高于女

性患者%而无幽门螺杆菌#
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重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
/

期
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基金项目$国家自然科学基金面上资助项目#
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作者简介$桂华伟#

$(--]

$%病理医师%本科%主要从事

肿瘤发病机制研究)
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$感染的女性患者绝经后
DFV

的发病率逐渐升高

且病变加重)肠型胃癌的病变中出现肠化的比例及

严重程度%男性往往高于女性)使用抗雌激素药物他

莫昔芬可降低伴有肠化的胃炎发生)动物实验发现%

雌性动物体内生理性较高浓度雌激素可阻碍
DFV

实

验动物模型中肠化的发生*发展&

'

%

).$$

'

)因此%目前认

为%肠化确实存在显著的性别差异&

$1

'

)

@
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材料与方法

@&@

!

材料
!
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小鼠购于华中科技大学同济医

学院实验动物中心%雌性
1%%

只和雄性
$%%

只%

)

$

/

周龄%无特定病原体#

C?Y

$级(

X.

甲基
.X.

硝基
.X.

亚硝

基胍#

=XXV

$购自上海润成生物科技有限公司%

H<

!

.')

抗体由美国王兆一教授馈赠#克瑞屯大学%美

国内布拉斯加州$%

VHC.$

细胞购自湘雅医学院实验

中心%

DEW.1

抗体#

+6.$((((

$*内参
#

.963#,

抗体#

+6.

;$-;/1

$购自
C9,39DJRU

公司%相应的辣根酶标记山

羊抗兔
>

O

V

#

Z@.;'%$

$*辣根酶标记山羊抗小鼠
>

O

V

#

Z@.;'%;

$及通用型免疫组织化学
C?

试剂盒#小鼠"

兔链霉卵白素
.

生物素法检测系统%

C?.(%%%

$购自北京

中杉金桥生物技术有限公司)用于
L7+37J,G:"3

检

测的增强化学发光试剂
HDI

和
@DF

蛋白定量试剂

盒为上海碧云天生物技术有限公司#上海%中国$产

品)聚偏氟乙烯#

?_AY

$膜购自美国
=#::#

4

"J7

公司)

@&A

!

方法

@&A&@

!
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小鼠胃黏膜肠化动物模型构建
!

雌

性小鼠
1%%

只%雄性小鼠
$%%

只%

)

$

/

周龄%体质量约

1%

O

%选取
$%%

只雌性小鼠按文献介绍的实验方法去

除双侧卵巢&

$'

'

%

$

周后待伤口愈合进行正式实验%实

验分为
'

组%雌性小鼠
$%%

只%去除卵巢雌性小鼠
$%%

只和雄性小鼠
$%%

只)每组各挑选
$%

只作为对照

组%仅给予普通食物和饮水%其余
(%

只用于建立小鼠

胃黏膜肠化动物模型)将
=XXV

溶解于超纯水中做

成储存液#储存浓度为
$

O

"

I

$)使用前将储存液用蒸

馏水稀释至终浓度
$%%

%

O

"

I

)除对照组小鼠外其余

组小鼠从铝箔包裹饮水瓶中自由摄取
=XXV

溶液

#唯一水源$)同时%给予不规律饮食#第
$

天足够的

饲料后第
1

天禁食%交替进行$)在
$%

周后%处死解

剖全部小鼠%通过镜下观察胃黏膜组织学变化#显微

镜下观察是否出现杯状细胞及出现比例$以验证是否

成功建成小鼠胃黏膜肠化动物模型)所有动物实验

都经江汉大学医学伦理学委员会批准)

@&A&A

!

慢性胃炎人体组织标本中肠化发生率检测
!

收集分析江大病理诊断所和湖北省武汉市第四医院

1%$%

年
$

月至
1%$)

年
$1

月所有慢性胃炎活检标本

共计
;'1)

例%其中男
'%/0

例%女
1101

例)所有标

本收集后%用
$%̂

的中性甲醛固定后%常规石蜡包埋%

切片*制片*苏木素
.

伊红#

BH

$染色后%经两个中级职

称及以上的病理专科医生复片并对肠化程度分级#直

径少于
$

"

'

腺体出现肠化为
$

级轻度%

$

"

'

$

1

"

'

腺体

出现肠化为
1

级中度%

#

1

"

'

腺体出现肠化为
'

级重

度$)因为围绝经期#

0;

$

;;

岁$的雌激素变化情况比

较复杂%所以去除围绝经期女性和相应年龄的男性患

者%仅仅研究未绝经和完全绝经的女性患者)所有人

体组织标本的获取都经江汉大学医学伦理学委员会

批准且患者知情同意)

@&A&B

!

免疫组织化学检测
!

免疫组织化学检测严格

按照通用
C?

试剂盒说明书进行操作%石蜡包埋切片

常规脱蜡至水%经过氧化氢#

B

1

E

1

$孵育
$%8#,

去除

内源性过氧化物酶活性%柠檬酸钠缓冲液进行抗原修

复%然后
$%̂

胎牛血清室温封闭
$%8#,

%一抗
'-d

孵

育
12

%二抗
'-d

孵育
'%8#,

%最终用
AF@

显色%苏

木素复染%脱水*透明*封片)

@&A&C

!

L7+37J,G:"3

实验
!

收集慢性胃炎人体组织

冰冻材料标本#伴有肠化和不伴肠化各
$;

例$%用液

氮研磨方法收集蛋白%进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰

胺凝胶电泳#

CAC.?FVH

$%电泳后湿转至
?_AY

膜%

含
;̂

脱脂奶粉的
M@CM

#含
%&$̂ MQ77,.1%

的

M@C

$

'-d

封闭
)%8#,

%一抗
H<

!

.')

*

DAW.1

*

#

.963#,

抗体
0d

孵育过夜)

M@CM

漂洗
'

次%每次
;8#,

%加

入相应的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠或羊抗兔

>

O

V

%

'- d

孵育
)%8#,

)

M@CM

漂洗
;8#,b'

次%

HDI

化学发光试剂检测)

@&A&D

!

细胞转染和不同浓度雌激素联合
=XXV

对

VHC.$

细胞中
H<

!

.')

和
DEW.1

表达的影响
!

H<

!

.

')

表达质粒和
+#<XF

干扰质粒由王兆一教授馈赠%

本实验室保存)细胞转染按照
I#

4

"Y#37J

M=

I#

4

"+"8.

9:MJ9,+K763#",<79

O

7,3

试剂盒说明书操作步骤进行

转染)

$b$%

) 个
VHC.$

细胞被接种于
$%68

直径的

培养皿中过夜%

102

后换新鲜培养基)按照说明书要

求%将
0&)

%

O

的
H<

!

.')

表达质粒#过表达组$或
+#<.

XF

干扰质粒#干扰组$分别混合于
0&/

%

I I#.

4

"Y#37J

M=

I#

4

"+"89:MJ9,+K763#", <79

O

7,3

转染试

剂%分别转染细胞)转染
)2

后换新的不含转染试剂

的培养基%接着培养
0/2

后%用于实验)细胞分别用

1%

%

8":

"

I

的
=XXV

*

%&$,8":

"

I

#生理性低浓度$的

雌二醇#

H

1

$*

;

%

8":

"

I

#药理性高浓度$的
H

1

*

1%

%

8":

"

I

的
=XXV

联合
%&$,8":

"

I

的
H

1

*

1%

%

8":

"

I

的
=XXV

联合
;

%

8":

"

I

的
H

1

处理
102

后%用

L7+37J,G:"3

方法检测
H<

!

.')

及
DEW.1

的表达)

@&B

!

统计学处理
!

采用
C?CC$%&%

软件分析数据%

)-1$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
/

期



正态分布的计量资料以
EgC

表示%组间比较采用
*

检

验%多组间比较采用方差分析)计数资料比较采用
!

1

检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

@FI@

"

6

小鼠胃黏膜肠化动物模型构建
!

实验

结果显示%建模
$%

周时%雄性小鼠和去卵巢雌性小鼠

中%肠化的发生率明显高于雌性小鼠%见表
$

)雄性对

照组%去卵巢雌性小鼠对照组和雌性对照组小鼠均未

出现肠化现象)

表
$

!!

小鼠胃黏膜肠化动物模型出现

!!!

肠化的性别差异%

1

&

组别
1

无 轻度 中度 重度
!

1

!

雌性小鼠
(% 00 1; $- 0 -'&1;

9

$

%&%$

9

雄性小鼠
(% ' $; '% 01 ;/&))

G

$

%&%$

G

去卵巢雌性小鼠
(% $% $1 1- 0$ 0&1-

6

%&1'

6

!!

!

1

*

!

值为肠化发生率比较所得(

9

!雌性小鼠
MCJ

雄性小鼠(

G

!雌

性小鼠
MC&

去卵巢雌性小鼠(

6

!雄性小鼠
MC&

去卵巢雌性小鼠

A&A

!

不同性别肠化的发生率
!

人体慢性胃炎组织材

料中%男性与女性相比%男性肠化的发生率和严重程

度高于绝经期前的女性%但是与绝经以后的女性差异

无统计学意义#

!

#

%&%;

$)见表
1

)

表
1

!!

慢性胃炎人体组织出现肠化的性别

!!!

差异及绝经影响

性别
$

0;

岁#

1

$

#

;;

岁#

1

$

!

1

!

男
0%0 $;-) 1$&/

$

%&%$

女
11% $'1%

A&B

!

人体组织标本免疫组织化学检测结果
!

收集来

源于江大病理诊断所和湖北省武汉市第四医院的伴

有重度肠化的慢性胃炎样本和不伴有肠化的慢性胃

炎新鲜人体组织样本各
1%

例%用免疫组织化学的方

法检测胃黏膜腺体中
H<

!

.')

和
DEW.1

的表达%

H<

!

.

')

*

DEW.1

阳性表达主要定位于胃黏膜细胞的细胞膜

和细胞质)用
>89

O

7.

4

J"

4

:R+)&%

软件分析阳性表达

区的平均光密度)结果显示%伴有肠化的慢性胃炎样

本%

H<

!

.')

和
DEW.1

的表达均明显高于不伴有肠化

的慢性胃炎样本%差异均有统计学意义#

!

$

%&%;

$%见

图
$F

$

V

)

A&C

!

人体新鲜胃炎组织样本
L7+37J,G:"3

实验检测

结果
!

收集来源于江大病理诊断所的人体新鲜胃炎

组织样本%其中包括伴有重度肠化的慢性胃炎标本和

不伴有肠化的慢性胃炎人体组织样本各
$;

例)用液

氮研磨加上
<>?F

裂解液按照说明书方法提取组织

蛋白后%加入蛋白酶抑制剂后放入
]/%d

冰箱保存)

伴有重度肠化的慢性胃炎样本中
H<

!

.')

和
DEW.1

的表达均高于不伴有肠化的胃炎样本%其差异有统计

学意义#均
!

$

%&%;

$%见图
$B

$

>

)

!!

F

!伴有肠化的慢性胃炎
BH

染色#

b1%%

$(

@

!伴有肠化的慢性胃

炎高表达
H<

!

.')

#

b1%%

$(

D

!伴有肠化的慢性胃炎高表达
DEW.1

#

b

1%%

$(

A

!不伴有肠化的慢性胃炎
BH

染色#

b1%%

$(

H

!不伴有肠化的慢

性胃炎低表达
H<

!

.')

#

b1%%

$(

Y

!不伴有肠化的慢性胃炎低表达
DEW.

1

#

b1%%

$(

V

!选取伴有肠化的慢性胃炎和不伴有肠化的慢性胃炎各

$%%

例%用免疫组织化学方法分别检测
H<

!

.')

和
DEW.1

表达%用
>8.

9

O

7.

4

J"

4

:R+)&%

软件分析平均光密度(

B

!

L7+37J,G:"3

方法检测伴有

肠化的慢性胃炎#

69+7$

$

69+70

$和不伴有肠化的慢性胃炎#

69+7;

$

69+7/

$中
H<

!

.')

和
DEW.1

表达(

>

!伴有和不伴有肠化的慢性胃炎新

鲜组织标本各
$;

例%用
L7+37J,G:"3

方法分别检测
H<

!

.')

和
DEW.1

表达%用
>89

O

7.

4

J"

4

:R+)&%

软件分析平均光密度

图
$

!!

伴有和不伴有肠化的慢性胃炎标本中
H<

!

.')

和
DEW.1

表达

A&D

!

不同浓度
H

1

对
H<

!

.')

和
DEW.1

表达的影

响
!

实验结果显示%单独使用
=XXV

处理不能诱导

H<

!

.')

和
DEW.1

的表达%生理性低浓度
H

1

不能单独

诱导
DEW.1

的表达%可以促进
H<

!

.')

的表达%药理

性高浓度
H

1

不能单独诱导
DEW.1

的表达%可以抑制

H<

!

.')

的表达)生理性低浓度
H

1

和
=XXV

联合处

理后
H<

!

.')

表达增高%且
DEW.1

的表达也增高(药

理性高浓度
H

1

和
=XXV

联合处理后不能诱导
DEW.

1

高表达%见图
1

)

--1$
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!!

F

*

@

!过表达和下调
H<

!

.')

表达的
VHC.$

细胞株中
H<

!

.')

和

DEW.1

表达 #

9

!

!

$

%&%;

%与
VHC.$

组比较$(

D

*

A

!单独或联合用

=XXV

*生理性低浓度
H

1

#

%&$,8":

"

I

$和药理性高浓度
H

1

#

;

%

8":

"

I

$处理正常胃黏膜细胞
VHC.$

及其重组细胞株
102

后
H<

!

.')

和
DEW.1

表达变化&

9

!

!

$

%&%;

%与同种细胞同种蛋白的组中溶剂对照

组#

9

$比较'(

H

*

Y

!联用
=XXV

和生理性低浓度
H

1

处理
VHC.$

和重组

细胞株
102

后%

H<

!

.')

和
DEW.1

表达变化&

"

!

!

$

%&%;

%与同种细胞

组中同种蛋白的溶剂对照组#

9

$比较'(

$

!

VHC.$

组(

1

!过表达组(

'

!干

扰组

图
1

!!

不同浓度
H

1

对
H<

!

.')

和
DEW.1

表达的影响

B

!

讨
!!

论

!!

流行病学的调查数据提示%肠化的发生%可能与

H

1

有关)

H

1

可通过与
H

1

受体#

H<

$结合而发挥多种

生物学效应)研究显示体内的多种细胞"组织"器官

#经典的
H

1

依赖性器官%如乳腺*子宫*卵巢等(非
H

1

依赖性器官%如胃*肝*肠*神经系统与心血管系统等$

均能对
H

1

产生信号应答&

$0.$;

'

)

H

1

信号在老年痴呆*

骨质疏松症*冠状动脉粥样硬化性心脏病及某些恶性

肿瘤#如乳腺癌*神经胶质母细胞瘤及胃癌等$的发生

发展中发挥重要作用&

$0.1%

'

)

H

1

介导的信号传导途径%近年来获得如下进展!

#

$

$

H<

包括
H<

!

和
H<

#

两个亚型(#

1

$

H<

!

和
H<

#

可表达于细胞核和细胞膜(#

'

$

H

1

介导的信号传导包

括细胞核#经典途径$*细胞膜#非经典途径$和线粒体

途径#

83AXF

途径$%因此
H

1

参与执行的生物学功能

#如细胞生长%分化与凋亡等$并非仅依赖于细胞核途

径(#

0

$除传统相对分子质量为
))b$%

' 的
H<

!

.))

#经

典的
H<

!

$外%新发现了相对分子质量为
0)b$%

' 的

H<

!

.0)

和
')b$%

' 的
H<

!

.')

两个新亚型)

H<

!

.))

主要介导
H

1

的细胞核信号通路#经典通路$%而
H<

!

.

0)

和
H<

!

.')

主要介导
H

1

的细胞膜信号通路#非经

典通路$%其中
H<

!

.0)

和
H<

!

.))

同源性极强%较难对

其开展特异性的研究&

;

%

$(.1%

'

)

H<

!

.')

的分子生物学

特征为!#

$

$其蛋白中缺少
FY$

和
FY1

功能区%其转

录启动子位于
H<

!

.))

基因的第一个内含子中(#

1

$其

功能及表达不完全依赖于
H<

!

.))

%其作用机制类似

于生长因子受体%可经细胞膜起始的
H

1

信号传导发

挥生物学功能(#

'

$可抑制
H<

!

.))

和
H<.

#

介导的细

胞核
H

1

途径(#

0

$针对
H<

!

.')

的药物对乳腺癌细胞

生长有抑制作用&

;

%

1%.1$

'

)

=XXV

是一种可以诱导
DFV

肠化*不典型增

生%甚至胃癌的化学物)前期实验结果显示%

=XXV

在雄性大鼠更容易诱导出肠化的动物模型)本实验

结果也证实了这个现象%提示
=XXV

诱导肠化的发

生过程中有
H

1

参与作用%机制不明)

DEW

是前列腺素类生物合成的限速酶%共有
1

个

亚型%

DEW.$

和
DEW.1

%是一种膜结合蛋白质%近年研

究较多%

DEW.1

与胃黏膜肠化*不典型增生及癌变的

发生有关&

11.1)

'

)编码
DEW.1

的基因位于人类
:

号染色

体
T

1;&1

$T

1;&'

%全长约
/&'5G

%蛋白全长
11-

个氨基

酸&

11.1)

'

)胃黏膜发生肠化时%

DEW.1

表达增加&

11.1)

'

)

本实验的结果显示%低浓度
H

1

与
=XXV

作用于

胃黏膜细胞株%如果
H<

!

.')

低表达%那么
DEW.1

的

表达不增加%

H<

!

.')

增加%则
DEW.1

的表达也增加%

提示
H<

!

.')

也参与了肠化的过程)

综上所述%低浓度
H

1

与
=XXV

通过
H<

!

.')

信

号通路共同参与胃黏膜肠化过程)
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