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ＫＬＦ４与Ｎｏｔｃｈ１在脱氧胆酸诱导Ｂａｒｒｅｔｔ食管形成过程的作用
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　　［摘要］　目的　探讨Ｋｒüｐｐｅｌ样锌指转录因子４（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ４）和 Ｎｏｔｃｈ１在 Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中的表达
以及脱氧胆酸（ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＤＣＡ）对正常食管鳞状上皮Ｈｅｔ１Ａ细胞ＫＬＦ４与Ｎｏｔｃｈ１表达水平的影响。方法　 免疫组
化ＳＰ法检测４９例人正常食管组织、２６例食管炎和２２例Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１的表达水平；采用不同浓度（０、
１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＤＣＡ对永生化的正常食管鳞状上皮 Ｈｅｔ１Ａ细胞分别处理４、８、１２ｈ，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ及蛋白表达。结果　 免疫组化检测发现，与正常人食管鳞状上皮组织相比，食管炎与 Ｂａｒｒｅｔｔ食管组
织中ＫＬＦ４呈现高表达，且Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织表达最高（Ｐ＜０．０５），而Ｎｏｔｃｈ１的表达则无明显差异。ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，随ＤＣＡ浓度的增高以及处理时间的增加，Ｈｅｔ１Ａ细胞表达ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１的ｍＲＮＡ和蛋白的水平逐渐升高（Ｐ＜
０．０５）。结论　 ＤＣＡ可能通过促进ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１表达而参与正常食管上皮转化为Ｂａｒｒｅｔｔ食管的过程。
　　［关键词］　 脱氧胆酸；Ｋｒüｐｐｅｌ样锌指转录因子４；Ｎｏｔｃｈ１；Ｈｅｔ１Ａ细胞；Ｂａｒｒｅｔｔ食管
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ＲｏｌｅｓｏｆＫＬＦ４ａｎｄＮｏｔｃｈ１ｉｎｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄＢａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｕｓ
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４（ＫＬＦ４）ａｎｄＮｏｔｃｈ
ｈｏｍｏｌｏｇ１（Ｎｏｔｃｈ１）ｉｎＢａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ（ＤＣＡ）ｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅ２ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＨｅｔ１Ａｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
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ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＣＡｆｏｒ４，８ａｎｄ１２ｈ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫＬＦ４ａｎｄＮｏｔｃｈ１ａｔｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＫＬＦ４ｗａｓｓｔｒｏｎｇｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅＢａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｕｓａｎｄｅｓｏｐｈａｇｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｉｔｓｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅＢａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｕｓ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｎｏｏｂｖｉｏｕｓ
ｃｈａｎｇｅｗａｓｓｅｅｎｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｏｔｃｈ１ａｍｏｎｇｔｈｅ３ｋｉｎｄｓｏｆｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓ．ＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＬＦ４ａｎｄＮｏｔｃｈ１ｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒｉｎＨＥＴ１ＡｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＣＡ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＣＡｔａｋｅｓｐａｒｔｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ
ｎｏｒｍａｌｅｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｔｏＢａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｕｓ，ｐｒｏｂａｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＦ４ａｎｄ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ；Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４；Ｎｏｔｃｈ１；Ｈｅｔ１Ａｃｅｌｌｓ；Ｂａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
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　　Ｂａｒｒｅｔｔ食管（Ｂａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｅａｌ，ＢＥ）是指位于
食管远端的正常鳞状上皮被化生的柱状上皮所取代的

病理现象。它的发生与慢性胃食管反流性疾病

（ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ ｄｉｓｅａｓｅ， ＧＲＥＤ）密 切 相
关［１－２］，其中伴有胆酸的十二指肠内容物反流至食管

被认为是其发生、发展过程中重要的危险因素之

一［３］。许多研究表明，脱氧胆酸（ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，
ＤＣＡ）可以诱导正常食管鳞状上皮细胞，促使其转变为
柱状上皮细胞表型［４］。但 ＤＣＡ导致 ＢＥ发生的机制
还不清楚，揭示ＢＥ发生的细胞及分子机制对ＢＥ的预
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防和治疗具有重要意义。

　　Ｋｒüｐｐｅｌ样锌指转录因子４（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，
ＫＬＦ４），是 Ｓｐｌ／Ｋｒüｐｐｅｌ样转录因子家族中的成员之
一，在胃肠道形态发生、肠道黏膜生成以及功能的发挥

过程中起重要作用［５－７］。Ｎｏｔｃｈ１属于 Ｎｏｔｃｈ信号通路
的受体之一，该通路被广泛认为参与细胞增殖、发育以

及肿瘤的发生、发展［８］，它与ＫＬＦ４通路协同调节干细
胞的自我更新及分化［９－１０］。本实验通过免疫组化方

法检测人ＢＥ组织中ＫＬＦ４和Ｎｏｔｃｈ１的表达以及ＤＣＡ
处理正常食管鳞状上皮Ｈｅｔ１Ａ细胞，模拟正常生理条
件下Ｂａｒｒｅｔｔ食管生成环境，探讨ＤＣＡ对ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１
表达的影响及在ＢＥ发生中的作用。

１　资料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　组织与细胞　　选取西南医院２０１２年３－１２月的９７例
消化内科门诊患者，其中男性 ５０例，女性 ４７例，平均年龄
５０９４（３５～６５）岁。纳入标准：①所有食管炎患者符合《２００７
年中国胃食管反流病共识意见》的诊断标准；②所有 ＢＥ患者
的诊断均符合中华医学会消化病学分会 Ｂａｒｒｅｔｔ食管诊治共识
修订的标准。排除标准：①其他消化系统疾病及可致胃肠道症
状的其他全身性疾病；②临床资料不全者。共制作有 ４９例正
常食管组织标本、２６例食管炎和２２例 Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织标本。
病例均有完整的病历资料，并且均经病理科医生证实。标本的

搜集均获得患者同意并签署知情同意书。永生化的正常食管

鳞状上皮Ｈｅｔ１Ａ细胞株购自于美国细胞菌种库（ＡＴＣＣ）。
１．１．２　主要试剂　　ＲＩＰＡＢｕｆｆｅｒ裂解液以及ＤＣＡ均购自Ｓｉｇｍａ
公司，ＢＥＢＭ培养基购自 Ｌｏｎｚａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，逆转录、实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒及ＰＣＲ引物由购自宝
生物工程（大连）有限公司；抗ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１单克隆抗体购自美
国Ａｂｃａｍ公司，ＧＡＤＰＨ多克隆抗体以及二抗均购自北京中杉
金桥生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　免疫组化　　经过取材，固定、脱水、石蜡包埋、切片、
染色、封片，采用免疫组化 ＳＰ法，分别检测３组样本的表达。
ＫＬＦ４的工作浓度为１∶１００，Ｎｏｔｃｈ１的工作浓度为１∶５０，以 ＰＢＳ
取代一抗为阴性对照，光镜下观察结果。阳性标准：在人体组

织中，ＫＬＦ４阳性颗粒定位于细胞核，Ｎｏｔｃｈ１阳性颗粒定位于细
胞质，两者出现棕黄或者棕褐色颗粒为免疫组化阳性。由２名
病理医师采取双盲法独立阅片，根据每张切片染色强度及阳性

细胞数确定表达。①无着色为０分，黄色为１分，棕黄色为２分，
棕褐色为３分。②阳性细胞数：５％为０分，＞５％～２５％为１分，
＞２５％～５０％为２分，＞５０％为３分。等级评分：＜２分为阴性
（－）；２～３分为弱阳性（＋）；＞３～５分为阳性（＋＋）；＞５～７分
为强阳性（＋＋＋）。
１．２．２　细胞培养　　Ｈｅｔ１Ａ细胞处于对数生长期时用
００５％ ＥＤＴＡ胰酶消化后按１０５～１０６／ｍＬ接种于以胶原混合

物包被的６孔板中，每孔加入２ｍＬ的 ＢＥＢＭ培养液，置于５％
ＣＯ２的３７℃孵箱中孵育。每２～３天更换培养基１次，细胞长
满７５％的培养皿时进行传代。
１．２．３　ＤＣＡ处理细胞　　胃十二指肠反流中，胆酸被认为是
较严重的损伤物质，取第４～５代细胞，弃去完整 ＢＥＢＭ培养
基，用预热ＰＢＳ清洗细胞３遍。应用１ｍｏｌ／ＬＨＣ１调定培养基
至ｐＨ值为７．２，采用生理浓度（１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＤＣＡ分别
处理细胞４、８、１２ｈ，置于５％ ＣＯ２的３７℃孵箱中孵育。对照组
为不含ＤＣＡ的ＢＥＢＭ培养液，继续培养４、８、１２ｈ。
１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验检测细胞ＫＬＦ４以及Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ
水平　　ＤＣＡ处理的细胞用ＰＢＳ清洗，刮取、离心去上清。用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取总ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ质量和浓度。按
照逆转录试剂盒（ＲＲ０３６Ａ）步骤，反转录成 ｃＤＮＡ，再按照 ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒（ＲＲ０８２Ａ）ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法加样并进行 ＲＴＰＣＲ反
应。采用两步法ＰＣＲ扩增标准程序：９５℃ 预变性６０ｓ；９５℃
变性５ｓ，６０℃退火４５ｓ，扩增４０个循环。每个标本设３个复
孔，以ＧＡＰＤＨ基因作为内参。应用△Ｃｔ值计算基因 ｍＲＮＡ相
对表达量。各基因的引物设计、合成及测序由上海吉凯基因化

学技术有限公司提供，引物序列和扩增片段大小见表１。

表１　各基因的引物序列、ＰＣＲ反应条件和扩增片段大小

基因 　　　　　引物序列 扩增片段长度

ＫＬＦ４ 上游：５′ＧＧＡＧＡＧＡＧＡＣＣＧＡＧＧＡＧＴＴＣＡ３′ １２６ｂｐ

下游：５′ＡＣＧＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＣ３′

Ｎｏｔｃｈ１ 上游：５′ＧＣＣＴＴＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧＴＴＣＴＴＣ３′ ２１５ｂｐ

下游：５′ＣＣＣＣＡＣＴＣＡＴＴＣＴＧＧＴＣ３′

ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′ ２５８ｂｐ

下游：５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＫＬＦ４及 Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平　　
ＤＣＡ处理的细胞用ＰＢＳ清洗，刮取、离心去上清。细胞沉淀用
ＲＩＰＡ裂解液处理提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。加入１／４
体积的５×ＳＤＳ上样缓冲液，９５℃变性３ｍｉｎ。取２０μｇ蛋白样
品进行１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，洗膜，含５％脱脂
奶的ＴＢＳＴ室温孵育２ｈ后，依次加入 ＫＬＦ４（１∶１０００）、Ｎｏｔｃｈ１
（１∶５００）、ＧＡＤＰＨ（１∶１０００）一抗、山羊抗兔二抗（１∶５０００），室温
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜４次，凝胶成像系统显影。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，组间比较采
用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１在Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中的表达
　　ＫＬＦ４在正常食管、食管炎及 Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织的阳性率分
别为１６．３３％、３８．４６％、６８．１８％，虽然它在 Ｂａｒｒｅｔｔ食管与食管
炎组织样本中表达不完全一致，但与正常食管比较，２组 ＫＬＦ４
表达明显增高，分别是正常食管的４．１８、２．３６倍；Ｎｏｔｃｈ１在３种
组织样本的阳性表达率分别为２２．４５％、２３０８％、３６．３６％，其
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图１、表２。
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Ａ：ＫＬＦ４在正常食管组织中的表达；Ｂ：ＫＬＦ４在食管炎组织中的表达；Ｃ：ＫＬＦ４在Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中的表达；Ｄ：Ｎｏｔｃｈ１在正常食管
组织中的表达；Ｅ：Ｎｏｔｃｈ１在食管炎组织中的表达；Ｆ：Ｎｏｔｃｈ１在Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中的表达

图１　各组组织样本中ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１的免疫组化染色观察　（ＳＰ×２００）

表２　ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１在正常食管、食管炎以及Ｂａｒｒｅｔｔ食管
组织中的表达

ＫＬＦ４表达 Ｎｏｔｃｈ１表达
类别 ｎ

阳性率

（％）

阳性率

（％）－ ＋～＋＋＋ － ＋～＋＋＋
正常食管 ４９ ４１ ８ １６．３３ ３８ １１ ２２．４５
食管炎 ２６ １６ １０ ３８．４６ ２０ ６ ２３．０８
Ｂａｒｒｅｔｔ食管 ２２ ７ １５ ６８．１８ａ １４ ８ ３６．３６

ａ：Ｐ＜００５，与正常食管比较

２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测细胞 ＫＬＦ４与 Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ
水平

　　结果（图２）显示对照组 ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ表达水平低

于处理组，且随着处理时间的延长以及ＤＣＡ浓度的增高，两者
的表达量逐渐升高，趋势明显（Ｐ＜０．０５）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＫＬＦ４以及 Ｎｏｔｃｈ１蛋白
水平

　　ＤＣＡ处理的 Ｈｅｔ１Ａ细胞 ＫＬＦ４和 Ｎｏｔｃｈ１表达量高于对
照组；而处理组内两因子表达水平随着 ＤＣＡ浓度增加而增
加，处理组间随着时间延长两者蛋白表达也增加（图３Ａ）；进
一步半定量分析结果显示，与对照组比较，ＤＣＡ处理的４、８、
１２ｈ的 Ｈｅｔ１Ａ细胞 ＫＬＦ４／Ｎｏｔｃｈ１／表达水平明显升高（Ｐ＜
００５，图３Ｂ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：ＫＬＦ４；Ｂ：Ｎｏｔｃｈ１

图２　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度ＤＣＡ处理Ｈｅｔ１Ａ细胞各时间点ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　　１、４、７：正常Ｈｅｔ１Ａ细胞培养４、８、１２ｈ；

２、５、８：分别为ＤＣＡ１００μｍｏｌ／Ｌ处理４、８、１２ｈ；３、６、９：分别为ＤＣＡ

２００μｍｏｌ／Ｌ处理４、８、１２ｈ；Ｂ、Ｃ：分别为ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达的

半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＤＣＡ处理Ｈｅｔ１Ａ细胞各时间点的

ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达

３　讨论

　　ＢＥ是目前公认的食管腺癌的重要的癌前病变，它
通过化生异型增生癌变的顺序导致食管腺癌的发
生。对人体食管内胆酸和ｐＨ水平监测及动物实验研
究证实，反流相关性炎症可能是 ＢＥ发生的重要机制。
反流相关性炎症的患者病变中有 １２％发现有 ＢＥ病
变［１１］。该炎症通过机体多种细胞与因子作用于食管

上皮细胞，是 ＢＥ发生、发展进程中不可缺少的因素。
我们过去的研究表明，食管鳞状上皮细胞在酸性环境

下经ＤＣＡ处理，可以诱导出柱状上皮细胞表型［４］。本

研究旨在通过体内外实验探讨ＫＬＦ４和Ｎｏｔｃｈ１是否参
与正常食管上皮细胞转化为ＢＥ的过程以及其作用方
式。因此，我们采用免疫组化方法观察了食管炎和ＢＥ
上皮ＫＬＦ４和 Ｎｏｔｃｈ１表达，结果发现，ＫＬＦ４的阳性率

从正常组食管黏膜，经食管炎至 ＢＥ顺序递增，ＢＥ和
食管炎组的阳性率显著高于正常食管组，提示 ＫＬＦ４
的表达可能在 ＢＥ的发生中起重要作用；而与正常组
织相比，食管炎和 ＢＥ组织 Ｎｏｔｃｈ１的表达却并无明显
差别。

　　同时本研究采用 ＤＣＡ处理永生化的正常人食管
鳞状Ｈｅｔ１Ａ细胞，模拟人体 ＢＥ发生环境，检测该细
胞ＫＬＦ４、Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ以及蛋白表达水平，明确两者
在ＢＥ形成过程中是否有作用。ＫＬＦ４是一种肠黏膜
发生中的重要转录因子，参与调节细胞增殖、分化和发

育等多种生理过程［１２－１４］。它在体内外的内皮细胞均

有表达，并由促炎因子所诱导。肠上皮ＫＬＦ４缺失，会
导致上皮细胞增殖和分化异常，功能缺失。同时ＫＬＦ４
在维持干细胞可塑状态中也起重要作用。Ｔａｋａｈａｓｈｉ
等［１５］证实，将 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｃｍｙｃ和 ＫＬＦ４四种因子转
入小鼠成纤维细胞，可诱导其发生转化，产生与胚胎干

细胞相似的诱导性多能干细胞，说明 ＫＬＦ４与多能干
细胞分化的密切相关。本实验通过对正常食管鳞状上

皮进行胆酸处理，发现它能诱导食管上皮细胞 ＫＬＦ４
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达，由此推测，胆酸诱发的
ＫＬＦ４的表达可能参与了正常食管鳞状上皮细胞向ＢＥ
的转化过程。

　　Ｎｏｔｃｈ信号传导通路在肠道发育过程中起重要作
用。该通路通过自身受体与不同的配体相结合，改变

细胞间的信息来调节人体干细胞特性和细胞分化方

向［１６－１７］。Ｎｏｔｃｈ信号传导通路激活可使小鼠肠道杯状
细胞的出现异常的增殖分化［１８－１９］。而在 ＢＥ大鼠模
型，阻断Ｎｏｔｃｈ信号通路能使食管化生的柱状上皮转
变为正常的杯状细胞，由此可见，抑制 Ｎｏｔｃｈ信号传
导通路能够促使杯状细胞分化成熟从而介导 ＢＥ的发
生。本研究采用免疫组化检测了食管炎和 ＢＥ组织
Ｎｏｔｃｈ１的表达，与正常组织相比，食管炎和 ＢＥ组织
Ｎｏｔｃｈ１的表达并无明显差别，但体外研究发现，Ｈｅｔ
１Ａ细胞经过脱氧胆酸处理后，Ｎｏｔｃｈ１的 ｍＲＮＡ以及
蛋白水平均明显增高，可能是因为本实验是用ＤＣＡ直
接处理细胞，对细胞损伤作用较大，导致 Ｎｏｔｃｈ１表达
较为明显。因此，体外实验提示胆酸诱发的 Ｎｏｔｃｈ１的
表达可能参与了正常食管鳞状上皮细胞向 ＢＥ的转化
过程。

　　关于 ＢＥ的起源有多种学说，但均未得到有力的
证实。ＤＣＡ能促进正常食管鳞状上皮获得肠型细胞
特征，向肠化方向转化。而本研究结果显示 ＫＬＦ４、
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Ｎｏｔｃｈ１通过上调表达而参与 Ｂａｒｒｅｔｔ食管的形成，两者
均在干细胞干性的维持及分化过程中起重要作用，提

示ＢＥ形成有可能是细胞在外部环境作用细胞逆分化
而重编程再分化的结果。虽然许多实验结果表明，在

肠道肿瘤中ＫＬＦ４与Ｎｏｔｃｈ１呈现相反关系，ＫＬＦ４促进
杯状细胞生成发挥着抗癌作用，Ｎｏｔｃｈ信号则通过抑
制ＫＬＦ４的表达，减少杯状细胞生成，促进肿瘤发
生［１８－１９］。但ＫＬＦ４参与胚胎干细胞自我更新，使成体
细胞获得多潜能性；Ｎｏｔｃｈ１是细胞未分化状态维持的
必要因素，在细胞干性的产生以及维持方面两者是否

有相互作用尚不清楚。本实验结果也证实有可能

ＫＬＦ４与Ｎｏｔｃｈ１信号相互促进使得成体细胞获得多潜
能性的发生。同时本研究仅限于体外研究，对于ＫＬＦ４
与Ｎｏｔｃｈ１表达水平的改变在人ＢＥ发生中的作用尚需
进一步大样本、人体内研究来证实。

　　综上所述，我们推测 ＤＣＡ通过上调 ＫＬＦ４和
Ｎｏｔｃｈ１的表达参与了ＢＥ的发生，提示ＢＥ形成有可能
是细胞在外部环境作用下先使食管鳞状上皮细胞逆分

化为具有干细胞潜能的多能干细胞，再转分化为具有

胃肠表型的上皮细胞产生的。这一发现不仅为深入

了解 ＢＥ发生的细胞来源及分子机制提供了新的依
据，而且为预防食管癌的发生以及治疗提供了新的

线索。
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