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小鼠肠道 Cajal问质细胞膜雌激素受体的检测和分析 

李 凡，黄 颖，童卫东，刘宝华 

(第三军医大学大坪医院野战外科研究所普外科，重庆 400042) 

【摘 要】目的：检测并分析体外培养的小鼠肠道 Cajal间质细胞(Interstitial cells ofcajal，ICC)膜雌激素受体(Membrane estrogen 

receptor’mER o方法：利用原代培养小鼠ICC，采用免疫荧光染色结合激光共聚焦显微镜技术分析 ICC细胞膜雌激素结合位点； 

采用密度梯度离心法分离 ICC细胞膜，采用同位素法、放射性配体结合分析法对 mER的最大结合容量(Bmax)和平衡解离常数 

(kD)进行分析。结果：免疫组化结果证实体外成功分离培养小鼠肠道 ICC；激光共聚焦观察显示，ICC细胞膜上存在雌激素作用 

位点；放射性配体结合分析及 Scatchard分析证实 ICC细胞膜雌激素受体的的受体最大容量(Bmax)为45．75 fmol／mgprotein，平 

衡解离常数(kD)为 0．717 3 nmol／L。结论：ICC表达 mER，该受体可能介导雌激素对 ICC的快速非基因组作用。 
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Identification and analysis of membrane estrogen receptor in 

interstitiaI cells of CajaI 

LI Fan，et al 

(Department ofGeneralSurgery，Institute ofSurgeryResearch，DapingHospital，ThirdMilitaryMedical University) 

【Abstrat】Objective：To detect and analyze the membrane estrogen receptor(mER)in primary cultured interstitial cells of Cajal(ICC)． 

Methods：Interstitial Cells ofCajal(ICC)’S surface binding sites for 17-B estradiol(E2)were detected by cell-impermeant ligand using 

eonfoeal microscopy．Radioligand binding assay and Scatchard software were used to analyzed the characteristics of mER．Results： 

Immunofluorescence shows the staining pattern of nonfixed，nonpermeabilized ICC incubated with E2BSAFITC．The radioligand binding 

assay were analyzed by Scatchard software．The Bmax of mER Was 45．75 fmol／mg protein and the kD was 0．7 1 7 3 nmol／L．Conclusion： 

A form of the estrogen receptor is present within the cell membrane of ICC and maybe capable of mediating rapid effect of estrogen． 

【Key words】Estrogen；Membrane estrogen recept0r；Interstiti al cells of Cajal 

雌激素被认为是影响肠道动力的因素之--[“， 

而(Interstitial cells of cajal，ICC)是肠神经系统 的重 

要组成部分和肠道动力有密切关系[21，那么雌激素 

是否对ICC有直接的作用，ICC是否表达经典的核 

雌激素受体(Nulear estrogen receptor，hER)和膜雌 

激素受体(Membrane estrogen receptor，mER)?验证 

这一 问题对研究雌激素在 ICC功能调节作用以及 

雌激素对肠道运动功能的影响中有重要意义，本研 

究通过免疫荧光染色及激光共聚焦显微镜扫描分 

析 ICC上的雌激素受体，并对细胞膜上的雌激素受 

体的生物化学特性进行初步分析。 

作者介绍：李 凡(1980一)，男，硕士， 

研究方向：胃肠动力学。 

通讯作者：刘宝华，男，教授，E—mail：1bh57268@163．tom。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

E2BSAFITC、Ficoll400、BSAFITC、Percoll、Trincine、 I1型 

胶原酶、己烯雌酚(DES)均购自Sigma公司，rmSCF购 自Cy— 

toLab公司。2，4，6，7sH雌二醇( H—E2)由Pharmacia公司提 

供；M199培养基为Hyclone公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 ICC原代培养 参照李春穴等[31分离 、培养 ICC，具体 

实验步骤如下：Balb／c小鼠，出生后 l5～20 d内，雌雄不限， 

清洁级，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所动物试验 

中心提供。小鼠禁食 12 h，在无菌条件下，取中段 3 cm的结 

肠，放入直径 10 am培养皿；仔细剥去结肠系膜和血管，用 10 

ml D—Hank’S(pH7．0)液将结肠内容物冲洗干净后，将结肠 
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固定 在 木 板 上 ；纵 行 剖 开 结 肠 ， 剥 去 结 肠 粘 膜 层 ， D — H a n k
’

S

液反 复 冲洗 肌 条 3 ～ 4 次 ， 将肌 条剪 碎 至 1 ～ 2 m m
， 小 块 后 放

人 小烧杯 中 ；加 入 2 0 m l Ⅱ型 胶 原 酶 ( 1 ． 3 m g ／m 1 ) ， 3 7 ℃ 消 化 3 0

ra i n ；将其移入 1 5 m 1 离心 管 ， 1 5 0 0 r ／m i n 离 心 3 ra i n ， 用 10 m l

D — H a n k
’

S 重 悬 沉 淀 ， 用 吸 管 反 复 吹 打 约 1 0 m i n ；1 5 0 0 r ／m i n

离 心 3 ra i n ， 用 1 0 m l 左 右 M 1 9 9 重 悬 细 胞 ；过 2 0 0 目筛 网 去

除大块 组 织 ， 将细胞 加 在 等体积 F i c 0 114 0 0 梯 度密 度液 上 ；3 0

g 离心 1 0 m i n ， 取 液 面 交 界 细 胞 沉 淀 ；M 1 9 9 培 养基 重 悬 细 胞 ；

将 细胞 浓 度调 整 至 1 X 1 0
‘

个 ／m l ， 接种 至 6 孔 培 养板 ， 板 中预

先 放 置 包 被 鼠尾 胶 原 ( 2 n g ／c m
。

) 的盖 玻 片 ；放 入 培 养 箱 内 ， 在

3 7 ℃ ， 5 ％ C O ： 条 件下 培 养 。

1 ． 2 ． 2 免疫 荧 光 染 色 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 I C C 雌 激 素 受

体 以 每 孑L 1 × 1 0
‘

个 细 胞 接 种 细 胞 于 6 孔 板 ( 内 置 盖 玻

片 ) ， 细胞 生 长 至 接 近 汇 合 时 ， 弃 去 培养 液 ， 4 ％ 多 聚 甲醛 固定

细胞 爬 片 ， 膜受 体 观 察 组 在 4 。C 下 5 ％ B S A 封 闭 细 胞 3 0 ra i n ，

加 入 E 2 B S A — F I T C ( 1 m g ／m 1 )或 B S A — F I T C 孵 育 4 0 m i n 。 核受

体观 察组 5 ％ B S A 封 闭细 胞后 加 入 0 ． 1 ％ T ri t o n X 一 1 0 0 破 膜 处

理 1 0 m i n ， 再 加 入 E 2 B S A F IT C ( 1 m g ／m 1 ) 或 B S A — F I T C 孵 育

4 0 m i n 。 P B S 多次清洗 后 ， 在 共 聚焦 显 微镜 下 观 察 、 拍 照 。

1 ． 2 _3 密度 梯 度离 心 法 提取 I C C 细 胞 膜 细 胞 接 种 于 7 5 m 1

培养 瓶 至 生 长 融 合后 ， 弃 去 培 养 液 ， P B S 冲洗 ， 用 细 胞 刮 刮 取

细胞 。 1 0 0 0 d m i n 4 ℃ 离 心 10 ra i n 收集 细 胞 。 弃 去 上 清液 ， 加

入 1 m l B u ff e r A 重 悬 细 胞 ， 4 ℃ 下 静 置 2 0 m i n 后 匀 浆 。 将 匀 浆

液 转 入 1 ． 5 m l E p p e r d o r f 离 心 管 ， 1 0 0 0 g 4 ℃ 下 离 心 1 0 m i n 。

上 清液 即为 去 核 后 部 分 ， 置 于 冰 上 保存 。 沉 淀用 1 m l B u ff e r A

重 悬 后 ， 4 。C 下 静 置 2 0 ra i n 后 匀 浆 ， 收集 上 清液 。 将 两 次 上 清

液 混合 。 铺 9 m l 3 0 ％ P e r c 0 11 于 T 16 0 r o t o r 离 心 管 ， 将 上 清 液 贴

离心 管 壁加 载其上 ， 8 4 0 0 0 g X 6 0 m i n ， 可 见 离 心 管 中部 有 一 条

白色 环 带 ， 即 为细胞 质膜 ， 用 巴 斯 德 吸管环 形 吸 取 收集 。 膜 蛋

白用提取液进行抽提 ，4
。

C 下作用 3 0 ra i n 后 ，离心 ， 1 2 0 0 0 r ／m i n X

1 5 m i n ， 上 清液 为抽 提 出 的膜 蛋 白。

1 ． 2 ． 4 放 射 性 配 体 结 合 实 验 及 S c a t c h a M 分 析 在 2 0 0 斗 1

总 反 应 体 系 中 ， 加 入 膜 蛋 白 ， 使其 终 浓 度 为 3 ra g ／m 1。 分 别 加

入 不 同终浓 度 的 ，H — E 2 ( 0 ． 0 5 ～ 2 ． 0 n m o ]／L )作 多点饱 和 分析 的

总 结 合 ( T o t a l B o u n d ， T B ) 测 定 。 非 特 异 性 结 合 ( N o n s p e c i fi c

B o u n d ，N B )测定再加入 1 0 0 倍于
’
H — E 2 浓度的己烯雌酚( D E S ) 。

置 4 ℃ 反 应 1 6 h 后 ， 立 即 加 入 等体积 的 D C C 悬 液 ， 混 匀 。 冰

浴 1 0 m i n ， 4 ℃ 下 4 0 0 0 d m i n × 10 ra i n 。 取 2 0 0 ¨ l 上 清 液 ， 加

入 1 0 m l 闪烁 液 中 ， 摇 匀 放 置 在液 闪烁记 数仪上 进 行放 射性

活 性 计 数 ( c p m )测 定 。 同时作 T 管 c p m ( 以 T 表示 )测 定 ， 直 接

取 10 ¨ l 。
H — E 2

， 直接 加 入 闪烁 液 ， 液 闪计 数 ， 并 计 算 出 相 应

的 ’
H — E 2 体积 的 T 管 总 结 合 。 用 S c a t c h a r d 软件 系统进 行 数

据 处 理 和 分 析 ， 特 异 结 合 ( S p e c i f i c B o u n d ， S B ) 由 T B 减 去 N B

得 出 。 标记 游 离配 基 ( F r e e
，

F ) 由 T 管总 结 合 ( T o t a l )计 数减 去

T B 的计 数 ， 并换 算成 f m o l 数 。 饱 和 曲线 作 图 以 标记 配 基 的浓

度 ( n m 0 1 ) 为 横 坐 标 ， S B ( f m o l／m g ) 为纵 坐 标 ；S c a t c h a r d 作 图 以

S B ( f m o l／m g )为横 坐 标 ， S B ／F 为纵 坐 标 。

2 结 果

2 ． 1 免 疫 荧光 观 察 I C C 雌 激 素 受 体 表 达

2 ． 1 ． 1 I C C 细 胞 膜 受 体 观 察 由 于 E 2 B S A F I T C 是

大 分 子 ， 在 未 对 细 胞 进 行 固 定 及 透 膜 处 理 之 前 ， 无

法 通 过 细 胞 膜 。 所 以 常 常 被 研 究 者 用 来 观 察 位 于 细

胞 膜 的 雌 激 素 受 体 。 在 膜 受 体 观 察 组 ， 我 们 观 察 到

显 著 的 绿 色 荧 光 ， 绿 色 荧 光 染 色 呈 点 状 分 布 于 细 胞

膜 及 突 起 ( 图 1 A ) ， 证 明 I C C 细 胞 膜 表 面 的 确 有 雌

激 素作 用 位 点 的 表 达 ， 也 就 是 m E R 。

2 ． 1 ． 2 I C C 细 胞 核 受 体 观 察 对 细 胞 进 行 0 ． 1 ％

T r i t o n X 一 1 0 0 后 ，
E 2 B S A F I T C 就 能 够 进 入 细 胞 核 ， 可

以 通 过 它 来 观 察 位 于 细 胞 核 的 雌 激 素 受 体 。 在 核 受

体 观 察 组 ， 我 们 依 然 可 以 观 察 到 显 著 的 绿 色 荧 光

( F I T C ) ， 而 且 绿 色 荧 光 染 色 主 要 分 布 于 细 胞 膜 ， 细

胞 质 及 突 起 ， 而 细 胞 核 并 未 发 现 绿 色 荧 光 分 布 ( 图

1 B ) 。 这 一 结 果 说 明 I C C 细 胞 核 内 并 无 雌 激 素 受 体

的 表 达 ，
I C C 上 并 不 存 在 经 典 的 核 受 体 ( n E R ) 。

2 ． 2 放 射 性 配 体 结 合 实验 及 S c a t c h a r d 分 析

通 过 放 射 性 配 体 结 合 实 验 我 们 对 I C C 雌 激 素

～ ． 膜 受体观 察组 B ． 核 受体观 察组

图 1 E R l3 在 乙 状 结肠 粘膜 中 的表 达 (x l 0 0 0 1
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特 拌结合 (fmol／mg) 

H—E2浓度(nmol／L) 

图 2 ，H—E2与 ICC细胞膜雌激素受体结合的scatchard图 图3 ICC细胞膜雌激素受体饱和曲线 

膜受体进一步的分析 ，由Scatchard分析通过线性回 

归绘制 H—E2与 ICC上 mER结合的 Scatehard图 

(图 2)以及饱和曲线(图3)，得出 mER的受体最大 

容量(Bmax)为 45．75 fmol／mg protein，平衡解离常数 

(kD)为 0．717 3 nmol／L(图 3)。 

3 讨 论 

经典的 nER分为两型：ERa、ER[3。两者具有不 

同的结构和组织分布 ，导致雌激素对不同靶器官呈 

现不同的作用。但 1975年 Pietras等人首次证实，雌 

激素可作用于子宫内膜，快速影响细胞钙离子内流 

t4l
，并随后提出“雌激素膜受体”的概念 ，认为细胞膜 

上存在 mER，介导雌激素的快速效应l 5I。后续的研究 

发现，雌激素可以通过快速非基因组作用(Nonge 

normic effect)快速活化细胞内第二信号分子并介导 

相应的生物学效应。例如，雌激素的刺激会引起PI3一 

kinase(Ph0sphatidy1in0sitol 3-kinase)，MAPK(Mitogen 

activated protein kinase)等家族蛋白激酶快速而短暂 

的活化，这种反应在几分钟内就会发生 。通过活 

化这些第二信号分子，雌激素可以影响多种细胞的 

生长 、凋亡及功能。 

ICC是肠神经系统的一种具有独立功能的特殊 

类型的细胞 ，以网状结构存在于 胃肠道【8'91。ICC网状 

结构通过缝隙连接将慢波传递到平滑肌，导致平滑 

肌细胞的电压依赖性钙通道激活，产生动作电位 。由 

于其在控制胃肠动力方面独特和重要的地位，已逐 

渐成为胃肠动力领域的研究热点之一。本研究我们 

首先应用免疫荧光法技术，利用 E2BSAFITC对 ICC 

进行荧光标记，从形态学方面来探讨 ICC膜上雌激 

素的结合位点。E2BSAFTIC为标记有异硫氛酸荧光 

素的雌激素一牛血清白蛋白大分子复合物，不能透 

细胞膜，广泛应用于雌激素膜受体的研究[10,11l。免疫 

荧光显微镜镜下可见，E2BSAFITC处理后的ICC膜 

上有散在荧光。这一结果和在 MCF一7『】21，GIB垂体瘤 

细胞l rjI等细胞质膜上观察到的雌激素的结合位点的 

荧光结果很相似，然而和这些细胞不同的是，在应 

用 Triton X一100对细胞膜作通透处理后．在细胞核 

我们并不能观察到荧光，表明ICC并不表达经典的 

nER。 

为进一步研究 mER的特性，我们用采用密度梯 

度离心法对收集的 ICC进行超高速离心，分离纯化 

了细胞质膜。根据受体与配体结合动力学的基本原 

理，本研究对提纯的ICC质膜进行放射配体结合分 

析及 Scatchard数据处理 。结果 表明 ， H—E2能与 

ICC质膜作特异结合 ，受体最大容量 (Bmax)为 

45．75 fmol／mg protein，本研究中mER具有“S”型饱 

和曲线，这也证实E2与 mER的结合具有饱和性。 

kD是配体与受体结合性质的重要参数，表示受体与 

配体间亲和力的大小，本研究中kD值约为 0．717 3 

nmo／L，说明受体结合具有高度的亲和力。 

1992年，Everson等I。4】观察到妊娠对人全消化 

道动力有显著影响。1993年，Baron等『l51发现便秘也 

是妊娠主要的并发症之一。2003年，Jung等㈣发现 

女性月经周期中黄体期的结肠传输时间较卵泡期 

显著延长，近来 ，我们的研究发现雌激素受体和结 

肠肌电变化有关_】61，这些研究结果证 明女性激素异 

常可以影响肠道动力引起肠道动力障碍。作为女性 

激素的重要一员，雌激素究竟是通过何种方式影响 

肠道动力?迄今国内外未有深入研究。我们的研究 

表明，ICC细胞仅表达mER，不表达 nER。这一结果 

说明在雌激素对 ICC的作用中是以非基因组作用 

为主导的，进一步的深入探讨将会揭示雌激素通过 

mER对 ICC生长、功能的调控作用，这对我们了解 
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实时荧光定量 PCR检测大鼠组织 

Angptl3表达的标准曲线构建 

王继红，黄家利，程 梅，曾建涛，王 欣 

(重庆医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，重庆 400016) 

t摘 要1目的：采用实时荧光定量 PCR(染料法)建立检测 sD大鼠组织血管生成素样蛋白3(Angi叩oieti 一rel t d prot。in 3， 

Angptl3)表达量的标准曲线。方法：以sD大鼠肝组织总 RNA为模板，通过 RT—PCR获得目的 DNA片段 ，用 T—A克隆方法将其 

装载到质粒 pUCm—T上，经过转化、质粒提取获得标准品，并以此为模板梯度稀释进行 Real—time PCR反应 ，建立该方法的标准 

曲线。结果：Angptl3标准曲线相关系数为 O．997 6，相关性较好；斜率为 0．862 3，扩增效率适中。结论 ：成功构建了用 Real—time 

PCR方法检测 sD大鼠肝组织 Angptl3表达量的标准曲线。 

【关键词】荧光定量PCR；Angptl3；标准曲线；SD大鼠 
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雌激素和肠动力障碍的关系有重要意义。 
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