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利用CRISPR-Cas9技术探究肠道ERβ对肠源性
TPH1和5-HT水平的影响
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【摘 要】目的：探索C57BL/6J小鼠结肠上皮雌激素受体β（estrogen receptor β，ERβ）缺失对结肠色氨酸羟化酶-1（TPH1，trypto⁃
phan hydroxylase-1）和 5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）水平的影响。方法：利用 CRISPR-Cas9技术获得 Pvillin-Cre+/-小
鼠、ERβflox+/-小鼠，通过配种繁殖最终获得肠道 ERβ 敲除纯合子组（ERβflox-/--Pvillin-Cre+/+，ERβCKO，n=5）、杂合子组

（ERβflox+/--Pvillin-Cre+/+，ERβCKO+/-）（n=5）及同窝野生型（wild type，WT）小鼠。取 6个月龄和 12个月龄的各品系小鼠作为研

究对象。结合苏木素-伊红染色（hematoxylin-eosin staining，HE）、酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）、免疫印迹（Western blot，WB）和免疫组化（immunohistochemistry，IHC）方法对各组小鼠肠道形态、肠道 ERβ、5-HT 和

TPH1水平进行检测。结果：基因鉴定验证肠道ERβCKO小鼠成功构建后，WB显示肠道ERβ水平明显下调（P<0.05）。HE显

示肠道ERβ敲除后，肠道结构完整性与肠道黏膜上皮的绒毛发育均异常。ELISA结果显示，2个月龄段ERβCKO小鼠肠道 5-
HT水平较WT组小鼠下降明显（P<0.05），且呈月龄依赖方式。IHC结果显示，各组小鼠肠道均出现TPH1免疫阳性表达，与WT
小鼠相比，ERβCKO小鼠肠道TPH1免疫阳性细胞数量减少（P<0.05），免疫阳性物表达量更低（P<0.05），但TPH1未呈现月龄依

赖方式。结论：结肠ERβ下调可引起结肠TPH1蛋白和 5-HT水平含量降低，继而引发小鼠肠道功能异常，增加患肠道疾病的

风险，这为以ERβ为靶点的肠道相关疾病的发病机制提供了实验室依据。
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of colonic epithelial estrogen receptor β（ERβ） deletion on colonic tryptophan hydroxy⁃
lase-1（TPH1） and 5-hydroxytryptamine（5-HT） levels in C57BL/6J mice. Methods：Pvillin-Cre+/- mice and ERβflox+/- mice were 
obtained using CRISPR-Cas9 technology，and intestinal ERβ knockout homozygous（ERβflox-/--Pvillin-Cre+/+ ，ERβCKO，n=5），

heterozygous（ERβflox+/--Pvillin-Cre+/+，ERβCKO+/- n=5），and littermate wild-type（WT） mice were ultimately obtained by mating and 
breeding. Mice of each strain at 6 and 12 months of age were used for the study. Hematoxylin-eosin staining（HE），enzyme-linked 
immunosorbent assay（ELISA），Western blotting（WB），and immunohistochemistry（IHC） were used for determining the intestinal 
morphology and measuring intestinal ERβ，5-HT，and TPH1 levels of mice in each group. Results：After the successful construction of 
intestinal ERβCKO mice as verified by gene identification，WB showed that intestinal ERβ levels were significantly down-regulated
（P<0.05）. HE showed abnormalities in intestinal structural integrity and intestinal mucosal epithelial villi development after intestinal 
ERβ knockdown. ELISA results showed that intestinal 5-HT levels of ERβCKO mice at 6 and 12 months of age were significantly 
decreased compared with those of WT mice（P<0.05），and the decrease was in a month-age-dependent manner. IHC results showed 
that TPH1 was expressed in the intestines of mice of all groups. However，ERβCKO mice showed a reduced number of TPH1 immuno⁃
reactive cells（P<0.05） and lower expression of immunoreactive substances（P<0.05） compared with WT mice，but the decline in 

TPH1 was not in a month-age-dependent manner. Conclusion：
Down-regulation of colonic ERβ induces a decrease in colonic 
TPH1 protein and 5-HT levels，which subsequently triggers abnor⁃
mal intestinal function and increases the risk of developing intesti⁃
nal diseases in mice. This study is expected to provide a laboratory 
basis for the pathogenesis of ERβ-targeted intestinal diseases.
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5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）是一类

单胺吲哚胺，其制备由必需氨基酸L-色氨酸（trypto⁃
phan，Trp）提供原料，然后通过色氨酸羟化酶（tryp⁃
tophan hydroxylase，TPH）来实现。TPH可分成TPH1
和TPH2这 2个亚型。TPH1亚型主要表现在肠嗜铬

细胞（enterochromaffin，EC）黏膜层上皮中，而 TPH2
亚型则主要在所有 5-HT能神经元中表达[1-3]。肠道

中 90%的 5-HT储存在EC细胞中，它能调节机体的

进食行为、学习记忆能力以及肠道功能。已有研究

报道，5-HT 水平异常可引起小鼠出现焦虑抑郁样

行为[4-6]。同时也有研究指出，在慢性偏头痛的啮齿

动物模型中，焦虑和抑郁样行为会随着 5-HT 水平

的升高而降低[7-8]。5-HT在癌症和胃肠道疾病中也

发挥着不同程度的功能，如肠易激综合征（Irri⁃
table bowel syndrome，IBS）的发生可能与肠道内 5-
HT水平异常有关[9-10]。

近年研究报道，中缝背核区（dorsal raphe，
DRN）的 TPH 水平会受到雌激素 β 受体（estrogen 
receptor β，ERβ）水平影响[11]。作为雌激素受体的一

种亚型，ERβ 主要存在于生殖器官、海马区以及结

肠等部位[12-13]。已有研究表明，大脑中 ERβ 水平可

影响 5-HT 合成过程的限速酶 TPH，从而引起模型

小鼠出现焦虑抑郁样行为[14-16]。5-HT 作为一种结

肠内重要的神经递质，其合成是否会受结肠ERβ水

平的影响，目前少有报道。因此，本研究利用

CRISPR-Cas9 技术构建结肠上皮 ERβ 敲除（ERβ 
CKO）模型小鼠，观察ERβ CKO小鼠结肠TPH1以及

5-HT 含量的变化，从而进一步探讨结肠 ERβ 蛋白

水平下降小鼠肠道功能异常的机制，以期为以ERβ
为靶点的肠道相关疾病的发病机制提供实验室

依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料

TPH1 兔多克隆抗体购自美国 Affinity 公司（1∶1 000，
DF6442），GAPDH 购 自 艾 博 抗（上 海）公 司（1∶5 000，
ab8245），标记山羊抗兔 IgG购自美国Affinity公司（1∶5 000，
AF7021），全蛋白提取试剂盒（KGP250）、SDS-PAGE 凝胶电

泳试剂盒（KGP113）、Western Blotting检测试剂盒（KGP1201）、

ECL 检测试剂盒（KGP1123）、Braford 蛋白含量检测试剂盒

（KGA801）、预染蛋白分子量Marker（KGP441）；5-HT试剂盒

（武汉云克隆公司，CEA808Ge） 。
1.2　实验动物

实验动物为Pvillin-Cre+/-小鼠、ERβflox+/-小鼠[购于赛业

生物技术有限公司，ID：7，8，9（06-22-2021）]以及繁殖后产

生的不同基因型的ERβ敲除小鼠，每5只1笼（笼子：545 mm×

395 mm×200 mm），所有动物均在重庆医科大学实验动物中

心饲养，室内维持温度在（22±2） ℃，湿度在（55±5）%，光照

与黑暗循环时间为 12 h，所有小鼠均可自由进食和饮水。实

验中小鼠的使用遵循 3R原则，本研究符合作者所在单位实

验动物伦理委员会所制定的伦理学标准[WDRM动（复）字第

2020008号]。
1.3　方法

1.3.1　ERβ 基因敲除小鼠的构建及实验分组　（1）小鼠配

种繁殖步骤如下。①雌雄ERβflox+/-种鼠杂交产生ERβflox+/-

小鼠。②雌雄Pvillin-Cre+/-种鼠杂交获得Pvillin-Cre+/-小鼠。

③将Pvillin-Cre+/-小鼠与ERβflox+/-小鼠杂交，得到ERβflox+/--
Pvillin-Cre+/-小鼠。④将雌雄ERβflox+/--Pvillin-Cre+/-小鼠配

种，获得3种基因型小鼠：ERβflox-/--Pvillin-Cre+/+（ERβCKO）、

ERβflox+/--Pvillin-Cre+/+（ERβCKO+/-）和 ERβflox+/+-Pvillin-
Cre+/+（WT）。（2）小鼠基因鉴定如下。①剪鼠尾提取 DNA。

取出生后 21 d小鼠鼠尾 0.2 cm，使用快速提取试剂盒（购自

Takara公司）提取小鼠基因组DNA。②PCR扩增。以各基因

组为模板，Flox上游引物：5'-CGACTCTACCGATGGCTGTT-
3'；下 游 引 物 ：5'-ACCATCACCCTACAAGTAATGC-3'。
Pvillin-Cre上游引物：5'-GGTGTTTGGTTTGGTTTCCTCTGC
ATAAGA-3'，下游引物：5'-GCAGGTTTGGTTTGGTTTCCTCT
GCATAAGA-3'；GAPDH 上游引物：5'-GGAGGTGAAGCAG
GCTCAATC-3'，下游引物5'-GAACCAAAGCATCGACCAGT-
3'。PCR 体系参见 Takara 说明书。使用 PrimeSTAR GXL 
DNA Polymerase（Takara Bio Inc，JPN）扩增鉴定片段，1% 琼

脂糖凝胶电泳后割胶回收条带。（3）小鼠分组如下。取 6个

月龄和 12个月龄的 WT、ERβCKO+/-和 ERβCKO 小鼠作为研

究对象，每组各5只。

1.3.2　组织样本制备　在敲除小鼠建立后于 6个月龄和 12
个月龄处理小鼠取材。0.1% 戊巴比妥钠麻醉小鼠，固定小

鼠四肢后，快速打开胸腔，用预冷的 30 mL 0.9% 生理盐水

进行心尖灌注，灌注完毕后，冰上快速断头取近盲肠端的

1~2 cm 结肠组织，放入 4% 多聚甲醛固定，梯度乙醇 75%、

80%、90%，无水乙醇脱水。二甲苯透明，包埋蜡块，冷却并

凝固后取出蜡块。石蜡切片机切片，厚 4 μm，进行后续染色

实验。剩余结肠组织采用液氮碾碎处理，存放于-80 ℃冰

箱，蛋白测定备用。

1.3.3　苏木精-伊红染色（haematoxylin and eosin stain，HE）
实验　选取相同切面的石蜡切片放入 37 ℃恒温箱复温

60 min，常规脱蜡至水。使用 HE试剂盒（Solarbio，G1120）进

行染色。然后用梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，

在显微镜下观察结肠结构。

1.3.4　免疫印迹（Western blot，WB）实验　取出液氮碾碎后

的组织在冰上操作，在碾碎组织中加入 RIPA 裂解液（碧云

天，P0013B），含 1%蛋白酶抑制剂PMSF（Biosharp，BM507A-
1）及 1% 磷酸酶抑制剂（碧云天，P1045-2）裂解，提取总蛋

白，按说明书采用BCA法进行蛋白浓度测定。取 10 μg总蛋

白进行 SDS-Page电泳，蛋白 Maker 3 μL，恒压 80伏特，半干
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转法转至NC膜。NC膜放入 5%脱脂奶粉（碧云天，P0216）室
温 2 h。抗体用一抗稀释液稀释（1∶1 000）后，4 ℃冰箱放置

14~18 h。1×PBST漂洗10 min×3次，放入二抗兔或鼠稀释液

（1∶5 000）中，孵育1 h。NC膜用1×PBST漂洗10 min×3次，

滴加显影液，Image J软件对灰度值分析，测定各条带蛋白表

达强弱。

1.3.5　免疫组织化学染色（immunohistochemical staining，
IHC）实验　选取相同切面的石蜡切片放入37 ℃恒温箱复温

60 min，常规脱蜡至水，3% H2O2去离子水室温孵育 10 min，
1×PBS 洗片 10 min×3 次，柠檬酸钠抗原修复液 95 ℃水浴

锅中修复 15 min，室温静置自然冷却，5%牛血清蛋白，37 ℃封

闭30 min，滴加适当稀释的一抗（1∶200），4 ℃过夜。37 ℃复温

30 min，PBS洗片，滴加生物素标记山羊抗兔 IgG（1∶1 000），

37 ℃孵育 30 min，PBS 洗片，滴加链霉亲和素-生物素复合

物，37 ℃孵育 30 min，在普通光学显微镜下 DAB 显色，苏木

素染核，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。在荧光

显微镜下采图并计数分析。

1.3.6　ELISA 测定　采用双抗体夹心酶联免疫吸附法测定

小鼠结肠组织中 5-HT 的水平。将样品（20 μg）置于 5-HT
抗体涂层微孔板中（320 pg/mL），37 ℃ 孵育 40 min。用

PH7.2-7.4的1×PBST洗涤液洗板3次（每孔均要加满），每次

3~5 min。加 50 μL生物素化-5-HT 抗体，37 ℃孵育 20 min。
然后向孔内加 HRP-Strepavidine 酶结合物并在 37 ℃下孵育

10 min。底物溶液在 37 ℃下避光孵育 15 min。加入 100 μL
停止液后，使用Bio-Rad分光光度计在 450 nm波长处测量吸

光度（absorbances，A）值。

1.4　统计学方法

使用 Image J 软件对图片结果进行分析，使用 GraphPad 
Prism 9.0统计软件进行分析：3 组样本及以上进行双因素方

差分析检验，2 组样本进行非配对 t 检验分析。使用 Graph⁃
Pad Prism 9.0制作统计图，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　从基因和蛋白水平验证肠道ERβ敲除小鼠成功构建

首先提取小鼠鼠尾 DNA 进行 PCR 检测，琼脂糖电泳结

果显示，泳道上出现了不同大小的条带。经分析比对提示，

131 bp条带对应为 WT 小鼠，出现 131 bp和 198 bp 2个规则

条带对应为ERβCKO+/-小鼠，而 198 bp条带对应ERβCKO小

鼠（图1A）。

紧接着通过 WB 测定各组小鼠结肠组织中 ERβ蛋白表

达。结果显示，各组小鼠均出现 55 kD大小的ERβ蛋白条带

（图 1B）。各组小鼠 ERβ 蛋白表达水平如下，6 个月：WT 组

（1.000±0.157），ERβCKO+/- 组（0.753±0.299），ERβCKO 组

（0.137±0.068），12个月：WT组（1.000±0.229），ERβCKO+/-组
（0.580±0.192），ERβCKO组（0.205±0.032）。如图 1C所示，

95%CI=-0.156 1~0.349 0。
以上结果表明，基于 CRISPR-Cas9 技术构建的肠道

ΕRβ 敲除小鼠已成功获得。因 ERβCKO+/-组小鼠各指标较

不稳定，以下实验不进行分析。

2.2　各组小鼠的结肠组织标本和病理形态HE染色

接下来本实验采用 HE 染色法观察小鼠结肠结构。由

图 2镜下观察可见，各月龄WT组小鼠肠道上皮中肠壁的腺

       注：a，与 6 个月 WT 组相比，P<0.05；b，与 12 个月 WT 组相比，P<0.05；n=3，x±3
图 1　小鼠结肠 ERβ 水平验证
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体数量丰富，结构排列整齐，隐窝结构完整（图 2A）。如图

2A 所示，ERβCKO 组小鼠结肠黏膜组织上皮绒毛萎缩且染

色较浅，肠绒毛基底部完整性破坏（图 2A）。提示肠道 ERβ
缺失后可造成纯合子小鼠的结肠病理损伤和肠组织黏膜破

坏。同时本研究发现：相比于 WT 组小鼠，ERβCKO 组小鼠

的结肠长度未发生明显改变（图2B）。

2.3　各组小鼠结肠5-HT水平变化

采用ELISA测定各组小鼠肠源性5-HT水平。结果表明

（图 3A），与 WT 组[6 个月：（749.06±62.61） pg/mL，12 个月：

（558.55±38.20） pg/mL]相比，ERβCKO 组小鼠肠道的 5-HT
水平 [6 个月：（486.23±58.70） pg/mL，12 个月：（270.90±

33.38） pg/mL]均呈下降趋势。经双因素方差分析发现（图

3A，95%CI=121.7~394.8），与 6 个月 WT 组小鼠比较，6 个月

龄 ERβCKO组小鼠结肠 5-HT水平降低（t=3.219，P=0.010），

12 个月龄 ERβCKO 小鼠结肠 5-HT 水平相比于 12 个月 WT
小鼠也明显下降（t=5.357，P=0.001），提示肠道 ERβ 敲除可

明显减少5-HT水平。

采用非配对 t检验法（图 3B、3C）对 6个月龄和 12个月龄

小鼠做年龄纵向比较，图 3B：95%CI=-666.0~-116.3，图 3C：

95%CI=-594.8~230.5。结果发现：ERβCKO 组小鼠中，12 个

月龄组的 5-HT 水平较 6 个月组下降了 44.4%（t=5.808，P=
0.010），而WT组2个月龄组也出现了下降，但仅下降25.5%（t=
4.016，P=0.030）。提示虽然年龄因素在 5-HT水平下降上起

了一定的作用，但ERβ缺乏导致的5-HT水平下降更为明显。

2.4　各组小鼠结肠内TPH1表达变化

明确ERβ敲除对肠源性 5-HT的影响后，接下来对结肠

组织进行免疫组化染色，观察 5-HT 合成过程关键限速酶

TPH1的变化。结果显示，TPH1免疫阳性细胞广泛见于各组

小鼠结肠上皮黏膜层底部，免疫阳性物质主要表达于黏膜层

细胞胞质内。经计数发现（图4A），高倍视野下（40倍）WT组

小鼠肠道TPH1免疫阳性细胞数量（表 1），非配对 t检验结果

表明，ERβCKO 组小鼠 TPH1 免疫阳性细胞数量明显下降

（6个月：t=8.633，P=0.002；12个月：t=3.082，P=0.011）。

实验同时对各组小鼠 TPH1 免疫阳性细胞的染色深浅

进行阳性面积百分比测定，结果显示，与 WT 组小鼠阳性面

积百分比相比，ERβCKO小鼠为也呈现明显下降趋势（表1）。

图 2　HE 染色下小鼠的结肠结构
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图 4D 的 95%CI=-1.026~0.722。经双因素方差统计分析发

现，与 WT 2个月龄组小鼠相比，ERβCKO小鼠肠道 TPH1免

疫阳性细胞数量及染色深浅均明显下降（图 4A，4C，P<
0.05）。提示ERβ对TPH1水平无明显影响。采用非配对 t检
验法结果表明（图 4A，4D），相比于 6个月组小鼠，12个月组

小鼠TPH1的染色深度均无明显变化（表1），图4E的95%CI=
-23.10~13.50。图 4F的 95%CI=7.179~1.154。提示年龄因素

对TPH1水平无明显影响。

以上结果跟WB检测到的结果一致（图 4B，4C），各组小

鼠 TPH1 蛋白表达：[6 个月：WT 组（1.000±0.190），ERβCKO
组（0.237±0.066），12 个月：WT 组（1.000±0.080），ERβCKO
组（0.279±0.037）]，图 4C的 95%CI=-0.156~0.349。即 2个月

龄段ERβCKO组小鼠肠道TPH1蛋白水平较同月龄段WT组

[6个月：（t=0.618，P=0.004），12个月：（t=0.248，P=0.01）]明显

下降（图4B，4C）。

以上结果均提示，肠道ERβ缺乏可降低TPH1的表达。

3　讨 论

肠道 5-HT 水平异常可能会诱发肠道疾病，有

研究指出 5-HT水平异常可能引起胃肠道感觉障碍

和动力紊乱，与 IBS 的发生机制密切相关。关于肠

道疾病如 IBS，慢性结肠炎等，尚缺乏有效的治疗策

略。因此，通过某种手段调控肠道 5-HT水平，有望

为肠道疾病治疗提供有效途径。本研究利用

CRISPR/Cas9 技 术 构 建 了 ER β CKO 小 鼠 发 现 ：

①ERβCKO小鼠结肠黏膜上皮完整性受损，绒毛形

态紊乱。②肠道 5-HT 水平以及关键酶 TPH1 水平

均下降。提示肠道 ERβ 缺失后，可能影响 TPH1 水

平从而影响肠道5-HT合成。

5-HT 广泛分布于全身，其中大脑和肠道均为

5-HT的重要来源，脑内 5-HT能神经元主要位于脑

干中缝核内，其产生的 5-HT 占全身来源的 5%，它

可以产生 5-HT能投射，在对认知功能重要的区域，

如隔膜核，额叶皮层，及海马体形成中起重要作

用[17]。而全身 95%的 5-HT主要来源于肠道[18]，肠道

内的 5-HT 主要由肠道黏膜上皮 EC 细胞合成并储

存[19]，并释放到全身而参与生理过程。因此，通过调

控肠道 5-HT 和合成 5-HT 限速酶 TPH 水平可能为

认知功能障碍与肠道疾病的防治提供靶点。

研究表明，雌激素可以促进 5-HT的合成，该过

程与 ERβ 有关。ERβ 主要分布于脑和外周器官如

肠道、前列腺、肺等[20]。肠道尤其是结肠，主要表达

ERβ，可维持结肠上皮正常的生理结构[21]，本研究的

HE 结果也表明，结肠 ERβ 缺失会损伤结肠绒毛与

肠壁结构完整性，这与现有报道一致。肠道ERβ是

肠道疾病如克罗恩病、胃食管反流病等的重要靶

点，肠道ERβ的缺乏是否影响以及如何影响肠道 5-
HT及其关键酶类TPH1尚不清楚。

有研究报道，雌激素可通过脑内ERβ基因组调

节质膜单胺转运体（PMAT）的表达，抑制 5-HT的再

摄取，提高脑内 5-HT 的水平[22]。雌激素还可通过

脑干 DRN 区的 ERβ 水平提高 5-HT 能细胞的数

量[23]。本研究发现：6 个月龄 ERβ 肠敲杂合子小鼠

肠道组织中 5-HT 水平出现下调，纯合子小鼠下降

注：a，与 6 个月 WT 组相比，P<0.05；b，与 12 个月 WT 组相比，P<0.05；c，与 WT 6 个月组相比，P<0.05；d，与 ERβCKO 6 个月组相比，P<0.05；n=5，

x±5
图 3　小鼠结肠 5-HT 的表达水平

表 1　TPH1 不同年龄段阳性细胞数量与阳性面积比（x±s，n=6）

项目

阳性细胞数量（个/㎜2）
阳性面积百分比（%）

6个月

WT
22.50±4.370

6.17±1.161

ERβCKO
4.20±1.923

3.24±0.942

t值

8.633

4.627

P值

0.002

0.001

12个月

WT
10.60±3.361

6.07±0.331

ERβCKO
6.50±1.378

3.61±1.033

t值

3.082

5.058

P值

0.011
0.001
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更明显。与 6个月龄小鼠相比，12个月龄的同组小

鼠，随年龄增加，肠道 5-HT 均出现了下调，尤其是

纯合子小鼠变化最为明显。本研究结果与脑内报

道一致。有报道称，ERβ可能通过 5HT1A及其下游

GABA 能神经传递的调节来调节 5-HT 水平。本研

究还发现，无论是正常还是 ERβ肠敲小鼠，12个月

龄小鼠 5-HT水平均比同组 6个月龄小鼠更低。说

明 5-HT 水平会受到年龄因素影响，目前未有相关

报道。

TPH1作为一种参与 5-HT合成的限速酶，由肠

内分泌细胞和脂肪细胞等其他非神经细胞表达[24]。

TPH1 已被证实与消化系统疾病相关，在一项关于

结直肠癌小鼠模型的研究中观察到小鼠TPH1水平

显著升高，这可能会促进肠道炎症发生[25]。本实验

结果表明，相较于野生型组，纯合子组小鼠结肠上

皮的TPH1阳性细胞与蛋白水平均下降。有研究指

出，ERβ的核转录因子可与靶基因的启动子区域结

合，或与其他转录因子相互作用，从而以组织特异

性方式增加或减少基因表达。研究人员通过对绝

育猕猴进行雌激素处理，增加了猕猴中缝背核中

TPH1 基因的表达[23]。结果支持 ERβ 与 TPH1 的启

动子区域或转录因子结合改变基因表达的观点。

另有报道指出，人类TPH基因启动子区域鉴定非典

型的 cAMP，它可结合转录因子 NFY 和 SP1，并允许

通过 cAMP 调节 TPH1 表达和丝裂原激活蛋白激

酶[26]。因此，TPH1表达的激素调节可能是通过这些

信号级联的雌激素受体激活来间接进行的。

综上，本研究通过 CRISPR/Cas9 技术构建了

ERβCKO 小鼠，观察到肠道 ERβ 缺乏会引起肠道

TPH1和 5-HT含量下降，进而会对肠道疾病产生影

注：a，与 6 个月 WT 组相比，P<0.05；b，与 12 个月 WT 组相比，P<0.05；c，与 6 个月 WT 组相比，P<0.05；d，与 12 个月 WT 组相比，P<0.05；n=3，x±3
图 4　小鼠结肠内 TPH1 检测
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响，为临床上肠道相关疾病的防治提供了实验依

据。未来，本课题组将深入研究结肠 ERβ 对 5-HT
合成与代谢相关通路的影响，以阐明肠道ERβ对 5-
HT 的调控机制以及其与疾病的关联性，这可能为

肠道疾病的临床治疗提供有效策略。
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