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!!&摘要'!目的!观察砷暴露及雌激素受体拮抗剂!N%N"R.#UR#"对雌*雄胎鼠肺泡0型上皮细胞!TI%0"内雌

激素受体#!I+#"表达的影响(方法!孕"S'.#=N%+小鼠剖腹取胎鼠#分离*纯化雌性组和雄性组胎鼠TI%0(

四甲基亚唑蓝!(::"法确定亚砷酸钠!DCT&E."染毒TI%0细胞的剂量(将TI%0细胞分为以不同剂量!低*中*

高"DCT&E. 染毒的砷暴露组#培养.$B+另取TI%0细胞为联合暴露组#分别加入二甲基亚砜!V()E"!溶剂对照

组"*DCT&E.G&'76.Z!单独砷染毒组"*DCT&E.!G&'76.Z"fN%N"R.#UR#!"X"#d$ '76.Z"!砷f拮抗剂组"#培养

.$B+均设空白对照组!不加任何试剂"(.$B后#砷暴露组行流式细胞术测凋亡率#砷暴露组*联合暴露组行实时

荧光定量*%+法和 01&21345672检测胎鼠 TI%0内@L!'+DT和蛋白的表达水平(结果!TI%0纯度达

!RUa#e.aG"̀ ((::法将#FG!低"*"F.G!中"*G!高"&'76.Z的浓度设置为染毒剂量(砷暴露组中$雌*雄中*高

剂量组细胞凋亡率均高于空白对照组!3$#F#G"#而雌*雄各剂量组间比较差异无统计学意义(雌性中*高剂量组

@L!'+DT和蛋白表达水平高于空白对照组!3$#F#G"和同剂量组雄性!3$#F#G"+雄性各剂量组@L!'+DT和

蛋白表达水平与空白对照组比较差异无统计学意义(联合暴露组中$雌性单独砷染毒组@L!'+DT和蛋白表达

水平高于砷f拮抗剂组!3$#F#""及同剂量组雄性!3$#F#G"#且高于空白对照组和溶剂对照组!3$#F#G"#雄性

各组间比较差异无统计学意义+雌*雄其余各组间比较差异无统计学意义(结论!砷暴露可使雌性胎鼠TI%0内

I+#表达上调且高于雄性#此过程可被雌激素受体拮抗剂阻断(

&关键词'!胎鼠!肺泡0型上皮细胞!雌激素受体#!雌激素受体拮抗剂!亚砷酸钠
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!!&I,CJ<A-;'!!812C6'<?1!!TI%0!!I&237H1431?1,273#!!I&237H1431?1,273C42CH74<&2!!)7=<>'

C3&14<21

! ! 雌激素及雌激素受体 !1&237H1431?1,273#

I+"#已成为探讨肺癌性别差异研究的焦点#而对固

醇类雌*雄激素及其拮抗剂作用机制的研究#再次成

为医药工业实现肺癌治疗个体化的重点方向
,"-(作

为肺腺癌发生起源的鼠肺腺癌干细胞在体外可分化

为0型上皮细胞!TI%0",.-#从而使TI%0在肺腺

癌发生中的作用也备受关注(美国疾病预防控制中

心!%V%"和国际癌症研究机构!NT+%"已经将砷确

定为第一类致癌物
,Q-(砷暴露人群中女性肺癌的发

病率明显高于男性
,$-(对砷诱导雌鼠发生肺腺癌的

进一步研究表明#砷暴露可致雌鼠肺组织中雌激素

受体连接相关基因*类固醇代谢相关酶*肺癌发生相

关基因的表达显著增加
,G-#砷具有雌激素效应,!-(

以上结果提示#雌激素受体可能作用于砷导致的肺

癌发生性别差异的过程(目前对I+#在肺肿瘤组

织和细胞中的表达水平及其性别差异的研究资料较

少#结果也缺乏一致性(正常肺组织中雌激素受体

的分布以I+#为主#I+"很少或不存在
,U R-(国内

外关于肺泡TI%0染毒致雌激素受体表达变化及

其性别差异的研究十分罕见#本研究以原代培养的

TI%0 为 细 胞 模 型#应 用 不 同 剂 量 亚 砷 酸 钠

!DCT&E."与雌激素受体拮抗剂!N%N"R.#UR#"同时

作用于细胞#从基因和蛋白水平综合分析不同性别

来源的TI%0内I+#的表达规律#为进一步阐明

砷致肺癌发生性别差异的具体机制提供实验依据#

并为流行病学结果提供新的证据(

1!材料与方法

1F1!实验动物*材料

)*8级孕"S'.#=N%+小鼠#购于成都达硕生

物科技有限公司#许可证号$)%PW!川".##R/.$(胰

蛋白酶和N型胶原酶!美国)<H'C"#V(I(.8".无

酚红培养基!美国 ;A?6741"#胎牛血清 !̂<5?7"#

N%N"R.#UR#!浓度'SS̀ "*TDDIPND */8N:%.*N

凋亡 检 测 试 剂 盒 !大 连 美 仑"#8C&28<31Y*%+

*31(<@!北京天根"#一抗$I+#兔抗小鼠!T5?C'公

司"#二抗$;+*标记的山羊抗兔!博士德生物"(

%E. 培养箱*低温离心机*酶标仪*核酸测定仪

!:B13'7"#流式细胞仪![V"#实时荧光定量*%+

仪*凝胶成像系统![<7/+<="(

1F/!方法

1F/F1!TI%$的分离和纯化!参考郑金旭等
,S-
的

TI%0原代培养方法(孕鼠经剖腹取胎鼠#区分性

别后#分为雌性组和雄性组#分别取肺组织##F.G̀

胰酶联合 $ 型胶原酶 !含 #F"̀ VDC&1N"消化

.#'<4#过滤细胞悬液#"G##3.'<4#离心G'<4#弃

上清#培养液重悬沉淀(将细胞悬液转移至小鼠

NĤ 包被的无菌培养瓶中#置于QU _*G#'Z.Z

%E. 的培养箱中孵育#$G'<4后吸出未贴壁细胞的

培养液接种于另一NĤ 包被的无菌培养瓶中#如此

反复Q次#最终吸出的未贴壁细胞即为纯TI%0#

转移至无菌培养瓶中#培养箱内继续培养.$B(

1F/F/!TI%$纯度鉴定!培养TI%0至贴壁#体

积分数$̀ 多聚甲醛固定#山羊血清封闭细胞表面

抗原#以稀释度"c"##的兔抗小鼠)*/%蛋白一抗

$_孵育过夜#按"c"##稀释度滴加8N:%标记的

羊抗兔NĤ 二抗#室温避光孵育"B#最后VT*N避

光染核G'<4(荧光倒置显微镜下观察)*/%蛋白

表达情况#计算TI%0纯度(

1F/F5!(::法确定DCT&E. 对TI%0细胞的染

毒剂量!纯化后的雌*雄鼠TI%0调整细胞密度为

"X"#! 'Zd"#接种至S!孔板#培养.$B至贴壁(

以含 DCT&E. 终浓度为#FG*"F.G*G*"#*.#*$#*

"##*$##&'76.Z的培养基染毒.$B#不含DCT&E.

为空白对照组#每组设置 ! 个重复(G'H.'Z

(::溶液处理细胞$B#加入V()E于摇床上低速

振荡溶解结晶(酶标仪检测GU#4' 处的吸光度

!T"值#计算细胞存活率#以确定DCT&E. 低*中*高

染毒剂量(

1F/F3!细胞染毒及分组!TI%0培养.$B后#倒

掉培养 液#更 换 为 新 鲜 的 含 "#̀ 胎 牛 血 清 的

V(I(.8".培养基(砷暴露组以不同剂量!低*

中*高"DCT&E. 染毒#培养.$B+联合暴露组分别加

入#F"̀ V()E!溶剂对照组"*DCT&E.G&'76.Z

!单独砷染毒组"*DCT&E.!G&'76.Z"fN%N"R.#

UR#!"X"#d$'76.Z"!砷f拮抗剂组"#培养.$B+均

设空白对照组!不加任何试剂"(

1F/FM!流式细胞术检测TI%$细胞凋亡!砷暴露

组染 毒 .$ B 后 !空 白 对 照 组 不 染 毒"#参 照

TDDIPND*/8N:%.*N凋亡检测试剂盒#流式细胞

仪上检测该组细胞的凋亡率(

1F/FL!实时荧光定量*%+检测TI%$细胞@L!

G!Q
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基因的表达水平!砷暴露组*联合暴露组细胞染毒

.$B后!空白对照组不染毒"#:+N\76法分别提取各

组细胞总 +DT(核酸定量测定仪检测 +DT 在

.!#*.R#4'处的 T 值#T.!#.T.R#为"FRG'.F#.(

参照 :B13'7)?<142<K<?+1L132T<=8<3&2&23C4=

?VDT)A42B1&<&W<2反转录试剂盒合成?VDT(

*3<'13/[ZT):软件设计上*下游引物@L!8$G]/

T̂ T̂ T̂ :T̂ %%̂ T̂T̂ %:̂ T/Q]#+$G]/T̂ TT

%̂T:%T̂ T̂̂ :̂:̂ %̂/Q] #扩 增 产 物 长 度

".!5,+#/C?2<4!内参"8$G]/T%T̂ %:̂ T̂ T̂ ^̂

TTT:%̂ :̂ /Q]#+$G]/T̂ T̂ :̂%:::T%̂ T̂

:̂ :%TT%̂ /Q]#扩 增 产 物 长 度 .U$ 5,(参 照

8C&28<31Y*%+*31(<@#总体系.#&Z#反应条件$

SG_#"'<4+SG_#G&#GG_#"#&#U._#"G&#共

$#个循环(采用.d))%2
法计算目的基因的相对表达

量(

1F/FO!01&21345672检测TI%$细胞I+#蛋白表

达水平!砷暴露组*联合暴露组细胞染毒.$B!空

白对照组不染毒"后#离心*沉淀*弃上清#估算细胞

压积加入适量 +N*T 裂解液#冰上裂解Q# '<4#

$_#".###3.'<4离心G'<4([%T法测总蛋白

浓度计算蛋白上样量(配制)V)/*T̂ I凝胶#电

泳*转膜后#G̀ 脱脂奶粉室温封闭"B#加入稀释比

例"c"###的I+#一抗#$_封闭过夜#:[):洗

膜G'<4XQ次#加入稀释比例"c.G##的二抗#室

温孵育"B#:[):洗膜"#'<4XQ次(参照碧云天

I%Z发光试剂盒#凝胶成像系统采集图像#以#/

C?2<4为内参对照#用N'CH1g软件分析图像每个条

带的积分光密度!<421H3C21=7,2<?C6=14&<2A#NEV"

值#以各个蛋白与内参蛋白#/C?2<4的NEV比值表

示蛋白的相对表达水平(

1F/F2!统计学方法!数据均以Me-表示(多组间

比较采用E410CATDE-T#两两比较时采用)DW

检验#3$#F#G为差异有统计学意义(

/!结果

/K1!F.6$的形态特征*产量及纯度

纯化后的胎鼠TI%0培养"R'.$B#镜下观察

可见细胞开始伸展贴壁#呈圆形或立方形#细胞逐渐

融合#胞核明显#表现为岛状生长(每!只胎鼠分离

培养的TI%0#细胞计数可达!"#eG"X"#! 'Zd"(

计算)*/%蛋白表达阳性率#TI%0纯度达!RUa#e

.aG"̀ #满足实验要求(

/K/!+PP法确定R'F;G/ 染毒剂量

如图 " 所 示#不 同 性 别 来 源 的 TI%0 经

DCT&E. 染毒后#随DCT&E. 浓度的升高#细胞存活

率逐渐降低!3$#F#G"#性别间差异无统计学意义(

当DCT&E. 浓度大于G&'76.Z时#细胞存活率呈

快速下降趋势#在DCT&E. 浓度为"#&'76.Z时细

胞存活率仅为G#̀ 左右(为保证TI%0有较高的

存活率#最终将#FG!低"*"F.G!中"*G!高"&'76.Z

的浓度设置为染毒剂量(
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图1!R'F;G/染毒/3%后雌*雄F.6$的存活率

S#T1!"&A*#*'DA'=,;!a"<>>,N'D,'(-N'D,F.6$ '>=,A/3%

,?@<;&A,=<R'F;G/

" 3$#F#G#L&F?742376H37>,7K2B1&C'1&1@FZ7HC3<2B'<?

23C4&K73'C2<747K=3>H?74?1423C2<74JC&,31&1421=

/K5!砷暴露组胎鼠F.6$细胞凋亡率

见附表#雌*雄中*高剂量砷暴露组细胞凋亡率

均高于各自空白对照组!3$#F#G"#而雌*雄各剂量

砷暴露组间比较差异无统计学意义(

附表!雌*雄砷暴露组F.6$细胞凋亡率"a

P'BD,!F@<@=<;#;A'=,;<>F.6$BC;,?"a

3̂7>, ; 81'C61 (C61

%742376 ! GF.Qe"FQQ GF.Ue#F"!

Z7J/=7&1 ! $FU!e#FQ$ GF"Ge#F$R

(1=<>'/=7&1 ! RF.!e#F!R# UF$Ue"F.U#

;<HB/=7&1 ! ""F"Ue.F#G# SFR#e#F$!#

!!# 3$#F#G#L&F?742376H37>,7K2B1&C'1&1@

/K3!砷暴露组胎鼠F.6$内9$!N7RF和蛋白的

相对表达

!! 见图 .*图 Q(雌性低*中*高剂量组 @L!

'+DT表达水平高于空白对照组!3$#a#G"+雌性

中*高剂量组I+#蛋白表达水平高于空白对照组

!3$#a#G"+雌性中*高剂量组@L!'+DT和蛋白

表达高于同剂量组雄性!3$#F#""+雄性各剂量组

@L!'+DT和蛋白表达水平与空白对照组比较差

异无统计学意义(

/KM!联合暴露组胎鼠F.6$内9$!N7RF和蛋白

的相对表达

!!Q



第Q期 杨梦平等$砷暴露及雌激素受体拮抗剂对雌*雄胎鼠TI%0内I+#表达的影响

见图Q*图$(雌性单独砷染毒组@L!'+DT

和蛋白表达水平高于砷f拮抗剂组!3$#F#""#且

高于空白对照组和溶剂对照组!3$#F#G"+雌性空

白对照组与溶剂对照组比较差异无统计学意义#雄

性各组间比较差异无统计学意义+雌性单独砷染毒

组@L!'+DT和蛋白表达高于雄性!3$#F#G"#

雌*雄其余各组间比较差异无统计学意义(
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图/!砷暴露组F.6$9$!N7RF!F"和蛋白!V"的表达

S#T/!.?@A,;;#<(;<>9$!N7RF!F"'(-@A<=,#(!V"#(F.6$

,?@<;,-=<'A;,(#=,

" 3$#F#G

1 2 3 4

Female

1 2 3 4

Male

ERβ

β-actin

5 6 7 8

Female

5 6 7 8

Male

ERβ

β-actin

图5!不同处理组F.6$细胞.7"蛋白表达

S#T5!.7"@A<=,#(#(F.6$BCTA<&@

"#G$%742376H37>,+.#Q#$$#FG#"F.G#G&'76.ZDCT&E.

H37>,#31&,12<L16A+!$V()EH37>,+U$G&'76.ZDCT&E.H37>,+

R$G&'76.ZDCT&E.fN%N"R.#UR#H37>,
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图3!联合暴露组F.6$9$!N7RF!F"和蛋白!V"的表达

S#T3!.?@A,;;#<(;<>9$!N7RF!F"'(-@A<=,#(!V"#(F.6$

,?@<;,-=<$<NB#(,-=A,'=N,(=

" 3$#F#G

5!讨论

!!内分泌干扰物!IV%&"主要通过模拟天然激素

与配体结合或通过抑制天然激素与配体的结

合
,"# ""-#进而影响激素信号在细胞*组织*器官的传

递#导致机体功能失调(砷作为环境雌激素活性物

质可能通过与I+#受体结合形成砷/I+#复合物增

强I+#的表达#干扰I+信号通路#进而影响肺癌

的发生发展(

据相关报道#N%+小鼠对砷及砷化物染毒更为

敏感
,".-(本次研究以雌激素水平差异相对较小的

新生N%+雌*雄胎鼠为研究对象#重点观察I+#在

TI%0内表达有无性别差异(实验结果显示#砷暴

露组雌*雄对照组间@L!'+DT和蛋白表达差异

无统计学意义#说明在无亚砷酸钠暴露的情况下#

雌*雄胎鼠 TI%0内I+#表达水平一致(砷染毒

后#雌性各剂量组@L!'+DT表达水平均升高#且

中*高剂量组高于雄性+I+#蛋白数据结果与

'+DT表达水平总体趋势一致$雌性中*高剂量组

I+#蛋白表达高于空白对照组#且高于同剂量组雄

性(提示对于雌激素样活性环境致癌物砷#雌性胎

鼠TI%0比雄性反应更敏感(:EWT+ 等
,"Q-
在

.#""年发表的对%V"鼠的全生命期砷暴露的致癌

实验也表明#雌鼠的腺瘤和腺癌的发生率存在剂量

反应关系且与对照组的差异有统计学意义#而雄鼠

U!Q
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则两者均无(本次细胞实验结果显示#雄性各剂量

组@L!'+DT和蛋白表达水平与对照组比较差异

无统计学意义#与其动物致癌实验结果相吻合(

加入拮抗剂的目的是为了验证砷的雌激素效应

对I+#表达水平的影响(本研究发现联合暴露组

中#雌性砷f拮抗剂组@L!'+DT和蛋白表达水

平低于单独砷染毒组#说明N%N"R.#UR#阻断了砷对

雌鼠TI%0内@L!基因和蛋白的上调作用#进一

步明确了I+#在这种调节过程中的作用(而雄性

单独砷染毒与砷f拮抗剂组比较差异无统计学意

义#这可能与砷对雄鼠TI%0的毒性作用具有延迟

性有关#也可能是雄性TI%0对DCT&E. 不敏感或

细胞本身代谢机制所致#具体原因有待进一步研究(

本研究砷暴露组细胞凋亡结果显示#雌性各组

TI%0细胞凋亡率与雄性比较差异无统计学意义(

短期砷染毒并未发现细胞凋亡率之间存在性别差

异#这与I+#性别表达不一致#而雌性砷f拮抗剂

组和雄性砷f拮抗剂组I+#表达差异无统计学意

义#所以再检测联合暴露组的凋亡率就意义不大(

本次实验初步探索了细胞凋亡与I+#在砷暴露下

表达变化是否一致#后续长期砷染毒致细胞恶性转

化实验中#拮抗剂对细胞凋亡的影响将会体现出来#

而砷是否通过I+#影响细胞凋亡发生性别差异也

将得到印证(

另外#本研究中雄性各剂量砷染毒组I+#的基

因和蛋白表达水平与对照组比较差异无统计学意

义#而前期细胞实验结果发现,"$-#在 TI%0染毒

.$B后#雄性各剂量砷染毒组@L"'+DT和蛋白表

达水平均高于对照(这可能是砷特异性诱导了

I+"*I+#表达水平及其在细胞内分布的变化#从而

改变了I+"*I+#介导的雌激素信号通路的生物学

效应#最终导致了雄性TI%0内两种受体表达水平

的不同(越来越多的证据也表明#雌激素的作用不

是通过某一亚型受体介导的作用#而是I+"和I+#
两者介导作用的平衡

,"G-(本次研究为阐明环境污

染物致肺癌发生性别差异的具体机制提供了线索#

但雌激素受体拮抗剂能否用于肺癌治疗个体化#仍

需要更多的实验和临床证据(
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