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观察不同浓度雌激素对肾小管上皮细胞"

VX3)

细胞#人尿酸盐转运子"

RlD=

#基因表达的调节作用$方法
!

根据培养液中所含雌激素浓度由低到高!将
VX3)

细胞分为
J

组!每组均培养
H

瓶细胞$上述细胞在不同培养液中分别培养
*<

R

$采用荧光定量
9.5

法检测
VX3)

细胞中
RlD=05CD

的相对表达量$结果
!

所有标本均能检测到
RlD=05CD

的表达!

其中!与
A+

组"乙醇对照组#比较!

A,

"

;+

f<

0B/

&

$

#'

A*

"

;+

fH

0B/

&

$

#组
RlD=05CD

水平明显升高"

G

&

+F+J

#!

A;

"

;+

f;)

0B/

&

$

#'

A)

"

;+

f<

0B/

&

$

#组
RlD=05CD

水平变化不明显"

G

%

+F+J

#$与
A;

'

A)

组比较!

A,

'

A*

组
RlD=05CD

水平明显升高"

G

&

+F+J

#$

A,

组与
A*

组比较差异无统计学意义"

G

%

+F+J

#$

A;

组与
A)

组比较差异无统计学意义"

G

%

+F+J

#$

A*

组
RlD=053

CD

水平最高!是
A+

组的
;F<-

倍$结论
!

雌二醇可上调
RlD=05CD

的表达!且可能存在相应的作用阈值$
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近年来随着人们生活水平的提高#原发性高尿酸血症的患

病率明显上升#人尿酸盐转运子$
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RlD=

%是调节肾尿酸分泌的关键物质#进入肾近端小管上皮

细胞内的尿酸盐
J+̂

由其介导分泌到管腔#经肾脏排出体

外(

;

)

'推测
RlD=

基因低表达或功能降低可能是原发性高尿

酸血症的重要发病原因'目前#对雌激素在尿酸排泄中的作用

研究发现#绝经后合并高尿酸血症的女性应用雌激素替代疗法

可使血尿酸水平明显下降(

)3,

)

'本实验对雌激素通过何种机制

降低血尿酸水平进行研究'
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!

材料与方法

BFB

!

材料
!

肾小管上皮细胞$

VX3)

细胞#购自中国典型培养

物收藏中心
..=..

细胞库%#雌激素$

:&'KM

公司%#

='EZB/

5CD

抽提试剂$

="M"'"

公司%#

%:6:

培养基$美国
4@PE?'B

Q

&@

84A.Y

公司%#

RlD=

*甘油醛
,3

磷酸脱氢酶$

8D9%V

%和
="

W

3

0"@

荧光探针*引物$宝生物工程大连有限公司%等'

BFC

!

实验方法

BFCFB

!

VX3)

细胞的培养和分组
!

细胞培养于
%:6:

培养

基中#外加
;+̂

胎牛血清#每
,

!

*

天换液
;

次#至细胞生长达

G+̂

汇合后进行传代'实验所用的细胞为第
,

!

J

代细胞$将

从液氮中复苏的未知代细胞定为第
;

代%'取汇合达
G+̂

的

细胞经胰酶"
6%=D

消化制成细胞悬液#继续培养
)*R

#使细胞

生长达汇合#弃去含血清的培养液#用
9A7

清洗
,

遍后换无血

清培养液#继续培养
)*R

#使细胞同步处于
8

+

期'以后所有

实验均在无血清条件下进行'

取培养后同步处于
8

+

期的
VX3)

细胞#按继续培养条件

的不同分为
J

组!

A+

组$

%:6:[

乙醇对照组%*

A;

组$

%:6:

[;+

f;)

0B/

"

$

雌激素
[+FĴ

乙醇%*

A)

$

%:6:[;+

f;+

0B/

"

$

雌激素
[+FĴ

乙醇%*

A,

组$

%:6:[;+

f<

0B/

"

$

雌激

素
[+FĴ

乙醇%*

A*

组$

%:6:[;+

fH

0B/

"

$

雌激素
[+FĴ

乙醇%#每组均培养
H

瓶细胞'上述细胞在不同培养液中分别

培养
*<R

#用胰酶消化#离心后抽提总
5CD

及总蛋白'

BFCFC

!

VX3)

细胞总
5CD

抽提及
K%CD

制备
!

应用
='EZB/

试

剂抽提细胞总
5CD

#采用紫外分光光度计测定其浓度'按照逆

转录试剂盒说明进行逆转录#制备
K%CD

'反应体系如下!

)

%

$

的
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(
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*

+FJ

%

$

(
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N
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*

+FJ

%

$B/E

Q

B

2=

(

'E0&'

和
+FJ

%

$'"@2B0H0&'#

#终体积为
)+

%

$

'向反应
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重庆医学
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年
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月第
,G

卷第
)+

期
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不同浓度雌激素对
RlD=

基因表达的影响#

Fb3

$

组别 雌激素浓度$

0B/

"

$

%

RlD=.

=

8D9%V.

=

,

.

=

,,

.

=

)

f

##

.=

A+

组
+ ,,FH<;b+F*;* ;<F<G)b+FJ,, ;*F-<<b+F)+- +F+++b+F)+- ;F+++

$

+F<H-

#

;F;J+

%

A;

组
;+

f;)

,,FH<-b+F<*< ;<FG)Hb+FG-G ;*F-H+b+F)+- f+F+)-b+F)+- ;F+)<

$

+F<H-

#

;F;<G

%

A)

组
;+

f;+

,)F<<+b+F<G) ;<F;J;b+F<H+ ;*F-)Gb+F);; f+F+JGb+F);; ;F+J;

$

+F<<)

#

;F));

%

A,

组
;+

f<

,)FJ+;b;F+;* ;<F,<Hb;F)+< ;*F;;*b+F*** f+FH-*b+F***

,

;FHHG

$

;F++,

#

)F,,H

%

A*

组
;+

fH

,;F<*-b+F,JG ;-F<,Jb+F<+, ;*F+;)b+FHJ< f+F--Hb+FHJ<

"

;F<-J

$

+FG)J

#

)F<)J

%

!!

与
A+

组比较#

,

!

G

&

+F+J

#

"

!

G

&

+F+;

'

体系中加入
+FJ

%

Q

"

%

$

的
5CD;

%

$

#

,-]

水浴
;J0E@

#

<J]

加热
J#

'逆转录所得的
K%CD

用作
9.5

反应的模板#

f)+

]

保存备用'

BFCFD

!

RlD=05CD

表达的检测
!

RlD=

*甘油醛
3,3

磷酸脱

氢酶$

8D9%V

%基因引物与探针均由宝生物工程$大连%有限

公司设计合成#采用看家基因
8D9%V

进行标化'

RlD=

上

游引物!

J\3D=88=.D8.D..=8===8DD=D.3,\

#下游

引物!

J\3.D88DD 8..8..=D=8=.=83,\

&

=Dd:DC

探针
J\3D..D=.8..=8D88DD..=8...D3,\

#扩增片

段长度为
;;J1

(

'内参
8D9%V

上游引物!

J\388D..=8D.

.=8..8=.= D83,\

#下游引物!

J\3=D8... D88 D=8

...==8 D83,\

&

=Dd:DC

探针
J\3..= ..8 D.8 ..=

8.==.D..D..=3,\

#扩增片段长度
GG1

(

'取同一个
K%3

CD

为模板进行
RlD=

*

8D9%V

的
9.5

反应'反应体系如

下!

)

%

$K%CD

*

;FH

%

$

探针引物*

;+

%

$9'&0EO6O="

W

*

+F*

%

$5YU

&

和
H

%

$

超纯水#终体积为
)+

%

$

'按如下程序扩

增!

GH

孔反应板置于荧光定量
9.5

扩增仪#反应参数如下!

GJ

]

*

;+#

#

GJ]

*

J#

#

H+]

*

*J#

#

*+

个循环'应用
7%7

软件自

动分析#给出各反应的扩增曲线和
.?

值'依照文献(

*3<

)的方

法进行定量
9.5

的检测与分析'荧光定量
9.5

的结果以
.?

值显示'

.?

值为每个反应管内的荧光信号达到设定区域值时

所经历的循环数'每个样本重复检测
,

次#取平均值为
.?

值#

用
7977;;FJ

软件计算出各段各基因表达的平均
.?

值#采用

相对定量
)

f

##

.?法比较各基因的表达差异(

*3H

)

'以
A+

组表达

量为
;

#

)

f

##

.?值#即为目的段较正常段基因表达的倍数'

BFD

!

统计学方法
!

采用
7977;;FJ

统计软件进行分析'所有

数据均以
Fb3

表示#两组间比较采用非配对
/

检验#多组间比

较采用单因素方差分析#以
G

&

+F+J

为差异有统计学意义'

C

!

结
!!

果

不同浓度雌激素对
RlD=

基因表达的影响见表
;

*彩插
#

图
;

'加入不同浓度激素培养
*<R

的各组
VX3)

均上调

RlD=

基因的表达'随雌激浓度增加#

RlD=05CD

水平明

显升高'与
A+

组比较#

A,

*

A*

组
RlD=05CD

水平明显升高

$

G

&

+F+J

%#

A;

*

A)

组
RlD= 05CD

水平变化不明显$

G

%

+F+J

%'与
A;

*

A)

组比较#

A,

和
A*

组
RlD=05CD

水平明显

升高$

G

&

+F+J

%'

A,

组与
A*

组比较差异无统计学意义$

G

%

+F+J

%'

A;

组与
A)

组比较差异无统计学意义$

G

%

+F+J

%'

A*

组
RlD=05CD

水平最高#是
A+

组的
;F<-

倍'

D

!

讨
!!

论

高尿酸血症目前已成为严重危害人类健康的常见病*多发

病#对高尿酸血症防治的研究已成为国内外学者关注的焦点'

RlD=

是近年来发现的与尿酸排泄有关的管道蛋白#是尿

酸由细胞内到细胞外的关键转运子#

RlD=

广泛分布于各种组

织细胞中'乳糖和葡萄糖可调节其活性#尿酸酶特异阻断

剂000

YOY@"?&

*抗结核药物000吡嗪酰胺$

9gD

%*腺苷在胞

浆外侧均可阻断重组
RlD=

的通道活性#影响
RlD=

对尿酸

盐的转运(

G

)

'进入肾近端小管的尿酸盐
J+̂

由其介导分泌到

细胞外#排出体外'因此#推测其功能降低将导致肾脏对尿酸

的排泄减少(

G3;+

)

#导致高尿酸血症'

VB@

Q

等(

;;

)研究发现#高

尿酸环境中#人肾小管上皮细胞
RlD=05CD

水平明显上调'

提示
RlD=

在尿酸转运过程中发挥重要作用'

RlD=

与高尿

酸血症的关系有待进一步深入研究'

流行病学调查结果显示女性在绝经前血尿酸水平明显低

于男性#绝经后血尿酸水平与男性相似#因此#世界卫生组织对

女性高尿酸血症的定义为!绝经前血尿酸水平大于
,J-

%

00B/

"

$

即可诊断为高尿酸血症#绝经后与男性相同#即大于

*;H

%

00B/

"

$

才可诊断为高尿酸血症'此外#大量临床资料及

近期对山东沿海地区高尿酸血症和痛风的流行病学调查资料

也显示女性痛风和高尿酸血症患病率明显低于男性'提示性

激素在维持机体尿酸的平衡中发挥重要作用'但性激素通过

何种机制降低血尿酸水平#目前仍不清楚'

本研究结果显示#雌激素可直接调节
RlD=

基因的表达#

雌激素水平越高#

RlD=05CD

水平越高'该结果说明雌激

素通过上调
RlD=

基因的表达#促进肾脏尿酸排泄#是女性维

持机体尿酸水平稳定的保护因素#可能是绝经前*后女性高尿

酸和痛风发病率明显不同的重要原因'本研究发现雌激素达

到一定浓度后对
RlD=

基因的表达差异有统计学意义#因此#

作者认为在尿酸代谢的过程中存在雌激素的作用+阈值,#正常

生理状态下#体内雌激素浓度高于该阈值时#雌激素发挥正相

调节功能#体内尿酸水平得以维持正常&而在女性绝经后或是

某些病理状态下#体内雌激素水平降低#达不到其作用阈值#雌

激素对相关尿酸基因的正向调节功能减弱#尿酸排泄减少#血

尿酸水平升高'同时#参与肾脏尿酸排泄的尿酸盐转运蛋白还

包括阴离子交换器
;

$

l5D=;

%*有机阴离子转运子
;

$

YD=;

%

和
YD=,

等#因此#可对上述基因的表达进行检测#以提供更

全面的资料#从而进一步研究雌激素对尿酸排泄的影响'
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05CD

阳性率分别为
<,F,̂

*

J,F,̂

#二者比较差异有统计学

意义'表明
5=39.5

技术能检出常规病理检查不能发现的微

转移灶#可显著提高对乳腺癌外周血转移诊断的敏感度及准

确率'

乳腺癌患者外周血
.X;G05CD

的水平在各
=C:

分组

的差异有统计学意义$

G

&

+F+;

%#并随着临床分期的递增#

.X;G05CD

的水平及阳性检出率逐渐升高#提示患者发生肿

瘤细胞血行播散的危险随着临床分期的递增有增加的趋势'

本研究结果显示#

&

*

)

期患者
.X;G05CD

的表达水平高于

#

期患者#各分期间比较差异有统计学意义#与
>B@

Q

等(

G

)的

报道一致'提示
.X;G05CD

的表达与乳腺癌的生物学行为

及恶性程度有关#

.X;G05CD

的检测将有助于评估乳腺癌患

者的预后'

本实验结果显示
.X;G05CD

在乳腺癌外周血中阳性率

仅为
H)F)̂

#对此可能的解释有!$

;

%可能与肿瘤细胞呈间歇

性释放入血有关(

;+

)

&$

)

%由于肿瘤在基因表达上具有异质性#

加上微循环的某种因素#血循环中肿瘤细胞也许不表达该基

因#有别于组织标本(

;;

)

&$

,

%标志物的特异性或检测的方法的

敏感性有待提高'因此#可采用多次采血*多种肿瘤标志基因

等检测方法以提高检测阳性率'
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