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Abstract
AIM: To construct the recombinant plasmid 
p E G F P - C 1 - E Rβ w i t h g e n e r e c o mb i n a n t 
technique and detect its expression in Caco-2 
cells. 

METHODS: ERβ gene in total RNA was isolated 
from human normal colon tissue of colorectal 
cancer patients and its segments were amplified 
by RT-PCR. The obtained cDNA was cloned 
into eukaryotic expression vector pEGFP-C1 to 
generate recombinant pEGFP-C1-ERβ. Sequence 
of the inserted gene was identified and analyzed 
after restriction enzyme digestion. Liposome-
mediated recombinant plasmid pEGFP-C1-ERβ 

was transfected into Caco-2 cells and identified 
by flow cytometry (FCM). RT-PCR and Western 
blot were used to detect expression of the ERβ 
gene at molecular level before and after transfec-
tion.  

RESULTS: Recombinant pEGFP-C1-ERβ was 
confirmed by restriction enzyme digestion and 
sequence analysis. The expression of Caco-2 cells 
transfected with pEGFP-C1-ERβ was higher 
than that of other controls.

CONCLUSION: Recombinant pEGFP-C1-ERβ 
can be successfully constructed and expressed in 
Caco-2 cells, which lays a foundation for further 
study on ERβ gene in carcinogenesis by regulat-
ing the expression of down stream target gene 
through estrogenic hormone receptor. 

Key Words:  Estrogenic hormone receptor β; Gene 
recombination; Eukaryotic expression vector; Colon 
cancer
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摘要
目的: 基因重组技术构建重组质粒pEGFP-C1-
ERβ并检测其在结肠癌细胞株Caco-2中的表达.

方法: 应用RT-PCR从人结肠癌手术患者正常
切缘组织中分离、扩增目的基因片段, 将所得
cDNA定向克隆到真核表达载体pEGFP-C1中, 
采用双酶切和测序分析鉴定插入基因的序列; 
脂质体介导重组质粒pEGFP-C1-ERβ瞬时转
染Caco-2并上流式细胞仪分选, 获得比较单一
的转染细胞; 分别采用RT-PCR、Western blot
检测转染前后ERβ基因不同分子水平表达. 

结果: 酶切鉴定和测序分析表明重组表达
质粒pEGFP-C1-ERβ构建无误; RT-PCR和
We s t e r n b l o t分析均表明 ,  与转染空质粒
pEGFP-C1组和空白对照组细胞相比, 转染重

®

■背景资料
大量流行病学和
实验证据显示雌
激素与结直肠癌
发生密切相关, 应
用雌激素替代疗
法(ERT)可以显著
降低绝经期妇女
患结直肠癌的风
险.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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组表达质粒pEGFP-C1-ERβ组细胞ERβ基因
表达水平明显提高.

结论: 成功构建重组质粒pEGFP-C1-ERβ并在
Caco-2细胞株中表达, 为进一步研究ERβ如何
通过雌激素受体通路调控下游靶基因表达和
参与结肠癌表遗传学发生机制奠定了基础.

关键词: 雌激素受体β; 基因重组; 真核表达载体;   
结肠癌
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0  引言

大量流行病学和实验证据显示雌激素与结直

肠癌发生密切相关[1-2]. Franceschi et al [3]研究表

明绝经后的妇女罹患结直肠癌的风险较绝经

前妇女高. Nanda et al [4]报道应用雌激素替代疗

法可以降低绝经期妇女患结直肠癌的风险约

30%-40%. 雌激素属于甾体类激素, 发挥生物

学活性需要结合靶器官中雌激素受体(estrogen 
receptor, ER). ER分为α和β两个亚型, 在结肠

黏膜组织中, 主要是ERβ表达, ERα不表达或很

少表达[5]. 与正常结肠黏膜组织相比, 结直肠癌

组织中ERβ表达显著降低, 作为一种防护因素, 
ERβ表达失活与结直肠癌发生密切相关[6]. 本研

究拟通过基因重组技术克隆构建ERβ真核表达

载体并转染结肠癌细胞株Caco-2, 以期重新恢复

ERβ的表达, 探讨ERβ如何通过雌激素受体通路

调控下游靶基因表达和参与结肠癌表遗传学发

生机制.

1  材料和方法

1.1 材料 空质粒pEGFP-C1购自上海吉凯公司, 
D M E M、胎牛血清、感受态细菌D H5a、L B
培养基、限制性内切酶和T4 DNA连接酶均为

Gibco公司产品, 脂质体Lipofectamine2000和
DNA Ladder购自Invitrogen公司, 鼠抗人ERβ 
mAb购自武汉晶美生物, 结肠癌细胞株Caco-2由
本室保存.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  目的基因E R β的扩增及纯化 :  根据

GenBank中人ERβ基因cDNA编码系列(Gene ID:  
BC024181), 设计2条PCR引物, 由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成, 并分别在上下游

引物中引入XhoⅠ和SacⅡ限制性内切酶位点. 
上游引物: 5'-CCG CTCGA GCT ATG GAT ATA 
AAA AAC TCA CCA TC-3', 下游引物: 5'-TCC 
CCG CGG TCG CAT TTC CCC TCA TCC-3'. 从
人结肠癌手术患者正常切缘组织中提取总RNA, 
并用上述引物通过RT-PCR法扩增得到目的基

因cDNA片段, 使用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收

PCR产物. 
1.2.2 重组质粒pEGFP-C1-ERβ的体外构建: 将
PCR产物和空质粒pEGFP-C1用XhoⅠ和SacⅡ
进行双酶切, 分别回收并纯化972 bp和4.7 kb的
片段; 用T4 DNA连接酶将972 bp的目的基因片

段连入线性化的pEGFP-C1中, 转化感受态大肠

杆菌DH5a, 挑选单个阳性菌落接种于含卡那霉

素的液体LB培养基中, 37℃振荡过夜, 以碱裂解

法大量提取质粒. 用XhoⅠ和SacⅡ双酶切鉴定,  
获得的阳性克隆命名为pEGFP-C1-ERβ, 取适量

纯化的重组质粒样品送上海生工测序分析. 
1.2.3 脂质体介导的pEGFP-C1-ERβ瞬时转染

及流式分选: 结肠癌细胞株C a c o-2体外常规

培养并传代维持 ,  取状态良好的细胞以2×
108/L接种于6孔板内. 待细胞80%融合时, 采用

Lipofectamine2000介导分别转染pEGFP-C1-
ERβ、pEGFP-C1到Caco-2细胞中. 实验共分三

组, 转染重组质粒组(pEGFP-C1-ERβ组), 转染空

质粒组(pEGFP-C1组), 同时设空白对照组, 只加

入等量质脂体, 其余步骤同上, 每组设3复孔. 转
染24、48和72 h后, 荧光显微镜下观察细胞内绿

色荧光蛋白表达情况, 评价转染效率. 72 h后收

集各组细胞行流式细胞仪分选转染和未转染的

Caco-2细胞.
1.2.4 目的基因ERβ在Caco-2中的表达: 针对流

式分选获得的各组Caco-2细胞, 每组取105个细

胞, TRIzol一步法提取细胞总RNA, 并用先前设

计的上下游引物, RT-PCR检测ERβ mRNA的表

达. PCR扩增的条件为: 94℃变性5 min后, 按下

述参数循环30次: 94℃变性60 s, 55℃退火45 s, 
72℃延伸60 s; 最后72℃延伸5 min, 4℃保存. 15 
g/L琼脂糖凝胶电泳分析各组PCR产物并拍照保

存. 另每组取5×106个细胞, 加100 μL细胞裂解

液和2 μL蛋白酶抑制剂, 提取细胞总蛋白. 取50 
μg细胞总蛋白, 10 g/L SDS-PAGE电泳, 转PVDF
膜, 1∶200稀释的鼠抗人ERβ单抗, 碱性磷酸酶

标记的兔抗鼠二抗, DAB显色, Western blot检测

核内ERβ蛋白表达水平. 

■相关报道
Klinge et al研究
指出, 雌激素存在
时, ERβ结合于靶
基因启动子中的
雌激素反应元件
(ERE)上, 对基因
的转录发挥反式
调控作用, 但其作
用结果与ERα不
同, 更倾向抑制细
胞增殖 ,  促进分
化. 

■研发前沿
ERβ基因作为结
肠黏膜细胞中的
优势受体 ,  其表
达失活与结肠癌
发生密切相关.最
新的研究则提示, 
ERβ基因很可能
是作为一个抑癌
基因发挥重要作
用.
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2  结果

2.1 重组质粒pEGFP-C1-ERβ酶切鉴定及测序分

析 对构建的重组质粒pEGFP-C1-ERβ以及空质

粒分别采用限制性内切酶XhoⅠ和SacⅡ双酶切,双酶切, 
并行15 g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 空质粒酶切后

电泳显示为单一的5600 bp左右的条带; 而重组

质粒双酶切后, 则可同时获得972 bp和4700 bp
左右的2条片段, 其中前者为目的基因片段, 后
者为空质粒片段, 说明空质粒pEGFP-C1中已插

入ERβ基因片段, 且插入方向无误(图1). 选取经

酶切鉴定正确的重组质粒进行核苷酸序列测定, 
结果表明, 测序序列与GenBank中人ERβ基因原

始序列完全相同, 重组质粒pEGFP-C1-ERβ构建

成功(图2).
2.2 RT-PCR检测目的基因在Caco-2中的表达 
转染24 h后在荧光显微镜下观察可见, 除空白

对照组外, pEGFP-C1-ERβ组与pEGFP-C1组细

胞都能发出特异性的绿色荧光, 48 h后荧光明

显加强, 72 h后通过粗略计数可以发现转染效

率在33%左右(图3), 经流式分选后则为比较单

一的转染细胞. RT-PCR分析表明, 只有pEGFP-
C1-ERβ组样本在约1.0 kb处有一特异性扩增

条带, 而pEGFP-C1组和空白对照组均未见明

显的特异性扩增条带(图4). 这表明, 结肠癌细

胞株Caco-2在导入重组质粒pEGFP-C1-ERβ

后, 目的基因ERβ mRNA转录与其他组相比显

著提高.
2.3 Western blot检测目的基因在Caco-2中的表达 
将空质粒pEGFP-C1及重组表达质粒pEGFP-C1-
ERβ分别导入结肠癌细胞株Caco-2, 流式分选后

收集各组细胞, 提取总蛋白进行SDS-PAGE, 用
ERβ抗体进行Western blot检测. 结果表明, 转染

重组表达质粒pEGFP-C1-ERβ组的Caco-2细胞

表达了相对分子量约为63 000 kDa的ERβ蛋白,  
与转染空质粒pEGFP-C1组以及空白对照组细胞

■应用要点
本文为深入了解
ERβ基因在结直
肠癌发生中的作
用以及ERβ基因
对雌激素受体通
路靶基因的调控
方式奠定了基础.

■创新盘点
本文采用基因重
组技术体外构建
ERβ真核表达质
粒 ,  并在脂质体
的介导下转染进
入结肠癌细胞株
Caco-2, 以期恢复
ERβ基因在结肠
癌细胞中的正常
表达水平和功能.

M     1      2

4000 bp

1000 bp

图  1  重组质粒酶切鉴
定. 1: pEGFP-C1+Xho
Ⅰ+SacⅡ; 2: pEGFP-
C1-ERβ+XhoⅠ+SacⅡ; 
M: marker.

相比, ERβ蛋白表达水平明显提高(图5).

3  讨论

Wada-Hiraike et al [7-8]研究均表明, ERβ在维持正

常结肠上皮细胞生长以及结肠隐窝构造方面发

挥重要作用, ERβ基因敲除后, 大鼠处于增殖状

态的细胞数目明显增多, 细胞凋亡明显减少, 细
胞从结肠隐窝基地部向肠腔表面迁徙的速率明

图  2  重组质粒pEGFP-C1-ERβ测序结果.

         640        650        660        670        680        690        700         710
AACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAGAGAG
B

     40         50         60         70          80          90        100        110
AGATCTCGAGCTATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATCCATCTTACCC
A

          10         20         30          40          50         60        70        80
ATGGT GaaGT GTGGC TCCCGGAGAGAGAGaTGT G G GTACCGCCTTGTGCGGAG ACA  G  A G AAGT GCCGACGAGCAGCTGCACTG

C

 260       270        280        290        300        310        320        330
CAAGTTGGCCGACTAAGGAGT T GGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGGATGAGGGGAAATGCGACCGCGGGC

D
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显增快, 上皮细胞标志物CK20、层黏连蛋白以

及半桥粒蛋白的表达均显著降低. 结肠正常黏

膜细胞中只有ERβ表达[5], 因此, 雌激素替代治

疗对降低绝经后的妇女患结肠癌的风险的效应, 
应该是通过结肠黏膜中的唯一雌激素受体ERβ
来介导的. 在雌激素存在时, 雌激素受体ERβ结

合于靶基因启动子中的雌激素反应元件上, 对
基因的转录发挥反式调控作用, 但其作用结果

与ERα不同, 更倾向抑制细胞增殖, 促进分化[9], 
这可解释雌激素促进乳腺等其他一些以ERα为

主的靶器官发生肿瘤, 而对结肠肿瘤发生的保

护和抑制作用, 也与ERβ基因表达与结肠恶变进

展的负相关现象相符合[6].
女性结肠癌患者肿瘤组织与正常组织相比, 

ERβ表达水平明显降低, 与男性患者相比, ERβ1 
mRNA表达水平也显著降低[10]. 这意味着ERβ对

女性群体来说是一种保护因素, 一旦其表达降

低, 保护作用消失, 罹患结肠癌的风险就明显增

加. Xie et al [11]和Foley et al [12]的研究都发现, 结
直肠癌组织与相应的正常结肠组织相比, ERβ蛋

白水平显著降低, 而在mRNA水平上两者的表达

并没有显著的不同, ERβ表达失活促进结肠上皮

细胞的恶性转化可能是基于某种转录后的机制. 
前列腺癌和乳腺癌的研究也表明, ERβ在癌组织

中的表达水平显著降低, 并且这种降低与肿瘤

■同行评价
本文研究设计合
理, 条理分明, 结
论明确, 反映了我
国胃肠病学基础
研究的水平.

细胞恶性程度呈明显的负相关[13-14]. 越来越多的

证据提示, ERβ基因可能是作为一个抑癌基因发

挥重要作用[15]. 目前, 通过外源导入ERβ来研究

其相关功能的研究已有报道[16], 不过因为ERβ基

因发现较晚, 类似的报道并不多. 本研究特别把

ERβ表达水平较低的Caco-2细胞株作为研究对

象, 通过构建并转染ERβ真核表达载体, 来重新

恢复ERβ在Caco-2中的正常表达. 结果表明, ERβ

基因核酸序列插入正确, 重组载体导入Caco-2后
ERβ基因表达水平明显增高, 为进一步研究ERβ

基因通过雌激素受体通路如何调控下游靶基因

的表达以及如何参与结直肠癌表遗传学发生机

制奠定了基础.
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世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-08)


