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已知胃动素是调节消化间期胃肠运动至关重要

的胃肠激素# 其生理作用是依靠胃动素受体来实现

的% 早期研究证实胃动素在外周可由胃动素受体介

导#直接作用于体外培养的结肠平滑肌细胞#使胞内

<5!L1释放&%’% 近年来的研究发现#中枢神经系统&!’及肠

神经系统&&’也有胃动素受体的分布#提示胃动素的作

用可能是通过神经通路和对平滑肌的直接作用共同

完成的%红霉素及其衍生物被认为是胃动素受体的激

动剂#已试用于胃瘫综合症的治疗 &(’#为临床提供了

一类新型的胃肠道动力药#引起大环内酯类非肽类胃

动素受体激动剂!又称胃动内酯"的极大发展%有关肠

神经系统胃动素受体方面的报道较少#胃动素和红霉

素是否能直接引起肠神经元的功能应答尚未见报道%
本实验就此进行研究#期望为胃动素作用的神经通路

研究打下基础#并为红霉素治疗胃肠动力障碍疾病提

供理论依据%

%11材料和方法

%H%11材料

胃动素受体激动剂对肠肌间神经元内钙的影响
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摘要!目的 探讨胃动素受体激动剂对体外培养大鼠肠肌间神经元内钙的影响% 方法 采用免疫荧光标记技术鉴定原代

培养的肠肌间神经元(应用钙离子!<5!L"指示剂 :8*,$&MNO 作为细胞内 <5!L 的荧光探针#对负载培养的神经元#应用激

光共聚焦显微镜技术检测胃动素及红霉素引起的单个神经元内 <5!L 荧光强度!:P"的变化% 结果 胃动素和红霉素引起

的神经元内 <5!L 浓度变化为$>%?在 Q57RSG 液中T1胃动素浓度为 %"$A)%"$’)%"$B1D,8MU 时#神经元内 <5!L 浓度逐渐升高T其
峰高>峰值减去静息值?分别为 %"HB!!H%)%#H@!%H!)&"HB!&H’#相邻两组间存在显著性差异!!V"H"#"%:P 相对变化百分比分

别为!("H%!BH&"W)!B&H"!%%H!"W)!%""HA!%AH("W#相邻两组间存在显著性差异!!V"H"#"#且呈明显剂量依赖性% >!?在
Q57RSG 液中#%"1!KMD8 红霉素可引起神经元内 <5!L 浓度升高T其峰高为 !&H!!#HB#:P 相对变化百分数为!A!HA!%&H""W%

>&?当用胃动素受体的抗体孵育后#再加入 %"1!KMD81红霉素#其胞内 <5!L 浓度的升高几乎完全被抑制%结论 胃动素和红

霉素均可引起体外培养肠肌间神经元的功能应答% 胃动素可明显升高肠肌间神经元内 <5!L 浓度T1且呈剂量依赖性(红

霉素可作用于肠肌间神经元胃动素受体引起胞内 <5!L 浓度的升高%
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图 !"""原代培养第 # 天的肠神经元

!"#$% &’( )*+,(+-". ,+/-0,1 ./2(/-+3 40- 5 3’*1
!$%&’&()*"+)’(&,&-).&/(0"!123"

图 1"""原代培养第 !1 天的肠神经元

6"7$8 &’( )*9,(+-". ,+/-0,1 ./2(/-+: 40- %8 :’*1
!$%&’&()*"+)’(&,&-).&/(0"!133"

! 1

!4!4!""动物 健康 ! 日龄 56 大鼠#雌雄不限#购自第

四军医大学实验动物中心$
!4!417"主 要 仪 器 和 试 剂 !型 胶 原 酶 %6898 培 养

基%胎牛血清购自 :&;-/ 公司#胰蛋白酶%阿糖胞苷%
多聚赖氨酸%神经生长因子<=>?@:AB购自美国 5&’+)
公司#小鼠抗 "?! .C;C*&( 单克隆抗体%羊抗小鼠荧光

D’:%A*C/?EFG87购自美国 8/*H-C*)%7I%/;H 公司#胃动

素购自美国凤凰生物制品有限公司#兔抗胃动素受体

多克隆抗体购自美国 G6D 生物制剂公司# 红霉素为

上 海 生 工 生 物 公 司 产 品 # 美 国 J&/?K)L 公 司

8KM?!31# 激光共聚焦显微镜$
!4177方法

!414!77大鼠肠肌间神经元的原代培养 按文献 &N’的

方法培养肠肌间神经元$ 新生 56 大鼠 1 只#颈静脉

放血处死#取出整段小肠并置于 #"" 6?O)(PQ> 液中#
将附带有肠肌神经丛的肠肌层与浆膜层及粘膜层%粘

膜 下 层 分 离 $ 将 肌 层 剪 碎 # 先 在 含 34!R胰 酶 的

6?O)(PQ> 液中孵育 13"+&(#再在含 34!R"!型胶原酶

的 6?O)(PQ> 液中孵育 13"+&(#离心#弃上清$ 将沉淀

悬浮于 6898 培养液中# 反复吹打成单细胞悬液#
一部分接种于多聚赖氨酸包被过的 1# 孔培养板中用

作鉴定# 一部分直接接种于一种特制的 N3"++ 培养

皿中<皿下底中央有一直径 !"-+ 的小孔#从下方粘贴

! 个盖玻片#玻片上包被有多聚赖氨酸B$ 每周换 1 次

培养液$ 培养液含 !3R胎牛血清#N3"(’F+*"=>?@:A#
!33"#’F+* 链霉素#!33"SF+* 青霉素#N3"#’F+* 庆大霉

素#提高葡萄糖浓度至 E3"++/*FT$ 培养皿置于 E=""#
含 UNR"$1%NR"M$1"的孵箱中$ #V"W 后加阿糖胞苷以

抑制非神经元细胞的增殖$
!4141""原代培养的肠肌间神经元的鉴定 培养 N"L 的

细胞用 #R多聚甲醛室温固定 13"+&(#34!"+/*FT"IJ5
洗 E 次#每次 N"+&(#!R牛血清白蛋白封闭 E3"+&(#入

小鼠抗 "?! .C;C*&( 单克隆抗体!!#!333"##""过夜$ 次

日入 ADXM 标记的羊抗小鼠荧光 D’:!!$E33"孵育 1"W$
以上各步骤间均用 IJ5 充分漂洗#尽量避光#N3R的

IJ5 甘油封片$荧光显微镜下观察细胞的免疫组织化

学染色情况$ 对照组不加一抗$
!414E""荧光探针 A*C/EFG8 标记细胞内 M)1Y"""实验前

将各处理组细胞在 6?O)(PQ> 液中清洗 E 次# 加入 34!"
+*"!3"#+/*"FT 的 A*C/EFG8# 避光置 E="" #3"+&(#然

后吸出染液# 以 6?O)(PQ> 液清洗 E 次除去培养皿中

残余染料# 最后加入 6?O)(PQ> 液 341"+* 后用于下列

各组的各项检测$
!414#""胞内钙测量的实验分组及检测方法 <!B胃动素

组(将胃动素用 6?O)(PQ> 液稀释为 !3?V%!3?=%!3?Z"+/*"
F[E 个浓度梯度检测)<1B红霉素组(用 !3!#’F+* 的红

霉素!6?O)(PQ> 液稀释"检测)<EB抗胃动素受体多克

隆抗体组(预先用抗胃动素受体多克隆抗体!!$N3"孵

育 !3"+&( 后#加 入 !3"#’F+* 的 红 霉 素!6?O)(PQ> 液

稀释"进行测量$
测定时将培养皿置于特定载物台上#选取神经元

数多%细胞状态好的视野#动态扫描细胞内荧光强度

的变化#A*C/EFG8 用 #VV"(+ 光激发# 发射波长 N11"
(+#共聚焦系统由 J&/?K)L 公司提供的软件控制#在

IH(.&C+U3 计算机中运行$ 选取尽可能多的细胞!每

组不少于 V 个"进行测试\以平均 AD 变化间接反映细

胞内游离钙浓度的相对水平$ 先检测加药前的 AD 值

!静息值"#然后加入各组药物#再次测量加药后的 AD
值!峰值"$ 峰高 ] 峰值 ? 静息值#代表药物引起的 AD
变化值$ AD 相对变化百分数 ] 峰高 F 静息值!R"#表

示以静息值为基数#钙离子浓度变化大小的程度$
!414N""数据分析 数据以均值%标准差表示#统计学分

析采用方差分析和 6C((H.."! 检验 !5I55!343 软件"#
"^343N 认为有统计学意义$

177结果

14!77原代培养肠肌间神经元的生长特点

肠神经元的培养不能完全去除其他非神经元细

胞#如胶质细胞%成纤维细胞%平滑肌细胞$ 但非神经

元细胞胞体扁平#紧贴于培养皿底$相反#神经元胞体

相当饱满#呈卵圆形或圆形#周围有明显的光晕#折光

性强#突起纤细#柔软#在相差显微镜下很容易区分

!图 !%1"$

14177免疫荧光标记组化染色结果

荧光显微镜下#ADXM 标记的 "?! .C;C*&( 在 #VV7
(+ 波长激光下发绿色荧光# 阳性物质位于胞体周边

及突起#细胞核不着色!图 E"#确定所观察细胞为神

经元$ 阴性对照试验呈阴性反应$
14E77胃动素对肠肌间神经元内 M)1Y 的影响
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图 !""#$%!&’()%红霉素!*+,-./01 液稀释"引起胞内 2-34 荧

光强度的变化

!"#$% &’()#*+ ,- ")./(0*1121(/ &(34 56 ") .’7 )72/,)+
")82078 9: ;< !=>?1 7/:.’/,?:@") 56.7*8,-./91%1:);<6:.=

图 >7胃动素受体抗体孵育后##?7"&@()7红霉素

!*+,-./A1 液稀释"引起胞内 2-3B 荧光强度的变化

5"=AB &’C)=7+ ,- ")./C@71121C/ &CD4 56 ") .’7
)72/,)+ ")82@78 E: ;< !=>?1 7/:.’/,?:@") F") GH
IC)J0+ +,12.",)K C-.7/ L/7./7C.?7). M".’ ?,."1")

/7@7L.,/ C)."E,8:

图 C77D$+>7(:)@E 胃动素!*+,-./01 液稀释"引起胞内 2-3F

荧光强度的变化

5"=NO &’C)=7+ ,- ")./C@71121C/ &CDP !6 ") .’7 )72/,)+
")82@78 E: ;<+B ?,1>! ?,."1") G6.7*8,-./0171:);<6:.=

图 H7D$8!7(:)IE 胃动素!,-./01 液稀释"引起胞内 2-3B 荧光强度的变化

!"=$Q &’()#*+ ,R ")./(0*1121(/ &(D4 5S ") .’* )*2/,)+ ")T20*T 9: ;<8% ?,1>U ?,."1") 56.7*8,-./0171:);<6:.=7
图 J77D$+J7(:)@E 胃动素!,-./01 液稀释"引起胞内 2-3F 荧光强度的变化

5"=$V &’()=*+ ,- ")./(0*1121(/ &(DP 5S ") .’* )*2/,)+ ")T20*T 9: ;<+V ?,1>U ?,."1") K76.7*8,-./0171:);<6:.=7

C

J

H

图 L77"8# <;M;)6.7免疫荧光标记原代培养的肠肌

间神经元在倒置显微镜下的观察结果

5"=NW X"0/,+0,L: ,- 021.2/7T ?:7).7/"0 )72/,)+
M".’ "8# .2921") "??2),-12/7+07)07 +.(")")=

!NO6&6.-)P(-&.6Q6R-<6:.S7!C$$"

将上述用 T);:L@UV 标记的肠肌间神经元置于

U2UWH!? 载物台上观察#由于细胞状态的不同#TX 值

不同$ 胃动素可使神经元内 2-3F 浓度升高!图 CYJ"$
当 胃 动 素 浓 度 为 D?+>7(:)7 ’E%D?+!7(:)7 ’E%D?+J7(:)7 ’E
时# 其峰高值逐渐升高# 分别为 D?ZJ"3ZD%DHZ["DZ3%
L?ZJ"LZ!#相邻两组间存在显著性差异!!\?Z?H"#其 TX
相对变化百分比分别为!C?ZD"JZL"]%!JLZ$"DDZ3"]%
!D$$Z>"D>ZC"]#相邻两组间也存在显著性差异!!\$Z$H"#
可以看出胃动素对神经元内 2-3F 浓度的影响呈明显

的剂量依赖性$

3ZC77红霉素对肠肌间神经元内 2-3F 的影响

D$7!&@() 的红霉素也可引起神经元内 2-3F 浓度

的升高!图 !"#其峰高为 3LZ3"HZJ#TX 相对变化百分

比为!>3Z>"DLZ$"]$

用抗胃动素受体多克隆抗体在 ,-./ 液中孵育

肠肌间神经元 D$7(6. 后#再加入 D$7!&@() 的红霉素#
几乎完全阻断了红霉素升高胞内 2-3F7的作用!图 >"#
可间接推断出红霉素是通过作用于胃动素受体引起

神经元内 2-3F 浓度的变化$

L77讨论

胃动素是 33 个氨基酸组成的多肽# 主要存在于

胃肠道的粘膜细胞中$ 胃动素在消化间期复合肌电

!6.<^O_6&^1<6‘^P(a:^)^R<O6RPR:(b)^cdPXV2"的调控中发

挥着重要的作用#并能调节胃窦和十二指肠的协调运

动$放射自显影等药理学实验表明胃动素的这一作用

是通过作用于胃动素受体实现的$ D[[[ 年#T^6&e.^O
等 &L’克隆并鉴定了一种和促生长激素分泌激素受体
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有关的孤儿受体为胃动素受体!并提出胃动素受体至

少有神经元和平滑肌两种不同的亚型"以往对胃动素

的研究多将研究对象局限于胃肠道平滑肌!有关肠神

经系统方面的研究较少" !" 等 ##$应用免疫荧光双标

及 $%&’() 证实豚鼠结肠肌间神经元上有胃动素受

体的高表达"
钙是普遍存在的细胞内第二信使!充当着数不清

的生命过程的关键调控者! 例如控制细胞生长和分

化!保持细胞骨架的完整!膜的兴奋性!胞吐作用!突

触活动"钙信号的影响因素包括%&*’细胞外或细胞内

钙库的 (+,-.进入细胞浆(&,’(+,-.清除系统%释放至胞

外或积聚于内部的钙库(&/’胞浆 0+,-.的缓冲"这些机

制使细胞内 0+,-.维持在相当低的水平! 即使很小的

细胞内 0+,-.变化也可作为一种信号引起明确的生理

效应!例如酶的激活或离子通道的开放" 很多刺激反

应都是通过细胞内 0+,- 浓度的升高完成的!反之!能

引起胞内 0+,- 浓度升高的物质必定会影响细胞的功

能"我们的实验观察了不同浓度胃动素引起原代培养

大鼠肠肌间神经元内 0+,- 浓度的变化" 结果显示!胃

动素可使肠肌间神经元内 0+,- 浓度明显升高! 且神

经元内 0+,- 浓度的升高在一定范围内与胃动素浓度

呈剂量依赖性1各组间比较有统计学意义" 本结果证

明肠肌间神经元是胃动素作用的靶细胞!这与 !" 等
#2$的研究结果具有一致性" 我们推测胃动素在调控消

化间期胃肠运动的过程中!除了直接作用于胃肠道平

滑肌细胞!还可能作为神经递质或神经调质引起肠神

经元的功能应答!完成其复杂的生理作用" 在后一种

作用途径中! 神经元内 0+3- 浓度的精细变化可能发

挥着重要作用" 胃动素的神经调节机制非常复杂!国

内外对神经通路方面的研究都不完善!还没有统一的

认识和定论!肠神经元胃动素受体的调节)生理和病

理状态下的具体作用均有待进一步研究"
红霉素是一种常用的大环内酯类抗生素!虽然其

分子结构与胃动素分子结构有明显差异!但两者电荷

分布的空间结构完全一样!所以理论上应能激动相同

受体" 4567 年!89:; 发现红霉素可以诱发与胃动素相

似的胃肠收缩活动" 4565 年!<==9=>?#@$提出红霉素是

一种胃动素受体激动剂的假说!并用实验证明了在体

外可以与胃动素竞争结合受体" !" 等 #A$通过观察胃

动素和红霉素对突变胃动素受体的激活作用!发现胃

动素和红霉素均通过胃动素受体的第三跨膜区激活

胃动素受体" 我们的研究发现!红霉素也能引起肠肌

间神经元的功能性应答! 其胞内 0+3- 浓度的升高曲

线与胃动素引起的 0+3- 浓度升高曲线具有相同的走

形! 但峰高和 BC 相对变化百分数与不同浓度胃动素

组相比均有显著性差异!这可能与其生物学效价不同

有关" 预先用抗胃动素受体多克隆抗体&4!2D’孵育细

胞 4D.EFG 后再加入相同浓度的红霉素进行测量!肠

神经元内 H+3- 浓度的升高几乎被完全阻断! 间接证

实了红霉素是通过作用于胃动素受体!引起神经元内

H+3- 浓度的变化"本研究结果提示红霉素等胃动内酯

促胃肠动力作用的发挥! 除了直接作用于胃肠平滑

肌!可能还有肠神经系统的参与!这为进一步研究红

霉素治疗胃肠动力障碍疾病开拓了新的思路"
总之!本研究证明胃动素和红霉素均可引起体外

培养肠肌间神经元的功能应答"胃动素可明显升高神

经元内 H+3- 浓度! 且神经元内 H+3- 浓度的升高在一

定范围内与胃动素浓度呈剂量依赖性(红霉素可作用

于神经元胃动素受体引起细胞内 H+3- 浓度的升高"
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