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阿片受体信号调节相关蛋白ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２在泻剂结肠大鼠结肠中的表达变化
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　　［摘要］　目的　探讨泻剂结肠大鼠结肠中阿片受体信号调节相关蛋白 ＲＧＳ４和 βａｒｒｅｓｔｉｎ２的表达变化及意义。
方法　 ７～８周龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６只，体质量（２００±２０）ｇ，雌雄各半，按随机数字表法分为对照组（ｎ＝８）及泻剂结肠组
（ｎ＝８），饲养环境温度１８～２８℃，相对湿度４０％～８０％。对照组饲以普通软饲料，泻剂结肠组饲以混有酚酞的饲料，建立
泻剂结肠大鼠模型。通过ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法对ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２在结肠中的表达进行相对定量分析。结果
　 两种阿片受体信号调节蛋白在泻剂结肠组及对照组大鼠结肠内均有不同程度的表达。ＲＴＰＣＲ结果显示泻剂结肠组
ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２ｍＲＮＡ相对表达水平均明显高于对照组［（３．４１８３±０．２４７４）ｖｓ（０．９８７６±０．０３４１），（２．９７４４±
０２１４２）ｖｓ（０．９２１１±０．０４０１），Ｐ＜０．０１］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２的表达在泻剂结肠组较对照
组明显升高［（０．４０３４±０．０４９９）ｖｓ（０．１１５３±０．０１０２），（０．９１３９±０．０６１１）ｖｓ（０．４６７６±０．０４３７），Ｐ＜０．０１］。结论　
ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２在泻剂结肠大鼠结肠中表达均明显增强，提示其可能增强泻剂结肠大鼠结肠ＭＯＲ信号传导调节功能。
　　［关键词］　 阿片受体；Ｇ蛋白信号调节因子４；β抑制蛋白２；便秘；泻剂；结肠；表达；大鼠
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　　慢传输型便秘（ｓｌｏｗｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）是特
发性便秘的严重类型，临床表现为结肠传输功能下降、

大便次数减少、腹胀等症状，临床治疗困难。ＳＴＣ病因
包括原发性肠道神经及平滑肌功能紊乱、Ｃａｊａｌ间质细
胞 （ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣ）变性、自身免疫性疾
病、焦虑或抑郁等心理因素、内源性吗啡肽及阿片受体

功能异常等，是困扰患者的重度结肠功能障碍性疾病。

泻剂结肠（ｃａｔｈａｒｔｉｃｃｏｌｏｎ）是 ＳＴＣ结肠病理改变的典
型表现，其发生原因与 ＳＴＣ患者长期服用刺激性泻剂
（ｉｒｒｉｔａｎｔｌａｘａｔｉｖｅ）导致肠道神经系统及肠壁组织损伤
有关。张连阳等［１］模拟 ＳＴＣ患者长期服用刺激性泻
剂的特点，建立了大鼠泻剂结肠模型，很好地模拟了

ＳＴＣ患者结肠病变的特点，具有重复性强、取材方便、
成本低等特点，解决了 ＳＴＣ研究所需的标本问题。Ｌｉ
等［２］也研究证明泻剂结肠大鼠模型可实际应用于ＳＴＣ
研究。阿片受体（ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ）在胃肠道广泛表达
于肠神经系统［３］，参与对胃肠道生理功能的调节，包

括运动方式、胃酸分泌、经上皮细胞的液体流动、改变

局部血流、营养物质的消化吸收、与胃肠免疫及内分泌

系统相互作用等［４］。μ阿片受体（ｍｕｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＭＯＲ）对泻剂结肠平滑肌张力的抑制作用已被证
实［５］。阿片受体属于与 Ｇ蛋白家族偶联的代谢型膜
受体，当阿片受体激活后，随即产生浓度依赖性内吞效

应，进入细胞内，通过激活 Ｋ＋通道、膜超极化、抑制
Ｃａ＋通道及环磷酸腺苷的生成发挥其生物学效应［４］。

研究表明，ＲＧＳ４（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ４）和
βａｒｒｅｓｔｉｎ２能抑制ＭＯＲ激活后的细胞内信号传导，从
而调节 ＭＯＲ的功能［６－７］。目前对 ＲＧＳ４和 βａｒｒｅｓ
ｔｉｎ２与阿片受体相互作用的研究主要集中在镇痛、药
物成瘾性等方面，而对其在便秘患者及泻剂结肠模型

动物肠道内变化的研究较少。本实验拟初步对泻剂结

肠大鼠结肠中ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２的表达水平进行检
测，旨在分析泻剂结肠大鼠结肠内阿片受体信号传导

通路的变化，希望为便秘治疗的研究提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　７～８周龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６只由第三军医大学实验动物中心
提供，体质量（２００±２０）ｇ，雌雄各半，按随机数字表法分为对照
组及泻剂结肠组各８只。参照文献［１］建立模型。各组大鼠单
只分笼喂养，饲养环境温度１８～２８℃，相对湿度４０％ ～８０％。
对照组饲以普通软饲料，泻剂结肠组饲以混有酚酞的饲料，起始

剂量２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），以后２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）递增，直至出现半数
大鼠粪便变稀，然后每天保持此剂量直至８０％的大鼠稀便消失，
在此基础上继续给药至半数大鼠粪便变稀。如此循环３次，待
最后１次８０％的稀便消失１周后停止给药，饲以普通软饲料待处

理。首次腹泻剂量为１２００ｍｇ／ｋｇ，最终药物剂量为３４００ｍｇ／ｋｇ。
大鼠禁食２４ｈ（自由饮水）后断颈处死，取距回盲部约３ｃｍ处
长约２ｃｍ全层结肠组织，置于－７０℃冰箱保存备用。

１．２　主要材料
　　ＲＧＳ４（ｓｃ６２０３）山羊多克隆抗体、βａｒｒｅｓｔｉｎ２（ｓｃ１３１４０）鼠
单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ｄａｌａａｓ，ＵＳＡ），分析纯酚酞（天津方正，
批号２０１２０３２０），ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ逆
转录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ，Ｊａｐａｎ），ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＮｚｏｌ、２×ＰＣＲ
ＭｉｘＴａｑ（北京天根），ＲＩＰＡ裂解液（重庆金麦），蛋白定量仪、
ＰＡＧＥ垂直电泳仪、凝胶成像系统、琼脂糖凝胶电泳仪（Ｂｉｏ
Ｒａｄ），紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ），ＰＣＲ仪（ＡＢＩ）。

１．３　ＲＴｑＰＣＲ检测
　　组织加液氮研碎，总ＲＮＡ提取使用ＴＲＮｚｏｌ提取试剂，严格
按说明书步骤操作。引物通过ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设计。βａｃｔｉｎ为
内参，上游引物：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下游引
物：５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′，片段长度 ２４９ｂｐ；ＲＧＳ４
上游 引 物：５′ＡＴＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＧＣＡＡＡＧＧＡＣＴＣＧＡＣＴＡＧＧＧ
ＡＡＧ３′，下游引物：５′ＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＣＡＣＡＣＴＧＡＧＧＧＡＣ
ＴＡＧＧＧＡＡＧ３′，片段长度为 １９８ｂｐ；βａｒｒｅｓｔｉｎ２上游引物：５′
ＧＧＧＣＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＣＧＡＡ３′，下游引物：５′ＣＣＴＣＧＣＡＡＡＧＴＣ
ＣＴＣＡＡＡＣ３′，片段长度为 ２０５ｂｐ。逆转录制备 ｃＤＮＡ及 ＲＴ
ｑＰＣＲ反应均在ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ７５００中进行。２μｇＲＮＡ用于逆转
录反应，按照 ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录试剂盒说明进行操作。
ＰＣＲ反应体系：取逆转录的产物 ｃＤＮＡ２μＬ、上下游引物各
０．５μＬ、２×ＰＣＲＭｉｘＴａｑ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，共２０μＬ加入ＲＴ
ＰＣＲ扩增反应体系。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，
５７℃３０ｓ，７２℃，３０ｓ，３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。每个
样本取１０μＬ按顺序进行琼脂糖凝胶电泳，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪
成像。取逆转录的产物 ｃＤＮＡ２μＬ、上下游引物各 ０．５μＬ、
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，共２０μＬ加入扩增反应体系取
逆转录的产物 ｃＤＮＡ２μＬ、上下游引物各０．５μＬ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，共２０μＬ加入ＲＴｑＰＣＲ扩增反应体系。反
应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５７℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，
４０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。结果以对内参βａｃｔｉｎ相对
表达倍数表示。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　在液氮中研磨结肠组织成微末，收集适量（５０～８０ｍｇ）置
于ＥＰ管中，每管加适量（１００μＬ／１０ｍｇ）ＲＩＰＡ蛋白裂解液。冰
上裂解 ２０～３０ｍｉｎ，低温离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５～
２０ｍｉｎ）。取上清，ＢＣＡ法测浓度。蛋白样品行 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳分离并转至ＰＶＤＦ膜。依次洗膜后一抗孵育稀释，４℃过夜。
转至室温摇置３０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。根据一抗
加二抗，摇床摇２ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ蛋白
作为内参。ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统成像。结果以各受体与
βａｃｔｉｎ电泳条带灰度值比值表示。

１．５　统计学分析
　　ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件处理 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴｑＣＲ图片，采集
各条带光密度值，以目的条带与内参条带光密度的比值作为相

对表达量，数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ２１．０统计软件，组间差
异行独立样本ｔ检验。
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２　结果

２．１　２组大鼠结肠中ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２ｍＲＮＡ的表达
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２ｍＲＮＡ在２组大鼠
结肠中均有表达（图１），且在泻剂结肠组大鼠结肠内表达均较
对照组明显增高（Ｐ＜０．０１，表１）。

! " # $

%&'$!!() *+"!

!",--./012"!"34 *+"!

１、２：对照组；３、４：泻剂结肠组
图１　ＲＴｑＰＣＲ检测ＲＧＳ４与βａｒｒｅｓｔｉｎ２ｍＲＮＡ在２组大鼠

结肠中的表达

表１　ＲＴｑＰＣＲ检测ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２ｍＲＮＡ表达（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＲＧＳ４ βａｒｒｅｓｔｉｎ２
对照组　　 ０．９８７６±０．０３４１ ０．９２１１±０．０４０１
泻剂结肠组 ３．４１８３±０．２４７４ａ ２．９７４４±０．２１４２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．２　２组大鼠结肠中ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２蛋白在泻剂
结肠及正常大鼠结肠中的表达变化与 ｍＲＮＡ情况基本一致，
ＲＧＳ４和βａｒｒｅｓｔｉｎ２在泻剂结肠组表达均明显高于对照组（Ｐ＜
０．０１，图２、表２）。
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１、２：对照组；３、４：泻剂结肠组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２蛋白在２组大鼠结肠

中的表达

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＧＳ４及βａｒｒｅｓｔｉｎ２蛋白表达（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＲＧＳ４ βａｒｒｅｓｔｉｎ２
对照组　　 ０．１１５３±０．０１０２ ０．４６７６±０．０４３７
泻剂结肠组 ０．４０３４±０．０４９９ａ ０．９１３９±０．０６１１ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

３　讨论

　　阿片受体与便秘的关系因阿片类药物的广泛应用
而引起人们关注。早在公元１世纪，罗马帝国的Ｐｅｄａ
ｎｉｕｓＤｉｏｓｃｏｒｉｄｅｓ医师就详细描述了从罂粟中提取的阿
片类制剂所具有的镇静及麻醉作用［８］。阿片还被用

于治疗痢疾导致的腹泻［９］。研究发现，吗啡能抑制离

体豚鼠回肠乙酰胆碱的释放，从而影响肠道平滑肌的

收缩［９］。进一步的电生理研究发现，阿片类制剂能明

显抑制肠神经系统的功能［１０］。在当代，阿片类药物被

广泛用于治疗中重度慢性疼痛。在长期使用阿片类
药物进行非肿瘤性疼痛治疗的患者中，约４０％的患者
有过便秘，而对照组发生便秘的患者仅７．６％；在需要

使用泻剂进行治疗的便秘患者中，仅４６％达到满意的
疗效［１１］。王金羊等［１２］发现，泻剂结肠大鼠结肠内

ＭＯＲ表达量明显增加。以上研究结果均提示阿片受
体在慢传输型便秘的病程中起着不可忽视的作用。

　　阿片受体属于 Ｇ蛋白偶联受体家族（ＧＰＣＲｓ）。
静息状态下，Ｇ蛋白由 αＧＤＰ亚基、β亚基及 γ亚基
组成，并与受体细胞膜内区域结合。当受体激活时，Ｇ
蛋白与受体解离，αＧＤＰ亚基转换为 αＧＴＰ亚基，并
与β、γ亚基分离，分别与中下游的胞内信号蛋白相
互作用，引起生理反应。αＧＴＰ亚基具有 ＧＴＰ水解酶
活性，可将其结合的 ＧＴＰ水解为 ＧＤＰ，形成 αＧＤＰ亚
基并与 β、γ亚基重新结合，终止胞内信号传导。
ＲＧＳ４与αＧＴＰ亚基结合后能显著增强其ＧＴＰ水解酶
活性，加快胞内信号传导的终止［１３］。研究表明，Ｇ蛋
白与阿片受体激活后的各种阿片样反应密切相关，包

括止痛、欣快感、便秘及呼吸抑制等［１４］。Ｗａｎｇ等［６］研

究发现，阿片激动剂可抑制ＲＧＳ４的蛋白表达，从而增
强阿片受体信号的传导作用。Ｇａｒｎｉｅｒ等［１５］研究发

现，在痛觉过敏的动物模型中，ＲＧＳ４ｍＲＮＡ表达量明
显增高，对吗啡敏感性明显降低，ＲＧＳ４的过表达能明
显降低ＭＯＲ活性。
　　βａｒｒｅｓｔｉｎ２属于ａｒｒｅｓｔｉｎ蛋白家族，广泛表达于各
组织，在脑和脾中最为丰富。βａｒｒｅｓｔｉｎ２对阿片受体
胞内信号传导的调节主要通过以下途径。首先，βａｒ
ｒｅｓｔｉｎ２结合在与激动剂结合并被磷酸化的阿片受体和
同源性Ｇ蛋白间，终止 Ｇ蛋白效应器的信号传导；β
ａｒｒｅｓｔｉｎ２受体复合物作为衔接蛋白，与胞内网格蛋白
（ｃｌａｔｈｒｉｎ）内吞小泡结合并进入泡内，实现对受体的
“隔离”；进入泡内的受体或快速与 βａｒｒｅｓｔｉｎ２脱离并
去磷酸化，再循环回细胞膜参与下一轮信号传导，或与

βａｒｒｅｓｔｉｎ２形成稳定复合物，在泡内累积并被分解［１６］。

Ｋｉｒｓｔｅｎ等［１７］发现，βａｒｒｅｓｔｉｎ２基因敲除小鼠对吗啡的
敏感性明显增强，且较少产生耐受性，表明 βａｒｒｅｓｔｉｎ２
对阿片受体信号传导起着重要的调节作用。

　　本研究发现作为 ＭＯＲ受体信号传导负向调节因
子的ＲＧＳ４及 βａｒｒｅｓｔｉｎ２在泻剂结肠组大鼠结肠中的
表达均较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１）。Ｚｈａｎｇ等［１８］研

究发现，βａｒｒｅｓｔｉｎ过表达能使阿片受体产生快速脱敏
（ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ）和内吞效应（ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ）。阿片受
体信号传导调节机制复杂，包括受体的脱敏、转运、内

吞、泛素化（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ）、受体受体低聚体形成（ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｏｌｉｇｏｍｅｒｓ）、受体胞内蛋白复合物形成
（ｒｅｃｅｐｔｏｒｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｅｓ）及 Ｇ蛋白磷酸化
等［１９］。这些复杂机制的综合作用，产生对阿片受体信

号传导的调节效应。βａｒｒｅｓｔｉｎ２在阿片受体细胞内的
转运、内吞及降解方面起着重要的调节作用，而 ＲＧＳ４
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的功能则表现在Ｇ蛋白磷酸化的过程中，二者在泻剂
结肠大鼠结肠内表达上调，提示其对阿片受体信号传

导功能的调节发挥着重要作用。

　　综上所述，本研究显示 ＲＧＳ４及 βａｒｒｅｓｔｉｎ２在泻
剂结肠大鼠结肠内表达上调明显，提示二者可能在泻

剂结肠ＭＯＲ信号传导调节过程中起着重要的调节作
用。如对泻剂结肠或慢传输型便秘阿片受体信号传导

调节机制进行深入的研究，发现信号调节的关键节点，

可能为慢传输型便秘的治疗从细胞信号传导方面提供

新的思路。
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２　讨论

　　ＧｏｌｔｚＧｏｒｌｉｎ综合征是一种少见的中、外胚层起源的多器官
先天异常。而泪道系统为外胚层起源。在胚胎发育过程中，外

胚层组织在外侧鼻突和上颌突之间下陷成沟，逐渐发育成近端

的泪小管、泪囊和远端的鼻泪管［５］。先天性鼻泪管阻塞多由于

鼻泪管系统局部结构发育异常导致。表面上皮外胚层脊的分

隔不全和内陷的外胚层异常出芽造成了永久性的异常泪小点

和泪小管。泪道系统缺陷和 ＧｏｌｔｚＧｏｒｌｉｎ综合征均与外胚层胚
胎发育异常相关。这表明并发的多泪道系统缺陷可能是Ｇｏｌｔｚ
Ｇｏｒｌｉｎ综合征的亚型之一，这一点仍需更多的相似病例支持。
该病例报道拓宽了我们对于泪道系统异常的诊断思路，证明了

外科手术对改善其局部症状的有效性，但对于多系统异常的改

善仍需进一步的基因治疗研究。
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