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　　［摘要］　目的　探讨３种阿片受体亚型（ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲ）在泻剂结肠大鼠模型结肠内的表达变化及意义。方法　
使用７～８周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０只，体质量（２００±２０）ｇ，雌雄各半，按随机数字表法分为对照组（ｎ＝１０）及泻剂结肠组
（ｎ＝１０），单只分笼饲养（环境温度１８～２８℃，相对湿度４０％ ～８０％）。对照组饲以普通饲料，泻剂结肠组饲以含酚酞饲
料。通过ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对阿片受体在结肠中的表达进行相对定量分析。结果　３种阿片受体亚型在泻剂结
肠组及对照组大鼠结肠内均有不同程度的表达。ＲＴｑＰＣＲ检测显示泻剂结肠组ＭＯＲ、ＤＯＲ及ＫＯＲｍＲＮＡ相对表达水平
均明显高于对照组［（５．０９３±１．４１０）ｖｓ（１．０９２±０．２２２），（２．６１２±０．６１２）ｖｓ（１．０３２±０．０８２），（２．６０７±０．３２７）ｖｓ（０．９９５±
０．１０９），Ｐ＜０．０１］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示泻剂结肠组ＭＯＲ、ＤＯＲ及 ＫＯＲ的表达较对照组明显升高［（０．３６１±０．０２３）ｖｓ
（０．１５２±０．０２１），（０．２４６±０．０５９）ｖｓ（０．１５９±０．００５），（０．３０９±０．０１８）ｖｓ（０．２０１±０．０１５），Ｐ＜０．０１］。结论　 各阿片受
体亚型在泻剂结肠大鼠结肠中表达均明显增强，提示其对泻剂结肠大鼠结肠运动及分泌功能可能存在明显的抑制作用。
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　　泻剂结肠（ｃａｔｈａｒｔｉｃｃｏｌｏｎ）是慢传输型便秘（ｓｌｏｗ
ｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）的重要表现，其发生与 ＳＴＣ患
者长期服用刺激性泻剂（ｉｒｒｉｔａｎｔｌａｘａｔｉｖｅ）关系密切。
长期服用泻剂的 ＳＴＣ患者结肠 Ｘ线表现为结肠袋缩
小或消失，肠腔管径呈非传输性的扩张、收缩，类似于

病理性狭窄，多出现于右半结肠［１］。对泻剂结肠进行

病理研究，发现其存在黏膜萎缩、表浅点状溃疡、慢性

炎症导致的黏膜肌层反应性增厚、黏膜下脂肪样浸润

及纤维化等表现［１］。ＳＴＣ作为一种“功能性”良性疾
病，尽管其对患者的工作、生活均带来严重影响，但最

终需要手术治疗的仍为少数，这给便秘研究带来困难。

张连阳等［２］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，解决了 ＳＴＣ研究所需
的标本问题。Ｌｉ等［３］的研究也证明泻剂结肠大鼠模

型可实际应用于ＳＴＣ研究。
　　阿片受体分为μ（ｍｕｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＯＲ）、δ（ｄｅｌｔａ
ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＯＲ）、κ（ｋａｐｐａｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＯＲ）
３种亚型，均大量表达于肠道神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｅ
ｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）［４－５］。目前，阿片类药物被广泛应用于
中重度疼痛的治疗，其对胃肠道功能的影响亦引起了
研究人员的重视。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
照组仅有７．６％的患者发生便秘；在需要使用泻剂进
行治疗的患者中，仅４６％达到满意的疗效［６］。ＳＴＣ表
现为重度胃肠道功能障碍，与阿片类药物所致的便秘

表现有相似之处，提示肠道阿片受体表达数量、部位或

活性的改变可能在 ＳＴＣ病程中起着重要作用。本研
究拟通过对阿片受体（ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲ）在泻剂结肠
大鼠模型结肠内的表达进行相对定量分析，探讨阿片

受体在慢传输型便秘病程中所起的作用，旨在为进一

步探索结肠阿片受体对ＳＴＣ患者的作用打下基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　７～８周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０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１０只。各组大鼠单只分笼喂养，饲养环境
温度１８～２８℃，相对湿度４０％～８０％。对照组饲以普通饲料，
泻剂结肠组以混有酚酞的饲料喂养，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，保持
此剂量至８０％的大鼠稀便消失，完成１个循环。在此基础上继
续按２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）递增剂量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
以普通饲料待处理。首次腹泻剂量为１２００ｍｇ／ｋｇ，最终药物
剂量为３４００ｍｇ／ｋｇ。普通饲料饲养１周后，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结肠组
织，置于－７０℃保存备用。

１．２　材料与仪器
　　ＭＯＲ（ｓｃ２７０７２）、ＫＯＲ（ｓｃ７４９３）、ＤＯＲ（ｓｃ７４９２）单克隆抗
体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ｄａｌａａｓ，ＵＳＡ），分析纯酚酞（天津方正，批号
２０１２０３２０），ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（ＴＯＹＯ
ＢＯ，Ｊａｐａｎ），ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＮｚｏｌ（北京天根）。２×ＰＣＲＭｉｘ
Ｔａｑ（北京天根）。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　ＲＴｑＰＣＲ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。
βａｃｔｉｎ为内参，上游引物：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，
下游引物：５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′，片段长度２４９ｂｐ；
ＤＯＲ上游引物：５′ＣＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＧＣＴＧＣＴＧＴＧ３′，下游引物：
５′ＧＧＧＧＡＡＣＴＧＧＡＧＣＧＴＧＣＡＴＡＣ３′，片段长度 ２６７ｂｐ；ＫＯＲ
上游引物：５′ＴＣＣＣＴＧＴＴＡＴＣＡＴＣＡＣＣＧＣＴＧＴＣ３′，下游引物：５′
ＣＴＣＣＡＡＡＡＧＧＣＣＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴＣＡ３′，片段长度 ２１０ｂｐ；ＭＯＲ
上游引物：５′ＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＣＣＡＡＡＡＴ３′，下游引物：５′
ＣＣＧＧＣＡＴＧＡＴＧＡＡＡＧＣＧＡＡＧＡ３′，片段长度１９６ｂｐ。逆转录制
备ｃＤＮＡ及ＲＴｑＰＣＲ反应均在ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ７５００中进行。２μｇ
ＲＮＡ用于逆转录反应，按照ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ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×ＰＣＲＭｉｘＴａｑ（北京天根）１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
７μＬ，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，ＢｉｏＲａｄ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ＲＴｑＰＣＲ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βａｃｔｉｎ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，取 ８０ｍｇ组织粉末至
１．５ｍＬＥＰ管中，每管加适量（约１００μＬ／１０ｍｇ）蛋白裂解液
（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，
１％ ＳｏｄｉｕｍＤｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，０．１％ ＳＤＳ，１ｍｇ／ｍＬＡｐｒｏｔｉｎｉｎ）。冰
上裂解 ２０～３０ｍｉｎ，低温离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５～
２０ｍｉｎ）。取上清，装入新ＥＰ管中，以 ＢＣＡ法蛋白测浓度。蛋
白样品行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离并转至 ＰＶＤＦ膜。转膜完成后
ＴＢＳＴ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ
７．６）洗膜１次，倒掉废液加适量５％脱脂奶粉，摇２ｈ。ＴＢＳＴ洗
膜３次，每次１０ｍｉｎ。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。βａｃｔｉｎ蛋白作为内参，
ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统成像，结果以各受体与 βａｃｔｉｎ电泳条带
灰度值比值表示。

１．５　统计学分析
　　ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件处理ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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
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差异行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　ＲＴｑＰＣＲ检测 ２组大鼠结肠组织 ＭＯＲ、ＫＯＲ、
ＤＯＲｍＲＮＡ的表达

　　ＲＴｑＰＣＲ检测显示，ＭＯＲ、ＤＯＲ及ＫＯＲｍＲＮＡ在两组大鼠
结肠内均有表达（图１）。泻剂结肠组 ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲｍＲＮＡ
表达水平均较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１，表１）。
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１～３：对照组；４～６：泻剂结肠组
图１　ＲＴｑＰＣＲ检测检测２组大鼠结肠组织ＭＯＲ、ＤＯＲ、

ＫＯＲｍＲＮＡ的表达

表１　ＲＴｑＰＣＲ检测２组大鼠结肠组织ＭＯＲ、ＫＯＲ、ＤＯＲｍＲＮＡ
表达（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＭＯＲ ＤＯＲ ＫＯＲ
对照组 １．０９２±０．２２２ １．０３２±０．０８２ ０．９９５±０．１０９

泻剂结肠组 ５．０９３±１．４１０ａ ２．６１２±０．６１２ａ ２．６０７±０．３２７ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠结肠组织ＭＯＲ、ＫＯＲ、
ＤＯＲ蛋白的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＭＯＲ、ＤＯＲ及 ＫＯＲ蛋白在结肠中
均有较强表达（图２），且泻剂结肠组均明显高于对照组（Ｐ＜
００１，表２）。
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１～３：对照组；４～６：泻剂结肠组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠结肠组织ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲ

蛋白的表达

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组大鼠结肠组织ＭＯＲ、ＫＯＲ、ＤＯＲ蛋白
表达（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＭＯＲ ＤＯＲ ＫＯＲ
对照组 ０．１５２±０．０２１ ０．１５９±０．００５ ０．２０１±０．０１４５

泻剂结肠组 ０．３６１±０．０２３ａ ０．２４６±０．０５９ａ ０．３０９±０．０１８ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

３　讨论

　　随着社会的进步，人类对生活质量的要求逐步提
高。ＳＴＣ作为严重影响患者生活质量及身心健康的疾
病，日益受到重视。美国的１项问卷调查发现，约３％

被调查者被便秘困扰［７］。而１５％ ～３０％便秘患者为
ＳＴＣ［８］。Ｆｒａｔｔｉｎｉ等［９］将 ＳＴＣ定义为排除盆底功能障
碍、结肠缺乏正常生理活动且对药物失去反应的严重

功能性便秘。ＳＴＣ病因包括原发性肠道神经及平滑肌
功能紊乱、ＩＣＣ细胞变性、感染、外源性神经毒性药物
应用、肠道吸收功能异常、内源性吗啡肽及阿片受体功

能异常等［１０］。这些发病原因并非孤立，而是相互间紧

密联系。目前ＳＴＣ的治疗手段包括药物、生物反馈及
手术治疗等。因ＳＴＣ病因复杂，其治疗效果欠佳。
　　胃肠神经系统是中枢神经系统以外的最大、最复
杂的神经系统，由神经结丛（ｇａｎｇｌｉｏｎａｔｅｄｐｌｅｘｕｓｅｓ）、位
于纵肌与环肌间的肌间神经丛（ｍｙｅｎｔｅｒｉｃｐｌｅｘｕｓ）、深
肌丛（ｄｅｅｐｍｕｓｃｕｌａｒｐｌｅｘｕｓ）及黏膜下神经丛（ｓｕｂｍｕ
ｃｏｓａｌｐｌｅｘｕｓ，ＳＭＰ）组成，各神经丛间由神经纤维相互
连接形成网状系统［１１］。ＥＮＳ对胃肠道生理功能的调
节表现在多方面，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［１２］。研究表明，

阿片受体（ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲ）主要表达于肠肌间神经
丛及黏膜下神经丛，以及分布于肌肉间、黏膜、肠壁血

管、淋巴结及邻近 Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆ
ｃａｊａｌ，ＩＣＣ）等的神经纤维上［１３］。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［１３］。阿片受体激动剂能同时阻断

ＥＮＳ的兴奋性及抑制性神经元：阻断兴奋性通路能抑
制兴奋性神经递质（如乙酰胆碱）释放，进而阻断肠道

平滑肌张力依赖性蠕动收缩；阻断抑制性通路能减少

抑制性神经递质（如一氧化氮）释放，增加平滑肌静息

张力和非推进性蠕动［１４］。新近研究显示，吗啡作为非

选择性的阿片受体激动剂，能抑制 ＥＮＳ神经元细胞
Ｎａ＋通道，提高动作电位阈值、降低动作电位幅度，从
而降低神经元细胞兴奋性［１５］。Ｂｅｌｌ等［１６］研究发现，

长期服用阿片类药物的患者中，４５％大便次数 ＜３次／
周。而阿片受体激动剂能明显影响胃肠道的运动及分

泌功能［１７］。Ｐｏｌ等［１８］报道，μ阿片受体在肠道表达上
调将导致大鼠肠道功能障碍。Ｌｉｕ等［１９］研究发现，

ＭＯＲ、ＫＯＲ对泻剂结肠大鼠肠道运动功能的调节起着
重要作用。

　　为建立ＳＴＣ典型的泻剂结肠大鼠模型，本实验模
拟ＳＴＣ患者常有的长期服用刺激性泻剂这一现象，对
大鼠饲以含酚酞饲料并逐步增加给药剂量，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴｑＰＣＲ对各阿片受体检测发现，各
亚型（ＭＯＲ、ＤＯＲ、ＫＯＲ）在泻剂结肠大鼠近端结肠中
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的表达较对照组均明显增高（Ｐ＜０．０１）。既往有研究
表明，在泻剂结肠大鼠结肠内阿片受体活性明显高于

对照组［１４］。Ｂｒｏｃｋ等［２０］认为，吗啡及其他阿片类药物

可使肠蠕动减慢、肠内容物所含水分和电解质被过度

吸收、肠液分泌减少，从而导致便秘。Ｓａｎｇｅｒ等［１７］研

究表明，吗啡能使分泌性神经元（ｓｅｃｒｅｔｏｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓ）
超极化并抑制肠黏膜的分泌活动。对 ＳＴＣ患者结肠
中内源性阿片肽的研究表明，脑啡肽（ｍｅｔｅｎｃｅｐｈａ
ｌｉｎ）［２１－２２］、强啡肽（ｄｙｎｏｒｐｈｉｎ）［２０］表达无明显异常，而
亮氨酸脑啡肽（ｌｅｕｅｎｃａｐｈａｌｉｎ）表达降低［２３］。Ｒｏｓｓ
等［２４］研究了小鼠肠道对吗啡耐受性的变化，提出结肠

对阿片类药物耐受性降低是导致胃肠道功能障碍的基

础之一。而无论内源性阿片肽或外源性阿片制剂，必

须激活阿片受体才能发挥其生物学效应，因此阿片受

体在结肠表达量的增多及活性增强可能在以运动功能

紊乱为主要表现的ＳＴＣ中起重要作用。
　　本实验中，３种阿片受体亚型在泻剂结肠大鼠结
肠中的表达均明显增高，其中ＭＯＲ较ＫＯＲ及ＤＯＲ升
高更为明显，也许提示着 ＭＯＲ在 ＳＴＣ病程中起着更
重要的作用，但这需要分别对３种受体进行更深入的
研究方能证实。ＳＴＣ病因复杂，阿片受体在泻剂结肠
中表达增强，可视为ＳＴＣ病程中结肠病理生理变化的
结果，不能轻易将其认定为 ＳＴＣ发病的启动因素。如
果能对ＳＴＣ进行大规模的流行病学调查，总结其易感
因素，再结合对阿片受体表达调控机制的研究，或许对

揭示ＳＴＣ发病原因有明显的促进作用。
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