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先天性巨结肠症中 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因的表达及意义

杨洪超，王健，张文同，李爱武
（山东大学齐鲁医院小儿外科，山东 济南 ２５００１２）

摘要：目的　研究先天性巨结肠症（ＨＤ）患儿各段肠管中 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因的表达情况，探讨 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２表达与
ＨＤ发生的可能关系。方法　选取山东大学齐鲁医院小儿外科行手术治疗的ＨＤ患儿结肠标本共４２例，将ＨＤ患
儿正常段设为正常对照组，移行段及狭窄段设为实验组，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ、实时荧光定量聚合酶链式反应
（ｑＲＴＰＣＲ）及免疫组织化学染色方法观察 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在各肠段的表达情况。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示
Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２蛋白在狭窄段相对表达量为０．０１２±０．００１，明显少于移行段和正常段（０．０３９±０．００１，０．０５７±０．００２；
Ｐ＜０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ结果显示，Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２的 ｍＲＮＡ水平与蛋白表达趋势一致。免疫组织化学染色示 ＨＤ患
儿正常段肠管的肌间肠神经节细胞中有 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２强阳性细胞的表达，而在狭窄段肠管中弱阳性表达，移行段
肠管可见Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２阳性细胞的表达。结论　ＨＤ患儿狭窄段肠管中Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２的表达缺失可能与 ＨＤ的发生
有关。
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ｔｈａｔＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｐａｓｔｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓ（０．０１２±０．００１）ｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｓｅｇｍｅｎｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ（０．０３９±０．００１ａｎｄ０．０５７±０．００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｐ＜０．０５）．ｑＲＴＰＣＲｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＡｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｇａｎｇｌｉｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｎｏｎｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｓｐａｓｔｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓ．ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｆｅｗｅｒＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｇａｎｇｌｉｏｃｙｔｅｓ
ｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｓｅｇｍｅｎｔｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｓｐａｓｔｉｃｃｏｌｏｎｓｅｇ
ｍｅｎｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＨＤ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓｄｉｓｅａｓｅ；Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｇｅｎｅ；Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｓ

　　先天性巨结肠（ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）又
名“肠管无神经节细胞症”，是由遗传和环境多因素

共同作用所致肠神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，
ＥＮＳ）早期发生多基因突变的神经嵴细胞源性疾
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病［１］。虽然关于ＨＤ发病机制的基础性研究不少，
但多是孤立地从单一方面进行研究，比如研究最多

的ＲＥＴ基因以及多数其他基因（ＳＯＸ１０基因、ＥＣＥ１
基因等）的突变只是大约在５０％的家族性病例患儿
中出现，以及７％到３５％的散发病例中出现，并不能
解释所有患儿的发病机制［２］。

Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２为突触后跨膜蛋白，它的存在对中
枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）突触的形
成、发育以及突触功能循环具有重要的作用［３］。已

发现，ＥＮＳ与 ＣＮＳ是有关联的［４５］，Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在
ＨＤ各肠段组是否表达并存在表达的异常尚不清
楚。对此，我们应用免疫组织化学、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
及ｑＲＴＰＣＲ观察 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在各肠段的表达情
况，探讨此基因对ＨＤ发病的意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样本来源　收集２０１２－２０１３年在山东大学
齐鲁医院小儿外科行手术治疗的ＨＤ患儿４２例，男
３６例，女 ６例，其临床表现及影像学检查均符合
ＨＤ，并且经术后病理切片证实。手术均采用经肛门

Ｓｏａｖｅ巨结肠根治术，其中８例长段型巨结肠患儿
采用腹腔镜辅助下巨结肠根治术。根据术中结肠形

态区分为正常对照组、移行段组、狭窄段组，取各组

肠管全层组织，无菌剪取，部分放入无菌 ＥＰ管中，
液氮中速冻后置于 －８０℃冰箱中保存，部分放入
４％甲醛溶液中固定。
１．１．２　主要仪器及试剂　电泳仪（ＢｉｏＲａｄＰｏｗｅｒ／
Ｐａｃ３０００）、转印电泳槽（ＢＩＤＲＡＤ）、实时定量 ＰＣＲ
仪（瑞士 ＲｏｃｈｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｃｈｅｍｉ—ｃａｌｓＬｉｇｈｔＣｙ
ｃｌｅｒＯｐｅｒａｔｏｒ７ＳＭａｎｕａｌＶｅｒｓｉｏｎ３．５Ｏｃｔｏｂｅｒ２０００）、
ＲＮＡ反转录仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、显微镜（Ｎｉｋｏｎ
Ｅ８００）；总 ＲＮＡ提取试剂盒 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（日本
ＴａＫａＲａ），反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（日本 ＴａＫａＲａ）、ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ（日本 ＴａＫａ
Ｒａ）、鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体（北京中杉金桥生物技术
有限公司）、羊抗人Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２蛋白抗体（美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ）、βａｃｔｉｎ及Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２引物（上海生工生物
工程有限公司，具体见表１）、浓缩型 ＤＡＢ试剂盒、
山羊超敏二步法免疫组化检测试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司）。

表１　引物序列、退火温度及扩增片段长度
基因 双向引物序列（５’→３’） 退火温度（℃） 片段长度（ｂｐ）

Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ Ｆ：ＣＣＡＧＴＣＴＣＣＣＧＴＣＴＡＣＴＴＴＴＡＣＡ ５９ ３１６
Ｒ：ＣＴＧＣＴＴＣＴＣＣＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＴ　

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ　 ６０ ２８５
Ｒ：ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ　

　　Ｆ：上游引物；Ｒ：下游引物。

１．２　方法
１．２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　①总蛋白提取：取３组全
层肠组织各２５ｍｇ放入ＥＰ管中，加入３００μＬＲＩＰＡ
细胞裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）经匀浆器充分匀
浆破碎、低温离心（４℃，１２０００×ｇ）２０ｍｉｎ，取上清
液，取部分上清液测蛋白浓度，余加入适量 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×），沸水浴１０ｍｉｎ充分
变性，－２０℃保存；②电泳：取总蛋白３０μｇ，经５％
浓缩胶 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳 ８０Ｖ，３０ｍｉｎ，８％分离胶
１００Ｖ电泳４５ｍｉｎ；③转印：按照海绵—滤纸—０．４５
ＰＶＤＦ膜—凝胶—滤纸—海绵的顺序转印，２５０ｍＡ
９０ｍｉｎ；５％ＢＳＡ封闭１ｈ；④免疫检测：ＰＶＤＦ膜浸
于一抗溶液［羊抗人 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２抗体（１∶２００稀
释）；鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００稀释）］，４℃过
夜；次日室温孵育 ３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜 ４次，５ｍｉｎ／
次；室温下 ＰＶＤＦ膜分别浸于二抗溶液［辣根酶标

记的兔抗山羊 ＩｇＧ（１∶５０００稀释）及羊抗鼠 ＩｇＧ
（１∶５０００稀释）］中 １ｈ；洗膜 ４次，５ｍｉｎ／次；加
ＩｍｍｏｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎ化学发光 ＨＲＰ底物，照相；⑤用
ＧｅｌＰｒｏａｎａｌｙｚｅｒ４．０分析结果，以相对灰度值代表蛋白
表达量；相对灰度值＝Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ＩＯＤ／βａｃｔｉｎＩＯＤ。
１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　①总 ＲＮＡ提取与测定浓度：取
３组肠段全层组织各２５ｍｇ，充分剪碎。参照 ＲＮＡｉｓｏ
ＰｌｕｓＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂（ＴａＫａＲａ）说明书提取总
ＲＮＡ，并检测总 ＲＮＡ浓度（紫外分光光度法），于
－８０℃保存备用；②ｃＤＮＡ合成：应用 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）将总ＲＮＡ
转录为ｃＤＮＡ，２０μＬ反转录体系，包括５×ｇＤＮＡ
ＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ１μＬ，ＴｏｔａｌＲＮＡ
１μｇ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补足 １０μＬ，４２℃ ２ｍｉｎ，
ｈｏｌｄ４℃；然后加入５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ２（ｆｏｒ
ＲｅａｌＴｉｍｅ）４μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ．ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘＩ



杨洪超，等．先天性巨结肠症中Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因的表达及意义 １７　　　 　

１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ１μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补足
２０μＬ，反应条件：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，ｈｏｌｄ４℃；
③ｑＲＴＰＣＲ反应：据 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）荧光定量 ＰＣＲ试剂盒，在２０μＬ
反应体系中，加入 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×）１０μＬ，ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ，应用 Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ ＳｙｓｔｅｍＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增仪荧光定量
ＰＣＲ仪进行反应；④ｑＲＴＰＣＲ分析：分别测定每个
样品 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ的 Ｃｔ值，每个样品均作复
管以减少操作误差。采用相对定量方式表示各样品

ＳＩＰｌ的△Ｃｔ，△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参基因。再
依据△△Ｃｔ＝△Ｃｔ目的基因－△Ｃｔ参照因子，计算
２－△△Ｃｔ。当目的基因与内参基因的扩增效率接近
时，２－△△Ｃｔ表示所检测样品相对于作为参照因子样
品的目的基因的表达倍数。

１．２．３　免疫组织化学　①石蜡：切片置６５℃烤箱
４５ｍｉｎ，快速到二甲苯Ⅰ、Ⅱ、无水乙醇、９５％、８５％、
７５％顺序泡缸，蒸馏水冲洗 ｍｉｎ；②抗原修复：切片
浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０），微波炉
加热，高火 ７ｍｉｎ，冷却 ２ｍｉｎ；然后 ８０％最高火力
１．５ｍｉｎ，冷却１ｍｉｎ，循环８次，自然冷却 ＰＢＳ洗３
次，５ｍｉｎ／次；③灭活内源性过氧化物酶：３％Ｈ２Ｏ２，
３７℃，１５ｍｉｎ，ＰＢＳ（ｐＨ７．３）洗３次，５ｍｉｎ／次；④封
闭：５％ＢＳＡ溶液，３７℃ ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／
次；⑤稀释 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２一抗（１∶５０），４℃过夜；⑥次

日３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ（ｐＨ７．３）洗３次，５ｍｉｎ／
次；滴加ＰｏｌｙｍｅｒＨｅｌｐｅｒ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗
３次，５ｍｉｎ／次；滴加ｐｏｌｙＨＲＰａｎｔｉＧｏａｔＩｇＧ，ＳＡＢ，
３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗 ３次，５ｍｉｎ／次；⑦ＤＡＢ
显色：配制 ＤＡＢ显色工作液，混匀后加至切片，室
温显色，镜下控制反应时间（３～５ｍｉｎ），至显色要求
后蒸馏水洗涤；⑧苏木素复染，１％盐乙醇浸泡分化，
自来水冲洗返蓝，脱水，透明，中性树胶封片，显微镜

下观察。切片照相（ＮｉｋｏｎＥ８００）与分析；⑨结果判
断标准：ＳＩＰ／的免疫反应按免疫着色密度划分为３
个等级：（－～＋）无免疫着色（阴性，无色）；（＋～
＋＋）偶见免疫着色（弱阳性，呈淡黄色）；（＋＋～
＋＋＋）免疫着色丰富（强阳性，呈棕黄色）。
１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ ５统计软
件，所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异比较用方差
分析及Ｔｕｋｅｙ法进行统计处理，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在ＨＤ正常对照
组蛋白相对含量为０．０５７±０．００２，移行段组蛋白相
对含量为０．０３９±０．００１，狭窄段组中蛋白相对表达
量为０．０１２±０．００１；正常对照组与移行段组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在狭窄
组中表达较正常对照组、移行段组均少，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１。

图１　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２蛋白在ＨＤ中表达结果
１、２为正常对照组；３、４为移行段组；５、６为狭窄段组。

Ｆｉｇ．１　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＨＤｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１，２：Ｎｏｒｍａｌｇａｎｇｌｉｏｎｉｃｃｏｌｏｎｓｅｇｍｅｎｔｓ；３，４：Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｏｌｏｎｓｅｇｍｅｎｔｓ；５，６：Ａｇａｎｇｌｉｏｎｉｃ
ｃｏｌｏｎｓｅｇｍｅｎｔｓ．

２．２　ｑＲＴＰＣＲ　正常对照组与移行段组中均有
Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ的表达，并且正常对照组的表达
较移行段组增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ在狭窄段肠管中无明显表达，其
与正常对照组和移行段组中的表达比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２、图２。

表２　比较３肠段组Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ表达
组别 例数 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２

正常对照组 ４２ （９．４６±０．２１）×１０－５

移行段组 ４２ （４．７４±０．２３）×１０－５

狭窄段组 ４２ （１．２０±０．１１）×１０－５

Ｐ ＜０．０５
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图２　３肠段组Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｍＲＮＡ表达比较
Ｆｉｇ．２　ｑＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｃｏｌｏｎｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓ

２．３　免疫组织化学　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在正常对照组肠
管（图３Ａ、ａ）纵行肌和横行肌之间的大而椭圆、细
胞核偏向一侧的成熟神经节细胞中呈强阳性表达

（＋＋～＋＋＋），其胞浆呈深染棕黄色；在移行段组
（图３Ｂ、ｂ）的纵行肌和横行肌之间的梭形或不规则
形神经节细胞中呈弱阳性表达（＋～＋＋），其胞浆
呈浅棕黄色；在狭窄段组（图３Ｃ，ｃ）纵行肌和横行
肌间无神经节细胞，呈阴性表达（－～＋），见极少
棕黄色颗粒。见图３。

图３　Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２蛋白在ＨＤ不同肠段神经节中的表达
Ａ＆ａ：正常对照组肠管肌间强阳性染色（＋＋～＋＋＋）（Ａ，×２００；ａ，×４００）；Ｂ＆ｂ：移行段
组肠管肌间神经节呈阳性染色（＋～＋＋）（Ｂ，×２００；ｂ，×４００）；Ｃ＆ｃ：狭窄段组肠管肌间
呈弱阳性染色（－～＋）（Ｃ，×２００；ｃ，×４００）。

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２ｉｎＨＤｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｓｓａｙ
Ａ＆ａ：Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｐｌｅｘｕｓｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（＋＋～＋＋＋）
（Ａ，×２００；ａ，×４００）；Ｂ＆ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｐｌｅｘｕｓｅｓｏｆｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｏｌｏｎ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ（＋～＋＋）（Ｂ，×２００；ｂ，×４００）；Ｃ＆ｃ：Ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｇａｎｇｌｉ
ｏｎｉｃｃｏｌｏｎｓｅｇｍｅｎｔｓ（－～＋＋）（Ｃ，×２００；ｃ，×４００）．



杨洪超，等．先天性巨结肠症中Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因的表达及意义 １９　　　 　

３　讨　论

先天性巨结肠患儿末端肠管神经节细胞缺如，

是较早发现并研究的肠神经发育缺陷病［６］。肠神

经节细胞缺如的发生，与许多早期基因突变有关，包

括ＲＥＴ、ＧＤＮＦ、ＮＲＴＮ、ＥＤＮ３、ＥＣＥ１、ＰＡＸ３、ＳＯＸ１０
等，这些基因影响多潜能神经前体的发育，而且多数

病例是多基因相互作用的结果［１，７］，可这些基因只

能解释部分患儿的病因。

在中枢神经系统中，突触前膜与突触后膜间的

正常联系对神经可塑性机制的调节起到关键性作

用，比如学习过程、记忆机制及精神障碍性疾病的发

生发展等［８］。Ｎｅｕｒｅｘｉｎ基因表达于突触前膜，Ｎｅｕ
ｒｏｌｉｇｉｎ基因表达于突触后膜，在突触中形成Ｎｅｕｒｏｌｉ
ｇｉｎ／Ｎｅｕｒｅｘｉｎ蛋白复合体，且被证实，Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ与
Ｎｅｕｒｅｘｉｎ相互作用介导突触的连接，并诱导突触的
分化与构成［９］。Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２是 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ超家族中
的一个亚型，主要在ＣＮＳ神经元的抑制性突触后膜
表达［１０１１］。Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２与 Ｎｅｕｒｅｘｉｎ相互作用可以
促进ＣＮＳ中 ＧＡＢＡ能神经突触的形成、发育及分
化，并参与突触功能的循环［１２］。研究表明，ＥＮＳ和
ＣＮＳ之间有密切的联系，某些基因及蛋白在ＥＮＳ和
ＣＮＳ中具有同样重要的作用［１３］。目前关于Ｎｅｕｒｏｌ
ｉｇｉｎ２在ＣＮＳ中的研究已经很完善［１４］，但是在 ＥＮＳ
的作用目前仍不清楚。Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因缺失或者突
变都可能影响 ＥＮＳ中突触的形成及突触信息的传
递，从而影响了ＨＤ狭窄段以及移行段的蠕动功能。

本实验收集ＨＤ各段结肠组织为标本，为了使
所测得目的基因表达含量更准确，我们采用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ、ｑＲＴＰＣＲ两种可互相论证的试验技术对目
的基因在３组肠段进行检测，实验结果证实 ＨＤ肌
间神经丛目的基因的表达在不同肠段之间存在着明

显差异。本实验又采用免疫组织化学染色方法观察

Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２在各肠段部位的表达情况，发现在正常
对照组肠管肌间有大而椭圆、细胞核偏向一侧的成

熟神经节细胞中呈强阳性表达；在移行段的肌间的

有不规则形神经节细胞中呈弱阳性表达，而在狭窄

段无神经节细胞，呈阴性表达，见极少棕黄色颗粒。

因此，我们得出 Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２基因在人类 ＥＮＳ有表
达，而且可能与ＥＮＳ突触的形成、发育有一定关系；
Ｎｅｕｒｅｌｏｇｉｎ２基因的缺失或者突变可能影响了 ＥＮＳ
中突触的形成及突触的信息传递，从而影响了 ＨＤ
病变肠段的蠕动功能。但是对于ＨＤ疾病发生的具
体参与机制，还需我们进一步研究；对于Ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ２

在ＨＤ各段中表达的研究也进一步论证ＨＤ的形成
是多基因作用的结果，为 ＨＤ的研究提供了新的思
路和研究方向。
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