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5-ＨＴ3／4受体在内源性多巴胺调节胃动力中的作用
米新亮　李　蕴　郭　华　徐敬东　郑丽飞　张晓慧　张　悦　朱进霞∗

（首都医科大学基础医学院生理学与病理生理学系生理学教研室 ）
【摘要】　目的　研究5-ＨＴ3／4受体在内源性多巴胺调节胃动力中的作用�探讨帕金森病 （Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ�ＰＤ）胃轻瘫发病的
可能机制。方法　用6-羟多巴 （6-ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ�6-ＯＨＤＡ）损毁大鼠中枢黑质多巴胺能神经元�建立此模型。采用实时荧光聚
合酶链反应法 （Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ）和蛋白免疫印记法 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）�检测5-ＨＴ3／4受体在6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体的表达。采
用Ｐｏｗｅｒｌａｂ生物信号采集系统记录离体大鼠胃体纵行肌的收缩活动。结果　在基础状态下�6-ＯＨＤＡ处理模型组大鼠离体胃体
纵行肌的收缩强度明显弱于对照组。加入5-羟色胺 （5-ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ�5-ＨＴ）后�6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠肌条的收缩强度上升
幅度明显小于正常对照组。Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ结果显示6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体5-ＨＴ3／4受体的基因表达水平显著高于正常组大
鼠。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体5-ＨＴ4受体蛋白水平下调�5-ＨＴ3受体蛋白水平变化不明显。结论　
损毁中枢黑质多巴胺能神经元可引起外周胃肠道内源性多巴胺 （ｄｏｐａｍｉｎｅ�ＤＡ）含量升高�胃动力减弱�5-ＨＴ4受体蛋白水平下
调。6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃动力减弱可能与5-ＨＴ4受体蛋白水平下调有关。
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　　有统计数据 ［12］显示�70％的帕金森病 （Ｐａｒｋｉｎ-
ｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ�ＰＤ）病人存在胃动力异常�88％的 ＰＤ
病人有胃固体食物排空延迟症状�但其发病机制尚不
清楚。5-ＨＴ是胃肠道重要的神经递质和旁分泌分
子�通过不同的5-ＨＴ受体调节胃肠道动力和分泌功

能。其中5-ＨＴ3／4受体在胃肠道中的分布较为广泛：胃
肠神经元、胃肠平滑肌细胞、胃肠上皮细胞中均有分
布 ［3］�5-ＨＴ3受体介导胃肠反射�5-ＨＴ4受体介导蠕动
反射。5-ＨＴ4受体可促进胆碱能系统的神经递质释
放�从而导致胃肠道平滑肌收缩 ［45］�使胃排空加
快 ［6］；而ＤＡ可以抑制胃动力�增加胃黏膜血流量�从
而抑制溃疡的形成。临床研究 ［7］发现在ＰＤ患者中�
内源性多巴胺含量变化�胃动力会随之发生变化。在
多巴胺转运体 （ＤＡＴ）敲除的小鼠体内�发现5-ＨＴ系
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统改变�而在5-ＨＴ转运体 （ＳＥＲＴ）敲除的小鼠体内�
ＤＡ系统发生改变 ［8］。这些研究结果表明5-ＨＴ和ＤＡ
之间可能存在相互联系及相互调节作用。ＰＤ病人的
病理改变是中枢黑质多巴胺能神经元受损�与6-ＯＨ-
ＤＡ处理模型大鼠病理改变相同。所以在本实验中采
用6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠进行相关研究。前期研究
发现6-羟多巴 （6-ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ�6-ＯＨＤＡ）损毁大
鼠中枢黑质多巴胺能神经元后可引起外周胃肠道ＤＡ

标记物酪氨酸羟化酶 （ＴＨ）和多巴胺转运体 （ＤＡＴ）含
量升高。而5-ＨＴ是调节胃肠动力的主要因素�对6-
ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃动力的调节作用是否发生改

变及相关的5-ＨＴ3／4受体表达是否变化未知。本研究
拟以6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠为研究对象�采用 Ｐｏｗｅｒ
ｌａｂ生物信号采集系统记录离体大鼠胃体纵行肌的收

缩活动�并应用实时荧光聚合酶链反应 （Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ
ＰＣＲ）法和蛋白免疫印记法 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）�检测5-
ＨＴ3／4受体在6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体的表达�分析
5-ＨＴ3／4受体在内源性多巴胺调节胃动力中的作用。
1　材料和方法

1．1　6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠的制备
选取60只雄性ＳＤ大鼠 （首都医科大学实验动物

中心提供 ）�动物许可证号：ＳＣＸＫ（京 ）2006-0009。体
质量为210～240ｇ�经实验动物福利委员会许可�动
物在室温条件�正常更替光照�24ｈ食水供应�采用数
字表法将其随机分为实验组和对照组�每组 30只
大鼠。

模型制备 ［9］：实验组大鼠30只�用水合氯醛进行
麻醉 （0．4ｇ／ｋｇ）后�将大鼠头部固定于立体定位仪�
颅骨暴露出2点〔坐标：前囟后 （ＡＰ）�－5．6ｍｍ；旁
开 （ＭＬ）�±2．0ｍｍ；深度 （ＤＶ）�－7．5ｍｍ〕�从这2
点注入6-羟多巴 （6-ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ�6-ＯＨＤＡ）（购自
Ｓｉｇｍａ）�每点注入2μＬ�浓度为2ｇ／Ｌ�含0．2％抗坏
血酸。饲养4周后成模。
1．2　离体胃动力

将模型组和对照组大鼠断颈处死�取胃并分离出
胃体�将胃体纵行肌制作成宽2ｍｍ长10ｍｍ左右的
肌条。然后将肌条置于盛有10ｍＬＫｒｅｂ’ｓ液且连续
通混合气 （含95％氧气和5％二氧化碳 ）的浴槽中�水
浴温度维持在37℃。给肌条施加1ｇ前负荷�肌条于
水浴槽中恢复45～60ｍｉｎ�待基线稳定后加药。所用
5-ＨＴ（购自 Ｓｉｇｍａ公司 ）终浓度为10μｍｏｌ／Ｌ。胃动

力变化值为正常组与模型组之间平均每次波动曲线

下面积或面积增大之比。
1．3　Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ

用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取胃体总ＲＮＡ�用紫外分光光
度计和琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ纯度、浓度及完整性。
采用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ试剂盒将总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ�
－20℃保存备用。参照 ＢｒｉｌｌｉａｎｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＱＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒｍｉｘ试剂盒说明�建立ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ反应体系。
内参β-ａｃｔｉｎ的正向引物序列：5′-ＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡ
ＧＣＣＡＴＧ-3′�反向引物序列：5′-ＧＴＧＧＴＡＣＧＡＣＣＡ
ＧＡＧＧＣＡＴＡＣ-3′。5-ＨＴ3受体正向引物序列：5′-ＴＧＣ
ＡＴＡＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＣＡＴＣＡ-3′�反向引物序列：5′-
ＣＴＣＴＴＧＴＣＣＧＡＣＣＴＣＡＣＴＴＣＴＴＣ-3′。5-ＨＴ4受体
正向引物序列：5′-ＧＣＴＧＧＧＴＣＡＴＴＣＣＣＡＴＧＴＴＴ-
3′�反向引物序列：5′-ＣＡＡＣＴＡＴＧＣＣＧＡＴＧＴＴＧＴ
ＴＣＣＡ-3′。反应在 ＭＰ3000Ｒｅａｌ-ＴｉｍｅＰＣＲ仪上进
行�反应条件如下：95℃预变性 10ｍｉｎ�1个循环；
95℃变性30ｓ�55℃退火1ｍｉｎ�72℃延伸30ｓ�40个
循环。制作溶解曲线：上述 ＰＣＲ产物进行 95℃ 1
ｍｉｎ�降至55℃�在55℃ ～95℃之间梯度升温0．2
℃／ｓ绘制溶解曲线。ＰＣＲ结果以β-ａｃｔｉｎ为内参进行
半定量计算并统计分析。
1．4　蛋白样品制备和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

步骤如下：剪下胃体组织20ｍｇ左右�加入300μＬ
蛋白裂解液盛于Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中。机械研磨至组织粉
碎�然后超声3次�冰浴中静置30ｍｉｎ�12000ｒ／ｍｉｎ�
4℃�离心5ｍｉｎ。将上清移入另一Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中�弃
去沉淀。ＢＣＡ方法蛋白定量。按照《分子克隆》中的标
准程序灌制10％分离胶和浓缩胶�取样品置于凝胶加
样缓冲液中�沸水煮5ｍｉｎ�电泳槽中充满电泳缓冲液�
加入50μｇ蛋白样品后连接电源�80Ｖ30ｍｉｎ�再换成
120Ｖ40～50ｍｉｎ�直至溴酚蓝到达分离胶底部。取出
凝胶进行转膜�按以下顺序叠放：阳极-滤纸-硝酸纤维
素滤膜-凝胶-滤纸-阴极。恒压转膜�100Ｖ70ｍｉｎ。取
出硝酸纤维素滤膜�置于含5％脱脂奶粉ＴＢＳＴ溶液封
闭�室温轻摇1ｈ。加入5-ＨＴ3／4受体一抗 （1∶500）（Ｓａｎ-
ｔａ）�Ａｃｔｉｎ一抗 （1∶10000）（Ｓｉｇｍａ）�4℃孵育过夜。次
日取出后室温放置30ｍｉｎ�ＴＢＳＴ洗膜�加入绿色荧光标
记二抗 （1∶15000）�室温轻摇1ｈ�ＴＢＳＴ洗膜。放入
Ｏｄｙｓｓｅｙ系统扫描成像。
1．5　统计学方法

各组结果以均数 ±标准差 （ ﹣ｘ±ｓ）表示�应用
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Ｐｒｉｓｍ4．0软件进行配对 ｔ检验分析及绘图�以 Ｐ＜
0．05为差异有统计学意义。
2　结果

2．1　离体胃动力结果
离体6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体纵行肌收缩强

度 （图1Ａ）与正常对照组大鼠相比较明显减弱 （图
1Ｂ）。在加入5-ＨＴ后�6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃体纵

行肌收缩升高程度 （图1Ａ）较之正常对照组大鼠明显
减少 （图1Ｂ）。6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠和正常大鼠在
基础状况下胃动力之间的差异具有统计学意义 （ｔ＝
2．850�Ｐ＝0．0081�ｎ＝29）�如图1Ｃ所示�在加入5-
ＨＴ后�6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠肌条收缩升高幅度小
于正常对照组且差异亦有统计学意义 （ｔ＝2．761�Ｐ＝
0．032�ｎ＝7）�如图1Ｄ所示。

图1　6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠和正常大鼠加入5-ＨＴ后胃动力变化
Ｆｉｇ．1　Ｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｍｏｔｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ5-ＨＴｉｎ

6-ＯＨＤＡｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓａｎｄＣｏｎｔｒｏｌｒａｔｓ
Ａ：Ｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｍｏｔｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ5-ＨＴｉｎ6-ＯＨＤＡｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓ；Ｂ：Ｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓ-
ｔｒｉｃｍｏｔｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ5-ＨＴｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｂａｒｏｆｂａｓａｌｇａｓｔｒｉｃｍｏｔｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅ2
ｇｒｏｕｐ（ｔ＝2．850�Ｐ＝0．0081�ｎ＝29）；Ｄ：ＴｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｂａｒｏｆＴｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎａｒｅａｏｆｇａｓｔｒｉｃｍｏｔｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｔｈｅ2
ｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ5-ＨＴ（ｔ＝2．761�Ｐ＝0．032�ｎ＝7）；∗ Ｐ＜0．05�∗∗ Ｐ＜0．01ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．

2．2　Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ结果
6-ＯＨＤＡ处理模型组大鼠5-ＨＴ3／4受体在胃体的

表达比正常大鼠高�差异有统计学意义 （Ｐ＜0．05）�

如图2所示。该数据为5-ＨＴ3／4受体与内参β-ａｃｔｉｎ对
照相比较之后的相对值。

图2　5-ＨＴ3／4受体基因水平在大鼠胃体的表达
Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ3／4ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

Ａ：ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ4ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ｔ＝5．767�Ｐ＝0．011�ｎ＝4）；Ｂ：ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ3ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ｔ＝3．185�Ｐ＝0．024�ｎ＝6）；∗ Ｐ＜0．05ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．
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2．3　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析
将Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果进行条带灰度扫描分析�

将目的蛋白的灰度值除以内参的灰度值以校正误差�
所得结果代表目的蛋白的相对含量。结果发现6-ＯＨ-

ＤＡ处理模型组大鼠5-ＨＴ4受体在胃体的表达比正常
对照组大鼠高 （ｔ＝4．327�Ｐ＝0．049�ｎ＝3）�差异有统
计学意义 （ｔ＝2．105�Ｐ＝0．126）�如图3Ａ所示�而5-
ＨＴ3受体在胃体的表达差异无统计学意义 （图3Ｂ）。

图3　5-ＨＴ3／4受体蛋白水平在大鼠胃体的表达
Ｆｉｇ．3　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ3／4ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

Ａ：Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ4ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ｔ＝4．327�Ｐ＝0．049�ｎ＝3）；Ｂ：Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ5-ＨＴ3
ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ｔ＝2．105�Ｐ＝0．126�ｎ＝4）；∗ Ｐ＜0．05ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．

3　讨论

5-ＨＴ是胃肠道重要的神经递质和旁分泌分子�
通过功能不同的5-ＨＴ受体调节胃肠道动力和分泌功
能。其中研究比较深入�作用比较重要的有兴奋性的
5-ＨＴ3和5-ＨＴ4受体。前者通过5-ＨＴ作用于胃肠道
中的5-ＨＴ3受体介导胃结肠反射�5-ＨＴ3受体在调节
胃肠感觉和分泌中起着极其重要的作用。后者通过
5-ＨＴ作用于5-ＨＴ4受体而激活。体外研究 ［10］证明�5-
ＨＴ4受体激动剂可引起结肠近端收缩和远端松弛�由
此形成了胃肠道由近端向远端的蠕动反射�此反射称
为蠕动反射。5-ＨＴ4受体主要分布在肠神经元�平滑
肌细胞和肠上皮细胞�调节胃肠道的动力和分泌等功
能。其中5-ＨＴ4受体研究较深入�其可以激活肠神经
元释放乙酰胆碱等兴奋性神经递质使胃肠道平滑肌

收缩�5-ＨＴ也可以直接作用于胃肠平滑肌上的5-ＨＴ4
受体使胃肠道平滑肌收缩。而 ＤＡ可以通过其在胃
肠道中的抑制性受体抑制胃动力�多巴胺和5-ＨＴ都
是影响胃动力的主要因素。据相关文献 ［1112］报道�在
中枢黑质损毁的情况下�其外周多巴胺能神经元的数
量增多�胃肠道多巴胺升高。多巴胺 （ＤＡ）在消化道
使胃体平滑肌松弛�加强胃容受性舒张�减低胃内压�
还能抑制胃体及胃窦的推进运动�使幽门收缩胃排空
延迟。但在这种情况下5-ＨＴ受体如何变化却不得而
知？

本研究发现�6-ＯＨＤＡ损毁的大鼠黑质模型胃收
缩明显弱于正常大鼠。用6-ＯＨＤＡ损毁中枢黑质多
巴胺能神经元制成的大鼠模型其外周多巴胺的检测

指标 （酪氨酸羟化酶和多巴胺转运体 ）显著升高 ［13］。
当研究人员用外源性5-ＨＴ刺激肌条后�发现正常对
照组大鼠肌条收缩的高度明显大于6-ＯＨＤＡ处理模
型大鼠。Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ结果显示6-ＯＨＤＡ处理模型
大鼠5-ＨＴ3／4受体在胃体的表达明显高于正常大鼠�而
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠5-
ＨＴ4受体蛋白水平明显低于正常对照组�5-ＨＴ3受体
的蛋白水平在两者之间差异无统计学意义�可能是由
于样本含量不够所导致的。5-ＨＴ3受体在6-ＯＨＤＡ处
理模型大鼠胃动力下降过程中是否发挥了作用�还有
待于进一步的研究。5-ＨＴ4受体的基因水平上调而其
蛋白水平下调�可能是由于ｍＲＮＡ在翻译过程中受到
干扰�或者是由于蛋白降解过多�其原因不清�有待于
进一步研究。所以6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃动力不
足可能与5-ＨＴ4受体蛋白水平下降有关。

综上所述�6-ＯＨＤＡ处理模型大鼠胃动力下降除
与ＤＡ在胃肠道的增多有关外�可能还与其5-ＨＴ4受
体蛋白水平下降有关。5-ＨＴ4受体可能与ＰＤ病人的
胃轻瘫发病有关�目前国内外还未有相关报道�本研
究可能为探讨ＰＤ病人的胃轻瘫发病机制拓展了一条

崭新的思路。
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