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摘要　 目的　 通过培养大鼠结肠原代平滑肌细胞，探索 μ
阿片受体（ＭＯＲ）在结肠平滑肌细胞中的表达特性。 方法　
分离、培养和鉴定结肠平滑肌细胞；运用免疫荧光组织化学

双重标记法观察 ＭＯＲ、内吗啡肽 ２（ＥＭ２）、钙调蛋白（ＣａＭ）
在结肠平滑肌细胞的分布特性；施加乙酰胆碱（ＡＣｈ） （１ ×
１０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）或 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测

ＣａＭ 蛋白表达变化；单独或依次施加 ＡＣｈ（１ × １０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）
和 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）后，钙离子成像法观察平滑肌细胞内钙

离子浓度的变化。 结果　 鉴定结肠平滑肌细胞：α⁃肌动蛋白

（α⁃ＳＭＡ）标记的阳性细胞占细胞总数的 ９５％ 以上；免疫荧

光组织化学双重标记显示，在结肠平滑肌细胞有 ＭＯＲ 和

ＥＭ２ 的分布，且所有 ＭＯＲ 和 ＥＭ２ 阳性细胞均与 α⁃ＳＭＡ 有

共存；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现，施加 ＡＣｈ １０ ｍｉｎ 后，ＣａＭ 表达

升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；施加 ＥＭ２ １０ ｍｉｎ 后，ＣａＭ 表达降低（Ｐ ＜
０. ０５）；钙离子成像结果显示，单独施加 ＡＣｈ，平滑肌细胞内

钙离子浓度明显升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；单独施加 ＥＭ２，结肠平滑

肌细胞内钙离子浓度下调（Ｐ ＜ ０. ０５），依次施加 ＡＣｈ 和 ＥＭ２
后，ＥＭ２ 显著抑制了 ＡＣｈ 诱发的钙离子浓度升高 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＭＯＲ 和 ＥＭ２ 在结肠平滑肌细胞有表达，且
ＥＭ２ 可通过 ＭＯＲ 抑制 ＣａＭ 的表达与降低钙离子浓度。
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　 　 阿片类制剂如吗啡是临床常用的强效镇痛剂，
在缓解慢性顽固性疼痛，比如癌性痛等方面有非常

好的效果［１］。 研究［２］证实，吗啡主要经 μ 阿片受体

（μ⁃ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＯＲ）介导发挥镇痛效应。 ＭＯＲ
是阿片类受体的一种，相较于其它阿片类受体，
ＭＯＲ 在胃肠道的分布尤为丰富，在结肠分布更为密

集［３］。 在结肠内， ＭＯＲ 广泛分布于肠神经细胞

中［４ － ５］，但在胃肠道平滑肌细胞的分布未见报道。

该课题组前期研究［６］ 发现，给体外培养的平滑肌细

胞施加内吗啡肽 ２（ｅｎｄｏｍｏｒｐｈｉｎ⁃２，ＥＭ２）后，可直接

诱发平滑肌细胞的功能活动。 ＥＭ２ 是 ＭＯＲ 的高亲

和性内源性配体，在体内与 ＭＯＲ 的分布基本相似。
该研究拟通过培养大鼠结肠原代平滑肌细胞，利用

免疫荧光组织化学双重标记、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和钙成像

等技术，观察 ＭＯＲ 和 ＥＭ２ 在结肠平滑肌细胞内的

表达特性，为探索 ＭＯＲ 在结肠平滑肌细胞内作用

机制的研究提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物 　 选取体质量 １００ ～ １２０ ｇ 的 ＳＤ
雄性大鼠 ５０ 只，ＳＰＦ 级，由宁夏医科大学实验动物

中心提供。
１． １． ２　 实验试剂　 澳洲胎牛血清、ＤＭＥＭ 高糖、无
ＨＥＰＥＳ 培养基（美国赛默飞世尔科技有限公司）；雅
酶配胶试剂盒（上海雅酶生物医药科技有限公司）；
全蛋白提取试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公

司）；蛋白含量检测试剂盒、超灵敏化学发光检测试

剂盒（美国赛默飞世尔科技有限公司）；胰蛋白酶消

化液（北京索莱宝科技有限公司）；胶原酶Ⅱ（上海

西格玛奥德里齐贸易有限公司）；ＰＢＳ 磷酸盐缓冲液

（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）；４％多聚甲醛（北京博奥拓达

科技有限公司）；苏木精 － 伊红染色（北京九州柏林

生物科技有限公司）；钙离子荧光探针 Ｆｌｕｏ⁃４，ＡＭ
（北京索莱宝科技有限公司）。 一抗：兔抗 ＭＯＲ 多

克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司），兔抗钙调蛋白（ｃａｌｍ⁃
ｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）单克隆抗体（武汉爱博泰克生物科技有

限公司），小鼠抗 α⁃ＳＭＡ 单克隆抗体、兔抗 ＥＭ２ 单

克隆抗体、豚鼠抗 ＭＯＲ 多克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公

司）；荧光素标记二抗：Ａｌｅｘ４８８ 标记山羊抗兔血清、
Ａｌｅｘ５９４ 标记山羊抗兔血清、Ａｌｅｘ４８８ 标记山羊抗小

鼠血清、Ａｌｅｘ５９４ 标记山羊抗豚鼠血清（美国 Ａｂｃａｍ
公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 大鼠结肠原代平滑肌细胞的分离、培养和鉴

定
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１． ２． １． １　 结肠平滑肌细胞的提取与分离　 大鼠禁

食不禁水 ２４ ｈ，离断颈椎处死，用 ７５％ 乙醇消毒。
无菌条件下剖开腹部，快速截取肛门上 ２ ｃｍ 远段结

肠。 用生理盐水反复灌肠，冲洗结肠内部残余粪便。
沿着肠系膜对侧剪开，将其转移到含青霉素 １００ Ｕ ／
ｍｌ 和链霉素 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌ 的 Ｋｒｅｂｓ 液中。 浸泡 １５ ｍｉｎ
后，移入超净台，镜下撕去浆膜，去除黏膜层及黏膜

下层，即为大鼠结肠平滑肌层。 用显微剪将组织层

剪至 １ ～ ２ ｍｍ３ 体积后，将组织碎块加入 １０ ｍｌ 胰酶

消化液中，３７ ℃恒温震荡，转速 ９０ 次 ／ ｍｉｎ，消化 ３０
ｍｉｎ，在显微镜下观察发现，组织块周围有散在的圆

形透亮的细胞分布，量取 １２ ｍｌ 完全培养液终止消

化，吸除胰酶消化液和培养液。 加入 １０ ｍｌ 胶原酶

Ⅱ消化液，３７ ℃震荡 １２０ ｍｉｎ，吹打分散细胞，加入

１０ ｍｌ 完全培养液终止消化。 过 １００ 目细胞筛网，收
集细胞悬液，将其转移至 １５ ｍｌ 离心管中，在离心机

中设定转速参数为 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ。 弃掉

残存消化液和培养液，继续加入完全培养液，缓慢吹

打，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，重悬细胞。 用细胞计数

仪计数，按 ５ × １０５个 ／ ｍｌ 种植到 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中，
将培养瓶放置于培养箱中，在 ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后，细
胞贴壁生长，待生长到致密单层后传代。
１． ２． １． ２　 结肠平滑肌细胞培养　 大鼠结肠平滑肌

细胞原代培养 ７ ｄ 后，覆盖培养瓶底 ９０％ 以上。 弃

掉原培养液，用 ＰＢＳ 液冲洗 ３ 次，加入 １ ｍｌ 胰酶消

化液，在 ３７ ℃培养箱中消化 ２ ｍｉｎ。 镜下观察，变圆

形的细胞占比为 ９０％ ，继续加入 ２ ｍｌ 完全培养基，
终止消化，反复吹打细胞混匀，将其转移到 １５ ｍｌ 离
心管内。 在离心机中设定转速参数为 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，弃去残存消化液和培养基，用细胞计数

仪计数，根据细胞的数量按照 １ ∶ ２ 或 １ ∶ ３ 传代，吹
打混匀，加入培养瓶内，镜下观察细胞呈圆形，胞质

透亮，转移到培养箱中继续培养，胰酶消化后平滑肌

细胞可传 ５ 代，传代结肠平滑肌细胞贴壁早、生长

快。
１． ２． １． ３　 结肠平滑肌细胞鉴定　 提取第 ２ 次传代

的结肠平滑肌细胞，按照 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 密度接种于

２４ 孔细胞培养板，细胞长到 ９５％ 以上，利用免疫荧

光组织化学技术标记细胞内 α⁃ＳＭＡ 进行细胞鉴定。
弃掉原培养基，用 ＰＢＳ（４ ℃）清洗细胞 ３ 次，加入

４％多聚甲醛固定，每孔加入 ５００ μｌ，常温下固定 ３０
ｍｉｎ。 继续用 ＰＢＳ（４ ℃）清洗 ３ 次，每个孔内加入

１００ μｌ ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每孔加入

１００ μｌ ５％羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ 后，加入一抗：小鼠抗

α⁃ＳＭＡ 单克隆抗体（１ ∶ ２００），常温孵育 １ ｈ 后置于

４ ℃过夜孵育。 复温 ２０ ｍｉｎ 后，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ。 加入对应的荧光素标记的二抗：
Ａｌｅｘ５９４ 标记山羊抗小鼠血清（１ ∶ ２００），室温避光

条件下静置 １ ｈ 后，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ。 用 ＤＡＰＩ 染核封片，用荧光显微镜观察并拍

照。
１． ２． ２　 ＨＥ 染色　 结肠平滑肌细胞按照 １ × １０５个 ／
ｍｌ 密度接种于 ２４ 孔细胞培养板，待细胞长到致密

单层后进行 ＨＥ 染色。 弃掉原培养基，用 ＰＢＳ （４
℃）洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 加 ４％多聚甲醛 ５００ μｌ，室
温下固定 ３０ ｍｉｎ 后，移出细胞间，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３
次。 加入不同浓度梯度乙醇，无水乙醇Ⅰ ５ ｍｉｎ，无
水乙醇Ⅱ ５ ｍｉｎ，９５％ 乙醇 ５ ｍｉｎ，９０％ 乙醇 ５ ｍｉｎ，
８０％乙醇 ５ ｍｉｎ，７０％ 乙醇 ５ ｍｉｎ，流水冲洗 ２ ｍｉｎ。
苏木精染色 ５ ｍｉｎ，在流水下冲洗 ５ ｍｉｎ，转移到盐酸

乙醇中分化 ３ ｓ，继续流水冲洗 １５ ｍｉｎ，用伊红染色 ５
ｍｉｎ。 脱水：７０％乙醇 ３ ｓ，８０％ 乙醇 ３ ｓ，９０％ 乙醇 ３
ｓ，９５％乙醇 ５ ｍｉｎ，无水 １００％ 乙醇Ⅰ ５ ｍｉｎ，无水

１００％乙醇Ⅱ ５ ｍｉｎ。 透明：分别加入 １ ｍｌ 二甲苯Ⅰ
和二甲苯Ⅱ各 ５ ｍｉｎ，用中性树脂封片后在普通光镜

下观察。
１． ２． ３　 免疫荧光组织化学双重标记　 取第 ２ 次传

代细胞，按照 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 密度接种于 ２４ 孔细胞培

养板，细胞在载玻片上生长融合到 ９５％以上进行实

验。 弃掉原培养基，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３ 次，每孔加入

５００ μｌ ４％多聚甲醛，室温下固定 ３０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ（４
℃）洗 ３ 次，每个孔内加入 １００ μｌ ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 用 ５％羊血

清封闭 ３０ ｍｉｎ 后，分别加入对应的一抗：兔抗 ＭＯＲ
多克隆抗体（１ ∶ ２００）和小鼠抗 α⁃ＳＭＡ 单克隆抗体

（１ ∶ ２００）、兔抗 ＥＭ２ 多克隆抗体（１ ∶ １００）和小鼠

抗 α⁃ＳＭＡ 单克隆抗体（１ ∶ ２００）、兔抗 ＣａＭ 单克隆

抗体 （ １ ∶ ２００ ） 和 豚 鼠 抗 ＭＯＲ 多 克 隆 抗 体

（１ ∶ ２００），室温孵育 １ ｈ 后，置于 ４ ℃孵育 ４８ ｈ。 复

温 ２０ ｍｉｎ 后，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，分
别加入荧光素标记的二抗：Ａｌｅｘ５９４ 标记山羊抗兔

血清 （ １ ∶ ２００ ） 和 Ａｌｅｘ４８８ 标 记 山 羊 抗 鼠 血 清

（１ ∶ ２００）、Ａｌｅｘ５９４ 标记山羊抗豚鼠血清（１ ∶ ２００）
和 Ａｌｅｘ４８８ 标记山羊抗兔血清（１ ∶ ２００）。 室温孵育

１ ｈ 后，用 ＰＢＳ（４ ℃）洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，用 ＤＡＰＩ
染核封片，５ ｍｉｎ 后用荧光显微镜观察并采集图片。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取第 ２ 次传代的大鼠结

肠平滑肌细胞，弃掉培养基，用 ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次，
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施加干预措施，将结肠平滑肌细胞分为三组，正常对

照组（ＣＯＮ）、乙酰胆碱组（ＡＣｈ，浓度 １ × １０ － ３ ｍｏｌ ／
Ｌ）、内吗啡肽⁃２ 组（ＥＭ２，浓度 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ），分别孵育

结肠平滑肌细胞 １、５、１０、１５ ｍｉｎ 后提取蛋白。 按

Ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ １ ｍｌ，磷酸酶抑制剂 １０ μｌ，蛋白酶抑制

剂 １ μｌ，ＰＭＳＦ ５ μｌ 配置细胞裂解液，摇匀置于冰面

上，用无菌细胞刮将细胞推向培养瓶的一侧，于冰上

裂解 ３０ ｍｉｎ。 不断摇晃培养瓶使细胞充分裂解，将
细胞碎片和裂解液移置 １. ５ ｍｌ 离心管内，于 ４ ℃下

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 将离心后的上清转移到

０. ５ ｍｌ 离心管中于 － ８０ ℃ 保存。 用二喹啉甲酸

（ＢＣＡ）法测量蛋白质浓度，分别取样品蛋白、纯水

和 ５ ×蛋白上样缓冲液（５ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ）配平，分
装保存于 － ８０ ℃，避免反复冻融。 各样品蛋白取 ３０
μｇ 上样，８０ Ｖ 电压电泳 ３０ ｍｉｎ 后，切换至 １２０ Ｖ 电

压继续进行， ２００ ｍＡ 恒流湿转， ＭＯＲ 蛋白 （ ６０
ｍｉｎ）、ＥＭ２ 蛋白 （２０ ｍｉｎ）、ＣａＭ（３０ ｍｉｎ）、ＧＡＰＤＨ
（４０ ｍｉｎ）分别转印到 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％ 的脱脂牛奶

室温封闭 ２ ｈ 后，将含有 ＥＭ２ 蛋白、ＭＯＲ 蛋白、ＣａＭ
蛋白、ＧＡＰＤＨ 蛋白的 ＰＶＤＦ 膜浸入到对应的兔抗

ＥＭ２ 单克隆抗体（１ ∶ １ ０００）、兔抗 ＭＯＲ 多克隆抗

体（１ ∶ １ ０００）、兔抗 ＣａＭ 单克隆抗体（１ ∶ １ ０００）和
小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体（１ ∶ ２ ０００），室温孵育 １
ｈ 后置于 ４ ℃过夜。 用含 ０. １％吐温 ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲

盐溶液（ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ ２０，ＴＢＳＴ）洗膜

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 加对应的 ＨＲＰ⁃山羊抗兔 ＩｇＧ
（１ ∶ ３ ０００）和 ＨＲＰ⁃山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１ ∶ ３ ０００）室

温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，超灵敏化

学发光试剂使蛋白条带可视化，通过化学图像系统

（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉａｍｇｅ ６００）曝光采集图像。
１． ２． ５　 钙离子成像检测　 取第 ２ 次传代的大鼠结

肠平滑肌细胞，弃去培养液，用 ＨＢＳＳ 液（不含钙镁，
不含酚红）冲洗细胞 ３ 次， 加入钙离子荧光探针

Ｆｌｕｏ⁃４，ＡＭ １ μｌ，ｐｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ⁃１２７ １ μｌ ，在 ３７ ℃的培

养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ 后，在荧光显微镜下观察负载情

况。 将孵育的细胞置于显微镜下，打开加药通道，第
一通道加入 ５ ｍｌ ＡＣｈ（１ × １０ － ３ｍｏｌ ／ Ｌ），第二通道加

入 ５ ｍｌ ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ），第三通道先加入 ５ ｍｌ ＡＣｈ
（１ × １０ － ３ｍｏｌ ／ Ｌ）观察 ２００ ｓ 后接着加入 ５ ｍｌ ＥＭ２（２
μｍｏｌ ／ Ｌ），打开氮气阀门，排空管内空气，选择中等

密度的细胞层，在激光显微镜下进行持续动态扫描，
钙离子与 Ｆｌｕｏ⁃４，ＡＭ 结合在 ４８８ ｎｍ 的波长和 ５２６
ｎｍ 的发射波长处被激发，通过计算机记录钙离子荧

光强度的变化。 实验结果以给药前后单个细胞的荧

光强度变化表示细胞内游离钙离子浓度的相对变

化，实验结果用△Ｆ ／ Ｆ０ 表示，△Ｆ ＝ Ｆ － Ｆ０，Ｆ：钙离子

荧光强度值；Ｆ０：基线水平。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行数据

分析，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果使用单因素方差分析，
钙成像结果使用配对样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 结肠平滑肌细胞的培养与鉴定

２． １． １　 结肠平滑肌细胞的培养　 光镜下观察可见，
结肠平滑肌细胞在未贴壁前，细胞大小不一，生长密

度不均；培养 ２４ ｈ 后细胞开始贴壁生长，细胞长度

各异，外形多样，多为长梭形或多边形，呈放射性生

长，胞质透明（图 １Ａ ～ Ｃ）。 ７ ｄ 后可见平滑肌细胞

呈多层重叠或单层，高低起伏，胞质丰富，有分枝状

突起（图 １Ｄ ～ Ｆ）。 １４ ｄ 后结肠平滑肌细胞密度增

大，融合成片，细胞突起相互接触交错（图 １Ｇ ～ Ｉ）。
２． １． ２　 结肠平滑肌细胞的鉴定　 荧光显微镜下观

察可见大量 α⁃ＳＭＡ 标记阳性细胞，α⁃ＳＭＡ 标记阳性

细胞外形呈条索状，大小不一。 α⁃ＳＭＡ 标记的阳性

细胞占培养细胞总数的 ９５％以上（图 ２）。
２． ２　 ＨＥ 染色　 光镜下观察可见，培养 ２４ ｈ 后细胞

形态大小不一，多呈长梭形，细胞核嗜碱性呈蓝色，
胞质嗜酸性呈粉红色（图 ３ Ａ ～ Ｃ）。 ７ ｄ 后平滑肌细

胞胞质丰富，呈粉红色，染色较浅，核位于细胞中央，
呈长椭圆形，染色较深（图 ３ Ｄ ～ Ｆ）。 １４ ｄ 后结肠平

滑肌细胞密度增大，相互交错，密集排列，细胞核卵

圆形居中呈蓝色，胞质呈粉红色（图 ３Ｇ ～ Ｉ）。
２． ３　 ＭＯＲ 和 ＥＭ２ 分别与 α⁃ＳＭＡ 在结肠平滑肌

细胞的分布特点　 荧光显微镜下观察可见，在平滑

肌细胞内有大量 ＭＯＲ 的阳性标记物分布，细胞外

形呈长梭形，大小不一，所有 ＭＯＲ 标记阳性细胞均

呈 α⁃ＳＭＡ 标记阳性，说明 ＭＯＲ 和 α⁃ＳＭＡ 在平滑肌

细胞有共存（图 ４Ａ ～ Ｄ）。 在平滑肌细胞内也可见

ＥＭ２ 的阳性标记物，ＥＭ２ 阳性细胞呈长梭形或三角

形，大小不一，所有 ＥＭ２ 标记阳性细胞均呈 α⁃ＳＭＡ
标记阳性，说明 ＥＭ２ 和 α⁃ＳＭＡ 在平滑肌细胞内也

有共存（图 ４ Ｅ ～ Ｈ）。
２． ４　 观察ＭＯＲ 与 ＣａＭ 在结肠平滑肌细胞的分布

特点　 荧光显微镜下观察可见，ＭＯＲ 的阳性标记物

在平滑肌细胞有大量分布，细胞外形呈长梭形，大小

不一（图 ５Ａ），在 ＭＯＲ 阳性的平滑肌细胞内也可见

ＣａＭ的阳性标记物，ＣａＭ阳性细胞呈长梭形或三角
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图 １　 培养的大鼠结肠平滑肌细胞

Ａ ～ Ｃ：培养 ２４ ｈ 的结肠平滑肌细胞；Ｄ ～ Ｆ：培养 ７ ｄ 的结肠平滑肌细胞；Ｇ ～ Ｉ：培养 １４ ｄ 的结肠平滑肌细胞；Ａ、Ｄ、Ｇ： × １０；Ｂ、Ｅ、Ｈ： × ２０；
Ｃ、Ｆ、Ｉ： × ４０

图 ２　 大鼠结肠平滑肌细胞免疫荧光鉴定 × １０
Ａ：α⁃ＳＭＡ 标记的阳性平滑肌细胞；Ｂ：ＤＡＰＩ 标记的细胞核；Ｃ：α⁃ＳＭＡ 标记和 ＤＡＰＩ 标记的共表达

形，大小不一（图 ５Ｂ），说明 ＭＯＲ 和 ＣａＭ 在平滑肌

细胞有共存（图 ５Ｃ）。
２． ５ 　 ＥＭ２ 和 ＭＯＲ 在结肠平滑肌细中的表达 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，在结肠平滑肌细胞内有 ＥＭ２
和 ＭＯＲ 的表达（图 ６）。
２． ６　 施加不同干预措施后，不同时间点结肠平滑肌

细胞内 ＣａＭ 蛋白的表达　 施加 ＡＣｈ（１ × １０ － ３ ｍｏｌ ／
Ｌ）或 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）后 １、５、１５ ｍｉｎ，与 ＣＯＮ 组比

较，ＡＣｈ 组和 ＥＭ２ 组 ＣａＭ 蛋白表达无变化 （Ｐ ＞
０. ０５）。 施加 ＡＣｈ（１ × １０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）或 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／
Ｌ）１０ ｍｉｎ 时，与 ＣＯＮ 组比较，ＡＣｈ 组 ＣａＭ 蛋白表达

升高（Ｐ ＝ ０. ０３７ ２），但 ＥＭ２ 组 ＣａＭ 蛋白表达下降

（Ｐ ＝ ０. ０１８ ４），见图 ７。
２． ７　 施加不同干预措施后，平滑肌细胞内钙离子浓

度的变化 　 施加 ＡＣｈ（１ × １０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ），与给药前

（Ｂａｓｅ）比较，４００ ｓ 后平滑肌细胞内钙离子荧光强度

增强（ ｔ ＝ ３. １０１，Ｐ ＝ ０. ０２１ １），７００ ｓ 时达到高峰（图
８Ａ、Ｂ）。 施加 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）后，与给药前（Ｂａｓｅ）
比较，４００ ｓ 后平滑肌细胞内钙离子荧光强度降低（ ｔ
＝ ２. １８７，Ｐ ＝ ０. ０３０ ５，图 ８Ｃ、Ｄ）。 施加 ＡＣｈ（１ ×
１０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）后，与给药前（Ｂａｓｅ）比较，平滑肌细胞

内钙离子荧光强度增强（Ｐ ＝ ０. ０２８ ６），观察 ２００ ｓ
后接着施加 ＥＭ２（２ μｍｏｌ ／ Ｌ），与单纯施加 ＡＣｈ（１ ×
１０ － ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）比较，平滑肌细胞内钙离子荧光强度下

降（Ｆ ＝ ２４. ２０，Ｐ ＝ ０. ０００ ２，图 ８Ｅ、Ｆ）。

３　 讨论

　 　 原代结肠平滑肌细胞是从大鼠远端结肠组织提

取和分离后获得的，遗传特征与体内细胞非常相似，
适合于细胞形态、功能和分化方面的研究，排除了机
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图 ３　 大鼠结肠平滑肌细胞 ＨＥ 染色

Ａ ～ Ｃ：培养 ２４ ｈ 的结肠平滑肌细胞；Ｄ ～ Ｆ：培养 ７ ｄ 的结肠平滑肌细胞；Ｇ ～ Ｉ：培养 １４ ｄ 的结肠平滑肌细胞；Ａ、Ｄ、Ｇ： × ４；Ｂ、Ｅ、Ｈ： × １０；
Ｃ、Ｆ、Ｉ： × ２０

图 ４　 免疫荧光组织化学双重标记 × ２０
Ａ：ＭＯＲ 阳性标记的平滑肌细胞；Ｂ：α⁃ＳＭＡ 阳性标记的平滑肌细胞；Ｃ：ＤＡＰＩ 标记的细胞核；Ｄ：ＭＯＲ 和 α⁃ＳＭＡ 阳性标记物在平滑肌细胞中

的共表达；Ｅ：ＥＭ２ 阳性标记的平滑肌细胞；Ｆ：α⁃ＳＭＡ 阳性标记的平滑肌细胞；Ｇ：ＤＡＰＩ 标记的细胞核；Ｈ：ＥＭ２ 和 α⁃ＳＭＡ 阳性标记物在平滑肌

细胞中的共表达；箭头代表免疫荧光标记的阳性细胞

图 ５　 免疫荧光组织化学双重标记 × ２０
Ａ：ＭＯＲ 阳性标记物在结肠平滑肌细胞中的表达；Ｂ：ＣａＭ 阳性标记物在结肠平滑肌细胞中的表达；Ｃ：ＤＡＰＩ 标记的细胞核；Ｄ：ＭＯＲ 和 ＣａＭ

阳性标记物在平滑肌细胞中的共表达；箭头代表免疫荧光标记的阳性细胞
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＥＭ２ 和ＭＯＲ在结肠平滑肌细胞的表达

Ａ：ＥＭ２ 在结肠平滑肌细胞中的蛋白表达；Ｂ：ＭＯＲ 在结肠平滑

肌细胞中的蛋白表达

体内其他因素的干扰［７］。 α⁃ＳＭＡ 存在于胃肠道肌

层等各种肌组织内，构成了平滑肌细胞的骨架，参与

平滑肌细胞许多重要的功能活动，包括平滑肌细胞

的舒缩活动［８］。 因此，本研究通过标记 α⁃ＳＭＡ 用于

鉴定结肠平滑肌细胞是可行的。
课题组前期研究［９］ 发现，ＥＭ２ 在结肠神经细胞

也有大量分布。 然而，ＭＯＲ 和 ＥＭ２ 在结肠平滑肌

细胞的分布未见文献报道。 本研究免疫荧光组织化

学结果显示，在原代培养的平滑肌细胞内有 ＭＯＲ
和 ＥＭ２ 的分布，且 ＭＯＲ 与 ＣａＭ 在培养的平滑肌细

胞内也有共存。
　 　 ＣａＭ 是平滑肌细胞内的钙离子受体蛋白，其本

身没有活性，但对钙离子有高度依赖性。 钙离子与

ＣａＭ 结合形成 Ｃａ２ ＋ ⁃ＣａＭ 复合物，Ｃａ２ ＋ ⁃ＣａＭ 复合物

是一种重要的兴奋 －收缩耦合调节因子［１０］，通过平

滑肌细胞内信号传导通路，调控平滑肌收缩和舒

张［１１］，当胞内钙离子浓度升高时，钙离子与 ＣａＭ 形

成的 Ｃａ２ ＋ ⁃ＣａＭ 复合物作用于胞质中的肌球蛋白轻

链激酶，使肌球蛋白轻链激酶活化，从而触发平滑肌

收缩。 因此，ＣａＭ 在钙离子依赖性信号转导过程中

起到关键作用［１２］。 本研究结果显示，在施加干预措

施 ＡＣｈ 或 ＥＭ２ 大约 １０ ｍｉｎ 后平滑肌细胞反应明

显。 施加 ＡＣｈ 后平滑肌细胞内的 ＣａＭ 表达增加，但
是施加 ＥＭ２ 后 ＣａＭ 的表达下降。 有文献［１３］ 报道，
ＥＭ２ 和吗啡在缓解癌性痛方面，其止痛时效完全不

同，吗啡起效时间大约在 ４０ ～ １００ ｍｉｎ，而 ＥＭ２ 的镇

痛作用起效快、时间短，在 １０ ｍｉｎ 时药效最强，这与

本研究结果相似。 ＣａＭ 的活性高度依赖平滑肌细

胞内钙离子的浓度。 说明 ＥＭ２ 经 ＭＯＲ 介导后可能

对钙离子的释放有抑制作用。
　 　 有文献［１４］报道，平滑肌细胞的收缩活动主要受

胞质内钙离子的调控。 而胃肠道平滑肌的舒缩主要

与钙离子依赖途径相关。 在钙离子依赖途径中胞内

钙离子来源主要有两方面：外钙内流和内钙池释放。
外钙内流是通过电压依赖型和受体依赖型等膜通

道［１５］，引起细胞外钙离子进入细胞内。 内钙池释放

是指肌浆网中钙离子通过释放和再摄取对胞内钙离

子浓度进行调节［１６］。 ＡＣｈ 可通过平滑肌细胞表面

的毒蕈碱受体 Ｍ３ 介导，激活平滑肌细胞膜电压依

赖性钙通道和受体操纵性钙通道，促使钙离子内流，
同时也可通过耦联细胞膜上的 Ｇ 蛋白，激活磷脂酶

Ｃ，该酶可水解 ４，５⁃二磷酸磷脂酰肌醇生成三磷酸

肌醇和二酰甘油，三磷酸肌醇作为第二信使，作用于

肌浆网膜上的三磷酸肌醇受体，导致肌浆网储存的

钙离子释放，使细胞内钙离子浓度短暂升高，Ｃａ２ ＋ ⁃

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测不同时间点结肠平滑肌细胞内 ＣａＭ 蛋白的表达

Ａ ～ Ｇ：分别为干预后 １、５、１０、１５ ｍｉｎ ＣａＭ 蛋白表达及其定量结果；与 ＣＯＮ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ８　 钙成像技术检测平滑肌细胞内钙离子浓度的变化

Ａ、Ｂ：施加 ＡＣｈ 后，平滑肌细胞中钙离子的荧光强度；Ｃ、Ｄ：施加 ＥＭ２ 后，平滑肌细胞中钙离子的荧光强度；Ｅ、Ｆ：施加 ＡＣｈ 后，平滑肌细胞

中钙离子的荧光强度；与给药前（Ｂａｓｅ）比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ；与 ＡＣｈ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

ＣａＭ 复合物增加，激活肌球蛋白轻链激酶，引起胃

肠道平滑肌细胞收缩［１７］。
　 　 有文献［１８］报道，在体外培养的细胞中通过施加

ＡＣｈ，在 ２４０ ｓ 细胞内钙离子浓度达到最大值，在本

研究钙离子成像实验中，为排除细胞外钙内流对平

滑肌细胞功能的影响，特意使用了无钙离子缓冲液。
单纯施加 ＡＣｈ 后，钙离子浓度在 ７００ ｓ 内升高达到

最大值，与文献报道基本一致。 但单纯施加 ＥＭ２
后，钙离子浓度明显下降。 施加 ＡＣｈ 后观察 ２００ ｓ，
接着施加 ＥＭ２，ＥＭ２ 明显抑制了 ＡＣｈ 的作用。 据此

推测，ＥＭ２ 经结肠平滑肌细胞表面的 ＭＯＲ 介导后，
可能对细胞内肌浆网钙离子的释放有调节作用。

综上所述，平滑肌细胞内 ＥＭ２ 或肠神经细胞分

泌的 ＥＭ２，经平滑肌细胞表面的 ＭＯＲ 介导后，可能

通过调节胞内肌浆网钙离子释放，反馈性的参与到

平滑肌细胞的收缩抑制过程中，并且此过程也可能

受到肠神经系统的正向调控。 对于平滑肌细胞表面

的 ＭＯＲ 在平滑肌细胞功能活动中的具体作用机制

和功能，尚需进一步研究。
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