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Abstract
AIM: To observe the effects and mechanism of 
L-arginine (L-Arg), the donor of nitric oxide 
(NO), on spontaneous contraction of rat colon 
smooth muscle in vitro.

METHODS: Effects of NO and influence of 

L-NNA, ODQ, aminophylline, atropine and ace-
tylcholine on NO were recorded in terms of ten-
sion change in rat colon smooth muscle stripe in 
vitro using tension transducer. 

RESULTS: L-Arg inhibited spontaneous con-
traction of rat colon in a dose-dependent man-
ner at different concentrations ranging from 1 × 
10-8 to 1 × 10-3 mol/L. The contraction amplitude 
was decreased by 38.0% ± 4.2% and 55.7% ± 4.4% 
respectively when 1 × 10-5 and 1 × 10-3 mol/L 
L-Arg were used. 1 × 10-8 mol/L L-Arg showed 
no significant effect on spontaneous activities 
of rat colon. Inhibitory effects of L-Arg on colon 
muscle stripe were decreased in presence of 
ODQ (1 × 10-6 mol/L) or in presence of acetyl-
choline(1 × 10-7 mol/L), but markedly elevated 
in presence of aminophylline(1 × 10-6 mol/L) or 
in presence of atropine (1 × 10-6 mol/L). 

CONCLUSION: L-Arg inhibits the spontane-
ous activities of mouse colon smooth muscle by 
the path of NO-sGC-cGMP and the pathway of 
M-receptor involved in this effect too. 

Key Words: Nitric oxide; M-receptor; Smooth mus-
cle; Spontaneous contraction; Colon
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摘要
目的:  观察一氧化氮(N O)供体左旋精氨酸
(L -arginine, L -Arg)对小鼠离体结肠自主收缩
活动的影响及其机制. 

方法:  用张力换能器记录肌标本自主收缩
的方法 ,  以离体结肠肌条收缩张力的变化
为指标 ,  观察 N O 的作用及一氧化氮合酶
(nitricoxide synthase, NOS)抑制剂L -NNA、可
溶性鸟苷酸环化酶(soluble guanylyl cyclase, 
sGC)抑制剂ODQ、磷酸二酯酶抑制剂氨茶
碱(aminophylline)、M-受体的阻断剂阿托品
(atropine)和激动剂乙酰胆碱(acetylcholine, 
ACh)对NO作用的影响.  
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■背景资料
临床上不少疾病
( 如肝病 ) 易影响
消化道平滑肌的
运 动 功 能 ,  导 致
腹胀或腹泻, 而胃
肠道平滑肌运动
方式特殊, 影响因
素颇多, 其机制并
不清楚. 本文观察
NO供体L-Arg对
小鼠结肠自主收
缩活动的影响, 并
初步探讨NO的作
用机制, 以期为消
化道相关疾病的
诊断和治疗研究
提供理论依据. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



结果: NO抑制小鼠结肠平滑肌自主收缩活动, 
抑制效应呈浓度依赖性, 1×10-3和1×10-5的
L-Arg抑制百分率分别为55.7%±4.4%和38.0%
±4.2%, 1×10-8 mol/L时对结肠自主收缩幅度
的影响无显著性. L -NNA(1×10-5 mol/L)明显
减弱L-Arg的抑制效应. ODQ(1×10-6 mol/L)
减弱L-Arg的抑制效应. aminophylline(1×10-6 
mol/L)使L-Arg的效应明显增强. atropine(1×
10-6 mol/L)明显增强L -Arg的抑制效应. ACh(1
×10-7 mol/L)减弱L -Arg的效应.

结论: L -Arg由NOS催化生成NO后经cGMP途
径发挥对小鼠结肠自主收缩的抑制作用, M-
受体途径也部分参与了NO的作用过程. 

关键词: 一氧化氮; M-受体; 平滑肌; 自主收缩; 结肠
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0  引言

N O为小分子生物活性物质, 参与胃肠道许多

生理和病理过程的调控[1]. 在啮齿类动物的胃

肠道, N O是最主要的非肾上腺素能非胆碱能 
(nonadrenergic noncholinergic neurons, NANC) 
抑制性递质 [2-3]. 有证据表明, N O对大鼠、小

鼠消化道平滑肌的自主收缩活动有明显抑制

作用[4-7]. 其作用机制尚不完全明确, NO对空肠

平滑肌相位性收缩的抑制作用, 可能与α、β、
M受体有关[5-6]. 有学者认为, 在心血管、消化

道等系统, NO通过对其他神经递质如乙酰胆碱

(acetylcholine, ACh)等的调制而间接发挥作用[8-10]. 
免疫组织化学研究显示, 棕色田鼠胃肠道内一

氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS)分布密度

在结肠内最高[11]. 光镜下观察大鼠肠道内NOS与
乙酰胆碱酯酶(acetylcholine esterase, AChE)的分

布, 结果NOS与AChE存在共染. 提示, NO与胆碱

能神经在消化道功能调节上, 可能存在相互协

调作用[12]. 有关NO对小鼠结肠平滑肌中的作用

的报道甚少. 本文观察NO供体L -Arg对小鼠结肠

自主收缩活动的影响, 并初步探讨NO的作用机

制, 以期为消化道相关疾病的诊断和治疗研究

提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年昆明♂小白鼠35-40 g, 华中

科技大学同济医学院动物中心提供. 适应性喂
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养1 wk. 实验前禁食24 h, 自由饮水. 颈椎脱臼处

死, 迅速打开腹腔, 从距回盲部2 cm以内取近端

结肠约1.5 cm, 置于950 mL/L O2+50 mL/L CO2

饱和的Kreb's液中备用. 本实验所用L-NNA(Lω-
nitro-L-arginine), ODQ, aminophylline等试剂购于

Sigma公司. L -Arg购于中国科学院武汉分院(日
本分装). Atropine, ACh购于武汉远大制药集团股

份有限公司. NaCl, KCl, CaCl2, MgSO4, NaHCO3, 
KH2PO4, Glucose均为国产分析纯试剂. ODQ用二

甲亚砜配置, 其他试剂用Kreb's液配置到所需的

浓度. 
1.2 方法 在盛有950 mL/L O2+50 mL/L CO2饱和

的Kreb's液的培养皿中, 清除结肠肠系膜, 制成

0.5 cm长的标本. 将其置于37±0.5℃、盛有10 
mL Kreb's液(950 mL/L O2+50 mL/L CO2饱和)的
恒温浴槽中. 标本一端固定于恒温浴槽底部的

通气钩上, 另一端连于5Gjz100型肌肉张力换能

器(高碑市新航机电设备有限公司)的应变梁上, 
换能器与生物信号采集处理系统(南京美易)连
接, 记录和处理标本收缩活动张力的变化. 

实验前给予标本0.5 g的前负荷, 平衡1 h左
右, 每15 min更换Kreb's液一次, 使收缩活动基

本稳定(张力的基线和幅度基本不变). 实验试剂

用微量加样器直接加入恒温浴槽中, 每次加药

的容积为100 μL. 药物作用稳定后, 用950 mL/L 
O2+50 mL/L CO2饱和的37±0.5℃ Kreb's液冲

洗3次, 要求基础张力基本恢复到加药前的水平

后再进行下一项实验. 显著不能恢复的标本弃

之. 需加拮抗剂时, 在加入拮抗剂孵育15 min后
再加入激动剂. 以张力变化幅度抑制百分率为

统计指标. 幅度抑制百分率 = (加药前收缩幅度

-加药后收缩幅度)/加药前收缩幅度×100%. 加
药前收缩幅度: 标本收缩稳定后加药前10 min内
的平均收缩幅度(药物孵育后给药为药物孵育稳

定后给药前10 min内的平均收缩幅度); 加药后

的收缩幅度: 收缩幅度稳定后10 min内的平均幅

度; Kreb's液(mol/L): Na+ 137.4, K+ 5.9, Mg2+ 1.2, 
Cl- 134, HCO3- 15.5, H2PO3- 1.2, Glucose 11.5. 
950mL/L O2+50 mL/L CO2饱和; pH = 7.4; 37℃
±0.5℃. 

统计学处理 统计数据用mean±SD, 用统计

软件SPSS11.5进行数据处理, 用配对t检验比较

加药前后的变化. P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 NO供体L -Arg对小鼠结肠自主收缩的影响 
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■研发前沿
NO对大鼠、小鼠
消化道平滑肌的
自主收缩活动有
明显抑制作用, 其
作用机制尚不完
全明确.
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依次观察1×10-8-1×10-3 mol/L各浓度组L -Arg
对小鼠结肠肌条自主收缩幅度的影响, 每组9
例. L -Arg(1×10-8 mol/L)组没有明显效应. 在
L -Arg(10-7-10-3 mol/L)组, 给药后1-3 min左右自

主收缩幅度开始下降, 10-15 min左右较稳定, 之
后有回升趋势, 冲洗后收缩幅度能基本恢复到

加药前的水平(图1). 其中L -Arg(1×10-5 mol/L)
组的幅度抑制百分率为38.0%±4.2%, L -Arg(1×
10-3 mol/L)组的抑制百分率达(55.7%±4.4%. 其
抑制效应呈浓度依赖性(图2). 
2.2 L-NNA和ODQ对L-Arg抑制小鼠结肠自主收

缩幅度的影响 标本孵育稳定后, 先给予L -Arg(1
×10-5 mol/L)作为对照, 幅度抑制百分率为36.9%
±2.4%; 预先给予L -NNA(1×10-5 mol/L)孵育15 
min, 再加入L-Arg(1×10-5 mol/L), 幅度抑制百分

率为6.0%±1.8%, 与单独给予L-Arg组配对比较, 
差异具有极显著性(n  = 10, P<0.01, 图3A). 

预先用sGC抑制剂ODQ(1×10-6 mol/L)孵
育小鼠结肠标本15min后,  加入1×10-5 mol/L 
L -Arg, 幅度抑制百分率为13.9%±1.5%, 与同组

标本单独L -Arg(1×10-5 mol/L)孵育后的抑制百

分率(40.2%±3.8%)配对比较, 差别有显著意义

(n  = 10, P <0.01, 图3B). 
2.3 aminophylline对L-Arg抑制小鼠结肠自主收

活动的影响 与同组标本单独经L -Arg(1×10-5 

mol/L)作用后的抑制百分率(39.2%±4.1%)比
较, 预先用aminophylline(1×10-6 mol/L)孵育

后加L -Arg(1×10-5 mol/L), 幅度抑制百分率升

高(图4A), 达56.2%±2.4%, 差异有统计学意义

(P <0.01, n  = 11). 
2.4 M-受体的阻断剂、激动剂对L -Arg抑制小鼠

结肠运动的影响 标本自主收缩稳定后, 用atro-
pine(1×10-6 mol/L)孵育标本15 min, 再加入1×
10-5 mol/L L -Arg, 其幅度抑制百分率为50.1%±

5.6%(P <0.01, n  = 10), 与同组标本单独L -Arg(1
×10-5 mol/L)作用后的幅度抑制百分率(38.1%
±4.7%)相比, 幅度抑制百分率增高, 其差别具有

统计学意义(P <0.05, n = 10); 预先用ACh(1×10-7 
mol/L)孵育后再加L -Arg(1×10-5 mol/L), L -Arg(1
×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率由37.4%±4.3%
降低到29.7%±1.4%, 差异有显著统计学意义

(P <0.01, n  = 10, 图4B).

3  讨论

本实验观察了NO供体L -Arg对小鼠结肠自主收

缩的作用, 主要表现为浓度依赖性抑制效应. 1
×10-3 mol/L的L -Arg抑制百分率达(55.7±4.4)%, 
1×10-7 mol/L的L -Arg抑制百分率为10.1%±

4.6%, 1×10-8 mol/L的L -Arg抑制作用不明显. 在
体内以L -Arg为底物, 由NOS催化而生成NO; 外

control                  L -Arg             冲洗后
                      (1×10-5 mol/L)

张力基线

张力基线

control                  L -Arg             冲洗后
                      (1×10-3 mol/L)

图  1  L -Arg(1×10-5 mol/L)及L -Arg(1×10-3 mol/L)对结肠收缩
活动的影响.
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图  2  NO供体L -Arg对小鼠结肠平滑肌抑制效应的量效曲
线. aP<0.05, bP<0.01.
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图  3  L -NNA和ODQ对L-Arg作用的影响. A: 1×10-5 mol/L 

L-NNA; B: 1×10-6 mol/L ODQ, bP<0.01.

■相关报道
有报道认为, 在小
鼠、豚鼠回肠内
部, 抑制性神经递
质NO可能有调节
兴奋性递质ACh
释放的作用.
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源性L -A rg在消化道内以N O的形式对平滑肌

收缩运动发挥抑制效应[4-6]. 本实验NOS抑制剂

L -NNA(1×10-5 mol/L)几乎完全阻断L -Arg(1
×10-5 m o l/L)对结肠自主收缩幅度的抑制效

应, 支持上述观点. ODQ(1×10-6 mol/L)孵育后, 
L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率从38.0%
±3.2%降到13.9%±1.5%, 证明sGC参与了NO
的作用过程. 但ODQ并没有完全阻断NO的抑制

效应, 提示NO除了通过NO-sGC-cGMP途径作

用外, 还通过其他非cGMP依赖性途径发挥作用. 
cGMP的水解受cGMP-特异的磷酸二酯酶(PDE)
催化, PDE抑制剂aminophylline(1×10-6 mol/L)
孵育后, L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率

升高, 达到56.2%±2.4%. 表明NO的抑制效果与

cGMP的关系密切. El-Yazbi et al最新报道, 小鼠

小肠平滑肌膜NO依赖于cGMP介导平滑肌的舒

张[13]. NO弥散进入细胞后, 激活sGC, 使胞内的

cGMP含量增高, 通过cGMP依赖性蛋白激酶, 导
致Ca2+通道关闭及Ca2+依赖性K+的开放[13-15], 使
肌肉收缩减弱. 

atropine(1×10-6 mol/L)使L-Arg(1×10-5 mol/L)
的幅度抑制百分率增高; ACh(1×10-7 mol/L)孵
育后, L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率

由38.0%±3.2%降低到29.7%±1.4%. 结果提示, 
M-受体参与了NO抑制小鼠结肠收缩的部分作

用过程. NO的这种抑制作用可能通过作用于突

触前膜, 影响其他递质的释放从而抑制胃肠平

滑肌运动[15-16]. 有报道认为, 在小鼠、豚鼠回肠

内部, 抑制性神经递质NO可能有调节兴奋性递

质ACh释放的作用[16-18]. 据此, 我们认为, NO可

能一方面借助其疏水性穿过结肠平滑肌细胞膜, 
直接通过NO-sGC-cGMP途径对结肠平滑肌运

动起抑制作用, 另一方面, 可能作用于胆碱能神

经末梢, 抑制胆碱能递质的释放, 影响结肠平滑

肌的收缩. Knudsen et al的研究也表明, 兔肛门内

括约肌受兴奋性胆碱能神经及抑制性NANC神

经支配, NANC神经侧支释放NO, 通过突触前作

用抑制胆碱能神经释放ACh, 对肛门内括约肌活

动进行调节[18-19]. 
本研究结果表明, NO可抑制小鼠结肠平滑

肌自主收缩幅度, 其作用机制除NO-sGC-cGMP
途径外, 可能还与M受体途径有关. 
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