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Abstract
AIM: To inves t iga te the e f fec t s o f h igh 
concentration of glucose on the expression 
of P2X7 purine receptor in the interstitial 
cells of Cajal (ICC) in vitro and to explore 
the mechanisms underlying gastrointestinal 
dysmotility in diabetic mellitus.

METHODS: ICC were isolated from the intes-
tine of newborn mice by enzymatic dissociation 
and centrifugation and cultured in an incubator 
containing 50 mL/L CO2. Cultured ICC were 
identified by immunofluorescence staining us-

ing antibodies directed against c-Kit receptor 
and P2X7 receptor. ICC were then divided into 
two groups: control group and experimental 
group, which were treated with normal and 
high concentrations of glucose, respectively. 
After treatment, cell morphology was observed 
under an inverted light microscope. The expres-
sion of P2X7 receptor and c-Kit receptor mRNAs 
in ICC was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Immunofluorescence staining 
demonstrated that both P2X7 receptor and 
c-Kit receptor were positive on ICC cells. After 
treatment with high concentration of glucose, 
ICC became bigger, and cell processes became 
shorter. RT-PCR analysis proved the expression 
of P2X7 receptor in ICC. The expression level of 
c-Kit receptor mRNA was weaker and that of 
P2X7 receptor mRNA was stronger in the experi-
mental group than in the control group. 

CONCLUSION: P2X7 receptor is expressed in 
ICC. Hyperglycemia may alter cell morphol-
ogy, decrease the expression of c-Kit receptor, 
enhance the expression of P2X7 receptor in ICC, 
and thereby play a role in the pathogenesis of 
gastrointestinal dysmotility in diabetic mellitus.
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摘要
目的: 观察P2X7嘌呤能受体在体外培养的
Cajal间质细胞(ICC)的表达及高糖的影响, 探
讨P2X7嘌呤能受体在糖尿病胃肠功能紊乱的
细胞机制. 

方法: 以小鼠小肠组织为来源, 联合使用机
械分离法和酶解法分离ICC, 培养在50 mL/L 
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■背景资料
胃肠动力障碍是
糖尿病的一个常
见并发症, 其发生
机制尚不清楚, 近
年来 I C C 的研究
取得了很大的进
展, 已经证实其和
糖尿病胃肠动力
障碍的关系密切.  
P2X7是一个结构
和功能独特的嘌
呤受体, 在多种生
理功能中发挥着
重要的作用.

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院消化
内科



CO2温箱里. 同时应用ICC特异的c-Kit抗体和
P2X7受体抗体进行免疫荧光染色, 在激光共
聚焦显微镜下进行鉴定, 以确定P2X7受体是
否表达于ICC. 实验分组: 正常对照组(葡萄糖
浓度为5.5 mmol/L), 高糖组(葡萄糖浓度为33 
mmol/L). 通过倒置显微镜观察细胞形态, RT-
PCR对P2X7和c-Kit受体的表达进行比较.

结果: 激光共聚焦显微镜下P2X7受体在c-Kit
抗体阳性的细胞上的免疫荧光染色是阳性的; 
与正常组比较, 加入葡萄糖后的ICC细胞变大, 
突起变短, 与周围细胞的网络连接减少; RT-
PCR结果显示P2X7受体表达于ICC, 加入高糖
后的ICC的c-Kit受体表达减弱, 而P2X7受体的
表达是增强的.

结论: P2X7受体表达于体外培养的ICC上, 高
糖使ICC的形态发生了改变、减弱了c-Kit的
表达、加强了P2X7受体的表达. 这可能在糖
尿病胃肠功能紊乱的发生中发挥一定的作用.

关键词: 高糖; Cajal间质细胞; P2X7
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0  引言

胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, DM)
的一个常见并发症, 资料显示50%-76% DM患

者有胃排空障碍[1]. 很多研究证实Cajal间质细胞

(interstitial cells of Cajal, ICC)与其关系密切[2,3]. 
嘌呤受体是非肾上腺能非胆碱能受体, 他广泛

地分布于胃肠道, 越来越多的研究证明嘌呤受

体在胃肠道平滑肌的收缩和舒张中发挥着重要

作用[4-6]. 其中P2X7受体最近备受人们关注. 一般

认为DM胃动力障碍与DM自主神经病变和胃肠

激素失衡有关, 而DM的代谢紊乱, 特别是糖代

谢紊乱可能是产生本症的基础[7]. 本研究首先证

实了P2X7受体表达于小鼠小肠ICC, 然后观察高

糖对ICC上P2X7受体表达的影响, 进而探讨DM
胃肠动力紊乱的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠, 9-14 d, 雌雄不限, 由安

徽医科大学实验动物中心提供 ;  C a 2+- f r e e -
Hanks'液的成分(mmol/L): NaCl 125, KCl 5.36, 
NaHCO3 15.5, Na2HPO4 0.336, KH2PO4 0.44, 葡
萄糖10, 蔗糖2.9, 乙磺酸11, 用NaOH调节pH至
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7.2; Krebs-Ringer bicarbonate液(KRB液)的成

分(mmol/L): NaCl 118.5, KCl 4.5, MgCl2 1.2, 
NaHCO3 23.8, KH2PO4 1.2, dextrose 11.0, CaCl2 
2.4, 37 ℃±0.5 ℃通950 mL/L O2-50 mL/L CO2

的气体其pH值为7.4; SCF(Perotech公司)、胶

原酶Ⅱ(Solarbio公司)、胰蛋白酶抑制剂(Sigma
公司)、M199(Gibco公司)、兔P2X7(Santa Cruz
公司)、山羊c-Kit(Santa Cruz公司)、Cy3标记

的山羊抗兔IgG(S igma公司)、异硫氰酸荧光

素(fluorescinisothiocyate, FITC)标记的兔抗

山羊 I g G(武汉博士德生物工程有限公司 )、
TRIzol(Faraday Ave carisbad), 逆转录试剂盒

(TaKaRa), 胎牛血清蛋白(Sigma公司)、洁净工

作台(上海博讯实业有限公司), 3111型二氧化碳

培养箱(美国Thermo life science公司), Z200A型

离心机(德国Hermle公司), SP5型激光共聚焦扫

描显微镜(德国Leica公司)、CK300型倒置显微

镜(日本Olympus公司)等.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离和培养: 小鼠禁食不禁水24 h, 无
菌条件下取出小肠组织, 放入盛有KRB液(含有

青霉素1 IU/mL、链霉素100 mg/L)的无菌平皿

里, 在解剖显微镜下钝性分离出小肠肌条, 然后

将分离出的肌条在无Ca2+的Hanks'液(含有青霉

素1 IU/mL、链霉素100 mg/L)中冲洗约30 min, 
剪碎至1-2 mm3小块, 加入酶解液(胶原酶Ⅱ 1.2 
g/L、ATP 0.25 g/L、胎牛血清100 mL/L、胰蛋

白酶抑制剂2 g/L)消化20-25 min, 然后去除上清

液, 加入上述无Ca2+的Hanks'液冲洗3-5次, 反复

吹打3-5 min. 用M199培养基(10%小牛血清、

SCF5 µg/L、青霉素1 IU/mL、链霉素100 mg/L、
M199)将细胞接种至预先放置包被鼠尾胶原蛋

白的盖薄片六孔培养板或者直接在皿底包被鼠

尾胶原蛋白的六孔培养板然后放入50 mL/L CO2

培养箱内, 37 ℃条件下培养. 
1.2.2 细胞分组: 细胞培养24 h后换不含有双抗

的M199培养基, 继续培养3 d后, 分为两组: 正常

对照组(葡萄糖浓度为5.5 mmol/L); 高糖组(葡萄

糖浓度为33 mmoL/L)培养48 h后待用. 
1.2.3 细胞观察: 用倒置显微镜观察各组细胞情

况, 每天1次, 每次最好不超过30 min, 并摄像.
1.2.4 免疫荧光实验: 正常对照组细胞稳定培养6 
d后, 进行荧光检测. 步骤: 选择贴壁良好的盖薄

片, 用吸管吸掉培养基, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3
×5 min, 丙酮在室温下固定10 min, 0.01 mol/mL
的PBS冲洗3×5 min, 加入10%的小牛血清37 ℃
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■研发前沿
近年来, ICC已经
成为研究糖尿病
胃肠动力障碍发
生机制的一个新
的突破口, 而P2X7

受体也成为相关
研究的热点.
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下封闭35 min, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3×5 min, 
加山羊c-Kit(1∶150)和兔P2X7受体(1∶180)混
合物, 4 ℃过夜, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3×5 
min, 加入兔抗山羊IgG(1∶35)和山羊抗兔IgG 
(1∶150), 37 ℃下作用100 min, 0.01 mol/mL的
PBS冲洗3×5 min, 50%的甘油封片. 激光共聚焦

显微镜下观察并摄片. 
1.2.5 细胞内总RNA的提取: 在去除上清液的

培养皿中加入1 mL TRIzol混匀, 移出细胞裂解

物于EP管中, 加入0.2 mL氯仿, 室温孵育3 min, 
4 ℃ 12 000 r/min离心15 min, 吸取上清至新管加

入等体积的异丙醇, 在-20 ℃下放置30 min, 4 ℃ 
12 000 r/min离心10 min, 在管底部可见微量的

RNA沉淀, 弃上清, 加入750 mL/L的乙醇1 mL, 
振荡7 500 r/min 4 ℃下离心10 min, 弃上清室温

干燥5-10 min, 分光光度计测定260 nm、280 nm
的吸光度(A )值. 求出A 260/280比值. 
1.2.6 逆转录-多聚酶链反应(RT-PCR): 取9 μL 
RNA为模板, 加入MgCl2 2 μL、10×RT Buffer 
1 μL、dNTP 1 μL、Rnase Inhibitor 0.25 μL、
AMV Reverse Transcriptase 0.5 μL、Random 9 
mers 0.5 μL、RNase free H2O 0.5 μL混匀后30 ℃ 
10 min, 42 ℃ 60 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min逆
转录合成cDNA, 再以他为模板进行聚合酶链反

应, 反应体系如下: 5×Buffer 2.5 μL、聚合酶Ex 
Tap HS 0.125 μL、H2O 3.875 μL、cDNA 5 μL、

上游表达引物0.5 μL、下游表达引物0.5 μL. 
P2X7基因引物的反应条件: 94 ℃ 30 s(94 ℃ 30 
s, 55.5 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s)×35循环, 72 ℃ 5 min. 
c-Kit基因引物的反应条件: 94 ℃ 30 s(94 ℃ 30 
s, 57.5 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s)×35循环, 72 ℃ 5 min. 
取出12 μL聚合酶链反应产物以1.5%的琼脂凝

胶进行电泳分析. RT-PCR引物和内参由上海生

工生物技术有限公司合成, c-Kit基因上游引物

为5'-CGCCTGCCGAAATGTATGACG-3', 下游

引物为5'-GGTTCTCTGGGTTGGGGTTGC-3', 
P2X7基因上游引物为5'-CCAAGCCGACGTTG
AAGTAT-3', 下游引物为5'-AGAGCTTGGAGG
TGGTGATG-3'. 分析内参3-磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)引物序列上游引物为5'-GTCTTCACC
ACCATGGAGA-3', 下游引物为5'-AAGCAGTT
GGTGGTGCAG-3'.

2  结果

2.1 P2X7受体在ICC上的表达 图1A说明P2X7受

体在该细胞上免疫反应是阳性的, c-Kit是ICC的
特异性标记, 所以图1B说明该细胞就是ICC, 图
1C则说明P2X7与c-Kit共表达于该细胞, 也就意

味着P2X7受体在ICC上免疫反应是阳性的. 
2.2 高糖对ICC的形态的影响 与正常组比较, 加
入葡萄糖后的ICC细胞变圆, 突起变短, 与周围

细胞的网络连接减少(图2). 

■相关报道
嘌呤受体广泛分
布于胃肠道, 在胃
肠道的感觉、运
动功能中发挥着
重要的作用, 与胃
肠道的许多疾病
密切相关. P2X7受
体是其中一个较
为特殊的受体, 具
有独特的结构和
功能, 已成为研究
热点. 

A B C

图  1  P2X7受体在ICC上的表达(免疫荧光法). A: P2X7阳性; B: c-Kit阳性; C: A与B的复合图(细胞培养6 d后).

A B
图  2  高糖对ICC的形态的影响. A: 

高糖组ICC; B: 对照组ICC(细胞培

养6 d后).
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2.3 P2X7受体在ICC上的表达及高糖对ICC上

c-Kit受体和P2X7受体的表达的影响 分别比较

图3六个条带可以得出: P2X7表达于ICC, 高糖使

c-Kit在ICC的表达减弱, 同时使P2X7的表达增强

(图3). 

3  讨论

ICC是胃肠运动的起搏细胞, 是其基本电节律的

起搏器, 也参与其传导, 并对神经肌肉传导起重

要调节作用[8,9], 他以网络状分布于胃肠道, 在胃

肠道运动中发挥着关键作用. ICC的体外培养

一直是个难题, 我们成功建立了一套小鼠胃肠

ICC的分离培养方法, 并提出实验过程中应当注

意选择适当天龄的小鼠、尽量减小机械化学损

伤、避免污染等问题[10-15]. 
本实验观察到加入高糖后的ICC细胞变大, 

突起变短, 与周围细胞的网络连接减少, 这与国

内文献报道结果是一致的[16]. 有研究表明在DM
胃肠动力障碍患者的ICC数量减少、形态和网

状结构出现改变[2,3,17]. 这为高糖改变细胞功能提

供了重要的形态学依据. 另外RT-PCR研究也发

现高糖使c-Kit在ICC的表达减弱, 进一步从量的

变化表明高糖影响了ICC的功能. 
嘌呤受体分为P1和P2, 其中前者以腺苷为

配体, 后者则以ATP/ADP为配体. 迄今为止, 已
有P1受体的4种亚型(A, A2, A2, A3)、P2X受体的

7种亚型(P2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、

P2X6和P2X7)、P2Y受体的8种亚型(P2Y1、

P2Y2、P2Y4、P2Y6、P2Y11、P2Y12、P2Y13和

P2Y14)被克隆[18]. P2X7受体是具有595个氨基酸

(AA)的蛋白质, 有着独特的C-末端(239AA), 比
其他嘌呤受体长的多, 而没有更长的跨膜疏水

区, 与其他已知蛋白质也没有同源性, 这可能是

其具有独特功能的分子基础[19]. 他广泛地表达

于造血系统细胞如多能造血干细胞、肥大细

胞、淋巴细胞等. 也表达与多种正常的组织如

心、脑、脾血管平滑肌等和一些肿瘤如神经母

细胞瘤细胞等, 另外, 近几年已分别从大鼠神

经细胞、小鼠神经胶质细胞和人单核细胞克

隆出来鼠或人P2X7受体, 但是否表达于ICC, 国
内外鲜有报道. c-Kit是ICC细胞的一个特异性受

体, 在胃肠道95%以上的c-Kit阳性细胞是ICC细
胞[20], 我们用c-Kit抗体和P2X7受体抗体免疫荧

光双标方法和RT-PCR的方法都证实了P2X7受

体表达于体外培养的小肠ICC上. 嘌呤能受体在

胃肠道运动中有着重要的功能, 国内黄旭等认

为P2X受体激动剂通过P2X受体抑制豚鼠胃窦

环形肌自发性收缩或者对他具有舒张作用, 其
作用机制不依赖内在神经, 也不依赖细胞膜离

子通道以及膜电位改变[21]. 在大鼠, ATP可以通

过P2Y受体介导远端胃的收缩, 通过P2X受体介

导其舒张[22]. P2X受体能调节小鼠胃的收缩或舒 
张[4], P2X受体激动剂可以通过平滑肌上的P2X
受体介导小鼠和犬类回肠平滑肌的收缩 [5,23]. 
P2Y1和P2Y2受体可以调节小鼠回肠平滑肌的舒

张, 另外回肠平滑肌的舒张还受一种不确定的

对α, β-MeATP敏感的P2Y受体调节[5]. 在大鼠, 
ATP可以通过P2Y受体引起远端结肠的舒张[6]. 
P2X2受体可以调节小鼠结肠平滑肌的收缩[5]. 总
之, 嘌呤受体在不同物种、不同胃肠道部位所

介导的平滑肌的反应不同, 或者兴奋或者抑制. 
作为胃肠道起搏细胞的ICC, 关于其起搏电

流的机制尚存在争议, 如以加拿大学者Huizinga
为代表的学者们认为ICC起搏电流的产生与钙

敏感氯电流有关[24], 而以Sanders为代表的美国

学者们认为ICC起搏电流与非选择阳离子电流

有关[25]. P2X受体是配体门控离子通道, 他的激

活可以打开非选择性离子通道[19,26], 作为P2X的

一员, 与其他受体不同的是, P2X7具有双功能, 他
既是离子通道, 又允许小分子有机离子通过[26], 
而且具有非选择性的特性, 对一价、二价阴阳

离子均可通过[27]. 近年来有研究表明P2X7受体

存在于神经元上且发挥着一定的功能[28-33], 另外

有关药理学研究证明他可以影响神经递质释放

和神经损伤, 调节突触后联系[34]. ICC虽是一种

特殊的间质细胞, 形态上同神经细胞很相似, 胞
体有锥形的、三角形的、多边形的, 有像神经

突触一样的突起, 突起之间又相互联系呈网状, 

■创新盘点
P2X7受体存在于
多种细胞组织中, 
但关于其是否存
在 于 I C C 国 内 外
鲜 有 报 道 ,  本 研
究证实他表达于
体外培养的ICC, 
且 高 糖 使 I C C 的
c - K i t 表 达 减 弱 , 
P2X7表达增强, 从
而为研究糖尿病
胃肠动力障碍提
供理论依据.

图  3  c-Kit及P2X7基因表达图. A: c-Kit; B: P2X7; 1: Marker; 

2: 对照组; 3: 高糖组; 4: 标本+水; 5: 对照组GAPDH; 6: 高糖

组GAPDH.
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在功能上也类似于神经细胞, 如他是胃肠运动

基本电节律的起搏器, 也参与其传导, 并对神经

肌肉传导起重要调节作用. 我们已经证实P2X7

在ICC上有表达, 那么他有可能参与了ICC功能

的调节. 
另外本研究RT-PCR结果提示高糖增加了

P2X7受体的表达. 有研究观察到, 在链脲菌素所

致DM大鼠胃上给予透壁性神经刺激时, 平滑肌

的电记录显示其抑制性神经肌肉接头电位的振

幅减小, 且不产生兴奋性接头电位. 由ATP引起

的超极化在链脲菌素所致DM大鼠和非控制的

盲肠环行肌组是相似的, 只是在DM组织上抑制

性接头点位的超极化频率相对慢些. 虽然来自

胃底的ATP引起的胃底纵行肌舒张在DM组和正

常组之间并没有明显的不同, 但是刺激引起的

ATP释放增加了3倍. 在胃底, 对ATP受体使用α, 
β亚甲基-ATP酶进行脱敏, 可以使得他对ATP和
电刺激引起的舒张反应减弱, 这说明ATP在大鼠

胃底的NANC神经传递中发挥一定的作用, 而这

一减弱现象在DM鼠上更为明显. 这些资料表明

在DM大鼠上嘌呤受体元件可能是增加的[35]. 这
与我们的结果也是相似的. 

总之, 高糖损伤了ICC细胞形态与功能, 同
时使P2X7受体的表达增强, 这可能在DM胃肠动

力障碍的发生发挥了一定的作用. 
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