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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
postsynaptic density-95 (PSD95) and synapsin 
I in the gastric antrum of rats with diabetic 
gastroparesis and to explore the plasticity of the 
enteric nervous system (ENS).

METHODS: Forty-seven Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into two groups: diabet-
ic group (n = 32) and control group (n = 15). Dia-
betes was induced by intraperitoneal injection of 
streptozotocin. The mRNA and protein expres-
sion of PSD95, synapsin-I and P-Synapsin-I in 
the gastric antrum of rats at weeks 2, 4, 8 and 
12 wk after diabetes induction was detected by 
real-time PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: In the diabetic group, the mRNA 

and protein expression levels of PSD95 and syn-
apsin-I at all time points after week 4 were sig-
nificantly lower than those in the control group 
(mRNA: t = 2.92, 3.15, 4.21; t = 3.01, 3.74, 4.53; 
Protein: t = 2.87, 2.95, 3.37; t = 2.97, 3.11, 3.23, all 
P < 0.01). As the disease progressed, the mRNA 
and protein expression levels of PSD95 and 
synapsin-I decreased gradually (both P < 0.05). 
No significant differences were detected in the 
mRNA and protein expression levels of PSD95 
and synapsin-I among different time points in 
the control group (all P > 0.05).

CONCLUSION: The expression of PSD95 and 
synapsin-I decreases with the progression of dia-
betes, which may contribute to the development 
of diabetic gastroparesis.
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摘要
目的: 研究在糖尿病进程中突触后致密蛋白
95(PSD95), 突触蛋白-Ⅰ(Synapsin-Ⅰ)及其磷
酸化状态P-Synapsin-Ⅰ在胃窦的表达变化和
作用, 探讨肠神经系统(ENS)的可塑性. 

方法:  将S D♂大鼠随机分为糖尿病组(n  = 
32)和对照组(n  = 15). 应用Real-time PCR、
Weste rn b lo t方法检测胃窦组织中PSD95, 
Synapsin-Ⅰ, P-Synapsin-Ⅰ在糖尿病进程2, 4, 
8, 12 wk时表达的变化. 

结果: 从4 w k开始糖尿病大鼠组的P S D95, 
Synapsin-Ⅰ mRNA表达相比同期对照组显著
下降(t  = 2.92, 3.15, 4.21; t  = 3.01, 3.74, 4.53, 均
P <0.01); 且随着病程进展逐渐降低(P <0.05). 
从 4  w k 开 始 糖 尿 病 大 鼠 组 的 P S D 9 5 和
P-Synapsin-Ⅰ蛋白表达比同期对照组均显著
下降(t  = 2.87, 2.95, 3.37; t  = 2.97, 3.11, 3.23, 均
P <0.01); 且随着病程进展逐渐降低(P <0.05).
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■背景资料
糖 尿 病 胃 轻 瘫
(DGP)严重影响
糖尿病患者生活
质量, 常依赖于促
胃肠动力药的使
用, 但是长期使用
会失效, 临床上欠
缺良好的治疗办
法. DGP主要发病
机制是由于代谢
原因导致肠神经
系统发生神经突
触病变, 引起胃排
空障碍, 故研究糖
尿病模型病程中
肠神经系统的突
触可塑性, 探讨突
触重塑的可能, 从
而为治疗DGP提
供可行办法.

■同行评议者
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院生化系



结论: 在糖尿病的进程中, 胃窦PSD95, Synapsin-
Ⅰ和P-Synapsin-Ⅰ的表达降低可能与糖尿病胃
轻瘫的发生有关, 为胃轻瘫的治疗提供了新的
前景.
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0  引言

糖尿病已成为一种常见病, 其发病率呈上升趋

势, 而糖尿病胃轻瘫(diabetic gastroparesis, DGP)[1]

的发生严重影响了广大糖尿病患者的生活质量. 
DGP是由于胃肠运动功能障碍所致胃排空受损, 
其发病涉及到多方面, 其中胃肠道肠神经系统

(enteric nervous system, ENS)病变[2,3], 其突触传递

功能严重减退在DGP胃肠功能障碍中起着关键

作用. 本课题对于ENS突触的研究选取了两种与

突触可塑性紧密相关的突触相关蛋白. 一种为突

触后致密蛋白95(postsynaptic density protein 95, 
PSD95), 是突触后致密区内含量最多的蛋白之

一, 影响着突触结构和功能的重塑[4,5]. 另一种突

触蛋白Ⅰ(Synapsin-Ⅰ)是突触蛋白中的主要蛋白

之一, 通过磷酸化(P-Synapsin-Ⅰ)和非磷酸化作

用来调节神经递质的释放, 并对神经元的发育和

再生起着重要的作用[6]. 本文通过研究糖尿病病

程中胃窦组织中PSD95和Synapsin-Ⅰ及其磷酸

化状态P-Synapsin-Ⅰ的表达变化和作用, 来探讨

糖尿病病程中ENS突触的可塑性, 从而寻求治疗

DGP神经病变的可行办法.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠47只, 体质量200-250 g, SPF
级, 购自华中科技大学同济医学院动物中心; 链
脲佐菌素(STZ)购自美国Alexis公司; 鼠尾血糖

用美国强生的One Touch Ultratm测量; 兔PSD95
抗体(PSD95, AB9708)购自Chemicon公司; 兔
P-Synapsin-Ⅰ抗体(P-Synapsin-Ⅰ, ab47767-100)
购自A b c a m公司; 小鼠β-a c t i n抗体购自武汉

博士德公司; 羊抗兔二抗, 羊抗小鼠二抗购自

Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组及模型建立: 随机分为糖尿病组

(n  = 32)和对照组(n  = 15). 糖尿病组禁食12 h后, 
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按55 mg/kg的剂量腹腔注射1% STZ诱导1型糖

尿病(DM), 制备的模型具有糖尿病典型三多一

少症状, 可用于糖尿病慢性并发症的研究[7]. 3 d
后若连续2次鼠尾非禁食血糖值>13.87 mmol/L, 
可视为糖尿病(DM)模型建立成功[8]. Song等研

究认为糖尿病造模4, 8, 12 wk组大鼠可作为DGP
模型进行研究[9]. 随后继续监测血糖, 在造模后

第2、4、8及12周分别颈椎脱臼处死糖尿病组

大鼠8只, 留取大鼠胃窦标本. 对照组大鼠给予

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液1.5 mL腹腔注射, 分别

与同期糖尿病大鼠一起处死, 每期各3只, 留取

标本.
1.2.2 PSD95和Synapsin-Ⅰ mRNA转录水平检测: 
采用Real-time PCR技术进行检测. (1)从GenBank
中查出大鼠PSD95, Synapsin-Ⅰ, GAPDH的

mRNA全长序列, 应用引物设计软件Primer5.0, 
Blast设计相对应的专一性引物, 由Invitrogen公
司合成. PSD95上游引物: 5'-CAAAGACCGTGC
CAACGAT-3', 下游引物: 5'-GGGACACAGGAT 
CCAAACTTGT-3', Synapsin-Ⅰ上游引物: 5'-TT
CAGCATGGCACGTAATGG-3', 下游引物5'-CC
AGCATACTGCAGCCCAAT-3'. 以GAPDH为内

参, 上游引物: 5'-CCACATCGCTCAGACACCAT
-3', 下游引物: 5'-GACCAGGCGCCCAAT-3'. (2)
总RNA提取: 每100 mg胃组织标本中加入500 µL 
TRIzolTM(Invitrogen, USA)匀浆; 匀浆液4 ℃、

12 000 g离心10 min; 取上清, 加200 µL氯仿, 混
匀后室温静置10 min, 12 000 g离心10 min; 取上

清, 加500 µL异丙醇, 混匀后-20 ℃静置30 min, 
12 000 g离心10 min; 弃上清, 加750 mL/L乙醇1 
mL混匀洗涤后, 8 000 g离心10 min; 弃上清、干

燥后提取出组织总RNA. (3)逆转录聚合酶链式

反应(RT-PCR): 先在EP管中加入DEPC水5.5 µL, 
DEPC水溶解的RNA 6 µL, 50 mg/L的Oligo(dT)1 
µL, 置入PCR仪(PTC-150 MiniCyclerTM, MJ 
Research, USA)70 ℃反应5min后, 取出置冰浴中

再加入20 U/µL RNsin 0.5 µL, 10 mmol/L的dNTP 
2 µL, 5×逆转录缓冲液4 µL, 200 U/mL逆转录

酶1 µL, 再次置入PCR仪, 37 ℃ 60 min、95 ℃ 5 
min后合成cDNA, 置于-20 ℃保存. (4)荧光定量

PCR反应在Step One Real-time PCR system(AB 
Applied Biosystems)中进行, 反应体系中20 µL
包括Fast SYBR Green PCR Master Mix(Applied 
Biosystems)10 µL, cDNA 2 µL, 相应的10 pmol/L
的上、下游引物(Invi t rogen, USA)各3 µL及
ddH2O 2 µL. 反应条件: 95 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 
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■研发前沿
目 前 研 究 表 明 , 
PSD95是突触敏
感的结构和形态
学 指 标 ,  其 形 态
结构具有很大的
可 塑 性 或 易 变
性 .  在 中 枢 神 经
系统疾病的预后
转归中 ,  P S D 9 5
通过影响突触结
构和功能的重塑
而发挥重要的作
用. Synapsin-Ⅰ是
与突触囊泡相关
的特异性磷酸蛋
白, 其磷酸化水平
可以间接反映突
触的神经递质传
递 功 能 ,  在 脑 神
经和糖尿病某些
并发症的研究中, 
Synapsin-Ⅰ的重
要性获得了关肯
定. 两种蛋白与肠
神经系统突触可
塑性的关系还有
待深入探讨.

■创新盘点
目前关于突触可
塑性研究多局限
于中枢神经系统, 
而本文选取了相
应的指标PSD95
和S y n a p s i n -Ⅰ , 
运用定量的方法
取代形态学观察
研 究 ,  更 客 观 地
从功能和形态方
面探讨了肠神经
系统的神经突触
可塑性.
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60 ℃ 1 min, 40个循环. (5)结果分析: 在控制一定

的试验条件[10], 保证扩增效率一致的条件下, 记
录系统所得CT值, 分别以糖尿病造模前大鼠各

指标mRNA表达为参照[11,12], 设定其-ΔΔCT值为

0, 从而计算出各组PSD95和Synapsin-Ⅰ mRNA
相对表达量2-ΔΔCT.
1.2.3 PSD95和P-Synapsin-Ⅰ蛋白表达检测: 胃
组织Western blot实验步骤: (1)每100 mg胃组织

标本中加入392 µL单去污裂解液、4 µL PMSF, 
4 µL Aprotin及4 µL复合磷酸酶抑制剂进行匀浆, 
4 ℃、12 000 g离心10 min后, 分光光度计检测上

清中蛋白浓度. (2)上清加入上样缓冲液后99 ℃ 
10 min变性, 置于-70 ℃保存. (3)制作10% SDS-
PAGE, 按100 µg/孔蛋白加样, 100 V电泳2.5 h分
离蛋白后, 200 mA 60-70 min将分离的蛋白转印

至硝酸纤维素膜(NC膜)上. (4)NC膜用含0.1% 
Tween 20的TBS液溶解的5% BSA室温封闭1 h, 
分别加入兔PSD95(1∶300) 抗体和兔P-Synapsin
抗体(1∶200)4 ℃孵育过夜, 以小鼠β-actin抗体

(1∶400)作为内参. (5)用含0.1% Tween 20的TBS
溶液洗膜10 min×3次, 加入相应二抗室温孵育

1 h. (6)洗膜10 min×3次, ECL(PIERCE, USA)显
色、曝光. Qunantity-One图像分析软件分析条带

A值, 目的蛋白A值/Actin A值为该蛋白的相对表

达强度.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS13.0软件进行方差齐性检验和单因素方差

分析(ANOVA)比较各组间差异. 以P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 PSD95和Synapsin-Ⅰ mRNA的表达 糖尿病

病程中对照组各期大鼠的PSD95和Synapsin-
Ⅰ mRNA表达无显著变化. 糖尿病组中2 wk组
PSD95 mRNA表达与造模前正常大鼠无明显差

异, 从4 wk组开始糖尿病组大鼠PSD95 mRNA
表达均较同期对照组大鼠显著下降(P <0.01, t  = 
2.92, 3.15, 4.21), 且随着病程进展, 表达呈明显

下降趋势(P <0.05, F  = 2.79)(图1A). 同样, 2 wk组
大鼠Synapsin-Ⅰ mRNA与造模前没有明显差异, 
从4 wk组开始糖尿病大鼠Synapsin-Ⅰ mRNA表

达逐渐下降(P <0.05, F  = 3.13), 与同期对照组大

鼠相比糖尿病大鼠Synapsin-Ⅰ mRNA表达显著

减少(P <0.01, t  = 3.01, 3.74, 4.53)(图1B).
2.2 PSD95和P-Synapsin-Ⅰ的蛋白表达 糖尿病组

中2 wk组PSD95蛋白表达均与造模前正常大鼠

无明显差异, 从4 wk组开始糖尿病组大鼠PSD95
蛋白表达相比同期对照组大鼠显著减少(P <0.01, 
t  = 2.87, 2.95, 3.37), 且随着病程进展, 表达呈明

显下降趋势(P<0.05, F  = 3.41)(图2A). 同样, 2 wk
组大鼠P-Synapsin-Ⅰ蛋白表达与造模前没有明

显差异, 从4 wk组开始糖尿病大鼠P-Synapsin-Ⅰ
蛋白表达逐渐下降(P <0.05, F  = 3.27), 与同期对

照组大鼠相比糖尿病大鼠P-Synapsin-Ⅰ蛋白表

达显著减少(F <0.01, t  = 2.97, 3.11, 3.23)(图2B). 
糖尿病病程中对照组之间, 各期大鼠的PSD95和
P-Synapsin-Ⅰ蛋白表达无显著变化.

3  讨论

相关研究显示, 1型糖尿病超过50%而2型糖尿

病约30%的患者存在胃排空障碍[13,14], 但是目前

DGP的治疗方法并不理想, 有待于进一步深入

研究. 考虑到糖尿病胃排空障碍的主要发病机

制之一是ENS发生病变[2], 神经细胞之间, 神经

细胞与平滑肌细胞间神经递质及电信号传递障

碍造成的胃肠动力紊乱. 既往的研究[15]认为脑神

经和外周神经具有神经突触可塑性, 即突触[16]在

一定条件下调整功能, 改变形态和增减数目的

能力, 在结构和功能上有自身修复的能力. 那么

ENS突触是否同样具有可塑性? 需要我们进一步

研究, 探索ENS突触形态功能的可塑性, 探讨糖

尿病DGP和ENS突触可塑性的关系, 进而寻求致

ENS突触重塑的治疗方法.

图  1  实时荧光半定量PCR方法分析糖尿病进程中胃窦
PSD95和Synapsin-ⅠmRNA表达. A: PSD95 mRNA; B: 

Synapsin-Ⅰ mRNA. bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  糖尿病模

型大鼠其他组.
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■应用要点
本研究提示DGP
胃排空障碍与肠
神经系统突触功
能 障 碍 相 关 ,  肯
定了两种突触相
关蛋白PSD95和
P-Synapsin-Ⅰ在
DGP病理机制中
的 重 要 性 ,  为 今
后的治疗研究提
供 了 观 察 指 标 , 
从而进一步探讨
ENS的突触重塑
可能性.
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在既往对糖尿病DGP造模的研究中, 腹腔

注射1% STZ破坏胰腺β细胞诱1型糖尿病的造模

方法已被广泛认可, 制备的模型具有糖尿病典

型三多一少症状, 且具有稳定不可逆性, 适合用

于糖尿病慢性并发症的研究. Ordög等的研究认

为糖尿病大鼠饲养过程中, 具备下列两种情况

之一者视为糖尿病DGP模型: (1)大鼠大便量和

性状与对照组有持续性的明显差别; (2)胃肠推

进指标检测和正常对照组有显著差异[17,18]. Song
等研究认为糖尿病小鼠病程4-5 wk后胃排空显

著延迟, 故糖尿病大鼠造模4, 8, 12 wk组可视为

DGP模型组[9]. 刘劲松等[8]研究也证实, STZ给药

6 wk后糖尿病大鼠肌间神经丛基本无nNOS染色

阳性神经, 已经存在神经病变, 可作为DGP模型

进行研究. 因此, 本研究采取STZ造模的方法作

为DGP模型来研究ENS突触可塑性机制具有一

定的代表性. 又因为胃组织胃窦的肠神经从比

较丰富, 选取了糖尿病DGP大鼠胃窦组织进行

比较研究.

本课题选取了PSD95和Synapsin-Ⅰ两个在

突触可塑性研究方面具有重要意义的突触相

关蛋白进行研究. Synapsin-Ⅰ是与突触囊泡相

关的特异性磷酸蛋白, 主要是通过磷酸化和去

磷酸化作用调节神经递质的释放[19], 因此检测

Synapsin-Ⅰ的磷酸化水平可以间接反映突触的

神经递质传递功能. 既往的研究[20,21]多局限于

脑缺血再灌注, 长时程增强, 抑郁症等神经分化

的领域. 糖尿病其他并发症如糖尿病视网膜病

变、糖尿病脑病也有相关的研究, 其重要性获

得广泛肯定, 但是尚未见Synapsin-Ⅰ在糖尿病

DGP、ENS方面的相关报道. 本研究发现糖尿

病DGP大鼠胃窦组织中P-Synapsin-Ⅰ的表达量

下降, 且随着疾病进展逐渐减少. 提示了在糖尿

病进程中ENS突触发生了可塑性变化, 从而导致

了胃动力的减弱, 且Synapsin-Ⅰ在糖尿病DGP 
ENS病变发生过程中起着重要的作用, ENS突触

结构和功能的减退与Synapsin-Ⅰ的表达减少密

切相关.
PSD是神经细胞质膜下的细胞骨架网, Ziff

等研究报道其位于神经递质引发的突触区离子

流及第二信使级联反应的关口途径, 介导着突

触后信号分子, 调节分子和靶分子之间的相互

作用[22]. PSD形态结构[23]具有很大的可塑性或易

变性, 在突触后的结构发育及功能活动依赖性

的可塑性中都有重要意义. 其中PSD95作为重要

的骨架蛋白是突触敏感的结构和形态学指标[24]. 
电镜免疫组织化学技术显示PSD-95紧靠突触后

膜, 离突触后膜平均距离仅12 mm, 因此更易于

与突触后膜各种蛋白分子相互作用, 起着影响

神经递质传递的关键作用[25]. 既往的研究报道,
在创伤性脑损伤[26], 老年痴呆等疾病的预后转

归中, PSD95通过影响突触结构和功能的重塑发

挥着重要的作用[4]. 本研究显示了PSD95在糖尿

病DGP大鼠胃窦组织的表达量减少, 提示其不

仅主导着中枢神经系统中突触功能的维持, 而
且在外周神经系统, ENS突触病变所致胃肠功能

减弱中同样发挥着重要作用.
本研究还显示糖尿病大鼠早期2 w k组时

Synapsin-Ⅰ和PSD95表达上与正常大鼠没有明

显区别, 从第4周开始无论是基因表达还是蛋白

表达均显著降低, 并随着病程进展有明显下降

趋势. 这与本课题组之前在形态学电镜方面的

研究报道, 糖尿病大鼠第4周开始, 胃内ENS出现

明显形态学改变相一致.
杨小军等[27]曾研究报道, 慢性感染大鼠模

图  2  Western blot方法分析糖尿病进程中胃窦PSD95和
P-Synapsin蛋白表达. A: PSD蛋白; B: P-Synapsin-Ⅰ蛋白. 
bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  糖尿病模型大鼠其他组.
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■名词解释
突触可塑性: 神经
系统内进行信息
传递的结构基础-
突触在其结构以
及功能方面的可
变性被称为突触
可塑性. 突触可塑
性与神经系统的
发育、损伤后的
修复以及学习记
忆等重要脑功能
的完成密切相关. 
在各种生理和病
理因素作用下, 突
触的结构、数量
和功能可发生变
化从而影响信号
强度.
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型中, 突触可塑性变化与肠道的内脏高敏感性, 
肠道动力增强有关. 而本研究也发现Synapsin-
Ⅰ和PSD95在糖尿病DGP大鼠胃窦组织中的表

达量减少, 在糖尿病的发病机制中起着重要的

作用, 糖尿病DGP与ENS突触可塑性变化密切

相关. 由此推测ENS也具有突触功能形态可塑

性. 然而这种可塑性改变是否能作为治疗靶点, 
从中期待通过某些治疗方法促进胃窦组织中

Synapsin-Ⅰ和PSD95恢复表达, ENS突触的形态

和功能能得到相应改善, 实现对ENS突触的重塑

还需进一步研究. 寻找能上调ENS中Synapsin-Ⅰ
和PSD95表达的药物[28]或者其他治疗方法, 如胃

电刺激[29,30], 电针治疗[31,32]等, 将成为糖尿病DGP
治疗的前景.
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