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Ucn3及其受体CRFR2在肠易激综合征大鼠模型肠神经系
统中的表达

刘兆霞, 季万胜, 刘晓丽, 王 琳, 韩慧蓉, 房春燕, 赵廷坤, 徐继马, 张广学, 曲梅花

®

■背景资料
随着人类对自身
疾病谱变化的认
识, 功能性胃肠病
日渐受到重视, 其
中肠易激综合征
(IBS)作为功能性
肠病的典型代表, 
尤其受到关注. 目
前IBS的发病原因
和机制不明. 

Abstract
AIM: To examine the expression of Urocotin3 
(Ucn3) and its receptor corticotrophin-releasing 
factor receptor 2 (CRFR2) in the colon of rats 
with irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: Thirty-six Wistar rats were ran-
domly divided into four groups: normal control 
group (N), acute stress group (A), chronic stress 
group (C), and acute-chronic stress group (AC). 
The animal models were assessed by counting 
fecal pellets, open-field behavior scoring and 
fluid consumption testing. On day 28 after in-
duction of IBS, the animals were killed to take 
colon tissue for detecting the expression of Ucn3 
and CRFR2 by real-time PCR and for dissecting 
the myenteric plexus and submucosal plexus for 
immunoflurescence. 

RESULTS: Both Ucn3 and CRFR2 were ex-
pressed in the myenteric and submucosal plexus 
in the colon of rats with IBS. The expression 
level of Ucn3 was higher in each stress group 
than in the control group (N: 1.108 ± 0.293; A: 
3.594 ± 1.839; C: 1.852 ± 0.674; AC: 3.989 ± 1.591; 
all P < 0.05). The expression of Ucn3 in the acute 
stress and acute-chronic groups was higher than 
that in the chronic stress group (P < 0.017, 0.002). 
CRFR2 expression was also increased in all the 
three stress groups compared to the control 
group (A: 2.119 ± 0.468; C: 1.568 ± 0.507; AC: 2.392 
± 0.840; all P < 0.05). CRFR2 expression showed 
no significant differences among the three stress 
groups.

CONCLUSION: The expression of both Ucn3 
and CRFR2 increases in the colon of IBS rats, 
and they may play an important role in the en-
teric neural system in rats with IBS.

Key Words: Urocotin3; Corticotrophin-releasing fac-
tor receptor 2; Stress; Irritable bowel syndrome
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■研发前沿
研究表明, 中枢神
经和肠神经丛与
I B S 发 病 密 切 相
关 ,  脑-肠轴上有
多种机制单独或
共同作用. Uroco-
t i n 3 及其受体是
CRF家族的重要
成员, 在IBS患者
肠道神经的功能
和分布尚不清楚.

irritable bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(13): 1094-1099

摘要
目的: 探讨尿皮质素3(Urocotin3, Ucn3)及其受
体促肾上腺皮质释放因子受体2(corticotrophin 
releasing factor receptor 2, CRFR2)在肠易激综
合征中的表达. 

方法: 将36只180-220 g的Wistar大鼠随机分为
对照组(N)、急性应激组(A, 急性束缚1 h)、
慢性应激组(C, 28 d不可预知轻度应激)、急
慢性联合应激组(AC, 在慢性应激基础上给予
急性束缚)4组建模. 采用排便粒数、敞箱行
为评分和蔗糖水偏嗜度评价动物模型. 建成
后留取大鼠结肠组织, 采用Real-time PCR方
法检测各组大鼠结肠中Ucn3及其受体CRFR2
表达水平的变化. 

结果: Ucn3在各组大鼠结肠中的表达: N组 
1.108±0.293, A组 3.594±1.839, C组 1.852±
0.674, AC组 3.989±1.591, 各应激组Ucn3的表
达均高于对照组(P <0.05), 各应激组间A组 vs  
C组(P <0.017), C组 vs  AC组(P <0.002), 表达有
统计学差异. CRFR2在各组大鼠结肠中的表
达: N组 1.042±0.217, A组 2.119±0.468, C组 
1.568±0.507, AC组 2.392±0.840, 各应激组
CRFR2的表达均高于对照组(P <0.05). 各应激
组之间没有统计学差异. 

结论: 慢性应激、慢急性联合应激建立肠易
激综合征大鼠模型重复性好. Ucn3及其受体
CRFR2在肠易激综合征中表达升高, 且Ucn3 
在急性应激后升高比慢性应激后更明显. 

关键词: 尿皮质激素3; 促肾上腺皮质激素释放因子

受体2; 应激; 肠易激综合征
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0  引言

尿皮质素3(Urocotin3, Ucn3)是CRF家族的一个

成员, 由Lewis等[1]于2001年从小鼠和人cDNA
文库中克隆出来的1个新基因, 对促肾上腺皮质

释放因子受体2(corticotrophin-releasing factor 
receptor, CRFR2)具有高亲和性, 因而被认为是

CRFR2的内源配体[2,3]. Ohata等[4]给自由活动的

♂Wistar大鼠脑室内注射Ucn3后, 大鼠的自发性

活动明显减少, 固定在一个姿势的时间延长, 表
明Ucn3有抗焦虑作用. 并且, 注射Ucn3后大鼠

在熟悉的环境中活动明显被抑制, 说明Ucn3有
很强的镇静效应. Hsu等[5]应用PCR分析的方法

观察到SCP即Ucn3在大多数组织中都有分布, 
结肠、小肠、骨骼肌、胃、甲状腺、肾上腺、

胰、脾、心都有较高水平的表达, 但其在肠易

激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)患者肠

道的表达是否有改变还不清楚. CRFR2从组织分

布上来看, CRFR2广泛分布于中枢和外周组织. 
在中枢, CRFR2可见于大脑皮质、下丘脑到脑

干的各级水平. 在外周, 分布于心肌细胞、胃肠

道、肺、卵巢以及骨骼肌. 且有研究发现CRFR2
的激活可缓解结肠扩张诱导的内脏感觉[6]. 但有

关CRFR2在大鼠结肠定量、定性、定位研究的

报道尚未见. 本研究具体检测Ucn3、CRFR2在
结肠的表达, 探讨其表达变化与IBS发病机制的

联系, 为进一步阐明Ucn3、CRFR2在IBS发生中

的作用提供新的证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠,♂, 体质量160-180 g. 由山

东鲁抗医药股份有限公司质检中心试验动物

室提供[SLXK鲁20080002]. 荧光定量real-time 
PCR试剂盒、总RNA提取试剂盒、cDNA逆转

录合成试剂盒、DEPC、DNA Marker、EDTA均

购自上海生工生物工程技术服务有限公司; 所
用引物由大连宝生物公司设计合成; 美国PE公
司5700型定量基因分析仪; 英国SYNGENE公司

GENE GENIUS数码凝胶成像仪. 
1.2 方法

1.2.1 肠易激动物模型的建立: 实验动物按体质

量排序后依据数字表法随机分为4组: 对照组、

急性应激组、慢性应激组和联合应激组. 前4周, 
急性应激组、对照组大鼠单笼常规饲养. 慢性

应激组、联合应激组大鼠单只孤养, 并参照文

献[7]施加以慢性不可预见性的刺激. 第5周不予

任何刺激, 第35天急性应激组、联合应激组给

予急性束缚应激[8]. 
1.2.2 肠道敏感性评估: (1)排便测定: 动物置于代

谢笼中, 测定各组大鼠2 h内排便粒数; (2)敞箱实

验(open-field test): 本实验方法见文献[9,10]; (3)
糖水消耗实验: 本实验方法见文献[11]. 
1.2.3 免疫荧光检测Ucn3的表达: (1)取材: 将大

鼠麻醉处死. 剖腹手术分离远端结肠, 取距肛



www.wjgnet.com

1096               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年5月8日   第20卷   第13期

门约4 cm处结肠3 cm. 沿肠系膜处打开肠管, 置
于4 ℃含氧Kreb's溶液冲洗2遍, 至干净. 将肠管

的浆膜面向上, 固定于树脂托盘上, 沿横轴和

纵轴将其展开至面积最大, 置于固定液室温固

定至少24 h; (2)制备肠黏膜下神经丛(submucosal 
plexus, SMP)铺片标本: 将固定好的标本裁剪成

约1 cm×1 cm大小, 在体视镜下可见黏膜层呈细

颗粒状, 应用显微分离器械小心分离黏膜层. 然
后将标本翻转, 浆膜面向上固定, 依次去除纵行

肌和环形肌肌束, 即得到完整的SMP铺片标本; 
(3)制备肠肌间神经丛(myenteric plexus, MP)铺
片标本: 浆膜面向上固定于树脂托盘上, 镜下将

肠壁的纵行肌和环形肌一同从黏膜下层剥离下

来, 然后将分离开的肌肉层环形肌面向上将其

肌束剥离, 即可得到MP铺片标本, 显微镜下可

见MP神经节呈网格状; (4)Ucn3抗体免疫荧光检

测方法: 将制备好的铺片标本裁剪成约0.5 cm×

0.5 cm大小, 室温下PBS溶液中漂洗10 min×3. 
10%封闭血清中室温下孵育2 h. 加Ucn3一抗( 
1∶100), 室温过夜. 室温下PBS漂洗10 min×3. 
SMP与MP分别加FITC标记羊抗兔IgG二抗(1∶
1 000), 室温避光2 h. PBS漂洗10 min×3, 室温避

光. 将标本完全展开平铺于载玻片上, 甘油封片, 
加盖玻片. 荧光显微镜检查. 
1.2.4 定量real-time PCR检测基因表达差异: (1)
取材: 对大鼠进行评分后, 给予水合氯醛腹腔

注射麻醉处死. 剖腹手术分离远端结肠, 取距

肛门约4 cm处结肠l cm; (2)mRNA的提取: 按
照生工RNA提取试剂盒说明提取结肠总RNA. 
(3)cDNA的合成: 按照生工cDNA合成试剂盒逆

转录出cDNA; 取总RNA 1.5 µg, 0.5 µg Oligo(dT) 
12-18(0.5 g/L), 加入DEPC H2O至总体积10 µL, 混
匀后, 70 ℃, 5 min; 立刻冰浴后加入5 µL M-MLV 
5×Reaction Buffer, 2.5 µL dNTP(单个浓度为5 
mmol/L), 0.5 µL RNasin Inhibitor, 1 µL M-MLV, 
然后补充DEPC水至总体积25 µL, 轻轻混匀, 
37 ℃, 60 min, 70 ℃, 15 min; (4)PCR扩增: 引物

设计: 从GenBank中查出大鼠Ucn3、CRFR2的
mRNA序列, 由大连宝生物公司设计合成引物如

下: GAPDH上游引物: GGCACAGTCAAGGCT-
GAGAATG, 下游引物: ATGGTGGTGAAGAC-
GCCAGTA. 扩增产物143 bp; Ucn3上游引物: 
TCCCACAAGTTCTACAACGCAGGA, 下游

引物: TGGGCAGGTAGCCAAAGTTCTTCT, 
扩增产物124 bp; CRFR2上游引物: TGGTG-
CATACCCTGCCCTATCATT, 下游引物: ACTA-

AGTCACCAGGTTCCTTGCCA, 扩增产物98 bp. 
取2 µL cDNA为模板进行PCR扩展, 加入扩增反

应体系中, 设3个复孔, PCR反应体系(25 µL)如
下: 12.5 µL MIX, 6.5 µL ddH2O, 上下游引物各

2 µL, 2 µL cDNA模板. GAPDH反应条件: 50 ℃  
2 min, 预变性95 ℃ 5 min; 变性94 ℃ 5 s, 退火

59 ℃ 30 s, 延伸72 ℃ 30 s, 共40个循环; 终末延

伸72 ℃ 7 min. CRFR2、Ucn3反应条件: 50 ℃  
2 min, 预变性95 ℃ 5 min; 变性94 ℃ 5 s, 退火

57 ℃ 30 s, 延伸72 ℃ 30 s, 共40个循环; 终末延伸

72 ℃ 7 min. PCR产物通过含gold view的琼脂糖

凝胶电泳, 应用GENE GENIUS数码凝胶成像分

析系统扫描分析, 通过软件分析吸光度(A)值. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS13.0软件进行统计学分析, 经方差齐性检验

后, 进行单因素方差分析, 以P <0.05为有统计学

显著差异. 

2  结果

2.1 肠应激动物模型的建立及鉴定 给予应激刺

激后, 模型组大鼠排便数量明显增加, 其中应激

后7、14、21 d时, 慢性应激组和联合应激组与

对照组比较差异明显(P <0.05). 在应激28 d时, 急
性应激组、联合应激组动物排便显著多于对照

组, 统计学差异明显; 慢性应激组仍多于对照组, 
但统计学差异不明显. 

给予应激刺激后的早期(9 d和18 d), 模型组

动物敞箱行为评分(包括水平运动得分和垂直运

动得分)比对照组略有降低, 但二者没有统计学

差异. 至应激27 d时, 模型组动物敞箱行为评分

显著低于对照组(P <0.05). 至应激35 d时, 这种降

低的趋势仍然存在. 
给予大鼠应激刺激, 可导致其兴趣缺失, 表

现为模型组动物蔗糖水偏嗜度降低, 其中造模

28 d时, 慢性应激组、联合应激组与对照组相比

差异有统计学意义(P <0.05); 造模35 d时给予急

性应激后, 急性应激组、联合应激组与对照组

相比差异有显著性(P <0.001). 通过检测应激刺

激对大鼠排便的影响; 应激对大鼠敞箱行为评

分的影响以及应激对大鼠蔗糖水偏嗜度的影响, 
均说明肠应激大鼠动物模型建立成功.
2.2 Ucn3在结肠表达的定性检测 检测Ucn3在大

鼠结肠黏膜下神经丛和肌间神经丛神经细胞中

的表达, 结果显示Ucn3在黏膜下神经丛和肌间神

经丛均有表达(图中箭头所指), 图1.  
2.3 结肠组织中Ucn3、CRFR2的表达 提取RNA

■创新盘点
本研究旨在给予
Wistar大鼠急慢性
刺激建立IBS动物
模型, 检测Ucn3及
其受体CRFR2在
结肠肠道神经的
表达 .  研究表明 , 
Ucn3及其受体在
肠道神经有表达, 
且表达升高. 
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后, 1.2%琼脂糖凝胶电泳分离, 在紫外线照射下

清楚可见28S及18S的RNA带, 表明RNA无降解

及DNA污染. 核酸定量仪测定的A 260/A 280比值

大于1.8, 表明RNA纯度较高. Ucn3、CRFR2、
GAPDH的扩增曲线成单峰, 表明扩增的PCR产
物单一, 无特异性扩增产物. 显示Ucn3和CRFR2
片段扩增情况(图2A) ,  U c n3预期片段为124 
bp, CRFR2预期片段为98 bp. 分别显示Ucn3和
CRFR2扩增片段退火曲线(图2B, C), 结果显示

PCR产物为预期设计的Ucn3和CRFR2特异片段. 
2.4 Ucn3、CRFR2的Real-time PCR 与正常对

照组比较, 各应激组模型大鼠结肠中Ucn3以及

CRFR2的表达量均有升高(P <0.01). 
2.4.1  U c n3在各组大鼠结肠中的表达 :  与正

常对照组相比, 急性应激组Ucn3的表达升高至 
3.59±1.84倍, 慢性应激组Ucn3的表达升高至

1.85±0.67倍, 联合应激组Ucn3的表达升高至

3.99±1.59倍, 急性应激组和联合应急组动物结

肠Ucn3的表达明显高于慢性应急组(图3). 
2.4.2 CRFR2在各组大鼠结肠中的表达: 与正常

对照组相比, 急性应激组CRFR2的表达升高至

2.12±0.47倍, 慢性应激组CRFR2的表达升高至

1.575±0.51倍, 联合应激组CRFR2的表达升高

至2.39±0.84倍, 急性应激组和联合应急组动物

结肠Ucn3的表达明显高于慢性应急组. 各应激

组CRFR2的表达均高于对照组(P <0.05), 但各应

激组之间没有统计学差异(图4). 

3  讨论

应激行为是指动物在环境突然改变时, 表现出

的不良行为反应. 本研究通过给予wistar大鼠急

性应激、慢性应激、急慢性联合应激, 观察各

组大鼠的排便粒数、敞箱行为和蔗糖水偏嗜度

的改变, 发现慢性应激组和慢急性联合应激组

大鼠排便粒数减少; 行为动作减少, 敞箱实验评

分减低; 兴趣淡漠, 糖水偏嗜度降低, 从而成功

建立了IBS大鼠模型. 
过去 I B S一直被认为是肠动力异常的疾

病, 以后进一步的研究证实其具有内脏感觉异 
常[12,13], 结肠对刺激的敏感性增高, 微弱的刺激

在健康人不能引起明显的反应, 却可使IBS患者

肠道痉挛性收缩而引起腹痛和排便异常, 降低了

患者的生活质量[14]. 研究较多的是肠神经丛和中

枢神经在本病发病中的作用[15]. 肠神经丛遍布于

黏膜到浆膜的整个肠壁, 通过神经纤维和神经介

质与中枢神经系统相联系, 把感觉信息传达到大

脑, 使肠道的活动受中枢的调控. 
促肾上腺激素释放激素(corticotrophin re-

leasing factor, CRF)是一种重要的神经内分泌 
肽[16,17], 主要由下丘脑分泌, CRF肽家族包括CRF
配体(CRF、Ucn1、Ucn2、Ucn3等)以及CRF受
体(CRFR1、CRFR2), 该家族的主要功能是调动

机体各系统以应答应激刺激[18], 调节内脏活动和

情绪反应[19-21]. Ucn3是CRF家族的一个新成员, 广
泛分布在结肠、小肠、骨骼肌、胃、甲状腺、

肾上腺、胰、脾、心等组织[22]. 目前有关Ucn3在
应激反应中作用的结论不一, 其具体作用机制也

不详. Venihaki等[23,24]采用open-field模型和明暗

箱模型, 发现侧脑室注射Ucn3后, 大鼠在旷场模

型中的探究行为增多, 在明暗箱模型中进入亮室

的次数增加, 这均提示Ucn3发挥了抗焦虑的作 
用. Ohata等[25]发现在熟悉的环境中, 中枢给予

Ucn3甚至能够削弱CRF所导致的焦虑样行为. 目
前也有实验结果不支持Ucn3抗焦虑作用, Pelley-
mounter等[26,27]中枢给予小鼠Ucn3 30 min后, 进行

EPM的行为学评定, 未发现焦虑样行为有明显变

化. 本实验通过real-time PCR试验方法定量检测

到Ucn3在IBS大鼠的结肠中表达升高, 并通过免

疫荧光定位检测到Ucn3在黏膜神经丛和肌间神

经丛的表达. 并发现应激后大鼠结肠中Ucn3表达

均升高. 但是急性应激后结肠中Ucn3表达较慢性

应激后升高更明显, 两者间有统计学差异, 可能

图  1  Ucn3在结肠组织中的表达(×400). A: 在SMP的表达; 

B: 在MP的表达.

A

B

■应用要点
本研究表明Ucn3
及其受体在IBS的
表达较正常升高 , 
这为研究IBS的发
病机制提供了新的
证据以及对新型抗
焦虑药物的开发提
供理论依据.
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是由脑-肠互动[28-30]发挥作用引起. 
CRFR2因其mRNA剪接不同形成CRFR2α、

CRFR2β和CRFR2γ 3种亚型. 其中CRFR2α主要

分布在中枢[31], 而CRFR2β在外周如骨骼肌及心

肌等均有分布. Ucn3对CRFR2具有高亲和性, 因
而认为CRFR2是Ucn3的内源配体. 本实验发现

给予应激后大鼠结肠中CRFR2表达升高, 但其

表达与Ucn3并未形成相关关系. 总之, 通过本次

实验我们检测Ucn3及其受体CRFR2在应激后

wistar大鼠结肠中表达, 不仅发现了其在各种应

激中的表达差异, 还重点观察到了两因子在IBS
中的表达变化情况, 这为研究IBS的发病机制提

供了新的证据, 并对新型抗焦虑药物的开发提

供理论依据. 
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■同行评价
本文采用RT-PCR
方法探讨Ucn3及
其受体CRFR2在
IBS大鼠结肠中的
表达, 实验设计较
合理, 并具有一定
的理论价值和实
际意义.
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