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Abstract
AIM: To investigate the expression of 5-hydroxy-
tryptamine 3 (5-HT3) receptor in the gastrointes-
tinal of rats with slow transit constipation (STC), 
and to explore its role in the pathogenesis of 
STC. 

METHODS: Twenty-four healthy Wistar rats 
were divided into either an experimental group 
or a control group. The experimental group was 
daily administered with diphenoxylate (8 mg/
kg) for 90 days to induce STC, while the control 
group was fed equal volume of normal saline. 
The number and weight of fecal granules and 
the body weight of rats were recorded every 5 
days. An activated charcoal suspension pushing 
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慢传输型便秘大鼠胃肠黏膜5-羟色胺3受体的表达

索静宇, 徐 华, 毕淑英, 张 旭, 郑 倩

®

■背景资料
目 前 ,  慢 传 输 型
便秘(s low tran-
sit constipation, 
STC)已成为儿童
慢性便秘的常见
类型, 严重地影响
了儿童的身心健
康, 但目前临床治
疗尚不能取得满
意的疗效 .  因此 , 
深入研究STC的
病理生理机制已
成为当前的主要
问题. 

test was performed one week after the adminis-
tration of diphenoxylate to assess whether STC 
was successfully induced. RT-PCR was used to 
detect the expression of 5-HT3 receptor in the 
stomach, small intestine and colon of rats.

RESULTS: By comparing the number of fecal 
granule, the mean weight of each fecal granule 
and the discharge time of the first granule of 
black feces between the experimental group and 
control group, we could judge that STC was suc-
cessfully induced. 5-HT3 receptor could be spe-
cifically amplified by RT-PCR. The expression of 
5-HT3 receptor in the stomach, small intestine 
and colon was significantly lower in rats with 
STC than in control rats (all P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of 5-HT3 recep-
tor is decreased in the stomach, small intestine 
and colon of rats with STC, which may contrib-
ute to the pathogenesis of STC.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 研究5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 
5-H T)3受体在慢传输型便秘(s l o w t r a n s i t 
constipation, STC)大鼠胃肠黏膜的表达, 探讨
其在慢传输型便秘中的发病机制. 

方法: 将24只健康Wistar大鼠随机分为实验组
及对照组, 实验组予以复方苯乙哌啶混悬液
[8 mg/(kg·d)]灌胃建立慢传输便秘模型, 对照
组予以等剂量的生理盐水灌胃. 每5 d记录1次
大便粒数、大便干质量及大鼠体质量. 饲养
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■研发前沿
目前对于STC的
研究已发现与多
种 因 素 有 关 ,  如
胃 肠 道 激 素 、
Cajal细胞、c-kit
基因等. STC与胃
肠神经递质的关
系已受到广泛的
关注 ,  5-HT信号
系统通过与特异
性 受 体 结 合 ,  参
与胃肠道运动、
分泌和内脏感知
调节.

90 d后停药1 wk, 判断模型是否成功. 采用实
时荧光聚合酶链反应法(Real-time PCR, RT-
PCR)检测5-HT3受体在慢传输型便秘模型大
鼠胃、小肠及结肠的表达. 

结果: 通过比较实验组及对照组的日均粪便
粒数、平均每粒粪便质量及首粒黑便排出
时间可判断造模成功. RT-PCR能特异性扩增
5-HT3受体, 5-HT3受体在慢传输型便秘大鼠
胃、小肠、结肠组织中的表达均低于正常
对照组(0.744±0.065, P <0.05; 0.294±0.044, 
P <0.001; 0.16±0.027, P <0.001). 

结论: 慢传输型便秘大鼠胃肠黏膜存在5-HT3
受体表达下调, 其可能与STC发病机制有关. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 本研究通过人工喂养后的大鼠成功建

立慢传输型便秘模型, 针对与结肠传输功能有

关的神经递质与受体进行研究, 通过RT-PCR方

法发现5-HT3受体在慢传输型便秘(slow transit 
constipation, STC)大鼠胃肠黏膜中表达下调, 提
示STC大鼠胃肠道中5-HT3受体的减少可能为慢

传输型便秘的重要病理生理机制. 
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0  引言

慢性便秘是小儿消化系疾病中的常见症状, 发
生率约3%-5%[1,2]根据文献报道[3], 小儿便秘可

分为: 慢传输型、出口梗阻型、混合型及结肠

传输时间正常型4种类型. 结合儿童结肠的发育

特点, 以慢传输型便秘(slow transit constipation, 
STC)最为多见. STC由多种因素引起, 是指结肠

运动功能低下导致粪便传输减慢所引起的便秘, 
表现为排便次数减少、便意减弱、甚至消失并

伴有腹胀[4,5]. 目前其发病机制尚不明确, 其与胃

肠神经递质的关系已受到了广泛的关注. 5-羟
色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)是肠神经系统

的重要介质[6,7], 研究表明5-HT及其受体与胃肠

道疾病密切相关. 其中, 5-HT3受体被认为是调

节胃肠道动力的重要因子. 以往对于5-HT3R与
STC关系的研究多以蛋白表达为主, 尚无基因层

面论证. 本文采用实时荧光PCR(Real-time PCR, 
RT-PCR)方法从基因水平探讨5-HT3R在STC大
鼠胃肠黏膜的表达, 从而为其病理生理机制提

供依据. 

1  材料和方法 

1.1 材料 清洁级健康♂8周龄Wistar大鼠24只, 
体质量120 g±10 g, 由中国人民解放军军事医

学科学院实验动物中心提供 ,  生产许可证号

SCXK-(军)2007-004, 随机分为实验组和对照组

(n  = 12). 所有大鼠均分笼饲养, 饲养于中国人

民解放军304医院动物实验室. 预饲养1 wk以适

应环境(室温20 ℃-22 ℃, 相对湿度50%-70%, 清
洁安静). 所有大鼠均以普通干饲料喂养(由北京

华阜康生物科技股份有限公司提供). 复方苯乙

哌啶(合肥久联制药有限公司), 生理盐水(湖南

康源制药有限公司), 活性炭(国药集团化学试

剂有限公司); TRNzol-A+Reagent、RNase-free 
ddH2O、FastQuant cDNA第一链合成试剂盒、

SuPerReal PreMix Plus均购自TIANGEN公司, 
PCR引物和内对照β-actin均由SANGON公司合

成(表1). 离心机(德国Heraeus公司), 紫外分光光

度仪(UV-2201日本岛津公司), PCR扩增仪(中国

SLAN公司). 
1.2 方法

1.2.1 慢传输型便秘大鼠的模型建立: 参照陈飞

波的方法建立慢传输型便秘大鼠模型[8]. 24只大

鼠随机分为实验组和对照组, 每组12只, 且体质

量及性别无明显差异. 大鼠分笼饲养, 实验组大

鼠每日以复方苯乙哌啶灌胃(8 mg/kg), 对照组灌

以等量生理盐水. 每5 d记录1次大鼠粪便粒数、

粪便干重及大鼠体质量. 饲养90 d后处死大鼠, 
取其胃窦、小肠、结肠肌肉组织各0.5 cm×0.5 
cm, 储存于液氮中备用. 通过首粒黑便排出时间

判断模型建立是否成功. 
1.2.2 肠道传输功能测定: 采用活性炭灌胃法测

定首粒黑便排出时间. 停药1 wk后的大鼠禁食24 
h(不禁水), 经口灌入100 g/L活性炭悬液2 mL. 从
灌胃完毕开始计时, 记录从灌胃到首粒黑便排

出时间. 
1.2.3 组织总RNA提取: 组织块(约40 mg)加入

TRNzol-A+1 mL, 用匀浆器进行匀浆处理后

置于Eppendorf管, 15 ℃-30 ℃放置5 min, 使核

酸蛋白复合物完全分离. 4 ℃ 12000 r/min离心 
10 min, 取上清, 于上清液中加入氯仿200 mL, 剧
烈震荡15 s, 室温放置3 min. 4 ℃ 13000 r/min离

■相关报道
国 外 D e p o n t i 等
报 道 5 - H T 可 加
快胃肠道运动及
提高内脏痛觉的
敏 感 性 ;  国 内 丁
建华等实验显示
STC患者结肠中
5-HT3受体较对
照组明显减少.
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■创新盘点
本实验首次采用
RT- P C R 技 术 从
基 因 层 面 探 讨
5-HT3受体在STC
中 的 表 达 ,  并 发
现其在STC大鼠
胃肠黏膜中表达
下调, 提示5-HT3
受体可能参与了
STC的发生.

心10 min后, 样品会分为3层, RNA主要存在于上

层无色的水相中. 将水相移至新的离心管内, 加
入等体积的异丙醇, 混匀, 室温放置25 min. 随后

4 ℃ 13000 r/min离心10 min, 去上清后可在管侧

或管底见到胶状沉淀, 即为RNA沉淀. 加入1 mL 
750 mL/L乙醇洗涤沉淀, 再4 ℃ 5000 r/min离
心3 min, 倒出液体, 室温干燥2 min, 加入50 µL 
RNase-free ddH2O, 反复吹打、混匀以充分溶解

RNA. 将已提取好的RNA用紫外分光光度仪检

测其纯度: 取10 µL样品加入390 µL RNase-free 
ddH2O稀释, 充分混匀, 测其A 260与A 280数值, 每
个样品重复3次, 取均值. A 260/280介于1.8-2.1提示

RNA纯度较好. 余样品置于-80 ℃保存备用. 
1.2.4 逆转录合成cDNA: 严格按照FastQuant 
cDNA第一链合成试剂盒说明书操作, 将已提取

的RNA逆转录成cDNA, 建立20 µL的反应体系. 
1.2.5 引物设计及合成: 通过PubMed数据库寻找

相关引物, 采用Primer5.0软件进行分析并挑选出

最为合适的引物. 
1.2.6 PCR扩增: 严格按照SuPerReal PreMix Plus
试剂盒说明书操作, 建立20 µL的反应体系, 通过

PCR扩增仪进行扩增, 每组样品重复3次. PCR反
应条件(三步法): 95 ℃预变性15 min, 95 ℃变性

10 s, 57 ℃退火30 s, 72 ℃延伸32 s, 共40个循环. 
PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳分析. 电脑记录

其融解曲线并记录每个样品的Ct值, 通过相对定

量法比较两组间5-羟色胺3受体的表达. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据分析, 数据以mean±SD表示并进行方差分析

和t检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠慢传输型便秘模型建立成功 实验组大

鼠日均粪便粒数明显少于对照组(P <0.01)、平

均每粒粪便质量大于对照组(P <0.05); 实验组大

鼠首粒黑便排出时间明显长于对照组(P <0.01), 
说明实验组大鼠肠道传输时间延长, 表明造模

成功(表2). 
2.2 5-HT3受体mRNA表达水平 5-HT3受体和内

参的RT-PCR产物融解曲线均为单一峰, 未发现

非特异性扩增和引物二聚体产生, 其目的基因

扩增曲线形态良好(图1). 5-HT3受体在慢传输

型便秘胃、小肠、结肠组织的相对表达量(2-△△

Ct)分别为0.744±0.065、0.294±0.044、0.16±
0.027, 均低于正常对照组, 差异有统计学意义

(P <0.05, 表3). 
2.3 电泳结果 5-HT3受体和β-actin扩增产物经电

泳后, 结果显示扩增片段大小与设计的大小完

全一致. 2%琼脂糖凝胶电泳显示PCR产物为单

一条带(图2), 表明RT-PCR能特异性扩增5-HT3
受体, 结果可靠. 

3  讨论

5-HT作为重要的单胺类神经递质, 广泛地存在

于中枢及外周组织中, 其中95%来源于胃肠道, 
且主要存在于肠嗜铬细胞(enterochromaffin cells, 
EC). 5-HT可通过与特异性受体结合, 从而参与

胃肠道运动、分泌和内脏感知调节[9,10]. 5-HT

2013-09-28|Volume 21|Issue 27|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  RT-PCR所用引物序列及片段大小

     目的基因                            引物序列 片段大小(bp)

5-HT3R 上游5'-CGCCTGTAGCCTTGACATCTAT-3'       160

下游5'-CGACCTCACTTCTTCTGGTGTT-3'
β-actin 上游5'-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3'       150

下游5'-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

5-HT3R: 5-羟色胺3受体.

表  2  两组大鼠粪便粒数、粪便质量及首粒黑便排出时间 (n  = 12, mean±SD)

     分组 粪便粒数(粒/d) 粪便质量 (mg/粒) 首粒黑便排出时间(min)

实验组   24.04±1.52    147.73±6.94       970.00±15.28

对照组   34.56±2.74    131.60±9.83       402.86±22.33

P值        <0.01          <0.05              <0.01
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■应用要点
本 文 通 过 研 究
STC大鼠5-HT3受
体的表达水平, 可
为STC发生的病
理生理机制提供
理论依据, 同时也
可为临床选择性
用药提供新思路.

受体是目前已知的神经递质受体家族中最为庞

大的个体, 有7种类型, 15个亚型. 其中5-HT1、
5-HT2、5-HT3、5-HT4、5-HT7主要分布于胃

肠道, 其功能各异[11]. De Ponti等[12]报道5-HT可
使胃肠道运动加快, 并提高内脏痛觉的敏感性. 

5-HT受体参与胃肠动力和内分泌的调控, 
通过激活5-HT3受体可增强胃肠道收缩力、促

进肠的分泌, 从而加快胃肠道的传输速度, 缩短

肠内容物通过胃肠道的时间[13]. 5-HT3受体是胃

肠道5-HT受体中较为重要的类型[14], 可传递肠

至脑的信息, 介导胃结肠反射[15], 肠固有神经也

可通过5-HT3受体促进胃肠动力及肠分泌. 因此, 
5-HT3受体既介导肠感觉的传递, 又参与胃肠动

力的产生[6,16]. 近年来脑-肠轴的研究已成为慢传

输型便秘机制的研究重点[17,18], 而5-HT及5-HT3
受体作为重要的神经递质在此研究中发挥重要

的作用. 目前, 关于5-HT3受体在STC胃肠黏膜

中的表达仅见蛋白水平, 基因表达的研究尚鲜

有报道. 丁建华等[16]通过免疫组织化学法证实

STC患者结肠中5-HT3受体阳性染色较对照组

明显减少、强度降低. 本次研究显示, 5-HT3受
体在大鼠胃、小肠、结肠黏膜的表达较对照组

明显降低, 提示慢传输型便秘胃肠道存在5-HT3
受体的表达下调. 因此, 5-HT3受体的表达下调

一方面影响了肠感觉向脑的传递, 使便意减少; 
另一方面又使胃肠动力减弱, 减慢了胃肠道的

传输, 减少了肠的分泌, 从而诱导便秘产生. 
慢传输型便秘自1986年首次提出以来, 便发

现STC是以结肠传输减慢和对纤维素、缓泻剂

治疗反应差为主要特点[19]. 本次实验中5-HT3受
体在胃黏膜中的下调没有小肠及结肠明显, 且
小肠下调趋势亦低于结肠. 此实验结果考虑与

STC本身的特点有关, 且与5-HT3受体于肠道内

分布多于胃内有关. 以往研究认为部分STC患者

的发病与胃动力异常有关[20], Madrid等[21]通过放

射学检查证实了STC患者也存在小肠动力障碍. 
我们的研究表明STC大鼠全胃肠5-HT3受体表

达下调, 可能存在全胃肠动力异常, 并且以肠动

力障碍为著. 
总之, 慢传输型便秘大鼠胃肠道中5-HT3受

2013-09-28|Volume 21|Issue 27|WCJD|www.wjgnet.com

表  3  慢传输型便秘大鼠胃、小肠、结肠组织中5-HT3受体表达水平

     
                                   实验组          对照组

               胃        小肠         结肠 胃 小肠 结肠

5-HT3受体相对表达量(2-△△Ct) 0.74±0.065 0.29±0.044 0.16±0.027  1    1    1

t值     -6.826    -28.061     -54.8

P值       <0.05      <0.001     <0.001

5-HT3: 5-羟色胺3.

温度(℃)

R
n

4.97599

4.42310
3.87022
3.31733
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循环数
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/d

T
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图  1  5-HT3受体mRNA实时荧光定量扩增曲线和融解曲线. A: 实时荧光定量扩增曲线; B: 融解曲线.
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M   1   2   3   4   5bp
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图  2  大鼠胃肠黏膜5-HT3受体及β-actin mRNA表达电泳
图. M: DNA marker; 1和2为实验组5-HT3受体; 3: 对照组

5-HT3受体; 4: 实验组β-actin; 5: 对照组β-actin.
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体的表达明显低于对照组, 提示可能为慢传输

型便秘的重要病理生理机制. 
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■同行评价
本文课题设计合
理, 方法科学, 课
题数据说明一定
问题, 值得进一步
研究.
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