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Abstract
AIM: To investigate the role of mast cells and 
protease activated receptor-2 (PAR-2) in irritable 
bowel syndrome (IBS). 

METHODS: A total of 90 subjects were divided 
into a diarrhea-predominant irritable bowel 
syndrome (IBS-D) group (n = 60) and a normal 
control group (n = 30), all of them were selected 
from digestive outpatient department of Nanjing 
Hospital Affiliated to Nanjing Medical Univer-
sity from January 2012 to December 2012. The 
expression of mast cells and PAR-2 was detected 
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肥大细胞及蛋白酶激活受体-2在肠易激综合征中的作用

王军洁, 姜宗丹, 张振玉, 汪志兵, 王劲松, 黄文斌

®

■背景资料
肠易激综合征是
一种没有器质性
疾病或生化异常
可以解释的腹部
不适或疼痛同时
伴有排便紊乱, 其
发病机制被认为
与内脏感觉过敏
和胃肠动力异常
有关. 

by immunohistochemistry, and the expression 
of Occludin was detected by Western blot. 

RESULTS: Immunohistochemistry analysis 
showed that compared with the normal control 
group, the expression of both mast cells and 
PAR-2 was significantly higher in the IBS-D 
group (5.20 ± 2.78 vs 1.40 ± 0.55, P < 0.05; 3.20 ± 
1.64 vs 1.20 ± 0.45, P < 0.05). Western blot analy-
sis indicated that the expression of Occludin 
decreased significantly in the IBS-D group com-
pared with the normal control group (2108.33 ± 
59.58 vs 3113.00 ± 77.74, P < 0.01). 

CONCLUSION: Our study suggests that in 
IBS-D subjects, overexpressed and activated 
mast cells may stimulate PAR-2 and lead to the 
damage of intercellular tight junctions. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目 的 :  探 讨 肥 大 细 胞 及 蛋 白 酶 激 活 受 体
-2(protease activated receptor-2, PAR-2)在肠易
激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)中的
作用. 

方法: 2012-01/2012-12自南京医科大学附属南
京医院消化内科门诊随机选取腹泻型IBS患
者60例及正常者30例, 采用免疫组织化学检测
各组肥大细胞、PAR-2蛋白的表达强度; 采用
Western blot检测各组Occludin的表达量. 

结果: 免疫组织化学法结果显示IBS-D组与对
照组相比, 肥大细胞表达明显增多(5.20±2.78 

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院干细胞与
组织器官工程研
究中心

2014-01-28|Volume 22|Issue 3|WCJD|www.wjgnet.com



2014-01-28|Volume 22|Issue 3|WCJD|www.wjgnet.com

328                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年1月28日    第22卷    第3期 

■研发前沿
肠易激综合征的
发病机制尚未明
确 ,  本 研 究 重 点
关注腹泻型肠易
激综合征的发病
机制.

vs  1.40±0.55, P <0.05); PAR-2蛋白的表达明
显增多(3.20±1.64 vs  1.20±0.45, P <0.05); 
Western blot结果示IBS-D组Occludin蛋白的表
达明显低于正常组(2108.33±59.58 vs  3113.00
±77.74, P <0.01). 

结论: 本研究提示IBS-D患者肥大细胞过表
达、激活后可刺激PAR-2活化, 从而进一步损
伤细胞间紧密连接. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肠易激综合征; 肥大细胞; 蛋白酶激活受体

-2; Occludin

核心提示:  本研究提示腹泻型肠易激综合征

(diarrhea-predominant irritable bowel syndrome, 
IBS-D)患者肥大细胞过表达、激活后可刺激蛋

白酶激活受体-2(protease activated receptor-2, 
PAR-2)活化, 通过PAR-2进一步损伤细胞间紧密

连接. 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种没有器质性疾病或生化异常可以解释的腹

部不适或疼痛同时伴有排便紊乱[1], 其发病机制

被认为与内脏感觉过敏和胃肠动力异常有关, 
肥大细胞(mast cell, MC)可能在其中起一定的作

用. 肠道内肥大细胞数量、活化增多, 分泌类胰

蛋白酶等活性介质, 进而活化蛋白酶激活受体

-2(protease activated receptor-2, PAR-2), PAR-2的
激活可能引起细胞上皮细胞的紧密连接的骨架

组织的重排, 可以导致肠道屏障的改变, 肠道黏

膜的渗透性增加, 增加了液体甚至是微生物跨

越肠黏膜的通道[2,3]. 
紧密连接蛋白(tight junction, TJ)是细胞间

连接的一个重要形式, 是构成黏膜机械屏障最

重要的结构, 由Claudin蛋白、Occludin蛋白、

JAM、ZOs等结构蛋白及各类连接蛋白分子共

同组成[4-6], Occludin是最先分离出来的TJ跨膜蛋

白[7], 免疫电镜显示Occludin定位在TJ上[8-10], Oc-
cludin蛋白是TJ中最重要的结构蛋白, 他不仅能

通过外环以拉链式结合进而产生严密的细胞旁

封闭, 还能与不同的分子结合, 参与TJ形成的信

号调节[11,12], Occludin形成紧密连接蛋白的基本

结构, Occludin的功能广泛, 涉及细胞间黏附、

移动、调节细胞通透性及细胞表型的改变[13]. 在
低氧、炎性因子刺激等病理情况下可引起Oc-
cludin等分布异常、表达减少甚至融解, 导致TJ
结构和功能的异常, 细胞间隙增宽, 进而使内皮

层通透性升高[14]. 
本研究分析腹泻型肠易激综合征(diarrhea-

predominant irritable bowel syndrome, IBS-D)患
者的升结肠黏膜中MC、PAR2蛋白及Occludin
蛋白表达的变化, 探讨MC、PAR2、Occludin与
IBS-D关系, 为研究IBS-D的发病机制和临床治

疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2012-01/2012-12自南京医科大学附属

南京医院消化科门诊经排除炎症性肠病、结直

肠肿瘤、先天性巨结肠、糖尿病以及甲亢等疾

病. 诊断参照新近颁布的罗马Ⅲ诊断标准[15]. 选
取腹泻型IBS患者60例, 男26例, 女34例, 年龄

21-71岁(平均年龄49.7岁±3.1岁). 正常对照组

30例, 为体检者, 男19例, 女11例, 年龄32-58岁
(平均年龄47.5岁±2.8岁). 无消化系和神经系

统症状和体征, 无免疫疾病史、感染病史, 无近

期服药史. 两组性别、年龄构成比差异无显著

性(P >0.05). PENTAX电子肠镜、JEM-1011型透

射电子显微镜为日本JEOL公司产品, 由南京医

科大学电镜室提供. 肥大细胞抗体、Occludin抗
体、PAR2抗体均购自cell signal公司. 
1.2 方法

1.2.1 肠镜检查及标本制备: 所有研究对象均签

署知情同意书并通过院内伦理委员会批准后, 
肠镜检查研究对象并活检钳取肠道黏膜标本, 
分别于回盲部和距肛门20-25 cm乙状结肠部位

各取两块标本固定后制成石蜡切片. 4 μm连续

切片, 进行免疫组织化学SP法染色(操作严格按

试剂盒说明书进行). 
1.2.2 结果判定: 肥大细胞计数: 类胰蛋白酶是

活化的MC释放的介质之一, 具有胰蛋白酶样活

性, 在MC介导的多种反应中起重要作用, 常被

作为MC活化的标志物[16]. 类胰蛋白酶阳性MC
呈棕褐色. 于光学显微镜下(×200)选取阳性细

胞密度最高的5个视野进行计数, 取均值. PAR-2
蛋白、主要定位于细胞膜及细胞质, 分别选取

5个视野对各实验组及对照组染色阳性细胞进
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■相关报道
既 往 有 研 究 发
现 蛋 白 酶 激 活
受体-2(protease 
activated receptor-2, 
PAR-2)激动剂可
高效激活人结肠
肥大细胞(mast cell, 
MC), 诱导其释放
类胰蛋白酶和组
胺, MC可通过其
分泌的类胰蛋白
酶激活自身或邻
近MC的PAR-2, 对
脱颗粒信号进行
自我放大, 从而放
大炎症反应. 但他
们都没有与肠易
激综合征联系.

表  1  各组肥大细胞及PAR-2表达强度 (n = 5, mean±SD)

     表达强度     正常组    IBS-D组   F 值   P 值

肥大细胞 1.40±0.55 5.20±2.78a 3.004 0.017       

PAR-2 1.20±0.45 3.20±1.64c 2.626 0.030

aP <0.05, cP <0.05 vs  正常组. IBS-D: 腹泻型肠易激综合征; 

PAR-2: 蛋白酶激活受体-2.

行计数及统计学分析, 染色强度标准1: 按照胞

膜及胞质染色着色深浅计分, 无色为0分, 淡黄

色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分, 深褐色为

4分. 标准2: 按照阳性细胞率计分, 阴性为0分, 
0%-10%为1分, 11%-50%为2分, >50%为3分. 表
达强度 = 标准1×标准2. 
1.2.3 透射电镜观察细胞超微结构: 取肠黏膜组

织标本置于2.5%戊二醛、pH7.4的固定液中(二
甲砷酸钠缓冲液配制), 室温固定1 h后, 4 ℃保

存. 经0.1 mmol/L的二甲砷酸钠缓冲液冲洗后, 
用1%锇酸(osmium tetroxide, OSO4)固定2 h, 常
规方法脱水, 定向包埋. 60-80 μm超薄切片经铀

铅双染色后, 在JEM-1011透射电镜下观察. 
1.2.4 Western blot检测: 将标本组织研磨后加入

蛋白裂解液, 4 ℃裂解, 12000 r/min离心5 min, 取
上清为全蛋白提取物, BCA法进行蛋白浓度测

定. 与蛋白上样缓冲液混合后, 煮沸5 min, 分装

保存于-80 ℃冰箱. 进行SDS-PAGE凝胶电泳、

转膜、用5%脱脂牛奶封闭1 h后, 分别加入一抗, 
4 ℃过夜. TBST洗4次后加入辣根过氧化物酶标

记的二抗, 室温作用2 h, 再次用TBST洗膜, 后使

用ECL法显色, GIS凝胶图像分析系统照相并分

析处理. 上述反应以β-actin作为内参照, 结果用

AlphalmagerTM 2200图像分析系统对胶片扫描并

进行平均密度值(average density values, ADV)测
定, 以Occludin/ADV β-actin的比值作为各组产

物相对吸光度值. 
统计学处理 采用SPSS11.5软件进行分析. 

计量资料采用t 检验. 数据以m e a n±S D表示, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学 肠黏膜上皮类胰蛋白酶免

疫反应产物主要定位于M C胞质中 ,  少数M C
胞质、胞核均着色. 分别选取5个视野对实验

组及对照组中肥大细胞表达强度及统计学分

析. PAR-2蛋白阳性染色表达定位于细胞膜及

细胞质, 分别选取5个视野对实验组及对照组中

PAR-2表达强度及统计学分析, 结果如表1及图1. 
2.2 透射电镜观察两组肠黏膜细胞完整性及紧

密连接的变化 对照组可见细胞完好, 胞质丰富, 
绒毛较多, 胞膜完整, 未见到细胞连接, 胞质内

线粒体、溶酶体结构清晰, 胞核呈圆形, 染色质

2014-01-28|Volume 22|Issue 3|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  免疫组织化学结果(×200). A: IBS-D组中肥大细胞的表达; B: 正常组中肥大细胞的表达; C: IBS-D组中PAR-2蛋白

的表达; D: 正常组中PAR-2蛋白的表达.

A B

DC
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■创新盘点
本 文 将 肠 易 激
综 合 征 与 M C 的
PAR -2及紧密连
接蛋白想结合, 阐
述肠易激综合征
的发病机制.

以异染色质为主, 核圆形或不规整, 核仁明显, 
核膜结构完好(图2A). IBS-D组可见细胞明显受

损, 胞质内细胞器空泡化明显, 部份胞质水肿, 
绒毛脱落或有缺失, 内质网扩张, 细胞器有变性, 
可见髓鞘样小体, 细胞间隙有增宽现象(图2B). 
2.3 Western blot IBS-D组与正常对照组比较, 
O c c l u d i n蛋白减少明显 ,  差异有统计学意义

(P <0.01)(图3). 

3  讨论

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的
病因和发病机制迄今还不完全清楚. 目前有文

献认为IBS-D患者结肠黏膜存在低度炎症[17], 各
种原因如遗传因素[18]、感染[19]、食物过敏[20]、

肠道菌群紊乱[21]等均导致肠易激综合征, 黏膜

组织内存在免疫细胞活化, 包括淋巴细胞、MC
等, 特别是感染后IBS患者中MC增多表现更明

显[22,23]. 肠道中的MC是既具有免疫活性, 又能分

泌多种介质的重要的免疫细胞. MC位于黏膜血

管、淋巴和神经附近, 是肠道主要的抗原感受

器, 参与肠黏膜的免疫调节. 当某种抗原刺激机

体免疫系统, 可引起感觉神经末梢兴奋以及信

号传递, 并诱导机体产生IgE抗体, 抗原和抗体结

合可引起MC活化、脱颗粒, 并释放多种生物活

性介质如类胰蛋白酶、组胺、5-羟色胺等. 
蛋白酶激活受体(protease activated recep-

tors, PARs)属于与G蛋白相偶联, 有7个跨膜单位

的受体家族, 目前发现的PARs家族成员共4个, 
其中PAR-2为胰酶受体. PAR-2可被胰蛋白酶样

蛋白水解酶剪切激活, 类胰蛋白酶是MC自分泌

颗粒中的一种重要成分, 在MC被激活时释放出

来, 肥大细胞分泌的类胰蛋白酶(tryptase)可激活

PAR-2[24]. PAR-2激活后产生广泛促炎效应, 一方

面, PAR-2的激活可以引起伤害感受神经元的过

度兴奋, 释放兴奋性神经递质, 导致内脏敏感性

的增加. 另一方面, PAR-2激活后可破坏结肠黏

膜屏障的完整性, 肠黏膜对肠腔内细菌及各种

蛋白酶通透性增加, 导致结肠炎症持续加重, 这
种肠黏膜紧密连接的破坏依赖于肌球蛋白轻链

激酶的活化[25]. 紧密连接蛋白主要位于细胞连接

最顶端, 由多种紧密连接蛋白分子组成, 其中最

重要的是跨膜蛋白Occludin. Occludin是最先分

离出来的TJ跨膜蛋白, 免疫电镜显示Occludin定
位在TJ上, 是TJ的主要功能蛋白, 对于屏障功能

的维持和紧密连接的完整性具有重要作用. 
何韶衡等[26,27]发现PAR-2激动剂可高效激活

人结肠MC, 诱导其释放类胰蛋白酶和组胺, MC
可通过其分泌的类胰蛋白酶激活自身或邻近 
MC的PAR-2, 对脱颗粒信号进行自我放大, 从而

放大炎症反应. Jacob等[28]的研究证实, 在应激和

炎症状态下, MC释放的类胰蛋白酶可激活结肠
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A B 图   2   透 射 电 镜 观 察 两 组 肠 黏 膜
细胞. A: 对照组(标尺 = 1 μm); B: 

IBS-D组(标尺 = 2 μm).
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图  3  Occludin 蛋白表达情况. A: Western blot结果. 1: 正

常组Occludin蛋白的表达情况; 2: IBS-D组Occludin蛋白

的表达情况; B: Occludin蛋白/β-actin蛋白表达的柱形图. 
bP<0.01 vs  正常组(F  = 35.076).

A

B

b



王军洁, 等. 肥大细胞及蛋白酶激活受体-2在肠易激综合征中的作用					                331

细胞上的PAR-2, 从而增加细胞间隙通透性. 
本研究结果显示: 免疫组织化学检测IBS-D

组肥大细胞的表达明显高于正常组肥大细胞的

表达, 且差异有统计学意义(P <0.05); 与Cenac等
和Buhner等[29,30]的研究报道相似, 免疫组织化学

检查显示IBS-D组PAR-2蛋白的表达明显高于正

常组, 且差异有统计学意义(P <0.05). 透射电镜

显示IBS-D组细胞间隙较正常组增宽. Western 
blot的结果显示IBS-D组Occludin蛋白的表达明

显低于正常组, 且差异有统计学意义(P <0.05). 
研究结果与研究思路一致. 

故本研究提示I B S-D患者肥大细胞过表

达、激活后可刺激PAR-2活化, 通过PAR-2进一

步损伤细胞间紧密连接. 
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膜 中 M C 表 达、
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机制和临床治疗
提供理论依据.
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■同行评价
本 文 将 肠 易 激
综 合 征 与 M C 的
PAR -2及紧密连
接蛋白想结合, 简
要阐述肠易激综
合征的发病机制, 
研究颇有新意.
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