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蛋白酶激活受体2对慢性应激小鼠结肠传输功能的影响
付晗月，黄 旭，陆红丽，许文燮
上海交通大学基础医学院解剖与生理学系，上海 200025

［摘要］目的·观察蛋白酶激活受体 2 （protease activated receptor 2，PAR2）对慢性应激小鼠结肠运动的影响，并探究其作用机制。

方法·通过慢性多源应激构建慢性应激小鼠模型。分离小鼠结肠平滑肌，通过肌条收缩实验和Western blotting，观察PAR2激动剂和

小电导钙激活钾通道 3 （small conductance calcium-activated potassium channel 3，SK3通道）阻断剂对结肠运动的影响，以及血小板衍

生生长因子受体 α（platelet-derived growth factor receptor α，PDGFα）、SK3 通道、PAR2 表达情况。使用 t 检验进行统计学分析，P<

0.05 认为差异有统计学意义。结果·小鼠应激刺激结束 24 h 粪便排出量明显减少；慢性应激小鼠结肠平滑肌组织 PAR2 表达增加，

PAR2受体激动剂对结肠平滑肌运动的抑制作用在慢性应激小鼠更加明显；慢性应激小鼠结肠平滑肌组织PDGFRα表达增加，但SK3

表达没有明显变化；SK3通道阻断剂对结肠平滑肌运动的抑制作用在慢性应激和对照组小鼠之间差异无统计学意义。结论·慢性应激

使小鼠结肠运动减弱且传输减慢，可能与慢性应激引起的PAR2表达增多、功能上调有关。
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Effect of protease activated receptor 2 on colonic transport in chronic stress mice
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[Abstract] Objective·To observe the effect of protease activated receptor 2 (PAR2) on colonic motility in chronic stress-treated mice, and investigate its

mechanism. Methods·The mice were treated with chronic heterogenous stress for 14 days to establish the chronic stress model. Western blotting was

used to determine the expressions of PAR2, platelet-derived growth factor receptor α (PDGFRα) and small conductance calcium-activated potassium

channel 3 (SK3 channel), while the effects of PAR2 agonist and SK3 channel antagonist on colonic motility were observed by isometric tension

experiment. T-test was used for statistical analysis. Statistical significance was accepted at the value of P<0.05. Results·Twenty-four hours after being

treated by stress stimulation, the mice demonstrated a decrease of colonic transmission because the number of fecal pellets decreased significantly;

simultaneously, the expression of PAR2 increased in the colon smooth muscle tissue of chronic stress-treated mice. The inhibition of colonic smooth

muscle contractions by PAR2 agonist was more significant in the chronic stress-treated mice than that in the control ones. The expression of PDGFRα in

colonic smooth muscle tissue of chronic stress-treated mice increased, but the expression of SK3 had no obvious change, compared with the control mice.

The inhibition of colonic smooth muscle contractions by SK3 channel antagonist was not significantly different between chronic stress-treated mice and

the control mice. Conclusion·In the colons of chronic stress-treated mice, PAR2 activity and expression both increase, which may be responsible for the

decrease of colonic motility.

[Key words] stress; protease activated receptor 2 (PAR2); platelet-derived growth factor receptor α-positive cell (PDGFRα+ cell); colonic motility; small

conductance calcium-activated potassium channel (SK3 channel)

应激（stress）是指机体受到各种应激源刺激时，出

现 以 交 感 神 经 兴 奋 和 下 丘 脑 - 垂 体 - 肾 上 腺 皮 质

（hypothalamic-pituitary-adrenal，HPA）轴激素分泌增多为

主的一系列神经内分泌反应，以及由此引起的各种功能

和代谢的改变［1-2］。20年来，在人类健康与疾病领域，针

对应激的研究占据了重要位置。应激通常被认为与许多

种疾病的发生有着密切关系，包括胃肠动力障碍性疾病，

尤其是肠易激综合征（irritable bowel syndrome），因此受

到广泛关注［3-4］。目前关于应激引起的结肠传输功能障碍

的发病机制尚不清楚，可能是多因素共同作用的结果。

结肠传输功能在排便过程中起着非常重要的作用，

其主要动力是结肠移行性复合运动 （migrating motor

complex， MMC）， 而 结 肠 MMC 需 要 在 肠 神 经 系 统

（enteric nervous system，ENS） 和 SIP 合胞体精准配合下

才能完成［5］。SIP 合胞体是由平滑肌细胞、Cajal 间质细

胞 （interstitial cell of Cajal，ICC） 及血小板衍生生长因
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子受体 α阳性细胞 （platelet-derived growth factor receptor

α-positive cell，PDGFRα+ cell）组成的功能性合胞体。在

结肠运动中，抑制性神经元可通过作用于 PDGFRα+细胞

上的小电导钙激活钾通道 3 （small conductance calcium-

activated potassium channel 3，SK3通道），抑制结肠平滑

肌收缩，调控结肠运动［6］。

蛋 白 酶 激 活 受 体 2 （protease activated receptor 2，

PAR2）是具有 7 次跨膜结构域的 G 蛋白偶联受体，参与

消化道多种疾病的发生发展过程，在胃肠道上皮功能、

运动、炎症的调节中起着重要作用［7-8］。PAR2 在胃肠道

细胞中高表达；相比在 ICC 和平滑肌细胞中，PAR2 在

PDGFRα+细胞中表达较多［9］。PAR2的激活可以引起胃肠

道炎症反应，导致胃肠动力改变，但目前对其机制知之

甚少。生理状态下，胰蛋白酶虽然可以激活肠上皮细胞

上的PAR2受体，但是肠上皮细胞之间的紧密连接可以避

免胰蛋白酶损害肠上皮细胞下的组织；但在病理状态下，

这种紧密连接被破坏，胰蛋白酶等蛋白酶可以进入到黏

膜层和肌层，激活PAR2受体，影响肠道运动、肠神经递

质传递等生理过程［10］。那么，PAR2在慢性应激引起的结

肠传输减慢中是如何调控结肠平滑肌运动的呢？本研究

采用生理学方法观察PAR2受体激动剂对慢性应激小鼠结

肠运动的作用，并初步探讨其可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 SPF 级 C57BL/6J 雄性小鼠 （8 周龄）

90只，购自上海交通大学医学院实验动物中心［生产许

可证号为 SCXK （沪） 2018-0007，使用许可证号为

SYXK （沪） 2018-0027］。实验小鼠饲养于上海交通大学

医学院实验动物中心，温度 25 ℃，湿度 50%~60%，12 h

明暗交替环境，自由饮水进食。实验动物操作符合上海

交通大学医学院动物伦理相关规范。

1.1.2 主要试剂 PAR2激动剂（2-furoyl-LIGRLOamide，

2-FLA；Tocris Bioscience，英国），SK3通道阻断剂蜂毒明

肽 （apamin； Tocris Bioscience，英国）， anti-SK3 抗体

（Abcam， 美 国）， anti-PDGFRα 抗 体 （Cell Signaling

Technology，美国），anti-PAR2抗体（Santa Cruz，美国）

1.2 实验方法

1.2.1 建立慢性应激小鼠模型 将90只C57BL/6J小鼠用

随机数字卡分为慢性多源应激刺激 （chronic heterogenic

stress，CHeS） 处理组 （n=45） 和对照组 （n=45），按批

次制作慢性应激小鼠模型。第 1日给予CHeS组小鼠避水

刺激 90 min 后马上放入束缚管中，4 ℃冷束缚 1 h；第 2

日给予强制游泳刺激 15 min 后放入束缚管中，常温束缚

1 h；如此反复 14 d。而对照组小鼠不做任何处理。每天

记录应激结束后 24 h 粪便量。出现粪便量明显减少，即

表示建模成功。

（1）避水实验：在 50 cm×37 cm×20 cm的容器中间放

1 个 2 cm×2 cm×8 cm 大小的平台，将容器中注入水，高

度为平台下 0.5 cm 处，水温维持在室温，将小鼠放在平

台上90 min，每2 d 1次。

（2）束缚实验：将小鼠放在直径 2.7 cm、高 7 cm 的

塑料容器中，这种大小的容器刚好可以防止小鼠翻身及

移动，容器上设置几个孔方便小鼠呼吸。

（3）游泳实验：在 50 cm×37 cm×20 cm的容器中注入

2/3的水，水温维持在室温，将小鼠放在水中游泳15 min。

期间观察小鼠状况，避免溺水。

1.2.2 结肠平滑肌肌条张力收缩实验 实验前动物禁食

12 h，自由饮水。将小鼠吸入异氟烷进行全身麻醉后，颈

椎脱臼方法处死，打开腹腔，迅速取出结肠，置于充混

合气（95% O2、5% CO2）、4 ℃的 Krebs溶液中。解剖显

微镜下，清理结肠肠系膜和脂肪组织，并沿着肠系膜剪

开肠管，用Krebs溶液反复漂洗干净。手术镊撕去结肠黏

膜和黏膜下层，得到完整的平滑肌肌层。沿着平滑肌肌

层环形肌方向将平滑肌层剪成 2 mm× 8 mm 的肌条形状，

将肌条一端悬挂在浴槽底部金属挂钩上，另一端与张力

换能器相连，通过微调螺旋调节肌条张力；当肌条收缩

稳定并具有节律性时，根据实验需要贴侧壁缓慢加入工

具药物，进行药物处理。

1.2.3 Western blotting 按“1.2.2”的方法得到完整结肠

后，用含蛋白酶抑制剂的裂解液提取总蛋白，应用BCA法

进行蛋白定量。调整样本蛋白质浓度，保证上样量一致。

采用SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，用Bio-Rad转膜装置将蛋

白转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）

膜上，5%脱脂牛奶常温封闭90 min，加入相应一抗4 ℃孵

育过夜，PBST洗涤 3次（每次 10 min），辣根过氧化物酶

标记的二抗常温孵育 90 min， PBST 洗涤 3 次 （每次

10 min）；化学发光（ECL）法显色后，扫描各免疫印迹条

带并以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase，GAPDH） 为内参用 Quantity One-4.6.2 软

件进行结果分析。

1.3 统计学分析

使 用 GraphPad Prism 6 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ，
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CorelDRAW 9 作图，正态分布的定量资料采用 x±s表示，

使用 t检验进行 2组样本间比较，P<0.05认为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 慢性应激模型小鼠建立

慢性多源应激刺激诱导的慢性应激小鼠模型，排便量

结果见图1。建模14 d，末次慢性应激小鼠应激刺激结束后

24 h粪便排出量明显减少，2 组相比差异有统计学意义（P=

0.000）。

2.2 慢性应激小鼠结肠平滑肌组织 PDGFRα和 SK3 蛋白

表达

既然慢性应激能使结肠传输减慢，本实验首先观察

了主要与结肠传输抑制性调节有关的 PDGFRα细胞及其

表达的 SK3 通道的变化。利用 Western blotting 实验，观

察了近端和远端结肠平滑肌组织中 PDGFRα和 SK3 蛋白

的表达情况。结果显示：慢性应激小鼠近端结肠平滑肌

组织中 PDGFRα表达增加，且差异有统计学意义 （P=

0.000），但 SK3 表达无明显变化 （图 2）；远端结肠平滑

肌组织中 PDGFRα和 SK3 蛋白表达均有所增加，但差异

无统计学意义（图3）。

2.3 SK3通道阻断剂对应激模型小鼠结肠平滑肌收缩的影响

慢性应激小鼠结肠 PDGFRα的表达相比对照组小鼠

有所增加，但 PDGFRα+细胞上的 SK3蛋白表达无明显变

化。于是，我们观察了SK3通道阻断剂对对照组和CHeS

组小鼠近端和远端结肠平滑肌自发性收缩的影响。结果

显示：SK3 通道阻断剂对小鼠近端和远端结肠平滑肌收

缩具有明显的兴奋作用，与给药前相比差异有统计学意

义（P=0.000，图 4），但这种兴奋作用在 CHeS 组小鼠与

对照组小鼠之间差异无统计学意义。以上结果说明，

CHeS组小鼠结肠平滑肌 SIP合胞体的 PDGFRα+细胞上的

SK3通道功能上也无明显变化。

2.4 慢性应激小鼠结肠平滑肌组织PAR2蛋白表达

PDGFRα+细胞除作为消化道中嘌呤能神经递质作用

的靶细胞外，还可以通过其表达的蛋白酶激活受体介导

炎症反应［11-14］。鉴于PAR2在胃肠道细胞中的高表达以及

Note：①P=0.000, compared with the CHeS group.

图1 对照组和CHeS组小鼠14 d排便量比较(n=6)

Fig 1 Comparison of fecal output in 14 days between the control group and CHeS

group (n=6)

Note：A. Western blotting analysis of PDGFRα in the proximal colons of the control group and CHeS group (n=6). B. Western blotting analysis of SK3 in the proximal

colons of the control group and CHeS group (n=6). ①P=0.000. Br—brain protein of mice.

图2 CHeS组和对照组小鼠近端结肠组织PDGFRα和SK3的表达

Fig 2 Expressions of PDGFRα and SK3 in the proximal colonic smooth muscles of the CHeS group and control group
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在胃肠道运动、炎症调节中的重要作用，我们利用

Western blotting 观察了近端和远端结肠平滑肌组织中

PAR2 蛋白的表达情况。结果见图 5，在慢性应激小鼠结

肠平滑肌组织中 PAR2 表达较对照小鼠明显增加 （P=

0.000）。

2.5 PAR2激动剂对慢性应激小鼠结肠平滑肌收缩的影响

上述结果说明，慢性应激使结肠平滑肌组织PAR2表

达增多。为了进一步验证其功能是否同时发生了变化，我

们在对照组和CHeS组小鼠结肠离体平滑肌标本上，观察

了PAR2激动剂 2-FLA对结肠平滑肌收缩的影响。结果显

示：PAR2受体激动剂对小鼠结肠平滑肌的收缩有明显抑

制作用，给药前后差异有统计学意义（P=0.000）；这种抑

制作用在CHeS组与对照组小鼠结肠平滑肌之间比较，差

异有统计学意义（P=0.000，图 6）。以上结果说明，慢性

应激小鼠结肠平滑肌PAR2受体的功能明显增强。

Note：A. Western blotting analysis of PDGFRα in the distal colons of the control group and CHeS group (n=6). B. Western blotting analysis of SK3 in the distal colons of the

control group and CHeS group (n=6).

图3 CHeS组和对照组小鼠远端结肠组织PDGFRα和SK3的表达

Fig 3 Expressions of PDGFRα and SK3 in the distal colonic smooth muscles of the CHeS group and control group

Note：A/B. Contractile responses in the proximal (A) and distal (B) colonic muscles of mice (n=6). C/D. Comparison of contraction of the proximal (C) and distal (D) colonic

smooth muscle before and after administration (n=6). ①P=0.000. AUC—area under curve.

图4 SK3阻断剂对CHeS组和对照组小鼠离体结肠平滑肌收缩的影响

Fig 4 Effect of SK3 antagonist on contractions of colonic smooth muscle in the CHeS group and control group in vitro
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3 讨论

PDGFRα+细胞位于胃肠道平滑肌层，与抑制性肠神

经元及平滑肌细胞密切接触，介导结肠传输的抑制性调

节。PDGFRα+细胞作用主要有：①介导嘌呤能抑制性神

经对结肠运动的调节。②通过蛋白酶激活受体介导炎症

反 应［11-14］。 其 中 ， 嘌 呤 能 抑 制 性 效 应 是 通 过 激 活

PDGFRα+细胞上的 apamin敏感的 SK3通道介导的。作为

神经与平滑肌之间传递信息的细胞，PDGFRα+细胞上的

SK3 通 道 被 激 活 后 ， 可 产 生 自 发 性 瞬 间 外 向 电 流

（spontaneous instantaneous outward current，STOC），即细

胞内的 K+大量外流，细胞膜电位发生超极化，这种电活

Note：A. Western blotting analysis of PAR2 in the proximal colons of the control group and CHeS group (n=6). B. Western blotting analysis of PAR2 in the distal colons of

the control group and CHeS group (n=6). ①P=0.000.

图5 慢性应激小鼠结肠组织PAR2表达的变化

Fig 5 Expressions of PAR2 in the colonic smooth muscles of the CHeS group and control group

Note：A/B. Contractile responses in the proximal (A) and distal (B) colonic muscles of mice (n=6). C/D. Comparison of contraction of the proximal (C) and distal (D) colonic

smooth muscle before and after administration (n=6). ①P=0.000.

图6 PAR2激动剂对CHeS组和对照组小鼠离体结肠平滑肌收缩的影响

Fig 6 Effect of PAR2 agonist on contractions of colonic smooth muscle in the CHeS group and control group in vitro
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动可通过缝隙连接作用于平滑肌细胞诱导其发生超极化，

引起平滑肌舒张［15-16］。间质细胞与平滑肌细胞之间电位

变化的传递是促使平滑肌收缩和舒张并将粪便从近端向

远端结肠推进的主要动力来源［17-19］。

在生理和病理条件下PAR2对胃肠道运动的调控机制

比较复杂。研究发现，PAR2激动剂对结肠平滑肌运动的

调控表现为双相反应：短暂的超极化和舒张反应，随后

是复极化和收缩反应。收缩反应主要通过平滑肌细胞上

PARs-Gq/11-PLC通路，增加肌醇三磷酸（IP3）的产生和

胞内钙浓度［20］；而舒张反应主要通过激活PDGFRα+细胞

中的 SK3 通道来介导［9］，且舒张反应可被 apamin 阻断。

本研究主要以 PDGFRα+细胞 （PAR2/SK3） -平滑肌轴为

主线探讨慢性应激引起结肠传输减慢的机制。

参照经典应激模型动物建模方法，本实验运用避水

实验、束缚、强迫游泳多源应激构建慢性应激小鼠模型。

在造模过程中，每天记录应激结束 24 h 粪便量。建模

14 d 后，应激小鼠出现明显胃肠动力障碍症状，排便数

量明显减少。Western blotting结果显示，慢性应激小鼠结

肠平滑肌组织 PDGFRα表达增加，但 PDGFRα+细胞上的

SK3表达没有明显变化。在结肠离体平滑肌收缩实验中，

SK3通道阻断剂 apamin对CHeS组小鼠和对照组小鼠结肠

平滑肌的增强作用差异无统计学意义，表明慢性应激小

鼠结肠平滑肌 PDGFRα+细胞上的 SK3通道功能未发生明

显变化。以上结果表明，慢性应激小鼠结肠平滑肌组织

PDGFRα表达虽然增加，但SK3无明显变化。

PAR2在PDGFRα+细胞高密度分布，病理生理过程中

PAR2 表达的改变可能影响胃肠道平滑肌的兴奋性。

Western blotting结果显示，慢性应激小鼠结肠平滑肌组织

PAR2 高表达。同时，在结肠离体平滑肌收缩实验中，

PAR2激动剂 2-FLA可以抑制平滑肌收缩，且对慢性应激

小鼠结肠平滑肌的抑制作用更加明显。以上结果提示

PAR2 可能通过 PDGFRα+细胞-SK3 参与调节结肠平滑肌

收缩，使其收缩减弱。

综上所述，慢性应激可以使小鼠结肠传输减慢，影

响排便功能。进一步研究发现在慢性应激状态下结肠平

滑肌组织PDGFRα和其上表达的PAR2表达水平增加，并

且PAR2受体激动剂对结肠平滑肌作用较正常小鼠明显增

强。以上结果提示，慢性应激使小鼠结肠运动减弱且传

输减慢，这可能与慢性应激引起的PAR2表达增多、功能

上调，从而激活PDGFRα+细胞上的SK3通道有关。因此，

PAR2可作为治疗慢性应激导致的结肠传输减慢疾病的潜

在药物筛选靶点之一。
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