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慢传输性便秘乙状结肠 c-kit蛋白和mRNA表达
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　　提　要:目的　探讨 c-kit蛋白和 mRNA在慢传输性便秘结肠的表达。方法　乙状结肠标本取自 12 例慢传输性便秘

患者和 8例年龄相匹配的非梗阻性结直肠癌患者。用Western blot方法检测 c-kit蛋白表达 ,用 RT-PCR方法检测 mRNA 表

达情况。结果　聚丙烯凝胶电泳结果显示 c-kit蛋白质一 145×103 的条带 ,与对照组相比 ,慢传输性便秘结肠 c-kit蛋白表

达明显下降(P=0.021);RT-PCR产物经琼脂糖凝胶电泳显示 c-kit基因和 β-actin(内参照)两条带 ,经半定量分析发现 c-kit

mRNA表达降低(P =0.029)。结论　慢传输性便秘乙状结肠 c-kit蛋白和 mRNA表达均明显降低 , 提示 c-kit基因表达下调

与慢传输性便秘 Cajal间质细胞减少有关。
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Expressions of c-kit protein and mRNA in sigmoid colon of patients with slow transit

constipation
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Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To examine the expressions of c-kit mRNA and c-kit protein in the colon of patients with

slow transit constipation(STC).Methods　The sigmoid colon samples from 12 STC patients and 8 age-matched pa-

tients with nonobstructed colorectal cancer were used in this study.Expression of c-kit protein was detected by West-

ern blot analysis , and expression of c-kit mRNA was detected by RT-PCR.Results　Compared with those of con-

trols , the c-kit mRNA and protein expressions were significantly declined in the colon of slow transit constipation(P

<0.05).Conclusion　Significant downregulation of c-kit gene and protein expressions may play an important role

in the decreases in interstitial cells of Cajal in slow transit constipation.
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　　Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal , ICC)是肠

道慢波的起搏细胞并在肠神经信号传递中起重要作

用。胃肠道原癌基因 c-kit是 ICC 的特异性标志物 ,利

用 c-kit免疫组化技术可以很好地观察 ICC 在胃肠道

的分布 。研究表明众多胃肠动力紊乱性疾病 ,如慢传

输性便秘(slow transit constipation , STC)
[ 1]
、假性肠梗

阻[ 2] 、Hirschsprung' s 病[ 3] 、糖尿病性胃轻瘫[ 4] 等都存
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在 ICC 数目减少和网络异常 ,但机制不清。 c-kit 基因

异常表达是否与 ICC 减少有关 ,迄今少见报道 。本研

究用Western blot和 RT-PCT 方法检测STC乙状结肠 c-

kit 蛋白和 mRNA表达 ,探索STC结肠 ICC减少的可能

机制 。

1　材料和方法

1.1　研究对象
　　STC 组:收集我院 2002 年 11 月至 2003年 9 月手术的 12 例

STC 结肠标本 ,年龄 26 ～ 72 岁 ,中位年龄 46.8 岁 ,女 11例 , 男 1

例。所有患者均有长期便秘病史 ,大便次数在 5～ 15 d 1 次 , 并

长期服用大黄苏打片 、番泻叶 、果导片等泻剂。不透 X光标志

物结肠传输试验显示肠道传输在 96 ～ 240 h ,较正常的 72 h 明显

减慢。肠镜或钡灌肠检查排除大肠器质性病变 ,排粪造影检查

排除严重的出口梗阻性便秘 ,特别是盆底痉挛综合征等。所有
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病人均行全结肠切除回肠直肠吻合术。对照组为同期手术的 8

例非梗阻性大肠癌患者(Dukes A 期),年龄在 29～ 73 岁 ,中位年

龄53.1 , 女 7例 ,男 1例。所有患者均无便秘症状和病史 , 手术

中取距肿瘤20 cm以上乙状结肠全层标本。标本取出后用生理

盐水洗净 ,切成 1 cm×1 cm 大小 ,迅速置入液氮中保存待用。

1.2　Western Blotting
　　剔去黏膜层 ,提取肌层组织膜蛋白 , 测定蛋白含量(Bradford

法测定)。制备 SDS-PAGE 胶(11%分离胶和 4%积层胶), 根据

蛋白定量结果 ,上样量为 50 μg/泳道。电泳 3 ～ 4 h。半干电转 ,

25 V 转移 60 min。取下电转移后的硝酸纤维素膜(Millipore

Co., Bedford , MA),作好标记 , PBS 漂洗 3 次 , 膜固定液 15 min ,

PBS 漂洗 10 min×2 , 置于 1%BSA/ PBS 中 4 ℃封闭过夜 , 加入

1∶500稀释的一抗(sc168 , Santa Cruz), 置于摇床上室温孵育 2 h ,

用 PBS 漂洗 15 min×1 次 , 5 min×4 次 , 加入相应的二抗中

(1∶5 000), 室温孵育 1 h , PBS 漂洗 15 min×1 次 , 5 min×4 次。

暗室中化学发光法检测(ECL , Amersham , Arlington Heights , IL),

曝光。将获得的 X 光片结果扫描入计算机 , 用 Quantity one 4.4

(Bio-Rad , USA)软件对目标条带进行光密度分析。

1.3　RT-PCR分析
1.3.1　总 RNA的提取　　组织用 PBS 冲洗两次 ,然后分别加

Tripure 1 ml(4 ℃), 消化5 min后 , 收集在 Eppendof管中 , 冰浴下

超声破碎细胞 5 s×3 , 每管加 100 μl 氯仿振荡 15 s , 静置 10

min , 12 000 r/min 4 ℃离心 15 min。收集透明的水相于新离心管

中。每管加等体积异丙醇(-20 ℃预冷), 混匀 , 12 000 r/min

4 ℃离心 10 min ,弃上清 , 加 80%乙醇 0.5 ml , 混悬 5 s , 洗涤沉

淀 , 7 500 r/min 4 ℃离心 5 min ,小心去除上清 ,沉淀置于干燥器

中 ,抽真空 5 min。用 DEPC处理的超纯水 10μl溶解沉淀。

1.3.2　RT-PCR　　RT 反应体系 25 μl , 按照 Promega公司试剂

盒说明书进行。 PCR 反应:c-kit 引物:上游:5′-ATCATGGAG-

GATGACGAGTT-3′ ( 2287-2306 ); 下 游: 5′-GCCATC-

CACTTCACAGGTAG-3′(2531-2512), 产生 245 bp 的产物。β-actin

引物为:上游:5′-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3′;下游:5′-AT-

CATGTTTG AGACCTT CAACA-3′(300 bp)。 50μl反应体系 ,反应

条件为94 ℃5 min , 94 ℃ 45 s , 60 ℃ 55 s , 72 ℃ 1 min , 72 ℃ 10

min ,共 36个循环。

1.3.3　电泳　　取 PCR产物 10μl ,加载样缓冲液 2μl , 1.5%的

琼脂糖凝胶电泳 , 分子量标准为 DL2000(Takara , 大连)。采用

UVP凝胶分析系统进行采集。结果分析同western blot。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 统计分析采用 SPSS 10.0 进行非参数检

验(Mann-Whitney U test)。

2　结果

2.1　乙状结肠 c-kit mRNA表达
　　RT-PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳显示出 300 bp和 245

bp两条带 , 300 bp的条带为内参照 β-actin , 245 bp 条带为 c-kit条

带。计算 c-kit与 β-actin 的吸光度比值∶对照组为 1.26 , STC 组

为1.17。与对照组相比 , STC 组 c-kit mRNA 表达明显降低(U=

0.500 , P =0.029)(图 1)。

1 , 2:Control;3, 4:STC patients;β-actin:300 bp;c-kit:245 bp;

＊:P=0.029

图 1　c-kit mRNA 表达电泳结果(RT-PCR)(A)和相对光密度

值分析(B)

Fig 1　RT-PCR analysis of c-kit mRNA expression (A) and

mean value of the optical density(B)

2.2　乙状结肠 c-kit蛋白表达
　　经聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝酸纤维素膜蛋白质印迹显示

出一条 145×103 的条带 ,符合 c-kit 蛋白的分子量大小。与 RT-

PCR结果一致 , STC 组 c-kit蛋白表达明显降低(U=0.000 , P =

0.021)(图 2)。

1:Control;2-5:STC patients;＊:P=0.021

图 2　c-kit蛋白质表达Western blot结果(A)和光密度值分析

(B)

Fig 2　Western blot analysis of the c-kit protein expression in

colonic tissues from controls and STC patients (A)and

mean value of the optical density(B)

1053第 12 期　　　　　　　　　　　　童卫东 , 等.慢传输性便秘乙状结肠 c-kit蛋白和mRNA 表达　　　　　　　　　　　　　



3　讨论

　　有关STC的发病机制 ,许多研究认为与肠神经病

变 、肌病以及异常的肠神经肽含量有关[ 5] 。近年来 ,随

着对 ICC形态和功能研究的深入 , ICC 对胃肠动力的

关键性调控作用引起了研究者们极大的关注。编码

c-kit基因的小鼠W位点突变体W/WV及编码其配体

干细胞因子(stem cell factor , SCF)的 sl 位点突变体

sl/ sld均表现为肠道 ICC 缺失 ,肠慢波消失[ 6] 。有人用

c-kit免疫荧光技术结合激光共聚焦显微镜分析技术研

究 ICC 在STC结肠的分布和数量变化 ,结果显示 ICC

数量明显减少。 ICC减少在 STC患者结肠动力减慢的

发生机制中有重要的作用 。但 STC结肠 ICC减少的机

制不清。

　　研究证明 c-kit 信号途径在 ICC的发育 、成熟和正

常表型维持中起决定性的作用[ 7] 。用中和抗体封闭 c-

kit受体后 , 可导致 ICC 再分化呈平滑肌细胞样表

型
[ 8]
。STC结肠 ICC减少是否也是因为 c-kit信号途径

异常 ,导致 ICC 表型转化的结果呢 ?本研究表明乙状

结肠 c-kit蛋白表达明显降低 ,初步用 RT-PCR方法检

测其 mRNA表达 ,结果也是明显降低 。提示 STC患者

存在 c-kit基因表达的下调 ,这种异常低表达是否与基

因突变或者基因调控失常有关有待研究 。

　　动物实验表明回肠不全性梗阻可造成梗阻近段回

肠 ICC数目减少 ,肠慢波消失 ,其减少的原因主要是

ICC发生了平滑肌细胞表型转化 ,失去了正常 ICC 的

形态和功能[ 9] 。但该研究没有进一步检测 c-kit蛋白

和mRNA表达的变化情况 。STC 患者大便次数往往在

5 d以上 ,与不全性肠梗阻有某种相似之处 ,因此 ICC

减少也可能是 STC的一种继发结果 , ICC的减少会进

一步加重结肠动力迟缓。推测任何因素(如药物 、不良

的饮食习惯等)导致的便秘 ,只要持续一定的时间 ,达

到足以使结肠 ICC 发生表型转化的程度 ,可能会成为

STC发病的初始动因 , 因此 , ICC 表型的转化可能是

STC 的发病机制中的重要因素 。本研究表明 c-kit信

号途径在 ICC表型转化过程中具有重要作用 ,进一步

明确 c-kit途径在 ICC表型可塑性变化中的具体机制 ,

探索使得发生了表型转化的 ICC逆转至正常表型的方

法 ,可能为 STC等胃肠动力减弱性疾病的治疗开拓全

新的治疗理念。
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