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神经月太受体 Y5 亚型在大鼠胃的表达

王志刚*郑起秦新裕1 周燕南 2

(上海交通大学附属第六人民医院普外科，上海 200233; 1 复旦大学附属中山医院普外科，上海 200032;

2 复旦大学附属中山医院病理科，上海 200032)

摘要 应用 RT-PCR、 Westem 印迹和免疫纽化技术研究神经肤受体亚型 Y5 在正常大鼠和

胃轻瘫大鼠胃的表达，并进行组织学定位。发现Y5 受体在大鼠胃存在着表达，主要表达定住在胃

窦的和膜层，可能与胃动力的调控有关。半定量分析显示胃轻瘫大鼠较正常大鼠表达水平下调。

关键词 神经肤:受体亚型:胃动力

神经肤Y (neuropeptide Y , NPY) 是哺乳动物

脑内广泛分布的一种神经递质，它参与了多种重要

的生理过程的调节，如摄食、胃肠道分泌、血压调

节、记忆、生物节律等。目前已经克隆了 NPY 的 5

个受体亚型: Yl 、 Y2 ， Y4 、 Y5 和 Y6，其中 Y5

亚型是近年从大鼠下丘脑克隆成功的[1)。研究发现

Y5 受体可能参与了摄食行为的调节[2)。在胃肠动力

方面的研究结果还提示这一受体可能与胃动力的调

控也有一定关系。但有关该受体在外周靶器官的研

究报道很少。本实验主要研究该受体在大鼠胃中是

否存在表达，及其组织学定位，并结合其他相关研

究结果，分析该受体在大鼠胃存在的可能意义。

1 材料与方法

1.1 大鼠胃标本准备

Sprague-Dawley(S-D)大鼠购自上海西普尔.必

凯实验动物有限公司。参考以前的研究结果，我们

曾经制备了 STZ 胃轻瘫 S-D 大鼠的模型。随机选取

正常和成模的胃轻瘫 S-D大鼠各 5 只(上述 10只大鼠

在造模前也是随机入组的)。处死该大鼠，切取胃

标本，分为胃底、胃体、胃窦，每例标本分别置

于液氮冷冻保存和石蜡包埋。

1.2 大鼠胃窦组织Y5 受体的 Western 印迹检测

在冰浴中，将液氮冷冻的大鼠胃窦组织块用匀

浆器研碎匀浆，加入细胞膜裂解液 II(参照《分子

克隆使用手册》第三版配制)裂解大鼠胃窦组织， 4 

℃旋转 3 h。然后同上用 4 号针头抽打， 1500 r/ 

min , 4 .C 离心 10 min，取上清液， 4 oC 100000 

g 超速离心 30 min，弃上清液，加入膜裂解液 11 溶

解沉淀，即为待检测之膜蛋白，即大鼠胃窦组织膜

蛋白 [3) 。

然后用 Bradford 法进行蛋白质定量。取等量膜

蛋白，加上样缓冲液上样， 10% SDS-PAGE 凝胶

电泳后转膜，牛奶封闭后分别上一抗(Y5 多抗由美

国 Oregon Health Sciences University K.L.Grove 博士

惠赠)和二抗(羊抗兔生物素化二抗)，然后 ECL 显色

法观察有无特异性条带出现，如果杂交膜上显示阳

性条带，用洗脱缓冲液(50 .C)洗涤硝酸纤维素膜 30

min ，洗去抗体，然后用同样的方法行免疫印迹，

显示相应的 β肌动蛋白条带，以此作为样本蛋白表

达水平的内参照。 X线片上的条带用图像分析系统

(上海复日科技有限公司)读其密度值，并进行半定

量分析。以目的条带密度值 /13- 肌动蛋白条带密度

值的比值来纠正上样量的偏差。用密度比值的高低

表示 Y5 受体量的多少，比较胃的不同部分表达丰

度。

1.3 免疫组织化学检测大鼠胃组织中 Y5 受体的

表达及定位

取大鼠胃石蜡包埋标本，应用间接免疫组化染

色法行免疫组织化学检测。以 PBS 替代一抗作为阴

性对照。每个标本切 10μl 厚的石蜡组织切片，置

于 80.C烤箱内 30 min 烤干，经二甲苯脱蜡和抗原

修复，然后进行免疫组化染色。将稀释好的一抗

100μl 滴加于切片组织上，置切片于湿盒内，过

夜; PBS 液洗 3 次，每次 2 min，擦去样品周围的

液体:加 100μl 稀释好的羊抗兔生物素化二抗，置

切片于湿盒内，室温下 30 min; PBS 液洗 3 次，
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每次 2 min，擦去样品周围的液体:加 400μlDAB
溶液至切片上，室温下 10 min; 除去 DAB 溶液，

茶馆水洗 3 次:苏木素复染;逐级脱水，烘干，
封片。

1.4 Y5 受体 mRNA 的 RT-PCR 半定量检测

选择胃窦组织为研究对象。抽提大鼠胃窦的总

RNA，用 Dnase f处理后反转录成 cDNA 第一链，
PCR 扩增 Y5 受体，以 ß- 肌动蛋白作为内参照。引

物序列参考文献[4]:NPY-Y5 上游引物为 5' -

CCAGGCAAAAACCCCCAGCAC -3' ，下游引物为

5'-GGCAGTGGATAAGGGCTCTCA -3' ，扩增长度

524 bp;β肌动蛋白上游引物为 5'-AAGAGAGGCA­

TCCTCACCCT -3' ，下游寻|物为 5'-TACATGGCTG

GGGTGTTGAA -3' ，扩增长度 218 bp 。 所有引物

由上海基康生物技术有限公司合成。

50μ1 PCR 扩增体系包含等体积的 cDNA、每

对引物、 2.5 U Hotstar polymerase(Qiagen)。通过

预实验绘制扩增曲线确定每个基因理想的循环数，

保证扩增终止在扩增曲线的线形上升期而未达平台
期，以保证扩增后的分子数与起始分子数呈线性关
系。 PCR 程序为: 95 oc 预变性 3 min , 94 oc变

性 1 min , 64 oc 退火 1 min , 72 oc延伸 30 s ，共

28(Y5)/25(自-肌动蛋白)个循环，然后 72 oc延伸 10

mm。取 10μlPCR 产物通过 2% 琼脂糖凝胶电泳鉴

定扩增结果。为排除样品中基因组 DNA 的污染，用

Rnase 处理的 RNA和 ddH20 为模板进行扩增，作为
阴性对照。用凝胶扫描软件(上海复日生物技术有

限公司)对电泳条带进行密度定量，以每个样品中

靶片段与同→样品中的 β肌动蛋白电泳条带密度的
比值进行统计分析。

1.5 统计学处理

所有数据以均数±标准差表示，统计学处理采

用 t检验(ANOVA ， SPSS 11.0, SPSS Inc)o P<0.05 

作为有统计学意义判定标准。

2 结果

2.1 Western 印迹和免疫组化鉴定(定性和定位)

在大鼠的膜蛋白组织中，应用 Western 印迹定

性检测到了 Y5受体只在胃窦部分的膜蛋白组织中表
达，而胃体仅有微弱表达，胃底幽门部分的膜蛋白

组织未见有表达，见图 1。从免疫组化的染色可以看

出，该受体的表达主要定位在胃窦，而且主要在结膜
上皮层细胞，胞膜和胞浆都有阳性染色，见图 20

·研究论文-

i与窦臼体臼}束陶门

…→~ 
图 1 Western 印迹检测大鼠胃 Y5 受体的表达

图 2 免疫组化检j贝IJY5 受体在大鼠胃窦的表达(HE X 200) 

Marker I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2kb 
Ikb 

?~QÞP 
500bþ 

250bp 

IOObp 

图 3 大鼠胃窦 Y5 受体RT-PCR检测
1-5 为胃轻瘫组， 6-10 为正常组。

Marker I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2kb 
lkb 

750bp 
500bp 

250bp 

IOObp 

图 4 RT-PCR检测大鼠胃窦中自·肌动蛋白的表达

1-5 为胃轻瘫组， 6-10 为正常组。

2.2 RT-PCR 扩增(半定量)

成功扩增了 Y5 受体基因的 524 bp 的片段，见

图 3。内参照。-肌动蛋白的表达见图 4。将两组大
鼠 RT-PCR 的电泳条带进行半定量 ， t 检验统计分析
显示有统计学差异，即胃轻瘫组大鼠胃组织中的 Y5

受体的mRNA 的表达水平低于正常大鼠组， P=0.02 。

3 讨论

我们以往研究中发现，临床应用红霉素治疗胃
轻瘫时，发现红毒素的疗效具有显著的个体差异。
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王志刚等:神经肤受体 Y5 亚型在大鼠胃的表达

通过研究红霉素对糖尿病胃瘫大鼠胃排空的作用，

用基因芯片初步筛选与红霉素促动力作用易感性相

关的 10 个候选基因 [5] 。在这 10 个基因中，我们选

取理论上可能与胃动力有一定关系的神经肤受体亚

型 Y5 做进一步研究。

神经肤Y具有调节消化系统某些生理过程的功

能，因此实际上是一种脑肠肤。己知脑肠肤大都是

通过受体而发挥其生理调节作用的，而且多数具有

神经受体和平滑肌受体两种亚型，即在靶器官多数

有特异性的受体与配基结合。研究提示它发挥这一

作用可能是通过 Yl 和 Y5 两种受体亚型，但关于Y5

受体亚型的参与，一直是研究的热点和争论的焦

点。有作者报告，应用 Y5 受体基因的反义寡核昔

酸可以显著抑制Y5受体激动剂所介导的大鼠的摄食

行为:动物实验表明应用 Y5 受体特异性的拮抗剂

GW438014A可以抑制动物的摄食行为并明显减轻体

重[6]; 甚至有作者认为该类拮抗剂有望开发成为一类

减肥药[7]; 然而意外的是 Y5 基因剔除的小鼠并未表

现出摄食行为的显著减弱和体重的改变[8] 。我们认

为，目前关于 Y5 受体的研究大都是局限于中枢神

经系统，如果将视野拓展到外周靶器官，也许会对

回答这一争议问题提供新的证据。那么胃肠道是否

具有神经肤的 Y5 受体呢?

本实验通过多种方法从mRNA和蛋白质水平都

证实了 NPYY5 受体在大鼠胃的表达，尤其在胃窦

的黠膜上皮细胞高表达。这与我们的另一项研究结

果是一致的:我们应用基因芯片同样在大鼠的胃壁

发现了 Y5 受体的存在和相似的组织分布，并提示

Y5 高表达组大鼠对大环内醋类药物促动力作用的反

应较低表达组敏感[5] 。

本实验通过对 RT-PCR 半定量结果统计分析，

显示Y5受体在胃轻瘫组大鼠的表达较正常组大鼠下

调，这进一步提示该受体具有参与胃动力调控的可

能性。近年来研究发现，某些胃动力相关肤受体表

达状态的改变的确影响了胃肠动力的改变，例如降

钙素基因相关肤(CGRP)受体缺失的大鼠胃动力明显

减退，胆囊收缩素(CCK)受体表达下调的大鼠对

CCK缺乏反应等。但胃轻瘫模型原为何会出现该受

体的表达下调，尚需进一步研究。

189 

己知胃的动力主要依赖胃窦平滑肌的收缩和幽

门括约肌的协调运动，而数种脑肠肤及其受体己被

证实参与了这个过程的调控，例如 CCK，胃动素

(motilin) , CGRP[9]等，提示这一过程可能是多种递

质共同调控的，每种递质可能通过其特异性的受体

亚型在其中某一环节上起了调控作用，至于不同递

质的分工和相互间的关系是否具有协同作用目前还

是未知数。如上所述，有研究提示 Y5 受体参与了

摄食行为的调控，摄食行为是一种受中枢调控的活

动，而外周靶器官的生理反馈机制是导致中枢活动

的重要原因，比如胃的排空、血糖的变化、视觉

和嗅觉的剌激等都可能导致摄食行为的改变。胃动

力的状态可以通过中枢系统影响动物的摄食行为。

所以我们猜测， Y5 受体很有可能是通过介导胃的动

力调节而参与了摄食行为的调控。

但是胃的平滑肌细胞未显示 Y5 受体的阳性着

色，似乎难以解释。文献报告也有类似的发现:

Feighner等[10]通过分子生物学方法首次克隆并证实了

胃动素受体在胃的表达，也未能证实平滑肌细胞上

该受体的存在，而事实上此前有大量药理学实验证

明了这一受体存在神经受体和平滑肌受体两种亚

型。而且胃动素受体仅存在于胃的薪膜上皮层，不

能排除该受体参与其他生理活动的可能性，如胃酸

的分泌等。我们推测，神经肤的生物学效应可能是

通过旁分泌作用发挥的，调节细胞和靶细胞之间具

有特异的细胞，细胞联系的结构，是介于内分泌和

神经分泌之间的过渡调节方式。这需要设计新的实

验加以证实或否定。
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Expression of Neuropeptide Y5Reedptorin Rat Stomach 

Zhi-Gang Wang*, Qi Zhe吨，Xin-YuQin乱1飞乡 Yan-NanZh怕10U2}2 2 

·研究论文·

( Department of General Surgeη， Shanghai Jiaotong University Affiliated No.6 Hospital, Shanghai 200233, China; 

lDepartment ofGeneral Surgery, Fudan University Affiliated Zhongs{tan Hospital, Shanghai 200032, China; 

2Department of Pathology, Fudan University Affiliated Zhongsha1:i Hospital, Shanghai 20032, China ) 

Abstract We investigated mRNA and protein expression 9f Y5 receptor in the stomach of normal and 

gastroparetic rats by using RT-PCR, WI肌帆阳臼创st阳e町em口:m盹d山1山幽bl胁蝴lot创川t and i阳mmu

s挝io∞nw挝 found main1y i汹n 由.eep抖，it伽helia1 cells of ra况tan往trum， and the expression level was down-regu1ated in gastroparetic 

rats as compared to norma1 rats.τ'he results indicate 由at NPY -Y5 rec~ptor is possibly involved in the regulation of 

gastric motility. 

Key words neuropeptide; receptor; gas往ic motility 
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