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【摘要】 　 目的　 观察在先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）病变肠段中，与 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ 信
号通路相关的蛋白的表达情况，为 ＨＤ 患者结肠动力障碍提供新的研究角度。 　 方法　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ的方法，分别对 ９ 例 ＨＤ 患儿手术切除的病变段和扩张段肠壁中与 ＲｈｏＡ ／ Ｒｈｏ 激酶（ＲｈｏＫ，
ＲＯＣＫ）信号通路相关蛋白的表达进行检测。 　 结果　 ９ 例患者狭窄段 Ｐ（Ｓｅｒ１９） ＭＬＣ２０的表达水平与扩
张段相比明显减少，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ５２７，Ｐ ＝ ０． ０３５）；在与 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ 信号通路相关的蛋白
表达中，狭窄段 ＲＯＣＫ１ 蛋白表达与扩张段相比明显减少（ ｔ ＝ ３． １０４，Ｐ ＝ ０． ０１５），狭窄段 ＲＯＣＫ２ 蛋白表
达与扩张段相比减少（ ｔ ＝ ２． ３５７，Ｐ ＝ ０． ０４６），狭窄段 Ｐ（Ｔｈｒ８５３） ＭＹＰＴ１ 蛋白表达与扩张段相比也减少
（ ｔ ＝ ２． ８５７，Ｐ ＝ ０． ０２８），差异均有统计学意义。 　 结论　 ＨＤ 患者病变部位平滑肌细胞的 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ
信号通路明显减弱，说明该途径可能与 ＨＤ的发病过程相关。
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ｓｔｒｉｃｔｉｏｎ； Ｃｏｌｏｎ

　 　 先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是一
种常见的消化道发育异常疾病，也是新生儿发生肠

梗阻的常见病因，发病率为 １ ∶ ５ ０００［１］ 。 其发病机
制主要是由于相关基因病变导致肠神经发育异常

结肠远段缺乏神经节细胞，致使肠管失去正常蠕

动，呈痉挛状态［１］ 。 目前 ＨＤ 患儿肠管出现动力障
碍的病理生理机制尚未完全阐明。 关于 ＨＤ患者结
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肠动力障碍机制的研究，目前多是以肠神经系统

（ＥＮＳ）发育异常为前提，涉及 Ｃａｊａｌ 间质细胞（ ＩＣＣ
细胞）和 ＰＤＧＦＲα ＋细胞以及平滑肌细胞这三种与
胃肠动力调节密切相关的三大因素［２ － ４］ 。 很少有研

究单纯从平滑肌细胞的角度来反映 ＨＤ病变部位的
情况。 神经递质或体液因素等作用于平滑肌细胞

后，主要通过“钙依赖”途径和“钙敏化”途径产生收

缩反应。 有报道 ＨＤ患儿无神经节肠段中肌层平滑
肌细胞结构异常［５］ ；研究人员在 ＨＤ 大鼠模型上观
察到，“钙敏化”途径主要是 ＲｈｏＡ ／ Ｒｈｏ 激酶（ＲｈｏＫ，
ＲＯＣＫ）信号通路，其在病变肠管的活性相对于正常
肠管和扩张肠管均增加［６］ 。 但在 ＨＤ患者的结肠平
滑肌上相关研究少。 本实验观察 ＨＤ患者扩张段和
狭窄段结肠的 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ信号通路中主要蛋白表
达的变化，以期为探讨 ＨＤ 患者结肠动力紊乱的机
制提供新的视角。

材料与方法

一、临床资料

选择 ２０１７ 年 ７ 月 １ 日至 ２０１７ 年 １２ 月 １ 日在
本院治疗 ＨＤ患儿 ９ 例，均根据病史、钡剂灌肠、术
中冰冻切片和术后病理检查等确诊为先天性巨结

肠。 患儿年龄 ６ 个月至 ２ 岁。 男 ３ 例，女 ６ 例；常见
型 ６ 例，长段型 ３ 例。 均行巨结肠根治术，每例取扩
张段和病变段（狭窄段）组织各一块，立即在生理盐

水中去除黏膜层和黏膜下层。 用生理盐水洗净后

置于标记好的冻存管中放于 － ８０℃保存，以备所有
标本一起检测。 以扩张段近端肠管做自身对照。

二、主要设备和试剂

中国上海净信公司全自动样品快速研磨仪，中

国香港力康公司台式高速冷冻离心机，美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司凝胶电泳仪、转印电泳槽、超高灵敏度化学
发光成像系统。 美国 Ｓｉｇｍａ 公司蛋白酶抑制剂和磷
酸酶抑制剂，美国 ＣＳＴ 公司 ＭＬＣ２０抗体、Ｐ（Ｓｅｒ１９）
ＭＬＣ２０抗体、ＭＹＰＴ１ 抗体、Ｐ（Ｔｈｒ８５３）ＭＹＰＴ１ 抗体、
ＧＡＰＤＨ 抗体， 美国 Ａｂｃａｍ 公司 ＲＯＣＫ１ 抗体、
ＲＯＣＫ２ 抗体。

三、实验方法

使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测与 ＲｈｏＡ ／ ＲＯ ＣＫ
信号通路相关蛋白的表达水平。 取结肠组织 １００
ｍｇ，加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ裂解液、１０ μＬ蛋白酶抑制剂和
１０ μＬ 磷酸酶抑制剂，匀浆后冰上放置 ３０ ｍｉｎ；４℃

离心后取上清，采用 ＢＳＡ法测定蛋白浓度并将各样
本浓度稀释为 ５ μｇ ／ μＬ，于 － ８０℃保存。 各取样本
１０ μＬ加入上样缓冲液，混合后 １００℃煮沸５ ｍｉｎ，分
别经 ７． ５％和 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳，９０ Ｖ － ２ ｈ 电
转；电转结束后取 ＰＶＤＦ膜，置于封闭液中室温封闭
２ ｈ。 封闭结束后，分别 ４℃ 孵育一抗［ＭＬＣ２０、 Ｐ
（Ｓｅｒ１９）ＭＬＣ２０、ＭＹＰＴ１、Ｐ（Ｔｈｒ８５３）ＭＹＰＴ１、ＧＡＰＤＨ
均 １ ∶ １ ０００ 稀释；ＲＯＣＫ１ １ ∶ １０ ０００ 稀释使用、
ＲＯＣＫ２ １ ∶ ５０ ０００ 稀释使用］过夜。 加入二抗（１ ∶
２ ０００稀释）室温孵育 １． ５ ｈ。 加显色液曝光。

四、统计学处理

使用软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 计算条带的灰度值，用
ＧＡＰＤＨ条带的灰度值做内对照进行校正，分别计算
出各样本的相对表达量。 采用 ＳＰＳＳ ２２ 对数据进行
分析。 计量资料用均数 ±标准差（ ｘ ± ｓ）表示。 扩
张段和狭窄段肠壁组织中各蛋白表达水平的比较

采用配对 ｔ检验，以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 果

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，与 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ 信
号通路相关的蛋白在 ＨＤ患儿肠管的扩张段和狭窄
段均有表达。 ９ 例患者狭窄段 Ｐ（Ｓｅｒ１９） ＭＬＣ２０的表
达量（０． ２２９ ± ０． １４３）整体低于自身扩张段的表达
（０． ３４３ ± ０． １９５），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ５２７，
Ｐ ＝ ０． ０３５，图 １）；患者狭窄段 Ｐ（Ｔｈｒ８５３） ＭＹＰＴ１ 的
表达量（０． １０１ ± ０． ０４８） 低于自身扩张段的表达
（０． １７１ ± ０． ０５３），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ８５７，Ｐ
＝ ０． ０２８，图 ２）；９ 例患者狭窄段 ＲＯＣＫ１ 的表达水平
（０． １８４ ± ０． １１２ ） 均低于自身扩张段的表达
（０． ２８７ ± ０． １６８），差异有明显统计学意义（ ｔ ＝
３． １０４，Ｐ ＝ ０． ０１５，图 ３）； ９ 例患者狭窄段 ＲＯＣＫ２ 的
表达水平（０． １０１ ± ０． ０８９）整体低于自身扩张段的表
达（０． １５３ ± ０． １３８），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ３５７，Ｐ
＝０． ０４６，图 ４）。 各蛋白表达情况见表 １。

讨　 论

ＨＤ的主要发病机制是肠道末端的一段肠壁中
神经节细胞缺失，导致该段肠管持续异常收缩，而

临近的上段结肠仍然保持蠕动功能，结果导致上段

结肠代偿性扩张、肥厚，最终形成巨结肠，因此该病

又称无神经节细胞症［７］ 。
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图 １　 结肠肌层 Ｐ（Ｓｅｒ１９） ＭＬＣ２０、ＴｏｔａｌＭＬＣ２０蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带图和灰度值统计图；　 图 ２　 结肠肌层 Ｐ（Ｔｈｒ８５３） ＭＹＰＴ１、
ＴｏｔａｌＭＹＰＴ１ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带图和灰度值统计图；　 图 ３　 结肠肌层 ＲＯＣＫ１ 蛋白 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带图和灰度值统计图；　
图 ４　 结肠肌层 ＲＯＣＫ２ 蛋白 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带图和灰度值统计图。
Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｐ（Ｓｅｒ１９） ＭＬＣ２０ ａｎｄ ＴｏｔａｌＭＬＣ２０ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ． 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｐ（Ｔｈｒ８５３） ＭＹＰＴ１ ａｎｄ ＴｏｔａｌＭＹＰＴ１ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ． 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂａｎｄ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＲＯＣＫ１ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ． 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＲＯＣＫ２ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ．

表 １　 各组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ条带灰度比值（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｂａｎｄ（ｘ ± ｓ）

组别 ＰＭＬＣ２０ ／ ＴＭＬＣ２０ ＰＭＹＰＴ１ ／ ＴＭＹＰＴ１ ＲＯＣＫ１ ／ ＧＡＰＤＨ ＲＯＣＫ２ ／ ＧＡＰＤＨ

扩张段（ｎ ＝ ９） ０． ３４３ ± ０． １９５ ０． １７１ ± ０． ０５３ ０． ２８７ ± ０． １６８ ０． １５３ ± ０． １３８

狭窄段（ｎ ＝ ９） ０． ２２９ ± ０． １４３ ０． １０１ ± ０． ０４８ ０． １８４ ± ０． １１２ ０． １０１ ± ０． ０８９

ｔ值 ２． ５２７ ２． ８５７ ３． １０４ ２． ３５７

Ｐ值 ０． ０３５ ０． ０２８ ０． ０１５ ０． ０４６

　 　 近 ２０ 年来关于巨结肠的研究中，许多学者致力
于探究 ＥＮＳ 及消化道起搏细胞 ＩＣＣ。 其中 ＥＮＳ 释
放多种神经递质，通过神经递质直接或者间接作用

于平滑肌细胞，从而影响其收缩。 在 ＨＤ 患者的病
变肠段中，目前研究认为存在多种神经递质的释放

异常，如肾上腺素能神经递质释放减少、一氧化氮

合酶神经递质释放减少、胆碱能神经递质释放增多

等［８］ 。 这些神经递质的改变均通过影响平滑肌的

收缩，最终对胃肠蠕动产生影响。 另一方面，ＩＣＣ 不
仅作为起搏细胞，将自发产生的节律性电兴奋传给

临近的平滑肌细胞，使其去极化并产生慢波和快

波，引起平滑肌收缩，使胃肠道产生节律性运动，也

介导了神经信号的传递［９］ 。 在多种消化道动力障

碍性疾病的发生过程中，ＩＣＣ 细胞形态和功能的改
变起到了关键性作用，其发育异常可能是一些儿童

胃肠道疾病如先天性巨结肠发病的重要因素［１０］ 。

此外，随着对 ＰＤＧＦＲα ＋细胞形态和功能研究
日益深入，２０１２ 年 Ｓａｎｇ Ｄｏｎ Ｋｏｈ［１１］首先在消化道平
滑肌兴奋性的研究中提出了 ＳＩＰ 合胞体（平滑肌 ／
ＩＣＣ ／ ＰＤＧＦＲα ＋细胞）的概念，认为胃肠道平滑肌的
节律性收缩是外来神经、肠内神经丛与 ＳＩＰ 合胞体
协调作用的结果，即肠运动神经释放神经递质作用

于肌层中 ＩＣＣ、ＰＤＧＦＲα ＋细胞这两种间质细胞，并
且通过间质细胞与平滑肌细胞之间的缝隙连接进

一步影响平滑肌运动［１２］ 。 也有越来越多的研究表

明，在 ＨＤ患儿无神经节细胞的肠段中，ＰＤＧＦＲα ＋
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细胞的功能发生了变化［１２，１３］ 。

综上所述，无论是 ＥＮＳ，还是 ＳＩＰ 合胞体，最终
都是通过影响平滑肌收缩来影响胃肠运动。 衡量

平滑肌收缩程度的一个重要因素即是肌球蛋白轻

链（ＭＬＣ２０）的磷酸化水平。 一般而言，结肠肌层的
平滑肌细胞在受到外界刺激时，主要是通过“钙依

赖”途径和“钙敏化”途径影响 ＭＬＣ２０的磷酸化（图
５）。 “钙依赖”途径的大致过程是，在平滑肌细胞受
到刺激后，胞外的 Ｃａ２ ＋通过 Ｌ型钙通道进入胞内，
与钙调蛋白结合，激活肌球蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ），
促使 ＭＬＣ２０磷酸化增加，平滑肌细胞发生收缩反应；
而“钙敏化”途径主要是 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ 信号通路，外
界刺激通过胞膜上的 Ｇ 蛋白偶联受体，经 ＲｈｏＡ 及
其底物 ＲＯＣＫ 的介导，促使肌球蛋白轻链磷酸酶
（ＭＬＣＰ）的亚基 ＭＹＰＴ１ 发生磷酸化使 ＭＬＣＰ 自身
的活性被抑制，ＭＬＣＰ的活性被抑制后可抑制ＭＬＣ２０
的去磷酸化过程，间接增加 ＭＬＣ２０的磷酸化水平，促
进平滑肌收缩［１１，１４］ 。 这两条途径相互协调，最终完

成平滑肌的收缩反应。 然而，目前在 ＨＤ 发病机制
的研究中，ＥＮＳ、ＩＣＣ 细胞和 ＰＤＧＦＲα ＋功能的改变，
对肌层平滑肌细胞自身产生了怎样的影响，尤其是

与这两条途径相关的影响，少有研究报道。 近年来

有研究发现，在 ＨＤ无神经节细胞肠段中，肌层的平
滑肌细胞存在层粘蛋白、结蛋白、纽蛋白、营养不良

蛋白和 εＳＧ的缺失，ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ 蛋白表达减少，这些
蛋白主要在平滑肌细胞的增殖分化阶段发挥作

用［１５］ 。 同时 Ｗｏｎ ＫＪ 等［１６］ 的研究指出，ＨＤ 大鼠巨
结肠病变部位相较于正常大鼠结肠对应的部位，其

肌层厚度增加明显，可能存在平滑肌细胞过度增

殖。 此外，周小琴等［１７］对 ＨＤ 患儿病变段肌层组织
进行 αＳＭＡ免疫染色发现，病变段平滑肌细胞 α平
滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）染色相对于正常肠段染色
较浅，αＳＭＡ表达减少。 αＳＭＡ 是由成熟平滑肌细
胞表达的与肠蠕动密切相关的收缩蛋白之一。 这

些均提示 ＨＤ病变肠管的平滑肌细胞本身可能存在
发育和功能的异常。 而在本实验中，我们发现 ９ 例
ＨＤ患儿狭窄段的肠壁肌层中，与 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ信号
通路相关的蛋白表达（ＲＯＣＫ１，ＲＯＣＫ２，Ｐ（Ｔｈｒ８５３） 
ＭＹＰＴ１）均比自身扩张段减少。 说明在 ＨＤ 患儿狭
窄段的平滑肌细胞中，相较于扩张段，ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ
信号通路反应性是减弱的，这与在大鼠模型中观察

到的结果相反［６］ 。 ＲＯＣＫ包括 ＲＯＣＫ１ 和 ＲＯＣＫ２ 两
种亚型；ＲＯＣＫ１ 主要分布于肝、肾、肺等组织器官
中，与组织细胞的生长和凋亡相关；ＲＯＣＫ２ 主要在

肌肉组织和脑组织中表达，其在 ＭＬＣＰ 介导的细胞
骨架构建过程中发挥重要的作用［１８］ 。 可见，在平滑

肌细胞正常的收缩过程中，主要是 ＲＯＣＫ２ 参与“钙
敏化”途径。 而我们的结果表明，在 ＨＤ 狭窄段，
ＲＯＣＫ１ 和 ＲＯＣＫ２ 的表达均是降低的。 Ｃｏｙｌｅ Ｄ
等［１９］研究发现，在 ＨＤ 患儿无神经节细胞的肠段
中，ＲＯＣＫ１ 的表达减少，ＲＯＣＫ２ 蛋白未发生明显改
变，这和我们的研究结果部分一致，说明在 ＨＤ患儿
病变肠段中，ＲＯＣＫ的功能可能也发生了变化。
　 　 另一方面，有研究表明在 ＨＤ 患儿无神经节细
胞的肠壁中，肌层平滑肌细胞表面的 Ｌ型钙通道的
表达、电流强度和电流密度与有神经节细胞的肠段

相比，并没有明显区别［２０］ 。 Ｌ型钙通道是胞外 Ｃａ２ ＋

进入胞内，引起平滑肌细胞通过“钙依赖”途径收缩

的重要通道，说明“钙依赖”途径在无神经节细胞的

肠壁中可能并没有受到影响。 且有研究指出，在病

变肠段中，存在多种神经递质释放异常，主要是兴

奋性神经递质释放增多［７］ 。 乙酰胆碱（Ａｃｈ）是胃肠
道最主要的兴奋性神经递质，由于胆碱能神经纤维

的增生，Ａｃｈ释放增多［２１］ 。 释放的 Ａｃｈ 可促使胞外
的 Ｃａ２ ＋通过 Ｌ型钙通道进入平滑肌细胞内，引发
“钙依赖”途径，促使平滑肌细胞收缩。 因此，这些

均可能是 ＨＤ病变段表现出痉挛状态的原因。
本研究表明，ＨＤ 患儿肠段中，相对于扩张段，

狭窄段肌层平滑肌细胞 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ 信号通路减
弱，“钙依赖”途径较强，提示在结肠平滑肌中“钙依

赖”途径和“钙敏化”途径存在功能失衡，这可能是

ＨＤ无神经节肠段平滑肌收缩异常的内在机制。
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ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ．
Ｐｅｄｉａｔｒ Ｓｕｒｇ Ｉｎｔ，２００９，２５（１１）：９５５ — ９６０． ＤＯＩ：１０． １００７ ／
ｓ００３８３ —００９ —２４６１ —４．

７　 吴小红． ＳＯＸ１０ 蛋白在先天性巨结肠肠壁中的表达［ Ｊ］ ．
实用临床医药杂志，２０１１，１５ （２１）：１８９ — １９０． ＤＯＩ：１０．
３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７２ —２３５３． ２０１１． ２１． ０８５．
Ｗｕ ＸＨ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ１０ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｗａｌｌ ｏｆ Ｈｉｒｓｃｈ
ｓｐｒｕｎｇｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ Ｐｒａｃ
ｔｉｃｅ，２０１１，１５（２１）：１８９ —１９０． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６ ７２ —
２３５３． ２０１１． ２１． ０８５．
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６２７． ＤＯＩ：１０． １３２９４ ／ ｊ． ａｐｓ． ２０１６． ００７３．
Ｓｏｎｇ ＮＮ， Ｘｕ ＷＸ． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
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