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肥厚性幽门狭窄大鼠幽门中神经生长因子及其受体TrkA、
p７５NTR的表达
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【摘　要】　目的　 研究肥厚性幽门狭窄大鼠幽门中神经生长因子 (NGF)及神经营养因子酪氨酸激酶受体 A
(TrkA)、p７５神经营养因子受体 (p７５NTR)表达情况,探讨 NGF及其受体 TrkA 与p７５NTR在先天性肥厚性幽门狭窄起

病中的作用.方法　将受孕后的SD大鼠随机分为模型组与对照组,模型组经尾静脉注射给予 NＧ硝基Ｇ左旋精氨酸甲酯 (LＧ
NAME)２０mg/ (kgd),对照组经尾静脉注射给予同等剂量的生理盐水.新生鼠于出生后第１、７、１４天与第２１天分别称

重,生后第２天麻醉处死,留取幽门组织.HE染色后显微镜下测量幽门肌层厚度.实时定量聚合酶链反应 (RTＧPCR)检

测幽门组织中的 NGF及其受体 TrkA与p７５NTR的 mRNA表达水平.Westernblot检测幽门组织中的 NGF及其受体 TrkA
与p７５NT的蛋白质表达水平.结果　与对照组新生鼠比较,模型组新生鼠体质量增长明显缓慢,体质量较低.模型组幽门

肌明显肥厚.模型组新生鼠 NGF的 mRNA及蛋白表达显著减少;模型组新生鼠 TrkA与p７５NTR的 mRNA及蛋白表达显

著减低,差异有统计学意义 (P＜００５).结论　幽门组织中 TrkA与p７５NTR降低及 NGF的表达减少可能与先天性肥厚性

幽门狭窄的发病有关.
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ExpressionofnervegrowthfactoranditsreceptorsTrkAandp７５NTRinmicewithhypertrophicpyloricstricＧ
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【Abstract】　Objective　Tostudytheexpressionofnervegrowthfactor(NGF),neurotrophicfactortyrosinekinaserecepＧ
torA (TrkA)andp７５neurotrophicfactorreceptor(p７５NTR)inthepylorusofmicewithhypertrophicpyloricstenosis,andto
exploretheroleofNGFanditsreceptorsTrkAandp７５NTRintheonsetofcongenitalhypertrophicportalstenosis．Methods　
PregnantSDmicewererandomlydividedintomodelgroupandcontrolgroup．Themodelgroupwasgiven２０mg/(kgd)ofNＧ
nitroＧLＧargininemethylester(LＧNAME)bytailveininjection,whilethecontrolgroupwasgiventhesamedoseofnormalsaline
throughtailvein．Thenewbornmicewereweighedonthe１st,７th,１４thand２１stdayafterbirth．Themicewerekilledonthe
２nddayafterbirth．Thethicknessofpylorusmusclelayerwasmeasuredundermicroscopeafterstaining．Realtimequantitative
polymerasechainreaction(RTＧPCR)wasusedtodetectthemRNAexpressionlevelsofNGF,TrkAandp７５NTRinpylorictisＧ
sue．WesternblotwasusedtodetecttheproteinexpressionofNGF,TrkAandp７５NTR．Results　Comparedwiththecontrol
group,thebodyweightofthemodelgroupwassignificantlyslowerthanthatofthecontrolgroup．Inthemodelgroup,thepyＧ
loricmusclewasobviouslyhypertrophic．TheexpressionofNGFmRNAandproteinwassignificantlydecreasedinthemodel
group,andthemRNAandproteinexpressionofTrkAandp７５NTRinthemodelgroupweresignificantlydecreased(P＜００５)．
Conclusion　ThedecreaseofTrkA,p７５NTRandNGFexpressioninpylorictissuemayberelatedtothepathogenesisofCHPS．

【Keywords】congenitalhypertrophicpyloricstenosis;nervegrowthfactor;TrkA;p７５NTR

　 　 先 天 性 肥 厚 性 幽 门 狭 窄 (congenital
hypertrophicpyloricstenosis,CHPS)是新生儿幽

门环肌增生,引起幽门管狭窄的一种上消化道梗阻

疾病.CHPS的发病机制复杂,至今未明确.近期

研究显 示,神 经 生 长 因 子 (NGF)受 体 参 与 到

CHPS发病过程,免疫组化研究证实在肥厚的幽门

部肠神经系统支配异常[１].但有关CHPS发病过程

中 NGF及其受体的变化有待进一步探索.本研究

旨在探讨 NGF在 CHPS大鼠幽门肌及黏膜中的表

达,以及 NGF相关受体的变化.
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１　材料与方法

１１　材料:

１１１　实验动物:成年SPF级SD 大鼠６只,其

中雄鼠２只,体质量约２５０g,８０~９０日龄;雄鼠

２只,体质量３５０~４００g,９０~１１０日龄,清洁级,
购自上海医学实验动物中心,实验动物生产许可证

号 SYXK (沪 )２０１７Ｇ０００３, 质 量 合 格 证 号

００００４１９.动物使用协议已由审查委员会批准,实

验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准[１].

１１２　主要试剂及耗材:NＧ硝基Ｇ左旋精氨酸酯

(NＧnitroＧLＧargininemethylesterhydrochloride,LＧ
NAME),无RNase水购自北京奥森生物公司,逆

转录试剂盒等购自美国Sigma公司.

１２　分组与动物模型建立:野生型大鼠按雌∶雄

比例２∶１合笼繁殖.所有母鼠保持饲养环境及饲

料相同,规律清晨取母鼠阴道涂片[１],妊娠第１天

自镜检确认发现精子计算.一半数量的受孕母鼠随

机分 入 模 型 组.按 参 考 文 献 [２] 的 方 法 建 立

CHPS模型.相同数量的剩余受孕母鼠分入对照

组.模型组接受尾静脉注射 LＧNAME处理,注射

时间从妊娠第２天开始,剂量２０mg/ (kgd).
对照组尾静脉注射给予等量生理盐水,乳鼠出生２１
d结束尾静脉给药.乳鼠生后母乳喂养,新生鼠生

后第１、７、１４、２１天按饲养笼位称重.两组母鼠

孕期无显著差异,均在２２~２４d,对照组共生产乳

鼠９只,模型组共生产乳鼠７只.全部乳鼠均正常

存活至出生后第２１d,乳鼠发育正常,四肢完整,
营养良好.

１３　取材及标本制作:在新生鼠出生后第２１天取

材,切除两份幽门组织,立即取出其中一份经１０％
中性甲醛溶液处理固定,另一份置于―８０ ℃环境

长期保存,固定,染色后显微镜观察 HE组织,并

测量幽门肌层厚度.

１４　qRTＧPCR 法 检 测 NGF 及 其 受 体 TrkA、

p７５NTR的mRNA表达:所有实验乳鼠的幽门组织

样本 通 过 新 鲜 血 液 RNA 快 速 提 取 试 剂 盒

(QIAGEN)提取总 RNA[２].根据 NGF及其受体

TrkA、p７５NTR基因序列设计用于 RTＧPCR 的引

物.使用仪器配套分析软件 V２０２进行分析以 U６Ｇ
RNA序列作为内参照[３],结果以２－ΔΔCt来表示.

１５　 Westernblot法检测 NGF及其受体 TrkA、

p７５NTR蛋白表达:采用蛋白质免疫印迹法进行检

测.同一样本中蛋白与内参 GAPDH 蛋白条带的灰

度值之比采用 Quantityone软件分析.

１６　统计学分析:数据处理使用SPSS２１０软件

完成.计量资料使用平均数±标准差来表示,组间

差异比较采用t 检验.P＜００５为差异有统计学

意义.

２　结果

２１　两组体质量增长情况:与对照组乳鼠体质量

增幅比较,模型组乳鼠体质量增幅明显减小,体质

量较低,差异有统计学意义 (P＜００５),见表１.

表１　两组乳鼠不同时间的体质量比较 (g,x±s)

组别 例数 第１天 第７天 第１４天 第２１天

对照组 ９ ６１１±０３５ １２０２±２３４２５０３±６３４ ３３９±４１３
模型组 ７ ５３９±０４９ ９１２±０６９ １６３７±１０４ ２３９±３２９

P 值 ０００３２ ００００１ ００００２ ０００４５

２２　模型组幽门肌增厚:与对照组新生鼠幽门肌

厚度 [(０２９±００９)mm]相比,模型组新生鼠幽

门肌 [(０５１±０１１)mm]增厚.HE染色显示,
模型组增厚组织主要以环形肌为主,两组幽门肌厚

度差异有统计学意义 (P＝０００３).

２３　 模型组 NGF 及其受体 mRNA 水平异常:

qRTＧPCR结果显示,与对照组相比,模型组乳鼠

的 NGFmRNA减少,而TrkA与p７５NTR的 mRＧ
NA降低,见表２.

表２　两组NGF、TrkA与p７５NTR的mRNA表达水平 (x±s)

组别 例数 NGF TrkA p７５NTR

对照组 ９ １００±０１５ １００±００９ １０１±０１４
模型组 ７ ０５４±０１０ ０４５±００５ ０５６±００８
P 值 ０００１２ ０００１５ ０００２６

２４　 模 型 组 NGF 及 其 受 体 蛋 白 水 平 异 常:

Westernblot结果显示,与对照组相比,模型组乳

鼠的 NGFmRNA 表达减少,而 TrkA 与p７５NTR
的蛋白表达降低,见表３.

表３　两组NGF、TrkA与p７５NTR的蛋白表达水平 (x±s)

组别 例数 NGF TrkA p７５NTR

对照组 ９ １０２±００９ １１２±００９ １０１±０１１
模型组 ７ ０５８±０１３ ０３２±００３ ００９±００４
P 值 ０００２３ ０００３５ ０００２６

３　讨论

CHPS是一种先天性的胃肠道疾病,具体发生

机制并不完全清楚,神经信号的传递异常是CHPS
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的疾病特征之一[４].
本研究模型组雌鼠自孕期第２天给予尾静脉注

射 NOS抑制剂LＧNAME,直至新生鼠出生后第２１
天.本研究关注了 NGF下游的两个受体———TrkA
与p７５NTR,并发现两者表达在CHPS幽门组织中

显著下降,提示存在一种可致幽门部肠神经系统发

育异常的致病机制,NGF及其受体下调可能起到

关键作用.需要注意的是,幽门肌细胞的来源并不

完全清楚[５],可能主要来源于间充质细胞,其与肌

细胞交叉分布,发挥过程中受到多种因素的影响.
离体研究也发现,肌间神经节细胞能够调节促进细

胞轴突生长,神经控制异常会导致肌肉无法松弛,
再通过过多的生长因子,导致肌细胞增殖、肥大.
其与CHPS的因果关系也不明确.有研究认为婴儿

使用红霉素、妊娠期间母亲使用红霉素都可能增加

CHPS发生风险,但缺乏足够的循证证据.最后,

CHPS有明显的家族遗传倾向,越来越多的证据显

示,遗传基因多态性可能与CHPS发病有关,且不

仅仅 存 在 一 个 致 病 基 因[６],这 些 基 因 是 否 参 与

NGF及其受体表达调节有待商榷.
本研究显示,CHPS幽门组织的 NGF及其受

体表达异常,TrkA 与p７５NTR 的降低及 NGF表

达减少,这种改变可能与CHPS的发病有关.关于

CHPS发生机制主要为幽门肌改变、卡哈尔间质细

胞发育异常、染色体及基因异常等[７].常见的病理

表现为幽门环形肌增生肥厚,可合并多种畸形,提

示CHPS可能是一种多因性病变,如其他畸形病因

存在共性,也存在特异性.幽门肌中多种生长因子

及其受体表达明显增加,肌肉中的神经末梢、肽能

神经纤维等显著减少.神经胶质细胞有神经营养因

子作用,而 NGF及其受体在消化道的生理及病理

过程中起到促进作用.无法发挥作用从而导致相关

肌肉中的神经系统、肽能神经纤维发育不良,平滑

肌细胞增殖增生,最终导致CHPS发生.
本研究为动物实验,样本量有限,影响一些评

价指标,将来拟扩大样本再进一步分析;后续计划

开展CHPS患儿的病理、分子生物学研究,以进一

步分析 NGF与CHPS的关系.
综上所述,NGF与 CHPS具有因果关系,而

二者的结合点是CHPS引发的 NGF受体表达降低,
具体表现为 TrkA与p７５NTR的表达降低,这为深

化CHPS机制研究提供了实验证据.
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肿瘤相关成纤维细胞经FGF１９/FGFR４信号轴调控结肠癌细胞
生长的实验研究

福建医科大学省立临床学院 福建省立金山医院普外科 (福州３５０００７) 　杨国华　郑圣斌　林彩锋　黄若磊

【摘　要】　目的　探讨肿瘤相关成纤维细胞 (CAF)通过FGFR４/FGF１９信号轴调控结直肠癌生长可能机制.方法　
将研究对象分为３组,分别是细胞组、细胞＋NF组、细胞＋CAF组.绘制各组癌细胞生长曲线,采用 ELISA 法检测细胞

外FGF１９因子浓度变化.结果　癌细胞与CAF共培养后,癌细胞生长率明显提高,与其他组比较,差异有统计学意义 (P

＜００５);细胞外FGF１９因子浓度明显提高,与其他组比较,差异有统计学意义 (P＜００５).结论　CAF通过促进结肠癌

细胞自分泌FGF１９因子,促进癌细胞分裂生长.
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