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摘　要：本研究旨在分析钙离子（Ｃａ２＋）跨膜吸收途径相关基因在昆明小鼠胃肠道中的表达模
式。选取１２只８周龄、平均体重（３０．７１±２．９３）ｇ的雌性昆明小鼠，取胃、十二指肠、空肠、回
肠、盲肠和结肠组织样品，利用实时定量 ＰＣＲ法检测维生素 Ｄ依赖性钙结合蛋白（ＣａＢＰＤ９ｋ）、
瞬时性受体电位通道香草酸受体６（ＴＲＰＶ６）和维生素 Ｄ受体（ＶＤＲ）ｍＲＮＡ表达量。结果表明：
１）ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和 ＶＤＲｍＲＮＡ在胃内属低水平表达，而在盲肠内表达量较高；２）随着小肠
的延伸，ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲｍＲＮＡ表达量逐渐降低，而 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ则在回肠内高水平表达；３）
ＣａＢＰＤ９ｋ（Ｐ＜０．０５）、ＶＤＲ（Ｐ＜０．０５）、ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ的表达量（Ｐ＞０．０５）随着大肠肠段的延
伸而不同程度地下降。结果提示，ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量与胃肠道 Ｃａ２＋跨膜
吸收能力存在关联性。
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　　维持钙离子（Ｃａ２＋）稳恒是动物肌肉收缩、信
号转导、骨质沉积、细胞凋亡等生理活动正常运作

的基础［１］。这一鲁棒系统受肾重吸收、骨动员、胃

肠道吸收 ３个途径的精确调节［２］。其中，肾重吸

收能力有限，骨动员需建立在胃肠道 Ｃａ２＋吸收不
足的前提下，二者对 Ｃａ２＋的稳恒贡献不大［３］。据

此，调节胃肠道 Ｃａ２＋吸收被认为是维持 Ｃａ２＋稳恒
的关键因素。

　　胃肠道采用旁细胞和跨膜２种方式吸收食糜
Ｃａ２＋［４－５］。其中，旁细胞途径依赖胃肠道内外
Ｃａ２＋电化学浓度梯度差；而 Ｃａ２＋的跨膜吸收依赖
于胃肠道上皮细胞运载通道蛋白的数量及活性，

可在短期内大幅上调或下调［６－７］，是机体调控胃肠

道 Ｃａ２＋吸收的主要途径。这一途径包括 ３个步
骤：１）Ｃａ２＋经瞬时性受体电位通道香草酸受体 ６
（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ６，ＴＲ

ＰＶ６）介导入胞；２）与维生素 Ｄ依赖性钙结合蛋白
（ｖｉｔａｍｉｎＤｄｅｐｅｎｄｅｎｔ９ｋｕｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣａＢＰＤ９ｋ）结合并转运至细胞另一侧；３）由基底
膜钙转运蛋白细胞膜钙泵１ｂ和钠钙交换体１运载
出胞外排入血［８］。以上步骤受维生素 Ｄ受体（ｖｉ
ｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）的严格调控［９－１０］。研究表

明，ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和ＶＤＲ是Ｃａ２＋跨膜吸收过
程的主要限速大分子［９－１１］。可见，探索其在胃肠

道的表达特征对深入研究 Ｃａ２＋跨膜吸收动力学具
有重要的意义。现有对十二指肠、空肠、回肠与

Ｃａ２＋代谢相关基因的研究多集中于兔、羊、人，而
对小鼠的报道不多［８，１２－１３］。因此，在已建立小鼠

胃肠道 ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和 ＶＤＲ基因检测技术
体系的基础上，本研究探索这３个基因在胃肠道不
同位点的表达模式，为阐明动物胃肠道 Ｃａ２＋吸收机
制及深入探索该过程的调控因子奠定基础。
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１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　试剂
　　ＲＮＡ样本保存液（ＲＮＡＳｔｏｒｅ），总 ＲＮＡ提取
试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；反转录

ＰＣＲ试剂盒（ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）和
实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）试剂盒（ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ）为大连宝生物工程有限公司产品，其
余试剂均为国产分析纯。

１．１．２　试验动物及采样
　　选取１２只８周龄雌性昆明小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕ
ｌｕｓｃａｓｔａｎｅｕｓ）为试验动物，由贵阳医学院实验动物
中心提供，平均体重（３０．７１±２．９３）ｇ。饲养条
件：温度 １８～２２℃，湿度５０％ ～６０％，昼夜比例
１∶１，自由采食及饮水。
　　小鼠购进适应环境１０ｄ后进行试验。麻醉后
心脏穿刺处死，快速分离胃、十二指肠、空肠、回

肠、盲肠和结肠组织样品（均为该组织中段），用预

冷磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗后投入 ＲＮＡ样本保
存液，－２０℃冻存。

１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第１链合成
　　应用本课题组已建立的检测技术体系提取小
鼠总 ＲＮＡ及合成 ｃＤＮＡ第 １链［１４］。Ｔｒｉｚｏｌ法提
取组织总 ＲＮＡ。电泳验证 ＲＮＡ完整性，核酸蛋白
定量仪检测浓度。之后，将所有样本浓度调整一

致，采用反转录 ＰＣＲ试剂盒反转录出 ｃＤＮＡ第 １
链。经分析，总 ＲＮＡ提取质量良好，完整性高；各
基因的标准曲线 Ｒ２均达到 ０．９９，扩增效率高于
９０％；熔解曲线峰呈单峰，满足采用 ２－ΔΔＣｔ法进行
表达相对定量的条件。

１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ
　　参照试剂盒说明书进行。引物（表１）由大连
宝生物工程有限公司合成。以 β－肌动蛋白作为
内参基因。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ法（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ）进行 ＲＴｑＰＣＲ，每个样本设３个重复孔。
扩增程序为：９５℃、１０ｍｉｎ；９５℃、１５ｓ，６０℃、６０ｓ，
４０个循环。ＲＴｑＰＣＲ反应体系为：ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（２×）１０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
０．４μＬ，模板 ｃＤＮＡ２μＬ，加水至２０μＬ。以每个
组织样品的 ５个 ｃＤＮＡ原液梯度稀释后作模板，
上机扩增构建标准曲线评定扩增效率。同时，

６０～９５℃进行熔解曲线分析观察产物特异性。

表１　引物序列及参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｃｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｃｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

维生素Ｄ依赖性钙结合蛋白
ＣａＢＰＤ９ｋ

ＮＭ００９７８９．２
上游：ＴＴＣＡＧＴＣＡＧＡＧＴＴＣＣＣＣＡＧＣＣ

下游：ＴＣＴＴＣＧＴＡＡＣＴＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＧＣ
１００

瞬时性受体电位通道香草酸受体６
ＴＲＰＶ６

ＮＭ０２２４１３．４
上游：ＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴ

下游：ＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＴＴＣＡＡＡＧＧＴＧＣＴ
１４１

维生素Ｄ受体
ＶＤＲ

ＮＭ００９５０４．４
上游：ＧＴＧＣＴＡＧＡＧＧＴＧＴＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＡ
下游：ＡＧＧＣＴＧＧＧＣＡＧＧＡＧＡＡＡＧＧＡＴＧ

１９９

β－肌动蛋白
βａｃｔｉｎ

ＮＭ００７３９３．３
上游：ＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ
下游：ＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ

９７

１．３　数据统计
　　２－ΔΔＣｔ法分析 ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ
在胃肠道不同片段中的表达量。以胃组织为对照

样本，计算小鼠胃肠道中 ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲ
ｍＲＮＡ表达量［１４］，公式为：

ΔＣｔ＝Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参基因；
ｍＲＮＡ表达量 ＝２－（ΔＣｔ目的样本－ΔＣｔ对照样本）。

　　数据以平均值 ±标准差表示，使用 ＳＡＳ９．２
进行统计分析，调用 ＰｒｏｃＮＰａｒ１Ｗａｙ模块进行
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验以比较不同组织间基因 ｍＲＮＡ
表达差异，差异显著水平设为 Ｐ＜０．０５。

２４４
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２　结　果
　　应用 ＲＴｑＰＣＲ检测胃肠道 ６个不同片段
ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ的表达量见图１，３
个基因在小鼠胃肠道各组织中均有表达。

２．１　胃肠道 ＣａＢＰＤ９ｋｍＲＮＡ表达量
　　由图 １－ａ可知，ＣａＢＰＤ９ｋｍＲＮＡ在盲肠的
表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５），其次是十二
指肠，胃中表达量最低，这三者差异显著（Ｐ＜
０．０５）。在小肠肠段（十二指肠、空肠、回肠）和大
肠肠段（盲肠、结肠）内，ＣａＢＰＤ９ｋｍＲＮＡ表达量
均随该段消化道的延伸而显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．２　胃肠道 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ表达量
　　由图１－ｂ可知，盲肠、回肠 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ表
达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５），二者差异不显
著（Ｐ＞０．０５）。小肠前段（十二指肠）和大肠后段
（结肠）ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ表达量次之，显著高于再次
的空肠（Ｐ＜０．０５），胃内 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ表达量最
低，显著低于其他各组织（Ｐ＜０．０５）。
２．３　胃肠道 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量
　　由图１－ｃ可知，ＶＤＲｍＲＮＡ表达量以盲肠内
最高，回肠最低，显著低于其他各组织（Ｐ＜０．０５）。
各组织间 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量大小依次为盲肠、十
二指肠、空肠、结肠、胃、回肠。小肠肠段内十二指

肠与空肠内 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量接近，除回肠外的
各组织 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量差异均不显著（Ｐ＞
０．０５）。

３　讨　论
　　动物胃肠道各组织中 ＣａＢＰＤ９Ｋ、ＴＲＰＶ６、
ＶＤＲ基因的分布具有特异性，它们在 Ｃａ２＋跨膜吸
收中各有分工，协同调控这一过程的动力学参

数［１５］。本研究利用 ＲＴｑＰＣＲ考察了鼠胃肠道 ６
个不同片段的 ＣａＢＰＤ９Ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲ基因表达
特征。从结果来看，这 ３个基因的特异表达使胃
肠道不同片段表现出各自的 Ｃａ２＋吸收特点。为便
于比较，本文从消化道延伸先后顺序的角度进行

讨论。

３．１　胃 ＣａＢＰＤ９Ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ的表达
特征

　　总体来看，３个基因均在胃内低水平表达，说
明胃不是 Ｃａ２＋吸收调节的主要位点，对维持 Ｃａ２＋

稳恒贡献不大，与前人的研究结论类似［７，１６］。这有

利于将胃与其他组织比较，可能也是前人选取胃

为分析对照样本的原因。

　　数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５）。
　　 Ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ
ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图１　小鼠胃肠道各段中ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和
ＶＤＲｍＲＮＡ表达量

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａＢＰＤ９ｋ，
ＴＲＰＶ６ａｎｄＶＤＲｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｉｎｍｉｃｅ

３．２　小肠 ＣａＢＰＤ９Ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ的
表达特征

　　本研究发现，在小肠肠段，随着十二指肠向空
肠、回肠的延伸，ＣａＢＰＤ９ｋ与 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量
均降低。不同的是，ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ主要定位于回
肠，而在十二指肠表达量较低。
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　　Ｃａ２＋通过跨膜及旁细胞 ２个途径转运入血
液，维持血钙稳恒。已知 Ｃａ２＋的跨膜吸收能力受
食糜滞留时间影响较小。经典理论认为，近端小

肠是这一途径的主要位点；与前者相比，旁细胞途

径受胃肠道肌膜 －浆膜 Ｃａ２＋电化学浓度梯度差的
调控，在肠道各片段均可发生［７］。食糜在十二指

肠停留时间短（约为２．５ｍｉｎ）［１７］，主要经跨膜吸
收途径快速摄取 Ｃａ２＋。在饲粮钙水平不足的情况
下，十二指肠对代偿性维持正常钙吸收起重要作

用，常伴有较高的 Ｃａ２＋跨膜吸收相关基因表达。
本研究中，在小鼠十二指肠中检测到了小肠肠段

中最高的ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲ与第２高的ＴＲＰＶ６ｍＲ
ＮＡ表达量，提示十二指肠是小肠内 Ｃａ２＋经 ＴＲ
ＰＶ６入胞，在ＶＤＲ调控下与ＣａＢＰＤ９ｋ特异结合，
跨膜运输能力最强的位点。

　　食糜流经十二指肠后，滞留时间逐渐延长［１７］，

尤其在空肠后段，Ｃａ２＋的旁细胞吸收途径作用开
始增强。这在本研究中得到了验证：即空肠（本研

究所取空肠位点为中段）ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６ｍＲ
ＮＡ表达量虽较胃高２倍以上，但仍显著低于十二
指肠；同时，与十二指肠相比，空肠 ＶＤＲｍＲＮＡ表
达量亦下调了１．２６倍。这说明空肠的 Ｃａ２＋跨膜
摄取能力较十二指肠弱。回肠是 Ｃａ２＋经旁细胞途
径吸收的主要位点，食糜在此停留时间远长于小

肠其他部位［１８－１９］，Ｃａ２＋跨膜吸收相关基因表达量
在该位点有所降低［１８］。这与本研究结果相符，即

小肠肠道内以回肠的ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲｍＲＮＡ表达
量最低。本研究未观察到 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ表达量
在回肠中有显著降低，这与前人的报道不一

致［１９－２０］。其原因可能是，ＴＲＰＶ６存在转录后调控
的机制，致使其蛋白质合成量与 ｍＲＮＡ表达量不
相吻合［７，２１］，具体原因有待进一步研究。

３．３　大肠 ＣａＢＰＤ９Ｋ、ＴＲＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ的
表达特征

　　本研究发现，大肠 ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲｍＲＮＡ的
表达特征与小肠类似，即随着肠段的延伸，ＣａＢＰ
Ｄ９ｋ与 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量均降低；而 ＴＲＰＶ６ｍＲ
ＮＡ则主要在盲肠中表达。
　　盲肠是鼠类最主要的 Ｃａ２＋吸收部位［２２］，也是

除近端小肠外的另一 ＴＲＰＶ６基因高表达靶
点［１７，１９］。鉴于盲肠的解剖生理长度较短，食糜流

经速度快，因此，与十二指肠类似，盲肠内 Ｃａ２＋的
吸收模式应以跨膜途径为主。本研究中，盲肠在

整个胃肠道不同位点均有最高的 ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲ
ＰＶ６、ＶＤＲｍＲＮＡ表达量，表现出与其他胃肠道位
点 Ｃａ２＋吸收基因表达不同的特殊性，提示其 Ｃａ２＋

跨膜吸收能力甚至超过十二指肠。食糜流经盲肠

后的吸收量对整个胃肠道 Ｃａ２＋吸收贡献十分有
限，伴随着较低的 Ｃａ２＋跨膜转运相关基因表达。
据此，作者推测，盲肠的 Ｃａ２＋跨膜吸收起着重要作
用，这一位点的 Ｃａ２＋摄取能力可能是影响整个消
化道 Ｃａ２＋摄取的关键。在本研究中，结肠 ＣａＢＰ
Ｄ９ｋ、ＶＤＲｍＲＮＡ表达量低于十二指肠，提示结肠
Ｃａ２＋跨膜吸收能力较十二指肠弱。正常情况下，
结肠在整个胃肠道内 Ｃａ２＋吸收比例不到１０％［２３］，

以跨膜途径摄取 Ｃａ２＋为主［１８］，受 ＶＤＲ调控［２４］。

纵观目前的文献，结肠的 Ｃａ２＋吸收机制尚未明确，
有待进一步研究。

　　胃肠道吸收是动物摄取 Ｃａ２＋最重要的途
径［３］。其时空表达模式的差异可导致消化道不同

片段 Ｃａ２＋吸收模式及动力学参数的变化，继而调
节 Ｃａ２＋吸收能力，最终影响机体 Ｃａ２＋稳恒状
态［２，１６，２１］。明确动物胃肠道 Ｃａ２＋吸收这一生理过
程的调控模式及途径，对从本质上揭示动物 Ｃａ２＋

代谢紊乱的机理及其防治措施具有重要的意义。

为此，考察其胃肠道 Ｃａ２＋吸收调控因子表达特征
成为开展后续研究工作的基础。本研究旨在先行

报道处于 Ｃａ２＋稳恒状态下动物胃肠道 Ｃａ２＋跨膜
吸收蛋白编码 ｍＲＮＡ的表达分布情况，获取基线
数据，这可为进一步考察 Ｃａ２＋跨膜吸收动力学参
数和调控动物胃肠道 Ｃａ２＋吸收效率的研究提供
基础。

４　结　论
　　① ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和 ＶＤＲｍＲＮＡ在胃内
属低水平表达，而在盲肠内表达量较高。

　　② 随着小肠的延伸，ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲｍＲＮＡ
表达量逐渐降低，而 ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ则在回肠内高
水平表达。

　　③ ＣａＢＰＤ９ｋ、ＶＤＲ、ＴＲＰＶ６ｍＲＮＡ的表达量
随着大肠肠段的延伸而不同程度地下降。

　　④ ＣａＢＰＤ９ｋ、ＴＲＰＶ６和 ＶＤＲｍＲＮＡ表达量
与胃肠道 Ｃａ２＋跨膜吸收能力存在关联性。
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