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摘   要：动物胃肠道是食物消化和营养吸收器官，对机体健康至关重要。果蝇与哺乳动物的肠道

在细胞组成、遗传调控等方面高度相似，是研究肠道发育的良好模型。体外培养细胞中的研究发

现，Nprl2 通过作用于 Rag GTPase，抑制雷帕霉素靶点复合物 1 (target of rapamycin complex 1, 
TORC1)的活性，参与细胞代谢的调节。前期报道 nprl2 突变果蝇具有前胃增大、消化能力降低等

肠道衰老相关表型。但对于 Nprl2 是否通过 Rag GTPase 调控肠道发育等方面尚不清楚。为了探究

Rag GTPase 在 Nprl2 调控果蝇肠道发育中的作用，本研究利用遗传杂交结合免疫荧光等方法对

RagA 敲减和 nprl2 突变果蝇的肠道形态、肠道细胞组成等方面进行研究。发现单独敲减 RagA 可

以引起肠变粗、前胃增大等表型，敲减 RagA 能挽救 nprl2 突变体中肠道变细、分泌型细胞减少的

表型，但并不能挽救 nprl2 突变体中前胃增大的表型。以上结果表明，RagA 在肠道发育中发挥重

要作用，Nprl2 通过作用于 Rag GTPase 调节肠道细胞分化和肠道形态，但 Nprl2 对前胃发育和肠

道的消化功能的调节可能通过不依赖于 Rag GTPase 的机制实现。 
关键词：果蝇；肠道；RagA；nprl2 突变体；发育  
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organism, and its gut is highly similar to mammalian gut in terms of cell composition and 
genetic regulation, therefore can be used as a good model for studying gut development. target 
of rapmaycin complex 1 (TORC1) is a key factor regulating cellular metabolism. Nprl2 inhibits 
TORC1 activity by reducing Rag GTPase activity. Previous studies have found that nprl2 
mutated Drosophila showed aging-related phenotypes such as enlarged foregastric and reduced 
lifespan, which were caused by over-activation of TORC1. In order to explore the role of Rag 
GTPase in the developmental defects of the gut of nprl2 mutated Drosophila, we used genetic 
hybridization combined with immunofluorescence to study the intestinal morphology and 
intestinal cell composition of RagA knockdown and nprl2 mutated Drosophila. The results 
showed that RagA knockdown alone could induce intestinal thickening and forestomach 
enlargement, suggesting that RagA also plays an important role in intestinal development. 
Knockdown of RagA rescued the phenotype of intestinal thinning and decreased secretory cells 
in nprl2 mutants, suggesting that Nprl2 may regulate the differentiation and morphology of 
intestinal cells by acting on RagA. Knockdown of RagA did not rescue the enlarged forestomach 
phenotype in nprl2 mutants, suggesting that Nprl2 may regulate forestomach development and 
intestinal digestive function through a mechanism independent of Rag GTPase. 
Keywords: Drosophila; intestinal; RagA; nprl2 mutant; development 

 
动物肠道不仅是消化和吸收的场所，也是

机体防御外来入侵物的第一道屏障[1]。果蝇肠

道与小鼠、人类的肠道在发育、细胞组成、遗

传调控等方面具有高度的相似性 [2]。果蝇肠道

分为 3 个不同发育起源的离散域(前肠、中肠、

后肠)，大部分区域为中肠，前肠和后肠相对较

短。前肠起源于外胚层包括食道和前胃(crop)，
其中前胃与哺乳动物的胃类似，具有暂时储

存、运输食物的功能；中肠起源于内胚层，主

要 分 为前中肠 (anterior midgut) 、铜细胞区

(copper cell region, CCR)以及后中肠(posterior 
midgut)，主要功能是消化和吸收营养成分[3-4]。

CCR 区的主要细胞类型是铜细胞，铜细胞具有

吸收铜离子和排放氢离子的功能，因此该区段

呈酸性，便于食物的消化[3-4]；后肠起源于外胚

层，与哺乳动物结肠类似，具有吸收水分的功

能[5]。果蝇肠道由不同类型的细胞组成，包括

具有增殖和分化功能的多功能肠道干细胞

(intestinal stem cells, ISCs)、由 ISCs 分裂形成的

肠下皮细胞或中间过渡型细胞 (enteroblasts, 
EBs)、主要行使营养吸收功能的肠上皮细胞

(enterocytes, ECs)和行使分泌功能的肠内分泌

细胞(enteroendocrine cells, EEs)[6]。在肠道细胞

的增殖和分化过程中，ISCs 通过有丝分裂的方

式，产生新的干细胞和 EB 细胞[7]，EBs 细胞通

过分化形成 ECs 和 EEs，两者分别由 Pdm1 和

Prospero 蛋白标记[8]。ECs 细胞占肠道总细胞数

量的 90%，为八倍体，具有较大细胞核；ISCs、
EBs、EEs 细胞为二倍体，具有较小的细胞核[9]。

最近研究发现，为了维持稳态， ISCs 根据

Notch 信号的水平分化为两种不同的瞬时状

态，即 EBs 或肠内分泌祖细胞(enteroendocrine 
progenitor cells, EEPs)。高 Notch 信号促进 ISCs
分化为肠上皮细胞(ISC→EB→EC)，而低 Notch
信号促进 ISCs 分化为肠内分泌细胞 (ISC→ 
EEP→EE)[10-13]。果蝇肠道受损时会激活一些信

号通路，刺激肠道干细胞增殖和分化，以维持

肠道正常功能。肠内分泌细胞能够分泌激素，
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对全身起到调控作用。Hippo、JNK、Notch 等

信号通路对肠道干细胞的增殖及分化起着重要

的调控作用[14]。研究表明，炎症和老化等应激

胁迫条件会促进肠道干细胞的增殖与分化[15]。 
TORC1 具有丝氨酸/苏氨酸激酶活性，是细

胞感受营养和能量状态、调节细胞生长和代谢

的关键调控因子[16]，普遍存在于酵母、果蝇、

小鼠等真核生物中，具有高度遗传保守性。

TORC1 信号通路的激活依赖于生长因子、能

量，以及营养的共同刺激。而氨基酸对 TORC1
活性的调节主要是通过 Rag GTPases 实现的。

Rag GTPases 属于 Ras 家族成员的 GTP 结合蛋

白，通过调节器(regulator)复合物的相互作用将

自己锚定在溶酶体上。Rag GTPases 是 RagA 或

B (RagA/B)与 RagC 或 D (RagC/D)组成的异二

聚体[17]。当 RagA/B 与 GTP 结合，RagC/D 与

GDP 结合时，Rag 复合体处于活性状态，招募

TORC1 至溶酶体上，促进 TORC1 活性；而当

RagA/B 与 GDP 结合，RagC/D 与 GTP 结合时，

则处于失活状态，不能促进 TORC1 活性[18-19]。

Rag GTPases 的 活 性 受 GAP towards Rags 
(GATOR)复合体的调节。其中由 DEPDC5、Nprl2
和 Nprl3 组成 GATOR1 复合体[20]，具有 GTP 酶

激活蛋白 (GTPase-activating protein, GAP)活
性，能够促进 RagA 上的 GTP 水解为 GDP，使

TORC1 从溶酶体上解离，从而抑制 TORC1 活

性。如果 GATOR1 功能缺失，则不能促进 RagA
上的 GTP 水解为 GDP，TORC1 会处于持续高

活性状态。 
Nprl2 作为 GATOR1 的组成蛋白，定位于

溶酶体膜上，具有抑制 TORC1 活性的功能。在

哺乳动物中发现，nprl2 基因突变导致 TORC1
活性过高，引起小鼠胚胎致死[21]。在果蝇中的

研究也发现，nprl2 突变果蝇的存活率降低，

TORC1 活性增加[22]。我们以前在果蝇肠道中的

研究发现：nprl2 突变体果蝇具有伴随食物消化

能力减弱的前胃增大、中肠变细、肠道中内分

泌细胞减少等表型[23]。通过与 Tor 突变体果蝇

杂交或者喂食 TORC1 抑制药物雷帕霉素的方

式，发现 nprl2 突变体中肠道相关表型与 TORC1
过度激活有关[23]。虽然在体外培养细胞中的结

果提示 GATOR1 通过促进 RagA 上的 GTP 水解

为 GDP，进而抑制 TORC1 活性，但是，对

GATOR1 在成体水平上调控 TORC1 活性及功能

研究的报道较少。最近发现，Rag GTPase 在脑

组织中可以通过作用于 GATOR1调节 TORC1的

活性[24]，提示在成体水平上 GATOR1 对 TORC1
活性调节机制比较复杂。本课题探究 RagA 在肠

道发育中的作用及 GATOR1 的组分蛋白 Nprl2
是否通过 Rag GTPase 调节肠道的发育及功能。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  果蝇食物配方 

果蝇培养基配制。电子天平准确称取蔗糖

40 g、酵母 25 g、玉米粉 66.8 g、大豆粉 9.2 g、
琼脂粉 6 g、麦芽糖 42.4 g，加入纯化水至 1 L，

加热煮沸 5 min，期间需不停搅拌防止食物变质

或者粘锅。煮沸后待温度降至 60−70 °C 时加入

1 g 苯甲酸钠、2.5 mL 尼泊金甲酯、6.9 mL 丙

酸，充分混匀后，用移液管分装至果蝇培养管

中，每管分装 10 mL。待培养基凝固后，塞海

绵塞于 4 °C 保存。 
1.1.2  品系果蝇 

UAS-RagA RNAi (Bloomington 果蝇库存中

心，CTCGGAGGCTACGCTAGTCAA 为 RNA
干扰的靶点序列)、nprl2–/FM7 (实验室保存)、
Esg-gal4, UAS-GFP, Tub-gal80ts (以下简称 Esgts- 
GAL4, Bloomington 果蝇库存中心)、UAS-HA- 
RagA (实验室制备，RNA 干扰处的靶点序列被
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同义突变序列 ATCAGAAGCAACACTTGTAAA
所替代)、UAS-mCherry RNAi (Bloomington 果蝇

库存中心)、yw (Bloomington 果蝇库存中心)。 
1.1.3  试剂 

1×磷酸盐缓冲液[生工生物工程(上海)股份

有限公司]、甲醇(国药集团化学试剂有限公司)、
4%多聚甲醛[PFA, 生工生物工程(上海)股份有

限公司]、Triton X-100 [生工生物工程(上海)股
份有限公司]、正庚烷(上海麦克林生化科技有

限公司)、Prospero 抗体(DSHB)、HRP-Mouse
二 抗 (Jackson Immuno Research) 、 DAPI 
(Beyotime)、快速基因鉴定试剂盒(Bimake)、Taq 
Plus Master Mix  (Dye Plus) (Ⅱ 南京诺唯赞生物

科技股份有限公司)、qPCR 试剂盒(康为试剂生

物科技股份有限公司)、Trizol (北京艾德莱生物

科技有限公司)、HiScript®  1st Strand cDNA Ⅲ

Synthesis Kit (南京诺唯赞生物科技股份有限公

司)、亮蓝(Solarbio)、蔗糖[生工生物工程(上海)
股份有限公司]。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR 鉴定 nprl2突变体 

随机收取 yw、nprl2 突变体果蝇，每管 1 只

果蝇，利用快速基因鉴定试剂盒裂解果蝇，根

据其说明书配制新鲜组织消化液，PCR 仪中裂

解程序为 55 °C 15 min，95 °C 5 min，获得 PCR
反应模板，再利用 nprl2 突变体的鉴定引物进行

PCR 验证。PCR 反应体系为：1 μL 模板，5 μL 
Taq Plus Master Mix Ⅱ，0.8 μL 引物，3.2 μL
水。PCR 扩增引物见表 1。扩增程序：95 °C 
5 min；95 °C 15 s，60 °C 15 s，72 °C 1 min 15 s，
35 个循环；72 °C 5 min。PCR 产物使用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测，用凝胶成像仪拍照记录。 
1.2.2  qPCR 检测 RagA干扰效率 

GAL4/UAS 是起源于酵母的基因表达调

控系统。GAL4 是转录调控因子，可以特异性 

表 1  本文所用的引物信息及序列 
Table 1  Primers used in this study  
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
nprl2 mutant-F CCGCTTATCCAGTTGGCAGA 917 
nprl2 mutant-R TGTGGATGCGGTGATACTGG 917 
RagA-F GCCAGAGCAAGAAGAACC 140 
RagA-R CAATGAAAGCGGCAAAT 140 

 
地与 UAS 序列结合并诱导其下游序列的表达。

果蝇中的 RNA 干扰是利用 GAL4 控制 UAS 携

带的 dsRNA 的表达，dsRNA 能诱导出一种

RNA 诱导沉默复合体(RNA-induced silencing 
complex, RISC)，RISC 与 dsRNA 结合，dsRNA
可以特异性识别目的序列的靶标位点，RISC 发

挥核酸酶活性，从而将 mRNA 降解，达到对目

的基因的干扰。在 Esgts-GAL4; UAS-RagA RNAi

或 Esgts-GAL4; UAS-RagA 果蝇中，肠道前体细

胞中表达的 Esg 基因启动子控制 GAL4 的表达，

分别使 UAS 序列下游靶向 RagA 的 RNA 干扰

序列或 RagA 的编码序列在肠道细胞中表达，

达到敲减 RagA 或过表达 RagA 的作用。解剖

不同基因型果蝇肠道，Trizol 法提取 RNA，将

RNA 定量后反转录得到相应的 cDNA，使用

qPCR 试剂盒和 RagA 检测引物进行(real-time 
quantitative PCR, qPCR)扩增，扩增程序为：

95 °C 5 min；95 °C 20 s，60 °C 60 s，40 个循环。

qPCR 反应体系：2×PCR 预混反应液 5 μL，上

下游引物各 0.2 μL，cDNA 2 μL，ddH2O 补至

10 μL。扩增引物见表 1。实时荧光定量检测对

照、RagA 干扰和 RagA 过表达果蝇中 RagA 的

相对表达量，以 rp49 为内参基因，使用 2–ΔΔCt

方法分析基因表达水平。 
1.2.3  免疫荧光检测蛋白表达 

在 1 磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate buffer 
solution, PBS)中解剖不同基因型果蝇肠道，置

于 1 mL 4% PFA 中固定 30 min 后，加入等体积
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的正庚烷和甲醇并晃动 30 s，用甲醇洗 2 次，

每次 5 min，再用 0.4% PBST (PBS 溶液中含

0.4% Triton X-100)洗 3 次，每次 15 min，加一

抗，室温孵育 4 h 或 4 °C 过夜，回收一抗，再

用 0.4% PBST 洗 3 次，每次 15 min。加入荧光

二抗，室温孵育 2 h 或 4 °C 过夜，回收二抗，

用 0.4% PBST 洗 3 次，每次 15 min。封片用

ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI 显
示细胞核，用 Zeiss 880 共焦显微镜获取图像。 
1.2.4  毛细管(CAFE)喂养 

取底部加水约 10 mL 的果蝇瓶(提供湿度)，
在其中放入果蝇管，将直径 0.5 mm 毛细管插在

果蝇管中间。毛细管中装有 0.5%亮蓝(5%蔗糖溶

液中含有 0.5%亮蓝)溶液，顶部用矿物油密封。

每管 10 只果蝇，24 h 后根据毛细管中亮蓝的消

耗量计算每只果蝇的摄食量。5 个生物学重复。 
1.2.5  亮蓝染料示踪 

配置 0.5%非吸收型亮蓝溶液，在空果蝇管

中加入 200 μL 含有 0.5%亮蓝溶液的滤纸片，

取 50 只雄果蝇放于果蝇管中，每天更换滤纸

片，72 h 后将果蝇转移至无亮蓝果蝇食物中，

统计果蝇体内无亮蓝果蝇的比例。 

1.3  统计学分析 
利用 Image J 软件对果蝇前胃大小和肠道

宽度测量及统计。运用单因素方差分析法、

Tukey 法进行显著性差异分析，不同字母表示

存在显著性差异。 

2  结果与分析 
2.1  突变及干扰果蝇的验证 

实验室保种 nprl2 突变体果蝇是由 CRISPR/ 
Cas9 基因组编辑所得[22]，如图 1A 所示，nprl2
突变体果蝇缺失了绝大部分 nprl2 的编码区。使

用如图所示 1A 的引物，以果蝇基因组为模板，

PCR 鉴定 nprl2 突变体是否正确。预计对照果

蝇(yw)的条带是 2 076 bp，nprl2 突变体条带是

917 bp，凝胶电泳结果(图 1B)显示，yw、nprl2
条带大小在预期位置，表明实验果蝇是 nprl2
突变体。 

荧光定量 PCR 的方法检测 RagA 敲减果蝇

和 RagA 过表达果蝇中 RagA 基因在 mRNA 水

平表达的改变，结果如图 1C 所示，肠道中干扰

RagA 时，RagA 的表达量显著降低；而在肠道

中过表达 RagA 时，RagA 的表达量显著增高，

表明 RagA 敲减及转基因果蝇均有效。 

2.2  HA-RagA挽救 RagA干扰的表型 
我们前期研究中发现 nprl2 突变导致果蝇

肠道变细，这与 TORC1 活性过分增加相关。体

外培养细胞研究发现，Rag GTPases 参与 Nprl2
对 TORC1 活性的调节，为了研究 Rag GTPase
的组分蛋白 RagA 对肠道发育的调节作用，我

们利用肠道前体细胞表达的 Esg-GAL4 驱动

UAS-RagA RNAi的表达(基于GAL4/UAS系统)，
检测在果蝇肠道中敲减 RagA 后，肠道形态的

改变。解剖果蝇肠道，显微镜下拍照(图 2A–2C)，
利用 Image J 对后中肠进行统计，发现 RagA
干扰果蝇肠道后中肠变粗(图 2D)。为了排除

RNA 干扰的脱靶效应，我们在 RagA 干扰的

基础上，过表达 RNA 干扰靶点同义突变的

RagA。通过遗传杂交，得到在 RagA 干扰的背

景下过表达 RagA 的果蝇(Esgts-GAL4; HA-RagA; 
UAS-RagAi)，解剖果蝇肠道对其宽度进行统计。

过表达 RagA 可以挽救 RagA 干扰果蝇肠道变粗

的表型(图 2D)，该结果说明 RagA 干扰果蝇肠

道变粗的表型是由 RagA 缺失所导致。 

2.3  RagA 干扰对 nprl2 突变体果蝇肠道形

态的影响 
我们前期研究发现 nprl2 突变果蝇肠道的

后中肠变细，而 RagA 干扰果蝇的肠道变粗。

以前的研究表明，Nprl2 促进与 RagA 结合的
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GTP 水解为 GDP，进而抑制 TORC1 活性。Nprl2

可能是通过抑制 Rag GTPase 的活性，进而调节

果蝇肠道的发育。为了验证这一假设，我们将

nprl2–/FM7; Esg-gal4, UAS-GFP, Tub-gal80ts/ 
SM6 (nprl2–; Esgts-GAL4)处女蝇与 UAS-RagA  

RNAi雄果蝇杂交，得到子代果蝇 Esgts-GAL4 (对
照)、nprl2–; Esgts-GAL4 (突变 nprl2)、Esgts-GAL4; 
UAS-RagAi (敲减 RagA)、nprl2–; Esgts-GAL4; 
UAS-RagAi (敲减 RagA 并突变 nprl2)。解剖雄果

蝇肠道并显微镜下拍照(图 3A–3D)，对不同基 
 

 
 

图 1  利用 PCR 鉴定 nprl2突变体以及 qPCR 检测肠道中干扰 RagA的干扰效率 
Figure 1  PCR was used to identify nprl2 mutants and qPCR was used to detect the interference efficiency 
of RagA in intestine. A: Schematic representation of mutant Drosophila. B: Gel electrophoresis of yw and 
nprl2 flies identified by PCR. Left-to-right stripe order: 1 is marker; 2–3 are yw; 4–15 are nprl2–; 16 is H2O. 
C: qPCR was used to verify the interference efficiency of RagA and the expression level of RagA in 
overexpressed flies. ***: P<0.001. 
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图 2  不同基因型肠道形态及过表达 RagA挽救 RagA干扰果蝇肠道形态的统计 
Figure 2  Intestinal photographs of different genotypes and statistical maps of intestinal width. A–C: 
Intestinal morphological maps of different genotypes of Drosophila. D: Statistics of posterior midgut width 
in Drosophila genotypes. ***: P<0.001. 

 

 
 

图 3  不同基因型肠道形态及 RagA 对 nprl2果蝇肠道形态的影响 
Figure 3  Intestinal photographs of different genotypes and statistical maps of intestinal width. A–D: 
Intestinal morphological maps of different genotypes of Drosophila. E: Statistics of posterior midgut width in 
Drosophila genotypes. The same letter represent insignificant difference, different letters represent 
significant differences. 
 

因型果蝇后中肠宽度进行统计。与对照相比，

nprl2 突变果蝇(nprl2–; Esgts-GAL4)的后中肠变

细，而敲减 RagA 果蝇(Esgts-GAL4; UAS-RagAi)

的后中肠变粗。敲减 RagA 并突变 nprl2 (nprl2–; 
Esgts-GAL4; UAS-RagAi)与单独敲减 RagA类似，

果蝇的后中肠呈现变粗的表型(图 3E)。 
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2.4  RagA干扰对 nprl2突变体果蝇肠道 EE
细胞的影响 

我们前期还发现，nprl2 突变体中肠 EE 细

胞数目变少。为了检测 Nprl2 对中肠 EE 细胞数

目的调节是否是通过 Rag GTPases 实现，解剖

Esgts-GAL4、 nprl2–; Esgts-GAL4、 Esgts-GAL4; 
UAS-RagAi、nprl2–; Esgts-GAL4; UAS-RagAi 雄
果蝇肠道，用 EE 细胞中特异性表达的 Prospero
蛋白抗体进行免疫荧光染色后计数不同基因型

果蝇肠道 EE 细胞数目，统计单位面积中 EE 细

胞密度。与对照相比，nprl2 突变果蝇中肠 EE
细胞数目变少，RagA 干扰果蝇中肠的 EE 细胞

增多，敲减 RagA 可以挽救 nprl2 突变果蝇中肠

EE 细胞变少的表型(图 4A–4E)，但并不能将 EE
细胞数目增加到与单独敲减 RagA 类似的水平。 

2.5  RagA 干扰对 nprl2 突变体果蝇前胃大

小的影响 
为了研究 Nprl2 对前胃体积的调节是否通

过抑制 Rag GTPases 的活性实现的，我们解剖

了 Esgts-GAL4、nprl2–; Esgts-GAL4、Esgts-GAL4; 
UAS-RagAi、nprl2–; Esgts-GAL4; UAS-RagAi 雄
果蝇前胃并在显微镜下拍照，利用 Image J 对其

前胃面积进行统计。与对照相比，nprl2 突变体

前胃增大，单独敲减 RagA 果蝇的前胃也变大

(图 5A–5D)。敲减 RagA 并突变 nprl2 (nprl2–; 
Esgts-GAL4; UAS-RagAi)果蝇前胃的膨大程度与

单独突变 nprl2 类似(图 5E)。为了排除进食以

及代谢对前胃大小造成的影响，首先采用毛细

管喂养法对不同基因型果蝇进食量进行统计
[ 2 5 ]，统计结果显示不同基因型的果蝇进食 

 

 
 

图 4  Prospero 抗体标记不同基因型果蝇肠道肠内分泌细胞及 RagA 对 nprl2果蝇肠道单位面积中肠内

分泌细胞的影响 
Figure 4  Prospero antibody labels different genotypes of Drosophila enteroendocrine cells and the effect of 
RagA on enteroendocrine cells per unit area of nprl2 Drosophila gut. A–D: Labeling of intestinal 
enteroendocrine cells of different genotypes of Drosophila with Prospero antibody. E: Statistical graph of 
enteroendocrine cells per unit area of the gut of Drosophila genotypes. The same letter represent insignificant 
difference, different letters represent significant differences. 
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图 5  不同基因型雄果蝇前胃形态及 RagA 对 nprl2果蝇前胃大小的影响 
Figure 5  Effects of different genotypes of male Drosophila anterior stomach morphology and RagA on the 
size of the anterior stomach of nprl2 Drosophila. A–D: Morphology of the anterior stomach of Drosophila of 
different genotypes. E: Statistics of the size of the anterior stomach of Drosophila of different genotypes. F: 
CAFE assay to quantify food ingestion. G: The proportion of dye present in Drosophila was calculated by 
brilliant blue dye tracer. Scale label represent 20 pixels. The same letter represent insignificant difference, 
different letters represent significant differences. 
 
量没有显著差异(图 5F)。接着我们用亮蓝染料

示踪的方法发现，nprl2 突变果蝇体内的食物滞

留时间长；单干扰 RagA 果蝇体内食物滞留时间

也比对照长，但短于 nprl2 突变体。敲减 RagA
并突变 nprl2 果蝇体内食物的滞留时间与单独

nprl2 突变体类似(图 5G)。 

3  讨论 
在体外培养细胞和成体果蝇中的研究发

现，作为 GATOR1 的组分蛋白，Nprl2 促进与

RagA 结合的 GTP 水解为 GDP，抑制 TORC1
的活性。我们之前的研究发现，Nprl2 通过调节
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TORC1 活性，影响肠道发育 [23]，但是 Rag 
GTPase 在肠道功能和发育中的作用尚不明确。

本实验在此基础上，研究 Rag GTPase 和 Nprl2
在调节肠道功能和发育方面的作用关系。通过

对果蝇肠道形态(宽)、前胃面积大小、EE 细胞

数目等的统计结果分析，我们发现敲减 RagA
能够挽救 nprl2 突变体肠道变细和肠内分泌细

胞数目减少的表型；但不能挽救 nprl2 突变体前

胃增大的表型。 
我们以前的研究发现， nprl2 缺失引起

TORC1 活性增加，会导致肠道变细。RagA 缺

失会引起 TORC1 活性降低[26]。本研究中 nprl2
突变果蝇也呈现肠道变细表型，而与 nprl2 突变

引起肠道变细的表型相反，敲减 RagA 会引起

肠道变粗。重要的是，同时敲减 RagA 和突变

nprl2 会引起肠道呈现与单独敲减 RagA 类似的

肠道变粗表型，表明 Nprl2 通过作用于 Rag 
GTPase，抑制 TORC1 活性，进而影响肠道发

育。本研究提示降低 TORC1 活性促进肠道变

粗，而增加 TORC1 活性使肠道变细，这与普遍

认为的 TORC1 促进细胞生长的预期相反，可能

与我们之前报道的 TORC1 活性增加会引起细

胞凋亡相关[27]，对 RagA 促进肠道变粗的机制

还需深入研究。 
EE 细胞能够分泌激素，激素具有微量高效

的特点，对全身起到调控作用。我们前期研究

发现 nprl2 突变体中的 EE 细胞明显减少，与

TORC1 过度激活有关[23]。本研究中，nprl2 缺

失果蝇的 EE 细胞减少，而敲减 RagA 时 EE 细

胞数目增加。敲减 RagA 可以挽救 nprl2 突变果

蝇肠道中的 EE 细胞数目减少的表型。表明

Nprl2 通过作用于 Rag GTPase，抑制 TORC1 活

性，进而影响 EE 细胞分化。值得注意的是，

单独敲减 RagA 不能将 nprl2 缺失果蝇中的 EE
细胞恢复至单独敲减 RagA 的水平，这可能是

由于 RagA 的敲减效率不足所致，也可能是由

于 Nprl2 除了通过 RagA，还有其他机制调节肠

道发育。后期需制备 RagA 基因缺失果蝇进行

确认。 
果蝇的前胃具有储存食物的功能。我们前

期研究发现，nprl2 突变果蝇的前胃增大，有较

多的食物堆积；进一步发现取食量与对照无差

别，但食物在胃肠道中的滞留时间延长，这可

能是由于 nprl2 突变体前胃收缩能力减弱，导致

食物堆积，引起前胃膨大[23]。本研究中，我们

统计结果显示 nprl2 突变体果蝇前胃膨大。但同

时也发现，RagA 干扰果蝇也表现出前胃增大的

表型。之前的研究表明 Nprl2 通过调节 TORC1
活性，进而调节前胃发育。本实验发现敲减

RagA 并突变 nprl2 果蝇呈现与单独突变 nprl2
果蝇类似的前胃膨大表型。果蝇取食实验发现

进食量无显著差异，与对照相比其他果蝇肠道

中食物滞留时间均延长。表明在促进食物的消

化和前胃动力方面，Nprl2 对 TORC1 活性的调

节可能不依赖于 Rag GTPases。 

4  结论 
本研究以果蝇肠道组织作为研究对象，探

究 Nprl2 通过抑制 TORC1 活性，影响肠道功能

和发育的作用是否是通过调节 Rag GTPase 活

性实现的。我们的结果初步表明在中肠发育和

细胞分化中，Nprl2 通过作用于 Rag GTPase 调

节 TORC1 活性实现；而在前胃动力方面，Nprl2
对 TORC1 活性的调节可能不依赖于 RagA。 
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