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肠易激综合征大鼠内脏高敏感性与脑肠互动的研究
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!!!摘要"!目的!研究腹泻型肠易激综合征大鼠模型内脏敏感性的改变与 %&'()在结肠及中枢神经

系统异常表达的关系" 方法!采用乙酸灌肠法造成腹泻型肠易激综合征动物模型#*组$! +"#%和对照

组#,组$! +"#%$造模后通过腹部回撤反应评分评价内脏敏感性&用印度墨汁肠道染色法观察小肠蠕

动$以墨汁在小肠中移行的距离占整段小肠长度的百分比来观察小肠推进蠕动的变化&应用免疫组织化

学染色及计算机图像分析系统半定量分析结肠及中枢神经系统 %&'()表达" 结果!该模型符合腹泻型

肠易激综合征特征$*组腹部回撤反应评分'结肠及中枢神经系统%&'()表达高于,组$两组差异有统计

学意义#"-./.0%" 结论!乙酸灌肠法造成腹泻型肠易激综合征大鼠模型内脏高敏感性$%&'()的高表

达参与大鼠内脏高敏感的异常调节"
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!!肠易激综合征#>@@>8AEC=E(H=C);?:@(F=$M,N%是

一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变和#或%粪
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便性状改变的功能性肠病$缺乏可解释症状的形态

学和生化学异常("&#)

" M,N 的病因和发病机制尚不

明确$内脏高敏感性#B>)%=@AC<;D=@)=?)>8>B>8;$TU%和

脑肠互动#E@A>?&I98>?8=@A%8>(?$,VM%是当前的研究

热点($&3)

" 本研究通过建立腹泻型肠易激综合征

# :>A@@<=A&D@=:(F>?A?8>@@>8AEC=E(H=C);?:@(F=$ W&

M,N%大鼠模型$探讨 TU与 ,VM在 M,N 发病和病理

生理学中的可能的机制"
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?@材料与方法

?/?@材料@清洁级雄性 ND@AI9=&WAHC=;大鼠 #3

只$体重 #2. \$". I$南京军区南京总医院比较医学

科提供$许可证号*NZ5]#军%#..2&."#"

?/A@动物模型及指标检测

?/A/?!模型建立!大鼠 #3 只$随机分为模型组#*

组%和对照组#,组%$每组各 "# 只$按参考文献(0)

方法建立模型$实验方案得到南京军区南京总医院

实验动物伦理委员会的批准" 实验前$大鼠正常饮

水$禁食 "# < 后将其置于固定器#苏州苏杭公司$0

%F 0̂ %F #̂. %F%内$以头低尾高位固定$经肛门

插入自制大鼠灌肠管至距肛门 O %F$缓慢灌入 3_

乙酸#成都科龙试剂厂%" FC$用浸湿生理盐水的棉

签压迫肛门口约 $. )#防止液体溢出%$再予 " FC磷

酸盐缓冲液# ,̀N%冲洗肠道后缓慢拔出灌肠管$后

正常饲养 4 :" ,组用生理盐水代替乙酸灌肠" 第

2 天评价模型并取材"

?/A/A !直结肠扩张实验 #%(C(@=%8AC:>)8=?)>(?$

Z1W%!实验第 4 天禁食 #3 <$禁水 "# <&第 2 天$两

组大鼠分别于清醒状态下放入大鼠固定器中$参考

文献方法(0)

$将 Oa导尿管#R9@(F=:>%AC公司$导管

直径 #/2 FF$球囊最大容量 $ FC%经肛门缓慢插入$

气囊末端距肛门约 # %F并固定" 待 $. F>? 后大鼠

适应$经外口气囊内先后注入 $2b生理盐水#./"'

./#'./$'./3'./4'./O 和 "6. FC%扩张$按腹部回撤

反应 #AE:(F>?ACH>8<:@AHC@='C=G$*c1%标准(0) 评

分$每 3 分钟一次$每次约 $. )$每一个评分重复 $

次$取平均值"

?/A/B!,@>)8(C粪便性状评分!实验第 2 天观察大

鼠粪便情况并按文献标准(#)评分$其中 3'0 级为正

常$其余为异常"

?/A/C@小肠推进实验!实验第 2 天$每只大鼠予印

度墨汁 ./$ FC灌胃$#. F>?后$腹腔注射 $_戊巴比

妥#3. FIdJI%麻醉$剖腹游离出小肠#十二指肠始

端至回盲部%平铺于白纸上$记录印度墨汁在小肠

中移行距离及整段小肠长度$以印度墨水在小肠中

移行距离占整段小肠长度的百分比值$作为小肠推

进百分率来评价小肠推进运动情况"

?/A/D@标本采集'病理切片及免疫组化染色!实验

第 # 天$随机取 *组及 ,组大鼠各 # 只$麻醉后取

大鼠结肠#距肛门约 ". %F处%" %F肠段$常规 UR

染色" 其余大鼠第 2 天麻醉后予心脏穿刺插管至主

动脉根部$剪破右心耳$以生理盐水 #..FC快速灌注

冲洗$待冲洗液清亮后$予多聚甲醛缓冲液#3. Ide%

#0. FC固定" 取出完整大脑'脊髓#e

3 \4

%'结肠#距

肛门约 ". %F处%" %F肠段$以 "._甲醛固定后常

规石蜡包埋$结肠及脊髓连续切片$脑组织按前囟后

方 "/0 FF至 0/. FF连续冠状切片$自大脑正中至

左 #/. FF连续矢状切片$片厚 3

!

F$隔 0 张取 "

张" 每例每部位取 # 张$置于防脱载玻片上$烤箱

4.b $. F>?使切片紧密黏附" 使用浓度为 "f"..

稀释的%&'()抗体#北京博奥森生物公司%$按 N`法

免疫组化法进行标记$按说明书操作" 染色结果分

析*在光学显微镜下$每张切片在 3.. 倍镜下随机取

$ 个视野$用MFAI=̀ @(̀ C9)0/./# 图像分析软件测

定各组切片中抗体呈阳性反应的细胞数'累计光密

度#>?8=I@A8=: (D8>%AC:=?)>8;$MgW%进行半定量分析$

MgW值代表组织染色强度$MgW值越大$代表染色越

强" 所有大鼠结肠免疫组化操作前行常规 UR染

色"

?/B@统计学处理@实验数据用均数 h标准差#Nh

A%表示$应用 N ǸN "$/. 统计软件进行统计分析$两

组间*c1评分的比较采用两因素方差分析$组内

比较采用eNW法& ,@>)8(C分级'小肠推进运动'%&'()

表达比较采用独立样本 ?检验$"-./.0 为差异有

统计学意义"

A@结@果

A/?@Z1W结果@当容量扩张
!

./$ FC时$*组

*c1评分明显高于,组#"-./.0$表 "%" *组内

比较$容量扩张分别为 ./" FC'./# FC'./$ FC'./3

FC时$组内对应 *c1值比较$差异有统计学意义

#"-./.0%$容量扩张分别为 ./4 FC'./O FC'"/. FC

时$组内对应的*c1值比较$差异无统计学意义#"

i./.0%$说明容量扩张达 ./4 FC时$肠道致敏达一

定阈值$但与,组比较$两组差异有统计学意义#"

-./.0%"

表 "!两组大鼠*c1评分比较#NhA$

容量#dFC% *组 ,组

./"

./#. h./3#

"

./.. h./..

./#

./O. h./4$

"

./#. h./3#

./$

"/2. h./3O

"#

./3. h./0#

./3

#/4. h./0#

"#

"/#. h./3#

./4

$/$. h./3O

#

#/.. h./..

./O

$/$. h./3O

#

#/.. h./..

"6.

$/4. h./0#

#

#/4. h./0#

!注*组内比较$

"

"-./.0&与,组同期比较$

#

"-./.0
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A/A@,@>)8(C评分@*组大鼠粪便多为稀便或糊便

状$其,@>)8(C评分为#0/O. h./3#%$而 ,组大鼠粪

便多为团块状或腊肠样$其 ,@>)8(C评分为#3/.. h

./O#%$两组差异有统计学意义#"-./.0%$且 *组

符合W&M,N"

A/B@小肠推进试验结果@ *组小肠推进百分率为

#2./0O h0/""%_$,组为#03/P# h3/$O%_$两组

差异有统计学意义#"-./.0%$*组小肠推进较 ,

组显著要快"

A/C@结肠外观变化及UR结果@造模后第 # 天$与

,组相比$*组大鼠结肠外观管腔增大$管壁增厚$

伴充血及出血$镜下可见黏膜层'黏膜下层水肿明

显$出现片状出血点" 实验第 2 天$两组肠黏膜外观

及UR染色均无异常"

A/D@免疫组化结肠"脊髓背角"海马"下丘脑 %&'()

表达@与,组相比$*组结肠可见较多细胞胞浆呈

棕褐色的 %&'()阳性细胞$主要分布于黏膜层#图

"%&脊髓背角可见大量胞浆棕色的%&'()阳性神经元

细胞&下丘脑'海马可见多个胞浆褐色的 %&'()阳性

神经元细胞$与 ,组相比$细胞数目及 MgW值明显

增高#"-./.0$表 #%"

B@讨@论

M,N 是临床常见的一组消化系统症候群$其病

因及发病机制尚无定论" TU是指内脏组织器官对

刺激的感受性增强的现象$越来越多的研究表明$

TU是M,N主要的病理生理特征(4)

" 由于 M,N 是一

种功能性胃肠病$取得患者的脑和脊髓等组织进行

研究相对困难$利用动物模型则可为研究提供良好

的基础和条件" 应用较广泛的模型主要是通过化学

或机械刺激造模$目前常用的大鼠模型有成年大鼠

直肠化学刺激(0)

'幼鼠肠道化学刺激(2)等" 本实验

选用成年大鼠乙酸灌肠造模模拟人类 W&M,N$当

Z1W容量扩展
!

./3FC时$*组 *c1评分
!

# 分$

达到伤害感受疼痛阈值时(0)

$符合 TU$与 ,组相

比$实验数据的差异有统计学意义#"-./.0%"

高级神经中枢与肠道的相互作用称为+脑肠互

动#,VM%,$,VM概念的提出有助于我们进一步理解

M,N的发病机制(O)

" %&'()是一种存在于神经细胞内

的即刻早期基因$在感觉通路中表达" 当机体受到

刺激时$其表达会有所改变$目前其在 ,VM研究中

成为关注热点(P)

"本研究利用%&'()在活体受到

!!!结肠!!!!!!!!脊髓背角!!!!!! ! 海马!!!!!!!!下丘脑

*组

,组

图 "!免疫组化结肠&脊髓背角&海马&下丘脑%&'()表达#N` 3̂..$

与,组比较$*组结肠'脊髓背角'海马'下丘脑可见较多呈棕褐色的%&'()阳性细胞

表 #!两组大鼠%&'()表达比较#NhA$

部位
细胞数目

*组 ,组

MgW值

*组 ,组

结肠
4$/O. h2/2"

"

0$/#. h4/.$

34$./24 hP#./PP

"

$..$/42 hP3P/"P

脊髓背角
"$/#. h"/P$

"

P/#. h"/00

4420/"O h#/.O

"

"P4$/22 h"/O3

下丘脑
4"/2. h0/.$

"

0"/3. h0/$4

#0P0/"O h22$/O4

"

"34"/0O h3#./"O

海马
"43/O. hP/"$

"

"0"/O. h2/3"

4"3/P3 h"33/$$

"

$"P/#O h"#"/.0

!注*与,组同部位比较$

"

"-./.0
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外界伤害刺激后$其表达产物可作为伤害性感受神

经元兴奋的标志物的原理(".)

$利用免疫组化的方法

检测脑'脊髓背角'结肠各层面%&'()的表达和分布$

以初步探讨 TU与 ,VM的关系" M,N 内脏高敏感的

形成是一个复杂的过程$脑肠轴多个层面均参与其

中$肠道刺激作用外周感受器后$经神经元传递至中

枢" 脊髓背角是内脏感觉传入纤维的汇聚之所$是

肠道与中枢信号传递的+中继站,$在脑&脊髓&结肠

互动中起重要作用" 本研究中$模型组大鼠呈现内

脏高敏感$各层面 %&'()表达均升高$推测可能是化

学刺激导致肠道炎症$内脏感受器激活$中枢神经系

统对外周信号放大'致敏$肠道传入脊髓伤害性信号

增多$导致脊髓背角神经元兴奋性升高$经神经传递

至脑" 虽然肠道有炎症自我修复功能$但中枢自我

恢复能力不如肠道$仍通过下行通路作用于脊髓背

角$影响内脏感觉" 另外$本研究结果表明$模型组

内脏高敏感$下丘脑'海马'脊髓背角'结肠的 %&'()

阳性细胞表达升高$与对照组比较差异有统计学意

义" 海马和下丘脑%&'()表达量明显升高$提示这两

个部位可能在高级中枢致敏中起重要作用$这可能

与这两个部位的功能有关"

综上所述$我们的初步研究表明$,VM与 TU有

一定关系$%&'()参与TU的调节$这为深入研究 M,N

发病机制乃至治疗提供了新的思路"

'参考文献(

(") !W@())FA? W*/7<='9?%8>(?ACIA)8@(>?8=)8>?AC:>)(@:=@)A?: 8<=

1(F=MMMD@(%=))(Y)/VA)8@(=?8=@(C(I;$ #..4$ "$. # 0 %* "$22&

"$P./

(#)!中华医学会消化病学分会胃肠动力学组/肠易激综合征诊断

和治疗的共识意见##..2$长沙% (Y)/中华消化杂志$#..O$#O

#"%*$O&3./

($) !X=@8KU/1=B>=HA@8>%C=*B>)%=@AC<;D=@)=?)>8>B>8;(Y)/*C>F=?8

<̀A@FA%(C7<=@$#..$$"2#0%*4#$&4$$6

(3)!胡品津/从脑&肠互动的高度认识肠易激综合征(Y)/中华消化

杂志$#..$$#$#0%*#4"&#4#6

(0)!eAYU$]>F7c$N9?I7N$=8AC/T>)%=@AC<;D=@)=?)>8>B>8;A?: AC&

8=@=: %(C(?>%F(8>C>8;A'8=@)9E)>:=?%=('>?'CAFFA8>(? >? A@A8

F(:=C('%(C>8>)(Y)/c(@C: YVA)8@(=?8=@(C$#..$$P #"#%*#2P"&

#2P0/

(4)!]A?AKAHAX$U(?I(X$a9J9:(N/T>)%=@AC<;D=@)=?)>8>B>8;>? >@@>&

8AEC=E(H=C);?:@(F=(Y)/YVA)8@(=?8=@(CU=DA8(C$#.""$#4#N9DDC

$%*""P&"#"/

(2)!*C&Z<A=@RW$]AHA)AJ>X$ À)@>%<A Ỳ/*?=HF(:=C('%<@(?>%
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