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重型颅脑损伤对小鼠小肠Ｃａｊａｌ间质细胞与缝隙

连接蛋白４３影响的实验研究


方　欢，朱京慈△

（第三军医大学护理学院基础护理教研室，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　通过观察重型颅脑损伤（ＳＨＩ）后小鼠末端回肠离体肌条运动，肠肌丛Ｃａｊａｌ间质细胞（ＩＣＣ）数量和小肠组织缝

隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）表达的变化，探讨ＳＨＩ后肠动力障碍的可能机制。方法　将３６只８周龄清洁级健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，

按随机数字表法分为创伤组（参照Ｆｅｅｎｅｙ自由落体法建立小鼠ＳＨＩ模型）和对照组（仅开骨窗不打击），每组１８只。于伤后３、７、

１４ｄ取末端回肠，多通道生物信号采集与处理系统ＲＭ６２８０监测离体肌条自主收缩运动、激光共聚焦和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＣＣ细

胞数量及Ｃｘ４３蛋白表达。结果　创伤组伤后３ｄ平滑肌收缩模式与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），且收缩节律紊

乱；７ｄ时张力下降（犘＜０．０５）；１４ｄ时张力、频率与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。创伤组各时相点ＩＣＣ细胞数量显

著低于对照组（犘＜０．０１），ＩＣＣ分支变少且网络稀疏。创伤组Ｃｘ４３表达量显著低于对照组（犘＜０．０１）。结论　小鼠ＳＨＩ后肠道

平滑肌自主收缩运动紊乱，ＩＣＣ数量和Ｃｘ４３表达的减少或缺失，可能是造成肠神经ＩＣＣ平滑肌网络结构电信号传递障碍，引起

肠道收缩模式紊乱，导致肠动力障碍发生的机制之一。
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　　肠动力障碍作为重型颅脑损伤（ｓｅｖｅｒｅｈｅａｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＨＩ）

的常见并发症，可加重肠道内环境紊乱，引发吸入性肺炎、脓毒

血症等［１］，直接影响救治效果和临床预后，但其具体发生机制

尚不明确。因此，探讨其机制有助于采取针对性的措施，尽快

恢复ＳＨＩ患者的胃肠功能、减少感染并发症。Ｃａｊａｌ间质细胞

（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｃａｊａｌ，ＩＣＣ）是胃肠慢波节律的起搏者及肠

神经（ＥＮＳ）作用于平滑肌的中介。它借助缝隙连接（ｇａｐｊｕｎｃ

ｔｉｏｎ，ＧＪ）与平滑肌细胞相连
［２］。ＧＪ是相邻两细胞间电、化学信

号传递的桥梁，介导着缝隙连接细胞通讯（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｉｎｔｅｒ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，ＧＪＩＣ）。缝隙连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，Ｃｘ）

是ＧＪＩＣ的结构基础。有研究报道，在糖尿病性胃轻瘫、先天

性巨结肠等内科疾病中，ＩＣＣ和ＧＪ的损伤可能是导致这些疾

病发病的重要原因之一［３４］。因而ＳＨＩ后肠动力障碍是否与

ＩＣＣ及ＧＪ破坏有关已成为各学者的研究热点。本研究拟观察

ＳＨＩ后离体末端回肠肌条运动、肠肌丛ＩＣＣ数量和Ｃｘ４３表达

的变化，以探讨ＳＨＩ伤后肠动力障碍的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠３６只，８周龄，体质量
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 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１２７２０７９）。　作者简介：方欢（１９８３～），在读硕士研究生，主要从事创伤护理研究。　△　通讯

作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７５２３６１；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｊｉｎｇｃｉ＠１６３．ｃｏｍ。



表１　两组小鼠离体末端回肠平滑肌肌条幅度和张力比较（狓±狊，狀＝６）

组别
幅度（ｍｇ）

３ｄ ７ｄ １４ｄ

张力（ｇ）

３ｄ ７ｄ １４ｄ

对照组 ０．１１４±０．０２１ ０．０９８±０．０１６ ０．１０３±０．０２３ ０．３２７±０．０３ ０．４５９±０．０３８ ０．５２２±０．０４４

创伤组 ０．０７５±０．００６ ０．０７６±０．０１０ ０．０９６±０．０２４ ０．２２２±０．１７３ ０．１９６±０．０７６ ０．３３０±０．１５３

狋 ４．３２１ ２．８１７ ０．５１５ １．４４８ ７．５７３ ２．９４１

犘 ０．０４８ ０．１４９ ０．９９０ ０．００７ ０．０２７ ０．０１０

（２０±２）ｇ，由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供。大鼠

抗小鼠ｃＫｉｔ单克隆抗体（ＡＣＫ２），购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公

司；小鼠抗大鼠ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３抗体，购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公

司；ＦＩＴＣ标记的驴抗大鼠抗体，购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

Ｋｒｅｂｓ液，用前现制。动物立体定向仪（江湾Ⅰ型），购自上海

江湾化工机械厂；ＭＩＣＲＯＮＸ型牙科钻，购自韩国ＴＡＥＧＵ公

司；ＳＭＺ２１６８立体显微镜，购自德国 Ｍｏｔｉｃ公司；ＴＣＳＳＰ５激

光共聚焦扫描显微镜，购自德国Ｌｅｉｃａ公司。

１．２方法

１．２．１　动物分组　采用随机数字表法将３６只小鼠随机分为

对照组和创伤组，每组１８只。于致伤后３、７、１４ｄ取材进行指

标检测，每时相点６只。

１．２．２　模型制备　参照文献［５］建立ＳＨＩ模型。造模前小鼠

均禁食１２ｈ，自由饮水。以１％戊巴比妥钠按照４０ｍｇ／ｋｇ进

行腹腔注射麻醉，将出现夹尾反应的小鼠固定于立体定向仪

上，不固定头部，待颅顶部脱毛、消毒后正中切开头皮，以牙科

钻在冠状缝后３ｍｍ与矢状缝右侧３ｍｍ交会处钻孔，扩大骨

窗至２ｍｍ×２ｍｍ（前至冠状缝，左界为矢状缝右旁１．５ｍｍ），

保持硬膜完整；将１８ｇ圆柱状打击杆的打击端（直径３ｍｍ）向

下，在固定于支架上的套管内１６ｃｍ处垂直释放，以钻孔处为

打击中心，建立小鼠ＳＨＩ模型。致伤后吸收性明胶海绵局部

止血，至无活动性出血后缝合头皮。待其自然苏醒后可进水。

对照组只开骨窗不打击。造模成功后，所有存活小鼠均于无特

定病原体（ＳＰＦ）环境中分笼饲养，期间自由饮食。

１．２．３　离体末端回肠肌条运动测定　麻醉后距回盲部３ｃｍ

处取回肠１ｃｍ，悬挂于盛有新鲜 ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒｓ缓冲液（科氏

液）并有混合气体的恒温灌流槽中孵育１ｈ，给予张力换能器

１ｇ的负荷。张力换能器输入ＲＭ６２８０Ｃ型生理记录仪，灵敏度

为０．７５ｇ，扫描速度为８００ｓ／ｄｉｖ。平衡３０ｍｉｎ后调节微调器

使张力升至０．７５ｇ，待肌条出现自发性收缩并基线稳定后开始

记录张力收缩曲线１５ｍｉｎ，分析肌条运动的模式。

１．２．４　全层小肠铺片与ＩＣＣ检测　麻醉后距回盲部６ｃｍ取

末端回肠８～１０ｃｍ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗净肠腔

内容物后置入丙酮固定６～８ｈ，用钟表镊将环行平滑肌层和纵

行平滑肌留下。ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。１％牛血清蛋白

（ＢＳＡ）孵育３０ｍｉｎ后加入第一抗体，酪氨酸激酶受体蛋白

（Ｋｉｔ）单克隆抗体（１∶１００）４℃冰箱过夜；异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）标记的驴抗大鼠ＩｇＧ抗体（１∶１００）２５℃，避光孵育６０

ｍｉｎ；蓝色荧光染料（ＤＡＰＩ）复染细胞核后，水溶性封片剂封片。

用适合ＦＩＴＣ（４８８ｎｍ）的激发波长观察标本，扫描采集 Ｋｉｔ阳

性反应图像，用于图像采集的显微镜为×６３油镜，数值孔径为

１．４，Ｋｉｔ阳性表现为绿色荧光。阴性对照实验以正常鼠血清

代替一抗，其余操作步骤同上。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｃｘ４３蛋白表达　取末端回肠１～

２ｃｍ，蛋白裂解液提取各组蛋白，Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ（ＢＣＡ）法测

定蛋白浓度。按每泳道５０μｇ蛋白加样，恒流４０ｍＡ电泳，恒

压１２０Ｖ转膜２ｈ，室温摇床封闭２ｈ。加入一抗Ｃｘ４３抗体

（１∶５００），３７℃孵育１ｈ，４℃过夜，洗膜３次，加入二抗（１∶

４０００），３７℃孵育２ｈ，曝光、显影。凝胶图像分析系统采集图

像，软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１分析光密度（ＩＯＤ）值。βＡｃｔｉｎ为

内参进行蛋白半定量分析。

１．２．６　肌条收缩的幅度、频率和张力检测　使用ＲＭ６２８０系

列多通道生理信号采集处理系统４．２测量，选取肌条收缩稳定

的１ｍｉｎ结果进行统计分析。免疫荧光染色铺片每组６张，在

荧光显微镜下随机选择１２个视野，用Ｌｅｉｃａｃｏｎｆｏｃａｌｓｏｆｔｗａｒｅ

图像分析软件进行图像三维重建，并用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１软

件统计Ｋｉｔ阳性细胞数量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，两组比较进行独立样本狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小肠离体末端回肠平滑肌肌条运动模式　对照组各时相

点肌条收缩规律整齐；创伤组肌条收缩幅度减弱（犘＜０．０５），

且模式紊乱不规律，张力与频率与对照组比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表１、２。

表２　　两组小鼠离体末端回肠平滑肌肌条频率比较

　　　　（狓±狊，次／分，狀＝６）

组别 ３ｄ ７ｄ １４ｄ

对照组 ２３．０９５±０．１３８ ２３．１５３±０．２３４ ２３．５５６±０．２５９

创伤组 ２２．０５３±０．３５４ ２１．７２４±０．８１３ ２２．３３１±１．１１９

狋 ６．７１６ ４．１３５ ２．６１２

犘 ０．０２２ ０．１２７ ０．０２９

２．２　ＩＣＣ细胞形态　对照组小鼠肠肌丛ＩＣＣ细胞形态饱满，

呈长梭形或星状，细胞核大且ＤＡＰＩ染色清晰，有２～３个长分

支，并与肌纤维或神经纤维平行走行，相互间形成完整网络样

结构，网络密集。而创伤组各时相点小肠ＩＣＣ网络结构明显

受损，相互间以及与平滑肌间出现较大的细胞间隙，网络变稀

薄，见图１。阴性对照实验结果均为阴性。

表３　两组不同时间点ＩＣＣＫｉｔ阳性细胞比较

　　　　（狓±狊，个／ｍｍ２，狀＝６）

组别 ３ｄ ７ｄ １４ｄ

对照组 ５５５±４４．６３ ６１４±３４．７９ ６５５±４１．１８

创伤组 ３３６±３７．６０ ４１１±２９．０７ ４７２±１７．５６

狋 ５．９０４ ３．７２１ ３．２５３

犘 ０．０００ ０．００４ ０．００９
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２．３　ＩＣＣ数量变化　创伤组各时相点的末端回肠ＩＣＣＫｉｔ阳

性细胞数量减少，与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表３。

２．４　Ｃｘ４３的蛋白表达情况　创伤组各时相点与对照组比较，

Ｃｘ４３蛋白表达量下降，差异均有统计学意义（犘＜０．０１），见图

２、表４。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ分别为对照组３、７、１４ｄ小鼠肠道ＩＣＣ；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为创伤组３、７、１４ｄ小鼠肠道ＩＣＣ。

图１　　免疫荧光标记的小鼠肠道ＩＣＣ网络结构（放大２５μｍ倍）

　　１、３、５分别为对照组３、７、１４ｄ；２、４、６分别为创伤组３、７、１４ｄ。

图２　　两组小鼠小肠组织Ｃｘ４３蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

表４　　两组小鼠末端回肠Ｃｘ４３相对表达量比较（狓±狊，狀＝６）

组别 ３ｄ ７ｄ １４ｄ

对照组 ０．４８５±０．０９０ ０．５４８±０．１１９ ０．５７７±０．１１７

创伤组 ０．２１６±０．０６６ ０．３４０±０．０６８ ０．３９８±０．０６６

狋 ３．７３８ ３．９７４ ３．７１６

犘 ０．００１ ０．００１ ０．００１

３　讨　　论

形态学研究证实小肠ＩＣＣ分为肌间丛ＩＣＣ（ＩＣＣＭＹ）和深

肌丛ＩＣＣ（ＩＣＣＤＭＰ）。它们通过 ＧＪ和紧密连接与平滑肌细

胞、神经末梢连成网络［２］。胃肠道自主节律运动的正常，除依

赖平滑肌的结构与舒缩功能及神经胃肠激素的调节外，ＩＣＣ

和ＧＪ也发挥了重要作用。近年研究表明，在ＩＣＣ形成网络结

构的区域大都存在Ｃｘ４３
［６］，其在ＩＣＣ细胞体和突起上均有表

达。ＩＣＣＤＭＰ和平滑肌细胞之间的ＧＪ可让肌细胞直接接受

来自ＩＣＣＤＭＰ的电信号和化学信号，从而受到肠神经的间接

调控引起肌细胞的收缩。在ＩＣＣＭＹ之间也发现了类似的结

果。ＳＨＩ后由于全身血液再分布，肠道血流量减少较体循环更

显著，可出现严重的缺血、缺氧及再灌注损伤。据报道，肠道平

滑肌在高炎症时发生细胞及周围组织结构损伤，可致运动模式

异常；在豚鼠缺血再灌注损伤模型中发现小肠ＩＣＣ凋亡，网络

结构破坏；在（ＭＯＤＳ）大鼠的胃肠道中存在Ｃｘ４３的损伤
［７９］。

那么由中枢损伤引发的肠动力障碍，是否与小肠ＩＣＣ及Ｃｘ４３

的损伤而引起平滑肌舒缩模式改变有关，有待于进一步的研究

证实。

本实验采用小肠离体肌条及全肌层组织标本，从器官水平

及细胞、分子水平观察了小鼠ＳＨＩ后肠动力和ＩＣＣ网络及其

Ｃｘ４３的变化。结果发现，创伤组伤后３ｄ离体平滑肌条收缩

幅度和频率较对照组明显减少，１４ｄ内仍然低于对照组水平。

表明ＳＨＩ小鼠的肠收缩运动减弱，提示ＳＨＩ后早期即出现小

肠平滑肌自主节律运动异常，符合临床患者腹胀、便秘等肠运

动减慢的现象。分析原因可能与创伤应激致中枢、肠壁神经介

质释放异常有关。这与课题组前期研究发现ＳＨＩ后小肠推进

率显著降低，且１４ｄ内胃肠动力障碍持续存在的结果相一

致［１０］。而形态学结果显示，对照组小肠ＩＣＣ为完整的立体三

维网络样结构；创伤组小肠ＩＣＣ网络结构不连续，相互间出现

裂隙，１４ｄ仍未完全恢复。表明ＳＨＩ后肠ＩＣＣ损伤，且损伤后

修复需要较长过程，此结果进一步解释了为什么临床上伤后肠

动力障碍发生率高且恢复时间较长。分析原因可能为：（１）

ＳＨＩ后中性粒细胞和巨噬细胞等炎症细胞大量浸润
［１１］，损伤

Ｋｉｔ受体表达及妨碍Ｋｉｔ抗原结合，致阳性ＩＣＣ表达减少；（２）

由于ＩＣＣ对缺氧敏感，ＳＨＩ后肠道缺血、缺氧及再灌注损伤等

病理因素启动凋亡程序，使ＩＣＣ网络平衡向增殖减少、坏死和

凋亡增多的方向发展致细胞数量减少；（３）ＩＣＣ生存和修复来

源于肥大细胞、肠神经元、平滑肌的维持［１２］。本课题组前期电

镜发现ＳＨＩ后肠平滑肌细胞和神经细胞严重损伤
［１０］，故无法

正常维持ＩＣＣ的生存与修复，导致ＩＣＣ细胞数量减少，修复时
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间变长，最终影响肠道功能。

ＧＪ由相邻胞膜上的连接子衔接形成，每个连接子又包含

６个Ｃｘ，其中Ｃｘ４３的表达最广泛
［１３］，具有生化耦联和保证肌

细胞间电兴奋快速扩散、协调细胞间活动一致性的功能，并受

细胞内ｐＨ值、Ｃａ
２＋浓度、跨通道电压、Ｃｘ的磷酸化状态等因

素影响。有文献报道，在糖尿病大鼠胃体和胃窦Ｃｘ４３表达明

显减少，导致胃运动功能障碍［１４］。本实验结果显示，ＳＨＩ后肠

肌层中的Ｃｘ４３表达量减少，提示细胞间ＧＪ破坏，ＩＣＣ之间及

与平滑肌之间激素、神经介质和一些激动剂或拮抗剂等物质交

换不畅，导致该部位动作电位传递受阻，这与国外学者的研究

结果一致［１５１６］。说明ＳＨＩ后自由基增加、代谢产物蓄积、ｐＨ

值改变以及肠道内菌群失调、黏膜屏障破坏等可能因素造成的

细胞连接损伤，ＧＪ功能丧失，最终影响了肠道收缩活动。

综上所述，肠肌丛ＩＣＣ数量减少和网络受损，以及Ｃｘ４３

的表达缺失或减少，是造成肠神经ＩＣＣ平滑肌网络结构电信

号传递障碍，引起肠道收缩模式紊乱，导致脑损伤后动力障碍

的可能机制之一。该研究结果提示，以预防或减轻ＩＣＣ的损

伤，促进受损ＩＣＣ的修复，增加Ｃｘ４３蛋白的表达可能是ＳＨＩ

后肠动力障碍治疗的新思路。
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