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裂解酶"
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$与糖尿病"
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$大鼠近端结肠动力的关系%方法
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次性腹腔注射
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链脲佐菌素"
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!建立
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型糖尿病模型!观察大鼠的一般情况#注药第
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天制作结肠平滑肌纵行肌

条!使用生物机能实验系统记录每组纵行肌肌条自发性收缩活性#分别采用免疫组化及双重免疫荧光的方法观察结肠全层标本及
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$中
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分布#采用
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方法观察肠道组织"去黏膜及黏膜下层$
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的表达%结果
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组近端结肠肌

条收缩活性均低于对照组"
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在黏膜下层'黏膜下神经丛'
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'纵行肌和环形肌都有分布#

28S

在大鼠肌间神经元细

胞核中分布!但
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阳性神经元所占
U7

比例差异无统计学意义"
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组大鼠结肠"去除黏膜及黏膜下层后$
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的表

达上调"
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表达上调可能是
QU

大鼠近端结肠运动减退的原因之一%
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近年来研究发现在哺乳动物多种器官组织有硫化氢
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&产生#其具有舒张血管平滑肌*心肌负性和肌力保护*清

除氧自由基*抗炎等生物学效应'
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)近年来发现
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对消化道动力亦起着

重要的调节作用!外源性和内源性
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均抑制胃的运动'
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源性硫化氢可抑制大鼠纵行肌和环形肌自发性收缩#抑制效应
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体单个结肠平滑肌细胞产生舒张作用'
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%主要通过保护肠神经

元尤其是兴奋性神经元而部分地保护了离体肌条的收缩功
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糖尿病$
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&胃肠动力减退是
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胃肠道的表现之一#以

往研究认为
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结肠动力障碍的机制与自主神经病变*肠神

经系统$
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&病变*平滑肌形态学改

变*
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间质细胞病变*激素紊乱*血糖自身异常*
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感染等

方面相关'
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%但不能完全解释
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动力异常的机制#临床也

缺乏有效治疗手段)

本研究运用
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型
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模型#通过测定结肠动力*结肠
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合成酶
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分布及表达等实验#探讨内源性
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与
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结肠动力减退的关系)
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方法
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实验分组及
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模型的制作
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级雄性
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大鼠
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只#分为
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#]$%

&和对照组$

#]$%

&)

QU

模型

按照文献报道方法进行'
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组大鼠禁食不禁水
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后称

重#一次性腹腔注射
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%对照组腹腔注射同等剂量

柠檬酸母液$
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后尾静脉采血#连测
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血

糖大于或等于
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者为造模成功#剔除血糖小于
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者)此后于处死前
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再次测量血糖#同时测量体质

量#观察大鼠饮食*饮水*皮肤色泽*精神状况及二便情况)注

药第
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天进行下一步实验)
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结肠平滑肌条制备及其自发性收缩的记录
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大鼠用

$%P

水合氯醛$
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&麻醉后剖腹#迅速取约
1GD

的结肠

$约距回盲瓣
1GD

&#平滑肌条制备及其自发性收缩方法同文

献'
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的差异)
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免疫组化检测近端结肠
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的分布
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大鼠用
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结肠标本约
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液中洗净肠容物后#迅速予
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马林固定约
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%按常规免疫组化步骤进行脱水*透明*浸蜡*

包埋*切片*抗体孵育及苏木素染色#石蜡包埋切片时切片平面

时与肠腔轴垂直#山羊抗大鼠
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抗体浓度为
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)观察
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&麻醉后#迅速剖腹取距回

盲瓣
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的一段长约
$&3GD
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(双重免疫荧光方法进行肌间神经丛全层标本$
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#兔抗大鼠
28S

多克隆抗体浓度为
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抗小鼠
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抗体浓度为
$m$%%

#山羊抗兔
=;O=2
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为
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)所有涉及荧光二抗的步骤都要避光)荧光显微镜

下观察#以抗
bE

抗体作为神经元标志物显示全部神经元#每

只大鼠至少统计
$%%%

个肠神经元#计算
28S

阳性神经元占全

部神经元的百分比)
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检测近端结肠$去除黏膜及黏膜下层&

28S

的表达大鼠用
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水合氯醛$

'D5
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F

&麻醉后#迅速取距

回盲瓣
1GD

的一段长约
$&3GD

的结肠组织$去除黏膜及黏膜

下层&约
$

F

予
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冰箱保存备用#常规
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方法进

行提取蛋白*电泳*转膜*封闭*抗体孵育*曝光*显影#兔抗大鼠
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多克隆抗体浓度
28S$m$%%%

)采用目的蛋白灰度值与

内参灰度值的比值作为相对表达量来分析两组表达量差异)

>&@

!

统计学处理
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用
8788$/&%

软件进行分析)数据以
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表示#组间比较采用两独立样本
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检验#两组之间的变化关系
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相关性分析#
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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一般情况
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模型建立成功后#大鼠血糖明显升高#出

现明显三多一少症状%与对照组相比#

QU

组大鼠明显懒动*毛

色干枯*无进攻性*多便*稀便)
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大鼠血糖明显高于对照组

大鼠'$
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两组大鼠结肠平滑肌条自发性收缩活性
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组大鼠近

端结肠纵行肌自发性收缩的
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!近端结肠纵行肌收缩曲线%

4

!

<d2

柱形图)
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大鼠近端结肠纵行肌肌条自发性收缩活性
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两组大鼠结肠
28S

分布
!

在两组大鼠的结肠组织中#

28S

在纵行肌和环形肌细胞的胞浆*肌间神经元细胞核中强

表达#见图
1
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!对照组%
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!
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组)

图
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两组大鼠近端结肠免疫组化染色$
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两组大鼠近端结肠
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中
28S

分布
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在两组大鼠的结

肠组织中#

28S

在肌间神经元细胞核中分布#肌间神经丛神经

元形态未见明显变化#
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组
28S

阳性神经元的比例较对照
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两组大鼠结肠中
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结果显示#
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组大鼠结肠
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两组大鼠胃肠动力改变与
28S

表达的变化
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关性分析
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两组大鼠肠动力改变与
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!对照组肌间神经节%
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!对照组
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中
28S

分布%

2

!对照组
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阳性神经元占肌间神经节的比例%
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本研究首先建立
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大鼠模型#
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组大鼠血糖明显

升高#出现明显三多一少*懒惰*无攻击性*毛色干枯等表现)

对其近端结肠动力进行评价#结果显示
QU

组大鼠结肠纵行

肌的
<d2

明显低于对照组#以上结果表明
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组大鼠近端结

肠动力减退)但
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组大鼠亦有稀便*多便情况#可能与高血

糖引起的远端结肠胃肠动力增快有关'
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浓度依赖性抑制兔离体回肠肌自发性收缩#
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人和大鼠的结肠运动%
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抑制大鼠结肠推进

运动#使平滑肌细胞超极化#但对慢波频率没有影响%
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浓度依赖性抑制大鼠空肠环肌和纵肌的收缩'
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现
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大鼠回肠动力减弱同时
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表达增多#提示内源性
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可能对
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大鼠回肠动力具有抑制作用#而
b

1

8

对
QU

大鼠结肠动力研究少见相关报道)
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分布'
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现结肠活体肌组织可产生
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和
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抑制剂
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的产生受到明显抑制'
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)为探讨二者关系#本研究

首先观察
28S

在大鼠结肠的分布及表达#发现
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在两组大

鼠纵行肌和环形肌细胞质中强表达#并且还在肌间神经元细胞
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分布%进而
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结果显示#
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组结肠$去除黏膜及黏膜下层&
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表达均高于

对照组#从而提示
28S

增多可能是
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结肠动力减弱的原因

之一#但由于本实验的局限性#此时的
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升高来自源于平滑

肌细胞还是肌间神经丛尚未可知)
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包括黏膜下神经丛及

肌间神经丛#调节胃肠道的运动*分泌*免疫等#被称为消化道

壁内的+微型脑,#其中位于纵行肌和环形肌间的肌间神经丛对

胃肠动力起着重要的调节作用'
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质调节胃肠道动力#实际上两组大鼠
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中
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阳性率无差

异#但不排除
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中
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蛋白表达上调引起的结肠动力降低%

免疫组化结果显示出了肌间神经丛#结肠固有肌层亦
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分

布)既往有研究发现#大鼠结肠平滑肌细胞可产生
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合成的增多均会导致结肠动力的紊乱)
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行肌电生理呈负相关#进一步提示
28S

表达上调引起肠道动

力的降低)

综上所述#结肠局部内源性
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合成酶表达上调#提示
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产生增多可能是
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结肠动力减弱的原因之一)
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