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  [摘要] 目的 探讨干热环境和噪音刺激对大鼠结肠组织和血清代谢的影响,为预防不良环境对机体的

不利影响提供实验依据。方法 25只无特定病原体(SPF)级 Wistar大鼠随机分为正常组(10只)和实验组(15
只),其中实验组大鼠用干热环境、干热药物、干热性饮水及噪音等方法进行刺激,刺激10

 

d后比较2组大鼠的

体重、结肠组织病理学和超微结构变化;用核磁共振氢谱技术检测两组大鼠血清中的差异代谢组分。结果 与

正常组比较,实验组大鼠体重降低,差异有统计学意义
 

(P<0.05);实验组大鼠结肠组织存在组织病理学和超

微结构的改变;实验组大鼠血清中低密度脂蛋白(LDL)、异亮氨酸、亮氨酸等代谢组分水平发生显著性改变,与

对照组比较差异有统计学意义(P<0.05)。结论 干热环境和噪音刺激引起大鼠结肠组织形态学异常,产生炎

症;干热环境和噪音刺激会导致大鼠机体内的糖、脂、蛋白和能量代谢的紊乱。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

chronic
 

stimulation
 

such
 

as
 

dry-hot
 

environment,
dry-hot

 

diet
 

and
 

noise
 

on
 

the
 

colon
 

tissue
 

and
 

serum
 

metabolism
 

in
 

the
 

rats,so
 

as
 

to
 

provide
 

experimental
 

ba-
sis

 

for
 

preventing
 

the
 

adverse
 

effects
 

of
 

bad
 

environment
 

on
 

the
 

human
 

body.Methods A
 

total
 

of
 

25
 

specific
 

pathogen
 

free
 

(SPF)
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

group
 

(n=10)
 

and
 

the
 

experimental
 

group
 

(n=15).Among
 

them,the
 

rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

stimulated
 

with
 

dry-hot
 

environment,
dry-hot

 

medicine,dry-hot
 

drinking
 

water
 

and
 

noise.The
 

changes
 

of
 

body
 

weight,colon
 

histopathology
 

and
 

ul-
trastructure

 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

after
 

ten
 

days
 

of
 

the
 

stimulation.Nuclear
 

magnetic
 

reso-
nance

 

hydrogen
 

spectroscopy
 

(1H-NMR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

differential
 

metabolic
 

components
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

two
 

groups.Results Compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

group,the
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

decreased
 

and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

histopathological
 

and
 

ultra-
structural

 

changes
 

of
 

the
 

colon
 

tissue
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

experimental
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

low
 

densi-
ty

 

lipoprotein
 

(LDL),isoleucine,leucine
 

and
 

other
 

metabolites
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

changed,
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the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Dry-hot
 

environment
 

and
 

noise
 

stimula-
tion

 

will
 

induce
 

abnormal
 

colon
 

histomorphology
 

and
 

inflammatory
 

response
 

in
 

the
 

rats.Dry-hot
 

environment
 

and
 

noise
 

stimulation
 

can
 

disturb
 

the
 

metabolism
 

of
 

sugar,fat,protein
 

and
 

energy
 

in
 

the
 

rats.
[Key

 

words] metabolism;colon;dry-hot
 

environment;noise;inflammatory
 

reaction

  应激是机体对内外环境的各种刺激所产生的一

种全身性适应性反应[1]。适度的应激通过机体激素

水平的调节、基因表达调控等多种途径,形成机体对

环境的更优越的适应能力[2]。当应激强度超过机体

的调节能力,则可造成机体损伤,甚至影响机体的生

存[3]。长期的不良生活环境、饮食习惯和恶劣的工作

环境是影响人体身心健康的重要因素,并且其与多种

疾病有关[4]。如果反复持续性环境刺激未得到及时

控制可能成为机体致病的危险因素[5]。中医认为长

期的不良环境和片面性饮食习惯可能通过影响肠道

功能引起机体内某些成分水平的变化,进一步导致体

质的改变并可能转变成疾病发生的根源[6]。
疾病发生发展过程中环境和饮食习惯的影响不

可忽视。研究发现,湿热环境对糖尿病、肥胖、高血压

等代谢性疾病可产生一定的影响,并推动疾病的发生

发展[7-8]。随着生物技术的发展,疾病发病和药物干

预机制研究中代谢组学、蛋白组学等系统生物学技术

发挥着越来越重要的作用[9-11]。代谢组学是对给定生

物或一组生物样品中所有代谢物的系统鉴定和定量

分析的方法,并分析多种生化物种来研究生理调节过

程[12-13]。通过使用核磁共振氢谱(1H-NMR)等技术

所检测到的代谢物是体内生理过程中产生的综合产

物,可反映机体的生命状态。代谢组学检测能放大基

因和蛋白水平上的微小差异并有效减少不表达基因

和无活性蛋白的干扰,准确性较高[14]。另外,代谢组

学鉴定的新的生物标志物可用于监测和早期发现代

谢性疾病的复发[12]。本研究中为了探讨环境和饮食

习惯对机体的影响,选择干热环境、干热饮食及噪音

为应激源刺激 Wistar大鼠,通过一般症状、结肠组织

的病理学、结肠组织超微结构及血清代谢组分变化来

分析环境因素、饮食习惯等对大鼠结肠组织和代谢的

影响,为预防不良环境对机体的不利影响提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及实验主要仪器

实验 动 物:健 康 无 特 定 病 原 体(SPF)级 雄 性

Wistar大鼠,体重(180±20)g,由新疆医科大学实验

动物中心提供,动物质量合格证书号:SCXX[新]2011-
0004,本实验在SPF级实验室中进行。实验主要仪

器:BS1105型电子天平购自北京赛多科斯天平有限

公司、电击笼购自乌鲁木齐启翔生物科技有限公司、
核磁共振波谱仪购自美国 Varian公司、重水购自美

国Cambridge
 

Isotop
 

Laboratories公司,4
 

℃低温离

心 机 购 自 德 国 Eppendarf 公 司,磷 酸 二 氢 钠

(NaH2PO4)、磷酸氢二钾(K2HPO4)、氯化钠(NaCl)
购自天津市光复精细化工研究所,Topspin2.0软件购

自德国Bruker公司,Simca-P软件购自瑞典Umetrics
公司。

1.2 方法

1.2.1 实验大鼠分组

采用随机数字表法将25只大鼠随机分为正常组

(10只)和实验组(15只),每笼5只大鼠,适应性饲养

1周后,实验组大鼠用以下慢性复合刺激法[15-19]连续

刺激10
 

d,(1)干热药物:0.3
 

g西红花、黑胡椒干粉和

干姜干粉各30
 

g,制成细粉溶于400
 

mL双蒸水,制备

成50
 

mg/mL的中药溶液,每天灌胃1次,每次2
 

mL。(2)干热环境:采用人工气候 箱,温 度(26±
2)℃,湿度(36%~40%),每天暴露12

 

h。(3)干热性

饮水:西红花1
 

g溶于400
 

mL的双蒸水中,随机饮

水。(4)噪音干预:100
 

dB的快节奏音乐每天持续播

放2
 

h;正常组大鼠随机饮食饮水,不进行任何干预。
每天定时称取2组大鼠体重并记录。

1.2.2 实验取材与处理

1.2.2.1 血清标本的收集

干预10
 

d后所有大鼠禁食24
 

h,然后用乙醚麻

醉,腹主动脉采血,4
 

℃
 

3
 

000
 

r/min离心15
 

min,取
上清液500

 

μL,备用。

1.2.2.2 结肠标本的收集及处理

用眼科剪沿肠系膜剪开距肛门5~8
 

cm的结肠,
用生理盐水将结肠内容物冲洗干净,并快速将结肠分

为2部分,0.5
 

cm×0.5
 

cm病理组织标本置于10%
甲醛溶液,固定12

 

h后,置于新鲜10%甲醛溶液固

定,苏木素-伊红(HE)染色进行组织病理学检查;1
 

mm×1
 

mm×2
 

mm 电镜组织标本置于2.5%戊二

醛-磷酸缓冲液中固定(固定液均不少于组织的10倍)

12
 

h后进行电镜学检查。

1.2.3 核磁共振氢谱(1H-NMR)的记录

配置血清的缓冲液,以300
 

mL为例:0.424
 

g
 

NaH2PO4、2.483
 

g
 

K2HPO4、2.700
 

g
 

NaCl充分溶于

60
 

mL重水和240
 

mL纯净水的溶液中。400
 

μL的

缓冲液中缓慢加入200
 

μL血清标本,其充分混匀并

室温放置10
 

min。4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心10
 

min
后,取550

 

μL上清液沿管壁缓慢加入到5
 

mm核磁管

中。用核磁共振波谱仪进行测定。所有血清样本测
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试完成后,使用Topspin2.0
 

软件做基线矫正、定标。
进行积分处理,消除残留的水信号对分析结果的影响

后进行归一化处理。应用Simca-P软件进行正交偏

最小二乘判别分析(OPLS-DA),并对血清核磁共振

扫描(NMR)数据进行模式识别分析。得到相应的

OPLS-DA散点(平面和空间)分布图,并寻找血清中

差异代谢组分。
1.2.4 标记物的发现与鉴定

通过Pearson相关系数显著性差异检测2组大鼠

血清中代谢组分水平变化是否具有显著性的阈值,相
关系数绝对值大于显著性的阈值(显著性阈值|r|>
0.707),则表示代谢组分有统计学差异(P<0.05)。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件对数据进行统计学处理,计
量资料以x±s表示,检验标准α=0.05,以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 大鼠一般状态

实验组大鼠干预后出现异常兴奋、暴躁、打斗、外
部环境刺激敏感性增加、活动量增多等现象;正常组

大鼠未出现任何异常。
2.2 定量指标比较

干预前2组间大鼠体重差异无统计学意义(P>
0.05);干预后,实验组大鼠体重较正常组显著降低

(P=0.001),体重增长率差异有统计学意义(P<
0.001)。见表1。

表1  正常组与实验组大鼠干预前后的体重变化(x±s)

项目 正常组 实验组 t P

初始体重(g) 224.40±9.31 230.12±22.41 -0.79 0.428

干预后体重(g) 267.45±6.45 245.76±20.42 6.89 0.001

体重增长率(%) 17.75±8.11 7.09±5.60 5.37<0.001

2.3 组织形态学观察

HE染色发现实验组大鼠结肠组织细胞排列紊乱

形成滤泡、细胞膜模糊不清、结肠黏膜下层有大量慢

性炎症细胞侵润;电镜下发现实验组大鼠结肠组织细

胞发生常染色质增多,线粒体空泡变,杯状细胞内黏

液颗粒较多且排列致密等超微结构改变;正常组大鼠

结肠组织则无以上变化。见图1、2。

2.4 正常组和实验组大鼠的血清代谢组分分析
1H-NMR图可以作为化学纹谱用来描述实验组

和正常组大鼠血清中内源代谢组分的变化。结果显

示,在血清1H-NMR图中发现很多内源性的代谢组

分,见图3。
 

OPLS-DA二维谱和三维谱结果显示2组

的分布区域完全分开,说明血清代谢组分存在差异。

OPLS-DA模型的3个质量参数分别为,R2X=0.72,
R2Y=0.98,Q2=0.52。说明该模型对于解释正常组

和实验组间代谢差异及寻找差异代谢组分是可靠的,
见图4。

  A:正常组;B:实验组。

图1  正常组和实验组大鼠结肠 HE染色(×200)

  A:正常组;B:实验组。

图2  正常组和实验组大鼠结肠组织超微结构(×5
 

000)

  代谢组分在2组中的差异性采用 OPLS-DA分

析,用获得的变量重要性指数(variable
 

importance
 

in
 

projection,VIP)值和相关系数 P(Corr)值来判断;

VIP>1,P(Corr)>0.707的代谢物为2组中有差异
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性的代谢组分。与正常组比较,实验组血清中亮氨

酸、异亮氨酸、缬氨酸、β-羟丁酸及谷氨酰胺等代谢组

分的水平升高,而代谢组分低密度脂蛋白(LDL)的水

平降低(R2X=0.72,Q2=0.52;R2X 代表模型的可

解释变量,R2X 值越接近1模型越理想,该值一般应

大于0.4;Q2 表示模型的预测变量,Q2>0.5表示模

型的预测能力较好),见表2。以上代谢组分主要涉及

蛋白合成和分解代谢及血浆脂蛋白代谢。

表2  实验组血清的主要差异性代谢组分及相关系数
 

序号 代谢组分 归属 化学位移(mg/L) 变化趋势 P(Corr)

1 LDL CH3CH2(CH2)n 1.26(m) ↓ -0.86

2 异亮氨酸 δ-CH3,β-CH3 0.93(t),1.00(d) ↑ 0.83

3 亮氨酸 δ-CH 0.95(d) ↑ 0.80

4 缬氨酸 CH3,CH3,α-CH2 0.98(d),1.04(d),3.60(d) ↑ 0.84

5 谷氨酰胺 half
 

γ-CH2 2.13(m),2.42(m) ↑ 0.78

6 β-羟丁酸 γ-CH3 1.19(d) ↑ 0.86

  A:正常组;B:实验组。

图3  血清标本1H
 

-NMR
 

谱

  A:平面分布;B:空间分布;黑色为正常组,红色为实验组。

图4  正常组与实验组血清标本1H-NMR谱OPLS-DA
平面分布和空间分布

3 讨  论

环境变化会影响机体,当内外环境变化时,机体

会通过负反馈应答方式产生特异性和(或)非特异性

反应,使机体处于稳态[20]。如果机体内环境稳态被破

坏,机体整体平衡被打乱,则会形成亚健康状态或进

一步发展为疾病[21]。本研究发现,干热环境和噪音刺

激的大鼠结肠组织出现细胞排列紊乱、结肠黏膜形成

滤泡、细胞膜模糊不清及结肠黏膜下层有大量慢性炎

症细胞侵润等现象,说明结肠组织存在炎性反应;电
镜结果显示发生常染色质增多、线粒体空泡变、杯状

细胞内黏液颗粒增多且排列致密等超微结构的改变。
线粒体是细胞中产生能量的重要器官,且是对缺氧、
微生物毒素等各种损伤较敏感的细胞器[22-23]。文献

报道显示,黏膜细胞线粒体功能的改变与肠道疾病有

关,包括炎症性肠病(IBD)和结直肠癌(CRC)[24]。本

研究中实验组大鼠受到慢性刺激后线粒体表现为数

量、大小和结构(肿胀)的改变,甚至可转化为空泡状

结构,说明干热环境和噪音刺激导致结肠组织的病理

性损伤,导致大鼠肠道能量供应不足,引起大鼠体重

增长速度降低。杯状细胞的主要功能是分泌含有黏

蛋白的、对结肠上皮起保护作用的黏性颗粒,当细菌

直接侵入肠壁组织内时杯状细胞分泌大量黏性颗粒。
黏性颗粒的增多进一步验证结肠组织存在炎性反应,
说明干热环境和噪音刺激的共同干预可能诱发肠道

炎症性疾病的发生。本研究1H-NMR代谢组学结果

显示,与正常组比较,实验组大鼠血清中亮氨酸、异亮

氨酸、缬氨酸、肌酸、苯丙氨酸、柠檬酸、乙酰乙酸、β-羟
丁酸及谷氨酰胺等代谢组分的水平升高,其中5种代

谢物差异有统计学意义(P<0.05),而代谢组分LDL
水平降低。异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸是必需氨基酸,
机体不能自身合成。此类氨基酸在血清中水平升高,
极有可能是应激导致体内蛋白(主要是肌肉蛋白)的
分解速度加快的结果[25],其可能为实验组大鼠体重增
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长缓慢的原因之一。异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸是支

链氨基酸,具有抗疲劳作用[26],其水平在血清中升高,
导致与中枢疲劳有关的神经递质5-羟色胺、多巴胺、
去甲肾上腺素水平下降[27-28],使大脑兴奋性增加,减
少睡眠使精神活跃。可以推测干热环境和噪音刺激

使大鼠处于异常兴奋状态,与本研究中实验组大鼠出

现暴躁、打斗等现象吻合。
血清中的乙酰乙酸和β-羟丁酸既是酮体的主要

形式,又是烟酰腺嘌呤二核苷酸(NADH)氧化呼吸链

的底物,其水平增高,通过底物水平磷酸化和氧化磷

酸化加速三羧酸循环。亮氨酸、苯丙氨酸既可作为酮

体合成的原料,促进酮体的产生,又可促进酮体的分

解利用,血清中水平增高。支链氨基酸(亮氨酸、异亮

氨酸、缬氨酸)通过糖异生和生成酮体的方式参与机

体的供能。苯丙氨酸是合成肾上腺素的原料,其水平

升高,引起细胞内cAMP水平升高,使低活性的磷酸

化酶b向高活性的磷酸化酶a转换,使肌糖原的分解

速率增高。肌酸主要由骨骼肌细胞摄取,在线粒体中

可以转变为磷酸肌酸并储存 ATP的高能磷酸键,是
能量储存和利用的重要化合物[29-30]。为了满足机体

需要,磷酸肌酸到达肌原纤维后,迅速补充ATP的水

平。血清中肌酸水平升高进一步说明机体利用磷酸

肌酸产生ATP的量增多。
谷氨酰胺是为小肠提供主要的能源物质,促进小

肠黏膜等上皮细胞生长、分化和增殖,尤其在应激和

高代谢状态时,谷氨酰胺的需求量显著增加[31]。本研

究中,谷氨酰胺在血清中水平升高,可能存在2种情

况:(1)体内蛋白分解速度加快,氨基酸通过联合脱氨

基作用生成 NH3,而谷氨酰胺是氨在血中的运输载

体,其水平必然升高;(2)肠道是利用谷氨酰胺的主要

器官,若其功能异常则消耗的谷氨酰胺量就减少,由
于机体的应激反应造成其在血清中水平升高;谷氨酰

胺在血清中水平升高,说明肠道功能出现异常,进一

步解释了干热环境和噪音刺激的共同干预可能为溃

疡性结肠炎等非特异性炎症性疾病的原因。

LDL是由血液中的极低密度脂蛋白(very
 

low
 

density
 

lipoprotein,VLDL)转变而来,是体内转运胆

固醇的载体,其所运输的胆固醇可以转化成胆汁酸进

入到肠道帮助脂类的消化吸收。脂蛋白的解毒作用

可防止内毒素引发的炎性反应[32],本研究中UC组大

鼠血浆中LDL水平降低,此可能是全身逐渐开始出

现炎性反应的一种表现。
在干热环境中采取干热药物灌胃、干热性饮水及

各种慢性刺激可导致亚健康状态的产生,使体内糖、
脂、蛋白代谢紊乱,三大营养物质的分解代谢速度加

快,ATP增多,但仍不能满足机体的需要,因此机体

动员储存能量,大鼠处于高产能、高耗能及代谢紊乱

的高亢奋状态并导致机体内环境稳态改变,使机体对

疾病的易感性增高。总之,干热环境和噪音等慢性刺

激的延长会导致代谢紊乱,可能为导致代谢性疾病的

发生的危险因素。
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