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Ｃａｊａｌ间质细胞介导急性胰腺炎引起的胃肠道动力障碍
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　　［摘要］　目的　探讨 Ｏｄｄｉ括约肌 Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣ）在家兔实验性重症急性胰腺炎
（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）中的变化。方法　共有１６只新西兰雌性白兔随机分为两组（ｎ＝８）：假手术组和 ＳＡＰ组；
逆行注射５％牛磺胆酸钠（１．０ｍＬ／ｋｇ）进入胰管建立ＳＡＰ家兔模型。建模８ｈ后处死动物。胰腺和Ｏｄｄｉ括约肌切除，并
进行常规病理检查。免疫组化染色，用于检测Ｏｄｄｉ括约肌的ｃｋｉｔ阳性细胞。通过实时聚合酶链反应检测ｃｋｉｔ的ｍＲＮＡ
的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法对ｃｋｉｔ和ｎＮＯＳ蛋白的表达进行了评估。用透射电子显微镜观察 ＩＣＣ的超微结构。结果　ＳＡＰ
组胰腺组织中有出血、坏死和大量的炎性细胞浸润。ＳＡＰ组Ｏｄｄｉ括约肌中ｃｋｉｔ阳性细胞密度（５６．１１±７．０９）明显低于假
手术组（８８．４７±１０．４９，Ｐ＜００１）。ＳＡＰ组ｃｋｉｔ的蛋白和ｍＲＮＡ水平分别为假手术组的５４．７％和４７．１％（Ｐ＜００１），均
明显低于假手术组。ＳＡＰ组的ＩＣＣ表现出相同的变化趋势，如线粒体空泡化，不规则的空泡和松动的桥粒样连接。结论
　ｃｋｉｔ阳性细胞的减少和ＩＣＣ超微结构的变化导致的ｃｋｉｔ信号通路阻断与ＳＡＰ引起的肠道运动功能障碍密切相关。
　　［关键词］　Ｏｄｄｉ括约肌；Ｃａｊａｌ间质细胞；急性胰腺炎；ｃｋｉｔ；ｎＮＯＳ
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　　自从西班牙神经组织学家卡哈尔在１８９３年发现
胃肠壁内 Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，
ＩＣＣ），大量研究已经建立了 ＩＣＣ在胃肠壁正常功能中
发挥作用的４个主要群体：亚肌神经丛ＩＣＣ、环形和纵
肌肉层 ＩＣＣ、肌间神经丛 ＩＣＣ（ＩＣＣＭＹ，也称为 ＩＣＣ
ＭＰ）和深肌层神经丛ＩＣＣ。这些细胞作为胃肠壁的起
搏细胞生成缓波，从 ＩＣＣ传播到平滑肌细胞触发钙离
子的进入，达到去极化和收缩而作为蠕动和分割的基

础。它们在胃肠道维持正常的神经传递和调节肌肉运

动［１－４］。由于 ｃｋｉｔ及其内源性配体干细胞因子
（ＳＣＦ）的发现而导致了 ＩＣＣ研究领域的极大进展［５］。

添加ＳＣＦ增加体外培养ＩＣＣ细胞ｃｋｉｔ的免疫反应，而
功能缺失突变 ｃｋｉｔ基因导致 ＩＣＣ不足；这些都表明
ＳＣＦ／ｃｋｉｔ信号通路是维持 ＩＣＣ所必不可少的［６－７］。

伊马替尼，一种 ｃｋｉｔ的强效抑制剂，完全消除了在小
鼠小肠圆形肌肉的自发运动［８］，表明ＩＣＣ的ｃｋｉｔ信号
对小肠自发的机械活动起着至关重要的作用。ＩＣＣ失
调可能会导致肠胃蠕动功能障碍，从而导致一些胃肠

道疾病，包括重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉ
ｔｉｓ，ＳＡＰ）。此外，研究发现实验性急性胰腺炎引起小
肠肌层ＩＣＣ发生损伤［９］。

　　许多胆道疾病会引起 Ｏｄｄｉ括约肌活动功能的变
化［１０－１３］，而且胆胰疾病显著提高 Ｏｄｄｉ括约肌功能障
碍的发病率［１４］。Ｏｄｄｉ括约肌功能障碍在 ＳＡＰ的详细
机制尚未阐明。我们推测，ＩＣＣ可能在 ＳＡＰ诱发 Ｏｄｄｉ
括约肌功能障碍中发挥重要的作用。在本研究中，我

们在家兔ＳＡＰ模型中检测这一假设。

１　材料与方法

１．１　重症急性胰腺炎兔模型的建立
　　１６只３～４月龄新西兰雌性白兔分为假手术组和重症急性
胰腺炎（ＳＡＰ）组，体质量约２５ｋｇ。肌注１０ｍｉｎ内配制的乙酰
丙嗪１０ｍｇ／ｋｇ。兔子用１０ｍｇ／ｋｇ赛拉嗪和５０ｍｇ／ｋｇ氯胺酮肌
肉注射麻醉。在手术过程中静脉内滴注半剂量赛拉嗪和氯胺

酮维持麻醉并用氧气面罩自主呼吸。消毒后，兔正中切开了

８０ｃｍ的开口。幽门后约２０ｃｍ处找到胰管，打开小肠后，用
一个连接２４号针头的导管做成一个逆行插管。在１ｍｉｎ内用
手动压力注入共１ｍＬ／ｋｇ５％的牛磺胆盐水液。缝合肠管并关
闭腹壁被。假手术组为只进行同样的手术处理但无牛磺胆灌

注。术后８ｈ分别处理假手术组和 ＳＡＰ组，采集血液样品，胰
腺和Ｏｄｄｉ括约肌组织。

１．２　免疫组化染色
　　切片常规脱蜡后用酶消化处理，然后水化，３％甲醇双氧水
阻断室温１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝７．２）磷酸盐缓冲液洗５ｍｉｎ
３次；加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝６．０）柠檬酸缓冲液置微波炉中修
复抗原，自然冷却后洗，进行抗原封闭，然后滴加配制好的一抗

４℃过夜，洗５ｍｉｎ３次；滴加生物素标记的第二抗体，室温孵育
１０ｍｉｎ；洗５ｍｉｎ３次；滴加链亲和素过氧化物酶，室温１０ｍｉｎ；
洗５ｍｉｎ３次；新鲜配制的ＤＡＢ溶液显色３～１０ｍｉｎ；自来水洗，
苏木精浅染细胞核。自来水冲洗，梯度酒精脱水，二甲苯透明，

中性树胶封固。

１．３　实时聚合酶链反应
　　从刚收集的组织用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ。使用 Ｐｒｉ
ｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（宝生物工程有限公司，日本大津市），在
２０μＬ反应混合物含有１μｇ总 ＲＮＡ，按照制造商的方法进行
反转录（ＲＴ）。使用 ＳＹＢＲ预混物实施例的 Ｔａｑ（宝生物工程
有限公司，日本大津市）和ＡＢＩ７３００实时ＰＣＲ系统扩增 ＲＴ反
应产物。ｃｋｉｔ上游引物：５′ＧＡＧＴＧＣＣＡＴＧＧＡＣＡＣＡＧＡＧＧＡＧ
３′，下游引物：５′ＣＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＣＡＣＴＣＣＡＧ３′，ＰＣＲ产物的预
测大小为 １４９ｂｐ。ｎＮＯＳ上游引物：５′ＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣ
ＣＧＣＣＴＣＡ３′，下游引物：５′ＣＴＣＴＧＧＡＧＧＴＴＴＴＧＡＣＧＧＣＴ３′，
ＰＣＲ产物的预测大小为１２０ｂｐ。甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰ
ＤＨ）上游引物为：５′ＣＡＧＴＴＴＣＣＡＴＣＣＣＡＧＡＣＣＣＣ３′，下游引物：
５′ＴＧＣＴＧＴＣＧＡＧＡＣＴＴＴＡＴＴＧＡＴＧＧ３′，ＰＣＲ产物的预测大小为
８７ｂｐ。平均数倍的变化通过使用２－△△Ｃｔ法计算 。

１．４　免疫印迹检测
　　Ｏｄｄｉ括约肌组织在提取缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ氯液，ｐＨ＝
７５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基
磺酰氟）中匀浆，收集溶胞产物被并于４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ以除去不溶性物质。使用 ＢＣＡ蛋白测定法（Ｐｉｅｒｃｅ公
司，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，伊利诺伊州，美国），测定上清液的蛋白质浓度。
样品在１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，并转印至ＰＶＤＦ
膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＭＡ，美国）。然后将膜用５％脱脂牛奶室温
孵育１ｈ阻断非特异性结合位点，然后一抗在４℃孵育过夜。
洗涤后，过氧化物酶结合的二抗在室温下温育１ｈ。特定的蛋
白条带，用Ｘ线胶片，用化学发光检测试剂盒（密理博公司，美
国）。条带的光密度扫描后用ＩｍａｇｅＪ软件分析。

１．５　电子显微镜观察
　　切除后，立即切断 Ｏｄｄｉ括约肌，浸入含５％戊二醛的固定
液，并在２０℃下放置至少２ｈ。固定后，组织切成小块（１ｍｍ×
２ｍｍ），并进一步在５％的戊二醛固定过夜，然后０．１ｍｏｌ／Ｌ磷
酸盐缓冲液（ｐＨ＝７．３）漂洗 ６０ｍｉｎ，并在含 ２％ＯｓＯ４的
０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液中固定２ｈ。组织标本随后脱水和镶
嵌。薄切片１μｍ的厚度并甲苯胺蓝染色，光镜选择适合超薄
切片的区域。超薄切片７０～８０ｎｍ并安装在铜网格上，柠檬酸
铅染色后用飞利浦莫干２６１型电子显微镜观察。

１．６　统计学处理
　　实验至少独立进行３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示。不同处理间差
异采用Ｐｒｉｓｍ软件（ＧＲＡＰＨＰＡＤ）进行方差分析和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ测
试后分析。

２　结果

２．１　Ｏｄｄｉ括约肌神经细胞ＮＯＳ和ＶＩＰ免疫组化结果
　　假手术组 Ｏｄｄｉ括约肌有（４５．８３±２．１７）％（３８．６７％ ～
５４３８％）的神经细胞为 ＮＯＳ免疫阳性，而（５２．４６±２．４７）％
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（４３７２％～６５．５９％）为ＶＩＰ免疫阳性。ＳＡＰ组肌间神经丛神经
细胞的（１１．２６±０．９３）％（６．３３％ ～１８５２％）为 ＮＯＳ阳性，
（２８６２±２．８３）％（１９．４４％～４６．８７％）为ＶＩＰ阳性（图１）。ＳＡＰ
组的ＮＯＳ阳性神经细胞和ＶＩＰ阳性神经细胞的比例明显低于假
手术组（Ｐ＜０．０１）。

２．２　Ｏｄｄｉ括约肌内的ＩＣＣ细胞ｃｋｉｔ的免疫组化结果
　　Ｏｄｄｉ括约肌内的 ＩＣＣ有椭圆形细胞核，细胞质稀疏和分
支，这些细胞分布在亚肌神经丛（图１Ａ）和肌间隔（图１Ｂ）。在
ＳＡＰ组的ｃｋｉｔ阳性细胞密度明显低于假手术组，假手术组平均
密度为（８８．４７±１０．４９），而ＳＡＰ组为（５６．１１±７．０９）。
　　在假手术组ｃｋｉｔ阳性ＩＣＣ密集网络（图１Ａ），存在于整个
肌间神经丛及深肌层神经丛。与此相反，ＳＡＰ组 ｃｋｉｔ阳性 ＩＣＣ
网络出现中断或阳性显著降低（图１Ｂ）。
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Ａ：假手术组；Ｂ：重症急性胰腺炎组
图１　两组兔Ｏｄｄｉ括约肌组织中ｃｋｉｔ的表达水平　（免疫组化 ×２００）

２．３　Ｏｄｄｉ括约肌组织的ｃｋｉｔ抗体免疫印迹分析结果
　　用ｃｋｉｔ抗体进行免疫印迹分析Ｏｄｄｉ括约肌组织检测到约
为１４５×１０３的蛋白条带，对应于 ｃｋｉｔ蛋白的分子量。ＳＡＰ组
的ｃｋｉｔ条带密度（０．２９±０．０４）相比假手术组（０．５３±０．０６）显
著降低（Ｐ＜００５）。相应地 ｃｋｉｔｍＲＮＡ水平在 ＳＡＰ组的 Ｏｄｄｉ
括约肌也比假手术组明显减少（Ｐ＜００５）。相似的情况也在
ｎＮＯＳ的表达水平上观察到。见图２。
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１：假手术组；２：重症急性胰腺炎组

图２　免疫印迹分析两组兔Ｏｄｄｉ括约肌组织中ｃｋｉｔ和ｎＮＯＳ

基因的表达

２．４　ＩＣＣ细胞的超微结构
　　假手术组的 ＩＣＣ为三角形或梭形形状。ＩＣＣ细胞核很大
由一个小的核周胞质包围。这些细胞的细胞质具有比周围的

肌肉细胞的细胞质更高的电子密度。ＩＣＣ与平滑肌密切相联
并通常与其他ＩＣＣ形成网络。一些 ＩＣＣ嵌入神经细胞和平滑
肌细胞之间（图３Ａ）。相比之下，ＳＡＰ组 ＩＣＣ经常出现合流空
泡（图３Ｂ）。
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Ａ：假手术组；Ｂ：重症急性胰腺炎组
图３　两组兔Ｏｄｄｉ括约肌组织中ＩＣＣ的超微结构变化

（透射电镜 ×５００）

３　讨论

　　最常见的胆道和胰腺功能失常与 Ｏｄｄｉ括约肌蠕
动紊乱相关［１５］。Ｏｄｄｉ括约肌是位于十二指肠的胆汁
导管和胰腺的交界处的一种神经肌肉结构。其主要功

能是调节传递胆汁和胰液进入十二指肠，防止十二指

肠内容物反流进入胆道和胰腺系统。Ｏｄｄｉ括约肌蠕
动紊乱导致临床 Ｏｄｄｉ括约肌功能障碍和急性胰腺炎
相同痛苦的状况。

　　到目前为止，胰腺炎引起的肠道运动障碍的致病
机制在很大程度上是未知的。ＩＣＣ被认为控制肠胃蠕
动已有大量的记载。例如，ＩＣＣ数量减少或网络被中断
和一些人体肠胃蠕动障碍，包括慢传输型便秘［１６－１７］，假

性肠梗阻［１８－２０］和糖尿病性肠病［２１］有关。ＩＣＣ在 ＳＡＰ
引起的胃肠运动功能障碍的发病机制上的潜在作用已

引起人们的重视。根据他们的位置，ＩＣＣ可以分为若
干亚型。ＩＣＣ在肌间神经丛水平产生慢波，研究已经
证实，损坏肌间神经丛 ＩＣＣ的网络导致各种人类疾病
的进程中肠道自发机械收缩的变化［２２－２３］。除了产生

慢波，其他的亚型的 ＩＣＣ则有传递肠道平滑肌的神经
信号和作为动力感应器的功能。本研究中通过免疫组

化染色观察总ＩＣＣ。免疫组化染色显示围绕亚肌神经
丛和肌间隔区域 ｃｋｉｔ阳性细胞在 ＳＡＰ组减少。ＳＡＰ
组ｃｋｉｔ的蛋白和ｍＲＮＡ水平显著降低。
　　ＩＣＣ在ＳＡＰ最先出现形态变化，如线粒体空泡，不
规则的空泡和松动的桥粒样连接等，而假手术组 ＩＣＣ
超微结构是正常的。然而还没有足够的证据支持 ＩＣＣ
向平滑肌细胞表型转分化的理论。可以推测ＩＣＣ减少
或其超微结构的变化影响了 ＩＣＣ的功能，最终导致胃
肠道动力障碍。

　　本研究进一步表明，ＳＡＰ组ｃｋｉｔ和ｎＮＯＳ的ｍＲＮＡ
的表达显着下调。这一结果与先前报道的 ｃｋｉｔ在慢

４９５１
第３６卷第１５期
２０１４年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１４



传输型便秘患者的乙状结肠［２４］和高胆固醇饮食的豚

鼠胆囊［２５］中下调是一致的。在胃肠道，分化和维持

ＩＣＣ表型与细胞内的 ｃｋｉｔ信号相联系。Ｂｅｃｋｅｔｔ等［２６］

研究发现在妊娠后期阻断 ｃｋｉｔ信号导致小鼠小肠
ＩＣＣ网络和起搏器功能不能形成。ｃｋｉｔ的信号阻断造
成成熟的ＩＣＣ再向平滑肌细胞表型分化［２３］。本研究

中我们提供了进一步的证据表明，ｃｋｉｔ信号通路可能
负责ＩＣＣ的分化与维持。然而，需要进一步的研究来
探索这些变化是否及何时可以恢复到正常。

　　总之，本研究揭示ＳＡＰ家兔中ｃｋｉｔ阳性ＩＣＣ细胞
减少和ＩＣＣ退行性超微结构变化，所有这些变化导致
ｃｋｉｔ信号通路的封锁。
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