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骶神经电刺激对脊髓损伤后肠肝轴的作用
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　　［摘要］　目的　探讨骶３神经根电刺激对兔急性完全性脊髓损伤后肠肝轴的作用。方法　 ①采用Ｆｅｈｌｉｎｇｓ脊髓损伤
模型。②电生理研究：分别采用３个强度参数（６、８、１０Ｖ）和３个波宽（２００、４００、６００μｓ）进行刺激，记录、分析和寻找最适合
参数。③肠肝轴体系研究：新西兰成年白兔４２只分为正常组（６只）、对照组（１８只）和实验组（１８只）。对照组和实验组又
在截瘫后２４、４８、７２ｈ无菌条件下取小肠、肝脏、肝门静脉血作为检验标本。肝脏进行细菌培养，门静脉血定量测定血清内毒
素及ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＧＧＴ；取小肠组织进行光镜、电镜观察并进行ＺＯ１免疫组化染色；ＨＥ染色观察肝脏形态。结果　 ①脊髓
损伤后胃肠道生理均有变化，主要生理改变以单袋结肠和远端结肠的运动功能障碍较明显；骶神经电刺激能较好地恢复失

神经肠道蠕动，促进排便。②经电刺激后，肠黏膜结构改善明显，肝脏细菌培养阳性率降低（１２／１８ｖｓ３／１８，Ｐ＜０．０１）；７２ｈ
肝门静脉血内毒素水平明显降低［（１．１４±０．７０）ＥＵ／Ｌｖｓ（０．０７±０．０５）ＥＵ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］；光镜观察肝脏结构改变明显减
轻。２４、４８、７２ｈ血液中ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＧＧＴ数值均有统计学差异。经电刺激后，实验组各时间段ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＧＧＴ数值虽然
较正常组数值高，但较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　 骶３神经根电刺激能较好地恢复失神经肠道蠕动（主要单袋
结肠、远端结肠），通过改善肠黏膜屏障功能减少细菌移位和内毒素血症，减轻肝脏损害，从而阻碍肠肝轴恶性循环。
　　［关键词］　 骶神经刺激；脊髓损伤；肠道屏障功能；肠肝轴；兔
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　　急性完全性脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）后
消化系统功能障碍是极为棘手的问题。Ｌｉｕ等［１］报道

大鼠胸段脊髓损伤后由于肠道动力不足，肠道细菌过

度生长而发生内毒素血症和肠道菌群移位（ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，ＢＴ），同时肝脏、脾脏、肠系膜淋巴结均有
不同程度的损害。当肠黏膜屏障受损，移位的细菌及

毒素超出了肝脏的单核巨噬细胞系统的处理能力，导

致免疫耐受被破坏，释放大量炎症介质，肝脏成为首要

受害器官。１９９８年，Ｍａｒｓｈａｌｌ［２］提出了肠肝轴概念，肠
道菌群、肠黏膜屏障和肝脏功能之间紧密的生理病理

关系形成了肠肝轴体系。肠黏膜屏障破坏后，肠肝轴
相互损伤，造成恶性循环，进一步加重感染性全身炎症

反应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＩＲＳ）和多器官功能障碍综合征 （ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）的发生和发展［３］。鉴于

肠道微生物／菌群、肠黏膜屏障和肝脏在肠肝轴中的
特殊作用，要调节肠肝轴，首先要调节肠道微生物／菌
群、肠黏膜屏障，防治肠道细菌移位和内毒素血症。通

过骶神经根电刺激（ｓａｃｒａｌｎｅｒｖｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＳＮＳ）促进
肠动力，恢复肠蠕动［４］，促进排便，能否改善肠黏膜屏

障功能？ＳＮＳ能否减轻脊髓损伤后肠肝轴体系损害
呢？目前还少见国内外相关报道，因此，本研究拟通过

动物实验对其进行探索。

１　材料与方法

１．１　截瘫模型建立
　　新西兰白兔麻醉后置俯卧位，定位Ｔ６棘突，脱毛，消毒，手
术暴露脊髓，用神经剥离器轻轻挑起后，采用 Ｆｅｈｌｉｎｇｓ法［５］，用

９８ｇ动脉瘤血管夹横行钳夹约１ｍｉｎ，见双下肢抽搐停止，通过
监测ＳＣＩ前、后体感诱发电位和运动诱发电位证实脊髓已经横
断。去除动脉瘤血管夹，冲洗伤口后缝合，无菌包扎。

１．２　电生理研究
　　新西兰成年白兔１２只，体质量２．０～２．５ｋｇ（重庆医科大
学动物中心提供），雌雄不拘。按随机数字表法分组：６只正常
家兔作为对照组进行记录，另６只家兔骶３（Ｓ３）神经根植入电
极，分别记录ＳＣＩ后和电刺激后胃肠电变化。电极分别置于胃
窦、回肠、空肠、盲肠、三袋结肠、单袋结肠和远端结肠的肌层

中，缝合固定，连接仪器，记录生物电。电刺激采用长串、低频

直流电脉冲，３个强度参数（６、８、１０Ｖ）进行刺激，波频１５Ｈｚ，

波宽固定为４００μｓ；然后固定刺激强度（６Ｖ），分别采用２００、
４００、６００μｓ进行刺激，记录后进行分析并寻找最适合家兔的刺
激参数。信号的采集和分析均在成都仪器厂的ＲＭ６４２０Ｂ多导
生理信号采集处理系统上进行。其他参数：刺激时间１０ｓ，间
歇时间２０ｓ，每刺激１０ｍｉｎ间隔１０ｍｉｎ，刺激周期为２ｈ，每天
２次（８：００－１０：００、１８：００－２０：００）。
１．３　动物分组及标本采集
　　新西兰成年白兔４２只随机分为正常组（６只）、对照组（１８只）
和实验组（１８只）。对照组（ＳＣＩ不做电刺激）和实验组（ＳＣＩ做
电刺激）又分截瘫后２４、４８、７２ｈ３个亚组（每亚组６只）。无菌
条件下取小肠、肝脏、肝门静脉血作为检验标本。肝脏采集后

经肉汤培养基增菌后再接种于血琼脂培养基，经２４ｈ培养后
观察菌落形态，革兰染色后镜检，根据镜检结果分别接种于各

鉴定系统。用无热源注射器抽取兔门静脉血适量，取掉针头贴

壁注入ＥＰ管，静置３０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ（３５００ｒ／ｍｉｎ，４℃），取血
清０．１ｍＬ，加入鲎试剂盒（广州安度斯生物有限公司产品）中
的实验用水０．９ｍＬ，混匀后置７５℃水浴加热１０ｍｉｎ，冷至室温
备用。利用鲎试剂盒定量测定血清内毒素。ＥＤＳ９９细菌内毒
素测定系统测定方法为动态浊度法。日本日立公司生产的全

自动生化仪（Ｈｉｔａｃｈｉ７１８０）检测 ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＧＧＴ。取小肠、肝
脏，用４％多聚甲醛液固定，经梯度乙醇系列脱水，常规石蜡包
埋，ＨＥ染色，光学显微镜观察记录；采用ＳＰ法进行 ＺＯ１免疫
组化染色（ＡｎｔｉＺＯ１ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国）。取小肠
组织常规处理后行电镜观察。

１．４　免疫组化图像分析
　　免疫组化图像分析：计算机图像处理系统由 ＣＭＯＳ（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）及专用软件（ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ，美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒ
ｎｅｔｉｃｓ公司）组成。依据阳性免疫反应的图像灰度选择合适的
灰度分割阈值，实现双阈值分割，得到样品的灰度目标图像，以

人机交互方式测定。每例测５个视野，由计算机计算出所测阳
性反应物平均光密度。

１．５　肝脏形态学观察、病理学评分
　　肝组织病理学评分方法：肝脏组织 ＨＥ染色后按 Ｃａｍａｒｇｏ
等［６］报道的标准进行肝脏组织镜下病理学评分（０分，无损伤；
１分，轻微损伤：局部细胞细胞质空泡形成，细胞核固缩；２分，中
等程度损伤：广泛细胞核固缩，细胞质嗜色性增加，细胞间界限

消失；３分，严重坏死：肝索断裂，出血，中性粒细胞浸润）。每张
切片随机取１０个高倍镜视野，每个视野病理评分为每项相加后
的总分值，每张切片的组织病理评分为１０个视野分值的平均数。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，进行２组数据间比较ｔ检验；如数
据不成正态分布则行秩和检验。不同率之间的比较采用χ２检验。
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２　结果

２．１　脊髓损伤前、后和电刺激后胃肠电生理记录
　　以每１００秒为记录单位进行７导同步电生理数据采集，数
据参数分别为（最大峰值、最小峰值、平均峰值、放电次数、频

率、周期、总放电面积）。进行秩和检验发现脊髓损伤后各导联

生物电明显减少，以６、７导联最明显。
　　骶神经电刺激时，从１Ｖ开始进行刺激，直到６Ｖ开始出
现肛门收缩和放松及ｂｅｌｌｏｗｓ反应：足部的屈拇、屈趾肌和小腿
三头肌收缩，出现下肢颤动。选择刺激强度分别为６、８、１０Ｖ，
频率１５Ｈｚ，波宽４００μｓ进行刺激，胃肠电记录发现肠道各导
生理参数都有明显的变化，胃肠道各点位放电增多、增强；并且

３组强度之间差异无统计学意义。然后固定刺激强度６Ｖ，分
别采用２００、４００、６００μｓ波宽进行刺激，发现３组刺激参数进行
刺激后肠道各点位生理参数都有明显的变化，肠道放电增多、

增强；３组之间无明显差异，但波宽为４００μｓ进行刺激时改变
最明显。在电刺激同时在单袋结肠上可记录到和电刺激相对

应的电位变化。

２．２　细菌培养及鉴定
　　经菌培养发现培养菌种以大肠杆菌、肠粪球菌、大肠埃希
菌、普通变形杆菌、阴沟杆菌等为主。对照组１８例中１２例标
本均培养阳性，而实验组菌培养阳性为３例，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　内毒素测定
　　正常组水平为（０．１９±０．１６）ＥＵ／Ｌ，对照组７２ｈ内毒素水
平为（１．１４±０．７０）ＥＵ／Ｌ，２组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
实验组７２ｈ内毒素水平为（０．０７±０．０５）ＥＵ／Ｌ，和正常对照组

比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但与对照组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），其他时间段对照组内毒素水平［２４ｈ：
（０２４±０．２５）ＥＵ／Ｌ，４８ｈ：（０．７３±０．７７）ＥＵ／Ｌ］较实验组
［２４ｈ：（０．１１±０．１１）ＥＵ／Ｌ，４８ｈ：（０．１１±０．１２）ＥＵ／Ｌ］均有不
同程度升高，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．４　形态学观察
２．４．１　小肠病理观察　　小肠ＨＥ观察（图１Ａ、Ｂ）：对照组早
期黏膜下血管充血，炎性细胞浸润，细胞间隙增宽；后来发展为

黏膜下水肿、淤血，大量炎性细胞浸润，肠绒毛破坏甚至崩解，

上皮细胞坏死，大量渗出。实验组早期黏膜下血管轻微充血，少

量炎性细胞浸润；进展为黏膜下血管轻度充血，少量渗出物，少

量炎性细胞浸润，细胞排列尚整齐。小肠电镜观察（图１Ｃ、Ｄ）：
对照组早期黏膜上皮细胞轻度水肿，细胞间隙略增宽；细胞间

隙逐渐增宽，直到黏膜上皮细胞水肿严重，部分细胞坏死，细胞

间隙明显增宽微绒毛水肿、折断并脱落。实验组早期黏膜上皮

细胞轻度水肿，细胞间隙无增宽；随着黏膜上皮细胞水肿加重，

细胞间隙略增宽，微绒毛变疏松。

２．４．２　小肠黏膜ＺＯ１免疫组化　　ＺＯ１蛋白表达于肠黏膜
上皮细胞内近细胞膜处，３组均可见阳性表达，但表达程度有所
差异。正常组 ＺＯ１连续分布在小肠上皮细胞的边缘，绒毛顶
端细胞质呈强表达的棕褐色信号，沿着绒毛周边部颜色逐渐变

淡；而对照组肠绒毛结构改变，细胞间隙增宽，ＺＯ１蛋白均存
在分布不均，并且细胞质染色程度较正常对照组明显减低，经

电刺激后较前好转，虽不如对照组明显，但分布趋于规则，染色

加深（图２）。平均光密度值：正常组为２６８．１±１７．０，对照组为
１０１．５±３１，实验组为１３９．６±４．６，３组间差异均有统计学意义
（Ｐ＜００１）。
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Ａ：对照组小肠黏膜（ＨＥ×２００）；Ｂ：实验组小肠黏膜（ＨＥ×２００）；Ｃ：对照小肠黏膜电镜观察；Ｄ：实验组小肠黏膜电镜观察
图１　各组新西兰白兔７２ｈ小肠病理观察
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Ａ：正常组；Ｂ：对照组７２ｈ；Ｃ：实验组７２ｈ
图２　各组新西兰白兔小肠黏膜上皮ＺＯ１免疫组织化学染色观察　（ＳＰ×２００）
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２．４．３　肝脏形态观察及病理评分　　肝脏形态学观察
（图３）：对照组早期汇管区淤血，后来中央静脉淤血，肝细胞水
肿，严重时汇管区和中央静脉淤血，肝细胞严重水肿，点片状区

域细胞坏死。实验组早期汇管区轻度淤血，发展为中央静脉轻

度淤血，肝细胞轻度水肿。肝脏病理学评分：对照组 ２４、４８、
７２ｈ评分与实验组比较，差异均有统计学意义（１．４０±０．５２ｖｓ
０．８０±０．６３，１．８０±０．６２ｖｓ１．２０±０．６３，２．５０±０．５３ｖｓ１．５０±
０．７１；Ｐ＜００５，Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图３　ＨＥ染色观察对照组与实验组新西兰白兔肝脏

形态学表现　（×１００）

２．５　肝功能改变情况
　　对照组与正常组２４、４８、７２ｈ血液中 ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＧＧＴ值
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。经电刺激后，实验
组各时间段 ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＧＧＴ值虽然较正常组高，但较对照组
明显降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　电刺激对各组新西兰白兔血液中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ的
改善情况（Ｕ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ ＧＧＴ
正常组 ３３．５０±３．５４ ９６．００±２５．４６ ５．００±１．４１
对照组

　２４ｈ １７９．５０±１３．４４ｂ ６６３．５０±２８．９９ｂ １３．５０±０．７１ａ

　４８ｈ ２１２．００±２８．２８ａ ７０１．００±７．０７ｂ １８．００±１．４１ａ

　７２ｈ ４３２．５０±５３．０３ｂ ７４２．００±２５．４６ｂ ２６．００±１．４１ｂ

实验组

　２４ｈ ９７．００±１２．７３ａｃ ３６４．００±６２．２３ａｃ ９．５０±０．７１ａｃ

　４８ｈ １２１．００±８．４９ｂｃ ４２４．５０±１０．６１ｂｄ １１．５０±０．７１ａｃ

　７２ｈ １７２．５０±３０．４１ａｄ ６０１．００±９．９０ｂｃ １２．５０±０．７１ｂｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜００１，与
对照组比较

３　讨论

３．１　脊髓损伤后肠肝轴变化
　　ＳＣＩ患者消化道功能障碍逐渐被认为是影响脊髓
损伤患者身心健康的一个重要因素。脊髓损伤患者

８０％有便秘、便失禁或大便梗阻等肠道功能障碍。大
多数患者出现长期的腹胀、腹痛及发热等表现，有的甚

至出现ＳＩＲＳ、脓毒血症、败血症、感染性休克等严重并
发症。肠道的移动性复合运动减弱导致细菌过度生

长。Ｌｉｕ等［１］报道大鼠胸段脊髓损伤后由于肠道动力

不足，肠道细菌过度生长而发生内毒素血症和肠道菌

群移位，同时肝脏等器官也相继损伤。人体各个脏器

之间是有亲密联系并互相调整的［７－８］。根据肠肝轴

理论：肠道遭受打击后，一方面肠屏障功能受损，肠道

内细菌和内毒素大量进入门静脉系统；另一方面，肝脏

内的巨噬细胞（枯否细胞）等被这些内毒素激活，释放

一系列炎性因子，各种细胞因子炎症介质之间相互作

用和相互影响，构成了一个复杂的网络结构，从而进一

步造成肠道黏膜及远隔器官损伤。肠道是全身炎症反

应的“始动器官”，肝脏是机体的主要“细胞因子产地

和储库”。根据“肠道发病的中心器官学说”［９］，要想

打断肠肝轴恶性循环，早期解决排便问题、恢复肠黏
膜屏障功能尤为关键。

３．２　ＳＮＳ促进肠蠕动
　　研究表明，Ｓ３对乙状结肠及直肠运动功能起着主
要的支配作用，刺激Ｓ３可使乙状结肠、直肠肛管压力
上升最显著。骶神经（ｓａｃｒａｌｎｅｒｖｅ，Ｓ）对肛门外括约肌
支配功能的影响为 Ｓ３＞Ｓ４＞Ｓ２，左右侧均有效果。
ＳＮＳ以Ｓ３最为安全有效，所以，本研究采用Ｓ３进行刺
激［１０］。

　　肠道失去中枢神经控制时，随意性和反射性相关
的复杂活动会受到不同程度的损害。移动性复合波

（ｍｉｇｒａｔｉｎｇｍｏｔｏｒｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＭＣ）减弱，导致食糜推进
减慢和小肠内细菌过度繁殖、生长。研究显示，ＳＣＩ
后胃排空、液体转运时间延迟，损伤平面越高，传输

越慢［１１－１２］。本实验发现正常兔 ＭＭＣ明显且规律；
ＳＣＩ后，胃肠电变得明显减弱和不规律，ＭＭＣ几乎消
失。单袋结肠和远端结肠的所有参数差异具有统计

学意义。

　　ＳＣＩ后排便困难的主要发病机制为结肠失神经后
传输运动减慢（尤其左侧结肠和乙状结肠）、直肠失去

感觉、内外括约肌失协调性、盆底肌肉收缩减弱、腹内

压降低等。实验证实 ＳＮＳ可以进行刺激并加快肠道
排空［１３－１６］，所以本实验采用低频脉冲（１５Ｈｚ，刺激
１０ｓ间隔２０ｓ）进行实验，固定波宽４００μｓ，６、８、１０Ｖ
小组之间差异无统计学意义。然后固定刺激强度

６Ｖ，波宽为２００、４００、６００μｓ时均具有一定的作用，虽
然３组间无明显差异，但波宽为４００μｓ时对 ＳＣＩ电刺
激后胃肠电各参数的改变均有明显作用；刺激效果最

佳参数为强度６Ｖ、波宽４００μｓ。ＳＮＳ能部分恢复ＳＣＩ
后肠道活动。

３．３　ＳＮＳ改善肠黏膜功能屏障并调节肠肝轴
　　完整的胃肠屏障可防止肠道内微生物移位和内毒
素吸收，主要包括蠕动、机械屏障、化学屏障、免疫屏障

和生物屏障。本实验通过形态学研究发现截瘫兔肠黏

膜上皮机械屏障遭到破坏，从而导致肠道内微生物和

内毒素入侵。经 ＳＮＳ后，肠黏膜的病理改变明显减
轻，肝脏细菌培养阳性率和肝门静脉血内毒素水平也
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均下降。ＺＯ１作为紧密连接重要组成部分［１７］，常被

用来作为评价肠黏膜紧密连接屏障功能和通透性功能

的指标。本研究发现对照组肠绒毛结构改变，细胞间

隙增宽，ＺＯ１蛋白均存在分布不均，并且细胞质染色
程度较正常组明显减低，经电刺激后较前好转，分布趋

于规则，染色加深。由此证实 ＳＮＳ能较好地改善肠黏
膜机械屏障。枯否细胞的功能状态取决于激活与耐受

两方面刺激的最终结果：一方面，枯否细胞（Ｋｕｐｆｆｅｒ
Ｃｅｌｌ，ＫＣ）是典型的单核吞噬细胞，在肠源性细菌及其
内毒素的刺激下被激活而介导炎症反应甚至局部免疫

损害；另一方面，ＫＣ又处于肝脏特殊的微环境，其活性
受到来自 ＫＣ内部 ＬＰＳ信号传导系统以及 ＫＣ附近多
种细胞的交互调控［１８］。肠肝轴体系双向影响的高速
通路［１９］，在细菌移位和内毒素血症减轻的基础上，肝

脏作为第二道防线［２０］，损害也相应减轻，本实验从形

态学及功能学方面也得到证实。肠肝轴本身也是受
中枢神经及自主神经系统支配调节的［２１］，脊髓损伤

后，必然出现紊乱。所以，早期模拟肠道电生理，ＳＮＳ
促肠蠕动排出肠内容物，使大量的细菌和内毒素排出，

同时保护了肠黏膜屏障功能，有效地防止细菌移位和

阻止内毒素入侵血液循环，而减少肝脏的继发性损害。

且部分调节肠肝轴，防止进一步恶性循环。
　　总之，当肠黏膜屏障受损，移位的细菌及毒素超出
了肝脏的单核巨噬细胞系统的处理能力，导致免疫耐

受被破坏，释放大量炎症介质，由于解剖学特点，肝脏

成为首要受害器官。依据肠肝轴理论，通过ＳＮＳ有效
干预并建立一个良好的肠道环境，保护和稳定肠黏膜

屏障，可以较好地调节肠肝轴并预防 ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ
的发生。
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