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慢传输性便秘结肠 Cajal间质细胞减少与细胞凋亡的关系
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　　提　要:目的　探讨慢传输性便秘(slow transit constipation , STC)结肠 Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal , ICC)减少

是否与细胞凋亡有关。方法　收集 12例 STC 患者和 8例对照组乙状结肠标本 , 用免疫组化方法检测 ICC 分布情况 ,用原

位末端标记法(TUNEL)检测结肠壁黏膜层 、黏膜下层和肌层的原位细胞凋亡情况 ,记数凋亡指数 , 半定量分析。结果　ICC

分布于结肠肌层 ,包括黏膜下环肌层表面 、环肌层 、肌间神经丛 、纵肌层四个区域 , STC 乙状结肠上述四个区域 ICC 分布均

明显减少。原位细胞凋亡检测发现黏膜层和黏膜下层细胞凋亡明显增多(P =0.002),而肌层和肌间神经丛与对照组无显

著差异。结论　STC 患者乙状结肠 ICC减少可能与凋亡无关。
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Relationship between apoptosis and decrease in interstitial cells of Cajal in the colon of

slow transit constipation
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　　Abstract:Objective　To evaluate the relation between apoptosis and decrease in interstitial cells of Cajal

(ICC)in the colon of patients with slow transit constipation(STC).Methods　Sigmoid colon samples from 12 STC

patients and 8 age-matched controls were studied.Distribution of ICC was detected with immunohistochemical

method.The apoptosis of cells in the mucous membrane of colon wall , submucous membrane , and muscular layer was

identified by TUNEL method.Immunostained sections were analyzed by semi-quantitative method.Results 　ICC

was distributed within the external muscle layer including submucosal border region , circular muscle layer , myenteric

plexus region , and longitudinal muscle layer.Compared with that of the controls , significantly decreased ICC was

found in the external muscle layer of STC patients.However , significantly increased apoptosis was found in the mu-

cosal and submucosal layers in the STC group(P <0.01), whereas no difference was found within the external mus-

cle layer.Conclusion　Decreased ICC in the colon of STC patients may not be associated with ICC apoptosis.
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　　慢传输性便秘(slow transit constipation , STC)多发

于育龄期妇女 ,病因和发病机制尚不完全明了 。临床

虽然不是很常见 ,但其症状之顽固 ,对患者生活影响之

大不容忽视。我们先前的研究表明 STC 结肠壁内多

种肠神经递质减少[ 1] ,但仍然无法解释 STC 的发病机
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制。近年来 , Cajal 间质细胞(interstitial cells of Cajal ,

ICC)在结肠动力紊乱性疾病中的作用引起了人们的极

大关注 ,本研究在检测结肠 ICC 数目的基础上 ,用原位

末端标记法(TUNEL)检测慢传输性便秘乙状结肠壁内

细胞凋亡情况 ,初步探讨结肠 ICC 减少是否与细胞凋

亡有关。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　STC 组:收集我院 2002 年 11 月至 2003年 9 月手术的 12 例

STC 结肠标本 ,年龄 26 ～ 72 岁 ,中位年龄 46.8 岁 ,女 11例 , 男 1

例。所有患者均有长期便秘病史 , 大便次数在 5 ～ 15 d 1 次。

且长期服用大黄苏打片 、番泻叶 、果导片等泻剂。不透 X线标
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志物结肠传输试验显示肠道传输在 96 ～ 240 h , 较正常的 72 h

明显减慢。肠镜或钡灌肠检查排除大肠器质性病变 , 排粪造影

检查排除严重的出口梗阻性便秘 , 特别是盆底痉挛综合征等。

所有患者均行全结肠切除回肠直肠吻合术。对照组为同期手

术的 8例非梗阻性大肠癌患者(Dukes A期),年龄在 29 ～ 73岁 ,

中位年龄 53.1岁 , 女 7 例 , 男 1 例。所有患者均无便秘症状和

病史 ,手术中取距肿瘤 20 cm 以上乙状结肠标本。标本取出后

用生理盐水洗净 ,切成 1 cm×1 cm 大小 , 迅速置入液氮中保存

待用。

1.2　HE染色
　　每例标本均作常规石蜡包埋切片 ,HE 染色 , 观察黏膜和肌

层有无细胞变性坏死。

1.3　免疫组织化学检测
　　取出液氮保存标本 ,适当修剪后 OCT包埋 , -20 ℃预冷 30

min ,恒冷冰冻切片机(莱卡 , 德国)切 5 μm 厚切片 ,粘于多聚赖

氨酸处理的载玻片上 , 置冷丙酮中固定 20 min。 3%H2O2 室温

孵育20～ 30 min 封闭内源性的过氧化物酶 , 正常兔血清室温封

闭20 min , 一抗 4 ℃冰箱过夜后(c-kit鼠抗人单抗 , DAKO 公司 ,

1∶200)。生物素标记二抗37 ℃, 20 min , 滴加 SABC 工作液

37 ℃, 20 min , DAB显色 , 复染 , 脱水 , 透明 , 中性树脂封片观察。

按照 ICC 分布的 4 个区域:纵肌层(longitudinal muscle , LM)ICC ,

肌间丛(myenteric plexus , MP)ICC , 环肌层(circular muscle , CM)

ICC ,以及黏膜下沿环肌层表面分布(submucosal border , SMB)的

ICC。在×200 镜下 , 每个区域随机选取 20 个视野 , 对 ICC 阳性

胞体和突起计数。

1.4　原位细胞凋亡检测
　　TUNEL凋亡检测试剂盒(PODⅠ)购自武汉博士德公司。切

片用 3%过氧化氢处理 10 min , 加标记液 37 ℃孵育 2 h , TBS 漂

洗后 , 加生物素化 DIG 抗体 37 ℃孵育 30 min , SABC 孵育 60

min , DAB 显色 ,苏木素轻度复染观察。在×200镜下 ,每例选取

5 个视野计数阳性细胞百分数作为凋亡指数。

1.5　统计学分析
　　计量数据以 x±s表示 , 采用 SPSS 10.0 进行 t 检验;Mann-

whitney U 检验。

2　结果

2.1　常规 HE染色
　　8 例 STC 患者肌层有局部变薄 , 但肌细胞 、肌间丛神经节细

胞等未见明显异常 , 黏膜均呈轻度慢性炎改变 , 与对照组无明

显差别。

2.2　ICC 分布情况检测
　　对照组 c-kit 阳性面积的百分比在 SMB 为 1.41%, CM 为

2.89%,MP为 5.81%, LM 为 2.01%。STC 组乙状结肠相应区域

的 ICC 阳性面积分别为 0.33%、0.24%、1.78%、0.50%, 与对

照组相比相差显著(Z =-3.363 , P=0.001)(图 1)。

2.3　原位细胞凋亡检测
　　TUNEL标记的阳性细胞(凋亡细胞)主要表现为胞核棕黄

色着色 ,肠壁不同层次均有阳性细胞分布。与对照组相比 , STC

组黏膜层和黏膜下层凋亡细胞明显增多(图 2), 凋亡指数为

5.062%(t=-4.499 , P=0.000),而肌层和肌间神经丛区无显

著差异(t=-1.796 , P=0.089)(表 1)。

A:Controls;B:STC

图 1　肌间丛区域 ICC分布　(SABC×200)

Fig 1　Distribution of ICC in myenteric plexus region　(SABC×200)

A:Controls;B:STC

图 2　黏膜及黏膜下层原位细胞凋亡检测　(TUNEL×200)

Fig 2　In situ apoptosis in the mucosal layer　(TUNEL×200)
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表 1　乙状结肠细胞凋亡指数对比

Tab 1　Comparison of the apoptotic indexes in the sigmoid colon

Group Mucosal and submucosal
layer(%,  x±s)

Muscular layer
(%,  x ±s)

Contro l 1.518±0.120 2.601±0.322

STC 5.062±0.633＊ 3.243±0.194

＊:P <0.01, vs controls

3　讨论

　　STC是临床上比较棘手的一个疾病 ,病程往往较

长 ,内科各种保守治疗措施效果非常有限 ,大多数患者

需要长期依赖各种刺激性泻剂排便 ,但其结果是泻剂

的服用量愈来愈大 ,而效果愈来愈差 ,部分患者最终需

手术切除传输迟缓的结肠方能解除症状[ 3] 。导致 STC

治疗困难的主要原因是其发病原因不明 ,发病机制不

清 ,因此无法有效地预防和早期治疗。我们先前的研

究发现STC 结肠壁内血管活性肠肽 、P 物质 、胆碱能神

经元等明显减少
[ 1]

。近年来国外少数研究发现 STC

结肠 ICC数目明显减少
[ 2]

,国内尚少见类似报道 ,且减

少的机制不清。

　　c-kit是 ICC 的特异性标志物 , c-kit免疫组化目前

是显示和研究 ICC 分布的重要方法[ 4] 。本研究表明

ICC分布于结肠肌层 ,大体分为 4个区域 ,即黏膜下环

肌层表面 、环肌层 、肌间丛 、纵肌层 。与对照组相比 ,各

个区域的 ICC 均明显减少 ,与国外报道一致。TUNEL

检测细胞凋亡虽然存在方法特异性差的问题 ,但其优

点是可以直观地判断原位细胞凋亡的情况。 ICC分布

在结肠肌层 ,本研究表明 STC 乙状结肠肌层细胞凋亡

与对照组相差不显著 ,因此可以初步推测 ICC的减少

可能与凋亡无关 。常规 HE 染色仅发现部分肌层变

薄 、黏膜慢性炎症 ,未发现肌层变性和坏死的细胞 ,因

此细胞死亡也不是 ICC 减少的原因 。研究证明 c-kit

信号途径在 ICC 的发育 、成熟和正常表型维持中起决

定性的作用。用中和抗体封闭 c-kit 受体后 ,可导致

ICC 表型再分化呈平滑肌细胞表型 , ICC的数目因此减

少甚至消失 ,肠慢波消失 ,动力减弱[ 5] 。本研究表明

STC结肠肌层细胞凋亡不明显 ,那么 ICC减少的原因

可能不是凋亡所致 ,是否也是发生了表型转化呢? 有

待进一步证实。黏膜层和黏膜下层凋亡细胞增多 ,但

这些区域的细胞至少不是 ICC ,是否包含有黏膜下神

经丛细胞 ,尚不能证实。

　　长期服用各种刺激性泻剂 ,可导致上皮细胞变性 、

凋亡。大量的蒽醌类物质进入组织间隙 ,可导致上皮

细胞凋亡 ,形成脂褐素颗粒 、脂质体 ,使得黏膜呈现棕

褐色色素沉着 ,形成所谓“大肠黑变病”[ 6] 。STC 患者

结肠黏膜和黏膜下层凋亡细胞增多是否与长期大剂量

服用刺激性泻剂有关 ?进一步的研究应当采用免疫荧

光双标染色 ,确定凋亡细胞的确切类型 , 并深入研究

ICC 减少的机制 。

　　(致谢:感谢组织与胚胎学教研室周德山教授 、于彬硕士

提供 c-kit单抗 ,以及对实验的大力帮助。)
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