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　　提　要　目的: 研究一氧化氮 ( NO )和 P物质 ( SP)在慢传输型便秘 ( STC)发病中的作用。 方法: 应用一

氧化氮合酶 ( NOS)和 SP的兔多克隆抗体 ,对 15例 STC患者和 11例对照组乙状结肠标本进行免疫组织化

学染色和半定量分析。 结果: 肌间神经丛 NOS免疫组化反应阳性增强 ( P < 0. 01) ,而 SP明显降低 ( P <

0. 01) ;粘膜下神经丛 NOS及 SP免疫反应阳性与对照组无显著差异。 结论: STC患者结肠壁内 NO含量增

多 , SP含量下降 ,可能是其结肠传输减慢的神经病理基础之一。
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　　慢传输型便秘 ( Slow transi t constipation, S TC)

以结肠传输功能障碍为主要特点。 病因不清 ,症状顽

固 ,治疗困难。 近年的研究表明肠神经系统 ( Enteric

nerv ous system, ENS)异常在该病的发病中有重要作

用。本文应用免疫组织化学方法研究 STC患者结肠壁

内神经丛一氧化氮合酶 ( Ni t ric o xide synthase, NO S)

和 P物质 ( Substance P, SP)的免疫反应阳性分布情

况 ,探讨这两种肠神经递质在 STC发病中的作用。

1　材料和方法

1. 1　临床资料
　　 STC组:收集我院 1991～ 1996年间外科手术治疗的 15例

慢传输型便秘患者乙状结肠标本 ,其中男 2例 ,女 13例 ,年龄

26～ 68岁 ,平均 44. 5岁 ,病程 1～ 30年 ,平均 7. 9年。主要表现

为排便困难、便意消失、便次减少 ,起初 3～ 4 d 1次 ,逐渐发展

为 7～ 14 d 1次 ,依赖刺激性泻剂 (大黄、番泻叶、果导片等 )排

便。结肠传输试验: 应用口服标志物法 ,测定 80%的标志物排出

时间在 4～ 11 d之间 ,平均 6. 5 d。钡灌肠或纤维结肠镜检查排

除器质性病变。排粪造影示 14例同时伴有出口梗阻性便秘。 14

例行全或次全结肠切除术 , 1例行乙状结肠切除术。

　　对照组: 鉴于正常人结肠标本来源的困难性 ,按照 Co r tesi-

ni [1]方法 ,选择同期手术的 11例非梗阻性直肠高分化腺癌患者

( Dukes A期 ,男 7例 ,女 4例 ,年龄 47～ 78岁 ,平均 65岁 ,无便

秘及泻剂服用史 ) ,术中取距肿瘤 20 cm以上的乙状结肠作为

对照组标本。

1. 2　标本处理
　　标本以 10%甲醛溶液固定 12 h以上 ,石蜡包埋。 切 6μm

厚石蜡切片 ,常规脱蜡至水 ,待染色。

1. 3　主要试剂
　　兔抗 NOS、兔抗 SP多克隆抗体及 SPtm试剂盒均为北京

中山生物技术有限公司提供的美国 ZYM ED公司产品 ,工作浓

度为 1∶ 100。

1. 4　免疫组化染色
　　采用过氧化酶标记的链酶卵白素 ( Str eptav idinpero xi-
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da se )法进行染色 ,具体操作按试剂盒说明书进行。主要观察肌

间神经丛和粘膜下神经丛内 NOS及 SP的免疫反应性。判断标

准如下: -所有视野均未见阳性反应 ;+ 个别视野有较弱的阳

性反应 ; 阳性细胞较多见 ,呈较明显的黄褐色反应 ; 阳性细

胞多见 ,着色深 ,呈棕褐色。

1. 5　数据处理
　　采用 2× K表χ2检验 , P < 0. 05表示差异显著 , P < 0. 01

表示差异非常显著。

2　结果

2. 1　 HE染色

　　与对照组比较 , STC组肌层、肌间神经丛及粘膜下神经丛

无明显改变。

2. 2　免疫组化染色
2. 2. 1　 NOS免疫组化染色　　 STC组肌间神经丛内 NOS免

疫反应性明显高于对照组 ( P < 0. 01) ,而粘膜下神经丛无显著

差异 ,见表 1,图 1, 2。

2. 2. 2　 SP免疫组化染色　　 STC组肌间神经丛 SP免疫反应

性较对照组明显减低 ( P < 0. 01) ,而粘膜下神经丛两组间相差

不显著 ,见表 2,图 3, 4。

表 1　肠神经系统 NOS免疫反应性半定量分析

Tab 1　 Semiquantitative analysis of immunoreactivity

of NOS in ENS

M yen teric plexus Su bmucosa plexus
Group n

- +   - +   

Con trol 11 3 6 2 0 4 3 3 1

ST C 15 0 2 4 　 9* 3 5 4 3

* : P < 0. 01 vs contro l

表 2　肠神经系统 SP免疫反应性半定量分析

Tab 2　 Semiquantitative analysis of immunoreactivity

of SP in ENS

M yen teric plexus Su bmucosa plexus
Group n

- +   - +   

Con trol 11 0 3 2 6 0 5 6 0

ST C 15 2 13 0 　 0* 0 4 7 4

* : P < 0. 01 vs contro l
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图 1　 SCT组结肠肌间神经丛 NOS免疫组化染色　 ( S-P× 400)

Fig 1　 Immunoh istochemical stain ing of NOS in the colonic myenteric plexus of STC　 ( S-P× 400)

图 2　对照组结肠肌间神经丛 NOS免疫组化染色　 ( S-P× 400)

Fig 2　 Immunohistochemical staining of NOS in the colonic myenteric plexus of control　 ( S-P× 400)

图 3　 STC组结肠肌间神经丛 SP免疫组化染色　 ( S-P× 200)

Fig 3　 Immunohistochemical staining of SP in the colonic myenteric plexus of STC　 ( S-P× 200)

图 4　对照组结肠肌间神经丛 SP免疫组化染色　 ( S-P× 200)

Fig 4　 Immunoh istochemical staining of SP in the colonic myenteric plexus of control　 ( S-P× 400)

3　讨论

　　文献报道 STC患者结肠壁内 V IP、 SP含量下降 ,

5-羟色胺含量升高 [2 ] ,提示肠神经递质变化在其发病

中有重要作用。九十年代以来 , NO在肠神经系统的作

用引起了人们的广泛关注 ,产生 NO的神经元的密度

改变或平滑肌对内源性 NO敏感性的改变 ,可能在某

些神经肌肉疾病中起着重要作用。研究表明 NO、 V IP、

A TP可能是肠神经系统内三种主要的抑制性神经递

质 , SP和乙酰胆硷则是主要的兴奋性神经递质。我们

选择 NO和 SP这两种具有代表性的递质进行研究 ,

进一步探讨 STC肠神经递质的变化情况。

　　结果表明 ,在常规光镜下 STC组与对照组无明显

差异 ,而免疫组化染色显示肌间神经丛 NO S阳性反

应成分明显增加 ,粘膜下神经丛无明显差异。 Co rtesi-

ni
[ 1]
对 5例 STC患者结肠壁内神经丛 NOS分布的研

究发现粘膜下神经丛和肌间神经丛内 NO S分布均明

显增多 ,粘膜下丛与本研究不同 ,这可能与其病例数目

过少有关 ,有待证实。我们认为 NOS免疫反应阳性增

强 , NO的产生增多 ,对平滑肌产生抑制作用 ,从而使

结肠的推进性收缩减弱甚至消失 ,可能是结肠传输功

能减弱的原因之一。 有研究表明在中枢神经系统中 ,

NO的过量产生与神经变性疾病有密切关系 ,在体内

或离体条件下 ,外源性 NO供体能引起神经元损伤。

STC肠壁内 NO的过量产生是否会损伤肠壁内神经

元还有待进一步研究。
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　　 SP是兴奋性肽能神经递质 ,能抑制胃肠道粘膜分

泌 ,刺激肠道运动。我们的结果表明 S TC结肠肌间丛

SP免疫反应性明显减低 ,与文献报道不同
[3 ]

,可能与

病程长短、肌间丛受损程度以及是否应用刺激性泻剂

有关 ,有待进一步研究。 我们认为 , S TC肌间丛 SP能

神经元减少、 SP合成减少或分解过快可能是其肠道蠕

动减弱的原因之一。

　　 15例 STC患者都有长期服用泻剂的病史 ,有关

泻剂对肠神经肽的影响目前尚有争议。 Kiernan和

Heinie
[4 ]报道长期饲以番泻叶或 1, 8二羟基蒽醌致大

鼠结肠壁内神经元损害 ,而 Tzavella
[5 ]
报道大鼠饲以

番泻叶或蒽醌 6个月可致粘膜层 V IP和生长抑素

( SOM )下降 ,粘膜下层 SOM下降 ,肌层 V IP下降 , P

物质无变化。 我们先前的研究表明长期饲以大黄和酚

酞可致大鼠结肠肌间丛 NOS阳性神经元密度增加
[6 ]

,

提示长期服用泻剂对肠神经系统的正常功能有影响。

14例患者伴有不同类型的出口梗阻型便秘 ,这是 STC

产生的原因亦或其发展的结果? 从临床资料和实验结

果分析 ,我们推测以下过程可能与 STC的发生发展有

密切关系:症状性或出口梗阻性便秘→长期滥用刺激

性泻剂→肠壁内 NO增多及神经递质紊乱→肠动力紊

乱和结肠传输减慢→出现 STC。对 S TC病理机制的进

一步了解 ,有赖对泻剂与 S TC、出口梗阻型便秘与

STC关系的深入研究。

　　 (本课题得到基础医学部组织学与胚胎学教研室蔡文琴
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Abnormal expression of NOS and substance P in sigmoid colon wall of

slow transit constipation
Tong Weidong, Zhang Shengben, Zhang Lianyang , Gao Feng , Du Wenhua, M ou Jianghong ( Depar tment o f Gen-

eral Surg er y, Daping Hospital, Third M ilitar y M edical Univ e rsity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: To investiga te the ro le of NO and substance P ( SP) in occur rence of slow t ransit

constipation ( STC) . Methods: U sing immunohisto ch emistr y and semiquantitativ e ana ly sis, th e distribution

of NO S and SP po sitiv e neurons in the sigmoid colon w all of 15 patients with STC and 11 contro ls we re deter-

mined. Resul ts: The immuno reac tiv ity o f NO S was incr ea sed ( P < 0. 01) while that o f SP was dec reased sig-

nificantly ( P < 0. 01) at the m yenteric plexus. At th e subm ucous plexus, no significant changes in immunore-

activity of bo th NOS and SP were found. Conclusion: Th e immuno reac tiv ity o f NOS is incr eased and tha t of

SP decreased in enteric nerv ous system o f STC, which might one o f the neuropatho lo gica l bases o f STC.

　　 Key words　 constipa tion; enteric nerv ous system; nitric ox ide; substance P
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