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　　提　要　目的: 了解一氧化氮合酶 ( NOS)在大鼠胃壁的分布规律。方法:采用 NADPH-黄递酶 ( NDP)组

化法和整装铺片技术对 NOS在大鼠胃壁的分布进行定量和定位研究。结果: NOS广泛分布于大鼠胃壁内 ,

主要定位于肌间神经丛 ,在粘膜下丛、胃粘膜表面、胃腺及血管壁等处亦有分布。胃肌丛中 NOS阳性神经元

形态基本类似 ,以圆形和卵圆形为主 ,但在胃不同区域神经元的分布密度、胞体大小和染色强度存在较大差

异。密度分别为胃窦部 : 62. 1± 37. 7个 /mm2;胃体部: 43. 4± 31. 7个 /mm2 ;胃底部: 31. 6± 27. 8个 /mm2 ;胃底

部神经元胞体较大 ,染色较深 ;胃窦部神经元大小不等 ,染色深浅不一 ;胃体部的则介于二者之间 ,呈过渡态。

一些神经纤维的膨体呈 NO S阳性反应 ,它们串在一起形成“串珠”样结构 ,且多与血管和肌纤维伴行。结论:

①一氧化氮 ( NO )可能参与对胃的运动、分泌和血液循环的调节。② NOS阳性神经元在胃各部肌间神经丛中

的分布差异可能与胃的生理功能密切相关。
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　　一氧化氮 ( Ni t ric oxide, N O)是由一氧化氮合酶

( Ni t ric oxide synthase, NOS)催化生成的一种小分子

化合物 ,兼有神经递质和效应分子的双重作用。早在

1990年 , Bult等 [1 ]就证实 NO是胃肠道中非肾上腺素

能非胆碱能神经的抑制性递质 ,参与调节胃肠道多种

生理功能。近来研究表明许多胃肠疾病都与消化道壁

内神经丛中 NOS的活性和分布异常有关
[ 2]。因此对消

化道壁内神经丛中 NO S阳性神经元的研究可能会给

治疗上述疾病提供新的线索。由于胃形态不规则且胃

壁肌层较厚 ,制作胃铺片标本十分困难 ,目前对胃壁内

神经丛的形态学研究主要以切片染色为主 ,难以显示

其全貌 ,使胃壁内神经丛的形态学研究受到限制。本实

验对常规铺片技术进行适当改进 ,制成胃纵肌层铺片

标本 ,采用 NADPH-黄递酶 ( N ADPH-diaphorase,

N DP)组织化学法较全面地观察了 NO S在胃壁的分

布 ,并对其生理意义进行初步探讨。

1　材料与方法

1. 1　取材及标本制作
　　健康成年 Wista r大鼠 6只 ,雄性 ,体重 210～ 250 g , 1%戊巴

比妥钠腹腔麻醉下开腹取胃 ,在胃底剪一小口 ,用生理盐水冲

净胃内容物 ,向胃腔灌注 4%多聚甲醛 (至正常容积的 3～ 4倍 ) ,

结扎后放入该固定液中 4～ 6 h( 4℃ ) ,再移入 30%蔗糖液中 24 h

( 4℃ )。将胃取出剪断结扎线 ,排净固定液 ,用 0. 01 mo l / L PBS

( pH7. 4)冲净后 ,用纱布包裹 ,轻揉 2～ 3 min,将胃腔用棉花塞

紧 ,用一极薄的竹片沿胃大弯纵行划痕 ;向胃小弯处轻轻剥离 ,

将剥离的纵肌层修剪整齐放入 PBS液中待染。另外 ,在胃的不

同部位各取一块组织 ,作全层垂直冰冻切片 ,片厚 20μm,切片

直接裱于经铬矾明胶处理的载片上。制作胃纵肌层铺片标本中

应注意以下几点:①向胃腔注入固定液时速度不要太快 ,以免

胃壁破裂 ,揉搓时要轻柔、均匀 ,不可用暴力。②不能采用灌注

固定 ,否则胃将收缩变硬 ,无法撕片。③由于胃壁较厚 ,固定和

脱水的时间都应适当延长。

1. 2　组化染色
　　将制备好的胃各部纵肌层标本用 PBS冲洗 3次 ,移入由 0. 1

mo l / L PB ( p H8. 0 )配制的 新鲜 的孵 育液 中 ( 0. 5 g /L

β -N ADPH, 0. 2 g /L NB T, 2. 0 g /L L-苹果酸 , 0. 3% Triton X-

100) 37℃下孵育 45 min (冰冻切片的染色时间为 30 min)。 PBS

冲洗 3次 ,贴片、铺平 (牵拉率小于 1 1. 1) ,凉干后逐级酒精脱

水 ,二甲苯透明 ,中性树胶封片 ,光镜观察、照像。

　　对照实验: ①孵育液中不加 β -NADPH;②孵育液中不加

NBT;③将铺片加热至 80℃ , 5 min,以破坏 NOS活性。

1. 3　结果判定
　　神经元密度用网式目镜测微器测定 ,随机计数 100个视野 ,

以 x-± s表示 ;神经元和胃粘膜着色深浅采用目测半定量法 ,按

阴性 ( - ) ,浅蓝色 (+ ) ,蓝色 ( ) ,深蓝色 ( )分 4级。

2　结果

　　 N DP阳性物质 (以下称 NOS阳性 )呈蓝色均质沉淀 ,分布

于整个胃壁 ,主要存在于肌间神经丛 ,在粘膜下丛、胃腺、胃粘

膜表面及血管壁亦有分布。
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2. 1　肌间神经丛
　　该处有大量的神经元和神经纤维呈 NOS阳性 ,神经胞体

多为圆形和卵圆形 ,个别的为三角形或不规则形 ,见图 1。在胃

不同区域神经元的分布密度、胞体大小和染色强度存在较大差

异。密度分别为胃窦部: 62. 1± 37. 7个 /mm2、胃体部: 43. 4±

31. 7个 /mm2、胃底部: 31. 6± 27. 8个 /mm2。胃底部神经元胞体

较大 ,染色较深 ,见图 2。胃窦部神经元大小不等 ,染色深浅不

一 ,见图 3;胃体部的则介于二者之间 ,呈过渡态。神经节和 节

间束不典型 ,未形成类似肠肌丛中的方型网格结构 ,见图 1。铺

片标本中可见一些神经纤维的膨体呈 NOS阳性反应 ,并形成

“串珠”样结构 ,且多与血管和肌纤维伴行 ,见图 4。

图 1　大鼠胃肌间神经丛中 NOS阳性神经元和神经纤维 (胃窦 )　 ( NDP× 40)

Fig 1　 The NOS positive neurons and nerve f ibers in the myenteric plexus of the rat ( antrum)　 ( NDP× 40)

图 2　 NOS阳性神经在胃底部肌间神经丛中的分布 , (▲ )示突起　 ( NDP× 400)

Fig 2　 The distribution of NOS positive nerves in the myenteric plexus of the rat fundus, processes (▲ )　 ( NDP× 400)

图 3　NOS阳性神经在胃窦部肌间神经丛中的分布 , (↑ )示深染的 NOS阳性神经元 , (▲ )示浅染的神经元　 ( NDP× 400)

Fig 3　NOS positive neurons with dark stain(↑ ) and light stain(▲ ) in rat antrum　 ( NDP× 400)

图 4　与血管伴行的神经纤维 ,内含 NOS阳性膨体 (↑ )　 ( NDP× 400)

Fig 4　 NOS positive varicosities (↑ ) in nerve f ibers closely associated with blood vessels　 ( NDP× 400)

2. 2　胃粘膜
　　整个胃粘膜表面都有 NOS阳性物质分布 ,以胃底部含量

最多 ( ) ,胃体次之 ( ～  ) ,幽门部最少 (+ ～  )。

2. 3　其它部位
　　在胃纵肌层铺片标本中可见许多血管网 ,管壁有点状分布

的 NOS阳性物质 ,尤以小动脉最明显 ,小静脉和毛细血管壁也

有 NOS阳性物质 ,但分布稀疏、着色浅。在冰冻切片中发现环

肌层周围和胃腺腔内亦有少量 NO S阳性物质。

2. 4　对照实验
　　所有对照实验均为 NOS阴性反应。

3　讨论

　　本结果表明 , NOS广泛分布于大鼠胃壁 ,主要定

位于胃肌间神经丛与 NOS在肠道中的分布类似 ,与

NO S阳性神经元的形态也与肠道中的类似
[3 ] ,但大小

及染色强度不一 ,推测可能与神经元处于不同的状态
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以及胞体内 NO S活性强弱有关
[4 ]
。NO S阳性神经元

在胃各部的分布密度和染色强度的差异可能与胃的生

理功能有关 ,胃底处 NOS阳性神经元较稀疏 ,有利于

使近端胃保持紧张性收缩 ,维持胃的基础张力 ,但该处

神经元中 NOS活性较强 ,则利于食物进入胃腔后引

起胃的舒张和长时间容储食物。Deasi等
[5 ]研究表明 ,

食物引起胃容受性舒张是由 NO介导的 ,并认为胃底

处的 NO S阳性神经元释放的 NO在调节胃腔体积和

胃内压的过程中起主要作用。本研究发现胃窦部有较

密集的 NO S神经元 ,这可能与胃的蠕动功能有关 ,该

处不仅存在较密集的 NOS神经元 ,而且其它类型的

神经元特别是胆碱能神经元的密度亦较高 [6 ] ,它们释

放的递质相互协调 ,使胃壁平滑肌收缩与舒张交替进

行 ,从而产生蠕动 ,碾磨食物并将其推向十二指肠 ,起

到机械泵的作用。同时发现胃窦部 NOS神经元染色

强度各异 ,即神经元内 NO S活性强弱不一 ,推测部分

NO S神经元可能处于备用状态 ,一旦需要 NOS将被

激活 ,合成 NO以调节胃的运动状态及幽门括约肌的

张力 ,但其详细的调控机制有待进一步研究。

　　本实验发现许多 NO S阳性神经元之间有突起相

连 ,形成网络 , Ba rbiers等 [ 7]在猪大肠肌间神经丛中亦

观察到类似的结果 ,说明在胃壁内不仅存在由胆碱能、

肾上腺素能神经元构成的神经回路 ,还可能存在另一

类神经元回路。有学者将这一回路称为氮能神经元回

路 [8, 9 ] ,该回路可能在调节胃的运动状态中起重要作

用 ,因为 NO可使胃肠平滑肌细胞产生抑制性接点电

位 ( IJP) ,从而抑制平滑肌收缩 ,其电生理基础是钾通

道的短暂开放 ,导致平滑肌细胞膜超激化 [10 ]。

　　本研究还发现一些神经纤维的膨体呈 NOS阳性

反应 ,它们串连在一起形成“串珠”样结构 ,并且多与血

管和肌纤维伴行 ,说明 NOS不仅存在于植物神经的

胞体中亦存在其膨体中 ,这就使 NO的合成部位与效

应部位非常接近 ,利于 NO的扩散 ,以便在最短的时间

内发挥其生理功能。这一发现为 NO调节消化道平滑

肌运动和血液循环提供了形态学依据。在胃纵肌层铺

片中发现有许多呈 NOS阳性反应的血管网 ,小动脉

壁上点状分布的 NOS阳性物质最明显 ,可能为 NOS

阳性神经的神经末梢 ,亦可能为血管内皮细胞中的

NO S。整个胃粘膜表面均有 NOS阳性物质 ,提示 NO

可能参与调节胃的分泌功能。

　　 (本实验承蒙校组织学与胚胎学教研室蔡文琴教授、肖岚

讲师的指导 ,特此致谢! )
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Distribution of nitric oxide synthase in the gastric wall in rats
Peng Xi , Feng Jinbin, Wang Shiliang ( Resea rch Institute o f Burns, Southwest Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the r egula rity o f distribution of nit ric o xide synthase ( NOS) in the

ga stric w all in ra ts. Methods: The distribution of NOS in the gastric wall w as quantita tiv ely and localization-
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ally determined with NADPH-diapho ra se ( NDP ) histochemical staining and who le-mount

prepara tion. Results: NOS w as w idely dist ributed in the gastric w all and most of it was lo ca lized in the myen-

teric plexus. The shape of NO S positive neurons w as basically similar ( round o r ova l) w hile their density ,

size and staining intensity v aried g reatly in different pa rts of the stomach. The density w as 62. 1± 37. 7 cells /

mm2 , 43. 4± 31. 7 cells /mm2 and 31. 6± 27. 8 cells /mm2 respec tiv ely in the antrum, body and fundus. The

size and staining intensity of NOS positiv e neurons in the fundus we re resemble. How ever , they w ere differ-

ent in the antrum. In the body, the cha racte ristics of NOS positiv e neurons we re a t an inte rmediate state

from the fundus to antrum. Bead-like structur es were str ung tog ether by NOS positiv e v aricosities in nerv e

fiber s, some o f which w ere clo sely adherent to the oute r wa ll o f blo od vessels and smoo th m uscle fibe rs.

Conclusion: ① Nitric oxide might be invo lv ed in the modula tion of mo tility , secretion and blood circulation of

the stomach; ② The significant difference o f the dist ribution of NOS positiv e neurons among th e myente ric

plexus in dif ferent pa r ts o f the stomach may be rela ted to the physio lo gica l function o f the stomach.

　　 Key words　 nitric o xide synthase ( NOS) ; NADPH-diaph ora se ( NDP) ; stomach; enzyme histochem-

istry; rat

　　 (上接 123页 )

式套扎器 ,在肛门直肠镜的直视下 ,让病人深呼气 ,使该部位粘

膜松弛 ,距肛门 6～ 8 cm处 ,将套扎器口径对准 1、 5、 9点处 ,平面

稍错开不超过 0. 5 cm ,扣动板机产生负压使该处粘膜吸入枪筒

内 ,然后推出胶圈套住 ,直径不超过 1 cm , 1周后该处被套扎粘

膜自行缺血坏死脱落 ,局部创面逐渐愈合 ,两星期后第 2次套

扎 ,距离肛管 4～ 6 cm处 ,套扎 6、 12点 ,第 3次以间歇两周后进行

单个补套 ,每次不超过 3点 ,每次套扎后为防止局部炎症 ,可口

服甲硝唑、氟哌酸肠道抗菌素等 ,适当选用缓泻剂、痔疮宁栓便

于排便。

2　结果

　　本组病人经第 1次套扎治疗后就有便意 ,不用泻剂 ,次数增

加 , 1周 2～ 3次不定 ,第 2次套扎后 ,症状较以上明显好转 ,不但

排便顺利 ,而且有一定的规律 ,有 4例病人进行了第 3次补套 , 2

例欠佳 ,根据以上治疗效果判定: 不用泻剂 ,间歇 2～ 3 d,排便

通畅 ,有规律为治愈 ,间隔 3～ 4 d,虽无规律 ,但能顺利解出为

好转 ,无明显改善者为无效 ,本组 18例病人症状明显好转 ,随防

6～ 12月 ,有 2例病人半年后症状复发外 ,其余未见复发 ,治愈率

达 90%。

3　讨论

　　直肠粘膜内脱垂的病因目前尚不清楚 ,男 女 = 1 6,本组

病例也证实女性发病率高 ,且均是经产妇。可能是妊娠后期盆

腔血管受压 ,直肠粘膜血循回流不畅 ,局部瘀血 ,减弱了肠管粘

膜的张力所致 ,加之大便干燥无规律以及慢性咳嗽也可能有一

定的关系。长期腹压增高 ,当肛门括约肌功能无障碍时 ,下垂之

直肠难以脱出肛门外 ,其粘膜可产生自身的套叠 ,本组有 2例支

气管肺气肿病人半年后复发可能与此有关。诊断本病的依据是

排便不全 ,排便困难 ,便秘 ,排粪造影是主要诊断手段。

　　以往对这种出口梗阻病人的治疗只是采取一些保守治疗 ,

给予缓泻剂 ,高纤维食物以及肠动力药物 ,常常效果欠佳或无

效 ,手术移除冗长的直肠粘膜较复杂 ,疗效也不十分理想。在

Berman用多个胶圈套扎治疗 5例成功后 ,国内鲁明良等 [1 ]采用

平面三点套扎治疗 84例直肠内套叠的启发下 ,我们采用了自制

的枪式痔疮套扎器 (获得国家四等发明奖 ) [2 ]借助套扎内痔和

息肉的经验治疗 20例收到较好的效果。对此观察到 ,被套扎松

弛下垂过多的粘膜缺血坏死脱落后 ,减少了局部重叠的机会 ,

提高了直肠的张力 ,这样消除了用力排便时粘膜下垂套叠所致

的梗阻。因此改善了排便。此方法简便易掌握 ,不需更多的设

备。病人痛苦小 ,并发症少 ,是直肠粘膜内脱垂一种比较理想的

治疗方法。

　　关键词　套扎器 ;胶圈 ;内脱垂 ;出口梗阻

　　中图法分类号　 R657. 19
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