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嗜酸乳杆菌对重型颅脑损伤后小鼠小肠神经递质ＡｃｈＥ和ＮＯＳ的影响
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　　摘　要：目的　研究嗜酸乳杆菌（ＬＡ）对重型颅脑损伤（ＳＨＩ）小鼠小肠肠神经系统（ＥＮＳ）内乙酰胆酯酶（ＡｃｈＥ）和一氧化氮合

酶（ＮＯＳ）的影响。方法　用改良Ｆｅｅｎｅｙ自由落体法建立Ｃ５７小鼠ＳＨＩ模型７２只，分为创伤组和假伤组，创伤组和假伤组均分别

灌胃ＬＡ和 ＭＲＳ培养基，每组每种灌胃剂１８只。于１、３、７ｄ３个时相点取小鼠回肠末端，制作肌间神经丛铺片标本，采用ＡｃｈＥ

免疫荧光和ＮＡＤＰＨｄ组化染色观察ＡｃｈＥ和ＮＯＳ阳性神经元分布密度和染色情况。结果　创伤组灌胃不同药品成分１ｄ后其

ＡｃｈＥ数量差异有统计学意义（犘＝０．０００），其余时相点差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在ＬＡ灌胃中，创伤与假伤组在伤后３ｄ

ＡｃｈＥ阳性细胞数目差异有统计学意义（犘＝０．０４０），７ｄ后创伤组灌胃ＬＡ后细胞恢复到稳定水平，与相同时相点假伤组差异无

统计学意义（犘＝０．５４３）。结论　小鼠ＳＨＩ后存在肠神经递质ＡｃｈＥ和ＮＯＳ的改变，ＬＡ对ＳＨＩ后受损的 ＡｃｈＥ和 ＮＯＳ阳性细

胞有显著的保护和修复作用，能有效改善ＳＨＩ后肠动力不足。
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　　重型颅脑损伤（ｓｅｖｅｒｅｈｅａｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＨＩ）后可使神经内分

泌免疫网络发生紊乱，胃肠动力障碍的发生率极高，临床上以

肠动力不足更为常见，缺血再灌注的打击可使肠黏膜缺血缺

氧，肠屏障破坏导致肠功能受损；同时，颅内压升高也可加重胃

肠动力紊乱，最终导致肠衰竭和全身器官功能衰竭，严重影响

预后［１］。肠神经系统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）受损是

ＳＨＩ后肠动力不足的重要原因之一。ＥＮＳ由肌间神经丛和黏

膜下神经丛组成［２］，在各种调节胃肠蠕动功能的机制中起重要

作用，主要分泌兴奋性神经递质乙酰胆碱（Ａｃｈ）和抑制性递质

一氧化氮（ＮＯ）
［３］。本课题组前期已观察到益生菌能有效改善

ＳＨＩ后胃肠动力障碍，本实验拟观察ＳＨＩ小鼠小肠ＥＮＳ内乙

酰胆酯酶（ＡｃｈＥ）和一氧化亚氮合酶（ＮＯＳ）的表达变化及嗜酸

乳杆菌（ＬＡ）对ＡｃｈＥ和ＮＯＳ表达的影响，以进一步探讨益生

菌改善ＳＨＩ后肠动力障碍的机制。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）实验动物：Ｃ５７雄性小鼠１００只，体质量１８～

２２ｇ，由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供。（２）试剂：

乳酸杆菌选择性培养基 ＭＲＳ培养基（ｏｘｏｉｄＣＭ０３５９Ｍ．Ｒ．Ｓ

ｂｒｏｔｈ），ＡｃｈＥ免疫荧光抗体为兔抗小鼠乙酰胆碱转移酶抗体

（ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ），ＳＡＢＣＣｙ３试剂盒山羊

抗兔生物素化二抗及驴抗山羊ＡｃｈＥ荧光三抗，均购自武汉博

士德公司；ＮＯＳ组织化学染色 ＮＡＤＰＨｄ购自Ｓｉｇｍａ公司；
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ＮＢＴ显色试剂盒购自武汉博士德公司；水合氯醛由第三军医

大学试剂中心提供。（３）设备：动物立体定向仪（上海，江湾Ⅰ

型）购自第三军医大学教保处；ＭＩＣＲＯＮＸ型牙科钻购自韩国

ＴＡＥＧＵ公司；ＳＭＺ２１６８立体显微镜购自德国 Ｍｏｔｉｃ公司；

ＴＣＳＳＰ５激光共聚焦扫描显微镜购自德国Ｌｅｉｃａ公司；普通光

学显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ６０）购自日本奥林巴斯公司；高速冷

冻离心机（ＨｉｔａｃｈｉＣｅｎｔｅｒｉｆｕｇｅ）购自日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司；恒

温摇床购自上海智城分析仪器有限公司。（４）菌种：ＬＡ

ＹＩＴ２００４株，白色冻干粉，由上海信谊药厂有限公司提供。

１．２　方法

１．２．１　菌种培养　将嗜酸乳杆菌冻干粉接种至乳酸杆菌选择

性培养基中，３７℃恒温摇床中在２００ｒ／ｍｉｎ条件下厌氧培养

３５～４０ｈ，培养后混悬液即为所得菌悬液，菌悬液中活菌数量

达到１×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ，置于－２０℃冰箱保存备用。

１．２．２　动物分组及模型制作　（１）动物分组：随机数字表法将

１００只Ｃ５７雄性小鼠进行制模，制模成功共７２只，（制模正常

死亡率为３０％左右），分为创伤组和假伤组，每组各３６只，创

伤组和假伤组均分别灌胃ＬＡ和 ＭＲＳ培养基，每组每种灌胃

剂１８只，每组每时相点各６只小鼠。（２）动物模型制作：参照

文献［４５］ｆｅｅｎｅｙ自由落体法方法并改进，建立小鼠ＳＨＩ模

型。以１０％水合氯醛按照４０ｍｇ／ｋｇ进行腹腔麻醉，颅顶脱

毛、消毒；待小鼠出现夹尾反应、反应减弱后将其固定于立体定

向仪上，正中切口开颅，以牙科钻在冠状缝后３ｍｍ与矢状缝３

ｍｍ交汇处钻孔，扩大骨窗至２ｍｍ×２ｍｍ，保持硬膜完整。

将１８ｇ的圆柱状实心打击杆（打击端直径３ｍｍ）沿垂直固定

于立体定向仪上的套管内自１６ｃｍ的高度释放，打击中心即为

钻孔点；以吸收性明胶海绵局部止血，待活动性出血停止后间

断缝合头皮。假伤对照组只开窗不进行打击致伤。模型建立

成功后，存活小鼠置于ＳＰＦ环境中分笼喂养，除灌胃外其余时

间自由饮食。制模后４ｈ，待动物苏醒后方可灌胃，每天每次灌

胃１次，每次０．５ｍＬ，观察记录小鼠一般情况及大便性状改变

情况，于致伤后１、３、７ｄ取全肠段丙酮固定，待指标检测。

１．２．３　全层小肠铺片与ＡｃｈＥ免疫荧光染色　小鼠分别于伤

后１、３、７ｄ取材。麻醉后开腹，取末端回肠用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗净。结扎小肠一端，以丙酮注入肠腔内，置入丙酮中固定６～

８ｈ后。实验前沿肠系膜缘剪开肠管将附有深肌丛的环行平

滑肌层和肌间神经丛的纵行平滑肌剥下，用含０．５％ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００的ＰＢＳ充分洗净。１％ 牛血清蛋白（ＢＳＡ）３７℃温箱孵

育然后加入一抗体，ＡｃｈＥ单克隆抗体（１∶２００）４℃冰箱过夜；

生物素化抗体山羊抗兔ＩｇＧ抗体（１∶４００）室温；Ｃｙ３标记的驴

抗山羊荧光三抗（１∶２００）室温孵育。ＤＡＰＩ复染细胞核后，水

溶性封片剂封片，行激光共聚焦显微镜观察。阴性对照实验以

正常牛血清代替一抗，其余操作步骤同上，结果均为阴性。用

激光共聚焦采集ＡｃｈＥ阳性细胞图像，阳性细胞表现为红色荧

光，在荧光显微镜下随机选择１２个视野，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

５．１软件进行计数。

１．２．４　ＮＯＳ免疫组织化学染色　将上述标本用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＴＢＳ漂洗后，移入新鲜配制工作液中：１ｍｇ／ｍＬＮＡＤＰＨｄ，

０．５ｍｇ／ｍＬＮＢＴ，０．３％ｔｒｉｔｏｎＸ１００，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢ（ｐＨ＝

７．６），３７℃温箱中孵育１５～３０ｍｉｎ，用０．０１ｍｏｌ／ＬＴＢＳ终止

反应，在普通光学显微镜下观察，终产物为蓝色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。数

据以狓±狊表示，两组比较进行独立样本狋检验，多组比较采用

方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡｃｈＥ阳性细胞数量变化　创伤组在相同致伤条件下，

ＬＡ和 ＭＲＳ灌胃１ｄ后 ＡｃｈＥ数量差异有统计学意义（犘＝

０．０００），３、７ｄ差异无统计学意义（犘＝＞０．０５），见表１。假伤

组ＬＡ和 ＭＲＳ灌胃，在３个时相点，ＡｃｈＥ阳性细胞差异均无

统计学意义（犘＞０．０５），见表２。在相同受试药品ＬＡ灌胃中，

创伤组与假伤组在伤后３ｄ时差异有统计学意义（犘＝０．０４０），

７ｄ后创伤组细胞数目恢复到稳定水平，与相同时相点假伤组

差异无统计学意义（犘＝０．５４３），见表３。

２．２　小肠肌间神经丛ＡｃｈＥ免疫荧光染色结果　ＣｈＡＴ标记

的红色细胞为胆碱能阳性细胞，图中胆碱能神经元广泛分布于

整个消化道的肌间神经丛内，构成神经节、节间束及神经纤维

纵横交织成网。胆碱能神经元轮廓较为清晰，形状为圆形或者

卵圆形，轴突细长，树突不明显；细胞质着色，细胞核呈卵圆形，

数十个至数百个胆碱能阳性神经元成簇分布延神经纤维网络

走行分布于较大的神经节中，数个胆碱能神经元散在分布在节

间束上。创伤组ＬＡ灌胃１ｄ后细胞形态良好整齐排列于较

大的神经节内，细胞形态良好，浑圆饱满，排列整齐；假伤组

ＭＲＳ灌胃小鼠肠肌丛ＣｈＡＴ阳性染色细胞排列紊乱无序，细

胞间隙较大，形态不一，大小不匀，见图１。

表１　　创伤组各时相点ＡｃｈＥ阳性细胞比较

　　　（狓±狊，个／ｍｍ２，狀＝６）

灌胃剂 １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＬＡ ４７．３３±５．５０ ２１．３３±６．４３ ３０．００±１８．００

ＭＲＳ ９．３３±３．２１ ２５．００±８．００ ３０．３３±５．０３

狋 －１０．３２１ ０．６１９ ０．０３１

犘 ０．０００ ０．５７０ ０．９７７

表２　　假伤组各时相点ＡｃｈＥ阳性细胞比较

　　　　（狓±狊，个／ｍｍ２，狀＝６）

灌胃剂 １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＬＡ ５２．６７±１０．０２ ９．３３±２．５１ ３７．００±３．００

ＭＲＳ ４１．２５±７．３２ １１．００±１．６３ ２１．２５±１３．１２

狋 －１．７５８ １．０７３ －１．９９４

犘 ０．１３９ ０．３３２ ０．１０３

表３　　两组小鼠灌胃ＬＡ各时相点ＡｃｈＥ阳性细胞

　　　比较（狓±狊，个／ｍｍ２，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ

假伤组 ５２．６６±１０．０２ ９．３３±２．５２ ３７．００±３．００

创伤组 ４７．３３±５．５０ ２１．３３±６．４３ ３０．００±１８．００

狋 ０．８０８ －３．０１０ ０．６６４

犘 ０．４６４ ０．０４０ ０．５４３

２．３　小鼠小肠壁内ＮＯ神经分布　ＮＡＤＰＨｄ组化染色终产
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物为蓝色、蓝紫色或深蓝色。铺片可见ＮＯ阳性神经广泛分布

于小肠肌间神经丛和肌内，其中肌间神经丛分布最为广泛丰

富，构成神经节、节间束最终形成神经网络。ＮＯＳ阳性细胞神

经元轮廓较清晰，细胞体呈卵圆形，细胞质呈深浅不一的蓝色

或蓝紫色，细胞核未着色，每个神经节内含有数个或数十个

ＮＯＳ阳性神经元。创伤后，ＮＯＳ阳性细胞表达减弱，细胞着色

浅，数量减少，细胞排列散乱，见图２。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ：创伤组ＬＡ灌胃１、３、７ｄ时ＡｃｈＥ阳性细胞；Ｄ、Ｅ、Ｆ：假伤组ＬＡ灌胃１、３、７ｄ时ＡｃｈＥ阳性细胞。

图１　　免疫红色荧光ＣｈＡＴ标记ＡｃｈＥ阳性细胞形态

　　Ａ：假伤组 ＭＲＳ灌胃１ｄ；Ｂ：假伤组ＬＡ灌胃１ｄ；Ｃ：创伤组 ＭＲＳ灌胃１ｄ；Ｄ：创伤组ＬＡ灌胃１ｄ。

图２　　免疫组织化学ＮＡＤＰＨｄ标记ＮＯＳ阳性细胞（→：ＮＯＳ阳性细胞）

３　讨　　论

胃肠运动由交感、副交感神经系统、ＥＮＳ和Ｃａｊａｌ间质细

胞组成的网络控制，产生兴奋或抑制效应［６７］。运动神经释放

的递质与相应受体结合，通过与邻近的平滑肌细胞之间的缝隙

连接传导兴奋性或抑制性突触后电位，引起去极化或超极化，

从而引起兴奋性或抑制性反应［８］。其中，主要的兴奋性递质和

抑制性递质分别为 ＡｃｈＥ和 ＮＯ
［９］。ＡｃｈＥ和 ＮＯ之间在调节

胃肠动能时存在着精细的平衡，当失去平衡则引起线粒体跨膜

电位和ＡＴＰ的变化，导致胃肠运动功能障碍
［１０］。本研究所采

用的嗜酸乳杆菌在微生态制剂中是常用菌种之一，嗜酸乳杆菌

是人和动物肠道内的乳酸菌家族中一种重要的有益菌，能有效

地改善各种原因引起的胃肠动力障碍。

乙酰胆碱是胆碱能神经释放的兴奋性神经递质，对胃肠平

滑肌的兴奋性收缩起重要作用，常作为研究胃肠运动变化的重

要指标，目前，公认ＡｃｈＥ活性增强则代表Ａｃｈ释放增加，胆碱

能神经兴奋性增高。研究表明，肠道淤血导致回肠壁内的

ＡｃｈＥ阳性神经元数量减少，ＡｃｈＥ阳性表达下降，说明肠道淤

血可造成ＥＮＳ胆碱能神经功能损害
［１１］。重型颅脑损伤后胃

肠动力障碍与肠道缺血缺氧相关［１２］，本研究结果显示，重型颅

脑损伤１ｄ后即出现ＡｃｈＥ阳性细胞数量减少，表达下降，阳性

细胞形态严重受损，ＭＲＳ培养基灌胃７ｄ后有一定程度恢复。

这说明重型颅脑损伤后因肠道缺血缺氧会造成ＥＮＳ胆碱能神

经功能的损害，使肠道蠕动兴奋性减弱，神经传导受到抑制，从

而导致以肠动力不足的胃肠动力障碍发生。重型颅脑损伤可

能导致ＥＮＳ的主要兴奋性神经递质 ＡｃｈＥ阳性细胞的损坏，

使肠动力降低，嗜酸乳杆菌干预后，在一定程度上能对 ＡｃｈＥ

８８４１ 重庆医学２０１３年５月第４２卷第１３期



神经元起到修复和保护作用，从而发挥对ＥＮＳ和肠动力的积

极效应。

ＮＯＳ神经元是ＥＮＳ重要的抑制性运动神经元，主要分布

于肌间丛，人类的结肠亦有ＮＯＳ神经元分布，其释放的神经递

质ＮＯ具有多种生物学活性包括介导胃肠道平滑肌松弛
［１３］。

有文献表明，在 ＭＯＤＳ大鼠模型中观察到肌间神经丛内氮能

神经阳性神经元减少，导致兴奋与抑制失衡，小肠运动障

碍［１４］。本研究结果显示，重型颅脑损伤后，ＮＯＳ阳性神经元数

目增多，阳性细胞着色深，细胞分布散在，细胞体变大（图２）。

因ＮＯＳ能抑制胃肠运动，使肠道平滑肌处于舒张状态，ＮＯＳ

的增多能引起肠动力失衡。本研究显示ＳＨＩ后对照组 ＡｃｈＥ

阳性细胞减少，ＮＯＳ阳性细胞增多，兴奋性传导减少，抑制性

传导增多，可能是ＳＨＩ后胃肠动力障碍以肠动力不足的主要

原因。有文献报道，脑缺血后，神经末梢释放大量的谷氨酸，刺

激Ｎ－甲基Ｄ－天门冬氨酸受体，使胞内Ｃａ２＋浓度升高，激活

ＮＯＳ活性，促进ＮＯ的生成；再次，脑缺血后，ＡＴＰ大量消耗，

使能量代谢障碍及ｃＡＭＰ依赖性蛋白激酶活性下降，使 ＮＯＳ

脱磷酸化，ＮＯＳ的活性增强
［１５］。因ＳＨＩ后机体代谢处于代偿

状态，机体耗能ＡＴＰ供不应求，肠道作为机体耗氧耗能的重要

器官，在ＳＨＩ后机体处于应激状态，能量代谢障碍，ＡＴＰ供应

不足，ＮＯＳ活性增强，故ＮＯＳ表达增强。嗜酸乳杆菌干预后，

对肠道的微环境起到一定的维护作用，增加小肠绒毛高度和表

面积，使营养物质更容易被吸收，维持改善了肠腔的氧供和血

供，进而满足了微观结构的能量供应，使 ＮＯＳ磷酸化增强，

ＮＯＳ活性减弱，表达降低。这说明嗜酸乳杆菌可能通过这条

途径，来调节抑制性神经递质的活性，通过降低主要抑制性神

经递质ＮＯＳ的活性，从而实现促进胃肠动力的作用。

综上所述，在导致ＳＨＩ肠动力不足的诸多原因中，由于缺

血缺氧所导致的ＥＮＳ的损伤是不容忽视的，ＥＮＳ作为神经上

级调控系统，是一个瓶颈环节。ＥＮＳ主要的兴奋性神经递质

ＡｃｈＥ和抑制性神经递质ＮＯＳ的改变，以及它们比例的失衡，

可能是导致ＳＨＩ后肠动力障碍的重要原因之一。嗜酸乳杆菌

是益生菌里活性益生菌，现已被广泛应用于胃肠道动力障碍类

疾病，因其属于活性微生态制剂，能很好在胃肠道内发挥其优

势功能而备受推崇。重型颅脑损伤后给予嗜酸乳杆菌能显著

改善ＡｃｈＥ和ＮＯＳ的数量，维持其比例，在ＥＮＳ这一上级调

控层面起到一定的修复及维持作用，从而改善ＳＨＩ后肠动力

障碍的情况。
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ｃｌｅｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＭｏｔｉｌ，２００４，１６Ｓｕｐｐｌ１：１１２

１１７．

［９］ 陈兰，刘诗．肠神经系统与慢传输型便秘［Ｊ］．国际消化病

杂志，２００７，２７（３）：１７８１７９，１８５．

［１０］ＦａｇｕｎｄｅｓＤＳ，ＧｒａｓａＬ，ＡｒｒｕｅｂｏＭＰ，ｅｔａｌ．Ｃａ
２＋ａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｋ＋ｃｈａｎｎｅｌｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｕｏｄｅｎａｌｄｉｓｍｏｔｉｌｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｅｔｈａｎｏｌ［Ｊ］．Ａｌｃｏｈｏｌ，２００７，４２（４）：２９１２９５．

［１１］张军明，刘芬，任艳华，等．肠淤血大鼠肠神经系统内胆碱

能和氮能神经的改变［Ｊ］．解放军医学杂志，２００６，３１（８）：

７９８８０１．

［１２］张红艳，李龙腾．重型颅脑损伤合并多器官功能障碍的机

制研究［Ｊ］．中外健康文摘，２０１１，８（２７）：４２１４２３．

［１３］ＴｏｄａＮ，ＨｅｒｍａｎＡＧ．Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｂｙｎｉｔｒｅｒｇｉｃｅｆｆｅｒｅｎｔｎｅｒｖｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｖ，２００５，５７

（３）：３１５３３８．

［１４］ＱｉＱＨ，ＬｉＹ，ＹａｏＣＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｅｔ

ｗｏｒｋｏｆｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎ

ｄｒｏｍｅａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＤａｃｈｅｎｇｑｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＣｈｉｎＪＩｎｔｅｇｒＭｅｄ，２０１０，１６（５）：４２２４２９．

［１５］陈世新，丁茂超，戴开宇，等．电针对脑缺血再灌注损伤大

鼠氧化亚氮合酶的影响［Ｊ］．中国中西医结合杂志，２０１１，

３１（６）：７８４７８８．

（收稿日期：２０１２０９０８　修回日期：２０１３０１０６）
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