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肝硬化大鼠肠道Ｃａｊａｌ间质细胞的研究

朱金照１，季天海２，刘庆宏２

（１．南京军区福州总医院消化内科，福州３５００２５；２．福州总医院病理科）

［摘要］　目的：观察肝硬化大鼠肠道Ｃａｊａｌ间质细胞的改变，探讨肝硬化胃肠动力障碍的相关机制。方法：Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０只

随机分为肝硬化模型组和对照组，每组１０只，采用ＣＣｌ４溶剂大腿根部皮下注射法制作肝硬化模型，用葡聚糖蓝２０００为胃肠内

标记物，观察大鼠肠道传输，免疫组化染色观察空肠ｃｋｉｔ阳性Ｃａｊａｌ间质细胞的变化，并用透射电镜观察Ｃａｊａｌ间质细胞超微

结构的改变。结果：与对照组比较，肝硬化组大鼠小肠动力明显减弱（Ｐ＜０．０１），空肠ｃｋｉｔ阳性Ｃａｊａｌ间质细胞减少（Ｐ＜

０．０１），透射电镜观察显示Ｃａｊａｌ间质细胞的超微结构发生明显改变。结论：肝硬化大鼠肠道传输减弱与肠道Ｃａｊａｌ间质细胞

减少及其超微结构改变有关。
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　　研究发现 Ｃａｊａｌ间质细胞（Ｃａｊａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＣＩＣ）是胃肠道的起搏细胞，具有自发性电活

动和产生、传播慢波的功能［１］，超微结构研究发现

ＣＩＣ与胃肠平滑肌细胞间存在缝隙连接［２］，并能够

传导肠神经系统至平滑肌的信号，对胃肠运动具有

非常重要的调节作用。目前有关ＣＩＣ在肝硬化胃肠

动力障碍发病中的作用研究较少。本研究通过建立

肝硬化大鼠模型，观察大鼠肠道ＣＩＣ的变化，探讨肝

硬化胃肠动力障碍的发病机制。

１　材料和方法

１．１　动物建模和分组　选用清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

（上海实验动物中心提供），雌雄不限，体质量２００～

２５０ｇ。将２０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组和肝硬

化模型组（下称模型组）各１０只。模型组大鼠给予

５０％ＣＣｌ４溶剂大腿根部皮下注射，每次每只０．５ｍｌ／

１００ｇ，２次／周，并根据体质量变化调整剂量，共１２
周。同时给予含３０％食用猪油、０．５％胆固醇的饲

料，自由饮水。

１．２　大鼠肠道动力测定［３］　制模成功后，大鼠禁

食不禁水１２ｈ，处死前２０ｍｉｎ灌入２％葡聚糖蓝

２００００．４ｍｌ，处死后立即开腹取全胃肠，量取幽门

括约肌至小肠内色素最前端及全小肠的长度，以两

者之比为小肠推进百分率，以此表示肠道传输速率。

１．３　ｃｋｉｔ阳性ＣＩＣ免疫组化染色方法　将空肠标

本入４％多聚甲醛ＰＢ液中固定２４ｈ，常规梯度乙醇

脱水，石蜡包埋备用。将石蜡切片，６０℃烤片４～６

ｈ；组织于二甲苯及乙醇中脱蜡，自来水冲洗；３％

Ｈ２Ｏ２室温下孵育１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物酶

活性；蒸馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ；５％正常山羊血



· ６６　　　 · 第二军医大学学报　２００６年１月，第２７卷

清封闭，室温孵育１０ｍｉｎ；倾去多余血清，滴加１

１００兔抗人多克隆ｃｋｉｔ一抗（由北京中山生物技术

有限公司提供），４℃过夜；ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次；滴

加１：１００生物素标记二抗５０μｌ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；

ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次；滴加１１００辣根酶标记链

霉孵白素５０μｌ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×

３次；加入新配制的ＤＡＢ显色，３～５ｍｉｎ后光镜下

观察结果。自来水冲洗，复染，脱水，封片。采用

ＭＡＳ５图像分析系统。选取同一染色条件下ｃｋｉｔ
免疫组化片，每张切片于２００倍光镜下选取５个视

野，观察染色及分布情况，将图像扫描入计算机，设

定基础统计面积，调定灰度值。滤去非阳性部分，得

到阳性表达面积，通过计算机分析即可得到阳性表

达的密度。

１．４　电镜组织标本制备及ＣＩＣ的电镜观察　空肠

标本入３％戊二醛固定，２％ＰＢＳ冲洗，再用１％锇酸

后固定１ｈ，２％ＰＢＳ冲洗，乙醇、丙酮梯度脱水，通过

浸透，树脂聚合，精确定位，７０ｎｍ超薄切片，１％醋

酸铀、枸缘酸铅染色。然后在ＰｈｉｌｉｐｓＳ２０６透射电

镜１５００倍下观察。

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异采

用ｔ检验。

２　结　果

２．１　肝脏的病理学观察　肝硬化建模成功后，大鼠

出现食欲、体质量下降，毛色无光泽，Ｂ超下有腹水

形成，肝脏包膜波浪状，肝脏实质回声不均匀。取大

鼠肝组织肉眼观察肝脏包膜欠光滑，部分表面呈结

节状，肝切面可见较多类圆型岛状结节，大小不一，

结节间见灰白色纤维组织分隔。光镜下肝实质内汇

管区、肝叶间静脉或中央静脉之间有纤维间隔相连，

汇管区胶原纤维向肝实质延伸，肝脏的实质被增生

的纤维间隔分割、包绕，形成大小不等的假小叶，假

小叶内肝细胞排列不整，有些肝细胞增大或萎缩，中

央静脉不清，一些肝细胞内可见脂肪变性。

２．２　肝硬化大鼠肠道传输的变化　与对照组比较，

肝硬化模型组大鼠小肠推进比百分率明显下降

［（４８．０２±３．３６）ｖｓ（５７．４５±５．７２），Ｐ＜０．０１］，表

明大鼠肠道传输速率显著延迟。

２．３　ｃｋｉｔ阳性ＣＩＣ免疫组化染色结果　对照组大

鼠免疫组化染色显示ｃｋｉｔ阳性ＣＩＣ呈棕黄色，肌间

分布较明显，主要在环肌与纵肌层之间，形状以圆型

较多或不规则，模型组大鼠空肠ｃｋｉｔ阳性ＣＩＣ染色

浅，分布较少（图１）。图像分析表明模型组大鼠空

肠ｃｋｉｔ阳性 ＣＩＣ密度明显低于对照组［（１．７１±

０．３８）ｖｓ（３．５８±０．７２），Ｐ＜０．０１］。

２．４　大鼠空肠ＣＩＣ的超微结构观察　对照组大鼠

透射电镜观察显示ＣＩＣ主要分布于肌层，与平滑肌

细胞及神经纤维末梢有缝隙连接，核大，胞质少，线

粒体、内质网、核糖体丰富。模型组ＣＩＣ与神经细

胞、平滑肌细胞的细胞间连接减少或连接结构破坏，

内质网扩张、脱粒，线粒体肿胀、空泡变，细胞器明显

减少，胞质溶解，胞质内空泡形成，ＣＩＣ超微结构较

模糊（图２）。

图１　对照组（Ａ）、模型组（Ｂ）大鼠

空肠ｃｋｉｔ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｋｉｔｐｏｓｉｔｉｖｅＣＩＣｉｎ

ｊｅｊｕｎｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）ａｎｄｍｏｄｅｌ（Ｂ）ｇｒｏｕｐ（ＩＨ×２００）

图２　对照组（Ａ）、模型组（Ｂ）大鼠空肠

Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构变化

Ｆｉｇ２　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＩＣｉｎｊｅｊｕｎｕｍｏｆｒａｔｓ

ｉｎｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）ａｎｄｍｏｄｅｌ（Ｂ）ｇｒｏｕｐ（ＵＳ×１５００）

３　讨　论

　　１９８９年ＢａｒａｊａｓＬｏｐｅｚ等［４］首先报道胃肠道基
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本电节律发生于ＣＩＣ，近年研究证明ＣＩＣ不仅是胃

肠电活动的起搏者，也是基本电节律的主要传播者，

起源于ＣＩＣ的慢波通过ＣＩＣ网络及与之相连的平

滑肌细胞传播，从而引起和调节胃肠平滑肌的节律

性收缩。目前认为ＣＩＣ主要有以下几个方面的功

能［５～８］：（１）胃肠平滑肌慢波活动的起搏；（２）推进电

活动的传播；（３）调节神经递质的功能；（４）免疫调节

作用等。目前研究认为多种胃肠动力疾病的发生与

ＣＩＣ的变化有关。Ｔａｍａｓ等［９］研究发现糖尿病小鼠

胃体、胃窦内ＣＩＣ明显减少，以胃窦远端最明显。国

内学者［１０］也发现糖尿病大鼠胃肠道ＣＩＣ明显减少，

其超微结构发生改变。研究还发现ＣＩＣ与其他胃肠

动力障碍疾病也有一定关系［１，１１］。肝硬化患者出现

胃肠动力障碍较为多见，目前ＣＩＣ在肝硬化胃肠动

力障碍发病中的作用机制研究较少。

　　由于ＣＩＣ表达酪氨酸蛋白激酶受体ｃＫｉｔ，现已

公认ｃＫｉｔ是标记胃肠道ＣＩＣ的研究方法［１２］。本实

验对空肠组织进行ｃＫｉｔ免疫组化染色，结果表明ｃ

Ｋｉｔ免疫组化染色能较好的显示ＣＩＣ的分布：ｃｋｉｔ
阳性ＣＩＣ呈棕黄色，形状以圆型较多或不规则，肌间

分布较明显，主要在环肌与纵肌层之间。模型组大

鼠空肠ｃｋｉｔ阳性染色浅，分布较少。ＣＩＣ的数量明

显低于对照组。同时透射电镜观察ＣＩＣ的超微结构

表明，肝硬化模型组空肠ＣＩＣ的超微结构发生明显

改变，ＣＩＣ与其他细胞间连接减少，内质网扩张、脱

粒，线粒体肿胀、空泡变，细胞器减少，胞质内空泡形

成。因此，本实验结果提示，肝硬化大鼠肠道传输下

降可能与肠道ＣＩＣ的减少及其超微结构的改变有一

定关系。ＣＩＣ的变化是否为肝硬化大鼠肠道动力下

降的直接因素，还是通过其他途径发挥效应，有待进

一步探讨。
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