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噪声应激大鼠胃壁细胞形态和泌酸功能的变化
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（第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：建立白噪声致大鼠应激性溃疡模型（ｎｏｉｓｅｓｔｒｅｓｓ，ＮＳ），并研究噪声应激大鼠胃壁细胞形态和泌酸功能的变

化。方法：采用白噪声应激建立ＮＳ大鼠模型。大鼠随机分为对照组、ＮＳ４ｈ组及ＮＳ８ｈ组，测定胃液ｐＨ值、胃黏膜溃疡指

数（ｕｌｃｅｒｉｎｄｅｘ，ＵＩ），用免疫荧光技术标记 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶，在激光共聚焦扫描显微镜下观察壁细胞形态并在荧光显微镜下

分类、计数。结果：（１）ＮＳ４ｈ组胃液ｐＨ值为２．２２±０．０５，显著低于对照组的２．５９±０．２１（Ｐ＜０．０５），ＮＳ８ｈ组胃液ｐＨ值

为１．３１±０．０６，与对照组和ＮＳ４ｈ组相比均有显著差异（Ｐ＜０．０１）。（２）ＮＳ４ｈ组ＵＩ为１０．５±１．２９，显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），ＮＳ８ｈ组ＵＩ达３４．３６±２．２２，显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）及 ＮＳ４ｈ组（Ｐ＜０．０５）。（３）ＮＳ４ｈ组分泌相壁细胞数

（５５．５±３．４２）／１００，ＮＳ８ｈ组为（６２．０±３．４６）／１００，均显著高于对照组的（４２．５±３．７０）／１００（Ｐ＜０．０１），其中 ＮＳ８ｈ组也显

著高于ＮＳ４ｈ组（Ｐ＜０．０５）。（４）胃液ｐＨ 值与胃 ＵＩ呈负相关（ｒ＝－０．８５，Ｐ＜０．０５），与分泌相壁细胞数呈负相关（ｒ＝

－０．８９，Ｐ＜０．０５）。结论：白噪声应激可以成功的建立大鼠应激性溃疡模型；噪声应激大鼠胃酸分泌增加，胃酸在溃疡形成过

程中起不可忽视的作用。
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［基金项目］　全军医药科研“十五”规划基金重点项目（０１Ｚ０５９）．

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆｔｈｅ“１０ｔｈＦｉｖｅＹｅａｒＰｌａｎ”ｆｏｒＭｅｄｉ

ｃａｌＳｃｉｅｎｃｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＰＬＡ（０１Ｚ０５９）．
［作者简介］　曹晓鹏，硕士，主治医师．现在解放军总参谋部管理保障

部卫生处，北京１０００８３．Ｅｍａｉｌ：ｃａｏｘｐ７５＠１２６．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｚｈｓｌｉ＠８１８９０．ｎｅｔ

　　应激性溃疡（ｓｔｒｅｓｓｕｌｃｅｒ，ＳＵ）是平战时常见病
症，其并发上消化道出血的发病率和病死率均较高，
预后凶险。目前认为ＳＵ的发生是由于胃黏膜屏障
保护功能削弱、损伤因素作用相对增强的结果［１］。
胃酸作为最常见的内源性损伤因素，在应激性溃疡
病变中的作用不容忽视。这可以被各种制酸剂治疗

ＳＵ有确切疗效所证实［１］。但在不同应激状态下，胃
酸在ＳＵ发病中的确切作用不完全相同。

　　既往对应激性溃疡的研究多集中于严重疾病或

者创伤等情况。平战时期，噪声对人的身心健康可
产生巨大不良影响。然而有关噪声应激时胃酸分泌
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的研究报道尚不多见。我们参考刘国实等［２］的造模

方法，采用噪声发生器产生的白噪声为应激源，建立
大鼠噪声应激性溃疡模型，利用免疫荧光技术在激
光共聚焦扫描显微镜（ＣＬＳＭ）下观察壁细胞的不同
形态，进而从细胞学水平研究噪声应激模型中壁细
胞泌酸功能的变化。

１　材料和方法

１．１　实验动物与主要仪器、试剂　健康雄性Ｓｐｒａ

ｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（购自上海西普尔必凯实验动
物有限公司）１５只，体质量１８０～２００ｇ，清洁级，在
长海医院动物实验中心饲养１周左右后开始实验。

ｐＨ／ｍＶ型ｐＨ计（科尔帕默仪器公司，美国），激光
共聚焦扫描显微镜（Ｌｅｉｃａ公司，德国），噪声发生器
（Ｔｙｐｅ１４０５，丹麦）。鼠抗猪 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶β亚
单位单克隆抗体２Ｇ１１（美国ＡｆｉｎｉｔｙＢｉｏｒｅａｇｅｎｔｓ公
司），以一抗稀释液（北京中山生物技术有限公司）稀
释至１２０００；羊抗鼠荧光抗体 Ａｌｅｘａ４８８（美国

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司），以１％小牛血清（购自北京
中山生物技术有限公司）稀释至１２００。

１．２　动物分组及模型制作［２］　１５只ＳＤ大鼠随机分
为３组，即对照组（Ｃ组）、噪声应激４ｈ组（ＮＳ４ｈ
组）、噪声应激８ｈ组（ＮＳ８ｈ），每组５只。所有大
鼠实验前均禁食２４ｈ，但可自由饮水，实验前１ｈ禁
水。动物置于通风良好的暴露箱内，噪声由噪声发
生器产生，经功率放大器放大后，输入扬声器。扬声
器置于箱内侧壁和顶壁，连接微型话筒。频率放大
器监测声压，暴露箱内任何点声压均匀度误差不超
过±１ｄＢ。暴露条件为白噪声，１１０ｄＢ。应激结束
后即刻处死动物。

１．３　胃液ｐＨ 值测定及胃黏膜溃疡指数（ｕｌｃｅｒｉｎ
ｄｅｘ，ＵＩ）评分　噪声应激模型制作完成后，将大鼠
用１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射麻醉，剖
腹并游离胃，用两把止血钳分别夹住贲门和幽门。
于皮胃区剪一小切口，插入ｐＨ／ｍＶ型ｐＨ计的ｐＨ
电极，使电极头接触到胃液，测出胃液的ｐＨ值。取
下胃后，用生理盐水洗去浆膜面血迹，沿大弯剪开胃
壁使黏膜面外翻，用生理盐水轻轻冲洗胃腔及黏膜
面上的血迹，将胃黏膜向上平展于生理盐水纱布上，
在１０倍放大镜下仔细计数腺胃区点线状糜烂、出血
情况，按 Ｇｕｔｈ标准［３］评估胃黏膜 ＵＩ并累积积分：
斑点糜烂计１分，糜烂长度＜１ｍｍ 计２分，１～２
ｍｍ计３分，２～３ｍｍ计４分，＞４ｍｍ计５分。于
腺胃区黏膜损伤明显处，用小组织剪剪下０．５ｃｍ×
０．５ｃｍ大小的胃黏膜标本，放入准备好的装有１０％

甲醛溶液的小瓶内固定，石蜡包埋切片后用于常规
病理组织学检查。于腺胃前后壁中央处，剪取０．５
ｃｍ×０．５ｃｍ大小的胃黏膜标本，放入准备好的装有
改良Ｂｏｕｉｎ液（甲醛溶液饱和苦味酸＝１３）的小
瓶内，４℃ 固定６ｈ，４℃，０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４ＰＢＳ液
浸泡过夜。系列乙醇脱水、石蜡包埋、切片（切片厚
度为３μｍ），用于免疫荧光检查。

１．４　壁细胞 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶免疫荧光检测　胃黏
膜石蜡切片脱蜡、脱水后以３％过氧化氢孵育１５
ｍｉｎ消化内源性过氧化酶，０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４ＰＢＳ
液漂洗后以０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液微波抗原
修复（９８℃）３０ｍｉｎ，然后滴加１％小牛血清白蛋
白，室温孵育３０ｍｉｎ。加稀释比例为１２０００的鼠
抗猪 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶β亚单位单克隆抗体２Ｇ１１，

４℃孵育２４ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４ＰＢＳ液漂洗后加
稀释比例为１２００羊抗鼠荧光抗体 Ａｌｅｘａ４８８，

３７℃避光孵育５ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４ＰＢＳ漂洗、
烘干后以５０％甘油封片，分别行常规荧光显微镜检
查及ＣＬＳＭ观察。

１．５　壁细胞计数　根据荧光显微镜下和ＣＬＳＭ 下
的观察，参考Ｊｉａｎｇ等［４］的实验方法，把壁细胞分为
网格型、颗粒型和混合型。分泌相的壁细胞形态为
网格型，而静息期壁细胞形态为颗粒型。对各组大
鼠胃黏膜壁细胞进行计数，每只大鼠计算出１００个
壁细胞中处于分泌相的壁细胞总数。

１．６　统计学处理　所有实验数据均以珚ｘ±ｓ表示。
各组之间的比较采用方差分析，ＵＩ的比较采用两样
本比较的秩和检验。胃液ｐＨ与 ＵＩ、网格型壁细胞
数目之间的关系采用直线相关分析。

２　结　果

２．１　胃液ｐＨ值　ＮＳ４ｈ组胃液ｐＨ值较对照组
显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＮＳ８ｈ组胃液ｐＨ值较对照
组和ＮＳ４ｈ组均显著降低（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　大鼠胃液ｐＨ、胃黏膜ＵＩ以及网格样壁细胞数

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃｐＨ，ＵＩａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｒｅｔｉｃｕｌａｒｐａｒｉｅｔａｌｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
　　ｐＨ 　　ＵＩ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｒｅｔｉｃｕｌａｒｐａｒｉｅｔａｌ
ｃｅｌｌ（／１００）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．５９±０．２１ 　　 ４２．５±３．７０

ＮＳ４ｈ ２．２２±０．０５ １０．５±１．２９ ５５．５±３．４２

ＮＳ８ｈ １．３１±０．０６△△ ３４．３６±２．２２△ ６２．０±３．４６△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜

０．０１ｖｓＮＳ４ｈｇｒｏｕｐ
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２．２　胃黏膜组织病理变化及ＵＩ变化　光镜下对照
组大鼠胃黏膜表层上皮结构完整，腺体排列整齐，黏
膜层结构层次清楚。ＮＳ４ｈ组胃黏膜明显充血、水
肿，表层上皮细胞受损明显，有坏死、脱落，局部腺体
结构紊乱（图１Ａ）。ＮＳ８ｈ组黏膜明显出血、坏死，
大片状脱落，黏膜中断，溃疡形成（图１Ｂ）。

图１　噪声应激大鼠胃黏膜组织学改变

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｈｉｓｔｏｌｏｇｙ
ｉｎｎｏｉｓｅｓｔｒｅｓｓｅｄｒａｔｓ（ＨＥ，×１００）

Ａ：ＮＳ４ｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＳ８ｈｇｒｏｕｐ

　　对照组大鼠胃黏膜色泽红润，无充血、出血点以

及糜烂等损伤性改变。ＮＳ４ｈ组大鼠胃黏膜明显

充血，表面有少量血痂，腺胃部散在多数点状或线状

糜烂、出血，ＵＩ明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。ＮＳ８ｈ
组大鼠胃黏膜表面附有较多血痂，腺胃部弥漫性点

状或线状糜烂、出血，ＵＩ明显高于对照组（Ｐ＜
０．０１），也高于ＮＳ４ｈ组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

２．３　Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶标记免疫荧光染色观察结

果　大鼠胃黏膜荧光标记后ＣＬＳＭ 下胃黏膜观察

全层均分布有壁细胞，Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶β亚单位被

染为绿色，壁细胞形态分为网格型、颗粒型、混合状

三种类型，网格型细胞质中充满管状结构，而颗粒型

细胞质中充满颗粒样结构。网格型细胞是胃壁细胞

分泌相，而颗粒型是胃壁细胞静息相（图２Ａ）。荧光

显微镜下进行分泌相壁细胞计数，ＮＳ４ｈ组明显高

于对照组（Ｐ＜０．０１），ＮＳ８ｈ组明显高于对照组

（Ｐ＜０．０１）和ＮＳ４ｈ组（Ｐ＜０．０５）。结果分别见图

２Ｂ和图２Ｃ及表１。

图２　ＣＬＳＭ下各组大鼠壁细胞形态表现

Ｆｉｇ２　ＣＬＳＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｐａｒｉｅｔａｌｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐａｒｉｅｔａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅｔｉｃｕｌａｒ（ｌｏｎｇａｒｒｏｗ）ａｎｄｄｉｆｆｕｓｅｄ（ｓｈｏｒｔａｒｒｏｗ）；Ｂ：ＮＳ４ｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＮＳ８ｈｇｒｏｕｐ

２．４　胃液ｐＨ值与ＵＩ及分泌相壁细胞数目的关系

　经统计分析，大鼠胃液ｐＨ值与ＵＩ呈负相关（ｒ＝

－０．８５，Ｐ＜０．０５），与网格型壁细胞数目呈负相关

（ｒ＝－０．８９，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　噪声作为一种应激源，可以对人的身心健康产

生损害并引起胃肠功能紊乱［５］。强噪声可使大鼠的

胃溃疡恶化，并对其愈合有明显负面影响［６］。既往

报道，战时溃疡病的发病明显高于平时［７］。但是噪

声应激导致溃疡过程中，有关胃壁细胞泌酸功能的

具体变化的研究报道尚不多见。我们的实验表明，

强噪声急性应激可以导致大鼠急性胃黏膜损伤，并

且随应激时间延长，损伤程度加重。这与文献报道

一致。实验结果同时显示，噪声应激时，大鼠胃酸分

泌增加，并随应激时间延长，胃液ｐＨ 值降低，大鼠

胃液ｐＨ值与ＵＩ呈负相关（ｒ＝－０．８５，Ｐ＜０．０５），

与分泌相网格型壁细胞数呈负相关（ｒ＝－０．８９，

Ｐ＜０．０５）。说明壁细胞的激活状态与胃液酸度和胃

黏膜的损害程度密切，噪声应激中出现胃酸高分泌
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状态，胃酸的作用不可忽视。

　　壁细胞的主要功能是分泌盐酸。电镜下，壁细

胞有两种特征性的质膜系统，分泌小管和管泡系统，

其形态、数量和壁细胞的分泌状态有关［８］。分泌小

管由壁细胞的顶膜内陷形成，而胞质内存在管泡系

统。在管泡和分泌小管膜内均含有 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ
酶。壁细胞由静息转入分泌状态时，形态学上发生

显著变化。静息时可见胞质内管泡的数量很多，分

泌小管稀疏，受刺激后，管泡融合于分泌小管形成致

密的小管网络，从而使泌酸的有效面积增加，管泡数

量则大大减少。最近Ｊｉａｎｇ等［４］研究发现，荧光显微

镜下免疫荧光标记 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶后，网格型结构

对应于酸分泌活跃期的分泌小管，而颗粒型结构对

应于大量的微管泡系统，所以网格型壁细胞为具有

泌酸活性的壁细胞。胃酸分泌增加时，处于分泌状

态的壁细胞增多。壁细胞超微结构的变化可以反映

其泌酸活性。Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶由两个亚单位组成：

催化亚单位或α亚单位和β亚单位。本研究参考

Ｊｉａｎｇ等［４］的方法，免疫荧光标记 Ｈ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶β
亚单位。结果显示大鼠胃液ｐＨ值与分泌相壁细胞

数呈负相关（ｒ＝－０．８９，Ｐ＜０．０５）也证实了这一

点。实验结果中，大鼠胃液ｐＨ 值与 ＵＩ呈负相关，

说明噪声应激过程中，胃酸成高分泌状态，胃酸在溃

疡形成中的作用不可忽视。

　　壁细胞的泌酸活动涉及神经、体液、内分泌、旁

分泌、自分泌、神经内分泌等复杂活动，他们相互作

用，最终调节壁细胞的泌酸活动［９］。刘国实等［２］认

为噪声应激使大鼠Ｇ细胞分泌胃泌素增多，从而刺

激壁细胞产生过多胃酸，胃液ｐＨ 下降，Ｈ＋回渗增

多而产生溃疡。而李玉梅［１０］认为应激状态下壁细

胞分泌功能亢进是由于机体的神经内分泌功能紊

乱，迷走神经的兴奋性增高，直接刺激壁细胞或通过

肠神经系统对肠嗜铬样细胞（ＥＣＬ细胞）的影响，使

壁细胞兴奋所致。其具体机制有待进一步阐明。但

可以肯定的是，噪声应激同样通过影响神经内分泌

系统进而削弱胃黏膜保护机制，在此基础上胃酸等

攻击性因子增强作用导致黏膜损伤。

　　总之，本实验应用免疫荧光技术探讨了噪声应激

动物模型中壁细胞形态的变化和胃酸的作用，从细胞

学水平上证实噪声应激可引起胃酸分泌增加，胃酸在

噪声应激性溃疡形成中起重要作用，也为临床应用制

酸剂治疗和预防噪声应激性溃疡提供了依据。
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