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应激对大鼠胃黏膜黏液层ｐＨ梯度的影响
湛先保，李兆申，邹多武，许国铭 （第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察应激对大鼠胃黏膜黏液层ｐＨ 梯度的影响。方法：制作锑微电极，测定标准溶液的电位（ｍＶ）值，绘制

ｐＨｍＶ标准曲线。４０只大鼠随机均分为４组。对照组不施加应激，其他３组大鼠分别施加水浸束缚应激１、２和４ｈ后，以生

理盐水冲洗胃腔，以０．０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液酸化胃腔１０ｍｉｎ，取腺胃黏膜以锑微电极测定胃黏液层ｐＨ梯度。结果：锑微电极

在ｐＨ相同但组成不同的标准溶液中测定电位结果不同，但在同一组成的标准缓冲系统中ｐＨｍＶ呈直线相关。应激１ｈ组黏

液层ｐＨ梯度明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），黏液层胃腔侧ｐＨ明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），黏液层上皮侧ｐＨ与对照组无显著

的统计学差异；应激２ｈ组黏液层胃腔侧ｐＨ较对照组无明显差异，但明显高于应激１ｈ组（Ｐ＜０．０５），与对照组及应激１ｈ组

相比，黏液层上皮侧ｐＨ及ｐＨ梯度明显降低（Ｐ＜０．０１）；应激４ｈ组黏液层胃腔侧ｐＨ明显高于其他３组（Ｐ＜０．０５），黏液层

上皮侧ｐＨ较应激２ｈ组无明显变化，但明显低于应激１ｈ组及对照组（Ｐ＜０．０１），黏液层ｐＨ 梯度显著低于其他３组（Ｐ＜

０．０１）。结论：胃黏膜维持黏液层ｐＨ梯度的功能在应激早期明显增强，而应激后期明显减弱；应激后期胃黏膜上皮层ｐＨ明显

降低，提示黏膜上皮层明显酸化。
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　　胃黏膜处于高酸环境而不受损害与其分泌的

ＨＣＯ３－及黏液有关，黏液减慢 ＨＣＯ３－由黏膜组织

向胃腔及 Ｈ＋由胃腔向黏膜组织的弥散速率，形成

“黏液ＨＣＯ３－”屏障，表现为胃壁结合黏液层胃腔

侧ｐＨ 低而上皮侧ｐＨ 高的现象，即所谓ｐＨ 梯
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度［１３］。ｐＨ梯度是评价黏液ＨＣＯ３－屏障功能状态

和反映胃黏膜维持黏液ＨＣＯ３－屏障功能的综合指

标，体现了胃黏膜拮抗胃酸逆流和损伤的能力［４］。

本研究采用锑微电极技术检测应激状态下大鼠维持

胃黏膜表面结合黏液层ｐＨ梯度功能的变化。

１　材料和方法

１．１　实验材料　健康雄性ＳＤ大鼠（上海西普尔必

凯实验动物有限公司，体质量１８０～２２０ｇ），锑（纯度

９９．９９％）购自中国医药集团上海化学试剂供应站，

玻璃毛细管（ＧＧ１７，直径１．５ｍｍ，长度１０ｃｍ）购自

中国科学院上海生理所科达生物技术公司，２２２型

甘汞电极为上海电光器件厂产品，２ＸＡ型生物显微

镜为上海光学仪器厂产品，ｐＨ／ｍＶ／温度列表计为

ＣｏｌｅＰａｒｍｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔＣｏ．产品，微电极拉制仪为

日本ＮａｒｉｓｈｉｇｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔＬａｂ．产品。

１．２　ｐＨ２．０～８．０标准溶液的制备　以柠檬酸磷

酸缓冲系统配制ｐＨ２．０～７．０标准溶液；以０．１

ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲系统配制ｐＨ６．０～８．０标准溶液；

以盐酸生理盐水溶液（ＨＣｌＮＳ）配制ｐＨ２．０～５．０
标准溶液。所配溶液经玻璃ｐＨ电极校正。

１．３　锑微电极的制作　按照Ｃａｆｌｉｓｃｈ等［５］报道的

方法，将锑粒放入软质玻璃管中部，在煤气灯上烧

熔，并拉制出包裹锑的内径１．０ｍｍ的细玻璃管。

切取长度约１．０ｃｍ的细玻璃管，去除玻璃外壁，取

长度约３～４ｍｍ的锑芯放入ＧＧ１７毛细玻璃管中，

上下端各插入一直径１．０ｍｍ细铜丝，将锑芯固定

于毛细玻璃管中间，在微电极拉制仪上加热（电流为

１１Ａ，拉力为电极自身质量），拉出上下两根锑微电

极。在锑微电极玻璃管中填入石墨粉固定铜丝，最

后用树脂固定、固化。使用前将锑微电极尖端磨平，

在ｐＨ７．０缓冲液中过夜活化。

１．４　黏膜表面ｐＨ 梯度测定系统的构建　将生物

显微镜改制成微电极操纵仪，即将直径１００μｍ左右

的锑微电极及甘汞电极固定于显微镜物镜筒上，显

微镜微调旋钮每转１小格即相当于电极升降２μｍ。

胃黏膜标本置于铺在载物台的滤纸上，标本黏膜面

朝上，滤纸经生理盐水浸湿以作盐桥用。锑微电极

及甘汞电极经导线连接至ｐＨ／ｍＶ／温度列表计，记

录ｍＶ值。

１．５　标准曲线的制作　以上述ｐＨ 梯度测定系统

测定所配ｐＨ２．０～８．０标准溶液电位值，制作ｐＨ

ｍＶ标准曲线。

１．６　动物模型的制作和处理　４０只大鼠随机均分

为４组。各组大鼠经禁食２４ｈ、禁水１ｈ后，乙醚浅

麻醉状态下束缚于鼠板上。对照组不施加应激，其

他３组大鼠待清醒后浸入２０ｏＣ水中，水面平胸骨剑

突水平，分别浸泡１、２、４ｈ。

１．７　各组大鼠胃黏膜表面ｐＨ 梯度的测定　大鼠

应激后，以１％戊巴比妥钠１ｍｌ腹腔注射麻醉，剖

腹，结扎贲门及幽门，经胃底向胃内注入２ｍｌ生理

盐水冲洗胃腔后，取出胃内溶液，再以２ｍｌ０．０１

ｍｏｌ／ＬＨＣｌＮＳ溶液注入胃腔，１０ｍｉｎ后剖腹取出

胃，于腺胃前后壁近中央处避开明显病变处切取

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ组织块，应用构建的黏膜表面ｐＨ
梯度测定系统测定胃黏膜表面黏液层ｐＨ梯度。

１．８　统计学处理　采用ＳＡＳ６．１２统计分析软件，

各组ｐＨ 值以珚ｘ±ｓ表示，组间差异以方差分析检

验。

２　结　果

２．１　标准曲线　锑微电极在ｐＨ 相同但组成不同

的标准溶液中测定电位结果不同，但在同一组成的

标准缓冲系统中ｐＨｍＶ呈直线相关。经换算得斜

率为：ｐＨ２．０～７．０柠檬酸磷酸缓冲液２８～３４

ｍＶ／ｐＨ，ｐＨ６．０～８．００．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液４５

ｍＶ／ｐＨ，ｐＨ２．０～５．０ＨＣｌＮＳ溶液４８～６５ｍＶ／

ｐＨ（图１）。结果表明锑微电极所测电位值与ｐＨ值

呈正相关，可换算成ｐＨ值。

图１　不同缓冲液锑微电极ｍＶｐＨ标准曲线

Ｆｉｇ１　ｍＶｐＨｃｕｒｖｅｓｏｆａｎｔｉｍｏｎｙ

ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒｓ

２．２　酸化胃腔后各组大鼠黏液层胃腔侧ｐＨ、上皮

侧ｐＨ及黏液层ｐＨ梯度的变化　经０．０１ｍｏｌ／Ｌ
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ＨＣｌＮＳ酸化处理胃黏膜１０ｍｉｎ后，对照组大鼠胃

黏膜表面黏液层存在ｐＨ 梯度；应激１ｈ组黏液层

ｐＨ梯度明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），提示胃黏膜维

持黏液层ｐＨ梯度功能增强，黏液层胃腔侧ｐＨ明显

低于对照组（Ｐ＜０．０５），黏液层上皮侧ｐＨ与对照组

无显著的统计学差异；应激２ｈ组黏液层胃腔侧ｐＨ
较对照组无明显差异，但明显高于应激１ｈ组（Ｐ＜

０．０５），与对照组及应激１ｈ组相比黏液层上皮侧ｐＨ
及ｐＨ梯度明显降低（Ｐ＜０．０１）；应激４ｈ组黏液层胃

腔侧ｐＨ明显高于其他３组（Ｐ＜０．０５），黏液层上皮

侧ｐＨ较应激２ｈ组无明显变化，但明显低于应激１ｈ
组及对照组（Ｐ＜０．０１），提示上皮层发生酸化，黏液层

ｐＨ梯度显著低于其他３组（Ｐ＜０．０１），提示胃黏膜维

持黏液层ｐＨ梯度功能减弱。见表１。

表１　酸化胃腔后黏液层胃腔侧ｐＨ、上皮侧ｐＨ及黏液层ｐＨ梯度变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｌｕｍｉｎａｌｍｕｃｕｓｉｎｔｅｒｆａｃｅｐＨｖａｌｕｅｓ，ｍｕｃｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｉｎｔｅｒｆａｃｅｐＨｖａｌｕｅｓａｎｄｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｕｓｐＨｇｒａｄｉｅｎｔｓｏｆａｃｉｄｉｆｉｅｄｓｔｏｍａｃｈ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｌｕｍｉｎａｌｍｕｃｕｓ
ｉｎｔｅｒｆａｃｅｐＨｖａｌｕｅｓ

Ｍｕｃｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｉｎｔｅｒｆａｃｅｐＨｖａｌｕｅｓ

ＧａｓｔｒｉｃｍｕｃｕｓｐＨ
ｇｒａｄｉｅｎｔｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．５７±０．４２ ５．４４±０．７７ ２．８７±０．６３

１ｈｓｔｒｅｓｓ ２．３４±０．３８ ５．６０±０．７２ ３．２６±０．５８

２ｈｓｔｒｅｓｓ ２．７４±０．５０△ ４．２２±０．４３△△ １．４８±０．３２△△

４ｈｓｔｒｅｓｓ ３．３２±０．５３△▲ ４．１９±０．７５△△ ０．８７±０．４８△△▲▲

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１ｈｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ２ｈｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　１９７８年Ｃａｆｌｉｓｃｈ等［５］首先报道了用于组织内

ｐＨ测定的锑微电极技术，其原理为锑在水溶液中形

成稳定的氧化物（Ｓｂ２Ｏ３），与溶液中 Ｈ＋反应形成电

势，其电位差高低与 Ｈ＋活度（ｐＨ）成正比，在ｐＨ
１．０～８．０缓冲液中呈线性关系，可用于测定组织内

ｐＨ。本实验所制作的锑微电极在不同ｐＨ 标准系

统中，尽管读数与斜率不尽相同，但在同一缓冲系统

中，电位值与ｐＨ 值线性正相关，与文献报道一致，

因此可用于测定并反映组织ｐＨ 趋势。因 ＨＣｌＮＳ
接近黏液层内电解质组成，文献报道中多以其作为

标准ｐＨ参照系统。本实验以其作为标准ｐＨ参照

系统，测定的胃黏液层上皮侧ｐＨ明显低于ｐＨ７．０
的中性值，可能与参照系统、测定温度、ｐＨ／ｍＶ／温

度列表计阻抗等因素有关。

　　１９８１年 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等采用锑微电极技术首先证

实了当以０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌＮＳ酸化离体的兔胃黏

膜时胃黏液层存在ｐＨ 梯度，黏液层胃腔侧和上皮

侧ｐＨ值分别为２．３１±０．０４和７．２６±０．１５。此后许

多文献报道离体的人、兔、蛙胃黏膜及在体的兔、犬、

人胃黏膜表面存在ｐＨ梯度。目前一般认为胃黏液

层ｐＨ梯度与胃黏膜功能状态密切相关［３，６８］。文献

报道五肽胃泌素刺激最大胃酸分泌时，大鼠胃黏液

层ｐＨ 梯度仍存在，表明在最大泌酸状态下胃黏膜

仍可维持黏液层ｐＨ 梯度。胃黏膜损伤后，组织和

血浆内 ＨＣＯ３－漏入胃腔时有助于在胃黏液层重建

ｐＨ梯度。当用吲哚美辛（消炎痛）诱发胃黏膜损伤

时，可发现局部黏液层ｐＨ 梯度升高。损伤后黏膜

表面形成黏液帽，可形成较大ｐＨ梯度，即使在暴露

于０．１５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ情况下也能维持１ｈ。抑制前列

腺素合成或诱导胃黏膜血流降低可破坏ｐＨ 梯度。

在预实验中我们观察了胃黏膜未经０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＨＣｌＮＳ酸化情况下各组黏液层ｐＨ梯度，发现对照

组黏液层胃腔侧ｐＨ较高，黏液层ｐＨ梯度较低，而

应激各组黏液层胃腔侧ｐＨ及黏液层ｐＨ梯度差异

颇大，这是由于各组大鼠在不同应激强度下胃黏膜

分泌状态、胃腔内酸度、黏液组成及功能不同之故，

难以反映胃黏膜维持黏液层ｐＨ梯度的功能。因此

本实验在测定黏液层ｐＨ梯度前先以生理盐水冲洗

胃腔，去除腔内存在的胃酸，再以０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ

ＮＳ酸化胃黏膜，以使胃黏膜处于同等酸度刺激状

态，此时黏液层ｐＨ 梯度的变化可反映胃黏膜维持

黏液层ｐＨ梯度功能。

　　本实验发现对照组以０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ酸化胃

腔后，黏膜表面存在ｐＨ梯度。应激１ｈ组黏液层胃

腔侧ｐＨ低于对照组，系应激刺激酸分泌之故；黏液

层上皮侧ｐＨ 与对照组无显著差异，因而ｐＨ 梯度

略有升高，可能系自身保护现象。应激２ｈ组大鼠

胃腔侧ｐＨ较对照组升高，为血浆及组织液漏入胃
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腔并中和了灌注的 ＨＣｌ溶液所致；黏液层上皮侧

ｐＨ较对照组及应激１ｈ组降低，系酸逆流入上皮层

导致上皮层明显酸化之故；黏液层ｐＨ 梯度下降提

示胃黏膜维持ｐＨ梯度功能减弱。应激４ｈ组黏液

层胃腔侧ｐＨ 显著升高，可能为血浆及组织液漏入

胃腔加重所致；黏液层上皮侧ｐＨ明显降低，表明上

皮层明显酸化；黏液层ｐＨ 梯度降低至应激１ｈ组

３０％，表明胃黏膜维持黏液层ｐＨ 梯度功能明显减

弱。大体检查也发现应激２ｈ胃黏膜有糜烂等表

现，应激４ｈ胃黏膜病变加重、出血增加，提示血浆

及组织液渗出可能是改变黏液层ｐＨ的原因。

　　胃黏膜ｐＨ 梯度反映了黏液ＨＣＯ３－屏障的功

能，ｐＨ 梯度的维持需要正常的黏液凝胶层及

ＨＣＯ３－ ［８］。任何对这两方面有影响的因素均可能

破坏ｐＨ梯度。本实验结果直观地描述了应激状态

下胃黏膜维持“黏液ＨＣＯ３－”屏障功能的变化，其

机制可能与胃碱分泌或黏液层 Ｈ＋通透性变化有

关，需要进一步研究。
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《肿瘤用药与伽玛刀治疗》已出版

　　本书由李宏斌，戴德银主编，人民军医出版社出版，ＩＳＢＮ号９７８７５０９１０６４９５，大３２开，平装，３５８页，２９．２万字，定价

２９．００元。

　　本书共３篇１７章，第一篇介绍了４４种常见肿瘤的流行病学、临床表现、诊断要点、防治措施及临床用药；第二篇阐述了

１４０余种抗肿瘤药物的作用特点、适应证、用法用量、不良反应及注意事项；其中属于２００４年版《国家基本医疗保险和工伤保险

药品目录》的甲类和乙类品种分别用“甲类”、“乙类”，收载２００５年版《中华人民共和国药典》中的药品则以“典”字为代表，标注

于相应通用药名的右上角“［　］”中，便于读者快捷检查、参考。第三篇介绍了１７种常见肿瘤的伽玛刀治疗方法、照射剂量及

疗效评估，并附治疗前后对照彩图７５幅。全书内容丰富，资料翔实，图文并茂，对肿瘤诊断、治疗和预防具有重要参考价值，适

合临床医师、药师及相关专业人员阅读参考，亦可供肿瘤患者及其亲属求医问药时参阅。

　　本书由人民军医出版社市场部发行。

　　通讯地址：北京市１０００３６信箱１８８分箱，邮编：１０００３６
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