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　　［摘要］　目的　研究２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）致肠炎大鼠的背根神经节（ＤＲＧ）神经元电生理特性，为更全面地了解

炎症性肠病（ＩＢＤ）提供借鉴。方法　ＳＤ大鼠（雄性，体质量１６０～２００ｇ）随机分为实验组和对照组，实验组（狀＝５）给予３０％

ＴＮＢＳ溶液（剂量４０ｍｇ／ｋｇ）灌肠，对照组（狀＝５）给予等效体积的生理盐水灌肠。在灌肠的第８天（炎症急性期）处死大鼠，对

其结肠进行 ＨＥ染色，以确定造模是否成功；取其ＤＲＧ神经元用全细胞膜片钳技术分析其电生理特性。结果　实验组大鼠

体质量降低（犘＜０．００１），ＨＥ染色示肠黏膜腺体结构严重破坏，炎性细胞浸润明显，表明造模成功。ＴＮＢＳ致肠炎后大鼠

ＤＲＧ神经元动作电位的阈电流降低（犘＜０．０５）。结论　ＴＮＢＳ致肠炎后大鼠ＤＲＧ神经元兴奋性增高。
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　　炎症性肠病（ＩＢＤ）是一种以复发缓解为特征的

慢性肠道炎症性疾病，主要包括克罗恩病（ＣＤ）和溃

疡性结肠炎（ＵＣ）
［１３］。ＣＤ呈现多病灶透壁性的炎

症，可见于胃肠道的任何部位，而溃疡性结肠炎病变

主要发生于结肠和直肠，炎症呈连续性，集中在黏膜

层［４］。炎症性肠病临床表现复杂多样，常见症状有

反复的腹痛、腹泻、黏液血便、体质量减轻等。

肠炎动物模型在研究过程中不可或缺。尽管

ＩＢＤ存在多种动物模型，但是化学试剂诱导的肠炎

模型因造模方便、快捷而被广泛应用。常见的肠炎

诱导剂包括２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）、口恶唑酮

（ｏｘａｚｏｌｏｎｅ）和葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ）
［５］。与ＩＢＤ特

征一致，化学试剂诱导的肠炎模型内脏敏感性增高、

肠道动力改变［６９］，而这些改变通常认为与肠道炎症
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引起的肠道内在神经丛及内脏感觉传入通路发生改

变有关，包括分布于肠壁内感受多种刺激的受体、初

级传入感觉神经元及存在于中枢的传入通路。本实

验利用ＴＮＢＳ肠炎模型对ＩＢＤ发病时传入神经元的

电生理特性进行了初步探索，以期更全面地了解

ＩＢＤ，为进一步探索肠道神经系统与肠炎的关系奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　动物分组及试剂　成年雄性ＳＤ大鼠，体质量

１６０～２００ｇ，动物许可证号：５０７９３７１２，购自上海西

普尔必凯实验动物有限公司，所有的动物随机分为

两组，每组５只。ＴＮＢＳ、Ｌ１５培养液、胎牛血清蛋白

（ＢＳＡ）、胰酶、层黏蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ）购自美国Ｓｉｇｍａ

公司，Ⅱ型胶原酶、Ｈａｎｋ’ｓ平衡盐溶液购自美国

ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。

１．２　动物模型的建立　利用ＴＮＢＳ灌肠建立肠炎

模型［５］。按４０ｍｇ／ｋｇＴＮＢＳ的用量来计算的３０％

ＴＮＢＳ溶液的体积，将１ｍＬ注射器连接８ｃｍ长的

细塑料管，吸取计算好的ＴＮＢ量，将细塑料管缓慢

插入大鼠肛门７ｃｍ，缓慢推注药物，缓慢取出塑料管

后保持大鼠头向下６０ｓ。

１．３　炎性指标测定　在ＴＮＢＳ或生理盐水灌肠后，

连续监测大鼠体质量及粪便性状变化。第８天处死

大鼠，取其结肠标本进行 ＨＥ染色，确定肠炎造模

是否成功，剔除肠炎造模失败个体。成功的肠炎模

型鼠在应用ＴＮＢＳ后体质量显著下降，疾病活动指

数（ＤＡＩ）显著升高，ＨＥ染色可见明显炎性细胞浸

润。ＤＡＩ评分规则如下
［１０］：体质量无减轻，或粪便

呈正常粒状，或无便血计０分；体质量下降≤５％计１

分；体质量下降＞５％且≤１０％，或粪便松软（有黏性

但不黏到肛门周围），或粪便带血计２分；体质量下

降＞１０％且≤２０％计３分；体质量下降＞２０％，或稀

便（水样便，可黏于肛门周围），或便血计４分。ＤＡＩ

评分为体质量变化、粪便性状及粪便带血情况３个

参数评分总和除以３所得。

１．４　背根神经节（ＤＲＧ）神经元分离培养　将大鼠

轻度麻醉后快速断头致死，取出ＤＲＧ，置于Ｌ１５培

养液中，将神经节分离干净后置于 ２ ｍＬ 含有

１．５ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶和６ｍｇ／ｍＬＢＳＡ的无钙无

镁 Ｈａｎｋ’ｓ平衡盐溶液中。在３７℃的恒温下孵育

３０ｍｉｎ。然后将神经节置于２ｍＬ含１ｍｇ／ｍＬ的胰

酶中，在３７℃下孵育１０ｍｉｎ。然后用１ｍＬ培养液

（由含有 １０％ ＢＳＤ、５０ｎｇ／ｍＬ 神经 生长 因子、

２ｍｇ／ｍＬ ＮａＨＣＯ３、５．５ ｍｇ／ｍＬ 葡 萄 糖 溶 液、

２００μｇ／ｍＬ青霉素和２００μｇ／ｍＬ链霉素的Ｌ１５培

养液组成）轻轻吹打直至将神经节分离成单个细胞，

将这些细胞８００ｒ／ｍｉｎ离心（离心半径８ｃｍ）２ｍｉｎ，

弃去上清，用适量培养液重悬，铺在用１０μｇ／ｍＬ

ｌａｍｉｎｉｎ预先涂过的３５ｍｍ 的平皿上。在含有５％

ＣＯ２ 的３７℃的恒温箱中孵育，１ｈ后每个平皿中加

入３７℃预热的培养液１ｍＬ，放在含有５％ ＣＯ２ 的

３７℃的恒温箱中孵育４ｈ后用于膜片钳记录。

１．５　记录电极　采用软质中性无芯苏打玻璃管，外

径１．５ｍｍ，内径１．３ｍｍ。购买的玻璃微电极先在

超声仪内用洗洁精进行处理，以除去杂质、灰尘和油

脂，然后用自来水彻底冲洗干净，再用蒸馏水冲洗，

最后在１８０℃烤箱内烤干。经处理后的玻璃微管密

封保存以防止灰尘污染。使用时用ＰＣ１０拉制仪两

步拉制成尖端１～２μｍ的微电极。拉制的电极尖端

形状应不锐利，尖颈部尽量粗短，即电极尖部短些。

微电极充灌电极内液后进入灌流液时阻抗即电极电

阻约为２～５ＭΩ。

１．６　全细胞膜片钳记录　采用常规高阻抗封接的

全细胞记录方式。从ＣＯ２ 孵箱中取出载有细胞的平

皿，用细胞外灌流液进行灌流，灌流速度为１～

２ｍＬ／ｍｉｎ。在倒置显微镜下选取合适的细胞，放置

好给药头，通过 ＭＰ２２５显微操纵仪将玻璃微电极

以４５°角轻轻推向细胞表面，观察封接电阻的变化。

在电极进入液面前，通过注射器向记录电极施加一

正压（约２０ｍｍＨ２Ｏ，１ｍｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ），防止

气液界面上积聚的灰尘或溶液中的粒子附着在电极

尖端而妨碍紧密封接的形成。

当记录电极接触细胞表面时，可观察到窗口显

示封接电阻突然增加。此时迅速放掉开始所加正

压，根据需要通过注射器施加一负压 （约 ２～

３ｍｍＨ２Ｏ），使电极和细胞膜表面形成紧密封接，封

接阻抗升至ＧΩ级时表明封接形成。加上－６０ｍＶ

的钳制电压，利于高阻封接的形成并补偿电极电容。

此时用建立贴附式记录方法来记录电极腔正下方膜



第５期．孟双平，等．２，４，６三硝基苯磺酸致肠炎大鼠背根神经节神经元电生理特性 ·４７３　　 ·

片上的单个（或几个）通道电流。待细胞稳定以后，

向电极内施加较大负压（约１００ｍｍＨ２Ｏ）则可吸破

电极腔正下方的膜片，有时也可用电极腔下膜片施

加持续的短周期、大强度的单个脉冲来打破膜片的

方法（ＺＡＰ法）
［１１］。采用细胞记录模式记录细胞膜

的跨膜电容电流，并补偿这一电容电流和串联电阻

所造成的电压降。观察细胞的电压门控和化学门控

离子通道的全细胞电流。全细胞记录通常维持

２０ｍｉｎ左右，实验温度为２２～２５℃。使用ｐＣＬＡＭＰ

９．２系列软件采集及处理数据。

１．７　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１软件进行统计分

析，所有数据均以珚狓±狊表示。体质量、ＤＡＩ评分用

双因素多水平重复测量资料的方差分析进行比较，

将每只大鼠所有记录的ＤＲＧ神经元数据求均值作

为各只大鼠的电生理指标，再采用独立样本狋检验

进行组间比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＮＢＳ灌肠成功建立了ＩＢＤ模型　ＴＮＢＳ灌

肠组（狀＝５）与生理盐水灌肠组（狀＝５）相比，从第２

天起，动物体质量显著降低（图１Ａ，犘＜０．０１），ＤＡＩ

评分显著增高（图１Ｂ，犘＜０．０１），ＨＥ染色示肠黏膜

腺体结构严重破坏，炎性细胞浸润明显（图１Ｃ）。以

上结果说明ＩＢＤ大鼠模型建立成功。

图１　犜犖犅犛灌肠成功建立炎症性肠病模型

犉犻犵１　犚犪狋犐犅犇犿狅犱犲犾犻狀犱狌犮犲犱犫狔犻狀狋狉犪犮狅犾狅狀犻犮犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀狅犳犜犖犅犛

ＩＢＤ：Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ；ＴＮＢＳ：２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ．Ａ，Ｂ：Ｂｏｄｙｍａｓｓｒａｔｉｏ（ＢＭＲ）ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＤＡＩ）ｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓａｆｔｅｒＴＮＢＳｏｒｓａｌｉｎｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ

ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ．狀＝５，珔狓±狊．Ｃ，Ｄ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈＴＮＢＳｇｒｏｕｐ（Ｄ）ｓｈｏｗｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ

ｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ（ａｒｒｏｗ）ａｎｄｄｅｓｔｒｏｙｅｄｇｌａｎｄｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｃ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＴＮＢＳ致肠炎大鼠ＤＲＧ神经元电生理特性　

生理盐水灌肠组的动作电位阀电流为（２２６．０±

１８．１）ｐＡ，ＴＮＢＣ 灌肠组的动作电位阀电流为

（１１９．５±２８．６）ｐＡ。与生理盐水灌肠组（狀＝５）相

比，ＴＮＢＳ灌肠组（狀＝５）大鼠ＤＲＧ（Ｌ４Ｓ１）神经元动

作电位的阈电流（ＡＰｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｕｒｒｅｎｔ）减小（犘＜

０．０５），神经元膜电位（Ｖｍ）、膜电容（Ｃｍ）、膜电阻

（Ｒｍ）、在双倍阈电流刺激下产生动作电位的频率、
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动作电位幅值及动作电位时程差异均无统计学意

义。图２为 ＴＮＢＳ致肠炎组与生理盐水对照组

ＤＲＧ神经元动作电位原始图。

图２　犜犖犅犛致肠炎组与生理盐水对照组犇犚犌

神经元动作电位原始图

犉犻犵２　犗狉犻犵犻狀犪犾犻犿犪犵犲狊狅犳犇犚犌狀犲狌狉狅狀犪犮狋犻狅狀狆狅狋犲狀狋犻犪犾狊

犻狀犜犖犅犛犻狀犱狌犮犲犱犮狅犾犻狋犻狊犪狀犱狊犪犾犻狀犲犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊

ＤＲＧ：Ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ；ＴＮＢＳ：２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ

３　讨　论

肠炎可引起腹痛、肠道高敏感和肠动力改变，其

潜在机制涉及肠炎引起的肠神经系统（内在神经系

统和外来神经系统）的改变［１２］。本实验在ＴＮＢＳ诱

发肠炎的基础上，应用全细胞膜片钳技术对肠炎大

鼠的初级传入神经元（ＤＲＧ神经元）电生理特征进

行了初步分析，探究肠炎对神经传入通路的影响。

ＴＮＢＳ肠炎模型被大量应用于研究炎症性肠

病，是经典的ＩＢＤ模型。研究表明，ＴＮＢＳ肠炎主要

是由Ｔｈ１细胞介导的肠炎
［１３］，与克罗恩病的病理状

态更为接近。实验中我们利用 ＴＮＢＳ建立肠炎模

型，记录了大鼠腰骶段（Ｌ４Ｓ１）ＤＲＧ神经元的被动

电特性和动作电位特性。结果显示与生理盐水灌肠

组相比，ＴＮＢＳ灌肠组大鼠ＤＲＧ神经元 Ｖｍ、Ｃｍ、

Ｒｍ改变差异均无统计学意义；神经元动作电位的

阈电流减小，在双倍阈电流刺激下产生动作电位的

频率、动作电位时程及动作电位幅值差异均无统计

学意义，说明ＴＮＢＳ致肠炎后大鼠ＤＲＧ神经元兴

奋性增高，这种变化可能是肠炎引起的腹痛腹泻、肠

道高敏感和肠动力改变的原因之一。先前也有研究

证实ＴＮＢＳ所致肠炎可使小鼠及豚鼠ＤＲＧ神经元

兴奋性增高［１４１５］。还有文献报道，肠炎不仅可使初

级传入神经元兴奋性增高，而且可以引起肠内神经

元兴奋性增高，也可易化肠内神经环路神经突触传

递［１２］。

对于ＴＮＢＳ致肠炎后引起ＤＲＧ神经元电生理

特性变化的具体分子机制有待进一步研究。有文献

表明ＴＮＢＳ致炎后大鼠Ｃａ（ｖ）３．２ＴｔｙｐｅＣａ
２＋通道

表达上调，在介导肠腔内硫化氢引起的感觉神经兴

奋作用上发挥了主要作用［１６］。其他涉及这一现象

的分子还包括 ＤＲＧ神经元上的特定蛋白，如 ＴＲ

ＰＶ１、ＴＲＰＡ１、ＴＲＰＶ４通道蛋白
［１２］和降钙素基因相

关肽（ＣＧＲＰ）
［１７］。在现有的肠炎模型中，不论是通

过基因修饰诱导的自发性肠炎还是通过化学试剂诱

发的肠炎，其原理均涉及直接诱发免疫缺陷或形成

自身免疫反应进而引发肠炎，ＴＮＢＳ肠炎就是利用

半抗原ＴＮＢＳ结合肠道蛋白后形成完全抗原而诱发

免疫炎症反应的。这些模型对于研究炎症性肠病的

特征、影响因素及治疗是比较适用的，而对于研究

ＩＢＤ的发病或复发过程，包括始动因素、传动因素等

发病早期机制存在先入为主的缺陷。所以长期以来

关于ＩＢＤ的发病通常认为是基因、肠道环境或肠道

微生物、肠道细胞（包括肠上皮细胞、免疫细胞、间质

细胞）综合作用的结果；关于肠炎与神经系统的关系

往往只能阐述肠炎对于神经系统的影响。而神经细

胞作为广泛存在于肠道中的细胞之一，在ＩＢＤ发生

发展中的作用研究甚少，所知有限。包括本实验也

只是能反映在ＩＢＤ发生后作为一级传入神经元的

ＤＲＧ神经元所发生的变化。基于这种构想，我们提

出假说，即神经系统或肠道神经元的结构或功能改

变触发或参与了ＩＢＤ的发生或发展，还有待进一步

的实验研究予以证实。

本实验通过全细胞膜片钳技术证实了ＴＮＢＳ诱

发肠炎可使大鼠的初级传入神经元（ＤＲＧ神经元）

兴奋性增高，从电生理特征的角度明确了肠炎对初

级传入神经元的影响，为肠炎发生时肠道功能的改

变提供了依据。然而肠炎发生时肠道敏感性增高、

肠道动力改变除了与神经传入通路的改变有关，其

他因素可能还包括肠道神经胶质细胞、肠道间质

Ｃａｊａｌ细胞、肠道平滑肌细胞、肠道上皮细胞、肠道血

管床等结构或功能的改变。

４　利益冲突

所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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