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　　［摘要］　目的　观察Ａ型肉毒毒素（ＢＴＸＡ）对大鼠食管下括约肌离体肌条自发性收缩及乙酰胆碱（ＡＣｈ）、Ｐ物质（ＳＰ）

引发的收缩增强是否存在抑制作用，并探讨其作用机制。方法　剪取食管下括约肌制备肌条并随机分为对照组、ＢＴＸＡ组、
ＡＣｈ组、ＡＣｈ＋ＢＴＸＡ组、ＡＣｈ＋阿托品组、ＳＰ组、ＳＰ＋ＮＫ１ 受体拮抗剂（ＡＰＴＬ）ＳＰ组、ＳＰ＋ＢＴＸＡ组，采用Ｂｉｏｌａｐ４２０Ｅ生物

机能实验系统记录肌条在不同条件下的收缩变化。结果　ＢＴＸＡ降低食管下括约肌自发性收缩张力及振幅（Ｐ＜０．０５）；
ＡＣｈ可增强食管下括约肌收缩张力及振幅（Ｐ＜０．０１），而ＢＴＸＡ、阿托品均可抑制ＡＣｈ的增强效应（Ｐ＜０．０１）；ＳＰ可增强食

管下括约肌收缩张力（Ｐ＜０．０１），其增强效应均可被ＢＴＸＡ、ＡＰＴＬＳＰ所抑制（Ｐ＜０．０１）。结论　ＡＣｈ、ＳＰ可增强食管下括
约肌的收缩能力，而ＢＴＸＡ可抑制其引发的收缩增强效应。
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有研究表明ＢＴＸＡ可抑制食管下括约肌（ｌｏｗｅｒｅ

ｓｏｐｈａｇｅａｌｓｐｈｉｎｃｔｅｒ，ＬＥＳ）的自发性收缩及电场刺激

引发的收缩增强［１２］。乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）、

Ｐ物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅＰ，ＳＰ）均参与调节ＬＥＳ收缩，可导

致食管体部正常蠕动消失及吞咽时 ＬＥＳ松弛不

良［３４］。本实验拟研究ＢＴＸＡ对ＡＣｈ、ＳＰ引发的ＬＥＳ
收缩是否存在抑制作用，并探讨其可能的机制。

１　材料和方法

１．１　材料　清洁级ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠９６只，体

质量２８０～３２０ｇ，雌雄不拘，由郑州大学医学院实验

动物中心提供。ＡＣｈ、阿托品（Ａｔｒｏｐｉｎｅ）、ＳＰ 和

ＮＫ１ 受 体 拮 抗 剂 ［ＤＡｒｇ１，ＤＰｈｅ５，ＤＴｒｐ７．９，

Ｌｅｕ１１］ＳＰ（ＡＰＴＬＳＰ）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；冻干

ＢＴＸＡ（１００Ｕ／安瓿，兰州生物制品研究所，－２０℃
闭光保存）；其余试剂均为国产分析纯。ＨＷ４００Ｓ
恒温平滑肌槽、Ｂｉｏｌａｐ４２０Ｅ生物机能实验系统（四川

成都泰盟科技有限公司）；ＪＨ２型张力传感器（北京

航天医学工程研究所）。

１．２　方法　实验前大鼠禁食１８～２４ｈ，饮水自由。

实验时叩击其头部致昏后剖腹，剪取食管下段及部

分胃底组织，沿长轴切开后剥离黏膜及结缔组织，于

食管和胃交界处偏上采用自制切割器剪取食管下括

约肌制备长８ｍｍ、宽２ｍｍ的肌条。肌条在１ｇ的

前负荷下温育于预充满３７℃ Ｋｒｅｂ液的恒温平滑肌

槽中，肌槽内持续供给９５％Ｏ２和５％ＣＯ２混合气体。

肌条温育３０ｍｉｎ后，以出现自发性收缩为标准作为

实验对象。以上述方法制备９６条ＬＥＳ肌条并随机

分为８组，每组１２条：（１）对照组，以离体平滑肌条

自发性收缩张力及振幅作为对照；（２）ＢＴＸＡ组，在

自发性收缩的条件下，加入ＢＴＸＡ（１０Ｕ／ｍＬ）后记

录３０ｍｉｎ；（３）ＡＣｈ组，在自发性收缩的条件下，加

入ＡＣｈ（１００μｍｏｌ／Ｌ）后记录３０ｍｉｎ；（４）ＡＣｈ＋

ＢＴＸＡ组，在自发性收缩的条件下，加入 ＡＣｈ（１００

μｍｏｌ／Ｌ）记录３０ｍｉｎ后，再加入 ＢＴＸＡ（１０Ｕ／

ｍＬ）记录３０ｍｉｎ；（５）ＡＣｈ＋Ａｔｒｏｐｉｎｅ组，在自发性

收缩的条件下，加入ＡＣｈ（１００μｍｏｌ／Ｌ）记录３０ｍｉｎ
后，再加入Ａｔｒｏｐｉｎｅ（１μｍｏｌ／Ｌ）记录３０ｍｉｎ；（６）ＳＰ
组，在自发性收缩的条件下，加入ＳＰ（１μｍｏｌ／Ｌ）后

记录３０ｍｉｎ；（７）ＳＰ＋ＡＰＴＬＳＰ组；（８）ＳＰ＋ＢＴＸＡ
组，在自发性收缩的条件下，加入ＳＰ（１μｍｏｌ／Ｌ）记

录３０ｍｉｎ后，分别加入 ＡＰＴＬＳＰ （１μｍｏｌ／Ｌ）或

ＢＴＸＡ（１０Ｕ／ｍＬ）再连续记录３０ｍｉｎ。采用Ｂｉｏ

ｌａｐ４２０Ｅ生物机能实验系统同步记录各组平滑肌条

收缩曲线，并测量收缩曲线对应的张力及振幅值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＢＴＸＡ抑制 ＡＣｈ引发的ＬＥＳ平滑肌收缩增

强　与对照组比较，ＢＴＸＡ组在加入ＢＴＸＡ后５

ｍｉｎ内 ＬＥＳ自发性收缩张力及振幅均出现降低

（Ｐ＜０．０５），持续记录３０ｍｉｎ未见收缩张力及振幅

回升；ＡＣｈ组ＬＥＳ平滑肌收缩张力及振幅增加（Ｐ＜
０．０１）。与 ＡＣｈ组比较，ＡＣｈ＋ＢＴＸＡ 组在加入

ＢＴＸＡ后ＬＥＳ平滑肌收缩迅速而持久地下降，表现

为收缩张力及振幅的下降（Ｐ＜０．０１）；ＡＣｈ＋Ａｔｒｏｐｉｎｅ
组在加入ＡＣｈ的拮抗剂Ａｔｒｏｐｉｎｅ后ＬＥＳ平滑肌收缩

张力及振幅也均下降（Ｐ＜０．０１），类似于ＡＣｈ＋ＢＴＸ

Ａ组加入ＢＴＸＡ后的作用效果。见表１。

表１　ＢＴＸＡ、ＡＣｈ对大鼠ＬＥＳ平滑肌收缩的作用

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＴＸＡａｎｄＡＣｈｏｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｓｔｒｉｐｓ

ｏｆｌｏｗｅｒｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｐｈｉｎｃｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏ

ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，ｍ／ｇ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｅｎｓｉｏｎ Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．２１±０．０３ ０．６５±０．０５
ＢＴＸＡ １．０７±０．０２ ０．４６±０．０４

ＡＣｈ ２．１３±０．０６ １．０７±０．０７

ＡＣｈ＋ＢＴＸＡ １．２７±０．０２△△ ０．５１±０．１１△△

ＡＣｈ＋Ａｔｒｏｐｉｎｅ １．１９±０．０５△△ ０．５０±０．０４△△

　ＢＴＸＡ：ＢｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｔｙｐｅＡ；ＡＣｈ：Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ；Ｐ＜

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

２．２　ＢＴＸＡ抑制ＳＰ引发的 ＬＥＳ平滑肌收缩增

强　在ＬＥＳ平滑肌自发性收缩状态下，ＢＴＸＡ组在加

入ＢＴＸＡ后ＬＥＳ自发性收缩张力及振幅与对照组比

较下降（Ｐ＜０．０５），持续记录３０ｍｉｎ收缩波形未见明

显改变，提示ＢＴＸＡ可抑制ＬＥＳ自发性收缩。与对

照组比较，ＳＰ组 ＬＥＳ平滑肌收缩张力增加（Ｐ＜
０．０１），而振幅变化不明显，连续记录３０ｍｉｎ内波形未

见明显变化；再加入ＳＰ特异性拮抗剂ＡＰＴＬＳＰ后，

ＬＥＳ平滑肌收缩波形幅度降低，表现为收缩张力下降

（Ｐ＜０．０１）。ＳＰ＋ＢＴＸＡ组与ＳＰ组比较，ＬＥＳ平滑

肌收缩张力及振幅均降低（Ｐ＜０．０１），且持续记录３０

ｍｉｎ内ＬＥＳ收缩波形未见变化。见表２。
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表２　ＢＴＸＡ、ＳＰ对大鼠ＬＥＳ平滑肌收缩的作用

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＴＸＡａｎｄＳＰｏｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｓｔｒｉｐｓ

ｏｆｌｏｗｅｒｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｐｈｉｎｃｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏ

ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，ｍ／ｇ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｅｎｓｉｏｎ Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．２１±０．０３ ０．６５±０．０５
ＢＴＸＡ １．０７±０．０２ ０．４６±０．０４

ＳＰ １．６９±０．０４ ０．７２±０．０７
ＳＰ＋ＡＰＴＬＳＰ １．１８±０．０６△△ ０．６４±０．０４
ＳＰ＋ＢＴＸＡ １．２４±０．０３△△ ０．４３±０．０３△△

　ＢＴＸＡ：Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎｔｙｐｅ Ａ；ＳＰ：Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ；

ＡＰＴＬＳＰ：［ＤＡｒｇ１，ＤＰｈｅ５，ＤＴｒｐ７，９，Ｌｅｕ１１］ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

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

ＳＰｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　贲门失弛缓症是以食管体部正常蠕动功能丧失

及ＬＥＳ不能松弛或松弛不完全为特征的食管运动

功能障碍性疾病，目前多认为贲门失弛缓症属于神

经源性疾病［５］。ＬＥＳ紧张度源于并依赖于肠神经系

统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）的调控协调作用，

ＬＥＳ的兴奋主要是由 ＡＣｈ介导，ＳＰ同样参与了

ＬＥＳ的兴奋，而ＬＥＳ的松弛是由多种神经递质相互

影响而产生的［３，５］。ＥＮＳ内抑制性神经元受损，导致

其分泌的抑制性神经递质减少［６］；而ＥＮＳ释放的兴

奋性神经递质ＡＣｈ、ＳＰ则相对增多，ＬＥＳ的兴奋性

占优势，导致ＬＥＳ的松弛不良、痉挛［７］。

　　研究发现，ＢＴＸＡ既可选择性地作用于横纹肌

外周胆碱能神经末梢，抑制其ＡＣｈ释放而产生肉毒

效应［１］，还可抑制大鼠离体ＬＥＳ、胃体、胃底平滑肌

自发性收缩及电场刺激引发的收缩增强［２，８］。ＢＴＸ

Ａ对胃肠平滑肌收缩的机制目前尚不明确，推测可

能与ＢＴＸＡ通过肉毒效应破坏或阻断突触前膜囊

泡释放ＡＣｈ、ＳＰ有关。本研究以外源性ＡＣｈ、ＳＰ作

用于 ＬＥＳ平滑肌的收缩，观察 ＢＴＸＡ 是否抑制

ＡＣｈ、ＳＰ引发的ＬＥＳ收缩增强，同时以 ＡＣｈ、ＳＰ特

异性的拮抗剂 Ａｔｒｏｐｉｎｅ、ＡＰＴＬＳＰ作为对比，结果

显示ＢＴＸＡ可抑制 ＡＣｈ、ＳＰ引发的 ＬＥＳ收缩增

强，拮抗效果类似Ａｔｒｏｐｉｎｅ、ＡＰＴＬＳＰ的作用。

　　外源性ＡＣｈ可扩散到达突触后膜，与其特异性

Ｍ型胆碱受体结合而发挥增强平滑肌收缩的作用，

Ａｔｒｏｐｉｎｅ可竞争性地与 Ｍ 型胆碱受体结合而阻断

ＡＣｈ增强ＬＥＳ收缩的效用［９］；本研究发现ＢＴＸＡ同

样可抑制ＡＣｈ的兴奋作用，与Ａｔｒｏｐｉｎｅ效用类似，推

测ＢＴＸＡ对平滑肌突触后膜同样存在抑制效用，作

用类似于Ａｔｒｏｐｉｎｅ与Ｍ型胆碱受体的竞争性结合，或

通过肉毒效用直接破坏突触后膜上的 Ｍ型胆碱受体

空间结构。外源性ＳＰ经扩散通过突触间隙与突触后

膜上的ＮＫ１受体结合，进而激活Ｃａ２＋通道，促进Ｃａ２＋

内流，引发平滑肌收缩增强，ＡＰＴＬＳＰ通过竞争性地

与ＮＫ１受体结合阻断ＳＰ作用［９］。在ＳＰ＋ＢＴＸＡ组，

ＳＰ增强ＬＥＳ收缩能力被抑制，推测ＢＴＸＡ作用可能

类同于ＡＰＴＬＳＰ竞争性地阻断ＳＰ与后膜ＮＫ１受体

的结合而发挥效用，或通过肉毒效应直接破坏ＮＫ１受

体空间结构而发挥抑制作用。ＢＴＸＡ的效用类似

Ａｔｒｏｐｉｎｅ、ＡＰＴＬＳＰ，提示其可抑制后膜的去极化而发

挥作用，但其作用机制尚需进一步证实。
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