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Abstract
AIM: To study the visceral sensitivity by 
rectal balloon distension and expression of 
5-hydroxy-tryptamine (5-HT) and c-fos in 
the spinal dorsal horn of a rat model with 
constipation-predominant irritable bowel 
syndrome (C-IBS). 

METHODS: The rat model was established by 
intragastric injection with ice-cold water (0–4℃). 
The perception thresholds and the number of 
abdominal withdrawal reflexes (AWRs) were 
recorded during rectal balloon distention in or-
der to evaluate visceral sensitivity in the model 
group (A, n = 10) and control group (B, n = 10). 
Expression of 5-HT and c-fos in the spinal dorsal 
horn was shown by immunohistochemical stain-
ing, and analyzed semi-quantitatively by com-
puterized color image analyzer using immuno-
reactive areas and optical density (OD). The sta-
tistical difference of the OD and immunoreactive 

areas between the two groups was examined by 
t test. 

RESULTS: The perception threshold in group A 
was slightly higher than that in group B during 
rectal balloon distention, but there was no sig-
nificant difference (0.59 ± 0.09 vs 0.57 ± 0.13, P > 
0.05). The number of AWRs to the lower balloon 
content (1.0 mL) was much lower in group A 
than in group B (10.3 ± 3.3 vs 18.3 ± 5.5, P < 0.05), 
although no difference was found to the higher 
balloon content (1.5 and 2.0 mL). Immunoreac-
tive area and OD of 5-HT- and c-fos-positive 
neurons and fibers in group A were significantly 
higher than those in group B (5-HT immunore-
active area, 146.5 ± 15.1 vs 109.3 ± 18.5; 5-HT OD, 
45826 ± 2563.2 vs 29358 ± 8965.5; c-fos immu-
noreactive area, 125.4 ± 23.3 vs 88.7 ± 23.2; c-fos 
OD, 46258 ± 4642 vs 33238 ± 4587; all P < 0.05). 

CONCLUSION: The model of C-IBS has a de-
creased visceral sensitivity to rectal balloon 
distention. The increased expression of 5-HT 
and c-fos in the spinal dorsal horn is probably 
involved in the process.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Visceral sen-
sitivity; 5-hydroxytryptamine; c-fos
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摘要
目的: 探讨便秘型肠易激综合征(C-IBS)大鼠
模型对直肠球囊扩张的内脏敏感性改变和脊
髓背角5-羟色胺(5-HT)、c-fos的分布和异常
表达. 

方法: C-IBS大鼠模型组应用冰水ig方法建立
(A组, n  = 10), 和正常对照大鼠(B组, n  = 10). 
所有大鼠给予直肠内球囊扩张, 检测球囊扩张
引起腹部收缩反射的最小容量阈值及球囊不

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)患者对直肠
球囊扩张刺激的
内脏敏感性异常
是其重要的病理
生理机制 ,  可能
牵涉外周神经和
中枢神经系统结
构和神经递质异
常 .  本研究应用
I B S大鼠模型研
究直肠球囊扩张
刺激对模型脊髓
背角5-HT及c-fos
表达的影响, 探讨
5-HT和c-fos在脊
髓水平对内脏敏
感性调节的可能
机制. 
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同容量扩张时腹部收缩反射的次数. 腰骶段脊
髓背角5-HT和c-fos表达应用免疫组织化学染
色及计算机图像分析系统半定量进行分析. 

结果: 直肠内球囊扩张时, A组引起腹部收缩
的最小容量阈值略高于B组, 无明显统计学差
异(0.59±0.09 vs  0.57±0.13, P >0.05). 直肠球
囊扩张体积1.0 mL时A组腹部收缩反射次数
低于B组(10.3±3.3 vs  18.3±5.5, P <0.05); 体
积1.5和2.0 mL高容量扩张时两组无明显差异
(P >0.05). A组腰骶段脊髓背角5-HT、c-fos阳
性神经组织的面积均明显高于B组(5-HT面积: 
146.5±15.1 vs  109.3±18.5; 5-HT OD: 45826
±2563.2 vs  29358±8965.5; c-fos面积: 125.4
±23.3 vs  88.7±23.2; c-fos OD: 46258±4642 
vs  33238±4587; 均P <0.05).

结论: C-IBS大鼠模型存在对直肠球囊扩张的
内脏敏感性异常, 脊髓背角5-HT、c-fos的异
常表达可能参与C-IBS大鼠内脏敏感性异常
的调节.

关键词: 肠易激综合征; 内脏敏感性; 5-羟色胺; 

c-fos
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
指腹痛或腹部不适同时伴有排便异常为特征的

一种功能性肠病, 目前IBS的病因和发病机制

尚不清楚, 其中对直肠球囊扩张刺激的内脏敏

感性异常被认为是IBS重要的病理生理机制[1-4]. 
5-HT是一种重要的神经递质, 在外周和中枢对

内脏感觉传递和调节方面起重要作用, 一些研

究显示IBS与5-HT异常有一定的关系[5-7]. 本研究

通过观察C-IBS大鼠直肠球囊扩张后脊髓背角

5-HT及c-fos异常表达, 探讨5-HT和c-fos在脊髓

水平对内脏敏感性调节的可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 4周龄的♂Wista r大鼠20只, 体质量

120-150 g, 军事医学科学院实验动物中心提供. 
兔抗大鼠c-fos抗体、兔抗人5-HT多克隆抗体、

生物素标记羊抗兔IgG、辣根过氧化物酶标记的

链霉卵蛋白及DAB显色剂均购自北京中山生物

技术有限公司. Olympus CX40光学显微镜, 德国

Braun公司8F导尿管, 导管直径2 mm, 球囊最大

容量3 mL, 最大直径2 cm, 用作直肠内球囊扩

张导管. 直径6 cm鼠固定器, 日本ICM株式会社

制作.
1.2 方法 大鼠20只随机分为2组, 模型组(A组)10
只, 采用本研究小组彭丽华 et al [8]冰水ig法建立

C-IBS大鼠模型. 每日给予0-4℃冰水灌胃1次, 2 
mL/只, 共14 d, 停止灌胃后正常饲养. 正常对照

组(B组)10只, 每日正常饲养. 第28天肠球囊扩张

后处死大鼠并制备组织标本.
1.2.1 内脏敏感性测定 第28天, 2组大鼠分别于

清醒状态下放入鼠固定器内, 限制大鼠的各项

活动, 但可观察到腹部收缩反射. 将Braun 8F带
气囊导尿管外涂石蜡油后经肛门插入, 气囊末

端距肛门1 cm. 用4号手术缝线在导尿管平肛门

外缘水平打结固定于鼠尾, 相隔2 cm处同样方法

固定. 15 min后大鼠适应环境呈安静状态, 经导

尿管外口向球囊内注入常温水(26-28℃生理盐

水)扩张. 记录引起大鼠腹部收缩反射(AWR)的
最小注水量为最小容量阈值. 重复扩张3次, 每
次间隔15 min, 以3次扩张测得的最小容量阈值

的均值为该鼠直肠扩张引起腹部收缩反射的最

小容量阈值. 测定阈值后第2天, 分别测定注水

量为1.0, 1.5和2.0 mL时3 min内AWR次数, 每次

间隔30 min. 采用引起大鼠AWR的最小容量阈

值和直肠内球囊不同容量扩张时3 min内大鼠

AWR的次数评价大鼠对直肠内扩张刺激的内脏

敏感性.
1.2.2 标本制备及免疫组化染色 2组大鼠直肠

内球囊扩张结束1 h后, 给予大鼠ip 200 g/L乌拉

坦2 mL/只处死动物, 心脏穿刺插管至主动脉根

部, 剪破右心耳, 生理盐水200 mL经左心室和

升主动脉快速灌注冲洗, 待冲洗液清亮后予40 
g/L甲醛250 mL灌注固定. 取大鼠的脊髓腰骶段

(L5-S2)以40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋. 脊髓

进行连续切片, 片厚2 μm, 隔5张取1张. 每例每

部位取2张, 置于经APES(3-氨丙基三乙氧基硅

烷)防脱片剂处理的载玻片上, 烤箱56℃ 60 min
以使切片紧密黏附. 应用工作浓度为1∶100稀
释的兔抗5-HT和c-fos抗体, 按SABC免疫化学法

进行标记, 操作步骤按试剂说明. DAB室温显色

5-10 min, 镜下控制反应时间, 以着棕色者为染

色阳性. 应用计算机图像分析系统半定量分析

5-HT和c-fos阳性反应的面积和不透光率密度A
值. A值反应组织染色强度, 即A值越大, 染色越

强; 面积表示阳性细胞染色象素的总和.

■研发前沿
本研究涉及IBS内
脏敏感性异常、
脑 -肠轴异常机
制, 利用c-fos作为
痛觉传递和神经
元兴奋的标志物
对5-HT在脊髓背
角调节内脏敏感
性的可能机制进
行探讨 ,  阐明了
5-HT可能作为一
种重要的神经递
质在脊髓水平参
与内脏敏感性异
常.
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统计学处理 计数资料用mean±SD描述, 组
间资料进行t检验. 采用SAS6.0软件完成, P <0.05
为差异显著.

2  结果

2.1 大鼠内脏敏感性测定 C-IBS模型组大鼠直肠

扩张引起腹部收缩的最小容量阈值为0.59±0.09 
mL, 正常对照组为0.57±0.13 mL, 两组直肠扩

张引起腹部收缩的最小容量阈值无明显差异

(P >0.05). 两组大鼠直肠内球囊1.0 mL低容量扩

张时, A组3 min内腹部收缩反射次数为10.3±3.3
次, 低于B组的18.3±5.5次(P <0.05); 而直肠球囊

体积1.5和2.0 mL高容量扩张时, 两组大鼠3 min
内腹部收缩反射次数无明显差异(P >0.05)(表1).
2.2 脊髓背角5-HT及c-fos的表达 根据Rexed提
出的脊髓灰质板层构筑学说, 从背角到前角可

分为10个板层, 背角包括: Ⅰ层相当于背角缘

层, Ⅱ层相当于胶状质, Ⅲ、Ⅳ层相当于背角固

有核, Ⅴ、Ⅵ层位于背角基部. 两组大鼠c-fos阳
性神经组织在脊髓灰质分布较多的区域有背

角Ⅰ、Ⅱ和Ⅴ层, 其他板层也有少量阳性细胞. 
集中于神经元细胞, 胞质阳性, 呈黄至棕色(图
1A). 而5-HT阳性神经元在脊髓背角罕见, 在脊

髓背角Ⅰ层和Ⅱ层可见较多的5-HT阳性神经纤

维, 胞质阳性, 呈黄至棕色(图1B). 根据计算机

图像分析, C-IBS模型组大鼠脊髓背角5-HT、
c-fos表达的A值和面积均明显超过正常对照组

(P <0.05)(表1). 

3  讨论

对直肠球囊扩张的内脏敏感性异常被认为是

IBS重要的病理生理特征, 推测可能涉及肠道、

肠神经系统和中枢神经系统. 利用动物模型研

究表明脊髓背角作为感觉传导的次级中枢参

与内脏敏感性调节, 并有多种神经递质表达异

常[9-11]. 5-HT作为一种重要的神经递质, 在脊髓

水平的感觉信息尤其是伤害性信息传递和调节

中起重要作用[12-13], 已有研究表明IBS患者中血

清和结肠黏膜5-HT异常增加并与内脏敏感性异

常相关[14-17], 但在脊髓水平5-HT有无表达异常及

与内脏敏感性改变的关系研究较少. 本研究利

用C-IBS大鼠模型研究直肠球囊扩张后脊髓背

角5-HT异常表达, 并利用伤害性感觉神经元兴

奋的标志物c-fos探讨5-HT参与IBS发病的可能

机制.
本研究组采用冰水灌胃法建立的C-IBS大

鼠模型, 表现为便秘及对直肠球囊扩张存在内

脏敏感性改变, 较好的模拟了人类IBS的特点. 
脊髓是肠道的内脏感觉等传入纤维与大脑间进

行信号传递的中继站, 在脑肠互动中起重要的

作用. 根据Rexed提出脊髓灰质板层构筑学说, 
外周伤害性感受器信息通过Aδ、C类传入纤维

传至脊髓背角Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ层, 释放化学性物质

(谷氨酸、SP), 使背角Ⅰ、Ⅳ及Ⅶ-Ⅹ段投射神

经元兴奋, 将伤害性冲动经轴突组成上行通路, 

■创新盘点
应用本课题组创
建的IBS大鼠模型
进行5-HT在脊髓
背角异常表达对
内脏敏感性的影
响, 初步揭示该神
经递质可能的作
用途径和机制; 把
c-fos作为脊髓伤
害性感受神经元
兴奋的标记物, 研
究脊髓背角内脏
感觉通路.

表  1  两组直肠内球囊引起AWR阈值、不同容量扩张时
AWR次数及脊髓背角5-HT和c-fos表达的比较

     
		          A                                  B

阈值		  0.59±0.09	  0.57±0.13

    1.0 mL		 10.3±3.3a	  18.3±5.5

    1.5 mL		 18.8±7.3		  23.1±11.0

    2.0 mL		 25.1±6.5		  29.3±12.9

5-HT 

    A                        45 826±2563.2a       29 358±8965.5

    面积                    146.5±15.1a             109.3±18.5

c-fos 

    A                       46 258±4642a          33 238±4587

    面积	               125.4±23.3a	  88.7±23.2

aP<0.05 vs  B组.

图  1  脊髓背角(SABC×200). A: c-fos阳性神经元; B: 5-HT阳性神经纤维.

A B
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传递到高级中枢. 同时, 脊髓背角接收来自高级

中枢下行通路对内脏感觉进行调节, 因此, 脊髓

背角是抗伤害性感受调节的关键部位.
c-fos被认为是一种即刻早基因, 在神经元

活动时c-fos蛋白表达增强, 可作为神经元被激

活的标志, 机体受到外界伤害性刺激后, 诱导表

达的c-fos蛋白主要出现在与痛觉传递有关的神

经元细胞核内, 因此表达产物被认为是伤害性

感受神经元兴奋的标志物[18-19], 据此c-fos被用作

痛觉传导神经通路的研究. 本研究发现直肠球

囊扩张后两组大鼠腰骶部脊髓背角Rex Ⅰ、Ⅱ

及Ⅴ层c-fos阳性表达, 提示背角c-fos阳性神经

元很可能参与内脏痛觉信息传递和调控. 利用

大鼠前爪掌心sc福尔马林方法造成的炎性痛大

鼠模型中, 脊髓免疫组化染色显示c-fos阳性神

经元于同侧脊髓背角Ⅰ、Ⅱ及Ⅴ层表达明显增

多, 这一部位与传递外周伤害性信息的初级传

入纤维的终止区及背角痛敏神经元的分布区一

致; 也与电生理记录的对伤害性刺激反应的背

角神经元的分布部位相重叠[20], 提示脊髓背角

c-fos阳性神经元很可能介导痛觉信息传递. 本
研究中对于大鼠直肠球囊扩张刺激后, 两组大鼠

脊髓背角均可见c-fos蛋白表达, 与文献一致[21-23]. 
而冰水灌胃组c-fos表达强度和范围明显高于正

常组, 这可能与肠道致敏大鼠脊髓背角痛觉神

经元接受过多的来自肠神经系统上传的伤害性

信号有关, 或与反复冰水灌胃刺激后脊髓背角

痛觉神经元可塑性的改变有关.
5-HT是脊髓内主要的抑制性神经递质, 正

常大鼠来自脑干中缝核簇的5-HT样阳性终末密

集地分布于脊髓背角浅层的RexedⅠ、Ⅱ层, 与
向丘脑投射的神经元和局部环路神经元形成以

对称性为主的突触联系[24-25], 并对脊髓背角浅

层神经元的活动有抑制作用[26-27]. 本研究发现, 
C-IBS大鼠脊髓背角浅层的5-HT能神经纤维数

量分布和表达增强, 说明脊髓背角的5-HT能神

经可能在脊髓水平参与内脏痛觉的调控, 表现

为对于直肠球囊扩张的敏感性下降, 说明脊髓

背角5-HT能神经纤维可能是内脏敏感性改变

的物质基础之一. 由于5-HT不能直接抑制脊髓

背角浅层神经元, 他可能先作用于γ-氨基丁酸

(GABA)受体和甘氨酸(Gly)受体共存的神经元, 
这些共存神经元释放的GABA和/或Gly作用于

初级传入纤维的终末和脊髓背角浅层的痛觉神

经元, 通过突触后机制抑制他们的电活动, 从而

间接达到抑制外周伤害性信息向中枢神经系统

内传递的效应[25,28-31].
内脏敏感性异常可能牵涉肠道、肠神经系

统、脊髓和脑, 脊髓背角作为脑-肠轴的“中继

站”是内脏敏感性调节的关键部位, 脊髓背角

的c-fos阳性痛觉神经元和来自下行通路的5-HT
能神经纤维参与内脏敏感性的调控, 其结构和

功能的异常可能是内脏敏感性异常的物质基础

之一. 近年来多项研究发现神经、免疫、内分

泌系统的多种细胞及活性物质可能参与IBS患
者内脏敏感性异常的调节, 为IBS的神经、免

疫、内分泌网络调控提供间接和直接依据[2], 但
在其中哪种物质起到始动作用或关键作用尚需

大量工作证实.
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■同行评价
本文研究得出脊
髓背角5-HT, c-fos
的异常表达可能
参与c-IBS大鼠内
脏敏感性异常的
调节 ,  设计合理 , 
目的明确 ,  方法
先进, 技术路线正
确, 数据可信, 对
基础与临床研究
有一定的参考价
值.
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