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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
carbachol on intestinal epithelial cells in rats 
with gut ischemia and reperfusion (I/R).

METHODS:  Blood flow of superior mesenteric 
artery was blocked to establish I/R model in 
Wistar rats, and then the rats were treated with 
carbachol for 30, 60, 120 and 240 minutes, re-
spectively. The content (nkat/g pro) of diamine 
oxidase (DAO) in gut tissue was determined 
by biochemical method, and the expression of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) in intestinal 
epithelial cells was examined by immunohis-
tochemistry. The injuries of gut epithelial cells 
were assessed using Chiu’s scores�.

RESULTS: The pathological changes were obvi-
ously relieved in rats treated with carbachol. The 

content of DAO was markedly higher in carba-
chol-treated rats than that in the saline controls 
(0  min: 42.01 ± 7.17 vs 18.50 ± 7.83; 30 min: 44.51 ± 
8.00 vs 20.00 ± 5.83; 60 min: 35.67 ± 7.00 vs 16.34 ± 
8.17; 120 min: 39.00 ± 7.33 vs 21.84 ± 6.67; 240 min: 
53.34 ± 8.17 vs 45.68 ± 6.00; all P < 0.01), while the 
number of TNF-α-positive cells was significantly 
lower (0 min: 204.4 ± 12 vs 246.4 ± 15.6; 30 min: 
198.4 ± 11.2 vs 230.4 ± 14.4; 60 min: 234.4 ± 12.1 vs 
270.4 ± 17.1; 120 min: 225.4 ± 10.2 vs 260.4 ± 18.5; 
240 min: 196.4 ± 10.8 vs 220.4 ± 18.2; all P < 0.01).

CONCLUSION: Enteral administration of car-
bachol can protect intestinal epithelial cells from 
ischemia-reperfusion injury by decreasing the 
production of TNF-α.
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摘要
目的: 研究缺血/再灌流(I/R)时卡巴胆碱(Ca)
对肠上皮细胞的保护作用及可能机制. 

方法: 阻断Wistar大鼠SMA血量建立I/R模型, 
并以肠袋内注射卡巴胆碱进行处理. 采用病
理学方法观察不同时间肠上皮细胞损伤指数, 
免疫组化法检测肠上皮细胞T N F-α表达的
变化; 生化法检测肠组织中DAO含量(nkat/g 
pro)的变化. 

结果: I/R+Ca组再灌流各时间点肠上皮细胞
病理变化较I/R+NS组轻(P <0.01); I/R+Ca组再
灌流各时间点肠袋组织DAO含量较I/R+NS组
显著增加(0 min: 42.01±7.17 vs  18.50±7.83; 
30 min: 44.51±8.00 vs  20.00±5.83; 60 min: 
35.67±7.00 vs  16.34±8.17; 120 min: 39.00±
7.33 vs 21.84±6.67; 240 min: 53.34±8.17 vs  
45.68±6.00; 均P <0.01), 而I/R+Ca组再灌流各
时间点肠上皮细胞中呈TNF-α阳性细胞数较
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■背景资料
缺血-再灌流后肠
屏障功能的改变
会引起内毒素的
移位, 从而触发脓
毒症和MODS. 因
此 ,  维持缺血-再
灌流后肠屏障功
能, 减少细菌和内
毒素移位一直是
临床防治脓毒症
和MODS亟待研
究的重要课题. 肠
上皮细胞是肠屏
障功能的重要组
成部分, 减轻肠上
皮细胞损害是临
床上防治脓毒症
和MODS重要措
施之一. 采用炎症
介质拮抗剂治疗
脓毒症和MODS, 
但效果均不理想. 
因 此 ,  保 护 肠 道
屏障功能、抑制
炎症介质的释放
是治疗脓毒症和
MODS的关键.



I/R+NS组明显减少(0 min: 204.4±12 vs  246.4
±15.6; 30 min: 198.4±11.2 vs  230.4±14.4; 
60 min: 234.4±12.1 vs  270.4±17.1; 120 min: 
225.4±10.2 vs  260.4±18.5; 240 min: 196.4±
10.8 vs  220.4±18.2; 均P <0.01).

结论: 卡巴胆碱能抑制缺血-再灌流时肠上皮
细胞中TNF-α表达, 减轻病理损害, 对肠上皮
细胞具有保护作用.
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0  引言

缺血-再灌流是烧(创)伤后常见的病理生理过程, 
持续缺血-再灌流造成肠上皮细胞损害, 引起肠

黏膜通透性的改变, 减少细菌和内毒素移位, 后
者与脓毒症和MODS的发生有密切关系[1-4]. 如
何在细胞水平减轻损伤因子的损伤作用, 减少

细菌和内毒素移位一直是临床防治脓毒症和

MODS亟待研究的重要课题. 
胆碱能抗炎通路是近年来发现治疗脓毒症

和MODS潜在的新途径[5]. 研究表明, 拟胆碱药

-卡巴胆碱不但能增加肠黏膜血流, 促进胃肠运

动, 而且还具有强大的抗炎作用, 可以通过多途

径减轻肠道缺血-再灌流损伤[6]. 本文探讨肠道

缺血-再灌流时卡巴胆碱对肠上皮细胞的作用, 
初步探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠96只, 由军事医学科学院

实验动物中心提供, 体质量230-250 g. 实验前适

应性饲养1 wk, 术前12 h禁食, 自由饮水. 30 g/L
戊巴比妥钠腹腔麻醉(30 mg/kg), 麻醉成功后, 仰
卧固定于手术台上, 常规备皮消毒铺无菌洞巾. 
取腹部正中切口长约3-4 cm, 将肠管外置并覆盖

温盐水纱布, 外用烤灯加温, 保持肠管的湿润和

温度. 在距离十二指肠悬韧带后10 cm和18 cm
处, 分别用两根一号丝线结扎肠管, 造成长约

8 cm肠袋. 无损伤动脉夹夹闭肠系膜上动脉起

始部, 阻断SMA血流45 min后, 松夹恢复肠系膜

血流, 制成肠缺血-再灌流模型. 
动物随机分为I/R+NS组、I/R+Ca组和假手

术组. I/R+Ca组阻断SMA血流45 min后肠袋内注
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射卡巴胆碱(0.1 mg/kg, 山东正大福瑞达制药有

限公司), I/R+NS注射等体积生理盐水. 假手术组

行上述操作, 而未夹闭SMA(每时间点8只). 
以上各组分别在再灌流后0, 30, 60, 120和

240 min处死动物取肠袋组织. 一部分肠袋组织

迅速取出后, 又去离子水冲洗3次, -80℃冰冻保

存, 用于组织匀浆的制备. 另一部分冲洗后用

40 g/L的甲醛溶液固定48 h, 脱水, 常规石蜡包

埋, 切片. 
1.2 方法 石蜡切片常规脱蜡至水后, 进行HE染
色, 用于光镜下观察病理变化和肠黏膜损伤. 每
份切片光镜下随机选择10视野(400×)由病理医

师观察, 根据Chiu's[7]的方法进行肠黏膜伤损伤

测定. 
1.2.1 肠组织DAO含量的测定 取肠袋组织1 mg, 
采用黎君友 et al [8]建立的分光光度法测定肠组

织中DAO含量. 
1.2.2 免疫组化检测肠上皮细胞内TNF-α的表达  
采用Power Vision TM两步法进行免疫组织化学

检测, 试剂盒购自北京天来生物医学科技公司, 
操作按说明书进行. 石蜡切片常规脱蜡至水, 经
过氧化氢处理后, 进行酶修复, 然后用1∶100稀
释的抗体, 4℃过夜孵育, DAB显色, 苏木素复染, 
常规脱水, 透明, 封片, 显微镜下观察. 以PBS代
替一抗作为阴性对照. 在同一放大倍数下观察, 
细胞将棕色者为阳性, 每个时相点随机取10个
视野(400×)进行计数, 计算阳性细胞数.

统计学处理 数据均以均数±标准差(mean
±SD)表示, 用SPSS11.0软件进行t检验. 

2  结果

2.1 光镜下病理改变 正常组肠上皮细胞呈柱状, 
刷状缘清晰, 排列整齐, 连接紧密. I/R+NS组从

再灌流开始时肠上皮细胞略有肿胀, 随再灌流

时间延长, 肠上皮细胞肿胀逐渐加重, 并出现坏

死, 脱落. 黏膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞黏膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞膜层炎症细胞浸润, 固有层红细胞

增多. I/R+Ca组损伤变化趋势同I/R+NS组, 但病

变程度明显减轻. 
2.2 Chiu's评分变化 I/R+NS组肠黏膜组织的损黏膜组织的损膜组织的损

伤主要发生在缺血-再灌流120 min和240 min, 
以再灌流120 min组最明显. I/R+Ca组的损伤的

变化趋势与I/R+NS的基本相同, 但损伤程指数

要远低于I/R+NS组(P <0.01)(表1).
2.3 肠组织DAO含量的变化 I/R+NS组肠组织

DAO含量再灌流后前30 min稍有升高, 后迅速
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■应用要点
本文结果显示应
用卡巴胆碱的抗
炎 作 用 ,  能 减 轻
肠上皮细胞的损
害, 维持肠黏膜的
屏 障 功 能 ,  为 临
床治疗脓毒症和
MODS提供有效
的途径.
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降低, 再灌流后60 min后最低, 后逐渐上升, 到
再灌流240 min, 基本接近正常. I/R+Ca组肠组

织DAO含量变化基本同I/R+NS组相同, 但程度

要较I/R+NS组低(P <0.01)(表1). 
2.4 肠上皮细胞TNF-α表达的变化 正常组有少

量TNF-α阳性的肠上皮细胞, 主要位于绒毛的

顶端. 肠道缺血期开始, I/R+NS组TNF-α阳性的

肠上皮细胞数量逐渐增多, 且染色逐渐加深, 部
位由绒毛顶端向基地部扩展. I/R+Ca组TNF-α
阳性的肠上皮细胞的变化同I/R+NS组, 但阳性

细胞数较I/R+NS组少(表1), 更接近绒毛顶端, 
且染色较浅. 

3  讨论

肠缺血-再灌流是烧(创)伤后常见的病理生理

过程, 也是诱发MODS的始动因素. 肠上皮细

胞是肠黏膜屏障的重要组成部分, 对缺血、缺

氧十分敏感. 缺血、缺氧可引起肠上皮细胞结

构、功能的改变, 而肠上皮细胞结构、功能的

改变必然引起肠黏膜通透性的改变, 引起细菌

和内毒素的移位, 同时启动肠道炎症和免疫反

应, 而这一过程在烧(创)伤后全身炎症反应和

MODS的过程中起重要作用[9-11]. 为此, 寻找减

轻肠上皮细胞的损害的方法, 对于临床上治疗

全身炎症反应和MODS有重要的意义. 胆碱能

抗炎通路是最近提出的一条新的神经-内分泌

抗炎途径. 刺激迷走神经传出支可抑制大鼠内

毒素血症时的全身炎症反应[2]. 副交感神经主

要递质乙酰胆碱在体外能有效地抑制LPS刺激

外周巨噬细胞释放致炎介质TNF-α[12]. 
卡巴胆碱是一种胆碱能激动剂, 作用于M

和N胆碱受体, 在体内不易被水解. 卡巴胆碱除

具有促进胃肠动力、增加腺体分泌等作用外, 
还具有强大抗炎作用, 其效应适于防治过度全

身性炎症反应和改善肠功能障碍. 在兔部分肠

缺血-再灌流模型中观察到卡巴胆碱可保护缺

血-再灌流动物肝、肾和心功能, 减轻全身性炎

症反应[13]. 
DAO是人类和哺乳动物肠黏膜绒上皮细胞

代谢不可缺少的酶, 是肠上皮细胞的标志酶, 其
活性与上皮细胞的核算和蛋白合成有密切关系, 
因此通过测定DAO在肠组织中的变化, 可以反

映肠黏膜上皮细胞的损伤和修复情况[8]. 本实验

发现I/R+NS大鼠肠组织中DAO含量显著降低. 
其原因可能是缺血-再灌流时 ,  肠上皮细胞损

伤、坏死, 肠上皮细胞脱落进入肠腔. I/R+Ca肠
组织中DAO含量较I/R+NS显著升高, 提示卡巴

胆碱能减轻肠缺血-再灌流损伤, 从而对肠上皮

细胞起保护作用. 
国内外研究表明肠缺血-再灌流时 ,  肠组

织可分泌TNF-α, 引起局部和全身的炎症, 导
致远隔器官的损伤 ,  促进M O D S的发生 [14-16]. 
TNF-α在局部可以加重肠上皮细胞的损害. Van 
Lanschot et al研究发现, 给大鼠注射外源性重组

TNF-α可引起肠上皮细胞剥落、坏死, 肠黏膜

膜固有层中性粒细胞浸润. 如果应用小鼠抗人

■名词解释
胆 碱 能 抗 炎 通
路: 神经系统通过
迷走神经及其递
质乙酰胆碱能够
迅速、显著地抑
制巨噬细胞释放
TNF-α, 减轻全身
炎症反应, 这一生
理机制称为胆碱
能抗炎通路. 此通
路可以抑制炎症
细胞因子的合成
反馈监控和调节
炎症反应.

表  1   缺血再灌流期间各项指标的Chiu's评分变化(mean±SD , n = 8)

       
分组

Chiu's评分

假手术组	          0.40±0.12           0.43±0.13         0.41±0.12           0.49±0.10	        0.31±0.17

I/R+NS组	         2.64±0.34b          2.54±0.25b        2.40±0.10b         2.91±0.11b	        2.90±0.13b

I/R+Ca组	          1.59±0.34bd         1.14±0.23bd       1.04±0.31bd        1.75±0.11bd        1.62±0.42bd

DAO(nkat/g)

假手术组	        59.01±16.34       58.68±14.17     59.68±16.00       59.51±14.34      59.68±14.84

I/R+NS组	       18.50±7.83b        20.00±5.83b      16.34±8.17b        21.84±6.67b       45.68±6.00b

I/R+Ca组	        42.01±7.17bd       44.51±8.00bd     35.67±7.00bd      39.00±7.33bd      53.34±8.17bd

TNF-α阳性细胞
假手术组	        157.4±10.7         154.9±9.9         155.9±10.4         158.4±9.4          155.4±8.8

I/R+NS组	       246.4±15.6b        230.4±14.4b      270.4±17.1b        260.4±18.5b      220.4±18.2b

I/R+Ca组	        204.4±12bd          198.4±11.2bd     234.4±12.1bd      225.4±10.2bd     196.4±10.8bd

0 min	          30 min	  60 min	                120 min	          240 min
再灌流时间

bP<0.01 vs  假手术组, dP<0.01 vs  I/R+NS组.
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TNF-α mAb被动免疫大鼠1 h后再注射TNF-α, 
则肠上皮细胞损害明显减轻, 说明TNF-α可引

起肠上皮细胞的损伤. 本实验结果显示, I/R+Ca
组大鼠肠组织T N F-α阳性细胞数明显低于I/
R+NS, 显示减少肠上皮细胞TNF-α的分泌和释

放是卡巴胆碱减轻肠上皮细胞损伤的一条重要

途径. 
本实验结果显示: I/R+Ca组与I/R+NS组相

比DAO含量明显升高, 且I/R+Ca组的TNF-α阳
性细胞数明显低于I/R+NS组, 说明卡巴胆碱可

通过抑制炎症介质的释放减轻肠缺血-再灌流

时肠上皮细胞的损害, 从而保护肠上皮细胞. 因
此卡巴胆碱在防治肠缺血-再灌流引起的失控

炎症反应和脓毒症中具有潜在的临床应用前景. 
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■同行评价
临床上脓毒症和
MODS的治疗一
直是一个研究的
热点和难点, 本实
验方法较合理, 结
果可靠, 表达简洁
准确, 选题有一定
临床意义和应用
价值. 
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• 消息 •

中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

本刊讯 2005年度《世界华人消化杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第

51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46. (世界胃肠病学杂志社2007-02-28) 


