
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年5月18日; 16(14): 1577-1580
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

小肠肌间神经丛神经元体外培养抑制肠平滑肌细胞的增殖

林 中, 张剑波, 赵永忠, Eva Ekblad

林中, 张剑波, 赵永忠, 桂林医学院附属医院消化内科 广西
壮族自治区桂林市 541001
Eva Ekblad, 瑞典隆德大学实验医学部胃肠神经学学组 瑞
典隆德市 SE 21184
广西科学基金资助项目, No. 桂科回0342027
作者������贡献分布: 林中与Eva Ekblad对此文所作贡献均等; 此课题
由林中设计; 研究过程主要由林中操作完成, 张剑波、赵永忠参
与部分研究工作; 本论文写作由林中完成; 研究工作及论文撰写
由Eva Ekblad指导. 
通�����讯����作者��: 林中, 541001, 广西壮族自治区桂林市乐群路15号, 
桂林医学院附属医院消化内科. lin1955cn@163.com
电话: 0773-2823740
收稿日期���������������  ���������������� : ������������� ���������������� 2008-02-02   修回日期������������ : ����������2008-03-29

Myenteric neurons of small 
intestine inhibit proliferation of 
smooth muscle cells cultured 
in vitro 

Zhong Lin, Jian-Bo Zhang, Yong-Zhong Zhao, Eva Ekblad

Zhong Lin, Jian-Bo Zhang, Yong-Zhong Zhao, Depart-
ment of Gastroenterology, the Affiliated Hospital of Guilin 
Medical College, Guilin 541001, Guangxi Zhuang Autono-
mous Region, China
Eva Ekblad, Neurogastroenterology Unit, Department of 
Experimental Medical Science, Lund University, Lund SE 
21184, Sweden
Supported by: the Science Foundation of Guangxi Zhuang 
Autonomous Region, No. Guikehui 0342027
Correspondence to: Dr. Zhong Lin, Department of Gas-
troenterology, the Affiliated Hospital of Guilin Medical 
College, 15 Lequn Road, Guilin 541001, Guangxi Zhuang 
Autonomous Region, China. lin1955cn@163.com
Received: 2008-02-02    Revised: 2008-03-29 

Abstract
AIM: To observe the inhibi tory ef fect of 
myenteric neurons on the proliferation of 
cultured smooth muscle cells from rat colon. 

METHODS: Circular smooth muscle cells from 
the colon of adult female Sprague-Dawley rats 
were cultured. When the cultured smooth mus-
cle cells reached confluence, myenteric ganglia 
from the rat small intestine were dissociated and 
co-cultured with smooth muscle cells for 10 d. 
Immunofluorescent techniques were employed 
for double labeling of the preparations. The per-
centage of VIP-immunoreactive neurons was 
calculated based on the total neurons of Hu-
immunoreactivity. Immunocytochemistry with 

anti-VIP and anti-smooth muscle a-actin was 
employed to reveal the relationship between the 
cultured myenteric neurons and smooth muscle 
cells. 

RESULTS: After co-culture in vitro, the percent-
age of VIP-immunoreactive neurons was 27.3% 
± 5.6%. The number of smooth muscle cells was 
markedly decreased within the innervation area 
of VIP-immunoreactive fibers. 

CONCLUSION: VIP-ergic neurons modulate the 
proliferation of cultured smooth muscle cells. 
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摘要
目的: 观察培养的肠肌间神经丛神经元对平
滑肌细胞增殖的抑制作用.   

方法: 成年♀Sprague-Dawley大鼠结肠环行平
滑肌细胞体外培养, 当平滑肌细胞增殖并形成
细胞薄层覆满玻片时, 植入小肠肌间神经丛神
经节和结肠平滑肌细胞共同培养10 d. 培养体
经固定后行双重免疫荧光染色, 记数VIP阳性
神经元占总神经元的百分比, 观察VIP阳性神
经元和平滑肌细胞的生长关系. 

结果: 体外培养后VIP阳性神经元占总神经元
的百分比为27.3%±5.6%, VIP阳性神经纤维
所分布之处, 平滑肌细胞明显减少. 

结论: VIP阳性神经元调节肠平滑肌细胞的增殖. 

关键词: 肠神经系统; 神经元; 平滑肌细胞; 血管活

性肠肽
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■背景资料
临床上胃肠动力
性疾病非常多见. 
对胃肠平滑肌的
神经控制, 胃肠壁
内的肠神经系统
( E N S ) 较自主神
经更为重要, ENS
的神经元通过分
泌抑制性神经递
质(VIP、NOS)和
兴奋性神经递质
(Ach、SP)调节平
滑肌的舒张和收
缩. 因此, 研究肠
神经系统的生理
和病理是揭开胃
肠动力性疾病发
病机制的关键. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科



0  引言

肠神经系统(enteric nervous systen, ENS)是胃肠

道内在的神经组织. 胃肠平滑肌细胞是ENS神
经元所支配的效应器之一, 在长期的演化过程

中肠神经元-平滑肌形成了相互对应关系, 以维

持功能的稳定性. 神经系统的神经元具有重塑

(plasticity)这一特点[1], 成年后ENS神经元仍可重

塑, 肠神经元或靶器官任何一方受到损害, 或体

内内环境发生改变的情况下, 神经元将发生适

应性改变, 重塑神经-靶器官的关系[2-4], 以维持

正常的生理功能. 我们以前的实验观察到, ENS
肌间神经丛神经元体外培养后血管活性肠肽

(vasoactive intestinal polypeptide, VIP)阳性神经

元的比例增加[5], 而VIP有广泛的生物学活性包

括抑制平滑肌细胞增殖[6-7]. 本实验利用体外培

养的ENS肌间神经丛神经元和肠平滑肌细胞, 观
察ENS神经元对平滑肌细胞增殖的调节作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂Sprague-Dawley(SD)大鼠, 体质

量180-250 g, 培养液为Neurobasal A(美国Gibco 
BRL公司). 小鼠抗Hu蛋白(HuC/HuD)购于美国

Molecular Probes公司; 兔抗VIP购于瑞典Euro-
Diagnostica公司; 小鼠抗α-SM-actin购于美国

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠远端结肠平滑肌细胞培养: 成年♂SD
大鼠ip水合氯醛(30 mg/100 g体质量)麻醉, 剖腹

取远端结肠肠段. 以下操作在冰Kreb液中进行. 
沿系膜侧将肠段剪开, 黏膜面朝上平展固定于

琼脂平皿中, 钝性剥离黏膜层和黏膜下层, 暴露

环行肌层, 取环行平滑肌束置入培养皿中进行

体外培养. 平滑肌束中的平滑肌细胞在体外培

养条件下可不断分裂增殖, 但平滑肌束必须贴

附在培养皿底部的玻片上才能成功地进行细胞

增殖. 培养液为Neurobasal A, 每3天换液1次. 每
次换液前在反转显微镜(inverted microscope)下
观察培养体生长情况. 
1.2.2 大鼠小肠肌间神经丛神经元和平滑肌细胞

共同培养: 当培养的结肠平滑肌细胞在玻片上

形成薄层细胞层并覆满盖玻片时, 取成年♂SD
大鼠小肠肌间神经丛神经元与结肠平滑肌细胞

同室培养. 大鼠麻醉后开腹, 活体上钝性剥离的

方法用手术刀片将纵行肌连同肌间神经丛神经

节一同取下, 消化酶(胶原酶Ⅱ 1.5 g/L, 蛋白酶

1.5 g/L)37℃消化90 min, 离心分离后在解剖显

微镜下用10 μL移液管挑选出分离完好的神经
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节, 移入已有平滑肌细胞生长的培养皿中共同

培养, 每个培养皿接受20-30个神经节. 培养条

件: 37℃, 50 mL/L CO2, 950 mg/L空气. 培养液为

Neurobasal A, 每3天换液1次, 反转显微镜监看生

长情况. 上述实验3批共15个培养皿. 以单纯结

肠平滑肌细胞培养作为对照, 观察无肌间神经

丛神经元存在情况下平滑肌细胞生长情况. 
1.2.3 免疫荧光染色: 肌间神经丛神经元和结肠

平滑肌细胞共同培养第10天, 经Stefanini固定液

固定30 min, 磷酸缓冲液2次漂洗后, -20℃保存

待测. 采用间接免疫荧光染色法, 以小鼠抗Hu蛋
白显示全部神经元[8]; 显示血管活性肠肽VIP阳
性神经元用兔抗VIP; 显示结肠平滑肌细胞用小

鼠抗α-SM-actin. 计算VIP阳性神经元的百分比

采用间接免疫荧光染色法行Hu蛋白和VIP双重

染色; VIP与α-SM-actin双重染色观察VIP阳性

神经元及其神经纤维与平滑肌细胞的生长关系. 
分别以FITC(绿色)、Cy3(红色)标志的二抗显示

不同的一抗. 二抗有抗兔IgG, 抗小鼠IgG. 

2  结果

2.1 大鼠远端结肠平滑肌细胞培养 体外培养3-5 
d后增殖的平滑肌细胞迅速从原平滑肌束向周

边平铺生长, 约10 d左右原平滑肌束消失, 增殖

的平滑肌细胞形成一细胞薄膜. 平滑肌细胞形

状呈双极的梭形细胞, 排列方向一致. 之后随着

时间的推移, 平滑肌细胞层增厚, 细胞培养体经

历了平滑肌细胞膜出现裂隙、平滑肌束形成、

皱缩成团等改变. 
2.2 肌间神经丛神经元和结肠平滑肌细胞的关

系 植入小肠肌间神经丛神经节与结肠平滑肌细

胞共同培养后, 新生的神经纤维从神经节长出

并向周边延伸. 约4 d后原神经节形态消失, 存活

的神经元形成一细胞群, 向外生长的神经纤维

与平滑肌细胞密切接触. 双重免疫荧光染色显

示, VIP阳性神经纤维所延伸到的区域, 平滑肌

细胞的数量明显减少, 仅保留2-3层平滑肌细胞

层(图1). 而无神经纤维覆盖的区域, 其平滑肌细

胞呈多层生长, 与单纯平滑肌培养皿中的平滑

肌细胞生长情形一致. 
2.3 VIP阳性神经元的百分比 Hu蛋白有高度的

神经元特异性, 能标志出所有的肠神经元, 故常

以Hu蛋白作为神经元标志物显示全部神经元, 
以此计算出各类神经元的百分比[8]. 本实验中, 
VIP阳性神经元在全部神经元中所占的百分比

为27.3%±5.6%. 
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■应用要点
本研究建立的肌
间神经丛神经元
与平滑肌细胞体
外培养模型以及
研究成果, 为今后
进一步研究VIP与
平滑肌的关系, 以
及研发相关药物
提供研究基础.
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3  讨论

本实验利用大鼠小肠肌间神经丛神经元和结肠

平滑肌细胞共同培养模型, 观察小肠肌间神经丛

神经元体外培养条件下对平滑肌细胞增殖的抑

制作用. 本实验结果的主要特征: 一是VIP阳性

神经纤维所分布之处, 肠平滑肌细胞的增殖受到

抑制, 肠平滑肌变得稀少; 二是肌间神经丛神经

元体外培养后VIP阳性神经元在总神经元中的

百分比增加, 增至27.3%±5.6%, 较活体内增加7
倍以上, 与我们的系列实验结果一致[5], 而活体

内小肠肌间神经丛VIP阳性神经元在总神经元

中的百分比为3.6%, 显示了体外培养时小肠肌间

神经丛神经元发生了重塑. 体外培养后VIP阳性

神经元增加可能与其分泌的VIP促进自身存活

有关[9], 也可能与抑制肠平滑肌细胞增殖有关. 
当S D幼鼠小肠环行肌、纵行肌连同其间

的肠肌间神经丛神经元制成细胞悬液进行体外

培养时, 用神经毒性药物蝎毒选择性地清除神

经元后, 肠平滑肌细胞数量上较未清除神经元

的对照组增加40%[10], 提示肠肌间神经丛神经

元有抑制平滑肌增殖的作用. 肠肌间神经丛神

经元种类众多, 目前认为VIP阳性神经元能调控

肠平滑肌细胞的增殖. 培养液中添加VIP可抑制

培养中的肠平滑肌细胞[6]、气管平滑肌[7]的增

殖. 在缺失VIP基因(因而体内不能产生VIP)的
C57BL/6小鼠, 肠壁间VIP阳性神经纤维缺失, 肠
壁平滑肌层明显增厚[11]. 缺失VIP也导致支气管

平滑肌增生, 气管壁肌层增厚[12]. 进一步研究发

现, 伴随VIP基因缺失, 肺组织中有广泛的其他

基因表达的改变, 包括促肺血管平滑肌细胞增

殖基因的过度表达和抗增殖基因表达的下调[13]. 
当结扎大鼠末端回肠形成不全性肠梗阻时, 梗
阻近端肠壁的平滑肌层增厚, 并伴有VIP阳性神

经元的显著增加; 相反, 旷置萎缩的肠段VIP阳

性神经元的数量减少[4]. 在人类, 肠Crohn病的病

变肠段也可见到VIP阳性神经元的增加[14]. 这些

改变可能是VIP阳性神经元-靶器官之间相互适

应性调节的结果, 以维持相对正常的器官功能. 
比如在肠Crohn病时, 受炎症刺激肠壁平滑肌细

胞增生, 部分ENS神经元发生重塑转变为VIP能
神经元, 以抑制无序的平滑肌细胞增生. 若失掉

VIP能神经元对平滑肌细胞的调控, 平滑肌细胞

的增殖可能会失控, 导致肠功能紊乱. 
胃肠道动力性疾病如贲门失弛缓症、先天

性巨结肠症的发病机制都与ENS的抑制性神经

元和兴奋性神经元失衡有关. 一项实验称, 来自

贲门失弛缓症患者的血清可导致体外培养的正

常人胃底肌间神经丛神经元重塑, 包括VIP阳性

神经元和NOS阳性神经元百分比的减少[15]. 这项

研究结果提示, 通过调控相关基因如VIP基因的

表达, 某些胃肠道神经源性疾病可望得到有效的

治疗. 最近, 人们已经开始致力研发VIP类似物治

疗哮喘和慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive 
pulmonary disease, COPD)[16]. 中药对ENS神经元

基因的表达也有影响[17-18]. 本实验建立的肌间神

经丛神经元与平滑肌细胞体外培养模型以及研

究发现, 为今后进一步研究VIP与平滑肌细胞的

关系, 以及研发相关药物提供研究基础.
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■同行评价
本研究创新性较
好, 对进一步研究
平滑肌细胞增殖
有参考价值. 
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世界华人消化杂志标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (常务副总编辑: 张海宁 2008-05-18)


