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Abstract
AIM: To invest igate the changes of gene 
expression prof i le in the insular lobe of 
enterocoelia OVA sensitized rat after esophageal 
acid perfusion using gene chips.

METHODS: Twenty male Sprague-Dawley (SD) 
rats were randomly divided into 3 groups. The 
rats in group A were sensitized by abdominal 
injection of 1.5 mL mixed liquor [OVA 100 mg, 
Al(OH)3 200 mg] in the beginning of the experi-
ment. The rats in group B received abdominal 
injection of 1.5 mL normal sodium in the begin-
ning of the experiment as sham operation group. 
The rats in group C were raised without any 
special interposal as control group. On the 14th 
day of the experiment, all rats in 3 groups re-

ceived esophageal acid perfusion with 0.1 mol/L 
HCl, the drops was kept at 37℃ and 10 mL/h, 
the total duration lasted 50 min. According to 
the brain position indicator, the insular lobe was 
located and dissected then preserved in liquid 
nitrogen as samples. After RNA extraction and 
purification, the samples underwent oligonucle-
otide Array hybridization using gene clips and 
analyzed in differentially expressed genes.

RESULTS: Among the total 31 099 genes ex-
tracted from sensitized rats, there were 389 
genes differentially expressed in 3 groups, in-
volving 158 genes with definite functions and 
231 genes with undefined functions. There were 
21 remarkable function genes (9 up-regulated 
and 11 down-regulated). The gene functions 
referred to primary metabolite, transferase ac-
tivity, ATP conjugate, positive ion conjugate, 
cellular positioning, and positive ionic transpor-
tation. The genes in down-regulated expression 
involved 5-HT1B receptor gene which was re-
lated to visceral sensation.

CONCLUSION: There should be a certain de-
scending mechanism of visceral hypersensitivity 
inhibition in insular lobe cortex, and the down-
regulated expression of HTR1B genes seems to 
play an important role in the visceral sensation.

Key Words: Esophageal sensation; Esophageal acid 
perfusion; Gene chips; HTR1B
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摘要
目的: 观察酸刺激模式下经腹腔卵清蛋白
(OVA)致敏大鼠岛叶中基因谱的改变. 

方法: SD大鼠20只分为3组: A组于实验前1 d
腹腔注射OVA与氢氧化铝混合液[OVA 100 
mg, Al(OH)3 200 mg]1.5 mL致敏; B组于实验
前1 d腹腔注射生理盐水1.5 mL作假手术对
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■背景资料
内脏致敏基础上
食管滴酸刺激后
岛叶中出现的基
因谱的改变尚未
见相关报道. 本研
究应用基因芯片
技术观察酸刺激
模式下致敏大鼠
岛叶中基因谱的
改变, 试图发现新
的有意义的与感
觉相关的分子生
物学基础, 并为深
入探讨岛叶中变
化的基因谱及其
功能物质在食管
感觉中的作用, 开
展食管内脏感觉
相关性疾病的基
础与临床研究奠
定一定的基础.

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院普通外
科; 李淑德, 主任
医师, 中国人民解
放军第二军医大
学长海医院消化
内科



照; C组不予处理作空白对照. 实验第14天, 对
A、B、C组动物分别进行食管酸灌注, 使用
0.1 mol/L盐酸滴注, 滴注液保持37℃, 速度10 
mL/h, 共50 min. 通过脑定位仪定位岛叶并取
材保存, 对标本进行RNA抽提和纯化后, 采用
基因芯片进行寡核苷酸芯片杂交, 并对芯片差
异基因进行数据分析. 

结果: 在食管滴酸灌注致敏SD大鼠后, 31 099
个待测基因中, 3组间显著差异表达基因389
条(1.25%), 其中已知功能基因158条, 未知功
能基因231条, 有显著性功能的基因有21条
(4.88%). 这些基因主要涉及到初级代谢产
物、转移酶活性、ATP结合物、阳离子结合
物, 细胞定位, 阳离子转运等. 下调的基因中包
括了调控与内脏感觉相关的5-HT1B受体基因.

结论:  岛叶皮层中枢可能存在有通过中枢
下行抑制的减弱致内脏高敏感的中枢机制, 
HTR1B基因的下调可能在调控食管内脏感觉
中发挥着重要的作用. 

关键词: 食管感觉; 食管酸灌注; 基因芯片; HTR1B
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0  引言

脑岛是初级内脏感觉皮层, 也是接受痛觉和温

度觉的初级皮层区域. 当人类受到内脏伤害性

刺激时, 脑岛可被活化. 作为重要的内脏感觉中

枢的岛叶, 有其重要的结构和功能, 在食管接受

酸刺激后出现的岛叶的改变已在相关的实验及

临床研究中得到证实, 但其中可能存在的发生

机制及相应的分子生物学基础尚未完全阐明, 
其中所涉及的可以引起感觉异常的神经递质及

其作用, 也尚无明确结论. 尤其在内脏致敏基础

上食管滴酸刺激后岛叶中出现的基因谱的改变

尚未见相关报道. 本研究应用基因芯片技术观

察酸刺激模式下致敏大鼠岛叶中基因谱的改变, 
试图发现新的有意义的与感觉相关的分子生物

学基础, 并为深入探讨岛叶中变化的基因谱及

其功能物质在食管感觉中的作用, 开展食管内

脏感觉相关性疾病的基础与临床研究奠定一定

的基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂Sprague-Dawley大鼠20只, 体质
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量0.2-0.3 kg, 在同济大学附属同济医院动物实

验中心适应性饲养1 wk后开始实验. 卵清蛋白

(OVA)及焦碳酸二乙酯(DEPC)购自Sigma公司, 
RNeasy Mini Kit等试剂盒购自德国Qiagen公司, 
基因芯片检测应用Gene array Scanner3000 7G, 
Affymetrix Fluidics Station 450等设备.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将♂SD大鼠20只随机分为3组: A组

(实验组, n  = 8): 在实验前1 d以OVA 100 mg, 辅
以氢氧化铝佐剂200 mg的混合液1.5 mL行腹腔

注射致敏; B组(假手术组, n  = 6): 在实验前1 d以
腹腔注射0.154 mol/L氯化钠溶液1.5 mL; C组(对
照组, n  = 6): 正常饲养, 不予以任何处理. 
1.2.2 食管酸灌注: 实验第14天, 对A、B、C三组

动物分别进行食管酸灌注. 动物禁食18-24 h, 自
由饮水, 动物称质量后使用25 g/L戊巴比妥钠(1 
mL/kg)腹腔注射麻醉. 将麻醉动物平卧位固定, 
头部抬高20-30度, 于剑突下沿腹正中线作3 cm
左右切口, 切开腹直肌及腹膜进入腹腔, 拨开肝

脏暴露胃后, 于胃泡处沿与大弯侧纵轴垂直方

向作一0.5 cm的切口切开胃壁, 将一连接负压引

流器的引流管经切口放置在贲门处以收集从食

管滴注的液体. 将一前端球囊剪断的PTCA管经

口置放于食管内, 导管开口位于食管和胃交界

处上2-3 cm, 固定导管, 另一端与持续灌注泵相

连. 使用0.1 mol/L盐酸滴注, 滴注液保持37℃, 速
度10 mL/h, 共50 min[1]. 
1.2.3 脑定位仪定位及标本取材: 根据大鼠脑立

体定位图谱[2], 确定岛叶的精确定位: 以对耳线

为0点, 向前12.2 mm, 正中线向右侧旁开4 mm, 
深5 mm. 将安装好的动物脑定位仪放于平坦稳

固的操作台上, 校准仪器后将鼠头固定, 不会有

任何晃动即为妥当. 将固定好的大鼠作颅顶部

正中切口, 分离开皮下组织, 暴露颅骨并剪去骨

膜. 利用颅骨钻在标记处钻孔, 钻好孔后使用微

量进样器向岛叶注射NBT 5-10 μL, 予以标记. 将
标记好的大鼠处死后, 完整取出脑组织, 沿矢状

裂将脑组织从中线切开, 根据蓝色标记分离岛

叶组织, 将一半岛叶组织放入2 mL冻存管内并

迅速投入液氮中, 另一半用40 g/L多聚甲醛固定. 
整个取材过程于10 min内完成. 
1.2.4 基因芯片的检测: 进行组织总RNA的提

取, 纯化RNA; 以RNA为模板, 合成单链及双链

cDNA, 纯化双链cDNA; 再以双链cDNA为模板, 
体外转录合成生物素标记的cRNA; 片断化cRNA
后进行基因芯片杂交、洗脱、染色和扫描.

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管内脏感觉的
中枢机制较为复
杂, 迄今尚无明确
认识, 故对其中枢
机制的研究已成
为该领域的热点. 
脑岛作为内脏感
觉的中枢之一, 其
在食管酸刺激后
出现改变已在相
关研究中证实, 但
其具体发生机制
分子生物学基础
尚未完全阐明.
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统计学处理 应用GCOS数据分析软件进行

芯片数据分析, GCOS软件通过一系列严谨的比

较计算两张芯片上同一探针的信号值得到一个

显著性差异P值, 同样根据统计学意义定义一个

判定区间, 改变P在0-0.002, 认为基因表达为上

调, 在0.998-0.999表达下调, 0.003-0.997该基因

的表达量在所比较的两次芯片实验结果中没有

变化, 从而挑选出差异基因, 进一步筛选实验组

与正常组的显著性差异基因, 并分析差异基因

群中显著性的Gene Ontology类和Pathway类(显
著性功能中的差异基因将成为更有针对性的验

证目标), 并根据以上确定出若干基因, 通过这

些基因在芯片上的标准化后信号值, 利用人工

智能的计算方法, 计算出实验状态下客观的基

因表达的调控网络. 其具体分析方法包括Dif分
析、GO-Analysis分析及Dif-Path分析等.

2  结果

2.1 差异基因的筛选 本实验选择的芯片Rat ge-
nome 230 2.0 Array包含31 099个大鼠基因, 本
实验三组间显著差异表达基因389条, 占全部基

因的1.25%, 其中已知功能基因158条, 未知功能

基因231条, 有显著性功能的基因有21条(上调

基因9条, 下调基因12条), 占三组间差异基因的

4.88%, 这些基因主要涉及到初级代谢产物、转

移酶活性、ATP结合物、阳离子结合物, 细胞定

位, 阳离子转运等.
2.2 基因表达趋势

2.2.1 总体趋势分析及相关趋势选择: 通过筛选

得到的差异基因, 根据C组-B组-A组的逻辑关

系, 对差异基因进行表达趋势显著性分析, 找出

主流表达趋势(与实验样本变化显著相关的基

因). 在各种趋势中, 趋势1和趋势2(图1)为主流

趋势(B组和C组程度一致, 均与A组有显著性差

别). 趋势1说明通过全基因表达对三组进行分类

时, B组和C组的效果一致, 均与A组的差异明显, 
A组基因表达水平出现明显上调. 趋势2的基因

表达趋势显示B、C组的基因表达水平相似, 而
A组的基因表达水平出现明显下调. 
2.2.2 趋势1基因群的分子机制分析: 研究表明, 
趋势1中A组较B、C表达水平出现明显上调的

基因包括ABCA1、CASP8AP2_PREDICTED、

CHST11_PREDICTED、CLPS、EPHB1、
LARGE_PREDICTED、NKX2-2_PREDICT 
ED、PPM1F、RGD1565449_PREDICTED等9
条, 其涉及初级代谢产物、转移酶活性、ATP结

合物、大分子代谢过程、磷酸腺苷核苷酸结合

物、蛋白代谢过程等9类功能. 基因功能分布表

中P -value代表该基因功能(按照Gene Ontology
分类标准)在趋势4中的重要程度, P值越低代表

该功能在趋势中越重要, P值小于0.1的基因功能

为显著性基因功能. 基因富集度(gene enriched)
是指基因在基因功能分类中的富集程度, 该值

越高的GO分类说明差异基因占该分类的比重越

大, 也说明该GO分类参与表达差异的贡献越高. 
2 .2 .3  趋势2基因群的分子机制分析 :  研究表

明, 趋势2中A组较B、C表达水平出现明显下

调的基因包括ARR3、EDN1、FREM2_PRE 
DICTED、HTR1B、KDELR3_PREDICTED、

LOC316457、NR1H4、PLA2G5、VPS26、
ZFP335、ZW10、LOC287961等12条, 其涉及

阳离子结合物, 细胞定位, 阳离子转运、细胞过

程、细胞间交流等8类功能. 
2.2.4 基因间相互作用网络分析: 对趋势1和趋

势2的关键基因进行相互作用网络分析, 根据基

因表达的相似性, 分析基因产物可能的相互作

用关系. 图中圆圈代表基因, 直线代表作用关系. 
圆圈大小为某基因产物与其他基因产物相互作

用的能力, 该能力用度(degree)量化, degree = 11
代表与该基因有相互作用关系的基因有11个. 对

图  1  差异基因表达趋势分析. A: A组较B、C两组明显上调

基因群表达趋势图; B: A组较B、C两组明显下调基因群表

达趋势图.
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■创新盘点
本文初步探讨了
食管滴酸刺激诱
导内脏致敏大鼠
岛叶基因谱的改
变, 发现了可能参
与食管内脏感觉
中枢机制的重要
基因HTR1B.
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每个基因的度由高到低进行排列, 网络中心点

就是基因作用网络中degree最高的基因. 最高值

为网络的最中心基因, 该基因对网络总体的结

构以及对其他基因间关系影响最大(图2). 通过

分析基因间相互作用网络, 得出了在影响趋势

1(上调)和趋势2(下调)中具有最重要的调控能力

的基因(表1).

3  讨论

基因芯片又称DNA芯片, 属于生物芯片的一种, 
其工作原理是: 经过标记的待测样本DNA通过

与芯片上特定位置的探针杂交, 可根据碱基互

补配对的原则确定靶DNA序列[3], 经激光共聚焦

显微镜扫描, 以计算机系统对荧光信号进行比

较和检测, 并迅速得出所需的信息. 基因芯片技

术比常规方法效率高几十到几千倍, 可在一次

实验中间平行分析成千上万个基因[4], 是一种进

行DNA序列分析及基因表达信息分析的强有力

工具[5]. 该技术近年来广泛应用于医学研究领域, 
在疾病研究、临床疾病诊断、基因测序、药物

筛选等方面得到了应用, 此技术也可作为筛选

可能存在的分子生物学基础的重要手段. 本研

究采用基因芯片技术, 通过制备内脏高敏感大

鼠模型, 给予食管酸灌注后观察大鼠岛叶中基

因表达谱的改变, 试图说明OVA致敏大鼠的可

能中枢机制, 并为进一步的相关研究打下一定

的基础. 
本研究的结果提示, 在OVA致敏大鼠应用

食管滴酸刺激后, 岛叶中出现了基因的差异表

达, 大鼠基因多达31 099个, 其中三组间显著差

异表达基因389条, 占全部基因的1.25%, 从差异

基因的分析中发现, 其中已知功能基因158条, 
未知功能基因231条, 有显著性功能的基因有21
条(有上调显著性功能的基因9条, 有下调显著性

功能的基因12条), 占三组间差异基因的4.88%. 
从研究结果提示, 这些基因参与了初级代谢产

物、转移酶活性、ATP结合物、大分子代谢过

程、磷酸腺苷核苷酸结合物、蛋白代谢过程或

阳离子结合物、细胞定位、阳离子转运、细胞

过程、细胞间交流等分子生物学过程, 不同的

功能过程有若干基因参与, 同一基因也参与到

不同的功能过程中, 这也为内脏感觉中枢机制

的研究带来了困难, 这些基因确切作用的机制

及环节还有待于进一步研究明确. 
而在21条上调及下调的基因中, 我们注意

到了HTR1B基因, 功能上作为5-羟色胺G结合蛋

表  1  具有重要调控能力的基因及其对应degree值

     
基因简称			                	  度				          基因名称

上调

    EPHB1				     8		  Eph receptor B1

    ABCA1				     6		  ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1

    CASP8AP2_PREDICTED		    6		  Caspase 8 associated protein 2 (predicted)

    PPM1F				     6		  Protein phosphatase 1F (PP2C domain containing)

下调

    LOC316457			   11		  Similar to phosphatidylinositol-3-phosphate/

						      phosphatidylinositol 5-kinase, type III isoform 2

    NR1H4				   10		  Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4

    FREM2_PREDICTED		  10		  Fras1 related extracellular matrix protein 2 (predicted)

■应用要点
HTR1B基因可能
在食管内脏感觉
中枢机制中发挥
重要作用, 为食管
内脏感觉相关性
疾病的基础和临
床研究奠定了一
定的基础.

图  2  基因对网络总体的结构以及对其他基因间关系的影
响. A: 上调基因间相互作用网络图; B: 下调基因间相互作用

网络图.
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白受体, 参与了记忆及学习等功能过程, 尽管其

在下调的基因相互作用的网络中度只是3, 但均

是与关键基因有关, 提示在本实验中HTR1B基

因的作用须引起关注. 有关HTR1B基因的研究

目前报道较少, 与其相关的疾病方面的研究多

集中在精神神经领域[6-8], 有研究表明5-HT1B
受体不仅与抑郁症的发病有关 [9],  还与可能

参与抗抑郁药的作用机制 [10];  另有研究表明

5-HT1B受体的表达缺失会导致年龄相关的运

动功能障碍、脑细胞早衰及寿命缩短[6]; 此外, 
HTR1B基因的基因多态性与注意缺陷多动障

碍的发生有密切关系[11-13], 但未见与食管感觉

相关的报道. 
诸多研究表明, 5-HT与内脏感觉有关, 提

示5-HT可能在内脏感觉中发挥着重要的作用[6]. 
Yamada et al [14]发现孤束核内的5-HT参与内脏

感觉传入信息的调控过程, 孤束核内的5-HT能
神经元成分可能通过突触后、突触前机制调控

迷走神经信号传出. 有研究表明中脑导水管周

围灰质和中缝背核均有向臂旁核投射的5-HT能
神经元. 这些5-HT能神经元的投射纤维通过作

用于臂旁核内的局部环路神经元或投射神经元, 
可能参与躯体或内脏伤害性信息通过臂旁核向

上位脑结构传递的调节. 疼痛信号从内脏传输

到特定的脊髓背角层, 通过激活特定的二级投

射神经元激活脑干及丘脑特定的区域, 引起疼

痛的感觉和知觉及紧接着的高级中枢活动. 研
究发现, 中枢的5-HT不仅能调节体温, 还能影响

睡眠、记忆、摄食、镇痛、精神等活动, 其在

外周和中枢的功能可以截然相反: 就疼痛而言, 
5-HT在外周有致痛作用, 在中枢则抑制疼痛性

神经传递而起镇痛作用. 中枢的5-HT能神经元

分布较为广泛, 但主要集中在脑干的中缝核团, 
从中缝核团至脊髓后角的5-HT能神经通路是下

行性疼痛抑制系统的组成部分, 当激动5-HT能
的下行镇痛系统时, 会促使5-HT释放到脊髓背

角, 抑制后根初级传入纤维对伤害性刺激的传

入. 有研究表明, 5-HT是下行抑制系统的主要神

经活性物质, 参与中枢内源性下行抑制系统的

镇痛活动, 来自脑干中缝核团的5-HT样阳性终

末密集地分布于脊髓背角浅层[15], 释放的5-HT
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, 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[16-17]. 电生理的研究也表明, 电刺激中缝大核

能抑制脊髓背角细胞类纤维传入引起的放电. 
这些研究从不同的角度说明, 中枢中存在有下

行疼痛抑制的核团, 并可通过5-HT发挥作用[18]. 
但在以往的研究中对内脏皮质的岛叶中5-HT的
情况尚不明确. 本研究使用成熟的内脏高敏感

大鼠模型, 并在此基础上给予酸灌注, 大鼠的岛

叶中可出现差异性的基因表达, 其中下调的基

因中出现了与5-HT代谢相关的基因-HTR1B, 推
测OVA致敏大鼠在食管酸灌注后岛叶存在有与

食管感觉相关的分子生物学基础, HTR1B的下

调影响了5-HT的传递及作用, 使得下行疼痛抑

制系统弱化, 食管内脏感觉增强, 表现为高敏感, 
这也许是引起食管内脏感觉改变的岛叶的中枢

机制之一. 
当然, 本研究只是一个初步的探讨, 从实验

设计上重点只观察了O VA致敏对大鼠食管感

觉中枢改变的可能机制, 也只观察了酸灌注后

一个时间点的基因改变, 因为不同的刺激及不

同的时间点引起的基因的改变可能有不同, 从
上调、下调及差异基因相互作用的网络分析也

不难理解食管内脏感觉的中枢作用涉及到多环

节、多途径等复杂的过程, 也许在上调或下调

的基因中存在有与食管感觉关系更为重要的基

因及相关的分子生物学基础. 我们期望能在本

研究的基础上开展更进一步的实验研究, 进一

步探讨食管内脏高敏感的中枢机制, 尤其是岛

叶的可能作用. 
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