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Abstract
AIM: To investigate the changes in enteric 
cholinergic neurons and intestinal transit in 
starved rats and to explore the protective 
mechanism of aminoguanidine (AG) on enteric 
nervous system and gastrointestinal motility.

METHODS: Ninety male Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into three groups: nor-
mal control group (n = 10), starvation group (n = 
40) and AG group (n = 40). The starvation group 
and AG group were further divided into four 
subgroups for testing on 3, 5, 7 and 9 days after 
starvation. The AG group was intraperitoneally 

injected with AG 150 mg/(kg•d) from the first day 
of starvation. Rats were killed on days 3, 5, 7 and 
9 after starvation to take intestinal samples. The 
rate of intestinal transit was assessed with dextran 
blue-2000. The distribution density of cholinergic 
neurons in the ileal myenteric plexus were evalu-
ated by acetylcholinesterase (AChE) histochemistry.

RESULTS: The rates of intestinal transit were 
significantly lower at all time points after starva-
tion in the starvation group and AG group than 
in the control group (all P < 0.05 or 0.01). The 
rates of intestinal transit in the starvation group 
and AG group decreased with time, reaching the 
lowest point on day 9. However, the rates of in-
testinal transit were significantly higher on days 
3, 5 and 7 in the AG group than in the starvation 
group (52.2% ± 4.7% vs 47.5% ± 4.2%, 49.8% ± 
5.6% vs 42.3% ± 5.4%, and 43.3% ± 6.4% vs 36.6% 
± 5.2%, all P < 0.05) though there was no obvious 
difference on day 9. The density of cholinergic 
neurons was significantly lower in the starvation 
group and AG group than in the control group 
at all time points (all P < 0.01). The density of 
cholinergic neurons in the starvation group and 
AG group decreased with time, reaching the 
lowest point on day 9. The density of cholinergic 
neurons was significantly higher on days 5 and 
7 in the AG group than in the starvation group 
(both P < 0.05) though there was no obvious dif-
ference on days 3 and 9.

CONCLUSION: Early intraperitoneal supple-
ment of aminoguanidine is helpful in promoting 
enteric nervous system function and intestinal 
transit in starved rats.
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摘要
目的: 观察饥饿大鼠肠道胆碱能神经元和肠
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■背景资料
在重大事故及自
然灾害中被埋困
人员饥饿状态下
机体发生应激反
应, 肠道为应激的
中心器官, 但肠神
经对肠动力功能
的影响及变化规
律尚不十分清楚. 
本文研究饥饿大
鼠肠神经及肠动
力功能的变化过
程, 探索氨基胍的
肠神经保护机制, 
以期为深入研究
被困人员肠道保
护提供依据.

■同行评议者
陈敬贤, 教授, 安
徽医科大学微生
物 教 研 室 ;  张 志
坚, 教授, 福州总
医院消化内科



传输功能的变化, 探讨氨基胍对肠动力功能保
护的神经机制. 

方法: 90只♂SD大鼠随机分为正常对照组(C
组, n  = 10)、全饥饿组(S组, n  = 40)和氨基胍
(aminoguanidine AG)组(A组, n  = 40), S、A组
随机分为饥饿3、5、7、9 d亚组(n  = 10). A组
给予AG 150 mg/(kg•d)腹腔注射. 采用葡聚糖
蓝染色法测定各组肠道色素推进比率, AchE
组织化学染色法测定各组回肠肌间神经丛胆
碱能神经元分布密度. 

结果: S、A组各时间点肠道色素推进率较对
照组明显降低(P <0.05或0.01), 并随饥饿时间
延长呈进行性下降, 均于9 d达最低点, A组
在饥饿后3、5、7 d较S组高且有显著性差异
(52.2%±4.7%, 49.8%±5.6%, 43.3%±6.4% vs  
47.5%±4.2%, 42.3%±5.4%, 36.6%±5.2%, 均
P <0.05), 饥饿后9 d A组较S组无显著差异. S、
A组各时间点胆碱能神经元分布密度较对照
组明显降低(P <0.01), 并随饥饿时间延长呈进
行性下降, 均于9 d达最低点, A组在饥饿后5、
7 d较S组高且有显著性差异(均P <0.05), 饥饿
后3、9 d A组较S组无显著差异.

结论: 饥饿后早期给予氨基胍能够一定程度
减轻肠胆碱能神经元损伤, 改善肠传输功能, 
发挥肠神经保护作用.

关键词: 饥饿; 氨基胍; 肠神经系统; 胆碱能神经元; 
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0  引言

在重大事故及自然灾害中被埋困人员饥饿状态

下机体发生应激反应, 其中, 肠神经及肠动力功

能在饥饿应激中的病理变化是需要关注的重要

环节. 肠神经系统(enteric nervous system, ENS)
由肠肌间神经丛和黏膜下神经丛组成[1], 在各种

调节胃肠蠕动功能的机制中起主要作用, 其中

主要的兴奋性神经元是乙酰胆碱能神经元[2], 在
肠道淤血、缺血再灌注等应激条件下, 肠壁内

的乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AchE)阳性

神经元数量减少, 提示应激条件会造成ENS神经

元功能异常[3], 氨基胍(aminoguanidine, AG)作为

一种选择性诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)抑制剂, 能有效地抑制应
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激状态下肠道产生的过多NO, 发挥肠道保护作 
用[4], 但对于完全饥饿状态下ENS神经元及肠

动力功能的保护作用还鲜见报道. 本研究采用

AchE组织化学染色技术, 观察氨基胍(AG)对饥

饿大鼠肠神经及肠动力功能的影响, 探讨早期

添加AG对肠神经的保护机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠90只(北京维通利华实验

动物技术有限公司提供清洁级), 质量250 g±20 
g, 随机分为正常对照组(C组, n  = 10)、全饥饿组

(S组, n  = 40) 和氨基胍+全饥饿组(A组, n  = 40).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 单笼适应性喂养1 wk后进行实验, 实
验期无饲料供应, 自由摄水, 自然光照, 室温控

制在18 ℃-25 ℃. 饥饿组和氨基胍组随机分为

3、5、7、9 d 4个亚组, 氨基胍组于饥饿当天开

始干预, 氨基胍按150 mg/(kg•d)配制成2 mL溶液

定时腹腔注射; 饥饿组定时腹腔注射生理盐水2 
mL/d, 排除腹腔注射操作本身干扰因素, 两组实

验期间自由饮水, 直至被处死.
1.2.2 小肠传输速率测定: 各亚组大鼠禁水12 h, 
于相应时间点采用20 g/L葡聚糖蓝-2000溶液0.4 
mL灌胃后30 min, 10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)
腹腔注射麻醉, 开胸经左心室顺序灌注37 ℃ 9 
g/L氯化钠溶液、4 ℃含10 g/L氯化钙的40 g/L甲
醛液固定组织. 剖腹取出胃肠道, 截取幽门至回

盲部整段小肠, 盲肠侧在上、幽门侧在下, 以5 g
重物垂直牵引悬挂, 测量并记录幽门至葡聚糖

蓝-2000色素推进最前端(推进长度)、幽门至盲

肠(总长度)的长度, 二者之比为小肠传输速率.
1.2.3 组织标本制备: 小肠传输速率测定完毕, 
迅速截取距回盲部3 cm一段回肠(5 cm), 用0.01 
mol/L PBS冲洗后用10 g/L多聚甲醛+1%氯化钙

溶液稍充盈, 将肠管两端结扎紧, 立即置入4 ℃
上述溶液中过夜, 次日如下述行全层铺片, 0.01 
mol/L PBS冲洗, 沿肠系膜处剪开肠管, 再将组织

剪成0.5 cm×0.5 cm的组织块, 在解剖显微镜下

用钟表镊剥除黏膜层和黏膜下层, 再用镊尖轻

轻挑去附于肌间神经丛的环行肌, 即得外纵肌

层标本(肠肌间神经丛附于其上).
1.2.4 酶组织化学染色: 每只大鼠各取5片外纵

肌层标本分别进行乙酰胆碱酯酶(AchE)组织化

学染色. AchE染色法[3]: 按Karnovsky-Roots直接

法进行AchE神经元染色, 将剥离的上段纵肌层

标本用0.01 mol/L PBS冲洗3次, 置入含碘化乙

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠神经及其分泌
递质种类多, 调节
机制复杂, 应激状
态下对其干预必
将产生复杂的变
化, 选取适当的应
激条件和强度、

干预时间、干预
药物种类、剂量
和给药方式, 需要
精心研究、设计.
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酰硫代胆碱(美国Sigma公司)5 mg、0.1 mol/L醋
酸缓冲液(pH5.5)6.5 mL、0.1 mol/L枸橼酸钠0.5 
mL、30 mmol/L硫酸铜l mL及蒸馏水l mL的孵

育液中37 ℃孵育60 min. PBS冲洗、贴片、铺平, 
牵拉率小于1∶1.1, 晾干、逐级酒精脱水, 二甲

苯透明, 中性树胶封片. 另设对照实验: 孵育液

中不加碘化乙酰硫代胆碱.
1.2.5 结果观察: Olympus光学显微镜下观察, 比
较各组大鼠肠肌间神经丛AchE阳性神经染色强

弱, 每只标本随机计数5个200倍视野, 单盲下测

定被检测的外纵肌层标本AchE阳性神经元细胞

数量, 用于比较各组AchE阳性神经元密度.
统计学处理 计量资料数据以mean±SD表

示, 多组间比较采用完全随机设计方差分析, 进
一步采用均数间两两比较的LSD法, SPSS13.0统
计分析软件对实验数据进行统计学分析.

2  结果

2.1 小肠传输速率 小肠传输速率在饥饿后3 d开
始进行性降低, 并于饥饿后9 d达最低点, S、A组

各时间点比对照组明显降低, 其中3 d时A组差异

显著(P<0.05), 其余各组差异非常显著(P<0.01). A
组在饥饿后3、5、7 d较S组高且有显著性差异

(P<0.05), 饥饿后9 d A组较S组无显著差异(表1).
2.2 回肠肌间神经丛AchE组织化学染色结果 光
镜下, 对照组AchE阳性神经元染色呈棕黄色, 胞
体大小不等, 形态多样, 细胞核不着色, 胞体内

可见大量棕黄色或棕黑色强阳性染色颗粒; 随
饥饿时间延长, 饥饿各组强阳性神经元及其胞

体内强阳性染色颗粒着色逐渐变浅, 数目呈减

少趋势, AchE组织化学染色对照实验结果呈阴

性, 具体结果及数值如下述: 回肠肌间神经丛胆

碱能神经元分布密度在饥饿后3天开始进行性

降低, 并于饥饿后9 d达最低点, S、A组各时间

点比对照组明显降低(P <0.01), A组在饥饿后5、
7 d较S组高且有显著性差异(P <0.05), 饥饿后3、
9 d A组较S组无显著差异(表2, 图1).

3  讨论

在胃肠道诸多功能中, 正常的肠蠕动功能意义

不仅在于参与食物的消化、吸收和排泄, 同时

也是胃肠道非免疫防御的重要机制, 可防止肠

内有害物质包括内毒素的积聚和限制细菌生长, 
是肠腔内环境的“清道夫”[5]. 胃肠蠕动反映

了胃肠道平滑肌、黏膜上皮和血管的整合的功 
能 [6],  其神经调节主要依赖3个系统即中枢神

经、自主神经和E N S, 其中E N S起主要作用, 
ENS是独立的具有与脑和脊髓类似的整合和处

理信息功能机制的神经系统, 可以不依赖中枢

而具有高度的自主性, 因此称作胃肠道的“微

型脑”[1,7,8]. ENS主要兴奋性神经递质是乙酰

■相关报道
研 究 证 实 ,  适 当
应用肠神经调节
药物更有利于应
激状态下肠神经
及肠传输功能的
保 护 ,  有 利 于 肠
道黏膜屏障功能
的 保 护 ,  延 缓 肠
道内毒素积聚和
细菌移位.

表  1  大鼠小肠传输速率比较 (mean±SD)

     
分组	             时间(d)	            总长度(cm)	                 推进长度(cm)	    推进比率(%)

对照组		  0	         122.3±10.5		  71.4±8.9		     59.2±7.1

饥饿组		  3	         126.4±10.1		  59.9±6.2b	     47.5±4.2b

		  5	         121.4±10.7		  51.4±6.4b	     42.3±5.4b

		  7	         128.4±11.7		  46.5±8.8b	     36.6±5.2b

		  9	         122.9±10.3		  34.8±6.9b	     28.1±4.9b

AG组		  3	         122.0±10.5		  63.6±7.1a	     52.2±4.7ac

		  5	         124.1±10.2		  60.3±7.1b	     49.8±5.6bc

		  7	         119.8±11.4		  51.3±8.6b	     43.3±6.4bc

		  9	         126.8±12.9		  41.0±8.8b	     32.2±5.6b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  饥饿组.

表  2  大鼠回肠肌间神经丛AchE阳性神经元分布密度 
(mean±SD, ×200)

     
分组	               时间(d)

                          AchE阳性神经元

				    (个/200倍视野)

对照组		  0		  77.63±6.41

饥饿组		  3		  65.25±6.36d

		  5		  53.75±6.54d

		  7		  38.13±6.96d

		  9		  30.75±6.19d

AG组		  3		  69.50±6.32d

		  5		  61.25±5.70ad

		  7		  47.35±7.58ad

		  9		  36.38±6.09d

aP<0.05 vs  饥饿组; dP<0.01 vs  正常对照组.
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胆碱(acetylcholine, Ach), AchE是Ach的水解酶, 
AchE活性增强代表Ach释放增加, 胆碱能神经兴

奋性增高. ENS与胃肠蠕动密切相关, 研究显示, 
糖尿病、间断禁食应激大鼠肠胆碱能神经元分

布密度异常, 同时出现肠蠕动功能损伤[9,10].
肠道为应激的中心器官, 在应激反应中, 机

体为保证心、脑重要器官血液供应, 通过复杂

的神经-内分泌系统介导, 调节全身血流重新分

配, 产生选择性内脏血管痉挛, 肠道缺血、缺 
氧[11], 肠黏膜屏障受损, 肠道细菌、内毒素群移

位, 引起炎性反应及多种细胞因子表达, 过氧化

物酶水平升高, 抗氧化防御系统的清除能力下

降, 产生大量的氧自由基[12]等肠道损伤机制. 完
全饥饿是一种严重应激状态, 可通过上述机制

损害肠道功能, 本实验结果显示, 肠动力方面, 
全饥饿组大鼠肠道传输比率明显低于对照组, 
并随着饥饿时间延长进行性降低, 提示肠传输

功能障碍; ENS方面, 回肠肌间神经丛胆碱能神

经元分布密度明显低于对照组, 并随着饥饿时

间延长进行性降低, 提示ENS兴奋功能降低. 以
上结果证实饥饿应激损害ENS及胃肠运动功能, 
并随饥饿时间延长, 这种损害进行性加重, ENS
及胃肠运动功能损害在时间和程度上基本一致.

AG是一种具有亲核作用的肼化物, 基本的

化学结构为HN-NH-C-NH, 带有一个能与缺乏

电子的羰基起反应的无毒亲核肼基团, 能使过

量的氧化酶失活[13,14], AG与L -精氨酸(NO合成底

物)和L -精氨酸类似物(N -单甲基-L -精氨酸, NOS
竞争性抑制剂)的化学结构相似, 为iNOS的选择

性抑制剂, 这些化学结构特点使AG具有独特的

生化作用. 研究显示, AG对应激诱导的肠黏膜

损伤、肠道炎性反应、肠道微循环障碍具有保

护作用[15,16], 我们建立饥饿应激模型, 研究AG对

ENS及胃肠运动的影响, 结果显示, AG组大鼠肠

■应用要点
本文为进一步研
究灾害中被困人
员肠神经及肠动
力功能保护提供
依据.

图  1  大鼠回肠肌间神经丛AchE表达(×200). A: 对照组; B: 饥饿3 d组; C: 饥饿5 d组; D: 饥饿7 d组; E: 饥饿9 d组; F: AG 3 d组; 

G: AG 5 d组; H: AG 7 d组; I: AG 9 d组.

A B C

D E F

G H I



www.wjgnet.com

陆之辉, 等. 氨基胍对饥饿大鼠肠道胆碱能神经元及肠动力功能的保护					                 829

道传输比率在饥饿后3、5、7 d明显高于全饥饿

组, 回肠肌间神经丛胆碱能神经元分布密度在

饥饿后5、7 d明显高于全饥饿组, 提示AG能一

定程度减轻饥饿应激对胆碱能神经元及肠道传输

功能的损伤作用, 发挥ENS及胃肠运动保护作用.
AG可能通过以下途径保护ENS及胃肠运动

功能: AG能够使应激状态下肠道nNOS的mRNA
转录水平升高[17], 促进nNOS合成, 进而保持正

常神经源性NO的稳定合成, 发挥其对肠道平滑

肌[18]、黏膜屏障、血管紧张度及血管渗透性的

生理调节作用, 保证ENS及胃肠运动功能正常运

行; 作为iNOS的选择性抑制剂, AG能抑制应激

时被炎症刺激、内毒素及细胞因子激活的iNOS
合成, 进而减轻诱导型NO大量合成引起的抑制

线粒体呼吸链、脂质过氧化或DNA断裂等细胞

毒性作用及参与炎症细胞趋化、炎症反应逐步

放大等有害反应[15], 减少应激对ENS及胃肠运动

功能的伤害; AG还能降低毛细血管内白细胞的

黏滞、抑制血管内皮生长因子[14,19]. 但AG的这

种保护作用是有限的, 饥饿终末期, AG组较全饥

饿组肠道传输比率, 胆碱能神经元分布密度无

显著差异, 可能是由于神经递质合成原料耗竭, 
损伤因素进行性积累加重, 胆碱能神经元结构

已严重破坏, AG失去有效保护作用.
总之, 饥饿后早期给予氨基胍可明显改善肠

道胆碱能神经元结构和功能, 改善肠传输功能; 
但其不能完全阻止饥饿后肠神经及肠传输功能

受损.
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■同行评价
本研究内容具有
很强的实用性, 提
供了较多有意义
的信息且具有一
定的创新性.


