
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年4月28日; 19(12): 1251-1256
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

[Ala]16-aFGF(1-29)对慢传输型便秘小鼠的治疗作用

胡小丹, 李学良, 沙 杰, 张爱青, 林 琳

胡小丹, 李学良, 沙杰, 张爱青, 林琳, 南京医科大学第一附
属医院消化科 江苏省南京市 210029
胡小丹, 主要从事胃肠动力及动力障碍性疾病的研究.
杨森科学基金资助项目, No. 2008
作者贡献分布: 胡小丹与李学良对此文所作贡献均等; 此课题由
李学良、胡小丹、张爱青、沙杰及林琳共同设计; 研究过程由
胡小丹、张爱青及沙杰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具
由胡小丹提供; 数据分析由胡小丹与沙杰合作完成; 本论文写作
由胡小丹与李学良完成.
通讯作者: 李学良, 主任医师, 210029, 江苏省南京市广州路300
号, 南京医科大学第一附属医院消化科. 
ligakur@yahoo.com.cn
电话: 025-83718836-6542  传真: 025-83780711
收稿日期: 2011-02-03   修回日期: 2011-03-27
接受日期: 2011-04-11   在线出版日期: 2011-04-28

Effect of subcutaneous 
injection of [Ala]16-aFGF(1-29) 
on slow transit constipation in 
mice 

Xiao-Dan Hu, Xue-Liang Li, Jie Sha, Ai-Qing Zhang, 
Lin Lin

Xiao-Dan Hu, Xue-Liang Li, Jie Sha, Ai-Qing Zhang, Lin 
Lin, Department of Gastroenterology, the First Affiliated 
Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing 210029, 
Jiangsu Province, China
Supported by: the Janssen Research Council China Re-
search Fund, No. 2008
Correspondence to: Xue-Liang Li, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University, 300 Guangzhou Road, Nanjing 210029, Jiangsu 
Province, China. ligakur@yahoo.com.cn
Received: 2011-02-03    Revised: 2011-03-27 
Accepted: 2011-04-11    Published online: 2011-04-28

Abstract
AIM: To investigate the potential therapeutical 
effect of a new acidic fibroblast growth factor 
(aFGF) fragment - [Ala]16-aFGF(1-29) against 
slow transit constipation (STC) in mice and to 
explore possible mechanisms involved.

METHODS: Sixty ICR mice were divided ran-
domly and equally into test group and control 
group. A mouse model of STC was established 
by subcutaneous injection (SC) of morphine [2.5 
mg/(kg•d)] for 45 days. The control group was 
treated with normal saline for the same dura-
tion. The fecal character was observed according 
to the Bristol Stool Form Scale (BSFS), and only 

mice producing stools conforming to BSFS 1 and 
2 were used as STC models. On day 45, six mice 
were chosen randomly from each group and 
used to confirm if STC was successfully induced 
by charcoal propulsion test. The rest mice in 
each group were divided into test group 1, test 
group 2, control group 1, and control group 2 (n 
= 12 each). The test group 1 and control group 
1 were treated with [Ala]16-aFGF(1-29) (300 µg/
kg each time, SC) twice per week for 8 weeks, 
while the test group 2 and control group 2 were 
treated with the same volume of vehicle. Fecal 
character was observed in all mice. Eight weeks 
later, the intestinal propulsion rate (IPR) in mice 
of each group was measured and the expres-
sion of neuron-specific enolase (NSE, a neuronal 
maker) in the colon was detected by immunohis-
tochemistry and Western blot.

RESULTS: On day 45, the feces in the test group 
was drier and harder (BSFS 1 and 2) than the 
control group (BSFS 4 and 5). Both the IPR and 
expression level of NSE in the test group were 
significantly lower than those in the control 
group (63.422% ± 1.791% vs 55.702% ± 1.806%, 
1.18800 ± 0.03176 vs 0.88730 ± 0.03554, 0.90520 ± 
0.02268 vs 0.71300 ± 0.01654, all P < 0.05 or 0.01). 
Eight weeks after treatment, the feces in the test 
group 1 gradually became as smooth and soft 
(BSFS 4 and 5) as that in the control groups 1 
and 2; the IPR and expression level of NSE in 
colonic tissue in the test group 1 were obviously 
improved compared to the test group 2 (62.250% 
± 5.283% vs 57.190% ± 4.291%, 0.6543 ± 0.0069 vs 
0.4193 ± 0.0158, 0.5823 ± 0.019 vs 0.5171 ± 0.0124, 
all P < 0.05) but showed no significant difference 
with those in the control groups 1 and 2.

CONCLUSION: Treatment with [Ala]16-aFGF 
(1-29) improved constipation symptoms and IPR 
in STC mice at least partially by protection of the 
enteric nervous system.

Key Words: Slow transit constipation; Enteric ner-
vous system; Acidic fibroblast growth factor; Mor-
phine; Animal model
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■背景资料
STC的具体病因
及机制不明, 临床
治疗不易, 严重影
响现代人的生活
质量. 近年来研究
表明肠神经系统
的病变是便秘发
生的重要病理生
理学基础, 因此保
护肠神经系统功
能从而改善便秘
症状, 是探索临床
治疗便秘的有效
途径之一.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院普通外
科
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摘要
目的: 初步探讨皮下注射一种新的酸性成
纤维细胞生长因子(acidic fibroblast growth 
factor, aFGF)片段-[Ala]16-aFGF(1-29)对慢传输
型便秘(slow transit constipation, STC)模型小
鼠便秘的治疗作用及其可能的作用途径.

方法: 60只ICR小鼠随机分为实验组(n  = 30)
和对照组(n  = 30), 通过皮下注射盐酸吗啡[2.5 
mg/(kg•d), 45 d]的方法建立肠道STC模型. 成
模后各组剩余小鼠再随机分为两组, 记为实
验1组、实验2组、对照1组及对照2组(各组
12只), 其中实验1组及对照1组小鼠予皮下注
射[Ala]16-aFGF(1-29)(300 μg/kg, 每周2次, 共8 
wk), 实验2组及对照2组则予等量的溶解液同
样处理, 实验过程及结束后观察各组小鼠粪便
性状变化并测定肠道推进率. 处死后的小鼠取
结肠组织, 以免疫组织化学染色及Western blot
检测对照组及实验组药物干预前后结肠组织
肌间丛神经元特异性烯醇化酶(neuron specific 
enolase, NSE)的表达.

结果: 实验第45天, 实验组小鼠粪便较对照
组明显干硬 ;  且肠道推进率和N S E表达水
平均较对照组明显减少(63.422%±1.791% 
vs  55.702%±1.806%; NSE mRNA: 1.18800
±0.03176 vs  0.88730±0.03554; NSE蛋白: 
0.90520±0.02268 vs  0.71300±0.01654, 均
P <0.05或0.01), 判定STC模型建立. 药物干预8 
wk后, 实验1组小鼠粪便渐变为类似于对照组
的香肠样软便; 肠道推进率及结肠组织NSE的
表达均较实验2组明显改善(62.250%±5.283% 
vs  57.190%±4.291%; NSE mRNA: 0.6543±
0.0069 vs  0.4193±0.0158; NSE蛋白: 0.5823±
0.0190 vs  0.5171±0.0124, 均P <0.05), 但与对
照组之间无显著统计学差异.

结论: [Ala]16-aFGF(1-29)慢性皮下注射可明显
改善STC小鼠的便秘症状及肠道推进率, 其对
肠神经系统的修复保护作用可能是其作用机
制之一.

关键词: 慢传输型便秘; 肠神经系统; 酸性成纤维细

胞因子; 吗啡; 动物模型
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0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
以结肠动力减弱为特征的顽固性便秘, 其病因

复杂, 发病机制尚不清楚, 在治疗方面长期依

赖各种泻剂的使用, 效果不佳[1-3]. 肠神经系统

(enteric nervous system, ENS)病变与STC的形成

及进展密切相关[4-6]. 酸性成纤维细胞生长因子

(acidic fibroblast growth factor, aFGF)是一种由

154个氨基酸组成的具有促进纤维细胞生长的

活性多肽, 具有营养及促进神经修复的功能[7,8], 
研究亦发现其可能在结肠神经系统发挥着某些

重要生理功能[9-11]. 因此, 我们推测该物质可能对

STC的神经病变具有一定的治疗作用. [Ala]16-
aFGF(1-29)是一种新的aFGF活性片段, 本课题

组前期的实验结果显示他与aFGF大分子具有相

同的生物活性[12], 但其分子量小, 易于合成, 在
给以生物体用药时更易被吸收利用, 并大大减

少不良反应, 具有更实际的临床应用前景. 本研

究初步探讨了该物质对STC小鼠的治疗作用及

其可能的作用途径.

1  材料和方法

1.1 材料 60只清洁级ICR小鼠购自上海斯莱克

实验动物中心 .  盐酸吗啡购自沈阳第一制药

厂. [Ala]16-aFGF(1-29)粉剂购自Peptide Institute 
Inc(Osaka Japan). NSE兔抗小鼠多克隆抗体购自

Abcam生物技术公司. 辣根过氧化物酶标记的二

抗购自晶美生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 将60只清洁级ICR小鼠随机分

为实验组和对照组(n  = 30), 实验组皮下注射盐

酸吗啡2.5 mg/(kg•d), 共45 d, 建立STC模型[13-15]; 
对照组以等量生理盐水同样处理. 测定肠道推

进率(每组随机取6只小鼠), 若实验组小鼠肠道

推进率较对照组降低且有统计学差异, 则认为

实验组小鼠肠道传输功能降低, 符合STC的临床

诊断标准, 模型复制成功. 剩余小鼠在各组内随

机再分为2组, 即实验1组、实验2组、对照1组
及对照2组(均n  = 12), 其中实验1组、对照1组皮

下注射[Ala]16-aFGF(1-29) 300 μg/kg, 2次/wk, 共
8 wk, 实验2组、对照2组给予等量的溶解液同样

处理.
1.2.2 小鼠粪便性状评估: 依据Bris to l粪便性

状分级(BSFS)[16], 分离的硬团状或团块状粪便

(BSFS 1, 2), 符合STC的粪便性状改变标准; 香
肠状或团块状光滑软便(BSFS 4, 5), 符合正常小
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■相关报道
国内学者亦发现
在 吗 啡 诱 导 的
STC小鼠肠道存
在 结 肠 C a j a l 间
质细胞数量的减
少、抑制性神经
递质表达增加.
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鼠的粪便性状.
1.2.3 肠道推进率: 禁食24 h的小鼠经口灌入炭末

混悬液0.5 mL, 30 min后颈椎脱臼法处死, 剖腹

取出幽门到直肠末端全部肠道, 在无张力状态

下测量肠道全长及炭末在肠道的推进距离, 计
算炭末推进距离占肠道全长的百分比. 肠道推

进率 = 炭末推进距离/肠道全长×100%.
1.2.4 免疫组织化学检测肠道肌间丛神经元特

异性烯醇化酶[17,18]分布及表达量: 常规固定、包

埋、切片、梯度脱蜡、染色. 加一抗4 ℃孵育过

夜, 苏木素复染胞核, PBS代替一抗作为阴性对

照. 显微镜下胞质染色呈棕黄色片状或颗粒状物

为阳性反应. 每张切片选5个高倍视野(×400倍), 
应用IPP(Image-Pro Plus)图像分析系统进行分析, 
以平均吸光度(A)值表示蛋白的相对表达量.
1.2.5 Western blot检测各组小鼠结肠组织中神

经元特异性烯醇化酶的表达: 提取40 μg蛋白样

品, SDS-PAGE凝胶电泳分离, 250 mA电转膜, 
蛋白转至PVDF膜, 50 g/L脱脂奶粉于室温封闭

2 h, 加1∶800稀释的神经元特异性烯醇化酶, 
4 ℃孵育过夜, TBST洗膜, 加1∶4 000 HRP标
记羊抗兔单克隆抗体, 室温孵育1 h, TBST洗膜, 
化学发光剂曝光、显影. 所获X光片扫描入计算

机, 用天能GIS凝胶图像处理系统软件对目标条

带及β-actin条带进行A值分析.
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

运用SPSS11.0统计软件进行统计分析, 各组间比

较采用单因素方差分析、组内则应用两样本均

数t检验, P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 实验第45天模型小鼠粪便性状、肠道推进

率 实验组小鼠粪便(BSFS 1, 2)较对照组(BSFS 
4, 5)明显干硬; 实验组小鼠肠道推进率较对照组

减低且差异具有统计学意义(63.422%±1.791% 
vs  55.702%±1.806%, P <0.01, 图1). STC动物模

型成功建立.
2.2 实验第45天小鼠结肠组织中NSE的表达

2.2.1 免疫组织化学检测NSE的表达: 实验组及

对照组小鼠肌间丛均可见棕色片状或颗粒状物, 
实验组NSE的平均A值较对照组明显减低, 且差

异具有统计学意义(1.188±0.03176 vs  0.8873±
0.03554, P <0.05, 图2). 
2.2.2 Western blot检测NSE的表达: 实验组小鼠

结肠组织中NSE的表达水平(A值)较对照组明显

减低且差异具有统计学意义(0.9052±0.02268 vs  
0.7130±0.01654, P <0.05, 图3).
2.3 [Ala]16-aFGF(1-29)注射8 wk后各组小鼠粪

便性状及肠道推进率 给予[Ala]16-aFGF(1-29)皮
下注射8 wk后, 实验1组小鼠粪便性状渐变为光

滑软便(BSFS 4, 5)且类似于对照组, 给予溶解液

处理的实验2组小鼠粪便仍以干硬便为主(BSFS 
1, 2); 实验1组肠道推进率较实验2组明显增加

■创新盘点
本 研 究 首 次 应
用 [Ala ] 16- aFGF 
(1-29)治疗STC小
鼠, 并观察到小鼠
便秘症状及肠道
神经元的表达量
均较对照组有明
显的改善.
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图  2  两组小鼠肠道肌间丛NSE的表达(免疫组织化学×
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图  3  Western blot检测两组小鼠结肠组织中NSE的表达.
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(62.25%±5.283% vs  57.19%±4.291%, P <0.05), 
且与对照1、2组(60.74%±4.231%, 59.83%±

4.977%)之间的差异无统计学意义(P >0.05).
2.4 [Ala]16-aFGF(1-29)注射8 wk后小鼠结肠组织

中NSE的表达

2.4.1 免疫组织化学检测NSE的表达: 实验1组小

鼠结肠肌间丛的NSE表达量(平均A值为0.6543±
0.0069)较实验2组(平均A值为0.4193±0.0158)明
显增加(P <0.05), 且与对照1、2组(平均A值分别

为0.7960±0.0132, 0.7887±0.0145)之间的差异无

统计学意义(均P>0.05, 图4).
2.4.2 Western blot检测NSE的表达: 实验1组小

鼠结肠组织中NSE的表达水平(A值为0.5823±
0.019)较实验2组(A值为0.5171±0.0124)明显升

高(P <0.05), 且与对照1、2组(A值分别为0.5772
±0.0225, 0.5676±0.0171)之间表达的差异无统

计学意义(P >0.05, 图5).

3  讨论

功能性便秘(functional constipation, FC)又称为

慢性便秘、特发性便秘, 是临床常见的消化系

症状, 与肠癌、乳腺癌、肝性脑病等疾病的形

成与进展相关, 还是心脑血管疾病(心肌梗死、

脑血管意外等)致残、致死的诱因之一[19]. STC
是FC的常见类型, 约占FC的45.5%[20], 其主要临

床特点是结肠传输运动减慢、肠内容物通过延

迟, 无便意、排便次数减少, 结肠传输试验可明

确诊断. 目前临床上治疗便秘主要通过各种类

型泻剂对症处理, 远期疗效不明显且长期用药

易导致人体水、电解质紊乱, 并最终需要外科

手术解决问题, 治疗比较棘手.
国内外学者观察到临床应用吗啡等阿片类

镇痛药缓解癌症晚期疼痛常伴发严重、持久的

便秘, 并成功建立了相关的便秘动物模型[13-15]. 
本研究亦采用吗啡诱导建立小鼠结肠慢传输运

动模型, 实验组小鼠粪便粪质变硬, 肠道推进率

减低, 符合STC的临床特征, 成功复制动物模型. 
STC发病的病理生理学基础尚未明确, 但肠道动

力异常是其中的重要环节, 大量的研究表明STC
患者肠道组织中神经元及Cajal间质细胞数量较

对照组显著减少[21,22], 国内学者亦发现在吗啡诱

导的STC小鼠肠道存在结肠Cajal间质细胞数量

的减少、抑制性神经递质表达增加[23,24], 本研究

中免疫组织化学及Western blot结果均提示模型

小鼠结肠组织中神经元的数量较对照组明显减

少, 进一步证实STC时结肠存在神经元的改变.

■应用要点
本 研 究 应 用
[Ala]16-aFGF(1- 29)
成功治疗STC模型
动物, 为探索便秘
的新疗法提供了
动物实验依据.

图  5  [Ala]16-aFGF(1-29)干预后各组小鼠结肠组织中NSE的
表达.

实验1组  实验2组   对照1组   对照2组

NSE

b-actin

47 000

43 000

Da

图  4  [Ala]16-aFGF(1-29)干预后各组小鼠肠道肌间丛NSE的表达(免疫组织化学×400). A: 实验1组; B: 实验2组; C: 对照1组; 

D: 对照2组. 箭头表示NSE表达阳性.

A B

C D
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aFGF是成纤维细胞因子家族中的一员, 最
初发现并分离自牛脑及脑垂体. aFGF可通过促

分裂及非促分裂效应对来源于中胚层和神经外

胚层的细胞如间充质细胞、内分泌细胞、神经

细胞等产生广泛的生物学效应, 如促进创伤愈

合、组织修复、保护缺血再灌注引起的细胞损

伤[25-27]. 在神经系统aFGF的作用主要表现为营

养神经、促进损伤神经元的修复和再生, 临床

及动物实验研究均显示外周神经损伤后, 手术

修复的同时给予aFGF治疗可易化神经纤维的再

生, 疗效较对照组明显提高[28,29]. Capetandes等研

究证实大肠神经系统的肌间丛亦存在该物质[16], 
这些研究结果提示aFGF可能在肠道神经系统有

重要的作用.
a F G F作为人体的微量活性物质, 难以在

体液或组织中提取, 主要通过生物工程方法人

工合成获得, 但aFGF含有154个氨基酸, 其合

成复杂、价格昂贵且易产生不良反应, 临床应

用受到了限制. 用丙氨酸替换aFGF氨基端1-29
片段中的第16位半胱氨酸残基得到的[Ala]16-
aFGF(1-29), 与大分子aFGF具有同样的生物活

性 [12]. 基于S TC的病理生理改变及aF G F的广

泛生理活性和神经保护作用, 我们推测[Ala]16-
aFGF(1-29)可能对STC有治疗作用. 本研究在

成功建立S T C动物模型的基础上外源性给予

[Ala]16-aFGF(1-29)治疗8 wk, 发现治疗后的STC
小鼠粪便性状趋向于BSFS 4, 5, 肠道推进率亦

明显增加, 免疫组织化学及Western blot结果均

显示起结肠组织神经元的表达量较给予溶解

液处理的STC小鼠明显增加. 近年的研究认为

aFGF可能通过以下机制促进神经损伤的修复: 
(1)抑制因损伤直接或间接诱导的神经元凋亡或

坏死; (2)促进损伤近邻区域神经元的增殖, 代偿

性修复神经损伤; (3)诱导神经干细胞或外周多能

干细胞分化成神经元和胶质神经细胞, 从而修复

神经损伤[30-33]. 本研究证实STC模型小鼠肠道组

织神经元表达量减少, 给予aFGF活性片段干预

后其表达量明显增加, 此效应是否通过前述机制

中的一种或几种实现是下一步的研究方向.
总之, 外源性给予[Ala]16-aFGF(1-29)治疗

STC小鼠, 可显著改善其便秘症状和肠道推进

率; 且根据治疗后STC小鼠肠道神经元表达量

较给予溶解液的对照组增加, 我们推测[Ala]16-
aFGF(1-29)可能通过保护及修复ENS, 从而改善

STC小鼠便秘症状及肠道推进率. 但该效应的具

体途径不明, 有待进一步研究.
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