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大鼠早期生活应激对成年后功能性慢性内脏痛及下丘脑
室旁核内CRH R1表达的影响

赵小平, 喻 乐, 陈自洋, 花 嵘, 张咏梅

®

■背景资料
功能性腹痛综合
征患者通常有慢
性内脏痛觉过敏. 
因确切的发病机
制仍旧尚未阐明, 
临床也因此缺乏
有效的防治方法. 
近年来随着国内
外功能性腹痛综
合征动物模型的
成功建立, 为进一
步研究人类功能
性腹痛综合征的
产生、发展机制
以及治疗提供了
契机. 

Abstract
AIM: To assess the effect of early-life stress on 
chronic functional visceral pain and expression 
of corticotropin releasing hormone receptor 1 
(CRH R1) in the hypothalamic paraventricular 
nucleus (PVN) of rats with chronic functional 
visceral pain to provide a theoretical basis for 
the prevention and treatment of abdominal pain-
related functional gastrointestinal disorders.

METHODS: Neonatal rats were randomly di-
vided into six groups (n = 10), including a male 
control group, a female control group, a male 
separation group, a female separation group, a 
male distension group and a female distension 
group. HE staining was used to detect histologic 
changes in the colon tissue. Western blot and 
immunofluorescence were used to detect the 
changes in CRH R1 expression in the PVN. Brain 
tissue sections were immunostained for c-fos as 
a marker for activation of the PVN. Furthermore, 
normal male adult rats were randomly divided 
into three groups (normal control, saline and li-
docaine, n = 6 for each group) to observe the role 
of PVN in the regulation of chronic functional 
visceral pain in normal rats by intra-PVN ad-
ministration of lidocaine (1%, 0.3 µL). 

RESULTS: Neonatal maternal separation (NMS) 
or colorectal distension (CRD) resulted in chron-
ic visceral hypersensitivity without pathologi-
cal changes in the colon tissue. There was no 
gender difference in the above change. Electrical 
discharge of the abdominal external oblique 
muscle in rats 10, 20, and 30 min after intra-PVN 
microinjection of 1% lidocaine was decreased 
significantly under the stimulation of CRD at 60 
mmHg compared with normal controls and sa-
line rats. The expression of CRH R1 and c-fos in 
the PVN of NMS and CRD rats increased com-
pared with control rats. 

CONCLUSION: Early-life stress can lead to 
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■研发前沿
近 年 来 ,  早 期 生
活应激经历对大
鼠功能性慢性内
脏 痛 的 远 期 影
响已经成为国内
外 研 究 的 热 点 . 
A u t u m n 等 发 现
CRH R1的激活直
接参与早期生活
应激对海马突触
可塑性和学习、
记忆产生持久的
影 响 ;  中 枢 或 皮
下给以CRH R1拮
抗剂能有效遏制
早期生活应激对
海马的不利影响. 
对于功能性慢性
内脏痛是否伴随
下丘脑室旁核内
CRHR1的表达变
化 ,  还 未 有 相 关
报道.

chronic functional visceral pain in rats in adult-
hood. Allodynia caused by NMS is more obvi-
ous than that by CRD. The PVN and CRH R1 
may be involved in the pathogenesis of chronic 
functional visceral pain caused by early-life 
stress. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨建立功能性慢性内脏痛的不同造
模方式及造成的功能性慢性内脏痛的性别差
异; 观察功能性慢性内脏痛大鼠下丘脑室旁
核(paraventricular nucleus, PVN)内促肾上腺皮
质激素释放激素受体1(corticotropin releasing 
hormone receptor 1, CRH R1)表达变化, 进而
认识下丘脑PVN在功能性慢性内脏痛发生中
的作用及机制, 为临床防治功能性慢性内脏痛
提供理论依据. 

方 法 :  将 新 生 期 S D 大 鼠 随 机 分 成 雌 雄 对
照组、雌雄母婴分离(n e o n a t a l m a t e r n a l 
s e p a r a t i o n ,  N M S)组、雌雄直结肠扩张
(colorectal distension, CRD)组, 每组10只, 成
年后进行直结肠内扩张后, 采用腹壁撤离反
射(abdominal withdrawal reflex, AWR)和电
生理学方法评价其内脏痛觉敏感性; 采用HE
染色检测结肠组织形态学变化; 采用Western 
blot、免疫荧光染色方法检测PVN内CRH R1
及c-fos的表达变化. 将正常成年大鼠随机分为
正常对照组、生理盐水组和利多卡因组, 每组
6只, 通过PVN内微量注射利多卡因观察PVN
在正常大鼠内脏痛觉调节中的作用. 

结果: (1)大鼠新生期经历母婴分离、直结肠
扩张, 成年后AWR评分、腹外斜肌放电幅度
增高, 痛阈值下降, 结肠组织均未见明显病理
改变, 其中NMS组在20 mmHg直结肠扩张时
AWR评分和腹外斜肌放电幅度均比CRD组
高(P <0.05, P <0.05); (2)各组大鼠雌雄AWR评

分、痛阈值和腹外斜肌放电幅度差别不一致, 
但大部分是没有性别差异的; (3)与正常对照
组、生理盐水组相比, PVN内微量注射1%利
多卡因后10、20、30 min在60 mmHg直结肠
扩张时腹外斜肌放电是明显下降的(P <0.05). 
(4)N M S、C R D组与对照组比较 ,  P V N内
c-fos、CRH R1的表达增加(P <0.05, P <0.05). 

结论:  早期生活应激会导致成年后功能性
慢性内脏痛的发生 ,  N M S导致的触诱发痛
(allodynia)更明显, 但没有性别差异. PVN及其
内的CRH R1参与大鼠早期生活应激引起的功
能性慢性内脏痛的形成和维持. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 早期生活应激会导致成年后功能

性慢性内脏痛的发生 ,  母婴分离导致的触诱

发痛更明显 ,  但没有性别差异 .  下丘脑室旁核

(paraventricular nucleus)及其内的促肾上腺皮质激

素释放激素受体1(corticotropin releasing hormone 
receptor 1)参与大鼠早期生活应激引起的功能性

慢性内脏痛的形成和维持. 
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0  引言

功能性腹痛综合征(functional abdominal pain 
syndrome, FAPS)也称为“慢性自发性腹痛”或

“慢性功能性腹痛”, 主要表现为慢性内脏痛, 
且伴随一定程度的日常活动能力减退, 症状至

少持续6 mo, 但结肠组织未见明显病理学变化[1]. 
目前内脏痛觉过敏被认为是FAPS的主要发病机

制之一[2,3], 但其确切的发病机制尚未阐明. 随着

脑显像技术的不断发展, 越来越多的研究发现

各种慢性疼痛疾病(包括肠易激综合征)患者与

应激-觉醒环路相关的脑区灰质密度增高[4], 促
肾上腺皮质激素释放激素(corticotropin releas-
ing hormone, CRH)-CRH R1信号系统是应激和

觉醒环路中的一部分[5]. 前期临床资料显示, 应
激有关的内脏痛觉过敏, 特别是在结肠水平, 主
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■相关报道
研究发现各种慢
性疼痛疾病患者
与应激-觉醒环路
的脑区灰质密度
增高有关 .  CRH-
CRH R1信号系统
是应激和觉醒环
路中的一部分. 前
期临床资料显示, 
急性和慢性应激
有关的内脏痛觉
过敏, 特别是在结
肠 水 平 ,  主 要 是
由脑内CRH-CRH 
R1信号系统激活
导致的.

要是由脑内CRH-CRH R1信号系统激活导致[6-8]. 
CRH R1主要分布于中枢神经系统, 如下丘脑室

旁核(paraventricular nucleus, PVN), 主要介导经

典的CRH促进腺垂体促肾上腺皮质激素(adre-
nocorticotropic hormone, ACTH)的释放作用, 参
与应激反应及应激相关行为、自主神经反应、

内脏传出调节等[6,9-15]. 新生期母婴分离(neonatal 
maternal separation, NMS)和新生期直结肠扩张

(colorectal distension, CRD)是用于研究慢性内脏

痛敏的两种常见动物模型. 对于这两种模型造

成内脏痛觉过敏的不同及是否有性别差异尚未

见报道. 本研究通过建立不同功能性慢性内脏

痛模型探讨其造成内脏痛觉过敏的不同、是否

有性别差异及观察功能性慢性内脏痛大鼠PVN
内CRH R1表达变化, 加深对早期生活应激致成

年后功能性慢性内脏痛形成机制的认识, 对临

床采取积极有效的防治措施, 减少早期不良生

活经历所造成的危害具有重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年SD大鼠, 200-250 g, 雌雄各6
只, 一雌一雄饲养在6个笼子里, 24 ℃±2 ℃室

温, 12 h/12 h昼夜节律, 自由摄食摄水, 正常受孕, 
其所生乳鼠作为实验对象. 本实验均遵从国际

疼痛研究联合会相关指南, 以尽量减少实验动

物数目及对实验动物的伤害为原则, 并经徐州

医学院实验动物伦理委员会的许可. 人血管重

建气囊20.0 mm×3.0 mm(美国); BL-420E+多道

生理记录仪(成都泰盟仪器厂); 台式血压计(上
海跃进医疗器械厂); 大鼠脑立体定位仪(日本); 
微量进样器(上海); 苏木素伊红染色试剂盒(碧
云天生物有限公司); 山羊源多克隆CRH R1抗
体(美国Santa Cruz公司); 兔源多克隆c-fos抗体

(美国Santa Cruz公司); 碱性磷酸酶标记抗山羊

IgG(碧云天生物有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 大鼠功能性慢性内脏痛模型的建立及实验

分组: NMS模型参照文献[16,17], 自乳鼠出生后

第2天至第14天, 每日上午9:00开始将乳鼠与母

鼠分离3 h, 连续13 d. 新生期CRD模型参照文献

[18,19], 在乳鼠出生后第8、10、12天, 每日9:00
开始, 用棉签沾湿温水擦拭肛门后, 将人血管重

建气囊插入乳鼠结直肠中, 以气囊完全进入肛

门为准, 充气扩张维持l min后放气撤出, 待30 
min以后再重复一遍上述操作, 每次扩张完后立

即将幼鼠送到母鼠身边. 对照组不予任何处理. 
第21天断奶, 第30天雌雄分笼饲养. 常规饲养到

第8周即成年后, 进行内脏痛觉敏感性测定. 第
12周处死大鼠, 留取结肠进行病理学检查, 留取

脑组织进行免疫荧光和免疫组织化学检测. 具
体时间流程如图1所示. 

为研究不同性别、不同造模方式对大鼠

功能性慢性内脏痛的影响, 将60只幼年SD大鼠

随机分为6组(n  = 10): 雄性对照组(male control, 
MC)、雌性对照组(female control, FC)、雄性分

离组(male separation, MS)、雌性分离组(female 
separation, FS)、雄性扩张组(male distension, 
MD)、雌性扩张组(female distension, FD); 为
证明PVN在内脏痛觉感受中的作用将♂SD大

鼠(200-250 g)随机分为3组(n  = 6): 正常对照组

(control, C)、PVN内微量注射生理盐水组(nature 
saline, NS)、PVN内微量注射1%利多卡因组(li-
docaine, LD). 
1.2.2 内脏痛觉敏感性测定: 参照文献[18,20], 
(1)AWR评分: 大鼠于实验前18 h禁食, 自由饮水, 
乙醚麻醉大鼠, 将涂有石蜡油的气囊插入大鼠

结直肠内4.0 cm, 用胶布将肛门外导管固定于大

鼠尾根部, 导管经三通连接注射器和血压计. 将

出生

母婴分离

2 d 14 d

直结肠扩张

休息阶段
8 d 10 d 12 d

行为学测定

8 wk 9 wk 10 wk 3 mo

图  1  大鼠功能性慢性内脏痛模型建立时间流程图. 大鼠出生后第2天到第14天母婴分离或出生后第8、10、12天直结肠扩

张, 出生后第8周到第10周行为学测定, 出生后第3个月处死并取材.
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■创新盘点
新 生 期 N M S 和
CRD都是比较理
想的功能性慢性
内脏痛模型. NMS
模拟的是心理应
激, 而CRD主要模
拟的是躯体应激. 
这两个模型的应
用有助于我们从
脑-肠互动的角度
进一步探讨功能
性慢性内脏痛的
病理生理机制, 以
及为改善和治愈
腹痛相关的功能
性胃肠疾病提供
有价值的新途径.

大鼠放入有机玻璃观察箱内(20 cm×12 cm×9 
cm)观察, 待大鼠苏醒并完全适应环境30 min后
开始实验. 分别给予20、40、60、80 mmHg压
力, 每次持续扩张20 s, 刺激间隔4 min, 每个压力

均重复进行3次AWR评分. AWR评分采用单盲

法, 评分标准: 0分: 无明显行为变化; 1分: 仅有

简单的头部运动; 2分: 腹部肌肉开始收缩, 但未

抬离桌面; 3分: 腹肌明显收缩变平或下腹壁抬

离桌面; 4分: 腹壁拱起或伴身体、骨盆躬起; (2)
痛阈测定: 实验前准备同AWR评分. 初始压力为

10 mmHg, 每次依次递增10 mmHg, 保持10 s, 间
隔4 min后重复加压, 直至大鼠达到AWR评分为

3分时, 即出现明显的腹肌收缩变平或明显的下

腹壁抬离箱底时的压力值即为大鼠的痛阈值, 
注意扩张压力不超过80 mmHg. 重复进行5次; 
(3)腹外斜肌放电记录: 安静且室温24 ℃-26 ℃
条件下, 将大鼠用乙醚麻醉后固定于手术台上, 
气囊插入同AWR评分, 将银丝电极插入腹外斜

肌(腹股沟韧带上方1 cm, 腹中线旁开1.5 cm), 大
鼠清醒后适应30 min, 用BL-420E+生物信号采

集处理系统记录其腹外斜肌基础放电(参数设

置: 高频滤波2 kHz, 时间常数0.001 s, 采样频率

40 Hz, 灵敏度500 µV, 走纸速度250 ms/div). 然
后给予压力分别为20、40、60、80 mmHg CRD
刺激, 每次加压持续10 s, 间隔4 min, 大鼠在不同

压力下腹外斜肌放电幅值减去其基础放电幅值

的差值代表不同压力下腹外斜肌放电幅值. 通
过与正常大鼠的腹外斜肌放电幅值的比较分析, 
筛选出造模成功的大鼠进行下一步实验. 
1.2.3 结直肠组织病理学检查: 第12周, 经组织灌

注固定后, 取大鼠距肛门10 cm处降结肠作标本. 
切片由徐州医学院附属医院病理科专家诊断, 
观察指标为结直肠局部组织有无损伤及炎症等

异常改变. 
1.2.4 下丘脑PVN内微量注射及鉴定: 成年SD大

鼠腹腔注射10%水合氯醛3.5 mL/kg麻醉后, 固
定于脑立体定位仪上, 沿正中线切开头皮, 暴露

前囟, 根据Paxinos和Watson的大鼠脑立体定位

图谱定位PVN(前囟后1.5 mm, 右旁开0.4 mm, 深
7.8 mm), 待大鼠清醒, 将1%利多卡因或生理盐

水0.3 μL于l min内注射到PVN内[21,22]. 注射完毕

后留针5 min防止返流并保证药物扩散. 然后进

行电生理记录给药后10、20、30 min时给予60 
mmHg CRD刺激下大鼠的腹外斜肌放电峰峰值. 
处死大鼠, 取脑, 经中性红染色确定脑定位的准

确性. 选择注射位点正确的大鼠, 比较给药前

后腹外斜肌放电峰峰值的变化, 注射位点不在

PVN内的实验数据不予统计处理. 
1.2.5 Western blot检测PVN内CRH R1蛋白的表

达: 第12周迅速处死大鼠取脑, 冰上分离PVN置

于冻存管内, -80 ℃保存备用. 经过样品处理, 聚
丙酰胺凝胶制备后上样与蛋白电泳, 转膜, 漂洗

封闭, 依次放入一抗、二抗, 显色, 照相, 采用Im-
age ProPlus图像分析系统对蛋白条带的相对深

度进行分析. 
1.2.6 免疫荧光(组织化学)染色法检测PVN内

CRH R1和c-fos蛋白的表达: 第12周大鼠经心脏

组织灌注固定取脑, 浸入30%蔗糖溶液中脱水直

至沉底后脑组织冠状冰冻连续切片, 0.01 mol/L
的PBS漂洗; 加入0.6%Triton X-100(或3%H2O2) 
30 min, 封闭2 h, 一、二抗孵育, 贴片(或DAB溶
液显色)、封片, 共聚焦显微镜(或光学显微镜)
下观察拍片、计数. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进

行分析, 实验数据以mean±SD表示, 数据进行

方差齐性检验, 各组间比较采用单因素方差分

析(one-way ANOVA), 两两比较采用SNK检验, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 大鼠新生期NMS、CRD对成年后AWR评分

的影响 在20 mmHg压力刺激下: MC组与FC组相

比, 未见明显差异; MS组与FS组相比, FS组AWR
评分较高(P <0.05); MD组与FD组相比, FD组

AWR评分较低(P <0.05). MS组、FS组与MC组、

FC组比较, MS组、FS组AWR评分较高(P <0.05, 
P <0.05); MD组、FD组与MC组、FC组比较, MD
组、FD组AWR评分较高(P <0.05, P <0.05). MD
组与MS组相比, MD组AWR评分较低(P <0.05); 
FD组与FS组相比, FD组AWR评分较低(P <0.05). 

在40、60 mmHg压力刺激下: MC组与FC组
相比, MS组与FS组相比, MD组与FD组相比, 均
未见明显差异. MS组、FS组与MC组、FC组比

较, MS组、FS组AWR评分较高(P <0.05, P <0.05); 
MD组、FD组与MC组、FC组比较, MD组、FD
组AWR评分较高(P <0.05, P <0.05). MD组与MS
组相比, FD组与FS组相比, 均未见明显差异. 

在80 mmHg压力刺激下: MC组与FC组相比, 
MS组与FS组相比, MD组与FD组相比, 均未见明

显差异. MS组、FS组与MC组、FC组比较, FD
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组与FC组比较, 均未见明显差异; MD组与MC组
比较, MD组AWR评分较高(P <0.05). MD组与MS
组相比, FD组与FS组相比, 均未见明显统计学差

异(图2). 
2.2 大鼠新生期N M S、C R D对成年后痛阈值

的影响 MC组与FC组相比, MS组与 FS组相比, 
MD组与FD组相比, 均未见明显差异. MS组、

FS组与MC组、FC组相比, 痛阈值下降(P <0.05, 
P <0.05); MD组、FD组与MC组、FC组相比, 痛
阈值下降(P <0.05, P <0.05). MD组与MS组相比, 
FD组与 FS组相比, 均未见明显差异(图3).  
2.3 大鼠新生期NMS、CRD对成年后腹外斜肌

放电的影响 在20 mmHg压力刺激下: MC组与

FC组相比, MS组与FS组相比, MD组与FD组相

比, 均未见明显差异. MS组、FS组与MC组、FC
组比较, MS组、FS组腹外斜肌放电增强(P <0.05, 
P <0.05); MD组、FD组与MC组、FC组比较, MD
组、FD组腹外斜肌放电增强(P <0.05, P <0.05). 
MD组与MS组相比, MD组腹外斜肌放电较弱

(P <0.05); FD组与FS组相比, FD组腹外斜肌放电

较弱(P <0.05). 
在40 mmHg压力刺激下: MC组与FC组相比, 

FC组腹外斜肌放电增强(P <0.05); MS组与FS组
相比, MD组与FD组相比, 均未见明显差异. MS
组、FS组与MC组、FC组比较, MS组、FS组斜

肌放电增强(P <0.05, P <0.05); MD组、FD组与

MC组、FC组比较, MD组、FD组斜肌放电增强

■应用要点
本研究对认识早
期生活经历对发
育期幼鼠远期功
能性慢性内脏痛
的病理生理机制, 
进而进一步认识
下丘脑室旁核在
功能性慢性内脏
痛发生中的作用
及机制, 对临床采
取积极有效的防
治措施, 减少早期
不良生活经历所
造成的危害具有
非常重要的意义.
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图  2  大鼠早期母婴分离或直结肠扩张对成年后AWR评分的影响. A: 各组大鼠在20 mmHg直结肠扩张压力刺激下AWR评

分; B: 各组大鼠在40 mmHg直结肠扩张压力刺激下AWR评分; C: 各组大鼠在60 mmHg直结肠扩张压力刺激下AWR评分; D: 

各组大鼠在80 mmHg直结肠扩张压力刺激下AWR评分. 该箱图中箱体代表四分位距, 中间黑线代表中位数, 上下短线代表

5%到95%的可信区间. aP<0.05 vs  雄性对照组; cP<0.05 vs  雌性对照组; eP<0.05 vs  雄性母婴分离组; gP<0.05 vs  雌性母婴分离组; 
iP<0.05 vs  雄性直结肠扩张组. MC: 雄性对照组; FC: 雌性对照组; MS: 雄性分离组; FS: 雌性分离组; MD: 雄性扩张组; FD: 

雌性扩张组.

图  3  大鼠早期母婴分离或直结肠扩张对成年后痛阈值的
影响. 各组大鼠成年后痛阈值的比较. aP <0.05 vs  雄性对照

组; eP<0.05 vs 雄性母婴分离组.
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(P <0.05, P <0.05). MD组与MS组相比, FD组与FS
组相比, 均未见明显差异. 

在60 mmHg压力刺激下: MC组与FC组相比, 
FC组腹外斜肌放电较弱(P <0.05); MS组与FS组
相比, MD组与FD组相比, 均未见明显差异. MS
组、FS组与MC组、FC组比较, MS组、FS组斜

肌放电增强(P <0.05, P <0.05); MD组、FD组与

MC组、FC组比较, MD组、FD组斜肌放电增强

(P <0.05, P <0.05). MD组与MS组相比, 未见明显

差异; FD组与FS组相比, FD组腹外斜肌放电较

弱(P <0.05). 
在80 mmHg压力刺激下: MS组与FS组相比, 

MS组腹外斜肌放电增强(P <0.05); MC组与FC组
相比, MD组与FD组相比, 均未见明显差异. FS组
与FC组相比, FS组腹外斜肌放电增强(P <0.05); 
MS组与MC组相比, MD组、FD组与FD组、FC
组比较, 均未见明显差异. FD组与FS组相比, FD
组腹外斜肌放电减弱(P <0.05). MD组与MS组相

比, 未见明显差异. 
从20 mmHg到40 mmHg, 除MS组和FS组外, 

■同行评价
本研究对大鼠早
期生活应激对成
年后功能性慢性
内脏痛及下丘脑
室旁核内CRH R1
表达状况进行分
析 ,  探 讨 了 丘 脑
PVN在功能性慢
性内脏痛发生中
的作用, 对功能性
慢性内脏痛的发
生机制的认识有
一定价值.
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图  4  大鼠早期母婴分离或直结肠扩张对成年后腹外斜肌放电幅度的影响. A: 各组大鼠在20 mmHg直结肠扩张压力刺激下

腹外斜肌放电幅度; B: 各组大鼠在40 mmHg直结肠扩张压力刺激下腹外斜肌放电幅度; C: 各组大鼠在60 mmHg直结肠扩张

压力刺激下腹外斜肌放电幅度; D: 各组大鼠在80 mmHg直结肠扩张压力刺激下腹外斜肌放电幅度; E: 随着刺激强度的逐渐

增加各组大鼠腹外斜肌放电幅度变化; F: 雄性扩张组大鼠在不同的压力梯度(20、40、60、80 mmHg)直结肠扩张刺激下腹

外斜肌放电幅度情况. aP<0.05 vs  雄性对照组; cP<0.05 vs  雌性对照组; eP<0.05 vs  雄性母婴分离组; gP<0.05 vs  雌性母婴分离

组. MC: 雄性对照组; FC: 雌性对照组; MS: 雄性分离组; FS: 雌性分离组; MD: 雄性扩张组; FD: 雌性扩张组.
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其余各组的腹外斜肌放电增强(P <0.05); 从40 
mmHg到60 mmHg, 除FC组和FD组外, 其余各组

的腹外斜肌放电都增强(P <0.05); 其中FD组从40 
mmHg到80 mmHg腹外斜肌放电没有变化; 从60 
mmHg到80 mmHg, 除MS组和FD组外, 其余各

组的腹外斜肌放电增强(P <0.05)(图4). 
2.4 大鼠新生期NMS、CRD成年后结肠组织病

理学变化的影响 肉眼下: 各组大鼠解剖后发现

腹腔解剖清晰, 肠道与周围组织没有黏连, 肠腔

无明显扩张. 常规病理切片光镜下: 组织结构完

整, 排列整齐, 黏膜表面光滑, 固有层内肠腺规

则; 胞质呈嗜酸性红染, 胞核为圆形或椭圆形, 
染成均匀的蓝黑色, 形态规则, 大小较为一致, 

核仁清晰可见; 周围间质无明显水肿, 未见中性

粒细胞、单核细胞、巨噬细胞浸润(图5). 
2.5 正常大鼠PVN内微量注射利多卡因后对腹

外斜肌放电的影响 PVN内微量注射生理盐水后

第10、20、30分在60 mmHg直结肠扩张刺激下, 
腹外斜肌放电与给药之前相比均没有变化, 且
与正常对照组比较没有差异; 而PVN内给以等

容积利多卡因后第10、20、30分在60 mmHg直
结肠扩张刺激下, 腹外斜肌放电幅度与给药之

前相比均下降(P <0.05); 3个时间点的腹外斜肌

放电幅度之间没有差异(图6). 
2.6 大鼠新生期NMS、CRD对成年后PVN内

CRH R1表达变化的影响 Western blot分析结果
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图  5  大鼠早期母婴分离或直结肠扩张成年后结肠组织大体和病理观. A-F: 各组大鼠成年后结肠组织大体观; G-L: 各组

大鼠成年后结肠组织病理观. A, G: MC; B, H: FC; C, I: MS; D, J: FS; E, K: MD; F, L: FD. MC: 雄性对照组; FC: 雌性对照组; 

MS: 雄性分离组; FS: 雌性分离组; MD: 雄性扩张组; FD: 雌性扩张组.
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图  6  大鼠下丘脑室旁核内微量注射利多卡因后腹外斜肌放电幅度变化. A: 各组大鼠PVN内微量注射利多卡因后10、20、

30 min在60 mmHg直结肠扩张压力刺激下腹外斜肌放电幅度比较; B: 根据Paxinos和Watson的大鼠脑立体定位图谱定位PVN; 

C: 中性红染色定位PVN. C: 对照组; NS: 生理盐水组; LD: 利多卡因组. cP<0.05 vs  给药前. PVN: 下丘脑室旁核.
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显示: MC组与FC组相比, MS组与FS组相比, MD
组与FD组相比, 其PVN内CRH R1的表达均未

见差异. MS组、FS组与MC组、FC组比较, MS
组、FS组其PVN内CRH R1的表达增加(P <0.05, 
P <0.05); MD组、FD组与MC组、FC组比较, MD
组、FD组其PVN内CRH R1的表达增加(P <0.05, 
P <0.05). MD组与MS组相比, FD组与FS组相比, 
其PVN内CRH R1的表达均未见差异.  

免疫荧光显示: M C组下丘脑室旁核内有

少量免疫阳性细胞, MS组和MD下丘脑室旁核

内免疫阳性细胞明显增多. 经统计发现: MS组
与MC组相比, MS组PVN内CRH R1的表达增加

(P <0.05); MD组与MC组相比, MD组PVN内CRH 
R1的表达增加(P <0.05). MD组与MS组相比, MD
组PVN内CRH R1的表达增加(P <0.05)(图7). 
2.7 大鼠新生期NMS、CRD对成年后PVN内

c-fos表达变化的影响 免疫组织化学结果显示: 
MC组下丘脑室旁核内有少量阳性细胞, 且着色

较浅; MS组和MD组下丘脑室旁核内均出现较

多深棕色免疫阳性产物, 免疫阳性细胞数目明

显增多. 统计后发现, MS组与MC组相比, MS组
PVN内c-fos的表达增加(P <0.05); MD组与MC
组相比, MD组PVN内c-fos的表达增加(P <0.05). 
MD组与MS组相比, PVN内c-fos的表达没有差

异(图8). 

3  讨论

大脑在新生期处于快速发育阶段, 容易受到自

身或外界环境影响发生永久的结构、功能性

变化 ,  出生后环境对中枢神经系统发育的影

响是必然的. 实验研究[23]表明长时间(3 h或以

上)NMS可能影响动物的神经系统正常发育产

生永久的损害, 而短时间(15 min)NMS则会产生

长久的抗抑郁能力, 提高认知功能. 但是对此是

有争议的. 大鼠出生后第2-14天, 每天NMS 3 h, 
成年后发现: 与正常对照组相比, NMS组痛阈值

降低, AWR评分和腹外斜肌放电增强. 且随着压

力刺激强度逐步升级, AWR评分和腹外斜肌放

电幅度越来越高. 另外发现, 新生期NMS和CRD
后成年大鼠除了在20 mmHg压力刺激下, NMS
组AWR评分和腹外斜肌放电幅度比CRD组高之

外, 痛阈值、AWR评分和腹外斜肌放电没有太

大差异. 最后, 所有成年大鼠结肠都未见明显病

理变化. 综合以上分析, 说明新生期NMS和CRD
这两种模型都可以作为比较理想稳定的功能性

慢性内脏痛模型. 在20 mmHg的结肠压力刺激

下, NMS组比CRD组AWR评分和腹外斜肌放电

增高的更显著, 说明NMS组比CRD组触诱发痛

更明显. 有研究报道, 机体对心理应激和躯体应

激的应答有所不同, 心理应激会导致结肠更多

的推进性收缩, 移除心理应激后结肠仍然保持
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图  8  大鼠早期母婴分离或直结肠扩张成年后下丘脑室旁核内c-fos表达变化. A: MC; B: MS; C: MD. D: 雄性各组大鼠

PVN内c-fos蛋白表达. aP<0.05 vs  雄性对照组. MC: 雄性对照组; MS: 雄性分离组; MD: 雄性扩张组.
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较高的运动状态, 而躯体应激移除后结肠动力

恢复到基线水平[24]. NMS模拟的仅仅是心理应

激, 而CRD主要模拟的还是躯体应激, 因此会稍

有差异. 应用这两个模型有助于我们从脑-肠互

动的角度进一步探讨功能性慢性内脏痛的病理

生理机制, 以及为改善和治愈腹痛相关的功能

性胃肠疾病提供有价值的新途径. 
研究报道, IBS患者中以女性居多[25,26]. 陈瑜

等[27]的研究发现肠易激综合征模型大鼠中, 雌鼠

内脏痛觉感受比雄鼠更敏感. 但免疫共沉淀的

研究结果显示非应激状态下雌性大鼠皮层CRH 
R增多, 但是若曾经有应激接触则这种性别差异

会消失, 因为雄性会选择性增加CRH R表达[16]. 
我们的研究发现, 在非伤害刺激20 mmHg压力

刺激下, NMS组雌性较雄性AWR评分高而CRD
组雌性较雄性低. EMG结果显示, 在伤害性刺激

(40、60、80 mmHg)刺激下腹外斜肌放电存在

性别差异, 其中在40 mmHg压力下, 正常组雌性

较雄性放电增加; 在60 mmHg压力下, 正常组雄

性较雌性放电增加; 在80 mmHg压力下, CRD组

雄性较雌性放电增加. 其他的行为学和肌电生

理结果显示, 雌雄之间没有差异. 因为AWR评分

是在清醒状态下直观测量的, 而EMG是在浅麻

醉状态下客观记录的; NMS模拟的是一种心理

应激, 而CRD更多的是起着躯体应激的作用. 因
此在非伤害性刺激下, 清醒大鼠NMS模型中雌

性较雄性内脏痛觉敏感, 清醒大鼠CRD模型中

则雄性较雌性内脏痛觉敏感; 在浅麻醉状态下, 
伤害性刺激会导致正常雌性大鼠较雄性大鼠内

脏痛觉感受更强. 综合以上分析, 我们的研究表

明正常大鼠内脏痛觉敏感性无显著的性别差异; 
NMS和CRD大鼠成年后内脏痛觉敏感性没有性

别差异. 
室旁核位于下丘脑前区, 是参与机体神经内

分泌调节的重要核团, 并对内脏活动的调节发

挥重要的调控作用. PVN内微量注射生理盐水

后第10、20、30 min在60 mmHg结直肠扩张刺

激下的腹外斜肌放电幅度与给药之前相比较没

有变化, 且与正常对照组比较没有差异, 而PVN
内微量注射等量利多卡因后第10、20、30 min
在60 mmHg CRD刺激下的腹外斜肌放电峰峰值

与给药之前相比较却均是明显下降的, 但3个时

间点的腹外斜肌放电幅度没有变化. 该说明室

旁核是调节正常大鼠内脏痛觉敏感性的一个重

要部位, 可能参与早期不良生活经历导致功能

性慢性内脏痛的发生. CRH R的表达在发育过程

中受各种生理或病理条件改变而变化[28,29]. 生理

条件下从青春期到成年期, 雄性HPA轴的调节逐

渐以CRH R2为主, 而雌性以CRH R1为主[30]. 有
研究报道[31], 新生鼠腹腔内注射脂多糖后, 最终

导致大鼠到出生后第14天HPA轴功能低下, 海马

CA1及CA3区CRH R1 mRNA减少. Ivy等[32]发现

CRH R1的激活直接参与早期生活应激对海马突

触可塑性和学习, 记忆产生持久的影响, 中枢或

皮下给以CRH R1拮抗剂能有效遏制早期生活应

激对海马的不利影响. 原癌基因c-Fos是一种即

刻早期基因, 可被多种刺激所诱导, 他的表达产

物c-fos作为神经细胞反应性的标志物之一, 可
以作为评价神经元接受刺激后是否存在活动异

常的指标. 我们的结果显示不论雌雄, 与正常对

照组相比, NMS组和CRD组其PVN内CRH R1及
c-fos的表达都是增加的, 而NMS组和CRD组其

PVN内CRH R1的表达是没有差异的. 说明新生

期经历NMS或CRD都会导致后期出现室旁核内

CRH R1及c-fos的表达增多, 可能与成年后功能

性慢性内脏痛的形成有着密切的关系. 
总之, 正常大鼠、新生期经历NMS或CRD

大鼠成年后内脏痛觉敏感性没有显著的性别差

异, 但新生期经历NMS或CRD都会造成内脏痛

觉高敏, 且造成内脏痛觉高敏的程度差别不大. 
只是新生期NMS导致大鼠内脏触诱发痛更显著

一些. 下丘脑室旁核参与大鼠内脏痛觉敏感性

的调节. 新生期经历NMS或CRD所导致室旁核

内CRH R1及c-fos的表达增多, 可能与后期功能

性慢性内脏痛的形成有着密切的关系. 本研究

对进一步认识早期生活经历对发育期幼鼠远期

功能性慢性内脏痛的病理生理机制, 对临床采

取积极有效的防治措施, 减少早期不良生活经

历所造成的危害具有非常重要的意义. 
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