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·基础论著·

肝硬化大鼠小肠 Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构
及平滑肌细胞线粒体膜电位的变化

朱金照　王艳丽　吕勇　黎环　刘晓燕

　　【摘要】　目的　研究肝硬化大鼠小肠 Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构的改变及平
滑肌细胞线粒体膜电位的变化，探讨肝硬化胃肠动力障碍的相关机制。方

法　 ２０只Ｗｉｓｔｅｒ大鼠随机分为肝硬化模型组和对照组，每组１０只，采用ＣＣｌ４溶
剂大腿根部皮下注射法制作肝硬化模型，用葡聚糖蓝２０００作为胃肠内标记物，
观察大鼠肠道传输，透射电镜观察小肠Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构的改变，激光共聚
焦显微镜检测小肠平滑肌细胞线粒体膜电位的改变。结果　与对照组比较，肝硬
化组大鼠小肠动力明显减弱（Ｐ＜０．０１），透射电镜观察显示空肠Ｃａｊａｌ间质细胞
的超微结构发生明显改变，线粒体等细胞器明显减少（Ｐ＜０．０１）。小肠平滑肌
线粒体膜电位显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　肝硬化大鼠肠道传输减弱与
肠道Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构改变，细胞器减少及线粒体膜电位的降低有关。
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　　研究发现，肝硬化胃肠动力障碍与胃肠激素、胃肠道神经分布异常等因素有
关［１］，但肝硬化胃肠动力障碍的发生机制目前尚不十分明确。Ｃａｊａｌ间质细胞
（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣｓ）是胃肠道的起搏细胞，具有自发性电活动和产生、
传播慢波的功能［２］，超微结构研究发现ＩＣＣｓ与胃肠平滑肌细胞间存在缝隙连接，
并能够传导肠神经系统至平滑肌的信号，对胃肠运动具有非常重要的调节作用。

平滑肌是胃肠运动的基本单位，线粒体膜电位的变化对平滑肌细胞的功能有重要

影响。本实验通过建立肝硬化大鼠模型，观察大鼠小肠Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构
及平滑肌细胞线粒体膜电位的变化，以进一步探索肝硬化胃肠动力障碍的发生机

制。

材料与方法

一、动物建模与分组

实验动物选用清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（上海实验动物中心提供），雌雄不限，２００
～２５０ｇ。将２０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常组（１０只）和肝硬化模型组（以下简
称模型组）（１０只）。模型组大鼠给予５０％四氯化碳（ＣＣｌ４）溶剂大腿根部皮下注
射，每次０．５ｍｌ／１００ｇ，每周２次，并根据体重变化调整剂量，共１２周。同时给予
含３０％食用猪油、０．５％胆固醇的饲料，自由饮水。造模过程中，模型组共死亡３
只大鼠，其中注射四氯化碳溶剂时突然死亡１只，皮下感染死亡２只。

二、方法

１．大鼠小肠动力测定［１］：大鼠禁食不禁水１２ｈ后，在非麻醉状态下灌入２％
葡聚糖蓝２０００（ＤＢ２０００）０．４ｍｌ，２０ｍｉｎ后脱颈处死，大鼠处死后立即开腹，自幽
门括约肌处取全胃肠，量取幽门括约肌至色素最前端及至盲肠的距离，以二者之

比为小肠推进百分率，以此表示肠道传输速率。

２．电镜组织标本制备及 ＩＣＣｓ的电镜观察：空肠标本入３％戊二醛固定，２％
ＰＢＳ冲洗，再用１％锇酸后固定１ｈ，２％ ＰＢＳ冲洗，酒精、丙酮梯度脱水，通过浸
透，树脂聚合，精定位，７０ｎｍ超薄切片，１％醋酸铀、枸缘酸铅染色，然后在Ｐｈｉｌｉｐｓ
Ｓ２０６透射电镜１５００倍下观察。
３．平滑肌细胞线粒体膜电位检测：将分离的小肠平滑肌细胞接种于培养皿，

待其贴壁，在培养皿中加入 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（Ｒ１２３），３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗３次，用激光共聚焦显微镜激发波长５２９ｎｍ，４０倍物镜观察细胞，随机选取１０
个活细胞，每个细胞连续扫描３０ｓ，记录４幅图像和４个荧光强度变化数值，取最



·２８０　　 · 中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１０年８月第４卷第３期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ａｕｇｕｓｔ２０１０，Ｖｏｌ４，Ｎｏ．３

大和最小值之差进行分析。

４．图像分析：采用ＭＡＳ５图像分析系统。选取同一条件下电镜图片，每张选
取５个视野，观察ＩＣＣｓ细胞器的分布情况，将图像扫描入计算机，设定基础统计
数据，通过计算机分析得到ＩＣＣｓ内细胞器的分布情况。

三、统计学处理

计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用 ｔ检验。采用 ＳＡＳ统计软件进行
统计学分析。

结　　果
一、肝硬化模型肝脏病理改变

肝硬化建模成功后，大鼠出现食欲、体重下降，毛色无光泽，超声下有腹水形

成，肝脏包膜波浪状，肝脏实质回声不均匀。肉眼观察肝脏包膜欠光滑，部分表面

呈结节状，肝切面可见较多类圆型岛状结节，大小不一，结节间见灰白色纤维组织

分隔。光镜下肝实质内汇管区、肝叶间静脉或中央静脉之间有纤维间隔相连，汇

管区胶原纤维向肝实质延伸，肝脏的实质被增生的纤维间隔分割、包绕，形成大小

不等的假小叶，假小叶内肝细胞排列不整，有些肝细胞增大或萎缩，中央静脉不

清，一些肝细胞内可见脂肪变性。

二、大鼠小肠动力的变化

实验结果显示，肝硬化模型组大鼠小肠推进比为（４８．０２±３．３６）％，与对照
组（５７．４５±５．７２）％比较，百分率明显下降，表明肝硬化模型组大鼠肠道传输速
率显著延迟 （Ｐ＜０．０１）。

三、大鼠空肠ＩＣＣｓ的超微结构观察及平滑肌细胞线粒体膜电位检测结果
透射电镜观察显示ＩＣＣｓ主要分布于肌层，与平滑肌细胞及神经纤维末梢有

缝隙连接，核大，胞浆少，线粒体、内质网、核糖体丰富。模型组ＩＣＣｓ与神经细胞、
平滑肌细胞的细胞间连接减少或连接结构破坏，内质网扩张、脱粒，线粒体肿胀、

空泡变，细胞器明显减少，胞质溶解，胞质内空泡形成，ＩＣＣｓ超微结构较模糊。模
型组细胞器数量明显少于对照组（Ｐ＜０．０１）（表１，图１～２）。

采用激光共聚焦显微镜观察显示，模型组平滑肌细胞线粒体膜荧光强度较对

照组明显减弱，说明模型组大鼠小肠平滑肌细胞线粒体膜电位显著低于对照组

（Ｐ＜０．０１）（表１）。

表１　大鼠小肠ＩＣＣｓ超微结构细胞器与大鼠小肠平滑肌细胞线粒体膜电位的变化（珋ｘ±ｓ）
组 别 例数（ｎ） ＩＣＣｓ细胞器数量 平滑肌细胞线粒体膜电位（％）

对照组 １０ ３．２５±０．７０ 　８６４．５３±１５７．４２

模型组 ７ １．５２±０．３１ａ 　２６９．３２±６７．１３ａ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０１
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图１　对照组大鼠空肠Ｃａｊａｌ间质细胞超微结
构变化（透射电镜 ×１５００）

图２　模型组大鼠空肠 Ｃａｊａｌ间质细胞超微结构
变化（透射电镜 ×１５００）

讨　　论
肝硬化患者临床上常出现食欲减退、恶心、上腹饱胀、便秘等胃肠道症状，研

究证明上述症状与胃肠动力障碍有密切关系［３，４］。本研究也证实了肝硬化大鼠

肠道动力明显减退，由于肝硬化胃肠动力障碍的发病机制较为复杂，给临床治疗

带来一定干扰。

近年研究证明ＩＣＣｓ不仅是胃肠电活动的起搏者，也是基本电节律的主要传
播者。目前认为ＩＣＣｓ主要有以下几个方面的功能［５］：（１）胃肠平滑肌慢波活动
的起搏；（２）推进电活动的传播；（３）调节神经递质的功能等。目前研究认为多种
胃肠动力疾病的发生与 ＩＣＣｓ的变化有关。研究发现糖尿病大鼠胃肠道 ＩＣＣｓ明
显减少，其超微结构明显改变。肝硬化患者出现胃肠动力障碍较为多见，目前

ＩＣＣｓ在肝硬化胃肠动力障碍发病中的作用机制研究较少。本研究通过透射电镜
观察ＩＣＣｓ的超微结构表明，肝硬化模型组空肠 ＩＣＣｓ与其他细胞间连接减少，内
质网扩张、脱粒，线粒体肿胀、空泡变，细胞器减少，胞质内空泡形成。

线粒体膜电位是控制细胞能量供应的主要因素［６，７］，线粒体膜电位的变化也

受线粒体内能量代谢的影响，正常情况下，线粒体膜内外电子交换，需要正常的能

量供应维持，当细胞病变时能量供应障碍，线粒体膜电位降低，膜稳定性下降，导

致线粒体的肿胀、裂解，最终导致细胞的死亡。目前检测细胞线粒体膜电位，主要

采用Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３对离体细胞进行标记后，通过激光共聚焦显微镜观察线粒体
膜荧光强度变化来反映其膜电位的改变。本实验结果显示，肝硬化大鼠小肠平滑

肌细胞线粒体膜电位显著下降，可能对平滑肌细胞功能障碍产生进一步影响。

综上所述，肝硬化大鼠小肠动力减退可能与 ＩＣＣｓ的超微结构改变及平滑肌
细胞线粒体膜电位的下降有关。
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