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内脏痛高敏感模型幼鼠脊髓背角脑源性
神经营养因子表达变化及意义

吴斌　许淳　黄欢欢

（福建医科大学附属第一医院儿科，福建 福州　350005）

［摘要］　目的　采用新生期母婴分离（NMS）建立幼鼠内脏痛高敏感模型，探讨脊髓背角脑源性神经营

养因子（BDNF）表达和幼鼠内脏痛敏感性增高的关系。方法　将 32 只新生 Sprague-Dawley 大鼠按 2×2 析因设

计随机分成对照组、NMS 组、结直肠扩张刺激组（CRD 组）和 CRD+NMS 组，每组 8 只。NMS 组和 CRD+NMS

组新生大鼠出生后第 2~14 天，每天与母鼠分离 3 h 建立内脏痛高敏感模型，CRD 组和对照组大鼠出生后不予任

何处理；仅 CRD 组和 CRD+NMS 组大鼠在 6 周龄时接受 CRD 刺激。采用 SABC 免疫组织化学方法检测各组幼

鼠脊髓背角 BDNF 表达情况；根据 BDNF 阳性细胞百分比及显色强度计算免疫化学分数（IHS）。采用析因设

计方差分析对脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比和 IHS 进行分析。结果　4 组幼鼠两侧脊髓背角均有不同程度的

BDNF阳性细胞表达，NMS组和CRD+NMS组幼鼠BDNF阳性细胞百分比和 IHS值均明显高于对照组（P<0.05）。

析因设计方差分析结果显示：NMS 可导致幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比和 IHS 值明显增加，单次 CRD

刺激不影响幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞 IHS 值，NMS 和单次 CRD 刺激间不存在交互作用。结论　NMS 导致

幼鼠内脏痛高敏感可能与脊髓背角 BDNF 过度表达有关。   ［中国当代儿科杂志，2016，18（3）：277-281］
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Expression profiles of brain-derived neurotrophic factor in the spinal dorsal horn of 
young rats with visceral hypersensitivity
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Abstract: Objective    To explore the relationship between the expression of brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) in the spinal dorsal horn and the increase in visceral hypersensitivity in young rats by establishing a young rat 
model of visceral hypersensitivity by neonatal maternal separation (NMS). Methods    Thirty-two newborn Sprague-
Dawley rats were randomly and equally divided into four groups by a 2×2 factorial design: control, NMS, colorectal 
distension (CRD), and NMS+CRD. The newborn rats in the NMS and NMS+CRD groups were subjected to 3-hour 
daily maternal separation from days 2 to 14 after birth to establish a model of visceral hypersensitivity, while the rats in 
the control and CRD groups received no treatment after birth. At 6 weeks after birth, the CRD and CRD+NMS groups 
received CRD stimulation. The streptavidin-biotin complex immunohistochemical method was used to determine the 
expression of BDNF in the spinal dorsal horn. The immunohistochemical score (IHS) was calculated based on the 
percentage of BDNF-positive cells and color intensity. The percentage of BDNF-positive cells in the spinal dorsal horn 
and IHS were analyzed by factorial analysis of variance. Results   The expression of BDNF was detected bilaterally 
in the spinal dorsal horn at different levels in the four groups. The percentage of BDNF-positive cells and IHS were 
significantly higher in the NMS and NMS+CRD groups than in the control group (P<0.05). The results of factorial 
analysis of variance indicated that NMS significantly increased the percentage of BDNF-positive cells in the spinal 
dorsal horn and IHS; a single CRD stimulation had no effects on the IHS of BDNF-positive cells in the spinal dorsal 
horn; there was no interaction between NMS and a single CRD stimulation. Conclusions    The over-expression of 
BDNF in the spinal dorsal horn may be involved in high visceral hypersensitivity in young rats induce by NMS.                                                                                                                                            

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(3): 277-281]
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内脏痛高敏感性是儿童腹痛相关功能性胃肠

病重要的病理生理学基础之一，是胃肠运动紊乱、

腹痛及症状多样化原因，但其确切机制尚不明确；

脊髓背角是内脏痛觉传导的第一级整合中枢，在内

脏痛觉传导中发挥着不可替代的作用，而早期生

活应激能够影响结肠动力和引起内脏痛觉过敏 [1]。

新生期母婴分离（neonatal maternal separation, NMS）

作为一种早期生活应激，可造成幼鼠内脏痛高敏感

的特征性改变，表现为痛阈下降，在相同结直肠

扩张（colorectal distension, CRD）压力下腹壁撤退

反射评分升高和腹外斜肌放电波幅值升高，是研

究肠道功能紊乱的常用模型 [2]。业已证实 [3-4]，脑

源性神经营养因子（brain derived neurotrophic factor, 

BDNF）普遍存在于神经系统中，是哺乳动物脑内

分布最广、含量最高的神经生长因子之一；BDNF

不仅在神经元发育过程中促进神经元分化、成熟，

参与神经元突触形成和突触可塑性建立，而且，

BDNF 在神经病理性疼痛和炎性疼痛的产生和维持

中是极为重要的神经递质。有研究证实 [3]，BDNF

在脊髓水平伤害感受的调制中发挥了重要作用，是

脊髓背角的感觉调节因子。然而在生命早期应激事

件所致的内脏痛觉敏化中，BDNF 作用尚不明确，

而生命早期负性生活事件十分常见，其远期危害缺

乏有效的防治手段，为此，本研究采用 NMS 建立

内脏痛觉敏化幼鼠的动物模型 [2]，观察幼鼠脊髓背

角 BDNF 表达，探讨 BDNF 在幼鼠内脏痛高敏感性

形成中的作用，为临床上防治儿童腹痛相关的功能

性胃肠病提供理论依据。现将结果报道如下。

1　材料与方法

1.1　主要材料和试剂

32 只清洁级 Sprague-Dawley（SD）新生大鼠，

雌雄各半，购自福建医科大学动物实验中心 [ 实验

许可证号为：SCXK（闽）2012-0001]；兔抗 BDNF

多克隆抗体（sc-546，美国 Santa Cruz 公司）；辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（SP-9001，博

海生物工程开发有限公司）；二氨基联苯胺试剂

盒（ZLI-9033，北京中杉金桥生物技术有限公司）；

动物麻醉机（美国 Matrx 公司）；RM6240 多道电

生理记录仪（成都仪器厂）；多功能真彩色细胞

图象分析管理系统（Image-Pro Plus，美国 Media 

Cybernetics 公司）。

1.2　实验分组及内脏痛高敏感模型建立

按 2×2 析因设计，采用随机数字表法将

新生大鼠随机分成对照组、NMS 组、CRD 组和

CRD+NMS 组，每组 8 只。模型制作参照文献 [2]，

新生大鼠出生后第 2~14 天，每天与母鼠分离 3 h

（8 : 00~11 : 00 am），即：将母鼠拎出放入一笼

中，然后将新生大鼠放入另一笼中，移至另一邻

近房间，温度保持在 27~30℃，3 h 后将新生大鼠

返回最初笼中与母鼠团聚，连续 13 d，CRD 组和

对照组新生大鼠出生后不予任何处理。CRD 组和

CRD+NMS 组大鼠在 6 周龄时接受 CRD 刺激，对

照组和 NMS 组大鼠 6 周龄时不接受 CRD 刺激。

各组幼鼠采用母鼠乳喂养至 21 d，第 22 天断

奶，断奶后幼鼠采用混合配方饲料喂养至 6 周，

自由进食饮水，隔日更换垫料，提供 12 h 光 /12 h

暗 昼 夜 光 变 化， 室 温 控 制 在 23±3 ℃， 湿 度

50%~70%，保持大鼠生活环境通风及清洁卫生。

1.3　内脏痛高敏感模型评价

参照文献报道 [5-6]，浅麻醉状态下，采用

CRD 刺激下的腹外斜肌放电反应测定对 CRD 组和

CRD+NMS 组两组幼鼠进行痛觉敏感性评价。对照

组和 NMS 组幼鼠以同样的方式插入球囊，但不进

行扩张及电生理记录。

1.4　脊髓背角 BDNF 的表达及分析

接受 CRD 刺激后次日，4 组幼鼠一起处死，

留取脊髓腰骶段（L6~S2），常规石蜡包埋后冠

状切片。采用 SABC 免疫组织化学法对切片进行

BDNF染色。具体操作步骤如下：（1）石蜡切片脱蜡、

入水；（2）压力锅抗原修复，PBS洗涤，2 min×3次；

（3）3%H2O2 室温孵育 5~10 min 消除内源性过氧

化物酶活性；（4）蒸馏水冲洗，PBS 浸泡 5 min；

（5）切片上滴加一抗，4℃过夜，PBS 洗涤，

5 min×3 次；（6）滴加生物素化二抗（IgG），

37℃孵育 30 min，PBS 洗涤，5 min×3 次；（7）滴

加辣根酶标记链霉卵白素工作液（S-A/HRP），

37℃ 20 min，PBS 洗涤，5 min×3 次；（8）显色、

冲洗，复染，封片。用 PBS 液代替一抗作为阴性

对照。

显微镜下，在切片中选定脊髓背角区域（“H”

形白质上方），其中胞浆中含有蓝黑色颗粒的

为阳性细胞。随机选取每只大鼠脊髓组织 3 张切
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片，每张切片随机选取 3 个视野。采用多功能真

彩色细胞图象分析管理系统进行图像采集。高倍

镜下（×400）计算 BDNF 阳性细胞所占比例和显

色程度，根据阳性细胞百分比和阳性细胞显色程

度进行评分。评分标准：（1）根据阳性细胞百

分比评分：0~1%=0、1%~10%=1、10%~50%=2、

50%~80%=3、80%~100%=4；（2）根据阳性细胞

显色强度评分：阴性 =0、弱阳性 =1、阳性 =2、

强阳性 =3。根据上述两项评分计算免疫化学分数

（immunohistochemical score, IHS），其计算方法和

评分标准如下：IHS=（1）×（2），IHS 分级：

9~12 为强表达、5~8 为中等表达、1~4 为弱表达、

0 为阴性 [4]。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用析因设计的方差分析，若方差不齐，

则采用 Kruskal-Wallis H 检验，P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　幼鼠腹外斜肌放电幅值

对 CRD 组和 CRD+NMS 组幼鼠在不同 CRD

刺激下的腹外斜肌放电幅值进行检测，结果显

示：随 CRD 压力增加，两组大鼠腹外斜肌放电

波幅逐渐增加（P<0.05）；在相同 CRD 压力下，

CRD+NMS 组腹外斜肌放电波幅明显高于 CRD 组

（P<0.05）。证实本课题通过新生期反复母婴分离

可以建立幼鼠内脏痛高敏动物模型。见图 1。

图 1　两组幼鼠腹外斜肌放电幅值比较（n=8）　　a 示

与 CRD 组比较，P<0.05。

2.2　各组幼鼠腰骶部脊髓背角 BDNF 表达

BDNF 免疫阳性产物为蓝黑色颗粒，在细胞

质和细胞核中均可表达。4 组幼鼠两侧脊髓背角均

有不同程度的 BDNF 阳性细胞表达（图 2）。4 组

幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比及 IHS 值差

异均有统计学意义（P<0.05）。其中 NMS 组和

CRD+NMS 组幼鼠 BDNF 阳性细胞百分比和 IHS 值

均明显高于对照组（P<0.05）；其余各组间 BDNF

阳性细胞百分比和 IHS 值两两比较差异均无统计

学意义（P>0.05）。见表 1。

表 1　各组 SD 幼鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分

比及 IHS 值比较　（x±s）

组别 n 阳性细胞百分比 (%) IHS 值

对照组 8 24.5±8.1 4.5±1.3

CRD 组 8 31.2±5.3 5.1±0.8

NMS 组 8 32.3±3.0a 5.6±0.5a

CRD+NMS 组 8 33.7±2.5a 5.8±0.4a

 H 值 4.872 4.208

 P 值 0.008 0.014

注：a 示与对照组比较，P<0.05。

2.3　腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比 2×2

析因设计分析结果

对影响幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比

的因素进行析因设计方差分析，结果显示，幼鼠

腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比受到 NMS

图 2　各组幼鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 表达（免疫组织

化学染色，×400）　　A为对照组，BDNF表达较少且染色较浅，

B、C 分别为 CRD 组、NMS 组，可见明显的 BDNF 表达，D 为

CRD+NMS 组，在细胞质和细胞核中均可见较多 BDNF 表达且染色

较深。图中蓝黑色颗粒为 BDNF 阳性表达（箭头所示）。
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和CRD刺激两因素影响（P<0.05）。当没有NMS时，

CRD 刺激引起 BDNF 阳性细胞百分比增加的单独

效应为 6.7%，而有 NMS 时，CRD 刺激引起 BDNF

阳性细胞百分比增加的单独效应为 1.4%，CRD 主

效应为 4.1%，即 CRD 刺激使幼鼠腰骶段脊髓背角

BDNF 阳性细胞平均增加 4.1%；当没有 CRD 刺激

时，NMS 引起 BDNF 阳性细胞百分比增加的单独

效应为 7.8%，而有 CRD 刺激时，NMS 引起 BDNF

阳性细胞百分比增加的单独效应为 2.5%，NMS

主效应为 5.1%，即 NMS 使幼鼠腰骶段脊髓背角

BDNF 阳性细胞百分比平均增加 5.1%。NMS 和

CRD 两因素间无交互作用（P>0.05）。见表 2~3。

表 3　脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比析因方差分析结果

因素 均方 F 值 P 值

新生期 MS 208.753 7.695 0.010

幼鼠期 CRD 131.216 4.837 0.036

新生期 MS× 幼鼠期 CRD 54.546 2.011 0.167

表 5　脊髓背角 BDNF 阳性细胞 IHS 值析因涉及方差分

析结果

因素 均方 F 值 P 值

新生期 MS 6.348 9.442 0.005

幼鼠期 CRD 1.530 2.275 0.143

新生期 MS× 幼鼠期 CRD 0.490 0.729　 0.400

表 2　各组幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞百分比 2×2 析

因设计结果　（x±s，%，n=8）

幼鼠期
CRD

新生期 MS
均 值 单独效应

无 有

无 24.5±8.1 32.3±3.0 28.4 7.8

有 31.2±5.3 33.7±2.5 32.4 2.5

均值 27.8 33.0 5.1(M主效应)

单独效应 6.7 1.4 4.1(C 主效应 )

表 4　各组幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞 IHS 值 2×2 析

因设计结果　（x±s，n=8）

幼鼠期 CRD
新生期 MS

均 值 单独效应
无 有

无 4.5±1.3 5.6±0.5 5.1 1.1

有 5.1±0.8 5.8±0.4 5.5 0.7

均值 4.8 5.7 0.9 (M主效应)

单独效应 0.6 0.2 0.4 (C主效应)

胞 IHS 值平均增加 0.9。NMS 和 CRD 两因素间无

交互作用（P>0.05）。见表 4~5。

2.4　各组幼鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细胞

IHS 值 2×2 析因设计分析结果

对影响幼鼠脊髓背角 BDNF 阳性细胞 IHS 值

的因素进行析因设计的方差分析，结果显示，幼

鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细胞 IHS 值仅受

NMS 影响（P<0.05）。当没有 NMS 时，CRD 刺激

引起BDNF阳性细胞 IHS值增加的单独效应为0.6，

当有 NMS 时，CRD 刺激引起 BDNF 阳性细胞 IHS

值增加的单独效应为 0.2，CRD 主效应仅为 0.4，

即 CRD 刺激使幼鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细

胞 IHS 值平均仅增加 0.4；当没有 CRD 刺激时，

NMS 引起 BDNF 阳性细胞 IHS 值增加的单独效应

为 1.1，当有 CRD 刺激时，NMS 引起 BDNF 阳性

细胞 IHS 值增加的单独效应为 0.7，NMS 主效应为

0.9，即 NMS 使幼鼠腰骶段脊髓背角 BDNF 阳性细

3　讨论

神经营养因子主要包括神经生长因子、BDNF

等，因其结构中 50%~60% 的氨基酸序列具有同源

性，因此统称为神经营养因子家族 [5]。BDNF 是继

神经生长因子之后第2个被定义的神经营养因子，

和其他家族成员相比，其结构和功能具有特殊性。

业已证实 [3-4]，BDNF 在神经系统的不同发育时期

和不同部位有着不同的表达，受发育调控；BDNF

在大脑高级活动如学习、记忆和认知行为中，起

着极为重要的作用；同时，BDNF 表达异常和多种

疾病有关，BDNF 及其受体功能失调是许多神经精

神性疾病的发病基础 [7-8]。

近年来，BDNF 在痛觉的生理性和病理性传

导过程中的作用引起国内外学者重视 [9]，有研究证

实 [4]，神经损伤后在脊髓背角的 BDNF 发挥有害作

用。Winston 等 [10] 报道：采用三硝基苯磺酸给新

生鼠灌肠诱导肠道炎症，大鼠成年期（6~8 周）出

现胃高敏感性，同时，大鼠胃底部平滑肌神经生

长因子表达、背根神经节和胸段脊髓中 BDNF 表

达均明显增加，作者认为：新生鼠肠道炎症可通

过影响神经营养因子的基因表达，改变交感神经

系统活动，使大鼠在成年期出现胃高敏感性表现，

类似于人类的功能性消化不良。Delafoy 等 [11] 以成
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年 Wistar 大鼠为实验对象，以给予大鼠腹腔注射

三硝基苯磺酸方式建立慢性内脏痛模型，以 CRD

刺激下的痛阈测定作为评价内脏痛敏感性的方法，

探讨不同的神经营养因子在内脏痛形成中的作用；

结果证实：BDNF 参与慢性内脏痛的形成，同时外

源性使用 BDNF 抗体可以逆转内脏痛觉敏化。尽管

上述研究均证实BDNF参与慢性内脏痛觉形成和脊

髓中枢敏化的维持，但这些研究均以成年大鼠为

实验对象；目前国内外关于BDNF与神经系统发育、

神经元突触可塑性变化的其他研究 [10]，也大多数

集中于成年动物，以幼年动物为实验对象的报导甚

少，而生命早期则是神经系统发育成熟、神经元

突触建立和维持的关键时期。婴幼儿神经系统处

在不断地分化发育中，具有其特殊性；虽然婴幼

儿神经元数目在新生儿期已达到成人水平，但其

轴突和树突短而少，且神经髓鞘也尚未完全形成，

因此，具有更强可塑性。本研究采用 2×2 析因设

计法分成 4 组，以母婴分离和单次 CRD 刺激作为

影响因素，在幼年期采用电生理学方法对幼鼠的

内脏痛敏感性进行评价，同时采用免疫组化法检

测幼鼠脊髓背角 BDNF 的表达。其中母婴分离是

指在新生 SD 大鼠生后 2~21 d 每天固定进行母婴分

离 180 min，以此建立内脏痛高敏感模型，这和国

内外研究者以及本课题组前期的建模方法一致 [2]。

而 CRD 作为一种单次的机械性刺激，可以再次诱

发大鼠内脏痛，以此来证实 BDNF 是否直接参与

内脏痛形成。本组资料显示：在低扩张压刺激下，

CRD+NMS组腹外斜肌放电幅值显著高于CRD组。

这进一步验证了该模型建立的正确性和可复制性。

对幼鼠脊髓背角BDNF的表达进行分析结果显示，

在幼鼠新生期给予母婴分离可使幼鼠腰骶段脊髓

背角 BDNF 阳性细胞百分比和 IHS 值明显增高。

Winston 等 [6] 为探讨 NMS（SD 大鼠生后 2~14 d，

每天固定进行母婴分离3 h）、产前慢性应激刺激（在

孕鼠孕 11 d 至分娩，每天 2 次于固定时间随机采

用冷束缚应激实验 45 min 或避水实验 1 h 或强迫游

泳实验 20 min 对孕鼠进行压力刺激）对大鼠内脏

痛高敏感性的影响，在大鼠 6~8 周时用 CRD 刺激

下的腹壁撤退反射评分检测大鼠内脏痛觉敏感性，

并用 RT-PCR、Westen-blot、染色体免疫沉淀反应

等方法检测子代鼠腰膨大脊髓背角 BDNF 基因启

动序列及 BDNF 的表达情况；结果显示：NMS、产

前慢性应激刺激均可导致雌性大鼠 CRD 扩张下的

腹外斜肌放电幅值和腰骶段脊髓背角 BDNF 基因

启动序列转录及表达增加，且二者呈正相关。由

此作者认为：生命早期应激事件显著上调腰骶段

脊髓背角 BDNF 表达，导致内脏痛觉敏化，同时

BDNF 是评价慢性内脏痛觉敏化的关键物质。本研

究结果与 Delafoy 等 [11]、Winston 等 [6,10] 学者的研

究结果一致，提示 NMS 所建立的内脏痛觉高敏感

模型幼鼠脊髓背角 BDNF 出现高表达，促进脊髓

初级中枢及其感觉传导通路上的神经元兴奋性增

高，导致幼鼠脊髓初级中枢出现敏化，表现为幼

鼠内脏痛高敏感性。
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