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&&!摘&要"&目的&探索幼鼠腹外斜肌放电测量的适宜条件$为是否成功建立内脏痛觉高敏感幼鼠模型提供一

种较为客观*有效的评价方法% 方法&% 日龄 D043FP.Tc3U6.R大鼠随机分成实验组和对照组% 实验组每日给予 !

次直结肠刺激('Z)$连续 ? 2#对照组不给予'Z% 随后$在 < 周龄时用腹外斜肌放电方法测量结直肠在不同的扩张

压力下的腹外斜肌放电幅度$以评估幼鼠的内脏痛觉敏感性% 结果&当结直肠扩张('Cc)为 ="$># //̂ F时$实

验组腹外斜肌放电波幅边缘估计均值显著高于对照组(!L"7"!)#在控制组别等影响因素后$当 'Cc为 <"$?#

//̂ F时$雌鼠腹外斜肌放电幅值的边缘估计均值均高于雄鼠(!L"7"#)% 结论& 腹外斜肌放电证实在新生期进

行持续的'Z能造成幼鼠痛阈下降$出现慢性内脏高敏感性$并且有性别差异% 电生理评价方法达到定量检测$受

较少人为主观因素的影响$能较客观反应动物内脏痛觉的致敏效应$特别适用于幼年动物模型%
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&&儿童腹痛相关功能性胃肠病(B̀ZcS)的确切病

因及发病机制至今尚不清楚% 近年来$内脏高敏性

被认为是其症状产生的主要原因之一!! E="

% 内脏高

敏感性指内脏组织对刺激的感受性增强$表现为疼

痛阈值下降$即痛觉过敏$甚至正常生理状态下不引

起痛觉的刺激也能诱发疼痛% 目前已建立的成鼠动

物模型能模拟出 B̀ZcS的一些关键特征$如肠易激

综合征(ZbD)腹痛G腹部不适的内脏痛模型*刺激肠

道建立的内脏痛觉过敏模型及人为施加刺激建立的

应激模型等$但发育期大鼠(幼鼠)内脏痛觉敏化模

型的研究明显滞后% 另一方面$尽管腹壁撤退反射

(3\2,/)*36U)-(243U364.Q6.Y$MWC)评分和痛阈测定

作为不同梯度压力刺激下结直肠疼痛反应指标$已

成为评价ZbD内脏痛觉敏化的经典方法$但由于这

'?=<'
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种行为学评价为半定量评分方法$在进行干预措施

疗效评价*药物作用机制*药物量效关系等研究时无

法做到定量分析$因此$国内外学者不断在寻求定量

的内脏痛觉敏感性评价方法$如&结直肠扩张(:,6,4T

.:-362)S-.*-),*$'Cc)刺激下的腹壁肌肉放电测量$

但迄今为止$未见有文献报道应用电生理学方法评

价幼鼠内脏痛觉敏化% 为此$我们改进 M6T:(3.4的

实验方法!>"

$在幼鼠 < 周龄时进行内脏痛觉敏感评

价以建立幼鼠慢性内脏痛觉敏化模型$本研究在进

行MWC评分基础上$采用 'Cc方法诱发幼鼠腹外

斜肌放电$测量腹外斜肌放电的幅度$探讨幼鼠腹外

斜肌放电幅度变化特点$进一步验证该模型幼鼠具

有内脏痛觉的敏化% 现将研究结果报告如下%

$E材料

$7$E实验动物

清洁级新生 D043FP.Tc3U6.R大鼠 > 窝$每窝 !"

只左右$雌雄约各半$购自福建医科大学实验动物中

心!实验动物许可证号&D'Je(闽)$"">T"""$"% 新

生乳鼠出生 ? 2 内鼠乳喂养$自由摄食$与母鼠同

笼#生后第 % 天进行分组$剔除每窝中体重过大或过

小新生乳鼠$采用简单随机方法分别将新生乳鼠分

为实验组和对照组$每组 !< 只% 实验组乳鼠在出生

第 % 天开始每天下午固定时间接受结直肠刺激

(:,6,4.:-36)44)-3-),*$'Z)$每日 ! 次$连续 ? 2#对照组

只与母鼠分离*捉拿而不行结直肠刺激% 其间乳鼠

继续与母鼠同笼$鼠乳喂养直至 $! 2 与母鼠分离#

分出实验组与对照组幼鼠$雌雄分开$每笼 % 只$采

用混合配方饲料(由福建医科大学实验动物中心提

供)喂养至 < 周$自由进食饮水$每日更换饮水*食

料$保持幼鼠生活环境通风及清洁卫生#观察进食*

饮水*活动*大小便情况$确保幼鼠健康及避开各种

伤害性刺激%

$7!E实验材料

$" //d$7# //人血管重建气囊(A.2-4,*):

M5_$S3*-3C,S3$XDM)$CA<$>"bc型多道生理信号

采集处理系统$针形电极(成都仪器厂)#鱼跃牌台

式血压计(上海跃进医疗器械厂)自制结直肠加压

气囊#乙醚#注射器#三通管#

$7FE结直肠扩张气囊的制作

由输液导管插入 < 号乳胶指套制成$长度

>7" :/$导管与指套连接处用丝线双重结扎$确保密

封不漏气% 导管通过三通管一端与血压计相连$一

端连接橡皮加压球$气囊在实验前应充气过夜%

!E方法

!7$E慢性内脏痛觉敏化模型的制备

实验组乳鼠在出生后 % E!# 2$每天下午接受一

次'Z% 'Z方法&将 $" //d$7# //人血管重建气

囊全部插入乳鼠结直肠中$插入深度约 =7" :/$快

速充气扩张产生 <" //̂ F压力(血压计测定)$压力

维持 ! /)*后排出空气再撤出气囊% 对照组除了不

予'Z刺激外其他过程相同% !# 2 后实验组和对照

组大鼠同样饲养$第 < 周进行结直肠扩张刺激后腹

外斜肌放电测量!>"

%

!H!E幼鼠A@K后腹外斜肌放电测量方法

幼鼠 < 周龄时进行结直肠扩张刺激后腹外斜肌

放电测量评价内脏敏感性%

幼鼠在实验前 !% ( 禁食不禁水$乙醚麻醉后$

将外涂石蜡油的气囊插入结直肠内$使气囊末端深

入肛门内 !7" :/$在肛门外 !7" :/处用胶布将导管

固定在鼠尾根部$导管经三通管连接注射器和血压

计% 幼鼠固定于手术台上$将针形电极插入腹股沟

韧带上方*距中线 !7# :/的一侧腹外斜肌上$待幼

鼠苏醒并完全适应环境后 =" /)* 开始实验% 实验

环境要求安静$保持相对湿度在 >"K E?"K$室温

!% E$@r% 按照从低到高的梯度注射空气$使球囊

内压力分别达到 !#$="$>#$<"$?# //̂ F$每次扩张

持续 !" S$重复 # 次$每次给予压力之间间歇 > /)*%

用CA<$>"bc多道生理信号采集处理系统记录在

不同'Cc压力下大鼠腹外斜肌的放电活动(参数设

置&高频滤过 = ê j$时间常数 "7""! S$采样频率为

>" ĵ$灵敏度 #""

&

5$走纸速度&$"" /SG2)O)

!#"

%

!7FE结肠组织病理学检查

实验结束后断头处死上述 < 周龄幼鼠$取其降

结肠$用 !"K福尔马林固定$依次酒精脱水$二甲苯

透明$石蜡包埋$取冠状切面$苏木精T伊红染色后在

光镜下观察结肠组织形态学改变% 根据结肠组织固

有层中性粒细胞浸润程度和间质水肿程度分为轻*

中*重度炎症%

!7GE统计学方法

在 " //̂ F压力下的腹外斜肌放电为基础放

电$为消除基础放电的不同对结果的影响$将每只幼

鼠在 !#$="$>#$<"$?# //̂ F各 'Cc压力下的放电

波幅减去其基础放电波幅$其差值代表不同'Cc压

力下腹外斜肌放电幅值$结果采用均数 ]标准差

(N]H)表示$应用协方差分析和重复测量方差分析

进行统计学分析$

7

V"7"# 为显著性检验标准% 所

'%=<'
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有统计分析均采用 D1DD!!7" 统计学软件进行%

FE结果

F7$E实验组及对照组腹外斜肌放电情况

对实验组和对照组在各个 'Cc压力下腹外斜

肌放电幅值进行测量$在实验组和对照组内$随着直

结肠扩张压力的增加$腹外斜肌放电幅值均逐渐增

加(表 !)%

表 $E实验组和对照组在不同压力下腹外斜肌放电幅值
(N]H$

&

5)

组别 * !# //̂ F =" //̂ F ># //̂ F <" //̂ F ?# //̂ F

对照组 !< $7"$ ]$7"< <7>% ]>7>! !=7>$ ]%7"? $>7=$ ]>7=? $#7"@ ]>7$<

实验组 !< $7"! ]!7@@ !>7"= ]#7<? $"7<@ ]=7<! $>7$! ]=7<% $>7>" ]>7=$

F7!E重复测量方差分析结果

对幼鼠'Cc刺激后腹外斜肌放电波幅值进行

重复测量方差分析$幼鼠'Cc刺激后腹外斜肌放电

波幅受到新生期是否接受 'Z(是否造模)及性别的

影响$7V?7"@*#7@#$均 !L"7"##不同性别与是否

造模之间无明显的交互作用(表 $)%

表 !E幼鼠腹外斜肌放电幅值重复测量方差分析结果

AD 7 !

造模 =!>7== ?7"@ "7"!=

性别 $<=7<= #7@# "7"$!

造模
%

性别 !>7"> "7=$ "7#?%

F7FE协方差分析结果

分别以不同'Cc压力下幼鼠腹外斜肌放电波

幅测量结果为应变量$以组别*幼鼠性别*体重为协

变量$进行协方差分析% 在控制组别等影响因素后$

当'Cc压力分别为 <"$?# //̂ F时$雌性幼鼠腹外

斜肌放电波幅的边缘估计均值均高于雄性大鼠$差

别有显著性#当'Cc压力为 ="$># //̂ F$虽然雌性

幼鼠腹外斜肌放电波幅的边缘估计均值仍高于雄性

幼鼠$但差别无显著意义% 在控制性别等影响因素

后$当'Cc压力分别为 ="$># //̂ F时$实验组

腹外斜肌放电波幅的边缘估计均值均高于对照

组$差别有显著意义#当 'Cc为 !# //̂ F低扩张

压刺激和 <" //̂ F*?# //̂ F高扩张压刺激时$

两组腹外斜肌放电波幅边缘估计均值差异无显

著性(表 =$>) %

表 FE不同性别幼鼠腹外斜肌放电幅值协方分析结果

'Cc压力

(//̂ F)

雄性幼鼠

波幅边缘估计均值

(@#K0#$

&

5)

雌性幼鼠

波幅边缘估计均值

(@#K0#$

&

5)

A

!# $7$!( !7!> E=7$?) !7%=( "7?< E$7%@) "7<!"

=" %7%%( <7=! E!!7>#) !!7<$( @7"# E!>7!@) "7!=>

># !<7$%(!=7"" E!@7#<) !?7%>(!>7## E$!7!$) "7>@%

<" $$7=%($"7#" E$>7$#) $<7!<($>7$% E$%7"=) "7""?

?# $$7@%($"7@# E$#7"!) $<7#!($>7>% E$%7#>) "7"!%

&&

表 GE实验组和对照组幼鼠腹外斜肌放电幅值协方

分析结果

'Cc压力

(//̂ F)

对照组

波幅边缘估计均值

(@#K0#$

&

5)

实验组

波幅边缘估计均值

(@#K0#$

&

5)

A

!# $7"=( "7@< E=7"@) $7"!( "7@> E=7"%) "7@%%

=" <7>%( =7@! E@7"#) !>7"=(!!7>< E!<7<") "7"""

># !=7>$(!"7!> E!<7?!) $"7<@(!?7>! E$=7@%) "7""=

<" $>7=$($$7># E$<7$") $>7$!($$7=> E$<7>=) "7@=$

?# $#7"@($=7"< E$?7!!) $>7>"($$7=% E$<7>=) "7<=!

F7GE结肠组织病理检查

研究结束时两组幼鼠解剖$均未见明显的肠腔

扩张*与周围组织粘连等病理改变% 降结肠常规病

理切片所示两组降结肠未见明显组织损伤$组织切

片均无中性粒细胞浸润$间质无明显水肿%

GE讨论

痛觉是意识水平的感觉$我们只能通过观察动

物对伤害性刺激的行为反应来进行评价% 对内脏痛

觉的评价需采用内脏伤害性刺激的方法$业已证实&

阶梯式'Cc可作为没有束缚*清醒状态下大鼠内脏

痛觉敏感性评价标准的致痛手段% 内脏运动反应可

能是一种简单的运动反应$在较低扩张压即非伤害

性刺激时$大鼠表现为身体站立不动*肛门括约肌松

驰$当扩张达到一定阈值以上$成为伤害性刺激时$

则诱发大鼠腹部和下肢肌肉收缩$表现为腹肌收缩*

腹壁呈扁平状继而拱起呈排便状*背部躬高*睾丸抬

起*后肢伸展等行为表现$这些表现随扩张压力的增

高而渐进性增强$且当保持一定的压力时$其行为表

现可持续较长时间$根据腹部肌肉收缩程度进行

MWC评分可用于评价结直肠痛觉!>"

$但已有的研究

中显示&MWC评分易受气温*湿度*昼夜节律*饥饿

状态*动物种系*性别与周龄等多种因素的影响$在

对成年大鼠的研究中$气囊长度*性别等因素同样也

影响MWC评分结果!<"

% 同时$由于MWC评分为半

'@=<'
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定量评分方法$尽管能够客观评价内脏痛觉$但不可

避免存在主观性偏差$因此$在干预措施疗效评价*

药物作用机制*药物量效关系等研究时无法对内脏

痛觉敏感性做到定量分析% 另外$对于幼年动物$准

确区分这 > 级也比较困难% 8.SS报道!#"

&清醒大鼠

给予'Cc刺激后引发腹部和后肢肌肉收缩是一种

内脏运动反应$在大鼠腹壁肌肉放置电极$通过记录

放电幅度的变化反映腹肌收缩与否及其程度$因此$

通过腹外斜肌肌电活动检测$并对这种肌电活动进

行放大和杂波滤过后可以定量测定 'Cc刺激后内

脏运动反应程度$达到定量评价大鼠内脏痛觉敏感

性的目的#对于清醒的*未加任何约束的大鼠$腹外

斜肌放电测量稳定可靠*重复性好$尤其适合于组间

和组内动物研究% 近年来$国内外学者开始采用腹

壁肌肉放电测量作为内脏痛觉的定量评价方法% 例

如&W.6-)*F

!?"和',P-)*(,

!%"采用腹外斜肌放电为评

价指标$对新生期母婴分离刺激对成鼠内脏痛觉敏

感性进行探讨#李为民等!@"利用ZbD大鼠模型$以大

鼠MWC和腹直肌肌电(M_À )变化(计数单位时

间内的峰电位数目)为指标$对电针治疗慢性内脏

痛敏的作用规律进行研究$观察针刺治疗作用规律%

吕红!!""

*刘雁冰!!!"同样采用腹肌电活动为评价指

标$分别对传统束缚应激动物模型*新生期肠道内的

慢性刺激动物模型的内脏痛觉敏感性进行评价#因

此$与行为学相比$电生理评价方法达到量化*较少

受人为主观因素的影响$能较为客观反应动物内脏

痛觉的致敏效应$特别适用于幼年动物模型$但至今

未见应用电生理学方法评价幼鼠内脏痛觉敏化程

度$本研究结合国内外文献报道$试图建立幼鼠内脏

痛觉的电生理评价条件和方法$采用电生理方法进

一步验证新生期伤害性 'Z对幼鼠内脏痛觉敏感性

的影响及其性别差异%

本研究中$腹外斜肌放电检测结果显示&在 ="$

># //̂ F压力范围内$在相同 'Cc压力下$实验组

腹外斜肌放电幅值明显高于对照组$两组差异有显

著性$在'Cc<" //̂ F后两组腹外斜肌放电幅值差

异无显著性#与对照组相比$实验组幼鼠痛阈明显降

低#当'Cc压力从 =" //̂ F上升至 ># //̂ F时$实

验组幼鼠腹外斜肌放电幅值大幅度上升$接近最大

值$而对照组在 'Cc压力从 ># //̂ F上升至

<" //̂ F时$腹外斜肌放电幅值才出现大幅度上升$

接近最大值% 表明新生期接受伤害性 'Z$到发育期

(幼鼠)时受到低扩张压力刺激时$就可导致内脏敏

感性显著增强$腹外斜肌放电幅值接近最大值$至使

当扩张压再增高$腹外斜肌放电幅值增加也不明显$

与对照组相比差异无显著性% 这与新生期同样接受

'Z$到成鼠期受到 'Cc刺激所表现出来的 MWC评

分*肌电活动频率和波幅均显著增高不完全一致$说

明新生期接受伤害性'Z所致的内脏高敏感性$在幼

鼠期更为明显$只要受到低扩张压力刺激$就可使大

鼠表现出相对较为强烈的痛觉反应$表现为 MWC

评分和腹外斜肌放电幅值明显升高% 这可能与幼鼠

和成鼠结肠对扩张的感受器不同有关$不同的机械

性刺激传入感受器分别对低阈值和高阈值刺激做出

反应#由于生后至幼鼠期所受到的外来刺激少$强度

低$因此$主要由接受低阈值扩张刺激的感受器发挥

作用$故其较为敏感#到成鼠期$由于外来刺激增多$

强度增强$使低阈值扩张刺激的感受器出现钝化$敏

感性下降$而主要由接受高阈值刺激的感受器发挥

作用% 研究结果表明在新生期进行持续的 'Z的确

能造成慢性内脏高敏感性$并且这种高敏感性在幼

年期比成年期更为明显$同时$这种高敏感的发生没

有明确的组织病理学改变$与 ZbD 等腹痛相关性

B̀ZcS的病理学和症状学表现相类似%

近年来$不同性别 B̀ZcS发病率的差异日益受

到重视$报道显示!!$"

ZbD 在男女两性的发病率不

同$如在美国*大多数欧洲国家*中国及日本$ZbD 影

响 !>K E$>K的女性及 #K E!@K的男性% 但是导

致性别差异的原因仍不清楚$在儿童内脏痛觉敏感

性是否存在性别上差异尚未见有文献报道$M6T'(3T

.4等!>"研究仅应用了雄性大鼠$未探讨'Z对雌性乳

大鼠的影响% 本组资料中$在控制幼鼠组别*体重等

影响因素后$对雄性和雌性幼鼠内脏痛觉敏感性差

别进行的评价$结果显示&在 <" 和 ?# //̂ F压力进

行'Cc时$< 周龄雌性幼鼠腹外斜肌放电幅值差明

显高于雄性幼鼠$两者之间差别有统计学意义$而在

=" //̂ F和 ># //̂ F压力进行 'Cc时$尽管雌性

幼鼠MWC评分仍高于雄性幼鼠$但两者之间差别

无显著意义$该结果与行为学评分获得了较为一致

的结果% 提示&在雌雄幼鼠同时接受相同压力刺激

时$雌性幼鼠更容易表现出内脏高敏感性$对 'Cc

的耐受能力更差$而且$这种差别只有在接受高阈值

刺激才有显著意义% 国内外文献报道!!=$!>"

&雌激素

可增加直肠感觉敏感性$而且$雌激素对内脏感觉的

作用存在着剂量依赖性#而在本组资料中$< 周龄幼

鼠尚处在发育期$尽管我们没有对幼鼠体内雌激素

水平进行测定$但可以肯定的是雌性幼鼠和雄性幼

鼠体内雌激素水平差异并不如成年期大鼠明显$提

示除雌激素外$可能还有其他遗传性因素及生后雌

雄幼鼠在生理*心理等因素造成不同性别幼鼠内脏

'"><'
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痛觉敏感性的差异$这有待进一步研究%

总之$与 MWC评分法相比$腹外斜肌放电测量

能较为客观反应动物内脏痛觉的致敏效应$特别适

用于幼年动物模型$可以作为定量评价慢性内脏痛

觉敏化幼鼠模型是否制备成功的方法% 本研究结果

证实新生期接受伤害性 'Z的幼鼠存在内脏痛觉敏

化*痛阈下降$雌性幼鼠更为明显% 随着新生儿诊疗

技术的发展$一些严重的肠道畸形如先天性巨结肠*

先天性肛门闭锁*肠旋转不良等也可以通过手术的

方式得到救治$在生命得到救治的同时$所接受的疼

痛性的结直肠侵入性操作也随之增多$因此$尽可能

减少新生期肠道疼痛性刺激将有助于降低其对个体

所造成的远期危害%
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