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!!摘!要#目的!探讨粪菌移植治疗对腹泻型肠易激综合征#9̂;!*$模型大鼠脑!肠轴中&!羟色胺#&!(#$信
号通路的影响"方法!选取1&只;4W级健康;*雄性大鼠!按照随机数字表法分为正常组%模型组及粪菌移
植组!每组-&只!采用番泻叶灌胃法联合束缚应激构建9̂;!*动物模型!除正常组外!其他组均进行造模"粪
菌移植组进行粪菌液灌肠处理!每次灌肠体积%?6!连续灌肠治疗-+U"观察大鼠的生活状况和粪便含水量!
酶联免疫吸附试验#[69;5$检测大鼠脑组织及血清中&!(#和4物质#;4$的表达水平!免疫组化法检测大鼠
结肠及脑组织&!(#转运体#;[:#$蛋白表达水平!]=HK=>@QNIK法检测大鼠结肠组织和脑组织中;[:#%色氨
酸羟化酶-##(4-$%&!(#受体,#&!(#,:$%&!(#受体1#&!(#1:$蛋白表达水平"结果!与正常组相比!模
型组大鼠在造模后!出现稀便样腹泻%精神状况萎靡%饮水量增加%进食量减少!以及烦躁不安等症状!脑组织和
血清&!(#和;4表达水平明显升高!结肠组织和脑组织;[:#%&!(#1:蛋白表达水平明显降低!#(4-和
&!(#,:蛋白表达水平明显升高!差异均有统计学意义#!$+A+&$&与模型组相比!粪菌移植组在治疗后!精神
状况明显改善!腹泻状况明显好转!粪便含水量明显降低!脑组织和血清&!(#和;4表达水平明显降低!结肠组
织和脑组织;[:#%&!(#1:蛋白表达水平明显升高!#(4-和&!(#,:蛋白表达水平明显降低!差异均有统计学
意义#!$+A+&$"结论!粪菌移植能够明显改善9̂;!*的症状!其机制可能与调节脑!肠轴&!(#信号通路有关"

关键词#粪菌移植&!腹泻型肠易激综合征&!&!羟色胺&!信号通路

!"#!-+A,202"FAGHH@A-0/,!1-,+A%+%%A-0A+-0 中图法分类号#:&/1A1
文章编号#-0/,!1-,+#%+%%$-0!-221!+0 文献标志码#5

K..,(;-..,()%:)(;,0&);0)'/8%)';);&-'-'&253/&G')%8);9B)A&'1-7,%0);/
:0)&'2G+;)4&/-.7&)009,)2;A8,&00&;):%,:-B,%/A'70-1,

3$-2,1-;'(T0'-!@JPB8;98;-!@-$%&'%!P*231.8'(B.8,!K2,1-&>&'-!=$J#&/.-#

-L6078"9:0'9;<18E9";0'90";>;(/&%L6078"9:0'9;<!89B;>;(/&,L6078"9:0'9;<
=>&'&?8>@8A;"89;"/!9B04&"E9!0;7>0HE*;E7&98>;<4;EB8'!4;EB8'!1.8'(F;'(&%C+++!=B&'8

<:/;0)(;'":=,(;&*,!#I=$<NI>=KM==OO=RKIOO=R3NQ3RK=>G3K>3@H<N3@K3KGI@I@KM=H=>IKI@G@#&!(#$HGL@3N
<3KMT3VG@KM=Q>3G@!LPK3$GHIOUG3>>M=3!KV<=G>>GK3QN=QIT=NHV@U>I?=#9̂;!*$?IU=N>3KHA>,;9-7/!WI>KV!
OGJ=;4W!L>3U=M=3NKMV;*?3N=>3KHT=>=>3@UI?NVUGJGU=UG@KI@I>?3NL>IP<!?IU=NL>IP<3@UO=R3NQ3RK=>G3
K>3@H<N3@K3KGI@L>IP<!TGKM-&>3KHG@=3RML>IP<A#M=9̂;!*3@G?3N?IU=NT3H=HK3QNGHMQV@HG@LH=@@3N=3O
L3J3L=RI?QG@=UTGKM>=HK>3G@KHK>=HH!3@UKM=?IU=NT3H=HK3QNGHM=UG@3NNKM=L>IP<H=$R=<KKM=@I>?3N
L>IP<AW=R3NQ3RK=>G3K>3@H<N3@K3KGI@L>IP<T3HK>=3K=UTGKMO=R3NQ3RK=>G3NGYPGU=@=?3!JINP?=IO%?6=3RM
KG?=!RI@KG@PIPH=@=?3K>=3K?=@KOI>-+U3VHA#M=NGJG@LRI@UGKGI@H3@UO=R3NT3K=>RI@K=@KIO>3KHT=>=IQ!
H=>J=UA#M==$<>=HHGI@N=J=NHIO&!(#3@U;4G@Q>3G@KGHHP=3@UH=>P?IO>3KHT=>=U=K=RK=UQV[69;5!3@U
KM=<>IK=G@=$<>=HHGI@N=J=NHIO&!(#K>3@H<I>K=>#;[:#$G@RINI@3@UQ>3G@IO>3KHT=>=U=K=RK=UQVG??P!
@IMGHKIRM=?GHK>VA]=HK=>@QNIKT3HPH=UKIU=K=RKKM=<>IK=G@=$<>=HHGI@N=J=NHIO;[:#!K>V<KI<M3@MVU>I$V!
N3H=-##(4-$!&!(#>=R=<KI>,#&!(#,:$3@U&!(#>=R=<KI>1#&!(#1:$G@RINI@3@UQ>3G@KGHHP=HIO>3KHA
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!!肠易激综合征$9̂;%是一种间歇性或持续性发
作(以腹痛(便秘(腹泻为主要特征的肠功能紊乱性疾
病)-!%*&根据9̂;的症状表现'可分为便秘型(腹泻型
$9̂;!*%(不定型及混合型'其中 9̂;!* 发病率最
高),!1*&由于其频繁(持续的发作'给患者带来严重的
心理障碍(精神异常及经济负担&目前研究认为'
9̂;!*致病原因主要包括肠道菌落失衡(饮食不规律(
内脏高敏感性(感染及脑!肠互动异常等多种因素'其
中肠道菌群失衡是9̂;!*发生的关键因素之一)&!/*&
有研究显示'9̂;!*患者与健康人群的粪便菌群存在
明显的差异'且菌群分布及功能呈现紊乱状态&因
此'调节肠道菌群平衡成为治疗9̂;!*的重要研究方
向)C*&粪菌移植$W8#%是指将健康供体的粪便菌液
通过一定的方式处理后'移植到患者的胃肠道中'通
过调节其患者肠道内肠道菌落'重建正常微生态平
衡'从而达到治疗作用)2!-+*&目前已有研究证实'粪菌
移植在改善 9̂;!* 患者症状中具有明显的治疗效
果)--*'但其作用机制尚不明确&因此'本研究通过构
建9̂;!*模型大鼠'围绕脑!肠轴&!(#信号通路'探
讨粪菌移植的作用机制'为临床粪便移植的推广使用
及新药开发提供理论依据&
C!材料与方法

CAC!实验动物!;4W级雄性;*大鼠1&只'体重
$-,+\%+%L'由北京维通利华实验动物技术有限公司
提供'合格证号);"be$京%%+-C!+++%*'饲养于实验
动物中心'在温度$%,\,%i'光暗-%M"-%M条件下
适应性喂养&

CAD!试剂!;[:# 抗体$美国 ";# 公司'批号!
/1/,%-C%(#4(- 抗 体 $美 国 ";# 公 司'批 号!
0C+%1C/%(&!(#,: 抗体$英国 5QR3? 公司'批号!

3Q-,C2/%(&!(#1: 抗体$英国 5QR3? 公司'批号!
3Q0+,&2%'&!(#和;4酶联免疫吸附试验$[69;5%试
剂盒$上海康朗生物科技有限公司'批号!0+//C,(
/C22C-%+辣根酶标记荧光二抗$福麦斯有限公司'批
号!--%&C&1%',',f!二氨基联苯胺$*5̂ %显色试剂及
电泳液等$北京中杉金桥生物技术有限公司%&
CAE!粪菌液的制备!参考陈梦等)-%*制备方法'收集
健康大鼠新鲜粪便'置于无菌管中'按照质量"体积
-l&的比例加入生理盐水'充分混合摇匀后'在滤网
中过滤'除去大颗粒物质'将滤液,+++>"?G@离心-+
?G@'弃上清'再次加入生理盐水'重复上述步骤,次'
收集沉淀物'加入生理盐水重悬'即获得粪菌液&

CAF!动物分组及模型的制备!将;*大鼠按照随机

数字表法分成,组'正常组(模型组及粪菌移植组'每
组-&只&除正常组外'其他组均进行造模&造模方
法如下!采用番泻叶$%+?L"SL%对大鼠进行灌胃'每
天%次'同时在每次灌胃后-M'将大鼠的胸部(前肢
及肩部采用透明胶带进行束缚'使其不能行动'诱导
大鼠出现躁狂的状态'从而对大鼠造成一定程度的应
激刺激'每次束缚%M'造模时间为连续-1U&造模完
成后'采用腹壁撤离反射$5]:%评分标准对模型进
行验证'评分达到,分即表示造模成功&造模完成
后'对粪菌移植组大鼠采用预先制备好的粪菌液灌肠
处理'每次灌肠体积%?6'对照组和模型组均采用同
样的灌肠方法给予灌肠生理盐水'连续灌肠治疗
-+U&

CAH!标本采集!于大鼠末次粪菌移植治疗后'禁食
-%M'乙醚麻醉'股动脉取血'颈椎脱臼法处死'待血液
静置,+?G@后',+++>"?G@离心&?G@'分离血清'分
装后置于.C+i冰箱中备用&同时迅速取出大鼠脑
组织和距离肛门,%&R? 处的新鲜结肠组织$长度

-%%R?%'生理盐水冲洗干净后'一部分置于-+D甲
醛溶液中固定'其他部分置于.C+i冰箱中备用&

CAN!观察指标
CANAC!基本情况!观察;*大鼠在治疗期间粪便颜
色(气味(性状(腹泻程度(精神状态及进食状况等&

CANAD!粪便含水量!采集同时间段各组大鼠的粪
便'称质量后记作湿重'干燥后再称质量记为干重'计
算治疗前后各组大鼠粪便含水量的变化&粪便含水
量$D%E$湿重.干重%"湿重j-++D&
CANAE!大鼠脑组织及血清&!(#和;4表达水平!
取部分大鼠脑组织'按照一定比例加入生理盐水'在
冰上研磨'制成匀浆',+++>"?G@离心,?G@'收集上
清备用&从冰箱中取出大鼠血清'复温'采用[69;5
检测大鼠脑组织及血清&!(#和;4表达水平'检测
步骤严格依据[69;5试剂盒说明书开展&

CANAF!大鼠结肠组织及脑组织;[:#蛋白表达水平

!采用免疫组化法检测大鼠结肠及脑组织;[:#蛋
白表达水平&取出于甲醛溶液中固定好的大鼠结肠
组织和脑组织'将其制作成蜡块'切片'将切片置于二
甲苯溶液中脱蜡'在不同浓度梯度的乙醇溶液中水
化'取出切片后'置于柠檬酸缓冲液中-+?G@进行抗
原修复'滴加 (%'% 溶液封闭'磷酸盐缓冲液$4̂ ;%清
洗,次'每次-?G@'加入抗体$-l-++%'于1i摇床
条件下孵育过夜'4̂ ;清洗清洗,次'每次-?G@'滴
加二抗',/i孵育%M'4̂ ;清洗,次'每次-?G@'加

#&22-#国际检验医学杂志%+%%年C月第1,卷第-0期!9@KX63Q8=U!5PLPHK%+%%!)INA1,!7IA-0



入*5̂ 染色'将切片置于梯度浓度的二甲苯和乙醇
溶液中脱水'干燥后封片'置于高倍显微镜下观察'随
机选取,个视野'观察蛋白表达情况&

CANAH!大鼠结肠组织和脑组织 ;[:#(#(4-(&!
(#,:(&!(#1:蛋白表达水平!采用 ]=HK=>@QNIK
法检测大鼠结肠组织和脑组织 ;[:#(#(4-(&!
(#,:(&!(#1:蛋白表达水平&选取各组大鼠结肠
组织并进行称量'按照比例加入裂解液提取组织蛋
白'̂"5法测定裂解液中蛋白浓度'依据测定的蛋白
浓度按照比例加入上样缓冲液'置于沸水中煮沸-+
?G@使蛋白变性'获取本后置于.%+i冰箱中备用&
配制十二烷基硫酸钠!聚丙烯酰胺凝胶电泳$;*;!
45c[%凝胶'组织样本上样'电泳'转膜&然后'取出

4)*W膜'置于,/i摇床中用脱脂奶粉封闭%M'取
出4)*W膜'#4̂ ;冲洗,次'每次&?G@'4̂ ;清洗-
次'每次,?G@'滴加一抗$-l-++%'1i摇床中孵育
过夜'#4̂ ;冲洗,次'每次&?G@'4̂ ;冲洗-次'每
次,?G@'置于,/i摇床中孵育二抗$-l&++++%%M'
冲洗'配置显影液后均匀涂抹于4)*W膜上'扫描目
的蛋白'采用9?3L=!4>I4NPH软件分析蛋白表达
水平&

CAR!统计学处理!采用;4;;%-A+软件对数据进行
分析'计量资料以G\E表示'多组比较采用单因素方
差分析'两两比较采用6;*!9检验'以!$+A+&为差
异有统计学意义&

D!结!!果

DAC!大鼠基本情况!治疗期间'所有大鼠均未发生
死亡事件&正常组大鼠饮食(排便状况(机体活动'以
及生长状况均表现正常+模型组大鼠在造模后'出现
稀便样腹泻(精神状况萎靡(饮水量增加(进食量减
少'以及烦躁不安等症状+粪菌移植组大鼠在治疗后'
精神状况明显改善'腹泻状况明显好转&

DAD!,组大鼠粪便含水量比较!模型组大鼠粪便含
水量明显高于正常组'粪菌移植组大鼠粪便含水量明显
低于模型组'差异有统计学意义$!$+A+-%&见图-&

!!注!与正常组比较'3!$+A+-+与模型组比较'Q!$+A+-&

图-!!,组大鼠粪便含水量比较

DAE!,组大鼠脑组织及血清&!(#和;4表达水平比
较!与正常组相比'模型组大鼠脑组织和血清&!(#
和;4表达水平明显升高'差异有统计学意义$!$
+A+&%+与模型组相比'粪菌移植组大鼠脑组织和血清

&!(#和;4表达水平明显降低'差异均有统计学意义
$!$+A+-%&见表-&
表-!!,组大鼠脑组织及血清&!(#和;4表达水平

!!!比较%G\E'

组别
血清

&!(#$)L"6% ;4$@L"6%

脑组织

&!(#$)L"L% ;4$<L"L%

正常组 +A-2%\+A+%- +A-0C\+A+0% 1CA/\/AC 02A&\CA2
模型组 +A1&%\+A+C/3 +A1%-\+A-%&3 //A%\-+A03--,A1\-%A13

粪菌移植组 +A%&-\+A+1,Q +A%10\+A+2%Q &0AC\2A,Q /CA2\/ACQ

!!注!与正常组比较'3!$+A+-+与粪菌移植组比较'Q!$+A+-&

DAF!,组大鼠结肠组织及脑组织;[:#蛋白表达水
平比较!与正常相比'模型组大鼠结肠组织及脑组织

;[:#蛋白表达水平明显降低'差异均有统计学意义
$!$+A+-%+与模型组相比'粪菌移植组大鼠在粪菌移
植治疗后结肠组织及脑组织;[:#蛋白表达水平明
显升高'差异均有统计学意义$!$+A+-%&见图%&

!!注!免疫组化结果$j%++%&

图%!!大鼠结肠组织及脑组织;[:#蛋白表达
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DAH!,组大鼠结肠组织和脑组织;[:#(#(4-(&!
(#,:(&!(#1:蛋白表达水平比较!与正常组相比'
模型组大鼠结肠组织和脑组织;[:#(&!(#1:蛋白
表达水平明显降低'#(4-和&!(#,:蛋白表达水平

明显升高'差异均有统计学意义$!$+A+-%+与模型组
相比'粪菌移植组能;[:#(&!(#1:蛋白表达水平明
显升高'#(4-和&!(#,:蛋白表达水平明显降低'
差异均有统计学意义$!$+A+-%&见图,(1&

!!注!5为 ]=HK=>@QNIK检测结果+̂%[为相对表达量统计分析结果+与正常组比较'3!$+A+-+与粪菌移植组比较'Q!$+A+-&

图,!!大鼠结肠组织;[:#"#(4-"&!(#,:"&!(#1:蛋白表达

!!注!5为 ]=HK=>@QNIK检测结果+̂%[为相对表达量统计分析结果+与正常组比较'3!$+A+-+与粪菌移植组比较'Q!$+A+-&

图1!!大鼠脑组织;[:#"#(4-"&!(#,:"&!(#1:蛋白表达
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E!讨!!论

!!9̂;!*是一种常见的以腹泻(腹痛等症状的消化
系统疾病&目前'临床上对9̂;!*患者的治疗方案主
要为&!(#受体拮抗剂(选择性&!(#再摄取抑制剂(
解痉剂及止泻药等药物治疗'虽然有一定疗效'但是
停药后容易复发'其应用有一定局限性)-,!-&*&近年
来'W8#在调节胃肠道(改善9̂;!*症状方面表现出
明显的疗效'但其作用机制尚无统一的结论&因此'
本研究旨在探讨W8#对9̂;!*的治疗效果及作用机
制'为临床治疗提供指导&本研究通过构建9̂;!*模
型大鼠发现'与模型组相比'W8#能够明显改善大鼠
精神状态(饮食及腹泻等症状'提示W8#在9̂;!*治
疗中有明显的疗效&

随着消化系统及神经病理学等基础研究的发展'
脑!肠轴学理论越来越受到广泛关注&有研究指出'

9̂;!*的发病机制主要由中枢神经系统和胃肠道神经
系统相互协调'共同调节内脏敏感性和胃肠动力'其
中脑肠肽$如&!(#(;4%在起到中间枢纽的作用)-0!-/*&

&!(#是广泛分布于中枢神经系统和胃肠系统中一种
常见的脑肠肽'具有多种生理功能'在中枢神经系统
中'&!(#的分泌异常能够影响情绪状态'增加不安状
态'同时也是作为一种内源性镇痛物质'降低疼痛的
敏感性)-C*+在胃肠系统中'&!(#参与胃肠道蠕动(炎
症分泌等多种功能)-2*&&!(#在机体中的合成及与
受体间的结合异常会引起胃肠系统和中枢神经系统

发生相应的改变)%+*&其中';[:#和色氨酸羟化酶-
$#4(-%在&!(#的合成及转运过程中起重要作用&

;[:#是一种广泛分布于胃肠道细胞膜和神经系统
中的跨膜转运蛋白'&!(#发挥作用后'会被;[:#转
运蛋白转运至细胞内失活'进而降低细胞外液中

&!(#的浓度)%-!%%*+而#4(-是一种限速酶'在&!(#
合成过程中发挥关键作用'#4(-表达水平升高'会
明显升高肠道或中枢神经系统&!(#水平)%,!%1*&既
往有研究指出'胃肠道及中枢神经系统中;[:#低表
达和#4(-的高表达会明显升高胃肠道或中枢神经
系统&!(#水平'从而导致胃肠功能异常及内脏敏感
性升高'表现出腹泻(腹痛等不适症状'这可能是诱发

9̂;!*发病的原因)%&*&本研究结果显示'经粪菌移植
治疗后'大鼠结肠组织中;[:#蛋白表达水平明显升
高'而#4(-蛋白表达水平明显降低'且血清&!(#
水平明显降低'提示粪菌移植可能是通过抑制#4(-
并增强;[:#的表达来影响&!(#的合成与摄取'进
而调节9̂;!*肠道&!(#水平'发挥改善9̂;!*大鼠
胃肠动力的作用&此外'进一步研究大鼠脑组织相关

&!(#信号通路发现'#(4-和;[:#蛋白的表达趋

势与结肠组织一致&究其原因可能在于粪菌移植通
过改善胃肠道功能'间接性调控脑组织&!(#信号通
路中蛋白的表达'进而改善内脏敏感性及焦虑(抑郁
等应激状态&

&!(#发挥生理作用是与其对应的受体结合介导
的'其中&!(#,:和&!(#1:与9̂;!*关系最为密
切&&!(#,:在传递脑!肠轴中胃肠动力和内脏敏感
性方面发挥重要作用'&!(#与&!(#,:结合能够升
高内脏敏感性'导致9̂;!*等胃肠不适状态)%0*'而激
活&!(#1:受体能够促进乙酰胆碱等物质的释放'从
而影响胃肠蠕动及舒张)%/*&&!(#,:和&!(#1:表
达水平的变化均能影响9̂;!*胃肠功能及改变内脏
敏感性)%C!%2*&本研究结果显示'与正常组相比'模型
组大鼠中脑组织及结肠组织&!(#,:表达水平明显
升高'&!(#1:表达水平明显降低'差异均有统计学
意义$!$+A+-%+与模型组相比'粪菌移植组&!(#,:
表达明显降低'&!(#1:的表达明显升高'差异均有
统计学意义$!$+A+-%&这表明影响&!(#与其受体
的结合也是粪菌移植发挥作用的重要机制&

综上所述'&!(#在体内的合成(重摄取'以及与
其受体结合受到影响均会导致&!(#信号通路传递
异常'进而诱发9̂;!*的发生&粪菌移植能够明显改
善的9̂;!*的不适症状'其机制可能与调控脑!肠轴

&!(#信号通路有关&
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