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[摘　要]	 目的：观察HCN1，HCN2在功能性便秘(function constipation，FC)大鼠模型结肠上的表达及其与

结肠Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal，ICCs)细胞之间的关系，探讨HCN1，HCN2对FC发病的

影响。方法：用复方地芬诺酯制造FC大鼠模型，利用免疫组织化学分别对模型组(n=12)、空白组

(n=12)大鼠升结肠、横结肠、降结肠黏膜HCN1，HCN2及ICC的表达情况进行检测。结果：模型组

和空白组升结肠、横结肠及降结肠均见HCN1，HCN2，c-Kit表达，模型组中HCN1，HCN2，c-Kit

表达量明显低于空白组(P<0.05)；HCN1表达在FC大鼠结肠中主要分布在结肠环形肌和纵行肌之间

的肌ICC-MY，与c-Kit表达分布基本一致；HCN2在FC大鼠升结肠、横结肠及降结肠均有分布与c-Kit

荧光度变化趋势基本一致。HCN2阳性神经元与ICCs的突起距离较近，二者未见细胞共存现象。 

结论：HCN通道作为一种与自主起博活动密切相关的离子通道，可能参与结肠ICCs的自主起博活

动。HCN1，HCN2可能参与结肠运动调控，其数量、功能及分布异常可能与FC 发病机制有关。

[关键词]	 功能性便秘；HCN1；HCN2；结肠Cajal间质细胞
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Abstract Objective: To investigate the distribution of HCN1, HCN2 in colon of functional constipation rats and its co-

localization with interstitial cells of Cajal (ICCs) for study on HCN1, HCN2 which play the role of the onset 

of action in functional constipation. Methods: Twenty-four SD female rats in 12-week were randomized into a 
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功能性便秘(function constipation，FC)是指缺

乏器质性病因，没有结构异常或代谢障碍，又除

外肠易激综合征的慢性便秘。FC病因及病理机制

尚不清楚，有资料 [ 1 ]显示：相当一部分患者伴有

结肠动力障碍。目前研究 [2-5]表明结肠平滑肌收缩

减弱、电慢波异常，结肠Cajal间质细胞(interstitial 
c e l l s  o f  C a j a l ， I C C s) 数 目 、 形 态 和 功 能 异 常 ，

是 导 致 F C 的 主 要 发 病 机 制 。 超 极 化 激 活 环 核 苷

酸门控的阳离子通道( hy per polar izat ion-act ivated 
c yclicnucleotide-gated cation channel，HCN)，即

H CN通道，有1 ~ 4四个亚型，在心脏和神经元中

引发起搏电流，调节心脏和神经元的节律 [ 6 ]。既

往国内外研究[7-10]表明HCN亦存在于结肠中，并参

与激活结肠ICCs起博活动，HCN通道在结肠运动

中很可能担任兴奋起搏的角色。本研究旨在探索

HCN1，HCN2在FC大鼠模型结肠上的表达及其与

结肠ICC细胞之间的关系，探讨HCN1，HCN2对

FC发病的影响，为临床治疗肠道动力异常导致FC
提供新的理论依据及治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  材料

复方地芬诺酯(批号：1203010)由哈药集团三

精制药股份有限公司提供；Anti-HCN1抗体、Anti-
HCN2抗体购自以色列Alomone Labs公司；Anti-c-
Kit抗体购自中国Abcam抗体公司。

1.2  实验动物

健 康 S D 大 鼠 2 4 只 ， 雌 雄 各 半 ， 体 重 
156~223 g，由厦门大学实验动物中心采购提供，

饲料、垫料来源同上，饲养室温度20~25 ℃，湿度

45%~55%。

1.3  动物分组

2 4 只健康 S D 大鼠正常喂养和观察 1 周，称重

后采用SPSS软件完全随机分为空白组、模型组，

每组分为1 2只，自由摄食，自然光照，并定时清

洁、消毒。

1.4  造模方法 [11]

空白组每日灌胃给予生理盐水0.2 mL/10 g，

模型组每日灌胃给予复方地芬诺脂10 mg/k g，连

续灌胃，7 d为1疗程，疗程间停药1 d，2个疗程后

于末次给药后3 0  m i n空白组和模型组大鼠分别以 
0 .2 mL/20 g的墨汁灌胃，从给墨汁开始记录两组

大鼠的首粒黑便的排出时间、6 h内的排便粒数和

大便性状，记录结果，用SPSS 22.0统计软件进行

分析，确保大鼠便秘模型的可重复性。

1.5  标本采集

在对大鼠造模达到模型指定指标后，颈椎脱

臼处死动物，打开大鼠腹腔截取升结肠、横结肠

及降结肠肠管各3~4 cm，0.01 mol/L PBS充分洗

净肠腔内容物。结扎肠段的一端，以丙酮注入肠

腔 内 ， 维 持 充 盈 状 态 ， 再 结 扎 另 一 端 。 置 入 4 %
多聚甲醛中固定 6 ~ 8  h 。实验前去除结扎部分，

在解剖显微镜下，沿肠系膜缘剪开肠管，用钟表

镊依次剥离黏膜、黏膜下层，将附有深肌丛的环

行平滑肌层和肌间神经丛的纵行块，置于4  ℃的

0.01 mol/L PBS中备用。恒冷箱切片机切制连续冠

状切片，片厚30 μm，切片分套，置于0.01 mol/L 
PBS中存放。

1.6  双重荧光免疫组织化学标记 ( 间接法 )

将标本置于0.3%H 2O 2-甲醇中浸泡30 min封闭

内源性过氧化物酶，0.1% Triton浸泡30 min，PBS

normal group (n=12) and a model group (n=12). The immunofluorescence double-labeling stain was used to detect 

the distribution of HCN1, HCN2, ICC in mucosa of ascending colon, transverse colon and descending colon in 

functional constipation rats triggered by compound diphenoxylate. Results: HCN1, HCN2 and ICC expressed 

in mucosa of ascending colon, transverse colon and descending colon tend to be positive after double libeling with 

c-Kit both in normal and model group. HCN1 expression mainly distributed in ICC-MY between Ring muscle and 

Longitudinal muscle which was the same with c-Kit expression. HCN2 positive neurons was close to ICCs, which 

had no co-localization. Conclusion: HCN channel which is closely related with independent blogging activity may 

participate in colon ICCs independent blogging activity. HCN1, HCN2 may take part in regulation of colon motility. 

The number, function and the distribution may be related to pathogenesis of functional constipation.

Keywords functional constipation; HCN1; HCN2; the colon Cajal mesenchymal cells
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漂洗。 1 ) 同时加入一抗，即加入兔抗大鼠 H C N 1
抗 体 、 C a j a l 间 质 细 胞 标 志 物 —— 小 鼠 抗 大 鼠

c-Kit抗体，4 ℃孵育过夜(约14 h)；2)第2天将切

片 和 铺 片 置 于 室 温 下 复 温 1  h ， 经 P B S 漂 洗 后 ，

加 入 稀 释 的 四 甲 基 异 硫 氰 酸 罗 丹 明 ( T M R I T C )
标 记 的 抗 兔 I g G 二 抗 及 异 硫 氰 酸 荧 光 素 ( F I T C )
标 记 的 抗 鼠 I g G 二 抗 ， 室 温 孵 育 3  h ， P B S 漂 洗

后，将铺片平置于载玻片上，与切片标本同时用

Mount ing60(含10 mg/L的DA PI)封片，以上过程

均需避光操作。

按 以 上 操 作 步 骤 ， 用 小 鼠 抗 大 鼠 c - K i t 抗 体

与兔抗大鼠 H C N 2 抗体进行双免疫荧光组织化学  
标记。

1 .7   荧光倒置显微镜采图分析

每张切片取 4 ~ 6 个视野，将数字化图像储存

于 L S C M 系统的计算机，待实验结束后进行图像

分 析 ， 通 过 上 述 实 验 ， 旨 在 观 察 H C N 1 ， H C N 2
与ICCs标志物c-Kit表达情况。

1 .8   统计学处理

采 用 S P S S  2 2 . 0 软 件 对 数 据 进 行 统 计 学 分

析 ， 计 量 资 料 数 据 以 均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ，

两 组 间 数 据 比 较 采 用 独 立 样 本 t 检 验 ， 相 关 性

分 析 采 用 Pe a r s o n 分 析 ， P < 0 . 0 5 为 差 异 有 统 计 学  
意义。

2  结果

2.1  复方地芬诺脂诱导建立便秘模型  
每天复方地芬诺脂10 mg/kg连续灌胃模型组大

鼠的首粒黑便的排出时间、6 h内的排便粒数和大

便性状与生理盐水0.2 mL/10 g连续灌胃对照组相

比差异有统计学意义(P<0.05，表1)，提示FC大鼠

模型成功复制。

2.2  HCN1 与 c-Kit 免疫荧光双标结果

2 组 大 鼠 升 结 肠 、 横 结 肠 及 降 结 肠 均 见

HCN1，c-Kit表达，模型组中HCN1，c-Kit表达量

明显低于空白组( P < 0 . 0 5 )；H CN 1表达在FC大鼠

结肠中主要分布在结肠环形肌和纵行肌之间的肌

ICC-MY，与c-Kit表达分布基本一致；与空白组比

较，HCN1，c-Kit荧光值表达量变化一致，二者成

正相关(P<0.05；图1，2)。

2.3  HCN2 与 c-Kit 免疫荧光双标结果

在模型组和空白组升结肠、横结肠及降结肠均

见HCN2，c-Kit表达，模型组中HCN2，c-Kit表达量明

显低于空白组(P<0.05)；HCN2在FC大鼠升结肠、横

结肠及降结肠黏膜间神经末梢均有分布，与ICCs突

起距离很近，未见细胞共存现象，二者各自形成完

整的细胞网络；与空白组比较，HCN2，c-Kit荧光值

表达量变化一致，二者成正相关(P<0.05；图3，4)。

表1 复方地芬诺脂对大鼠排便情况的影响(n=12)

Table 1 Effects of compound diphenoxylate on the defecation of rats (n=12)

组别 首粒黑便排出时间/min 6 h内排便粒数 6 h内排便重量/g

对照组 65.1±14.6 39.0±3.1 0.50±0.10

便秘模型组 178.6±13.2 17.8±6.8 0.32±0.13

P <0.05 <0.05 <0.05

图1 免疫组织化学检测大鼠升结肠(A)、横结肠(B)、降结肠(C)中HCN1，c-Kit的平均荧光值

Figure 1 Average fluorescence value of HCN1 and c-Kit for ascending colon (A), transverse colon (B) and descending colon (C) of rats on 

IHC assay
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图2 免疫组织化学检测大鼠升结肠(A)、横结肠(B)、降结肠(C)中的HCN1，c-Kit分布及表达(×400)

Figure 2 Expression and distribution of HCN1 and c-Kit for ascending colon (A), transverse colon (B) and descending colon (C) of 

rats on IHC assay (×400)

图3 免疫组织化学检测大鼠升结肠(A)、横结肠(B)、降结肠(C)中的HCN2，c-Kit的平均荧光值

Figure 3 Average fluorescence values of HCN1 and c-Kit for ascending colon (A), transverse colon (B) and descending colon (C) of 

rats on IHC assay
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3  讨论

胃肠道平滑肌细胞存在跨膜电位的周期性变

化，这一电活动被称为慢波活动、电控制活动、

起博电位或基础电节律。胃肠道的运动取决于胃

肠道的肌电活动，慢波是胃肠道肌电活动的起步

电位，决定胃肠道平滑肌收缩的节律，是胃肠动

力 的 基 础 。 I C C s 是 一 种 具 有 独 立 功 能 的 间 质 细

胞，广泛存在于各系统平滑肌组织中，在消化道

中起着起搏胃肠道慢波、传递电信号、介导肠神

经与平滑肌之间调节信号的作用，并与病理状态

下的多种胃肠动力紊乱疾病密切相关，是胃肠道

平滑肌节律性收缩功能调节的重要因素 [ 1 2 - 1 4 ]。相

关研究[2-5]表明FC形成与ICCs密切相关，结肠ICCs
数目、结构、功能异常可导致不规则的慢波，诱

发的电位使平滑肌产生不规则的或无效的收缩运

动，最终导致结肠运动迟缓。

ICCs产生慢波的机制目前尚不明确，可能与

ICCs膜离子电流密切相关。其产生慢波的机制目

前主要有两种学说，即钙激活氯通道学说、非选

择性阳离子通道学说 [ 1 5 - 1 7 ]。离子通道是介导自律

兴奋细胞周期性电活动的内向离子流的载体，具

有自身周期性通道开放 – 关闭的特点。 H C N 最初

是由Di Francesco于20世纪80年代初研究兔窦房结

起搏活动时发现并记录到一种If电流，称之为起搏

电流。该电流被证明参与心脏的起搏活动，对于

心脏正常自律性的维持发挥重要作用 [ 6 ]，是 I CCs
自发产生膜电位波动或触发动作电位产生的生物

基础。H CN具有内在的 I f活性，可自动除极，是

Pacemaker细胞的电生理结构基础，表达增加或者

减少都会直接引起起搏细胞兴奋性的改变 [18]，有

可能是ICCs作为起搏细胞的核心[6]。 
结肠ICCs上存在多种离子通道和受体对调控

其兴奋性，其中HCN通道的发现，为ICCs作为兴
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图4 免疫组织化学检测大鼠升结肠(A)、横结肠(B)、降结肠(C)中的HCN2，c-Kit分布及表达(×400)

Figure 4 Expression and distribution of HCN1 and c-Kit for ascending colon (A), transverse colon (B) and descending colon (C) of 

rats on IHC assay (×400)
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奋起搏细胞的理论提供了可能的结构基础，HCN
参与激活调节结肠 I CC起搏活动 [ 1 9 ]。本实验通过

HCN1与c-Kit免疫荧光双标结果显示：FC大鼠结

肠HCN1和c-Kit二者表达分布基本一致，结果表明

H CN 1特异分布在结肠 I CCs上，二者具有细胞共

存现象；H CN 2分布在FC大鼠升结肠、横结肠及

降结肠黏膜间神经末梢，与ICCs各自形成细胞网

络，二者无共存现象，但可能存在某种关联，调

控结肠运动及神经信号传递，与国内外研究结论

一致。本研究结果同时提示FC大鼠各部位结肠中

HCN1，HCN2的表达较空白大鼠显著减低，可能

与FC大鼠结肠起搏细胞的兴奋性减低有关，是FC
发病的可能原因之一，为探索FC的发病机制及治

疗新靶点提供了一个新思路。进一步统计发现FC
大鼠与空白大鼠各结肠相应部位HCN，c-Kit免疫

荧光值变化量呈正相关，提示HCN通道作为一种

与自主起博活动密切相关的离子通道，可能参与

结肠ICCs的自主起博活动，其数量、功能及分布

异常可能与FC 发病机制有关。
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