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Abstract
AIM: To observe the alterations of interstitial 
cells of Cajal (ICC) and stem cell factors (SCF) 
in colon tissues with slow transit motility of 
diabetes mellitus, and study their roles and 
possible regulatory mechanism.

METHODS: A total of 54 male Sprague-Dawley 
rats were randomly and averagely divided into  
diabetes group and control group. Diabetes 
model was induced by intraperitoneal injec-
tion of streptozotocin. Nine rats of the above 
two groups were killed respectively 6, 8 and 10 
weeks after injection. The alterations of ICC and 
membrane-bound SCF (M-SCF) in the proximal 
colon tissues were analyzed by immunohisto-
chemistry, transmission electron microscopy and 
Western blot, and the serum concentration of 

soluble SCF (S-SCF) were examined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The level of blood glucose was el-
evated while the intestinal propulsive rate was 
lowered with the prolonging of time (P > 0.05). 
Immunohistochemistry showed that the num-
ber of myenteric ICC was significantly higher 
in diabetic rats than that in the controls, and the 
expression of proximal colon ICC was decreased 
with the time prolonging. Electron microscopy 
exhibited damaged microstructures of colonic 
ICC such as swelling, vacuole-like degenera-
tion of mitochondria and obvious decrease of 
organelles. Meanwhile, the serum concentration 
of S-SCF was remarkably lower in diabetic rats 
than that in the controls (6 wk: 0.93 ± 0.53 μg/L 
vs 1.87 ± 0.92 μg/L, P < 0.05; 8 wk: 0.78 ± 0.21 μg/L 
vs 1.76 ± 0.94 μg/L, P < 0.05; 10 wk: 0.73 ± 0.20 μg/L 
vs 1.82 ± 0.96 μg/L, P < 0.05), but the content of 
M-SCF in the colon tissues had no significant 
difference between the diabetic and normal rats 
(P > 0.05). The alteration trend of S-SCF concen-
tration was in accordance with that of ICC num-
bers.

CONCLUSION: Decrease of colonic ICC quan-
tity and serum S-SCF concentration, and dam-
aged microstructures of ICC are demonstrated in 
diabetic rats with slow transit motility of colon, 
and these changes and their successive regula-
tion may contribute to the pathogenesis of slow 
transit motility.
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摘要
目的: 了解Cajal间质细胞(ICC)、干细胞因子
(SCF)在糖尿病大鼠结肠慢传输运动模型中的
变化, 探讨其作用及可能的调控机制. 

®

■背景资料
糖尿病胃肠动力
障碍作为糖尿病
常见并发症, 严重
影响着患者的生
活质量和各种治
疗性药物的吸收, 
直到目前其发病
原因仍不甚清楚. 
随着对Cajal间质
细胞功能的不断
认识, 使人们看到
了解决这个问题
的曙光.
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方法: 54只♂SD大鼠分为糖尿病和正常对照
组, 经腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病大鼠
模型, 于造模后6, 8, 10 wk各组分别处死9只大
鼠, 以免疫组化、透射电镜研究近端结肠组
织中ICC的变化, 以Western blot方法检测近端
结肠组织中膜结合型干细胞因子的表达, 以
ELISA测定血清中可溶型SCF的浓度, 分析他
们之间的相关性. 

结果: 糖尿病大鼠血糖随时间增加而升高, 而
胃肠推进率却降低(P >0.05). 免疫组化结果显
示, 6, 8, 10 wk时的糖尿病大鼠肌间ICC表达
较对照组明显减少(P <0.05), 且糖尿病大鼠近
端结肠ICC数量随时间推移有逐渐降少的趋
势. 透射电镜显示糖尿病大鼠结肠ICC线粒体
肿胀、空泡样变, 细胞器数量明显减少. 与对
照组相比, 糖尿病大鼠血清中可溶型SCF显著
降低(6 wk: 0.93±0.53 μg/L vs  1.87±0.92 μg/
L, P <0.05; 8 wk: 0.78±0.21 μg/L vs  1.76±
0.94 μg/L, P <0.05; 10 wk: 0.73±0.20 μg/L vs  
1.82±0.96 μg/L, P <0.05), 而结肠组织中的膜
结合型SCF无明显差异(P >0.05), 且可溶型干
细胞因子与ICC具有相同的变化趋势.

结论: 糖尿病胃肠动力障碍大鼠存在血清中
可溶性干细胞因子浓度下降以及结肠组织中
ICC数量减少和结构破坏, 这些变化及其可能
存在的序贯性调控作用可能是糖尿病出现结
肠慢传输变化的基础.

关键词: 干细胞因子; 糖尿病; 结肠慢传输运动; 
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0  引言

糖尿病胃肠动力障碍是糖尿病最常见的并发症

之一, 但其发病机制目前尚不十分清楚, 研究已

经发现, 这可能与糖尿病胃肠道中对胃肠运动

起重要作用的Cajal间质细胞(interstitial cells of 
Cajal, ICC)的数量和结构异常有关[1-9], 但引起

ICC异常的调控因素却知之甚少. 有关研究已

经发现: K i t受体(蛋白)是ICC的特异性标记物, 
其天然配基干细胞因子(stem cell factor, SCF)
与Kit受体结合形成SCF-KIT系统, 参与机体所

有含K i t受体细胞的发育、增殖及分化[10-16], 而
干细胞因子又有两种形式 :  可溶型干细胞因

子(soluble stem cell factor, S-SCF)及膜结合型

干细胞因子(membrane-bound stem cell factor, 
M-S C F), 目前对S C F的研究报道主要集中在

S-SCF, 而对M-SCF的生物学作用知之相对为少. 
两者都有生物学活性, 均可影响髓系和红系造

血, 且S-SCF可能指导造血祖细胞的迁移和精原

细胞、黑色素细胞(均为Kit阳性细胞)在胚胎发

育中的生成或皮肤黑色素细胞的存活; 而对于

同样拥有Kit受体的ICC, 其调控作用尚不明确. 
糖尿病胃肠动力障碍时胃肠道ICC表达异常是

否与SCF改变有关, 本实验拟对此作出研究-观
察两种SCF和ICC在糖尿病胃肠动力障碍机体肠

道中的变化情况, 并探讨SCF对ICC可能的调控

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂SD大鼠(上海, 斯莱克公司)54
只, 体质量180-200 g, 随机分为: 实验组(糖
尿病组)27只;  正常对照组27只 .  链脲佐菌素

(streptozotocin, STZ, Sigma, USA), 印度墨水(南
京晚晴化玻仪器有限公司), c-K i t抗体(sc-168, 
兔多克隆抗体, Santa Cruz, USA), SCF抗体

(Peprotech, 羊多克隆抗体, USA), 兔抗羊二抗

(Santa Cruz, USA), 免疫组化SP法试剂盒(福州迈

新生物有限公司), SCF ELISA试剂盒(RapidBio 
Lab, California, USA), 透射电镜等.
1.2 方法 

1.2.1 糖尿病大鼠模型的建立 实验组大鼠腹腔

内一次性注射STZ 60 mg/kg[17-18]; 正常对照组

腹腔内注射等量柠檬酸注射液. 3 d后测定血糖, 
糖尿病组大鼠以血糖≥16.7 mmol/L(300 mg/dl)
者为糖尿病模型建立, 血糖<16.7 mmol/L者剔

除实验[17]. 所有大鼠在无特定病原体(spec i f ic 
pathogen free, SPF)级环境饲养, 监测大鼠血糖等

一般情况. 
1.2.2 糖尿病胃肠动力障碍模型的形成和确认 
所有大鼠均记录(1)日平均粪便重量和性状; (2)
胃肠推进率: 于造模后6, 8, 10 wk各组分别处死

9只大鼠, 所有大鼠于处死前均给予印度墨水

(10 μL/g体质量)灌胃, 30 min后颈椎脱臼处死大

鼠, 剖腹取出全部胃肠道, 测量并计算无张力下

胃肠推进率(胃肠推进率 = 墨汁推进距离/肠道

全长×100%)[19]. 根据张亚萍 et al [6]报道方法, 具
备以上任一种显著变化情况时, 则可认为糖尿

病胃肠功能紊乱大鼠模型建立成功. 
1.2.3 免疫组化(SP法)分析ICC表达情况 剪取大

■研发前沿
Cajal间质细胞作
为胃肠道起搏细
胞, 当前研究证实
他与多种胃肠动
力性疾病相关, 已
成为此领域研究
的一个热点.
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鼠近端结肠长约0.5 cm, PBS冲洗、40 g/L多聚

甲醛固定, 常规包埋、切片、脱蜡、水化、抗

原修复. 滴加c-Kit一抗(1∶50稀释)50 μL, 37℃
孵育1 h后4℃过夜, 先后滴加生物素标记的二抗

C及链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶D各50 μL, 
室温孵育15 min, DAB显色1-10 min, 苏木素衬

染细胞核, 冲洗、脱水透明、封片、显微镜观

察. 阳性结果判断: 显微镜下胞质出现棕黄色片

状或颗粒状物为阳性反应. 
1.2.4 电镜观察 取近端结肠长约1 cm, 清洗吸干

后, 立即放入50 g/L戊二醛中固定. 经前固定、

漂洗、后固定、漂洗、块染、脱水、浸渍后包

埋成块, 60℃恒温箱36 h, 光镜下半薄切片定位, 
确定组织分层后, LKB-Ⅱ超薄切片机切片, 行透

射电镜观察、照相. 
1.2.5 酶联免疫吸附实验(ELISA)检测血清中

SCF(S-干细胞因子)的浓度 血清按1∶10 000稀
释, 依照试剂盒要求步骤操作, 最后在酶标仪上

450 nm波长处读取A值并换算成浓度. 
1.2.6 Western blot法检测结肠组织中M-干细胞

因子的含量 近端结肠组织研磨后提取蛋白并定

量, 150 g/L SDS-PAGE凝胶40 μg蛋白/孔, 恒流

40 mA电泳, 恒压100 V电转膜2 h, 将蛋白转印至

PVDF膜. 50 g/L脱脂奶粉于室温封闭2 h, 加入稀

释的SCF羊抗鼠多克隆抗体(0.1 mg/L)37℃孵育

1 h后4℃过夜. TBST洗膜后, 加1∶3000 HRP标
记二抗, 28℃孵育90 min, TBST洗膜, 加入化学

发光试剂至膜上1 min, 最后曝光、显影.
统计学处理 所有数据录入SPSS10.0软件包

分析, 采用成组t检验和方差分析, 以均数±标准

差表示, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 空腹血糖 饲养6, 8, 10 wk后, 糖尿病组血糖

明显高于相应对照组(P <0.05)(图1), 且随病程延

长糖尿病组血糖有逐渐升高的趋势(F = 1.156, 
P >0.05). 
2.2 胃肠推进率 在6, 8, 10 wk时, 糖尿病组均较

对照组显著降低, 有统计学差异(P <0.05)(图2), 
且胃肠推进率随时间推移有逐渐降低的趋势(F 
= 2.201, P >0.05). 
2.3 免疫组化结果 ICC主要位于结肠肌间、黏

膜下及肌内, 尤以肌间表达丰富. 6, 8, 10 wk时
的糖尿病大鼠肌间ICC表达较对照组明显减少

(P <0.05), 且糖尿病大鼠近端结肠ICC表达随时

间推移有逐渐降少的趋势(图3). 

2.4 透射电镜结果 正常大鼠结肠ICC主要分布于

环肌层与纵肌层之间、环肌细胞之间、环肌层

内表面, 常与神经纤维末梢及神经束平行分布, 
可见散在缝隙连接, 核不规则, 胞质少, 有较完

整的基膜, 胞质内富有细胞器, 以线粒体最丰富, 
紧密排列在胞质里, 游离核糖体与多聚核糖体

亦多见, 偶有粗面内质网、滑面内质网及高尔

基体等. 糖尿病大鼠结肠ICC线粒体肿胀、空泡

样变、甚至溶解, 胞质、基膜部分溶解, 细胞器

数量较正常明显减少, 细胞内大量空泡形成, 内
质网明显扩张, 部分粗面内质网脱颗粒, ICC之
间、与平滑肌细胞、神经末梢之间的缝隙连接

结构破坏并减少. 此变化随时间延长有愈发严

重的趋势(图4). 
2.5 血清SCF浓度 血清中S-SCF, 6 wk时糖尿

病组和对照组分别为0.93±0.53 μg/L和1.87
±0.92 μg/L(P <0.05); 8 w k时分别为0.78±
0.21 μg/L和1.76±0.94 μg/L(P <0.05); 10 wk时分

别为0.73±0.20 μg/L和1.82±0.96 μg/L(P <0.05); 
均存在统计学差异, 且糖尿病各组S-SCF随时间

图 1 正常及糖尿病组空腹血糖值. aP<0.05 vs  正常组.

■创新盘点
本研究通过在体
大鼠实验, 在验证
糖尿病胃肠动力
障碍Cajal间质细
胞的变化基础上, 
从其配基干细胞
因子方面探讨其
可能的调控因素, 
此在国内尚无报
道, 而国外仅见个
别通过离体培养
在此方面作出的
相关研究.
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推移有逐渐下降的趋势(F = 0.593, P >0.05). 
2.6 结肠组织SCF的Western blot结果 近端结

肠组织中M-SCF, 经Western blot检测发现6, 8, 
10 wk时糖尿病组与对照组之间, M-SCF均无明

显差异(P >0.05)(图5).

3  讨论

胃肠动力障碍是糖尿病常见并发症, 随着对ICC
是胃肠道起搏细胞并传导肌电信号理论[20-23]的

不断认识, 愈来愈多的证据[1-9]表明胃肠道组织

内ICC数量减少及结构破坏导致胃肠功能紊乱

发生, 由于ICC数量减少和结构破坏, 导致胃肠

起搏功能减弱及电兴奋传导衰减, 平滑肌产生

异常的不规则慢波、收缩运动障碍、蠕动减少

或不能产生有效的推进性收缩运动, 临床上出

现胃肠动力障碍症状. 本实验中, 糖尿病大鼠模

型, 经胃肠通过指数检测筛选出胃肠动力障碍

大鼠(主要为胃肠转运减慢). 免疫组化和透射电

镜发现糖尿病大鼠近端结肠肌间丛ICC数量明

显减少, 超微结构破坏, 且随时间推移ICC数量

■应用要点
阐明糖尿病胃肠
动力障碍的致病
原因及可能的调
控因素, 可为临床
治疗和开发相关
用药提供理论基
础.

A B C

D E F

图 3 正常及糖尿病组肌间ICC免疫组化结果(×400). A-C: 正常组; D-E: 糖尿病组; F: 糖尿病组近端结肠组织; A, D: 6 wk; 

B, E: 8 wk; C, F: 10 wk.

A B C D

图 4 正常及糖尿病组肌间ICC电镜结果. A: 正常组(×15 000); B: 6 wk糖尿病组(×25 000); C: 8 wk糖尿病组(×20 000); D: 

10 wk糖尿病组近端结肠组织(×15 000).

图 5 近端结肠组织中膜结合型SCF的Western blot结果. 1, 

3, 5: 糖尿病组; 2, 4: 正常组; 6: 正常组近端结肠组织; 1-2: 

6 wk; 3-4: 8 wk; 5-6: 10 wk.

M-SCF

a-tubulin

18.4 kDa

55 kDa

1         2        3        4        5         6
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进一步减少、超微结构破坏加重, 与文献报道

相符, 提示胃肠道ICC数量减少和结构改变可能

是导致糖尿病胃肠动力障碍的机制之一, 且随

病程延长这种改变愈加明显. 由于ICC数量减少

和结构破坏, 导致胃肠起搏功能减弱及电兴奋

传导衰减, 平滑肌产生异常的不规则慢波、收

缩运动障碍、蠕动减少或不能产生有效的推进

性收缩运动, 临床上出现胃肠动力障碍症状. 本
实验结果还提示, ICC数量减少和结构破坏与糖

尿病的病程有关, 有随病程延长而改变愈加明

显的的趋势. 
SCF作为ICC的特异性标志物Kit受体的天

然配基, 他参与机体发育中的多种细胞生长的

调控, 是一种多功能细胞生长因子, 在细胞增

殖、分化和迁移过程中发挥重要的调控作用[24]. 
天然的SCF存在两种类型: S-SCF和M-SCF, 两者

都有生物学活性, 他们是通过蛋白水解酶位点

的相互剪切而产生(6位外显子编码一种蛋白水

解酶, 含有可产生S-SCF, 否则产生M-SCF). Kit
受体被其配体SCF活化后, PI3激酶活化, 导致磷

酸肌醇的肌醇环O-H位点磷酸化, 产生3, 4, 5-三
磷酸磷脂酰肌醇, 使多个信号途径活化, 此对于

ICC的分化、发育、增殖及表型维持具有重要

作用[16]. 另有文献报道, 造血干细胞和胰岛组织

等含有Kit受体的细胞, 在其发育及分化过程中

亦需要SCF-Kit信号的持续刺激[11-14], 可见SCF-
K i t的信号通路在所有K i t阳性细胞的形态和功

能维持方面具有重要的意义. 有关ICC受SCF-
K i t系统的调控作用, 先前多数研究均集中于

Kit受体方面(如ACK2受体阻滞)[20,25], 而理论上

SCF的改变将可能同样影响ICC的存在及功能 ,  
B a t t a g l i a  e t  a l [8 ]的报道及 I C C离体培养实

验[15,26]均支持此种推测. 究竟糖尿病胃肠动力障

碍时有无SCF表达下调、何种亚型表达异常并

发挥作用, 目前尚无明确结论. 本实验显示: 糖
尿病大鼠血清中S-SCF显著降低, 且随病程延长

有愈加明显的趋势; 而在糖尿病病程的不同阶

段, 均未见M-SCF的表达与正常组存在差异. 此
与Horvath et al [27]关于糖尿病时胃肠道S-SCF-
RNA表达下调报道相一致. 作为Kit受体的功能

性配基, S-SCF表达的降低, 将导致SCF-Kit信号

传导功能减弱, 影响ICC发育、增殖、分化及表

型维持[15-16]. 
文献报道, SCF变异及降低后可见ICC的数

量减少[28-29],  Horvath et al [30]亦提出, 胰岛素及胰

岛素样生长因子-Ⅰ刺激SCF的表达, 对于维持

ICC的长期存在是必需的, 糖尿病胃肠动力障碍

时可能由于胰岛素分泌减少, 使SCF表达下降, 
导致ICC异常改变而致病. 本实验中作为信号通

路的一方面, S-SCF的降低将影响ICC的表达, 结
合糖尿病大鼠血清中S-SCF呈渐进性的降低, 与
ICC随糖尿病病程的延长逐渐减少具有相同的

变化趋势, 更加提示血清中SCF降低与结肠组织

ICC异常改变具有一定相关性, SCF浓度降低可

能是糖尿病胃肠慢传输运动时ICC表达下调的

动因之一. 至于实验结果中糖尿病大鼠结肠组

织M-SCF在病程的不同阶段改变均不明显, 是
否与实验模型和检测部位有关, 或有其他作用

途径, 尚需进一步实验加以证实. 
ICC异常改变可能是糖尿病胃肠动力障碍

的重要发病因素之一, SCF-Kit系统下调可能是

其上游调控因素, 但糖尿病时血清中SCF表达下

调的机制, 他是否影响ICC的存在及功能, 糖尿

病胃肠动力障碍时ICC的改变是否受存在其他

调控途径, 都有待于进一步研究. 
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