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贲门失弛缓症(achalasia of cardia)是一种以食管体部正

常蠕动消失及吞咽时食管下括约肌 (lower esophageal

sphincter, LES)松弛不良为特征的原发性食管运动障碍性疾

病[1]。A型肉毒毒素（botulinum toxin type A, BTX-A）是由

肉毒杆菌在厌氧环境下产生，具有抑制骨骼肌神经-肌肉接

头乙酰胆碱递质的释放，从而松弛肌肉及解除痉挛[2]。研究

表明，BTX-A注射可降低在体LES张力[3]，但对离体LES是否

存在作用尚未见报道。本研究采取大鼠离体LES肌条作为

实验对象，观察BTX-A及电场刺激（electrical field stimula-

tion，EFS）对离体LES的作用，并探讨其机制，从而为BTX-A

临床应用于治疗贲门失弛缓症提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

健康Sprague-Dawley大鼠72只，体重250—350g，雌雄不

拘，由郑州大学医学院动物实验中心提供。HW-400S恒温

平滑肌槽，联想微型兼容计算机内置有Biolap420E生物机能

实验系统（四川成都泰盟科技有限公司），JH-2型张力传感

器（北京航天医学工程研究所），冻干 BTX-A（100U/安

瓿，-20℃闭光保存）由兰州生物制品研究所提供，N-硝

基-L-精氨酸甲酯（L-NAME，NO酯酶抑制剂）由Sigma公司

提供。

1.2 方法

实验前禁食18—24h，饮水不限。实验时叩击其头部致昏

后剖腹剪取食管下段及部分胃组织，沿长轴切开后剥离黏膜，于

食管与胃交界处偏上剪取平滑肌采用自制切割器制备长8mm、

宽2mm肌条[4]。肌条安置于37℃恒温平滑肌槽中（预充满Krebs

液并持续供给95%O2和5%CO2的混合气体）。铂金电极连接刺

激器置于肌条两侧并与其长轴平行。肌条在1g的前负荷下温

育30min，以出现自发性收缩为标准作为实验对象。72只SD大

鼠依据上述方法剪取LES平滑肌条，共72条并随机均分为4组：

对照组以离体平滑肌条自发性收缩的张力及振幅值作为对照；

BTX-A组在自发性收缩的条件下，加入BTX-A（10U/ml）后记

录30min；EFS组在自发性收缩的条件下，附加EFS（频率4Hz、

电压100V、0.5ms波宽、60s持续刺激[2]）并记录30min；EFS+

BTX-A组在自发性收缩的条件下，附加EFS（参数同上）同步记

录30min，后再加入BTX-A（10U/ml）并连续记录30min。附加

EFS之前均预先加入L-NAME抑制NO介导的肌肉松弛作用。

采用Biolap 420E 生物机能实验系统同步记录各组LES平滑

肌条收缩曲线，并测量收缩曲线对应的张力及振幅值。

1.3 统计学分析

所有数据经SPSS13.0软件统计处理，两两比较采用配对
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摘要

目的：研究A型肉毒毒素（BTX-A）对大鼠食管下括约肌(LES)离体肌条自发性收缩的影响，并观察BTX-A对电场刺

激（EFS）引发的肌条收缩是否存在抑制作用。

方法：成年SD大鼠叩击头部致昏后取食管下括约肌制备肌条，随机分为对照（control）组、BTX-A组、EFS组、EFS+

BTX-A组，采用Biolap 420E生物机能实验系统记录下括约肌肌条收缩实验数据。

结果：①BTX-A降低食管下括约肌肌条自发性收缩张力及振幅（P<0.05）；②EFS增强食管下括约肌肌条张力及振幅

（P<0.01）；③BTX-A抑制EFS对食管下括约肌肌条张力增强效应（P<0.01）及振幅增大效应（P<0.01）。
结论：①BTX-A可抑制食管下括约肌肌条自发性收缩；②EFS可增强食管下括约肌肌条收缩能力；③BTX-A可抑制

EFS引发的食管下括约肌肌条收缩能力的增强。
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t检验，多组间比较采用单因素方差分析。

2 结果

与食管下括约肌自发性收缩组比较，BTX-A 组加入

BTX-A后5min内食管下括约肌肌条自发性收缩张力及振幅

均出现明显下降（P<0.05），持续记录30min未见收缩张力及

振幅回升，提示BTX-A可抑制食管下括约肌的自发性收缩能

力；EFS组附加EFS作用后立即引起食管下括约肌快速强烈

的收缩，其收缩张力及振幅相比较于食管下括约肌自发性收

缩组均显著性增强（P<0.01）；EFS+BTX-A组在施加EFS后增

强食管下括约肌的收缩效果同EFS组，温育30min后再加入

BTX-A，食管下括约肌的收缩幅度迅速显著下降，提示EFS

对食管下括约肌收缩张力增强效应及振幅增大效应均被抑

制（P<0.01），后持续记录30min未见明显变化（表1，图1）。

3 讨论

肠神经系统(enteric nervous system，ENS)是由胃肠道壁

内神经元组成，产生并维持胃肠平滑肌的次级蠕动，具有独

立调节控制胃肠道功能系统[5]。LES紧张度源于并依赖于

ENS，并由多种神经递质共同调节及支配LES的松弛[6]。目

前多认为贲门失弛缓症属于神经源性疾病，由于调节LES的

抑制性神经元受损，使其分泌的抑制性神经递质减少；ENS

释放的兴奋性神经递质相对增多，引起LES的兴奋性占优

势，导致LES的痉挛、张力增高[7]。

研究发现，BTX-A通过蛋白水解过程形成具有活性的双

链结构，并选择性地作用于外周胆碱能神经末梢，阻断Ca2+

介导的含乙酰胆碱（acetylcholine，ACh）囊泡的移动、融合和

释放，产生化学去神经作用，导致肌肉松弛麻痹[8]。BTX-A

注射于在体大鼠胃窦及幽门可导致胃平滑肌肌电慢波振幅

明显减弱[9]，BTX-A亦可抑制离体大鼠幽门平滑肌收缩[10]。

已有研究表明BTX-A在降低在体LES张力及改善贲门失弛

缓症存在一定效果[11—12]，但机制并不明确。

本研究依据平滑肌的电生理特征及收缩特点，测定其张

力、振幅作为平滑肌兴奋收缩变化的指标。结果表明BTX-A

抑制了LES肌条的自发收缩：LES的自发性收缩由内源性

ENS释放神经递质引起[5]，推测BTX-A可能阻碍SNARE蛋白

与突触前膜融合抑制其递质释放[13]，从而对肌条自发收缩产

生抑制作用。BTX-A抑制了EFS引发的LES肌条收缩，推测

EFS可能激活了ENS神经末梢突触释放兴奋性递质引起肌

条的收缩[10]，或直接引起平滑肌兴奋触发收缩。而BTX-A可

能是通过突触前膜抑制EFS引发的内源性ENS释放兴奋性

神经递质ACh[3]，也可能是直接抑制了EFS引起的LES兴奋

过程中的Ca2+内流，导致了LES的兴奋-收缩偶联失偶联,其

机制尚需进一步研究证实。
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表1 A型肉毒毒素及电场刺激对食管下括约肌收缩的作用 (x±s)

组别

对照组
BTX-A组
EFS组

EFS+BTX-A组
与对照组比较：①P<0.05，②P<0.01;与EFS组比较：③P<0.01

动物数

18
18
18
18

张力

1.17±0.01
1.04±0.01①

1.45±0.02②

1.22±0.02③

振幅

0.30±0.03
0.16±0.02①

0.94±0.16②

0.69±0.16③

A：EFS增强平滑肌收缩张力及振幅，后加入BTX-A抑制其引发的收
缩增强效应；B:BTX-A抑制平滑肌自发性收缩。

图1 LES在对照组、BTX-A及EFS作用后的收缩变化

0.
40

g
0.
40

g

32.00s

32.00s

control

control

EFS

L-NAME

BTX-A

BTX-A

A

B

933




