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近年来， 老年人与肠道有关的感染性疾病和肿

瘤的发病率与死亡率明显增加， 由于单纯靠体外应

用药物治疗疾病有许多不良影响，研究如何维持肠道

自身免疫平衡和提高其免疫力已逐渐成为热点问题。

小肠及其相关淋巴组织含有机体 70%～80%的免疫细

胞[1]，能够帮助消化道抵御病原的侵袭，随着神经－内

分泌－免疫学理论的提出，神经对免疫调控作用已经

受到广泛关注。 前期研究表明交感神经能够通过调

控成年小鼠脾脏[2]和小肠[3]的 T 细胞活性而影响全身

及小肠局部细胞免疫水平。 随着年龄增长，交感神经

对小肠肠壁肌层的支配逐渐减少， 进而影响胃肠功

能[4]。但是，在增龄的情况下交感神经对于小肠免疫学

变化的研究尚不完善，并且其对老龄动物免疫的调控

是否与青年小鼠一致，此方面资料匮缺。 本研究应用
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[摘 要] 目的 探究交感神经在青年和老龄小鼠中对小肠 T 淋巴细胞的免疫调控机制。 方法 选用健康的 3 月龄和 18 月龄的

雄性昆明小鼠，腹腔注射六羟多巴胺，通过石蜡切片和 HE 染色观察上皮内淋巴细胞的数量，MTT 法测定小肠 T 淋巴细胞的增殖，

ELISA 试剂盒测定小肠 T 淋巴细胞分泌 IL-2、IL-4 水平。 结果 阻断交感神经后，2 个年龄组上皮内淋巴细胞数量均减少，老龄组

尤为突出。 青年小鼠 T 淋巴细胞增殖在处理后第 5、10 天出现下降， 老龄小鼠在第 3 天至第 15 天均显著下降， 其中第 5 天下降

39.4%（P< 0.01）。 青年小鼠损毁交感神经后主要引起淋巴细胞分泌 IL-4 含量降低，而老龄小鼠主要引起 IL-2 降低。 结论 损毁交

感神经可导致青年和老龄小鼠小肠 T 淋巴细胞活性下降，老龄组下降幅度大，恢复周期长。
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[Abstract] We aimed to investigate the effect of sympathetic nerve on intestinal T lymphocyte activity of adult
and aged mice. The healthy 3-month-old and 18-month-old mice were sued to construct sympathectomy mouse
model by injecting 6-OHDA intraperitoneally. The number of intraepithelial lymphocytes (IEL), the T lymphocyte
proliferation and the production of both IL-2 and IL-4 were studied by HE staining, MTT, and ELISA methods,
respectively. The results showed that the numbers of IEL were decreased in both of young and aged mice, especially
in the aged mice. In young mice, the T lymphocyte proliferation decreased at 5th and 10th days after 6 -OHDA
injection; in aged mice, the T lymphocyte proliferation decreased from the 3rd day to the 5th day (decreased by
39.4%, P<0.01) after 6-OHDA injection. And the IL-4 production in the lymphocyte supernatant decreased mainly
in young treated mice, but the IL-2 production decreased mainly in aged treated mice. The results suggested that
sympathectomy could reduce the activity of intestinal T lymphocyte in both young and aged mice. The activity
decrease is more obvious and the recovery period is longer in aged mice.
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六羟多巴胺（6-OHDA）化学性损毁交感神经，建立交

感神经损毁模型， 探索交感神经在青年和老龄小鼠

中小肠的细胞免疫调节水平， 以期为交感神经退行

性变化与小肠免疫力改变提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及交感神经损毁方法 选用健康的雄

性昆明小鼠 48 只（3 月龄和 18 月龄的各 24 只），2 种

月龄的小鼠均随机分为照组和实验组 （每组 12 只）。
本文中 3 月龄的小鼠定义为青年小鼠，18 月龄小鼠

定义为老龄小鼠[5]。 小鼠自由采食、饮水，光照制度为

14L：10D。 正常饲养 7 d 后，进行如下处理：采用腹腔

注射六羟多巴胺（购自 Sigma 公司），剂量为 100 mg/kg
体质量（BW），溶于含 0.01％抗坏血酸的灭菌生理盐

水中，注射前新鲜配制，连续注射 5 d，每天 1 次。 对

照组以同样方式及时间给予相同剂量的抗坏血酸灭

菌生理盐水。
1.2 组织切片及常规 HE 染色 停药后第1，3，5，10，
15，30 天将小鼠颈椎脱臼处死，剖腹，取空肠中段 3 cm，
生理盐水冲洗内容物后，用 4％多聚甲醛磷酸盐缓冲

液（pH7.4）固定 24 h 以上，石蜡包埋, 制备连续横断

切片，厚 6 μm，每隔 15 张取 1 张。通过 HE 染色显示

上皮内淋巴细胞。 统计方法为各段小肠取 10 张切

片， 每张切片中选取 5 根柱状细胞排列整齐且最长

的肠绒毛， 分别统计每 100 个柱状上皮细胞中分布

的上皮内淋巴细胞的数量。
1.3 T 淋巴细胞增殖的测定 无菌取小鼠肠道， 用消

化液消化后分别进行 40%和 70% Percoll（购自 Sigma
公司）的梯度离心，分离出小肠固有层淋巴细胞[6]，通

过台盼蓝鉴定细胞活力， 活力>90％， 调整细胞数为

2×106/ml。 用四甲基偶氮唑盐（MTT）法测定小肠固有

层淋巴细胞对 T 淋巴细胞刺激源 ConA（伴刀豆球蛋

白 A，购自 Sigma 公司）的增殖反应。 将细胞悬液分别

加入 96 孔培养板中， 每孔加 100 μl， 再分别加入

ConA，使其终质量浓度为 6 μg/ml，完全培养基补充

总容量至 120 μl，置 5％ CO2，37 ℃培养 72 h。 培养结

束前 4 h，加入 0.5％ MTT 10 μl/孔，继续培养 4 h。 培

养结束后，每孔加入 100 μl 10％ SDS（十二烷基硫酸

钠）及 0.01 mol/L HCl 溶液，继续培养 2 h，使紫色结

晶完全溶解，最后用酶标仪（BLO-RAD 公司）在 570 nm
波长处测定光密度（OD）值。
1.4 细胞因子的测定 在方法 1.3 中， 固有层淋巴细

胞 37 ℃培养 72 h 后，将细胞上清液收集，使用双抗

夹心 ELISA 法（酶联免疫吸附）测定上清液中的细胞

因子 IL-2、IL-4 (试剂盒购于 RB 公司)，在酶标仪 450 nm
处读取 OD 值。按标准曲线计算出各样品中细胞因子

的含量，单位以 pg/ml 表示。
1.5 统计学分析 应用 SPSS 11.0 统计软件对测量数

据进行 Independent-Samples t test 分析。 实验结果用

平均数±标准差表示，P < 0.05 为差异有显著性，P <
0.01 为差异极显著。

2 结果

2.1 阻断交感神经后青年和老龄小鼠空肠上皮内淋

巴细胞数量变化 小肠上皮内淋巴细胞（IEL）存在于

小肠上皮内（图 1）。 统计结果表明，经 6-OHDA 处理

后第 1 天，青年和老龄鼠的上皮内淋巴细胞分别与同

月龄对照组相比均无显著差异；在青年小鼠，空肠段

的 IEL 数量在第 5 天与其对照组相比减少了 22.8%，
差异显著（P < 0.05），在第 10、15 天，IEL 与对照组相

比在统计学上无显著差异。 老龄小鼠 IEL 数量在第

3、5、10 天 分 别 比 其 对 照 组 降 低 了 29.9% 、30.2% 、
23.8%，差异显著（P<0.05）（表 1）。

Arrows show intraepithelial lymphocyte in jejunum. bar =20 μm.
a) 3-month-old mice in control group; b) 18-month-old mice in control
group; c) 3-month-old mice on 5th day after 6-OHDA; d) 18-month-old
mice on 5th day after 6-OHDA.

图 1 青年与老龄小鼠的空肠上皮内淋巴细胞
Fig 1 Intraepithelial lymphocytes in jejunum of adult and old mice

表 1 阻断交感神经后 3月龄和 18月龄小鼠空肠上皮内淋巴细胞数量变化
Tab 1 The number of intraepithelial lymphocyte in jejunum 3-month-old and 18-month-old mice After

6-OHDAgroup. a) P<0.05, vs control in the same age group. Data are represented as mean±SEM.

Group
1st day 3rd day 5th day 10th day 15th day 30th day

3-month-old 18-month-old 3-month-old 18-month-old 3-month-old 18-month-old 3-month-old 18-month-old 3-month-old 18-month-old 3-month-old 18-month-old

Conrtrol group 17.6±2.1 15.7±2.6 18.2±2.9 16.7±2.5 18.9±2.3 15.9±3.4 17.8±3.2 16.4±2.3 17.4±2.4 16.1±3.5 18.6±2.8 15.4±3.2

6-OHDAgroup 16.8±2.8 15.1±3.3 17.5±3.6 11.7±3.7a 14.6±1.6a 11.1±2.9a 16.2±3.8 12.5±1.6a 16.7±2.1 15.3±2.2 17.9±3.3 16.1±3.6
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2.2 阻断交感神经后青年和老龄小鼠小肠 T 淋巴细

胞 增 殖 的 变 化 青 年 小 鼠 经 6-OHDA 处 理 后 ，用

ConA 诱导的小肠固有层 T 淋巴细胞增殖率在阻断

后 第 5 天 和 第 10 天 与 对 照 组 相 比 ， 分 别 下 降 了

15.3%和 9.1%（P< 0.05）（图 2a）。 老龄小鼠在处理后

第 1 天，T 淋巴细胞增殖上升了 32.9%（P<0.05)，但在

第 3、5、10、15 天均低于对照组， 其中在第 5 天极显

著，低于对照组 39.4%（P<0.01)（图 2b）。

2.3 阻断交感神经后青年和老龄小鼠小肠淋巴细胞

IL-2 和 IL-4 的变化 在细胞因子含量的检测中，青

年小鼠 IL-4 的量在第 5、10 天比对照组分别下降了

25.5%、15.2%，差异显著（P < 0.05)（图 3a）；老龄小鼠

IL-4 的量在各个时期阻断前后均无显著变化 （图

3b）。青年小鼠 IL-2 在阻断后第 5 天比对照组下降了

12.6%（P< 0.05)，其他时间 IL-2 无显著变化（图 4a）；
老龄小鼠阻断交感神经后，IL-2 在第一天显著升高，
比对照组升高了 11.8%，在随后的第 3、5、10、15 天中

却呈下降趋势， 分别比对照组降低了 21.1%、24.1%、
17.0%、13.3%（P<0.05）（图 4b）。

3 讨论

化学性阻断交感神经的作用原理是当 6-OHDA
被去甲肾上腺素(NA)能受体摄取后，被传输至交感神

经末梢，发生自体氧化，形成毒性分子，导致交感神经

*P< 0.05, **P＜0.01, vs control.
图 2 6-OHDA处理后 3月龄(a)和 18月龄(b)小鼠小肠

不同时期 T淋巴细胞增殖率的变化
Fig 2 Intestinal T lymphocyte proliferation of 3-month-old (a)
and 18-month-old (b) mice on different days after 6-OHDA

injection

*P< 0.05, vs control.

图 4 6-OHDA处理后 3月龄（a）和 18月龄(b)小鼠小肠不同时
期淋巴细胞培养液中 IL-2含量的变化

Fig 4 The IL-2 level in culture supernatant of intestinal
lymphocyte from 3-month-old (a) and 18-month-old (b)

mice in different days after 6-OHDA injection

*P< 0.05, vs control.

图 3 6-OHDA处理后 3月龄（a）和 18月龄(b)小鼠小肠不同时
期淋巴细胞培养液中 IL-4含量的变化

Fig 3 The IL-4 level in the culture supernatant of intestinal
lymphocyte from 3-month-old (a) and 18-month-old (b)

mice in different days after 6-OHDA injection
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末梢损毁，但是此阻断效果是可逆的，随着停药时间

推移会逐渐恢复[7]。 因此我们在注射 6-OHDA 后选择

了具有代表性的不同时期观察小肠内相应指标的变

化。 IEL 是散在分布于肠绒毛上皮细胞之间特殊的一

群淋巴细胞，它们是一个庞大的 T 细胞群体，是小肠

抵抗感染的第一道防线。 本研究中，老龄对照组 IEL
数量在阻断后各时期均低于青年对照组，这可能与老

龄机体胸腺功能退化有关。 阻断交感神经后，青年小

鼠在阻断后第 5、10 天，老龄小鼠在第 3、5、10、15 天，
IEL 数量均少于同龄对照组；青年小鼠在第 15 天，老

龄小鼠在第 30 天 IEL 的数量与同龄对照组无显著

差异，说明化学性损毁外周交感神经在一定程度上降

低了青年和老龄小鼠的肠黏膜屏障功能，并且老龄小

鼠的下降幅度更明显，恢复周期更长。
本实验表明， 老龄对照组的 T 淋巴细胞增殖能

力比青年对照组低，并且损毁交感神经后，两者 T 淋

巴细胞的增殖状况不同：在青年小鼠，在损毁后小肠

T 淋巴细胞增殖能力在阻断后的前 3 天没有显著变

化，到了第 5 天才出现下降，但下降幅度与老龄组相

比较小，并且下降持续的时间较短，在阻断后的第 15天

便恢复到正常水平。 在老龄小鼠，交感神经损毁后第

1 天，T 淋巴细胞增殖能力显著上升， 到了第 3 天却

显著下降，直到损毁后第 30 天才恢复正常水平。 这

种差异可能是青年和老龄小鼠在应对交感神经调控

缺失的代偿能力的不同导致的。 青年小鼠能够快速

地通过上调肾上腺儿茶酚胺和增加靶淋巴器官的 β
肾上腺素能受体的密度来应对 NA 的缺失[8]。 而在老

龄小鼠， 在交感神经损毁第一天表现出 T 淋巴细胞

增殖能力显著增高， 这可能是由于淋巴细胞上 β 肾

上腺素能受体的密度和儿茶酚胺摄取能力在老龄小

鼠较青年小鼠高而导致的[9]，当阻断交感神经后，机体

自发的进行反馈调节， 小肠内 T 淋巴细胞增殖能力

呈现短暂的升高， 但是由于机体的衰老， 小肠内的

NA 含量下降， 对 NA 缺失的的代偿机制则不及青年

小鼠， 随着 NA 缺失时间的增加，T 淋巴细胞增殖能

力在第 3 天显著下降， 这种趋势一直持续到交感神

经阻断后的第 30 天，经过机体的代偿调控才逐渐恢

复。 在青年组和老年组，IEL 和 T 淋巴细胞活性均在

交感神经阻断后第 5 天下降最明显， 可能是由于神

经阻断后在第 5 天机体 NA 缺失的幅度达到最大，但

是机体自身的代偿机制没有及时发挥作用导致的。
以上结果表明， 交感神经对小肠固有层 T 淋巴细胞

活性有促进作用，阻断交感神经对青年和老龄小鼠的

作用效果和作用时间上有差别， 老龄小鼠的 T 淋巴

细胞增殖能力下降幅度更大，而且恢复时间更长。
IL-2、IL-4 分别属于 Th1 型、Th2 型细胞分泌的

细胞因子， 这 2 种细胞因子均为 T 辅助性淋巴细胞

(Th)分泌，Th1 细胞因子主要介导细胞免疫反应、炎症

反应、 迟发性变态反应；Th2 型细胞因子主要介导 B
细胞增殖、抗体的产生，促进小肠内 IgA 的分泌。青年

小鼠与老龄小鼠在损毁交感神经后的小肠淋巴细胞

因子分泌亦有不同，阻断交感神经之后第 5 天，青年

小鼠 T 淋巴细胞分泌 IL-4 显著减少，IL-2 差异不显

著。 在老龄小鼠，交感神经损毁则主要影响小肠 T 淋

巴细胞 IL-2 的生成，对 IL-4 的调控则不明显，这说

明交感神经对青年和老龄小鼠的小肠 T 细胞免疫可

能有 2 种不同的调节机制，造成这种差异的原因可能

与 T 细胞表面的肾上腺素能受体有关， 肾上腺素能

的 α 和 β 受体均能调节机体 T 细胞的功能。β2－肾上

腺素能受体仅在 Th1 细胞上表达， 而在 Th2 细胞上

不表达 [10]，而老龄小鼠淋巴细胞的 β－肾上腺素能受

体的密度要高于青年小鼠， 因此交感神经对 Th1 细

胞因子 IL-2 的调控在老龄小鼠比青年小鼠更加明

显。 青年组和老年组的 IL-2、青年组的 IL-4 在交感

神经阻断后第 5 天下降最明显， 这可能跟 T 淋巴细

胞的活性降低相关。
综上所述，随着小鼠月龄的增大，交感神经对小

肠的支配退行性减少[4]，老龄小鼠小肠细胞免疫水平

较青年小鼠低， 在交感神经阻断后第 3 天更为突出，
恢复时间更长，说明交感神经能够对青年和老龄小鼠

小肠 T 细胞活性有正向调控作用， 阻断交感神经对

老龄鼠小肠细胞 T 细胞 活性的影响 比青年小鼠 更

大。 世界卫生组织公布的资料表明，老龄人因胃肠道

感染性疾病导致的死亡率是年轻人的 400 倍， 并且

60 岁以上的老龄病人中有 25%的是胃肠炎患者，其

中有 85%的人死于腹泻[11]。 另据报道，人类小肠切除

术后感染率为 13.9％[12]， 老人术后 48～72 h 是并发脓

毒症的高发时间 [13]，老龄人在肠道手术后，溃疡的发

病率是年轻人的 3 倍[14]。 本实验的结果可为研究老年

小肠免疫功能变化提供部分理论依据。 临床工作者

也可通过考虑交感神经调控因素，加强改善老龄人的

肠道免疫功能，并采用合理的治疗方案。
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