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胃乐散对大鼠胃溃疡黏膜碳酸氢盐转运蛋白

%D(E

)

FG%!6H$

及
FG%!6H6

的作用

文国容#

$徐靖宇#
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摘要$目的$研究胃乐散对大鼠胃溃疡黏膜碳酸氢盐分泌的影响!并探讨其作用机制" 方法$

FI

大鼠

J5

只!随机分为正常对照组!模型组!胃乐散低剂量组#

"

!

"89 @K

$
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&'(中剂量组#
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#9" @K
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剂量组#
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&'和雷尼替丁组#

"

!

"$" @K

$

<G

%
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&'!每组
5

只" 采用冰醋酸烧灼法制备大鼠胃溃

疡模型!制模后第
!

天!各用药组开始给药!连续用药后第
#J

天处死大鼠!取溃疡部位组织提取蛋白!用免疫印迹

法$

):M>:., ?21>

&检测组织
%2

"

KN%O

"

$

离子交换体
M12->: C+..=:.!6H$

$

FG%!6H$

&及
M12->: C+..=:.!6H6

$

FG%!6H6

&的含量)将大鼠胃溃疡及周围组织切片!用免疫荧光法观察囊性纤维化跨膜转运调节因子$

C/M>=C P=

#

?.1M=M >.+,M<:<?.+,: C1,Q-C>+,C: .:@-2+>1.

!

%D(E

&的变化" 结果$与模型组比较!用药后胃乐散高剂量组

及雷尼替丁组大鼠胃黏膜中
FG%!6H$

的表达增加!差异有统计学意义$

R S"

!

"9

&)雷尼替丁组!胃乐散中(高剂量

组大鼠胃黏膜中
FG%!6H6

的表达均增加!差异有统计学意义$

R S"

!

"9

!

R S"

!

"#

&)胃乐散中(高剂量组大鼠胃溃

疡黏膜的
%D(E

表达也明显增加!差异有显著统计学意义$

R S"

!

"#

&" 结论$胃乐散能提高大鼠胃溃疡黏膜

FG%!6H$

(

FG%!6H6

和
%D(E

的表达!增加碳酸氢盐的分泌!保护胃黏膜"

关键词$胃乐散)胃溃疡)离子交换体
!6H$

)离子交换体
!6H6

)囊性纤维化跨膜转运调节因子)免疫荧

光法)免疫印迹法
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$$胃乐散由白芍)苍术)元胡)肉桂等
6

味中药组成!

前期研究发现!胃乐散对实验性胃溃疡有很好的疗效!

但作用机理不详'

#

(

* 有研究表明胃和十二指肠黏膜

的碳酸氢盐分泌是胃)十二指肠黏膜防止胃酸)胃蛋白

酶损害的重要保护因素'

!

(

* 本实验就胃乐散对碳酸

氢盐转运蛋白囊性纤维化跨膜转运调节因子$

C/M>=C

P=?.1M=M >.+,M<:<?.+,: .:@-2+>1.
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离子交换体!如
M12->: C+..=:.!6H\

家族

$

FG%!6H$

!

FG%!6H6

%等的作用进行研究!为胃乐散

临床应用提供一定的理论基础*

材料与方法

#

$动物$

FI

大鼠
J5

只!月龄
! a$

个月!体重

$

!""

'

!"

%

@

!雌雄各半* 由重庆第三军医大学提供!

FRD

级许可证号#

F%Y]

$渝%

!""8

"

"""9

* 大鼠自

由饮食!光照
K

暗时间为
#!K#! B

循环!室温
!! a

!$

(*

!

$主要药物和试剂$主要药物#胃乐散$白芍)苍

术)元胡)肉桂等
6

味中药组成!全药材入药!磨成粉剂%

由遵义医学院药理学教研室与贵阳春科药物研发股份

有限公司联合研制!临用前用蒸馏水配成
$

!

""b

)

#

!

9"b

)

"

!

89b

的混悬液备用&雷尼替丁胶囊#规格为

"

!

#9" @K

片!用药剂量为
"

!

"$" @K

$

<G

"

L@

%!中诺药

业有限公司生产!批号#

"7#"9559

* 主要试剂#

U%H

蛋白 定 量 试 剂 盒 $

W:,:E+/ U=1>:CB %132>Q

%&

FG%!6H$

$

MC

#

$J7$7

!

F+,>+ %.-` U=1>:CB,121@/3

=,C

%&二抗 $

ZU

#

!$"6

!北京中杉生物有限公司%&

FG%!6H6

$

MC

#

!68!5

!

F+,>+ %.-` U=1>:CB,121@/3

=,C

%&二抗 $

%H*""8

!联科生物有限公司%&

%D(E

$

MC

#

#"8J8

!

F+,>+ %.-` U=1>:CB,121@/3=,C

%&

D'(%

荧光二抗$

5$!$#

!北京中杉生物有限公司
&+CLM1,

'<<-,1 E:+M:+.CB

%&

I'RH

$

F=@<+

公司%&

HC>=,

一抗$

MC

#

#6#6

!

F+,>+ %.-` U=1>:CB,121@/3=,C

%&二

抗$

ZU

#

!$"#

!北京中杉生物有限公司%*

$

$主要仪器$

(B:.<1

全波长酶标仪$

(B:.<1

FC=:,>=P=C

!美国%!

U=1

#

E+Q

电泳仪$奥林巴斯产业株

式会社!日本%*

J

$动物造模及给药$

FI

大鼠
J5

只!随机分成

6

组!每组
5

只!分别为正常对照组$不造模%)模型组)

雷尼替丁组)胃乐散低剂量组)胃乐散中剂量组)胃乐

散高剂量组* 实验方法及模型制备参考文献'

#

(!制

模术前禁食
!J B

!自由饮水!乙醚麻醉!大鼠仰卧固定

于解剖板上!上腹部备皮!常规碘伏消毒!沿大鼠剑突

下上腹正中偏左纵行切开皮肤!切口长
#

!

9 a!

!

" C<

!

沿腹白线剪开腹壁组织打开腹腔!以无齿镊拨开肠管!

暴露胃!用内径
6

!

" <<

!长
!

!

" C<

的玻璃管!紧贴

于胃前壁!近幽门处的胃底部!向玻璃管内注入
#""b

乙酸
"

!

# <G

!

# <=,

后立即用棉签拭去乙酸!然后用

蘸生理盐水的棉球轻轻抹洗
!

次!此时可见溃疡成圆

形!中心凹陷!四周微微隆起!将胃还纳于腹腔内!逐层

缝合腹壁* 大鼠制模成功后!于术后第
!

天开始灌胃

给药!雷尼替丁组
"

!

"$ @K

$

<G

"

L@

%)胃乐散低剂量

组
"

!

"89 @K

$

<G

"

L@

%)胃乐散中剂量组
"

!

#9" @K

$

<G

"

L@

%)胃乐散高剂量组
"

!

$"" @K

$

<G

"

L@

%!

高)中)低剂量组分别相当于临床用量的
J"

)

!"

)

#"

倍*

模型组和正常对照组分别给予等量生理盐水* 每日早
7

)

""

时)晚
9

)

""

时各给药
#

次!连续给药
#J

天*

9

$观察指标$大鼠胃溃疡黏膜组织
FG%!6H$

)

FG%!6H6

及
%D(E

的测定# 溃疡模型制备手术后第

#J

天!用
$b

戊巴比妥纳
"

!

# <GK#"" @

麻醉大鼠!取

胃组织!用生理盐水洗净!于"

5"

(冰箱内保存备用*

实验时取大鼠胃溃疡部位及周围组织!用
E'RH

裂解

液提取总蛋白!并定量为
#"" !@

!用
):M>:., ?21>

法

测量组织中
FG%!6H$

及
FG%!6H6

的水平!并同步

检测内参肌动蛋白
"

#

+C>=,

*

):M>:., U21>>=,@

操作

步骤#将上述提取的蛋白
#"" !@K#"!G

加入等量的

!

*上样缓冲液!

#""

(煮沸
9 <=,

后上样!然后进行

电泳)电转!转膜后用含
9b

脱脂奶粉的
(UF(

室温封

闭
# B

!然后加入一抗在含
#b

脱脂奶粉的
(UF(

溶液

中!轻摇!

J

( 过夜!次日用
(UF(

洗膜
$

次!每次

#" <=,

!加入用
(UF(

稀释的二抗!在室温下作用

# B

!洗膜
$

次!每次
#" <=,

!加入
;%G

发光剂作用

# <=,

后曝光* 用软件
'R)=,6"

测量目的蛋白条带积

分光密度值$

'OI

%!其结果用目的条带
'OI

值除以相

应组的内参条带
'OI

值表示* 免疫荧光操作步骤#石

蜡切片脱蜡后!用
VN 6

的枸橼酸盐修复抗原$微波!
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中火
#" <=,

%!室温放置自然冷却!

RUF

冲洗
9 <=,

*

$

次! 滴加
#

)

#""

浓度的
%D(E

!

J

(过夜* 用
RUF

替代一抗作为空白对照!次日取出!室温放置
#" <=,

!

RUF

洗
9 <=,

*

$

次!! 滴加
#

)

9"

稀释
D'(%

标记二

抗!

$8

(孵育
J9 <=,

!

RUF

洗
9 <=,

*

$

次!滴加浓

度为
9 !@K<G

的
I'RH

复染细胞核
! <=,

!

RUF

洗

9 <=,

*

$

次!封片!用共聚焦显微镜进行观察!黄色为

%D(E

的表达!蓝色为细胞核*
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$统计学方法$应用
FRFF ##

!

"

统计分析软

件对数据进行统计学分析!计量资料以
\

'

M

表示!两

组间比较采用独立样本
>

检验!多组比较采用方差分

析!

R S"

!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组大鼠胃溃疡黏膜
FG%!6H$

)

FG%!6H6

的表达结果比较$图
#

!表
#

%$与正常对照组比较!模

型组
FG%!6H$

)

FG%!6H6

降低!但差异无统计学意

义$

R c"

!

"9

%&与模型组比较!用药后胃乐散高剂量

组及雷尼替丁组大鼠胃黏膜中
FG%!6H$

的表达增

加!差异有统计学意义$

R S"

!

"9

%&与模型组比较!用

药后雷尼替丁组!胃乐散中)高剂量组大鼠胃黏膜中

FG%!6H6

的表达均增加!差异有统计学意义 $

R S

"

!

"9

!

R S"

!

"#

%*

$$注#

H

为正常对照组&

U

为模型组&

%

为胃乐散低剂量组&

I

为

胃乐散中剂量组&

;

为胃乐散高剂量组&

D

为雷尼替丁组

图
#

#各组大鼠胃溃疡黏膜
FG%!6H$

)

FG%!6H6

的

表达结果比较

表
#

#各组大鼠胃溃疡黏膜
FG%!6H$

)

FG%!6H6

的

表达结果比较$$

'OI

!

\

'

M

%

组别
, FG%!6H$ FG%!6H6

正常对照
5 "

+

J#

'

"

+

#6 "

+

J7

'

"

+

"5

模型
5 "

+

$$

'

"

+

## "

+

J#

'

"

+

"8

胃乐散低剂量
5 "

+

J!

'

"

+

#6 "

+

J8

'

"

+

##

胃乐散中剂量
5 "

+

JJ

'

"

+

#7

"

+

9!

'

"

+

#"

!

胃乐散高剂量
5

"

+

6"

'

"

+

!!

!

"

+

7"

'

"

+

"5

!!

雷尼替丁
5

"

+

9$

'

"

+

#6

!

"

+

9$

'

"

+

"5

!

$$注#与模型组比较!

!

R S"

+

"9

!

!!

R S"

+

"#

&下表同

!

$各组大鼠胃溃疡黏膜
%D(E

的表达结果比较

$图
!

!表
!

%$与正常对照组比较!模型组
%D(E

的表达

有所增加!但差异无统计学意义$

R c"

!

"9

%&与模型组比

较!用药后胃乐散中)高剂量组大鼠胃溃疡黏膜的
%D(E

表达均明显增加!差异有统计学意义$

R S"

!

"#

%*

图
!

#大鼠胃溃疡黏膜
%D(E

的表达

$免疫荧光染色法! *

!""

%

表
!

#大鼠胃溃疡黏膜
%D(E

的表达结果比较

$灰度值!

\

'

M

%

组别
,

灰度值

正常对照
5 $"

+

69

'

5

+

59

模型
5 $$

+

J#

'

8

+

57

雷尼替丁
5 JJ

+

!7

'

#9

+

58

胃乐散低剂量
5 $$

+

57

'

7

+

$J

胃乐散中剂量
5

95

+

"5

'

8

+

57

!!

胃乐散高剂量
5

66

+

56

'

#9

+

8

!!

讨$$论

目前中医药治疗胃溃疡在临床和实验研究上取得

了很大的进展!显示了较好的疗效* 通过建立适当的

实验性胃溃疡动物模型!并在此基础上观察各项指标

的变化和治疗效果!是开展中医药治疗胃溃疡机理研

究的重要方法* 中医药对实验性胃溃疡的治疗作用主

要是从减弱胃溃疡的攻击因子$主要指胃酸)丙二醛)

胃蛋白酶)胃泌素)

NR

等%)增强胃黏膜防御因子$主

要指超氧化物歧化酶)表皮生长因子)前列腺素)血浆

内皮素)一氧化氮)胃黏膜血流量)

N%O

"

$

和黏液的分

泌)细胞膜的完整性等%的保护作用和增强胃动力)改

善中枢神经功能的传导等方面考虑'

$

(

*

胃肠道长期暴露于各种侵袭性因素而能保持其完

整性!是多种黏膜防御机制共同作用的结果* 胃)肠黏

膜主要的防御机制包括
N%O

"

$

分泌!黏液屏障!黏膜
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0123 $$

!
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#

屏障和黏膜血流!其中最主要的防御机制是胃)肠的

N%O

"

$

分泌* 它是胃)肠黏膜对抗胃酸)胃蛋白酶损

害的重要保护因素!

N%O

"

$

分泌除了受神经体液因素

的影响外!黏膜上皮细胞的
N%O

"

$

转运蛋白在
N%O

"

$

分泌的调控中也起着重要的作用* 研究表明在胃)十

二指肠黏膜上皮细胞尖端侧存在有
N%O

"

$

转运蛋白!

如
%D(E

和
%2

"

KN%O

"

$

离子交换体!如
FG%!6H\

家

族$

FG%!6H$

!

FG%!6H6

%等* 这些
N%O

"

$

转运蛋白

调控上皮细胞的
N%O

"

$

分泌'

!

(

* 大量的研究表明在

胃)十二指肠上皮细胞与
N%O

"

$

分泌有关的转运蛋白

主要是
%D(E

和
FG%!6H\

家族'

!

(

!其中
%D(E

是胃)

十二指肠上皮细胞主要的
N%O

"

$

转运蛋白!在上皮细

胞的
N%O

"

$

分泌中起着重要的作用*

%D(E

介导了细

胞内主要信号分子
CH*R

)

CW*R

)

%+

! d刺激的胃)十二

指肠上皮细胞的
N%O

"

$

分泌'

J

(

* 另外!研究表明

%D(E

与
FG%!6

相互作用调节胃)十二指肠上皮细胞

的
N%O

"

$

分泌'

9

!

6

(

&鼠类
FG%!6H6

和
FG%!6H$

通过

FG%!6

的
F(HF

结构域与
%D(E

的
E

结构域相互作

用!导致活性互相增强'

8

(

*

在
FG%!6H\

家族中!

FG%!6H$

和
FG%!6H6

作

为胃)十二指肠黏膜上皮细胞顶部的
%2

"

KN%O

"

$

离子

交换体!在胃)肠黏膜
N%O

"

$

分泌中同样也发挥了重

要作用'

5

(

*

在我们前期实验中已发现胃乐散具有良好的治疗

胃溃疡的功效!但其抗胃溃疡机理不详'

#

(

!本实验就

其对
N%O

"

$

转运蛋白
%D(E

)

FG%!6H$

及
FG%!6H6

的调节进行了研究!结果发现!胃乐散能上调
%D(E

)

FG%!6H$

及
FG%!6H6

的表达* 其机制可能是

%D(E

)

FG%!6H$

及
FG%!6H6

调节上皮细胞的

N%O

"

$

转运!而胃肠最主要的防御机制是上皮细胞的

N%O

"

$

分泌!此外!

%D(E

还在调节液体流动)细胞内

离子浓度!特别是氢离子浓度等方面有着重要的作用!

使胃黏膜免于胃酸)胃蛋白酶的损害!进而保护胃黏

膜!这是其促进溃疡愈合的机制之一*
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