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痛泻要方对内脏高敏感大鼠肠道肥大细胞及

细胞因子表达的影响

李"蒙"吕"宾"?"莉"张"璐"陶丽媛

摘要"目的"观察痛泻要方对内脏高敏感大鼠肠道肥大细胞!

1AK0 G.66

"

,'

#及细胞因子表达的影响"

探讨痛泻要方治疗内脏高敏感的作用及其机制$ 方法"采用随机数字表法将
&"

只成年雄性
-H

大鼠随机

分成空白对照组%模型组及中药治疗组"每组
#"

只"模型组及中药治疗组以结直肠扩张联合束缚刺激建立大

鼠内脏高敏感模型"以腹部收缩反射!

A2F51BDA6 LB0MF3ALA6 3.N6.O

"

P+Q

#评估大鼠内脏敏感性"模型构建

成功后第
!

日中药治疗组予痛泻要方
$ RJ

!

SR

&

F

#灌胃
$

周"模型组予以等量生理盐水灌胃
$

周"空白对照

组大鼠不予任何刺激$

$

周后采用甲苯胺蓝染色法计数回盲部结肠黏膜
,'

"采用
@;)-P

法检测血清及肠

黏膜
);

#

$

%

);

#

%

表达"

+.K0.3D 2650

法检测肠黏膜蛋白酶激活受体#

!

!

TPQ

#

!

#蛋白表达$ 结果"与空白对

照组大鼠比较"模型组大鼠内脏敏感性升高"回盲部
,'

增多"血清及肠黏膜中
);

#

$

%

);

#

%

及
TPQ

#

!

蛋白表

达水平升高!

T U"

!

"?

#'与模型组比较"中药治疗组大鼠内脏敏感性显著降低"

,'

数量减少"肠黏膜
TPQ

#

!

蛋白表达下降!均
T U"

!

"?

#"大鼠肠黏膜
);

#

$

及血清
);

#

%

表达水平亦明显降低!

T U"

!

"?

#$ 结论痛泻要

方可能通过作用于
,'

相关细胞因子"减少
,'

脱颗粒"从而降低内脏高敏感$

关键词"内脏高敏感'肥大细胞'痛泻要方'

);

#

$

'

);

#

%

'蛋白酶激活受体#

!
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3A0K L.3. 3ADF516W FBCBF.F BD05 0M. 26ADS G5D0356 R35[/
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0M. 15F.6 R35[/
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ADF 0M. *V

03.A01.D0 R35[/
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)Y-

%

是世界范围内的多发病' 其中欧美国家人群
)Y-

发

病率达
#"a

$

!"a

(

#

)

"亚洲国家的发病率达
>

!

?a

$

#"

!

#a

"且近年发病率有逐渐升高的趋势(

!

)

' 由于

)Y-

的病因和发病机制尚不明确"临床上缺乏有效的

诊治手段"导致
)Y-

患者症状长期存在"严重影响患

者的学习*工作和生活' 与健康人群相比"

)Y-

患者较

易寻求各种医疗帮助"花费高额的医疗费用"同时患者

因疾病而旷工*旷课也造成间接的经济损失(

&

)

' 近年

来研究发现"

)Y-

患者结肠黏膜存在免疫细胞及细胞

因子表达异常"提示免疫功能异常在
)Y-

发病中起重

要作用(

$

%

>

)

' 中医药治疗
)Y-

以其疗效满意"不良反

应少而日益受到人们的青睐' 痛泻要方为+景岳全

书,所载的经典名方"由白术*白芍*陈皮及防风组成"

具有健脾舒肝*止痛止泻的作用"目前临床主要用于腹

泻型
)Y-

的治疗' 为进一步研究痛泻要方的治疗作

用并探讨其作用机制"本研究以
)Y-

模型大鼠为研究

对象"观察痛泻要方对内脏高敏感大鼠肥大细胞

$

1AK0 G.66

"

,'

%及其相关细胞因子变化的影响"并在

此基础上探讨其治疗机制"试图为中医药治疗
)Y-

提

供新的依据'

材料与方法

#

"动物"

-T\

级成年雄性
-H

大鼠
&"

只"

9

周

龄"体重
#9"

$

!"" R

"浙江中医药大学动物实验研究

中心提供"动物合格证号#

-'b`

$沪%

!""9

%

""#

' 所

有大鼠在实验前
#

周均在室温
!!

$

!$

&*湿度
U

>"a

*噪音
U ?" FY

环境中由专人饲养" 保持

#! M

'

#! M

昼夜交替"每笼
$

只"正常饮水*摄食'

!

"试剂及仪器"兔抗
TPQ

#

!

多克隆抗体购自美

国
P2GA1

公司"兔抗
!

#

AG0BD

多克隆抗体购自北京中

杉金桥公司"大鼠
);

#

$ @;)-P

试剂盒购自美国
.YB5

#

KGB.DG.

公司"大鼠
);

#

% @;)-P

试剂盒购自美国

ZX-PY)I

公司'

@;b9"9

酶标测试仪购自美国
YB5

#

*.S

公司"

'M.1BF5GbQ-

型蛋白印迹检测系统购自

美国
YB5

#

QPH

公司'

&

"动物模型制备"大鼠自适应饲养
#

周后采用

随机数字表法分为空白对照组*模型组及中药治疗组"

每组
#"

只' 采用结直肠联合束缚应激建立内脏高敏

感大鼠模型(

:

"

9

)

' 模型组及中药治疗组大鼠采用结直

肠扩张刺激
!

周"方法如下#

9\

气囊导尿管以液状石

蜡润滑后经肛门插入直肠"气囊远端距肛门
# G1

"导

尿管肛门外部分以棉线固定鼠尾根部"以
>" 11=R

气囊压力予以刺激"每日
!

次"间隔
&" 1BD

"每次持续

# 1BD

' 结直肠扩张刺激结束后予以束缚应激
?

天#

大鼠置入特殊制动笼器内"束缚前肩*前上肢及胸部"

限制其搔抓头面部"可少许前后活动"束缚时间为
! M

'

结直肠扩张联合束缚应激共
#%

天' 空白对照组大鼠

不予任何刺激'

$

"给药方法"模型构建成功后第
!

日中药治疗

组予以中药痛泻要方灌胃
$

周"痛泻要方组成#炒白术

#? R

"炒白芍
#! R

"防风
#" R

"陈皮
> R

"大鼠

$

!"" R

%与人$

:" SR

%比较"折算系数为
"

!

"#9

"折算

后为生药用量约
$ RJ

$

SR

!

F

%"此给药剂量相当于成

人正常
#

日用药量' 模型组予以同等量生理盐水灌

胃
$

周'

?

"模型评估"分别于造模结束
&

天及灌胃
$

周

后采用国际通用的大鼠腹部收缩反射 $

A2F51BDA6

LB0MF3ALA6 3.N6.O

"

P+Q

%

(

%

)评分标准评估肠道敏感

性' 方法如下#大鼠处于清醒状态"不限制其活动情况

下"将
9\

带气囊导尿管外涂液状石蜡后经肛门插入"

气囊末端距肛缘
# G1

' 导尿管肛门外部分以棉线固

定鼠尾根部'

&" 1BD

后大鼠适应环境呈安静状态"扩

张球囊使球囊内压力逐渐升高"观察腹部抬离桌面

$

P+Q c&

%时的气囊压力"由非实验者记录
P+Q c&

时的球囊压力"共进行
&

次"每次持续
&" K

"间隔

& 1BD

"取平均压力值'

P+Q

评分标准#

"

分#大鼠对

结肠扩张无行为学反应&

#

分#结肠扩张时身体静止不

动"头部运动减少&

!

分#结肠扩张时腹肌收缩"但腹部

未抬离桌面&

&

分#结肠扩张时腹肌收缩并抬离桌面&

$

分#结肠扩张时骨盆抬起"身体呈弓形'

>

"标本采集"灌胃治疗
$

周后"将各组大鼠经由

水合氯醛麻醉后处死"抽取腹主动脉外周血约
? 1;

"

& """ 3 J1BD

离心
#" 1BD

"分离血清后置%

9"

&冰箱

保存备用&取出各组大鼠回盲部结肠组织约
# G1

"纵

向剪开"用生理盐水清洗干净"分成两份"分别浸泡入

#"a

中性福尔马林中或液氮中备用'

:

"甲苯胺蓝染色法计数
,'

"

#"a

甲醛固定新
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鲜标本"系列乙醇脱水*二甲苯透明"浸蜡"石蜡包埋"

$ "1

连续石蜡切片"

:?

&烤
&" 1BD

后常规脱蜡至

水&滴加甲苯胺蓝液反应
&" 1BD

&稍水洗"入冰醋酸液

分化"直到胞核和颗粒清晰&稍水洗"用冷风吹干&二甲

苯透明"中性树胶封固' 染色结果判定及分析#

,'

胞

质颗粒呈红紫色"胞核呈蓝色' 每个样本随机连续计

数
?

个高倍视野$

MBRM /5L.3 NB.6F

"

=T

%"取平均值'

9

"

@;)-P

法检测血清及肠黏膜
);

#

$

和
);

#

%

含

量"采用
@;)-P

方法分别测定大鼠血清及肠黏膜细

胞因子
);

#

$

及
);

#

%

含量"具体实验步骤严格参照试剂

盒说明书"肠黏膜细胞因子测定前先提取组织蛋白检

测蛋白浓度'

%

"

+.K0.3D

#

2650

法检测回盲部肠黏膜
TPQ

#

!

蛋白表达"取结肠黏膜组织"加入
Q)TP

裂解液匀浆"

混匀后
$

&

#! """ 3 J1BD

离心
? 1BD

"收集上清液&

H'

法测定蛋白浓度' 聚丙烯酰胺凝胶$

/56WAG3W6

#

A1BF. R.6 .6.G035/M53.KBK

"

TPZ@

%电泳"转膜*封

闭后" 加入
TPQ

#

!

$

#

'

# !""

% 和
!

#

AG0BD

一抗

$

#

'

? """

%"

$

&过夜&

*Y-*

洗
#" 1BD

(

&

次"加二抗

$工作浓度为
#

'

# """

%"室温
# d ! M *Y-*

洗
#"

1BD

(

&

次'

@';

发光自显影' 凝胶成像系统成像"

应用
e[AD0B0W ID.

软件对条带进行半定量分析' 结

果以目的条带与内参照
!

#

AG0BD

条带的积分光密度的

比值表示'

#"

"统计学方法"采用
-T-- #:

!

"

统计学软

件进行数据分析"计量资料以
O

)

K

表示"配对计量

资料采用配对样本
0

检验"多组样本均数比较采用单

因素方差分析$

ID.

#

+AW P8I4P

%"方差齐性组间

均数比较采用
;-H

#

0

检验"方差不齐组间均数比较

采用
H[DD.00

*

K *&

检验&

T U"

!

"?

为差异有统计学

意义'

结""果

#

"各组大鼠一般情况"空白对照组大鼠一般情

况良好' 造模后大鼠表现为焦躁不安"反应迟钝"大便

质稀"甚至水样"肛周污秽"粪便残留"体重减轻等"至

灌胃治疗开始
#

周后"中药治疗组及模型组大鼠大便

逐渐成形"体重缓慢增加"中药治疗组灌胃
!

周后死亡

#

只"尸检发现胸腔积液及肺部淤血"考虑灌胃不当误

伤气管所致'

!

"各组大鼠肠道敏感性比较$表
#

%"造模结束

$

!#

天后%"与空白对照组比较"模型组大鼠
P+Q c&

时气囊压力降低$

T U "

!

"?

%"提示内脏敏感性升高'

模型组与中药治疗组气囊压力值比较"差异无统计学

意义$

T f"

!

"?

%' 造模
?!

天后"与空白对照组比较"

模型组大鼠内脏敏感性升高$

T U"

!

"?

%&与模型组比

较"中药治疗组内脏敏感性降低$

T U"

!

"?

%'

表
#

$各组大鼠
P+Q c&

时气囊压力值比较

$

11=R

"

O

)

K

%

组别""

D

造模
!#

天后 造模
?!

天后

空白对照
#" 9"

+

?"

)

!

+

9? 9&

+

?%

)

$

+

:$

模型""

#"

?!

+

?&

)

&

+

$?

!

>%

+

!"

)

?

+

"?

!

中药治疗
% ?#

+

?%

)

!

+

?%

:%

+

!>

)

$

+

##

"

""注#与空白对照组比较"

!

T U"

!

"?

&与模型组比较"

"

T U"

!

"?

&

"各组大鼠
,'

计数比较$图
#

%"与空白对照

组比较"模型组大鼠回盲部
,'

数目升高$

T U"

!

"?

%&

与模型组比较"中药治疗组
,'

数目减少$

T U"

!

"?

%'

图
#

$各组大鼠回盲部
,'

计数"$

?

个
=T

" (

!""

%

$

"各组大鼠血清及肠黏膜
);

#

$

*

);

#

%

表达水平

比较$表
!

%"与空白对照组比较"模型组血清及肠黏

膜中
);

#

$

*

);

#

%

表达水平均升高$

T U"

!

"?

%&与模型组

比较"中药治疗组肠黏膜
);

#

$

及血清
);

#

%

表达明显降

低$

T U"

!

"?

%"两组血清
);

#

$

及肠黏膜
);

#

%

表达水平

比较"差异无统计学意义$

T f"

!

"?

%'

表
!

$各组大鼠血清及肠黏膜
);

#

$

*

);

#

%

表达水平比较"$

/RJ1;

"

O

)

K

%

组别""

D

血清
);

#

$

肠黏膜
);

#

$

血清
);

#

%

肠黏膜
);

#

%

空白对照
#" !

+

#!

)

"

+

&9 &

+

?&

)

#

+

#$ !#

+

%!

)

#

+

9? ?

+

!!

)

"

+

:%

模型""

#"

!

+

?%

)

"

+

?!

!

&!

+

&!

)

&

+

$$

!

?"

+

9#

)

:

+

""

!

!&

+

9&

)

$

+

#$

!

中药治疗
% !

+

9?

)

"

+

$&

!:

+

#%

)

#

+

"!

"

&&

+

$?

)

9

+

%&

"

#%

+

$!

)

!

+

$#

""注#与空白对照组比较"

!

T U"

!

"?

&与模型组比较"

"

T U"

!

"?

?

"各组大鼠肠黏膜
TPQ

#

!

蛋白表达水平比较

$图
!

%"在各组均有
TPQ

#

!

蛋白表达' 灰度分析显

示"与对照组比较"模型组大鼠肠组织中
TPQ

#

!

蛋白

表达量升高$

T U"

!

"?

%&与模型组比较"中药治疗组大

鼠肠黏膜
TPQ

#

!

蛋白表达量降低$

T U"

!

"?

%'
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图
!

$各组大鼠肠黏膜
TPQ

#

!

蛋白表达水平比较

讨""论

)Y-

发病原因及发病机制尚未明确"目前认为可

能存在应激*免疫*感染等多种发病途径' 胃肠动力障

碍及内脏高敏感性是
)Y-

症状发生的主要病理生理

学机制' 但越来越多的研究表明"

)Y-

复杂的症状群

并不能完全用动力障碍及感觉异常解释"对
)Y-

的研

究已超越动力理论的范畴"而更关注与免疫*炎症*遗

传相关的分子生物学机制' 近年研究认为免疫调节异

常与
)Y-

发病密切相关"

)Y-

患者结肠黏膜存在免疫

细胞$

'H&

g

*

'H$

g及
'H9

g

*

细胞等%数量增多"并

伴有细胞因子$

);

#

?

*

);

#

#&

*

);

#

>

*

*8\

#

#

*

);

#

#!

等%表

达增加(

$

"

>

)

' 而肠黏膜免疫功能异常在
)Y-

发病中的

作用需进一步阐明' 本研究通过建立
)Y-

大鼠内脏

高敏感模型"采用中药痛泻要方治疗"通过分析肠黏膜

,'

数量变化"细胞因子及
TPQ

#

!

的表达"探讨痛泻

要方治疗内脏高敏感的可能作用机制'

内脏高敏感大鼠中存在
,'

及相关细胞因子的异

常表达'

,'

在
)Y-

中的重要作用已被肯定"

,'

活

化后释放组胺*

?

%羟色胺*纤维蛋白溶酶等介质"激活

包括胃肠道在内的感觉神经元"导致痛觉增敏或异常

疼痛' 其中纤维蛋白溶酶可活化位于结肠脊髓后根神

经元细胞膜上的
TPQ

#

!

"从而导致伤害性感受器持久

的高兴奋性(

#"

)

' 研究显示"

,'

在
)Y-

患者大肠及

小肠肠黏膜中数量增加(

##

)

"活化的脱颗粒
,'

比例增

多(

#!

)

' 在
)Y-

患者中观察到脱颗粒的
,'

在输出神

经元周围密集出现"提示
,'

可能参与了
)Y-

肠道感

觉及运动的异常(

#!

"

#&

)

"临床研究及动物实验均显示"

使用
,'

稳定剂酮替芬可缓解内脏高敏感性及
)Y-

症状(

#$

)

"本研究中亦显示
)Y-

大鼠
,'

数量增多"局

部黏膜
TPQ

#

!

表达上调'

,'

能被多种途径激活"最经典的是
)R@

与其受

体
\G$Q)

识别*桥联"导致脱颗粒(

#?

)

'

);

#

$

是特异性

促
)R@

生成的细胞因子"

);

#

$

的表达上调引起抗原特

异性
)R@

产生"导致
,'

活化(

#>

)

'

);

#

%

能增加
,'

表

面
\G$Q)#

的表达"使
,'

处于更易被激活状态(

#:

)

'

既往研究认为
);

#

%

是
*M!

类细胞因子"但在特定环境

下"多种
*

细胞$

*M%

细胞*

*M#:

细胞*

*3.R

细胞%也

能分泌
);

#

%

(

#9

)

' 有关
);

#

$

在
)Y-

中的研究鲜有报

道"有研究报道"感染后
)Y-

$

T)

#

)Y-

%小鼠在肠道急性

感染期肠道
);

#

$

表达上调"但在造模成功后
);

#

$

表达

恢复正常甚至降低(

#%

)

"因此在
)Y-

早期"可能是
);

#

$

在激活
,'

中发挥作用'

,G`.3DAD HT

等(

!"

)比较

了
&"

例
)Y-

患者血浆细胞因子的表达情况"发现

);

#

>

*

);

#

9

表达上调"而
);

#

$

与正常对照组比较无明显

变化' 而
);

#

%

与
)Y-

关系目前尚未见报道' 本研究

发现
)Y-

内脏高敏感大鼠在血清及肠黏膜中
);

#

$

*

);

#

%

皆表达升高"提示
,'

及
TPQ

#

!

在
)Y-

大鼠内脏

高敏感的发生及发展过程中起着重要的作用"

);

#

$

及

);

#

%

可能通过局部及全身免疫途径介导
,'

活化导致

内脏高敏感'

痛泻要方通过调节
,'

及其相关细胞因子改善

)Y-

大鼠内脏高敏感'

)Y-

属中医学 -腹痛.* -泄

泻.*-便秘.等范畴' 中医认为痛泻之证由土虚木乘"

肝脾不和"脾运失常所致' 其特点是泻必腹痛' +医

方考,提到#-泻责之脾"痛责之肝&肝责之实"脾责之

虚"脾虚肝实"故令痛泻'.治宜补脾抑肝"祛湿止泻'

痛泻要方"原名白术芍药散"出自+景岳全书,引刘草

窗方"因张景岳称之为-治痛泻要方."故有今名' 方

中白术苦甘而温"补脾燥湿以治土虚"为君药' 白芍酸

寒"柔肝缓急止痛"与白术相配"于土中泻木"为臣药'

陈皮辛苦而温"理气燥湿"醒脾和胃"为佐药' 配伍少

量防风"具升散之性"与术*芍相伍"辛能散肝郁"香能

舒脾气"且有燥湿以助止泻之功"又为脾经引经之药"

故兼具佐使之用' 四药相合"可补脾胜湿而止泻"柔肝

理气而止痛"使脾健肝柔"痛泻自止' 痛泻要方自古为

治疗肝脾不和-痛泻.的经典方剂"临床实践表明"其

治疗腹泻型
)Y-

征疗效显著"而文献报道"痛泻要方

可通过不同的作用机制改善
)Y-

的主要症状"包括抑

制
)Y-

大鼠
,'

数量及脱颗粒现象(

!#

)

"降低
)Y-

模

型大鼠不同脑区核团
G

#

N5K

蛋白表达"进而调节
)Y-

大鼠的脑肠轴功能紊乱(

!!

)等"本课题组前期研究也显

示"痛泻要方能有效降低
)Y-

大鼠内脏敏感性"其机

制可能与下调
'Q\

#

Q#

" 上调
'Q\

#

Q!

的表达

有关(

!&

)

'

本研究首次发现"痛泻要方可能通过调节细胞因

子介导的
,'

活化"从而降低
)Y-

内脏高敏感'

);

#

$

属
*M!

类细胞因子"一般认为
);

#

%

是
*M!

类细胞因

子"但特定环境下其他细胞亦能分泌"本研究发现"经

痛泻要方治疗
$

周后"与模型组比较"中药治疗组大鼠

肠黏膜
);

#

$

及血清
);

#

%

的表达降低"但两组大鼠血清
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%

);

#

$

及肠黏膜
);

#

%

表达"差异无统计学意义"这提示

在局部黏膜中"痛泻要方可能通过调节
'H$

g

*

淋巴

细胞"减少
);

#

$

分泌&在血清中"通过调节其他类型细

胞减少
);

#

%

分泌"进而抑制
,'

活化"从而改善
)Y-

症状' 痛泻要方对于
);

#

$

及
);

#

%

的不同作用提示"

);

#

%

的分泌可能与
'H$

g

*

细胞无关"其对于血清

);

#

$

及肠黏膜
);

#

%

表达并无作用"提示痛泻要方对局

部免疫及系统免疫可能存在不同的作用机制'

综上所述"笔者推测"黏膜异常免疫应答可能在

)Y-

的发生发展中起重要作用' 异常免疫应答通过产

生细胞因子
);

#

$

*

);

#

%

"使
,'

处于高敏状态甚至脱颗

粒"从而导致
)Y-

的发病"痛泻要方可能通过作用于

,'

相关细胞因子"减少
,'

脱颗粒"从而降低内脏高

敏感'
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