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温肾健脾法对腹泻型肠易激综合征大鼠
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摘要"目的"观察温肾健脾法对腹泻型肠易激综合征!
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造模方法联合夹尾及番泻叶灌胃制备
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K

大鼠模型"造模后
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只
DK

大鼠按随机数字表法分为

模型组$四神丸方组及温肾健脾方高$中$低剂量组"每组
8

只"同时设正常组
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大鼠
8

只% 温肾健脾方高$

中$低剂量组分别给予温肾健脾方免煎剂
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#灌胃治疗"四神丸方组给予四神

丸方免煎剂
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#灌胃"同时正常组和模型组分别给予等体积生理盐水灌胃"持续灌胃
!

周% 观

察各组大鼠一般情况$血清
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'K%

Q

L'K6

Q值降低"差异均有统计学意义!
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#% 与

模型组比较"温肾健脾方高$中$低剂量组及四神丸方组大鼠血清中
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#'与四神丸方组比较"除温肾健脾方低剂量组
'K%$

Q外"其他各指标

差异均有统计学意义!
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大鼠有较好治疗作用"而温肾健脾法治疗
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是指与排便相关的腹痛或腹部不适!或伴有排便习惯

改变及排便紊乱!同时无形态学'生化学异常改变和其

他明显原因可以解释症状的产生(
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混合

型!其中
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较为常见* 目前西医以对症治疗为

主!魏玮教授临证采用温肾健脾法治疗
)PD

$

K

患者临

床收效甚佳(

!

)

!但尚缺乏客观依据加以证实* 本实验

通过观察温肾健脾法对
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$

K

大鼠血清
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细胞亚群

'K%$

Q

'
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Q
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Q表达的影响!从免疫角

度探索温肾健脾法对
)PD

$

K

的疗效和作用机理!旨在

为临床应用提供实验依据*

材料与方法
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周龄健康雄性
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大鼠!清洁

级!体重$
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&

#"

%

T

* 普通饲料适应性喂养
#

周!示正

常生长后入选* 实验动物购于北京维通利华实验动物

技术有限公司!合格证号为
D'Z`

$京%
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#
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"药物"温肾健脾方由肉豆蔻
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"补骨脂
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五味子
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"吴茱萸
9 T

"党参
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"白术
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郁金
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"生姜
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"大枣
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组成* 四神丸方由肉

豆蔻
#$ T

"补骨脂
&" T

"五味子
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"吴茱萸
9 T

生姜
! T

"大枣
! T

组成* 药物均采用广州一方药业

有限公司生产的免煎剂!

%

'储备!用前摇匀*
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公司%&
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!双腔!带囊直径为
!

!

7 GG

儿童型导尿管$
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公司%!

b-'D#"#

流式细胞仪

$
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公司%!流式检测管$
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公司%!

'=11 cX=>?

软件

$
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公司%!
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!
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!
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公司%!
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司%!
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万能照相机$
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公司%*
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模方法为基础!同时予番泻叶灌胃联合夹尾刺激!即采

用物理化学刺激共同作用的方法成功复制内脏高敏感
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大鼠模型(

%

)

* 取
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大鼠!具体操作方法

为#首先将液体石蜡润滑后的连续硬膜外导管$直径

# GG

%经肛门插入距肛缘
&

(

$ JG

处!注入
"

!

$R

冰

醋酸!将大鼠倒置!按住肛门约
# G0;

!以防冰醋酸漏

出!首次剂量从
"

!
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开始!每
!

天增加
"

!

# GS

!增

加至
"

!

$ GS

时不变!持续
!

周&然后将一次性儿童型

导尿管球囊端液体石蜡润滑后插入大鼠距肛缘

!

(

& JG

处!另一端连接
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注射器!每次注射器充

气
#

!

$

(

!

!

" GSL

次!进行球囊直肠刺激!间断持续

&

(
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!
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!
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!
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$

!" GSLUT

%番泻叶浓缩剂灌胃!每只
!

(

!

!

$ GSL

次!

每天
#

次!持续灌胃
%

周* 造模结束后大鼠归笼!常规

饲养!自由饮食* 大鼠造模过程中无死亡情况出现*

前期通过对模型组大鼠腹部撤回反射评分'粪便性状

及频率改变等的评价成功复制内脏高敏感
)PD
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大

鼠模型!造模成功率
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"动物分组及给药方法"取
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只
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大鼠为正

常组!同时将造模成功的
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只大鼠!按随机数字表法

分为模型组'温肾健脾方高剂量组'温肾健脾方中剂量
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组'温肾健脾方低剂量组及四神丸方组!每组
8

只!共
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组* 按照+药理实验方法学,

(

$

)

!选择按体重计算方

法计算给药剂量* 以成人
8" UT

'大鼠
#!" T

计算!动

物给药量的换算公式#

EP dE-

)

`PL`-

$
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为大鼠每

天每千克灌药量!

E-

为成人每天每千克用药量!
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*

"

!
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为常数%* 温肾健脾方高'中'低各剂

量组分别给予
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77$ TL

$

UT

"

E

%!分别相当

于成人用量的
!

倍'

#

倍'

#L !

倍&对照组四神丸方

"

!

7&8 TL
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E

% 灌胃!药液量调整至每只每次
! GS

*

同时正常组及模型组予等体积生理盐水灌胃!

#

次

! GS

*各组灌胃均为每天
!

次!各组均灌胃持续
!

周*

8

"标本处理"给药
#%

天后!将大鼠禁食不禁水

!% M

!分别称重记录!给予
#"R

水合氯醛腹腔麻醉

$

"

!

& GSL#"" T

%!抓牢大鼠后!固定头部!采用摘眼球

方法收集外周血约
#

!

$ GS

于肝素抗凝管中!放置冰

浴上备用
*

细胞亚群的流式细胞学检测*

7

"观察指标及检测方法

7

!

#

"一般情况"分别观察大鼠的精神状态'体

重'活动情况'毛发光泽度'食欲及大便性状等*

7

!

!

"血清中
*

细胞亚群
'K%$

Q

'

'K&

Q 及

'K%

Q

L'K6

Q测定"蛋白标记#取
# GS

抗凝血!按照

说明书依次加入所需标记的抗体!室温孵育
&" G0;

!

# """ / LG0;

!离心
$ G0;

&红细胞裂解#加入溶血素!

室温暗处孵育
#" G0;

!离心
$"" T

!

$ G0;

!弃上清&上

机检测#加入
$"" !S VPD

上机检测!

'=11 cX=>?

软

件检测及分析* 具体方法和操作步骤严格按试剂盒说

明进行*

6

"统计学方法"采用
D-D 9

!

"

统计处理软件分

析* 计量资料以
H

&

>

表示!符合正态分布且方差齐的

组间比较采用单因素方差分析!检验总体均数差异性!

有差异者再进行
a

检验两两比较&不符合正态分布组

间比较采用非参数秩和检验*

V W"

!

"$

为差异有统计

学意义*

结""果

#

"大鼠一般情况"实验期间!无大鼠死亡* 正常

组大鼠反应灵敏!精神状态佳!活动性良好!粪便性状呈

颗粒状!毛发整齐有光泽* 造模后大鼠第
&

(

$

天后出

现精神略显萎靡!活动减少!倦怠蜷卧!拱背!被毛较松

散!毛色偏黄少光泽!可见腹泻!稀便和$或%肛周体毛被

稀便沾染!持续至造模结束* 给药后温肾健脾方高'中

剂量组及四神丸组大鼠从灌胃第
&

天起即出现腹泻减

轻!部分大鼠腹泻于第
& e$

天内迅速缓解!粪便性状由

不成形至半成形最后转为颗粒状!粪便颜色逐渐转为正

常黑色!大鼠精神状态回升!活动增加!皮毛逐渐恢复光

泽* 第
7 e#"

天左右!大鼠腹泻基本消失* 中药低剂量

组大鼠从灌胃第
& e$

天起!大鼠腹泻逐渐减轻!大鼠精

神状态逐渐回升!活动增加!皮毛较整齐但欠光泽* 实

验结束时!仍有小部分大鼠粪便性状略稀*

!

"各组大鼠血清中
*

细胞亚群水平比较

$表
#

!图
#

%"与正常组比较!模型组大鼠血清中

'K%$

Q

'

'K&

Q均升高!

'K%

Q

L'K6

Q值降低!差异均有

统计学意义$

V W"

!

"$

%* 与模型组比较!温肾健脾方

高'中'低剂量组及四神丸组大鼠血清中
'K%$

Q 及

'K&

Q均降低!

'K%

Q

L'K6

Q值升高!差异均有统计学意

义$

V W"

!

"$

%&与四神丸组比较!除温肾健脾方低剂量

组
'K%$

Q外!其他各指标差异均有统计学意义$

V W

"

!

"$

%&与温肾健脾方低剂量组比较!温肾健脾方高'中

剂量组及四神丸组大鼠血清中
'K&

Q均降低!四神丸组

及温肾健脾方高剂量组
'K%

Q

L'K6

Q值升高!差异均有

统计学意义$

V W"

!

"$

%*

表
#

$各组大鼠血清中
*

细胞亚群水平比较"$

H

&

>

%

组别
;

*

细胞亚群

'K%$

Q

$

R

%

'K&

Q

$

R

%

'K%

Q

L'K6

Q

正常
8 %%

+

77

&

&

+

87 #%

+

9&

&

#

+

7! !

+

"&

&

"

+

#6

模型
8

$7

+

&$

&

8

+

&%

!

#9

+

7&

&

#

+

77

!

#

+

%&

&

"

+

#&

!

四神丸方
8

$#

+

&"

&

8

+

&7

"

#7

+

$6

&

#

+

%7

"#

#

+

8#

&

"

+

#&

"#

温肾健脾方高剂量
8

%8

+

%$

&

7

+

$%

"$

#7

+

$6

&

#

+

#9

"$#

#

+

79

&

"

+

#%

"$#

"""""中剂量
8

%8

+

%$

&

%

+

68

"$

#8

+

78

&

!

+

#7

"$#

#

+

7%

&

"

+

"%

"$

"""""低剂量
8

%9

+

%$

&

%

+

!%

"

#6

+

87

&

#

+

&!

"$

#

+

%$

&

"

+

#6

"$

""注# 与正常组比较!

!

V

,

"

+

"$

&与模型组比较!

"

V

,

"

+

"$

&与四神

丸组比较!

$

V

,

"

+

"$

&与温肾健脾方低剂量组比较!

#

V

,

"

+

"$

讨""论

肠黏膜上皮不仅是营养物质的消化吸收场所!也

是体内最大的淋巴器官* 肠道免疫系统由肠黏膜上皮

和
V=@=/

集合淋巴结组成!肠黏膜上皮含有上皮间淋

巴细胞$

)FS>

%*

)FS>

主要是
*

淋巴细胞!分为
'K%

和
'K6

两种亚型*

$R

(

#$R

的
)FS>

表达
'K%

$辅

助
L

诱导型&

*ML*0

%!大部分细胞表达
'K6

$细胞毒
L

抑

制型&

*JL*>

%*

*

淋巴细胞亚群是提示机体细胞免疫

功能的重要指标!外周血
*

细胞亚群在数量上的协调

比例!特别是
'K%

Q

L'K6

Q比值更有助于反映机体免

疫反应的调节能力!无论
*

淋巴细胞如何应答!它可能

都在决定持续性黏膜免疫反应中起重要作用(

8

!

7

)

*

中医学根据主要表现将其归属-腹痛.'-泄泻.'

-郁证.等范畴!病位在肠!主要涉及脾'肾'心'肝等!

其发病与感受外邪'饮食不节'情志失调及脏腑虚弱等

有关* 魏玮教授认为脾肾阳虚是其主病机!治以温肾



"!()$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./01 !"#$

!

2314 &$

!

53

!

%

""注#

-

为正常组&

P

为模型组&

'

为四神丸组&

K

为温肾健脾方高剂量组&

F

为温肾健脾方中剂量组&

b

为温肾健脾方低剂量组

图
#

$各组
*

淋巴细胞亚群的流式细胞仪检测结果图

健脾法!方选四神丸加减化裁而成的温肾健脾方* 方

中补骨脂辛苦性热而补命门!为壮火益土之要药&肉豆

蔻温补脾肾而涩肠止泻&吴茱萸暖脾胃而散寒除湿&五

味子性温而不热不燥!温肾固涩&党参甘温补中!补气

升阳!长于止泻&白术甘温性缓'阳中之阴!可升可降!

长于补脾益气'燥湿利水&郁金入心治血'体清气窜!其

气先上行而微下达!长于行气解郁'祛瘀止痛* 生姜散

寒行水'大枣滋养脾胃!共为佐药* 诸药相合!则肾温

脾暖!郁解心清!大肠固而运化复!泻止而愈*

温肾健脾方是魏玮教授在经方四神丸的基础上!结

合
!7

年临床用药经验和实践的经验方!是在四神丸基

础上加入党参'白术'郁金!具有温肾健脾'疏肝理气'清

心解郁等多重作用!诸药合用!则肾温脾暖!郁解心清!

大肠固而运化复!泻止而愈* 本课题组前期临床研究表

明温肾健脾方可以有效治疗
)PD

$

K

并能较好控制此病

的反复(

!

)

&前期实验研究结果表明温肾健脾法对
)PD

$

K

大鼠在降低粪便性状'频率及内脏高敏感方面均有治疗

作用(

$

)

* 本实验研究结果显示#与正常组比较!模型组

大鼠血清中
'K%$

Q和
'K&

Q升高'

'K%

Q

L'K6

Q降低!

提示
*

细胞亚群在
)PD

$

K

的发生和发展中占有重要地

位&治疗后!温肾健脾方高'中剂量组血清中
'K%$

Q和

'K&

Q降低'

'K%

Q

L'K6

Q升高!提示温肾健脾方能通过

降低
)PD

$

K

大鼠血清中
'K%$

Q和
'K&

Q

!升高
'K%

Q

L

'K6

Q的作用进一步调控
*

细胞亚群的免疫调节作用*

这一作用!不仅是对该药疗效的进一步验证!也可能是

温肾健脾方治疗
)PD

$

K

的作用机理之一*
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