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肠安
!

号方对肠易激综合征内脏高敏感大鼠
$

#

H)

信号

系统及海马
7F6I =J6K

表达的影响

赵迎盼#

$苏$敏#

$王凤云#

$卞兆祥!

$杨俭勤#

$王$微#

$唐旭东#

摘要$目的$探讨肠安
!

号方对肠易激综合征内脏高敏感大鼠
$

#羟色胺!

$

#

LBA2/@B.2BM.>=?E1

"

$

#

H)

#信号系统及海马脑源性神经营养因子!

02>?E A12?N1A E1O2/.2/ML?- P>-./2

"

7F6I

#

=J6K

表达的影

响$ 方法$采用慢性束缚应激结合游泳致疲劳法建立肠易激综合征内脏高敏感大鼠模型"将造模成功的大

鼠按体重区组随机分为模型组!

:

只#%得舒特组!

:

只"

!8 =QGRQ

#%氟西汀组!

:

只"

%

!

; =QGRQ

#%肠安
!

号

高剂量组!

:

只"

!!

!

; =QGRQ

#%中剂量组!

:

只"

##

!

% =QGRQ

#%低剂量组!

:

只"

$

!

8 =QGSQ

#"另设正常组

!

#"

只#$ 各给药组给予相应药物灌服"模型组按照给药体积灌服生理盐水"

#

次
G

日"共干预
#T

日$ 通过腹

部回缩反射!

>0A/=?E>4 U?.LA2>U>4 21P41@

"

K*J

#评分标准确定疼痛压力阈值"免疫组化方法检测结肠
$

#

H)

水平的变化"免疫荧光
J)

#

V&J

法检测大鼠海马组织
$

#羟色胺
#K

受体!

$

#

LBA2/@B.2BM.>=?E1 #K 21

#

-1M./2

"

$

#

H)#>

#%

7F6I =J6K

表达$ 结果$与正常组比较"用药前各组大鼠直肠扩张时的疼痛阈值明显

降低!

V W"

!

"#

#$ 与正常组比较"用药后模型组大鼠疼痛阈值明显下降"结肠
$

#

H)

水平及海马
$

#

H)#>

%

7F6I =J6K

表达明显升高!

V W"

!

"#

#$ 与模型组比较"氟西汀组%肠安
!

号各剂量组疼痛阈值明显上升"

得舒特组%肠安
!

号高%中剂量组结肠
$

#

H)

水平明显降低 !

V W"

!

"$

"

V W"

!

"#

#"肠安
!

号各剂量组海马组

织
$

#

H)#>

%

7F6I =J6K

表达明显降低!

V W"

!

"#

#"氟西汀组海马组织
7F6I =J6K

表达亦明显降低

!

V W"

!

"#

#$结论$肠安
!

号方的作用靶点部位涉及&脑"肠'两部分"可降低大鼠直肠扩张疼痛域值"下调

结肠黏膜
$

#

H)

水平"下调海马组织中
7F6I

和
$

#

H)#> =J6K

的表达$

关键词$肠安
!

号方(肠易激综合征(内脏高敏感(结肠
$

"羟色胺(海马
$

"羟色胺
#K

受体(海马脑源

性神经营养因子

<PP1-. /P &L>EQ

%

>E 6/5 ! J1-?M1 /E $

#

LBA2/@B.2BM.>=?E1 X?QE>4 XBD.1= >EA =J6K <@M21DD?/E

Y1N14D /P H?MM/->=M>4 72>?E F12?N1A 61O2/.2/ML?- I>-./2 ?E 3?D-12>4 HBM12D1ED?.?N?.B J>.D U?.L

(22?.>041 7/U14 XBEA2/=1

$

ZHK, [?EQ

#

M>E

#

"

X\ +?E

#

"

*K6] I1EQ

#

BOE

#

"

7(K6 ZL>/

#

@?>EQ

!

"

[K6] '?>E

#

^?E

#

"

*K6] *1?

#

"

>EA )K6] _O

#

A/EQ

#

$

# F1M>2.=1E. /P F?Q1D.?N1 F?D1>D1

"

_?BO>E H/D

#

M?.>4

"

&L?E> K->A1=B /P &L?E1D1 +1A?->4 X-?1E-1D

"

71?`?EQ

$

#""":#

%&

! X-L//4 /P &L?E1D1 +1A?-?E1

"

H/EQ S/EQ 7>M.?D. \E?N12D?.B

"

H/EQ S/EQ

K7X)JK&)

$

,0`1-.?N1

$

)/ 1@M4/21 .L1 1PP1-. /P &L>EQ

%

>E 6/5 ! J1-?M1

$

&K

%

/E $

!

LBA2/@B.2BM.>=?E1 D?QE>4 DBD.1= >EA =J6K 1@M21DD?/E 41N14D /P L?MM/->=M>4 02>?E A12?N1A E1O2/.2/ML?-

P>-./2

$

7F6I

%

?E N?D-12>4 LBM12D1ED?.?N?.B =/A14 2>.D U?.L ?22?.>041 0/U14 DBEA2/=1

$

(7X

%

5+1.L/AD

$

(7X

N?D-12>4 LBM12D1ED?.?N?.B 2>. =/A14D U121 1D.>04?DL1A 0B -/=0?E1A -L2/E?- 21D.2>?E. D.21DD >EA P/2-1A

DU?==?EQ5 XO--1DDPO44B =/A141A 2>.D U121 2>EA/=4B A?N?A1A ?E./ .L1 =/A14 Q2/OM

"

.L1 F?-1.14Q2/OM

$

!8

=QGRQ

%"

.L1 I4O/@1.?E1 Q2/OM

$

%

!

; =QGRQ

%"

.L1 L?QL A/D1 &K Q2/OM

$

!!

!

; =QGRQ

%"

.L1 =1A?O= A/D1 &K

Q2/OM

$

##

!

% =QGRQ

%"

>EA .L1 4/U A/D1 &K Q2/OM

$

$

!

8 =QGRQ

%

>--/2A?EQ ./ 0/AB U1?QL.

"

: ?E 1>-L Q2/OM5

71D?A1D

"

> E/2=>4 -/E.2/4 Q2/OM U?.L #" 2>.D U>D D1. OM5 &/221DM/EA?EQ =1A?->.?/E U>D >A=?E?D.121A ./

2>.D ?E 1>-L .21>.=1E. Q2/OM5 <^O>4 N/4O=1 /P MLBD?/4/Q?->4 D>4?E1 U>D >A=?E?D.121A ./ 2>.D ?E .L1 =/A14
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Q2/OM 0B Q>D.2/Q>N>Q15 K44 =1A?->.?/E U>D M12P/2=1A /E-1 M12 A>B P/2 > ./.>4 /P #T A>BD5 V>?E .L21DL/4A

U>D A1.12=?E1A 0B >0A/=?E>4 U?.LA2>U>4 21P41@

$

K*J

%

5 &L>EQ1D /P -/4/E $

!

H) 41N14D U121 A1.12=?E1A

0B ?==OE/L?D./-L1=?->4 >DD>B5 =J6K 1@M21DD?/E 41N14D /P L?MM/->=M>4 $

!

LBA2/@B.2BM.>=?E1 #K 21-1M

!

./2

$

$

!

H)#>

%

>EA 7F6I U121 A1.1-.1A 0B ?==OE/P4O/21D-1E. J)

!

V&J5 J1DO4.D

$

&/=M>21A U?.L .L1 E/2

!

=>4 -/E.2/4 Q2/OM 01P/21 .21>.=1E.

"

M>?E .L21DL/4A U>D /0N?/OD4B 4/U121A ?E M2/-.1-.>D?> 2>.D /P 1>-L

Q2/OM

$

V W"

!

"#

%

5 &/=M>21A U?.L .L1 E/2=>4 -/E.2/4 Q2/OM >P.12 .21>.=1E.

"

M>?E .L21DL/4A U>D /0N?/OD4B

4/U121A ?E 2>.D /P .L1 =/A14 Q2/OM

&

-/4/E $

!

H) 41N14D

"

=J6K 1@M21DD?/E 41N14D /P L?MM/->=M>4 $

!

H)#>

>EA 7F6I U121 /0N?/OD4B 141N>.1A

$

V W"

!

"#

%

5 &/=M>21A U?.L .L1 =/A14 Q2/OM

"

M>?E .L21DL/4A U>D /0N?

!

/OD4B 141N>.1A ?E .L1 I4O/@1.?E1 Q2/OM >EA >44 &K Q2/OMD

&

-/4/E $

!

H) 41N14D U121 /0N?/OD4B 21AO-1A ?E .L1

F?-1.14 Q2/OM

"

L?QL >EA =1A?O= A/D1 &K Q2/OMD

$

V W"

!

"$

"

V W"

!

"#

%&

=J6K 1@M21DD?/E 41N14D /P L?MM

!

/->=M>4 $

!

H)#> >EA 7F6I U121 /0N?/OD4B 21AO-1A ?E 1>-L &K Q2/OM

$

V W"

!

"#

%&

=J6K 1@M21DD?/E 41N

!

14D /P L?MM/->=M>4 7F6I U121 /0N?/OD4B 21AO-1A ?E .L1 I4O/@1.?E1 Q2/OM

$

V W"

!

"#

%

5 &/E-4OD?/ED

$

)L1

.>2Q1. M/?E.D /P &K U121 ?EN/4N1A ?E 02>?E >EA QO.5 &K -/O4A 21AO-1 M>?E .L21DL/4A /P M2/-.1-.>D?> 2>.D

"

A/UE

!

21QO4>.1 -/4/E =O-/D>4 $

!

H) 41N14D

"

>EA 4/U12 =J6K 1@M21DD?/E 41N14D /P 7F6I >EA $

!

H)#> ?E 2>.

L?MM/->=MOD5

S<[*,JFX

$

&L>EQ

%

>E 6/5 ! J1-?M1

&

?22?.>041 0/U14 DBEA2/=1

&

N?D-12>4 LBM12D1ED?.?N?.B

&

-/4/E $

!

LBA2/@B.2BM.>=?E1

&

L?MM/->=M>4 $

!

H)#K 21-1M./2

&

L?MM/->=M>4 02>?E A12?N1A E1O2/.2/ML?- P>-./2

$$肠易激综合征$

?22?.>041 0/U14 DBEA2/=1

"

(7X

%

是一种常见的功能性肠病"症状复杂多样"易反复发作"

严重影响患者的生活质量并带来经济负担'

(7X

发病

机制非常复杂"尚未完全阐明'

(7X

是基于多种病理生

理机制的复杂症状群(

#

)

"内脏感觉异常是其特异性的病

理生理机制' 有一些设计严格的临床试验(

!

)或系统评

价(

%

)证明中医药对
(7X

有一定疗效"但最新发表在
'K

#

+K

上的关于
(7X

的综述中却并未确认补充替代医学

的地位(

T

)

"其原因一方面在于缺乏高级别的循证医学证

据"另一方面在于其疗效机制未完全阐明'

肠安
!

号方为唐旭东教授在对
(7X

基本病机的

理解上"结合长期的临床实践总结制定的经验方"由黄

芪*炒白术*炒白芍*防风*陈皮*炮姜炭等
##

味药物

组成"具有疏肝健脾*温中散寒止泻之效"前期研究表

明该方可降低实验大鼠的内脏敏感性"改善患者的腹

痛腹胀症状"而内脏敏感性增高与
(7X

腹痛及腹部不

适症状密切相关(

$

"

:

)

' 结合
(7X

症状复杂多样*脑+

肠轴功能紊乱的发病机制和中医药的整体观及复方用

药的多靶点性"笔者推测肠安
!

号方对
(7X

模型大鼠内

脏敏感性的改变和患者临床症状的改善"作用部位涵盖

脑和肠'

$

"羟色胺$

$

#

LBA2/@B.2BM.>=?E1

"

$

#

H)

%是

脑"肠互动中重要的单胺类神经递质"

$

#

H)

信号系统

在
(7X

内脏敏感性中有重要作用(

#"

)

&脑源性神经营养

因子$

02>?E A12?N1A E1O2/.2/ML?- P>-./2

"

7F6I

% 在

中枢可调节感觉"具有致痛及致敏感性作用"其在
(7X

内脏高敏感中的作用是目前研究的热点(

##

)

' 本研究通

过观察
(7X

内脏高敏感大鼠用药后
$

#

H)

系统信号分

子及
7F6I

基因表达的变化"探讨肠安
!

号方在
(7X

内

脏高敏感大鼠脑+肠轴的作用机制'

材料与方法

#

$动物$雄性
XF

大鼠
8"

只"体重
#9" a!"" Q

"

XVI

级"由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供"合格证编号#

X&_S

$京%

!"":

"

!"##

' 全部动物

在中国中医科学院西苑医院
XVI

级实验动物中心饲

养"

!

只
G

笼"昼夜节律
#!

&

#!

"温度*湿度及昼夜光线恒

定"自由摄食*进水' 动物购入后适应性饲养
$

天后进

行实验'

!

$药物及试剂$肠安
!

号方由黄芪
: Q

$炒白

术
: Q

$炒白芍
#! Q

$防风
T

!

$ Q

$黄连
% Q

$炮姜

炭
% Q

$肉豆蔻
T

!

$ Q

$清半夏
T

!

$ Q

$煨木香
; Q

陈皮
T

!

$ Q

$炙甘草
% Q

组成"其煎剂由中国中医科

学院西苑医院制剂室制备"最终制备肠安
!

号高*中*

低剂量药物浓度分别为
!

!

!; QG=Y

*

#

!

#% QG=Y

*

"

!

$8 QG=Y

"中剂量给药浓度与临床给药量一致' 匹

维溴铵片 $得舒特" 法国苏威制药" 生产批号#

;!!;:#

%"用蒸馏水配制成浓度为
!

!

8 =QG=Y

的混悬

液&盐酸氟西汀分散片$百优解"礼来苏州制药有限公

司"生产批号#

Y"!!8#

%"用蒸馏水配制成浓度为

"

!

%; =QG=Y

的混悬液'

T

'冰箱保存"备用' 用药

剂量按照实验动物研究中的,等效剂量-计算方法计

算(

#!

)

"即大鼠$体重
!"" Q

%

#

日给药量
b

人$体重

$" RQ

%

#

日给药量(

2

"

2

为转换系数
2 b"

!

"#9

"计算

匹维溴铵片*盐酸氟西汀分散片及肠安
!

号等效剂量'
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!

#"

医用纸胶布*乳胶医用指套$中号%*

9

号橡胶导尿管*

血压计*三通管&二甲苯*无水乙醇*甲醇*过氧化氢*中

性树胶*氯化钠*氯化钾*磷酸氢二钠*磷酸二氢钾等购

自北京医药集团有限责任公司' 水合氯醛由中国中医

科学院西苑医院实验室提供'

#"c

福尔马林由中国

中医科学院西苑医院病理科提供' 抗体稀释液$

&>.

#

T"9"T

"

#

%*

FK7

显色液$

&>.

#

T#!"8

"

#

%*苏木素

$

&>.

#

T#""$

"

#

%购自北京华肽先锋生物科技有限公

司'

7?/.?E

#

XV

#

KPP?E?VO21 ]/>. KE.?

#

J>00?. (Q]

$

H dY

% $

'>-RD/E &/A1

#

###

"

";$

"

""%

"

#

&

!""

倍

稀释%购自美国
'>-RD/E (==OE/J1D1>2-L Y>0/2>

#

./2?1D

公司' 超纯
J6K

提取试剂盒 $

&>. FVT%#

%*

eO>E. -F6K

第一链合成试剂盒 $

&>. SJ#"%

"

%

%*

J1>4 +>D.12 +(_

$

U?.L J/@

%$

&>. IV!"!

"

"#

%购自

天根生化科技 $北京% 有限公司'

F6>D1 #

$

&>.

H#"%"#

%购自普洛麦格$北京%生物技术有限公司'

%

$分组*造模及给药方法$

;"

只大鼠按体重行

区组随机分为正常组*模型组*得舒特组*氟西汀组*肠

安
!

号高剂量组*中剂量组*低剂量组
8

组"每组

#"

只'除正常组外采用慢性束缚应激结合游泳致疲劳

法(

#%

"

#T

)建立
(7X

动物模型"并根据
*?44?>=D &Y

等(

#$

)报道的急性应激方法进行改良"该方法近年来多

用于造成
(7X

内脏高敏感大鼠(

#;

)

' 用医用纸胶布束

缚大鼠上半身及前肢"不限制其后肢运动"每日束缚

% L

"连续
#T

日"为消除生物节律的影响"束缚均于每

日早
9

#

""

"

##

#

""

进行' 束缚结束后"将模型组大鼠

放入温度为$

#$

)

"

!

$

% '"水深为
%$ -=

的水槽中"

让其自由游泳"当全组
$"c

大鼠出现自然沉降时"全

组动物停止游泳"连续
#T

日' 通过大鼠内脏敏感性

的测量判断造模是否成功"共造模
;"

只大鼠"成功

$T

只"造模成功率为
:"c

' 正常组大鼠在造模期间

禁食不禁水"不做其他处理"自然饲养'

造模成功后第
!

日开始给药' 得舒特组*氟西汀组*

肠安
!

号高*中*低剂量组分别给予相应药物灌胃"给药浓

度分别为
!

!

8" =QG=Y

*

"

!

%; =QG=Y

*

!

!

!; QG=Y

*

#

!

#% QG=Y

*

"

!

$8 QG=Y

"给药体积为
# =YG#"" Q

"每日

#

次"连续
#T

日' 模型组大鼠按照相同给药体积灌服生

理盐水' 给药期间每隔
%

日上午
8

#

""

测量大鼠体重"根

据体重调整给药量'

T

$标本采集*样本制备$给药结束时测量体重及内

脏敏感性指标后进行取材' 取材前
#

日"大鼠禁食不禁

水"次日用
#"c

水合氯醛腹腔注射麻醉$

# =YG#"" Q

%"

待大鼠处于深昏迷状态后"迅速打开腹腔"取肛门

$ -=

以上*盲肠以下的结肠段"长约
; -=

&在尽量不

损伤肠壁的情况下将系膜组织取净&结肠段取下后用

剪刀纵向剖开"在生理盐水中冲净粪便&将纵向剖开的

结肠段在滤纸上展平后放入
#"c

福尔马林液中"石蜡

包埋*切片"厚度为
# a % "=

' 断头后在冰皿上迅速

剥离脑组织"分离海马组织"置入
! =Y

冻存管中"将

冻存管迅速投入液氮' 后移入"

9"

'冰箱保存备用'

$

$检测指标及方法

$

!

#

$大鼠内脏敏感性测量$用药前及用药结束

后分别进行内脏敏感性评估"行直肠气囊扩张$

-/4/E

21-.>4 A?D.1ED?/E

"

&JF

%"根据腹部回缩反射$

>0

#

A/=?E>4 U?.LA2>U>4 21P41@

"

K*J

%评分标准(

#8

)确

定疼痛压力阈值'

K*J

评分标准如下#

"

级#大鼠在

接受直肠扩张时无行为学反应&

#

级#身体静止不动"

头部运动减少&

!

级#大鼠腹部肌肉轻微收缩"腹部不

抬离平面&

%

级#腹肌强烈收缩"腹部抬离平面&

T

级#

骨盆抬起"身体呈弓形$图
#

%' 以大鼠出现
%

级表现

时的压力为大鼠疼痛阈值' 造模结束用药前的测量用

以验证造模是否成功"用药结束后内脏敏感性的变化

体现药物效应' 具体方法为#进行结肠扩张前大鼠禁

食
#! L

"不禁水' 结肠扩张球囊为乳胶医用指套$中

号%"长
8 a9 -=

"用直尺在
T

!

$ -=

及
; -=

处划线

标记"从
; -=

处剪断"用
T

号手术丝线在
T

!

$ -=

标

记处与
9

橡胶导尿管扎紧"并经注气检测"扎口处及整

个给气通路无漏气' 血压计*血压计球囊及导尿管

$与结肠扩张球囊相连%分别与三通管连接' 由大鼠

肛门插入球囊
; -=

左右"将大鼠放入编号的大小约

%$ -=

(

!" -=

(

!" -=

的透明塑料箱中"待大鼠适

应
$ =?E

后经血压计的球囊注气"每只老鼠进行
%

次

球囊扩张"每次持续
!" D

"间隔
$ =?E

"取
%

次压力的

平均值' 实验过程中采用了严格的质量控制方法' 首

先"为避免主观偏倚"整个实验过程由
!

人操作完

成#一人负责球囊肛门插入及实验动物的安排"并记

录动物编号及相应塑料箱编号&实验操作者负责球囊

注气并观察大鼠的行为学反应"确定大鼠出现
%

级反应

后记录压力值"实验操作者不知道动物编号及分组情

况' 其次"为避免生物节律影响"本次测量时间同前"

图
#

$大鼠
K*J

评分标准



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

!!"&!$!

均在下午
#

#

""

+

$

#

""

点之间"且实验安排人员采用

一组一只的轮流实验方法' 多次测量人员及分工

不变'

$

!

!

$结肠
$

#

H)

水平检测$采用免疫组化方法测

定结肠
$

#

H)

水平' 石蜡切片常规脱腊和水化"磷酸盐

缓冲液$

V7X

%冲洗"

FK7

显色"中性树胶封片等严格按

照试剂盒说明书完成' 棕黄色着色部位为阳性表达'

应用
(=>Q1 V2/ V4OD

专业图像分析系统"选取下列测

量参数进行半定量分析' $

#

%积分光密度$

?E.1Q2>.1A

/M.?->4 A1ED?.B

"

(,F

%# 指所有阳性物质的光密度的

叠加"

(,F

值越大"表明阳性物质的总体表达程度就越

强"是反映阳性物质数量和染色强度的综合指标' $

!

%

(,F

组织比#

(,F

值与该视野的组织面积之比' 每组分

析
;

个标本' 每张切片在
#""

倍镜下分析
%

个视野"最

后取平均值' 本研究数据统计过程中进行了一定的数

据处理"特说明如下#$

#

%研究采用整个结肠切片面积作

为观察视野"

(,F

值受到不同切片所包含的组织量的影

响"故不对
(,F

值进行直接分析"而对
(,F

与组织面积

的比值即积分光密度组织比作为直接分析的变量&$

!

%

在数据统计中发现"

(,F

组织比值较小"多在小数点后

%

*

T

位才有非零数字出现"故对所有的
(,F

组织比等倍

扩大$ (

#" """

%"不影响统计结果'

$

!

%

$ 海 马 组 织
$

#羟 色 胺
#K

受 体 $

$

#

LBA2/@B.2BM.>=?E1 #K 21-1M./2

"

$

#

H)#>

%*

7F6I

=J6K

表达检测$采用免疫荧光
J)

#

V&J

法测定大

鼠海马组织
$

#

H)#>

*

7F6I =J6K

含量' 实验流程#

提取总
J6K

#

)JYf/4

提取海马组织
F6K

"测定含量

并计算浓度' 逆转录合成
-F6K

#采用
eO>E. -F6K

第一链合成试剂盒进行反转录"将
J6K

逆转录为
-F

#

6K

'

$

#

H)#>

*

7F6I

上下游引物与内参
#

"

>-.?E

上

下游引物均使用
M2?=12 %

软件设计"由北京华肽先锋

生物科技有限公司合成$表
#

%'

表
#

$

J)

#

V&J

引物序列表

引物

名称
引物序列

扩增产物

长度$

0M

%

$

#

H)#>

上游#

$

%#

)&&K&)))&]]&]&)))&)K

#

%

%

下游#

$

%#

]&)])&&]))&K]]&)&))&

#

%

%

#89

7F6I

上游#

$

%#

K&))])K&K&))&&&]]])]K)

#

%

%

下游#

$

%#

)))]&]]&K)&&K]])KK))

#

%

%

#""

]KVFH

上游#

$

%#

]]K]K))K&)]&&&)]]&)&&)K

#

%

%

下游#

$

%#

]K&)&K)&])K&)&&)]&))]&)]

#

%

%

#$"

反应体系#

J1>4 +>D.12 +(_

$

U?.L J/@

%

#" "Y

"

上*下游引物各
"

!

T "Y

"

F6K

模板
! "Y

"加入灭菌蒸

馏水至
!" "Y

' 扩增程序#

:$

'

#" =?E

" $

:$

'

#$ D

"

;"

'

;" D

% (

T"

个循环'

;" a:$

'进行溶解

曲线分析' 采用
!

"

!!&.法进行数据的相对定量分析"

以
!

"

!!&.表示待测基因与对照组待测基因表达量的

倍数"即
I/4AD b !

"

!!&.

"其中#

!!&. b

$

&.目的基因 "

&.内参基因%实验组 "$

&.目的基因 "

&.内参基因 %对照组' &.

值指

的是每个
V&J

反应管内的荧光信号到达设定的阈值

$

.

"

.L21DL/4A

%时所经历的循环数$

&

"

-B-41

%'

;

$统计学方法$采用
XVXX #;

!

"

统计软件对

数据进行处理与分析' 计量数据以
@

)

D

表示' 对数

据做正态性检验和组间方差齐性检验&两项符合"采用

参数统计的单因素方差分析进行统计处理"组间比较

采用
FOEE1..

#

.

*

X6S

法&若有一项不符合"则采用非

参数统计中的多个独立样本
S2ODR>4

#

*>44?D H

检验

进行统计处理"组间比较采用
61=1EB?

法"

61=1

#

EB?

过程由
XVXX

编程完成'

V W"

!

"$

为差异有统计

学意义'

结$$果

#

$实验完成情况$除正常组外"其他各组均在造

模过程中出现大鼠死亡情况"每组
#

只' 死亡原因主

要为造模束缚过程中大鼠反应激烈"过度挣扎引起的

窒息"故在实验结束取样及检测时"除正常组仍为

#"

只外"其他各组均为
:

只'

!

$各组大鼠内脏敏感性结果比较$表
!

%$用药

前与正常组比较"各组大鼠直肠扩张时的疼痛阈值明

显降低"差异有统计学意义$

V W "

!

"#

%"表明造模成

功' 用药结束后"与正常组比较"模型组大鼠疼痛阈值

明显下降"差异有统计学意义$

V W"

!

"#

%' 与模型组

比较"氟西汀组*肠安
!

号高*中*低剂量组疼痛阈值明

显上升"差异有统计学意义$

V W"

!

"$

"

V W"

!

"#

%' 肠

安
!

号用药各组间比较"差异无统计学意义 $

V g

"

!

"$

%'

表
!

$各组大鼠疼痛阈值$$

==HQ

"

@

)

D

%

组别
E

用药前 用药后

正常
#" %$

*

!"

)

!

*

%% %;

*

%%

)

#

*

%T

模型
:

!T

*

%"

)

#

*

;"

"

!8

*

;%

)

#

*

9%

"

氟西汀
:

!T

*

!!

)

#

*

#$

"

%T

*

#$

)

!

*

T!

!

得舒特
:

!%

*

:%

)

#

*

;$

"

%!

*

TT

)

%

*

!9

肠安
!

号高剂量
:

!%

*

89

)

#

*

$%

"

%$

*

"T

)

!

*

T$

!!

$$$$中剂量
:

!%

*

"T

)

!

*

%;

"

%$

*

#:

)

#

*

"T

!!

$$$$低剂量
:

!%

*

;%

)

#

*

%T

"

%$

*

##

)

#

*

9"

!!

$$注#与正常组比较"

"

V W"

*

"#

&与模型组比较"

!

V W "

*

"$

"

!!

V W

"

*

"#

%

$各组大鼠结肠
$

#

H)

水平结果比较 $图
#

"

表
%

%$与正常组比较"模型组大鼠结肠
$

#

H)

水平明
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

显升高"差异有统计学意义$

V W"

*

"#

%' 与模型组比

较"得舒特组*肠安
!

号高*中剂量组结肠
$

#

H)

水平

明显降低"差异有统计学意义$

V W"

*

"#

%' 与肠安
!

号低剂量组比较"肠安
!

号高*中剂量组结肠
$

#

H)

水

平明显降低"差异有统计学意义 $

V W "

*

"$

"

V W

"

!

"#

%' 肠安
!

号高*中剂量组比较"差异无统计学意

义$

V g"

*

"$

%'

表
%

$各组大鼠结肠黏膜
$

#

H)

水平$

(,F

组织比"

@

)

D

%

组别
E $

#

H)

正常
; "

*

$%: 8

)

#

*

";" "

模型
;

#

*

T#$ ;

)

#

*

8#; $

"

氟西汀
; "

*

:;! "

)

#

*

%T" %

得舒特
;

"

*

9## 9

)

"

*

9T" %

!

肠安
!

号高剂量
;

"

*

8:9 :

)

"

*

9T; !

!#

$$$$中剂量
;

"

*

89; 8

)

"

*

9"8 %

!##

$$$$低剂量
; #

*

"!$ $

)

"

*

$9# $

$$注#与正常组比较"

"

V W"

*

"#

&与模型组比较"

!

V W "

*

"#

&与肠安

!

号低剂量组比较"

#

V W"

*

"$

"

##

V W"

*

"#

T

$各组大鼠海马组织
$

#

H)#>

*

7F6I =J6K

表达水平比较$表
T

%$与正常组比较"模型组海马组

织
$

#

H)#>

*

7F6I =J6K

表达明显升高"差异有统计

学意义$

V W"

!

"#

%' 与模型组比较"肠安
!

号各剂量

组海马组织
$

#

H)#>

*

7F6I =J6K

表达明显降低

$均
V W"

!

"#

%"氟西汀组海马组织
7F6I =J6K

表

达亦明显降低"差异有统计学意义$

V W"

!

"#

%'

讨$$论

内脏高敏感$

N?D-12>4 LBM12D1ED?.?N?.B

%是指引

起内脏疼痛或不适感觉的刺激阈值降低*内脏对生理

表
T

$各组大鼠海马组织
$

#

H)#>

*

7F6I =J6K

表达水平比较$$

@

)

D

%

组别
E $

#

H)#> 7F6I

正常
#" #

*

"#8 ;

)

"

*

!99 $ "

*

9%; :

)

"

*

%"T 8

模型
:

$

*

":% $

)

"

*

!$" 8

"

T

*

%$9 ;

)

"

*

T#8 8

"

氟西汀
: %

*

%;$ T

)

"

*

T"# 8

#

*

%"T !

)

"

*

#!% ;

!

得舒特
: %

*

%TT %

)

"

*

T!# " !

*

"%T "

)

"

*

T!# %

肠安
!

号高剂量
:

!

*

8#; !

)

"

*

T;" "

!

#

*

%T8 #

)

"

*

"$$ !

!

$$$$中剂量
:

#

*

:T" !

)

"

*

#9% 8

!

#

*

%$# $

)

"

*

"T9 %

!

$$$$低剂量
:

!

*

$$; 9

)

"

*

T!9 #

!

#

*

%%: ;

)

"

*

#%$ 9

!

$$注#与正常组比较"

"

V W"

*

"#

&与模型组比较"

!

V W"

*

"#

性刺激产生不适感或对伤害性刺激反应强烈的现

象(

#9

)

"是公认的功能性胃肠疾病的重要病理生理基础

之一' 本研究发现"用药结束后"与模型组大鼠比较"

氟西汀组*肠安
!

号用药组大鼠的疼痛阈值均显著升

高"表明氟西汀和肠安
!

号方可降低
(7X

模型大鼠的

内脏敏感性' 同以往的研究结果类似(

$

"

9

)

' 与既往的

研究不同的是#$

#

%得舒特组并未表现出治疗效应"氟

西汀组则表现出治疗效果' 推测可能的原因在于两个

研究间造模方法的差别"其确切机制尚需进一步的深

入研究' $

!

%从肠安
!

号方组间比较来看"本研究并

未表现出明确的量效关系"这同以前的研究也略有

差别' 推测可能同内脏敏感性评估的具体方法不同

有关' 既往的研究采用的不同压力下
&JF

时的

K*J

评分"结果体现在低压力$

!" ==HQ

%情况下"

肠安
!

号组间量效关系不明确&在高压力情况下

$

gT" ==HQ

%"组间比较量效关系比较明显(

$

)

' 本

研究采用了直肠扩张时的疼痛阈值作为评价内脏敏

感性的指标"其压力值多在
T" ==HQ

以下' 今后

可以采取更全面的评价方法'

$$注#

K

为正常组&

7

为模型组&

&

为氟西汀组&

F

为得舒特组&

<

为肠安
!

号高剂量组&

I

为肠安
!

号中剂量组&

]

为肠安
!

号低剂

量组&箭头所指为阳性表达

图
#

$各组大鼠结肠黏膜
$

#

H)

表达$$免疫组化" (

#""

%
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$$本研究发现"模型组大鼠结肠黏膜
$

#

H)

水平升

高"药物或其他治疗可使
$

#

H)

水平恢复"这同很多研

究结果类似(

#:

"

!"

)

' 早期也已有多项研究证明肠易激

综合征患者结肠黏膜和血清中
$

#

H)

水平异常增加并

与内脏敏感性异常相关(

!#

"

!T

)

'

&/>.1D +F

等(

!$

)报

道"

(7X

#

&

与
(7X

#

F

患者其
$

#

H)

在直肠黏膜上的含

量明显低于正常对照组"

S12-RL/PPD KV

等(

!;

)研究

表明
(7X

#

&

患者十二指肠黏膜
$

#

H)

的含量比健康对

照组明显增加' 研究发现"肠安
!

号方的治疗靶点包

括肠道"可降低结肠局部
$

#

H)

水平"且存在一定的量

效关系' 分析得舒特而非氟西汀表现出治疗效应的原

因在于#$

#

%氟西汀可高度选择性抑制中枢神经突触

前膜对
$

#羟色胺$

$

#

H)

%的再摄取"

$

#

H)

很难透过血

脑屏障"中枢神经系统和胃肠道黏膜的
$

#

H)

分属两

个系统"故氟西汀的作用不能改变外周的
$

#

H)

水平&

$

!

%得舒特对结肠平滑肌具有高度选择作用"通过阻

断钙离子流入肠壁平滑肌细胞"防止肌肉过度收缩而

达到解痉作用"可在一定程度上影响
$

#

H)

与受体的

结合"从而间接影响结肠黏膜内
$

#

H)

水平'

人类
$

#

H)

受体存在多种类型"其中以
$

#

H)#>

的

研究最为广泛和深入'

&/14L/ K+

等(

!8

)研究发现"

$

#

H)

对于内脏感觉和周围神经末梢的致敏"主要通过

$

#

H)#

受体发挥作用"

$

#

H)#>

受体与感觉*运动*情

感和植物神经功能等有密切关系' 本研究发现"模型

组大鼠
$

#

H)#> =J6K

表达升高"肠安
!

号方可降低

(7X

模型大鼠海马组织中
$

#

H)#> =J6K

的表达"说

明肠安
!

号的作用靶点涵盖到,脑-"对中枢神经系统

的信号传导通路具有一定的影响'

$

#

H)#>

受体既与

情绪相关"也与内脏高敏相关"但目前的研究结果尚不

足以判定肠安
!

号方对模型大鼠
$

#

H)#> =J6K

表

达的影响的具体机制'

7F6I

为神经营养物质家族中

的一员'

7F6I

在中枢有致痛及致敏感性作用"近年

来首先在炎性疼痛中的作用机制被广泛研究(

!9

"

!:

)

'

有研究发现"适量的内源性
7F6I

可维持感觉神经及

其神经通路的正常功能"但其异常升高则可导致慢性

疼痛*炎症性疼痛和内脏疼痛及高敏感等多种与疼痛

相关的异常感觉的产生(

%"

)

'

J>Q1 I

等(

%#

)对新生期

大鼠行母婴分离应激"结果发现大鼠海马和下丘脑

7F6I =J6K

表达均增强' 本研究发现"模型组大鼠

海马
7F6I

水平明显升高"肠安
!

号可下调模型大鼠

海马中的
7F6I

水平' 已知
7F6I

可由环磷腺苷效

应元件结合蛋白$

-K+V

#

21DM/ED1 141=1E. 0?EA?EQ

M2/.1?E

"

&J<7

%表达水平或磷酸化水平的升高而介

导分泌(

%!

)

"

&J<7

是
<JS

信号通路中的一个重要环

节"而针对肠安
!

号复方中药成分之一的芍药苷的止

痛作用的机制研究表明"白芍苷的止痛效应与抑制细

胞外信号调节的
<JS

途径中的腺苷
K#

受体表达有

关(

%%

)

' 推测肠安
!

号方降低大鼠内脏高敏感和缓解

患者腹痛腹胀程度的作用可能与复方中的白芍可调节

7F6I

的表达作用有关"但仍需要研究进行证实'

(7X

属于功能性胃肠病的一种"属于中医学,痞

证-*,腹满-*,便秘-*,泄泻-等范畴"一般认为"情志

不遂*忧思恼怒*肝气郁结*肝失疏泄*脾失运化*胃失

和降是其基本病机"有研究统计涉及
(7X

辨证分型的

文献"发现肝郁脾虚证所占比例最大"达
T"c

之多"说

明精神心理因素$即中医情志因素%在
(7X

发病过程

中的重要作用"说明肝主疏泄功能*调畅情志的功能失

常是
(7X

发病的核心和关键因素(

%T

)

' 国内有学者认

为"中医学中肝主疏泄*调畅情志理论与脑+肠轴理论

相互关联"可能是通过调节脑"肠轴上多种神经递质*

激素*免疫因子的变化而实现的(

%$

)

' 肠安
!

号方是建

立在对
(7X

基本病机的理解上"结合长期的临床实践

总结制定的经验方"由黄芪*炒白术*炒白芍*防风*陈

皮*炮姜炭等
##

味药物组成"具有疏肝健脾*温中散寒

止泻之效"主要用于
(7X

#

F

的治疗' 中医学对
(7X

#

F

的发生机理可溯源到.医方考/"其云#,泻责之脾"痛

责之肝' 肝责之实"脾责之虚"脾虚肝实"故令痛泻'-

肠安
!

号方正是针对此基本病机而设的"故而从总体

上"其治法主要包括疏肝与温中健脾两大部分"疏肝理

气可改善
(7X

腹痛及腹部不适"

(7X

的腹痛及腹部不

适主要是由内脏高敏感所致"而健脾温中止泻可治疗

(7X

#

F

患者的腹泻' 本研究主要针对肠安
!

号方对

(7X

内脏高敏感性的作用机制即,疏肝理气-作用进

行探讨' 研究发现"肠安
!

号方对
(7X

模型大鼠内脏

高敏感的改善作用是通过调节,脑-*,肠-中的
$

#

H)

信号系统功能实现的"其止痛作用可能与白芍苷涉及

的
<JS

信号通路的变化有关"但其具体机制需要进

一步的研究'

本研究的不足之处在于#$

#

%慢性束缚及强迫游

泳的联合造模方法可能使大鼠处于,抑郁-和
(7X

内

脏高敏的双重状态"基于主要研究目的"未对大鼠是否

存在 ,抑郁-状态进行行为学评价"因此对判定
$

#

H)#>

水平对大鼠内脏高敏感的影响是由于直接作用

还是基于对情绪影响的一种间接作用存在困难&$

!

%

研究仅涉及
$

#

H)

信号通路中的少数的分子"对于肠

安
!

号方的作用机制的阐述还不够深入"需要以此为

基础进行进一步的深入研究' 今后可在基于肠安
!

号

方的临床疗效的基础上"设计更为系统科学的研究"对
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号方的止痛*止泻机制进行深入研究"以期阐明

其疗效机制'
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