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摘要$目的$观察功能性消化不良!
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"大鼠小肠深部肌间神经丛胆碱能神经#
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间质细胞!
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"

#平滑肌细胞!
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"结构的形态学改变和舒胃汤对其的修复作用#探讨舒胃汤治疗
EB

的机制$ 方法$

将
7!

只大鼠随机分为对照组%模型组%舒胃汤低剂量组!简称舒低组" %舒胃汤中剂量组!简称舒中组" 和舒

胃汤高剂量组!简称舒高组"#莫沙比利组!简称西药组"#每组
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只$ 舒低组%舒中组%舒高组分别给予舒胃

汤
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#西药组予莫沙必利
#
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$ 采用复合病因造模法制造
EB

肝郁脾虚

证大鼠模型#造模后第
&

日各组给予相应药液#对照组和模型组予以蒸馏水!

#" =IDJH

"#均
#

日
#

次#持续

#%

日$第
#8

日处死取小肠组织做免疫荧光双标记%激光扫描共聚焦显微镜和透射电镜观察大鼠小肠深部肌

间神经丛胆碱能神经#

)''

#
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结构损伤和舒胃汤对其的修复作用$ 结果$模型组小肠深部肌间神经

丛胆碱能神经#
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#
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连接结构不完整#

)''

相互之间及
)''

与
G,'

之间的联系结构明显损伤$ 舒

高%中%低剂量组胆碱能神经#

)''

#
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网络结构比较完整#

)''

相互之间及
)''

与
G,'

之间联系紧密$

结论$舒胃汤能促进
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再生和形态的恢复#从而保持胆碱能神经 #
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结构完整性#改善胃肠运

动障碍#对
EB

有治疗作用$
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%为

临床常见的消化系统疾病之一"其具有持续性或反复

发作性的上腹部不适或疼痛$尤其是餐后加重%'腹

胀'早饱'恶心'呕吐'烧心'嗳气等症状"这些症状可单

独或组合出现"且无任何可解释这些症状的器质性'系

统性或代谢性原因"具有慢性"复发性和难以缓解性的

特点(

#

)

* 其发病机制目前尚不明确"有研究表明"

8"_

以上的
EB

患者存在胃肠动力功能障碍(

!

)

* 因

此"改善
EB

状态下胃肠动力障碍是阻断
EB

发展的有

效手段*
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间质细胞 $

0PL:/RL0L0>1 A:11R 3K '>F>1
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%为胃肠道慢波活动的起搏细胞"分布于整个胃肠

道"参与胃肠道基本电节律的产生'传播和神经信息的

传递"同时与肠神经 $

<5G

%'平滑肌细胞 $

R=33LM

=NRA1: A:11

"
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%相互连接形成网络样结构"即

<5G

#

)''

#

G,'

网络结构共同调控胃肠道运

动(

&

"

%

)

* 而与胃肠道运动密切相关的是胆碱能神经的

分布"近年研究表明"

)''

与众多胃肠道疾病关系密

切"其分布的异常'数目的减少可能是引起
EB

的重要

病理生理机制因素之一(

!

)

* 舒胃汤为王小娟教授治

疗
EB

的经验方"本方重健脾'疏肝'理气"临床上已取

得较好疗效(

8

#
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)

* 本实验以
EB

大鼠为研究模型"观

察舒胃汤对
EB

大鼠小肠深部肌间神经丛胆碱能神经

#
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网络形态学的影响"探讨舒胃汤治疗

EB

胃肠运动障碍的机制*

材料与方法
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$动物$
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只健康成年
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大鼠"雌雄各

半"体重
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%
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"购自湖南长沙市天勤生物技术

有限公司"许可证号
G'Y^

$湘%
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#
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* 饲养

于室温
!8

&"湿度
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的环境"自然光照时间
#! M
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$药物$舒胃汤$组成#柴胡
#" H

$白芍
#" H

香附
#" H

$延胡索
#" H

$川楝子
$ H

$枳实
#" H

旋覆花
#" H

$白术
#" H

$焦神曲
#" H

%"中药材购自

湖南中医药大学附属第一医院药剂科"枸橼酸莫沙必

利片$成都康弘药业集团股份有限公司"生产批号

!8#!#"#8

%"置乳钵中研磨"蒸馏水稀释成水溶液*

&

$试剂及仪器$小泡乙酰胆碱转移体$

2-'M*

%

兔抗人抗体"大'小鼠多克隆抗体 $

[

"

#$"

"

G>PL>

'/N`

"

903L:AM

"

XG-

%"

A

"

^0L

羊抗人抗体'大小鼠多

克隆抗体$

,

"

#%

"

G>PL> '/N`

"

903L:AM

"

XG-

%" 四

甲基异硫氰酸罗丹明 $

*V)*'

% #牛抗兔
)HW

抗体

$

G>PL> '/N` 903L:AM

"

XG-

"
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!

RA

"
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%" 异硫

氰酸荧光素$

E)*'

% #驴抗羊
)HW

抗体$北京博奥森生

物技术有限公司%" 兔抗人
'U%&

多克隆抗体$

#

'

8"

"

美国
aS=:\

公司%抗荧光衰减封片剂$北京普利莱基

因技术有限公司%"

X'*

型超薄切片机$德国
I<)'-

公司%"

[,88"

型冷切片机 $德国
,0A/3=

公司%"

IG, 7""

激光扫描共聚焦显微镜$德国
a:0RR

公司%"

图像分析软件$

)=>H: ./3 .1NR

%" #

6"

&冰箱$日本

G-5ZC

公司%" 恒温箱$上海跃进医疗仪器厂%" 光

学显微镜$日本
C1S=.NR

公司%"

V*

"

$"""

酶标分析

仪 $雷杜生命科学股份有限公司% &

X2

"

#78"

紫外可

见分光光度计$岛津仪器有限公司%*

%

$动物分组及模型制备$将
7!

只
+0RL>/

大鼠

按随机数字表法分为
$

组"即对照组'模型组'舒胃汤

低剂量组$舒低组% '舒胃汤中剂量组$舒中组% 和舒

胃汤高剂量组$舒高组%"莫沙比利组$西药组%"每组

#!

只*按照岳利峰(

6

"

;

)采用复合病因造模$慢性束缚

应激加过度疲劳加饮食失节%"制成
EB

肝郁脾虚证大

鼠模型"隔日喂食$隔日禁食"隔日足量给食%"连续

!"

日*造模结束后"给予各组常规喂养
!

日* 从造模

结束后第
&

日起"对照组和模型组每日予以蒸馏水

$

#" =IDJH

%"按照大鼠与人临床用药剂量'体型系数

公式 (

\9 b \-

(
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) 计算

大鼠用药剂量"舒低组'舒中组'舒高组分别给予

"
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" 西药组予莫沙必利

#

!
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"均每日
#

次"持续
#%

日*

8

$小肠透射电镜检测$制模结束后"对大鼠断头

处死"将含有体积分数为
!

!

8_

戊二醛'质量分数为
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的蔗糖和
# ==31DI '>'1

!

的
"

!

# =31DI T9

固

定液$

.[ 7

!

%

%注入腹腔以及两端结扎的
#" A=

长上

段小肠&在
8 =0P

的初次固定后"取出距离幽门

"

!

8 A=

的上段小肠
"

!

8 A=

(

"

!

8 A=

大小一块"放

入上述固定液中室温下固定
! M

* 透射电镜观测

<5G

#

)''

#

G,'

的超微结构*

$

$小肠组织共聚焦显微镜检测$断头处死大鼠

后"在无菌条件下迅速剖腹"取出距幽门
"

!

8 A=

的小

肠组织全层约
"

!

8 A=

(

"

!

8 A=

大小一块"放于

a>=]3P0

液中固定"

%

&冰箱内存放过夜* 在解剖显

微镜下"将黏膜和黏膜下层作为一层剥除"保留完整小

肠肌层* 即#将标本置于含质量分数为
"

!

&_

的
*/0

"

L3PY

"

#""

'
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$

的
"
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"8 =31DI */0R

"
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缓冲液

中"

&7

&孵育
% M

&

"

!

"# =31DI

磷酸盐缓冲液$

T9G

%

漂洗后滴加
8_9G-

"室温孵'封闭
# M

&弃去
9G-

"加

入一抗 $兔抗
2-'M* #

'

#""

" 羊抗
A

"

^0L #

'

#""

%

&7

&避光孵育
# M

&

T9G

冲洗&加入二抗$

E)*'

"驴抗

羊
)HW #

'

!""

"

*V)*'

"牛抗兔
)HW #

'

!""

%"

&7

&避

光孵育
# M

"

T9G

冲洗&

"

!

"# =31DI T9G

漂洗后滴

加
A

"

^0L #;

!

%

&孵育避光
%6 M

&$

$

%

T9G

漂洗后滴加

E)*'

"小鼠抗兔
)HW

抗体"室温下避光孵育
! M

&$

7

%

"

!

"# =31DI T9G

充分漂洗后将标本置于抗荧光衰减

封片剂中封片"用于激光扫描共聚焦显微镜观测胆碱

能神经#

)''

#

G,'

网络结构*

7

$免疫荧光双标记图像采集和数据处理$激光

扫描共聚焦显微镜观测和图像分析"

IG,7""

激光扫

描共聚焦显微镜观测结果并采集图像"以适于
E)*'

$

%;" P=

%和
*:U>R V:\

$

88" P=

%的激发波长来观

测标本"

A

"

^0L

阳性荧光为绿色"

2-'M*

阳性荧光为

红色"采用双通道同步扫描" 扫描分辨率
#"!% \.0

"每

一标本随机选取
&

个高倍野"用图像分析软件进行图

像三维重建和荧光值定量分析(

#"

)

*

6

$统计学方法$采用
GTGG #7

!

"

统计软件进

行统计处理"计量资料采用
U

)

R

表示"符合正态性和

方差齐性的资料"采用完全随机化设计的方差分析'多

重比较"不符合正态性和方差齐性"用秩和检验

^/NRJ>1

"

+>110R [

检验"两组比较用
+01A3U3P

检验

和
,>PP

"

+M0LP:S X

检验*

T c "

!

"8

为差异有统计

学意义*

结$$果

#

$各组大鼠激光共聚焦显微镜观测小肠深部肌

间神经丛
E)*'

和
V9)*'

的荧光强度值及其标记的细

胞数量比较$表
#

%$对照组大鼠小肠
)''

数量正常

且细胞荧光强度正常"胆碱能神经纤维及网络形态结

构正常"胆碱能神经 #

)''

网络结构完整* 模型组大

鼠小肠
)''

数量较对照组明显减少"细胞荧光强度显

著降低"胆碱能神经#

)''

结构明显破坏$

T

*

"

+

"#

%&

舒高'中组及西药组能明显增加
)''

的数量"维持其

胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构的完整性$

T

*

"

!

"#

%*

!

$各组大鼠激光共聚焦显微镜观察胆碱能神经

#

)''

#

G,'

网络结构的变化比较 $图
#

%$对照组

)''

形态饱满"呈梭形"有多个突起"

)''

相互之间通

过突起紧密连接"形成网络样结构*

)''

周围有大量

的神经纤维"它们之间也互相连接形成网络样结构*

)''

长的突起与周围神经纤维伴行"短的突起与周围

相邻的
)''

及
G,'

和神经纤维紧密相连"

)''

网络

与神经纤维网络彼此相互围绕"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构完整* 模型组
)''

形态模糊"数量较

少"荧光强度较对照组减弱"

)''

胞体突起较少"相互

之间联系不紧密"网络样结构被破坏* 神经纤维数量

明显减少"分布分散"相互之间联系不紧密*

)''

与胆

碱能神经分布不均匀"

)''

与周围神经和
G,'

之间的

紧密样连接缺损"胆碱能神经#

)''

#

G,'

网络结构紊

乱* 舒高组
)''

形态较饱满"呈梭形"数量较多"荧光

强度较模型组明显增强"胞体有多个突起"

)''

相互之

间连接较为紧密"

)''

周围有较多神经纤维"数量和荧

光强度均较模型组有明显增高"这些神经纤维相互之

间连接成网络样结构*

)''

相互之间及其与
G<'

和

表
#

#各组大鼠
E)*'

和
V9)*'

的荧光强度值及其标记的细胞数量比较$$

U

)

R

%

组别
P

E)*'

荧光强度 细胞数$个%

V9)*'

荧光强度 细胞数$个%

对照$

#! "
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+
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+
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+
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"
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+
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"
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+
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"
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西药组
#!

"

+

!!8

)
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+

""#

"
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+
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)

&7

+
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"
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"
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""#
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!!"&##!

周围神经纤维联系紧密"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网

络结构较为完整* 舒中组
)''

形态较饱满"呈梭形"

数量较模型组稍多"荧光强度较模型组增强"胞体有突

起"

)''

相互之间连接尚紧密"

)''

周围有较多神经纤

维"数量和荧光强度均较模型组有增高"这些神经纤维

相互之间连接成网络样结构*

)''

相互之间及其与

G,'

和周围神经纤维联系较紧密"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构基本得以维持* 舒低组
)''

形态较

正常"呈梭形"数量与模型组差别不大"荧光强度较模

型组相当"胞体有突起"

)''

相互之间连接不够紧密"

)''

周围有少量神经纤维"这些神经纤维分布分散"相

互之间联系不紧密*

)''

与周围神经和
G,'

之间的

紧密样连接缺损"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构

紊乱* 西药组
)''

形态较饱满"呈梭形"数量较多"荧

光强度较模型组明显增强"胞体有多个突起"

)''

相互

之间连接较为紧密"

)''

周围有较多神经纤维"数量和

荧光强度均较模型组有明显增高"这些神经纤维相互

之间连接成网络样结构*

)''

相互之间及其与
G,'

和周围神经纤维联系紧密"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构较为完整*

&

$各组大鼠透射电镜下观察小肠组织
<5G

#

)''

#

G,'

超微结构形态特征比较$图
!

%$对照组

)''

形态结构清晰完整"呈长梭状"有较多胞体突起"

核体较大"胞质中有大量线粒体"高尔基体和丰富的内

质网*

)''

相互之间连接紧密"与周围
G,'

形成缝

隙连接"临近
)''

有丰富的神经纤维"

)''

与神经纤

维之间联系紧密* 模型组
)''

形态结构较为模糊"呈

长梭状"胞体突起较少"核体小"核膜尚完整"核中异染

色质减少"胞质中线粒体明显肿胀"空泡化"有较多的

脂滴和空泡* 临近的
)''

相互之间连接不紧密"有较

$$ 注#

-

为对照组&

9

为模型组&

'

为舒高组&

B

为舒中组&

<

为舒低组&

E

为西药组&下图同& 图中箭头表示
)''

图
#

#各组大鼠胆碱能神经'

)''

#

G,'

网络结构$$

A

"

^0L

阳性荧光为绿色"

2-'M*

阳性荧光为红色" (

%""

%

$$注#

-9'B

标尺为
!

!

" !=

"

<E

标尺为
8

!

" !=

"图中箭头所示为缝隙连接

图
!

#各组大鼠小肠组织
<5G

#

)''

#

G,'

网络超微结构形态变化$$醋酸铀#硝酸铅双重染色" (

#8 """

%
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%

大空隙"与周围
G,'

连接松散"临近
)''

神经末梢分

布较少"与
)''

之间联系不紧密* 西药组
)''

形态

结构清晰"呈星状"胞体有较多突起"核体较大"有大

量的线粒体"丰富的粗面内质网*

)''

相互之间连

接紧密"与周围
G,'

形成缝隙连接"临近
)''

有丰

富的神经纤维"

)''

与神经纤维之间联系紧密* 舒

高组
)''

形态结构清晰"呈分枝状'长梭状"胞体有

较多突起"核体较大"核周细胞质较少"核膜完整"胞

质中有较多线粒体"大量的高尔基体和丰富的内质

网*

)''

相互之间连接紧密"与周围
G,'

形成缝隙

连接"临近
)''

有丰富的神经纤维"

)''

与神经纤维

之间联系紧密* 舒中组
)''

形态结构清晰"呈分枝

状'长梭状"核膜完整"胞质中有较多线粒体"有少量

线粒体有肿胀"空泡现象"有少量脂滴*

)''

相互之

间连接紧密"与周围
G,'

有紧密连接"临近
)''

有

丰富的神经纤维"

)''

与神经纤维之间联系较紧密*

舒低组
)''

形态结构较为清晰"呈长梭状"胞体突起

较少"核体较舒高组要小"核膜尚完整"胞质中有较

多线粒体"有部分线粒体有肿胀"空泡现象"高尔基

体较少"有少量脂滴*

)''

相互之间连接尚紧密"与

周围
G,'

有紧密连接"临近
)''

有较多的神经纤

维"

)''

与神经纤维之间联系尚紧密*

讨$$论

EB

属中医学+胃脘痛,'+痞满,'+腹胀,等范

畴* 一般认为
EB

以肝脾功能失调为主"郁怒伤肝" 饮

食劳倦伤脾" 肝郁日久"脾土虚弱"木郁乘土" 致胃失和

降" 脾失健运而出现消化不良症状(

##

"

#!

)

* 因此"采用理

气'健脾的药物可调节其功能障碍"脾虚常会伴有不同

程度胃肠动力障碍"

)''

数目'形态异常及与周围神经

纤维不能形成完整
<5G

#

)''

#

G,'

网络"从而胃肠

蠕动功能下降(

#&

#

#7

)

* 肝郁指不良情绪刺激使支配胃肠

道运动的迷走神经受到抑制"胆碱能神经兴奋效应减低

从而抑制胃肠道正常蠕动(

#6

)

* 因此了解
)''

'小肠深

部神经丛胆碱能神经及
G,'

构成的胆碱能神经#

)''

#

G,'

网络的微观形态学基础"则是对消化道动力与

调节的基本功能单位进行研究"有助于改善功能性消化

不良的症状(

#;

#

!#

)

*

本研究应用小肠肌层全厚标本行
2-'M*

'

A

"

^0L

抗体免疫荧光双重标记来显示胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络结构&结合常规电镜观测
<5G

#

)''

#

G,'

超微结构* 结果显示"正常大鼠小肠
)''

网络

呈完整的立体三维网络状结构"荧光反应清晰"

)''

与

突起相互紧密连接"构成网络样结构* 而模型组大鼠

)''

形态有明显改变"

)''

突起数量减少"荧光强度减

弱"胞体的腺上皮萎缩'分枝或间质炎细胞浸润&细胞

间质水肿"间质中有大量胶原纤维增生* 线粒体水肿'

空泡状* 内质网扩张&胞浆水肿"出现较多空泡'脂滴&

)''

突触数量减少"胆碱能神经 #

)''

#

G,'

超微结

构不连续"相互间缝隙连接缺失&

)''

与神经纤维间突

触样连接缺如"间距增加&

)''

相互间及与
G,'

缝隙

连接消失"存在较大间隙&使得
<5G

#

)''

#

G,'

之

间连续的结构受到破坏*

本课题组前期的实验研究通过复合因素$慢性束

缚应激加过度疲劳加饮食失节%"造成
EB

肝郁脾虚证

大鼠模型有典型症状及病理改变"造模方法可

行(

!!

#

!8

)

* 同时舒胃汤组能够使血浆胃动素'

T

物质'

血清干细胞因子的表达上调"降低血清中一氧化氮的

浓度"并且能够改善
)''

的形态'功能"电镜下舒高组

和舒中组
)''

形态功能正常"与周围
G,'

形成紧密

的缝隙连接"且与周围神经纤维联系紧密*

<5G

#

)''

#

G,'

网络连接完整* 而模型组
)''

形态萎缩"

胞质减少"与周围平滑肌细胞连接松散"两者的缝隙连

接被破坏"且与神经纤维相隔较远"联系不紧密*

<5G

#

)''

#

G,'

网络连接被破坏* 因此笔者推测#

舒胃汤通过改善
)''

的形态"修复
)''

与
G,'

之间

的缝隙连接"增强
)''

与神经纤维的突触样连接"从

而改善
<5G

#

)''

#

G,'

网络的超微结构及功能完

整性"促进
)''

形态和功能的恢复以及
)''

再生"提

高胆碱能神经递质的信号传导通路的表达"形成较完

整的胆碱能神经 #

)''

#

G,'

网络维持正常胃肠功

能运动"防治
EB

*
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中国中西医结合学会诊断专业委员会第十次全国学术会议征文通知

为了促进全国中西医结合诊断学的学术发展和成果交流#不断提高临床诊断水平#定于
!"#$

年
7

月下旬在河北省

秦皇岛市召开中国中西医结合学会诊断专业委员会第十次全国学术会议$ 欢迎全国专家%同道积极参会$ 现将会议征文

事项通知如下$

征文内容 $!

#

"中西医结合诊断学现代研究思路与方法学研究&!

!

"中西医结合诊法研究的新成果%新技术%新进

展&!

&

"中医色诊%舌诊%脉诊%经络等诊法对人体健康风险程度的评估研究&!

%

"心脑血管疾病的中西结合诊断研究&!

8

"

中西医病证结合诊断标准研究&!

$

" 中西医结合诊断仪器研制的思路及应用研究!含仪器展示"$

征文要求$!

#

"来稿应为未公开发表的具有一定学术水平和应用价值的论文#全文!

8"""

字以内"及论文摘要!

8""

字以内#包括目的%方法%结果%结论
%

部分"#并写明作者姓名%工作单位%通讯地址%邮政编码%联系电话及电子邮箱&!

!

"

论文一律用
+3/\

文档格式排版#宋体#小
%

号字#

#48

倍行距&!

&

"征文截止时间为
!"#$

年
$

月
!"

日 !以
<

"

=>01

发送

时间为准"&!

%

"论文如有科研项目支撑%基金资助等#请在页脚标注&论文一经采用#将被中国知网收录#介意者请慎投$

联系方式 $!

#

"投稿邮箱'欢迎以电子邮件形式投稿#

<

"

=>01

'

`USFM`\?#$&4A3=

#请在电子邮件主题栏注明(中西

医结合诊断会议征文)字样$ !

!

"联 系 人'河北省石家庄市鹿泉区杏苑路
&

号!邮编
"8"!""

"# 河北中医学院基础医学

院中医诊断学教研室 于文涛#联系电话'

#6$&&"$%78"

$


