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!基础研究!

脾虚型功能性消化不良大鼠胃组织
IJK7$;8?K

蛋白

表达及脾虚
#

号方干预研究
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摘要$目的$探讨脾虚型功能性消化不良"

LF

#大鼠胃组织
IJK7$;8?K

蛋白表达及脾虚
#

号方的干预

作用$ 方法$

7"

只
#"

日龄雄性
MF

大鼠随机分为正常组"

#"

只#%

LF

模型组"

#"

只#%脾虚型
LF

模型组

"

9"

只#$ 正常组给予
!N

蔗糖溶液灌胃&

"

!

! >O;B

&连续
:

天'

LF

模型组%脾虚型
LF

模型组给予
"

!

#N

蔗

糖碘乙酰胺溶液灌胃&

"

!

! >O;B

&连续
:

天$ 脾虚型
LF

模型组正常饲料喂养至
:

周龄后叠加改良小平台

法&连续
#P

天$ 造模结束后随机分为脾虚型
LF

模型组&西药组&中药低%中%高剂量组&每组各
#"

只&连同

正常组%

LF

模型组&每天分别给予蒸馏水
# >O;#"" Q

%多潘立酮
"
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%#!9 >Q;#"" Q

%脾虚
#

号方
"
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%
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9# Q;#"" Q

&灌胃
#P

天$ 采用
*<D@</- R32@

和免疫组化方法检测胃窦组织
IJK7$;8?K

蛋白表

达量$ 结果$与正常组比较&脾虚型
LF

模型组大鼠胃窦黏膜
IJK7$;8?K

蛋白光密度值和蛋白灰度值均升

高"

K S"
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K S"
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#'与脾虚型
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模型组比较&中药低剂量组大鼠胃窦黏膜
IJK7$;8?K

蛋白表达量降

低&而中药中剂量组大鼠胃窦组织
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蛋白灰度值降低"
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#$ 结论$脾虚型
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大鼠胃窦
IJK7$;8?K

蛋白表达升高&存在内质网应激现象&脾虚
#

号方能够减少
IJK7$;8?K

蛋白的表达&

减轻内质网应激现象的发生$

关键词$内质网应激' 葡萄糖调节蛋白
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$$脾虚证的现代研究起于
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世纪
7"

年代末的脾

虚证动物模型研究"随后涉及到消化系统'能量代谢'

免疫功能'神经内分泌系统'微循环系统'血液流变学

系统'微量元素含量等方面"虽然取得了很多令人可喜

的成果"但是对于脾虚证本质的研究仍然困扰了广大

中医工作者( 笔者先前从内质网功能探讨内质网与中

医)脾主运化'统血*理论科学内涵"认为内质网与中

医脾的藏象功能联系最大"提出了内质网应激是脾虚

的本质+

#

,

"本实验以脾虚型功能性消化不良$

U.-E

#

@?2-,3 B0DT<TD?,

"
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%大鼠模型为研究对象"对内质

网应激$

<-B2T3,D>?E /<@?E.3.> D@/<DD

"

=JM

%中的

分子调节蛋白葡萄糖调节蛋白
7$

$
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#

@<B T/2@<?- 7$`F

"

IJK7$

%和健脾中药脾虚
#

号方

对
IJK7$

的干预进行了研究(

材料与方法

#

$动物$

MKL

级
MT,/Q.<

#

F,V3<0

雄性乳鼠

7"

只"

7

日龄"带母鼠"每只母鼠带
#"

只幼鼠"为其提

供母乳( 购进动物先进行
%

天适应性饲养(

P" *

日

光灯照射$

$

#

""

-

!"

#

""

%"室内温度控制在
!!

!

" b

!P

!

"

%"保持安静( 常规鼠类饲料喂养母鼠"自由饮

水( 实验动物均由斯贝福$北京%实验科技有限公司

提供( 许可证号#

M][a

$京%

!"#%

"

""#!

"合格证号#

##P"#9""""P$!6

( 本实验遵守国家有关实验动物保

护与使用准则(

!

$试剂及仪器$兔抗
IJK7$;8?K

多克隆抗体"

型号#

,R!#:$9

"艾博抗$上海%贸易有限公司&

\JK

标

记的山羊抗兔
(QI

"型号#

ME

"

!""P

"圣克鲁斯生物技术

公司&超纯
J5Z

提取试剂盒"型号#

&,@ c &*"9$#

"
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&

\?L?

#
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"

&*R?24&24O@B

&

Y3@/,M]8J +?A

#

@./<

$

*?@W JG[

%"型号#
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尔仪器制造有限公司&分光光度计"型号#
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+YO)(

#

MaZ5 +a%

"赛默飞世尔科技公司&电泳仪"型号#

1=

#

#$"

"上海天能科技有限公司&转膜仪"型号#

1=

#

#$:
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上海天能科技有限公司&凝胶成像仪"型号#
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#
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图形处理

软件(
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$药物$碘乙酰胺#西奥格玛公司"批号#

#""#P%79$7

&蔗糖#拜尔迪公司"批号#

"99!&""%

&多

潘 立 酮 片# 西 安 杨 森 制 药 有 限 公 司" 批 号#

#P##!P!:%

&脾虚
#

号方$香砂六君子汤加减%#由中

国中医科学院西苑医院药剂科制作(

P

$动物分组$取
MKL

级雄性
MF

乳鼠
7"

只"根

据体重随机分成正常组$

#"

只%'

LF

模型组$单模型

组"

#"

只%'脾虚型
LF

模型组$双模型组"

9"

只%( 造

模结束后"将脾虚型
LF

大鼠又随机分为双模型组$

#"

只%'多潘立酮组$

#"

只%'脾虚
#

号方低剂量组$

#"

只%'脾虚
#

号方中剂量组$

#"

只%'脾虚
#

号方高剂

量组$

#"

只%(

9

$动物造模$参照参考文献+

!

,方法"出生
#"

日
LF

模型组和脾虚型
LF

模型组乳鼠"每天给予

"

!

#N

蔗糖碘乙酰胺溶液灌胃"

"

!

! >O;

只"连续灌胃
:

天&大鼠
%

周龄时"剔除母鼠"分笼"每笼
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只"正常鼠
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饲料喂养( 出生
P%

天脾虚型
LF

模型组大鼠叠加改

良小平台法(

改良小平台法+

%

,

#向小平台站立箱水槽中注水"水

温控制在$

!!

&

!

%%"注水量以水面达到小平台台面下

!

!

" E>

为宜( 大鼠在小平台上可以自由活动"一旦进

入睡眠状态就会因为肌肉舒张'松弛而落入水中"不能

休息"以此造成大鼠劳倦( 每天
#7

#

""

"

7

#

""

进行小

平台站立"持续
#P W

"连续
#P

天(

:

$给药方法$脾虚
#

号方高'中'低剂量组按照

大鼠用药剂量
_ Q;:" `Q

'

:

!

!9

公式计算"

:" `Q

成

人使用脾虚
#

号方的原生药量为
#!9 Q

"对应大鼠生

药用量为#

#!9 Q; :"aQ

'

:

!

!9 _ #

!

% Q; #"" Q

"按照

# Q

颗粒剂含有
9

!

# Q

生药计算"每只大鼠灌胃给药

量为
"

!

!99 Q;#"" Q

"按照每只大鼠
#"" Q

灌胃
# >O

溶液计算"中剂量每天每只大鼠灌胃
"

!

!99 Q;#"" Q

'

低剂量为
"

!

#!79 Q;#"" Q

'高剂量为
"

!

9# Q;#"" Q

"

每天
#

次&按照多潘立酮成人每次
#" >Q

"每天
%

次"

:" `Q

成人使用量是
%" >Q;:" `Q

"

MF

大鼠使用量

为#

%" >Q;:" `Q

'

:

!

!9 _ "

!

%#!9 >Q;#"" Q

&正常

组'单模型组'双模型组灌服蒸馏水量为
# >O;#"" Q

"

每天上午灌胃给药
#

次"药物干预自小平台站立结束

后"即出生第
9:

天开始"连续用药
#P

天(

7

$取材$每组取
:

只大鼠"在末次给药禁食不禁

水
#! W

"麻醉前
# W

称重"

7N

水合氯醛$

"

!

9 >O;#"" Q

%

麻醉开腹"剪取胃窦组织约
#

!

" E>

'

#

!

" E>

大小"

P

%

生理盐水冲洗"滤纸吸干"放入液氮中"然后转移到

"

$"

%冰箱中保存待测( 另剪取胃窦组织约
#

!

" E>

'

#

!

" E>

"以
P

%生理盐水冲洗"滤纸吸干后"置入
PN

多

聚甲醛固定液中"脱水"石蜡包埋"切片"备用(

$

$检测指标及方法

$

!

#

$

*<D@</- R32@

检测
IJK7$;8?K

蛋白表达

将胃窦样本低温研磨"加入
J(KZ

裂解液" 碧云天

8&Z

工作液于紫外分光光度仪上测定蛋白浓度( 样

品上样"十二烷基硫酸钠 "聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

MFM

#

KZI=

%"半干电转膜仪转膜( 封闭后按照一

抗#封闭液
_#

(

#" """

比例配置一抗孵育液"

P

%过

夜( 洗膜
%

次"加入
\JK

标记的山羊抗兔抗体"振

荡( 将
K1FL

膜于室温下振荡温育(

=&O

显色"

[

线

胶片曝光"经显影'定影'扫描后观察结果( 应用

d.,-@?@0 2-<

软件对扫描图像的目的条带进行吸光

度分析"各目的条带与
IZKF\

的吸光度比值为目的

蛋白的相对表达量(

$

!

!

$免疫组化法$免疫酶细胞化学技术%测定大

鼠胃窦组织中
IJK7$;8?K

表达量$取胃窦组织石蜡切

片常规脱蜡水化"

K8M

$

T\ 7

!

P

% 冲洗
% >?-

'

%

次&滴

加
9" !O

过氧化酶阻断溶液"室温孵育
#" >?-

&

K8M

冲洗
% >?-

'

%

次&滴加
9" !O

一抗"

P

%过夜"

K8M

冲

洗
% >?-

'

%

次&滴加
9" !O

生物素标记的二抗"室温孵

育
#" >?-

"

K8M

冲洗
% >?-

'

%

次&滴加
9 !O

链霉素抗

生物素"过氧化物酶溶液"室温孵育
#" >?-

"

K8M

冲洗

% >?-

'

%

次&

FZ8

显色"苏木素复染"梯度酒精脱水"

二甲苯透明"中性树胶封片(

(>,Q<

#

T/2 K3.D :

图形

处理软件分析"高倍显微镜 $

P"

'

#"

%下观察结胃窦组

织横断面固有层单位面积上
IJK7$;8?K

的表达量"每

张切片随机观察
9

个视野"分别统计"然后求取每组大

鼠
IJK7$;8?K

表达量的平均光密度值(

6

$统计学方法$应用
MKMM !"

!

"

统计软件"数

据以
A

&

D

表示"数据分析时先进行正态性检验"然后

进行单因素方差分析( 若满足方差齐性"用
OMF

法和

F.--<@@

进行分析&若方差不齐"则用
),>W,-<

)

D )!

进行分析( 不符合正态分布"用非参数检验(

K S

"

!

"9

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$胃窦黏膜
IJK7$;8?K

蛋白免疫组化检测结

果$表
#

"图
#

%$各组胃窦黏膜层细胞胞浆可见棕黄

色颗粒"与正常组比较"双模型组大鼠胃窦黏膜

IJK7$;8?K

蛋白平均光密度值明显增加$

K S"

!

"#

%&

给予药物干预后"与双模型组比较"各组胃黏膜

IJK7$;8?K

蛋白平均光密度值均有所降低"其中单模

型组'多潘立酮组和脾虚
#

号方低剂量组显著降低"差

异有统计学意义$

K S"

!

"9

%&与多潘立酮组比较"脾虚

#

号方低剂量组和单模型组胃黏膜
IJK7$;8?K

蛋白

平均光密度值降低"而脾虚
#

号方中'高剂量组则升

高"但差异均无统计学意义$

K e"

!

"9

%(

!

$胃窦组织
IJK7$;8?K

蛋白
*<D@</- R32@

检

测结果$图
!

"表
!

%$与正常组比较"双模型组大鼠胃

窦组织
IJK7$;8?K

蛋白表达量升高$

K S"

!

"9

%&给予

表
#

#各组大鼠胃窦组织
IJK7$;8?K

蛋白

平均光密度值比较$$

A

&

D

%

组别
- IJK7$;8?K

蛋白平均光密度值

正常
: "

*

""$ 9

&

"

*

""$ "

双模型
:

"

*

"%9 7

&

"

*

"!! 6

f

多潘立酮
:

"

*

"#7 6

&

"

*

""9 %

!

脾虚
#

号方低剂量
:

"

*

"#9 $

&

"

*

""9 !

!

脾虚
#

号方中剂量
: "

*

"!# 7

&

"

*

"!! #

脾虚
#

号方高剂量
: "

*

"!! $

&

"

*

""$ "

单模型
:

"

*

"#7 :

&

"

*

"": P

!

$$注#与正常组比较"

f

K S"

!

"#

&与双模型组比较"

!

K S"

!

"9
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#
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图
#

#各组大鼠胃窦黏膜
IJK7$;8?K

蛋白表达$$ '

P""

%

$$注#

Z

为脾虚
#

号方中剂量组&

8

为脾虚
#

号方低剂量组&

&

为正常组&

F

为双模型组&

=

为脾虚
#

号方高剂量组&

L

为多

潘立酮组&

I

为单模型组

图
!

#各组大鼠胃窦组织
IJK7$;8?K

蛋白电泳图

表
!

#各组大鼠胃窦组织
IJK7$;8?K

蛋白

灰度值比较$$

A

&

D

%

组别
- IJK7$;8?K

蛋白灰度值

正常
: "

*

!#: 7

&

"

*

"#" %%

双模型
:

"

*

:#" "

&

"

*

"#9 P6

f

多潘立酮
:

"

*

!"" "

&

"

*

"#9 P6

!

脾虚
#

号方低剂量
: "

*

%!" "

&

"

*

"#9 P6

脾虚
#

号方中剂量
:

"

*

"$" "

&

"

*

"#7 $6

!

脾虚
#

号方高剂量
:

"

*

%$% %

&

"

*

"!# :"

"

单模型
: "

*

!P$ %

&

"

*

":" #P

$$注#与正常组比较"

f

K S "

!

"9

&与双模型组比较"

!

K S "

!

"#

&与多

潘立酮组比较"

"

K S"

!

"9

药物干预后"与双模型组比较"各组大鼠胃窦组织

IJK7$;8?K

蛋白表达量均降低"其中多潘立酮组'脾

虚
#

号方中剂量组显著降低"差异均有统计学意义

$

K S"

!

"#

%&与多潘立酮组比较"脾虚
#

号方低'高剂

量剂量组升高"其中脾虚
#

号方高剂量组差异有统计

学意义$

K S"

!

"9

%"而脾虚
#

号方中剂量组则降低"但

差异无统计学意义$

K e"

!

"9

%(

讨$$论

内质网是分泌性蛋白及膜蛋白合成和折叠的场

所( 蛋白质经过正确折叠和翻译后修饰才能运输到高

尔基体进行加工并转运到细胞外( 多种应激因素如紫

外线照射'营养物质缺如$氨基酸'葡萄糖或胆固醇缺

如%'缺氧'氧化应激'高浓度同型半胱氨酸'病毒'毒

性物质$如重金属%等"以及内质网
&,

! g强烈释放剂'

内质网
&,

! g三磷酸腺苷酶抑制剂'

&,

! g载体'蛋白质

糖基化均可造成未折叠或错误折叠蛋白在内质网内蓄

积以及
&,

! g 平衡紊乱"引发
=JM

+

P

,

(

=JM

可分为

%

种类型#$

#

%未折叠或错误折叠蛋白质在内质网蓄积

引发的未折叠蛋白质反应 $

.-U23B<B T/2@<?- /<

#

DT2-D<

"

YKJ

%&$

!

%正确折叠的蛋白质在内质网过度

蓄积激活细胞核因子
"8

$

5L

#

"8

%引发的内质网过度

负荷反应$

=J

#

2X</32,B /<DT2-D<

"

=GJ

%&$

%

%胆固

醇缺乏引发的固醇调节元件结合蛋白质$

D@</23 /<Q.

#

3,@2/0 <3<><-@ R?-B?-Q T/2@<?-

"

MJ=8K

%通路调节

的反应+

9

,

( 其中
YKJ

可由
%

条独立的信号通路所诱

导"包括活化转录因子
:

$

,E@?X,@?-Q @/,-DE/?T@?2-

U,E@2/ :

"

Z)L:

%'肌醇需酶 $

?-2D?@23

#

/<h.?/?-Q <-

#

^0>< #

"

(J=#

%和蛋白激酶
J

样内质网激酶$

T/2@<?-

`?-,D< J

#

3?`< =J `?-,D<

"

K=Ja

%

+

:

,

( 这一系列信

号网络转导途径"能提高蛋白质正确折叠能力'抑制蛋

白质的产生和积聚'加速非功能性和隐含毒性蛋白降

解"引发
=JM

相关基因的转录和加强内质网的自我修

复能力(

=JM

过强或持续时间过久"这些反应不足以

恢复内质网稳态"则最终引起细胞凋亡+

7

,

(

IJK7$

又称免疫球蛋白重链结合蛋白$

?>>.

#

-2Q32R.3?- W<,X0 EW,?- R?-B?-Q T/2@<?-

"

8?T

%"是位

于内质网上重要的分子伴侣"属热休克蛋白
7"

家族的

一员"

IJK7$

分子及其
F5Z

分子序列结构在许多生

物物种中高度保守+

$

,

( 它在蛋白质的折叠和转运过

程及
=JM

反应中大量表达以维持内质网的稳定从而

保护细胞发挥重要作用( 在正常生理状态下"内质网

腔区域的
%

个跨膜受体蛋白
K=Ja

'

(J=#

和
Z)L:

与

IJK7$;8?K

处于结合状态"形成稳定复合物"使它们
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#

处于未激活状态( 当细胞内质网中蛋白质折叠紊乱'

积累大量未折叠或错误折叠蛋白质"发生
=JM

时"

IJK7$;8?K

作为内质网稳态感受器"与
%

种
YKJ

效

应器
K=Ja

'

(J=#

和
Z)L:

解离"转而结合新生的未

折叠蛋白( 游离的
(J=

#

#

'

K=Ja

分别通过各自细胞

质内结构域的二聚化和自身磷酸化而被激活&解离后

的
Z)L:

则转入高尔基体被蛋白酶水解成活性转录因

子"继而诱导
=JM

下游信息的传递与相关基因的表

达+

6

"

#"

,

(

IJK7$;8?K

目前被认为是
=JM

和
YKJ

的

标志性蛋白+

##

,

(

IJK7$;8?K

目前研究主要是针对器质性疾病"例

如前列腺癌'乳腺癌'肺癌'黑色素瘤和结肠癌细胞等

疾病中都是高表达+

#!

#

#P

,以及糖尿病+

#9

,

'肝损伤+

#:

,等

疾病"而对于功能性疾病尚未涉及( 中医脾是一个多

系统的综合功能单位"涉及现代医学的消化吸收'水盐

代谢'能量转化'血液'免疫及神经内分泌等多系统的

综合功能单位( 从
!"

世纪
7"

年代末开始"广大中医

研究工作者进行大量的实验和临床研究"已发现至少

$"

多种与脾虚证的相关指标"但有特异性且阳性率高

的不多( 脾虚证不会仅存在某一项指标的异常"起初

表现为功能性疾病"但是随着脾虚证程度的加重"逐渐

转变成器质性疾病( 如何通过指标的量化来更准确地

反映脾虚证的不同程度"真正反映脾虚证的本质值得

我们去思考(

IJK7$;8?K

蛋白作为一种保护性蛋白"其表达量

增加能够减少内质网内未折叠或错误折叠蛋白的不断

堆积"改善细胞环境"避免
=JM

进一步加重"最终导致

细胞凋亡的发生&其表达量减少"提示
=JM

现象降低(

为了进一步探讨中医脾虚证本质与
=JM

的关系"本研

究在既往
LF

模型的基础上叠加了小平台站立"制作

成脾虚型
LF

模型+

#7

,

( 研究结果显示
LF

模型组$单

模型组%"

*<D@</- R32@

和免疫组化法均出现
IJK7$;

8?K

蛋白表达较正常组增加"叠加小平台后脾虚证
LF

模型组$双模型组%

IJK7$;8?K

蛋白出现了更高水平

的增加"并且与正常组比较均差异有统计学意义"提示

功能性疾病也出现了
=MJ

现象"并且中医脾虚证会进

一步加重
=MJ

(

IJK7$;8?K

蛋白在
YKJ

应激状态

下大量表达以起到维持内质网的稳定和保护细胞的作

用( 在单模型组和双模型组均出现
IJK7$;8?K

蛋白

表达"是自身的一种调节机制( 在这个过程中"功能性

疾病由于应激因素导致了
=JM

发生"但是
IJK7$

蛋

白能够起到阻止
=JM

进一步向器质性疾病发展的关

键作用( 提示脾虚证存在不同轻重程度的区别"起初

表现为功能性疾病"在功能性疾病阶段能够自身修复"

也就是减少发生
YKJ

"但是随着脾虚证程度的加重"

细胞环境进一步受到应激作用刺激"

=JM

持续或进一

步加重"则启动细胞凋亡程序"逐渐转变成器质性疾

病( 脾虚
#

号方是西苑医院唐旭东教授在香砂六君子

汤的基础上加川芎'延胡索'神曲'枳壳等药物组成"临

床上治疗脾虚气滞证
LF

治疗有很好的疗效+

#$

"

#6

,

(

给予药物干预后"结果显示各组
IJK7$;8?K

蛋白表

达量均较双模型组有不同程度的下降"其中在胃黏膜

IJK7$;8?K

蛋白定位表达检测方面"与双模型组比

较"多潘立酮组'脾虚
#

号方低剂量组差异有统计学意

义&在
*<D@</- R32@

检测方面"多潘立酮组'脾虚
#

号

方中剂量组差异有统计意义( 此外"多潘立酮组也存

在
IJK7$;8?K

蛋白表达量有所降低的现象"但是脾

虚
#

号方中剂量组降低地程度更大"尽管两者之间差

异无统计学意义"这提示中药健脾方能够改善细胞

=JM

程度"进而引起保护蛋白
IJK7$;8?K

的减少(

既往也有研究发现滋补脾阴方药能够增加脾阴虚痴呆

大鼠模型脑组织
IJK7$;8?K

蛋白表达量"增强内质

网应激介导的未折叠蛋白反应的存活途径'抑制凋亡

途径"改善大鼠的学习记忆能力+

!"

,

( 益气除痰方能够

使肺癌移植瘤小鼠内质网应激蛋白
IJK7$;8?K

表达

下降"进而诱导肺癌细胞发生凋亡发挥抗癌作用+

!#

,

(

脾虚证本质研究是中医脾胃学说理论体系中的一

个热点( 既往研究取得了不少令人瞩目成果"但也存

在一些问题"尚未对脾虚证本质达成一致认识( 本次

研究从
=JM

角度探讨中医脾虚证本质"以
=JM

保护

蛋白
IJK7$;8?K

为研究对象" 观察
LF

大鼠模型'脾

虚型
LF

大鼠模型
IJK7$;8?K

蛋白的表达及脾虚

#

号方的干预情况"发现中医脾虚证能够加重
=JM

现

象"但是在功能性疾病阶段"机体能够通过升高

IJK7$;8?K

蛋白表达量"减少未折叠或错误折叠蛋白

在内质网内蓄积"以避免
=JM

进一步加重"引起细胞

凋亡"导致器质性疾病的发生( 健脾中药能够直接减

少
=JM

发生"进而引起
IJK7$;8?K

蛋白表达量降

低"恢复细胞环境( 这一研究结果丰富了脾胃学说的

现代认识"为后续临床与基础研究提供了新方向(
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