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!基础研究!

六君子合旋覆代赭汤对反流性食管炎大鼠食管

'>K>2

间质细胞及干细胞因子
JG

$

L?M

通道的影响

陈健海#

"

!

#乔大伟#

"

!

#李玉芳#

"
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"
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"
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摘要#目的#研究六君子合旋覆代赭汤对反流性食管炎#

N/O2-P /Q1AR>B?M?Q

"

S<

$大鼠食管
'>K>2

间

质细胞#

?.M/NQM?M?>2 G/22Q 1O '>K>2

"

)''

$及干细胞因子#

QM/= G/22 O>GM1N

"

7'T

$

JG

$

L?M

通道的影响% 方法

采用幽门半结扎
U

前胃结扎
U

大黄灌胃法建立
S<

脾虚证大鼠模型"造模成功
&;

只
+?QM>N

大鼠随机分为

模型组&西药组&中药高&中&低剂量组共
;

组"每组
6

只"另设正常组
#"

只% 西药组予以雷贝拉唑
U

莫沙比

利混悬液灌胃'中药高&中&低剂量
&

组分别给予六君子合旋覆代赭汤高&中&低剂量灌胃'连续给药
#:

天"

# =8J

只"

#

次
J

天'正常组以及模型组予以等量生理盐水灌胃% 第
#;

天取大鼠下段食管组织"利用透射电镜

观察
)''

超微结构&

+/QM/N. @21M

法检测
G

$

L?M

及
7'T

蛋白含量以及
S*

$

V'S

法检测
G

$

L?M

和
7'T =S

$

4W

相对表达量% 结果#与模型组比较"各治疗组
)''

细胞形态结构改善"与周围细胞之间缝隙连接较紧

密% 与正常组比较"模型组
G

$

L?M

&

7'T

蛋白含量及
G

$

L?M =S4W

&

7'T =S4W

相对表达水平显著降低#

V X

"

!

"#

$'与模型组比较"各治疗组
G

$

L?M

&

7'T

蛋白含量均升高#

V X "

!

";

"

V X "

!

"#

$"中药低剂量组
G

$

L?M

=S4W

&

7'T =S4W

相对表达水平比较"差异无统计学意义#

V Y"

!

";

$"其余各治疗组均较模型组显著升

高#

V X"

!

"#

$'中药高&中剂量两组间
G

$

L?M

&

7'T

蛋白含量及
G

$

L?M =S4W

&

7'T =S4W

相对表达水平比

较"差异无统计学意义#

V Y"

!

";

$"但中药高剂量组
G

$

L?M

&

7'T

蛋白含量及
G

$

L?M =S4W

&

7'T =S4W

相对

表达水平明显高于低剂量组#

V X"

!

";

"

V X"

!

"#

$% 结论#六君子合旋覆代赭汤通过促进
G

$

L?M

&

7'T =S

$

4W

及其蛋白的表达"能够使受损的
)''

恢复正常%

关键词#反流性食管炎' 六君子合旋覆代赭汤'

'>K>2

间质细胞' 干细胞因子
JG

$

L?M

信号通道

<OO/GM 1O 8?-K-.E? '1=@?./F Z?MR 9->.O- H>?ER/ H/G1GM?1. 1. )'' >.F 7'TJG

$

L?M 7?B.>2 V>MRZ>D ?.

<Q1AR>B-Q 1O S< S>MQ Z?MR V?

$

F/O?G?/.GD 7D.FN1=/

#

'[<4 (?>.

$

R>?

#

"

!

"

\)WI H>

$

Z/?

#

"

!

"

8) ]-

$

O>.B

#

"

!

"

9)WI ]-.

#

"

!

"

()W4^ 8?

$

QR->.B

#

"

!
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'_) ]>

#

"

!

"

`[I4^ (?/

#

"

!

"

`[W4^ 8/?

#

"

!

"

aI4^ ^-?

$

=/?

#

"

!

"

>.F bI V?.B

#

"

!

#

# '2?.?G>2 ,/F?G>2 '122/B/ 1O ]>.BER1- _.?c/NQ?MD

"

(?>.BQ-

$

!!;"""

%&

! (?>.BQ- a/D

8>@1N>M1ND 1O ).M/BN>M/F *N>F?M?1.>2 'R?./Q/ >.F +/QM/N. ,/F?G?./ O1N VN/c/.M?1. >.F *N/>M=/.M 1O 7/.?2/

H?Q/>Q/Q

"

(?>.BQ-

$

!!;"""

%

Wb7*SW'*

$

I@K/GM?c/

$

*1 1@Q/Nc/ MR/ /OO/GM 1O 8?-K-.E?

$

8(`

%

G1=@?./F Z?MR 9->.O- H>?ER/ H/

$

G1GM?1.

$

9HH

%

1. ?.M/NQM?M?>2 G/22Q 1O '>K>2

$

)''

%

>.F QM/= G/22 O>GM1N

$

7'T

%

JG

$

L?M Q?B.>2 A>MRZ>D ?. N/O2-P

/Q1AR>B?M?Q

$

S<

%

N>MQ 3 ,/MR1FQ

$

_Q?.B MR/ 2?B>M?1. 1O R>2O AD21N-Q G1=@?./F Z?MR >.M/N?1N B>QMN?G 2?B>M?1.

>.F NR-@>N@ B>c>B/ M1 /QM>@2?QR MR/ S< V?

$

F/O?G?/.GD QD.FN1=/

$

VH7

%

N>M =1F/23 *R?NMD

$

O?c/ Q-GG/QQO-22D

=1F/2/F +?QM>N N>MQ Z/N/ N>.F1=2D F?c?F/F ?.M1 O?c/ BN1-AQ

"

?3/3

"

MR/ =1F/2 BN1-A

"

MR/ +/QM/N. =/F?G?./

$

+,

%

BN1-A

"

R?BR

"

=/F?-=

"

>.F 21Z F1Q/ MN>F?M?1.>2 'R?./Q/ =/F?G?./

$

*',

%

BN1-AQ

"

N/QA/GM?c/2D

"

6

N>MQ ?. />GR BN1-A3 ). >FF?M?1. > .1N=>2 BN1-A Z>Q Q/M -A

$

. d#"

%

3 S>MQ ?. MR/ +, BN1-A Z/N/ >F=?.?Q

$

M/N/F Z?MR S>@/AN>E12/ >.F ,1P>AN?F/ Q-QA/.Q?1. @D B>QMN1B>c>B/3 S>MQ ?. MR/ MRN// *', BN1-AQ Z/N/
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>F=?.?QM/N/F Z?MR 8(` G1=@?./F Z?MR 9HH >M R?BR

"

=/F?-=

"

>.F 21Z F1Q/Q

"

N/QA/GM?c/2D 3 W22 =/F?G>M?1.

2>QM/F O1N #: Q-GG/QQ?c/ F>DQ

"

# =8 />GR M?=/

"

1.G/ A/N F>D3 <e->2 c12-=/ 1O .1N=>2 Q>2?./ Z>Q >F=?.

$

?QM/N/F M1 N>MQ ?. MR/ .1N=>2 >.F =1F/2 BN1-AQ3 WM F>D #; N>MQ

%

21Z/N Q/B=/.M 1O /Q1AR>B-Q Z/N/ N/

$

=1c/F3 *R/ -2MN>QMN-GM-N/ 1O )'' Z>Q 1@Q/Nc/F @D MN>.Q=?QQ?1. /2/GMN1. =?GN1QG1A/3 *R/ AN1M/?. G1.

$

M/.MQ 1O G

$

L?M >.F 7'T Z/N/ F/M/GM/F @D +/QM/N. @21M3 W.F MR/ N/2>M?c/ /PAN/QQ?1.Q 1O G

$

L?M >.F 7'T =S

$

4W Z/N/ F/M/GM/F @D S*

$

V'S3 S/Q-2MQ

$

'1=A>N/F Z?MR MR/ =1F/2 BN1-A

"

MR/ =1NAR121B?G>2 QMN-GM-N/Q 1O

)'' G/22Q ?. />GR MN/>M=/.M BN1-A Z/N/ ?=AN1c/F

"

>.F MR/ B>A @/MZ//. MR/ G/22Q >.F MR/ Q-NN1-.F?.B

G/22Q Z>Q M?BRM3 '1=A>N/F Z?MR MR/ .1N=>2 BN1-A

"

MR/ G1.M/.MQ 1O G

$

L?M >.F 7'T AN1M/?. >.F MR/ N/2>M?c/

/PAN/QQ?1. 2/c/2Q 1O G

$

L?M =S4W >.F 7'T =S4W ?. MR/ =1F/2 BN1-A Z/N/ Q?B.?O?G>.M2D 21Z/N

$

V X"

%

"#

%

3

'1=A>N/F Z?MR MR/ =1F/2 BN1-A

"

MR/ G1.M/.MQ 1O G

$

L?M >.F 7'T AN1M/?. ?. />GR MN/>M=/.M BN1-A Z/N/ ?.

$

GN/>Q/F

$

V X"

%

";

"

V X"

%

"#

%

3 *R/N/ Z>Q .1 Q?B.?O?G>.M F?OO/N/.G/ ?. MR/ N/2>M?c/ /PAN/QQ?1. 2/c/2Q 1O G

$

L?M

=S4W 1N 7'T =S4W @/MZ//. MR/ 21Z F1Q/ *', BN1-A >.F MR/ =1F/2 BN1-A

$

V Y"

%

";

%

3 W.F MR/D Z/N/

Q?B.?O?G>.M2D R?BR/N ?. MR/ 1MR/N MN/>M=/.M BN1-AQ MR>. ?. MR/ =1F/2 BN1-A

$

V X"

%

"#

%

3 *R/N/ Z>Q .1 Q?B.?O?

$

G>.M F?OO/N/.G/ ?. G1.M/.MQ 1O G

$

L?M >.F 7'T AN1M/?.JN/2>M?c/ /PAN/QQ?1. 2/c/2Q 1O G

$

L?M =S4W >.F 7'T =S

$

4W @/MZ//. MR/ R?BR F1Q/ *', BN1-A >.F MR/ =/F?-= F1Q/ *', BN1-A

$

V Y"

%

";

%"

@-M MR/D Z/N/ Q?B.?O?

$

G>.M2D R?BR/N ?. MR/ R?BR F1Q/ *', BN1-A MR>. ?. MR/ 21Z F1Q/ BN1-A

$

V X "

%

";

"

V X "

%

"#

%

3 '1.G2-Q?1.

8(` G1=@?./F Z?MR 9HH G1-2F N/QM1N/ F>=>B/F )'' M1 .1N=>2 @D AN1=1M?.B MR/ =S4W >.F AN1M/?. /P

$

AN/QQ?1. 2/c/2Q 1O G

$

L?M >.F 7'T3

a<]+ISH7

$

N/O2-P /Q1AR>B?M?Q

&

8?-K-.E? G1=@?./F Z?MR 9->.O- H>?ER/ HG1GM?1.

&

?.M/NQM?M?>2 G/22Q 1O

'>K>2

&

QM/= G/22 O>GM1N JG

$

L?M Q?B.>2 A>MRZ>D

##胃食管反流病$

B>QMN1/Q1AR>B/>2 N/O2-P F?Q

$

/>Q/

"

^<SH

%是消化系统常见疾病"依据内镜下表现

可分为反流性食管炎$

N/O2-P /Q1AR>B?M?Q

"

S<

%'非糜

烂性胃食管反流病及
b>NN/MM

食管三种类型(

^<SH

在全球范围内发病率逐渐上升"治疗仍以质子泵抑制

剂$

AN1M1. A-=A ?.R?@?M1N

"

VV)

%为主的抗酸治疗为

首选"但临床上约有
:"f g;"f

的
^<SH

患者对
VV)

治疗无效"或停药后复发"其中
S<

复发率高达
$"f

"

如何解决
S<

高复发难题是当前研究的重要任

务)

#

"

!

*

(

S<

可归属于中医学的+噎膈,'+胸痛,'+吐

酸,'+嘈杂,'+胃脘痛,等范畴( 中医学认为"本病多

因脾胃素虚"内外之邪乘虚袭入"使+清气,不升"+浊

气,不降所致( 笔者研究发现
S<

患者脾虚证占

;&f

"主张采用健脾和胃'泻火降逆"方用六君子'旋

复代赭汤等加减"均取得较好疗效)

&

*

(

'>K>2

间质细胞$

?.M/NQM?M?>2 G/22Q 1O '>K>2

"

)''

%

广泛存在于胃肠道"是胃肠慢波的起搏者以及胃肠神

经递质的传递者"研究表明多种胃肠动力障碍性疾病

如糖尿病胃轻瘫'肠易激综合征等都伴随着
)''

结

构'功能'数量及分布的改变)

:

*

(

)''

可特异性表达

G

$

L?M

基因"编码
L?M

受体"即酪氨酸激酶受体"作为

)''

特异性标记蛋白"可被干细胞因子 $

QM/= G/22

O>GM1N

"

7'T

%激活(

7'TJG

$

L?M

信号通路在调节并维

持
)''

发育及细胞表型方面起到了重要作用(

7'TJ

G

$

L?M

信号通路减退"可引起
)''

数目'结构功能等改

变"进而导致胃肠功能紊乱发生)

;

*

(

有学者研究发现食管组织也存在
)''

)

%

*

"因此"本

实验旨在通过研究六君子合旋覆代赭汤对
S<

脾虚证

大鼠食管
)''

及
7'TJG

$

L?M

通道的影响"揭示中药作

用新靶点(

材料与方法

#

#动物#

+?QM>N

大鼠
5"

只"雄性"

7VT

级"体

质量$

!""

&

!"

%

B

"由扬州大学提供)生产许可证号#

79'9a

$苏%

!"#!

"

""":

&使用许可证号#

7]9a

$苏%

!"#!

"

""!$

*( 所有大鼠购回后"适应性饲养
6

天"每笼饲养
;

只( 光照节律#

#! R

昼夜交替照明

$

%

#

"" g#5

#

""

%"室温$

!!

&

!

% '"相对湿度保持

;"f g%"f

( 保持动物房的安静"喂常规颗粒饲料和

饮用水( 本次动物实验通过扬州大学医学伦理委员会

审查( 具体过程#采用
7VT

级大鼠"动物饲养管理遵

循中华人民共和国卫生部令第
;;

号-医学实验动物

管理实施细则.'国家科学技术委员会令第 ( 号发布的

-实验动物管理条例.&大鼠处死采用麻醉后颈椎脱

臼法(

!

#药物#六君子汤$出自宋代陈自明的-校注妇

人良方.%合旋覆代赭汤$出自汉!-伤寒论.%( 药物#

党参'茯苓'白术$麸炒%'半夏$制%'陈皮'旋覆花'代
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赭石'生姜'大枣各
#" B

"甘草$蜜炙%

% B

"江阴天江免

煎中药配方颗粒$批号#

#6":#!6

%&生大黄$江阴天江

药业"批号#

#%"$#%%

%&枸橼酸莫沙必利片$江苏豪森

药业股份有限公司"批号#

#6"#"6

"规格
; =BJ

片"

!:

片
J

盒%&雷贝拉唑肠溶胶囊$济川药业集团有限公司"

批号#

#6":"6&

"规格
!" =BJ

粒"

6

粒
J

盒%( 所有药物

根据成人用量"采用
H7W#

!

"

版软件"计算大鼠用量"

所有药物均使用生理盐水配成相应浓度(

&

#主要设备与试剂#透射电子显微镜$日本电

子株式会社"型号#

(<,

$

#:""

%&超薄切片机$瑞典

8ab

公司"型号#

8ab

$

!

%&电泳仪$美国
b?1

$

N>F

公

司"型号#

=?.? AN1M/>.& G/22

%&电转仪$大连竞迈生物

科技有限公司"型号#

V7

$

$

%&酶标仪$美国
*R/N=1

公

司"型号#

,a&

%&水浴锅 $德国
8/?G>

公司"型号#

[)#!#"

%&一体式化学发光成像仪$上海勤翔科学仪器

有限公司"型号#

'R/=?QG1A/ ;&"" VN1

%&低温冷冻

离心机$型号#

;5#"S

%'

S/>2

$

M?=/ V'S

检测仪$型

号#

,>QM/NGDG2/N ./P-Q

%'

V'S

仪 $型号#

,>QM/N

$

GDG2/N 9;"

%均为德国
<AA/.F1NO

公司&动物术后保

温箱$上海玉研科学仪器有限公司"型号#

;#":

%&大鼠

固定板$自制%&

: ==

金属棒$自制%&动物手术器械

一套$上海金钟手术器械厂"批号#

!"#%"#

%&

%

"

"

'

!

"

"

缝合针线$宁波成和显微器械厂"批号#

#6#"#

%&

青霉素钠$石药集团中诺药业"批号#

"#%#6"!5%

%&

G

$

L?M

抗体$美国
7>.M>

公司"批号#

QG&%;;":

%&

7'T

抗体 $美国
7.>M>

公司"批号#

QG#&#!%

%&

b'W

蛋白

定量试剂盒$安徽
b?1QR>NA

公司"批号#

b8;!#W

%&

&"f

丙烯酰胺 $

!$

)

#

% $上海国药集团"批号#

6$

"

"%

"

#

%&

#

!

" =12J8 *N?Q

$

['2

"

A[

为
5

!

5

电泳缓冲液'

#

!

" =12J8 *N?Q

$

['2

"

A[

为
%

!

5

电泳缓冲液'

Vb7

磷

酸盐缓冲液'

;

*蛋白上样缓冲液 $无锡英纽瑞生物医

药科技有限公司"批号#

!"#5

"

"#

"

!"

%&

#"f 7H7

$上海国药集团"批号#

8;6;"

%'丽春红
7

$上海国药

集团"批号#

%!!%

"

6$

"

;

%&

#"f

过硫酸铵 $美国

7?B=>

公司"批号#

66!6

"

;:

"

"

%&

*<,<H

$美国

7?B=>

公司"批号
!::&

"

!;

"

"

%&蛋白预染
,>NL/N

$美国
*R/N=1

公司"批号#

!%%#%

%&

V0HT

膜$美国

,/NGL ,?22?A1N/

公司"批号#

)7<\"""#"

%&

;f b7W

$安徽
b?1QR>NA

公司"批号#

b7":&H

%&吐温$

!"

$美

国
W=N/QG1

公司"批号
,#:6

%&

<'8

发光液$北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司"批号#

V<""!"

%&羊抗

鼠
)B^

$美国
VN1M/?.M/GR

公司"批号#

7W""""#

"

#

%&

^WVH[

$上海碧云天生物技术"批号#

WT##5%

%&

*N

$

?E12

$无锡展望化工试剂有限公司"批号#

"5#&!%;6

%&

氯仿$

'['2

&

% $无锡展望化工试剂有限公司"批号#

"5#"!!"!

%&异丙醇$永华化学科技有限公司"批号#

!"#6#"!!

%&

H<V'

水'

F4*V ,?PM-N/

$

#" ==12J8

%'

SM>Q/

'

,

$

,80

$

S4>Q/ [

$%'

S4>Q?. ).R?@?M1N

$

:"

-.?MQ J"8

%'

S>.F1= VN?=/N

'

7]bS VN/=?P <P *>e

$

!

*%$上海碧云天生物技术"批号#

V'&&"#

%(

:

#动物分组与造模#采用完全随机法将所有大

鼠分为
!

组#正常组
#"

只和模型组
6"

只(

S<

模型参照
,>Q-F> *

等)

6

*以前胃结扎
U

幽门

半结扎法建立"具体为#术前禁食
:5 R

"以
;f

葡萄糖

注射液代替"术前
!: R

禁水"以
#f

戊巴比妥钠

:" =BJLB

腹腔注射麻醉"模型组取上腹正中切口约

! G=

"暴露幽门"在幽门上
# G=

胃大弯侧切开小孔"

置入直径
: ==

内支架"以
%

"

"

丝线结扎幽门环"并

将结扎线缝合固定于浆肌层"抽出内支架后缝合胃壁

切开处( 将前胃排空"以
!

"

"

线结扎前胃( 关腹前用

青霉素$

5

万
)_J

只%腹腔注射预防感染"逐层关腹"将

大鼠置于
&"

'保温箱中过夜"术后禁食
:5 R

"

!: R

后

可喂食
;f

葡萄糖注射液"

:5 R

后恢复正常饮食饮水(

两周后获得
S<

大鼠模型&正常组取上腹正中切口约

! G=

"将胃提出暴露
#; =?.

"重新关腹"关腹前用青

霉素$

5

万
)_J

只%腹腔注射预防感染( 术后第
#;

天"

对所有
S<

大鼠进行脾虚证造模"方法采用目前国内

通用大黄灌胃法)

5

*进行#模型组大鼠灌以
#""f

大黄

水煎液
# =8J

只$含药量
# BJ=8

%"每天
!

次"连续
6

天"最终
^<SH

脾虚大鼠造模成功
&;

只"正常组灌以

等量生理盐水(

;

#再分组及用药#

S<

脾虚证大鼠共
&;

只"采

用完全随机法分为
;

组#模型组'西药组'中药高'中'

低剂量组"每组
6

只&其中西药组予以雷贝拉唑
U

莫沙

比利混悬液灌胃$含药量
"

!

%& =BJ=8

%&中药高'中'

低剂量
&

组分别给予六君子汤合旋复代赭汤高$含药

量
&

!

:;% BJ=8

%'中$含药量
#

!

6!5 BJ=8

%'低剂量

$含药量
"

!

5%: BJ=8

%灌胃$分别相当于临床用药量

的
!

'

#

'

#J!

倍%&连续给药
#:

天"

# =8J

只"

#

次
J

天&模

型组及正常组大鼠给予等量生理盐水灌胃(

%

#观察指标

%

!

#

#透射电镜下观察大鼠食管下段组织
)''

超

微结构# $

#

% 取材#于大鼠食管下段 $距贲门约

"

!

; G=

%取大小约
"

!

; G=

*

"

!

; G=

组织
#

块"

Vb7

漂洗
#

次"置于
<V

管中&$

!

%前固定#将组织置于磷酸

缓冲盐配置的浓度为
!

!

;f

戊二醛中固定
! R

"用

"

!

# =12J8

磷酸漂洗液漂洗
&

次"以
#f

锇酸固定液固

定
!

+

& R

"

"

!

# =12J8

磷酸漂洗液漂洗
&

次&$

&

% 脱
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!

%

!!"'$$!

水#在
:

'下先后经
;"f

'

6"f

'

$"f

的丙酮脱水"每

次
#;

+

!" =?.

"室温下以
#""f

丙酮脱水
&

次"每次

#;

+

!" =?.

&$

:

%包埋#将组织先后置于纯丙酮
U

包埋

液$

!

)

#

%室温
&

+

: R

"纯丙酮
U

包埋液$

#

)

!

%室温 过

夜"纯包埋液
&6

'

!

+

& R

&$

;

%固化#

&6

'烘箱内过

夜"

:;

'烘箱内
#! R

"

%"

'烘箱内
!: R

&$

%

%切片#

8ab

$

#

型超薄切片机切片
;"

+

%" .=

&$

6

%染色#

&f

醋酸铀"枸橼酸铅双染色&$

5

%透射电镜观察"拍片(

实验重复两次(

%

!

!

#

+/QM/N. b21M

法检测食管下段组织
G

$

a?M

及
7'T

蛋白含量#$

#

%组织剪碎用适量预冷的已加

V,7T

的
S)VW

裂解液混匀"充分裂解后
#! """

*

B

离心
#" =?.

"取上清"上清液经
b7W

蛋白试剂盒测定

总蛋白浓度后进行
+/QM/N. @21M

分析( $

!

%取
:" "B

蛋白与
;

*

7H7

上样缓冲液混合"煮沸
; =?.

"

#! """ N J=?.

离心
; =?.

"所得蛋白样品分别置于

#!f

$

7'T

%'

#"f

$

G

$

L?M

%

7H7

聚丙烯酰胺凝胶电

泳"电泳结束后半干电转移法转移至
V0HT

膜( $

&

%

将膜用
*b7*

漂洗
&

次"每次
; =?.

"然后用
;f

的脱

脂奶粉
&6

'缓慢震荡
! R

($

:

%孵育一抗#

*b7*

洗

&

次"每次
; =?.

( 一抗$

G

$

L?M

稀释度
#

)

;""

&

7'T

稀

释度#

#

)

# """

%

:

'孵育过夜( $

;

%二抗孵育#待一

抗孵育结束后"

*b7*

冲洗
&

次"每次
# =?.

( 将

V0HT

膜放入以
#

)

; """

稀释的二抗溶液中"

&6

'缓

慢振荡孵育
# R

(

*b7*

冲洗
&

次"每次
; =?.

( $

%

%

显色#在膜上加入适量的
<'8

发光液"利用一体式化

学发光仪拍摄照片"以
^WVH[

作为内参照"实验重复

&

次( $

6

%半定量分析#凝胶图像扫描分析系统对所得

目的蛋白与内参蛋白的
9

光片分析"用灰度分析软件

对每个条带的灰度值进行测定"获得每条目的蛋白及

内参蛋白的灰度值"目的蛋白的相对表达量
d

目的蛋

白灰度值
J

内参蛋白灰度值(

%

!

&

#

S*

$

V'S

法检测大鼠食管下段组织
G

$

L?M

和
7'T =S4W

表达量#引物由生工合成"

G

$

L?M

上游

引物#

;

%$

^''WW''WW^W'W^W'WW^W^^

$

&

%"下

游 引 物#

;

%$

WWW*'W*''W^^*''W^W^''

$

&

%

$

!! @A

%&

7'T

上游引物#

;

%$

'WW^^W'**'W*^

$

^*^^'W

$

&

%" 下 游 引 物#

;

%$

^'^^'***''*W*

$

*W'*^'*W

$

&

%$

#$ @A

%&

^WVH[

内参上游引物#

;

%$

*^^*W*'^*^^WW^^W'*'W

$

&

%" 下 游 引 物#

;

%$

''W^*W^W^^'W^^^W*^W*

$

&

%$

!" @A

%( 取食

管下段组织$约
#"" =B

%"用
*N?E12

提取总
S4W

"行

常规反转录聚合酶链反应$

S*

$

V'S

%(

V'S

反应条

件#

$;

'预处理
; =?.

&

$;

'变性
!" Q

&

;;

'退火

!" Q

&

6!

'延伸
!" Q

"以上反应循环
:"

次( 反应结

束后核对扩增曲线和熔解曲线"以
^WVH[

为内参"通

过
!

"

!!GM法计算食管下段组织
G

$

L?M

及
7'T =S4W

的相对表达量(

6

#统计学分析#所得数据输入
7V77 #$

!

"

统计

软件包及
<PG/2

软件进行处理"计量资料以
P

&

Q

表

示"统计数据采用单因素方差分析'

87H

检验和

^==/Q

$

[1Z/22

检验"

V X"

!

";

为差异有统计学意义(

结##果

#

#各组大鼠食管下段组织电镜下
)''

超微结构

$图
#

'

!

%#正常组中
)''

细胞结构完整"形态清晰"

呈纺锤形"核体较大"胞质较少"胞质中含有大量线粒

体以及丰富的内质网"有较多胞体突起"与周围细胞之

间连接紧密&模型组中
)''

细胞数目明显减少"且细

##注#

W

为正常组&

b

为模型组&

'

为西药组&

H

为中药高剂量

组&

<

为中药中剂量组&

T

为中药低剂量组&

"

示缝隙结构

图
#

$各组大鼠食管下段组织电镜下
)''

超微结构

$

&f

醋酸铀"枸橼酸铅双染色" *

; """

%

##注#

W

为正常组&

b

为模型组&

'

为西药组&

H

为中药高剂量

组&

<

为中药中剂量组&

T

为中药低剂量组&

"

示缝隙连接

图
!

$各组大鼠食管下段组织电镜下
)''

超微结构

$

&f

醋酸铀"枸橼酸铅双染色" *

!" """

%
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!

%

胞形态结构模糊"核仁较小"胞质内内质网扩张明

显"线粒体空泡化现象严重"胞体未见明显突起"与

周围细胞之间空隙较大"连接不紧密&中药低剂量组

)''

细胞数目少"结构欠清晰"核体较小"胞质内线

粒体嵴溶解"内质网有扩张"胞体突触少"与周围细

胞连接不紧密"中药高'中剂量组
)''

细胞数目较正

常组有减少"细胞结构基本完整"胞质可见内质网以

及线粒体损伤"胞体可见突起"与周围细胞之间缝隙

连接较紧密&西药组镜下表现基本同正常组(

!

#各组大鼠食管下段组织
G

$

L?M

'

7'T

蛋白含量

比较$表
#

"图
&

%#与正常组比较"模型组
G

$

L?M

'

7'T

蛋白含量显著降低$

V X"

!

"#

%&与模型组比较"各治疗

组
G

$

L?M

'

7'T

蛋白含量均升高$

V X"

!

";

"

V X"

!

"#

%&

中药高'中剂量两组间
G

$

L?M

'

7'T

蛋白含量比较差异

无统计学意义 $

V Y "

!

";

%"但中药高剂量组
G

$

L?M

'

7'T

蛋白含量明显高于低剂量组$

V X"

!

"#

%(

表
#

$各组大鼠食管下段组织
G

$

L?M

'

7'T

蛋白$内参%

相对灰度值比较#$

P

&

Q

%

组别
.

##

G

$

L?M

##

7'T

正常
#" "

,

66%

&

"

,

"65 "

,

65&

&

"

,

"%&

模型
6

"

,

!&5

&

"

,

"&;

h

"

,

#5%

&

"

,

":;

h

西药
6

"

,

5!:

&

"

,

###

!!#

"

,

6%!

&

"

,

";5

!!#

中药高剂量
6

"

,

%&!

&

"

,

"5!

!!

"

,

%!"

&

"

,

"&5

!!

中药中剂量
6

"

,

%"#

&

"

,

#!6

!!

"

,

%&!

&

"

,

##:

!!

中药低剂量
6

"

,

:"$

&

"

,

":$

!##

"

,

&!$

&

"

,

#"6

!##

##注#与正常组比较"

$

V X "

!

"#

&与模型组组比较"

!

V X "

!

";

"

!!

V X"

!

"#

&与中药高剂量组比较"

#

V X"

!

";

"

##

V X"

!

"#

##注#

W

为正常组&

b

为模型组&

'

为西药组&

H

为中药高剂量

组&

<

为中药中剂量组&

T

为中药低剂量组

图
&

$各组大鼠食管下段组织
G

$

L?M

'

7'T

蛋白电泳图

&

#各组大鼠食管下段组织
G

$

L?M

'

7'T =S4W

相

对表达量比较$表
!

%#与正常组比较"模型组
G

$

L?M

'

7'T =S4W

相对表达水平显著降低$

V X"

!

"#

%&与

模型组比较"中药低剂量组
G

$

L?M

'

7'T =S4W

相对

表达水平差异无统计学意义$

V Y "

!

";

%"其余各治

疗组均较模型组显著升高$

V X"

!

"#

%&中药高'中剂

量两组间
G

$

L?M

'

7'T =S4W

相对表达水平比较差异

无统计学意义$

V Y"

!

";

%"中药高剂量组
G

$

L?M

'

7'T

=S4W

相对表达水平明显高于低剂量组$

V X"

!

";

"

V X"

!

"#

%(

表
!

$各组大鼠食管下段组织
G

$

L?M

'

7'T =S4W

相对表达量比较#$

P

&

Q

%

组别
. G

$

L?M =S4W 7'T =S4W

正常
#" "

,

6!:

&

"

,

#!5 "

,

$5#

&

"

,

#;!

模型
6

"

,

#:"

&

"

,

"&5

!!

"

,

&;5

&

"

,

"6&

!!

西药
6

"

,

6;:

&

"

,

#&%

$

#

,

""!

&

"

,

#$#

$

中药高剂量
6

"

,

%&6

&

"

,

#&:

$

"

,

5#&

&

"

,

#6%

$

中药中剂量
6

"

,

;#"

&

"

,

"5;

$!

"

,

66&

&

"

,

"%!

$

中药低剂量
6

"

,

!:"

&

"

,

"%!

!!##

"

,

:%5

&

"

,

#;$

!!#

##注#与模型组比较"

$

V X "

!

"#

&与正常组比较"

!

V X "

!

";

"

!!

V X

"

!

"#

&与中药高剂量组比较"

#

V X"

!

";

"

##

V X"

!

"#

讨##论

目前认为下食管括约肌 $

21Z/N /Q1AR>B/>2

QAR?.GM/N

"

8<7

%基础压下降及瞬时食管下括约肌松

弛导致食管抗反流屏障功能减退是反流发生的基

础)

$

"

#!

*

"因此"基于恢复
8<7

功能的抗反流治疗是当

前研究的热点"对临床应用具有重要的指导意义(

8<7

是胃食管交界处一段长
&

+

: G=

左右的环形平

滑肌"主要受肌间神经丛中兴奋性神经介质$乙酰胆

碱和
V

物质为主%和抑制性神经介质$一氧化氮和血

管活性肠肽为主%的相互作用与共同调节( 这种神经

递质由分布于黏膜下层和环肌纵肌之间肠神经系统释

放"调控着食管平滑肌的活动( 有研究显示胃食管结

合部或其周围的迷走神经可能通过某种机制诱发瞬时

下食管括约肌松弛"进而导致
8<7

舒缩功能异常"引

起返流( 由此可见"肠神经系统支配下的
8<7

舒缩功

能障碍是返流发生的根本原因)

#&

*

(

)''

是胃肠道广泛存在的一类特殊类型的细胞"

位于肠神经系统与平滑肌之间"相互之间连接成网(

近年来"一系列的研究发现
)''

在胃肠动力调节方面

扮演着至关重要的角色(

)''

可通过膜电位自发性节

律性的去极化与复极化活动产生慢波电流并沿着缝隙

连接传递到邻近的平滑肌细胞"引起平滑肌细胞上
8

型钙通道开放"兴奋收缩偶联"从而维持着正常的胃肠

蠕动)

#:

"

#;

*

( 另一方面"脑肠轴所释放的各类神经递质

$包括氮能神经递质及胆碱能神经递质%"并不是直接

作用于平滑肌细胞"而是首先与
)''

细胞膜上的各类

神经递质受体结合"通过
)''

的放大作用"传递到平

滑肌细胞"最终兴奋或抑制平滑肌细胞的收缩活

动#%

*

( 动物实验及临床研究均显示
)''

形态结构及

分布密度的异常改变可导致结肠慢传导性便秘'糖尿

病胃轻瘫'肠易激综合征等多种消化道动力障碍性疾

病)

#6

"

#$

*

( 近年来"

^N1./@/N H

等)

%

*分别利用免疫组

化及基因敲除技术证明
)''

不仅存在于食管组织"其

细胞分化异常更是导致
8<7

松弛及
^<SH

形成的重
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要原因)

%

*

( 利用蛋白组学及基因组学的研究发现

7'TJG

$

L?M

信号通道的减退是
)''

增殖'分化及细胞

表型异常的最直接原因)

!"

"

!#

*

(

G

$

L?M

受体是由
)''

内原癌基因
G

$

L?M

编码并表达

的
!

型酪氨酸激酶受体"是
)''

特异性的标志蛋白"

可被
7'T

激活(

7'T

是由胃肠神经细胞及平滑肌细

胞合成并分泌"作为
G

$

L?M

的天然配体"可促进
G

$

L?M

受

体表达(

G

$

L?M

一旦与
7'T

特异性结合"相邻的
G

$

L?M

单体发生同源二聚化"导致酪氨酸残基自身磷酸化"激

活并招募一系列下游信号分子" 如
V8'

$

N

'

7GN

家族

激酶'

V)&aJWa*

'

SW7

$

<Sa

'

(WaJ7*W*

等"进而发

挥调控
)''

增殖'分化'凋亡'维持
)''

细胞表型及功

能的重要作用( 此外"

7'TJG

$

L?M

信号通道一旦被激

活"还可促进缝隙连接蛋白
'1../P?. :&

蛋白表达"

从而改善网状结构"使
)''

与平滑肌细胞之间联系更

加紧密"促进细胞间的电信号的相互传导&另一方面"

7'TJG

$

L?M

信号通道的激活还能磷酸化
)''

细胞膜表

面的多种递质受体如
7V

'

4a

$

#

'

*SV0#

等"导致这些

受体更易激活"从而增加
)''

内在起搏节律"调节平

滑肌细胞的收缩)

!!

"

!&

*

(

G

$

L?M

'

7'T

表达对
)''

的生长发育及细胞表型具

有重要调节作用"由于
)''

以及平滑肌细胞来源于同

一种前体细胞"

G

$

L?M

受体的表达与否决定该前体细胞

的分化方向"当编码
G

$

L?M

或
7'T

的基因位点发生突

变"

7'TJG

$

L?M

信号系统受损后"该前体细胞由于缺少

G

$

L?M

受体的刺激作用"分化发育为平滑肌细胞&另一

方面"应用
G

$

L?M

抗体阻断
G

$

L?M

的作用"可导致
)''

细胞转分化为平滑肌细胞"这些均可导致
)''

的数目

的缺失"从而使得网络结构发生改变"影响慢波的形成

及信号的传导功能"导致胃肠动力障碍)

!"

"

!:

*

(

本研究围绕
7'TJG

$

L?M

信号轴对
)''

增殖分化及

其细胞表型改变的影响"从透射电镜'

+/QM/N. @21M

'

S*

$

V'S &

个层面观察食管下段组织
)''

数目结构的

改变以及
G

$

L?M

'

7'T

蛋白'基因的表达情况"探讨中药

六君子合旋覆代赭汤治疗
S<

脾虚证的潜在作用机

制( 本次研究发现#与正常组比较"模型组大鼠食管组

织
)''

数目显著减少"细胞结构明显破坏"

G

$

L?M

'

7'T

蛋白'

=S4W

表达量明显减少"而中药高中剂量组及

西药治疗组
)''

数目及结构均明显恢复"蛋白及

=S4W

表达水平明显升高"其中西药组治疗效果优于

中药各组( 其可能的机制为某些原因导致大鼠
G

$

L?M

'

7'T =S4W

及蛋白的表达量下降"抑制了
G

$

L?M

单体

的同源二聚化以及酪氨酸残基自身磷酸化"进而下游

信号通路受阻"最终抑制前体细胞分化为
)''

及促使

)''

细胞表型向平滑肌细胞方向转化"导致
)''

细胞

数目的减少&另一方面"由于
7'TJG

$

L?M

信号通道的抑

制"

)''

细胞膜上的递质受体的磷酸化过程被抑制'细

胞间的缝隙连接蛋白
'1../P?. :&

表达下降"从而影

响了起搏信号的形成及传导"引起
8<7

收缩功能障

碍"导致反流形成以及
S<

的发生( 而中药六君子合

旋覆代赭汤可通过上调
7'TJG

$

L?M

信号通道"促进
G

$

L?M

'

7'T=S4W

及蛋白的表达"使得受损的
)''

得到

恢复正常的细胞表型"使
8<7

功能恢复正常"从而达

到治疗
S<

的作用(

本次实验尚存在一些缺陷#$

#

%本次实验未对

7'TJG

$

L?M

上游信号分子进行研究"无法解释引起

G

$

L?M

'

7'T

蛋白及
=S4W

表达减少的原因及确切机

制"近年来有研究发现"

'>

! U

$

<Sa

$

WV

$

#

$

=?S

$

&:G

$

7'T

'

4VQJ4VSQ

等信号通路可能与
7'T

表达下调相

关)

#5

"

!;

*

( $

!

%本研究
)''

胞质内质网肿胀'线粒体空

泡化现象等细胞结构改变严重"但无法用
7'TJG

$

L?M

信号通道下调进行解释"近年来研究发现与细胞自噬

相关基因
b/G2?.#

'

8'&b

可能参与了
)''

细胞结构

的破坏"与
7'TJG

$

L?M

通道下调共同促进了
)''

结构'

表型的改变"成为导致胃肠动力障碍的重要原因)

!%

*

(

下一步我们将基于
'>

! U

$

<Sa

$

WV

$

#

$

=?S

$

&:G

$

7'T

信号通道研究
7'TJG

$

L?M

上游信号分子"阐述引起

7'TJG

$

L?M

信号通道下调的具体机制&另一方面我们将

通过透射电镜'

+/QM/N. @21M

以及
V'S

扩增技术研

究细胞自噬与
)''

结构破坏的关系"从而补充
)''

结

构表型受损的病理机制"为后期研究提供新靶点(

利益冲突#作者承诺无任何个人'商业'学术或财

务方面利益冲突(
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