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大剂量生白术配伍枳实对慢传输型便秘大鼠

结肠
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表达的影响

贡钰霞#

"王"浩#
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"谷云飞&

"马"健9

摘要"目的"研究大剂量生白术"

8" /

#配伍枳实"

&" /

#对慢传输型便秘"
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表达的影响& 方法"采用大黄酸灌胃法建立
L*'

大鼠模型& 将造

模成功大鼠
!8

只随机分为模型对照组%普芦卡必利组和枳术组$每组
$

只$另设
#"

只为健康对照组& 健康

对照组%模型对照组予自然喂养$普芦卡必利组予
"

!

"#% =/D#"" /

"

# =MD#"" /

#普芦卡必利悬液灌胃$枳

术组予
"

!

$ =MD#"" /

枳术煎剂灌胃$连续给药
9

周& 炭末推进率检测大鼠肠道传输功能$

G:>4
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及免疫组化检测大鼠结肠组织中
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及蛋白的表达& 结果"与健康对照组比较$模型

对照组大鼠活性炭推进率降低"
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及蛋白表达均降低"
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#'与模型

对照组比较$普芦卡必利组和枳术组大鼠活性炭推进率增强"
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!

"7

#$

7

#

F*

&

G

%

7

#

F*

9

G =G6-

及蛋白表

达均升高"
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#'普芦卡必利组和枳术组比较$差异无统计学意义"
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#& 结论"大剂量生白术配

伍枳实可以上调
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及蛋白的表达$促进肠道动力&
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指由于结肠动力障碍"使肠内容物滞留在结肠及结肠

运输缓慢所致的便秘"但具有正常的直肠肛管功

能(

#

)

"临床主要表现为排便次数减少'无便意或不自

主排便"多数伴有腹胀'纳呆等症状*

7

#羟色胺

$

7

#

RUSI3XU1IUK1>=?J:

"

7
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F*

%是参与调节胃肠道分

泌和运动功能的重要神经递质和旁分泌信号分子* 其

中
7

#
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&

受体$
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#

F*
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%'
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#

F*

9

受体$

7

#
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%与胃

肠道动力存在紧密联系"其分泌'转运异常都能引起胃

肠道疾病*

白术'枳实配伍可治疗胃肠动力障碍性疾病"现代

研究发现其具有促进肠道平滑肌运动的作用(

!

"

&

)

* 本课

题组应用大剂量生白术$

8" /

%配伍枳实$

&" /

%治疗

L*'

患者疗效显著(

9

)

"此比例和剂量由本课题组率先

提出"已获得国家专利$专利号#

_M!"#7#""$""&;

!

%

%"

但是具体治疗机理尚不明确* 因此"本课题通过研究大

剂量生白术配伍枳实对
L*'

大鼠结肠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

表达的影响"探索其改善结肠动力的作用机制*

材料与方法

#

"动物"

9"

只
LNW

级
LB

大鼠"雌雄各半"周

龄
8

$

%

周"体重$

!""

%

!"

%

/

"饲养于南京农业大学实

验动物中心"按+实验动物管理条例,要求饲养* 实验

动物合格证号#

!""%""#;9&&8%

"实验动物使用许可

证号#

LZba

$苏%

!"#!

&

""98

"所有实验操作均遵循

实验动物伦理委员会指导规定进行*

!

"药物"大黄酸混悬液#大黄酸
! /

"由南京泽

郎医药科技有限公司提供"用
"

!

$c

生理盐水
#"" =M

配制成
!c

的混悬液* 琥珀酸普芦卡必利片混悬液#

琥珀酸普芦卡必利片$

! =/D

片"由西安杨森制药有限

公司生产"批号#

B'M8B""

%"临用时以蒸馏水配制成

#

!

% =/D#"" =M

的混悬液* 生白术'枳实饮片"由江

苏省中医院中药房提供"经鉴定"各项指标均符合规

定* 以上二味"加水煎煮
!

次"第一次加
#"

倍量水"

第二次加
%

倍量水"每次煎煮
# R

"合并煎液"静置"滤

过"滤液浓缩至
#"" =M

"分装"灭菌"置于
9

'冰箱中

备用*

&

"造模方法"参照张波大黄酸建立 -泻剂结

肠.

(

7

) 的方法复制
L*'

大鼠模型* 以大黄酸液

$

!" =/D=M

%灌胃* 第
#

循环以
#

!

! =MD#"" /

大黄

酸液隔日灌胃
#

次"直至
%"c

的大鼠稀便消失&第
!

循环灌
7

天停
!

天"每次用量及用法同前"直至
%"c

的大鼠稀便消失&第
&

循环灌
7

天停
!

天"加大剂量至

每次
#

!

; =MD#"" /

灌胃"直至
%"c

大鼠稀便消失*

第
&

循环结束
#

周后停止大黄酸灌胃"以普通干饲料

喂养
#

周后待处理*

9

"分组及给药"

&"

只大鼠用于造模"共有
!8

只

大鼠造模成功"予以编号"按随机数字表法随机分为模

型对照组'普芦卡必利组和枳术组"每组
$

只* 另设健

康对照组大鼠
#"

只* 健康对照组和模型对照组予正

常饮食饮水* 普芦卡必利组予
"
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"#% =/D#"" /

$
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%普芦卡必利悬液灌胃"连续给药
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枳术组予
"
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枳术煎剂灌胃"连续给药

9

周*各组给药量均参照人与动物之间体表面积比例

$剂量换算用表%折算"相当于
8" `/

体重成人的正常

用量(

;

)

*

7

"检测指标及方法
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"肠道传输功能测定"用药治疗结束后禁食

!9 R

"不禁水"灌服
#"c

活性炭悬液
! =MD

只"

9" =?J

后脱臼处死大鼠"迅速打开腹腔"摘除从幽门

到直肠末端的所有肠管"置于盘中"并轻轻将肠管拉

直"在松弛状态下测量肠管全长和幽门至炭末前沿

的距离"计算活性炭推进长度占肠管全长的百分

比(

8

)

* 活性炭悬液推进百分率$

c

%

d

(活性炭悬液

前端与幽门的距离$

A=

%

D

幽门至直肠末端的总长度
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%)

X#""c

*



!!!%##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./.01 !"#$

"

2345 &$

"

63

!

%

7

!

!

"实验标本采集"末次给药后禁食
!9 R

"脱

臼处死大鼠"迅速打开腹腔"采集近端结肠组织$距盲

肠约
! A=

%两块"每块组织长约
# A=

* 一块组织置

于
#"c

福尔马林溶液中固定"待免疫组织化学法检

测* 另一块组织迅速投入 &

#%"

'液氮罐中"

7 R

后

转移到 &

8"

'冰箱冻存"待
G:>4

#

1?=: N'G

检测时

取出*

7

!

&

"免疫组化检测结肠组织中
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*
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G

表达"取各组大鼠近端结肠组织"立即用生理盐水冲

洗"放置于
9c

多聚甲醛液中灌注固定"取材并置于

!"c

蔗糖溶液$

9

'%中过夜* 蜡块制作"切片"贴片*

切片脱水"灭活内源性过氧化物酶"采用枸橼酸修复"

滴加一抗"

9

'过夜"次日滴加二抗"

&8

'温育

&" =?J

&滴加
B-^

显色液"显微镜下控制显色程度"

终止显色"苏木素衬染胞核"脱水"透明"封片"

&8

'干

燥
9% R

"显微镜观察并照相* 采用计算机图像分析系

统进行半定量分析"测定光密度值"测定阳性区域面积

及阳性比率"计算阳性指数$光密度值 (阳性比率 (

#""c

%"并计算平均值*
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法检测结肠组织中
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水平"取冻存于 &
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'冰箱中的

组织"研磨粉碎"匀浆'离心等"提取总
G6-

* 取
! !M

G6-

样本"逆转录制备
AB6-

* 引物设计与合成"

7
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&

G

'

7

#

F*

9

G

基因引物由南京金丝瑞科技有限公

司合成"

7

#

F*
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的扩增片段长
8$ VK

"上游引物#
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"下游引物#
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#
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"
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"反应体

系为
!" !M N'G

"将反应管置于荧光定量
N'G

循环

仪中进行扩增* 反应结束后"自动计算定量结果* 用

相对双
B:41> '1

法 $

'3=K>I>1?]: B:41>

#

S:41> '1

法%进行相对定量分析"公式#

!

&

!!'1

*

;

"统计学方法"统计学方法采用
LNLL #$

!

"

软件包进行统计分析* 计量资料用
X

%

0

表示"采用单

因素方差分析进行比较"组间两两比较用
MLB

#

1

检

验"

N O"

!

"7

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组大鼠肠道传输功能比较$表
#

%"与健康

对照组比较"模型对照组大鼠活性炭推进率降低$

N O

"

!

"7

%&与模型对照组比较"普芦卡必利组'枳术组大

鼠活性炭推进率均增强$

N O"

!

"7

%&普芦卡必利组和

枳术组比较"差异无统计学意义$

N P"

!

"7

%*

表
#

#各组大鼠活性炭悬液推进率比较#$

c

"

X

%

0

%

组别
J

活性炭推进率

健康对照
#" %!

)

#$

%

#

)

$&

模型对照
$

!9

)

97

%

#

)

#$

"

普芦卡必利
$

%"

)

;"

%

#

)

8$

!

枳术
$

8$

)

;8

%

#

)

8&

!

""注#与健康对照组比较"

"

N O"

!

"7

&与模型对照组比较"

!

N O"

!

"7

!

"各组大鼠结肠组织中
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

蛋白

表达比较$表
!

"图
#

'

!

%"

7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

在各组结

肠组织中均广泛染色"黄染部分即为阳性表达* 与健

康对照组比较"模型对照组大鼠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

蛋

白表达降低$

N O"

!

"7

%&与模型对照组比较"普芦卡必

利组'枳术组大鼠均升高$

N O"

!

"7

%&普芦卡必利组和

枳术组比较"差异无统计学意义$

N P"

!

"7

%*

表
!

#各组大鼠结肠组织中
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

蛋白

表达情况比较"$

X

%

0

%

组别
J

7

#

F*

&

G 7

#

F*

9

G

健康对照
#" #!;

)

%$

%

&#

)

!! #"%

)

!!

%

!$

)

#$

模型对照
$

&!

)

87

%

!7

)

"#

"

77

)

99

%

&#

)

%!

"

普芦卡必利
$

$!

)

$8

%

!9

)

$%

!

8!

)

9%

%

8

)

8;

!

枳术
$

$"

)

98

%

#;

)

!8

!

;$

)

!;

%

8

)

9;

!

""注#与健康对照组比较"

"

N O"

!

"7

&与模型对照组比较"

!

N O"

!

"7

""注#

-

为健康对照组&

^

为普芦卡必利组&

'

为枳术组&

B

为模型对照组&箭头所指为阳性表达处&下图同

图
#

#各组结肠组织的
7

#

F*

&

G

蛋白阳性染色"$ (

!""

%

&

"各组大鼠结肠组织中
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G =G

#

6-

表达比较$表
&

%"与健康对照组比较"模型对照

组大鼠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G =G6-

表达降低 $

N O

"

!

"7

%&与模型对照组比较"普芦卡必利组'枳术组大鼠
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图
!

#各组结肠组织的
7

#

F*

9

G

蛋白阳性染色"$ (

!""

%

均升高$

N O"

!

"7

%&普芦卡必利组和枳术组比较"差异

无统计学意义$

N P"

!

"7

%*

表
&

#各组大鼠大鼠结肠组织中
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G =G6-

表达情况比较"$

X

%

0

%

组别
J

7

#

F*

&

G =G6- 7

#

F*

9

G =G6-

健康对照
#" #

)

"#

%

"

)

"$ #

)

"#

%

"

)

";

模型对照
$

"

)

!&

%

"

)

"&

"

"

)

&&

%

"

)

"!

"

普芦卡必利
$

"

)

%&

%

"

)

"7

!

"

)

$"

%

"

)

"&
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枳术
$

"

)

%"

%

"

)

"9

!

"

)

%%

%

"

)

"9
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""注#与健康对照组比较"

"

N O"

!

"7

&与模型对照组比较"

!

N O"

!

"7

讨""论

随着人类饮食结构改变'生活节奏加快和社会心

理因素的影响"

L*'

的发病率逐年上升"约占慢性便

秘的
97

!

7c

(

%

)

* 其可发生于不同年龄人群"并随年龄

的增长而增加"是临床常见的慢性胃肠病"严重影响人

类的身心健康* 近年来"促胃肠动力药在治疗
L*'

中

的运用逐渐增加"通过不同环节调节胃肠道平滑肌的

运动"恢复胃肠正常蠕动"改善胃肠道症状而起治疗作

用* 但是临床可应用的促肠动力西药种类较少"且多

有其自身局限性"目前临床应用较广的是高选择性

7

#

F*

9

G

激动剂普芦卡必利*

研究发现"胃肠道
7

#

F*

信号系统异常与多种胃

肠道疾病的发病机制相关(

$

&

##

)

* 人体中约
$7c

的

7

#

F*

来源于消化道"其产生的效应是通过多种
7

#

F*

受体 介 导 的*

7

#

F*

受 体 主 要 有
8

大 类 型#

7

#

F*

#

/

7

#

F*

8

"共
#7

个亚型"其中
7

#

F*#

'

!

'

&

'

9

'

8

受体主要位于胃肠道"调节胃肠道功能* 而
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

与胃肠运动功能最为密切"是胃肠功能障碍

治疗的主要靶点(

#!

&

#9

)

*

7

#

F*

&

G

属于配体门控阳离

子通道受体"主要分布于肠黏膜下神经丛和肌间神经

丛的神经元上(

#&

)

"其在功能性胃肠疾病中的作用机制

主要集中在肠易激综合征的研究上"在便秘中的研究

相对较少* 但是
7

#

F*

&

G

在
L*'

发病机制中的作用

是客观存在的"其可以通过影响细胞外
'>

! e的浓度增

加间质细胞的活性"从而提高胃肠道的运动能力(

#7

)

*

多篇文献报道
7

#

F*

&

G

拮抗剂能抑制结肠蠕动"减少

消化液分泌"导致便秘发生(

#;

&

#%

)

*

7

#

F*

9

G

属于
Y

蛋

白偶联受体"主要分布于肠神经元'肠平滑肌细胞'肠

上皮细胞上"激活后能增强肠道平滑肌收缩"增加肠道

分泌"在
L*'

发病机制中占有重要作用* 高亲和力的

7

#

F*

9

G

激动剂普芦卡必利"可明显改善
L*'

患者的

自发排便次数和便秘相关症状(

#$

)

* 因此"

L*'

患者

结肠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

表达下降"从而影响肠蠕动'分

泌反射的正常进行"可能是
L*'

发病的重要机制*

中医学早在+内经,中就有-太阴司天"湿淫所胜"

大便难.的论述"明确指出#便秘的病位在脾* 脾主运

化"关连大肠之传导* 因此"

L*'

病机多为脾虚气弱'

肠运失司"故治以健脾益气"助运通便* 白术'枳实配

伍是健脾理气的经典药对"最早见于+金匮要略,枳术

汤"方中枳实'白术用量比为
!

*

#

"以消为主"主治-心

下坚大如盘"边如旋盘"水饮所作."至今是治疗功能

性消化不良的良方(

8

)

* 生白术"性甘'温"归脾'胃经"

本品健脾助运"补而不滞"大量生用为君药"重在运脾*

枳实"性苦'辛"归脾'胃'大肠经"本品辛行苦降"善破

气除痞'消积导滞"为臣药* 两药配伍"一升一降"旋转

中焦之气"可使补而不滞"消而不伤"相得益彰* 我们

前期临床进行开放'随机研究"用大剂量生白术配伍枳

实治疗
L*'

患者
;!

例
!

个疗程"

#9

天为
#

个疗程"

#

个疗程'

!

个疗程及停药
!

周后患者
''L

及
N-'

#

\CM

评分均较治疗前明显降低"证实枳术方治疗
L*'

临床疗效确切"能显著改善患者的临床症状"提高生活

质量(

9

)

* 同时"笔者用不同剂量生白术'枳实配伍治

疗
L*'

患者"发现大剂量枳术配伍对
L*'

患者的临

床疗效明显优于低剂量组(

!"

)

"进一步证实了大剂量生

白术配伍枳实治疗
L*'

的有效性*

本实验中大剂量生白术配伍枳实能显著改善

L*'

大鼠的便秘症状"肠道传输功能与普芦卡必利疗

效相当* 在促进大鼠结肠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G =G6-

及蛋白表达方面"枳术组明显优于模型对照组"与普芦

卡必利组疗效相当"表明大剂量生白术配伍枳实能通

过上调大鼠结肠
7

#

F*

&

G

'

7

#

F*

9

G

的表达而促进肠道
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动力"发挥治疗
L*'

的作用* 因此"深入研究大剂量

生白术配伍枳实治疗
L*'

的作用机制"有利于发现治

疗
L*'

的新靶点"开发新的促肠动力中药制剂*
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不同剂量枳实'白术配伍治

疗慢传输型便秘的量效分析(
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