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气虚血瘀模型大鼠脾代谢酶活性变化的实验研究

李$苹#

$李$洁!

$邓时贵#

"

&

$赵瑞芝#

"

&

摘要$目的$观察气虚血瘀模型大鼠脾脏中主要的
!

#

"

相药物代谢酶活性的变化$ 方法$取
!I

只健

康
JE

大鼠"随机分为空白对照组和模型组"每组
#!

只$ 采用连续两周冰水游泳至力竭同时节食的方法制

作气虚血瘀大鼠模型"空白对照组自由饮食且不强制游泳$ 观察两组大鼠的一般状态和体重变化"检测其全

血黏度和血浆比黏度"并观察脾脏的胞浆液和线粒体中主要的
8

种
!

相代谢酶%

'KL#-!

#

'KL!'%

#

'KL!'$

#

'KL!'#$

#

'KL!E8

及
'KL&-I

&和
!

种
"

相代谢酶'尿苷二磷酸葡醛酸转移酶
#

%

MN*#

&#雌激

素硫酸转移酶%

JMO*#;#

&(的活性改变$ 结果$模型组大鼠毛发枯槁#精神萎靡#有便溏现象)与空白对照

比较"模型组大鼠体重降低%

L P "

!

"#

&"全血黏度升高%

L P "

!

"#

&"脾脏胞浆液中
'KL!'%

#

'KL!'#$

#

'KL!E8

活性均降低%

L P"

!

"7

"

L P"

!

"#

&)线粒体中
'KL#-!

#

'KL!E8

#

'KL&-I

活性均降低"

MN*#

活

性性升高%

L P"

!

"#

&$ 结论$气虚血瘀模型大鼠脾脏中的药物代谢酶特别是
!

相代谢酶的活性发生改变"

该改变可能与脾功能下降相关$

关键词$气虚血瘀证) 大鼠) 血液流变学) 脾脏) 代谢酶活性
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$$中医学认为!)脾为后天之本*+ )脾主运化*+ )脾

主升清*!脾功能决定了人体后天基础, 而诸多疾病

如糖尿病+胃炎+胃溃疡+肠炎等多种疾病与脾虚相关,

人们常常基于)脾主运化*功能从消化系统如肠道菌

群+物质能量代谢方面阐释其可能的基础和机制!将中

医脾与解剖学上)脾脏*割裂开来, 然而!黄帝内经记

载-素问" 太阴阳明论篇第二十九.指出#)脾与胃以

膜相连耳!而能为之行其津液*&-难经" 四十二难.

中#)脾重二斤三两!扁广三寸!长五寸!有散膏半

斤*

'

#

(

!与现代医学解剖位置+色泽+重量均一致,

脾虚模型常常采用大黄灌胃而成!大黄的主要活

性成分为大黄酸!文献结果显示大黄酸的主要代谢产

物为大黄酸硫酸酯和大黄酸葡萄糖醛酸苷!其代谢产

物主要集中于脾脏!占体内总代谢产物的
8"a

以

上'

!

(

, 代谢酶是体内负责物质转化的主要物质之一!有

多种结构与功能不同的酶!负责内源性及外源性物质的

代谢, 代谢酶在全身各组织器官中广泛存在'

&

"

8

(

!且不

同组织器官中代谢酶的功能不尽相同, 因此猜测脾脏

的运化功能可能与脾脏代谢酶功能相关, 赵亚等'

:

(研

究显示脾肾阳虚状态下大鼠脾脏药物代谢酶的活性会

发生显著变化!提示疾病状态可能通过影响脾脏功能进

一步影响机体)运化*功能而影响预后, 因此!本实验探

讨了气虚血瘀症大鼠脾中药物代谢酶变化情况!期望从

代谢角度探讨)脾主运化*内涵,

材料与方法

#

$动物$健康成年
JE

大鼠!鼠龄
8

%

%

周!

!I

只!

JLb

级!雌雄各半!体重为$

!""

&

!"

%

/

!由南方

医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供! 合 格 证 号#

II""!#""""8#!$

, 在广东省中医院实验动物中心饲

养!室温
!! c!7

'!相对湿度
I"a c:"a

!饲料为全

价营养饲料, 本实验经广东省中医院实验动物中心伦

理委员会审核通过$

635 !"#I""#

%,

!

$主要试剂及仪器$主要试剂#二喹啉甲酸

$

W'-

%蛋白定量分析试剂盒$赛默飞世尔科技公司!

批号#

,O#88$!"

%&尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶
#

$

MN*#

%试剂盒$武汉华美生物工程有限公司!批号#

"#7"#"#&7

%&雌激素硫酸转移酶$

JMO*#;#

%试剂盒

$武汉华美生物工程有限公司!批号#

6#:"#"#&8

%&细

胞色素
LI7"!'$

$

'KL!'$

%+细胞色素
LI7"!'%

$

'KL!'%

%+细胞色素
LI7"#-!

$

'KL#-!

%+细胞色

素
LI7"&-I

$

'KL&-I

%+ 细 胞 色 素
LI7"!E8

$

'KL!E8

%+细胞色素
LI7"!'#$

$

'KL!'#$

%试剂

盒均由上海酶联生物科技有限公司提供! 批

号#

!"#7":

,

主要仪器#

OWK

#

68`

型血流变仪$北京普利生广

州中利医疗仪器科技有限公司%&

)`- *#"

型匀浆机

$美国
)`-

公司%&赛多利斯
WJ!!IJ

万分之一电子

天平 $北京赛多利斯科学仪器有限公司!批号#

"""""!I8

%&

2N&

型涡旋机$美国
)`-

公司%&

'9@1[>

#

V./9 7I&"

型 低温高速离心机$德国
;QQ9@?3[V

公

司%&

7I&"X

型高速台式冷冻离心机$德国
;QQ9@?3[V

公司%&

MJ'

#

:"!

型超声波清洁仪$上海波龙电子设

备有限公司%&

2)'*FX d7

型 酶标仪$上海珀金埃尔

默有限公司%&

;LF'Z

超微量微孔板分光光度计$广

州云星科学仪器有限公司 %& 移液枪 $

!"

+

!""

+

#""" #O

!德国
;QQ9@?3[V

公司%,

&

$动物分组与造模$取
!I

只大鼠适应性饲养

#

周!观察各项指标均无异常后纳入实验, 按随机区

组法分为模型组和空白对照组!每组
#!

只!雌雄各半!

做好标记, 参照文献'

%

(方法并修改其每日增加喂食

量和降低游泳的水温!制备气虚血瘀症模型#$

#

%饥饿

法#模型组大鼠按每日
7" /G^/

体重提供饲料!空白组

大鼠按每日
#"" /G^/

体重提供饲料!均提供充足饮水&

$

!

%寒冷环境合并疲劳法#模型组大鼠每日相同时间

强迫其在冰水$

" c!

'%中游泳至力竭!力竭以大鼠不

再划动+自然下沉为准!当大鼠出现力竭时!将其从冰

水中捞出使其稍作恢复!再继续强迫其游泳直至游泳

时间达
&" <>@

!将大鼠从水中捞出并擦干水!放回笼

中&空白对照组不进行冰水游泳处理, 游泳时间长短

存在个体差异!单次游泳时间平均为$

#"

&

I

%

<>@

!连

续
#I

天, 期间观察大鼠的一般状态!第
#I

天晚上禁

食不禁水!次日早晨用乙醚麻醉!称重!取血和脾脏,

其中一部分血液用于全血黏度检测!另一部分离心后

取血浆!用于血浆比黏度检测&脾脏置于 "

%"

'冰箱

保存备用,

I

$检测指标及方法

I

!

#

$一般行为学观察和造模后体重测定$每天

观察大鼠的毛发光泽度+大小便情况+活动和精神状况

等&造模前后测量动物的体重,

I

!

!

$全血黏度和血浆比黏度的测定$造模后取

部分全血!

I """ [ G<>@

低温离心
#7 <>@

!取上清液做

血浆比黏度测定&同时测定动物的全血黏度$高切+中

切+低切%,

I

!

&

$代谢酶活性测定$取
"

!

! /

脾组织在冰冷

的
LWJ

缓冲液中漂洗!除去血液!滤纸吸除表面水分!

称量&用移液枪加入预冷的
LWJ

缓冲液!体积为组织

质量的
#"

倍!机器匀浆!

! """ [ G<>@

低温离心
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#7 <>@

!上清液即为匀浆液!将各上清液分别分装为

#"

份!每份
#I" #O

!于"

%"

'下保存备用&取制备好

的匀浆液以
$ """ [ G<>@

低温离心
#7 <>@

!所得上清

液为胞浆液!沉淀为线粒体&在线粒体中加入
LWJ

缓

冲液
#I" #O

!用超声波清洁仪超声震荡
!" <>@

!使线

粒体破碎!并用涡旋仪涡旋!制得线粒体混悬液&然后

严格按照各试剂盒说明书采用酶标仪分别测定模型组

和空白对照组大鼠脾脏各部位$胞浆液+线粒体%中各

代谢酶的活性!

W'-

试剂盒测定组织总蛋白含量,

7

$统计学方法$用
'.[T9 ;_Q9[1 #

!

&

曲线制

作软件制作标准曲线!吸光值代入标准曲线得到代谢

酶的浓度!再乘以稀释倍数!得出各代谢酶活性, 采用

JLJJ !

!

"

统计软件进行统计分析!数据以
_

&

0

表

示!两组数据比较采用
1

检验,

L P"

!

"7

为差异有统

计学意义,

结$$果

#

$两组大鼠一般状态比较$造模过程中无大鼠

死亡, 空白对照组大鼠皮肤红润!毛发有光泽!活动和

精神状态正常&模型组大鼠毛发枯槁无光泽+易脱落!

舌色紫暗!背部皮肤及脚掌皮肤发白发紫!精神萎靡!

有便溏现象, 且在造模期间发现!造模一周左右模型

组大鼠精神状态开始变差!单次游泳时间缩短
& c

I <>@

,

!

$两组大鼠体重比较$表
#

%$造模前两组大鼠

体重比较!差异无统计学意义$

L e"

!

"7

%&造模后与空

白对照组比较!模型组大鼠体重降低$

L P"

!

"#

%,

表
#

#两组大鼠体重比较$

/

!

_

&

0

%

组别
@

造模前 造模后

空白对照
#! !I$

(

%&

&

!!

(

I# !%%

(

7%

&

7#

(

8$

模型
#! !I#

(

$!

&

!"

(

&!

!&#

(

""

&

#7

(

#!

!

$$注#与空白对照组比较!

!

L P"

!

"#

$$

&

$两组血液流变学指标比较$表
!

%$与空白对

照组比较!模型组全血黏度$高切+中切+低切%升高

$

L P"

!

"#

%!血浆比黏度无明显变化$

L e"

!

"7

%,

表
!

#两组血液流变学指标$

<L=

"

0

!

_

&

0

%

组别
@

全血黏度

高切$

#7"G0

% 中切$

8"G0

% 低切$

#"G0

%

血浆比黏度

空白对照
#! 7

(

I7

&

"

(

&$ 8

(

8:

&

"

(

7: #"

(

$&

&

#

(

&I #

(

!#

&

"

(

":

模型$$

#!

8

(

"7

&

"

(

I$

!

:

(

87

&

"

(

87

!
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$两组大鼠脾脏代谢酶活性变化

I

!

#

$胞浆液中代谢酶活性变化$表
&

%$与空白

对照组比较!模型组脾脏胞浆液中代谢酶
'KL!'%

+

'KL!'#$

+

'KL!E8

的活性均降低 $

L P "

!
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!
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!

"#
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+
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+

'KL&-I

+
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+
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的活性比较差异无统计学意义$

L e"
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"7
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I

!

!

$线粒体中代谢酶活性变化$表
I

%$与空白对

照组比较!气虚血瘀组的脾脏线粒体中代谢酶
'KL#-!

+

'KL!E8

+

'KL&-I

的活性均降低!代谢酶
MN*#

活性升

高$

L P"

!

"#

%&

'KL!'%

+

'KL!'$

+

'KL!'#$

+

JMO*#;#

的活性比较差异无统计学意义$
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讨$$论

中医学理论认为)饥则损气*+)劳则气耗*+)气虚

日久则致血瘀*&同时!-灵枢"痈疽.中还提到#)寒邪

客于经络之中!则血泣!血泣则不通*, 因此本研究采

用饥饿+疲劳和寒冷相结合的方法造模'

%

(

, 前期实验

发现!当每天喂食量较少时!大鼠之间会出现撕咬!为

避免该情况发生!本实验将参考文献中模型组的喂食

量从
I" /G^/

增大到
7" /G^/

&另外!中医学理论证明

)寒凝*越甚+血瘀越严重!因此本试验在疲劳实验中

将水温从文献中的$

#7

&

#

%'降至
" c!

'!以便缩短

造模时间和提高成模效果,
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$$临床研究显示!血瘀患者全血黏度升高'

$

(

!所以

本实验将全血黏度作为评价模型成功的指标&而上述

结果显示模型组大鼠的全血黏度显著高于空白对照组

大鼠!提示血瘀模型造模成功!血瘀可能与红细胞异常

有关!与文献报道'

#"

(一致!符合临床病机'

##

(

,

气虚血瘀状态下脾脏胞浆液中
&

种
!

相代谢酶

$

'KL!'%

+

'KL!'#$

+

'KL!E8

%的活性+线粒体中

&

种
!

相代谢酶$

'KL#-!

+

'KL!E8

+

'KL&-I

%的活

性均显著降低!

"

相代谢酶
MN*#

的活性显著性升高

提示气虚血瘀状态影响了脾脏的内环境, 本实验中观

察到!尽管动物并未使用泻药!但便溏现象普遍存在!

与中医学 )脾虚*临床表现一致!说明)脾主运化*功

能受损!提示脾虚与体内代谢酶活性变化关系密切,

药物代谢酶包括了微粒体代谢酶$主要位于内

质网上%和线粒体中的某些代谢酶!它们除负责药物

代谢外!对内源性物质$如
!

相代谢酶对类固醇激

素+甲状腺激素+脂肪酸+前列腺素+维生素
E

+甾体

激素等&

"

相代谢酶对胆红素等%的体内转化也有重

要意义&其中!微粒体代谢酶参与大部分物质的氧化

还原等反应!而线粒体中的代谢酶主要参与内源性

物质的代谢与合成等'

!

(

, 机体内源性物质的正常代

谢是保证机体正常生命活动不可或缺的条件!例如

类固醇激素可调节糖代谢和水盐代谢+甲状腺激素

具有浓集碘和促进脂肪酸氧化的作用+维生素
E

可

维持血清钙磷浓度的稳定和促进怀孕及哺乳期输送

钙到子体+而胆红素的代谢异常会导致机体出现黄

疸症状等, 一旦内源性物质代谢失调!将导致各种

疾病的发生!因此猜测代谢酶活性与机体功能变化

具有较强的相关性,

然而!由于有关代谢酶研究数据均来自于代谢酶

与药物体内过程的相互作用!鲜见文献报道疾病下机

体代谢酶特别是肝外代谢酶的变化!上述代谢酶具体

影响了哪些内源性物质的代谢进而引起胃肠功能失

调!脾脏代谢酶又是如何影响肠道水吸收功能+肠蠕动

功能!肝外药物代谢酶作为机体的关键组成部分本身

肩负的生理+病理意义还有待进一步深入探讨,

中医学理论认为)脾主运化*!既往已有学者对

)脾"内质网*+)脾 "线粒体*之间的联系进行过报

道!但主要是从内质网或线粒体形态结构和生理功能

的角度探讨)脾主运化*的中医机制'

#!

"

#I

(

, 本文首次

从代谢酶角度入手!从脾脏代谢酶变化角度探讨了

)脾主运化*功能失调的可能原因!补充了前人对中医

学理论下的)脾*与西医脾脏功能相关性的认识!为中

医学理论的现代阐释积累了数据,

利益冲突!无,
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