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四君子汤对脾气虚证模型大鼠小肠葡萄糖

吸收功能作用的影响

刘$佳$郭文峰$任$理$陈蔚文

摘要$目的$观察四君子汤对脾气虚证模型大鼠小肠葡萄糖吸收功能的影响! 方法$通过颈部皮下注

射利血平建立脾气虚证大鼠模型"观察大鼠体重及尿
G

#木糖排泄率变化"通过在体空肠灌流收集并检测葡

萄糖吸收量"收集小肠黏膜"检测葡萄糖运载蛋白
!

#

JKL(!

$蛋白及
<M5N

表达变化! 结果$与正常对照

组比较"模型组大鼠体重及尿
G

#木糖排泄率均降低"同时伴有葡萄糖吸收的下降以及
JKL(!

蛋白及
<M5N

表达的降低"通过给予四君子汤治疗"四君子汤组在各指标恢复上均优于自然恢复组! 结论$四君子汤能够

促进利血平致脾气虚证模型大鼠小肠吸收葡萄糖功能恢复!

关键词$四君子汤%脾气虚证%葡萄糖%小肠吸收%葡萄糖运载蛋白
!
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$$脾气虚证的动物模型的造模方法种类繁多!目

前应用最广的主要包括泻下法'偏食法'饮食失节

法'综合法$破气苦降加饮食失节法'劳倦加饮食失

节法'多因素'多途径造模法% '运用西药的不良反

应复制模型等 (

#

"

I

)

* 利血平造模法属于运用西药

的不良反应复制模型的方法之一!具有重复性较

好!整体表现较为接近临床脾气虚证表现等优

点 (

#"

)

* 四君子汤作为临床常用治疗脾气虚证的基

础方!由人参$去芦% '白术'茯苓$去皮% '炙甘草各

等分组成!具有益气健脾之功效!为古今治疗脾胃

气虚证的常用方剂*

G

#木糖排泄率被列为公认的脾气虚证诊断参考

指标*

G

#木糖是一种单糖!主要由空肠吸收!不经代

谢直接由尿排出!因此其尿排泄率可以反映空肠对单

糖的吸收水平* 评价药物在肠道吸收的方法有离体

法'在体法和体内法等多种方法(

##

)

!而目前在体肠灌

流方法的应用越来越多!主要被应用于药物的吸收上!

它能够反映出小肠吸收功能的状态!可以用来评价小

肠葡萄糖吸收的情况*

葡萄糖运载蛋白
!

$

JKL(!

%位于小肠黏膜上皮

细胞细胞膜上!是介导易化扩散葡萄糖吸收的蛋白转

运体* 在高糖浓度刺激时!经
JKL(!

为葡萄糖吸收
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的主要途径*

JKL(!

蛋白及
<M5N

表达的变化与小

肠吸收葡萄糖功能的水平密切相关*

材料与方法

#

$材料$

#

!

#

$动物及分组$雌性
OG

大鼠!

OT_

级!体重

为
!""

%

!$" ?

!共
#8

只!由广东省实验动物中心提供

$合格证号#

99"7!"6#9:

%* 按照体重分为正常对照

组$

:

只%及模型组$

I

只%*

#

!

!

$药物$潞党参'云茯苓'白术'炙甘草$购于

广州杏园春药房%!按照重量比
$

&

$

&

$

&

!

组成$即党参

:" ?

$云茯苓
:" ?

$白术
:" ?

$炙甘草
9" ?

%!加水

!

!

! K

!浸泡
$" <>B

!煎煮
! QH

次!共煎煮
!

次!水提液

两层纱布过滤!合并滤液!旋转蒸发仪
7"

'!浓缩至

!!" <K

!根据本实验室前期研究(

#!

)

!确定四君子汤合

适的剂量浓度!即得到浓缩液每毫升含生药量
#

!

" ?

*

利血平注射液$

# <?H<K

!广东邦民制药厂有限公司

批号#

##"I"7

%*

#

!

$

$试剂与仪器$对溴苯胺$韶远化学科技上

海有限公司
%NO #":

#

9"

#

#

%!硫脲$天津市大茂化学

试剂厂!批号#

!"#"#!"6

%!

G

#木糖$国药集团化学试

剂有限公司!批号#

_!"#"#"!:

%!冰乙酸'浓硫酸'苯

酚均为分析纯*

JKL(!

抗体$

NZ%=<

公司%!

JNT

#

GX

$上海康成生物!货号#

]%

#

8J8

%!

J.=- =B-V

#

M=/

#

/>- '?J

$

O.@-Q01B Z>.-0,Q

!货号#

:#7"

"

"8

%!定量

T%M

用
O^ZM J100B UT%M O@S01*>W

$

'BY>-1.?0B

公司%*

]10/R

#

M>B?01

缓冲液配制#氯化钠
7

!

"! ?

!氯化

钾
"

!

$$8$ ?

!硫酸镁
"

!

#! ?

!磷酸氢二钠
"

!

!:# ?

!磷

酸二氢钠
"

!

"!9: ?

!氯化钙
"

!

#$78 ?

!碳酸氢钠

!

!

# ?

!溶于
# K

双蒸水中!调节
SX

值至
7

!

9

!临用前

预热至
$7

'*

!`

对溴苯胺溶液配制#取对溴苯胺
! ?

溶于

#"" <K

以硫脲饱和过的冰乙酸上清液中!即配即用!

避光保存*

紫外分光光度计$

L2 <>B>#!9"

型!日本岛津公

司%&电热恒温水浴锅$

G]

#

O!:

型!上海精宏试验设备

有限公司%&分析天平 $

NL*

#

#!"G

型!日本岛津公

司%&蠕动泵$

Z(#"#K

型!保定雷弗流体科技有限公

司%&定量
T%M

仪 $

NZ' TM'O*

!

78"" O0U@0B,0

G0-0,->.B OVR-0<

%&酶标仪$

*]$

型!赛默飞世尔上

海仪器有限公司%&电泳仪$

ZJ

#

T.A01 :"">

!北京百

晶生物技术有限公司%&核酸蛋白测定仪$德国艾本德

公司%*

!

$方法

!

!

#

$脾气虚证大鼠模型的建立$参照文献

(

#$

)* 正常对照组颈部皮下注射生理盐水!模型组

颈部皮下注射利血平!根据预实验结果!确定注射剂

量为每天
"

!

$$ <?H\?

!用生理盐水按照体积比
#

&

!

配制!连续注射
7

天* 根据大鼠体重和尿
G

#木糖变

化评价造模成功与否(

#9

)

* 停止造模后!分别取正常

对照组大鼠$

$

只%和模型组大鼠$

$

只%进行在体空

肠灌流!将剩余模型组大鼠$

:

只%分为自然恢复组

$

$

只%和四君子汤组$

$

只%!并停止注射利血平!继

续观察
7

天*

!

!

!

$大鼠在体空肠灌流$在造模结束时!分别

取正常对照组和模型组大鼠各
$

只!进行在体空肠灌

流&在实验结束时!取正常对照组'自然恢复组'四君子

汤组大鼠各
$

只!进行在体空肠灌流* 乙醚麻醉!从剑

突沿腹中线剪约
9 ,<

长切口!打开腹腔暴露空肠!沿

幽门找到十二指肠$长约
6 ,<

%!与之相连的即为空

肠!量取约
!8 ,<

长的空肠!近端剪一切口!插入灌流

管!远端$靠近回肠%切口插管!收集灌流液!等渗生理

盐水浸渍的纱布覆盖于打开的腹腔组织表面以保湿

$注意保温%* 调节蠕动泵流速为
"

!

$$ <KH<>B

!水浴

锅中预热
]10/R

#

M>B?01

缓冲液至
$7

'!冲洗肠道至

流出液澄清!再灌流含
78 <<.3HK

葡萄糖浓度的

]10/R

#

M>B?01

缓冲液!收集
# Q

灌流液*

!

!

$

$给药方法$正常对照组和自然恢复组正常

饮食!不给予中药治疗* 四君子汤组根据体表面积换

算!按每天
6 ?H\?

灌胃!按
\?

体质量计算相当于临床

用量的
#8

倍(

#8

)

!每天
#

次!持续
7

天*

!

!

9

$观察项目及检测方法

!

!

9

!

#

$大鼠造模前后体重变化*

!

!

9

!

!

$灌流液葡萄糖含量检测$采用硫酸苯酚

法* 将灌流液稀释
!"

倍!取各稀释液并补水至

! <K

!加入浓硫酸
8 <K

!室温放置
#" <>B

至冷却!混

匀室温放置
!" <>B

!紫外分光光度计在波长
9I" B<

波长下检测* 并计算得出葡萄糖标准曲线!以计算灌

流液葡萄糖含量*

!

!

9

!

$

$尿
G

#木糖排泄率检测$采用对溴苯胺

法* 将尿液稀释
8"

倍!各取稀释液
"

!

8 <K

!加入
!`

对溴苯胺溶液
!

!

8 <K

!置
7"

'恒温水浴箱
#" <>B

!

取出室温放置
7" <>B

!紫外分光光度计在波长

8!" B<

波长下检测* 并计算得出
G

#木糖标准曲线!

以计算尿液样品浓度* 尿
G

#木糖排泄率$

`

%

a

尿液

样品浓度 (尿液总体积 (稀释倍数
H

$灌胃
G

#木糖体

积(灌胃
G

#木糖浓度% (

#""`

*
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$大鼠小肠上皮细胞膜蛋白中
JKL(!

蛋

白表达检测$在体空肠灌流结束后!量取一定长度经

过灌流的空肠!冷的生理盐水冲洗!置于冰上刮取小肠

黏膜! "

6"

'保存* 首先进行总蛋白的提取!

Z%N

法

测量蛋白浓度后!

OGO

#

TNJ;

电泳!

6" 2

恒压

8" <>B

!

#!" 2

恒压电泳至溴酚蓝刚出胶底部止!低

温条件下!

#"" 2

恒压
:" b #!" <>B

!转移电泳至

T2G_

膜!取出杂交膜!

(ZO(

漂洗
8 <>B

!

8`

脱脂奶

粉溶液室温封闭
# Q

或
9

'过夜*

(ZO(

洗膜
8 <>B

!

$

次* 一抗稀释液
9

'过夜或
$7

'孵育
! Q

*

(ZO(

洗膜
8 <>B

!

$

次* 二抗稀释液
$7

'孵育
# Q

!

(ZO(

洗膜
8 <>B

!

$

次* 蒸馏水漂洗膜
! <>B

洗
$

次* 将

化学荧光发光底物均匀地加到膜的表面!并使反应持

续
8 <>B

!用试剂盒提供的滤纸吸去膜表面多余的底

物溶液!放至暗盒!曝光'显影*

!

!

9

!

8

$

JKL(! <M5N

表达$采用荧光定量

T%M

检测* 小肠黏膜样品收集同
!

!

$

!

8

* 提取总

M5N

#用液氮研磨组织至粉末!加入
# <K (1>E.3

溶

液!吹打混匀!使组织充分裂解!静置
8 <>B

&加

!"" "K

氯仿!震荡混匀
$" R

!使水相和有机相充分接

触!室温静置
! <>B

&

9

'!

#9 """

(

?

离心
#8 <>B

!可

见分为
$

层!

M5N

在上层水相!移至另一个新的

M5=R0 C100 ;T

管&加入等体积异丙醇!轻柔地充分

混匀!室温静置
#" <>B

&

9

'!

#9 """

(

?

离心
#"

<>B

!收集
M5N

沉淀!去上清&

78`

乙醇洗涤两次!超

净台风干&加
:" "K G;T%

水溶解沉淀*

总
M5N

纯度和完整性检测#取
# "K M5N

样品

8"

倍稀释!测定
+G

值* 取
M5N

样品
# "K

!

#`

琼脂

糖凝胶电泳
6" 2

(

!" <>B

!用凝胶成像系统观察总

M5N

的
8 R 1M5N

!

#6 R 1M5N

和
!6 R 1M5N

条带!

$

条条带完整的话即可证明总
M5N

抽提比较完整*

逆转录#在
M5=R0 C100

的
T%M

管中将
#

!

" "?

总
M5N

用水配制成总体积为
#! "K

的溶液!吹打均

匀!置
68

'保温
8 <>B

!使
M5N

变性* 随后立即冰上

致冷!以防止
M5N

复性&在该
T%M

管中加入
+3>?.

$

F(

%

"

!

8 "K

!

M=BF.< S1><01 "

!

8 "K

!

#" <<.3HK

F5(T !

!

" "K

!

M5=R0 >BQ>/>-.1 "

!

8 "K

!

8W /@CC01

9

!

" "K

!

*

#

*K2 "

!

8 "K

!最后总体积为
6

!

" "K

&将上

述
!" "K

反应溶液
$"

'保温
#" <>B

&

9!

'保温

:" <>B

&

68

'保温
#" <>B

*

定量
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#检测序列片段大小!内参片段#

#

#
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#
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#

#8"/S

&目的片段#

JKL(!
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#8"/S

* 设计的引

物#

JKL(!

#
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#

8
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#
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JKL(!

#

M#

#

8
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$

)* 反

应体系包括#

,G5N

$

#

&
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%

8

!

" "K

!上游引物
"

!

8 "K

!

下游引物
"

!

8 "K

!

!

(
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!蒸馏水
9

!

" "K

!总体积为
!" "K

* 反应条件#预

变性
8"

'

! <>B

!

I8

'

! <>B

!

I8

'

#8R

!

:"

'

$! R

读板!

9"

循环&融解曲线分析#温度
:"

%

I8

'!每个样

品重复
$

次*

!

!

8

$统计学方法$所有数据用
OTOO #$

!

"

统

计软件统计处理!计量资料用
W

*

R

表示!两组比较采

用
-

检验!

T c"

!

"8

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组大鼠体重变化比较$图
#

%$在造模期间!

与正常对照组比较!模型组大鼠体重逐步下降!在造模

第
7

天结束时最低!且明显低于正常对照组 $

T c

"

!

"8

%&在第
6

天至第
#9

天恢复期间!四君子汤组与

自然恢复组体重逐渐恢复!各组比较!差异无统计学意

义$

T d"

!

"8

%*

$$注#与正常对照组比较!

!

T c"

!

"8

图
#

%各组大鼠体重变化比较

!

$各组尿
G

#木糖排泄率变化比较$表
#

%$造模

前!与正常对照组比较!模型组差异无统计学意义

$

T d"

!

"8

%&造模后!模型组尿
G

#木糖排泄率低于正

常对照组!差异有统计学意义$

T c"

!

"8

%&在经过自然

恢复和给予四君子汤后!自然恢复组仍低于正常对照

组$

T c"

!

"#

%!且明显低于四君子汤组$

T c"

!

"#

%*

表
#

%各组尿
G

#木糖排泄率变化比较$$

`

!

W

*

R

%

组别
B

尿
G

#木糖排泄率

造模前 造模后 治疗后

正常对照
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$四君子汤
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$$注#与正常对照组同期比较!

!

T c "

+
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!

!!

T c "

+
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&与自然恢复

组同期比较!

"

T c"
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$各组在体空肠灌流葡萄糖吸收量比较$表
!

%

连续收集灌流液
:" <>B

!模型组葡萄糖吸收量明显低

于正常对照组!差异有统计学意义$

T c"

!

"8

%&在经过

自然恢复和给予四君子汤
7

天后!自然恢复组仍低于

正常对照组和四君子汤组!差异均有统计学意

义$

T c"

!

"8

!

T c"

!

"#

%*

表
!

%各组在体空肠灌流葡萄糖吸收量比较%$

<?

!

W

*

R

%

组别
B

葡萄糖吸收量

造模后 治疗后

正常对照
$ !

+
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*
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+

"I !
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$9

*
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$
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$四君子汤
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+
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$$注#与正常对照组同期比较!

!

T c"

+

"8

&与自然恢复组同期比较!

"

T c"

+

"#

9

$各组
JKL(!

蛋白表达比较$图
!

'

$

%$根据

图像灰度识别!

'+G

代表灰度值比值目的蛋白
H

内参蛋

白!与正常对照组比较!模型组
JKL(!

蛋白表达明显

低于正常对照组$

T c"

!

"8

%&与模型组比较!四君子汤

组
JKL(!

蛋白的表达明显高于模型组$

T c"

!

"8

%*

$$注#

N

为四君子汤组&

Z

为正常对照组&

%

为模型组&

G

为

自然恢复组

图
!

%各组
JKL(!

蛋白电泳图

$$注#

N

为正常对照组&

Z

为模型组&

%

为四君子汤组&

G

为自然

恢复组&与正常对照组比较!

!

T c"

!

"8

&与模型组比较!

"

T c"

!

"8

&

图
9

同

图
$

%各组
JKL(!

蛋白表达比较

8

$各组
JKL(! <M5N

水平比较$图
9

%$应用

!

"

""%-的分析方法进行
JKL(! <M5N

相对表达量比

较!与正常对照组比较!模型组
<M5N

表达水平明显

降低$

T c"

!

"8

%&与模型组比较!四君子汤组
<M5N

表达水平明显升高!差异有统计学意义$

T c"

!

"8

%*

图
9

%各组
JKL(! <M5N

表达水平比较

讨$$论

脾主运化水谷精微!即完成对饮食物的消化和吸

收* 脾气虚时则会出现一些胃肠道消化吸收功能低下

及全身的表现!如腹胀便溏!怠倦乏力等症状* 四君子

汤具有益气健脾的功用!临床主要用于治疗脾胃气虚

证!它能够改善脾虚症状* 在实验研究方面!它能够改

善胃肠黏膜形态!改善小肠消化'运动'吸收功能!升高

脾虚动物血清
G

#木糖水平!促进脾虚动物肠上皮细胞

微绒毛生长!对实验性脾虚长期模型有复健作用(

#:

)

*

在对
6 JV

照射大鼠小肠移行性肌电复合波研究时!

发现加味四君子汤具有调节小肠运动紊乱的作用(

#7

)

*

有研究表明!利血平注射法建立脾气虚证模型!基于胃

肠黏膜形态学变化!四君子汤组优于模型组和自然恢

复组(

#6

)

*

应用利血平建立脾气虚证大鼠模型!观察大鼠体

重变化!并结合观察尿
G

#木糖排泄率变化!评价所建

立的脾气虚证模型是否适合本实验需要* 因为尿
G

#

木糖排泄率能够反应出小肠对单糖的吸收水平!模型

建立之后尿
G

#木糖排泄率发生明显下降!说明小肠对

单糖的吸收功能降低* 本实验研究主要围绕葡萄糖吸

收展开!而小肠作为葡萄糖的主要吸收场所!在此病理

状态下研究四君子汤对葡萄糖吸收的作用*

JKL(!

作为葡萄糖的主要转运体!在葡萄糖吸收

过程中发挥重要的作用!脾气虚证存在时!其蛋白和

<M5N

的表达水平受到明显影响而下降!这直接影响

了葡萄糖的吸收!导致葡萄糖吸收量下降!说明葡萄糖

的吸收与
JKL(!

关系密切* 经四君子汤治疗后!尿

G

#木糖排泄率和葡萄糖的吸收量明显改善&在改善

JKL(!

蛋白表达方面虽高于自然恢复组!改善作用不

明显!但明显高于模型组!而自然恢复组与模型组比较
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无明显差异&但在改善大鼠体重'

JKL(! <M5N

表达

方面作用效果不明显* 由于利血平所建立的脾气虚证

模型主要是因为短期的利血平不良反应所致!当停止

给予注射利血平后!急性的毒副反应刺激终止* 局部

小肠所处的病理状态短期内仍然存在!所以尿
G

#木糖

排泄率和葡萄糖吸收恢复较慢!在应用四君子汤治疗

之后!其能够改善小肠的病理状态!促进小肠对单糖的

吸收功能恢复!且效果较明显* 而大鼠整体机体状态

自然恢复较快!所以大鼠体重很快恢复!四君子汤无明

显效果* 四君子汤在作用
JKL(!

蛋白和
<M5N

表

达方面!具有改善蛋白质翻译表达功能趋势!而在短期

内对
<M5N

转录功能恢复无明显影响* 以此我们认

为!四君子汤改善小肠葡萄糖吸收的功能!可能是通过

调节
JKL(!

蛋白表达来发挥作用的*

四君子汤能够改善胃肠黏膜形态!可能通过增加

和改善小肠上皮细胞的微绒毛!促进其顶端浆膜内

JKL(!

的增加!以恢复小肠葡萄糖吸收功能!从而改

善了葡萄糖的吸收状态* 本实验表明了四君子汤在调

整胃肠道营养物质葡萄糖吸收方面!能够发挥其健脾

的作用!促进了葡萄糖的吸收!四君子汤治疗脾气虚证

与改善葡萄糖吸收存在一定的效应关系* 因此!葡萄

糖作为三大营养物质之一!其吸收状态能够反应出小

肠的吸收功能的变化* 四君子汤的基础研究应用!为

胃肠道营养物质消化吸收功能低下患者的治疗提供了

思路*

在观察大鼠一般症状表现时!大鼠饮水摄食量明

显下降!但并未记录详细数据!在后续研究中可以考虑

加入此指标的记录观察!以及通过病理切片和超微结

构观察!评价小肠黏膜病理状态!以丰富脾气虚证时小

肠客观指标的支持* 本实验应用在体空肠灌流技术!

研究脾气虚证模型大鼠葡萄糖吸收功能的变化情况*

脾气虚证大鼠存在小肠吸收障碍!而在体空肠灌流方

法是研究吸收功能的一种方法!在取样时它更多的保

留了样品的生物活性!能够较为真实准确的反应出小

肠吸收葡萄糖的情况!为研究脾气虚证模型小肠吸收

功能的变化!以及营养物质的消化吸收提供了新的借

鉴方法*
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