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!基础研究!

基于脾胃'脑相关理论研究电针对溃疡性

结肠炎大鼠大脑皮层代谢物的影响

杨$阳#

"

!

$赵纪岚#

$侯天舒#

$韩晓霞#

"

%

$赵征宇#

$彭晓华#

$吴巧凤#

摘要$目的$依据#脾胃$脑相关%理论"研究足阳明经穴位电针疗法对溃疡性结肠炎&

K4-12C.DL1 -/

#

4D.DM

"

N&

'大鼠大脑皮层代谢物的影响"识别关键代谢物( 方法$采用葡聚糖硫酸钠&

O1P.2CQ MK4GC.1 M/OD

#

KB

"

IRR

'法复制
N&

大鼠模型"并随机分为模型组)电针组"每组
#%

只"另选取
#%

只大鼠为空白对照组

&空白组'( 采用疏密波电针足三里)天枢和上巨虚穴
;

天后"所有动物处死取直结肠和回盲部行病理形态

学观察*分离脑皮层"分别提取水溶性和脂溶性脑组织代谢物"运用#

S

#

6+=

技术进行代谢组学研究( 结果

电针能明显改善
N&

大鼠模型的一般状况"降低
N&

大鼠的疾病活动指数&

I:(

'值&

T U"

!

";

'"减轻
N&

大

鼠肠道黏膜炎性细胞浸润"稳定线粒体)内质网等细胞结构( 代谢组学研究显示"

N&

大鼠模型脑皮质中谷

氨酸)

)&

和
3VIV

含量明显降低"而丙氨酸)

VIV

明显升高*电针干预后乳酸)谷氨酸)

)&

和
3VIV

均升高"

而丙氨酸和
VIV

含量降低"与空白组接近( 结论$采用足阳明经穴针刺对
N&

模型脑组织代谢物有一定影

响"基于脾胃与脑相关理论针刺治疗
N&

有其特定的代谢组学物质基础和机制(

关键词$电针*脾胃$脑相关*足阳明经穴位*溃疡性结肠炎*代谢组学
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<CM1O /Q TDJ*1D

#

<2CDQ =14C.1O )X1/2Y
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$
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QC4YMDM MX/E1O .XC. DQ .X1 B/O14 [2/KW

!

-/Q.1Q.M /G [4K.CBD- C-DO

!

-X/41M.12/4

!

L12Y 4/E O1QMD.Y 4DW/W2/

#

.1DQ

$

3VIV

%

DQ .X1 WC44DKB /0LD/KM4Y O1-21CM1O

!

EXD41 C4CQDQ1 CQO 4/E O1QMD.Y 4DW/W2/.1DQ

$

VIV

%

MD[QDGD

#

-CQ.4Y DQ-21CM1O5 :G.12 A:

!

41L14M /G 4C-.D- C-DO

!

[4K.CBD- C-DO

!

./.C4 -X/41M.12/4

$

)&

%!

CQO 3VIV C44 DQ

#

-21CM1O

!

CQO 41L14M /G C4CQDQ1 CQO VIV O1-21CM1O5 :44 DQOD-1M E121 CWW2/PDBC.1 ./ .X/M1 /G .X1 04CQa

-/Q.2/4 [2/KW5 &/Q-4KMD/Q

%

A: C. ^//. >CQ[BDQ[ -XCQQ14 ECM G/KQO ./ XCL1 M/B1 1GG1-. /Q B1.C0/4D.1M

DQ .X1 02CDQ .DMMK1 /G N& B/O14 2C.M

!

EXD-X XCO MW1-DGD- B1.C0/Q/BD- BC.12DC4 0CMDM CQO B1-XCQDMB

0CM1O /Q .X1 TDJ*1D

#

02CDQ 214C.1O .X1/2Y 5

bA>*,=IR

%

141-.2/

#

C-KWKQ-.K21

&

TDJ*1D ! 02CDQ 214C.1O

&

W/DQ.M C4/Q[ ^//. >CQ[BDQ[ &XCQQ14

&

K4

#

-12C.DL1 -/4D.DM

&

B1.C0/Q/BD-M

$$溃疡性结肠炎 $

K4-12C.DL1 -/4D.DM

!

N&

% 是一种

严重影响患者身体健康和生活质量的结肠慢性迁延性

炎性肠病!近年来发病率明显增加!已逐渐成为全球性

疾病(

#

)

* 针灸治疗
N&

疗效确切!优势突出!可以从多

个水平和环节缓解
N&

的临床症状和病理改变!但其

机理尚未完全阐明(

!

)

* 对
N&

常见中医证候及证候要

素的现代文献研究显示!

N&

的主要病位在脾+胃+肠!

其主要证候因素是脾肾阳虚+湿热+肝郁脾虚和脾胃虚

弱!因此调理脾胃是针灸治疗
N&

的主要措施(

%

!

$

)

*

另一方面!中医学认为!精神紧张!忧虑过度!忧思气结

是
N&

的主要病因!可谓,脾胃'脑相关-

(

;

!

?

)

&现代研

究也显示!精神'神经'内分泌'免疫系统通过脑'

肠轴对
N&

等炎性肠病发挥了重要作用!皮质及皮质

下结构在心理应激时的异常反应与
N&

有显著相关

性(

8

!

7

)

!因此从,脾胃'脑相关-的角度出发有可能为

探索针灸防治
N&

的机制提供新的线索(

c

!

#"

)

* 代谢组

学技术是一种能够全面+快速+简捷反映体内代谢总体

变化的技术手段!本研究拟运用质子核磁共振 $

#

S

6K-41C2 +C[Q1.D- =1M/QCQ-1

!

#

S6+=

%技术!比较

针刺治疗对脑组织代谢的影响!从整体代谢的角度为

阐释,脾胃'脑相关-的脑代谢物质基础!为深入认识

脾胃脑相关等理论提供新的实验依据*

材料与方法

#

$动物$清洁级健康雄性
RI

大鼠
%c

只!体重

$

!""

&

!"

%

[

!由简阳市动物中心提供!使用许可证

号#

R&\b

$川%

!""7

"

!$

!动物在实验前进行适应性

饲养
!

周!自由进食和饮水!室温控制在
!"

'左右!

相对湿度
8"d

* 饲养期模拟捕捉所有大鼠!每天

#

次*

!

$主要试剂及仪器$葡聚糖硫酸钠$

+T <D/

#

B1OD-C4M

公司!批号#

#?"##"

%&韩式穴位神经刺激仪

$

SCQM

#

!""

!南京济生科技有限公司%&光学显微镜

$莱卡
I+?""+

!德国%&电镜$日立
S

#

?""(3

型透射

电镜!日本%&超导核磁共振谱仪$

(6,3: ?"" +S_

!

美国瓦里安公司%*

%

$分组与造模$选择
RI

大鼠连续自由饮用

$dIRR

溶液
8

天!根据大便隐血+疾病活动指数

$

ODM1CM1 C-.DLD.Y DQO1P

!

I:(

%及
SA

染色等指标判

断模型成功(

##

)

!预实验显示造模成功率约为
c8d

*

剔除造模不成功者!符合
N&

模型的大鼠按随机数字

表分为模型组+电针治疗组$电针组%!每组各
#%

只*

另选取
#%

只大鼠作为空白对照组$空白组%*

$

$干预方法$将大鼠抓取固定于自制大鼠固定

器上!腧穴定位参照.实验针灸学/

(

#!

)大鼠定位方法

确定!任选一侧斜刺,天枢- $

! BB

%!直刺,上巨虚-

和,足三里-$

% BB

%* 针柄连接韩氏穴位神经刺激

仪!采用疏密波型#频率
#;

(

!; S_

!电流
"

!

# B:

!留

针
#; BDQ

!每天固定时间治疗
#

次!穴位左右交替使

用!共治疗
;

天* 空白组和模型组大鼠只进行抓取和

固定!不针刺*

;

$检测指标及方法

;

!

#

$一般状态观察$实验过程中观察并记录各

组大鼠的体重变化+大便性状及出血情况!并参照文献

采用
I:(

比较各组大鼠的一般活动状况&采用联苯胺

法评价各组大鼠的粪便隐血情况*

;

!

!

$回盲部及直结肠病理观察$干预结束后

#d

戊巴比妥钠麻醉处死大鼠!剖腹取回盲部及直结

肠!

#"d

甲醛或
%d

戊二醛预固定!石蜡包埋切片

$

? !B

%

SA

染色!或环氧树脂包埋后电镜切片

$

"

!

; !B

%!镜下观察*

;

!

%

$脑组织#

S 6+=

检测$大鼠处死后剥取大

脑皮层! "

8"

'固定保存*

;

!

%

!

#

$样品预处理$脑组织水溶性代谢物#在

化冻称重后的组织中加入
#

)

#

的乙腈$

&S

%

&6

%# 水

混合溶剂
! BV

!匀浆器匀浆后!

$

'!

#" """ 2 JBDQ

离

心
? BDQ

!收集上清液!用
6

!

吹干* 冷冻干燥后!加入

;;" !V

的磷酸缓冲液$

WS8

!

$

%和
#" !V "

!

#d

的
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#"

"!"#(%"

)RT

!

#" """ 2 JBDQ

离心
#" BDQ

!取上清移入
; BB

的核磁管!

$

'保存待测* 脑组织脂溶性代谢物#离心

后的沉淀部分加入
! BV

氯仿
J

甲醇$

&S&4

%

)

&S

%

,S

!

!

)

#

萃取%!

$

'!

#" """ 2 JBDQ

离心
#; BDQ

后收集上

清液冻干* 加入
?"" !V

的氘代氯仿*氘代甲醇

$

&I&4

%

*

&I

%

,I

!

!

)

#

%! 放 置
#"

(

#; BDQ

&

#" """ 2 JBDQ

!离心
; BDQ

!取上清移入
; BB

的核磁

管!

$

'保存待测*

;

!

%

!

!

$

#

S

#

6+=

检测$水溶性样品采用带预饱

和的
6,AR>

脉冲序!弛豫延迟为
! M

!混合时间为

#;" BM

!在这两个时间段均采用低功率对水信号进行

选择性照射以抑制水峰* 采样谱宽为
7 cc7

!

c S_

!采

样点为
%! a

复数点!

^(I

累加次数为
?$

次* 脂溶性

样品采用普通的单脉冲序列进行实验!其余参数同水

溶性样品* 所有
^(I

数据在进行傅立叶变换$

^)

%之

前均乘以相当于
"

!

% S_

线增宽因子的窗函数!

^)

数

据点位
?$ a

* 所得谱图经过相位和基线校正之后!将

7;

!

?

(

7"

!

$

范围内的谱按每段
"

!

"$

的宽度进行分

段积分!并将积分按每张谱的总积分进行归一化* 将

所得积分结果输出并转换成
AP-14

格式!供模式识别

分析用数据分析*

?

$统计学方法$所有数据输入
R(+&:

#

T e

软件

$

L#"

!

"$

!

NB1.2D-M

!

NB1C

!

RE1O1Q

%进行分析*

采用
TC21./

标度化$

TC21./ M-C4DQ[

%进行预处理之

后进行偏最小二乘法 $

WC2.DC4 41CM. MFKC21M ODM

#

-2DBDQC.1 CQC4YMDM

!

TVRI:

%分析* 为了排除非相关

因素使分组最大化!进一步采用正交信号校正$

/2

#

.X/[/QC4 MD[QC4 -/221-.D/Q

!

,R&

%处理!结果以得分

图和载荷图表示*

结$$果

#

$各组一般状态比较$表
#

%$造模
%

天后模型

组大鼠大便隐血实验阳性!造模
8

天后模型大鼠出现

黏液血便或脓血便!有典型的
N&

症状!恢复普通饮水

后模型组和电针组大鼠
N&

症状均有减轻!但电针组

症状减轻更为明显!各组大鼠无死亡* 与空白组比较!

模型组
I:(

升高$

T U"

!

";

%* 与模型组比较!电针组

干预后一般状况改善!

I:(

降低$

T U"5 ";

%*

表
#

%各组大鼠
I:(

比较$$

P

&

M

%

组别
Q I:(

空白
#%

"

!

模型
#% !

+

#"

&

"

+

!;

电针
#%

"

+

8c

&

"

+

!!

!

$$注#与模型组比较!

!

T U"

!

";

$$

!

$各组病理形态学结果比较$图
#

+

!

%$光镜观

察结果#空白组肠道回盲部和直结肠部黏膜均完整!腺

体结构完好!仅见极少量炎性细胞浸润&模型组可见到

黏膜层被破坏!腺体样结构减少或消失!并可见大量炎

细胞浸润!有溃疡片及坏死区域!黏膜下层有明显的充

血水肿&电针组肠黏膜充血水肿明显减弱!只有少量炎

性细胞浸润!杯状细胞增生明显!未见溃疡面* 电镜观

察结果#空白组各细胞器正常&模型组染色质边集!基

底部炎性细胞浸润!线粒体肿胀明显!细胞内大量空

泡!线粒体肿胀微绒毛稀疏缺损!且有炎细胞浸润&电

$$注#

:

+

<

为空白组&

&

+

I

为模型组&

A

+

^

为电针组&

:

+

&

+

A

#

,

#""

&

<

+

I

+

^

# ,

$""

&箭头所指为炎性细胞浸润

图
#

%各组大鼠直结肠病理结果%$

SA

%

图
!

%各组大鼠回盲部电镜观察结果%$ ,

7 """

%
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年
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月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

针组线粒体形态基本正常!粗面内质网增多!但组织间

隙存在少量空泡样结构!炎性细胞浸润明显减轻*

%

$ 各 组 大 鼠 脑 皮 层 水 溶 性 代 谢 物 比 较

$图
%

"

;

%$各组乳酸$

VC-.C.1

%+缬氨酸$

3C4DQ1

%+

"

#氨基丁酸$

Z:<:

%等物质含量不同!采用
,TVR

分

析后获得得分图!可见样本主要在
T&#

和
T&!

方向

上!空白组主要分布在第一+第四象限!模型组分布在

图
%

%各组大鼠脑皮层水溶性代谢物的#

S 6+=

代谢谱图

$$注#

.

(

#

)*

.

(

!

)分别代表第一和第二主成分!椭圆形表示

S/.144DQ[

检验的
c;d

置信区域

图
$

%各组大鼠脑组织水溶性代谢物的#

S6+=

得分图

$$注#

E

!

-

代表与主成分相应的载荷! 显示导致这些差异的

相应代谢物

图
;

%各组动物脑组织水溶性代谢物的

#

S6+=

因子载荷图

第三象限!两组无交集* 电针组样本主要分布在第二

象限!并且有向空白组靠近的趋势!但仍离模型组较

近* 与空白组比较!模型组乳酸 $

VC-.C.1

!

##

!

%%

!

#

!

%;

%和谷氨酸$

Z4K.CBC.1

!

#!

!

%;

!

!

!

%?

%含量明显

降低!而丙氨酸$

:4CQDQ1

!

#%

!

8?

%明显升高* 电针组

乳酸+谷氨酸均升高!丙氨酸降低!与空白组接近*

$

$各组大鼠脑皮层脂溶性代谢物比较$图
?

"

7

%

电针组
)&

+

VIV

+

3VIV

含量介于模型组与空白组之

间* 与空白组比较!模型组
)&

$

#"

!

7#

"

"

!

7;

%+

&S

!

&S

!

&,

$主要为
3VIV

!

##

!

;$

"

#

!

;c

%含量明显

降低!

4DWDO

$

&S

%

%

Q

$主要为
VIV

!

##

!

!$

"

#

!

!8

%含量明

图
?

%各组大鼠脑组织脂溶性代谢物的#

S 6+=

代谢谱图

图
8

%各组大鼠脑组织脂溶性代谢物的
,TVR

得分图

图
7

%各组大鼠脑组织脂溶性代谢物的
,TVR

因子载荷图
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显升高!电针治疗后上述代谢物有明显改善!

)&

+

3VIV

+

VIV

含量均与空白组接近*

讨$$论

传统针灸理论认为,五脏有俞!六府有合!循脉之

分!各有所发*-五脏六腑通过所循行的经脉与脑密切

相关!正所谓,心藏神!肺藏魄!肝藏魂!脾藏意!肾藏

志*-其中!脾胃自古就认为与脑功能的正常发挥密切

相关* 在功能方面!胃主受纳+腐熟水谷!推陈降浊&脾

主运化水谷精微!化生气血!布升清阳&肠主吸收精微!

导浊排秽* 胃+脾+肠的纳+化+出功能协调!气血充盛

而通和!水谷精微及化生的气血才能使脑窍充养!神机

灵活!从而维持脑的正常生理功能* 如果脾胃虚弱!纳

运无权!可导致气血津精来源匮乏!气血阴阳失调!升

清降浊功能逆乱!致使气血不荣于巅!痰湿+水饮+瘀血

等病理产物留聚并上扰脑神!甚至壅塞脑窍!从而影响

脑的功能!导致脑系疾病的产生(

$

!

?

!

#%

)

*

现代医学认为!精神心理因素等对脾胃系统的功

能会造成损害!而很多胃肠道疾病除表现为躯体症状!

精神心理症状也非常突出(

%

"

;

!

7

)

* 例如!精神'神

经'内分泌'免疫系统通过脑'肠轴对
N&

等炎性肠

病发挥了重要作用!愤怒+抑郁+思虑过多等均可影响

脾胃&另一方面!皮质及皮质下结构在心理应激时的异

常反应与
N&

也有显著相关性!很多
N&

患者的发病

与工作压力大!精神紧张!忧虑过度!时常熬夜等密切

相关!通过调理脾胃可对相应模型动物脑内的一些神

经递质+神经肽+环核苷酸+第三信使物质等的含量及

其基因表达起到广泛的调节作用!从而为
N&

等疾病

的治疗带来好处(

#

!

8

!

7

)

* 新近的影像学资料也发现!功

能性以及静止期的肠道炎性疾病最主要的区别在于

(<R

将边缘脑区或边缘脑区周边过度激活!而
N&

则

通过右侧前皮质抑制了该区域的激活(

8

)

!因此皮质区

可能是观察
N&

转归的良好靶点*

本研究从,脾胃'脑相关-的角度出发!采用代谢

组学技术比较了足阳明经针刺治疗对
N&

模型脑皮层

组织代谢的影响!与空白组大鼠比较!模型组大鼠脑皮

层水溶性代谢物的乳酸+谷氨酸+

)&

和
3VIV

含量明

显降低!而丙氨酸和
VIV

含量明显升高* 采用调理脾

胃的方法电针治疗后!电针组的乳酸+谷氨酸以及
)&

均有所升高!而丙氨酸和
VIV

含量均有所下降* 乳酸

是脑能量稳态和能源物质的感受变量!在神经元活动

增强的情况下!细胞外升高的谷氨酸浓度能够影响星

形胶质细胞对乳酸的释放和葡萄糖的摄取利用!从而

可以为神经元提供更多能源物质(

#$

)

&谷氨酸是动物脑

内中含量较多的一种氨基酸!在物体内的蛋白质代谢

过程中占重要地位* 因此!采用足阳明经穴电针治疗

提高乳酸+谷氨酸+磷酸肌酸等的作用可能与电针提高

大脑能量代谢+蛋白合成及各种化学反应等有关!提示

基于脾胃理论针刺治疗
N&

有一定的生物学基础!但

是其进一步的机制尚待深入研究*
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