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香砂六君子汤对脾气虚证大鼠胃
&=J=4

间质细胞&

缝隙连接损伤的修复作用研究

李#冉#齐清会#谢明征#丁伯龙#张盛林

摘要#目的#探讨脾气虚证!

K> L> M1N>->1B-O ?OBM2/<1

"

KPHQ

#大鼠胃
&=J=4

间质细胞 !

>B.12?.>

"

.>=4 -144? /N -=J=4

"

(&&

#$缝隙连接!

C=R JFB-.>/B

"

S'

#损伤和香砂六君子汤的修复作用% 方法#选择
%"

只健康
*>?.=2

大鼠"采用苦寒泻下法建立脾气虚证模型% 造模成功后分为脾气虚组!模型组#和香砂六君

子汤治疗组!治疗组#"每组各
#9

只% 另选择
#9

只健康
*>?.=2

大鼠作为健康组% 治疗组灌胃香砂六君子

汤!

! <TI#"" C

#"

#$

天&健康组和模型组按照治疗组方法予等量生理盐水灌胃
#$

天% 分别于造模前$干预

前及干预后取各组胃肌层组织"采用透射电镜观察
(&&

和
S'

的超微结构改变&免疫组织化学法检测连接蛋

白
$%

!

&U$%

#的数量和分布% 结果#透射电镜显示'与健康组比较"模型组大鼠
(&&

和
S'

明显损伤&经治

疗组干预后
(&&

和
S'

有明显修复趋势% 与本组造模前比较"模型组干预前后胃肌层
&U$% (,H

值均降低

!

K V"

!

"9

#% 与本组干预前比较"治疗组干预后
&U$% (,H

值升高!

K V"

!

"9

#% 与健康组比较"模型组干预

前后胃肌层
&U$% (,H

值均降低!

K V"

!

"9

#% 与模型组比较"治疗组干预后
&U$% (,H

值升高!

K V"

!

"9

#%

结论#脾气虚证大鼠胃肌层中
(&&

和
S'

超微结构破坏"香砂六君子汤可修复脾气虚证状态下
(&&

和

&U$%

的损伤%

关键词#香砂六君子汤&

&=J=4

间质细胞&缝隙连接&连接蛋白
$%
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"
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KPHQ `=? 1?.=04>?A1M F?>BC RF2C=.>]1 <1.A/M `>.A 0>..12 =BM -/4M M2FC? >B %"

A1=4.AO *>?.=2 2=.? 5 \N.12 ?F--1??NF4 </M14>BC .A1O `121 2=BM/<4O M>]>M1M >B./ .A1 .21=.<1B. C2/FR =BM
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<F?-F4=2 4=O12 /N 2=.? /N KPHQ `121 /0]>/F?4O M=<=C1M5 XQT'ZH -/F4M 21R=>2 .A1 ?.2F-.F2=4 M=<=C1 /N

(&& =BM S' >B .A1 C=?.2>- <F?-41 .>??F1? /N 2=.? /N KPHQ5
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X>=BC?A= T>FJFB@> H1-/-.>/B

'

>B.12?.>.>=4 -144? /N &=J=4

'
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'
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&=J=4

间质细胞$

>B.12?.>.>=4 -144? /N &=J=4

"

(&&

%

广泛地分布于胃肠道"是介于肠神经系统 $

1B.12>-

B12]/F? ?O?.1<

"

;6Q

% 与平滑肌细胞 $

?<//.A

<F?-41 -144

"

Q+&

%之间的一类特殊细胞( 肠神经&

(&&

&平滑肌细胞"三者相互连接"共同构成网络结构"

作为胃肠运动的基本功能单位$

0=?>- NFB-.>/B=4 FB>.

/N S( </.>4>.O

"

Y^_S+

%"与胃肠运动功能密切相

关)

#

*

( 许多胃肠运动障碍性疾病如#贲门失弛缓症&

糖尿病胃轻瘫&先天性巨结肠等均与
(&&

分布和表达

异常有关)

!

"

%

*

( 缝隙连接蛋白$

-/BB1U>B

"

&U

%是构成

缝隙连接$

C=R JFB-.>/B

"

S'

%的基本结构蛋白"是相

邻细胞间进行物质交换的桥梁( 其中连接蛋白
$%

$

&/BB1U>B$%

"

&U$%

%是连接蛋白家族中最重要的一

种"在维持细胞间连接通讯&信号传导中起重要作

用)

$

*

"其表达或分布异常可导致胃肠运动障碍( 从现

代医学来看"脾气虚证主要表现为胃肠道的吸收和运

动功能低下的一种慢性损害的疾病状态( 补益方香砂

六君子汤可纠正胃肠运动功能障碍"有效治疗脾气虚

证)

9

*

( 那么"脾气虚证大鼠
&=J=4

是否损伤+

;6Q

"

(&&

"

Q+&

网络信号转导通路如何变化+ 香砂六君子

汤治疗作用又如何+ 本实验以
*>?.=2

大鼠为研究对

象"探讨脾气虚证的本质和香砂六君子汤的作用机制(

材料与方法

#

#动物#健康成年
*>?.=2

大鼠
$9

只"雌雄各

半"体重$

!""

$

!"

%

C

"购于大连医科大学实验动物中

心"生产许可证号#

Q&Xa

$辽%

!""7

%

"""!

( 饲养于

大连医科大学实验动物中心"标准饲料和饮水
#

周(

!

#药物#脾气虚造模方药组成如下"方
!

#生大黄

$后下%&厚朴&枳实"按照
!

&

#

&

#

比例"常规制成
!""c

浓度煎剂'方
"

#广豆根&旋覆花&槟榔"按照
%

&

#

&

#

比例"

常规制成
!9"c

浓度煎剂"由北京同仁堂药店购买及煎

制"批号#

##D"#%

( 香砂六君子汤$党参
#" C

"白术
D C

"

茯苓
D C

"陈皮
D C

"半夏
#! C

"甘草
: C

"香附
: C

"砂仁

: C

( 水煎剂"每毫升水煎剂含生药
# C

"由北京同仁堂

药店购买及煎制"批号#

#%#!":

%(

%

#试剂及仪器#兔抗"

-/BB1U>B$%

单克隆抗体

$批号#

7$$#7"\

%'

Q\Y&

免疫组化试剂盒 $批号#

"D"8"D%D:Y

%'

H\Y

显色剂#

\

#

H\Y

'

!"

倍浓缩

液"

Y

#

[

!

,

!

'

!"

倍浓缩液"

&

#

)YQ

'

!"

倍浓缩液

$批号#

\#!#"!!

%'

';+

"

!""";X

透射电镜$日本%'

6>G/B

光学显微镜$日本%(

$

#模型制备及分组#选择
%"

只大鼠"参考陈小

野等)

:

*方法建立脾气虚证动物模型( 予方
!

&方
"

隔

日交替灌服( 造模前
#7

天"

%

次(天"后
#!

天
$

次(

天"每
!

次灌喂间隔
!9

!

9 A

"共
%"

天'对照组按上述

方法予等量生理盐水灌胃"饲养
%"

天( 模型制备成功

后"随机分为脾气虚自然恢复组$模型组%和治疗组"

每组
#9

只( 另选择
#9

只健康大鼠作为健康对照组

$健康组%( 脾气虚模型制造过程中因药物毒性或误

入气管"致本次实验造模成功率为
7%c

( 于造模成功

日按上述方法继续制造脾气虚大鼠
#"

只"做为替补(

9

#干预方法#治疗组灌胃香砂六君子汤$

! <TI

#"" C

%"健康组和模型组按照治疗组方法予等量生理

盐水灌胃"各组均连续干预
#$

天(

:

#检测指标及方法#分别于造模前&干预前和干

预后取各组胃组织( 麻醉后脱颈处死"无菌条件下剖

腹"迅速取出胃远端
!I%

( 将组织切成
# -<

'

! -<

的

片段置于
$c

戊二醛固定
! A

"用于透射电镜检测"观察

(&&

&

S'

形态( 将组织切成
# -<

'

# -<

片段置于甲

醛中固定
$7 A

"用于
&U$%

定量检测(

:

!

#

#免疫组织化学检测#常规制备石蜡超薄切

片$

$ #<

%"

\Y&

法进行石蜡切片染色"置于显微镜

下观察"每一标本随机选取
9

个
$""

倍视野"采集图

像&观察棕黄色免疫反应沉淀物(

:

!

!

#透射电镜检测#常规制备超薄切片"厚度

为
9"

)

8" B<

"载于
!""

目铜栅网上"于透射电镜下

观察"每个样本随机选取相同倍数
9

个视野"采集图

像&观察
(&&

&

S'

形态(

8

#统计学方法#实验数据采用
QKQQ #:

!

"

软件

进行统计"计量资料采用
U

$

?

表示"

\6,3\

法进行比

较"方差齐性用
TQH

检验"方差不齐用
)=<A=B1

*

? )!



!!"!'$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

检验(

K V"5 "9

为差异有统计学意义(

结##果

#

#干预期间各组大鼠一般状态比较#健康组毛

色白&光润"食欲良好"反应灵敏"好动"体重增加"生长

良好( 模型组毛色枯黄"皮毛松弛"反应迟钝"精神倦

怠"食欲差"便溏与便秘交替存在"体重减轻( 治疗组

干预
#$

天后毛色光润"精神良好"食欲增加"体重增

加"便溏与便秘次数明显减少"接近健康组(

!

#各组胃肠大体形态观察结果比较#健康组胃

肠形态正常"蠕动规律"肠管呈粉红色"无粘连&水肿及

扩张( 模型组肠浆膜充血&水肿"组织脆弱"大部分肠

管呈鲜红色"回盲部极度扩张"粪便潴留"可见腹水(

治疗组胃肠浆膜水肿明显减轻"形态基本正常"肠管呈

红色"回盲部不扩张"未见腹水(

%

#各组干预前后胃肌层组织
&U$%

表达比较$图

#

"表
#

%#

&U$%

免疫反映沉淀物为棕黄色"呈颗粒

状"主要位于黏膜层&肌层中( 健康组
&U$%

免疫反映

沉淀物分布密集&均匀( 模型组干预前后肌层见少量

&U$%

免疫反应沉淀物"部分区域未见( 治疗组干预

后
&U$%

免疫反应沉淀物分布均匀&密集"较对照组无

明显差别( 各组干预前大鼠胃肌层
&U$% (,H

值比较"

##注#

\

&

H

为对照组'

Y

&

;

为脾气虚自然恢复组'

&

&

^

为治疗

组'

\

"

&

为干预前'

H

"

^

为干预后'棕黄色颗粒为
&U$%

表达

图
#

$各组干预前后胃肌层组织
&U$%

表达

$

\Y&

" '

$""

%

表
#

$各组胃肌层组织
&U$%

表达比较#$

(,H

值"

U

$

?

%

组别
B

造模前## 干预前## 干预后##

健康
9 #8 %8:

$

# 9$:

#8 D"D

$

# %%8

"

#8 %$9

$

# %D7

"

模型
9 #: DD%

$

# 9":

#" ###

$

9$9

#

#% 78$

$

8:"

#

治疗
9 #8 "##

$

# $7D ## :D8

$

DD:

#: !:!

$

# "#!

$"

##注#与本组造模前比较"

#

K V "

!

"9

'与本组干预前比较"

$

K V

"

!

"9

'与模型组同期比较"

"

K V"

!

"9%

差异无统计学意义( 与本组造模前比较"模型组干预

前后胃肌层
&U$% (,H

值均降低$

K V"

!

"9

%( 与本组

干预前比较"治疗组干预后
&U$% (,H

值升高$

K V

"

!

"9

%( 与健康组比较"模型组干预前后胃肌层
&U$%

(,H

值均降低$

K V"

!

"9

%( 与模型组比较"治疗组干

预后
&U$% (,H

值升高$

K V"

!

"9

%(

$

#各组干预后大鼠胃肌层组织
(&&

&

Q+&

&

S'

超

微结构比较$图
!

%#健康组
(&&

发出
%

)

9

个突触与周

围细胞相连"细胞核大而不规则"染色质电子密度均匀"

胞质中可见丰富的线粒体&粗面内质网和滑面内质网(

相邻细胞间可见典型
S'

"间隔
!"

)

9" B<

( 模型组

(&&

和
Q+&

明显损伤"异染色质边集"可见肿胀的线粒

体和空泡形成"

S'

增宽( 治疗组
(&&

和
Q+&

中线粒

体肿胀明显减轻"

(&&

&神经末梢&

Q+&

之间通过典型

S'

相连"相邻细胞间隔
!"

)

9" B<

(

##注#

\

&

Y

为健康组'

&

&

H

为模型组'

;

&

^

为治疗组'

\

"

&

"

;

# '

#! """

'图
H

# '

!" """

'图
^

# '

#9 """

'

(&&

"

K

为
(&&

突

触'

6

为肠神经'箭头所指为
S'

'

+

为线粒体

图
!

$各组干预后大鼠胃肌层组织
(&&

&

Q+&

&

S'

超微结构
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脾气虚证是指因脾气不足"运化失职所导致的临

床以食少&腹胀&大便溏泻&神疲肢倦&舌淡苔白&脉缓

弱等为常见证候( 现代医学研究表明"脾气虚主要表

现为胃肠道运动功能障碍&消化吸收功能降低下的一

种虚损性疾病状态)

8

*

( 促进胃肠动力的疗法能够改

善消化吸收&神经体液调节紊乱以及营养物质代谢紊

乱"有效防治脾气虚证)

7

*

( 研究表明"香砂六君子汤

具有抑制胃黏膜损伤"促进水肿吸收"调节内分泌及免

疫功能等功效)

D

*

( 本研究在脾气虚造模期间可明显

观察到大鼠精神倦怠&毛色枯黄&食欲减退&便秘与便

溏交替存在等症状"这与临床上脾气虚证的表现相吻

合( 经香砂六君子汤治疗
#$

天后"症状明显减轻(

本实验还观察到脾气虚大鼠胃肠浆膜充血&水肿"胃肠

蠕动减弱"回盲部极度扩张"粪便潴留等现象"可见脾

气虚大鼠存在明显胃肠运动障碍(

研究表明
(&&

是胃肠道运动的起搏点"与胃肠运

动密切相关)

#"

*

(

S'

是细胞连接形式之一"以
&U$%

最常见(

&U$%

以及其构成的
S'

和胃肠运动密切相

关( 如先天性巨结肠
&U$%

分布异常导致病变肠管慢

波节律和兴奋传导异常"引起或加重发病)

##

*

( 先天性

巨结肠环形肌层与纵形肌之间
&U$%

表达缺失"在移

行肠段表达减少)

#!

*

( 因此"观测
(&&

&

&U$%

&

S'

的形

态有助于揭示脾气虚证的本质( 本研究结果提示脾气

虚证致胃肠运动障碍机制可能包括
(&&

结构破坏"影

响正常的起搏活动和慢波的产生"导致胃肠平滑肌的

收缩节律紊乱(

(&&

对神经递质的反应性降低"对肠

神经发出的电化学信号不能有效作出反应"这些因素

都可造成运动功能的损害( 本研究结果提示"香砂六

君子汤能够修复或保护
(&&

的结构"使
(&&

发挥正

常功能"从而保证胃肠运动的正常进行( 正常的胃

肠运动功能前提是
;6Q

"

(&&

"

Q+&

之间物质交换和

信号转导功能的完整"脾气虚证大鼠胃
&U$%

的分布

不均匀"抑或由
&U$%

介导的信号转导机制异常"造

成
;6Q

"

(&&

"

Q+&

网络信号转导功能障碍( 本研究

中"香砂六君子汤能够保护胃肌层中
&U$%

的结构不

受破坏"维持
&U$%

的数量"保证了
;6Q

"

(&&

"

Q+&

网络信号转导功能有序进行( 本实验造模期间观察

到大鼠便秘与便溏交替出现"这可能是通过上述机

制"造成胃肠运动功能紊乱"食物不能完全消化或吸

收所致(

本研究结果提示脾气虚证时胃
(&&

&平滑肌和
S'

结构的损伤"但损伤机制还不是十分清楚( 脾气虚证

影响
(&&

&平滑肌细胞间信号转导"

(&&

"平滑肌网络损

伤机制以及香砂六君子汤对脾气虚证致胃肠运动障碍

的防治机制仍需继续深入研究(

$致谢!本研究得到大连医科大学中西医结合研究院战立

彬&隋华和孙杰等友情帮助"在此深表谢意%
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