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!!'摘要(!目的!观察加味四逆散对慢性身心应激胃溃疡模型大鼠胃黏膜超微结构+胃窦组织胃泌素受体

!ZC;V"+空肠组织血管活性肠肽受体"!>UDV""含量及其基因表达的影响&并阐明其机制)方法!将 ?0432*大鼠

%&只随机分为正常组&模型组&加味四逆散大+中+小剂量组&奥美拉唑组&每组!&只)除正常组外&其余K组均采

用慢性身心应激方法建立应激性胃溃疡大鼠模型)加味四逆散小+中+大剂量组大鼠每日分别灌胃&$"K+&$K+

!$&7*.9浓度的中药煎剂".9&奥美拉唑组大鼠每日灌胃&$#.7*.9的奥美拉唑溶液".9&正常组及模型组每

日灌胃生理盐水".9&造模结束后&透射电镜法观察腺胃区胃黏膜组织细胞及细胞间连接的超微结构改变&免疫

组化法和V+2530.+AD(V法检测胃窦组织细胞ZC;V+空肠组织细胞>UDV"蛋白含量及其基因表达的变化)结果

!电镜观察显示正常组大鼠胃黏膜上皮细胞间连接紧凑&胞膜完整&胞核形态及大小正常#模型组大鼠胃黏膜细胞

受损严重#其余治疗组均较模型组不同程度好转)使用加味四逆散及奥美拉唑治疗后&各组胃窦组织ZC;V蛋白

和.VJC的表达均较模型组增加!!$&N&K"&空肠组织>UDV"蛋白和.VJC的表达均较模型组降低!!$&N&K")

其中加味四逆散大剂量组ZC;V+>UDV"蛋白和.VJC的表达接近正常组水平&两者相比差异无统计学意义!!'

&N&K")与奥美拉唑组与加味四逆散小剂量组相比&加味四逆散大剂量组大鼠ZC;V蛋白和 .VJC的表达均增高

!!$&$&K"&>UDV"蛋白和.VJC的表达降低!!$&N&K")结论!加味四逆散可改善慢性身心应激胃溃疡模型大

鼠胃黏膜组织细胞的微观病理形态&并可调整胃组织ZC;V和空肠组织>UDV"的含量及其基因表达)

'关键词(!加味四逆散!应激模型大鼠!超微病理!胃泌素受体!血管活性肠肽受体"
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!!应激是一种常见的机体对紧急事件的反应状

态&与胃肠道心身疾病起病及症状的发生密切相

关&常可导致机体明显的情绪变化&并由此引起一系

列身心异常状况的发生及消化功能的异常)而应激

致病和中医病因学中的情志所伤内在涵义是一致

的)通过查阅大量文献/!0&我们认为中医疏肝理气

法的治病机理与该方法对胃肠道黏膜形态结构及胃

肠激素水平施加了有益的影响有关&而胃肠激素的

作用效果又与表达的受体的数目关系密切&即受体

水平的高低可很好地反映该激素的作用强度&但目

前相关研究报道较少
/"0)加味四逆散来源于中医疏

肝理气法之经典方四逆散&前期大量临床观察/#&'0

已证明其有很好的调节患者胃肠功能的作用)本研

究首次从实验角度进一步探索该方对慢性身心应激

模型大鼠胃肠激素受体蛋白及基因表达和胃黏膜细

胞超微结构的影响&以期从胃肠激素受体角度探讨

加味四逆散调治身心应激相关性胃肠疾病的作用机

制)

1!材料和方法

1L1!材料

1L1L1!实验动物!雄性清洁级健康 ?0432*大鼠

%&只&!&%!"周龄&!"&&a"&"7)购于湖北中医药

大学动物实验室&动物使用许可证号;V;I!鄂"

"&!!&&!B)

1L1L/!药物与试剂!加味四逆散!柴胡B7+枳实

!K7+白芍!K7+郁金%7+白芨%7+砂仁!"7+炙甘

草%7&等"购于湖北中医药大学附属医院中药房)

按照中药常规煎法制成相当于生药!7*.9的药

液&'\冰箱保存备用)给药前&将药液配制成所需

浓度)奥美拉唑片&山东齐鲁药业有限公司生产&批

号!!&W&X"K'&给药前蒸馏水配成&$#.7*.9浓度

的药液)胃泌素受体!ZC;V"+血管活性肠肽受体"

!>UDV""免疫组化试剂盒!武汉博士德生物工程公

司"#生物素化山羊抗兔U7Z!武汉博士德生物工程

公司提供&批号$)F!"&'"&)CY显色试剂盒!武汉

谷歌生物科技公司&批号$FI!"&!&'")I*0T-5

V+27+13!U1O03*-7+1 90H+ I+,L1-5-70+4&目 录 号

!KKX%A&"%"# V+O+*I*2 C,+A!AI=c=Y= F0*43

;3*218,)JC ;P13L+404 <03!目 录 号 F;<A!&&"

!CRP7+1 Y0-4,0+1,+4"#59BM .VJC+R/!M"

.VJC 实 时 荧 光 定 量 D(V 试 剂 盒+引 物

!U1O03*-7+1Y0-3+,L1-5-7P(-$&9I)中国公司"&

D(V引物序列+产物长度和退火温度见表!)

表1!X8:引物序列+产物长度和退火温度

Q'=?,1!XF#<,FB,̂&,($,B;RX8:&?,(A>%;RWF;-&$>'(-'((,'?#(A

>,<W,F'>&F,

D*0.+*
12.+

D*0.+*4+j6+1,+4
!KhA#h"

9+173L-H
@*-86,3
!/@"

C11+25017
3+.@+*236*+

!\"

VA$A2,301A; (ZIIZC(CI((ZICCCZC((I( !!& KB

VA$A2,301AC ICZZCZ((CZZZ(CZICCI(I

VA59BMA; Z(ZCCIZ(IZ(ICZIZCIIZI !!" KB

VA59BMAC (((IZCZCZIZ(I(ZIIZIZ

VAR*LD"A; IC(CCZCZZ(I(Z((CCZI(( !XK KB

VAR*LD"AC III(CZII(C(Z(IZIC((I(C(

1L/!实验方法

1L/L1!分组与造模!大鼠随机分为%组$正常组&

模型组&奥美拉唑组&加味四逆散大+中+小剂量组&

每组!&只&按文献/K0
不可预知慢性应激方法制备应

激性胃溃疡大鼠模型&选!&种不可预知刺激因素刺

激大鼠)(潮湿垫料加倾斜饲养$倾斜鼠笼#&k&使

后底部垫料浸水&持续"'L))热水泳$使大鼠在

水温'B\左右+水深#K,.的热水中游泳!&.01)

*禁食"'L)+电击$以生物机能系统进行电刺激&

电流&$!.C&#次*.01&连续刺激!K.01),行为

束缚"L$大鼠以!&.7*.9戊巴比妥钠!!$K.9*

S7"腹腔注射麻醉后仰位捆绑于专用鼠板上&等待

大鼠清醒后计时开始)-陌生物品$随机选择烧杯+

铁丝网等放入鼠笼"'L).昼夜交替$白昼以黑布

罩鼠笼!"L&天黑后白炽灯照射!"L)/陌生气味$

"WB
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将蘸有冰醋酸的医用棉花放入敞开的玻璃瓶中&放

入鼠笼"'L)0冰水泳$将受试大鼠放入水温'\&

水深#K,.水中!&.01)123禁水"'L)每日于!&

种刺激方法中随机选取!种&相邻"8不重复#每天

上午X点钟将刺激更换&除正常组外&模型组&奥美

拉唑组&加味四逆散大+中+小剂量组均参与造模&造

模时间共'周)

1L/L/!药物配制剂量与给药!大鼠每日加味四逆

散用药剂量!中剂量"按等效临床剂量和体表面积公

式计算出为K7*S7&小剂量为其!*"!"$K7*S7"浓

度&大剂量为其"倍浓度!!&7*S7")小+中+大剂量

组的中药复方药物浓度分别为&$"K+&$K+!$&7*

.9&每日将配置好的中药煎剂".9灌胃大鼠)奥

美拉唑组灌胃&$#.7*.9的奥美拉唑混悬液"

.9&以上药物均用蒸馏水配制)空白组及模型组灌

胃生理盐水".9&均为每日!次&从造模第#周开

始灌胃&直至实验结束&共灌胃"周&给药同时继续

进行刺激)

1L2!指标检测

1L2L1!电镜标本制作及观察!大鼠最后一次给药

后禁食不禁水&"'L后脱颈椎处死大鼠&于腺胃区

剪取&$K,. &̂$K,.大小黏膜组织一块&"K.9*9

戊二醛前固定&&$!.-5*9磷酸缓冲液漂洗#次&

!&.9*9锇酸后固定&&$!.-5*9磷酸缓冲液漂洗#

次&梯度酒精!K&&+W&&+B&&+XK&+!&&&.9*9"脱水

"次&每次!K.01&环氧树脂包埋&纯丙酮脱水"次

!!K.01"&纯包埋液#W \固化"'L&然后%& \+

'BL&超薄切片机切片&铀+铅染色&透射电镜观察胃

黏膜组织细胞超微病理改变)

1L2L/!免疫组织化学法测定胃窦组织ZC;V+空肠

组织>UDV"蛋白的表达!实验步骤严格按照试剂

盒说明书进行&于大鼠胃窦区+空肠区取适量组织&

浸入'&.9*9多聚甲醛液中固定&"'L内石蜡包

埋&切片机间断连续切片&切片厚为'#.&脱蜡和水

化&抗原修复&采用;D法进行免疫组织化学染色&

脱水&透明&封片&镜检&一抗!兔抗大鼠 ZC;V+

>UDV"多克隆抗体"稀释度为!_K&)阴性对照以

DY;替代一抗)用YgA%&型=9cGDf;显微镜光

学摄像系统拍照&每组内每只大鼠观察"张切片&每

张切片随机挑选K个"&&倍视野进行拍照&拍照时

尽量让组织充满整个视野)免疫组化染色结果以细

胞浆或膜上出现棕黄色颗粒为阳性&应用U.27+A

D*-%VD564K$!软件对每张照片进行分析得出每张

照片 细 胞 阳 性 的 平 均 光 密 度 !2O+*27+-@30,25

8+1403P&C=)"值&每组所有照片的平均值代表该

组的C=)值)

1L2L2!V+2530.+AD(V法测定胃组织59BM+空肠

组织R/!M".VJC 的表达!于胃窦区!距幽门

&$K,."+空肠区!距幽门"%#,."取适量组织&迅

速投入液氮中&后转入bB&\冰箱备用)按试剂盒

说明书进行操作&反应体系!每个反转录产物配制#

管"$"̂ jD(VG0R!"$K#9&"$K#.-5*9基因引物

"$&#9&反转录产物"$&#9&88:"=B$K#9)D(V

扩增条件$预变性XK\&!.01#循环!'&次"XK\&

!K4.KB \&"&4.W" \&"&4#末段延伸W" \&

K.01#熔解曲线W"\.XK\&每"&4升温!\)

结果处理采用44(I法$C](I!目的基因&待测样

本"b(I!内标基因&待测样本"#Y](I!目的基因&

对照样本"b(I!内标基因&对照样本"#<]CbY&

59BM+R/!M".VJC的表达倍数用"b<
来表示)

1L3!统计学方法

资料数据以表示&两组间比较采用 G211A

?L031+P检验#其他数据比较采用单因素方差分析&

!$&$&K为差异有统计学意义)

/!结果

/L1!大鼠胃黏膜组织细胞超微病理学变化

正常组大鼠胃黏膜上皮细胞间连接紧凑&胞膜

完整&细胞器均匀分布&线粒体呈静息状态&胞核形

态及大小正常!图!C"#模型组大鼠胃黏膜上皮细胞

间连接松解&胞膜结构部分缺失&胞质中细胞器崩

解&内质网扩张&线粒体肿胀&胞核形态极不规则&部

分核溶解&染色质明显边集+浓缩或均一化分布!图

!Y"#奥美拉唑组大鼠胃黏膜上皮细胞间连接较紧

密&胞膜结构基本完整&胞浆中细胞器分布欠均匀&

胞核核膜完整&染色质部分边集!图!("#加味四逆

散小剂量组大鼠胃黏膜上皮细胞部分连接较松散&

胞浆线粒体部分肿胀&基粒减少&内质网扩张明显&

核膜尚完整&部分染色质边集或均一分布!图!)"#

加味四逆散中剂量组大鼠胃黏膜上皮细胞间连接较

紧密&胞膜结构基本完整&胞浆细胞器分布尚均匀&

胞核形态基本正常&核染色质部分边集!图!M"#加

味四逆散大剂量组大鼠胃黏膜上皮细胞间连接紧

密&胞膜结构完整&胞浆细胞器结构基本恢复正常&

胞核形态正常&核膜完整&染色质无明显浓缩+边集

等异常!图!F")

/_/!大鼠胃窦组织]E":蛋白和<:SE的表达

!!见图"&表")与正常组比较&模型组大鼠胃窦
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图1!电镜下大鼠胃黏膜组织细胞超微病理学变化)V5000

T#A1!Q%,$%'(A,B;RA'B>F#$<&$;B'$,??&?>F'B>F&$>&F'?W'>%;?;AG;RF'>B_Q.+!V5000

C$J-*.257*-6@#Y$G-8+57*-6@#($=.+@*2T-5+7*-6@#)&M&F$d?;J;4.255&.+806.21852*7+8-4+7*-6@4

图/!大鼠胃窦组织]E":免疫组化染色)"X!V/00!!!图2!大鼠空肠组织N\X:/免疫组化染色)"X!V/00

T#A/!\<<&(;%#B>;$%,<#$'?B>'#(#(A;R]E":#(A'B>F#$'(>F&<>#BB&,;RF'>B_"X!V/00!!!T#A2!\<<&(;%#B>;$%,<#$'?B>'#(#(A;RN\X:/

#(I,I&('?>#BB&,;RF'>B_"X!V/00

C$J-*.257*-6@#Y$G-8+57*-6@#($=.+@*2T-5+7*-6@#)&M&F$d?;J;4.255&.+806.21852*7+8-4+7*-6@4
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第%期 谢慧臣等$加味四逆散对身心应激模型大鼠胃组织ZC;V+空肠组织>UDV"含量及其基因表达的影响

组织ZC;V蛋白和 .VJC的表达降低&差异有统

计学意义!!$&N&!")使用加味四逆散及奥美拉唑

治疗后&各组ZC;V蛋白和 .VJC的表达均较模

型组增加!!$&N&K"&其中加味四逆散大剂量组

ZC;V蛋白和.VJC的表达接近正常组水平&两者

相比差异无统计学意义!!'&N&K"&但其余各治疗

组仍低于正常组!!$&N&K")加味四逆散小剂量组

ZC;V蛋白和 .VJC 的表达与奥美拉唑组!!'

&$&K"相当&加味四逆散中+大剂量组大鼠ZC;V蛋

白和.VJC的表达高于奥美拉唑组与加味四逆散

小剂量组!!$&N&K")

/_2!大鼠空肠组织N\X:/蛋白和<:SE的表达

见图#&表#)与正常组比较&模型组大鼠空肠

组织>UDV"蛋白和 .VJC的表达升高&差异有统

计学意义!!$&N&!")使用加味四逆散及奥美拉唑

治疗后&各组>UDV"蛋白和 .VJC的表达均较模

型组降低!!$&N&K"&其中加味四逆散大剂量组

>UDV"蛋白和.VJC的表达降低至接近正常组水

平&两者相比差异无统计学意义!!'&N&K"&但其余

各治疗组仍高于正常组!!$&N&K")加味四逆散

中+小剂量组>UDV"蛋白和 .VJC的表达与奥美

拉唑组!!'&$&K"相当)加味四逆散增至大剂量

后&大鼠 >UDV蛋白和 .VJC的表达进一步降低

!!$&N&K")

表/!各组大鼠胃窦组织]E":蛋白及<:SE表达量的变化 !&) *̀"

Q'=?,/!Q%,$%'(A,B;R]E":WF;>,#('(-<:SE,YWF,BB#;(#(A'B>F#$>#BB&,;RF'><;-,?B!&) *̀"

Z*-6@ , ZC;V@*-3+01 59BM.VJC

J-*.25 !& "K''$"!a#'X$%! !$&&a&$!&

G-8+5 !& B&X$"!aBW$'W)) &$!Xa&$&K))

d?;J;4.2558-4+ !& !#K#$#Wa!%&$%&))&* &$"Ka&$&"))&*

d?;J;.+806.8-4+ !& !BKK$#Wa!%#$BB)&**&#&( &$K#a&$&#)&**&#&(

d?;J;52*7+8-4+ !& "#BB$##a#W"$'#**&##&(( &$%"a&$&K**&##&((

=.+@*2T-5+ !& !%&B$##a!B#$'W)&** &$'#a&$&#)&**

!!)!$&$&K&))!$&$&!&O4N1-*.257*-6@#*!$&$&K&**!$&$&!&O4N.-8+57*-6@##!$&$&K&##!$&$&!&O4N-.+@*2T-5+

7*-6@#(!$&$&K&((!$&$&!&O4Nd?;J;4.2558-4+7*-6@

表2!大鼠空肠组织N\X:/蛋白和<:SE表达量的变化 !&) *̀"

Q'=?,2!Q%,$%'(A,B;RN\X:/WF;>,#('(-<:SE#(I,I&('?>#BB&,;RF'><;-,?B!&) *̀"

Z*-6@ , >UDV"@*-3+01 R/!M".VJC

J-*.25 !& !!BB$K&a!"#$#! !$&&a&$"&

G-8+5 !& X!BK$K#aX!&$BK)) #$'&a&$KW))

d?;J;4.2558-4+ !& %X%K$X'a%B&$B#))&* "$#Xa&$#%))&*

d?;J;.+806.8-4+ !& #B'X$#Ka#&&$BX)&**&( !$B#a&$#&)&**&(

d?;J;52*7+8-4+ !& !'X&$'%a!&W$!&**&#&(( !$!Ka&$##**&##&((

=.+@*2T-5+ !& #%BW$"BaK!&$&W)&** !$WXa&$#K)&**

!!)!$&$&K&))!$&$&!&O4N1-*.257*-6@#*!$&$&K&*!$&$&!&O4N.-8+57*-6@##!$&$&K&##!$&$&!&O4N-.+@*2T-5+

7*-6@#(!$&$&K&((!$&$&!&O4Nd?;J;4.2558-4+7*-6@

2!讨论

心理应激引发机体产生的生理学效应包括神经

内分泌激活+炎症反应和自主神经功能不全等&最常

见的就是消化性溃疡&其次如肿瘤&心脑血管疾病

等
/%0)本实验中&慢性应激模型大鼠胃黏膜均发生

了程度不同的损伤&说明应激原的作用对消化系统

的影响确切&也说明制造应激模型成功)

!!在不断完善受体学说的过程中&从胃肠激素的

合成分泌到生物效应的产生&学者们越来越多的认

识到各自的受体在这中间所起到的介导作用的重要

性&有研究发现胃肠组织中胃肠激素受体与组织中

胃肠激素的表达似乎并不一致
/W0&因此有学者甚至

认为胃肠激素的升降可能并不一定是主要的矛盾方

面&还要看受体后信息的传导情况+受体的反应性以

及受体数目
/B&X0)确切地说&特异性受体可能是胃

平滑肌功能的关键所在&特异性受体在平滑肌表面

与相应胃肠激素结合&接收其所传递的刺激信号并

向平滑肌细胞内转导&以实现调控胃肠运动的效果&

胃动力出现障碍常因信号传导通路及特异性受体的

功能障碍所致
/!&0)胃肠平滑肌细胞膜上的胃肠激

素受体分为兴奋性和抑制性"类)ZC;V 属于兴

奋性胃肠激素受体&而>UDV"属于抑制性胃肠激素

受体)胃泌素!ZC;"可直接收缩胃平滑肌细胞&但

要通过受体介导&血管活性肠肽"!>UD""是调节胃

肠运动的重要物质&但需与受体结合才可产生偶联

KWB
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放大效应作用于平滑肌使之舒张
/!!0)本课题选择

ZC;V+>UDV"为代表进行实验&发现模型大鼠胃窦

组织ZC;V蛋白表达减少&基因表达下降&而空肠

组织>UDV"蛋白表达增加&基因表达也加强&说明

应激时胃肠平滑机细胞存在促进两种受体异常表达

的机制&进一步提示了激素的升高和降低并不一定

是矛盾的主要方面&而是取决于表达的受体的数目)

本研究结果显示加味四逆散对胃肠激素受体具有较

好的调节作用&其可能的机制是加味四逆散通过疏

肝柔肝&健脾和胃助运&理气活血解郁&直接或间接

地刺激胃肠壁&增加渗透压&引起胃肠壁蠕动加快或

加强&并通过对胃肠电活动+胃肠神经+脑A肠肽+胃

肠平滑肌细胞离子通道和信号转导等多系统+多靶

点进行全面系统的调节&抑制应激状态下大鼠胃电

节律紊乱&促进胃的排空+胃肠道的消化吸收和胃肠

运动&从而改善胃肠功能&并进一步修复受损的胃肠

黏膜&进而达到调节紊乱的胃肠激素受体表达水平

的作用)提示加味四逆散在胃肠道运动中起双向调

节和多靶点的整体调治作用)另外&本实验结果发

现慢性应激模型大鼠胃黏膜细胞受损严重&经加味

四逆散干预后&大鼠受损的胃黏膜细胞超微结构得

到修护&全方表现出较好的胃黏膜细胞保护与修复

作用)

从中医学角度来说&应激性胃黏膜损伤归属于

胃痞范畴&其机理多是由于禀赋+情志+饮食等失常

致使脾胃气机不畅&升降失司所致/!"&!#0)其表在

胃&但其本在肝脾)加味四逆散源于张仲景的经典

名方四逆散&是调畅气机法的中医代表方剂)而应

激性胃肠功能紊乱和胃黏膜损伤除有气机郁滞的基

本病机外&湿滞血瘀&脾胃受损也是常见的病

机
/!'&!K0)因此&我们根据目前的临床实际&在原方

调畅气机法的基础上辅以祛湿活血之药组成加味四

逆散)从上述加味四逆散对应激模型大鼠胃黏膜超

微结构及胃肠激素受体的干预作用可推测&加味四

逆散可使肝气正常升发&津血能正常地输布五脏六

腑&使脾有所充+脑有所养&中枢神经系统和局部胃

肠激素及其受体表达调节平衡&从而施治于相关应

激性胃肠疾病&组方真正体现了中医药身心兼顾+标

本同治的理念)
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