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【摘要】　目的　观察疏肝和胃方对内脏高敏感钙调蛋白激酶Ⅱ（ＣａＭＫⅡ）表达的影响。方法　健康雄性ＳＤ大鼠３２只，随机分为模
型组、疏肝和胃方组、雷贝拉唑组及空白对照组４组，每组８只。采用鸡卵清蛋白联合食管酸灌注建立内脏高敏感模型。免疫组化法
观察各组大鼠脊髓ＣａＭＫⅡ含量的表达及阳性神经元个数。结果　与空白对照组比较，模型组ＣａＭＫⅡ含量的表达、阳性神经元个数明显
升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，中药组、西药组ＣａＭＫⅡ含量的表达、阳性神经元个数明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；在阳
性神经元个数方面，中药组低于西药组（Ｐ＜０．０５）；在ＣａＭＫⅡ表达方面，中药组与西药组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论
　疏肝和胃方可能通过抑制ＣａＭＫⅡ表达降低内脏高敏感。
【关键词】　疏肝和胃方；内脏高敏感；ＣａＭＫⅡ
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［基金项目］上海市科委科技支撑重大项目（１３４０１９０２８０１）
［作者简介］徐亭亭，女，博士生，主要从事中医治疗脾胃病的临

床研究工作

［通讯作者］朱生睴，主任医师，博士生导师。

Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｓｈｅｎｇｌｉａｎｇ９９９＠１６３．ｃｏｍ

　　胃食管反流病（ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｄｉｓｅａｓｅ，
ＧＥＲＤ）是指胃及十二指肠内容物反流至食管引起的烧
心、泛酸等一系列症状。其中只有胃食管反流症状，内

镜下未见黏膜损伤者称为非糜烂性胃食管反流病

（ｎｏｎｅｒｏｓｉｖｅｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｄｉｓｅａｓｅ，ＮＥＲＤ）。在
东亚国家，ＧＥＲＤ的发病率正在逐年上升，据报道，在
５年的时间内已经从 ２．５％ ～４．８％上升至 ５．２％ ～

８．５％［１］。有调查显示，在美国及欧洲，ＧＥＲＤ对高达
２０％人群的生活质量产生影响，在澳大利亚为１２％ ～
１５％，在亚洲为２％～５％；其中，约５０％ ～７０％有烧心
或者酸反流相关性症状的患者存在 ＮＥＲＤ疾病［２］。本

病发病率高，症状明显，生活质量下降，复发率高，治疗

十分困难。疏肝和胃方为导师朱生睴教授多年临床经

验总结，并根据患者症状加减，疗效显著［３５］。现观察

疏肝和胃方对内脏高敏感钙调蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋／
ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）表达
的影响，为中医药治疗ＮＥＲＤ提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　

·４７·
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１．１．１　动物　ＳＤ雄性大鼠，ＳＰＦ级，３２只，体质量
（２２５±５０）ｇ，由上海中医药大学附属岳阳中西医结合
医院提供。动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２。
１．１．２　 药物与试剂　疏肝和胃方（旋覆梗１２ｇ，柴胡
９ｇ，延胡索９ｇ，黄连３ｇ，吴茱萸３ｇ，煅瓦楞子３０ｇ，枳
壳１２ｇ，生姜３ｇ，焦栀子９ｇ，黄精１５ｇ，厚朴９ｇ，香附
１２ｇ，甘草６ｇ），由上海中医药大学附属岳阳中西医结
合医院提供。雷贝拉唑肠溶片（批号：０３９１３１００７），上
海信谊药厂有限公司；戊巴比妥钠（批号：１８５６９８０２），
国药集团；鸡卵清蛋白（ＰＰ０００４），美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＣａＭＫⅡ抗体（批号：ｂｓ９９２１Ｒ），北京索莱宝科技有限
公司；羊抗兔 Ｉｇ二抗、山羊血清、ＤＡＢ显色试剂盒，由
上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院中西医结合

研究所提供。

１．１．３　 仪器　樱花全自动密闭式组织脱水机（ＶＩＰ
Ｅ３００Ｆ），日本樱花精机株式会社；樱花包埋机，日本樱
花精机株式会社；ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜（ＢＸ５０），奥林巴斯
光学工业株式会社；ＯＬＹＭＰＵＳ全自动显微镜照相装置
（ＰＭ１０ＡＤ），奥林巴斯光学工业株式会社。
１．２　 分组、造模及干预　３２只ＳＤ大鼠随机分为疏肝
和胃方组、雷贝拉唑组、模型组、空白组共 ４组，每组
８只。

根据《食管内脏高敏感性动物模型的建立和评

价》［６］相关内容进行造模。在实验第０天采用鸡卵清
蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）１００ｍｇ，加氢氧化铝２００ｍｇ制
备成１．５ｍｌ溶液，进行腹腔注射基础致敏。灌胃１４天
后进行食管酸灌注，具体步骤如下：使用２％戊巴比妥
钠（每１００ｇ大鼠体质量给予 ０．２ｍｌ）进行腹腔麻醉，
麻醉后将大鼠固定于固定板上，头部稍抬高，沿腹壁及

胃壁切开，插入引流管，收集由食管滴入的液体。引流

管位置为食管及胃交界处上２～３ｃｍ处，并将导管固
定。另一端使用０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸泵入，速度１０ｍｌ／ｈ，共
５０ｍｉｎ。

疏肝和胃方组造模后予以疏肝和胃方灌胃。疏肝

和胃方采用单味中药颗粒（由上海中医药大学附属岳

阳中西医结合医院药剂科提供），根据人使用剂量是

ＳＤ大鼠的６．２５倍进行折算［７］，故予以生药剂量为每日

每千克９．８４ｍｇ；每次灌胃每 １００ｇ大鼠体质量给予
１ｍｌ药液，每天２次，从实验第０天至实验第１３天，共
灌胃１４天。

雷贝拉唑组造模后予以雷贝拉唑肠溶片灌胃，每

日剂量为４．１７μｇ／ｇ，每次灌胃每１００ｇ大鼠体质量给
予 １ｍｌ药液，每天２次。从实验第０天至第１３天，共
灌胃１４天。

模型组造模后，正常饮食，不予药物干预。空白组

正常饮食，不予药物干预。

１．３　取材及指标检测
１．３．１　 取材　末次给药后，禁食不禁水，２４ｈ后取材。
食管及脊髓组织切片的制备：食管酸灌注结束后开胸，

在左心室处注入约２００ｍｌ０．９％ＮａＣｌ溶液以冲洗全身
血液，然后用磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）５００ｍｌ加压灌
注固定，其中缓冲液中需含４％多聚甲醛。取食管下段
黏膜，中性甲醛固定，石蜡包埋，以备光镜观察。１ｈ后
取出脊髓放入多聚甲醛中固定１８～２０ｈ，且维持温度
为４℃。再放入４℃ ２０％蔗糖溶液中过夜。石蜡包
埋、切片备用。

１．３．２　 ＣａＭＫⅡ 阳性表达　免疫组化观察 Ｔ１～Ｔ６段
脊髓 ＣａＭＫⅡ 阳性表达［８］。其阳性表达位于胞浆，颜

色为棕黄色，主要分布在脊髓前角及中央带，脊髓后角

也有少量表达［９］。阳性神经元细胞呈三角形或卵圆

形。计数主要通过生物显微镜及图像分析软件进行统

计，每组脊髓选取５例标本，每例标本选取２张切片，
每张切片在高倍显微镜（×４００）下随机选取５个视野，
使用ＩＰＰ６．０图像分析软件统计ＣａＭＫⅡ阳性神经元个
数及光密度值（ＩＯＤ值），取其平均值进行统计。
１．４　 统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行分析处
理。计量资料以ｘ±ｓ表示。若数据服从正态分布或近
似正态分布且方差齐，采用ｔ检验或方差分析。若不服
从正态分布及方差齐性，则采用非参数检验。以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

脊髓ＣａＭＫⅡ表达情况如下。模型组胞浆着色较
深，表达明显且神经元数量明显增多；雷贝拉唑组阳性

表达的神经元数量明显减少，且着色较浅，表达较弱；

与雷贝拉唑组比较，疏肝和胃方组阳性表达的神经元

数量更为减少，且着色较雷贝拉唑组更浅，表达更弱；

在各组ＣａＭＫⅡ蛋白表达结果中，空白组着色最浅，表
达最弱。见图１。

与空白组比较，模型组阳性神经元个数、ＣａＭＫⅡ
阳性表达增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与模型
组比较，疏肝和胃方组、雷贝拉唑组阳性神经元个数减

少，ＣａＭＫⅡ阳性表达减少（Ｐ＜０．０１）。与雷贝拉唑组
比较，疏肝和胃方组阳性神经元个数减少，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；但疏肝和胃方组与雷贝拉唑组
ＣａＭＫⅡ阳性表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见
表１。

３　讨论

随着研究的深入，越来越多的学者认为 ＮＥＲＤ不
是ＲＥ的轻度疾病，而是一组异质性疾病。两者虽同属

·５７·
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于ＧＥＲＤ，但两者发病机制不尽相同。其中反流及食管
抗反流机制异常，食管内脏高敏性，精神心理因素考虑

为发病机制［１０］。食管高敏性是近年来研究的热点。

Ｍａｔｔｈｅｗｓ［１１］在健康志愿者食管中反复短暂引入酸物
质，食管的高敏感即可引出，并可维持长达４ｈ。孟庆

伟［１２］认为该病为神经受体在酸暴露下引起高敏性。相

关酸刺激可以通过扩大食管黏膜上皮细胞间隙到达感

觉神经末梢，从而引起一系列症状。褚传莲等［１３］进一

步总结为外周致敏和中枢致敏。

图１　各组大鼠ＣａＭＫⅡ表达（免疫组化染色，×４００）
表１　各组大鼠 ＣａＭＫⅡ阳性神经元个数及阳性表达
量比较（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别
阳性神经元个数

（个／视野）

ＣａＭＫⅡ表达含量

（平均ＩＯＤ值）

空白组 ３．２４±０．８７ ０．０１±０．０１

模型组 １２．００±１．９３ ０．０７±０．０３

疏肝和胃方组 ５．５４±２．３８＃△ ０．０２±０．０１＃

雷贝拉唑组 ８．３１±２．０５＃ ０．０３±０．０１＃

注：与空白组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０１；与雷贝拉唑组

比较，△Ｐ＜０．０５

内脏高敏感除了外周敏化之外，还包括中枢敏化，

其中包括脊髓对传入信号扩大导致痛觉过敏。信号传

递和处理通道主要在脊髓部分，而ＣａＭＫⅡ从脊根神经
节到脊髓后角均有分布［１４］。ＣａＭＫⅡ分布广泛，可以介
导许多神经递质的磷酸化，传递或扩大兴奋；同时又可

以进行自身磷酸化，导致长时程增强（ＬＴＰ），在突触可
塑性中发挥关键作用。当伤害性刺激消除后，神经递

质仍可继续存在及传递兴奋，内脏可感受持续性

疼痛［１５１６］。

阚红军等［１７］研究发现，在慢性疼痛大鼠中，模型组

疼痛阈值及潜伏期均明显降低，对疼痛的感知增强，且

ＣａＭＫⅡ表达升高，而给予 ＣａＭＫⅡ抑制剂 ＫＮ９３后疼
痛明显降低，提示 ＣａＭＫⅡ与慢性疼痛及痛觉过敏有
关。ＣａＭＫⅡ与多种致敏物质及应激通路有关，而连接
两者的“开关”为 Ｃａ２＋内流。季恩飞等［１８］提出，ＮＭＤＡ
受体增高可引起 Ｐ３８ＭＡＰＫ表达的升高，Ｐ３８ＭＡＰＫ通
路在应激过程中起至关重要的作用。ＮＭＤＡ受体抑制
剂（ＮＫ８０１）干预后则可明显抑制Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达，考
虑为 ＮＭＤＡ受体激活介导钙离子的内流，导致
Ｐ３８ＭＡＰＫ通路的激活。而钙离子内流则是 ＣａＭＫⅡ发
挥其功能的重要物质基础，说明 ＣａＭＫⅡ在 Ｐ３８ＭＡＰＫ
通路导致应激反应的作用中起到不可替代的作用。宋

春风等［１９］认为，ＣａＭＫⅡ磷酸化可以影响 ｃｆｏｓ基因表
达：在许多细胞外刺激反应中，ｃｆｏｓ基因表达上调可以
持续传递伤害性信号，导致内脏高敏感［２０］。有研究表

明，当ＣａＭＫⅡ被激活后，对 ｎＮＯＳ形成负反馈，导致
ＮＯ减少，进而导致ＮＯ松弛平滑肌功能减弱引起疼痛
加重［１５］。ＣａＭＫⅡ自身磷酸化的持续活化可以激活许
多信号转导分子，包括蛋白激酶等致敏物质扩大原有

表达，诱导 Ｐ物质、脑源性神经营养因子，引起持续
Ｃａ２＋内流，从而扩大兴奋性，即长时程增强（ＬＴＰ）［１６］。
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突触的长时程延长可导致传入脊髓伤害性刺激信号反

应增强，从而引起痛觉过敏。

本次研究发现，在 ＯＶＡ联合酸灌注的内脏高敏感
动物模型中，ＣａＭＫⅡ 在脊髓的阳性表达及阳性神经元
个数明显升高，而在空白组大鼠中 ＣａＭＫⅡ 阳性表达
较弱，两者相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。推测
ＣａＭＫⅡ 高表达与内脏高敏感有关，而 ＣａＭＫⅡ 的表达
升高即磷酸化水平升高。有研究提出，其可能机制为

伤害性刺激引起细胞内 Ｃａ２＋迅速增多，从而导致
ＣａＭＫⅡ 信号转导通路激活，同时被激活的 ＣａＭＫⅡ 自
身磷酸化，当Ｃａ２＋水平降至正常后，ＣａＭＫⅡ 自身磷酸
化仍可维持一段时间，从而使神经兴奋性持续增强，导

致内脏高敏感［１５］。与模型组比较，疏肝和胃方组在

ＣａＭＫⅡ 阳性神经元细胞数量及阳性表达方面明显减
少，考虑疏肝和胃方可能通过抑制 ＣａＭＫⅡ 的表达降
低内脏高敏感。现代药理研究发现，枳壳、枳实在胃肠

道作用机制可能与降低 Ｐ物质及血管活性肠肽等神经
递质有关，而这些神经递质可以通过 ＣａＭＫⅡ 磷酸化
发挥其内脏高敏感作用。黄连、吴茱萸、延胡索、煅瓦

楞子等可以抑制胃酸分泌、保护胃黏膜，减少伤害性刺

激的传入，从而减轻痛觉过敏。

因此，疏肝和胃方可能通过减少酸对食管黏膜的

刺激，降低伤害性刺激传入，减少神经递质的激活，

ＣａＭＫⅡ 磷酸化程度也相应降低，从而导致神经兴奋性
减少，进而缓解内脏高敏感。
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