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摘要: 目的 观察疏肝健脾方对腹泻型肠易激综合征磷酸化的钙调素依赖性激酶 ( p － CaMKⅡ) 、腺苷酸活化蛋白激酶

( AMPK) 、肌细胞增强因子 2( MEF2) 表达的影响，探讨其防治 IBS － D 效用机制及其靶点。方法 采用束缚 － 应激联合辣

素灌胃完成大鼠 IBS － D 模型制备后，用低、中、高不同剂量的疏肝健脾方水提液灌胃进行治疗。治疗完成后，比较中药

治疗各组别大鼠与匹维溴铵治疗组、未治疗模型组及正常组中大鼠的相关指标情况。应用 Power lab 多导数据收集直肠

球囊扩张试验所致腹部回缩反射以及大鼠腹壁紧张度改变，综合评估内脏敏感性变化; 光镜下观察结肠组织病理学变

化; 现代分子生物学技术观察结肠 p － CaMKⅡ、AMPK、MEF2 蛋白及对应 mＲNA 变化。结果 HE 染色提示结肠黏膜及黏

膜上皮绒毛完整，排列正常，符合 IBS 改变。与治疗组比较，模型组腹壁收缩活动均显著增高( P ＜ 0． 05) ，而引起大鼠腹

部抬高和背部拱起的容量阈值均显著降低( P ＜ 0． 05) 。模型组中 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a 蛋白及对应 mＲNA 的表

达较正常组升高( P ＜ 0． 05) ; 治疗后 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2 蛋白及对应 mＲNA 的表达较模型组下降( P ＜ 0． 05) 。
结论 疏肝健脾方降低 p － CaMKⅡ及 AMPK 水平，减少 MEF2 表达而缓解平滑肌痉挛，达到改善内脏高敏感性防治 IBS －
D 的效用。
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笔者导师在中医药理论指导下，结合自身多年临床经验，强

调“肝郁脾虚证”为 IBS － D 临床主要证候，即“痛责之于肝、泻责

之于脾”，由此确立疏肝健脾为 IBS － D 治疗大法，并在临床应用

疏肝健脾方治疗 IBS － D，疗效确切［1］。课题组前期研究发现疏

肝健脾方可能通过降低磷酸化后 TＲPV1 的表达，关闭 TＲPV1 通

道，抑制 Ca2 + 内流，减少 SP 及 CGＲP 表达，降低内脏敏感性而发

挥防治 IBS － D 效用［2，3］。Ca2 + 作为最重要的第二信使，Ca2 + 相

关级联反应参与 IBS － D 的发病是复杂的，仍需深入研究。由

此，本实验通过观察疏肝健脾方对 IBS 大鼠 Ca2 + /CaMKⅡ －
AMPK － MEF2 通路的影响，深入阐述疏肝健脾方治疗 IBS － D
的效用机制及其靶点。
1 材料与仪器

1． 1 动物及分组 清洁级 SD 大鼠 72 只( 雄性，180 ～ 220g) 购自

广西医科大学实验动物中心，生 产 许 可 证: SCXK ( 桂) 2014 －
0002，动物合格证: No． 45000300000106。实验单位使用许可证编

号: SYXK 桂 2019 － 0001。各组大鼠随机数字表法可分为正常

组、模型组、西药组及疏肝健脾方低、中、高剂量组 6 组，每组各

12 只。动物实验符合“3Ｒ”原则。
1． 2 试剂与仪器 购自广西博仁生物试剂公司的 HE 染色试剂、
电镜固定液、液氮，购自美国 sigma 公司的辣素( capsaicin) ，购自

广州蓝吉生物有限公司的醛品红 － 橙黄 G 染色液，氯仿、异丙

醇、75%乙醇、ＲNase free 水、TBE 电泳缓冲液及 PCＲ 相关试剂;

Anti － CaMKⅡ delta 抗体( Abcam ab181052 ) 、Anti － AMPK alpha
1 抗体( Abcam ab32047 ) 、Anti － MEF2A + MEF2C 抗体( Abcam
ab64644) ; 自动包埋机、莱卡自动切片机、倒置相差显微镜、制冰

机、电热恒温水箱 DK － 8D、旋涡振荡器、微型振荡器、普通 PCＲ
仪( BIO － ＲAD) 、荧光定量仪 ( ABI 73000 ) 、低温高速离心机、
Power － lab 多导数据采集系统等均由广西中医药大学科技实验

中心提供。
2 方法

2． 1 疏肝健脾方水提液的制备 疏肝健脾方 ( 陈皮 12g，白芍

12g，白术 12g，防风 12g，柴胡 8g，炮姜 6g) ，购自广西中医药大学

附属瑞康医院。上药用蒸馏水煎煮，浓缩配制成 1g 原生药 /1ml
的药液，过滤除菌分装，4℃保存备用。
2． 2 IBS 大鼠模型的复制及分组处理 72 只清洁级雄性 SD 大

鼠，除外正常组其余各组均依据文献［4］的造模及模型评价方法，

采用束缚 － 应激联合辣素灌胃制备 IBS － D 模型。待模型成功

后，按体重随机分为 5 组，即模型组、西药组、治疗( 低、中、高剂量

组) 。治疗组予疏肝健脾方按 3． 1，6． 2，12． 4g /kg，蒸馏水配成

310，620，1240g /L，大鼠灌胃给药体积为 8ml /200g，连续灌胃 2
周; 西药组按 15mg /kg 剂量予以匹维溴胺，连续灌胃 2 周; 模型组

予以等剂量生理盐水连续灌胃 2 周; 正常组同步饲养。第 5 周末

处死所有大鼠，取结肠组织置于 10% 中性甲醛、液氮及 2． 5% 戊

二醛电镜固定液中备用。
2． 3 指标检测

2． 3． 1 结肠组织病理学观察 HE 染色光镜下检测大鼠结肠组织

病理学变化并摄片。
2． 3． 2 内脏敏感性评估 由两名课题组研究人员采集 3 次数据，

完成内脏敏感性分析: ①采取直肠球囊扩张法( colorectal disten-
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sion，CＲD) ，观察引起大鼠背部拱起以及腹部抬起的容量阈值，

评估大鼠腹部回撤反射( Abdominal withdraw reflex ，AWＲ) 。②
应用 Power lab 多导数据采集系统收集其腹壁收缩幅度次数，判

断大鼠腹壁紧张度，综合评估内脏敏感性。
2． 3． 3 IBS 大鼠结肠中 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2 的 mＲNA 表达

水平检测 严格按照试剂盒说明，应用 qＲT － PCＲ 技术，以 GAP-
DH 为内参基因，检测大鼠结肠中 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2 的

mＲNA 表达水平，目的基因及内参基因引物序列由上海生工生物

技术有限公司设计。引物系列和扩增片段见表 1。

表 1 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a、MEF2c、GAPDH 引物序列和扩增片段

引物 上游 下游 扩增片段 /bp
GAPDH ACAGCAACAGGGTGGTGGAC TTTGAGGGTGCAGCGAACTT 252
AMPKα1 GTTCCTGGAGAAAGATGGCGA TGCTTGCCCACCTTCACTTTC 124
MEF2a AGAGGAACCGACAGGTGACT TCCGAGTTCGTCCTGCTTTC 208
MEF2c CTCTTACGCACTCACCCCAC CCACCCATCAGACCACCTGT 291
CaMKⅡ ACAACTATGCTGGCTACGAGAAA TCGTGTAAGCCTCGAAGTCCC 298

2． 3． 4 大鼠结肠组织 p － CaMKⅡ、AMPK、MEF2 蛋白表达水平

检测 采用 Western blot 技 术 检 测 大 鼠 结 肠 组 织 p － CaMKⅡ、
AMPK、MEF2a + MEF2c 蛋白表达水平，具体实验步骤: 组织提取

总蛋白→BCA 蛋白定量→蛋白电泳→转膜→封闭→加入一抗

( 1: 300 稀释) 孵育过夜→二抗( 1: 300 稀释) 孵育→ECL 化学发

光显影→灰度值分析。
2． 4 统计学分析 应用 SPSS 21． 0 统计软件，实验数据用 珋x ± s 表

示，符合正态分布资料采用单因素方差分析检验; 若为非正态分

布资料采用秩和检验来比较两组间差异，以 P ＜ 0． 05 为有统计学

意义。
3 结果

3． 1 IBS 大鼠组织病理学变化 光镜下见大鼠结肠黏膜及黏膜

上皮绒毛完整，排列正常，未见黏膜下血管扩张及弥漫性炎症浸

润改变，符合 IBS 表现。见图 1。

A． 低剂量组 B． 中剂量组 C． 高剂量组 D． 西药组 E． 模型组 F． 正常组

图 1 大鼠结肠组织病理学变化( HE 染色，100 × )

3． 2 IBS 大鼠内脏敏感性变化

3． 2． 1 大鼠腹部回撤反射 模型组引起大鼠腹部抬高和背部拱

起的容量阈值均显著低于治疗组( P ＜ 0． 05) 。见图 2。

A． 正常组 B． 模型组 C． 低剂量组 D． 中剂量组

E． 高剂量组 F． 西药组; 与模型组相比，* P ＜ 0． 05
图 2 大鼠腹部回缩反射腹部撤离反射评分比较( n = 6，珋x ± s)

3． 2． 2 大鼠腹壁紧张度变化 在 0． 3 ml 容量时，正常组未见明

显腹壁收缩; 0． 3、0． 6、0． 9 ml 扩张容量下，与治疗组比较，模型组

腹壁收缩活动均显著增高( P ＜ 0． 05) ; 1． 2 ml 扩张容量下各组大

鼠的腹壁收缩数目均无明显差异( P ＞ 0． 05) 。见图 3。

A． 正常组 B． 模型组 C． 低剂量组 D． 中剂量组

E． 高剂量组 F． 西药组; 与模型组相比，* P ＜ 0． 05
图 3 不同扩张容量下大鼠腹壁紧张度评分比较( n = 6，珋x ± s)

3． 3 IBS 大鼠结肠中 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a、MEF2c 的 mＲ-
NA 表达 模型组 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a 的 mＲNA 表达均明显

升高，而经治疗后，治疗组 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a mＲNA 表达下

降( P ＜0． 05) ; MEF2c 在各组中均无明显表达。见图 4 及图 5。
3． 4 IBS 大鼠结肠中 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a + MEF2c 的

蛋白表达 模型组 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a + MEF2c 蛋白表

达上升，治疗组 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a + MEF2c 蛋白表达

较模型组下降( P ＜ 0． 05) 。见图 6。
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与正常组比较，#P ＜ 0． 05; 与模型组比较，* P ＜ 0． 05，
＊＊P ＜ 0． 001，OP≥0． 05

图 4 IBS 大鼠结肠中 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a 的 mＲNA 表达

CaMKⅡ的扩增曲线 CaMKⅡ的溶解曲线

AMPKα1 的扩增曲线 AMPKα1 的溶解曲线

MEF2a 的扩增曲线 MEF2a 的溶解曲线

MEF2c 的扩增曲线 MEF2c 的溶解曲线

GAPDH 的扩增曲线 GAPDH 的溶解曲线

图 5 大鼠结肠 CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a、MEF2c
扩增曲线和熔解曲线
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与正常组比较，#P ＜ 0． 05; 与模型组比较，* P ＜ 0． 05

图 6 大鼠结肠 p － CaMKⅡ、AMPKα1、MEF2a + MEF2c 蛋白电泳

4 讨论

负面情绪等不良事件的长期刺激引起胃肠运动功能紊乱及内

脏感觉的失调是 IBS 的发病关键［5，6］，其中脑肠互动起了重要的桥

梁作用，而内脏高敏感性( VHS) 是 IBS － D 的重要生理病理特征。
目前为止尚无完整的机制解释 VHS，它是涉及脑 － 脊髓 － 结肠信

号回路的复杂进程［7，8］，包括内脏感觉可塑性改变和中枢神经敏

化。生理状态下，内脏的“静息”伤害性感受器即使对高强度刺激

也无反应，但炎症、化学或物理等慢性应激的刺激可造成“静息”感

受器致敏，导致传入的信号放大，产生外周致敏或初级传入神经超

敏。各种外周致敏的信号通过兴奋性神经递质的释放增加Ⅱ级神

经元的兴奋性，导致内脏感觉神经可塑性改变，这种变化使得脊髓

背根神经节( DＲG) 的兴奋性持续存在，造成中枢感觉敏化产生记

忆，使得 VHS 持续发生［9］。这一复杂的生理过程是涉及多信号、
多因素的共同参与［10 ～12］。课题组前期研究证实香草酸受体亚型

1( TＲPV1) 敏化及其通道开放，使得 Ca2 + 通过该通道渗入细胞内，

引起结肠平滑肌收缩达到内脏感觉的阈值，在 IBS － D 的内脏疼痛

持续中居重要地位［13 ～15］。但是 Ca2 + 作为重要的第二信使，由它

所导致的细胞兴奋性增加，结肠平滑肌收缩的具体机制尚未完全

明晰。尽管 Ca2 + 拮抗剂匹维溴铵问世多年，但是并未完全解决

IBS 的临床问题。Ca2 + /钙调素( CAM) － 依赖性激酶( CaMKⅡ) 级

联反 应，以 及 当 缺 失 Ca2 + 内 流，钙 调 素 ( CAM) － 依 赖 性 激 酶

( CaMKⅡ) 记忆后产生的磷酸化级联反应被认为是介导 VHS 参与

IBS － D 的重要补充机制［16，17］。
CaMKⅡ的功能是复杂多向的，大量研究结果已证实其与

AMPK、MEF2 的 信 号 网 络 和 心 肌 及 骨 骼 肌 的 兴 奋 性 密 切 相

关［18，19］。而本研究结果显示，IBS 模型组结肠组织中 p － CaMK
Ⅱ、AMPKα1、MEF2a 表达也明显升高，且该变化与内脏敏感性变

化呈正相关，因此笔者认为，上述指标的表达与结肠平滑肌的兴

奋性亦密切相关。综合课题组前期研究结果，笔者分 析 认 为

Ca2 + 通过 TＲPV1 通道开放渗透入细胞内，细胞内 Ca2 + 水平升

高，通过 Ca2 + /CAM － CaMKⅡ的级联反应→腺苷酸活化蛋白激

酶活化( AMPK) ↑↑→细胞内 NAD + 水平↑↑→促进肌细胞增

强因子 2( MEF2) 的转录活性↑↑→平滑肌细胞收缩兴奋性↑
↑→肠道平滑肌过度收缩→出现 VHS↑↑，使得 IBS 的慢性内脏

疼痛持续发生。在使用疏肝健脾方进行干预后，治疗组结肠组织

中 p － CaMKⅡ、AMPKα1 及 MEF2 表达下降，大鼠内脏敏感性及

腹壁收缩活动等明 显 降 低，表 明 疏 肝 健 脾 方 可 通 过 下 调 p －
CaMKⅡ表达，减少 AMPKα1 活性，降低 MEF2 表达，以抑制平滑

肌细胞收缩而减少结肠平滑肌痉挛，降低内脏高敏感性，达到防

治 IBS 效用。本次研究结果既是对前期课题组研究的有力补充，

亦为疏肝健脾方多环节、多靶点治疗 IBS － D 提供新的证据。
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