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也摘要页 目的 探讨枳术丸调节肥大细胞活化及蛋白酶激活受体-2渊PAR-2冤/降钙素基因相关肽渊CGRP冤通路治疗慢传输型便秘

渊STC冤脾虚证小鼠的机制遥方法 30只小鼠以番泻叶灌胃+限制饮食饮水+低纤维饮食方法建立 STC脾虚证小鼠模型袁并随机均分为

模型组渊无菌水 10 mL/kg 灌胃冤尧莫沙必利组渊莫沙必利溶液 2.5 mg/kg 灌胃冤和枳术丸组渊枳术丸水煎液 9 g/kg 灌胃冤曰另取 10 只作

为正常组渊无菌水 10 mL/kg灌胃冤遥 干预 7 d 后袁测量小鼠体质量尧肠道推进率袁HE染色观察结肠黏膜病理袁透射电镜观察肥大细胞

渊MC冤形态改变袁采用 RT-PCR 法检测小鼠结肠黏膜类胰蛋白酶渊Tryptase冤尧PAR-2尧CGRP mRNA 表达袁免疫组化检测 Tryptase尧
PAR-2表达袁Western blot检测 Tryptase尧PAR-2蛋白表达袁ELISA检测血清尧脑组织尧结肠黏膜中 CGRP含量遥 结果 与正常组比较袁
模型组小鼠结肠黏膜水肿尧炎症细胞浸润程度尧MC 形态改变相对加重袁炎症病理评分上升渊P约0.05冤袁体质量及肠道推进率下降渊P约
0.01冤袁结肠黏膜 Tryptase尧PAR-2 蛋白表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁Tryptase尧CGRP尧PAR-2 mRNA 表达量升高渊P约0.01冤袁血清尧脑
组织尧结肠黏膜中 CGRP含量升高渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁莫沙必利组与枳术丸组组织水肿尧炎症细胞浸润程度尧MC 形态改变相

对减轻袁炎症病理评分下降渊P约0.05冤袁小鼠体质量和肠道推进率增加渊P约0.01冤袁Tryptase尧PAR-2 蛋白表达量及Tryptase尧CGRP尧PAR-2
mRNA 表达量降低渊P约0.05袁P约0.01冤袁血清尧脑组织尧结肠黏膜中 CGRP含量降低渊P约0.01冤遥 与莫沙必利组比较袁枳术丸组小鼠体质量

增加渊P约0.05冤袁Tryptase尧CGRP尧PAR-2 mRNA 表达量降低渊P约0.05袁P约0.01冤遥 结论 枳术丸能改善 STC 脾虚证小鼠便秘症状袁其机制

可能与减少 MC活化袁抑制 Tryptase尧PAR-2表达袁下调 CGRP分泌袁促进肠道蠕动有关遥
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Mechanism of Zhizhu Pill on mice with slow transit constipation and
spleen deficiency pattern by regulating mast cell activation and PAR-2/

CGRP pathway
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LIU Fulin*, XIA Xuting*

Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410208, China

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of Zhizhu Pill on mice with slow transit constipation (STC) and spleen
deficiency pattern by regulating mast cell (MC) activation and protease-activated receptor-2 (PAR-2)/calcitonin gene-related peptide
(CGRP) pathway. Methods Thirty mice were used to establish an STC model with spleen deficiency pattern using a combination of
senna leaf gavage, restricted diet and water intake, and a low-fiber diet. These mice were randomly divided into model group (10 mL/kg
sterile water gavage, n=10), mosapride group (2.5 mg/kg mosapride solution gavage, n=10), and Zhizhu Pill group (9 g/kg Zhizhu Pill
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decoction gavage, n=10). Ten additional mice served as the normal group (10 mL/kg sterile water gavage). After seven consecutive
days of intervention, body weight and intestinal propulsion rate of mice were measured. Colonic mucosal pathology was observed via
HE staining. MC morphological changes were observed via transmission electron microscopy. The mRNA expressions of tryptase,
PAR-2, and CGRP in the colonic mucosa of mice were determined via RT-PCR. Expressions of tryptase and PAR-2 were checked
by Immunohistochemistry (IHC). Protein expressions of tryptase and PAR-2 were measured by Western blot. CGRP content of
serum, brain tissue, and colonic mucosa was measured by ELISA. Results Compared with the normal group, mice in the model
group demonstrated aggravated colonic mucosal edema, inflammatory cell infiltration, and MC morphological changes accompanied
by significantly increased inflammatory pathological points (P<0.05), decreased body weight and intestinal propulsion rate (P<0.01),
elevated protein expressions of tryptase and PAR-2 in colonic mucosa (P<0.05, P<0.01), increased mRNA expressions of tryptase,
CGRP, and PAR-2 (P<0.01), and increased CGRP content in serum, brain tissue, and colonic mucosa (P<0.01). Compared with the model
group, both mosapride and Zhizhu Pill groups exhibited ameliorated colonic mucosal edema, inflammatory cell infiltration, and MC
morphological changes with decreased inflammatory pathological points (P<0.05), along with increased body weight and intestinal
propulsion rate (P<0.01), reduced protein expressions of tryptase and PAR-2, decreased mRNA expressions of tryptase, CGRP, and
PAR-2 (P<0.05, P<0.01), and reduced CGRP content of serum, brain tissue, and colonic mucosa (P<0.01). Compared with the mosapride
group, mice in the Zhizhu Pill group showed increased body weight (P<0.05) and decreased mRNA expressions of tryptase, CGRP,
and PAR-2 (P<0.05, P<0.01). Conclusion Zhizhu Pill can alleviate constipation symptoms in STC with spleen deficiency pattern. Its
mechanism may be related to the suppression of MC activation, inhibition of tryptase and PAR-2 expression, downregulation of
CGRP secretion, and promotion of intestinal motility.

也运藻赠憎燥则凿泽页 slow transit constipation; Zhizhu Pill; mast cell; protease-activated receptor-2; calcitonin gene-related peptide

慢传输型便秘渊slow transit constipation, STC冤
是因结肠动力不足导致肠道内容物传输缓慢的慢性

功能性便秘袁以排便次数减少尧费力尧粪便干结及腹

胀为主要症状[1]遥 STC 迁延难愈可引发心脑血管疾

病尧肠癌并伴随焦虑尧抑郁等问题袁严重影响患者生

活质量[2]遥 肠道动力由中枢神经系统尧Cajal 间质细

胞尧肠神经系统主导[3]遥 野脑-肠冶轴功能失调是 STC
发病的关键[4]遥 研究发现袁肠黏膜肥大细胞渊mast cell,
MC冤可释放类胰蛋白酶渊Tryptase冤袁裂解并激活肠神

经元蛋白酶激活受体-2渊protease-activated receptor-
2, PAR-2冤袁促进抑制性肽即降钙素基因相关肽渊cal鄄
citonin gene related peptide, CGRP冤的分泌袁进而调

节肠道运动袁该过程体现了野脑-肠冶轴之间的交互

协调[5-7]遥
有研究证实袁STC 患者肠道炎症反应被激活袁结

肠组织内 MC 浸润数目显著增加[8]遥 前期研究发现袁
STC 脾虚证小鼠结肠黏膜充血尧肿胀袁有轻度炎症

改变[9]曰进一步实验采用李东垣叶脾胃论窑卷下窑调理

脾胃治验曳中的经典方剂枳术丸进行治疗袁发现其能

够改善 STC 脾虚证小鼠结肠黏膜炎症[10-11]遥 枳术丸

方中白术为君袁补脾益气袁枳实为臣袁化积导滞袁其补

而不滞袁消不伤正袁体现野攻补兼施冶的配伍思想遥 临

床常用于脾虚导致的慢性胃炎尧功能性消化不良尧便
秘的治疗[12]遥 臧彬如[13]研究发现袁枳术丸可通过下调

CGRP 表达改善胃肠动力遥 但枳术丸是否能通过影

响 MC 活化及 PAR-2/CGRP 通路的关键蛋白改善

结肠黏膜炎症值得进一步研究遥 故本实验拟采用枳

术丸汤剂干预 STC 脾虚证模型小鼠袁通过行为学尧形
态学尧分子生物学等方面进一步探究枳术丸治疗

STC 脾虚证的药效学机制遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

40 只 SPF 级健康 KM 小鼠袁体质量渊20依2冤 g袁雌
雄各半遥 由湖南中医药大学实验动物中心统一购于

湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁小鼠实验前适

应性喂养 7 d袁温度渊22依2冤 益袁相对湿度 45%耀55%遥
本研究中所涉及的动物实验经湖南中医药大学动物

伦理委员会批准同意袁编号院LLBH-202104230001遥
实验动物许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥
1.2 实验药品尧试剂与仪器

麸炒枳实尧生白术尧番泻叶渊安徽亳药千草中

药饮片有限公司袁批号院CK21032906尧NG21042703尧
1904050冤曰枸橼酸莫沙必利片渊鲁南贝特制药有限

公司袁国药准字H19990317冤遥 根据李东垣叶脾胃论曳
中枳术丸的记载袁枳实与白术按 1颐2配制袁取枳实

30 g尧白术 60 g袁加入 1 500 mL 蒸馏水中浸泡尧煎
煮过滤后蒸发浓缩成1 g/mL 的药液曰番泻叶 250 g
加入 2 500 mL 沸水中密封浸泡 20 min袁过滤后将

滤液蒸发浓缩成 1 g/mL的药液遥 两种药液分装于无

菌冻存管中袁密封尧编号袁冷冻备用遥
HE 染液渊武汉博尔夫生物科技有限公司袁批号院

BH0001冤曰电镜固定液渊武汉市皮诺飞生物科技有限

公司袁批号院210104冤曰Tryptase 抗体尧重组 PAR-2 抗体
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渊美国 Abcam 公司袁批号院ab2378尧ab180953冤曰CGRP
ELISA 试剂盒渊武汉华美生物工程有限公司袁批号院
027706MO冤遥

透射电镜渊日本日立株式会社袁型号院JEM1400冤曰
荧光定量 PCR 仪尧凝胶成像仪渊美国 Bio-Rad 公司袁
型号院CFX Connect尧Chemidoc XRS+冤曰酶标仪渊雷杜

生命科学股份有限公司袁型号院Rt-6100冤遥
1.3 模型制备

采用经本课题组多年论证建立的 STC 脾虚证

小鼠模型 [14]袁即院第 1~7 天袁按 0.5 mL/只每天灌胃

1 g/mL 番泻叶药液袁正常饮食饮水袁造成脾虚状态曰
第 8 天起停止灌胃袁隔天喂食生大米 6 g/只尧自由饮

水 1 次袁每次 30 min袁连续 8 d曰15 d 后袁小鼠通过

低纤维饮食尧限食和限水以减慢肠道蠕动袁造成便秘

状态遥 造模成功标准院小鼠精神状态较差袁性情急躁

易怒袁外形瘦小袁被毛发黄疏松尧欠光泽袁甚者竖毛袁
皮肤松软袁部分拱背尧脱肛袁活动减少袁食纳减少袁造
模前期大便溏稀袁次数增多袁后期大便逐渐成形尧变
硬袁次数减少袁颗粒变小曰小鼠消化道解剖示袁大便主

要聚集在结肠袁呈串珠状袁空肠和回肠无明显粪便残

留袁检测小鼠肠道推进率较正常小鼠均明显降低[15]遥
1.4 分组及给药

将 40 只小鼠随机分为正常组渊10 只冤和造模组

渊30 只冤遥 造模 15 d 后袁将造模组按随机数字表法均

分为模型组尧枳术丸组和莫沙必利组袁并每组取 3 只

验证造模成功遥 按 60 kg 成人的体表面积与临床给

药剂量折算出小鼠每天给药剂量[13]遥 枳术丸组按

9.0 g/渊kg窑d冤给药袁莫沙必利组按 2.5 mg/渊kg窑d冤给
药袁模型组和正常组给予 0.1 mL/10 g 蒸馏水灌胃袁
每天 2 次袁持续给药 7 d遥 枳术丸尧莫沙必利实验用

量均为临床等效剂量遥
1.5 取材

治疗完成后袁小鼠禁食不禁水 24 h袁经口灌入

印度墨水 0.2 mL/只袁20 min 后眼球取血并脱颈处

死袁立即剖腹取出幽门至回盲部的全部肠道袁生理盐

水冲洗袁取近端结肠新鲜肠壁 3 段袁分装尧保存遥
1.6 指标检测

1.6.1 体质量及肠道推进率测量 测量并记录小鼠

治疗前后的体质量变化遥 测量肠道染黑长度及肠道

全长袁并计算肠道推进率遥 肠道推进率=肠道染黑长

度渊cm冤/肠道全长渊cm冤伊100%遥
1.6.2 HE 染色观察小鼠结肠黏膜病理情况 取

4%多聚甲醛固定小鼠结肠组织 24 h 以上袁脱水包

埋切片及 HE 染色后袁光学显微镜下观察小鼠结肠

黏膜病理改变并拍照记录遥 样本以 4%多聚甲醛进

行固定袁梯度浓度乙醇脱水尧包埋尧切片尧染色后袁镜
下观察遥 HE 染色步骤如下遥 渊1冤脱蜡尧水化院60 益烘

箱 60 min袁二甲苯 5~10 min伊2 次袁95%尧85%尧75%
无水乙醇3~5 min伊2 次袁漂洗 2~3 min遥 渊2冤染色院
苏木素浸染袁水洗曰1%盐酸乙醇分化袁冲洗袁组织呈

现为蓝色曰伊红浸染袁通过显微镜观察袁细胞核呈现

为蓝紫色袁胞质呈现为粉红色遥 渊3冤脱水院75%尧85%尧
95%无水乙醇袁3~5 min伊2次遥渊4冤透明院二甲苯 3~5 min伊
2 次遥 渊5冤封片院中性树胶封片遥
1.6.3 透射电镜观察小鼠结肠组织 MC 形态 取各

组无污染的近端结肠组织约1 mm3袁立刻置于2.5%
戊二醛中固定袁4 益避光保存后置入 PBS 缓冲液

中遥再放入 1%锇酸后固定 1耀2 h袁依次逐级脱水尧浸
泡袁纯环氧树脂包埋后烘烤遥取出包埋块修块后切取

超薄切片遥铜网捞片袁电子染色渊铅尧铀染色冤遥用透射

电镜观察袁数码相机记录图像遥
1.6.4 免疫组化检测小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR-
2 蛋白表达 用石蜡包埋小鼠结肠组织袁切片脱蜡

脱水袁进行抗原修复袁在 3%过氧化氢溶液中室温避

光孵育 25 min 后袁滴加 3%BSA 室温封闭 30 min遥
滴加一抗 Tryptase渊1颐200冤尧PAR-2渊1颐200冤于湿盒内

4 益孵育过夜遥 滴加二抗 Tryptase渊1颐500冤尧PAR-2
渊1颐500冤室温孵育 50 min遥PBS 洗涤后滴加新鲜配制

的 DAB 显色液遥 苏木素复染袁脱水袁中性树胶封片

后袁显微镜镜检袁图像采集分析遥
1.6.5 Western blot 检测小鼠结肠黏膜 Tryptase尧
PAR-2 蛋白表达 取出小鼠结肠组织样本袁依次进

行 PBS 缓冲液漂洗尧总蛋白提取尧BCA 法测定蛋白

浓度尧总蛋白溶液变性尧电泳尧转膜尧脱脂牛奶封闭

1 h后袁装入相应的一抗 Tryptase渊1颐1 000冤尧PAR-2
渊1颐1 000冤稀释液杂交袋中 4 益孵育过夜遥加入稀释

后的二抗渊1颐20 000冤与膜孵育 1 h袁滴加新鲜配制的

显影液到膜的蛋白面侧袁显影尧定影遥 将胶片进行扫

描存档袁采用 AlphaEaseFC 6.0 软件处理系统分析

目标条带的光密度值遥
1.6.6 RT-PCR 检测小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR2尧
CGRP mRNA 表达 取小鼠结肠组织于 700 滋L 的

Trizol 匀浆管中袁依次进行匀浆尧温育尧离心后袁提取

组织总 RNA袁置于-80 益冰箱保存备用遥 消除总

RNA 中的 DNA 和 DNase1袁对其进行反转录袁合成

cDNA 的第一条链袁置于-20 益保存遥 将制备好的

cDNA 进行 PCR 扩增袁设计引物序列渊见表 1冤袁完成

后放入荧光定量 PCR 仪中并在 Bio-Rad CFX Man鄄
ager 软件上设定检测遥
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1.6.7 ELISA 检测小鼠血清尧脑组织尧结肠黏膜

CGRP 含量 取出小鼠眼球血清上清液尧结肠尧脑组

织解冻后按 CGRP 的 ELISA 检测试剂盒说明书操

作检测 CGRP 含量遥
1.7 统计学分析

采用 SPSS 25.0 统计学软件处理遥 计量资料若

数据满足正态分布且方差齐性检验时袁采取单因素

方差分析袁两两比较采用 LSD 法曰若不满足时袁采用

非参数检验遥 以 P约0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组小鼠体质量尧肠道推进率比较

与正常组比较袁模型组体质量及肠道推进率降

低渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁枳术丸组体质量增加

渊P约0.01冤曰莫沙必利组和枳术丸组肠道推进率升高

渊P约0.01冤遥与莫沙必利组比较袁枳术丸组体质量增加

渊P约0.05冤遥 详见表 2遥

2.2 各组小鼠结肠黏膜 HE 病理检测结果

正常组小鼠结肠黏膜结构完整袁腺体丰富袁排列

整齐袁无充血尧水肿等改变袁未见明显炎症细胞浸润遥
模型组小鼠结肠黏膜结构尚完整袁腺体排列不齐袁结
肠黏膜可见轻微充血尧水肿袁可见部分炎症细胞浸

润遥 莫沙必利组及枳术丸组小鼠结肠黏膜层黏膜结

构较完整袁腺体丰富袁排列整齐袁无充血尧水肿等改

变袁可见少量炎症细胞浸润遥对结肠病理表现进行验

证评价袁与模型组相比袁正常组尧莫沙必利组及枳术

丸组炎症评分均下降渊P约0.05冤遥 详见图 1遥
2.3 各组小鼠结肠黏膜 MC 透射电镜观察结果

正常组小鼠结肠黏膜 MC 形态规则袁呈圆形袁胞
膜完整袁颗粒未脱落遥 与正常组比较袁模型组小鼠结

肠黏膜 MC 形态较不规则袁细胞周围多片絮状物袁呈
脱落颗粒状遥与模型组比较袁莫沙必利组 MC 形态较

规则袁呈圆形袁细胞周围少片絮状物袁脱落颗粒程度

不明显曰枳术丸组 MC 形态规则袁呈圆形袁细胞周围

少片絮状物袁脱落颗粒程度不明显遥 详见图 2遥
2.4 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR-2 的免疫组

化结果

正常组小鼠结肠黏膜有微量浅棕色颗粒分布袁
提示有少量 Tryptase尧PAR-2 阳性表达曰模型组小鼠

结肠黏膜呈现大量棕色颗粒袁提示 Tryptase尧PAR-2
阳性表达增加曰莫沙必利组及枳术丸组中小鼠结肠

黏膜可见部分棕色颗粒分布袁提示 Tryptase尧PAR-2
阳性表达均呈减少趋势遥 详见图 3要4遥
2.5 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR-2 蛋白表达

水平比较

与正常组比较袁模型组 Tryptase尧PAR-2 蛋白表

达水平升高渊P约0.05冤遥 与模型组比较袁莫沙必利组尧
枳术丸组 Tryptase尧PAR-2 蛋白表达水平降低渊P约
0.05袁P约0.01冤遥 详见图 5尧表 3遥
2.6 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧CGRP尧PAR -2
mRNA表达水平比较

与正常组比较袁模型组 Tryptase尧CGRP尧PAR-2
mRNA 表达水平升高渊P约0.01冤遥与模型组比较袁莫沙

必利组尧枳术丸组 Tryptase尧CGRP尧PAR-2 mRNA表

达水平降低渊P约0.01冤遥与莫沙必利组比较袁枳术丸组

Tryptase尧CGRP尧PAR-2 mRNA 表达水平降低渊P约
0.01冤遥 详见表 4遥

表 1 Tryptase尧PAR-2尧CGRP基因序列

Table 1 Tryptase, PAR-2, and CGRP gene sequences
引物名称

Tryptase
PAR-2
CGRP
GAPDH

正向序列渊5'- 3'冤
CTCCTCACTGTGTCCAAATGC
CTGGCTCTTCTTCGTGCTCT
GCCTGGGAAGAATAATAAAAG
GCAGTGGCAAAGTGGAGATT

反向序列渊5'-3'冤
TAGAGGTACTGCTTACGGAGC
CAGGAACACGCAGAAGAAGG
CAGTTGGTTTTTCTCTCCTCT
TCTCCATGGTGGTGAAGACA

引物长度/bp
142
150
250
141

表 2 各组小鼠体质量和肠道推进率比较渊曾依s袁n=6冤
Table 2 Comparison of body weight and intestinal

propulsion rate among different groups of mice 渊曾依s, n=6冤
组别

正常组

模型组

莫沙必利组

枳术丸组

体质量/g
40.33依2.00
35.07依2.88**
36.84依2.41
39.73依1.70##阴

肠道推进率/%
49.38依12.98
22.20依8.09**
50.15依7.96##

39.39依11.23##

注院与正常组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与莫沙必

利组比较袁阴P约0.05遥
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图 2 各组小鼠结肠黏膜 MC透射电镜图渊伊15 000冤
Fig.2 Transmission electron microscopy images of MC in colonic mucosa in each group of mice 渊伊15 000冤

正常组 模型组 莫沙必利组 枳术丸组

正常组 模型组 莫沙必利组 枳术丸组

图 3 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase 免疫组化图渊伊200冤
Fig.3 Immunohistochemistry images of tryptase in colonic mucosa in each group of mice (伊200)

图 1 各组小鼠结肠黏膜形态和炎症评分比较

Fig.1 Comparison of morphology and inflammation points in colonic mucosa among different groups of mice
注院A.各组小鼠结肠黏膜 HE 染色图渊伊200冤曰B.各组小鼠结肠黏膜组织炎症评分比较袁与模型组比较袁*P约0.05遥

正常组 模型组

莫沙必利组 枳术丸组

正常组 模型组 莫沙必利组 枳术丸组

*
*

*

A

B
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正常组 模型组 莫沙必利组 枳术丸组

图 4 各组小鼠结肠黏膜 PAR-2 免疫组化图渊伊200冤
Fig.4 Immunohistochemistry images of PAR-2 in colonic mucosa in each group of mice (伊200)

表 4 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧CGRP尧PAR-2 mRNA
表达水平比较渊曾依s冤

Table 4 Comparison of mRNA expression levels of
Tryptase, CGRP, and PAR-2 in colonic mucosa among

different groups of mice (曾依s)

注院与正常组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与莫沙必利

组比较袁阴阴P约0.01遥

组别

正常组

模型组

莫沙必利组

枳术丸组

n
4
3
4
4

Tryptase mRNA
1.01依0.03
3.32依0.00**
2.26依0.07##

1.56依0.07##阴阴

CGRP mRNA
1.09依0.19

10.41依0.36**
6.34依0.35##

3.68依0.20##阴阴

PAR2 mRNA
1.02依0.02

10.14依0.15**
6.43依0.31##

4.18依0.33##阴阴

2.7 各组小鼠血清尧脑组织尧结肠黏膜 CGRP 含量

比较

与正常组比较袁模型组小鼠血清尧脑组织尧结肠

黏膜 CGRP含量升高渊P约0.01冤遥与模型组比较袁莫沙必

利组和枳术丸组小鼠血清尧脑组织尧结肠黏膜CGRP
含量降低渊P约0.01冤遥与莫沙必利组比较袁枳术丸组小

鼠脑组织 CGRP 含量升高渊P约0.01冤遥 详见表 5遥

3 讨论

STC 是临床上常见的慢性功能性肠道疾病袁归
属于中医学野便秘冶范畴袁脾虚证是 STC 临床常见证

型遥 脾主运化袁若脾胃健运则中焦气机顺畅袁气血津

液生化有源袁则大肠传导有序袁腑气通畅袁糟粕得排曰
脾胃虚弱导致运化功能失常袁则清阳不升袁浊阴不

降袁食滞胃肠袁糟粕难下袁则排便困难尧大便干结及上

腹部胀满[16]遥 本实验所用枳术丸袁方中白术用量倍于

枳实袁白术甘温健脾以补中袁枳实苦辛破气以消痞袁
考李东垣制方之意袁以野以补为体袁寓消于补冶的配伍

玄机袁针对脾虚失运之候袁使补益不滞邪尧行气不伤

正袁为攻补兼施治法之典范[17]遥
MC 脱颗粒是肠道内炎症激发的先导袁能影响

肠黏膜通透性尧胃肠动力以及炎症反应[18]遥 Tryptase
属于丝氨酸蛋白酶家族袁是 MC 中含量最多的中性

蛋白酶袁总细胞蛋白含量高达 25%袁其储存和表达

在 MC 中显示出高度的选择性袁是 MC 活化及颗粒

脱落的重要标志[19]遥 PAR2 属于 G 蛋白偶联受体亚

族袁参与多种胃肠道疾病的发生[20-21]遥 本实验结果显

示袁STC 脾虚证小鼠体质量减轻尧肠道推进率降低袁

注院与正常组比较袁*P约0.05曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

组别

正常组

模型组

莫沙必利组

枳术丸组

表 3 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR-2 蛋白表达水平

比较渊曾依s袁n=4冤
Table 3 Comparison of protein expression levels of

Tryptase and PAR-2 in colonic mucosa among different
groups of mice 渊曾依s, n=4冤

Tryptase/茁-actin
0.50依0.30
1.03依0.35*
0.41依0.20##

0.50依0.15#

PAR-2/茁-actin
0.75依0.14
1.07依0.30*
0.75依0.14#

0.55依0.20##

表 5 各组小鼠血清尧脑组织尧结肠黏膜 CGRP含量比较

渊曾依s袁pg/mg冤
Table 5 Comparison of CGRP content of serum, brain
tissue, and colonic mucosa among different groups of

mice 渊曾依s, pg/mg冤
组别

正常组

模型组

莫沙必利组

枳术丸组

n
5
5
6
6

血清

114.58依11.77
268.08依25.89**
168.41依17.81##

160.19依21.12##

脑组织

1 051.51依108.40
1 890.62依191.67**
1 033.11依130.76##

1 312.01依54.23##阴阴

结肠黏膜

1 121.19依117.67
1 865.91依104.49**
1 296.90依235.83##

1 265.46依223.26##

注院与正常组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与莫沙必利

组比较袁阴阴P约0.01遥

图 5 各组小鼠结肠黏膜 Tryptase尧PAR-2 蛋白表达电泳图

Fig.5 Electrophoretogram of Tryptase and PAR-2 protein
expressions in colonic mucosa in each group of mice

PAR-2
Tryptase
茁-actin

55 kDa
31 kDa
42 kDa

正常组 模型组 莫沙必利组 枳术丸组

1418



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园25 年第 45 卷

结肠黏膜呈现炎症浸润等病理特征袁而枳术丸和莫

沙必利药物干预后可显著改善上述症状袁增强 STC
脾虚证小鼠肠道动力袁起到治疗便秘的作用遥 模型

组小鼠结肠 Tryptase尧PAR-2 蛋白和 mRNA 表达水

平较正常组明显升高袁经枳术丸治疗后 Tryptase尧PAR-
2 表达量明显下降袁表明 STC 脾虚证小鼠的发病与

结肠黏膜 MC 活化及 Tryptase尧PAR-2 表达水平上

升有关袁枳术丸能下调 STC脾虚证小鼠结肠 Tryptase尧
PAR-2 表达水平遥 MC 活化后所产生的 Tryptase 可

释放并激活 PAR-2袁PAR-2 可作用于邻近的内分泌

细胞和肠神经系统袁释放 CGRP袁参与调节胃肠动

力[22-23]遥 CGRP 是一种特殊的神经肽袁广泛分布于中

枢尧外周及胃肠道壁内脏神经丛袁在消化系统中发挥

抑制胃酸分泌和胃肠道运动的作用袁是野脑-肠冶轴
中的关键介质[24]遥 实验结果显示袁模型组小鼠血清尧
脑组织尧结肠组织CGRP 含量较正常组明显升高袁经
枳术丸治疗后其含量明显下降袁表明 STC 发病可能

与 CGRP表达水平上升有关袁且枳术丸能降低 STC脾

虚证小鼠体内 CGRP 表达量袁与臧彬如等[13]的研究

结果一致遥
综上所述袁本研究结果表明袁枳术丸可以通过抑

制 MC 脱颗粒袁减少结肠黏膜中 Tryptase 释放袁抑制

PAR-2 的激活袁下调 CGRP 在中枢及外周的表达袁
促进肠道蠕动袁缓解 STC 脾虚证小鼠便秘症状遥 研

究初步证实袁枳术丸改善炎症治疗 STC 脾虚证可能

与其调节 MC 活化 -PAR -2 -CGRP环路并调控

野脑-肠冶轴有关袁为阐明 STC 的发病机制及枳术丸

治疗 STC 脾虚证的药效机制提供了实验依据袁从方

证结合角度为开展中医经典方的现代研究提供了新

思路和新方法遥
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