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食管宁复方中药汤剂对反流性食管炎的治疗效果:大鼠模型研究
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【摘　 要】 　 目的　 探索食管宁复方中药汤剂对反流性食管炎的治疗效果。 方法　 60 只雄性 SD 大鼠,按随机数表法分为假

手术组(sham 组)、模型组(M 组)、食管宁高剂量组(H 组)、食管宁低剂量组(L 组)和西药组( W 组),每组 12 只。 采用“不全

幽门结扎+食管下括约肌切开术”制备反流性食管炎大鼠模型,sham 组只行开关腹手术。 H 组、L 组和 W 组分别给予食管宁

汤剂 2 g / ml、食管宁汤剂 1 g / ml、埃索美拉唑镁肠溶片 0. 24 mg / ml。 2 周后对比各组大鼠食管黏膜组织病理积分、血浆胃动素

(MTL)含量、食管组织白细胞介素-17( IL-17) mRNA 表达结果、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) mRNA 表达结果。 采用 SPSS
 

22. 0
统计软件进行数据分析。 根据数据类型,组间比较分别采用方差分析或秩和检验。 结果　 M 组食管黏膜组织病理积分最高,
与 sham 组、H 组、L 组、W 组差异有统计学意义(P<0. 05)。 血浆 MTL 在 M 组含量最低,与 sham 组、H 组、L 组、W 组比较差异

有统计学意义(P<0. 05)。 M 组食管组织中的 IL-17 mRNA 和 TNF-α
 

mRNA 表达结果最高,与 sham 组、H 组、L 组、W 组比较差

异有统计学意义(P<0. 05)。 结论　 食管宁汤剂能上调血浆 MTL,进而增加食管下括约肌压力;能下调 IL-17 mRNA、TNF-α
 

mRNA 表达,缓解炎症反应,对反流性食管炎有治疗效果。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

observe
 

the
 

effectiveness
 

of
 

Shiguanning
 

( SGN)
 

decoction,
 

a
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

( TCM)
 

formula,
 

on
 

reflux
 

esophagitis
 

(RE).
 

Methods　 A
 

total
 

of
 

60
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

operation
 

group
 

( sham
 

group),
 

model
 

group
 

(M
 

group),
 

low-
 

and
 

high-dose
 

SGN
 

groups
 

(1
 

and
 

2
 

g / ml
 

SGN,
 

L
 

and
 

H
 

groups),
 

and
 

the
 

positive
 

control
 

group
 

(esomeprazole
 

magnesium
 

enteric-coated
 

tablet
 

0. 24
 

mg / ml,
 

W
 

group),
 

each
 

with
 

12
 

rats.
 

The
 

rat
 

model
 

of
 

RE
 

was
 

established
 

with
 

pyloric
 

ligation
 

and
 

lower
 

esophageal
 

sphincter
 

incision
 

operation.
 

The
 

sham
 

group
 

only
 

underwent
 

open
 

and
 

closed
 

abdominal
 

surgery.
 

Then
 

the
 

histopathological
 

score,
 

plasma
 

content
 

of
 

motilin
 

( MTL)
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

interleukin-17
 

( IL-17)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

of
 

esophageal
 

tissues
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups.
 

SPSS
 

statistics
 

22. 0
 

was
 

used
 

to
 

perform
 

the
 

statistical
 

analysis.
 

Chi-square
 

test
 

or
 

rank
 

sum
 

test
 

was
 

employed
 

for
 

intergroup
 

comparison
 

depending
 

on
 

different
 

data
 

types.
 

Results 　 The
 

M
 

group
 

had
 

the
 

highest
 

histopathological
 

score
 

of
 

esophageal
 

mucosa,
 

lowest
 

plasma
 

content
 

of
 

MTL,
 

and
 

highest
 

mRNA
 

levels
 

of
 

IL-17
 

and
 

TNF-α
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

other
 

4
 

groups
 

(all
 

P<0. 05).
 

Conclusion　 SGN
 

can
 

elevate
 

the
 

plasma
 

content
 

of
 

MTL,
 

thereby
 

increasing
 

the
 

pressure
 

of
 

the
 

lower
 

esophageal
 

sphincter;
 

inhibit
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

IL-17
 

and
 

TNF-α
 

in
 

esophageal
 

tissue,
 

thus
 

alleviating
 

the
 

inflammatory
 

response.
 

SGN
 

have
 

therapeutic
 

effects
 

on
 

RE.
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　 　 胃内容物反流入食管产生症状或并发症时,称
胃 食 管 反 流 病 ( gastroesophageal

 

reflux
 

disease,
GERD),酸(碱)反流导致的食管黏膜破损称反流性

食管炎(reflux
 

esophagitis,RE) [1] 。 GERD 在全世界

普遍存在,其患病率不断升高,且疾病负担正在增

加[2] 。 西医认为 GERD 是食管下括约肌 ( lower
 

esophageal
 

sphincter,LES)松弛、胃酸反流、黏膜屏障

受损等原因所致,
 

治疗以抑酸、促胃肠动力为主[3] 。
治疗药物以质子泵抑制剂( proton

 

pump
 

inhibitor,
PPI)、H2 受体阻滞剂、促胃肠动力药等为主,虽然有

疗效,但容易复发。 中医药治疗 RE 有一定的特色

和优势。 食管宁为临床治疗 RE 过程中总结出的经

验方,临床疗效佳。 本实验以食管宁经验方为基础,
观察其对 RE 大鼠胃动素( motilin,MTL)、白细胞介

素-17 ( interleukin-17, IL-17
 

) 和肿瘤坏死因子 - α
(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)mRNA 的影响,探讨

食管宁治疗 RE 的作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物及分组

　 　 雄性 SD 大鼠 60 只,体质量(180±20)g,购自三

峡大学,合格证号:SCXK (鄂) 2017 - 0012,按随机

数表法分为 5 组: 假手术组 ( sham 组)、 模型组

(M 组)、食管宁高剂量组( H 组)、食管宁低剂量组

(L 组)和西药组(W 组),每组 12 只;饲养于湖北中

医药大学 SPF 级动物房,每日光照时间 12 h,温度

(25±1)℃ ,相对湿度 45% ~ 60%。 自由进食饮水。
购入后适应性饲养 7 d。
1. 2　 实验试剂及仪器

　 　 基因美大鼠胃动素酶联免疫分析试剂盒(货

号: JYM0376Ra ); CFX96 实时荧光定量 PCR 仪

(BIO-RAD,
 

美国伯乐公司)、 EDC-810 型 PCR 仪

(北京东胜创新生物科技有限公司)、Bx-60 型 olym-
pus 光学显微镜(日本奥林巴斯公司)。 全自动图象

分析仪:01ymPusBX-50 显微摄影系统、PalardoDMCI
数码相机、HUMAIS-2000 医学图文分析系统(武汉

千屏影像技术有限责任公司)。
1. 3　 实验药物

　 　 食管宁由北沙参、桔梗、炙杷叶、柴胡、香橼皮、
全瓜蒌、枳实、厚朴、苏梗、郁金、香附、牛膝构成,经
湖北省中医院药剂科煎煮、浓缩、消毒,制备成分别

含 1,2 g / ml 生药的浓缩汤剂。 于 4 ℃ 冰箱保存

备用。
埃索美拉唑镁肠溶片 20 mg / 片,给药前稀释为

0. 24 mg / ml 的混悬液,于 4 ℃ 冰箱保存备用。 使用

前均先常温放置 1 h。

1. 4　 造模方法

　 　 术前禁食不禁水 24 h,10%水合氯醛腹腔注射

(3 ml / kg)麻醉,行常规备皮(2 cm×2 cm 范围)及消

毒铺巾,手术过程严格无菌操作。
M 组、H 组、L 组和 W 组行“不全幽门结扎+食

管下括约肌切开术” [4] ,于食管-胃交界右前壁处做

一长约 0. 5 cm 纵行切口,同时避开血管和神经,完
全切开胃食管交界区平滑肌,使胃黏膜及食管黏膜

充分外露,分离至黏膜层完全暴露于视野中,分离前

用血管钳夹住胃-食管交界处的胃左动脉分支,后
外置幽门部分结扎,将直径为 4 mm 的金属棒放置胃

幽门处外侧,将金属棒连同幽门一并结扎,并避开血

管,结扎完毕后,将金属棒抽出后关腹。 sham 组只

行开腹后暴露食管-胃交界处,夹住胃左动脉分支

约 10 min 后关腹。
关腹前每只大鼠腹腔内注入硫酸庆大霉素

2 万 U,创口予以碘伏消毒。 术后可饮 5%葡萄糖氯

化钠溶液,禁食 24 h。
1. 5　 实验步骤

　 　 常规喂养 1 周后,参考黄继汗等药物等效剂量换

算标准[5] 。 M 组、sham 组予 0. 9%氯化钠溶液;H 组

和 L 组分别予食管宁汤剂 2,1 g / ml;W 组予埃索美拉

唑镁肠溶片混悬液 0. 24 mg / ml。 每次 1. 5 ml / 100 g,
均灌胃,1 次 / d,共 2 周。
1. 6　 取材

　 　 2 周后,实验大鼠均予 10%水合氯醛腹腔注射

(3 ml / kg)麻醉,行常规备皮(2 cm×2 cm 范围)及消

毒铺巾。 抽取腹主动脉血液 5 ml,并离心( 2000 ~
3000转 / min,20 min,2 ℃�8 ℃ )取上清液。 自胃食管

交界上 0. 5 cm 处向咽喉部截取 1 cm 食管组织,分为

3 部分,一部分置于 4 ℃ 4%多聚甲醛中保存,余 2 部

分储存于-80 ℃冰箱。
1. 7　 观察指标和方法

1. 7. 1　 大鼠一般状态　 观察各组实验大鼠一般状

态,如毛发色泽及脱落、活跃,进食水量、大便量及性

状、体质量等。
1. 7. 2　 食管黏膜病理学观察　 食管组织经 4 ℃ 4%
多聚甲醛常规固定、脱水、石蜡包埋,连续切片,每个

标本 4 张(厚度约 5 μm),苏木精-伊红染色,光镜下

观察大鼠食管黏膜组织切片并进行 RE 病理分级,
正常、轻度、中度、重度按照 0、1、2、3 计分。 食管黏

膜组织病理分级采用中华医学会消化内镜分会

(2003 年)的 RE 诊断标准[1] 。
1. 7. 3　 血浆胃动素含量测定　 离心血浆按基因美

大鼠 MTL 试剂盒使用说明书检测步骤逐步进行。
1. 7. 4　 食管组织 IL-17 和 TNF-α

 

mRNA 的表达　 实
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时荧光定量聚合酶链式反应检测食管组织 IL-17
 

和

TNF-α
 

mRNA 的表达。 Trizol 法提取 RNA,并将总

RNA 置于-80
 

℃ 冰箱内保存备用;逆转录成 cDNA,
10 倍稀释,行实时荧光定量聚合酶链式反应检测,反
应条件为 50 ℃

 

2 min,95 ℃
 

10 min;95 ℃
 

30 sec
 

,60
 

°C
 

30 sec,40 圈。 行溶解曲线,最终数据以 2- △△ Ct 进行

分析。 引物序列见表 1。

表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primers
 

sequence

Primer Sequence Size

R-β-GAPDH-S CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG 138bp

R-β-GAPDH-A GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

R-IL-17(RZ)-S ATCCATGTGCCTGATGCTGTT 204bp

R-IL-17(RZ)-A GAAGTGGAACGGTTGAGGTAGTC

R-TNF-α(RZ)-S CCACCACGCTCTTCTGTCTACTG 151bp

R-TNF-α(RZ)-A TGGGCTACGGGCTTGTCACT

1. 8　 统计学处理

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 统计软件进行数据分析。 符合

正态分布的计量资料以均数±标准差( x±s)表示,组
间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用

SNK-q 检验;非正态分布的计量资料采用中位数和

四分位数间距 [M (Q1,Q3 )] 表示,组间比较采用

Kruskal-Wallis
 

H 检验,组间两两比较采用 Bonferroni-
Dunn 检验;计数资料以例数(百分率)表示,采用 χ2

检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 异常情况

　 　 因术后胃肠胀气,sham 组、H 组、L 组和 W 组各

剔除 1 只。 因食物反流明显入肺窒息死亡,H 组剔

除 1 只,M 组剔除 2 只。
2. 2　 一般情况

　 　 造模及灌胃期间,5 组均有不同程度的毛发色

泽变暗、活动减少、进食水量下降、稀水样便、体质量

减轻等表现。 其中 sham 组上述表现恢复最快,
M 组恢复最慢,且上述表现最明显。
2. 3　 各组 RE大鼠病理积分、血浆胃动素、食管组织

IL-17
 

mRNA及 TNF-α
 

mRNA的比较

　 　 光镜下发现,sham 组实验大鼠的食管黏膜组织

切片无明显炎性改变,偶见上皮细胞层内少许炎症细

胞。 其余实验大鼠均见基底层、棘层鳞状上皮不同程

度增生,鳞状上皮基底细胞可见细胞核增大,染色质

增粗,固有层乳头延伸。 M 组大鼠黏膜固有层可见明

显中性粒细胞浸润,甚至可见溃疡灶。 与 M 组相比

较,H 组、L 组和 W 组 3 组实验大鼠的炎症改变均较

轻,均未见明显溃疡灶,或仅见上皮细胞层内炎症细

胞浸润(图 1)。
实验大鼠食管黏膜组织切片病理分级积分分析

发现,sham 组积分最低,与 M 组、H 组和 L 组 3 组进

行比较差异有统计学意义(P<0. 05),sham 组与 W 组

比较无差异(P�0. 05)。 M 组积分最高,与 H 组、L 组

和 W 组比较差异有统计学意义(P<0. 05)。 M 组血

浆 MTL 含量最低,与 sham 组、H 组、L 组和 W 组相比

差异有统计学意义(P<0. 05)。 sham 组 IL-7
 

mRNA
表达量最低。 M 组 IL-7

 

mRNA 表达量最高,与 sham
组、H 组、L 组和 W 组相比差异有统计学意义(P<
0. 05) 。 H 组与其余 4 组比较差异有统计学意义

(P< 0. 05) 。 Sham 组 TNF-α
 

mRNA 表达量最低。
M 组 TNF-α

 

mRNA 表达量最高,与 sham 组、H 组、
L 组、W 组相比差异有统计学意义(P<0. 05) 。 详

见表 2。

图 1　 大鼠食管黏膜组织切片苏木精-伊红染色

Figure
 

1　 Hematoxylin-eosin
 

staining
 

of
 

rat
 

esophageal
 

mucosal
 

tissue
 

sections
 

Black
 

arrows
 

indicate
 

squamous
 

epithelial
 

hyperplasia,
 

red
 

arrows
 

ulcers,
 

and
 

yellow
 

arrows
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration.
 

A:
 

sham
 

operation
 

group( normal,
 

×100) ;
 

B:
 

model
 

group( severe
 

inflammation,
 

×40) ;
 

C:
 

high-dose
 

SGN

group
 

( mild
 

inflammation,
 

×100) ;D:
 

low-dose
 

SGN
 

group
 

( mild
 

inflammation,
 

×100) ;
 

E:
 

western
 

medicine
 

group( mild
 

inflammation,
 

×100)
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表 2　 病理积分、血浆胃动素、食管组织 IL-17
 

mRNA 及 TNF-α
 

mRNA 结果比较

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

pathological
 

scores,
 

plasma
 

motilin,
 

IL-17
 

mRNA
 

and
 

TNF-α
 

mRNA
 

in
 

esophageal
 

tissue

Group n Pathology[ ( points,
 

M(Q1 ,
 

Q3 ) ] MTL[ pg / ml,
 

x±s] IL-17
 

mRNA( x±s) TNF-α
 

mRNA( x±s)

Sham
 

11 0(0,0) ∗ 　 1
 

227. 086±409. 088∗ 1. 381±0. 284∗△ 　 1. 116±0. 142∗

Model
 

10 2(2,3) # 　 939. 703±232. 939 8. 567±1. 368△ 　 2. 656±0. 450　
 

High-dose
 

SGN 10 1(1,1) ∗# 1
 

243. 340±281. 135∗ 5. 244±2. 155∗ 　 1. 737±0. 396∗

Low-dose
 

SGN 11 1(1,1) ∗# 1
 

331. 116±255. 763∗ 3. 339±1. 119∗△ 　 1. 460±0. 344∗

Western
 

medicine
  

11 1(0,1) ∗ 　 1
 

298. 345±289. 211∗ 1. 900±0. 651∗ △ 1. 467±0. 321∗

SGN:
 

Shiguanning;
 

MTL:
 

motilin;
 

IL-17:
 

interleukin-17;
 

TNF-α
 

:
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

sham
 

group,
 #P<0. 05;

 

compared
 

with
 

high-dose
 

SGN
 

group,
 △P<0. 05.

3　 讨　 论

　 　 在中医领域,RE 根据症状多归属于食管瘅、
噎膈、反胃、嘈杂和痞满等疾病范畴。 RE 的病位

在食管和胃,与脾、肝、胆、肺密切相关。 基本病机

为胃失和降,胃气上逆。 “禀赋不足、脾胃虚弱”为

RE 的发病基础。 RE 以疏畅气机为要。 临床多见

肝郁之象,因而常以疏肝和胃降逆为治疗大法。
食管宁经验方根据中医气机升降理论,结合 RE 多

气虚气郁的致病特点总结得出。 该方不仅补虚,
还宣上( 宣肺气) 、畅中( 疏肝气、降胃气) 、通下

(引热下行、润肠通便) ,调理全身气机升降。 方中

北沙参益气养阴;桔梗、炙杷叶宣通肺气;柴胡、香
橼皮疏肝行气,以治肝安胃,从而调理脾胃气机;
瓜蒌、枳实、厚朴宽中下气,疏通肠道气机;全方调

理全身气机使之通畅,以治疗 RE。
PPI 为治疗 RE 首选药物,多项研究表明埃索

美拉唑镁肠溶片治疗 RE 疗效确切[6-8] 。 本研究 H
组和 L 组食管黏膜组织病理积分较 M 组低,与 W
组比较无显著差异;说明食管宁能明显改善 RE 大

鼠食管黏膜损伤,且与埃索美拉唑镁肠溶片疗效

相当。
食管下括约肌压力( lower

 

esophageal
 

sphincter
 

pressure,LESP)降低为导致 GRED 重要原因;LESP
越低,反流越严重[9] 。 MTL 为小肠 Mo 细胞分泌的

胃肠道肽激素,可作用于 LES 的 MTL 受体[10] ,在
LES 的收缩中发生作用,增加 LESP [11] 。 RE 患者

血清 MTL 水平较健康人低[12] ,且 RE 患者血浆

MTL 与 LESP 正相关。 MTL 降低可降低 LESP,与
RE 关系密切[13] 。 本研究显示,食管宁能上调 RE
大鼠 血 浆 MTL 含 量, 进 而 增 加 LESP, 从 而 治

疗 RE。
LESP 下降,胃酸反流入食管致其黏膜损伤。

有研究表明 GRED 中反流的胃液并不直接损伤食

管,
 

而通过刺激细胞因子调控的炎症反应机制引

起食管损伤[14] 。 GERD 是细胞因子介导的炎症反

应,
 

并非反流物的直接化学性损伤。 彭林艳等[15]

研究认为 RE 患者存在全身炎症反应,RE 跟炎症

关系密切。
IL-17 为辅助性 T 细胞 17 细胞最主要效应因

子,其可以诱导 IL-6、一氧化氮和前列腺素 E2 产

生,同时上调 TNF-α 基因表达,促进局部炎症进

展、扩大[16] 。 IL-17 诱导炎症方面的功能非常强

大[17] 。 目前 IL-17 mRNA 表达与 RE 相关的报道

较少,但是多项研究中都显示无论与假手术组还

是与正常组相比,RE 大鼠食管组织 IL-17 mRNA
表达均升高;说明在 RE 发生发展中 IL-17 mRNA
表达有一定作用[18,19] 。 食管黏膜受到酸反流刺激

时活性氧会过量,氧自由基会聚集。 食管黏膜损

伤与局部氧自由基聚集关系密切[20] 。 TNF-α 为多

核巨细胞产生的细胞因子,在介导炎症过程、组织

损伤等病理生理反应中发挥作用[21,22] 。 且 TNF-α
能刺激、诱导中性粒细胞产生活性氧,这种作用与

食管黏膜损伤也密切相关[22] 。 急性 RE 大鼠食管

黏膜中 TNF-α 含量会增高[23,24] 。 此外有研究表明

RE 大鼠食管组织 TNF-α
 

mRNA 表达升高,且其表

达与 RE 大鼠炎症分数正相关[25] 。 本研究 M 组

IL-17 mRNA 及 TNF-α
 

mRNA 表达最高,说明 M 组

大鼠炎症最严重。 经高、低剂量食管宁治疗后的

RE 大 鼠, IL-17 mRNA 及 TNF-α
 

mRNA 表 达 均

较 M 组低。 食管宁可能通过下调 IL-17 mRNA 及

TNF-α
 

mRNA 表达而改善 RE 炎症。 此外,本研究

还发现 H 组的 IL-17 mRNA 表达与 L 组相比差异

有统计学意义,H 组的 IL-17 mRNA 表达更高,说
明低剂量的食管宁抗炎效果更好。

综上所述,本研究在动物实验水平验证食管宁作

用于 RE 大鼠的机制可能与上调血浆 MTL 含量、下调

IL-17 mRNA 及 TNF-α
 

mRNA 的表达相关。
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