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［基金项目］湖南省中医药科研计划项目（２０２１２４３）。
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［作者简介］杜青（１９９１—），女，硕士，助理研究员，研究方向：中药药理与创新药物。 Ｅｍａｉｌ：７９１１６６９３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］谢芳一（１９８６—），女，硕士，研究方向：中药药理。 Ｅｍａｉｌ：１１４８６５６４＠ ｑｑ． ｃｏｍ

理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠黏膜屏障
ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信号通路的影响

杜青１，李心亮１，曾宏亮１，徐琳本１，谢芳一２∗

（１． 湖南省中医药研究院， 长沙　 ４１０００６；２． 长沙市第四医院， 长沙　 ４１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠黏膜 ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信号通路的调控作用。 方法

采用番泻叶水煎液 １􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 联合疲劳游泳建立脾虚型腹泻大鼠模型。 模型大鼠随机分为模型组、蒙脱石散组

（０􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ）和理中丸低、高剂量组（０􀆰 ８１ 和 ３􀆰 ２４ ｇ ／ ｋｇ），每组 ８ 只；另选 ８ 只正常大鼠作为空白组。 连续给药 １４ ｄ，
造模结束后可见大鼠体重减轻，精神倦怠、眯眼聚堆、少动，大便质地偏软或者便溏，肛周污秽，提示模型复制成功。
采用比色法检测血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖水平，阿利新蓝和过碘酸雪夫（ＡＢ⁃ＰＡＳ）染色检测结肠黏膜形态结构，蛋白免

疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）检测黏蛋白 ２（ＭＵＣ２）和水通道蛋白 ３ ／ ４（ＡＱＰ３、ＡＱＰ４）的表达，免疫荧光法检测结肠组织

ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白表达，实时荧光定量⁃ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测白介素⁃２２（ＩＬ⁃２２）和肠黏膜上皮跨膜蛋白 ２（ｃｌａｕｄｉｎ⁃２）基
因相对表达量（２－ΔΔＣｔ 值）。 结果　 与空白组比较，模型组大鼠稀便率、稀便级和腹泻指数显著增加，结肠组织黏膜

层上皮细胞出现不同程度的萎缩，黏膜表面结构疏松水肿，杯状细胞减少，血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖含量减少，结肠组

织中 ＭＵＣ２、ＡＱＰ３ 和 ＡＱＰ４ 蛋白表达量相对降低，ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 表达量相对减少和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ 表达量相对增

加，ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白荧光强度明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，理中丸高剂量组大鼠稀便率、稀便级

和腹泻指数均明显减少，结肠黏膜病理损伤明显减轻，血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖含量增加，结肠组织中 ＭＵＣ２、ＡＱＰ３ 和

ＡＱＰ４ 蛋白表达量相对升高，ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 表达量相对增加，ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ 和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白表达量相对减少，差异

具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 理中丸明显调节脾虚型腹泻大鼠结肠黏膜屏障结构功能，其机制

可能与增加结肠 ＡＱＰ３ ／ ４ 表达，调控 ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信号通路有关。
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ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｌｉｚｈｏｎｇ ｐｉｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｉａｒｒｈｅａ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＡＱＰ３ ／ ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｌｉｚｈｏｎｇ ｐｉｌｌ； ｓｐｌｅｅｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｉａｒｒｈｅａ； ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ａｑｕａｐｏｒｉｎ ３ ／ ４； ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２２； ｃｌａｕｄｉｎ⁃２
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 腹泻是临床常见的消化道疾病，中医认为脾虚

型腹泻是由脾气虚弱，水湿内停、水谷运化失调等

多种因素引起的肠道水液代谢紊乱和胃肠道消化

功能障碍，易诱发肠道炎症病变［１］。 属于中医“久
泄”范畴，与现代医学功能性腹泻伴随症状尤为类

似，且病情易反复发作、病程迁延不愈，严重影响患

者生活质量。 理中丸是由传统名方理中汤化裁而

来，是一个中成药制剂，方中炮姜为君药，温中散

寒、健运脾阳；党参为臣药甘温入脾、补中益气，培
补后天之本；白术为佐药，健脾燥湿；使以炙甘草补

脾益气、调和诸药；全方共奏温中散寒、补益脾胃之

功效；临床常用于脾胃虚寒、呕吐泄泻、胸满腹痛、
消化不良等，对脾虚型腹泻的治疗具有良好的效

果。 传统的理中丸可有效改善胃肠动力、调节胃肠

激素分泌和免疫功能、缓解脾胃虚寒引起的胃黏膜

炎性介质的释放以及抑制多种消化系统疾病［２－３］。
研究认为，肠道黏膜屏障结构和功能的失调是腹泻

发生的重要病理生理特征［４］。 黏液是构成肠道黏

膜的化学屏障，有效黏液的减少会诱导致病菌等进

一步侵犯机械屏障，导致上皮细胞跨膜蛋白表达变

化，引起肠道通透性的增加，致病菌移位，加重黏膜

屏障损伤。 白细胞介素⁃２２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２２，ＩＬ⁃２２）⁃
黏蛋白 ２（ｍｕｃｉｎ ２，ＭＵＣ２） ／跨膜蛋白⁃２（ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２）

信号通路参与了维持肠道黏膜屏障的完整性，在腹

泻的发病过程中扮演了重要角色［５］。 目前，针对理

中丸在脾虚型腹泻肠道黏膜屏障中的调节作用知

之甚少。 本研究通过构建脾虚型腹泻病症结合模

型，基于 ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信号通路探讨理中

丸调节脾虚型腹泻大鼠模型结肠黏膜屏障结构和

功能的分子机制，为复方药物理中丸的临床运用和

推广提供一定的理论依据和基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，６ 周龄，体重 １８０ ～
２２０ ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】。 实验在湖南省中医药研

究院实验动物中心进行【ＳＹＸＫ（湘）２０２０－０００８】，允
许大鼠在恒定温度、湿度和光暗循环（２０ ～ ２５℃，
５５％ ± １０％，７：００ ～ １９：００ 光照循环）下自由饮水

和摄食。 本实验经湖南省中医药研究院实验动物

中心伦理委员会批准（２０２１⁃０１１３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

理中丸（ＬＺＷ） （由炮姜、党参、白术、炙甘草组

成，规格：每丸 ９ ｇ，批号：２２０２０２，广东逢春制药有限

８１２
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公司）；番泻叶饮片，湖南省中医药研究院附属医

院，经过水提法提取药液，制成 １􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 溶液；蒙脱

石散（规格：每袋 ３ ｇ，批号：０３２１１００５，杭州康贝制药

有限公司）；黏蛋白 ２ 抗体（ｍｕｃｉｎ ２，ＭＵＣ２，批号：
ＥＰＲ２３４７９⁃４７， Ａｂｃａｍ ）； 水 通 道 蛋 白 ３ 抗 体

（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ⁃３，ＡＱＰ３，批号：ａｂ１２５２１９，Ａｂｃａｍ）；水通

道 蛋 白 ４ （ Ａｑｕａｐｏｒｉｎ⁃４， ＡＱＰ４， 批 号： ａｂ２５９３１８，
Ａｂｃａｍ）；淀粉酶、Ｄ⁃木糖试剂盒（批号：Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ００６⁃
Ｍ、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ０１８⁃Ｓ， Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ ）； ＩＬ⁃２２、 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 和

β⁃ａｃｔｉｎ 引物（上海生物工程有限公司）；ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 抗

体（批号：ａｂ５３０３２，Ａｂｃａｍ）；肌动蛋白（ ａｃｔｉｎ，批号：
ＧＢ１２００１，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；ＨＲＰ 标记山羊抗大鼠（批号：
ＧＢ２３３０２， Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ ）； ＴＲＩｚｏｌ （ 批 号： １３９５０１，
ａｍｂｉｏｎ）。

Ｅｎｖｉｓｉｏｎ２１０５ 型 酶 标 仪 （ ＰＥ 公 司， 美 国 ）；
ＡＢＩ７５００ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美
国）；ＤＹＹ⁃６Ｃ 型电泳仪（北京六一，中国）；Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｔｉ⁃Ｅ 型激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ 公司，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 脾虚型腹泻大鼠模型建立

ＳＤ 大鼠适应性喂养 ５ ｄ，按照体重随机分为空

白组（８ 只）和造模组（３２ 只），造模组采用复合因素

复制脾虚型腹泻模型［６－７］：ＳＤ 大鼠每日灌胃给予

４℃番泻叶水煎液（１􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ），灌胃体积为 １０ ｍＬ ／
ｋｇ，间隔 １０ ｈ 后，置于桶中（水温为 ２５℃）游泳至力

竭，即沉入水中 ５ ｓ 无法浮出，立即停止捞出并擦干

放回笼中；持续造模 １４ ｄ。 造模过程中，观察大鼠体

重、一般状态、粪便质地等，造模结束后可见大鼠体

重减轻，精神倦怠、眯眼聚堆、少动，大便质地偏软

或者便溏，肛周污秽，提示模型复制成功。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组与给药

将造模成功的大鼠按体重随机分为模型组、蒙
脱石散组（０􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ）和理中丸低、高剂量组（０􀆰 ８１
ｇ ／ ｋｇ 和 ３􀆰 ２４ ｇ ／ ｋｇ），按照临床等效剂量换算为实验

动物等效剂量的 １ 倍剂量和 ４ 倍剂量，每组 ８ 只；另
外 ８ 只正常大鼠为空白组。 蒙脱石散组给予蒙脱石

散混悬液，理中丸低、高剂量组给予相应剂量理中

丸混悬液，空白组和模型组给予等体积纯净水溶

液；连续灌胃给药 ７ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 腹泻情况观察

给药结束后，大鼠单笼饲养，观察各组大鼠的

排便情况，记录 ４ ｈ 内大鼠的排便总量和排出稀便

数量，以及稀便等级（稀便污染滤纸直径（ｄ）：１ 级：

ｄ ＜ １ ｃｍ；２ 级：ｄ，１ ～ ２ ｃｍ；３ 级：ｄ，３ ～ ４ ｃｍ；４ 级：
ｄ ＞ ４ ｃｍ）， 并计算稀便率 ＝ 稀便数 ／总便数 ×
１００％，腹泻指数＝稀便率 × 平均稀便级。
１􀆰 ２􀆰 ４　 样本采集

给药结束后，大鼠禁食不禁水 １２ ｈ，给予 １０％
Ｄ⁃木糖，１ ｈ 后采用 １％戊巴比妥钠溶液（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）
腹腔麻醉，腹主动脉取血，离心 （ ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０
ｍｉｎ）取上清，－８０℃冰箱保存待用。 然后，解剖分离

出结肠组织，生理盐水中洗净，横向分成三段，一段

保存在 ４％多聚甲醛的固定液中，另外两段分别保

存在冻存管中，液氮速冻，－８０℃冰箱保存待用。
１􀆰 ２􀆰 ５　 比色法检测血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖水平

按照试剂盒说明书测定大鼠血清中淀粉酶和

Ｄ⁃木糖的含量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色检测结肠黏膜形态

结肠组织在 ４％多聚甲醛的固定液中浸泡 ４８ ｈ
后，通过梯度乙醇脱水，制作石蜡切片，并切成 ５ μｍ
厚的切片，ＡＢ⁃ＰＡＳ 染色，用中性树脂封固。 显微镜

下观察结肠黏膜上皮细胞中阳性染色细胞即杯状

细胞数目，计数以每 １００ 个上皮细胞中杯状细胞数

表示，随机计数十个视野，取其平均值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＭＵＣ２ 和 ＡＱＰ３ ／ ４ 表达

取冻存的结肠组织 ０􀆰 ０２ ｇ 于 ＥＰ 管，加入 １ ｍＬ
ＲＩＰＡ 裂解液，在冰盒中匀浆，裂解 ３０ ｍｉｎ 后，离心

（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４℃，５ ｍｉｎ），取上清液，核酸蛋白溶

度测定仪测定总蛋白浓度，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转膜至

ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂奶粉封闭，加入 ＭＵＣ２、ＡＱＰ３ 和

ＡＱＰ４ 一抗（１ ∶１０００），４℃过夜孵育，加入 ＨＲＰ 标记

二抗，ＥＣＬ 法显影，Ａｃｔｉｎ 用作内标，Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 专

业灰度分析软件进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫荧光法检测 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白表达

结肠组织在 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ 后，石蜡包

埋，制成 ５ μｍ 的石蜡切片，６０℃烤片 １２ ｈ，切片脱

蜡至水，热修复抗原，水漂洗，１０％ 正常血清 ／ ５％
ＢＳＡ 封闭，滴加适当稀释的一抗 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２，４℃过夜，
滴加 １００ μＬ 抗⁃兔⁃ＩｇＧ 标记荧光抗体，ＤＡＰＩ 工作液

３７℃染核 １０ ｍｉｎ，封片，激光共聚焦显微镜下观察，
阳性信号为绿色荧光，蓝色为核染信号。 每张切片

任选 ３ 个视野（×４００）进行阳性细胞计数。
１􀆰 ２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃２２ 和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因相对

表达

取冻存的结肠组织 ０􀆰 ０２ ｇ， ＴＲＩｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ。 按照试剂盒进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检

９１２
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测，反应体系：２ × ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１０􀆰 ０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ，上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 ０􀆰 ５ μＬ， ｃＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬ。 扩增条件为 ９５℃，１０
ｍｉｎ；９５℃，１５ ｓ；６０℃，３０ ｓ；４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ
为内参，反应结束后以 ２－ΔΔＣｔ 法计算分析目的基因

ＩＬ⁃２２ 和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 相对表达水平。 引物序列：ＩＬ⁃２２
Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＡＣＡＡＣＡＣＡＧＡＣＧＴＴＧＣＴＣ⁃３’，Ｒｅｖｅｒｓｅ：
５ ’⁃ＧＡＡＣＡＧＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＧ⁃３ ’， １７９ ｂｐ；
ｃｌａｕｄｉｎ⁃２： Ｆｏｒｗａｒｄ： ５ ’⁃ＴＣＣＴＣＴＧＣＴＴＴＴＣＣＴＧＣＴＣ
ＡＣＣＴ⁃３ ’， Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５ ’⁃ＡＣＡＣＡＴＡＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＣ⁃
３’， １５３ ｂｐ； β⁃ａｃｔｉｎ： Ｆｏｒｗａｒｄ： ５’⁃ＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧ
ＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣ⁃３ ’， Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５ ’⁃ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ
ＣＴＧＡＴＣＣＡＣ⁃３’，２２３ ｂｐ。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件对实验数据进行处

理，计量资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间

比较用 ｔ 检验，多组间比较用单因素方差分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠一般情况观察

空白组大鼠精神状态良好、行为活跃、毛发光

泽、大便质地正常。 模型组大鼠精神倦怠，活动减

少，毛色暗淡稀疏，大便稀溏不成形，体重明显减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较，蒙脱石散组与理中丸

各剂量组大鼠精神状态稍好，活动量增多，体重明

显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 １）。
２􀆰 ２　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠腹泻指标的影响

与空白组比，模型组大鼠稀便率、稀便级和腹

泻指数显著增加；与模型组比，理中丸组高剂量组

和蒙脱石散组的大鼠稀便率、稀便级和腹泻指数均

明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ２）。

注：与空白组比较，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０． ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各组大鼠给药前后体重变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

图 ２　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠腹泻指标的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｕｌｉｚｈｏｎｇ Ｐｉｌｌ ｏｎ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｉａｒｒｈｅａ

０２２
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２􀆰 ３　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠血清中淀粉酶和 Ｄ⁃
木糖水平影响

血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖是用来评价脾虚证的标

志性指标。 与空白组比较，模型组大鼠血清中淀粉

酶和 Ｄ⁃木糖含量明显降低，与模型组比较，理中丸

可抑制脾虚腹泻大鼠血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖活性降

低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），蒙脱石散组无显著

性差异（见图 ３）。

图 ３　 理中丸对脾虚腹泻大鼠血清淀粉酶和 Ｄ⁃木糖水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｉｚｈｏｎｇ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃ｄｉａｒｒｈｅａ ｒａｔｓ

注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：蒙脱石散组；Ｄ：理中丸低剂量组；Ｅ：理中丸高剂量组。 （下图同）

图 ４　 各组大鼠结肠黏膜形态结构和杯状细胞数量比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＭＰ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． ＬＺＷ⁃ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． ＬＺＷ⁃ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠黏膜形态结构

的影响

空白组大鼠结肠上皮细胞产生丰富含硫黏蛋

白的酸性黏蛋白，杯状细胞密集分布于隐窝两侧，
形态饱满圆润，黏液分泌丰富；模型组大鼠结肠组

织黏膜层上皮细胞出现不同程度的萎缩，黏膜表面

结构疏松水肿，可见炎性细胞浸润，杯状细胞减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；理中丸剂量组和蒙脱石散组大鼠结肠

黏膜表面黏液表面结构明显得到改善，杯状细胞形

态排列整齐，数量明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
（见图 ４）。
２􀆰 ５　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠中 ＭＵＣ２、
ＡＱＰ３ 和 ＡＱＰ４ 蛋白表达影响

与空白组比较，模型组大鼠结肠组织中 ＭＵＣ２、
ＡＱＰ３ 和 ＡＱＰ４ 蛋白相对灰度值明显降低，有统计

学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，蒙脱石散组和理

中丸组鼠结肠组织中 ＭＵＣ２、ＡＱＰ３ 和 ＡＱＰ４ 蛋白相

对灰度值相明显升高，有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见图 ５）。
２􀆰 ６　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠中 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋
白荧光强度的影响

根据图 ６ 结果可知，与空白组相比较，模型组大

鼠结肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白荧光强度明显增加，有
统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比较，蒙脱石散

组和理中丸高剂量组大鼠结肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋

白荧光强度明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （见图

６）。
２􀆰 ７　 理中丸对脾虚型腹泻大鼠结肠中 ＩＬ⁃２２ 和

ｃｌａｕｄｉｎ⁃２基因相对表达量的影响

与空白组比较，模型组大鼠结肠组织中 ＩＬ⁃２２

１２２
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ｍＲＮＡ 相对表达量明显减少，ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ 相对

表达量明显增加，有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型

组比较，蒙脱石散组和理中丸高剂量组大鼠结肠组

织中 ＩＬ⁃２２ ｍＲＮＡ 相对表达量明显增加，ｃｌａｕｄｉｎ⁃２
ｍＲＮＡ 相对表达量明显降低，均有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ７）。

图 ５　 各组大鼠结肠中 ＭＵＣ２、ＡＱＰ３ 和 ＡＱＰ４ 蛋白条带和相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＵＣ２， ＡＱＰ３ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ６　 各组大鼠结肠中 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白荧光和相对阳性表达率（１００×）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（１００×）

图 ７　 各组大鼠结肠中 ＩＬ⁃２２ 和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃２２ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２２２



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ２ 月第 ３１ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ２

３　 讨论

脾胃失和则水谷运化不利，易致腹胀、泄泻等，
淀粉酶是参与体内消化功能的重要酶类，可反映消

化酶分泌情况；Ｄ⁃木糖是一种戊糖，可用于评价肠

道的吸收功能，常用来反映机体脾虚证的病理表

现［８］。 本研究发现理中丸可明显调节模型大鼠血

清中淀粉酶活性和 Ｄ⁃木糖水平，表明其可有效改善

肠道的吸收能力以及腹泻大鼠脾虚症状。 蒙脱石

散作为一种吸附类止泻药，可以有效与消化道中黏

液结合，显著增强黏液的内聚力和黏弹性。 文献调

研发现，蒙脱石散作为阳性对照能显著改善脾阳虚

泄模型小鼠体重、腹泻率以及结肠组织和胃病理损

伤情况；提高脾虚泄泻模型大鼠消化吸收，降低血

清 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃１２、 ＴＮＦ⁃α 含 量， 减 轻 机 体 炎 症 状

态［９－１０］。 因此，本研究选用蒙脱石散作为阳性对照，
以揭示理中丸治疗脾虚型腹泻的作用机制。

肠道是机体主要的消化吸收器官，而结肠除了

具有这些功能外，还与水液代谢、便秘腹泻发生机

制密切相关［１１］。 结肠富含杯状细胞，是构成肠道黏

膜屏障的重要组成部分，可有效阻止内毒素和有害

微生物等转运，吸收营养物质并感测免疫。 水通道

蛋白（ＡＱＰｓ）是一类负责水分子跨膜转运的特异性

蛋白，在维持肠道细胞内外水液平衡和肠道黏膜功

能发挥重要作用。 ＡＱＰ３ 广泛表达于结肠黏膜上皮

细胞质膜，可转运水分子、甘油和尿素等，通过调控

肠腔与血液中水液转运以调节结肠中粪便的含水

量［１２］。 ＡＱＰ４ 是存在于结肠黏膜细胞基底膜外侧

的高效转运蛋白，其低表达可导致粪便含水量增

加。 肠道中 ＡＱＰｓ 表达紊乱会导致结肠中水的转运

状态由吸收态变为大量的分泌态，黏膜屏障功能失

调，还可能参与黏膜免疫机制，诱导腹泻的产生［１３］。
有文献报道，脾虚型腹泻大鼠结肠黏膜出现明显的

炎症反应，黏膜 ＡＱＰ３ ／ ４ 表达下调，黏膜屏障受

损［９，１４］。 本研究通过 ＡＢ⁃ＰＡＳ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

发现，理中丸可明显改善脾虚型腹泻模型大鼠结肠

黏膜损伤和功能蛋白 ＡＱＰ３ ／ ４ 的表达。
肠道黏膜化学屏障是肠道黏膜屏障组成的第

一部分，主要由上皮细胞分泌的黏液中杯状细胞组

成，杯状细胞分泌的高度糖基化蛋白 ＭＵＣ２ 在肠黏

膜上皮细胞表面凭借其“分子筛”样的作用使细菌

与上皮分离，保护肠道正常结构功能，防止腹泻［１５］。
肠道淋巴细胞分泌的 ＩＬ⁃２２ 是 ＩＬ⁃１０ 超家族的单体

细胞因子，主要用于支持和维护肠道黏膜的完整

性［１６］。 当肠道黏膜被破坏时，ＩＬ⁃２２ 的表达及相关

信号通路激活以维持肠道微生物与上皮细胞之间

的防御屏障机制［１７］。 ＩＬ⁃２２ 在杯状细胞的分化成熟

和黏蛋白表达中起到重要作用，ＩＬ⁃２２ 缺陷的小鼠

ＭＵＣ２ 出现异常表达且杯状细胞增殖抑制，造成腹

泻的易感性［１８］。 肠道黏膜机械屏障是肠道屏障中

最重要的部分，主要由上皮紧密连接中跨膜蛋白

（ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 等）和胞质支架蛋白构成。 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 与

孔隙形成有关，表达上调可能会增加细胞旁通透

性，影响紧密连接的结构和功能，导致黏膜屏障结

构功能紊乱。 有研究发现，ＩＬ⁃２２ 低表达可通过增强

肠道黏膜内 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 的含量，增加肠上皮紧密连接

的通透性，同时上调上皮细胞钠离子通道作用，驱
动腹泻［１９］。

本研究通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 考察了结肠黏膜中 ＩＬ⁃２２ ／
ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达变化，同时，采用免疫荧光双

重验证 ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白的表达情况，发现理中丸可明

显抑制脾虚腹泻型大鼠结肠黏膜 ＩＬ⁃２２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信

号通路的激活，减少黏膜屏障的损伤。 综上所述，
本研究证实理中丸具有保护脾虚型腹泻大鼠结肠

黏膜屏障结构功能，其机制可能与调节 ＡＱＰ３ ／ ４ 的

表达和 ＩＬ⁃２２⁃ＭＵＣ２ ／ ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 信号通路有关。 但

是，肠道黏膜屏障的完整性不仅局限在化学屏障和

机械屏障，更受到免疫屏障和生物屏障的影响，后
续将进一步探索，为揭示理中丸治疗脾虚型腹泻的

发病机制研究奠定更丰富的实验基础。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
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［１９］ 　 Ｔｓａｉ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｈｅ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃２２ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｔｏ ｄｒｉｖｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ａｎｄ ｅｎｔｅｒｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ Ｍｉｃｒｏｂｅ， ２０１７， ２１（６）： ６７１－６８１．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０９－０９

４２２


