
自噬抑制大鼠蛛网膜下腔出血后神经元凋亡［Ｊ］ ． 中国免疫

学杂志， ２０２１， ３７（７）： ８０７⁃８１１； ８１８．
［２４］ 　 文兰香， 覃世运， 陈丽君． 槲皮素调控 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路

对肺癌 Ａ５４９ 细胞自噬的影响［Ｊ］ ． 中国免疫学杂志， ２０２０，
３６（１９）： ２３７５⁃２３７９．

［２５］ 　 叶　 婷， 马国庆， 魏明慧， 等． 黄芪多糖对糖尿病心肌病大

鼠 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 通路的调控机制研究［Ｊ］ ． 世界中医药，
２０２２， １７（７）： ９７７⁃９８２．

［２６］ 　 Ｓｕ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｘｉ Ｘ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｒｅａｔｓ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２１， ２５ （ １２ ）：
５７０７⁃５７２０．

运脾通肠方对脾肾阳虚型阿片类药物所致便秘大鼠肠黏膜屏障及
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响

张录梅１，２， 　 张志明２，３∗， 　 宋忠阳２，４， 　 王　 忻２，４， 　 徐　 倩１， 　 杨　 霞５， 　 李欣钰１， 　 沈雁云１，
赵海宏１， 　 王志刚１，５∗

（１． 甘肃中医药大学， 甘肃 兰州 ７３００００； ２． 甘肃省中西医结合肿瘤临床医学研究中心， 甘肃 兰州

７３００００； ３． 甘肃省中医院， 甘肃 兰州 ７３００００； ４． 甘肃中医药大学附属医院， 甘肃 兰州 ７３００００； ５． 天水

市中医医院， 甘肃 天水 ７４１０００）

收稿日期： ２０２４⁃０８⁃１３
基金项目： 甘肃省科技计划项目 （１８ＪＲ２ＦＡ００１， ２４ＹＦＦＡ０６７）； 兰州市科技计划项目 （２０２３⁃２⁃４９）
作者简介： 张录梅 （１９９１—）， 女， 博士生， 从事中医药防治内分泌代谢性疾病研究。 Ｔｅｌ： １８３９３８１１６４３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １９４２０２８２７２＠

ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 张志明 （１９６５—）， 男， 教授， 主任医师， 从事急危重症、 肿瘤的中医药防治研究。 Ｔｅｌ： （０９３１） ２６８７１０９， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｚｈａｎｇｚｈｉｍｉｎｇｙｓ＠ １６３．ｃｏｍ
王志刚 （１９６８—）， 男， 教授， 主任医师， 从事中医药防治内分泌代谢性疾病研究。 Ｔｅｌ： （ ０９３８） ８５２３８１９， Ｅ⁃ｍａｉｌ：
ｔｓｓｚｙｙｙ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨运脾通肠方对脾肾阳虚型阿片类药物所致便秘 （ＯＩＣ） 大鼠肠黏膜屏障损伤的改善作用。 方法　 大

鼠随机分为空白组 （１０ 只） 和造模组 （５０ 只）， 造模组大鼠给予洛哌丁胺皮下注射联合活性炭冰水与白醋交替灌胃，
建立脾肾阳虚型 ＯＩＣ 模型， 连续造模 ７ ｄ。 造模成功的大鼠随机分为模型组、 枸橼酸莫沙必利片组 （１􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 及

运脾通肠方高、 中、 低剂量组 （１５􀆰 １２、 ７􀆰 ５６、 ３􀆰 ７８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 连续给药 １４ ｄ。 测定中医证候评分、 粪便含水

率、 首粒黑便排出时间、 小肠推进率， ＨＥ 染色观察结肠组织病理变化， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平，
免疫组化法检测结肠组织闭锁小带蛋白⁃１ （ＺＯ⁃１）、 闭合蛋白 （Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 ＭｙＤ８８、
ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＭｙＤ８８、 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达。 结果　 与空白组比

较， 模型组大鼠中医证候评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 粪便含水率、 小肠推进率下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 首粒黑便排出时

间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠组织黏膜水肿， 炎性浸润明显， 腺体紊乱； 血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
结肠组织 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与

模型组比较， 运脾通肠方中剂量组和枸橼酸莫沙必利片组均能有效降低中医证候评分 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提高粪便含水率与

小肠推进率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 缩短首粒黑便排出时间 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 改善结肠黏膜水肿与炎性浸润； 降低血清 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 上调 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 下调 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｍＲＮＡ、 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 运脾通肠方可有效调节脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠肠道炎症， 维持肠上皮屏

障完整性并改善便秘， 其机制可能与抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化有关。
关键词： 运脾通肠方； 脾肾阳虚； 阿片类药物所致便秘； ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路； 肠黏膜屏障
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ＺＨＡＮＧ Ｌｕ⁃ｍｅｉ１，２， 　 ＺＨＡＮＧ Ｚｈｉ⁃ｍｉｎｇ２，３∗， 　 ＳＯＮＧ Ｚｈｏｎｇ⁃ｙａｎｇ２，４， 　 ＷＡＮＧ Ｘｉｎ２，４， 　 ＸＵ Ｑｉａｎ１，
ＹＡＮＧ Ｘｉａ５， 　 ＬＩ Ｘｉｎ⁃ｙｕ１， 　 ＳＨＥＮ Ｙａｎ⁃ｙｕｎ１， 　 ＺＨＡＯ Ｈａｉ⁃ｈｏｎｇ１， 　 ＷＡＮＧ Ｚｈｉ⁃ｇａｎｇ１，５∗

（１． Ｇａｎｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００，
Ｃｈｉｎａ； ４． Ｔｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｇａｎｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００， Ｃｈｉｎａ； ５． Ｔｉａｎｓｈｕｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｔｉａｎｓｈｕｉ ７４１０００， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｕｎｐｉ Ｔｏｎｇｃｈａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｄａｍａｇｅ
ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｏｐｉｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ （ＯＩＣ） ｏｆ Ｓｐｌｅｅｎ⁃Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ． ＭＥＴＨＯＤＳ 　 Ｉｎ
ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ １０ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ５０ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＯＩＣ ｏｆ
Ｓｐｌｅｅｎ⁃Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｐａｔｔｅｒｎ ｂｙ ７ ｄａｙｓ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｈ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ ｇａｖａｇｅ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｖｉｎｅｇａｒ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｌｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｓａｐｒｉｄｅ ｃｉｔｒａｔｅ ｔａｂｌｅｔ ｇｒｏｕｐ （１􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ，
ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ， ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ Ｙｕｎｐｉ Ｔｏｎｇｃｈａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐｓ （１５􀆰 １２， ７􀆰 ５６， ３􀆰 ７８ ｇ ／ ｋｇ）， ｗｉｔｈ ８ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ． Ｕｐｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １４ ｄａｙｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ＴＣＭ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ； ｔｈｅｉｒ ｆｅｃａｌ
ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｉｎｉｔｉａｌ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ； ｔｈｅｉｒ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ｔｈｅｉｒ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ； ｔｈｅｉｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１ （ＺＯ⁃１） ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ； ｔｈｅｉｒ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭｙＤ８８， ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭｙＤ８８， ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．
ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ＴＣＭ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｌｏｗｅｒ
ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｌｏｎｇｅｒ ｉｎｉｔｉａｌ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ｍｏｒｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｄｅｍａ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ， ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒ；
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｄｉｎ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ Ｙｕｎｐｉ Ｔｏｎｇｃｈａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓａｐｒｉｄｅ ｃｉｔｒａｔｅ ｔａｂｌｅｔ ｇｒｏｕｐ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ａｎｄ ｓｈｏｒｔｅｒ ｉｎｉｔｉａｌ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｃｏｌｏｎ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｄｉｎ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｙｕｎｐｉ Ｔｏｎｇｃｈａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ＯＩＣ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｓｐｌｅｅｎ⁃Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｙｕｎｐｉ Ｔｏｎｇｃｈａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ； Ｓｐｌｅｅｎ⁃Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｏｐｉｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ； ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
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　 　 阿 片 类 药 物 所 致 便 秘 （ ｏｐｉｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ， ＯＩＣ） 是使用该类药物后最普遍的不

良反应， 在癌痛治疗中的发病率达 ６０～９０％ ［１］， 可

出现自发排便次数减少、 排便费力、 排便不尽感、
硬便等症状， 严重影响治疗依从性［２］， 并且与胃

肠道中的 μ 受体结合， 抑制胃肠转运和蠕动［３⁃４］。
由于肠道炎症参与肠道运动和屏障平衡， 故抑制炎

症反应、 防止肠道屏障损伤是治疗本病的有效

手段［５⁃６］。
阿片类药物进入机体后， 不仅激活阿片受体，

还激活 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４）、
ＴＬＲ４ 募集髓样分化因子 ８８ （ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃８８， ＭｙＤ８８） 复合体形成， 通过信号转导激

活核转录因子⁃κＢ （ ＮＦ⁃κＢ）， 促进炎性因子产

生［７］， 加剧结肠组织损伤和肠黏膜屏障破坏［８⁃９］。
目前， 大多采用泻药、 促分泌剂、 促动力药和阿片

受体拮抗剂治疗 ＯＩＣ， 但疗效有限， 依从性差； 中

医药治疗 ＯＩＣ 通过整体观念、 辨证论治及个性化

治疗， 副作用较少， 长期疗效良好， 具有独特优

势［１０⁃１１］。 全国名中医张志明教授在临床实践中总

结出以温补脾肾、 调气通便法为代表的运脾通肠

方， 能有效改善患者便秘症状［１２］， 已被甘肃省药

监局批准为院内制剂 （甘药制备字 Ｚ２０２１０９５３０００），
本研究以病证结合的脾肾阳虚型 ＯＩＣ 模型大鼠为

对象， 基于 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 炎症信号通路进

一步探讨该方对 ＯＩＣ 的疗效和作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， ７～８ 周龄，
体质量 （２００±２０） ｇ， 购自河南斯克贝斯生物科技

股份有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（豫） ２０２０⁃０００５， 实验动物质 量 合 格 证 号 Ｎｏ．
４１００００００００００５５８８］， 饲养于甘肃中医药大学 ＳＰＦ
级实验动物中心， 室温 ２０～２４ ℃， 相对湿度４０％ ～
６０％ ， 光照 （１２ ｈ） ／黑暗 （１２ ｈ） 交替。 本实验

通过甘肃中医药大学 ＳＰＦ 级实验动物中心实验动

物管理和伦理委员会审查 （伦理审查批号 ＳＹ２０２３⁃
７９３）。
１􀆰 ２　 药材与药物　 枸橼酸莫沙必利片 （鲁南贝特

制药 有 限 公 司， 国 药 准 字 Ｈ１９９９０３１７， 批 号

２６２２１０１２）。 附子 （批号 ０６２２０４３４０）、 红参 （批号

０６２２００６７０１）、 干姜 （批号 ０６２２０７０１９１）、 麸炒白

术 （ 批 号 ０６２２０７４９１１ ）、 酒 大 黄 （ 批 号

０６２２０２４００１）、 厚 朴 （ 批 号 ０６２２０００９０１ ）、 木 香

（批号 ０６２２００６７０１）、 焦槟榔 （批号 ０６２２０２８２０１）、

肉苁蓉 （批号 ０６２３００７９５１） 及配方颗粒均由北京

康仁堂药业有限公司提供， 全方含生药饮片质量共

８４ ｇ （颗粒剂质量 ２６ ｇ）， 根据人与大鼠等效剂量

系数折算法， 大鼠等效剂量为 ７􀆰 ５６ ｇ ／ ｋｇ （中剂

量）， 高、 低剂量分别为 １５􀆰 １２、 ３􀆰 ７８ ｇ ／ ｋｇ。 根据

大鼠灌胃容积 （２ ｍＬ ／只）， 将配方颗粒溶于纯净

水中， 制成质量浓度为 ０􀆰 ４６ ｇ ／ ｍＬ （高剂量） 的溶

液， 使用时中、 低剂量采用纯净水倍比稀释后进行

灌胃。
１􀆰 ３　 试剂　 盐酸洛哌丁胺 （美国ＭＣＥ 公司， 货号

ＨＹ⁃Ｂ０４１８Ａ）。 ６°白醋 （江苏恒顺醋业股份有限公

司， 总酸度≥６ ｇ ／ １００ ｍＬ）； 活性炭 （天津市光复

科技发展有限公司， 批号 ２０２１０３１２）。 高效 ＲＩＰＡ
裂解液、 吐温 ８０、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｒ００１０、 Ｔ８３６０、
Ｐ１２００）； ＤＭＳＯ、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＥＣＬ
化学发光超敏显色、 ＲＮＡ 提取、 逆转录及 ｑＰＣＲ
试剂 （ 翌 圣 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司， 批 号

２０２０１ＥＳ８６、 ６０３１３ＥＳ６０、 Ｓ６３０７２９０、 １９２２１ＥＳ５０、
１１４１ＥＳ６０、 １１２０１ＥＳ５０）； 大鼠 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （杭州联科生物技术有限公

司， 批 号 ７０⁃ＥＫ３８２ ／ ３⁃９６、 ７０⁃ＥＫ３０１Ｂ ／ ３⁃９６、
ＥＫ３０６ ／ ３⁃９６）； ＴＬＲ４ 抗体 （江苏亲科生物研究中

心有限公司， 批号 ＧＴＸ６４３３５）； ＭｙＤ８８ 抗体 （武
汉三鹰生物科技有限公司， 批号 ２９９４６⁃１⁃ＡＰ ）；
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ１６５０２）； 闭锁小带蛋白⁃１ （ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１，
ＺＯ⁃１） 抗体、 闭合蛋白 （Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 抗体、 预染蛋

白 Ｍａｒｋｅｒ Ⅳ （８ ～ ２００ ｋＤａ） （武汉赛维尔生物科技

有 限 公 司， 批 号 ＧＢ１１１９５⁃１００、 ＧＢ１１１４０１⁃１００、
Ｇ２０８３⁃２５０ＵＬ）； β⁃肌动蛋白 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ
ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ， β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体、 单抗辣根过氧化物酶

（ ＨＲＰ ） ⁃羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 （ Ｉｇ ） Ｇ （ 美 国

ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司， 批号 ＹＭ８０１０、 ＲＳ０００２）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＩＸ５１ＢＸ４３＋ｓｃ５０ 型光学显微拍照系统

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｅｐｏｃｈ 型酶标仪 （美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＣＦＸ⁃９６ 型 ＰＣＲ 仪、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ
型全能型成像系统、 ０４１ＢＲ １０９９７３ 型电泳仪、
Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ Ｔｕｒｂ 全能型蛋白转印系统 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃４８ 型高通量组织研磨器 （宁

波新芝生物科技股份有限公司） ； ＲＭ２０１６ 型病

理切片机 （上海徕卡仪器有限公司） ； ＫＤ⁃Ｐ 型

组织摊片机 （浙江省金华市科迪仪器设备有限

公司） 。
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２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模与给药　 ４８ 只大鼠适应性喂养 １
周后， 随机数字表法分为空白组、 模型组、 枸橼酸

莫沙必利片组和运脾通肠方高、 中、 低剂量组。 参

照文献 ［１３］ 报道， 空白组大鼠皮下注射 ２ ｍＬ ／ ｋｇ
含 ２􀆰 ５％ ＤＭＳＯ 和 ２􀆰 ５％ 吐温⁃８０ 的 ０􀆰 ９％ 氯化钠溶

液， 其余各组大鼠于每日 ９： ００ 和 １７： ００ 后背部

皮下注射 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 洛哌丁胺复制 ＯＩＣ 模型， 连续 ７
ｄ。 参照文献 ［１４］ 报道， 造模大鼠每天交替灌胃

给予 ０􀆰 ０２５ Ｌ ／ ｋｇ ４ ℃活性炭水 （１６􀆰 ６７ ｍｏｌ ／ Ｌ） 和

０􀆰 ０１５ Ｌ ／ ｋｇ ６°白醋， 建立脾肾阳虚证便秘模型。 造

模结束后， 依据人与大鼠体表面积换算法确定药物

灌胃剂量［１５］， 运脾通肠方高、 中、 低剂量组给予

１５􀆰 １２、 ７􀆰 ５６、 ３􀆰 ７８ ｇ ／ ｋｇ 相应溶液， 枸橼酸莫沙必

利片组给予 １􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ 相应溶液， 空白组和模型

组给予等量生理盐水， 连续 １４ ｄ。 实验过程中观察

大鼠一般状况、 中医证候评分及排便情况， 并于末

次给药 ３０ ｍｉｎ 后灌胃给予 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 活性炭墨， 记

录首粒黑便排出时间， 计算粪便含水率。
２􀆰 ２　 中医证候评分测定　 实验过程中， 观察大鼠

活动情况、 皮毛色泽、 精神状态、 排便状况， 并参

照文献 ［１６⁃１７］ 报道拟定脾肾阳虚证评分表， 见

表 １。

表 １　 脾肾阳虚证 ＯＩＣ 大鼠模型中医证候评分

Ｔａｂ􀆰 １　 ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅｓ ｆｏｒ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＯＩＣ ｗｉｔｈ Ｓｐｌｅｅｎ⁃Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ

评分 ／ 分 精神状态 眼 耳 皮毛

１ 精神状态良好 眼光红亮有神、灵活 红润光泽 光滑柔顺，均匀白色

２ 反应稍迟钝，自主活动减少 眼光乏神 淡红少泽 无光泽，白中少有黄色

３ 倦怠乏力，四肢蜷缩，行动迟缓 眼光呆滞 淡白少泽 毛发毛躁，无光质硬，白中有黄

４ 精神萎靡，攻击及对抗行为消失 眼光无神 苍白或透青色 毛发干枯，无华如针，稀疏色黄

评分 ／ 分 身体蜷缩 腹胀 扎堆抱团 粪便

１ 无蜷缩 无腹胀 自主活动，无扎堆抱团 湿润有形，灰黄圆润

２ 偶见蜷缩 略有腹胀 偶有抱团扎堆 暗黄圆整

３ 蜷缩明显 腹胀明显 常有抱团扎堆 暗灰干燥

４ 蜷缩发颤 腹胀如鼓 明显抱团扎堆 暗黑干枯

２􀆰 ３　 粪便含水率、 首粒黑便排出时间及小肠推进

率测定 　 实验结束前 ２４ ｈ 内收集大鼠粪便， 称定

湿重， 干燥后称定干重， 计算粪便含水率， 公式为

粪便含水率 ＝ ［ （粪便湿重⁃粪便干重） ／粪便湿

重］ ×１００％ 。 将 ５０ ｇ 阿拉伯胶与 ４００ ｍＬ 纯水煮沸

至透明， 加入 ２５ ｇ 活性炭粉， 冷却， 加入 ５００ ｍＬ
纯水， 混合均匀， 制备活性炭混悬液， 大鼠禁食不

禁水 ２４ ｈ 后灌胃 １ ｍＬ ／ １００ ｇ 上述混悬液， 记录首

粒黑便排出的时间， ３０ ｍｉｎ 后用异氟烷麻醉， 迅速

解剖， 分离小肠， 测量小肠总长度 （幽门至回盲

部）， 从幽门至活性炭前沿的距离为活性炭在肠管

内推进距离， 计算小肠推进率， 公式为小肠推进

率＝ （ 碳 墨 在 小 肠 推 进 的 距 离 ／小 肠 总 长

度） ×１００％ 。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察结肠组织病理形态 　 于回盲部向

远心端 １ ｃｍ 处切取大鼠结肠组织， １０％ 中性甲醛溶

液固定， 乙醇梯度脱水， 石蜡包埋， 连续切片， 常

规 ＨＥ 染色， 于光学显微镜下观察病理形态。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水

平 　 大鼠麻醉后心脏采血， 血液室温静置 ２ ｈ，

３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心 １０ ｍｉｎ， 取 上 层 血 清， 置 于

－８０ ℃冰箱中保存， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检

测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达 　 取大鼠结肠组织 ２０ ｍｇ，
严格按照试剂盒说明书提取 ＲＮＡ， 分光光度计法

检测浓度和纯度， 再进行 ｃＤＮＡ 反转录和扩增。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达

量， 引物由北京志超伟业生物技术有限公司合成，
序列见表 ２。

表 ２　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列

ＴＬＲ４ 正向 ５′⁃ＴＡＧＧＴＡＡＡＣＡＴＣＡＣＣＣＡＴＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＴＡＧＣＣＡＴＣＴＴＡＴＧＧＡＣＴＴＡＣＧＴ⁃３′

ＭｙＤ８８ 正向 ５′⁃ＧＡＡＣＴＡＣＧＡＴＧＣＡＣＧＴＧＧＴＡＧＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＴＡＡＴＧＴＴＡＡＣＴＧＴＣＡＴＴＣＡＴＣＴ⁃３′

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 正向 ５′⁃ＴＧＡＴＧＴＧＣＡＴＣＧＧＣＡＡＧＴＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＧＡＡＧＴＴＧＡＧＴＴＴＣＧＧＧＴＡＧ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＣＡＡＡＧＡＡＧＡＴＣＡＡＴＣＡＴＧＧＴＣＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＴＣＴＴＡＡＴＴＴＴＣＡＧＴＣＴＴＧＡＣＣＡＴ⁃３′
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２􀆰 ７　 免疫组化法 （ ＩＨＣ） 检测结肠组织 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达 　 取大鼠结肠组织切片， 常规

脱蜡， 水化， 高压热修复， 封闭， 分别加入 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体 （１ ∶ １ ０００） 及相应二抗 （１ ∶ ４００），
３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 冲洗， ＤＡＢ 显色， 苏木素复

染， 脱水， 透明， 封片， 于显微镜下观察。 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 阳性反应呈棕色时， 随机选取 ７ 个 ２００ 倍

视野对切片进行图像分析， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算

阳性细胞面积。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 　 取大鼠结肠组织 １００ ｍｇ，
提取蛋白， ＢＣＡ 法检测浓度， 加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
后 ９５ ℃加热变性， 制备 １０％ 聚丙烯酰胺凝胶， 蛋

白上样， 电泳， 转膜， ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭

２ ｈ， 分别加一抗 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ８ ０００）、 ＴＬＲ４ （１ ∶
１ ０００）、 ＭｙＤ８８ （ １ ∶ １ ０００）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ １ ∶
１ ０００）， ４ ℃ 摇床孵育过夜， 次日加二抗 （ １ ∶
８ ０００）， 孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 发光显色， 凝胶成像系统

曝光， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对图像进行灰度分析。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算蛋白相对表达。
２􀆰 ９　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处

理， 满足正态性和方差齐性的计量资料以 （ ｘ± ｓ）
表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两两

比较使用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠一般情况

及中医证候评分的影响 　 空白组大鼠反应敏捷，
　 　 　 　

皮毛光亮， 饮食排便正常； 模型组大鼠反应冷漠，
皮毛暗淡， 喜扎堆抱团， 腹部饱满， 大便减少、 质

干； 运脾通肠方各剂量组大鼠在对外界反应、 活动

度、 腹部外形、 大便干燥量少等方面均有不同程度

的改善。 与空白组比较， 模型组中医证候评分升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 运脾通肠方

高、 中剂量组和枸橼酸莫沙必利片组中医证候评分

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以中剂量组更明显， 见表 ３。
表 ３　 各组大鼠中医证候评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 ３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 中医证候评分 ／ 分
空白组 ９􀆰 ３８±２􀆰 ０７
模型组 ２３􀆰 ００±２􀆰 ５７∗∗

运脾通肠方高剂量组 １３􀆰 ２５±３􀆰 ２０＃＃

运脾通肠方中剂量组 １０􀆰 ３８±１􀆰 ７７＃＃

运脾通肠方低剂量组 １５􀆰 ３８±３􀆰 ５１＃＃

枸橼酸莫沙必利片组 １４􀆰 ８８±３􀆰 ４０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠排便情况

的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠粪便含水率、
小肠推进率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 首粒黑

便排出时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 运脾

通肠方中剂量组和枸橼酸莫沙必利片组大鼠粪便含

水率、 小肠推进率均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
首粒黑便排出时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 运脾通肠方高

剂量组大鼠粪便含水率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 运脾通肠

方高、 低剂量组大鼠首粒黑便排出时间均缩短

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ４。

表 ４　 各组大鼠排便情况比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 粪便含水率 ／ ％ 首粒黑便排出时间 ／ ｍｉｎ 小肠推进率 ／ ％

空白组 ６５􀆰 ９２±７􀆰 １７ ２９０􀆰 ３８±９􀆰 ９４ ６５􀆰 ０７±３􀆰 ４８

模型组 ５４􀆰 ９２±４􀆰 ５１∗∗ ３１６􀆰 １３±８􀆰 ６４∗∗ ５１􀆰 ６６±２􀆰 ３２∗

运脾通肠方高剂量组 ６３􀆰 ５８±９􀆰 ５２＃ ２９６􀆰 ００±６􀆰 ９７＃＃ ５３􀆰 １９±３􀆰 ７４

运脾通肠方中剂量组 ６５􀆰 １４±４􀆰 ４５＃＃ ２９２􀆰 ６３±７􀆰 １９＃＃ ６４􀆰 ２９±８􀆰 ７８＃

运脾通肠方低剂量组 ５８􀆰 ３２±５􀆰 ４８ ３０１􀆰 ３８±９􀆰 １９＃＃ ５４􀆰 ４８±１０􀆰 ５６

枸橼酸莫沙必利片组 ６８􀆰 １７±６􀆰 ５６＃＃ ２８７􀆰 ２５±７􀆰 ９８＃＃ ６８􀆰 ３８±７􀆰 ９９＃

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

３􀆰 ３　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠结肠组织

病理学的影响 　 空白组大鼠结肠黏膜完整， 无水

肿， 炎性浸润较少， 上皮细胞形态正常， 杯状细胞

排列规整， 腺体数目未减少； 模型组大鼠可见黏膜

及黏膜下层水肿、 炎性浸润， 上皮细胞脱落、 缺

失， 腺体数目和杯状细胞减少， 结构稍有紊乱； 枸

橼酸莫沙必利片组和运脾通肠方各剂量组大鼠黏膜

水肿和炎性浸润有均有不同程度的减轻， 其中运脾

通肠方中剂量组上皮细胞、 杯状细胞、 腺体排列均

较规整， 枸橼酸莫沙必利片组和运脾通肠方高、 低

剂量组次之， 见图 １。
３􀆰 ４　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃
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图 １　 各组大鼠结肠组织病理学变化 （ＨＥ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

　 　 　 　

α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平的影响 　 与空白组比较， 模

型组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 运脾通肠方各剂量组

及枸橼酸莫沙必利片组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１β 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。
３􀆰 ５　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠结肠组织

ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较，
模型组大鼠结肠组织 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 运脾通肠方高、
中剂量组及枸橼酸莫沙必利片组 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 运脾通肠方低剂量组

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见图 ２ ～ ３、
表 ６。
３􀆰 ６　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠结肠组织

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与

空白组比较， 模型组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

　 　 　表 ５　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β水平比较 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β
空白组 ３０􀆰 ７６±４􀆰 ３３ ８６􀆰 ２５±１４􀆰 ６５ ３２９􀆰 ８０±６９􀆰 ５０
模型组 １４２􀆰 ４０±１７􀆰 ２５∗∗ ２９３􀆰 ３０±１７􀆰 ２１∗∗ ８０５􀆰 ００±９８􀆰 １５∗∗

运脾通肠方高剂量组 ４８􀆰 １４±７􀆰 ３１＃＃ １４１􀆰 ００±１０􀆰 ０８＃＃ ２３０􀆰 ６０±８３􀆰 ９３＃＃

运脾通肠方中剂量组 ２８􀆰 ３４±４􀆰 ８６＃＃ ９７􀆰 ６９±３６􀆰 ００＃＃ ２０７􀆰 ５０±７４􀆰 ０６＃＃

运脾通肠方低剂量组 ２８􀆰 ３４±４􀆰 ８６＃＃ １６１􀆰 ５０±１０􀆰 ２８＃＃ ２９７􀆰 ００±４４􀆰 ４０＃＃

枸橼酸莫沙必利片组 ４２􀆰 ６０±７􀆰 ６２＃＃ １３５􀆰 １０±８􀆰 ８８＃＃ ２０３􀆰 ２０±６０􀆰 ６５＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠结肠组织 ＺＯ⁃１表达 （ＩＨＣ， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｉｎ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ＩＨＣ， ×２００）

图 ３　 各组大鼠结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达 （ＩＨＣ， ×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＩＨＣ， ×２００）

表 ６　 各组大鼠结肠组织 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 ＺＯ⁃１ ／ ％ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ／ ％
空白组 １４􀆰 ２８±１􀆰 ６４ ２４􀆰 ３５±５􀆰 ３２
模型组 ６􀆰 １１±０􀆰 ９２∗∗ ６􀆰 ４３±１􀆰 ２３∗∗

运脾通肠方高剂量组 １０􀆰 ３４±１􀆰 ４１＃＃ １６􀆰 １１±３􀆰 １３＃＃

运脾通肠方中剂量组 １５􀆰 ２０±１􀆰 ０４＃＃ ２０􀆰 ３７±２􀆰 ３４＃＃

运脾通肠方低剂量组 ７􀆰 ７７±１􀆰 ８２ １７􀆰 ４５±８􀆰 ６９＃＃

枸橼酸莫沙必利片组 １３􀆰 ８３±２􀆰 ９４＃＃ １８􀆰 ９０±３􀆰 ０９＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

组比较， 运脾通肠方高剂量组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 中剂量组 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂

量组 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 枸橼酸

莫沙必利片组 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ７。
３􀆰 ７　 运脾通肠方对脾肾阳虚型 ＯＩＣ 大鼠结肠组织
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ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 　 与

空白组比较， 模型组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 运脾通肠方高、 中剂量组及枸橼酸莫沙必利

片组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 运脾通肠方

低量组 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ８。
表 ７ 　 各组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４，

ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ４􀆰 ７０±１􀆰 ３７∗∗ ３􀆰 ６９±０􀆰 ７５∗∗ ６􀆰 ４４±１􀆰 ９６∗∗

运脾通肠方高剂量组 ２􀆰 １８±０􀆰 ２３＃ ２􀆰 ６５±０􀆰 ６４ ３􀆰 ５０±０􀆰 ３２
运脾通肠方中剂量组 １􀆰 ７７±０􀆰 ３９＃ １􀆰 ５７±０􀆰 １６＃＃ ２􀆰 ７６±０􀆰 ５８＃

运脾通肠方低剂量组 ３􀆰 １２±０􀆰 ９７ ２􀆰 ０３±０􀆰 ３０＃ ４􀆰 ８０±１􀆰 ７８
枸橼酸莫沙必利片组 １􀆰 ９７±０􀆰 ５２＃ ２􀆰 ３３±０􀆰 ３４＃ ３􀆰 ９３±０􀆰 ９８

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

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为运脾通肠方高、 中、 低

剂量组， Ｆ 为枸橼酸莫沙必利片组。

图 ４　 各组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

条带

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ
ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ８　 各组大鼠结肠组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
空白组 ０􀆰 ６１±０􀆰 ０６ ０􀆰 １５±０􀆰 １１ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０２
模型组 １􀆰 ０５±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０９∗∗

运脾通肠方高剂量组 ０􀆰 ８４±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５＃＃

运脾通肠方中剂量组 ０􀆰 ７５±０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０８＃＃

运脾通肠方低剂量组 ０􀆰 ９３±０􀆰 １０ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０７＃

枸橼酸莫沙必利片组 ０􀆰 ７８±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０７＃＃

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

４　 讨论

ＯＩＣ 在中医中属 “便秘” 范畴［１８］， 其病机可

归纳为气阴两虚、 津亏肠燥、 肺脾气虚、 脾肾阳虚

等 ６ 类［１９⁃２０］。 全国名中医张志明结合临床实践，
指出 ＯＩＣ 核心病机为脾肾阳虚， 其形成与癌痛患

者正气虚损有关， 以气虚、 阳虚为主， 加之阿片类

药物性味酸涩寒凝， 导致机体气机升降失调、 腑气

壅滞， 最终脾失运化、 肾失温煦， 肠腑传导失司而

发病， 基于此提出 “温补脾肾、 调气通便” 治法，
创制运脾通肠方。 方中附子、 干姜温补脾肾之阳，
红参、 白术健脾益气， 酒大黄清热通便而不伤正，
木香、 厚朴、 槟榔理气导滞， 肉苁蓉润肠通便， 全

方通补兼施， 契合脾肾阳虚型 ＯＩＣ 的病机特点。
莫沙必利作为选择性 ５⁃ＨＴ４ 受体激动剂， 通

过增强胃肠动力改善黏膜 ５⁃ＨＴ 信号传导障碍， 同

时可能间接缓解炎症相关病理状态［２１］。 本研究以

阿片受体激动剂盐酸洛哌丁胺， 联合活性炭冰水和

白醋交替灌胃来建立病证结合的脾肾阳虚型 ＯＩＣ
大鼠模型， 以运脾通肠方和枸橼酸莫沙必利灌胃给

药， 结果显示造模后大鼠出现精神萎靡、 毛发干

枯、 身体蜷缩、 扎堆抱团、 粪便干燥、 排便时间延

长等脾肾阳虚便秘体征， 而运脾通肠方干预后可改

善便秘与上述体征， 以中剂量效果较佳。
阿片类药物不仅激活阿片受体， 还激活 ＴＬＲ４，

并且 ＴＬＲ４ 募集 ＭｙＤ８８ 复合体形成， 通过信号转导

激活核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ）， 促进促炎细胞因子

产生［７］。 肠道炎症是便秘病程中的相互作用因素，
过度炎症浸润会破坏肠道屏障完整性和肠道内环境

稳态， 影响肠道分泌和蠕动［２２⁃２３］。 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１
等是构成肠道上皮细胞紧密连接的重要结构蛋白，
低表达会影响肠黏膜上皮屏障完整性， 造成肠道低

渗环境， 肠内水分流失， 从而引起便秘［２４］。 本研

究发现， 模型组大鼠结肠病理组织炎症明显， 血清

ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子水平升高， 而运

脾通肠方干预后可降低结肠组织炎症和三者水平；
模型组大鼠结肠组织中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ 蛋白表达

降低， 而运脾通肠方干预后两者蛋白表达升高； 模

型组大鼠结肠组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｍＲＮＡ、 蛋白表达升高， 而运脾通肠方干预后能降

低三者表达。
综上所述， 运脾通肠方可能是通过调控 ＴＬＲ４ ／

ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路， 降低肠黏膜炎症损

伤与改善肠黏膜屏障， 从而改善脾肾阳虚型 ＯＩＣ
大鼠便秘症状。 随着研究的深入， 该方更多的生物

学关联机制将被发掘， 炎症通路可能成为治疗 ＯＩＣ
的新靶向。
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