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摘要： 目的　 探究痛泻要方对肝郁脾虚型溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 小鼠的影响。 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠随机分为空

白组、 模型组、 美沙拉嗪组 （０􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ） 和痛泻要方低、 高剂量组 （２􀆰 ５、 １０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。 采用慢性不可预测温

和应激 （ＣＵＭＳ） 联合硫酸葡聚糖钠盐 （ＤＳＳ） 诱导建立肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠模型。 给药 ２ 周后， 观察小鼠一般精神状

态并计算疾病活动指数 （ＤＡＩ）； 旷场实验检测旷场移动距离与中央区停留时间； 悬尾实验检测挣扎时间和不动时间；
采用 ＨＥ 染色观察结肠病理状态并计算组织病理学评分； ＥＬＩＳＡ 法检测垂体促肾上腺皮质激素 （ＡＣＴＨ）、 血清皮质酮

（ＣＯＲＴ） 与结肠促炎因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６） 水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 和 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 痛泻要方高剂量组小鼠结肠 ＤＡＩ 评分和组织

病理学评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 旷场实验移动距离增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 悬尾实验不动时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 焦虑抑郁样行

为缓解； 垂体 ＡＣＴＨ 水平、 血清 ＣＯＲＴ 水平和结肠组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肠道炎症微环境改善， 结肠

屏障恢复。 结论　 痛泻要方通过重建 ＨＰＡ 轴负反馈并调节 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＧＲ 信号通路抑制外周炎症， 从而改善 ＵＣ
症状。
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　 　 溃疡性结肠炎 （ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ） 是一种

慢性复发性炎症性肠病［１］， 其发病与遗传、 免疫、
环境等因素密切相关［２］。 研究表明， 精神心理因

素是驱动 ＵＣ 发病、 迁延及复发的重要因素［３⁃５］，
应激通过引发下丘脑⁃垂体⁃肾上腺 （ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃
ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ， ＨＰＡ） 轴功能紊乱， 导致神

经内分泌免疫失调， 在 ＵＣ 发生发展中起关键作

用［６⁃７］。 临床上， 糖皮质激素疗效受限及耐药问题

日益突出， 这已成为治疗 ＵＣ 的重大挑战［８⁃９］。
中医学将 ＵＣ 归属于 “久痢” “肠澼” 等范

畴， 认为其核心病机为肝郁脾虚。 情志不畅致肝气

郁结， 横逆犯脾， 脾失健运， 水湿下注肠道， 故见

腹痛、 泄泻等症［１０⁃１２］。 其临床表现与现代医学中

应激相关的肠道炎症及情绪障碍高度契合［１３］。 痛

泻要方作为调和肝脾、 祛湿止泻之经典方［１４］， 临

床疗效确切， 但对其调节 “应激⁃炎症” 通路的具

体机制尚未系统阐明。 现代药理学研究表明， 痛泻

要方中白芍、 白术等具有抗炎、 免疫调节及肠屏障

保护等多重活性， 为本研究提供了理论基础［１５⁃１７］。
本研究基于应激⁃炎症通路探讨痛泻要方对肝

郁脾虚型 ＵＣ 小鼠的改善作用， 旨在初步阐明痛泻

要方是否通过调节 “ＨＰＡ 轴⁃ｐ３８ 丝裂原活化蛋白

激 酶 （ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ｐ３８
ＭＡＰＫ） ／糖皮质激素受体 （ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＲ） 信号” 网络， 改善结肠炎症并促进黏膜屏障

修复， 从而为中医 “疏肝健脾” 治法治疗 ＵＣ 提供

现代科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ３０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠，

８ 周龄， 体质量 （２２±２） ｇ， 购自江苏华创信诺医

药科技有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（苏） ２０２０⁃０００９］， 饲养于上海中医药大学实验动

物中心 ＳＰＦ 级屏障实验室 ［实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （沪） ２０２５⁃０００８］， 室温 （２２±２）℃， 相

对湿度 （５０±１０）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替。 本实验

经上海中医药大学实验动物伦理委员会批准 （伦
理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２５０８０３０００３）。
１􀆰 ２　 药物　 痛泻要方由炒白术 ６０ ｇ、 炒芍药 ４０ ｇ、
陈皮 ３０ ｇ、 防风 ２０ ｇ 组成， 中药饮片购自上海中

医药大学附属岳阳中西医结合医院， 经该院韩昌鹏

主任医师鉴定为正品， 委托上海万仕诚药业有限公

司加工成颗粒剂 （批号 ２０２５０３１４ＺＰ１０９６１）。 临用

前， 用灭菌蒸馏水将颗粒剂配制成 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 的

混悬液 （相当于生药 ０􀆰 ７５ ｇ ／ ｍＬ）， 现配现用。 美

沙拉嗪肠溶片 （批号 Ｈ２０１０３３５９） 购自黑龙江天

宏药业股份有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 硫酸葡聚糖钠盐 ［ＤＳＳ， 生工生物工

程 （上海） 股份有限公司， 货号 Ａ６００１６０⁃００５０］；
小鼠 ＴＮＦ⁃α、 ＡＣＴＨ、 ＣＯＲＴ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （南京

博研生物科技有限公司， 货号 ＢＹ⁃ＥＭ２２０８５２、 ＢＹ⁃
ＥＭ２２０２４１、 ＢＹ⁃ＪＺＦ００５６）； 磷酸化 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，
ｐ⁃） ＧＲ 抗体 ［爱必信 （上海） 生物科技有限公

司， 货 号 ａｂｓ１４８７９６⁃１００ｕｌ ］； ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 抗 体

（上海优宁维生物科技股份有限公司， 货号 ｓｃ⁃
１６６１８２）； 异氟烷 （青岛欧博方医药科技有限公

司， 批号 ２０２４０４０２）； ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司， 货号 １５５９６０１８）； 三氯甲烷 （上海试一化学试

剂有限公司， 货号 ２０１６⁃０６⁃０８）； ＤＥＰＣ 水 （上海
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司鼎生物科技有限公司， 货号 ＳＤ０１００５ ）； ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 试剂盒 （日本 ＴａＫａＲａ
公司， 货号 ＲＲ０４７Ａ、 ＲＲ４２０Ａ）。
１􀆰 ４　 仪器　 旷场设备、 悬尾设备 （上海中医药大

学实 验 动 物 中 心， 型 号 ＸＲ⁃ＸＺ３０１、 ＨＺ９⁃ＹＬＳ⁃
１８Ａ）； 组织研磨仪 （上海净信科技有限公司， 型

号 Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ⁃４８）； 台式冷冻高速离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 型号 ５８１０Ｒ）； 电热恒温箱 （上海

一恒科学仪器有限公司， 型号 ＢＰＧ⁃９０７０Ａ）； 分光

光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 型号

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００）； ｑＰＣＲ 仪 （德国 Ｒｏｃｈｅ 公司， 型

号 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅺 ４８０Ⅱ）； 电泳仪 （北京六一生物

科技有限公司， 型号 ＤＹＣＺ⁃２０Ａ）； 化学发光成像

系统 （杭州申花科技有限公司， 型号 ＳＨ⁃５１０ＳＨ⁃
５２０）； 酶标仪 ［美谷分子仪器 （上海） 有限公司，
型号 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ５ｅ］。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及造模 　 小鼠适应性饲养 ５ ｄ 后， 随机

分成空白组、 模型组、 美沙拉嗪组和痛泻要方低、
高剂量组， 每组 ６ 只。 空白组常规饲养 ４ 周， 自由

摄食标准饲料及灭菌蒸馏水， 不给予任何应激或药

物干预。 其余各组均采用慢性不可预测温和应激

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＵＭＳ） 联合 ３％
ＤＳＳ 自由饮法建立肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠模型［１８］。 造

模第 １ 天开始， 每天随机施加 １ 种应激， ①束缚

（使用小鼠固定器束缚小鼠 ２ ｈ）； ②禁食 （停止喂

食 ２４ ｈ）； ③昼夜颠倒 （白天提供 １２ ｈ 黑暗环境，
夜晚提供 １２ ｈ 光照）； ④冷刺激 （将小鼠置于水深

约 １５ ｃｍ 的 ４ ℃冰水中 ５ ｍｉｎ）； ⑤热刺激 （将小鼠

放入 ４５ ℃恒温箱中 ５ ｍｉｎ）； ⑥致痛 （将小鼠置于

观察笼内， 用止血钳夹持尾尖 １ ｃｍ 处至引发尖叫，
持续 １ ｍｉｎ）， 持续 ３ 周。 第 ４ 周起停止应激， 改为

自由饮用 ３％ ＤＳＳ 溶液 １ 周。 造模第 ２ 周， 模型组

出现 １ 例小鼠死亡。
２􀆰 ２　 给药　 空白组和模型组灌胃给予灭菌蒸馏水；
美沙拉嗪组灌胃给予 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 美沙拉嗪溶液； 痛

泻要方低、 高剂量组分别灌胃给予生药量 ２􀆰 ５、
１０􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 痛泻要方混悬液 （按体表面积折算等效

剂量［１９］， 分别相当于 ６０ ｋｇ 成人临床剂量的 ０􀆰 ７５、
３􀆰 ０ 倍）， 每天 １ 次， 连续 ２ 周。
２􀆰 ３　 样本采集 　 给药结束后， 以 ２％ 异氟烷吸入

麻醉小鼠， 经眼眶取血 （０􀆰 ８ ～ １􀆰 ０ ｍＬ ／只）， 静置

３０ ｍｉｎ 后， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集血

清， 分装后保存于－８０ ℃冰箱。 随后解剖获取结肠

组织， 测量长度后分段处理， 近端 １ ｃｍ 固定于 ４％
多聚甲醛溶液中， 用于制备病理切片； 中段 ０􀆰 ５
ｃｍ 速冻保存。 剥离垂体组织 （液氮速冻）， 全程

操作在冰上完成且单只动物耗时≤８ ｍｉｎ （避免

ＲＮＡ 降解）。
２􀆰 ４　 小鼠一般状态及疾病活动指数 （ＤＡＩ） 测

定　 实验期间每天观察小鼠精神、 饮食、 大便性状

等情况， 定期称定小鼠体质量， 计算疾病活动指数

（ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＤＡＩ） 评分［２０］， 公式为 ＤＡＩ
总分＝ （体质量评分＋便血评分＋粪便评分） ／ ３，
评分标准见表 １。

表 １　 ＤＡＩ 评分标准

Ｔａｂ􀆰 １　 ＤＡＩ ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ

评分 ／ 分 体质量下降率 ／ ％ 便血程度 粪便性状

０ ＜１ 正常 成型颗粒

１ １～５ 隐血阳性 软便（保持形态）

２ ５～１０ 肉眼血便 松散粘液便

３ １０～１５ 显性血便 水样便

４ ＞１５ 重度血便 血性腹泻

２􀆰 ５　 行为学指标检测

２􀆰 ５􀆰 １　 旷场实验　 将小鼠置于 ４０ ｃｍ×４０ ｃｍ 旷场

中央， 适应 ５ ｍｉｎ 后录制 １０ ｍｉｎ 内活动情况。 使用

ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ 软件记录小鼠总运动距离及中央区

停留时间 （中央区定义为场地 ５０％ 面积区域）。 每

次测试后以 ７５％ 乙醇擦拭场地消除气味干扰。
２􀆰 ５􀆰 ２　 悬尾实验　 将小鼠尾部末端固定于特制支

架上， 使其头向下距离地约 ３０ ｃｍ， 确保其四肢无

法触及任何支撑物。 持续悬吊小鼠 ６ ｍｉｎ， 使用

ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ 软件记录小鼠后 ４ ｍｉｎ 内停止挣扎、
呈现被动悬挂状态的总时间。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察结肠组织病理变化 　 取 ０􀆰 ５ ｃｍ
结肠组织， 经 ４％ 多聚甲醛固定后， 依次进行梯度

乙醇脱水、 二甲苯透明及石蜡包埋切片。 切片经二

甲苯脱蜡和梯度乙醇水化后， 苏木精浸染 １０ ｍｉｎ，
１％ 盐酸乙醇分化， 流水冲洗返蓝， 伊红复染

３ ｍｉｎ。 最后经梯度乙醇脱水、 二甲苯透明化处理，
中性树胶封片， 于光学显微镜下观察组织形态结

构。 采用组织病理学评分［２１］ 量化分析肠道损伤程

度 （炎症浸润严重程度及隐窝破坏程度）， 评分标

准见表 ２。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测垂体 ＡＣＴＨ、 血清 ＣＯＲＴ 和结肠

组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平　 按照相应 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书操作， 检测垂体 ＡＣＴＨ、 血清 ＣＯＲＴ 和结肠组

织匀浆上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
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表 ２　 组织病理学评分标准

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ
评分 ／ 分 炎症程度 腺体损伤 溃疡情况

１ 固有层中罕见的炎性细胞 完整的隐窝 无溃疡

２ 固有层中性粒细胞数增加 １ ／ ３ 隐窝缺失 １～２ 个溃疡病灶

３ 汇合的炎性细胞延伸至黏膜下层 ２ ／ ３ 隐窝缺失 ３～４ 个溃疡病灶

４ 炎性细胞透壁延伸 腺体完全缺失 广泛溃疡

５ — 腺体缺失引起上表皮损伤 —
６ — 上表皮完全侵蚀 —

２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１
ｍＲＮＡ 表达　 冻存结肠组织样本采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

总 ＲＮＡ， 检测纯度及完整性。 取 １ μｇ ＲＮＡ， 采用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒进行逆转录， 获得 ｃＤＮＡ 模

板。 针对目标基因 （Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１） 及内参基因

（β⁃ａｃｔｉｎ） 设计特异性引物 （Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ 验证）。
采用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ 试剂盒， 配制

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 反应体系， 反应程序为 ９５ ℃预

变性 ３０ ｓ； ９５ ℃ 变性 ５ ｓ， ６０ ℃ 退火 ／延伸 ３０ ｓ，
４０ 个循环。 设置无模板对照 （ＮＴＣ） 及复孔。 通

过熔解曲线验证扩增特异性， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目

标基因相对于内参基因的相对表达量。 引物序列见

表 ３。
表 ３　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 序列

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 正向 ５′⁃ＧＣＡＧＣＣＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＴＣＧＧＧＴＴＣＡＣＴＣＣＣＡＴＴＡ⁃３′

ＺＯ⁃１ 正向 ５′⁃ＧＡＡＣＧＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＡＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＣＧＣＴＧＴ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡ⁃３′

２􀆰 ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 与 ｐ⁃ｐ３８
蛋白表达　 取结肠组织， 使用含有磷酸酶抑制剂的

预冷 ＲＩＰＡ 裂解液进行裂解， 在冰浴条件下匀浆。
裂解液于 ４ ℃、 １２ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ 后收集上清

液， 采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 取等量蛋白样品

（２０～４０ μｇ） 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离， 随后将蛋

白转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ＰＶＤＦ 膜经 ５％ 脱脂牛奶封闭

１ ｈ， 加一抗 ｐ⁃ＧＲ、 ｐ⁃ｐ３８ （ １ ∶ １ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ

（１ ∶ ５ ０００） ４ ℃ 孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗涤后加

ＨＲＰ 标记的二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 １ ｈ。 最后

使用 ＥＣＬ 化学发光底物显影， 通过凝胶成像系统

捕获条带图像， 并应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度

值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行标准化计算。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以均数 ±标准差 （ ｘ ± ｓ） 或中位数

（四分位数） ［Ｍ （Ｑ１， Ｑ３）］ 表示。 若数据符合正

态分布且满足方差齐性， 组间比较采用单因素方差

分析， 两两比较采用 ＬＳＤ 检验； 若数据符合正态

性但不满足方差齐性， 组间比较采用 Ｗｅｌｃｈ 方差分

析， 两两比较采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 检验； 若数据不

符合正态分布， 组间比较采用非参数检验， 两两比

较采用 Ｄｕｎｎ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠一般精神状

态及 ＤＡＩ 评分的影响 　 空白组小鼠精神活跃， 毛

发光泽， 大便干湿适中， 灌胃时挣扎剧烈； 模型组

小鼠精神萎靡、 扎堆少动， 毛发枯槁竖立， 黏液血

便伴肛周污秽； 与模型组比较， 美沙拉嗪组和痛泻

要方高剂量组小鼠症状明显好转， 活动增加， 进食

及饮水量明显增加； 痛泻要方低剂量组进食及饮水

量增加， 但活动无明显增加。
给药前， 与空白组比较， 各造模组小鼠 ＤＡＩ

评分均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 给药后， 与空白组比较，
模型组小鼠 ＤＡＩ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 痛泻要方高剂量组和美沙拉嗪组小鼠 ＤＡＩ
评分均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。 上述结果表明，
肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠模型构建成功。

表 ４　 各组小鼠给药前后 ＤＡＩ 评分比较 ［分， Ｍ （Ｑ１， Ｑ３） ］
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＡＩ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［ｓｃｏｒｅ， Ｍ （Ｑ１， Ｑ３） ］

组别 动物数 ／ 只 给药前 给药后
空白组 ６ ０􀆰 ３３３（０􀆰 ０００，０􀆰 ３３３） ０􀆰 ０００（０􀆰 ０００，０􀆰 ０８３）
模型组 ５ ２􀆰 ６６７（１􀆰 ８３３，２􀆰 ８３３）∗∗ １􀆰 ６６７（１􀆰 ３３３，２􀆰 １６７）∗∗

美沙拉嗪组 ６ ２􀆰 １６７（１􀆰 ９１７，２􀆰 １６７）∗∗ ０􀆰 ３３３（０􀆰 ２５０，０􀆰 ７５０） ＃

痛泻要方低剂量组 ６ １􀆰 ６６７（１􀆰 ４１７，２􀆰 ４１７）∗ ０􀆰 ８３３（０􀆰 ６６７，１􀆰 ２５０）
痛泻要方高剂量组 ６ １􀆰 ８３３（１􀆰 ６６７，２􀆰 ３３３）∗ ０􀆰 ５００（０􀆰 ２５０，１􀆰 １６７） ＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
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３􀆰 ２　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠行为学的影

响　 旷场实验结果显示， 与空白组比较， 模型组小

鼠总移动距离减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中央区停留时间缩

短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 痛泻要方高剂量组

和美沙拉嗪组小鼠总移动距离增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 痛

泻要方高剂量组小鼠中央区停留时间延长 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ５、 图 １。 上述结果表明， 痛泻要方可

有效改善肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠自发活动能力， 且低

剂量与高剂量均显示出良好疗效， 而美沙拉嗪对该

指标改善作用不明显。
表 ５　 各组小鼠旷场实验结果比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 中央区停留时间 ／ ｓ 总移动距离 ／ ｍｍ

空白组 ６ ３９􀆰 ２７３±１０􀆰 ２８０ ２ ５３１􀆰 ５３２±３２２􀆰 ７５４
模型组 ５ １４􀆰 ３３８±６􀆰 ７５１∗∗ １ ３２２􀆰 １６０±５８２􀆰 ７６４∗∗

美沙拉嗪组 ６ ２１􀆰 ４７７±１５􀆰 ３３５ １ ８８７􀆰 ０３１±２７４􀆰 ９００＃

痛泻要方低剂量组 ６ ２２􀆰 ２６７±１１􀆰 ６９６ １ ７４７􀆰 １２３±５５２􀆰 ６００
痛泻要方高剂量组 ６ ３２􀆰 ９００±１５􀆰 ８５２＃ １ ９８２􀆰 ８６６±３８５􀆰 ０８９＃

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

图 １　 各组小鼠旷场实验行动轨迹热图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 悬尾实验结果显示， 与空白组比较， 模型组小

鼠不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 挣扎时间缩短 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 痛泻要方高剂量组和美沙

拉嗪组小鼠不动时间缩短 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），

痛泻要方高剂量组小鼠挣扎时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见表 ６。 上述结果表明， 痛泻要方高剂量可有效改

善肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠抑郁样行为， 而美沙拉嗪对

该指标未见明显改善作用。
表 ６　 各组小鼠悬尾实验结果比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 不动时间 ／ ｓ 挣扎时间 ／ ｓ

空白组 ６ １１０􀆰 ６６０±１９􀆰 ３１７ ８７􀆰 ６６０±２１􀆰 ６３９
模型组 ５ ２００􀆰 ００８±２９􀆰 ８３３∗∗ ２６􀆰 ８００±２３􀆰 ２３５∗∗

美沙拉嗪组 ６ １６９􀆰 ０９３±１５􀆰 ３０７＃ ５０􀆰 ３６０±１４􀆰 ５８１
痛泻要方低剂量组 ６ １９３􀆰 ４００±８􀆰 ０５３ ２８􀆰 ９１３±３􀆰 ９４２
痛泻要方高剂量组 ６ １５２􀆰 ９２０±３５􀆰 ７５９＃＃ ５９􀆰 ２５３±３４􀆰 ８９７＃

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

３􀆰 ３　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠结肠组织病

理变化的影响　 ＨＥ 染色显示， 模型组小鼠结肠组

织呈现严重黏膜溃疡、 隐窝破坏及炎性浸润； 痛泻

要方高剂量组和美沙拉嗪组结肠组织炎症浸润减轻，
隐窝结构修复和溃疡愈合。 与空白组比较， 模型组

小鼠结肠组织病理学评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 痛泻要方高剂量组和美沙拉嗪组小鼠结肠

组织病理学评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ７、 图 ２。 上

述结果表明， 美沙拉嗪及痛泻要方高剂量均可有效

减轻肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠结肠组织病理损伤， 而痛

泻要方低剂量对该指标未见明显改善作用。

表 ７　 各组小鼠结肠组织病理学评分比较 ［分， Ｍ （Ｑ１， Ｑ３） ］
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ［ｓｃｏｒｅ， Ｍ （Ｑ１， Ｑ３） ］

组别 动物数 ／ 只 病理学评分

空白组 ６ １􀆰 ０００（０􀆰 ０００，１􀆰 ０００）

模型组 ５ ７􀆰 ０００（７􀆰 ０００，９􀆰 ０００）∗∗

美沙拉嗪组 ６ ２􀆰 ０００（２􀆰 ０００，２􀆰 ５００） ＃

痛泻要方低剂量组 ６ ６􀆰 ０００（５􀆰 ７５０，７􀆰 ０００）

痛泻要方高剂量组 ６ ３􀆰 ０００（１􀆰 ６７０，４􀆰 ０００） ＃

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

３􀆰 ４　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠垂体 ＡＣＴＨ、
血清 ＣＯＲＴ 及 结 肠 组 织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水 平 的 影
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图 ２　 各组小鼠结肠组织 ＨＥ 染色 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×１００）

响　 与空白组比较， 模型组小鼠垂体 ＡＣＴＨ、 血清

ＣＯＲＴ 及结肠组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 痛泻要方高剂量组小鼠垂

体 ＡＣＴＨ、 血清 ＣＯＲＴ 及结肠组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水

平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 美沙拉嗪组小鼠结肠组织

　 　 　

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 痛泻要方低

剂量组小鼠结肠组织 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
见表 ８。 上述结果表明， 美沙拉嗪及痛泻要方高剂

量均可抑制肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠结肠组织促炎因子

水平， 而痛泻要方低剂量未见明显改善作用。
表 ８　 各组小鼠垂体 ＡＣＴＨ、 血清 ＣＯＲＴ 及结肠组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ＡＣＴＨ， ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＡＣＴＨ ／ （ｎｇ·ｇ－１） ＣＯＲＴ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ·ｇ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·ｇ－１）

空白组 ６ １０６􀆰 ７９８±１６􀆰 ２５８ １３６􀆰 ８４３±２５􀆰 ６０３ ５９􀆰 ２０９±１５􀆰 ０３２ １６􀆰 ７２４±１􀆰 ５０５
模型组 ５ １７３􀆰 ６５２±３０􀆰 ７４４∗∗ ２１５􀆰 ６７５±５０􀆰 ０５９∗∗ ９５􀆰 ４４９±７􀆰 ７６７∗∗ ２３􀆰 ３８３±１􀆰 ０６１∗∗

美沙拉嗪组 ６ １７９􀆰 ９４５±２２􀆰 ９６９ １８３􀆰 ８９４±４９􀆰 ３９２ ６２􀆰 ４９１±９􀆰 ００４＃＃ １９􀆰 ３２１±１􀆰 ４５１＃＃

痛泻要方低剂量组 ６ １５１􀆰 ２９６±１５􀆰 ２２０ １８６􀆰 ８６５±２５􀆰 ８８４ ８４􀆰 ２６８±１４􀆰 ０８６ ２１􀆰 ３０２±１􀆰 ３７６＃

痛泻要方高剂量组 ６ １１９􀆰 ８２１±７􀆰 ７４５＃＃ １３９􀆰 １２５±１３􀆰 １９１＃＃ ６７􀆰 ３３４±１８􀆰 ６３４＃＃ １８􀆰 ７８９±１􀆰 ７６９＃＃

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

３􀆰 ５　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠结肠组织

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组比

较， 模型组小鼠结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 美沙拉嗪组

和痛泻要方高剂量组小鼠结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ９。 上述结果表明， 美

沙拉嗪组和痛泻要方高剂量可有效恢复肝郁脾虚型

ＵＣ 小鼠结肠黏膜屏障功能。
表 ９　 各组小鼠结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达比

较 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ９ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃１

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ⁃１
空白组 ６ １􀆰 ０３１±０􀆰 ２６９ １􀆰 ０３９±０􀆰 ３２５
模型组 ５ ０􀆰 ３７９±０􀆰 ０７９∗∗ ０􀆰 ５１５±０􀆰 １４３∗∗

美沙拉嗪组 ６ ０􀆰 ７０６±０􀆰 ２５３＃ ０􀆰 ７９３±０􀆰 ２４８
痛泻要方低剂量组 ６ ０􀆰 ５４３±０􀆰 １０８ ０􀆰 ６９０±０􀆰 ０７８
痛泻要方高剂量组 ６ ０􀆰 ６９６±０􀆰 ０７９＃ ０􀆰 ７９３±０􀆰 ３７０

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

３􀆰 ６　 痛泻要方对肝郁脾虚型 ＵＣ 小鼠结肠组织 ｐ⁃
ＧＲ 和 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模

型组小鼠结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

组比较， 痛泻要方各剂量组小鼠结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见表 １０、 图 ３。 上述结果表明， 痛泻要方

高剂量激活了结肠 ＧＲ 通路， 抑制下游促炎信号

通路。
表 １０　 各组小鼠结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 和 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 １０ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｐ⁃ＧＲ ａｎｄ ｐ⁃ｐ３８

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ｐ⁃ＧＲ ｐ⁃ｐ３８
空白组 ６ １􀆰 ０００±０􀆰 ２７２ １􀆰 ０００±０􀆰 １２１
模型组 ５ ０􀆰 ５０６±０􀆰 ２３０∗ １􀆰 ２５２±０􀆰 １６５∗

美沙拉嗪组 ６ ０􀆰 ８６２±０􀆰 ３８２ １􀆰 ０９０±０􀆰 ２１０
痛泻要方低剂量组 ６ １􀆰 ２０６±０􀆰 ４１４＃＃ ０􀆰 ９０２±０􀆰 ０９５＃＃

痛泻要方高剂量组 ６ １􀆰 ６６５±０􀆰 ３７１＃＃ ０􀆰 ５８０±０􀆰 １３６＃＃

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

４　 讨论

本实验结果表明， 模型组小鼠表现出 ＨＰＡ 轴

功能亢进， 体现为垂体 ＡＣＴＨ 和血清 ＣＯＲＴ 水平升

高； 同时伴有结肠组织促炎细胞因子 （ ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６） 水平上调， 紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表

达下调， ｐ⁃ＧＲ 蛋白表达降低和 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达升

高。 痛泻要方干预后， 上述异常指标均得到逆转，
提示其可能通过协同调节中枢 ＨＰＡ 轴应激反应与

肠道局部炎症及屏障功能， 发挥治疗作用， 初步印
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图 ３　 各组小鼠结肠组织 ｐ⁃ＧＲ 和 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐ⁃ＧＲ ａｎｄ ｐ⁃ｐ３８ ｉｎ ｃｏｌｏｎ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

证了 “应激⁃炎症交互” 在肝郁脾虚型 ＵＣ 中的重

要地位。
进一步研究发现， 痛泻要方能有效改善结肠局

部病理状态， 其作用涉及抗炎、 屏障修复及信号通

路调控。 痛泻要方降低结肠 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平，
与经典抗 ＵＣ 药物一致［２２⁃２４］， 体现了其清热祛湿、
健脾止泻功效的现代生物学基础。 同时， 痛泻要方

上调 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达， 修复肠道屏障， 为 “健
脾固护” 提供了分子依据［２５⁃２６］。 痛泻要方干预后

结肠 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低， ｐ⁃ＧＲ 蛋白表达升高。
ｐ３８ ＭＡＰＫ 是应激与炎症信号枢纽， 其激活促进炎

症并破坏屏障［２７⁃２８］； ｐ⁃ＧＲ 对于糖皮质激素 （ＧＣ）
的抗炎转录活性至关重要［２９⁃３０］。 痛泻要方对 ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ｐ⁃ＧＲ 平衡的调节表明其通过抑制促炎信

号， 增强抗炎信号重塑结肠稳态。
中医 “肝郁” 与现代医学 “慢性应激” 高度

相关。 本研究中 ＨＰＡ 轴亢进 （ＡＣＴＨ、 ＣＯＲＴ 水平

升高） 是 “肝失疏泄、 情志不畅” 的神经内分泌

表征。 但矛盾的是， 在 ＨＰＡ 高度激活及 ＣＯＲＴ 大

量分泌时， 结肠炎症却持续加剧。 这一悖论可由结

肠 ｐ⁃ｐ３８ 升高和 ｐ⁃ＧＲ 降低解释： 肠道局部出现了

ＧＣ 不敏感状态［３１］。 ｐ３８ ＭＡＰＫ 持续活化可通过磷

酸化 ＧＲ 使 其 失 活， 是 ＧＣ 不 敏 感 的 重 要 机

制［３２⁃３３］。 痛泻要方在降低 ｐ⁃ｐ３８ 的同时逆转 ｐ⁃ＧＲ
下调， 提示其可能通过抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 活化， 恢复

ＧＲ 功能， 从而解除 ＧＣ 不敏感。 这不仅解释了痛

泻要方的抗炎效果， 也阐明了一种 “疏肝” 新机

制： 并非单纯抑制 ＨＰＡ 轴， 而是修复应激信号在

肠道的 “接收器” （提升 ｐ⁃ＧＲ）， 确保 “脑⁃肠”
对话通畅。

本研究为痛泻要方治疗肝郁脾虚型 ＵＣ 提供了

跨学科机制注解。 中医认为本病病机为 “肝木乘

脾土”， 导致泄泻。 本研究结果显示， “肝郁” 可

部分解释为 ＨＰＡ 轴紊乱介导的慢性应激， “脾虚”
对应肠黏膜屏障损伤及免疫失衡。 痛泻要方中白术

健脾燥湿 （扶土）， 白芍柔肝缓急 （抑木）， 陈皮

理气醒脾， 防风散肝舒脾， 全方共奏疏肝解郁、 健

脾祛湿之效， 在现代生物学层面体现为双向调节

脑⁃肠轴： 从中枢平复 ＨＰＡ 轴亢进， 从外周抗炎、
固屏障、 上调 ｐ⁃ＧＲ 恢复对话。 这揭示了 “方证相

应” 的科学内涵， 凸显应激⁃炎症交互作为肝郁脾

虚型 ＵＣ 核心病理环节的价值。
综上所述， 痛泻要方可能通过恢复 ＨＰＡ 轴负

反馈调节改善 “肝郁” 相关症状， 同时调节 ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＧＲ 信号通路减轻肠道炎症， 修复黏膜屏

障， 从而治疗肝郁脾虚型 ＵＣ。 这为阐释 “疏肝健

脾” 治法的现代科学内涵提供了实验依据。
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