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摘要： 目的　 探讨降逆通腑方对非糜烂性反流病 （ＮＥＲＤ） 大鼠内脏高敏感性的影响。 方法　 大鼠随机分为空白组、
模型组、 多潘立酮组 （０􀆰 ３１ ｍｇ ／ ｋｇ） 和降逆通腑方低、 中、 高剂量组 （６􀆰 ７５、 １３􀆰 ５、 ２７ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 除空白组

外， 其余各组使用幽门半结扎手术法联合胃底结扎术构建 ＮＥＲＤ 模型， 造模后每天灌胃给药， 持续 ４ 周。 给药结束

后， 使用 ｐＨ 仪测定大鼠食管 ｐＨ 值； 痛觉行为实验检测机械缩足反射阈值； ＨＥ 染色观察食管组织病变； 甲苯胺蓝观

察食管组织肥大细胞数量； 透射电子显微镜观察食管黏膜上皮细胞桥粒结构变化； 免疫组化检测食管组织 Ｐ 物质

（ＳＰ）、 降钙素基因相关肽 （ＣＧＲＰ） 表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测食管组织蛋白激酶 Ａ （ＰＫＡ）、 瞬时受体电

位香草酸亚型 １ （ＴＲＰＶ１）、 ＳＰ、 ＣＧＲＰ、 紧密连接蛋白 （Ｏｃｃｌｕｄｉｎ） 表达。 结果　 与空白组比较， 模型组大鼠机械缩

足反射阈值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 痛觉敏感性升高， 食管组织中肥大细胞数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＰ、 ＣＧＲＰ、 ＰＫＡ （ｐ⁃
ＰＫＡ）、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 组织中细胞桥粒结构

减少； 与模型组比较， 降逆通腑方组大鼠机械缩足反射阈值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 痛觉敏感性降低， 食管组织中肥大细胞

数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＰ、 ＣＧＲＰ、 ＰＫＡ （ｐ⁃ＰＫＡ）、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 组织中细胞桥粒结构增加， 其中中剂量组综合效果较佳， 与多潘立酮相当。 结论　 降逆通腑

方可有效改善 ＮＥＲＤ 内脏高敏感表型， 其机制可能与调控 ＰＫＡ ／ ＴＲＰＶ１ 信号通路及下游神经肽释放相关。
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ

　 　 胃食管反流病 （ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｒｅｆｌｕｘ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＧＥＲＤ） 核心临床标志为酸反流与胃灼热［１⁃２］， 我

国发病率达 ８􀆰 ２％ ～ １７􀆰 ３％ ， 以糜烂性食管炎与非

糜烂性反流病 （ ｎｏｎ⁃ｅｒｏｓｉｖｅ ｒｅｌｕｘ ｄｉｓｅａｓｅ， ＮＥＲＤ）
为主要临床分型［３］。 ＮＥＲＤ 患者虽具备典型反流症

状， 但常规内镜检查未见食管黏膜破损， 发病机制

可能涉及内脏高敏感性 （ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，
ＶＨ） ［４］。 尽管质子泵抑制剂（ｐｒｏｔｏｎ ｐｕｍｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＰＰＩ） 为 ＧＥＲＤ 一线治疗方案， 但约 ４０％ ～ ５０％
内镜阴性患者对标准剂量 ＰＰＩ 应答欠佳［５］。 研究

表明， ＮＥＲＤ 患者食管浅表感觉神经中瞬时受体电

位香草酸亚型 １ （ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ
１， ＴＲＰＶ１） 表达上调， 提示黏膜层面感觉调控异

常在不同表型胃灼热中的关键作用［６］， ＴＲＰＶ１ 阳

性传入神经纤维密度与胃灼热、 胸痛症状强度呈正

相关， 可能是缓解本病的潜在干预靶点［７］。 另外，
蛋白激酶 Ａ （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ， ＰＫＡ） ／环磷酸腺苷

反应元件结合蛋白 （ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＲＥＢ） 信号通路参与食管感觉调控［８⁃９］，
为阐明 ＮＥＲＤ 内脏高敏机制提供了新方向。

ＮＥＲＤ 属于中医 “吞酸” 范畴， 核心病机为

肝郁气滞、 胃失和降、 浊气上逆［１０］。 课题组前期

自拟的降逆通腑方在临床上具有治疗 ＮＥＲＤ 效果，
该方以旋覆代赭汤、 枳术汤及柴平汤为基础加减化

裁， 方中旋覆花、 代赭石为君药， 降气消痰止呃；
生白术、 党参健脾益气， 而柴胡、 枳实疏肝破气、

消积除痞， 共为臣药； 姜半夏、 黄芩、 瓜蒌、 海螵

蛸为佐药； 甘草调和诸药［１１⁃１２］， 但该方治疗 ＮＥＲＤ
的机制尚不明确。 因此， 本研究通过建立 ＮＥＲＤ
大鼠模型， 探讨降逆通腑方调控内脏高敏感的具体

分子通路， 以期为相关治疗提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 雄性， 体质量 ３００ ～
３５０ ｇ， 购自成都达硕实验动物有限公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］， 饲养于

山西中医药大学方剂实验室动物房 ［实验动物使

用许可号 ＳＹＸＫ （晋） ２０２０⁃０００６］， 遵循 ３Ｒ 原则。
本实验经山西中医药大学医学伦理委员会批准

（批号 ２０２２ＤＷ２０６）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 多潘立酮片 （批号 ２０２４０６１６）
购自华东医药博华制药有限公司。 苏木素染液

（货号 Ｈ９６２７） 购自西格玛奥德里奇 （上海） 贸易

有限公司； 伊红染液、 甲苯胺蓝 （货号 ＹＥ２０８０、
ＪＴ８５７０） 均购自合肥博美生物科技有限责任公司；
二氨基联苯胺 （ ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ， ＤＡＢ） 试剂盒

（货号 ＺＬ１⁃９０１８） 购自北京中杉金桥生物有限公

司； 降钙素基因相关肽 （ ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ， ＣＧＲＰ）、 Ｐ 物质 （ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ， ＳＰ） 抗体

（货号 ＢＳ⁃１０６３９Ｒ、 ＢＳ⁃００６５Ｒ） 均购自北京博奥森

生物技术有限公司； 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

抗体 （货号 ＧＢ２２３０３） 购自武汉赛维尔生物科技

有限公司； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （货号 １９２２１ＥＳ５０）
４７
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购自翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司； 逆转

录试剂盒 （货号 ＲＲ０４７Ａ）、 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ试剂 （货号 ＲＲ８２０Ａ） 均购自宝日医生物

技术 （北京） 有限公司； 磷酸化 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，
ｐ⁃） ＰＫＡ 单克隆兔抗、 ＣＧＲＰ 单克隆兔抗 （货号

ＨＡ７２１８６４、 ＨＡ７２２９９１） 均购自杭州华安生物技术

有限公司； ＳＰ 单克隆兔抗 （货号 ＤＦ７５２２） 购自美

国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公 司； ＴＲＰＶ１ 单 克 隆 兔 抗 （ 货 号

ａｂ３０５２９９） 购自艾博抗 （上海） 贸易有限公司；
紧密连接蛋白 （ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ） 单克隆兔抗 （货号

１３４０９⁃１⁃ＡＰ） 购自武汉三鹰生物技术有限公司； β⁃
ａｃｔｉｎ 单克隆兔抗 （货号 ＡＣ０２６） 购自武汉爱博泰

克生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＢＡ４００Ｄｉｇｉｔａｌ 数码三目摄像显微摄像

系统 （厦门麦克奥迪实业集团有限公司）； ＪＥＭ⁃
１４００ＦＬＡＳＨ 透射电子显微镜 （日本电子株式会

社）； ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３ 实时荧光定量仪 （美国伯腾

仪器有限公司）； ＤＹＣＺ⁃２４ＦＮ 型电泳仪 （北京六一

生物科技有限公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ 化学发光凝胶成像

系统 （美国伯乐公司）。
１􀆰 ４　 药物 　 降逆通腑方由旋覆花 １５ ｇ、 代赭石

２０ ｇ、 枳实 １０ ｇ、 生白术 ３０ ｇ、 柴胡 ９ ｇ、 姜半夏

９ ｇ、 党参 １０ ｇ、 黄芩 ６ ｇ、 瓜蒌 １５ ｇ、 甘草 ６ ｇ、 海

螵蛸 ２０ ｇ 组成， 均由山西中医药大学附属医院中

药房提供， 共 １５０ ｇ ／剂。 上述药材加入 １０ 倍量水

浸泡 ２ ｈ 后煎煮， 沸腾后转小火煎煮约 ４０ ｍｉｎ， 滤

出药液， 药渣再加入 ６ 倍量水煎煮 ３０ ｍｉｎ， 滤出药

液， 合并 ２ 次滤液， 浓缩至 １􀆰 ７ ｇ ／ ｍＬ， 置于 ４ ℃
冰箱中保存。
２　 方法

２􀆰 １　 模型构建　 大鼠适应性喂养结束后， 参照文

献 ［１３］ 报道行幽门半结扎术联合胃底结扎术构

建 ＮＥＲＤ 模型。 大鼠术前 ２４ ｈ 禁食不禁水， 腹腔

注射 １％ 戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉后取仰卧

位， 酒精消毒后沿腹中线打开腹腔， 找到食管与胃

的连接处， 剪断肝胃韧带及胃周围筋膜， 将胃全部

提出， 充分暴露胃及幽门， 用 ４⁃０ 尼龙线将幽门半

结扎， 结扎胃底部和胃左动脉， 结束后关腹。 术后

１ 周， 在模型基础上加入束缚试验、 禁食、 禁水等

心理应激手段， 连续干预 ２ 周， ３ 周后大鼠自由饮

用 ２００ ｇ ／ Ｌ 蜂 蜜 水， 交 替 灌 服 ５６ 度 白 酒

（１ ｍＬ ／ １００ ｇ） 和油脂 （２ ｇ ／ ２００ ｇ） 各 ５ 次， 每天

干预 １ 次， 共 １０ ｄ。 另取健康大鼠作为空白组， 只

进行开腹处理， 不造模， 正常进食饮水。 其间取食

管胃结合处液体， 测得 ｐＨ 在 ６􀆰 ０～７􀆰 ０ 之间， 根据

行动减少、 精神萎靡， 以及胃黏膜组织观察到食管

黏膜炎性细胞浸润、 基底层增生等情况， 判定造模

成功。
２􀆰 ２　 分组与给药　 将 ２４ 只造模成功的大鼠随机分

为模型组、 多潘立酮组 （０􀆰 ３１ ｍｇ ／ ｋｇ） 和降逆通

腑方低、 中、 高剂量组 （６􀆰 ７５、 １３􀆰 ５、 ２７ ｇ ／ ｋｇ），
每组 ６ 只， 多潘立酮组和降逆通腑方各剂量组灌胃

给予相应剂量药物， 模型组和空白组灌胃给予生理

盐水， 每天 １ 次， 持续 ４ 周。 给药结束后， 所有大

鼠腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ １％ 戊巴比妥钠麻醉处死， 采

用 ｐＨ 仪测定食管 ｐＨ 值， 收集食管组织。
２􀆰 ３　 机械缩足反射阈值 （ＭＷＴ） 测定　 造模后当

天， 通过痛觉行为学测定来反映内脏敏感性变化。
采用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 测试， 将大鼠先放入悬空的铁丝网笼

内适应 ３０ ｍｉｎ， ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维垂直触压右后肢足底

中部， 并逐渐增加刺激力度直至出现缩足反射， 即

为阳性， 每只重复测量 ３ 次， 每次至少间隔 ５ ｍｉｎ，
记录引起缩足反射的最小刺激力， 即 ＭＷＴ。
２􀆰 ４　 食管组织病理学观察　 将大鼠食管组织置于

４％ 多聚甲醇中固定 ２４ ｈ 以上， 脱水后制成石蜡切

片， 脱蜡后分别进行苏木素、 伊红染色， 观察病变

情况， 再进行甲苯胺蓝染色液染色， 观察肥大细胞

数量。
２􀆰 ５　 透射电镜观察食管组织桥粒结构　 大鼠食管

组织加入 ２􀆰 ５％ 戊二醛一次固定， １％ 四氧化锇二次

固定， 充分脱水后环氧树脂包埋， 制成 ６０ ～ ９０ ｎｍ
超薄切片， 室温下先用醋酸铀染色 １０～１５ ｍｉｎ， 再

用柠檬酸铅染色 １～２ ｍｉｎ， 透射电子显微镜观察黏

膜上皮细胞间桥粒连接情况。
２􀆰 ６　 免疫组织化学检测食管组织 ＳＰ、 ＣＧＲＰ 蛋白

表达　 将大鼠食管组织石蜡切片进行脱蜡、 抗原修

复后阻断内源性过氧化物酶， 加入牛血清封闭， 加

一抗 ＳＰ （１ ∶ ２００）、 ＣＧＲＰ （１ ∶ ５０）， ４ ℃孵育过

夜， 再加二抗 （１ ∶ １００）， ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ＤＡＢ
显色， 苏木素复染细胞核， 中性树胶封片， 在显微

镜下拍照， 采用 Ｉｎｄｉｃａ ｌａｂｓ 数据图像分析系统分析

蛋白阳性面积。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测食管组织 ＣＧＲＰ、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
ＰＫＡ、 ＳＰ、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 表达　 大鼠食管组采用试

剂盒提取总 ＲＮＡ 并逆转录成 ｃＤＮＡ， 将 ｃＤＮＡ、 目

的基因引物和 ＰＣＲ 反应体系混合， 置于 ＰＣＲ 仪中

反应， ＰＣＲ 扩增反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ，
９５ ℃变性 ５ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延展 ３０ ｓ， 共
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４５ 个循环。 引物均由生工生物工程 （上海） 股份

有限公司设计并提供， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′）
ＣＧＲＰ 正向 ＧＴＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＴＣＧＣＣＴＡＣＴＧＧ

反向 ＣＣＴＣＡＧＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＣ
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 正向 ＣＡＡＣＧＧＣＡＡＡＧＴＧＡＡＴＧＧＣＡＡＧＡＧ

反向 ＴＣＡＴＣＣＡＣＧＧＡＣＡＡＧＧＴＣＡＧＡＧＧ
ＰＫＡ 正向 ＴＴＧＧＡＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ

反向 ＣＣＡＧＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＴＴＧＡＣＡＧＣ
ＳＰ 正向 ＡＣＴＧＴＴＧＴＣＧＣＴＧＧＴＡＴＣＡＡＧＴＧＣ

反向 ＧＡＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＣＣＣＧＴＣＴＣＴＧ
ＴＲＰＶ１ 正向 ＣＡＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＧＡＣ

反向 ＧＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡＴＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ

反向 ＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣ

２􀆰 ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 食 管 组 织 ｐ⁃ＰＫＡ、
ＴＲＰＶ１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＣＧＲＰ、 ＳＰ 蛋白表达 　 大鼠食

管组织研磨制成组织匀浆液， 加入含磷酸酶抑制剂

的组织裂解液， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 即为总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒

进行定量， 加入上样缓冲液后 ９５ ℃金属浴加热 １０
ｍｉｎ 进行变性， 凝胶电泳分离蛋白， 电转移至聚偏

二氟乙烯膜， ５％ 脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ， 加一抗 ｐ⁃
ＰＫＡ （１ ∶ １ ０００）、 ＴＲＰＶ１ （１ ∶ １ ０００）、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
（１ ∶ ２ ０００）、 ＣＧＲＰ （１ ∶ ２ ０００）、 ＳＰ （１ ∶ ２ ０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 清洗后加二

抗 （１ ∶ ８ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ， 清洗后滴加发光

液， 避光处理 １ ｍｉｎ， 在凝胶成像仪上曝光、 拍照，
分析目的蛋白灰度值。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理，
所有数据均符合正态分布， 以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间

比较采用单因素方差分析， 方差齐则采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检
验， 方差不齐则采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 降逆通腑方对 ＮＥＲＤ 大鼠食管 ｐＨ 值和痛觉

敏感性异常的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠食

管 ｐＨ 值和 ＭＷＴ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 降逆通腑方中剂量组和多潘立酮组大鼠食管

ｐＨ 值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降逆通腑方各剂量组和多

潘立酮组 ＭＷＴ 值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多潘立酮组

比较， 降逆通腑方各剂量组大鼠食管 ｐＨ 值降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降逆通腑方低剂量组大鼠 ＭＷＴ 值降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １。 结果表明， ＮＥＲＤ 大鼠呈

现胃内容物反流与痛觉敏感性升高， 符合相关特

征； 中剂量降逆通腑方和多潘立酮能缓解大鼠胃内

容物反流现象， 但前者效果不如后者； 中、 高剂量

降逆通腑方和多潘立酮均能降低大鼠敏感性， 三者

效果基本一致。

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

多潘立酮组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组大鼠食管 ｐＨ 值和 ＭＷＴ 值 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｐＨ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ＭＷＴ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 降逆通腑方对 ＮＥＲＤ 大鼠食管组织病理损伤

的影响　 空白组大鼠食管组织管壁 ４ 层结构清晰完

整， 黏膜层表面为复层扁平上皮； 模型组和降逆通

腑方各剂量组大鼠食管组织角化过度， 角质层增

厚， 组织黏膜层增厚， 可见棘层细胞数量增多， 排

列紊乱， 未观察到食管黏膜糜烂或损伤， 符合

ＮＥＲＤ 特征， 其中模型组和降逆通腑方低剂量组黏

膜层上皮增厚， 表面不规则， 局部上皮呈钉突状，
食管组织黏膜固有层内可见少量炎性细胞浸润， 主

要为中性粒细胞， 并伴有纤维组织增生， 见核呈长

椭圆形的成纤维细胞数量增多。 与空白组比较， 模
６７
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型组大鼠食管组织内肥大细胞数量增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 降逆通腑方各剂量组大鼠

食管组织内肥大细胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多潘

立酮组比较， 降逆通腑方低、 中剂量组大鼠食管组

织内肥大细胞数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２～３。

图 ２　 各组大鼠食管组织 ＨＥ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （×４００）

注： 红色箭头为肥大细胞。 与空白组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型

组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多潘立酮组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组大鼠食管组织中肥大细胞数量变化 （甲苯胺

蓝染色， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４００，
ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 降逆通腑方对 ＮＥＲＤ 大鼠食管组织细胞桥粒

结构的影响　 ＮＥＲＤ 大鼠食管组织中细胞桥粒结构

减少， 而降逆通腑方各剂量组和多潘立酮组大鼠食

管组织中细胞桥粒结构增加， 见图 ４。

注： 红色箭头为桥粒结构。
图 ４　 各组大鼠食管组织中细胞桥粒结构数量变化 （透

射电镜， ×２５ ０００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｄｅｓｍｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ

ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ×２５ ０００）

３􀆰 ４　 降逆通腑方对 ＮＥＲＤ 大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、
ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与

空白组比较， 模型组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、
ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 降逆通腑方各剂量组和多潘立酮组大鼠食管组

织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与

多潘立酮组比较， 降逆通腑方低、 高剂量组大鼠食

管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 ５。
３􀆰 ５　 降逆通腑方对 ＮＥＲＤ 大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、
ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响　 与

空白组比较， 模型组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、
ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 降逆通腑方

各剂量组和多潘立酮组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、
ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与多潘立酮组比较， 降逆

通腑方低、 高剂量组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、
ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６～７。
４　 讨论

食管伤害性感知的核心机制涉及初级传入伤

害性纤维的激活， 健康个体食管黏膜内存在完整

的伤害性神经纤维网络， 食管远端黏膜神经主要

定位于上皮基底层， 而近端神经则密集分布于浅
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多潘立酮组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＣＧＲＰ， ＳＰ， ＰＫＡ， ＴＲＰＶ１ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多潘立酮组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ 和 ＳＰ 蛋白表达 （免疫组织化学， ×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＣＧＲＰ ａｎｄ ＳＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ×４００，

ｘ±ｓ， ｎ＝３）

表上皮层， 紧邻管腔界面［１４］ 。 研究表明， 急性应

激状态可通过上调食管黏膜通透性， 促进胃酸渗

透至深层伤害性感受器， 其机制可能与肥大细胞

脱颗粒引发的紧密连接重构或桥粒动态分布改变

相关［１５］ ， 同时食管复层鳞状上皮的角质细胞桥粒

动态平衡紊乱可能与内脏高敏感及屏障功能障碍

密切相关［７］ 。 肥大细胞通过神经⁃免疫轴与感觉神

经纤维形成双向交互作用， 敏化神经末梢释放 ＳＰ
等神经肽释放神经营养因子， 进而通过肥大细胞⁃
神经环路放大伤害性信号传导［１６⁃１７］ 。 ＮＥＲＤ 患者

虽无内镜下可见的黏膜破损， 但反复酸 ／胆汁反

流可诱导 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达异常， 通过破坏紧密连接

复合体稳定性导致黏膜通透性失调［１８］ 。 本实验结

果显示， ＮＥＲＤ 模型组大鼠呈现 ＭＷＴ 值降低、
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与多潘立酮组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ、 ＳＰ、 ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＣＧＲＰ， ＳＰ， ＰＫＡ， ＴＲＰＶ１ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

食管上皮桥粒结构密度减少、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白异常

高表达等特征性改变， 同时伴随肥大细胞浸润和

ＳＰ 升高， 成功模拟了内脏高敏感表型； 经降逆通

腑方干预后， 上述异常情况得到改善 （中剂量组

作用与多潘立酮组相当）， 提示该方可能通过修

复上皮机械连接结构与调节神经免疫来交互发挥

治疗作用。
ＴＲＰＶ１ 作为非选择性阳离子通道， 其活性受

炎症微环境严格调控， 如神经元中 ＴＲＰＶ１ 通道上

调可介导痛觉敏化［１９］， 常继发于炎症反应或促炎

介质 （如 ＳＰ） 诱导的组织损伤过程， 分子机制涉

及 ＰＫＡ 对 ＴＲＰＶ１ 亚基的特异性磷酸化修饰［２０］。
临床研究证实， ＴＲＰＶ１ 上调与功能性消化不良等

疾病的内脏高敏感表型相关， 其激活可触发 ＳＰ、
ＣＧＲＰ 等神经肽释放， 诱导神经源性炎症级联反

应， 表现为血管扩张、 血浆外渗、 组织水肿等典型

炎性征象［２１］， 例如介导释放 ＳＰ、 ＣＧＲＰ 及神经激

肽， 参与疼痛信号转导［２２］。 Ｚｈａｎｇ 等［２３］ 证实，
ＴＲＰＶ１ 在食管下段的表达密度高于上段， 与临床

反流感知区域分布高度吻合。 Ｕｓｔａｏｇｌｕ 等［６］ 发现，

ＮＥＲＤ 患者浅表感觉神经 ＴＲＰＶ１ 表达量高于 ＢＥ、
ＥＲＤ 患者， 表明 ＰＫＡ ／ ＴＲＰＶ１ 信号通路可能是诱发

ＮＥＲＤ 的关键通路。 本研究发现， ＮＥＲＤ 模型组大

鼠食管组织 ＰＫＡ ／ ＴＲＰＶ１ 信号通路激活， 表现为

ＰＫＡ、 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达上调， 伴随 ＳＰ、
ＣＧＲＰ 水平升高。

本研究共设置 ３ 个剂量降逆通腑方， 发现中剂

量 （成人临床用量等效剂量） 药效最强， 方中黄

芩、 代赭石均属苦寒药； 海螵蛸可中和胃酸并抑制

其分泌， 但过高剂量反而会加重胃内容物潴留， 诱

发胃酸反流， 损伤脾胃阳气， 加剧 ＮＥＲＤ 大鼠脾

胃虚寒状态。 因此， 在临床上使用降逆通腑方时需

根据患者不同时期的症状对剂量进行加减处理， 在

确保药效的同时减少组织损伤。
综上所述， 降逆通腑方可有效改善 ＮＥＲＤ 大

鼠内脏高敏感表型， 其机制可能与调控 ＰＫＡ ／
ＴＲＰＶ１ 信号通路及下游神经肽释放相关。 但本研

究存在模型局限性等问题， 后续将开展多组学整合

分析以完善机制阐释， 为中医药治疗 ＧＥＲＤ 提供

高级别循证依据。
９７
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中国疼痛医学杂志， ２０２５， ３１（４）： ２５０⁃２５８．

［２３］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｗｕ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｎｔｈｏｌ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ａｃｉｄ ｒｅｆｌｕｘ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＲＰＶ１ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０， １７： Ｓ０００６⁃
２９１Ｘ（２０） ３０３１８⁃１．
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