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摘要 目 的 探讨肠安 Ｉ 号方对肠 易激综合征 内脏 高敏感大鼠 ５ －羟 色胺 （
５ －ｈｙｄ ｒｏｘｙ ｔ ｒｙｐ ｔａｍ ｉｎｅ ，

５
－

ＨＴ） 信号 系 统及海马脑源性神经营养因子 （
ｂ ｒａ ｉ ｎｄｅｒ ｉｖｅｄｎｅｕ ｒｏｔ ｒｏ ｐ

ｈ
ｉ
ｃｆａｃｔｏｒ

，ＢＤＮ Ｆ）ｍＲＮＡ 表达的 影

响 。 方法 采用慢性束缚应激结合游泳致疲劳法建立肠 易激综合征 内脏高敏感大鼠模型 ， 将造模成功 的 大

鼠按体重 区组随机分为模型组 （ ９ 只 ） 、得舒特组 （
９ 只 ，

２７ｍ ｇ ／ｋｇ ） 、氟西 汀组 （ ９ 只 ，
３ ． ６ｍ ｇ ／ｋｇ ） 、肠安 Ｉ 号

高剂量组 （ ９ 只 ，
２２ ． ６ｍ ｇ ／ｋ ｇ ） 、 中 剂 量组 （

９ 只
，
１ １ ． ３ｍ ｇ ／ｋｇ ） 、低剂 量组 （

９ 只
，
５ ． ７ｍ ｇ／Ｋ ｇ ） ， 另 设正常组

（ １ ０ 只
） 。 各给药组给予相应药物灌服 ，

模型组按照给药体积灌服生理盐水 ，

１ 次／ 日
，
共干预 １ ４ 日 。 通过腹

部 回缩反射 （ ａｂｄｏｍ ｉｎａ ｌｗ ｉｔｈｄ ｒａｗａ ｌｒ ｅｆ ｌｅｘ
，
ＡＷＲ ）评分标准确定疼痛压力 阈值 ，免疫组化方法检测 结肠 ５ －

Ｈ Ｔ 水平的 变化 ，免疫荧光 ＲＴ－

ＰＣＲ 法检测大鼠海马组织 ５
－羟色胺 １ Ａ 受体 （ ５

－

ｈｙ ｄ
ｒｏｘｙｔ ｒｙ ｐｔａｍ ｉ ｎｅ１Ａｒｅ －

ｃｅｐ ｔｏｒ ｊ
－ＨＴＩ ａｈ ＢＤＮＦｍ ＲＮＡ

表达。 结果与 正常组比较 ， 用 药前各组大鼠直肠扩张时 的疼痛 阈值明 显

降低 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

） 。 与正常组 比较 ， 用 药后模型组大鼠疼痛 阈值 明 显下降 ，
结肠 ５

－

ＨＴ 水平及海马 ５
－ＨＴ１ ａ 、

Ｂ ＤＮ Ｆｍ ＲＮＡ 表达明显升高 （
Ｐ＜０ ． ０ １

） 。 与模型组比较 ， 氟西汀组、 肠安 Ｉ 号各剂 量组疼痛 阈值明 显上升 ，

得舒特组 、肠安 Ｉ 号高 、 中 剂量组结肠 ５
－

ＨＴ 水平明 显降低 （
Ｐ＜ ０ ？０５

， Ｐ＜ ０ ？ ０ １ ） ，
肠安 Ｉ 号各剂 量组海马 组

织 ５ －ＨＴ１ ａ 、ＢＤＮ Ｆｍ ＲＮＡ 表达明显 降低 （
Ｐ＜ ０ ． ０ １ ） ， 氟西汀组 海马 组 织 Ｂ ＤＮ Ｆｍ ＲＮＡ 表达 亦 明 显降低

（
Ｐ＜ ０ ＿０ １

） 。结论 肠安 Ｉ 号方的作 用靶点部位涉及
“

脑 － 肠
”

两部分 ， 可降低大鼠直肠扩张疼痛域值 ， 下调

结肠黏膜 ５ －ＨＴ 水平 ， 下调海马组织 中 Ｂ ＤＮＦ 和 ５ －ＨＴ１ａｍＲＮＡ 的表达 。
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，ｍ ＲＮＡｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓｏｆｈ ｉｐ ｐｏｃ ａｍ ｐａ

ｌ５ －ＨＴ１ ａ

ａｎｄＢ ＤＮ Ｆｗｅ ｒｅ ｏｂｖ ｉｏｕｓ ｌ

ｙｅ
ｌｅｖａｔｅｄ（Ｐ ＜０ ． ０ １ ） ． Ｃｏｍｐ ａ ｒｅｄｗ ｉｔ ｈｔ ｈｅｍ ｏｄｅ ｌ

ｇ ｒｏｕ ｐ ，ｐ ａｉ ｎｔｈ ｒｅ ｓｈ ｏｌｄｗ ａｓｏｂｖ ｉ

？

ｏｕ ｓ
ｌ ｙｅ ｌ

ｅｖａ ｔｅｄ ｉｎｔ ｈｅＦｌ ｕｏｘｅｔ ｉｎｅ
ｇ ｒｏｕ ｐ

ａｎｄａｌ ｌＣＡ
ｇ ｒｏ ｕ ｐｓ ；

ｃ ｏ ｌｏｎ５
－

ＨＴ ｌｅｖ ｅ ｌｓｗｅ ｒｅｏｂｖ ｉｏｕｓ ｌ

ｙｒ ｅｄ ｕｃｅｄ ｉｎｔ ｈｅ

Ｄ ｉｃｅ ｔｅ ｌ

ｇ ｒｏｕｐ ，ｈ ｉ

ｇ
ｈａ ｎｄｍ ｅｄ ｉｕｍｄ ｏｓ ｅＣＡ

ｇ ｒｏｕ ｐｓ（Ｐ ＜ ０ ． ０ ５
，
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） ；

ｍＲ ＮＡｅｘ ｐ
ｒｅｓｓ ｉｏｎ ｌｅｖ ｅ ｌｓｏ ｆｈ ｉ ｐｐ

？

ｏｃａｍ ｐａ
ｌ５

－ＨＴ１ａａｎ ｄＢＤＮ Ｆｗｅ ｒｅｏｂｖ ｉｏｕｓ ｌｙ ｒｅｄｕ ｃｅｄ ｉｎｅａｃ ｈＣＡ
ｇ ｒｏ ｕｐ （Ｐ

＜０ ． ０ １ ）；ｍ ＲＮＡｅｘ ｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｌ ｅｖ
？

ｅ ｌｓｏ ｆｈ ｉｐ ｐｏｃａｍ ｐａ ｌＢＤＮＦｗｅ ｒｅｏｂｖ ｉｏｕｓ ｌ

ｙｒｅ
ｄ ｕｃ ｅｄ ｉｎｔ ｈｅＦｌｕ ｏｘ ｅｔｉ ｎｅ

ｇ ｒｏｕ ｐ（Ｐ＜ ０ ． ０ １
）

．Ｃｏｎ ｃ ｌ ｕｓ ｉｏｎｓＴｈ ｅ

ｔａｒｇｅ
ｔ
ｐｏ ｉｎｔ ｓｏｆＣＡｗｅ ｒｅｉｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉｎｂ ｒａｉ ｎａｎ ｄ

ｇｕ
ｔ

．ＣＡｃｏｕ ｌｄｒｅｄ ｕｃ ｅ
ｐ ａｉ ｎｔ ｈｒｅｓｈ ｏｌ ｄｏｆ

ｐ
ｒｏ ｃｔｅｃ ｔａｓ

ｉ
ａｒａｔｓ

，

ｄ ｏｗ ｎ
－

ｒｅｇ ｕ ｌａ ｔｅｃｏ ｌｏｎｍ ｕｃｏ ｓａ ｌ５
－

ＨＴｌｅｖｅ ｌｓ
，ａｎｄｌｏｗｅ ｒｍ ＲＮＡｅｘ ｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｌｅｖｅ ｌｓｏｆＢＤＮ Ｆａｎ ｄ５ －ＨＴ１ ａｉｎｒａｔ

ｈ ｉｐｐｏｃ ａｍ ｐｕ ｓ ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳＣ ｈａｎｇ

’

ａｎＮｏ ．ＩＲｅｃ ｉ

ｐ ｅ ；ｉ ｒ ｒｉ
ｔａｂ ｌｅｂｏｗｅ ｌｓｙｎ

ｄ ｒｏｍｅ
；ｖ ｉ ｓ ｃｅ ｒａｌ

ｈｙ ｐｅ ｒｓｅｎｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ；ｃ ｏ ｌｏｎ５
－

ｈ ｙｄ ｒｏｘｙ
ｔ ｒｙｐｔａｍ ｉｎ ｅ

；
ｈ ｉ ｐｐｏｃａｍ ｐａ ｌ ５

－ＨＴ１ Ａｒｅｃｅ ｐ
ｔｏ ｒ

；ｈ ｉ

ｐ ｐｏｃ ａｍｐａ ｌｂｒａ ｉｎｄｅ ｒ ｉｖ ｅｄｎ ｅｕ ｒｏｔｒｏｐｈ ｉｃｆａｃｔｏ ｒ

肠易激综合征 （
ｉ ｒ ｒ ｉ ｔａｂｌ ｅｂｏｗｅ ｌｓ

ｙ
ｎ ｄ ｒｏｍ ｅ

，

旧Ｓ ）子及 ＢＤＮ Ｆ 基因表达的变化 ，
探讨肠安 Ｉ号方在 旧 Ｓ 内

是
一

种常见的功能性肠病 ，
症状复杂多样 ，

易反复发作 ， 脏高敏感大鼠脑
一肠轴的作用机制 。

严重影响患者的生活质量并带来经济负担 。 丨Ｂ Ｓ 发病

机制非常复杂 ，
尚未完全阐明 。 旧 Ｓ 是基于多种病理生

＇

理机制的复杂症状群
⑴

，内脏感觉异常是其特异性的病１ 动物 雄性 ＳＤ 大鼠 ７０ 只 ，体重 １ ８０
￣２００

ｇ ，

理生理机制 。 有
一

些设计严格的临床试验
［ ２ ］

或系统评Ｓ ＰＦ 级 ， 由北京维通利华实验动物技术有限公司提

价
［ ３ ］

证明中医药对 旧Ｓ 有
一

定疗效 ，但最新发表在 ＪＡ －供 ，
合格证编号 ：

ＳＣＸＫ
（京 ）

２００９
－

２０ １ １
。 全部动物

ＭＡ 上的关于 ＢＳ 的综述中却并未确认补充替代医学在 中国 中医科学院西苑医院 ＳＰＦ 级实验动物 中心词

的地位
［ ４ ］

，其原因
一

方面在于缺乏高级别的循证医学证养 ，
２ 只 ／笼 ，

昼夜节律 １ ２ ： １ ２
，温度 、湿度及昼夜光线恒

据
，另一方面在于其疗效机制未完全阐明 。定

，
自 由摄食 、进水 。 动物购人后适应性饲养 ５ 天后进

肠安 Ｉ 号方为唐旭东教授在对 ＩＢ Ｓ 基本病机的行实验 。

理解上
，
结合长期的临床实践总结制定的经验方 ， 由黄２ 药物及试剂 肠安 Ｉ 号方由黄芪 ９ｇ 炒 白

芪 、炒白术 、炒 白芍 、 防风 、陈皮 、炮姜炭等 １ １ 味药物术 ９ｇ 炒 白芍 １ ２ｇ 防风 ４ ． ５ ｇ 黄连 ３ｇ 炮姜

组成 ， 具有疏肝健脾 、 温中散寒止泻之效 ，前期研究表炭 ３ ｇ 肉豆蔻 ４ ． ５ｇ 清半夏 ４ ． ５ｇ 煨木香 ６ｇ

明该方可降低实验大鼠的 内脏敏感性 ，改善患者的腹陈皮 ４ ． ５
ｇ 炙甘草 ３ｇ 组成 ，其煎剂 由 中 国 中 医科

痛腹胀症状 ，而 内脏敏感性增高与 旧Ｓ 腹痛及腹部不学院西苑医院制剂室制备 ，最终制备肠安 Ｉ 号高 、中 、

适症状密切相关
［
５
－

９
］

。 结合 Ｂ Ｓ 症状复杂多样 、脑一 低剂量药物浓度分 别为 ２ ． ２６ｇ ／ｍ Ｌ 、 １ ． １ ３ｇ ／ｍ Ｌ 、

肠轴功能紊乱的发病机制和 中医药的整体观及复方用０ ． ５７ｇ ／ｍ Ｌ
， 中剂量给药浓度与 临床给药量

一

致 。 匹

药的多耙点性 ，笔者推测肠安Ｉ号方对 ＢＳ 模型大鼠内维溴 铵 片 （ 得 舒 特 ， 法 国 苏 威 制 药 ， 生 产 批 号 ：

脏敏感性的改变和患者临床症状的改善 ，作用部位涵盖６２２６９ １
） ，用蒸馏水配制成浓度为 ２ ． ７ｍ ｇ ／ｍ Ｌ 的混悬

脑和肠 。 ５
－ 羟色胺 （

５
－

ｈｙｄ ｒｏｘｙ ｔ ｒｙｐｔａｍ ｉｎｅ
，
５ －ＨＴ ）是液

；
盐酸氟西汀分散片 （百优解 ，礼来苏州制药有限公

脑
－

肠互动 中重要的单胺类神经递质 ，
５

－

ＨＴ 信号系统司 ， 生产批 号 ：
Ｌ０２２ ７ １） ， 用蒸馈水配 制 成浓度为

在 旧Ｓ 内脏敏感性中有重要作用
［ １° ］

；脑源性神经营养０ ． ３６ｍ ｇ
／ｍ Ｌ 的混悬液 。 ４ｔ 冰箱保存 ， 备用 。 用药

因子 （ ｂ ｒａ ｉｎｄｅ ｒ ｉｖｅｄｎｅｕ ｒｏｔ ｒｏｐ
ｈ

ｉｃｆａｃｔｏｒ
，Ｂ ＤＮ Ｆ） 在剂量按照实验动物研究中 的

“

等效剂量
”

计算方法计

中枢可调节感觉 ，具有致痛及致敏感性作用 ，
其在 旧Ｓ算

［
１２

］

， 即大鼠 （体重 ２００ｇ ） １ 日 给药量 ＝ 人 （ 体重

内脏高敏感中的作用是 目前研究的热点
［ １ １ ］

。 本研究通５０ｋｇ ）
１ 日给药量 ｘ ｒ ，

／

？

为转换系数 ｒ
＝０ ． ０ １ ８

，
计算

过观察 旧Ｓ 内脏高敏感大鼠用药后 ５
－ＨＴ 系统信号分匹维溴铵片 、盐酸氟西汀分散片及肠安 Ｉ 号等效剂量 。



■

１ ２３０ ．中 国 中西医结合杂志 ２０ １ ５ 年 １ ０ 月 第 ３５ 卷第 １ ０ 期 ０ 」 １谓 １＾１
，
０〇 ｛

（^
６「 ２０ １ ５＾〇 丨 ． ３５

，
＾

＇

１〇 ． １ ０

医用纸胶布 、乳胶医用指套 （ 中号 ） 、 ８ 号橡胶导尿管 、 损伤肠壁的情况下将 系膜组织取净 ；结肠段取下后用

血压计 、
三通管

；
二 甲苯 、无水乙醇 、甲 醇 、过氧化氢 、 中剪刀纵向剖开 ，在生理盐水中冲净棄便 ；将纵 向剖开的

性树胶 、氯化钠 、氯化钾 、磷酸氢二钠 、磷酸二氢钾等购结肠段在滤纸上展平后放人 １ ０％福尔马林液中 ，
石蜡

自北京医药集 团有限责任公司 。 水合氯醛由 中国 中医包埋 、切片 ，厚度为 １
？

３ｐｍ 。 断头后在冰皿上迅速

科学院西苑医院实验室提供 。 １ ０ ％福 尔马林 由 中 国剥离脑组织 ，
分离海马组织 ，置人 ２ｍ Ｌ 冻存管中 ，

将

中医科学院西苑医院病理科提供 。 抗体稀释液 （
Ｃａ ｔ ：冻存管迅速投人液氮 。 后移入 － ８０Ｔ冰箱保存备用 。

４０８ ０４
－

１ ） 、 ＤＡＢ 显色液 （
Ｃａ ｔ

： ４ １ ２０ ７
－

１
 ） 、苏木素５ 检测指标及方法

（
Ｃ ａｔ

：
４ １ ００５

－

１） 购 自北京华肽先锋生物科技有限公５ ． １ 大 鼠内脏敏感性测量 用药前及用药结束

司 。 Ｂ ｉｏｔ
ｉ ｎ

－

ＳＰ
－Ａｆ ｆ ｉ ｎ ｉ Ｐｕ ｒｅＧｏａｔＡｎ ｔ

ｉ

－Ｒａ ｂ ｂ ｉ

ｔＩｇＧ后分别进行内脏敏感性评估 ，行直肠气囊扩张 （
ｃ ｏ ｌｏｎ

（
Ｈ ＋ Ｌ

）（
Ｊ ａｃｋｓｏ ｎＣ ｏｄｅ ： １ １ １

－

０６５
－

００３
，
１

： ２００倍ｒｅｃ ｔａ ｌｄ ｉｓ ｔｅｎ ｓ ｉｏｎ
，ＣＲＤ ） ， 根据腹部 回 缩反射 （ ａｂ

－

稀释 ）购 自美国
Ｊａｃ ｋ ｓ ｏｎ Ｉｍｍ ｕ ｎｏ Ｒｅｓ ｅａ ｒｃｈＬａｂｏ ｒａ

－ｄ ｏｍ ｉ ｎ ａ ｌｗ ｉ

ｔ ｈｄ ｒａｗａ ｌｒｅｆ ｌ ｅｘ
，ＡＷＲ ） 评分标 准

Ｍ ７
］

确

ｔ ｏ ｒ ｉ ｅｓ 公司 。 超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ Ｃａ ｔＤＰ４３ １） 、定疼痛压力 阈值 。 ＡＷＲ 评分标准如下 ：
０ 级 ： 大 鼠在

Ｑ ｕａｎ ｔｃＤ ＮＡ 第一链合成试剂盒 （ Ｃ ａ ｔＫＲ １ ０３
－

３ ） 、接受直肠扩张时无行为学反应 ；

１ 级 ： 身体静止不动 ，

Ｒｅ ａ ｌＭａｓ ｔｅ ｒＭ ＩＸ
（ ｗ ｉ

ｔｈＲｏｘ ） （ Ｃａ ｔＦＰ２０２
－

０ １）购 自头部运动减少
；

２ 级 ： 大 鼠腹部肌 肉轻微收缩 ，腹部不

天根 生 化 科技 （ 北京 ） 有 限公 司 。 Ｄ Ｎａｓｅ１（ Ｃａ ｔ抬离平面
；

３ 级 ： 腹肌强烈收缩 ，
腹部抬离平面

；
４ 级 ：

Ｈ １ ０３ ０ １ ）购 自普洛麦格 （北京 ）生物技术有限公司 。骨盆抬起 ，身体呈 弓 形 （ 图 １ ） 。 以大 鼠出现 ３ 级表现

３ 分组 、造模及给药方法 ６０ 只大 鼠按体重行时的压力为大鼠疼痛阈值 。 造模结束用药前 的测量用

区组随机分为正常组 、模型组 、得舒特组 、氟西汀组 、
肠以验证造模是否成功 ， 用药结束后 内脏敏感性 的变化

安 Ｉ 号 高 剂 量组 、 中 剂 量组 、低剂 量组 ７ 组 ， 每 组体现药物效应 。 具体方法为 ： 进行结肠扩 张前大 鼠禁

１ ０ 只 。除正常组外采用慢性束缚应激结合游泳致疲劳食 １ ２ｈ
，不禁水 。 结肠扩张球囊为乳胶医用指套 （ 中

法
［

１ ３ ’ １ ４
］

建 立 旧Ｓ 动 物模 型 ， 并根 据 Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉａ ｍ ｓＣ Ｌ号 ） ，长 ７
￣

８ｃｍ ，用直尺在 ４ ．５ｃｍ 及 ６ｃ ｍ 处划线

等
［
１ ５

］

报道的急性应激方法进行改良 ，该方法近年来多标记 ，从 ６ｃｍ 处剪断
，用 ４ 号手术丝线在 ４ ．５ｃｍ 标

用于造成 ＩＢＳ 内脏高敏感大 鼠
［
１ ６ ］

。 用医用纸胶布束记处与 ８ 橡胶导尿管扎紧
，
并经注气检测 ，扎 口处及整

缚大鼠上半身及前肢 ，
不限制其后肢运 动 ，

每 日 束缚个给气通路无漏气 。 血压计 、血压计球囊及导 尿管

３ｈ
，连续 １ ４ 日

，为消除生物节律的影响
，
束缚均于每 （与结肠扩张球囊相连 ）分别 与三通管连接 。 由 大 鼠

日早 ８
：
００

－

１ １
：
００进行 。 束缚结束后 ，将模型组大鼠肛门插入球囊 ６ｃｍ 左右

，
将大鼠放入编号的大小约

放人温度为 （ １ ５± ０ ． ５ ）Ｔ：

，水深为 ３５ｃｍ 的水槽中 ，
３５ｃｍｘ ２０ｃｍｘ ２０ｃｍ 的透明 塑料箱 中 ， 待大鼠适

让其 自 由游泳 ， 当全组 ５０％ 大 鼠出 现 自 然沉降时 ， 全应 ５ｍ ｉ ｎ 后经血压计的球囊注气 ，每只老 鼠进行 ３ 次

组动物停止游泳 ，连续 １ ４ 日 。 通过大 鼠内脏敏感性球囊扩张 ，每次持续 ２０ｓ
，
间隔 ５ｍ ｉ ｎ

，取 ３ 次压力 的

的测量判 断造模是 否成功 ， 共造模 ６０ 只 大 鼠 ， 成功平均值 。 实验过程 中采用了严格的质量控制方法 。 首

５４ 只
，造模成功率为 ９０％ 。 正常组大 鼠在造模期 间先 ， 为避免主观偏倚 ， 整个实验过程 由 ２ 人操作完

禁食不禁水 ，
不做其他处理 ， 自 然伺养 。成 ：

一

人负责球囊肛 门插人及实验动物的 安排 ，并记

造模成功后第 ２ 日开始给药。 得舒特组 、氟西汀组 、 录动物编号及相应塑料箱编号
；
实验操作者负责球囊

肠安 Ｉ号高 、中 、低剂量组分别给予相应药物灌 胃 ，给药浓注气并观察大鼠的行为学反应 ，确定大鼠出现 ３ 级反应

度分 别 为 ２ ． ７０ｍ ｇ／ｍ Ｌ
、
０ ． ３６ｍｇ ／ｍ Ｌ 、 ２ ． ２６ｇ ／ｍＬ 、后记录压力值 ，实验操作者不知道动物编号及分组情

１ ． １ ３ｇ／ｍ Ｌ
、
０． ５７ｇ

／ｍ Ｌ
， 给药体积为 １ｍ Ｌ／１ ００ｇ ，每 日况 。 其次

，
为避免生物节律影响 ，本次测量时间 同前

，

１ 次 ，连续 １４ 日 。 模型组大鼠按照相同给药体积灌服生

理盐水 。 给药期间每隔 ３ 日上午 ７
：
００ 测量大鼠体重 ，根

据体重调整给药量 。０

４ 标本采集 、样本制备 给药结束时测量体重及内

脏敏感性指标后进行取材。 取材前 １ 日
，大鼠禁食不禁^

水 ，次 日用 １ ０％水合氯醛腹腔注射麻醉 （
１ｍ Ｌ／１ ００ｇ ） ，

待大鼠处于 深 昏 迷状态后 ，
迅 速打 开腹 腔 ， 取肛 门２４

５ｃｍ 以上 、盲肠 以下的结肠段 ，长约 ６ｃｍ ；在尽量不图 １ 大 鼠 ＡＷＲ 评分标准
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Ｉ

ＴＷＭ
，
Ｏｃｔｏｂｅ ｒ ２０ １ ５

，Ｖｏ ｌ

． ３５
，
Ｎｌｏ ． １ ０－

１ ２３ １
－

均在下午 １
：
００
－

５
：
００ 点之间 ，且实验安排人员采用傻水至 ２０ｊ

ｊｌ Ｌ 。 扩增程序 ：
９５ 丈 １ ０ｍ ｉｎ

， （ ９５ 弋

一

组
一

只 的轮流实验方法 。 多次测量人员 及分工１ ５ｓ
，
６０Ｔ ６０ｓ ）ｘ ４０ 个循环 。 ６０

￣

９５ｔ进行溶解

不变 。曲线分析 。 采用
Ａ Ａ ｅｔ

法进行数据的相对定量分析 ，

５ ． ２ 结肠 ５
－

ＨＴ ７ＪＣ平检测 采用免疫组化方法测以 ２
＿ Ａ Ａｅｔ

表示待测基因与对照组待测基因表达量的

定结肠 ５七丁 ７尺平 ０ 石蜡切片常规脱腊和水化 ，磷酸盐倍数 ， 即 Ｆｏ ｌ ｄｓ＝ ２
— Ａ Ａ Ｃ

ｔ

， 其中 ：
Ａ ＡＣｔ

＝
（
Ｃｔ

目的基因
－

缓冲液 （ ＰＢＳ ）冲洗 ，
ＤＡＢ 显色 ， 中性树胶封片等严格按Ｃ ｔ

内参基因 ） 实触
－

（
Ｃｔ

目的基因
－ Ｃｔ 内参基因 ） 对照组 。 Ｃｔ 值指

照试剂盒说明书完成 。 棕黄色着色部位为 阳性表达 。 的是每个 ＰＣＲ 反应管 内的荧光信号到达设定的 阈值

应用 Ｉｍ ａｇｅＰｒｏＲ ｕｓ 专业图像分析系统 ，选取下列测（ ｔ
，

ｔ ｈ ｒｅｓ ｈ ｏ
ｌｄ ） 时所经历的循环数 （ Ｃ ，ｃｙｃ ｌ

ｅ
）〇

量参数进行半定量分析 。 （
１

） 积分光密度 （
ｉｎｔｅｇ ｒａ ｔｅｄ６

＾
计学方法 采用 ＳＰＳＳ１ ６ ． ０ 统

＾
软件对

ｏｐ ｔｉ ｃａ ｌｄｅ ｎｓ ｉ ｔ ｙ ， Ｉ０Ｄ ） ： 指所有 阳性物质的光密度 的 数据进行处理与分析 。 计量数据以 ７± ｓ 表示 。 对数

叠加 ，
ｌ〇Ｄ 值越大 ，表明 阳性物质的总体表达程度就越 据做正态性检验和组间方差齐性检验 ；两项符合 ，采用

强 ，是反映阳性物质数量和染色强度的综合指标 。 （
２

）

参数统计的单因素方差分析进行统计处理 ， 组间 比较

Ｉ
０Ｄ 组织比 ：

Ｉ０Ｄ 值与该视野的组织面积之比 。 每组分 采用 Ｄｕｍｉｅｔｔ
－

ｆ 、
ＳＡ／Ｋ

■

法 ；若有
一

项不符合 ，
则采用非

析 ６ 个标本 。 每张切片在 １ ００ 倍镜下分析 ３ 个视野 ，最 参数统计中 的多个独立样本 Ｋｏ／ｓ ／ｃａ ／
－ Ｗａ ／ ／／ｓＷ 检验

后取平均值 。 本研究数据统计过程 中进行了
一定的数 进行统计处理 ，组间 比

＾
采用啪阳咖 法 ，

据处理 ，？明如下 ： （ １ ）研究采用整个结肠切片面积作
ｎｙ／

＾
程 由 ＳＰＳＳ 编程完成 。 Ｐ＜ 〇 ？ ０ ５为差异有统计

为观察视野 ，
丨０Ｄ 值受到不同切片所包含的组织量的影学意义 。

响 ，
故不对 Ｉ０Ｄ 值进行直接分析 ，而对 Ｉ０Ｄ 与组织面积结果

的比值即积分光密度组织比作为直接分析的变量 ； （
２

）

在数据统计中发现 ，
ｉ〇ｄ缠比值较小 ， 多在小数点后 １

３ 、４ 位才有非零数字出现 ，故对所有的 Ｉ０Ｄ 组织 Ｉ
；匕等倍

胃过程中出现大鼠死亡情况 ’每组 １ 只 。 死亡原因王

扩大 （
ｘ １ Ｑ

＿ ，不影响统雅果 。要为造模束缚过程中 大鼠反应激烈 ，过度挣扎引雜

５ ． ３ 海 马 组 织 ５
－羟 色 胺 １ Ａ 受 体 （ ５

－

室息 ，故在头 验结束取■样及■ 检测 时 ， 除 正 吊 组仍为

ｈｙｄ ｒｏｘｙ ｔ ｒｙ ｐｔａｍ ｉｎｅ１ Ａｒｅｃｅｐｔｏｒ
，
５

－

ＨＴ１ ａ ） ， Ｂ ＤＮＦ
１ 〇Ｋ 〇

Ｄ Ｍ Ａｒｎ ＤＴ２ 各组大鼠内脏敏感性结果 比较 （ 表 ２
） 用药

ｍＲＮＡ 表达检测 采用免疫突光 ＲＴ－

ＰＣＲ 法测定大丄

ｕ
－

ｒ．ｏ ｎＭ ｉｒｏｍ ａ則与正常组 比较 ，各组大鼠直肠扩张时的疼痛阈值明
鼠海马组织 ５ －ＨＴ１ ａ 、Ｂ ＤＮＦ ｍＲＮＡ 含量 。 实验流程 ：ｓ士分 、丄典也 、 也拂 ＋

ＤＭ ＡＴＯ ．Ｉｒ，Ｍ Ａ显降低 ，差异有统计学意义 （ Ｐ＜〇 ．〇 １） ，表明造模成

功 。 用药结束后 ，与正常组比较顧组大鼠疼痛赚

ｎ
觀下降 ，差异細＋学韻ｐ ＜＿ ） 。 与模型组

第
－链 口成试剂盈进 逆转录为 ＣＤ－

比较
，
氣西汀组 肠安 工 号高 中 删量组疼痛赚明

ＮＡ 。 ５ －ＨＴ１ ａ 、Ｂ ＤＮ Ｆ上下
，
引物与内 ＾ ■

Ｐ
ｊｊ

ｃｔ 丨

二士 显上升 ，差异有统计学意义 （
Ｐ＜ 〇 ■０５

，Ｐ＜ ０ ．０ １
） 。 肠

下游引 物均賴 ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ３ 软件设计 ，
由北足华肽先锋

安 ｊ 号用药各组 间 比较 ， 差异无统计学意义 （
ｐ＞

生物科技有限公司合成 （表 １
） 。



表 １ＲＴ－ＰＣＲ 弓辦歹！ Ｉ表
表 ２ 各组大鼠疼痛阈值 （

ｍｍ Ｈ ｇ ，

ｘ ± ｓ
）


ＩＩ引物序列物

、
组别ｎ用麵 臟后

名称


倾 １
叩 ’正常１ ０３ ５ ． ２０± ２ ． ３３３６ ． ３ ３± １ ． ３ ４

＿

ＬＪ
＿

，
上游 ： ５

，
－

ＴＣ ＣＡＣＴＴＴＣＧＧＣＧＣＴＴＴＣＴＡ
－

３
，

． ． ．模型
、

９２４ ． ３０ ± １ ． ６０
＊

２７ ． ６ ３ ± １ ． ８ ３
＊

？

３

下游 ：
５

，

－ＧＣＴＧＴＣＣＧＴＴＣＡＧＧＣＴＣＴＴＣ－ ３
，氟西汀９２４ ． ２２ ± １ ．

１５ 

？

３４ ． １ ５±２ ． ４２

得舒特９２ ３ ． ９３± １ ． ６５
＊

３２ ． ４４±３ ． ２８

上游 ：
５

ｆ

－ＡＣＴＴＧＴＡＣＡ ＣＴＴＣＣＣＧＧＧＴＧＡＴ－ ３
，

肠安 Ｉ号 高剂量９２ ３ ． ７ ８± １ ． ５３
＊

３５ ． ０ ４土２ ． ４５
Ａ Ａ

下游 ：
５

，

－ＴＴＴＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＧＴＡＡＴＴ－ ３
，

中剂量９２ ３ ． ０４ ± ２ ． ３６
＊

３５ ． １ ９ ± １ ． ０ ４
Ａ Ａ

＿低剂量９３５ ． １ １± １ ． ８０
ａ ａ

ＧＡＰＤＨ １ ５０

＿

注 ： 与正常组比较 ，
与模型组比较／ Ｐ ＜ 〇 ． 〇５，Ｐ ＜

反应体系 ：
Ｒ ｅａ ｌＭａｓｔｅｒＭ ＩＸ

（
ｗ ｉ ｔｈＲ ｏｘ

）１ ０（

ｘＬ
，３ 各组 大 鼠结肠 ５

－ＨＴ 水平结果 比较 （ 图 １
，

上 、下游引物各 ０ ． ４＋Ｌ ，
ＤＮＡ 模板 ２ｊ

ｊ ｌＬ
，加人灭菌蒸表 ３

） 与正常组比较 ，模型组大鼠结肠 ５ －ＨＴ 水平明
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丁＼
＾

， ０（：灿６ 「 ２ ０ １
５

， 乂〇 丨

＿ ３ ５ ，
＾
＼

１ 〇 ． １ ０

显升高 ，差异有统计学意义 （
Ｐ

＜ 〇 ． 〇 １
）

。 与模型组 比表 ４ 各组大鼠海马组织 ５ －ＨＴ１ ａ 、 ＢＤ ＮＦ ｍ ＲＮＡ

较 ，得舒特组 、 肠安 Ｉ 号高 、 中剂量组结肠 ５
－

ＨＴ 水平
舰嫌匕ｇ

明显降低 ，差异有统计学意义 （
Ｐ＜ 〇 ． 〇 １

） 。 与肠安 Ｉ
ｎ



５ －ＨＴ１ ａ

—

号低剂量组比较 ，
肠安 Ｉ 号高 、

中剂量组结肠 ５
－

ＨＴ 水 ｇ１＝＝＝
平明显 降 低 ， 差 异有统计 学意 义 （ Ｐ＜〇 ． ０ ５

，
Ｐ＜氟西汀９３ ． ３ ６５４± ０ ． ４０ １７１ ． ３ ０４２ ± ０ ． １ ２３６

Ａ

０ ． ０ １ ） 。 肠安 Ｉ 号高 、 中剂量组 比较 ， 差异无统计学意得舒特９３ ． ３ ４４３± ０ ． ４２ １０２ ． ０ ３４０± ０ ． ４２ １３

ＳＺ （Ｐ ＞ ００５ ）肠安Ｉ 号高剂量９２ ． ７ １ ６２± ０ ． ４６ ００
Ａ１ ． ３４７１± ０ ． ０ ５５２

Ａ

乂 、＾°

中剂量９ １
． ９４０２± ０ ．

１ ８３７
ａ
 １ ． ３５ １５± ０ ． ０ ４８３

ａ

表 ３ 各组大鼠结肠黏膜 ５
－

Ｈ丁 水平 （ ＩＯＤ 组织 比
，

７ ±ｓ
）低剂 駐

＿

９
＿＿

２ － ５５６８
± ０ ． ４ ２８１

Ａ
１ ． ３３ ９６

± ０ ．

１ ３５８
－

＾注 ：与 正常组 比较 广 ｐ ＜ ｏ ． ｏ ｉ
；
与模型组比较，ｐ ＜ 〇 ． 〇 ｉ

＾ ６〇 － ５３ ９７± １
． ０ ６ ０ ０

＾性刺激产生 不适感或对伤 害性刺激反 应强烈 的 现

ｍｅ象 是公认的功能性 胃肠疾病的重要病理生理基础

得舒特６〇 ． ８ １ １８± ０ ． ８４０３
＾之

一

。 本研究发现 ，用药结束后 ， 与模型组大 鼠 比较 ，

肠安 Ｉ 号高剂量６０ ． ７ ９８９± ０ ． ８４６２
Ａ Ａ氟西汀组 、肠安 Ｉ 号用药组大鼠的疼痛 阈值均显者升

中剂量６０ ． ７ ８６７± ０ ． ８０ ７３
ａ ａ ａ

高 ， 表明氟西汀和肠安 Ｉ 号方可降低 旧 曰 模型大 鼠 的

低剂量


６１
． ０ ２５５± ０ ． ５ ８ １５内脏敏感性 。 同 以往的研究结果类似

［ ５＜
。 与既往的

注 ： 与正常组 比较 ，

＊

ｐ ＜ 〇 ． 〇 １
；与模 ＳＳ组 比较 ，

４ ＜ 〇 ． 〇 １
； 与肠安研究不同 的是 ：⑴得舒特组并未表现 出治疗效应 ，氟

Ｉ ＾？
］＊Ｓ ｔｂＳ／ Ｐ ＜

０ ． ０ ５ ，

＾
Ｐ ＜

０ ． ０ １

酣组则表现出治疗效果 。 推测可能的原 因在于两个

４各组大鼠海 马组织 ５
－

ＨＴ１ ａ
、
Ｂ Ｄ ＮＦｍ ＲＮＡ研究间造模方法 的差别 ， 其确切机制 尚需进

一

步的深

表达水平比较 （表 ４
） 与正常组 比较 ，模型组海马组人研究 。 （

２
）从肠安 Ｉ 号方组间 比较来看 ，本研究并

织 ５
－ＨＴ１ ａ 、

ＢＤＮ Ｆｍ Ｒ ＮＡ 表达明显升髙 ，差异有统计未表现出 明 确 的量效关系 ， 这同 以 前的研究也 略有

学意义 （Ｐ＜ ０ ． ０ １ ） 。 与模型组 比较 ，
肠安 Ｉ 号各剂量差别 。 推测可能同 内 脏敏感性评估 的具体方法不 同

组海马组 织 ５ －Ｈ Ｔ１ ａ
、
ＢＤ Ｎ Ｆｍ Ｒ ＮＡ 表 达 明 显 降低有关 。 既往 的研究 采 用 的 不 同 压力 下 ＣＲ Ｄ 时 的

（均 Ｐ
＜ ０ ． ０ １

） ，
氟西汀组海马组织 Ｂ ＤＮＦｍＲＮＡ 表ＡＷＲ 评分 ，结果体现在低压力 （

２０ｍｍ Ｈ ｇ ）情况下 ，

达亦明显降低 ，差异有统计学意义 （
Ｐ＜ 〇 ． 〇 １

） 。肠安 Ｉ 号组 间量 效关 系 不 明 确 ；
在 高 压力 情况下

（

＞ ４ ０比较量效关系 比较Ｍｌ＃

研究采用了 直肠扩张时 的疼痛 阈值作为评价 内脏敏

内脏高敏感 （ ｖ ｉ
ｓ ｃｅ ｒａ ｌｈｙ ｐ

ｅ ｒｓ ｅ ｎｓ ｉｔ ｉｖ
ｉ
ｔｙ ） 是指引感性的指标 ， 其压力值多在 ４０ｍｍ Ｈ ｇ 以下 。 今后

起内脏疼痛或不适感觉的刺激 阈值降低 、 内脏对生理可以采取更全面的评价方法 。

Ｖ
：

：

．

？
＇

：

：ｖ Ｄ

ａＢＢＰ ■

注 ： Ａ 为正常组 ；
Ｂ 为模型组 ；

Ｃ 为氟西汀组 ； Ｄ 为得舒特组 ；
Ｅ 为肠安 Ｉ 号高剂量组 ； Ｆ 为肠 安 Ｉ 号 中剂量组 ； Ｇ 为肠安 Ｉ 号低剂

量组 ； 箭头所指 为阳性表达

图 １ 各组大鼠结肠黏膜 ５
－

ＨＴ 表达 （免疫组化 ，

ｘ
 １ ００ ）
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，Ｖｏ ｌ ．３５ ，Ｎｏ ．１ ０
－

１ ２３３ －

本研究发现 ， 模型组大鼠结肠黏膜 ５
－

ＨＴ 水平升节 ，而针对肠安 Ｉ 号复方 中药成分之
一

的芍药苷的止

高 ，药物或其他治疗可使 ５ －ＨＴ 水平恢复 ，
这同很多研痛作用的机制研究表明 ，

白芍苷的止痛效应与抑制细

究结果类似
［ １

９
’
２ °

］

。 早期也已有多项研究证明肠易激胞外信号调节的 ＥＲＫ 途径中 的腺苷 Ａ １ 受体表达有

综合征患者结肠黏膜和血清 中 ５
－ＨＴ水平异常增加并关

［
３３

］

。 推测肠安 Ｉ 号方降低大 鼠 内脏高敏感和缓解

与内脏敏感性异常相关
［ ２ １

＿

２４ ］

。 Ｃｏａ ｔｅｓＭＤ 等
［ ２５ ］

报患者腹痛腹胀程度的作用可能与复方中 的白芍可调节

道 ，
旧 Ｓ

－Ｃ 与 旧 Ｓ
－Ｄ 患者其 ５

－

ＨＴ在直肠黏膜上的含ＢＤＮ Ｆ 的表达作用有关 ，但仍需要研究进行证实 。

量明显低于正常对照组 ，
Ｋｅ ｒｃｋ ｈｏｆｆｓＡ Ｐ 等

［
２ ６

］

研究ＢＳ 属于功能性 胃肠病的
一

种 ， 属 于中 医学
“

痞

表明 旧Ｓ －Ｃ 患者十二指肠黏膜 ５ －ＨＴ 的含量比健康对证
”

、

“

腹满
”

、

“

便秘
”

、

“

泄泻
”

等范畴 ，

一

般认为 ，情志

照组明显增加 。 研究发现 ，肠安 Ｉ 号方的治疗靶点包不遂 、忧思恼怒 、肝气郁结 、肝失疏泄 、脾失运化 、 胃失

括肠道 ，可降低结肠局部 ５
－

ＨＴ 水平 ，
且存在

一

定的量和降是其基本病机 ，有研究统计涉及 Ｉ ＢＳ 辨证分型的

效关系 。 分析得舒特而非氟西汀表现出治疗效应的原文献 ，发现肝郁脾虚证所占 比例最大 ，达 ４０％之多 ，说

因在于 ： （
１

） 氟西汀可高度选择性抑制 中枢神经突触明精神心理因素 （ 即 中 医情志因素 ）在 ＢＳ 发病过程

前膜对 ５ －轻色胺 （ ５
－

ＨＴ
） 的再摄取 ，

５
－

ＨＴ很难透过血中的重要作用 ，
说明肝主疏泄功能 、调畅情志 的功能失

脑屏障 ， 中枢神 经系统和 胃肠道黏膜的 ５ －ＨＴ 分属两常是 旧 Ｓ 发病的核心和关键因素
［ ３４ ］

。 国内有学者认

个系统 ，故氟西汀的作用不能改变外周的 ５ －ＨＴ水平 ；
为 ， 中医学中肝主疏泄 、调畅情志理论与脑

一

肠轴理论

（ ２ ）得舒特对结肠平滑肌具有高度选择作用 ，通过阻相互关联 ，可能是通过调节脑 － 肠轴上多种神经递质 、

断耗离子流人肠壁平滑肌细胞 ，防止肌 肉过度收缩而激素 、免疫因子的变化而实现的
［
３ ５

］

。 肠安 Ｉ 号方是建

达到解疼作用 ，可在一定程度上影响 ５
－

ＨＴ 与受体的立在对 旧Ｓ 基本病机的理解上 ，结合长期的临床实践

结合 ，从而间接影响结肠黏膜内 ５ －ＨＴ水平 。总结制定的经验方 ，
由黄芪 、炒 白术 、炒 白芍 、防风 、陈

人类 ５
－

ＨＴ受体存在多种类型 ，其中 以 ５－ＨＴ １ ａ 的皮 、炮姜炭等 １ １ 味药物组成 ，具有疏肝健脾 、温中散寒

研究最为广泛和深人 。 Ｃｏｅ ｌ ｈｏＡＭ 等
［２７ ］

研究发现 ， 止泻之效 ， 主要用于 旧 Ｓ
－Ｄ 的治疗 。 中 医学对 ＢＳ －Ｄ

５
－

ＨＴ 对于内脏感觉和周 围神经末梢的致敏 ，
主要通过的发生机理可溯源到 《 医方考》 ，其云 ：

“

泻责之脾 ，
痛

５
－

ＨＴ１ 受体发挥作用 ，
５

－ＨＴ１ ａ 受体与感觉 、运动 、情责之肝 。 肝责之实 ， 脾责之虚 ，脾虚肝实 ， 故令痛泻 。

”

感和植物神经功能等有密切关系 。 本研究发现 ， 模型肠安 Ｉ 号方正是针对此基本病机而设的 ，故而从总体

组大鼠 ５
－ＨＴ１ ａｍＲＮＡ 表达升高 ，肠安 Ｉ 号方可降低上

，其治法主要包括疏肝与温 中健脾两大部分 ，疏肝理

旧Ｓ 模型大鼠海马组织 中 ５
－

ＨＴ１ ａｍＲＮＡ 的表达 ，说气可改善 旧 Ｓ 腹痛及腹部不适 ，
Ｉ ＢＳ 的腹痛及腹部不

明肠安 Ｉ 号的作用靶点涵盖到
“

脑
”

，对中枢神经系统适主要是由 内脏高敏感所致 ，而健脾温中止泻可治疗

的信号传导通路具有
一

定的影响 。 ５
－ＨＴ１ａ 受体既与旧 Ｓ －Ｄ 患者的腹泻 。 本研究主要针对肠安 Ｉ 号方对

情绪相关 ，也与 内脏高敏相关 ，但 目前的研究结果尚不旧 Ｓ 内脏高敏感性的作用机制 即
“

疏肝理气
”

作用进

足以判定肠安 Ｉ 号方对模型大鼠 ５
－ＨＴ１ ａｍＲＮＡ 表行探讨 。 研究发现 ，肠安 Ｉ 号方对 ＢＳ 模型大鼠 内脏

达的影响的具体机制 。 ＢＤ Ｎ Ｆ 为神经营养物质家族中高敏感的改善作用是通过调节
“

脑
”

、

“

肠
”

中 的 ５
－ＨＴ

的一员 。 Ｂ ＤＮＦ 在中枢有致痛及致敏感性作用 ，
近年信号系统功能实现的 ，其止痛作用可能与 白芍苷涉及

来首先在炎性疼痛 中 的作用机制被广泛研究
［２ ８ ，２ ９ ］

。的 ＥＲＫ 信号通路的变化有关 ，但其具体机制需要进

有研究发现 ，适量的 内源性 ＢＤＮ Ｆ 可维持感觉神经及
一

步的研究 。

其神经通路的正常功能 ，但其异常升高则可导致慢性本研究的不足之处在于 ： （
１
） 慢性束缚及强迫游

疼痛 、炎症性疼痛和 内脏疼痛及高敏感等多种与疼痛泳的联合造模方法可能使大鼠处于
“

抑郁
”

和 ＩＢ Ｓ 内

相关的异常感觉的产生
［
３°

］

。 Ｒａｇｅ 「 等
［
３１

］

对新生期脏高敏的双重状态 ，
基于主要研究 目 的 ，未对大鼠是否

大鼠行母婴分离应激 ， 结果发现大 鼠海马和下丘脑存在
“

抑郁
”

状态进行行为 学评价 ， 因此对判定 ５
－

ＢＤＮ Ｆｍ ＲＮＡ 表达均增强 。 本研究发现 ，
模型组大鼠ＨＴ１ａ 水平对大鼠内脏高敏感的影响是由 于直接作用

海马 Ｂ ＤＮＦ水平明显升高 ，肠安 Ｉ 号可下调模型大鼠还是基于对情绪影响的
一

种 间接作用存在 困难 ； （
２

）

海马中的 Ｂ ＤＮ Ｆ水平 。 已知 Ｂ ＤＮ Ｆ 可 由环磷腺苷效研究仅涉及 ５
－

ＨＴ 信号通路中 的少数的分子 ， 对于肠

应元件结合蛋 白 （
ｃＡＭＰ －

ｒｅｓ ｐｏｎ ｓｅｅ ｌｅｍ ｅｎｔｂ ｉｎ ｄ ｉ ｎｇ安 Ｉ 号方的作用机制 的 阐述还不够深入 ，需要以此为

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
，
ＣＲＥＢ ） 表达水平或磷酸化水平 的升高而介基础进行进

一

步的深入研究 。 今后可在基于肠安 Ｉ 号

导分泌
［
３２

］

 ，
ＣＲＥＢ 是 ＥＲＫ 信号通路中 的

一

个重要环方的临床疗效的基础上 ，设计更为系统科学的研究 ，对
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