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心理应激对大鼠下丘脑
、

胃粘膜 ���基因表达的影响

及中药干预的实验研究
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摘要 目的
�

从分子水平 阐明情志致病的机制及药物干预作

用 方法
�

采用逆转录多聚酶链反应 ���一����的分子生物学

技术
，

观察大鼠束缚浸水后下丘脑及 胃粘膜中促肾上腺皮质激

素释放因子信使核糖核酸 ���������表达
，

及具有理气降逆

散结作用的中药复方心身 �号干预作用的分子生物机制
。

结

梁
�

与正常组 比较
�

模型组大鼠呈现气机紊乱证表现
、

胃内可见

�
’ 一

�乡生浅表性�贵疡
，

下丘脑 烫钱粘膜出现 �����入� 表达
，

而

服心 身 �号的中药组 大鼠胃内溃疡 显著减少
，
�������入 表达

敏 明 显降低 刀�论
�

证实气机紊乱证 与��� 基因表达相关
�

心

身 � 号只有改善 仁述指标的作用
。

全题词 应激 心理学 下丘脑 遗传学 基因表达

精神状态
、

对外界刺激的反应性
。

�
�

�
�

� 分子生物学指标测定
�

检测大鼠下丘脑及胃粘

膜出现 ������� 表达的情况
。

�
�

� 指标检测方法及主要试剂仪器

�
�

�
�

� 引物合成
�

根据文献报道 门
�

合成引物的 �� 气

序列如下
�

��� 上游 �
‘
�

’

����入 、 七
一

�”��
’

入〔式丫 〔 ， 、
一

��� 匕
’

��� 下游 �
‘

��八八丫、��丁人�式
’

��� 、��
’

〔
’

丁� �
’

月一
����� 上游 �

产
������������八����八���

归一
��� ，� 下游 �

’
�八����八���八��八丁丁丁���

本研究以束缚水浸作心理应激源
，

模拟中医七情

不遂的病因
，

建立应激性溃疡大鼠病证结合模型
。

观察

大鼠下丘脑及 胃粘膜中 ������� 表达及中药复方

心身 �号的千预作用
口

初步阐明情志致病的分子机制

及中药干预的分子机理
�

� 材料与方法

�
�

� 药物制备
�

心身 �号片主要由陈皮 ��
，

褚石 ��
，

旋覆花 ��
�

丹 参 ���
�

清半夏 ��
，

赤芍 ���组成
，

每片

含生药 �� 由天津中医药研究院附属医院生产
。

批准

文号
�

四引津 ���药制齐�〔�川第 �一 �一 场 一 �号
。

研细
�

以 黛馏水配制成混悬液 ‘ �� ���
，

冷藏备用

�
�

� 动物 分组 及造模
�

健康 ���
��
大鼠 �� 只

，

雌雄

各半
�

体重 �几。 一 �了��� �由天津市劳研所提供 �
。

实验动

物常规饲养 �周
，

自由饮水摄食
。

�周后随机分为 �

组
，

即正常组
、

造模组和中药组
。

正常组和造模组大鼠

每 日用生理盐水灌胃
，

每次 。
�

�二�
，

每 日 �次
，

中药组

给子心身 �号混悬液每次 。
�

���
，

每日 �次 ‘用药量为

成人用药堡的 �。 倍�
，

共讨
一

�天
。

造模前 �天
，

各组动

物均禁食 抢 小时
，

自由饮水
。

造模方法
�

将各组大鼠四

肢绑扎
，

固定 于鼠板
，

浸入 �� �左右水槽中
，

水面深至

剑突部位
。

持续浸泡 �小时后
，

将大鼠取出
，

立即断头

处死
，

选取下丘脑
、

胃粘膜进行指标测定
。

�� � 观察指标

� �
�

� 动物一般状况
�
又见察动物束缚后的反应情况

、

基金项 日
�

夭津市 自然科学基金项 目����刘�����

� 天津中队学院 天津市南开区鞍山西道玉泉路 �� 号������� �

� 天津中医药研究院

收机 日期
�� �一 �‘ 一 ���修回 日期

��门。 �一 昭 一���

扩增长度 �������� 俘一
���，������ 由中�园协和

医科大学血液病研究所设计
，

上海生工生物公司合成
。

�
�

�
�

� 组织处理
�

将新鲜下丘脑
、

胃粘膜组织分别旋

入匀浆器中
，

加入 ����� 裂解液 �����溶液
，

迅速 匀

浆
，

取匀浆液置 于冷冻管中
，

一�� �
、

冰箱保存
。

�
�

�
�

� 总 ��� 提取
�

采用异硫氰酸呱法提取 下丘

脑
、

胃粘膜中总 ���
。

试剂由上海生工生物公司提供
。

�
�

�
�

� 逆 转 录过 程
�

取 ��川 ��� 样 品
，

加 入 �对

������
、
�拜����

、
�拼�����

、

�户����
、

�卜����、 、 ��
、

一 �卜����
泌

�
、

�拌�������一 ��
、

〕几 ���
’

水浴 �小日寸后
，

���水浴 �分钟 试剂由华美生物工程公司提供

�
�

�
�

� �� 一 ��� 扩增
�

以 俘一
。
���

�
作内对照

�

采网
� 一 竺�一�〔

、

�� ��丁�吧
����

川�几
‘

末端�标记引物 巾
、 一

增

条件为 洲 �变性 �分钟进入循环
�

每个循环 叫 仁变性

���
，

���退火 ���
，

��〔 延伸 ���
，

共计 ��个循环
，

最后

于 ���中延伸 ����
。

�
�

�
�

� ��� 扩增产物的凝胶电泳
�

将 �丁 ��� 打
一

增

产物 ��川和 �川染料加样 于 ���聚丙烯酸胺凝胶板
，

进行电泳
。

�
�

�
�

� 放射 自显影
�

采用 ����� ���� 一 ��
刁

激光光密

度计扫描 � 线底片
。

�
�

� 统计学方法
�

所有数据以 至士 �

表示
，

采用统计软

件 ���� �
�

�单因素方差分析和 �检验进行分析

� 结果
�

�

� 动物状态变化
�

在束缚初期
�

动物表现为强烈的

反抗
，

嘶叫
，

呼吸加快
�

约 �小时后
�

仍易激惹
，

但反扰

力明显降低
，

叫声减弱
，

呈抑郁状态
，

可 见腹部胀大
。

造

模过程中造模组大鼠死亡 �只
，

中药组死亡 � 只

�
�

� 琼脂糖电泳结果
�

采 用 �������� �作为标准品
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对照
，

片段长度范围为 ������
，
�����

，
�����

，
�����

，

�����
，
�����

，
�����

，
�����

，
����

。

电泳结果显示
�
���

扩增片段为 �����
，

�一
����� 扩增片断为 �����

。

���

片段在标准品 ���������之间
，

月一
����� 片段在 ���

片段之后
，

位于 ���一�����之间
。

�
�

� ������� 下丘脑
、

胃粘膜表达 比较
�

附表示
，

造模组
、

中药组与正常组 比较
，

下丘脑中 �������

表达量显著上升�尸��
�

���
。

中药组与造模组比较
，

下

丘脑
、

胃粘膜中 ������� 表达 量显 著 降低 �尸�

。
�

���
。

中药组胃粘膜中 �������表达量与正常组

比较 无 统 计 学 意 义 �� � �
�

���
。

从 表 中 可 看 出
，

������� 表达以下丘脑部位占优势
。

附表 下丘脑
、

胃粘膜 ������� 表达量变化比较 ‘ 士 ，�

组别 鼠数 下丘脑 胃粘膜

正常组 �� �
�

���士 �
�

��� �
�

���士�
�

���

造模组 �� ��
�

���士 �
。

���
’

�
�

���土 �
�

���
，

中药组 �� �
�

���士�
�

���
� △ �

�

���士�
�

���△

与正常组比较
， ， �� 。

�

�� �
与造模组比较

，△尸��
�

��

� 讨论

中医学认为
，

情志致病机理包括气机失调
、

损伤脏

腑
、

耗伤精血
、

神志异常四个方面
。

其中气机失调是普

遍存在的
，

始终贯穿于其他三种病机之中
，

多数情况下

处于主导地位
，

少数情况处于次要地位闭
。

经过多年理

论 与临床研究
，

课题组在继承传统认识基础上
，

提出气

机紊乱及 由此产生的病理产物窟血
、

热结
、

寒结
、

寒热

互结是情志致病共有的中医基本证候
，

我们将其称为
“

气机紊乱证
” 。

这里的气机紊乱以气滞
、

气逆为主
。

因

此提出研究情志致病应以基本病机气机紊乱为根本出

发点
，

根据所患病的不同系统
、

患者不同的体质和临床

证候可再做分型
，

即证候的分化���
。

该观点体现了中医

学
“
同病异治

，

异病同治
”
的理论

，

既有综合性
，

也为具

体病的辩证论治规定准绳
。

建立病证结合的情志致病动物模型
�

在情志致病

研究中
，

目前动物模型制作多采用药理和病理模型
，

忽

视了病证的结合
。

本实验从心身相关理论出发
，

结合心

理生理学方法
，

以束缚水浸的不 良刺激模拟
“
七情不

遂
”
的病因

，

以因定证
，

制造了
“

证
”
�气机紊乱证�和病

�应激性溃疡�相结合的动物模型
，

并通过中药干预反

证气机紊乱的存在
。

这种造模方法将情志致病共同机

理与具体疾病机理作为一个整体有机结合
，

体现中医

整体观和辨证论治特点
，

为研究
“
同病异治

，

异病同治
”

的理论提供重要方法
。

情志致病现代机理研究
�

现代实验研究证明
，

各种

应激都是经过外周神经和中枢神经 系统汇集到下丘

脑
，

引起下丘脑室旁核释放 ���
，

从而增强垂体一 肾

上腺皮质系统的活动闭
。

不良情志刺激导致气机紊乱

与下丘脑一垂体一肾上腺轴�����调节紊乱相关
。

本

实验证实不 良情志刺激可导致下丘脑 ������� 表

达增多
，
���增多可破坏 ��� 轴平衡

，

进而影响机体

正常生理活动最终导致疾病
。

因此
，

我们认为
。

在情志

致病过程中
，

激活 ��� 轴是情志疾病在神经一 内分

泌一免疫系统功能紊乱的重要环节
，

而且 ��� 轴的

激活是有其分子基础的
，

这个分子基础与 �������

表达增多有一定联系
。

在本次实验中
，

发现胃粘膜中亦

有 ������� 表达
，

但其表达总体趋势低于下丘脑
，

揭示情志致病以中枢变化占优势
，

至于 ������� 在

外周表达是否参与溃疡出现的机理有待进一步研究
。

心身 �号具有心身双调作用
，

以往实验证明其可

作用于中枢神经系统－下丘脑
，

有调节植物神经系

统和内分泌系统功能
、

改善内环境的作用��，�〕 。

本次研

究结果表明
，

心身 �号可抑制大鼠下丘脑 �������

表达
，

调节 ��� 轴平衡
，
又可对躯体疾病病变部位胃

粘膜起到保护作用
。

因此本实验初步证实了情志致病

的分子生物学基础
，

又从分子生物学角度证实了心身

�号对应激性溃疡的干扰作用
，

为研究中医药在基因

治疗领域的应用提供资料
。

但关于中医药在基因水平

的作用途径及相关机制尚待进一步研究
。
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