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实 验 研 究

利血平致蒙古沙土鼠脾虚模型感染

幽门螺杆菌的实验研究

杨 俊
，
王亚 东

�

何剑平
’
李 俊

，
指导 喻方 亭

�

摘要 目的
�

探讨脾虚在幽门螺杆菌 ����感染所致慢性胃炎

中与 ��感染及 胃粘膜炎症程度的关系
。

方法
�

采用国际标准

菌株 ��� 灌喂利血平致脾虚沙土 鼠
，

建立脾虚沙土 鼠感染 ��

动物模型
，

检测 胃粘膜 ��定植量
、

炎症程度
，

并与脾虚沙土 鼠

组
、

感染 ��沙土 鼠组及正常沙土 鼠组对照
。

结果
�

脾虚沙土鼠

感染 �� 后 胃粘膜 ���含量 ��
�

��土 �
�

�丁” ������和 ����活性

��
�

��土 。
，

��� ����较 正常组均 显 著升高 ��� �� �� �
，

胃粘膜

�� 的定植量也显著增加
，

炎症程度随之加重 �尸� 。
�

����脾虚

沙 土 鼠 胃粘 膜 ���含量 ��
�

��士 �
�

��拜���乍 �和 ���� 活 性

��
�

��士 。
�

�������较正常组均显著升高�尸��
�

�� �
，

炎症程度

无显著加重
。

结论
�

利血平所致脾虚沙土 鼠胃枯膜 �� 定植量

及炎症程度均有显著增加
，

提示脾胃虚弱可能是 ��感染的病

理基础
。

主厄词 脾虚 螺杆菌感染 利血平 疾病模型 �动物

目前已一致认为
，

幽门螺杆菌 ����是慢性活动性

胃炎的病原菌
，

是活动性溃疡的重要致病因子
，

是 胃粘

膜相关淋巴组织淋 巴瘤 ����� 淋 巴瘤 �的重要致病

因子
，

同时可能是胃癌的协同致病因子
�

与功能性消化

不 良的关系有待明确川
。

中医学者已作了大量 ��感

染的临床疗效观察及中药单复方对 ��的体外抑菌试

验�
�〕 ，

因而建立实用且符合中医证型的 ��感染动力

模型
，

凭借病证结合的整体动物模型来阐明 ��感染

的致病特点及中医药治疗机制尤为重要
。

我们通过建

立脾虚 ��感染蒙古沙土 鼠动物模型
，

试图验证脾虚

在 ��感染所致慢性胃炎中与 ��感染及 胃粘膜炎症

程度的关系
，

为进一步研究中医药治疗 ��感染相关

性 胃病的机制提供一种手段
。

� 材料与方法

�
�

� 动 物
�

无 特 殊 病 原 菌 �����蒙 古 沙 土 鼠

��
�������� ������

，

�����
�����只

，
�周龄

，

雌雄各半
，

体重 ��一 ���
，

购 自中国科学院上海生物制品研究所

� 第一军氏 大学附属珠江 医院 中氏科
�

�
’ 一

东省广州市 �二业大道

中 ���号 ��������

� 第一军医大学南方医院全军消化内科研究所

� 第一军医大学中医 系临床基础教研室

收稿 日期
��。 。�一 。 �一 ����修 回 日期

��。 。 �一 �。 一���

实验动物中心
。

�
�

� 药物及试剂
�

利血平注射液 �������上海 医科

大学红旗制药厂生产
，

批号 ��������尿素酶试剂由第

一军医大学南方医院全军消化内科研究所提供
�
硝酸

还原酶法一氧化氮测定试剂盒
、

一氧化氮合酶测定试

剂盒及双缩脉法蛋白定量试剂盒均为南京建成生物工

程研究 所产 品 �批 号 分别 为 ��������
、

�������� 和

���������
。

�
�

� 主要仪器
�
��

一

���型紫外可见光分光光度计为

上海第三分析仪器厂产品
。

� 方法

�
�

� ��菌株及培养
�

本实验所用的 ��菌株来 自澳

大利亚 � ��� 教授实验室
，

由第一军医大学南方医院

全 军消化 内科研究所 免 费提 供 国际标 准 菌株 ���

������� ������ ��
，

该 菌株 含有 细 胞 毒素相 关 基 因

����������������
��������

，�����和空泡形成毒素基 因

��������‘��� ����� ����
，�����

。

采用空肠弯曲菌凉脂

培养基培养
，

添加 ��脱纤维 冻融 羊血 及万 古霉 素

������
� 、

两性毒素 � ������
� 、

多粘菌素 � ���� ���
一 、

抗菌增效剂 �����
� 。

在一定湿度
、

微需氧 ‘�� �
� �

�鲜

��
� ，

��� � �
����条件下孵育 ���进行增菌培养

�

��

的鉴定包括菌落形态
、

尿素酶试验
、

涂片观察等
。

�
�

� 动物造模及分组
�

所有动物置于第一军医大学中

药新药研究重点实验室饲养
，

条件符合清洁级动勿饲

养要求
。

适应饲养 �天后
，

随机分成正常组
、

脾虚组
、

��感染组及脾虚 ��感染组 �各 �只�
。

脾虚 ��感染

组川用利血平 以 �
�

���
·

��一 ’ ·

�
一 ’
皮下注射

，

连续 �

天
，

第 �天沙土 鼠开始 出现精神倦怠
、

徽动
、

拱背
、

眼

眯
、

大便搪
、

食量减少
、

消瘦等一系列脾虚症状
，

至第 �

天脾虚造模成功 �然后再将 ��增菌后用 ������ 市氏

肉汤调制成感染菌液
，

浓度为 �� ��
’������

，
�����

内用胃管注人禁食 ��� 的沙土 鼠胃内
， 。

�

�����
� ，

挨后

再禁食 ��
，

接种连续 �天
。

接种前 ����� 用 胃管灌喂

���乙醇 �
�

���
，

后 �天不禁食
。

��感染组用生里盐

水以 �� ���
·

��一 ’ ·

�
’
皮下注射连续 �天

，

第 �天脾

虚 ��感染组给予 ��菌液
，

正常组在同样条件下只
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�

���
·

����
�

����
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

予以生理盐水皮下注射及布氏肉汤灌喂
，

脾虚组 同样

条件下 只予以布氏肉汤灌喂
，

在所有动物处死前 �天

用利血平以 �� ���
·

��
一 ‘ ·

�
一 ‘
皮下注射

，

连续 �天
。

�� � 观察指标及方法

�
�

�
�

� 快速尿素酶试验
�

最后一次接种 ���周后 以

脊椎脱臼法处死所有动物
，

处死前 ���断食水
。

处死后

正中开腹取出全胃
，

沿胃大弯切开
，

用冰生理盐水轻轻

漂洗掉 胃内残留物
，

暴露 胃粘膜
，

肉眼观察 胃粘膜大体

改变
。

�� 孔板每孔加人尿素酶试剂 。
�

���
，

刮取少许 胃

粘膜组织放人尿素酶试剂中
，

试剂溶液颜色由黄变为

红或紫红色为阳性
。

�
�

�
�

� 胃粘膜 ��感染及慢性炎症分级丈
�

沿 胃的纵

轴切取 ��� 只 ���� 大小组织条块
，

经 ��写甲醛常规

固定 ���后
，

石蜡包埋
，

制成 �一 �产� 的连续切片
，

苏

木精 一伊红 ����染色观察组织病理学改变
，

甲苯胺蓝

染色用 于 ��判定
。

胃粘膜 ��感染及慢性炎症分级

判定标准以 胃腔上皮表面和腺腔内 �� 的定植量进行

�� 感染的诊断与分级
�
�一 �为腺腔表面及腺体 内均

无 ��
，
�� �为腺腔 表面有 少量 ��

、

腺体 内无 ��
，

��干�为腺腔表面有多少不等 ��
、

腺体 内有少量散在

��
�

�拼 �为腺腔表面有多少不等 ��
、

腺体内有多量聚

集成团的 ���以上皮和 固有膜 内淋巴细胞浸润 的量

进行 胃粘膜炎症的分级
�
�一 �为固有膜有少量淋 巴细

胞 而腺上皮内无淋 巴细胞
�

�� �为固有膜及腺上皮 内

均有少量淋巴细胞
，

��十�为固有膜有多量淋巴细胞
、

腺

上皮内也有散在多量淋巴细胞
。

�抖 �为固有膜有多量

淋巴细胞
，

腺上皮内有聚集成团淋巴细胞
。

�
�

�
�

� 一氧化氮 ����和一氧化氮合酶 �����测定
�

剩余 胃组织用钝刀 片刮取 胃粘膜组织
，

称重后加人冰

生理盐水
，

在玻璃匀浆器中充分研磨后制成 ���胃粘

膜组织匀浆
，

将 胃粘膜组织匀浆 以 �。 。 。 一 ����� ����

离心 巧 分钟
�

取上清液测 �� 和 ���
。

�� 的检测使

用硝酸还原酶法一氧化氮测定试剂盒
，

���检测使用

一氧化氮合酶测定试剂盒
，

组织血浆蛋白的测定使用

双缩眼法蛋白定量试剂盒
。

指标检测的操作步骤严格

按说明书进行
�

根据公式计算 �� 及 ���活性
。

�
�

� 统计学 方法
�

用 ������
�

� ��� ����
���

统计软

件进行数据处理
，

均数的比较用方差分析
，

率的比较用

万 检验
�

等级资料的 比较用多个独立样本非参数检验

�� ����������� ������� �����
，

� 结果

�
�

� 胃粘膜的快速尿素酶试验结果
�

各组模型动物在

处 死 时 胃粘膜 尿素酶试验 阳性 例数为正 常组 �例

���
�

���
、

脾 虚 组 � 例 �����
、

�� 感 染 组 � 例

���
�

���
、

脾虚 �� 感染组 �例 ������
。

结果显示
，

��感染组和脾虚 ��感染组较正常组和脾虚组的 胃

粘 膜 快 速 尿 素 酶试 验 阳性 率有 显 著性 增 高 �� �

�
�

���
，

较脾虚组的胃粘膜快速尿素酶试验阳性率有显

著性增高�尸��
�

���
。

而 ��感染组与脾虚 ��感染

组
、

正常组与脾虚组的胃粘膜快速尿素酶试验阳性率

差异均无显著性 �尸� 。
�

���
。

�
�

� ��定植量 的变化
�

甲苯胺蓝染色可清楚显示

��
，

高倍镜下可见 ��呈杆状
、

弯曲或逗点状
，

多位于

粘液层表面
，

可侵入至 胃腺窝深部
。

各组模型动物在处

死时 胃粘膜 �� 定植量分级的变化为
�

正常组与脾虚

组 �一 �均 �例
��� 感染组 �� 巧 例

、

�� � ��例
、

�十

十 � �� 例
�
脾虚 �� 感染组 �� ��例

、

�� ��� 例
、

�斗

�十 �� 例
。

结果显示脾虚 ��感染组与其他各组的胃

粘膜 �� 定植量 比较均有显著性增加�尸� 。
�

������

感染组的胃粘膜 �� 定植量较正常组和脾虚组 比较均

有显著性增加 ��� �
�

����而正常组与脾虚组的 胃粘

膜 ��定植量无显著性差异 ����
�

���
。

�
�

� 胃粘膜炎症程度变化
�

沙土鼠感染幽门螺杆菌后

�周胃粘膜组织学改变表现为胃粘膜上皮细胞
、

腺窝

上皮细胞及固有层中可见以淋巴细胞浸润为主的慢性

炎症改变
。

各组模型动物在处死时胃粘膜炎症分级的

变化为
�

正常组 �一 ��例
�

脾虚组 �一 ��例
、

�� �� 例
�

��感染组 �一 �� 例
、
�� �� 例

、

��初 �例
�
脾虚 �� 感

染组 �� �� 例
、

�����例 结果显示脾虚 ��感染组与

其他各组 的 胃粘膜炎症 分级 比较均有极显 著性增加

�尸� 。
�

������ 感染组的胃粘膜炎症分级较正常组和

脾虚组 比较均有 显著性增加 �尸� 。
�

����而脾虚组 的

胃枯膜炎症分级较正常组 比较有增加
，

但差异无显著
，

胜����
�

���
。

�
�

� 各组模 型动物 胃粘膜 �� 含量和 ��� 活性 比

较
�

各组模型动物胃粘膜 �� 含量及 ���活性结果见

附表 结果显 示
，

脾虚组 沙 土 鼠胃粘膜 �� 含 量和

���活性较其他各组均有显著降低 ��� �
�

������

感染组沙土鼠胃粘膜 �� 含量和 ���活性较正常组

虽有增高
，

但无统计学意义 ��� �
�

�� ��脾虚 ��感染

组沙土鼠胃粘膜 �� 含量和 ���� 活性较正常组
、

脾虚

组均有显著性差异 �尸��
�

���
，

较 ��感染组差异有显

著性 ��� 。
�

���

� 讨论

�� 是一种感染率极高的病原菌
，

稳定 的病证结

合动物模型的建立对 ��感染中医发病机制及中医临

床治疗的研究有重要意义
。

蒙古沙土鼠具有以下三个

特点
�
���萦古沙土 鼠自然患胃炎的概率极小

。

������
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附衰 各组动物胃粘膜 �� 和 ���结果比较�牙士
��

组 别 鼠数 ��印�
����� ���������

正常组 � �
�

��士 �
�

�� �
�

��士 �
�

��

脾虚组 � �
�

��士 �
�

��△ �
�

��士 。 、

��凸

��感染组 � �
�

��士�
�

��
’

�
�

��士 � ��
’

脾虚 ��感染组 � �
�

��士 �
�

��△二 �
�

��士 �
�

��△二

与正常组比较
，△尸� 。 �

�� �
与脾虚组 比较

， ， �� �
�

��
�
与 ��感染

组 比较
，

�尸��
�

��

研究发现���
，

约 ��的蒙古沙土鼠发生 自然 胃炎
，

未发

现有 �� 自然感染的现象川
。

���蒙古沙土鼠感染 ��

后 胃内定植 的菌量 一 般 可 达 �。℃�� ，

虽 比悉 尼 株

����� 感染的 �����
一

��小鼠 胃内定植 的菌量 ���“
一

��了��� �少
，

但组织学变化却更典型
，

与人类感染 ��

后的组织学表现更相似
，

可发生萎缩
、

溃疡
、

肠化生和

胃癌
，

且可供检查的胃体积比小鼠大
。

���蒙古沙土鼠

的寿命比小鼠长
，

适合长期观察
。

这些特点证明
，

蒙古

沙土鼠比其它啮齿类动物更适合作为研究 ��感染的

动物模型
。

近年来用其建立 的 ��感染动物模型倍受

重视
，

且用蒙古沙土 鼠建立 的 ��感染模型基本符合

����年在瑞士洛桑制定的 ��感染模型标准川
�
�” 胃

粘膜上看到 ��定植
，

在 胃窦及 胃体粘膜引起类似于

人 的组织学变化 ���� 每 克 胃粘膜组织 有 一 定数量

������可看到 ��与胃粘膜粘附
������感染长期持

续存在
����用体外有一定次数继代培养的稳定 �� 菌

株
，

仍能在动物体内定植
。

模型动物注射利血平后造成副交感神经功能相对

或绝对亢进
，

同时又引起腹泻而耗气
，

从而出现中医脾

虚证的各种主要证候
，

造成脾虚膜型川
一

在脾虚证模型

规范化研究中发现
一 ’ ‘忆 ，

脾虚证模型 主要 是 以苦寒泻

下
、

耗气破气
、

限量营养
、

劳倦过度
、

利血平五大类为中

心
、

其中利血平脾虚证模型在发表文献量及引用率方

面均居第三位
。

我们通过预试验确定了 。
�

������
、

持

续 �天的利血平造模剂量
，

既成功地造成实验动物迅

速出现脾虚症状
，

又使动物不至于死亡
。

预试验结果显

示
，

当利血平总剂量达到 �
�

������ 时可致动物半数

死亡
。

通 过 大量 �� 相 关性 胃病 的 中 医 临床观察 发

现，’ 〕 ，

随着年龄的增加和病程的延长
，
��相关性 胃病

患者中脾 胃虚弱证型的比率有逐渐增加的趋势
。

�� 是人体内广泛存在的一种重要信使分子
，

它

是由 ���催化 �
一

精氨酸后生成
。

���主要 由结构型

一氧化氮合酶�
�����和诱导型一氧化氮合酶 ������

组成
。

通常生理状态下
，

胃粘膜血管内皮细胞和神经细

胞持续稳定 的表达
����

，

产生少量的 �� 调节 胃粘

膜循环和粘液分泌
，

具有保护 胃粘膜 的功能 �而在感

染
、

炎症等病理刺激时
，

胃粘膜内中性粒细胞和单核巨

噬细胞浸润
，
����在细胞因子与 白介素 〔��一

�
、

�
洲

��
、

肿瘤坏死因子等作用时活化
，

产生大量 ��
，

此时过量

生成的 ��可直接引起细胞毒作用或通过与氧 自由基

氧化生成毒性更大的过氧硝基阴离子和轻 自由基
，

导

致细胞膜脂质过氧化损伤
，

并可通过 �� 的尿素酶及

其水解产物氨
、

��的 ���
、 ���� 和

����
蛋白及 ���基

因等凋亡相关基因的共同作用
，

活化抑制细胞增殖的

因子
，

造成 ��� 损伤
，

因此而诱导胃上皮细胞发生凋

亡口�二
。

实验中脾虚沙土鼠胃粘膜 �� 含量和 ���� 活

性显著降低
，

而脾虚沙土 鼠感染 �� 后 胃粘膜 ��� 含

量和 ����活性显著升高
，

胃粘膜 �� 的定植量也 显著

增加
，

炎症程度随之加重
，

提示脾虚在 ��感染发病机

制中的作用可能是首先导致具有正常保护 胃粘膜功能

的 �� 含量和 ���活性显著下降
，

从而使胃粘膜抵御

��侵袭 的能力显著下降 �随着 �� 感染的加重
，

��

可能通过 ��� 等因子的放大作用
，

促进 机体 巨 噬细

胞
、

胃粘膜上皮细胞等 ����表达增加
，

进而持续大量

产生 ��
，

造成胃粘膜损伤
，

并导致 ��� 的损伤和畸

变
，

从而引发 胃炎
、

溃疡
、

癌变等病变
。
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