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［摘要］ 目的 探讨香砂六君子汤治疗功能性消化不良的可能作用机制。 方法 36 只雄性 SD大鼠随机分
为空白组、模型组、香砂六君子汤组，每组 12 只。模型组和香砂六君子汤组采用碘乙酰胺灌胃 +夹尾刺激
法制备功能性消化不良大鼠模型。香砂六君子汤组予香砂六君子汤 ( 浓度为 0. 7875 g /ml) 1 ml /100 g 灌胃，
空白组、模型组予等量生理盐水灌胃，每日 1 次。7 天后 HE染色观察大鼠胃组织形态; 检测大鼠胃敏感性;
qPCＲ法检测大鼠十二指肠中瞬时感受器电位香草酸受体亚型 1 ( TＲPV1) mＲNA 的含量; ELISA 法检测大
鼠十二指肠 5-羟色胺 ( 5-HT) 含量; 免疫荧光双标染色法检测大鼠十二指肠中 TＲPV1 蛋白和 5-HT 的表达
和分布。 结果 各组大鼠胃组织形态均正常。与空白组比较，模型组胃敏感性显著升高 ( P ＜ 0. 01) ，与模
型组比较，香砂六君子汤组胃敏感性降低 ( P ＜ 0. 01) ; 模型组大鼠十二指肠 5-HT含量、TＲPV1 mＲNA表达
较空白组显著升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，香砂六君子汤组大鼠十二指肠 5-HT含量、TＲPV1 mＲNA表
达明显下降 ( P ＜ 0. 01) ; TＲPV1 蛋白与 5-HT共表达于十二指肠，模型组 TＲPV1 蛋白和 5-HT表达较空白组
增多，而香砂六君子汤组表达较模型组减少。 结论 香砂六君子汤能下调功能性消化不良模型大鼠十二指
肠 TＲPV1 和 5-HT的表达水平，从而缓解胃高敏状态，可能是其治疗功能性消化不良的作用机制之一。
［关键词］功能性消化不良; 香砂六君子汤; 5-羟色胺; 瞬时感受器电位香草酸受体亚型 1; 胃敏感性

功能性消化不良 ( functional dyspepsia，FD)
是指具有餐后饱胀、早饱、上腹痛、上腹烧灼感症
状至少 1 项，经过常规临床评估排除相关器质性病
变的临床综合征

［1］。流行病学调查显示，本病全
球范围的发病率为 10% ～ 30%［2］，且有逐年上升
的趋势，严重影响患者的生活质量。近年来，随着
本病发病机制研究的逐渐深入，十二指肠在 FD 发
病机制中发挥的作用受到了越来越多的关注

［3］。
研究
［4］
显示，十二指肠结构和功能的异常会引起

其对酸、脂类、变应原等刺激的高敏感，肠神经丛
接受刺激信号，通过胃肠反射引起胃的高敏，进而

产生上腹痛、早饱等 FD相关症状。
有研究

［5-6］
提示，脾虚气滞是 FD 病机的关键，

健脾理气是 FD的核心治则。香砂六君子汤具有健
脾益气、理气和胃的功效。香砂六君子汤治疗 FD
临床疗效确切稳定，其作用机制可能与影响脑-肠

的神经传导，减轻 FD 内脏高敏状态有关［7 － 9］。目
前认为瞬时感受器电位香草酸受体亚型 1
(TＲPV1) 参与 FD 患者内脏高敏感状态的调
控
［10］，TＲPV1 表达上调或活化可导致包括 5-羟色
胺 (5-HT) 的多种局部感觉神经递质释放［11］，并
进一步激活下游神经，传导神经冲动，使内脏敏感

性升高，产生痛觉过敏
［12］。本研究旨在探究香砂

六君子汤对 FD 模型大鼠十二指肠 TＲPV1 水平及
5-HT表达的影响，揭示香砂六君子汤治疗 FD的可
能作用机制。

1 材料

1. 1 实验动物
36 只体重约 30 g 健康雄性 SD 大鼠，10 日龄，

SPF级，由北京维通利华实验动物技术有限公司提
供，实验动物使用许可证号: SYXK (京 2018-
0006)。动物饲养条件: 室温 20 ～ 26℃，日温差≤
4℃，相对湿度 40% ～ 70%，相通区域静压差≥
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10 Pa，IVC设备饲养，换气次数≥15 次，空气洁
净度 7 级，氨浓度≤14 mg /m3，噪声≤60 dB，动
物照度 15 ～ 20 lx，昼夜明暗交替时间 12 h /12 h，
所有动物均自由采食灭菌饲料、饮用灭菌水。
1. 2 实验药物
香砂六君子汤组成: 党参 15 g，麸炒白术

10 g，茯苓 10 g，炙甘草 5 g，砂仁 5 g，木香 10 g，
陈皮 10 g，法半夏 10 g，中药饮片及煎剂由首都
医科大学附属北京中医医院煎药室提供，采用人

与动物临床等效剂量，参照 《现代医学实验动物
学》［13］中动物给药剂量规范，制作含生药量为
0. 7875 g /ml的中药煎剂。
1. 3 主要试剂与仪器
碘乙酰胺 ( Sigma 公司，批号 I6125); 5-HT

ELISA 试 剂 盒 ( CUSABIO 公 司，批 号 CSB-
E08364r); TＲPV1 抗体 ( GeneTex 公司，批号
GTX54762); 5-HT 抗 体 ( Abcam 公 司，批 号
ab66047); 4' 6-二脒基-2-苯基吲哚 (DAPI) 染色
液 ( Zsbio 公司，批号 ZLI-9557 ); Triton X-100
(批号 T8200)、磷酸盐缓冲液 (PBS) 粉末 (批号
P1010)、4%组织细胞固定液 (批号 P1110)、蔗
糖 (批号 S8270)、苏木精伊红 (HE) 染色液 (批
号 G1120)、ＲNAwait (非冻型组织 ＲNA 保存液，
批号 SＲ0020 )、牛 血 清 白 蛋 白 ( BSA，批 号
A8020) 均为 Solarbio 公司产品; Trizol 总 ＲNA 提
取 试 剂 ( Invitrogen 公 司，批 号 15596026 );
GoTaqTM qPCＲ Master Mix ( 批 号 A6002 )、
GoScriptTM Ｒeverse Transcription System ( 批 号
A5000)，均为 Promega 公司产品; FITC 标记驴抗
山羊 IgG抗体 (批号 bs-0294D-FITC)、Cy5 标记的
驴抗兔 IgG 抗体 (批号 bs0295d-cy5)，均为 Bioss
公司产品; 异氟烷 (河北一品制药股份有限公司，

批号 H19980141); 戊巴比妥钠 ( Sigma 公司，批
号 P3761)。
多重实时荧光定量 PCＲ 仪 (CFX384 型，美国

Bio-Ｒad公司); 荧光显微镜 (BX53 型，日本奥林
巴斯公司); 冰冻切片机 (CM1950 型)、石蜡包埋
机 (EG1150 型)、全自动染色机 ( ST5020 型)，
均为德国 Leica公司产品; 低温离心机 (3K15 型，
德国 Sigma 公司); 超净台 (51029705 型，美国
Thermofisher公司); 冷冻高速离心机 (1-1SPK 型，
美国 Sartorius 公司); 电子恒压器 (Distender II
型，加拿大 G＆J Electronics 公司)，电生理记录仪
(PL3504 型，澳大利亚 AD Instrument公司)，匀浆

机 (98537 型，美国 Biospec公司)。

2 方法

2. 1 动物分组、造模及给药
36 只大鼠采用随机数字表法分为空白组、模
型组、香砂六君子汤组，每组 12 只。模型组和香
砂六君子汤组采用碘乙酰胺灌胃 +夹尾刺激法制备
FD大鼠模型［14 － 15］。模型组和香砂六君子汤组自
10 日龄起予 0. 1%的碘乙酰氨与 2%的蔗糖混合液
0. 2 ml灌胃，每日 1 次，持续 6 天。空白组予 2%
蔗糖溶液，0. 2 ml灌胃，每日 1 次，持续 6 天。灌
胃结束后，各组大鼠正常饲养至 7 周龄。7 周龄起
模型组和香砂六君子汤组进行夹尾刺激，两组大鼠

将每组 4 只大鼠同笼，用长海绵钳夹大鼠尾巴远端
1 /3 处，以不破皮为度，令其暴怒，寻衅与其他大
鼠撕打，以激怒全笼大鼠，每次连续不断地刺激

30 min，每 4 h 刺激 1 次，每日 3 次，连续刺激 7
天。随着打斗的加剧，大鼠可能被抓伤，为避免炎
症干扰，用 0. 15% 碘伏涂擦受伤部位控制感染。
自 8 周龄起，香砂六君子汤组给予香砂六君子汤煎
剂灌胃给药，灌胃量 1 ml /100 g 大鼠。空白组、模
型组分别给予等量生理盐水，均为每日 8 点准时灌
胃，每日 1 次，连续灌胃 7 天。模型组和香砂六君
子汤组在灌胃期间继续予以相应的夹尾刺激。实验
结束后各组大鼠分别采用随机数字表法分成 2 个亚
组，每个亚组 6 只，分别进行胃敏感性检测和组织
取材。
2. 2 观察指标及方法
2. 2. 1 胃敏感性测定 采用电子恒压器测定胃敏
感性
［16］。预先禁食 24 h。使用 2% 异氟烷以

600 ml /min流量持续 2 min 实施短暂麻醉，将连接
球囊 (最大体积 20 ml) 的聚乙烯管用石蜡油润滑
后，经口轻柔插入胃中，并以两根金属电极连接大

鼠两侧斜方肌，电子恒压器连接聚乙烯管，用以向

置于大鼠胃内的球囊施加压力，电生理记录仪连接

电极，用以记录肌肉活动。待大鼠苏醒后开始对球
囊施加梯度递增的压力，记录球囊体积变化及肌电

数据，以此反映大鼠胃敏感性。
2. 2. 2 HE染色观察胃组织形态 灌胃结束后预
先禁食 24 h。实验当天，予腹腔注射 2%戊巴比妥
钠 (1 ml /100 g) 麻醉后，取大鼠胃组织组织，置
于 4%多聚甲醛中固定，脱水、包埋、切片，厚度
8μm。用二甲苯溶液脱蜡，乙醇梯度水化，再依次
进行 HE染色液染色，经二甲苯透明后使用中性树
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胶封片，显微镜下观察拍照。
2. 2. 3 qPCＲ法检测十二指肠 TＲPV1 mＲNA 表达
剪取部分十二指肠，置于预冷的 ＲNA 保存液，
Trizol法提取大鼠十二指肠总 ＲNA，测定 ＲNA浓度
及纯度后，取相应的 ＲNA 在反转录酶催化下合成
cDNA，每个标本均进行 TＲPV1 mＲNA 和 β-actin
的 qPCＲ 检测。 qPCＲ 反应选用 Promega 公司
GoTaqTM qPCＲMaster Mix 定量扩增反应体系，反应
总体积为 20μl: 预 混 液 10μl，无核酸酶水
(Nuclease-FreeWater) 2μl，前后引物各 2μl，目的
cDNA 4μl。qPCＲ 反应条件: 1 ) 热启动激活:
95℃ 2 min，1 个循环; 2) 变性: 95℃ 15 s，60℃
1 min，40 个循环; 3) 60 ～ 95℃ 绘制熔点曲线。
每个样品重复 2 次，采用 2 － ΔΔCt法计算 TＲPV1 的
mＲNA表达水平，ΔΔCt = (Ct 待测组目的基因 －
Ct待测组内参基因) － (Ct 对照组目的基因 － Ct
对照组内参基因)。TＲPA1、β-actin 引物序列见表
1，由北京博迈德基因技术有限公司合成。

表 1 TＲPV1、β-actin基因引物序列

引物名称 引物序列 (5'to 3') 产物大小
(bp)

TＲPV1 上游 CACCTTGCTGTCACCCTGTT 181
下游 CGTTCTCCGTGGTGTTCCTT

β-actin 上游 ACTCTGTGTGGATTGGTGGC 155
下游 AGAAAGGGTGTAAAACGCAGC

注: TＲPV1，瞬时感受器电位香草酸受体亚型 1 基因

2. 2. 4 ELISA法检测十二指肠 5-HT含量 将大鼠
十二指肠组织迅速剪碎，加入 500μl 预冷的 PBS
溶液，置于匀浆机中进行组织研磨匀浆，使用低温

离心机进行离心: 温度 4℃，离心力 10000 g，离
心半径 8. 5 cm，转速: 10444 r /min，时间 10 min。
取上清液为待测样品，采用酶联免疫分析法，按照

试剂盒说明的各项步骤进行检测。根据酶标仪检测
得到样品的吸光值 (检测波长为 450 nm)，利用标
准曲线的二次方程式计算得出待检样品中 5-HT 的
浓度。
2. 2. 5 免疫荧光法检测十二指肠 TＲPV1 蛋白和
5-HT表达 剪取部分十二指肠，置于4%多聚甲醛

中固定 30 min，转移至 30%蔗糖脱水 48 h。使用
OCT包埋液将组织包埋，转移至 － 80℃冰箱使组
织完全冰冻后进行切片，厚度: 5 ～ 7μm。免疫组
化笔在冰冻切片上圈出组织范围，将 0. 3% Triton
X-100 溶液滴加在组织上，每个组织 100μl，室温
静置10 min，吸干液体，PBS清洗 5 min 3 次; 每个
组织滴加 100μl封闭液 (PBS + 0. 3% Triton X-100 +
5%BSA)，室温放置 1 h; 1% BSA 按比例配置抗
体: 一抗: 兔抗大鼠 TＲPV1 多克隆抗体 (1 ∶
200)、山羊抗大鼠 5-HT 多抗 (1 ∶ 400)，二抗:
FITC标记驴抗山羊 IgG抗体 (1 ∶ 100)、Cy5 标记
的驴抗兔 IgG 抗体 (1 ∶ 100 )，每个组织滴加
100μl，一抗 4℃孵育过夜，二抗室温避光孵育
1 h，之后每个组织滴加含 DAPI 的封片剂封片，尽
快荧光显微镜下观察拍照。
2. 3 统计学方法
采用 SPSS 22. 0 统计软件进行数据分析。计量

资料以 (珋x ± s) 表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 各组大鼠胃敏感性比较
表 2 示，在 20、40、60、80 mmHg 胃内球囊

压力刺激下，模型组大鼠胃敏感性指标均高于空白

组大鼠 (P ＜ 0. 01)，香砂六君子汤组大鼠胃敏感
性均明显低于模型组 (P ＜ 0. 01)。
3. 2 各组大鼠胃组织形态学结果
图 1 示，HE染色结果显示，干预结束时各组

大鼠胃组织均结构完整，形态清晰，细胞排列整

齐，无明显炎症反应表现。
3. 3 各组大鼠十二指肠 TＲPV1 mＲNA表达及 5-HT
含量比较

表 3示，与空白组比较，模型组十二指肠TＲPV1
mＲNA表达及 5-HT含量水平明显升高 (P ＜ 0. 01);
与模型组比较，香砂六君子汤组 TＲPV1 mＲNA表达
及 5-HT含量水平明显下降 (P ＜0. 01)。

表 2 各组大鼠不同胃内球囊压力刺激下胃敏感性比较 (%，珋x ± s)

组别 鼠数 20 mmHg 40 mmHg 60 mmHg 80 mmHg

空白组 6 1. 27 ± 0. 06 4. 27 ± 0. 44 4. 71 ± 0. 60 11. 38 ± 1. 86
模型组 6 2. 74 ± 0. 06* 9. 62 ± 0. 21* 11. 12 ± 1. 51* 24. 47 ± 1. 38*

香砂六君子汤组 6 2. 02 ± 0. 07△ 6. 55 ± 0. 64△ 6. 74 ± 0. 47△ 18. 58 ± 1. 17△

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01
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空白组 模型组 香砂六君子汤组

图 1 各组大鼠胃组织形态 (HE染色， × 10)

表 3 各组大鼠十二指肠 TＲPV1mＲNA及
5-HT含量比较 (珋x ± s)

组别 鼠数
TＲPV1 mＲNA
(2 － ΔΔCt)

5-HT (ng /ml)

空白组 6 0. 81 ± 0. 04 1. 28 ± 0. 01
模型组 6 1. 59 ± 0. 19* 262. 63 ± 10. 20*

香砂六君子汤组 6 1. 13 ± 0. 04△ 134. 20 ± 12. 36△

注: TＲPV1，瞬时感受器电位香草酸受体亚型 1; 5-HT，5-羟

色胺; 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01

3. 4 各组大鼠十二指肠 TＲPV1 蛋白、5-HT 表达
和分布

免疫荧光双标染色以同时观察 TＲPV1 蛋白和
5-HT的表达和分布。其中 TＲPV1 显示为 Cy5 标记
的红色荧光，5-HT 显示为 FITC 标记的绿色荧光，
细胞核显示为蓝色。结果显示，十二指肠可同时看
到红色荧光、绿色荧光和蓝色荧光，其中绿色荧光
聚集在十二指肠组织的部分上皮细胞内，而红色荧

光散在于十二指肠黏膜上皮、固有层和黏膜下层，
蓝色荧光均匀分布于固有层。在模型组中，红色、
绿色荧光对比空白组数量多、范围大; 而香砂六君
子汤组中，红色荧光和绿色荧光的数量和范围均减

少。这提示模型组 TＲPV1 蛋白和 5-HT表达量均增
多，而经香砂六君子汤治疗后其水平下调。

4 讨论

FD属于中医学 “胃痞”病范畴，其病位在
胃，主要涉及肝脾二脏，肝为发病的重要因素，脾

为发病的关键环节，脾虚气滞是本病的关键病机，

健脾理气是本病的核心治则
［5-7］。香砂六君子汤是

治疗脾虚气滞证的经典方。方中以党参益气健脾，
补中益胃为君; 白术健脾燥湿为臣; 佐以茯苓渗湿

健脾，陈皮、木香芳香醒脾、理气止痛，砂仁、半
夏芳香化湿; 以甘草为使，调和诸药。研究显示，
本方可明显缓解 FD患者上腹痛、餐后腹胀、早饱
等症状，上调 FD 大鼠脑和消化道中的神经肽水
平
［7 － 9］，这一机制可能与通过影响 “脑肠轴”的

神经信号传导，减轻 FD内脏高敏状态有关。
内脏高敏感存在于约 1 /3 的 FD患者中，是 FD

的重要病理机制之一，其与包括疼痛在内的严重上

腹部症状有关，胃组织对各种刺激的感觉阈值降

低，感受性增强，表现为对一定强度刺激的反应性

增高和 /或引起各种感觉的压力或容量阈值降
低
［17 － 19］。本研究证实，FD模型大鼠胃对球囊扩张
的刺激呈高敏感状态，对机械刺激感受阈值降低，

疼痛异常放大。
十二指肠的黏膜屏障受损、十二指肠黏膜低程

度炎症及十二指肠高敏在 FD 发生的病理生理过程
中起着非常重要的作用

［20 － 22］。十二指肠高敏感的
形成依赖于 TＲPV1 等化学感受器的信号接受、传
导作用，故 TＲPV1 是从内脏高敏机制入手治疗 FD
的潜在靶点

［23 － 26］。TＲPV1 在 FD 患者上消化道存
在广泛均匀的表达，且表达水平较健康人显著升

高
［27］。研究［28］显示，α2-肾上腺素受体激动剂右
旋美托咪啶可通过下调 TＲPV1 水平抑制内脏敏感
性发挥镇痛作用。在本研究中，香砂六君子可能通
过下调十二指肠 TＲPV1 的表达水平，产生与 α2-肾
上腺素受体激动剂右旋美托咪啶类似的作用。

5-HT是重要的外周神经递质，参与胃肠道接
受的多种物理、化学刺激的脑-肠神经传导［29 － 31］。
本研究结果显示，FD大鼠十二指肠 5-HT含量显著
增多，免疫荧光染色结果显示 TＲPV1 蛋白与 5-HT
在大鼠十二指肠共同表达，这可能提示 TＲPV1 与
5-HT共同参与了脑-肠间的信号传导，是 FD 内脏
高敏的关键因子。FD大鼠十二指肠黏膜 TＲPV1 过
表达，可能导致局部 5-HT 合成释放增多，从而引
发下游一系列内脏敏感性及胃肠动力相关通路的激

活。而香砂六君子汤组大鼠十二指肠 5-HT 含量降
低，荧光强度减弱，说明香砂六君子汤可以下调

FD大鼠十二指肠 5-HT的含量，提示香砂六君子汤
的疗效机制可能是通过下调 TＲPV1 在十二指肠的
表达水平，减少 5-HT的释放及其介导的脑-肠神经
传导通路的激活，由此缓解内脏高敏感。
本研究显示，FD 大鼠存在胃的高敏，而香砂

六君子汤可显著缓解其高敏状态，这一作用可能是

通过抑制十二指肠 TＲPV1 表达、下调局部 5-HT水
平，进而影响神经传导实现的。这不但为香砂六君
子汤治疗 FD的作用机制提供了证据支持，也提示
TＲPV1 可能成为治疗 FD的潜在靶点。本研究亦存
在不足，如未使用 TＲPV1 的拮抗剂处理，不能明
确验证 TＲPV1 与 5-HT存在相互作用; 十二指肠部
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位与胰腺相邻，取材时不能完全排除胰酶对组织的

影响。
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Effects of Xiangsha Liujunzi Decoction (香砂六君子汤) on Gastric Sensitivity and Expressions of 5-HT and
TＲPV1 in Duodenum of Functional Dyspepsia Model Ｒats
ZHAO Jingyi1，2，ZHAO Luqing2，ZHU Chunyang1，2，ZHANG Shengsheng2

1． Beijing University of Chinese Medicine，Beijing，100029; 2． Beijing Hospital of Traditional Chinese Medicine，Capital Medical
University

ABSTＲACT Objective To explore possible mechanism of Xiangsha Liujunzi Decoction (香砂六君子汤，XSLJZ) in
treating functional dyspepsia (FD) ． Methods A total of 36 male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divid-
ed into blank group，model group and XSLJZ group，with 12 rats in each group． The model group and the XSLJZ
group were administrated with iodoacetamide by gavage combined with tail clamping to establish FD rat models． The
XSLJZ group was given 1 ml /100 g (concentration of 0. 7875 g /ml) XSLJZ by gavage，while the blank group and the
model group were given equal volume of normal saline by gavage，once a day． After 7 days，gastric tissue morphology
was observed by HE staining，and rat's gastric sensitivity was detected． Transient receptor potential vanilloid type 1
(TＲPV1) mＲNA content in duodenum was detected by qPCＲ，and 5-hydroxytryptamine (5-HT) content in duode-
num was detected by ELISA． Immunofluorescent double labelled staining was applied to detect expressions and distri-
butions of TＲPV1 protein and 5-HT in duodenum． Ｒesults The gastric histomorphology in the 3 groups was nor-
mal． Compared with the blank group，the gastric sensitivity was significantly increased in the model group (P ＜
0. 01) ． Compared with the model group，the gastric sensitivity was decreased (P ＜ 0. 01) ． The expression of TＲPV1
mＲNA and the content of 5-HT in duodenum in the model group were significantly increased compared with the blank
group (P ＜ 0. 01) ． Compared with the model group，the expression of TＲPV1 mＲNA and the content of 5-HT in duo-
denum in the XSLJZ group were significantly decreased (P ＜ 0. 01) ． The TＲPVl protein were expressed in the duode-
num along with 5-HT，and the expressions of TＲPV1 protein and 5-HT in the model group were more than those in the
blank group，while the expression in the XSLJZ group were decreased compared with those in the model group．
Conclusion XSLJZ can reduce expression levels of duodenal TＲPV1 and 5-HT in FD rats to relieve gastric hypersen-
sitivity，which may be one of its mechanisms in treating FD．
Keywords functional dyspepsia; Xiangsha Liujunzi Decoction (香砂六君子汤) ; 5-hydroxytryptamine; transient re-
ceptor potential vanilloid type 1; gastric sensitivity
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