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［摘　要］　目的　探讨眼针疗法对腹泻型肠易激综合征（Ｄ－ＩＢＳ）的治疗作用及机制。 方法　将４０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为４
组，对照组、模型组、匹维溴铵组和眼针组，每组１０只。采用慢性应激结合束缚方法建立Ｄ－ＩＢＳ模型，眼针组采用眼针治疗，针

刺下焦区、大肠区、肝区、脾区；匹维溴铵组用匹维溴铵灌胃治疗，两组均治疗７天。ＨＥ染色观察结肠组织病理学变化；实时

定量ＰＣＲ测定结肠组织神经激肽１（ＮＫ１）的ｍＲＮＡ表达变化；免疫组化法测定结肠组织ＮＫ１的蛋白表达变化。 结果　各

组大鼠结肠组织病理学无差异。与对照组比较，模型组结肠组织中 ＮＫ１的 ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组

比较，眼针组结肠组织中ＮＫ１的ｍＲＮＡ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，匹维溴铵组结肠组织中 ＮＫ１的 ｍＲ－
ＮＡ表达水平无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＮＫ１免疫反应阳性细胞在结肠黏膜层、腺腔内、肌间神经丛、黏膜下神经丛等部位。

与对照组比较，模型组结肠组织中ＮＫ１的蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，眼针组和匹维溴铵组结肠组织

中ＮＫ１的蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。 结论　眼针能够降低Ｄ－ＩＢＳ模型大鼠结肠组织中ＮＫ１的表达，从而对Ｄ－ＩＢＳ
起到治疗作用。
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　　眼针疗法是我院已故老中医彭静山根据《黄帝
内经》“观眼察病”和《证治准绳》对眼的脏腑划分理

论，于１９７４年开创的一种独特的针刺疗法［１－２］。应
用于临床３０余年来，其在治疗胃肠道功能性疾病和

·８９３１· 中医杂志２０１１年８月第５２卷第１６期　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１１，Ｖｏｌ．５２，Ｎｏ．１６　　　　

DOI:10.13288/j.11-2166/r.2011.16.017



腹痛方面有显著疗效。前期研究表明眼针疗法能够
调节肠易激综合征（ＩＢＳ）模型大鼠血清和结肠中Ｐ
物质（ＳＰ）含量，从而对ＩＢＳ起到治疗作用［３］，针刺
眼周穴区能够调控相应脏腑的功能。为了进一步探
索眼针对脏腑功能的调控机制，本实验观察眼针对
腹泻型肠易激综合征（Ｄ－ＩＢＳ）模型大鼠结肠组织中

ＳＰ的受体———神经激肽１（ＮＫ１）表达的影响，进一
步从ＳＰ信号转导通路角度探索眼针对Ｄ－ＩＢＳ治疗
的作用机制。

１　材料与方法

１．１　药物、试剂和仪器
匹维溴胺片（法国苏威制药，批号：６１０９９４）；

Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、引物、琼脂糖等［宝生物工
程（大连）有限公司，批号：２０１００１０３０４］；兔抗大鼠

ＮＫ１抗体（美国ＡＤＬ公司）、ＳＡＢＣ试剂盒和ＤＡＢ
等（武汉博士德生物工程有限公司）。

ＷＤ－９４１３Ｂ凝胶成像分析仪，北京市六一仪器
厂生产；ＲＭ２２３５型手动石蜡切片机、ＥＧ１１５０Ｃ型
包埋机、ＨＩ１２２０型烘片机均为德国 Ｌｅｉｃａ提供；

ＢＸ５１型反射荧光显微镜，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司生产。

１．２　动物分组、模型建立及治疗

ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只，北京维通利华
实验动物技术有限公司提供，实验动物许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２００７－０００１，体重（２２０±２０）ｇ。采用随
机数字表法分为对照组、模型组、匹维溴铵组、眼针
组，每组１０只。分笼饲养，标准颗粒饲料喂养７天
以适应实验室环境。
除对照组外，其余３０只大鼠采用慢性应激结合

束缚方法建立Ｄ－ＩＢＳ模型。参考Ｋａｔｚ等［４］的方法，
在１８天中大鼠随机循环接受６种不同的应激刺激，
包括：①冷水游泳（１４℃，５ｍｉｎ）；②夹尾（１８０ｓ）；③禁
水（２４ｈ）；④禁食（２４ｈ）；⑤电击（电压为３０Ｖ，电击

５ｓ，间歇５ｓ，共１２０ｓ）；⑥高温（温箱４０℃，３０ｍｉｎ）；每
天随机接受１种刺激，１８天内平均每种刺激３次。
同时参考 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［５］的方法，每天给予３０％水合
氯醛（３ｍｌ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，用胶带束缚前肩、前
上肢及胸部，限制其搔抓头面部，束缚时间１ｈ。
观察大鼠一般状态、结肠组织病理学、结肠转运

功能和肠道敏感性等的变化对模型进行评价，３０只
大鼠均造模成功。眼针组给予眼针治疗，每１２ｈ治
疗１次，每日治疗２次，针刺７天。眼针取穴及刺
法：用３１号１３ｍｍ针灸针（苏州医疗用品厂有限公
司，批号：２０１００６），于大鼠眶周２ｍｍ处针刺，定位

参照人体取穴方法，取下焦区、大肠区、肝区、脾区针
刺。手法：平刺，进针３ｍｍ，留针２０ｍｉｎ。匹维溴铵
组给予匹维溴胺治疗７天，采用医用蒸馏水将匹维
溴铵配制成１ｍｇ／ｍｌ混悬液，实验剂量按照实验动
物研究“等效剂量”的计算方法，每天１５ｍｇ／ｋｇ，分
两次灌胃给药。在眼针组治疗期间，对照组和模型
组大鼠固定四肢于大鼠固定板上２０ｍｉｎ，不做任何
治疗处理。

１．３　体重和一般状态观察
于造模前后和实验结束时分别进行体重测量，

造模过程中每日在刺激进行时，观察大鼠是否有出
躲避、畏惧、嘶叫、激惹及轻度好斗倾向；观察排便次
数、颗粒数及性状改变。

１．４　结肠组织病理学测定
采血后麻醉，打开腹腔取出大鼠结肠下段，用

４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，常规石蜡切片脱蜡，采
用 ＨＥ染色，光镜下观察结肠组织病理学变化。

１．５　结肠组织ＮＫ１的ｍＲＮＡ表达水平测定
采用Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 方法测定 ＮＫ１基因的

ｍＲＮＡ进行相对表达量分析。利用 ＲＮＡｉｓｏ（ｔｍ）

Ｐｌｕｓ进行总ＲＮＡ的提取，用ＤＮａｓｅＩ处理、精制后，

利用ＳＹＢＲ（ｒ）Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ（ｔｍ）ＲＴ－ＰＣＲ　Ｋｉｔ采用

ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ荧光染料嵌合法，以 Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ反
转录获得的ｃＤＮＡ 作为标准品，分别对管家基因

Ａｃｔｂ和目的基因ＮＫ１制作标准曲线。采用双标准
曲线法进行结果分析，利用标准曲线分别对各样品
管家基因和目的基因进行定量，通过管家基因的校
正，对各样品目的基因相对表达量进行分析。引物
序列见表１。

表１　实时定量ＰＣＲ的引物序列

引物 序列
扩增片

段（ｂｐ）

Ａｃｔｂ－Ｆ　 ５＇－ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ－３＇ １７１
Ａｃｔｂ－Ｒ　 ５＇－ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ－３＇
ＮＫ１－Ｆ　 ５＇－ＡＴＧＣＣＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＧＴＧＴＧ－３＇ １３３
ＮＫ１－Ｒ　 ５＇－ＣＡＧＴＧＴＡＣＧＣＧＴＡＧＣＣＧＡＴＣＡ－３＇

１．６　结肠组织ＮＫ１的蛋白表达水平测定
利用多聚赖氨酸进行防脱片处理，切片常规脱

蜡。３％Ｈ２Ｏ２ 灭活内源性酶，蒸馏水洗３次。热修
复抗原，冷却后ＰＢＳ洗涤１～２次。滴加５％ＢＳＡ
封闭液，室温２０ｍｉｎ。滴加适当稀释的一抗（１∶
１００），４℃过夜。ＰＢＳ洗２ｍｉｎ×３次。滴加生物素
化山羊抗小鼠ＩｇＧ，２０～３７℃孵育２０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗
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５ｍｉｎ×２ 次。滴加试剂 ＳＡＢＣ，在室温下孵育

３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４次。ＤＡＢ显色，室温显
色，镜下控制反应时间。蒸馏水洗涤。苏木素轻度
复染，脱水，透明，封片。显微镜观察，拍照。采用

ＢＩ２０００医学图像分析系统进行图像分析，选取２００
倍图像，观察结肠黏膜固有层和肌层，细胞质呈棕黄
色为ＳＰ阳性表达细胞，每张切片随机选取３～５个
高倍视野测定平均光密度值，平均光密度值代表阳
性表达参数，平均光密度值越大，阳性表达越强。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行数据处理，结果

以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多样本均数的比较采
用方差分析，组间比较采用ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　各组大鼠不同时间体重和一般状态比较
表２示，实验第１天各组大鼠体重无显著差异。

与对照组比较，实验第１８天，其他各组大鼠体重显
著降低（Ｐ＜０．０１）；与对照组比较，实验第２５天，模
型组大鼠体重显著降低（Ｐ＜０．０１），与模型组比较，
眼针组、匹维溴铵组体重显著升高（Ｐ＜０．０１）。造
模过程中每日在刺激进行时，大鼠表现烦躁，畏惧和
嘶叫，随着造模天数增多，大鼠逐渐出现激惹及好斗
倾向。排便次数逐渐增多、便质变稀，刺激时便不成
形。眼针治疗后，大鼠的排便次数明显减少，便质逐
渐恢复正常。

表２　各组大鼠实验不同时间体重比较（ｇ，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 第１ｄ 第１８ｄ 第２５ｄ

对照组 １０　２３７．２４±１３．７８　３６１．０４±３０．０４　 ３７８．３６±３３．５４
模型组 １０　２３６．６４±１１．３４　３０４．８３±１８．０３＊ ３０８．７３±２２．２９＊

眼针组 １０　２３８．９６±８．９０　３０３．５４±２４．７７＊ ３２７．９１±２４．７０＃

匹维溴铵组１０　２３６．８８±１０．２８　２９９．２９±１７．７８＊＊３２８．３５±１９．４４＃

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０１

２．２　各组大鼠结肠组织病理学变化
各组大鼠结肠组织结构完整，均未见充血、水

肿、溃疡；黏膜、黏膜下层、肌层及浆膜层结构清析；
结肠黏膜上皮完好，细胞与腺体排列规则，上皮内可
见大量杯状细胞，黏膜和肌层无弥漫性炎症细胞浸
润等病理组织学改变。

２．３　各组大鼠结肠组织中 ＮＫ１的 ｍＲＮＡ相对表
达量比较

表３示，模型组大鼠结肠组织中 ＮＫ１的 ｍＲ－
ＮＡ显著升高，与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；眼针组大鼠结肠组织中ＮＫ１的ｍＲＮＡ

显著降低，与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。匹维溴铵组结肠组织中ＮＫ１的 ｍＲＮＡ相
对表达量和模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

２．４　各组大鼠结肠组织中ＮＫ１的平均光密度值比
较

表３示，模型组结肠组织中ＮＫ１的平均光密度
值显著升高，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；眼针组结肠组织中 ＮＫ１平均光密度值显著
降低，与模型组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

表３　各组大鼠结肠组织中ＮＫ１的ｍＲＮＡ相对表达量

　　及平均光密度值比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ｍＲＮＡ相对表达量 平均光密度值

对照组 １０　 １．０６±０．２４＊＊ ０．２０±０．０３＊

模型组 １０　 ２．２７±０．６２　 ０．２９±０．０４
眼针组 １０　 １．１２±０．５０＊＊ ０．２１±０．０３＊

匹维溴铵组 １０　 ２．０２±０．３９　 ０．２３±０．０１＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

３　讨论
为了进一步探索眼针是如何作用于内脏及其调

整胃肠道功能的机制，本课题组提出“眼周八区十三
穴络脑通脏腑”，并认为五脏六腑之精华皆注于目，
脏腑功能气血盛衰均与眼穴相关联，眼针刺激外周
相关穴位，能够启动靶器官神经递质、细胞因子等释
放和分泌，启动其靶细胞内的信号转导通路，从而调
控局部血运与代谢、改善其功能效应，达到治疗效
果。为此本课题组从ＳＰ信号转导通路的变化入手
来探索眼针的作用机制。
近年来随着神经胃肠病学研究的深入，逐渐认

识到中枢神经系统和肠神经丛功能失调，导致的脑

－肠轴功能异常可能是Ｄ－ＩＢＳ患者对各种应激反
应增强和内脏敏感性增加的主要原因。脑肠肽在调
节脑－肠轴功能方面具有重要作用。ＳＰ是最早发
现的一种脑肠肽，属于速激肽家族。ＳＰ能神经纤维
主要分布在肠壁肌层［６］，在环形肌和纵形肌层和黏
膜本身都含有大量ＳＰ神经纤维［７］。Ｌｉｊｆｆｌｅｒ等［８］研
究表明，ＳＰ可能参与了分泌运动反射，ＳＰ可以刺激
小肠和结肠分泌水和电解质。董文珠等［９］研究表
明，ＩＢＳ患者肠黏膜ＳＰ免疫反应阳性纤维表达显著
增强。说明ＳＰ作为兴奋性神经递质，在消化道的
运动和分泌中起着重要作用，能够加速胃肠蠕动，促
进胃肠道平滑肌收缩和胃肠道运动，加强结肠的集
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团推进运动，导致患者排便次数增多。同时ＳＰ在

ＩＢＳ的应激、肠道感染、内脏敏感性增高及与之相关
的神经免疫内分泌调控机制中均有重要作用。神经
激肽受体有３种：ＮＫ１、ＮＫ２、ＮＫ３，其中ＳＰ与受体

ＮＫ１的结合力最强，又将 ＮＫ１受体特称为ＳＰ受
体，因此，ＳＰ及其ＮＫ１受体在神经内分泌免疫网络
的信息传递过程中可能具有重要作用。Ｔｏｕｇｈ
等［１０］研究表明ＳＰ通过激活 ＮＫ１受体和 ＮＫ２受
体，刺激直肠黏膜的离子交换与ＩＢＳ的发生相关。
研究表明给大鼠注射Ｐ物质的受体拮抗剂，能够改
变大鼠结肠、直肠的运动和排便情况，如 Ｏｋａｎｏ
等［１１］用选择性 ＮＫ１受体拮抗剂 ＴＡＫ－６３７注射大
鼠后抑制了粪便的排出，认为 ＴＡＫ－６３７将在ＩＢＳ
的治疗中发挥作用，Ｐ物质受体的拮抗剂可能起到
治疗和预防ＩＢＳ的作用。因此从ＳＰ的信号转导通
路入手，将能够进一步揭示ＩＢＳ的发生机制。

中医学认为ＩＢＳ的病位在大肠，但也与肝脾密
切相关，肝郁脾虚是本病的基本病机之一。本实验
采用慢性应激结合急性束缚的方法建立了由精神应

激引起的ＩＢＳ大鼠模型，中医辨证属于肝郁脾虚型，
因此本实验以整体观念为理论基础，以辨证论治为
治疗原则，结合眼针选穴方法，确定疏肝健脾为治疗
法则，选取下焦区、大肠区、肝区、脾区为治疗腧穴，
共奏调理脏腑、平衡阴阳之效。结果表明，眼针治疗
之后能够降低ＩＢＳ模型大鼠血清和结肠组织中ＳＰ
的含量，降低结肠组织ＮＫ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达，
说明眼针能够调控ＳＰ的受体ＮＫ１的转录和翻译，

从而调控ＳＰ信号转导通路，改善了脑－肠轴功能
的异常，对ＩＢＳ起到了治疗作用。进一步说明眼针
刺激外周相关穴位，启动了靶器官的ＳＰ等神经递
质的释放和分泌，调控ＳＰ受体的表达水平，从而调
控了结肠的运动与代谢功能、改善其功能效应。说
明调控ＳＰ信号转导通路，改善神经和内分泌功能，
调控脑－肠轴功能可能是眼针调控脏腑功能的作用
途径之一，为“眼周八区十三穴络脑通脏腑”提供了
实验依据。
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欢迎邮购《动物本草》
《动物本草》是由杨仓良主任医师主编的我国第一部动物药本草

专著，出版后受到著名医药学家、动物药学专家姜凤梧、谢海洲、谢宗

万、邓明鲁等的一致好评（见《新中医》２００２年２期，２００４年９期，

２００６年１０期的书评）。专家认为本书有：“体例设计新颖，品种收录

齐全，辨析药物名实，突出临床应用，提练古籍精华，广集今贤经验，

提示不良反应，防止中毒损害”的特点，是一部有较高学术价值的

好书。

《动物本草》是作者继《毒药本草》（曾３次获奖重印４次）、《毒剧

中药古今用》（曾２次获奖重印３次）等书后的又一力作。《动物本

草》１２８元，《毒药本草》８８元，《现代中医内科临床疗评价与进展》４５

元，《华佗神医秘方》１０元。凡邮寄一套者可获赠《名医与名方》等相

关资料。汇款请寄：银川市金凤区满城南街２０号宁夏秦杨疑难病研

究院赵伟收，邮政编码：７５００１１，电话：１３０１４２７８７６５（需要相关内容介

绍者可通过手机发短信索取即可免费赠阅）。
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