
中医杂志 2022年 2月第 63卷第 3期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2022，Vol. 63，No. 3

活血通降方对反流性食管炎模型大鼠食管动力、血清
炎症因子及食管下括约肌SCF/c-kit信号通路的影响
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［摘要］ 目的 探讨活血通降方治疗反流性食管炎的可能作用机制。方法 将 60只大鼠随机分为空白组、

模型组及活血通降方低、高剂量组，每组 15只。除空白组外，其余各组均采用改良部分贲门肌切开术+外置

幽门部分结扎术制备反流性食管炎模型大鼠。造模成功后当天开始给药，活血通降方低、高剂量组给药量分

别为3. 68、7. 35 g /（kg·d），空白组和模型组给予生理盐水5 ml灌胃，均连续14天。检测食管下括约肌平均

肌张力变化率和平均振幅变化率、胃重量及胃排空率。HE染色观察大鼠食管组织病理形态学变化，并进行

食管黏膜病理评分；测定血清中炎症因子白细胞介素 8（IL-8） 和肿瘤坏死因子α（TNF-α） 浓度；免疫荧光

法测定 Cajal间质细胞 （ICCs） 数量；免疫印记法检测食管下括约肌中酪氨酸激酶受体 （c-kit）、干细胞因子

（SCF）、亮氨酸拉链和不育-α基序激酶 （ZAK） 和磷酸化细胞外信号调节激酶 （p-ERK） 表达。结果 与空

白组比较，模型组食管下括约肌平均肌张力变化率和平均振幅变化率、胃排空率、ICCs阳性细胞数、c-kit和
SCF表达均降低，胃重量、食管黏膜损伤病理评分、IL-8和 TNF-α浓度、ZAK和 p-ERK表达均升高 （P＜
0. 05或P＜0. 01）。与模型组相比，活血通降方高剂量组食管下括约肌平均肌张力变化率和平均振幅变化率

升高 （P＜0. 01），活血通降方低、高剂量组胃排空率、ICCs阳性细胞数、c-kit和 SCF表达均升高，胃重量、

食管黏膜病理评分、IL-8和TNF-α浓度、ZAK和 p-ERK表达均降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。。活血通降方高剂

量组食管下括约肌平均肌张力变化率、平均振幅变化率、ICCs阳性细胞数均高于活血通降方低剂量组 （P＜
0. 05或P＜0. 01）。结论 活血通降方可能通过降低食管下括约肌中ZAK表达，抑制 p-ERK表达，一方面激

活 SCF/c-kit信号通路，促进食管及胃动力；另一方面降低血清中 IL-8和TNF-α浓度改善食管下括约肌黏膜炎

症，从而治疗反流性食管炎，且以高剂量效果更好。

［关键词］ 反流性食管炎；活血通降方；食管下括约肌；SCF/c-kit信号通路；炎症因子；食管动力；Cajal间
质细胞

反流性食管炎 （reflux esophagitis，RE） 是指

胃内容物反流进入食管引起的食管黏膜炎性病变。

RE是一种机制复杂的疾病，其中食管下括约肌动

力障碍被认为是胃液反流进入食管引起炎症从而导

致疾病发生的关键因素［1-2］。细胞外信号调节激酶

（ERK） 作为丝裂原活化蛋白激酶 （MAPK） 信号

通路中调节炎症反应的重要通路［3］，不仅可以调控

炎症反应，还可以调控干细胞因子（SCF） /酪氨酸

激酶受体（c-kit）信号通路［4-6］，该通路与胃肠道

运动密切相关［7］。

活血通降方是本课题组总结出的治疗RE有效

方剂。前期研究［8-11］发现，活血通降方具有抑制

p38MAPK/核因子 κB（NF-κB） 炎症信号通路、减

少炎症因子的产生、缓解食管黏膜炎症的作用，并

可增加食管炎患者食管下括约肌压力，增强胃排空

运动。本实验通过观察活血通降方对食管动力及食

管炎症相关指标的影响，旨在探讨活血通降方治疗

RE的可能作用机制。本研究经中国医学科学院放

射医学研究所实验动物伦理委员会批准（批件号：

IRM-DWLL-2015223）。
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1 材料与方法

1. 1 动物

SPF级健康雄性Wistar大鼠 60只，体重 250～
280 g，由北京维通利华动物实验有限责任公司提

供，实验动物合格证号：SCXK（京） 2016-0006。
大鼠饲养于中国医学科学院放射医学研究所 SPF级
动物房，恒温 25 ℃左右，湿度 （50±5）%，光照

和黑暗各12 h交替进行，自由进食标准颗粒饲料及

饮水。

1. 2 药物及制备

活血通降方组成：白及 30 g，丹参 30 g，香附

15 g，枳壳 15 g，姜半夏 10 g，旋覆花 30 g。所有

饮片购自天津市中药饮片厂有限公司。提取中药有

效部位，制成生药含量为 1. 47 g/ml的水混悬液，

于4 ℃冰箱保存。

1. 3 主要试剂与仪器

Krebs 溶 液 的 主 要 组 成 ： 氯 化 钾 （批 号

10016308）、氯化镁 （批号 10012817）、磷酸二氢

钠 （批号 20040717）、氯化钙 （批号 20011160）、

葡 萄 糖 （批 号 63005518）、 氯 化 钠 （批 号

10019308）、碳酸氢钠（批号 1018960）、酚红（批

号 143-74-8），国药集团化学试剂有限公司；三氯

乙酸（批号R000216），罗恩公司；氢氧化钠（批

号 1310-73-2），过氧化氢（批号 7722-84-1），默克

公司；c-kit（批号 AF6153），美国 AffinitY公司；

Alexa Fluor 594（批号 bs-0294P-AF594），北京博奥

森生物技术有限公司；增强型化学发光试剂（批号

36208ES60），翌圣生物公司；二喹啉甲酸（BCA）
蛋白分析试剂盒（批号BL521A），安徽Biosharp公
司；荧光染料 4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚 （DAPI）
（批号C0065），北京索莱宝科技有限公司；亮氨酸

拉链和不育-α基序激酶（ZAK，批号 14945-1-AP）、

磷酸化细胞外信号调节激酶（p-ERK，批号 28733-

1-AP）、SCF（批号 26582-1-AP），美国 Proteintech
公司；苏木精 （批号：H8070），北京赛因坦科技

有 限 公 司 ； 白 细 胞 介 素 8 （IL-8）（批 号 MM-

0175R2），索罗门生物科技公司；肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）（批号 SBJ-R0040），南京森贝伽生物科技

有限公司。

TOBS180型离体组织浴槽系统，北京金工鸿

泰 科技有公司；MLT0201型机械张力换能器、

PL3508 型 PowerLab 生理记录仪，澳大利亚 AD
Instruments公司；3500型离心机，日本KUBOTA公

司；H2050R型离心机，湘仪公司； DM4000B型光

学显微镜，德国 LEICA公司；UV1800型紫外分光

度计，日本岛津公司；ST36型酶标仪，上海科华

生物工程股份有限公司；1645050型电泳仪，美国

Bio-Rad公司。

1. 4 模型制备

参照文献［12］采用改良部分贲门肌切开术+
外置幽门部分结扎术制备RE动物模型。大鼠造模

前24 h禁食不禁水，采用贲门肌切开，将直径4 mm
的金属棒放置大鼠幽门处外侧，将金属棒连同幽门

一起结扎，后将金属棒取出。术后大鼠可饮糖盐

水，禁食 24 h后，先予半量（15 g/d）颗粒饲料喂

养 3天，而后全量（30 g/d）喂养 4天。饲养 7天后，

大鼠存活且组织学具有RE表现［13］即为造模成功。

1. 5 动物分组及给药

将 60只大鼠按照随机数字表法分为空白组、

模型组和活血通降方低、高剂量组，每组 15只。

造模成功后当天开始给药，空白组和模型组均给予

生理盐水5 ml灌胃。活血通降方低、高剂量组分别

给予活血通降方 3. 68、7. 35 g/（kg·d）灌胃，其中

低剂量为人与大鼠的等效剂量，即成人每日每千克

体重用药量的 6. 17倍［14］。各组均早晚各灌胃 1次，

连续14天。

1. 6 观察指标与方法

按照随机数字表法每组取10只大鼠，最后1次
灌胃后禁食不禁水 24 h，抽血后每只大鼠予 2 ml酚
红溶液（50 mg/dl）灌胃，30 min后颈椎脱臼处死，

迅速开腹，取出整段食管，于盛有 4 ℃预冷Krebs
液的培养皿中横向剪下食管下括约肌，宽度约

8 mm，纵向剪开，制成 3 mm×8 mm的肌条。结扎

贲门和幽门，迅速取出整个胃进行称重。取剩余大

鼠每组 5只，取食管下括约肌组织，用于免疫荧光

实验、免疫印记实验和病理检测。

1. 6. 1 食管下括约肌平滑肌收缩情况 肌条制成

后立即纵向悬挂在盛有 10 ml Krebs溶液（37 ℃）的

浴槽中，并以每分钟60～90个气泡的速度予95% O2
和 5% CO2的混合气体。肌条的下端固定在浴槽下

部通气侧弯钩上，上端连接于张力换能器。调节张

力换能器旋钮，给予张力换能器 0. 6 g前负荷，每

15 min换 1次Krebs液，待肌条稳定 60 min后加入

1 ml 500 mmol/L的KCl溶液，用PowerLab生理记录

仪记录肌条收缩，用LabChart数据处理分析系统进

行分析。记录平衡后 3 min内的平均肌张力和平均

振幅，以加入KCl之前为基础值，加入KCl之后为
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效应值，计算公式为：变化率=（效应值-基础

值） /基础值×100％。

1. 6. 2 胃重量及胃排空率 将胃沿胃大弯剪开，

用生理盐水冲洗胃内容物，定容至 20 ml，再加入

20 ml氢氧化钠溶液（0. 5 mol/L）并搅拌均匀，静

置 1 h后取 5 ml上清液，加入 0. 5 ml三氯乙酸溶液

（20％），以 4 ℃ 、3000 r/min 离心 10 min，离心半

径为 20 cm，取上清液用紫外分光光度计在 560 nm
波长下测定吸光度（OD）。另取 2 ml酚红溶液，依

次加入 18 ml生理盐水、20 ml氢氧化钠溶液、4 ml
三氯乙酸溶液搅拌均匀，以同样的方法测定 OD，
为标准酚红OD。胃排空率计算公式为：胃排空率=
（1-实测酚红OD／标准酚红OD） ×100％。

1. 6. 3 免疫荧光观察 ICCs阳性细胞数 取 3 cm食

管下括约肌组织固定于 4%多聚甲醛溶液中 48 h，
进行脱水、包埋、切片，再烤片 3 h。制备好的白

片经脱蜡至水后，用磷酸盐缓冲盐水（PBS）清洗

标本 3次，每次 5 min。经抗原修复 20 min后，放

至室温，PBS清洗标本 3次，每次 5 min。滴加过氧

化氢 50 μl，反应 20 min后， PBS清洗标本 3次，

每次 5 min。然后在室温下用正常山羊血清封闭

30 min，与大鼠一抗 （c-kit，1∶200稀释）在 4 ℃
下孵育过夜，再用 PBS清洗 3次，每次 5 min，用

二抗 （Alexa Fluor 594） 在避光湿盒中孵育 1 h，
PBS中漂洗 3次，每次 5 min，切片用DAPI染料染

色，PBS洗涤 3次，每次 5 min，封片。每组制作 5
个 c-kit免疫荧光染色片，每个 c-kit切片在荧光显

微镜下随机选择 8个视野（×400倍），统计 ICCs阳
性细胞数。

1. 6. 4 免疫印记法测定食管下括约肌中 c-kit，
SCF、ZAK、p-ERK蛋白表达 取食管下括约肌组

织50 mg，在含有蛋白酶抑制剂的RIPA缓冲液中通

过机械破碎混匀。在冰上孵育30 min后，裂解产物

在 4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，离心半径 10 cm。
用BCA蛋白分析试剂盒测定上清液中的蛋白质含量。

用缓冲液稀释后，将裂解物加热至 95 ℃，10 min。
根据分子量的不同，用 8%～10%SDS-PAGE电泳分

离，后转移到聚偏氟乙烯 （PVDF） 膜上，在 5%
脱脂奶酚中封闭2 h，与4 ℃一抗（c-kit，SCF，ZAK、
p-ERK） 孵育过夜。用 TBST摇动洗膜 3次，每次

5 min，去除残留一抗，用二抗孵育1. 5 h，TBST摇
动洗膜 3次，每次 5 min，去除残留二抗，并用

增强型化学发光试剂对蛋白进行可视化。使用

ImageJ v1. 48软件对条带强度进行半定量分析。

1. 6. 5 食管组织病理学观察 取 1 cm食管下括约

肌组织，放入甲醛中浸泡固定，用石蜡包埋并切

片，用苏木精染色，并在光学显微镜下观察，并进

行食管黏膜损伤病理评分［13］。根据食管组织有无

鳞状上皮增生、黏膜固有层乳头延伸、上皮细胞层

内炎性细胞浸润、黏膜糜烂、溃疡形成、Barrett食
管改变分为轻度（1分）、中度（2分）、重度（3分）。

1. 6. 6 血清炎症因子浓度 每只大鼠抽取腹主动

脉血约3～5 ml，立即灌入EDTA-2钠抗凝耦合剂中，

静置30 min后，以4 ℃、3000 r/min离心20 min，离

心半径为 20 cm，取上层血清，放入-80 ℃冰箱中

备用。根据ELISA试剂盒说明书进行实验，在酶标

仪上以450 nm波长测定OD值，画出标准曲线，并根

据标准曲线计算大鼠血清中炎症因子 IL-8、TNF-α
的浓度。

1. 7 统计学方法

使用 SPSS 20. 0软件进行统计分析。计量资料

采用均值±标准差（x̄±s）表示。满足正态分布且方

差齐时，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。不满足正态分布或方差不

齐时，采用 Kruskal-Wallis检验。为 P＜0. 05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠食管下括约肌平滑肌收缩情况比较

表 1示，与空白组比较，模型组、活血通降方

低剂量组大鼠食管下括约肌平均肌张力变化率、平

均振幅变化率均降低（P＜0. 01）；与模型组比较，

活血通降方高剂量组食管下括约肌平均肌张力变化

率、平均振幅变化率均升高 （P＜0. 01），且活血

通降方高剂量组平均肌张力变化率和平均振幅变化

率均高于活血通降方低剂量组 （P＜0. 05或 P＜
0. 01）。

2. 2 各组大鼠胃重量、胃排空率比较

表 2示，与空白组比较，模型组及活血通降方

低剂量组胃重量均增加（P＜0. 05或P＜0. 01），模

表1 各组大鼠食管下括约肌平均肌张力变化率和

平均振幅变化率比较 （%，x̄±s）
组别

空白组

模型组

活血通降方低剂量组

活血通降方高剂量组

鼠数

10
10
10
10

平均肌张力变化率

25. 78±4. 19
9. 95±3. 44a）
12. 97±2. 39a）
24. 36±2. 77b） c）

平均振幅变化率

48. 89±4. 04
18. 52±2. 18a）
24. 41±5. 07a）
44. 65±4. 83b）ｄ）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 01；c）与活血通降方低剂量组比较，P＜0. 05；ｄ）与活血通

降方低剂量组比较，P＜0. 01。
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型组胃排空率降低 （P＜0. 01）；与模型组比较，

活血通降方低、高剂量组胃重量均降低，胃排空率

升高（P＜0. 05或P＜0. 01），但活血通降方低、高

剂量组间胃重量和胃排空率比较差异无统计学意义

（P＞0. 05）。

2. 3 各组大鼠食管下括约肌中 c-kit、SCF、ZAK、

p-ERK蛋白表达比较

表 3示，与空白组比较，模型组、活血通降方

低剂量组 c-kit表达量降低，ZAK、p-ERK表达量升

高 ， 模 型 组 SCF 表 达 量 降 低 （P＜0. 05 或 P＜
0. 01）；与模型组比较，活血通降方低、高剂量组

c-kit、SCF表达量均升高，ZAK、p-ERK表达量降

低（P＜0. 05或P＜0. 01）；活血通降方低、高剂量

组各指标差异均无统计学意义 （P＞0. 05）。各组

大鼠食管下括约肌中 c-kit、SCF、ZAK、p-ERK蛋

白电泳图见图1。
2. 4 各组大鼠食管下括约肌中 ICCs阳性细胞数及

食管组织病理评分比较

表 4示，与空白组比较，模型组、活血通降方

低剂量组 ICCs阳性细胞数均降低（P＜0. 05或P＜
0. 01）；与模型组比较，活血通降方低、高剂量组

ICCs阳性细胞数均升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01），

且活血通降方高剂量组 ICCs阳性细胞数多于活血

通降方低剂量组 （P＜0. 05）。与空白组比较，模

型组、活血通降方低剂量组食管黏膜损伤病理评分

升高（P＜0. 05或P＜0. 01）；与模型组比较，活血

通降方低、高剂量组食管黏膜损伤病理评分降低

（P＜0. 05或 P＜0. 01），而活血通降方低、高剂量

组间差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 5 各组大鼠食管组织HE染色结果

图 2示（彩图请扫描本文二维码获取），空白

组大鼠食管组织有极少有鳞状上皮增生，细胞排列

整齐，层次清晰，仅在上皮层可见极少量散在炎性

细胞。模型组有大量鳞状上皮增生，乳头延伸明

显，上皮层可见大量炎性细胞浸润。活血通降方低

剂量组有少量鳞状上皮增生，乳头延伸范围缩小，

上皮层可见少量炎性细胞浸润。活血通降方高剂量

组黏膜上皮损伤修复，细胞排列较为整齐，有少量

鳞状上皮增生，乳头延伸范围进一步缩小，上皮层

仅可见少量散在炎性细胞。

2. 6 各组大鼠血清 IL-8、TNF-α浓度比较

表 5示，与空白组比较，模型组血清 IL-8浓度

注：c-kit，酪氨酸激酶受体；SCF，干细胞因子；

ZAK，亮氨酸拉链和不育-α基序激酶；p-ERK，磷酸化

细胞外信号调节激酶；a，空白组；b，模型组；c，活

血通降方低剂量组；d， 活血通降方高剂量组。

图1 各组大鼠食管下括约肌中 c-kit、SCF、
ZAK、p-ERK蛋白电泳图

表2 各组大鼠胃重量和胃排空率比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

活血通降方低剂量组

活血通降方高剂量组

鼠数

10
10
10
10

胃重量/g
4. 30±0. 48
6. 18±0. 43a）
5. 32±0. 44b） c）

4. 60±0. 39c）

胃排空率/%
50. 87±7. 30
30. 58±5. 22a）
42. 46±3. 57c）
51. 09±4. 08d）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与空白组比较，P＜

0. 05； c） 与模型组比较，P＜0. 05；ｄ） 与模型组比较，P＜

0. 01。

表3 各组大鼠食管下括约肌中 c-kit、SCF、ZAK、p-ERK蛋白表达比较 （/GAPDH，x̄±s）
组别

空白组

模型组

活血通降方低剂量组

活血通降方高剂量组

鼠数

5
5
5
5

c-kit
0. 53±0. 01
0. 35±0. 02a）
0. 44±0. 04b） c）

0. 50±0. 05c）

SCF
0. 71±0. 10
0. 46±0. 04b）
0. 61±0. 04c）
0. 68±0. 08c）

ZAK
0. 63±0. 05
0. 85±0. 05b）
0. 75±0. 06b） c）

0. 69±0. 07c）

p-ERK
0. 68±0. 09
1. 16±0. 11a）
0. 87±0. 04b） c）

0. 72±0. 07d）
注：c-kit，酪氨酸激酶受体；SCF，干细胞因子；ZAK，亮氨酸拉链和不育-α基序激酶；p-ERK，磷酸化细胞外信号调节激酶。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与空白组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 05；ｄ）与模型组比较，P＜0. 01。

表4 各组大鼠食管下括约肌中 ICCs阳性细胞数

及食管黏膜损伤病理评分比较 （x̄±s）
组别

空白组

模型组

活血通降方低剂量组

活血通降方高剂量组

鼠数

5
5
5
5

ICCs阳性细胞

数/个
24. 60±3. 05
11. 40±1. 82a）
17. 20±1. 92b） c）

22. 20±1. 92d） e）

病理评分/分
0
2. 29±0. 49a）
1. 14±0. 69b） c）

0. 57±0. 53d）
注：ICCs，Cajal间质细胞。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与空白组比较，P＜0. 05；
c） 与模型组比较，P＜0. 05；ｄ） 与模型组比较，P＜0. 01；e）
与活血通降方低剂量组比较，P＜0. 05。
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升高，模型组和活血通降方低剂量组血清中TNF-α
浓度升高（P＜0. 05或 P＜0. 01）；与模型组比较，

活血通降方低、高剂量组 IL-8、TNF-α浓度均降低

（P＜0. 05），活血通降方低、高剂量组 IL-8、TNF-α
浓度差异均无统计学意义（P＞0. 05）。

3 讨论

RE在中医学中属于“吐酸”“吞酸”“食管瘅”

“嘈杂”等范畴，其基本病机为胃失和降、胃气上

逆，气郁、气逆、湿阻、血瘀是重要的病理基础。

肝郁失疏致气滞血瘀，或疾病日久，气病及血，因

虚致瘀。活血通降方中君药白及，味苦涩，苦能降

泄，降逆止呕，涩主收敛，消肿生肌，可黏附于食

管，减轻其充血水肿，主入肝、胃、肺三经，为止

血生肌之要药。臣药丹参，性微寒，祛瘀生新而不

伤正，活血止痛。香附芳香辛散，善疏肝之气滞，

为疏肝解郁、行气止痛之要药；枳壳味苦，消积化

痰，行气宽中，主散胸膈痰滞；姜半夏辛温燥湿，

主入肺、胃二经，可化痰散结，降逆和胃，为止呕

之要药；旋覆花苦降辛开，下气消痰，降逆止呃；

以上四药共为佐使。全方配伍可疏肝理气、降逆和

胃、活血生肌、消肿止痛，使瘀血去而病自愈。

RE是以食管下括约肌功能障碍为主的胃食管

动力障碍性疾病。ICCs是食管下括约肌收缩活动

的基础，是胃食管中周期性自发除极并产生起搏电

位的起搏细胞，几乎所有消化道动力障碍都会出现

ICCs的损伤和/或丢失［15-16］。ICCs主要集中在胃食

管连接处，ICCs减少是食管下括约肌压力降低和

食管远端动力减弱的重要原因［17］。几乎所有的

ICCs都可以特异性表达 c-kit受体，因此 c-kit是
ICCs的特异性标记物［18］。SCF是由平滑肌细胞和

神经元产生的一种干细胞因子，是 c-kit的天然配

体。两者的特异性结合可以激活 SCF/c-kit信号通

路，从而维持 ICCs的正常发育、成熟和表型［4］。

本研究结果显示，与空白组相比，模型组食管下括

约肌平均肌张力变化率、平均振幅变化率、c-kit、
SCF表达及 ICCs阳性细胞数均降低；活血通降方高

剂量组以上指标均有所升高。此外，对大鼠胃动力

进行观察发现，与空白组相比，模型组胃重量增

加，胃排空率降低，活血通降方低、高剂量组胃重

量减少，胃排空率增加。推测活血通降方可以通过

激活SCF/c-kit信号通路，调节胃食管动力，且以高

浓度效果更好。

RE是一种与免疫炎症相关的疾病，是由于胃

液反流刺激食管上皮细胞分泌趋化因子，从而吸引

炎症细胞，促进炎症反应［19］。研究证实，IL-8及
TNF-α是RE中的关键促炎细胞因子，可诱导RE的

发生［20］。本研究结果显示，与空白组相比，模型

组存在食管病理组织损伤，且血清中促炎细胞因子

IL-8、TNF-α浓度增加，活血通降方低、高剂量组

病理组织损伤修复，病理评分降低，且 IL-8、TNF-α
浓度降低，推测活血通降方可以通过降低促炎细胞

因子 IL-8、TNF-α浓度减轻食管炎症，且以高浓度

效果更好。

ZAK是一种丝裂原活化蛋白激酶激酶激酶，位

于丝裂原活化蛋白激酶 （MAPK） 信号通路的上

游，它的过表达可以激活多条 MAPK信号通路，

ERK即是其中一条［21］，当胃酸和胆汁反流增多时，

会促进 ERK磷酸化［22-23］。研究表明，ERK信号通

路的激活可以诱导 IL-8和TNF-α的产生，促进炎症

反应［24-27］。此外，ERK还可以通过调节 SCF表达从

注：箭头所指为乳头延伸及炎性细胞。

图2 各组大鼠食管组织病理图（HE染色，×400）

表5 各组大鼠血清 IL-8、TNF-α浓度比较（pg/ml，x̄±s）
组别

空白组

模型组

活血通降方低剂量组

活血通降方高剂量组

鼠数

10
10
10
10

IL-8
26. 05±3. 72
43. 21±6. 05a）
32. 76±3. 50c）
29. 51±3. 95c）

TNF-α
105. 10±10. 35
138. 10±7. 92a）
123. 10±4. 78b） c）

110. 30±8. 67c）
注：IL-8：白细胞介素8；TNF-α：肿瘤坏死因子α。
a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与空白组比较，P＜0. 05；

c）与模型组比较，P＜0. 05。
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而调控 SCF/c-kit信号通路，影响 ICCs活性，参与

食管和胃肠运动［4-7］。本研究结果显示，与空白组

相比，模型组ZAK、p-ERK表达升高，活血通降方

低、高剂量组ZAK、p-ERK表达降低，推测活血通

降方可以抑制 ZAK表达，从而调控 ERK磷酸化，

不仅可以激活SCF/c-kit信号通路，还可以降低血清

中 IL-8和TNF-α浓度，最终调节食管动力及缓解黏

膜炎症。

综上所述，我们推测活血通降方可能通过促进

食管、胃动力和改善食管下括约肌黏膜炎症发挥治

疗反流性食管炎的作用，其机制可能与降低食管下

括约肌中 ZAK表达，抑制 ERK磷酸化，激活 SCF/
c-kit信号通路和降低血清中 IL-8和 TNF-α浓度有

关，且以高浓度效果更好。但本实验并未直接验证

活血通降方与 ZAK间具体的调控关系，下一步将运

用 ZAK相关抑制剂，通过细胞实验进一步阐明活血

通降方通过调控ZAK，进而影响下游信号通路，发挥

治疗反流性食管炎的可能作用机制。
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Effects of Huoxue Tongjiang Decoction （活血通降方） on Esophageal Motility， Serum Inflammatory Factors
and Lower Esophageal Sphincter SCF/c-kit Signaling Pathway Reflux Esophagitis Model Rats
LIU Yan1，TANG Yanping2，LIU Lei2，LI Peicai2，LIU Xi2，LIU Siyu1，HAO Xuwen2，YANG Lei2

1. Graduate School， Tianjin University of Traditional Chinese Medicine， Tianjin， 301617；2. Tianjin Nankai Hospital
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Huoxue Tongjiang Decoction（活血通降方，HTD）
in the treatment of reflux esophagitis（RE）. Methods Sixty rats were randomly divided into blank group，model
group，low dose HTD group（L-HTD）and high dose HTD group（H-HTD）group，with 15 rats in each group. Except
for the blank group，the rats were given modified partial cardia myotomy and external partial partial pylorus ligation to
develop the model of RE. HTD with a dose of 3. 68 g /（kg·d）and 7. 35 g /（kg·d）were administered in the L-HTD
and H-HTD group，respectively，while 5 ml normal saline was given by gavage to both the blank group and the model
group since the day when the model was successfully developed. All the administrations lasted for 14 consecutive
days. The change rate of the average muscle tone and the average amplitudes of lower esophageal sphincter（LES），
the stomach weight and the gastric emptying rate were measured. HE staining was used to observe the histopathologi⁃
cal changes of the esophagus tissue，and the pathological score of esophageal mucosa was evaluated. The concentra⁃
tions of the inflammatory factor interleukin 8（IL-8）and tumor necrosis factor α（TNF-α）in serum were measured.
The number of interstitial cells of Cajal（ICCs）was detected by immunofluorescence，and the expressions of tyrosine
kinase receptor（c-kit），stem cell factor（SCF），leucine zipper and sterile alpha motif containing kinase（ZAK）and
phosphorylated extracellular signal regulated kinase（p-ERK） in the LES were detected by western blotting. Re⁃
sults Compared to those in the control group，the change rates of the average muscle tone and the average ampli⁃
tudes of LES，the gastric emptying rate，the number of ICCs-positive cells，and the expression of c-kit and SCF in the
model group decreased，while the stomach weight，the pathological score of the esophageal mucosa，the concentration
of IL-8 and TNF-α，and the expressions of ZAK and p-ERK increased（P＜0. 05 or P＜0. 01）in the model group.
Compared to those in the model group，the change rates of the average muscle tone and the average amplitudes of LES
in the H-HTD group increased（P＜0. 01）；the gastric emptying rate，the number of ICCs-positive cells，the ex⁃
pressions of c-kit and SCF in the L-HTD group and the H-HTD group increased，while the stomach weight，the
pathological score，the concentration of IL-8 and TNF-α，and the expressions of ZAK and p-ERK decreased（P＜
0. 05 or P＜0. 01）. The change rates of the average muscle tone and the average amplitudes of LES，and the number
of ICCs-positive cells were significantly higher in the H-HTD group than in the L-HTD group（P＜0. 05 or P＜
0. 01）. Conclusion HTD can be used to reduce the ZAK expression in the LES and inhibit the p-ERK expression
in the treatment of the RE，either by activating the SCF/c-kit signaling pathway and promoting esophageal and gastric
motility，or by reducing the concentration of IL-8 and TNF-α in serum and improving the mucosal inflammation of
LES；and the higher dose of HTD has better effect.
Keywords reflux esophagitis；Huoxue Tongjiang Decoction（活血通降方）；lower esophageal sphincter；SCF/c-kit
signaling pathway；inflammatory factors；esophagus motility；cajal interstitical cell
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