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枳实麸炒前后对功能性消化不良大鼠内质网应激相关因子的
影响
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摘要： 目的　 研究枳实麸炒前后对功能性消化不良大鼠胃组织内质网应激相关因子的影响。 方法　 将 ６０ 只 ＳＤ 大鼠

随机分为空白组、模型组、２． ７ ｍｇ·ｋｇ － １多潘立酮组、９ ｇ·ｋｇ － １枳实生品组（ＲＦＡＩ）、９ ｇ·ｋｇ － １枳实麸品组（ＦＦＡＩＷＢ），采用

“郭海军夹尾法”加以改进，刺激 ２１ ｄ 复制功能性消化不良大鼠模型，造模结束后，灌胃给药 １４ ｄ。 采用定量法测定大鼠

的肠推进率和胃排空率；ＨＥ 染色法检测大鼠胃窦的病理情况；ＥＬＩＳＡ 法检测血清中胃泌素的含量；ＲＴ － ＰＣＲ 法检测胃

窦 ＧＲＰ７８、ＩＲＥ１、ＪＮＫ 的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 Ｂｃｌ － ２、Ｂａｘ 的表达。 结果　 与空白组比较，模型组大鼠的肠推进率、
胃排空率和血清中胃泌素的含量显著下降；胃窦 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＪＮＫ ｍＲＮＡ 的表达和 Ｂａｘ 蛋白的表达明显增加，Ｂｃｌ － ２ 蛋

白的表达下降；ＨＥ 染色发现各组大鼠胃组织无明显器质性病变，但模型组大鼠的胃窦炎性浸润明显。 与模型组比较，
多潘立酮、枳实生品和枳实麸品组大鼠的消化不良症状有显著改善。 结论 　 枳实治疗模型大鼠与调控 ＩＲＥ１ ／ ＧＲＰ７８ ／
ＪＮＫ 信号通路有关，且麸炒后效果更佳。
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　 　 功能性消化不良为常见的功能性胃肠病，在
临床诊断中无明显器质性病变，常伴有上腹疼

痛、饱胀的症状［１］。 中医将其归于“痞满” “胃脘

痛”的范畴，中医记载有郁怒伤肝、肝气郁结、侮
脾犯胃，则影响中焦气机运行，致胃脘痞满，认为

该病的发生与脾胃功能的失调相关。 枳实，首载

于《神农本草经》中，具破气消积、化淤散痞之功

效，可用于积滞内停，痞满胀痛等症。 中药炮制

理论认为枳实“麸皮制去燥性而和胃” ［２］，而其对

功能性消化不良的作用机制鲜有报道。 现复制

功能性消化不良大鼠模型，从内质网应激探究枳

实麸炒前后对模型大鼠的影响。

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器、试药与动物

ＰＩＫＯＲｅｄ ９６ 实时荧光定量仪、ＭＫ３ 全功能

酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）。 胃泌素酶联免疫

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海茁彩生物科技有限公司）；
胃窦葡萄糖调节蛋白（ＧＲＰ７８）抗体、肌醇需求酶

１（ＩＲＥ１）抗体（英国 Ａｂｃａｍ）；应激活化蛋白激酶

（ＪＮＫ）兔克隆抗体、促凋亡基因 Ｂａｘ 兔克隆抗体

（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；胃窦 Ｂ 淋巴细胞瘤 － ２（Ｂｃｌ －
２）兔克隆抗体（美国 Ａｂｃｌｏｎａｌ）；枳实饮片（四川

新荷花中药饮片有限公司）；麦麸（重庆元阳农业

有限公司）；多潘立酮（四川奥维制药有限公司，
批号：Ｈ２００９３４９１）。 ６０ 只♂ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠（成
都达硕实验动物有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ 川

２０２０ － ０３０），１８０ ～ ２２０ ｇ。
１􀆰 ２　 方法与结果

１􀆰 ２􀆰 １　 供试药物的制备 　 取同一批枳实饮片，
按 ２０２０ 年版《中国药典》中麸炒法（通则 ０２１３）
制备。 先加入 １０ 倍比例麦麸炒制冒烟后加入枳

实，中火加热炒至枳实表面变深，筛去麦麸，即得

麸炒枳实。 取生枳实饮片和麸炒枳实饮片各

２００ ｇ，分别加入 ６００ ｍＬ 蒸馏水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后，
加入适量蒸馏水煎煮提取（３０ ｍｉｎ × ２），合并煎

液，用纱布过滤，去除药渣，浓缩为 ０． ９ ｇ·ｍＬ － １的

水煎液，药物浓度按成人与动物体表面积折算，
按 ２０２２ 年版《中国药典》中记载的枳实药量 １０ ｇ
为成人临床用药量，７０ ｋｇ 为成人体质量进行计

算。 取 １０ ｇ ＣＭＣ － Ｎａ，溶于 ２５０ ｍＬ 蒸馏水中，加

入 １６ ｇ 奶粉、８ ｇ 淀粉、８ ｇ 白砂糖、２ ｇ 活性炭粉

混匀，制成 ３００ ｍＬ 重约 ３００ ｇ 的黑色营养半固体

糊状物。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠的分组、造模与给药 　 将 ６０ 只 ＳＤ
大鼠适应性喂养 １ 周后，随机均分为空白组、模
型组、阳性组、枳实生品组和枳实麸炒品组。 除

空白组外，其余各组参照“郭海军夹尾法”加以改

进，复制功能性消化不良（ＦＤ）大鼠模型［３］。 包

括：夹尾刺激（用医用胶带缠绕的文件夹夹住大

鼠尾部 １ ／ ３ 处，激怒大鼠，持续 ３０ ｍｉｎ，每日

２ 次）、强迫游泳（取塑料水桶，装入 ２ ／ ３ 的 ２２ ～
２５ ℃的自来水，分组将大鼠放入桶内，使其游至

力竭）、不规则喂食（大鼠隔日禁食禁水）。 以上

刺激方法持续造模 ２１ ｄ。 造模结束后，各组大鼠

均恢复正常饮食，枳实生品组和枳实麸炒品组分

别给予 ９ ｇ·ｋｇ － １的生枳实和麸炒枳实药液，阳性

组给予 ２． ７ ｍｇ·ｋｇ － １ 多潘立酮溶液，空白组和模

型组给予等体积生理盐水，持续给药 １４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 胃肠运动指标的检测 　 末次给药禁食

２４ ｈ后，每只大鼠灌胃 ２ ｍＬ 营养半固体糊，
３０ ｍｉｎ后以 １０％水合氯醛麻醉大鼠，经腹主动脉

采血，结扎贲门和幽门口后，取完整胃体及小肠。
完整胃体剔除表面黏膜，擦净后，称胃全重（Ｍ１），
沿胃大弯处剪开全胃，用生理盐水洗去胃内剩余

糊状物，滤纸拭干水分，称取胃净重（Ｍ２），胃排空

率 ＝ ［１ － （Ｍ１ － Ｍ２ ） ／灌胃营养半固体糊重］ ×
１００％ 。 称取胃净重后，剪取胃窦组织两份，１ 份

用 １０％中性甲醛固定，用于病理学检查；１ 份放

入离心管中，置 － ８０ ℃下冻存。 小肠取出后平铺

于白纸上，分别测量幽门到黑色营养半固体糊的

距离（Ｌ１）及幽门至回盲部的距离（Ｌ２），小肠推进

率 ＝ Ｌ１ ／ Ｌ２ × １００％ 。由图１可知：与空白组比
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图 １　 ＦＤ 大鼠小肠推进率（Ａ）及胃排空率（Ｂ）水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ （Ａ）

ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ ｌｅｖｅｌｓ （Ｂ） ｉｎ ＦＤ ｒａｔｓ
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较，模型组大鼠的肠推进率及胃排空率均显著降

低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与模型组比较，阳性组、枳实生品

组和枳实麸炒品组大鼠的小肠推进率及胃排空

率均显著增加（Ｐ ＜ ０． ０１）；与枳实生品组比较，枳
实麸炒品组大鼠的小肠推进率显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 胃泌素含量的检测　 经大鼠腹主动脉采

５ ｍＬ 血，室温下静置 １ ～２ ｈ 后，以 ３ × １０３ ｒ·ｍｉｎ －１

离心 １５ ｍｉｎ，取血清置离心管中，采用 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒，按说明书检测胃泌素的含量。 由图 ２ 可知：
与空白组比较，模型组大鼠血清中胃泌素的含量
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图 ２　 各组大鼠血清中胃泌素浓度水平的对比

Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＧＡＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与模型组比较，阳性组、枳
实生品组和枳实麸炒品组大鼠血清中胃泌素的

含量明显升高（Ｐ ＜ ０． ０１ 或 Ｐ ＜ ０． ０５）；与枳实生

品组比较，枳实麸炒品组大鼠血清胃泌素的含量

增加，但无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 病理学的检查　 取用 １０％中性甲醛固定

的胃窦组织，进行脱水、包埋、切片、ＨＥ 染色、在
显微镜下观察大鼠胃窦的病理情况。 由图 ３ 可

知：各组大鼠胃组织的黏膜层、黏膜下层、肌层及

外膜结构完整，分层明显，肌层和外膜未见明显

增生。 空白组大鼠固有层内的胃腺排列紧密，无
炎细胞浸润；模型组的固有层内部分区域胃腺排

列较为紊乱，管状结构较为模糊，黏膜浅表或黏

膜下层内毛细血管扩张，胃腺底部及黏膜下层内

大量炎性细胞浸润，可见淋巴细胞、中性粒细胞

或嗜酸性粒细胞；阳性组、枳实生品组和枳实麸

炒品组的固有层内胃腺排列较为整齐，胃腺底部

或黏膜下层内少量炎细胞浸润，病变程度轻于模

型组的，其他未见明显病理变化。 ＨＥ 病理结果

表明：ＦＤ、枳实生品、麸品均不会对大鼠胃组织造

成病理性损伤。

图 ３　 ＦＤ 大鼠胃窦组织的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｓｉｎｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ＦＤ ｒａｔｓ

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＪＮＫ ｍＲＮＡ 表达的检测 　
将 －８０ ℃下保存的大鼠胃窦样品，加入 ＴＲＬｚｏｌ 试
剂提取总 ＲＮＡ。 样本总 ＤＮＡ 进行基因组 ＤＮＡ 去

除反应，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒按步骤进行逆转

录反应，在 ＰＩＫＯＲｅｄ ９６ Ｒｅａｌ － Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上

扩增所得 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ 反应参数：９５ ℃ 预变性

３０ ｓ，９５ ℃变性５ ｓ，５５ ℃退火３０ ｓ，７２ ℃延伸３０ ｓ，
在延伸过程中采集荧光，共 ４５ 个循环。 ＩＲＥ１、
ＧＲＰ７８、ＪＮＫ ｍＲＮＡ 的表达水平通过 ２ －△△ＣＴ计算。

所用引物见表 １。 由图 ４ 可知：与空白组比较，模
型组大鼠胃组织中 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＪＮＫ ｍＲＮＡ 的

表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与模型组比较，给药组

大鼠胃组织中 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＪＮＫ ｍＲＮＡ 的表达

显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１ 或 Ｐ ＜ ０． ０５）；与枳实生品组

比较，枳实麸炒品组大鼠胃组织中 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、
ＪＮＫ ｍＲＮＡ 的表达降低（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｂｃｌ － ２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达的检测 　 将于

－ ８０ ℃下保存的大鼠胃窦样品，加入ＲＩＰＡ裂解

７８２第 ３ 期 曾琳琳，等。 枳实麸炒前后对功能性消化不良大鼠内质网应激相关因子的影响 　 　 　



表１　引物核苷酸的序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｎｕｃｌｅｏｆｉｄｅｓ

引物名称 上游 下游

β－ａｃｔｉｎ ＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣ ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡ

ＧＲＰ７８ ＣＧＣＣＴＣＡＴＣＧＧＡＣＧＣＡＣＴＴＧＧＡＡＴ ＣＡＴＣＣＴＴＧＧＴＴＧＣＴＴＧＣＣＧＣＴＧＴＧ

ＩＲＥ１ ＡＴＧＧＣＧＡＴＧＧＡＣＴＧＧＴＧＧＴＡＡＣＴＧＴＧ ＧＣＧＡＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＡ

ＪＮＫ ＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＡＧＡＴＣＣＣＴＧＡＣＡＡＧＣＡ ＡＣＧＣＣＡＴＴＣＴＴＡＧＴＴＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＡ
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图４　大鼠胃窦组织中ＩＲＥ１（Ａ）、ＧＲＰ７８（Ｂ）、ＪＮＫＭｒｎａ（Ｃ）的表达

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＥ１（Ａ），ＧＲＰ７８（Ｂ）ａｎｄＪＮＫＭｒｎａ（Ｃ）ｉｎｒａｔｇａｓｔｒｉｃｓｉｎｕｓｔｉｓｓｕｅ

液，剪碎组织，置碎冰上裂解 １０ｍｉｎ；收集裂解
液，离心后，取上清液，用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测
定蛋白的浓度。在 Ｌｏｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中变性１５ｍｉｎ，
经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，转膜，５％脱脂牛奶室温孵
育２ｈ后。在 ４℃下与一抗 β－ａｃｔｉｎ（１
１０００００）、Ｂｃｌ－２（１２０００）、Ｂａｘ（１５０００）孵育
过夜，然后与生物素化山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（１
５０００）在室温下孵育２～３ｈ。将 ＰＶＤＦ膜平铺于
曝光板，滴加 ＥＣＬ显影液，反应１ｍｉｎ后，将曝光
板移入化学发光凝胶成像仪暗室，适当调整曝光

时间。用凝胶图像分析成像系统进行扫描分析，

结果以目的蛋白（β－ａｃｔｉｎ）的相对表达量表示。
由图５可知：与空白组比较，模型组大鼠胃窦组
织中Ｂｃｌ－２蛋白的表达显著下降（Ｐ＜０．０１），给
药后，阳性组、枳实生品组和枳实麸炒品组的

Ｂｃｌ－２蛋白表达均有所上升，但仅枳实麸炒品组
具有显著性（Ｐ＜０．０５）；与空白组比较，模型组大
鼠的Ｂａｘ蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；与模型
组比较，阳性组和枳实麸炒品组大鼠的 Ｂａｘ蛋白
表达显著下降（Ｐ＜００１）。
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图５　大鼠胃窦组织中Ｂｃｌ－２（Ａ）、Ｂａｘ（Ｂ）蛋白的表达和蛋白条带图（Ｃ）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ－２（Ａ）ａｎｄＢａｘ（Ｂ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓ（Ｃ）ｉｎｒａｔｇａｓｔｒｉｃｓｉｎｕｓｔｉｓｓｕｅ

１２８　统计分析　实验数据用 ＳＰＳＳ２５．０软件
进行统计分析，统计结果用 珋ｘ±ｓ描述，组间采用
单因素方差分析，方差齐用 ＬＳＤ检验，方差不齐
用ＴａｍｈａｎｅＴ２检验。Ｐ＜０．０５表示有统计学
意义。

２　讨论

胃肠动力障碍是功能性消化不良（ＦＤ）的重
要发病机制之一，改善胃肠动力是针对 ＦＤ治疗
的有效方法之一，胃肠激素的分泌是影响胃肠动
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力的重要因素［４］。 胃泌素由胃窦及十二指肠近

端空肠中 Ｇ 细胞分泌，对胃肠道黏膜有一定的保

护作用，还可促进幽门舒张，刺激胃肠道平滑肌

收缩，进而增加胃肠道运动。 ＦＤ 患者血清中胃

泌素水平较正常人低，而使用促胃泌素分泌药可

缓解 ＦＤ 的相关症状［５］。 由于“郭海军夹尾刺激

法”的单一夹尾刺激造模周期长且不稳定，故课

题组对其加以改进（夹尾、禁食禁水、强迫游泳）
复制 ＦＤ 大鼠模型。 造模 ２１ ｄ 后，模型组大鼠的

胃排空率、小肠推进率、血清中胃泌素的含量较

空白组的显著下降，ＨＥ 染色表明：大鼠的胃窦无

明显器质性病理变化，与文献记载相似［６］，表明

ＦＤ 大鼠模型复制成功，大鼠有明显的胃肠动力

障碍。 给药 １４ ｄ 后，枳实麸炒前后给药对 ＦＤ 大

鼠均有较好的治疗效果，麸品效果更佳。 内质网

是负责蛋白质加工、合成及转运的细胞器。 当内

质网内蛋白质出现错误折叠、大量堆叠时会引起

内质网应激，此时细胞会启动未折叠蛋白反应

（ＵＰＲ），清除错误蛋白，使机体恢复平衡，当错误

蛋白质过多或应激程度过重时，机体通过 ＵＰＲ 无

法完全清除错误蛋白质，细胞会启动自动凋亡，
避免错误蛋白表达，诱发疾病［７］。 ＩＲＥ１ 是内质网

膜表面的糖蛋白，生理状态下与内质网信号分子

ＧＲＰ７８ 紧密结合成非活性化合物，在 ＵＰＲ 发生

时，其与 ＧＲＰ７８ 解离，使细胞内游离的 ＧＲＰ７８ 表

达增加。 持续内质网应激状态下，ＩＲＥ１ 分子的酶

结构域肿瘤坏死因子受体相关因子 ２（ＴＲＡＦ２）及
凋亡信号调节激酶 １ （ＡＳＫ１）共同形成 ＩＲＥ１ －
ＴＲＡＦ２ － ＡＳＫ１ 复合物，从而激活下游 ＪＮＫ 通路，
调控 Ｂｃｌ － ２ 及 Ｂａｘ 的表达，介导细胞凋亡［８］。 文

中结果显示：模型组大鼠 ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＪＮＫ 的表

达显著增加，表明 ＦＤ 大鼠胃窦出现内质网应激

现象，且其持续时间过长或程度严重，进一步活

化下游的 ＪＮＫ 通路；且 ＦＤ 大鼠胃窦中 Ｂｃｌ － ２ 蛋

白表达下降，Ｂａｘ 蛋白表达增加，结合前期相关文

献研究，推测 ＦＤ 大鼠胃窦出现了细胞凋亡现象。
给予枳实生品及麸品治疗后，发现 ＦＤ 大鼠内质

网应激现象显著减轻；Ｂｃｌ － ２ 蛋白分泌增加，Ｂａｘ

蛋白分泌减少，可一定程度抑制细胞凋亡，且麸

品效果更佳。 综上，枳实麸炒前后均能提高 ＦＤ
大鼠的肠推进率、胃排空率及血清中胃泌素的含

量，显著改善 ＦＤ 大鼠胃肠动力，与中医记载的枳

实功效一致， 其作用机制可能与抑制 ＩＲＥ１ ／
ＧＲＰ７８ ／ ＪＮＫ 通路的过度激活，调节 Ｂｃｌ － ２、Ｂａｘ
蛋白的表达，从而抑制细胞凋亡有关。 与模型组

比较，Ｂｃｌ － ２、Ｂａｘ 蛋白的表达，生品枳实无统计

学差异，麸品枳实有显著差异 （Ｐ ＜ ０． ０５、Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且整体来看，麸品枳实对于 ＦＤ 大鼠的治

疗效果更优，这可能与枳实麸炒前后化学成分的

变化相关。 因此，研究拟进一步探究枳实麸炒前

后产生药效差异的物质基础，为枳实治疗 ＦＤ 大

鼠作用机制的深入研究及其在功能性消化不良

中的应用奠定了基础。
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