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  摘要:[目的]从微观结构的角度,观察脾虚四号方干预大鼠腹泻模型后,大鼠结肠黏膜的变化。[方法]采用水

环境小平台站立法复合高乳糖饲料喂养的方法复制腹泻模型,通过透射电镜技术观察中药复方对大鼠腹泻模型结

肠黏膜细胞微观结构的影响。[结果]模型组和正常组比较,模型组结肠上皮细胞损伤明显:微绒毛形态不规则且

部分缺失;细胞膜破坏,出现裸核;线粒体内脊模糊不清、肿胀、电子密度改变;杯状细胞分泌异常活跃;细胞连接的

缝隙连接明显增宽。中药干预组肠黏膜细胞损伤较轻,但仍存在微绒毛形态不规整,长短不齐,线粒体电子密度增

高、形态不规则,杯状细胞分泌活跃等情况。另外,中药干预组结肠黏膜细胞出现异常隆起小体。[结论]小平台站

立和高乳糖饲料喂养的方法造成的大鼠腹泻模型,其结肠黏膜细胞会出现微绒毛形态改变等微观结构的变化,而
中药脾虚四号方干预可以缓解其电镜下黏膜损伤。
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  Abstract:[Objective]Tostudythemicrostructurechangesofthecolonmucosatissueindiarrhearats
aftertreatingbyPixuⅣRecipe.[Methods]Three-week-oldmaleratswerefedwithahigh-fat-lactosediet,

andwereforcedtostandonthemultipleplatformwhichwasfullofwateraround,inordertomaketherats
sufferfromfunctionaldiarrhea.ThroughthetransmissionelectronmicroscopytheeffectofChineseherbal
compoundprescriptiononthecolonmucosalmicrostructurechangeswereobserved.[Results]Comparedto
thenormalgroup,theratsinmodelgrouphadseriousdamageintheircolonicmucosa:theshapeofmi-
crovilliwasirregularandevenlostpartsofthecolonicmucosa;thecellmembranedamaged;thenakednu-
cleusappeared;themitochondriaswelled,thecristaeshapewasnotclearandtheelectrondensitychanged;

thegobletcellsweremuchmoreactive;thegapjunctionswidened.Alltheabovephenomenaimprovedin
thetraditionalChinesemedicinetherapygroup,butstillexisted.Inaddition,abnormalupliftcorpuscleap-
pearedinthedistalcolonicmucosaoftheratsinthetreatmentgroup.[Conclusion]PixuⅣ Recipecanre-
lievethemicrostructurechangesofthecolonmucosatissueinthediarrhearats,whichareinducedbythe
high-fat-lactosedietandmodifiedmultipleplatformmethod.
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  腹泻的发病机制主要有4大类:肠腔内存在大

量不能吸收的、有渗透性的溶质,使肠腔渗透压增

加;肠腔内的水和电解质的过度分泌;肠蠕动加速;
炎症所致的病理渗出物大量渗出。当然,不少腹泻

并非由某种单一机制引起,而是多种因素共同作用

下的结果。究其根本原因都是肠道对水和电介质的

分泌与吸收的动态平衡被打破。而肠道对于水和电

解质的分泌与吸收,肠黏膜上皮细胞结构与功能的

正常是其必要条件。小肠是主要的吸收部位,吸收

障碍机制亦较为复杂,进入大肠时仅剩余一些难吸

收的物质,故大肠主要吸收其中的水分和盐类,一般

情况下结肠可吸收进入其内80%的水和90%的

Na+和Cl- [1],大肠结构的异常主要会影响水和电

解质的吸收,本研究以结肠黏膜细胞的微观结构为

观察对象,试图探讨中药复方干预对大鼠腹泻模型

结肠黏膜细胞微观结构的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物与实验室条件

3周龄清洁剂级 Wistar雄性大鼠36只,购于

斯贝福(北京)实验动物科技有限公司。动物在中国

中医科学院西苑医院SPF级实验动物中心饲养,饲
养条件为Ⅱ级,光照周期12h/12h,室温22~
25℃,相对湿度45%~60%,自由进食、饮水。

1.2 试剂

苏木精-伊红染色液(上海源叶生物科技有限公

司),戊二醛(中镜科仪技术有限公司GS2607),锇酸

(中镜科仪技术有限公司 GP18456),环氧丙烷(上
海江莱生物科技有限公司 LA09443),环氧树脂

(SPI-CHEMspon812),醋 酸 双 氧 铀(SPI-CHEM
02624),柠檬酸铅(SPI-CHEM02616),二甲砷酸钠

(SigmaC0250)。

1.3 试验药物

脾虚四号方(参灵白术散加减),由中国中医科

学院西苑医院药剂科制作。蒙脱石散(思密达),

3g×10袋,产品批号:F17193。

1.4 仪器

泰维TB-718生物组织包埋机、LeicaRM2235
组织切 片 机、Olympusbx51显 微 镜、LEICA EM
RAPIDS6修块机、LEICAEM UC7超薄切片机、

LEICA HI1220 烤 片 机、HITACHI 透 射 电 镜

HT7650,透射电镜由军区总医院八一脑科医院神

经外科研究所进行。

1.5 造模方法

用高乳糖饲料喂养幼龄 Wistar大鼠14d,造成

腹泻模型。每日22∶00至次日7∶00将大鼠放在

特制的方形水槽中的小平台上,平台周边注水,水深

1.5cm,水温维持在(22±2)℃。大鼠在平台上可以

自由活动,一旦动物进入睡眠状态就会因为肌肉舒

张、松弛而落入水中,大鼠不得休息。将大鼠置于水

平台,进行部分睡眠剥夺,大鼠不得休息。方形水槽

大小为112cm×62cm×41cm,其内设置的15个

小平台直径8cm,高10cm。

1.6 分组及给药

采用随机数字表将36只大鼠分为正常组、模型

组、高剂量组(脾虚四号方临床等效剂量的2倍)、中
剂量组(脾虚四号方临床等效剂量)、低剂量组(脾虚

四号方临床等效剂量的0.5倍)及西药对照组(思密

达临床等效剂量),每组6只。造模成功后,按每

100g体重大鼠给药1ml以脾虚四号方(参苓白术

散加减)或思密达(蒙脱石散)或生理盐水灌胃7d。

2 结果

2.1 苏木精-伊红染色结果

镜下各组结肠黏膜结构基本正常,上皮细胞排

列整齐,黏膜固有层中含有大量管状大肠腺,大肠腺

除吸收细胞和杯状细胞外,在腺体底部有少量未分

化细胞和内分泌细胞。固有层内散在的孤立淋巴

小结。

2.2 透射电镜结果

微绒毛的变化:相对于正常组,模型组结肠上皮

细胞损伤明显,微绒毛形态不规则且部分缺失,细胞

膜破坏,出现裸核,次级溶酶体,细胞器溢出细胞外;
西药组结肠黏膜上皮细胞微绒毛形态规整,细胞器

结构正常,近似于正常组表现;高剂量组结肠黏膜上

皮细胞微绒毛形态较为规整,中、低剂量组肠黏膜上

皮细胞微绒毛则表现出长短不一的情况。
细胞连接的变化:相对于正常组,模型组结肠上皮

细胞连接的缝隙连接明显增宽,视野下桥粒数量减少。
西药组、高中低剂量组细胞连接也有增宽,但相对于

模型组有明显改善,其中以西药组改善最为明显。
线粒体的变化:相对于正常组,模型组结肠上皮

细胞线粒体内嵴模糊不清、肿胀、空泡化、形态不规

则、线粒体膜亦不清晰。西药组线粒体肿胀明显,
高、中、低剂量组存在线粒体电子密度增高,中、低剂

量组相较于高剂量组,线粒体更接近正常。见图1。

2.3 电镜下的特殊结构

中药组中低剂量组结肠黏膜观察到多处蕈状突

起,大小是微绒毛的数十倍,有其独立的薄膜包被,
基底部与上皮细胞分界明显,内部结构不明显,有些

可见多个分区,电子密度略有不均匀,与临近上皮细

胞胞质无明显差异,可观察到个别的与上皮细胞分

离、脱落现象。见图2。
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A:正常组;B:模型组;C:西药组;D:低剂量组;E:中剂量组;F:高剂量组。

图1 各组结肠黏膜透射电镜下微观形态

图2 电镜下蕈状突起

3 讨论

正常生理情况下,结肠腺呈直管状,长约0.5mm,
主要由未成熟的吸收细胞、杯状细胞、未分化细胞和

内分泌细胞组成。结肠腺中的吸收细胞顶面的微绒

毛相对较短,终末网不发达,顶端胞质中含有大而清

亮的小泡,当吸收细胞迁移到黏膜表面时,小泡消

失,接近肠腺开口处的吸收细胞微绒毛增多、变长,
至黏膜表面时完全成熟[2]。结肠吸收细胞的主要功

能是吸收水分和电解质,在吸收Na+和Cl-的同时,
伴有水分的被动吸收,吸收细胞基底侧膜上有丰富

的钠钾ATP酶,可将细胞内的Na+泵出进入血液。
结肠黏膜的吸收功能可能会因细胞结构的破坏、肠
内环境的改变等因素而降低,造成水、电解质吸收障

碍,引起便溏或者腹泻。
本研究通过高乳糖饲料喂养[3-4]复合水环境小

平台站立[5]的方法造成腹泻模型,模拟了现代人们

长期饮食不节、精神紧张疲劳的生活状态。高乳糖

饲料喂养会导致大量未消化的乳糖聚积在大鼠肠道

内,形成高渗环境,使肠内渗透压增高而吸收大量水

分,引起渗透性腹泻;而水环境小平台站立法可以导

致大鼠精神、肌肉紧张,属于应激状态。两种造模方

法均未直接刺激胃肠黏膜,不会造成明显的器质性

损伤,这正与实验结果相一致:各组结肠组织苏木

精-伊红染色后在光学显微镜下未发现明显异常,组
织形态良好。

随着放大倍数的进一步增大,透射电镜下的各

组之间的组织黏膜超微结构表现出不同,特别是正

常组与模型组之间。相对于正常组,模型组结肠上

皮细胞损伤明显,细胞膜破坏,微绒毛形态不规则且

部分缺失,出现次级溶酶体,细胞器溢出细胞外,线
粒体内嵴模糊不清、肿胀、空泡化、形态不规则、电子

密度改变、线粒体膜亦不清晰。杯状细胞分泌异常

活跃,腺腔内囊泡融合,考虑黏液分泌量较大,腔内

压力大造成。细胞连接的缝隙连接明显增宽,视野

下桥粒数量减少。
这些结构的变化势必会影响细胞的功能,细胞

膜的破坏会直接增加黏膜对水、电解质等物质的通

透性,使跨细胞转运增加而屏障作用减弱。微绒毛
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是肠上皮细胞吸收物质的主要部位,不论微绒毛的

长度还是数量,都与细胞的代谢强度有着相应的关

系[6]。模型组上皮细胞的微绒毛形态不规整,长短

粗细不一,有些出现肿胀、短缩,使有效的吸收面积

减少,不利于物质的吸收,同时也可能意味着细胞的

代谢异常。而西药组、中药高中低剂量组细胞的微

绒毛相对于模型组则有明显改善,特别是西药组和

高剂量组更为接近正常细胞的微绒毛形态,中、低剂

量组视野内可观察到微绒毛长短不一,且以中剂量

组为明显。
线粒体是细胞生物氧化的主要场所,三羧酸循

环、呼吸链电子传递和氧化磷酸化等产能过程均在

此进行,其结构的异常直接影响着细胞的能量代谢。
线粒体是由双层膜包围的封闭囊状细胞器,内膜向

内形成许多折叠,称线粒体嵴,线粒体嵴的长短、数
量及排列方式与细胞的生理病理状态密切相关[7]。
相对于正常组,模型组结肠上皮细胞线粒体肿胀、空
泡化、形态不规则、嵴模糊不清、外膜亦不清晰,这些

都意味着线粒体功能降低,可能是组织缺血、缺氧或

者是其他物理因素的影响。若线粒体功能障碍,则

ATP产生减少,钠泵活性受抑制,大量水钠进入细

胞,结果是细胞内水含量增加,整个细胞肿胀。但损

害因素一旦得到改善,细胞、线粒体肿胀是可以恢复

的。西药组线粒体肿胀明显,电子密度降低,可能西

药并没有改善细胞内缺血、缺氧的状态,没能修复能

量代谢的异常。而高、中、低剂量组,线粒体电子密

度均有增高,线粒体可能处于功能活跃状态,这就有

可能意味着中药复方可以改善细胞内的能量代谢,
修复受损的细胞功能。

细胞连接是细胞间的联系结构,是细胞质膜局

部区域特化形成的,种类较多,常见的几种类型包

括:紧密连接、粘附连接、缝隙连接等等。细胞连接

是相邻细胞之间通过细胞膜相互联系、协同作用的

重要组织方式,对于维持组织的完整性非常重要,有
的还具有细胞通讯作用[8]。特别是紧密连接,可以

防止细胞外大分子物质经细胞间隙进入组织,也可

以有效防止深部组织的某些物质成分的外溢,是肠

黏膜机械屏障的重要组成部分。本研究中模型组结

肠上皮细胞连接的缝隙连接明显增宽,视野下紧密

连接、桥粒数量减少,这就是结肠黏膜对水、电解质

等物质的通透性增加,当肠腔内出现高渗环境时组

织液将更容易进入肠腔内,形成腹泻。而药物干预

后的结肠黏膜,其细胞间隙虽然仍有增宽的情况,但
相较于模型组已明显改善,其中西药组和中药低剂

量组细胞连接结构明显、视野内数量相对较多,说明

西药蒙脱石散和参苓白术散加减的中药复方可以有

效改善大鼠腹泻模型结肠黏膜细胞的细胞连接

情况。
综上所述,高乳糖饲料喂养复合水环境小平台

站立法造成的大鼠腹泻模型,虽然在光学显微镜下

没有观察到明显的异常,但在细胞的超微结构上还

是显示出了明显的差异,说明这种造模方法造成的

腹泻会在超微观结构方面引起大鼠结肠黏膜上皮细

胞的损伤,而无论是西药蒙脱石散还是中药复方的

干预都在一定程度上改善了损伤情况。在维持微绒

毛形态、细胞连接完整性方面,西药和中药复方可能

都发挥了相应的作用,但在改善细胞能量代谢方面,
中药复方的优势体现得更加明显。所以,参苓白术

散加减的中药复方可能可以通过提高线粒体功能、
改善肠上皮细胞微绒毛数量和形态以及改善细胞连

接的结构与功能等方面调节结肠吸收分泌功能,增
强水、电解质的吸收,从而减少粪便中的含水量,达
到止泻的目的。

关于脾虚四号方干预后观察到的特殊结构,突
起细胞外,如蘑菇状,大小约是微绒毛的数十倍,单
个微绒毛肿胀形成这种结构的可能性较小,而且其

有其独立的薄膜包被,基底部与上皮细胞分界明显,
基本排除正常微绒毛的可能性。其内部结构不明

显,有些可见多个分区,电子密度不均匀,但看不出

有类似细胞器的结构,直径有大概1~1.5μm,长度

大概有2~3μm,虽然多处突起的形状并不一致,但
也不能排除细菌等微生物的可能性。其电子密度与

临近上皮细胞胞质无明显差异,而且个别视野可观

察到突起结构与上皮细胞分离、脱落的现象,不能排

除为上皮细胞自身局部结构损伤脱落的情况。以上

几种推测,细菌的可能性相对较大,这些特殊结构的

出现是否与中药复方的干预有关,是否与腹泻的发

生相关联,都需要进一步的深入研究与探讨。
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药组成,具有芳香化浊、理气止痛、健胃导滞功效,主
要用于各种原因引起的腹泻、腹痛、肠炎以及菌痢等

胃肠道疾病的治疗[9]。腹泻型IBS患者肠道感染恢

复后仍存在持续慢性炎症反应,临床以腹痛、腹胀、
腹部不适、黏液稀便为主要表现,但便常规及便培养

又无明显感染征象,故不适于长期应用抗生素及解

痉、止泻等药物治疗。本研究发现,胃肠安丸用于腹

泻型PI-IBS疗效显著,这与其理气止痛、温胃降浊、
和中导滞的功效密不可分,组方配伍注重攻补兼施、
寒热并用,体现了中医治病“通因通用”的原则。

马来酸曲美布汀是一种胃肠道运动调节剂,能
直接选择性作用于消化道平滑肌的钙通道和钾通

道,在交感神经兴奋状态下(消化道平滑肌收缩功能

低下),马来酸曲美布汀可通过对肌间神经阿片受体

的肾上腺素能神经u受体的作用来抑制去甲肾上腺

素的游离,使乙酰胆碱的游离增加,最终达到促进平

滑肌收缩目的。在副交感神经兴奋状态下(消化道

平滑肌亢进),马来酸曲美布汀可通过对肌间神经丛

阿片受体的胆碱能神经 K受体的作用来抑制乙酰

胆碱的游离,使乙酰胆碱的游离减少,从而达到抑制

平滑肌收缩的目的,双向调节改善平滑肌运动异常

所致的消化道症状。复方嗜酸乳杆菌片含有中国株

嗜酸乳杆菌、日本株嗜酸乳杆菌、粪链球菌和枯草杆

菌四种活菌成分,通过直接补充肠道正常生理菌群,
分解糖类产生乳酸,提高肠道酸度,抑制肠道致病菌

繁殖,改善肠道菌群失调,合成多种维生素及生物

酶,维持正常新陈代谢,恢复肠道微生态平衡,提高

机体免疫功能产生治疗效果[10]。
通常治疗腹泻型PI-IBS主要以解痉、止泻、保

护肠黏膜为主要方案,这种治疗对缓解症状有一定

作用,但总体来说疗效不理想,易复发,严重影响患

者生活质量。本研究通过76例腹泻型PI-IBS患者

临床治疗观察结果证实,胃肠安与肠道活菌制剂联

合,既能理气止痛、化浊导滞,又可调整患者肠道菌

群失调,二者联合治疗腹泻型PI-IBS比单用马来酸

曲美布汀疗效显著,值得临床推广应用。
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