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　　[摘要]　目的:研究活血通降方对反流性食管炎(refluxesophagitis,RE)模型大鼠脂多糖(lipopolysaccha-
ride,LPS)/Toll样受体4(Toll-likereceptor4,TLR4)/肥大细胞(mastcell,MC)通路的影响,探讨其对食管内脏

高敏感的疗效机制。方法:将50只 Wistar大鼠随机分为对照组、模型组、西药组、中药高剂量组及中药低剂量组

5个组,每组10只。对照组行腹腔开关术,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联合

束缚应激建立RE大鼠模型。造模7d后,各组分别给予相应剂量药物或相同体积生理盐水灌胃,连续给药14d,

2次/d。苏木精-伊红染色评价食管黏膜病理表现及评分;采用行为学评分和观察肌电图变化评价大鼠食管的内

脏敏感性;采用甲苯胺蓝染色检测食管组织中 MC 数目;采用免疫组织化学法检测食管组织类胰蛋白酶

(tryptase,TPS)和结肠组织中紧密连接蛋白ZO-1及 Occludin的表达。采用酶联免疫吸附法检测血清 LPS、IL-8
含量,采用蛋白免疫印迹法检测食管组织中 TLR4的表达,结果:与对照组比较,模型组大鼠滴酸刺激时的行为学

评分及颈斜方肌肌电图曲线下面积(areaundercurve,AUC)比值均明显增高,差异有统计学意义(P<0.01);与
模型组比较,西药、低剂量及高剂量中药干预后,各组大鼠行为学评分及肌电图 AUC比值均降低,差异有统计学

意义(P<0.01)。其中,与西药组比较,中药各组肌电图 AUC 比值降低更为显著,差异有统计学意义(P<
0.05)。与对照组比较,模型组血清LPS、IL-8的含量、食管黏膜病理评分和 TLR4表达水平、食管组织中 MC数

目及 TPS表达水平均明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);结肠组织中 Occludin与ZO-1的表达均显著下

降,差异有统计学意义(P<0.01)。给予药物干预后,中药低剂量组及高剂量组大鼠血清 LPS、IL-8含量、食管黏

膜病理评分和 TLR4表达、食管组织中 MC数目及 TPS的表达水平均显著降低,差异有统计学意义(P<0.01);
结肠组织中 Occludin与ZO-1的表达均上调,差异有统计学意义(P<0.05)。中药高剂量组对上述指标的作用

均优于西药组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:活血通降方可改善RE大鼠食管黏膜炎症和内脏高敏感,机
制可能与保护肠黏膜屏障功能,降低LPS水平,抑制LPS/TLR4/MC通路,减少 MC脱颗粒和 TPS的释放有关。
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Abstract　Objective:TostudytheeffectofHuoxueTongjiangDecoctiononlipopolysaccharide(LPS)/Toll-
likereceptor4(TLR4)/mastcell(MC)pathwayinrefluxesophagitis(RE)modelrats,andtoexplorethethera-
peuticmechanismofHuoxueTongjiangDecoctiononesophagealvisceralhypersensitivity.Methods:Atotalof50
Wistarratswererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroup,WesternMedicinegroup,highdoseChinese
MedicinegroupandlowdoseChineseMedicinegroup,with10ratsineachgroup.Thecontrolgroupunderwent
anabdominalswitchsurgery,andtheotherfourgroupsweretreatedwithmodifiedpartialcardiacmyotomy+ex-
ternalpyloruspartialligationandrestraintstresstoestablishtheREmodelrats.Aftersevendaysofmodeling,

eachgroupwasgivencorrespondingdosesofdrugsorthesamevolumeofphysiologicalsalinebygavagefor14
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consecutivedays,twiceaday.HEstainingwasusedtoevaluatethepathologicalmanifestationsandscoringofe-
sophagealmucosae.Evaluationofvisceralsensitivityofratesophagususingbehavioralscoringandobservationof
electromyographicchanges.ToluidinebluestainingwasusedtodetectthenumberofMCinesophagealtissues.
TheexpressionofTPSinesophagealtissuesandthetightjunctionproteinsZO-1andOccludinincolontissues
weredetectedbyimmunohistochemistry.TheserumlevelsofLPSandIL-8weredetectedbyenzyme-linkedim-
munosorbentassay.TheexpressionofTLR4inesophagealtissueswasdetectedbyWesternblot.Results:Com-
paredwiththecontrolgroup,thebehavioralscoresandareaundercurve(AUC)ratioofcervicaltrapeziusmuscle
electromyographyinthemodelgroupweresignificantlyincreased(P<0.01).Comparedwiththemodelgroup,

aftertheinterventionofwesternmedicine,lowdoseandhighdoseofTraditionalChineseMedicine,thebehavioral
scoresandAUCratioofEMGofratsineachgroupweredecreased(P<0.01).Amongthem,comparedwiththe
WesternMedicinegroup,theAUCratioofEMGintheChineseMedicinegroupdecreasedmoresignificantly(P<
0.05).Comparedwiththecontrolgroup,theserumlevelsofLPSandIL-8,thepathologicalscoreandexpression
ofTLR4inesophagealmucosa,thenumberofMCandtheexpressionofTPSinesophagealmucosainthemodel
groupweresignificantlyincreased(P<0.05).TheexpressionsofOccludinandZO-1incolonicmucosaweresig-
nificantlydecreased(P<0.01).Afterdrugintervention,theserumLPSandIL-8content,TLR4expressionine-
sophagealmucosa,thenumberofMCandTPSexpressioninesophagealmucosaofthelowdoseandhighdoseof
ChineseMedicinegroupweresignificantlydecreased(P<0.01);theexpressionsofZO-1andOccludinincolonic
mucosawereup-regulated(P<0.05).TheeffectsofhighdoseofTraditionalChineseMedicineontheaboveindi-
catorswerebetterthanthoseofWesternMedicinegroup(P<0.05).Conclusion:HuoxueTongjiangDecoction
canimproveesophagealmucosalinflammationandvisceralhypersensitivityinRErats,whichmayberelatedto
protectingtheintestinalmucosalbarrierfunction,reducingLPSlevels,inhibitingtheLPS/TLR4/MCpathway,

reducingMCdegranulationandTPSrelease.
Keywords　refluxesophagitis;HuoxueTongjiangDecoction;visceralhypersensitive;lipopolysaccharide;mast

cell;Toll-likereceptor4

　　反流性食管炎(reflexesophagitis,RE)是指胃

及十二指肠内容物反流入食管,引起食管黏膜炎

症、糜烂等病变的一种消化系统疾病[1]。RE是胃

食 管 反 流 病 (gastroesophagealreflux disease,
GERD)的常见临床类型之一。我国的 RE患病率

约为6.4%[2]。随着饮食结构的改变、生活节奏的

加快,RE的患病率也在逐年升高。目前西医主要

以抑酸治疗为主,但疗效并不十分满意。我们前期

研究发现,使用 8 周标准质子泵抑制剂(proton
pumpinhibitor,PPI)治疗后,有11%的RE患者仍

存在 GERD症状[3]。这些难治性 RE患者病程迁

延反复,不仅影响生活质量,而且反复就诊,消耗大

量医疗资源。RE的发病机制尚不完全明确,多项

专家共识意见均提出:食管免疫炎症及内脏高敏感

是RE难治的重要原因[1,4]。最新研究显示,RE患

者存在肠道菌群紊乱,并与 RE的发生进展及内脏

高敏感密切相关[5],但具体机制尚不清楚。我们前

期研究表明,RE大鼠肠道菌群发生紊乱,革兰阴性

菌增多[6]。最新研究表明,随着肠道内革兰阴性菌

数量增多,其代谢产物脂多糖(lipopolysaccharide,
LPS)随之增多,其从肠腔进入体循环后,可与 Toll
样受体4(Toll-likereceptor4,TLR4)结合参与相

关疾病的发生、发展[7]。肥大细胞(mastcell,MC)
表面存在 TLR4,LPS可通过与 MC表面的 TLR4
结合活化 MC,促使 MC 脱颗粒释放类胰蛋白酶

(tryptase,TPS)以及多种炎性递质,如IL-8等,介

导机体免疫炎症反应,改变食管黏膜通透性并使神

经兴奋性增高引起感觉过敏[8-9]。
本课题组前期研究发现,活血通降方除具有抑

酸、抑制黏膜免疫炎症、迅速修复黏膜损伤及改善

食管下括约肌张力等作用外,对调节肠道菌群紊乱

及改善食管内脏高敏感相关症状也具有优势,但其

治疗机制尚不明确[6,10-12]。本研究通过建立内脏高

敏感RE大鼠模型,研究活血通降方对大鼠肠道黏

膜屏障及 LPS/TLR4/MC通路的影响,探讨其改

善食管内脏高敏感的可能疗效机制。

1　资料与方法

1.1　研究对象

SPF级8周龄雄性 Wistar大鼠50只,体重

250~280g,购自北京维通利华实验动物技术有限

公司[实验动物许可证号:SCXK(京)2021-0011]。
实验开始前适应性喂养7d。动物实验方案已经天

津市南开医院伦理委员会批准(No:IRM-DWLL-
2021135)。
1.2　药物与试剂

活血通降方由白及30g、丹参30g、枳壳15g、
香附15g、郁金10g、半夏10g、旋覆花30g组成,
所有饮片均购自天津市南开医院中药房,由天津市

南开医院药物实验室以水提醇沉法分别提取单药

有效成分,加工浓缩制成糊剂,确定生药含量为

1.47g/mL。西药混悬液:制备含奥美拉唑、吗丁

啉及铝碳酸镁的混悬液。均于4℃冰箱冷藏保存。
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试剂:异氟烷(20211101,瑞普生物药业有限公

司);大鼠 LPSELISA 试剂盒(MM-0647R2,ME-
IMIAN);大鼠IL-8ELISA 试剂盒(MM-0175R2,
MEIMIAN);TPS 抗 体 (13343-1-AP,Protein-
tech);甲苯胺蓝染液(G3668,北京索莱宝科技有限

公司);TLR4 抗体 (sc-293072,Santacruzbiote-
chology);ZO-1 抗体 (21773-1-AP,Proteintech);
Occludin抗体(13409-1-AP,Proteintech);GAPDH
抗体(10494-1-AP,Proteintech)。
1.3　主要仪器

光学显微镜(德国 Leika);生物信号采集处理

系统(中国北京智鼠多宝生物科技有限责任公司);
化学发光成像仪(美国Bio-Rad);多功能酶标仪(美
国 Thermo)。
1.4　方法

1.4.1　动物分组及干预方法　50只大鼠随机分

为对照组、模型组、中药低剂量组、高剂量组及西药

组,每组10只。异氟烷吸入麻醉下,对照组行腹腔

开关术,其余各组采用改良部分贲门肌切开术+外

置幽门部分结扎术[13]制备RE大鼠模型。造模7d
后,连续给予束缚应激[14]14d,同时中药低剂量组

及高剂量组分别给予相应剂量活血通降方灌胃,西
药组给予西药混悬液灌胃,对照组及模型组给予等

体积的生理盐水灌胃,2次/d,连续干预14d。按

动物体表面积比率换算等计量法计算,中药低高剂

量组、高剂量组给药剂量分别为生药含量14.7、
29.4g/(kg/d);西 药 组 给 药 剂 量 为 奥 美 拉

唑4.2mg/(kg/d)、吗丁啉3.15mg/(kg/d)、铝碳

酸镁0.16g/(kg/d)。
末次给药第2天将各组大鼠中的5只进行内

脏敏感性检查,另5只取腹主动脉血,处死大鼠,取
食管下端 1cm 组织,取 肛 缘 3~5cm 处 长 度

约2cm 的结肠组织。
1.4.2　内脏敏感性测定　按照参考文献方法检测

食管内脏高敏感[15],检测前24h禁食不禁水,予异

氟烷吸入麻醉。将针式电极预先植入于大鼠斜方

肌上,两处间隔1cm。麻醉状态下,将聚乙烯细管

(PE管)置于胃食管交界处上2~3cm,固定软管,
另一端与注射器(1mL)相连。将大鼠固定于柔软

大鼠固定器中,电极末端与 Medlab生物信号采集

处理系统相连接,记录斜方肌肌电图的变化。待大

鼠麻醉清醒后,首先记录大鼠稳定状态下颈斜方肌

肌电 图 波 形,截 取 1 min 作 为 基 线。然 后 以

约0.2mL/min的速度缓慢推注pH=1的盐酸溶

液,持续1min,观察并记录此时间段下大鼠行为学

变化及颈斜方肌肌电图变化。每只大鼠重复3次,
每次间隔30min。分别计算滴酸前后1min内肌

电图曲线下面积(areaundercurve,AUC)。以曲

线下面积的变化比值及行为学评分评估各组大鼠

食管内脏敏感性。AUC=滴酸时的 AUC/基础状

态的 AUC×100%,取3次平均值进行统计分析。
行为学评分标准:大鼠情绪基本稳定,为0分;

呼吸急促,为1分;呻吟,为2分;轻度挣扎,为3
分;剧烈挣扎,为4分。
1.4.3　采用苏木精-伊红染色观察组织形态学变

化　将大鼠食管下端组织进行石蜡包埋切片,采用

苏木精-伊红染色法观察食管组织病理学变化,并
进行 RE 病 理 分 级 评 分,分 级 标 准 参 考 相

关文献[16]。
1.4.4　采用甲苯胺蓝染色检测食管组织中 MC细

胞数目　将食管组织石蜡包埋切片,经常规脱蜡水

洗后置于甲苯胺蓝染色液中40min,蒸馏水冲洗,
将切片浸入95%乙醇中分色数秒,脱水,二甲苯透

明,中性树脂封固。在光学显微镜下观察,肥大细

胞细胞核呈蓝色,颗粒呈紫红色,每张切片随机选

取3 个 200 倍 视 野 进 行 计 数,取 其 均 值 作 统

计分析。
1.4.5　采用酶联免疫吸附法检测血清中LPS、IL-
8的含量　将取材所得的动脉血高速离心,分离血

清,按照 LPS和IL-8试剂盒说明书测定各组大鼠

血清中LPS、IL-8的含量。
1.4.6　采用免疫印迹法检测各组大鼠食管组织

TLR4蛋白的表达水平　取材所得各组大鼠食管

组织,提取总蛋白,参照BCA蛋白定量分析试剂盒

说明书测定样本总蛋白浓度。采用10%聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离,并转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)
膜上,封闭,一抗4℃冰箱孵育过夜(稀释浓度为

TLR41∶500;GAPDH1∶10000),TBST 洗膜,
二抗孵育,TBST 再次洗膜,ECL显色曝光。使用

ImageJ软件进行灰度分析。
1.4.7　采用免疫组织化学染色法检测紧密连接蛋

白 Occludin、ZO-1和 TPS的表达水平　将食管或

结肠组织石蜡包埋切片,进行脱蜡、水合,Tris-ED-
TA 缓 冲 液 抗 原 修 复,3% H2O2 室 温 下 孵

育10min,5%正常山羊血清(TBS稀释)室温封

闭,分别滴加一抗稀释液孵育,TBST冲洗,滴加适

量二抗室温孵育,TBST再次冲洗,滴加适量 DAB
溶液孵育,显色后迅速蒸馏水冲洗。苏木精复染,
脱水,中性树胶封固,光学显微镜下观察拍摄。
1.5　统计学方法

采用SPSS21.0统计学软件进行数据统计分

析。计量资料以■X±S 表示,数据符合正态分布且

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,否 则 采 用 Kruskal-
Wallis秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　各组大鼠食管黏膜病理表现及评分

对照组、模型组、西药组、中药高剂量组及中药
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低剂量组的食管黏膜病理评分分别为0、1.88±
0.64、0.33±0.50、0.56±0.73、0.30±0.67。光镜

下,对照组大鼠食管黏膜完整,上皮细胞层内偶见

炎症细胞及空泡;模型组大鼠食管组织呈炎症性改

变,可见鳞状上皮及基底层不同程度增生,细胞排

列紊乱,黏膜固有层乳头延伸,有数量不等的炎性

细胞浸润,食管黏膜病理评分较对照组显著升高,
差异有统计学意义(P<0.01)。给药干预后,西药

组、中药低剂量组及高剂量组食管组织病理表现均

明显改善,鳞状上皮轻度增生,黏膜固有层少量的

炎性细胞,病理评分较模型组均显著下降,差异有

统计学意义(P<0.05);其中,3个药物干预组之间

病理评分差异无统计学意义(P>0.05)。
2.2　各组大鼠行为学评分及颈斜方肌肌电图的

AUC比较

如表1所示,模型组大鼠的行为学评分较对照

组显著升高,差异有统计学意义(P<0.01);西药

组、中药低剂量组及高剂量组大鼠行为学评分较模

型组均显著降低,差异有统计学意义(P<0.01)。

其中,西药组、中药各组之间行为学评分差异无统

计学意义(P>0.05)。如表1和图1所示,与对照

组比较,模型组颈斜方肌肌电图 AUC明显升高,
差异有统计学意义(P<0.01);给药干预后,西药

组、中药低剂量组及高剂量组 AUC较模型组均降

低,差异有统计学意义(P<0.01),其中,中药低剂

量组及高剂量组效果优于西药组,差异有统计学意

义(P<0.05)。

表1　各组大鼠行为学评分及颈斜方肌肌电图的AUC比较
■X±S

组别 例数 行为学评分/分 AUC/%
对照组 5 1.80±0.45 183.02±21.22　
模型组 5 3.67±0.241) 350.35±37.391)

西药组 5 2.27±0.432) 245.96±25.271)2)

中药低剂量组 5 2.00±0.242) 208.39±20.892)3)

中药高剂量组 5 1.87±0.382) 197.10±33.242)3)

　　与对照组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.01;
与西药组比较,3)P<0.05。

a:对照组;b:模型组;c:西药组;d:中药低剂量组;e:中药高剂量组。
图1　各组大鼠颈斜方肌肌电图比较

2.3　各组大鼠食管黏膜 MC数目比较

如表2和图2所示,与对照组比较,模型组大

鼠食管黏膜中 MC数目均明显增多,差异有统计学

意义(P<0.01),给药干预后,西药组、中药低剂量

组及高剂量组食管黏膜中 MC数目较模型组均明

显减少,差异有统计学意义(P<0.01),其中,中药

低剂量组及高剂量组大鼠食管黏膜中 MC数目减

少更为显著,与西药组比较均差异有统计学意义

(P<0.05)。

表2　各组大鼠食管黏膜 MC数目及TPS的表达水平

■X±S

组别 例数 MC数目 TPS表达(MOD值)

对照组 5 5.00±1.58 0.19±0.03
模型组 5 17.40±0.891) 0.31±0.031)

西药组 5 10.40±1.511)2) 0.23±0.032)

中药低剂量组 5 7.80±0.841)2)3) 0.18±0.042)3)

中药高剂量组 5 8.20±0.841)2)3) 0.18±0.022)3)

　　与对照组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.01;
与西药组比较,3)P<0.05。

a:对照组;b:模型组;c:西药组;d:中药低剂量组;e:中药高剂量组。
图2　各组大鼠食管黏膜 MC甲苯胺蓝染色结果(×200)
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2.4　各组大鼠食管黏膜 MC脱颗粒产物 TPS的

表达水平

如表2和图3所示,与对照组比较,模型组食

管黏膜组织中 TPS的表达显著升高,差异有统计

学意义(P<0.01);与模型组比较,西药组、中药低

剂量组及高剂量组食管黏膜组织中 TPS的表达显

著下降,差异有统计学意义(P<0.01),其中,中药

低剂量组及高剂量组相较于西药组降低更为显著,
差异有统计学意义(P<0.05)。

a:对照组;b:模型组;c:西药组;d:中药低剂量组;e:中药高剂量组。
图3　各组大鼠食管黏膜TPS免疫组织化学染色结果(×200)

2.5　各组大鼠结肠黏膜中紧密连接蛋白 Occlu-
din、ZO-1的表达水平

如表3、图4、图5所示,与对照组比较,模型组

大鼠结肠黏膜中 Occludin与ZO-1的表达均显著

下调,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型组比

较,西药组、中药低剂量组及高剂量组大鼠结肠黏

膜中ZO-1的表达均上调,差异有统计学意义(P<
0.05);中药低剂量及高剂量组大鼠 Occludin的表

达均上调,差异有统计学意义(P<0.05),西药组

Occludin的表达差异无统计学意义(P>0.05)。
中药各组ZO-1的促表达作用优于西药组,差异有

统计学意义(P<0.05)。
2.6　各组大鼠血清 LPS、IL-8的含量及食管组织

中 TLR4蛋白的表达水平

如图6所示,与对照组比较,模型组大鼠血清

LPS、IL-8的含量及食管组织中 TLR4的表达水平

均显著升高,差异有统计学意义(P<0.01);经西

药、低剂量及高剂量中药治疗后,血清LPS、IL-8的

含量及食管组织中 TLR4的水平均较模型组显著

降低,差异有统计学意义(P<0.01)。其中,中药

高剂量组食管组织中 TLR4的表达水平明显低于

西药组,差异有统计学意义(P<0.05),且中药疗

效与浓度呈正比。

表3　各组大鼠结肠黏膜中ZO-1及Occludin的表达

MOD值,■X±S

组别 例数 ZO-1表达 Occludin表达

对照组 5 0.32±0.03 0.33±0.03
模型组 5 0.24±0.021) 0.25±0.041)

西药组 5 0.27±0.021)2) 0.29±0.04
中药低剂量组 5 0.30±0.012)3) 0.30±0.042)

中药高剂量组 5 0.30±0.022)3) 0.33±0.042)

　　与对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05;
与西药组比较,3)P<0.05。

a:对照组;b:模型组;c:西药组;d:中药低剂量组;e:中药高剂量组。
图4　各组大鼠结肠黏膜中ZO-1的表达(×200)

a:对照组;b:模型组;c:西药组;d:中药低剂量组;e:中药高剂量组。
图5　各组大鼠结肠黏膜中Occludin的表达(×200)
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a:LPS的含量;b:IL-8的含量;c:TLR4的表达水平。与对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.01;与西药组

比较,3)P<0.05;与中药低剂量组比较,4)P<0.05。
图6　各组大鼠血清中LPS、IL-8的含量及食管组织中TLR4的表达水平

3　讨论

RE是临床常见的消化系统疾病之一,目前西

医主要以抑酸治疗为主,PPI或新型抑酸药钾离子

竞争性酸阻滞剂(potassiumchannelacidblocker,
P-CAB)是治疗 GERD的首选药物[1]。研究发现,
高达40%的 GERD患者对 PPI治疗反应不佳,尽
管使用了足量的 PPI药物,但 GERD 的症状仍间

断出现,不仅严重影响了患者的生活质量,也给社

会带来了较大的经济和医疗负担[17]。中医治疗

GERD具有优势与特色。中医多将其归属于“吐
酸”、“食管瘅”等范畴。“胃失和降,胃气上逆”是本

病发病的基本病机。气逆、湿热、气郁、血瘀是本病

的重要病理基础。最新的 GERD中医专家诊疗共

识意见提出,瘀血阻络证是6个主要中医证型之

一[18],也是临床中比例较高的证型之一[19]。针对

瘀血阻络型RE的病因病机特点,自拟活血通降方

具有活血生肌、和胃降逆、疏肝理气等功效,是治疗

瘀血阻络型 RE的有效方剂。我们前期系列临床

研究证实,活血通降方治疗 RE具有优势,可有效

缓解临床症状,提高治愈率,且对难治性 RE疗效

明显[20-21]。
难治性RE的病理机制尚不明确,目前认为与

食管免疫炎症、夜间酸突破、弱酸或非酸反流、食管

内脏高敏感、精神心理因素等多种因素相关[22]。
其中,食管内脏高敏感可能是难治性 RE症状持续

的基础[17]。在双倍剂量 PPI治疗无效的患者中,
高达36%~38%的患者存在食管内脏高敏感,生
理性的酸或非酸反流即可使患者产生反酸、烧心等

症状[23]。本研究发现,RE大鼠食管对滴酸刺激的

敏感性明显增高,而活血通降方干预可显著降低滴

酸刺激的食管敏感性,提示活血通降方在修复食管

黏膜损伤的同时,还可明显改善食管内脏高敏

感症状。
研究证实,肠道菌群紊乱可通过“微生物-肠-

脑”轴参与内脏高敏感的形成[23]。我们前期多项

研究均显示,RE存在肠道菌群的紊乱,主要表现为

菌群的物种丰度与多样性均降低,革兰阴性菌未分

类拟杆菌属、普雷沃菌 UCG-003、螺杆菌属等的富

集,有益菌Akkermansia菌属及未分类瘤胃菌科丰

度降低[6,24]。肠道菌群紊乱会导致肠道黏膜屏障

功能受损,本次研究发现,RE大鼠肠道黏膜紧密连

接蛋白 Occludin与ZO-1的表达水平亦有明显下

降,进一步证实 RE 可能存在肠道屏障功能的受

损。肠道黏膜屏障功能受损可使致病菌及代谢产

物LPS等更容易进入肠黏膜及循环系统,引起炎

症反应及免疫细胞的增殖与活化,激活内脏高敏感

产生的外周敏化机制[25]。本研究同时发现,活血

通降方可显著上调结肠黏膜中 ZO-1及 Occludin
的表达和降低外周血 LPS的水平,其作用明显优

于西药。提示活血通降方不仅可以调节肠道菌群,
降低革兰阴性菌水平,而且还可以显著改善肠道黏

膜屏障功能。
MC是机体中重要的免疫细胞,其增殖、活化

及脱颗粒可释放多种生物活性递质(包括 TPS、炎
性递质如IL-8等),不仅参与免疫炎症过程,改变

黏膜通透性,还可与神经细胞相互作用,兴奋、敏化

伤害性神经纤维,引起感觉过敏,参与内脏高敏感

的形成机制[8-9]。LPS可通过激活 TLR4介导 MC
增殖、活化脱颗粒[26]。为进一步探究RE食管黏膜

MC增殖活化的机制以及中药的作用,本实验测定

了食管黏膜 MC数目及脱颗粒产物TPS,同时检测

血清 LPS的含量及食管组织中 TLR4的表达水

平。结果显示,RE大鼠血清 LPS、IL-8的含量明

显增加,食管组织 TLR4的表达水平明显上调,食
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管黏膜 MC数目明显增加,脱颗粒产物 TPS明显

增多。活血通降方干预可以降低血清LPS、IL-8含

量及食管组织 TLR4的表达,同时可降低食管黏膜

中 MC的数目及 TPS的表达水平。此结果进一步

验证了我们的假设,活血通降方可通过改善肠黏膜

屏障功能,降低血清 LPS的水平,抑制 LPS-TLR4
通路激活及食管 MC活化脱颗粒,从而抑制食管黏

膜免疫炎症和改善食管内脏高敏感。
此外,胃肠疾病的内脏高敏感变化并不是器官

特异性的,存在内脏-内脏感觉过敏机制。这是由

于中枢神经系统的二级神经元可接受来自不同内

脏器官的会聚输入,内脏器官之间存在交叉敏化的

现象[27]。研究发现,对食管进行酸灌注刺激后,食
管、十二指肠和直肠3个部位对机械刺激的整体敏

感性均增加,尤其是直肠部位敏感性增加的更

为明显[28-29]。
4　结论

本研究结果提示,RE大鼠食管内脏高敏感与

肠黏膜屏障功能受损所致的LPS/TLR4/MC信号

通路激活相关。另外,肠道来源的 LPS是否可以

激活肠黏膜LPS/TLR4/MC信号通路诱导结肠内

脏高敏感值得进一步深入探究,这也可进一步解释

GERD多与功能性肠病重叠的现象。但目前关于

肠道菌群与RE的相关研究尚处于早期探索阶段,
RE造成肠道菌群失调和肠屏障破坏的机制及肠道

菌群与 内 脏 高 敏 感 的 相 关 性 均 有 待 进 一 步 深

入研究。
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