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摘 要 目的：探究积雪草总苷对老年消化不良（FD）模型大鼠胃肠动力及肠神经系统（ENS）保护作用的量效关系及机制。方

法：将16月龄老年雄性SD大鼠随机分为空白对照组、模型组和积雪草总苷低、中、高剂量组（15、30、60 mg/kg），每组8只。采用夹

尾刺激联合不规则饮食法持续4周以建立老年大鼠FD模型。造模完成后隔日，给药组大鼠灌胃相应剂量积雪草总苷药液，对照

组和模型组大鼠灌胃等容生理盐水，每日1次，连续15 d。采用酶联免疫吸附测定法检测大鼠血清中胃动素（MTL）、血管活性肠

肽（VIP）的含量；测定大鼠胃排空率和小肠推进比；采用免疫荧光法和免疫组织化学法检测大鼠胃窦组织中ENS标志物[中枢神经

特异性蛋白（S100β）和胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）]的表达情况；采用Western blotting法检测胃窦组织中S100β、胶质细

胞原纤维酸性蛋白（GFAP）、蛋白基因产物9.5（PGP9.5）、GDNF、磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶（p-MEK）以及磷酸化细胞外信

号调节激酶1/2（p-ERK1/2）蛋白的表达水平。结果：与空白对照组比较，模型组和积雪草总苷低、中剂量组大鼠胃排空率和小肠推

进比以及血清中 MTL 含量和胃窦组织中 PGP9.5蛋白表达水平显著降低，血清中 VIP 含量和胃窦组织中 S100β、GFAP、GDNF、

p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，积雪草总苷各剂量组大鼠胃排空率和小肠推进比均显著

升高（P＜0.05）；除积雪草总苷低剂量组GFAP蛋白表达水平变化不显著（P＞0.05）外，各剂量组大鼠血清中MTL含量和胃窦组织

中PGP9.5蛋白表达水平均显著升高，血清中VIP含量和胃窦组织中S100β、GFAP、GDNF、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达水平均显著

降低（P＜0.05）。上述胃肠动力指标含量和相关因子蛋白表达水平有部分或大多数在积雪草总苷不同剂量组之间有显著差异

（P＜0.05），且高剂量组各指标可恢复至与空白对照组无显著差异的水平（P＞0.05）。结论：积雪草总苷能剂量依赖性地改善老年

FD模型大鼠的胃肠动力不足、ENS功能异常，且以高剂量组（60 mg/kg）的作用效果最明显；其机制可能与促进内源性MTL释放并

抑制VIP分泌、抑制GDNF及下游信号通路激活并促进ENS和肠神经元修复有关。
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功能性消化不良（Functional dyspepsia，FD）是一组

源自上腹部，持续或反复存在腹痛、腹胀、烧灼感或早饱

感的症候群[1]。流行病学资料显示，我国FD发病率高达

18％～35％[2]，其中60岁以上的老年人由于胃肠动力障

碍、胃酸分泌紊乱等生理功能退化，成为了FD的高危人

群[3]。临床上除了使用抗酸药和促动力药治疗FD外，中

医药及针灸等补充治疗方法也逐渐受到越来越多学者

的关注。积雪草总苷是包含积雪草苷、羟基积雪草苷、

积雪草苷B等在内的三萜类皂苷成分混合提取物，近年

来大量研究表明，积雪草总苷在治疗胃溃疡和胃癌等胃

肠道疾病方面具有一定作用[4-6]，但其对老年FD的治疗

作用尚未见研究报道。以往的研究表明，胃肠活动的调

控和支配同时受到肠神经系统（ENS）、中枢神经系统

（CNS）、胃肠起搏细胞和平滑肌等在内的神经冲动传导

网络的控制，其中ENS作为由肠神经元和神经胶质细胞

（EGCs）构成的独立单位，可不依赖CNS发挥对胃肠道

活动的独立调控作用[7]。另有研究证实，胶质细胞源性

神经营养因子（GDNF）的异常表达也与FD的发生、发展

有关[8]。基于此，本研究采用积雪草总苷干预老年FD模

型大鼠，并通过检测大鼠体内ENS特异性标志物中枢神

经特异性蛋白 S100 β、胶质细胞原纤维酸性蛋白

（GFAP）、蛋白基因产物 9.5（PGP9.5），以探究积雪草总

甘对ENS的保护作用；同时，通过考察GDNF及相关细

胞外信号调节激酶（ERK）/丝裂原活化蛋白激酶激酶

（MEK）信号通路相关因子的变化，探究积雪草总苷对老

年FD模型大鼠保护作用的量效关系和可能机制，为临

床治疗老年FD疗提供实验基础和理论依据。

1 材料

1.1 仪器

BT25S型电子天平（德国Sartorius公司）；Multiskan

MK3型酶标仪、Sorvall ST 8型台式离心机（美国 Ther-

mo Fisher Scientific 公司）；Cryo3DM 型冷冻切片机（日

本Sakura公司）；AiryScan LSM800型激光共聚焦显微镜

（德国Zeiss公司）；IX53型倒置显微镜（日本Olympus公

司）；Tanon-1200型凝胶成像系统、EPS600型电泳仪（上

海天能科技有限公司）；UPH-I-5/10/20T型台式标准型超

纯水机（西安优普仪器设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

积雪草总苷原料药（广西昌洲天然药业有限公司，

批号：84696219，含量：95％）；胃动素（MTL）酶联免疫吸

附测定（ELISA）检测试剂盒（批号：20180318）、血管活

性肠肽（VIP）ELISA检测试剂盒（批号：20180430）均购

自南京建成生物工程研究所；GFAP兔单克隆抗体、S100

β兔单克隆抗体、PGP9.5兔单克隆抗体、GDNF兔单克隆

抗体、磷酸化 MEK（p-MEK）兔单克隆抗体、磷酸化

ERK1/2（p-ERK1/2）兔单克隆抗体（批号分别为GB11096、

ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the dose-effect relationship and mechanism of protective effects of total asiaticoside（TA）

on gastrointestinal motility and enteric nervous system（ENS） in aged functional dyspepsia（FD）model rats. METHODS：Aged

male SD rats of 16 months old were randomly divided into blank control group，model group，TA low dose，medium dose and high

dose groups（15，30，60 mg/kg），with 8 rats in each group. FD model was established by tail-stimulation combined with irregular

diet for 4 weeks. The next day after modeling，administration groups were given relevant doses of TA solution intragastrically；

control group and model group were given constant volume of normal saline intragastrically，once a day，for consecutive 15 d.

Gastric emptying rate and small intestinal propulsion rate of rats were examined. ELISA were used to detect serum contents of MTL

and VIP. Immunofluorescence and immunohistochemistry were proposed to measure the expression of ENS marker（S100 β and

GDNF） in gastric antrum tissue. The protein expression of S100 β，GFAP，PGP9.5，GDNF，p-MEK and p-ERK1/2 in gastric

antrum tissue were measured by Western blotting assay. RESULTS：Compared with blank control group，gastric emptying rate and

small intestinal propulsion rate，serum MTL content and protein expression of PGP9.5 in gastric antrum tissue of model and TA

low，medium dose group were decreased significantly，while serum VIP content，protein expressions of S100β，GFAP，GDNF，

p-MEK and p-ERK1/2 in gastric tissue were increased significantly（P＜0.05）. Compared with model group，gastric emptying rate

and small intestinal propulsion rate of TA groups were increased significantly（P＜0.05）；except for GFAP protein in TA low dose

group（P＞0.05），the serum MTL content and the expression of PGP9.5 protein in gastric antrum tissue of rats in TA groups were

increased significantly，while serum VIP content，protein expression of S100β，GFAP，GDNF，p-MEK and p-ERK1/2 in gastric

antrum tissue were decreased significantly（P＜0.05）. Some or most of the content of gastrointestinal motility indexes and related

factor protein expression were significantly different among TA groups（P＜0.05），and the indexes in TA high dose group could

recover to the levels which were not significantly different with blank control group （P＞0.05）. CONCLUSIONS：TA can

dose-dependently improve the gastrointestinal motility deficiency and ENS dysfunction in aged FD model rats，especially in high

dose （60 mg/kg）of TA group. Its mechanism may be related with promoting the release of endogenous MTL，inhibiting the

secretion of VIP，expression of GDNF and the activation of downstream signaling pathway，and promoting the repair of ENS and

intestinal neurons.

KEYWORDS Total asiaticoside；Functional dyspepsia；Gastrointestinal motility；Enteric nervous system；GDNF；Mechanism；

Dose-effect relationship；Aged rat
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GB14146、GB11159、GB11403、GB12304、GB11507）以

及花菁染料3（Cy3）标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）

二抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG二抗

（批号分别为GB21303、GB23204）均购自武汉塞维尔生

物科技有限公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）小鼠

单克隆抗体（北京义翘神州生物技术有限公司，批号：

100242-MM05）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号：

P0010S）、RIPA裂解液（批号：P0013B）、超敏ECL化学发

光试剂盒（批号：P0018AS）以及DAPI染色液、牛血清白

蛋白（BSA）、二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒及蛋白上

样缓冲液均购自上海碧云天生物技术有限公司；磷酸盐

缓冲液（PBS，以色列 BI 公司，批号：020241ACS；工作

pH为7.45）；枸橼酸缓冲液即用型干粉（广州赛国生物科

技有限公司，批号：BL604A；工作 pH 为 6.0）；12％十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）预制胶

（上海瑞楚生物科技有限公司，批号：R07027）；氯化钠注

射液（中国大冢制药有限公司，批号：20190628，规格：

500 mL ∶ 4.5 g；作生理盐水用）；二甲苯、无水乙醇等其余

试剂均为分析纯或由实验室自行配制，水为超纯水。

1.3 动物

SPF级老年SD大鼠 40只，雄性，16月龄，体质量为

（300.0±20.0）g，购自南通大学实验动物中心，动物生产

许可证号：SCXK（苏）20190001。大鼠分笼饲养，饲养条

件为（23.0±2.0）℃恒温、（60.0±5.0）％恒湿、自然光昼

夜交替。大鼠适应性喂养1周后进行实验，实验操作严

格遵守动物实验伦理要求的相关规定。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

取老年大鼠 40只，随机分为空白对照组、模型组以

及积雪草总苷低、中、高剂量组，每组8只。除空白对照

组大鼠正常饮食外，其余组大鼠均采用不规则饮食联合

夹尾刺激的复合造模法[9]复制FD模型，造模时间持续4

周。造模结束后观察大鼠一般情况，根据前期预实验结

果，以大鼠毛色发黄、便溏、活动灵敏度下降、体质量减

轻、进食饮水量减少，且解剖观察（在实验结束后）示其

胃肠组织无器质性损伤为造模成功。造模完成后隔日，

给药组大鼠分别灌胃低、中、高剂量的积雪草总苷药液

（15、30、60 mg/kg，以生理盐水配制；剂量设置参照文献

方法[10]），灌胃体积为200 μL；空白对照组和模型组大鼠

灌胃等容生理盐水。各组大鼠均每日灌胃1次，连续15

d。给药期间，大鼠均自由饮水进食；观察大鼠一般情况

及胃肠道器质性损伤的发生情况。

2.2 大鼠血清中MTL、VIP的含量检测

各组大鼠末次给药12 h后（期间禁食不禁水），在其

眼眶采血，收集血样至EP管中，在 37 ℃水浴中孵育 30

min后，以 2 000 r/min离心 5 min，分离上层血清。参照

ELISA 试剂盒说明书操作，采用酶标仪检测血清中

MTL、VIP的含量。

2.3 大鼠胃肠动力检测

各组大鼠眼眶采血后继续禁食不禁水12 h（以确保

大鼠未处于应激状态），然后灌胃5％炭末阿拉伯胶混悬

液（参照文献方法 [11]配制）50 mg/kg，记录灌胃质量

（M1）。灌胃 30 min后处死大鼠，开腹结扎贲门和幽门，

测定幽门至盲肠（不含盲肠）的总长度（a），记录各组大

鼠幽门至炭末类固体糊前端的推进距离（b），按公式计

算小肠推进比：小肠推进比＝b/a×100％。剖取完整胃

组织，吸除多余血水后称定总质量（M2），再沿胃大弯剖

开胃后去除残余胃容物并称定净质量（M3），按公式计算

胃排空率：胃排空率＝[1－（M2－M3）/M1]×100％。取部

分胃窦组织在－20 ℃下冻存，其余部分进行后续切片制

备及相关检测。

2.4 大鼠胃窦组织中S100β表达情况检测

采用免疫荧光法检测。取“2.3”项下各组大鼠胃窦

组织适量，行常规石蜡包埋后切片（厚度约 5 μm），再经

二甲苯、无水乙醇脱蜡水化后，加入0.01 mol/L枸橼酸缓

冲液，在98 ℃ 下高温处理20 min修复抗原；以PBS漂洗

切片 3次去除修复液，在 5％BSA 溶液中室温封闭 30

min；加入 S100β抗体（稀释度为 1 ∶ 500），在 4 ℃下孵育

过夜；以PBS漂洗切片3次去除一抗孵育液，加入Cy3标

记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释度为1 ∶1 000），室温下避光

孵育30 min；以PBS漂洗切片3次去除二抗孵育液，加入

DAPI染色液，于室温核染 5 min后封片，采用激光共聚

焦显微镜观察大鼠胃窦组织中S100β的表达情况（镜下

S100β阳性表达呈红色荧光，胃窦组织细胞核经DAPI染

色后呈蓝色荧光）。

2.5 免疫组织化学法检测大鼠胃窦组织中GDNF表达

情况检测

采用免疫组织化学法检测。取“2.3”项下各组大鼠

胃窦组织适量，按“2.4”项下方法制备大鼠胃窦组织切片

并进行抗原修复；以 PBS漂洗切片 3次去除修复液，在

5％BSA溶液中室温封闭30 min；加入GDNF抗体（稀释

度为 1 ∶ 500），在 4 ℃下孵育过夜；以 PBS漂洗 3次去除

一抗孵育液，加入HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释

度为 1 ∶ 1 000），室温下孵育 1 h；以PBS漂洗切片 3次去

除二抗孵育液，吸除多余水分，向切片中滴加DAB显色

液，室温下反应5 min后，以PBS冲洗终止反应。上述切

片经乙醇梯度脱水后采用二甲苯透明，中性树胶封片，

晾干，采用倒置显微镜观察大鼠胃窦组织中GDNF的表

达情况（镜下GDNF阳性表达呈棕黄色）。

2.6 大鼠胃窦组织中 S100β、GFAP、PGP9.5、GDNF、

p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达水平检测

采用Western blotting（WB）法检测。取“2.3”项下冷

冻保存的各组大鼠胃窦组织50～80 mg，充分剪碎，加入

RIPA裂解液 0.5 mL并置于冰上迅速研磨，提取组织总

蛋白。收集组织总蛋白匀浆液，在4 ℃下以12 000 r/min

离心15 min，取上清液，采用BCA法进行蛋白定量；加入
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5×蛋白上样缓冲液煮沸变性。取 50 μg 等量蛋白，在

120 V恒压下行 12％SDS-PAGE，电泳时间 100 min。电

泳结束后，以 200 mA 恒流转移蛋白条带至活化后的

PVDF 膜上；依次加入 S100β、GFAP、PGP9.5、GDNF、

p-MEK、p-ERK1/2和GAPDH一抗（稀释度均为1 ∶1 000），

在4 ℃下孵育过夜；以PBST缓冲液清洗3次，加入HRP

标记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释度为1 ∶1 000），室温下孵

育 2 h；以 PBST缓冲液清洗 3次，再滴加ECL发光液进

行反应后，采用凝胶成像系统进行曝光并采集图像。以

GAPDH为内参，采用 Image J 1.6.0软件分析各目标蛋白

条带与内参蛋白条带灰度值之比，用来表示目标蛋白的

表达水平。

2.7 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料采用 x±s表示，多组间数据经正态分析和方差齐性检

验后采用单因素方差分析（ANOVA）进行比较，两组间

数据采用LSD-t检验进行比较。P＜0.05为差异有统计

学意义。

3 结果
3.1 大鼠一般情况及胃肠道损伤状况

与空白对照组比较，造模大鼠持续便溏，饮食饮水

量较少，且精神萎靡、活动减少；实验完毕解剖后均未见

胃肠道器质性损伤，表明老年FD大鼠模型复制成功。

3.2 积雪草总苷对老年FD模型大鼠血清中MTL、VIP

含量的影响

与空白对照组比较，模型组和积雪草总苷低、中剂

量组大鼠血清中MTL含量显著降低，VIP含量显著升高

（P＜0.05）；而积雪草总苷高剂量组大鼠血清中上述指

标含量与空白对照组的差异均无统计学意义（P＞

0.05）。与模型组比较，积雪草总苷低、中、高剂量组大鼠

血清中MTL含量均显著升高，且高剂量组该指标含量

显著高于低、中剂量组；VIP含量均显著降低，且高剂量

组该指标含量显著低于低、中剂量组（P＜0.05）。各组

大鼠血清中MTL和VIP含量比较见表1。

表 1 各组大鼠血清中MTL、VIP含量比较（x±±s，n＝

8，pg/mL）

Tab 1 Comparison of serum MTL and VIP contents

of rats in each group（x±±s，n＝8，pg/mL）

组别
空白对照组
模型组
积雪草总苷低剂量组
积雪草总苷中剂量组
积雪草总苷高剂量组

MTL

418.26±37.10

296.04±31.62＊

336.91±20.15＊#

348.59±33.74＊#

382.60±27.95#Δ▽

VIP

362.10±28.67

547.33±55.19＊

500.14±50.50＊#

484.72±36.21＊#

419.25±20.04#Δ▽

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与积

雪草总苷低剂量组比较，ΔP＜0.05；与积雪草总苷中剂量组比较，▽P＜

0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；

vs. total asiaticoside low-dose group，ΔP＜0.05；vs. total asiaticoside me-

dium-dose group，▽P＜0.05

3.3 积雪草总苷对老年FD模型大鼠小肠推进比和胃

排空率的影响

与空白对照组比较，模型组和积雪草总苷低、中剂

量组大鼠的小肠推进比和胃排空率均显著降低（P＜

0.05）；而积雪草总苷高剂量组大鼠上述指标与空白对照

组的差异均无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，

积雪草总苷低、中、高剂量组大鼠小肠推进比和胃排空

率均显著升高，且高剂量组胃排空率显著高于低剂量组

（P＜0.05）；而积雪草总苷各剂量组间其余指标的差异

均无统计学意义（P＞0.05）。各组大鼠小肠推进比和胃

排空率比较见表2。

表 2 各组大鼠小肠推进比和胃排空率比较（x±±s，n＝

8，％％）

Tab 2 Comparison of gastric emptying rate and small

intestinal propulsion rate of rats in each group

（x±±s，n＝8，％％）

组别
空白对照组
模型组
积雪草总苷低剂量组
积雪草总苷中剂量组
积雪草总苷高剂量组

小肠推进比
55.23±1.44

37.36±3.13＊

47.22±2.08＊#

45.19±4.01＊#

50.49±3.41#

胃排空率
74.26±4.37

41.27±2.43＊

59.38±2.11＊#

63.14±5.01＊#

69.33±4.52#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与积

雪草总苷低剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05；vs. total asiaticoside low-dose group，ΔP＜0.05

3.4 积雪草总苷对大鼠胃窦组织中ENS特异性标志物

S100β、GFAP、PGP9.5表达的影响

3.4.1 S100β的免疫荧光法检测结果 与空白对照组比

较，模型组大鼠胃窦组织中S100β阳性表达明显增加且

多分布于胃窦黏膜组织、少量分布于肌层；与模型组比

较，积雪草总苷低、中、高剂量组大鼠胃窦组织中S100β

阳性表达均明显减少，其中积雪草总苷高剂量组大鼠胃

窦组织中 S100β阳性表达分布最少，仅见于胃窦内肌

层。各组大鼠胃窦组织中S100β阳性表达的免疫荧光法

检测显微图见图1（其中，Cy3标记荧光图用于表示S100

β阳性表达；DAPI染色荧光图用于表示胃窦组织的细胞

定位；Merge图是前两者叠加图像，用于定位S100β在细

胞中的表达位置）。

3.4.2 S100β、GFAP、PGP9.5蛋白表达的 WB 法检测结

果 与空白对照组比较，模型组和积雪草总苷低、中剂

量组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP蛋白表达水平均显著

升高，PGP9.5表达水平显著降低（P＜0.05）；而积雪草总

苷高剂量组上述指标水平与空白对照组的差异均无统

计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，除低剂量组GFAP

蛋白变化不显著（P＞0.05）外，积雪草总苷低、中、高剂

量组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP蛋白表达水平均显著

降低，且高剂量组上述指标水平显著低于低、中剂量组，
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中剂量组上述指标水平显著低于低剂量组；PGP9.5蛋白

表达水平均显著升高，且高剂量组该指标水平显著高于

低、中剂量组，中剂量组该指标水平显著高于低剂量组

（P＜0.05）。各组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP、PGP9.5

蛋白表达的电泳图见图2，蛋白表达水平比较见表3。

3.5 积雪草总苷对大鼠胃窦组织中 GDNF 及相关

ERK/MEK信号通路相关因子表达的影响

3.5.1 GDNF 表达的免疫组化法检测结果 与空白对

照组比较，模型组大鼠胃窦组织中GDNF阳性表达明显

增加，且在黏膜层分布较为集中。与模型组比较，积雪

草总苷低、中、高剂量组大鼠胃窦组织中GDNF阳性表

达均明显减少，且积雪草总苷高剂量组大鼠胃窦组织中

GDNF阳性表达在各剂量组中最少，呈现出一定的剂量

依赖趋势。各组大鼠胃窦组织中GDNF表达的免疫组

化法检测显微图见图3。

3.5.2 GDNF、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达的 WB 法检

测结果 与空白对照组比较，模型组和积雪草总苷低、

中剂量组大鼠胃窦组织中GDNF、p-MEK、p-ERK1/2蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.05）；而积雪草总苷高剂

量组大鼠胃窦组织中上述指标水平与空白对照组的差

异均无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，积雪草

总苷低、中、高剂量组上述3种蛋白的表达水平均显著降

低，且高剂量组上述指标水平显著低于低、中剂量组，中

剂量组 GDNF、p-ERK1/2水平显著低于低剂量组（P＜

0.05）。各组大鼠胃窦组织中GDNF、p-MEK、p-ERK1/2

蛋白表达的电泳图见图4，蛋白表达水平比较见表4。
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A. Cy3标记荧光图 B. DAPI染色荧光图 C. Merge图

图1 各组大鼠胃窦组织中S100β表达的免疫荧光法检

测显微图（×200）

Fig 1 Immunofluorescence micrographs of S100β ex-

pression in gastric antrum tissue of rats in each

group（×200）

图2 各组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP、PGP9.5蛋白

表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretograms of protein expression of

S100β，GFAP and PGP9.5 in gastric antrum tis-

sue of rats in each group

S100β

GFAP

PGP9.5

GAPDH

空白对照组 模型组 积雪草总苷
低剂量组

积雪草总苷
中剂量组

积雪草总苷
高剂量组

11 kDa

53 kDa

27 kDa

37 kDa

表 3 各组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP、PGP9.5蛋白

表达水平比较（x±±s，n＝8）

Tab 3 Comparison of protein expression of S100 β，

GFAP and PGP9.5 in gastric antrum tissue of

rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
模型组
积雪草总苷低剂量组
积雪草总苷中剂量组
积雪草总苷高剂量组

S100β

1.19±0.11

2.46±0.16＊

1.78±0.10＊#

1.40±0.96＊#Δ

0.94±0.06#Δ▽

GFAP

0.85±0.07

2.20±0.09＊

1.94±0.18＊

1.35±0.13＊#Δ

1.07±0.11#Δ▽

PGP9.5

1.74±0.12

0.61±0.03＊

0.87±0.06＊#

1.25±0.10＊#Δ

1.92±0.16#Δ▽

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与积

雪草总苷低剂量组比较，ΔP＜0.05；与积雪草总苷中剂量组比较，▽P＜

0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；

vs. total asiaticoside low-dose group，ΔP＜0.05

A.空白对照组 B.模型组 C.积雪草总苷低剂量组

D.积雪草总苷中剂量组 D.积雪草总苷高剂量组

图3 各组大鼠胃窦组织中GDNF表达的免疫组化法检

测显微图（×200）

Fig 3 Immunohistochemical micrographs of GDNF

expression in gastric antrum tissue of rats in

each group（×200）
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4 讨论
老年FD患者的病理机制复杂，常受到多方面因素

影响，而目前其常规临床治疗方案的效果也都较为有

限。为寻找安全有效的治疗方法，本课题组在前期研究

中筛选了多种活性物质，考察其对FD模型动物的改善

作用，结果发现高剂量（60 mg/kg）的积雪草总苷具有胃

肠动力改善及ENS保护作用，且作用效果与阳性药多潘

立酮相似。但关于积雪草总苷的作用机制尚未明确，故

本研究对积雪草总苷作用于老年FD模型大鼠保护作用

的量效关系及具体机制进行了探索。

一方面，胃肠动力障碍是FD发生的主要病理学基

础[12]。本研究结果显示，积雪草总苷能显著提高老年FD

模型大鼠胃肠动力指标即小肠推进比和胃排空率，表明

积雪草总苷能够促进缓解胃动力障碍。根据文献报道，

MTL 和 VIP 是胃排空、胃肠运动的重要调节因子 [13-14]。

本研究通过检测大鼠血清中MTL、VIP的含量后发现，

不同剂量积雪草总苷均能显著提高MTL的含量并降低

VIP 的含量，尤其积雪草总苷高剂量组大鼠血清中

MTL、VIP 的含量较模型组显著改善，并恢复至与空白

对照组无显著差异的水平。上述结果表明，积雪草总苷

促进老年FD模型大鼠的胃排空、胃肠动力恢复的机制

可能与其促进内源性MTL释放并抑制VIP分泌有关。

另一方面，除ENS外绝大多数胃肠活动的神经传导

都受到CNS的调控[15]，因此近年来ENS的独立作用机制

研究受到越来越多的国内外学者的关注，而FD的发生

和发展也被证实与ENS功能的变化密切相关[16]。研究

表明，小鼠肠动力的减弱与GFAP和S100β mRNA表达

水平的升高有关；大鼠肠道运动功能障碍可能与PGP9.5

蛋白水平的降低相关，而肠动力恢复的机制可能与

PGP9.5蛋白表达水平的提高有关 [17-19]。本研究结果显

示，积雪草总苷能剂量依赖性地抑制老年FD模型大鼠

胃窦组织中S100β和GFAP的表达，并促进PGP9.5的表

达，提示积雪草总苷可能通过促进受损神经元的恢复、

抑制EGCs的积聚来发挥改善胃肠道活动的作用。

GDNF是神经营养因子家族的重要成员，已有研究

表明，在 FD 模型大鼠体内，GDNF 能够促进 p-MEK、

p-ERK1/2蛋白的异常升高[20]。研究表明，MEK、ERKl/2

蛋白表达及磷酸化程度与大鼠胃肠组织细胞及功能的

完整性密切相关，神经损伤及体内多种炎症因子能够诱

导p-MEK、p-ERK1/2的过度表达，进而抑制胃肠蠕动功

能[21-22]。本研究结果显示，积雪草总苷能剂量依赖性地

降低大鼠胃窦组织中GDNF、p-MEK、p-ERK1/2蛋白的

表达水平，而MEK、ERK1/2蛋白的磷酸化水平的降低也

提示积雪草总苷能够通过抑制 GDNF 表达、抑制 ERK/

MEK信号通路的激活，进而促进老年FD模型大鼠ENS

的修复和神经元功能的恢复，最终发挥对其胃肠功能的

调节作用。

此外，本研究比较了不同剂量积雪草总苷对老年

FD模型大鼠的作用效果后发现，中剂量（30 mg/kg）的积

雪草总苷对大鼠胃排空率、小肠推进比以及血清中

MTL、VIP含量影响较低剂量组（15 mg/kg）无显著差异；

而积雪草总苷高剂量组（60 mg/kg）大鼠胃排空率与低

剂量组比较，血清中 MTL、VIP 含量与低、中剂量组比

较，其改善效果均更显著。在组织水平蛋白表达检测

中，积雪草总苷中剂量组大鼠胃窦组织中S100β、GFAP、

GDNF、p-ERK1/2蛋白表达水平较低剂量组均显著降

低，PGP9.5蛋白表达水平较低剂量组显著升高；积雪草

总苷高剂量组大鼠胃窦组织中 S100β、GFAP、GDNF、

p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达水平较低、中剂量组均显著

降低，PGP9.5蛋白表达水平则显著升高。上述结果表

明，积雪草总苷对老年FD模型大鼠的改善作用具有明

显的量效关系，高剂量积雪草总苷的作用效果普遍优于

低、中剂量组。

综上所述，积雪草总苷能剂量依赖性地改善老年

FD模型大鼠的胃肠动力不足、ENS功能异常，且以高剂

量组（60 mg/kg）的作用效果最明显；其作用机制可能与

表 4 各组大鼠胃窦组织中GDNF、p-MEK、p-ERK1/2

蛋白表达水平比较（x±±s，n＝8）

Tab 4 Comparison of protein expression of GDNF，

p-MEK and p-ERK1/2 in gastric antrum tis-

sue of rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
模型组
积雪草总苷低剂量组
积雪草总苷中剂量组
积雪草总苷高剂量组

GDNF

1.17±0.12

2.44±0.17＊

1.83±0.14＊#

1.49±0.12＊#Δ

0.97±0.08#Δ▽

p-MEK

0.86±0.07

1.75±0.14＊

1.41±0.11＊#

1.26±0.13＊#

0.81±0.05#Δ▽

p-ERK1/2

0.71±0.05

2.26±0.20＊

1.79±0.15＊#

1.39±0.10＊#Δ

0.90±0.06#Δ▽

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与积

雪草总苷低剂量组比较，ΔP＜0.05；与积雪草总苷中剂量组比较，▽P＜

0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；

vs. total asiaticoside low-dose group，ΔP＜0.05；vs. total asiaticoside me-

dium-dose group，▽P＜0.05

图 4 各组大鼠胃窦组织中GDNF、p-MEK、p-ERK1/2

蛋白表达的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of protein expression of

GDNF，p-MEK and p-ERK1/2 in gastric an-

trum tissue of rats in each group

GDNF

p-MEK

p-ERK1/2

GAPDH

空白对照组 模型组 积雪草总苷
低剂量组

积雪草总苷
中剂量组

积雪草总苷
高剂量组

24 kDa

47 kDa

44/42 kDa

37 kDa

··1434



中国药房 2020年第31卷第12期 China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 12

促进内源性MTL释放并抑制VIP分泌、抑制GDNF及下

游 ERK/MEK 信号通路激活并促进 ENS 和肠神经元修

复有关。同时，基于积雪草总苷成分的复杂性[23]，后续

拟从精确鉴别其有效组分、明确其作用靶点及与GDNF

多重信号通路的相关性等方向进行深入研究，以期为临

床治疗老年FD提供新的思路。
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