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摘要　目的：探讨五味子对冰乙酸性胃溃疡寒、热证大鼠模型白细胞介素８（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，ＩＬ８）、血管内皮生长因子（Ｖａｓ
ｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表达水平的影响。方法：采用寒、热因素结合冰乙酸涂抹法建立大鼠胃溃疡寒、热证
模型，通过ＨＥ染色观察组织病理改变，联合采用酶联免疫法、ＲＴＰＣＲ、免疫组化方法检测受试大鼠血清 ＩＬ８、ＶＥＧＦ的含
量变化。结果：五味子能够缩小冰乙酸胃溃疡寒热证模型的溃疡面积；冰乙酸涂抹型胃溃疡模型组血清及组织内的ＩＬ８、
ＶＥＧＦ含量显著升高，与空白组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。五味子可显著升高热证组、寒证组中ＶＥＧＦ的表达（Ｐ
＜００１），同时下调热证组、寒证组中ＩＬ８的表达（Ｐ＜００５）。五味子对胃溃疡面积的缩小作用与对ＩＬ８及ＶＥＧＦ的调节
作用呈显著相关性。结论：五味子能够改善冰乙酸性胃溃疡寒、热证大鼠模型胃溃疡黏膜面积，可能通过下调 ＩＬ８的表
达，同时促进ＶＥＧＦ的表达有关。
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　　胃溃疡是临床常见的消化系统疾病，具有反复
发作的特点，胃溃疡的发生主要是胃黏膜的损害因

素与自身防御修复因素之间的失衡有关［１］，受到多

种因子及其受体的调控。五味子是一种具有辛、甘、

酸、苦、咸五种药性的果实，五味俱全、五行相生，能

对人体五脏的心、肝、脾、肺、肾发挥平衡作用，兼具

精、气、神三大补益的药材［２］。大量研究表明，具有

五种药性的五味子能对人体五脏发挥积极作用，为

了深入探讨五味子对于消化系统的平衡作用，了解

中医方证相应理论应用于胃溃疡寒热证的治疗功

效，本研究通过联合应用ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ、免疫组化方法
检测五味子对冰乙酸胃溃疡寒、热证大鼠模型ＩＬ８、
ＶＥＧＦ表达水平的影响。
１　材料及方法
１１　实验动物及分组　成年雄性 ＳＤ大鼠 ２５０～
３００ｇ３０只，购自上海伊莱克斯动物实验中心，随机
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分为五组：即正常对照组６只，模型组（冰乙酸涂抹
模型组）６只，五假组（五味子 ＋假手术）６只，五热
酸组（五味子＋热因素 ＋乙酸涂抹）６只、五寒酸组
（五味子＋寒因素＋乙酸涂抹）６只。
１２　实验用药　热因素：先将辣椒粉过１２０目筛，
后溶入６０％无水乙醇，配制成８％干辣椒粉的乙醇
混悬液。寒因素：电子天平称取 ６ｇ氢氧化钠
（ＮａＯＨ），溶入５００ｍＬ双蒸水配制成０３ｍｏｌ／Ｌ混
合液。冰水：冷冻保存，使用时提前取出解冻。五味

子药汤：购自西安新通制药有限公司 （批号

２００８０６），加８倍量沸水浸泡１５ｍｉｎ，过滤；药渣再加
入６倍量沸水浸泡１５ｍｉｎ，过滤。将两次浸泡药液
合并，浓缩成含生药０１５ｇ／Ｌ，冰箱存储备用。
１３　试剂　１００％冰乙酸（分析纯，天津市大茂化学
试剂厂，２００８１２１１）；ＶＥＧＦ试剂盒（美国 ＲＤ公司，
２００８１２１７）；ＩＬ８试剂盒（美国 ＲＤ公司，２００８１２１７）；
医用酒精（黑龙江华润酒精有限公司，２００９１２０７）；氢
氧化钠（分析纯，天津市大茂化学试剂厂，２００９０７１２）
１４　仪器　恒温培养箱（ＳＡＮＹＯ，型号ＸＤ１０１）；酶
标仪（ＢＩＯＲＡＤＭｏｄｅｌ，型号５５０）；低温离心机（科大
创新股份有限公司，型号ＫＤＣ４０）
１５　造模方法［３４］　胃热模型：按 １０ｍＬ／ｋｇ灌服
８％干辣椒粉的乙醇混悬液，早晚各１次，连续７ｄ。
胃寒模型：按１０ｍＬ／ｋｇ灌服冰水机０３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
溶液，早晚各１次，连续７ｄ。冰乙酸涂抹胃溃疡模
型：禁食不禁水２４ｈ，乙醚麻醉后剖腹，拉出全胃于
胃底部，用自制胃夹将直接６ｍｍ长２ｃｍ的塑料管
固定于上，然后向管内注入１００％冰乙酸０１ｍＬ，与
腺胃部前壁浆膜接触６０ｓ后撤去胃夹，用生理盐水
清洗局部，然后牵引大网膜包覆，缝合腹壁切口，常

规消毒，纱布包扎。假手术：实验时将大鼠用乙醚麻

醉，固定于木板上，开腹轻轻拉出全胃，用镊子或其

他手术器械刺激腺胃部，将结扎线置于幽门部，但不

结扎，缝合腹腔切口，用生理盐水清洗创口并消毒。

五味子给药方式：造模术后２４ｈ开始灌胃给药，按
１００ｍｇ／ｋｇ每日１次灌胃。正常对照组、灌胃模型组
喂予等容积的生理盐水，连续灌胃１４ｄ。
１６　实验取材　末次给药后２４ｈ，颈动脉取血，分
离血清，剖腹取胃，取适量胃组织，部分用于石蜡包

埋用于免疫组化，部分生理盐水反复冲洗吸干，称取

０３～０４ｇ研磨制成１０％组织匀浆，离心后取上清
液，２０℃冰箱保存，待测。
１７　ＨＥ染色、免疫组化　标本经１０％甲醛固定，
石蜡包埋，切成４μｍ厚的切片。苏木伊红法进行

ＨＥ染色。采用免疫组化 ＳＰ法。即用型 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉ
ｔｉｖｅＳＰ试剂盒，ＩＬ８一抗工作浓度１∶１００，ＶＥＧＦ一
抗工作浓度１∶５００。染色步骤参照说明书进行。二
氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，脱水，透明，封片。磷酸盐
缓冲液代替一抗作阴性对照。溃疡面积的计算：用

油标卡尺测量 ＨＥ染片上溃疡的横径和纵径，计算
溃疡面积（ＵＡ），溃疡面积 ＝×ｄ１×ｄ２×１／４（ｄ１、ｄ２
分别为通过溃疡中心的最大横径和纵径）。免疫组

化结果分析：ＩＬ８、ＶＥＧＦ阳性表达判定以细胞胞浆
出现棕黄色颗粒为表达阳性。每张切片在２００倍光
镜下拍１０个视野，采用Ｍｏｔｉｃｉｍａｇｅａｄｖａｎｃｅｄ６０软
件对图像进行分析，以灰度值表示阳性细胞着色强

度，以阳性着色面积占总面积百分比表示阳性密度。

１８　ＥＬＩＳＡ测定血清 ＩＬ８及 ＶＥＧＦ　按照试剂盒
步骤进行。实验结果用ＥＸＣＥＬ软件绘制标准曲线，
以浓度为横坐标，以ＯＤ值为纵坐标，根据标准曲线
公式，计算浓度。

１９　ＲＴＰＣＲ　用 ＲＮＡＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取标本的
ＲＮＡ，按说明书操作。抽提 ＲＮＡ经过 ＤＮａｓｅ（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ）处理后，反转录酶 ＰｏｗｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）合成 ｃＤＮＡｃＤＮＡ引物 ＩＬ８：５’
ＡＴＧＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＣＧＴＧＧＣ３’（ｓｅｎｓｅ）和 ５’
ＡＴＧＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＣＣＧＴＧＧＣ３’（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）［５］。
扩增条件：９４℃变性１ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；终止延伸７２
℃５ｍｉｎ。ＶＥＧＦ：５’ＡＡＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＣＧＴＧＴＡＡＡＴ
ＧＴＴ３’（ｓｅｎｓｅ）和５’ＣＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＡ３’
（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）［６］扩增条件：９４℃变性１ｍｉｎ；９４℃变
性４０ｓｅｃ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４０个循
环；终止延伸７２℃５ｍｉｎ。所得结果用 Ｍｏｔｉｃｉｍａｇｅ
ａｄｖａｎｃｅｄ６０软件对图像进行灰度分析实现对 ＩＬ８
及ＶＥＧＦ的半定量检测。
１１０　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ１３０软件，数据用
（珋ｘ±ｓ）表示，用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）
ＬＳＤ或ＳＮＫ法进行两两比较检验，Ｐ＜００５表示
有统计学意义。采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析溃疡
面积和ＩＬ８或者ＶＥＧＦ间的相关程度。
２　结果
２１　ＨＥ结果显示五味子能够缩小胃溃疡面积　结
果见图１、表１。
２２　免疫组化结果及分析　免疫组化结果显示正
常对照组及五假组胃组织中仅见极少量的 ＩＬ８阳
性表达，而模型组中的 ＩＬ８阳性表达明显增多，而
五味子灌胃治疗后，寒、热证胃溃疡大鼠胃内 ＩＬ８
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的阳性表达均有所减少（见图２）。免疫组化结果显
示正常对照组及五假组胃组织中有少量ＶＥＧＦ阳性
表达，而模型组中的ＶＥＧＦ阳性表达则增多，经过五
味子灌胃治疗后，胃溃疡大鼠胃内 ＶＥＧＦ的阳性表
达均更加明显（见图３）对各组免疫组化结果图按前
述的方法进行统计分析，见表２。

图１　各组胃部切片ＨＥ染色比较
注：Ａ五假组，Ｂ模型组，Ｃ五寒酸组，Ｄ五热酸组。正常对照组及五
假组大鼠胃内未见明确溃疡形成（Ａ），模酸组胃组织中可见溃疡形
成，胃黏膜结构紊乱，见淋巴细胞浸润（Ｂ）。而使用五味子灌胃治疗
后，胃内的溃疡面积有所缩小（Ｃ、Ｄ）

表１　各组胃溃疡面积的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 溃疡面积（ｍｍ２）

正常对照组 ６
五假组 ６
模型组 ６ １２６５±１４３
五寒酸组 ６ ６７３±１７５

五热酸组 ６ ６９７±１３８

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５。

图２　各组胃部切片ＩＬ８免疫组化结果比较
注：Ａ五假组，Ｂ模型组，Ｃ五寒酸组，Ｄ五热酸组。五假对照组大鼠

胃内仅见少量阳性表达（Ａ），模型组中见大量 ＩＬ８阳性表达（Ｂ）。

而使用五味子灌胃治疗后，胃内的ＩＬ８阳性表达有所减少（Ｃ、Ｄ）

图３　各组胃部切片ＶＥＧＦ免疫组化结果比较
注：Ａ五假组，Ｂ模型组，Ｃ五寒酸组，Ｄ五热酸组。五假组大鼠胃内

可见少量ＶＥＧＦ阳性表达（Ａ），模型组中见 ＶＥＧＦ阳性表达增多

（Ｂ）。而使用五味子灌胃治疗后，胃内的 ＶＥＧＦ阳性表达更加明显

（Ｃ、Ｄ）

表２　各组大鼠ＩＬ８、ＶＥＧＦ免疫组化结果分析

组别 例数 ＩＬ８平均阳性密度 ＶＥＧＦ平均阳性密度

正常对照组 ６ ６９９８±１２５２ １０８２１±１２３３

五假组 ６ ６６７２±１４２７ １０９９５±１７７６

模型组 ６ １２８７９±２１６３ １３９１４±２０６４
五寒酸组 ６ ８１３３±１８２５ １６１０８±２３５２

五热酸组 ６ ７９６９±１５８６ １５９８１±２２４３

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２３　ＥＬＩＳＡ结果　模型组中的 ＩＬ８表达量显著高
于正常组（Ｐ＜００１），而五味子能够下调乙酸涂抹
胃溃疡寒热证模型的ＩＬ８表达（Ｐ＜００５）。模型组
中ＶＥＧＦ的表达水平较正常组升高（Ｐ＜００１），而
五味子灌胃治疗则进一步促进 ＶＥＧＦ的表达（Ｐ＜
００１）。（表３）

表３　各组大鼠血清中ＩＬ８及ＶＥＧＦ表达水平比较
（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 例数 ＩＬ８ ＶＥＧＦ

正常对照组 ６ ２８０４±４３２ ９８７８±２１７２

五假组 ６ ２９５５±５１８ １０２３３±１６２８

模型组 ６ ５９６７±２９８ １３１６９±２０１２
五寒酸组 ６ ３９６５±４６７ １５９４５±２６２３

五热酸组 ６ ３８７７±２９１ １５５７４±２４６２

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２４　ＰＣＲ定量结果　模型组中的 ＩＬ８ｍＲＮＡ数显
著高于正常组（Ｐ＜００１），而五味子治疗能够减少
乙酸涂抹胃溃疡寒热证模型的ＩＬ８ｍＲＮＡ的表达（Ｐ
＜００５）。模型组中 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量较正常
组增高（Ｐ＜００１），而五味子灌胃治疗则进一步促
进ＶＥＧＦ的表达（Ｐ＜００１）。见表４。
２５　相关性分析　将五味子对胃溃疡的改善作用
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与五味子对胃溃疡模型中ＩＬ８、ＶＥＧＦ表达水平影响
的相关性分析，分别得出 Ｒ值为０７３与０７９，呈现
显著相关性。

表４　各组大鼠血清中ＩＬ８及ＶＥＧＦＲＴＰＣＲ结果ＯＤ值
比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＩＬ８平均灰度值 ＶＥＧＦ平均灰度值

正常对照组 ６ ５７８７±１１２２ １０１０６±１１３６

五假组 ６ ５９０８±１２４０ １０５２１±１５４３

模型组 ６ １０８４６±１７１３ １２７７２±１８１１
五寒酸组 ６ ６９７８±１３０５ １４３５９±１９１４

五热酸组 ６ ７００７±１１５４ １４２５６±１８５８

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３　讨论
胃溃疡是常见的消化系统疾病，是我国人群中

的常见病、多发病之一。引起溃疡的常见病因主要

有幽门螺杆菌感染、非甾体抗炎药（如阿司匹林）以

及胃酸分泌异常［７］。研究表明，正常人胃黏膜的防

御修复机制，足以平衡胃酸和胃蛋白酶的损伤作用，

但当某些致病因素扰乱胃黏膜的平衡后，胃酸和胃

蛋白酶侵蚀自身黏膜组织，从而形成胃溃疡［８］。五

味子是一种具有辛、甘、酸、苦、咸五种药性的果实，

含有丰富的有机酸、维生素、类黄酮、植物固醇以及

有强效复原作用的木酚素，能够抑制胃酸分泌，抑制

胃蛋白酶活性，从而减少胃酸和胃蛋白酶对胃黏膜

的损伤作用；而从中医学的角度，胃溃疡寒热证致使

胃气阴两伤，五味子性温且益气生津，这些均暗示着

五味子用于治疗胃溃疡的可行性。此次研究证实

了，应用五味子灌胃后，寒热证胃溃疡大鼠模型中的

溃疡面积均有不同程度的减小（Ｐ＜００５），说明五
味子能够对胃溃疡的形成起到抑制性作用。但是对

于五味子的最佳用量、给药方式等还有待进一步探

讨。

胃溃疡的一个特点是大量的炎性细胞浸润，这

些炎性细胞之间通过释放炎性因子彼此之间构成复

杂的炎性网络。ＩＬ８在胃溃疡的致病机制中起到十
分重要的作用，俄而抑制 ＩＬ８的表达无疑能够对炎
性网络的蔓延起到抑制性作用。本次研究通过

ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ、免疫组化等多种手段对不同组血清或
组织匀浆重的ＩＬ８水平进行了检测，发现模型组中
ＩＬ８的表达对照正常组显著上升，这与之前的多数
研究意一致，而通过五味子灌胃治疗，无论是在寒证

还是热证胃溃疡胃溃疡模型中，ＩＬ８的表达均收到
抑制，并且相关性研究显示，五味子对胃溃疡面积的

缩小作用与其对 ＩＬ８表达的抑制作用呈现良好的
线性相关性，说明五味子对胃溃疡的抑制性作用很

可能是通过其对ＩＬ８的表达抑制实现。
ＶＥＧＦ属于内源性生长因子家族，能够刺激血

管内皮细胞的有丝分裂，促进血管的形成，提高血管

的通透性［１０］。ＶＥＧＦ主要由主要由损伤处的角质细
胞和巨噬细胞产生，能够保护胃黏膜和通过刺激腺

体和血管生成促进溃疡愈合，其受体仅表达于血管

内皮细胞表面。血管内皮生长因子在生理和病理条

件下均有表达，但在病理条件下表达量增加。这与

本次课题的研究结果一致，而通过五味子灌胃后，

ＶＥＧＦ的表达量又进一步上升，ＶＥＧＦ的表达水平和
溃疡处的血管生长情况呈正相关，可用于胃溃疡寒

热证治疗效果的评价。五味子对胃溃疡面积的缩小

作用与其对ＶＥＧＦ表达的促进作用呈现良好的线性
相关性，更进一步证实了五味子对胃溃疡的积极疗

效。

五味子能够改善冰乙酸性胃溃疡寒、热证大鼠

模型胃溃疡黏膜面积，可能通过下调 ＩＬ８的表达，
同时促进ＶＥＧＦ的表达有关。此次研究证实了五味
子对冰乙酸胃溃疡寒热证的治疗功效。揭示五味子

应用于消化系统的临床前景，以及中医方证相应的

理论依据。然后，其具体的机制还有待进一步探讨

和证实。
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