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温和灸对慢性内脏痛敏模型大鼠结肠

ＣＲＦＲ２表达的影响

戚　莉１，２　易　韬３　张建斌４　常小荣５　杨　玲１　刘慧荣１　丰晓溟１　吴焕淦１

（１上海中医药大学上海市针灸经络研究所，上海，２０００３０；２上海中医药大学中医内科学Ｅ研究院，上海，２０１２０３；３复旦大学

附属华山医院中西医结合科，上海，２０００４０；４南京中医药大学，南京，２１００２３；５湖南中医药大学，长沙，４１０２０８）

摘要　目的：观察温和灸对慢性内脏痛敏（ＣｈｒｏｎｉｃＶｉｓｃｅｒａｌＨｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ，ＣＶＨ）模型大鼠行为学及结肠组织促肾上腺皮质
激素释放因子２型受体（ＣｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎＲｅｌｅａｓｉｎｇＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＲＦＲ２）蛋白及其ｍＲＮＡ表达的影响。方法：采用乳鼠
结直肠扩张（ＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＤｉｓｔｅｎｔｉｏｎ，ＣＲＤ）刺激建立ＣＶＨ大鼠模型，模型制备成功后选取双侧天枢、上巨虚穴分别进行温和
灸及假灸干预，１次／ｄ，连续７ｄ。全部干预结束后，以腹部撤回反射（ＡｂｄｏｍｉｎａｌＷｉｔｈｄｒａｗｌＲｅｆｌｅｘ，ＡＷＲ）评分作为检测大
鼠内脏痛敏的行为学指标；采用免疫组织化学法、实时荧光定量 ＰＣＲ法观察结肠组织 ＣＲＦＲ２蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达。
结果：在不同强度的ＣＲＤ刺激下，与正常组相比，模型大鼠ＡＷＲ评分升高（Ｐ＜００１）。温和灸组干预后，大鼠ＡＷＲ评分
下降（Ｐ＜００１）。模型组大鼠ＣＲＦＲ２蛋白及其 ｍＲＮＡ表达均高于正常组（Ｐ＜００１），温和灸干预后，ＣＲＦＲ２蛋白及其
ｍＲＮＡ表达进一步升高（Ｐ＜００１）。假灸组与模型组比较，差异无统计学意义。结论：温和灸有效缓解 ＣＶＨ模型大鼠内
脏痛敏状态，与其升高结肠组织ＣＲＦＲ２蛋白及其ｍＲＮＡ的表达有关。
关键词　温和灸；慢性内脏痛敏；结肠；促肾上腺皮质激素释放因子２型受体；大鼠
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　　肠易激综合征（ＩｒｒｉｔａｂｌｅＢｏｗｅｌＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）是
一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变为特征的功

能性肠病。近年来，由慢性内脏痛敏（ＣｈｒｏｎｉｃＶｉｓ
ｃｅｒａｌＨｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ，ＣＶＨ）被认为可能是产生 ＩＢＳ症
状（腹痛和肠道动力异常等）的主要原因［１４］。但其

确切的神经生物学机制尚不清楚。有研究认为，促

肾上腺皮质激素释放因子２受体（ＣｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎＲｅ
ｌｅａｓｉｎｇＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＲＦＲ２）在内脏痛觉信号传
导过程中起到重要调节作用，ＣＲＦＲ２信号途径的激
活可缓解结肠扩张导致的内脏痛敏［４５］。课题组前
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期研究显示［６］，在乳鼠结直肠扩张（ＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＤｉｓ
ｔｅｎｔｉｏｎ，ＣＲＤ）刺激建立的 ＣＶＨ模型大鼠，结肠组织
ＣＲＦ（ＣｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎＲｅｌｅａｓｉｎｇＦａｃｔｏｒ，ＣＲＦ）、促肾上
腺皮质激素释放因子 １受体（ＣｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎＲｅｌｅａ
ｓｉｎｇＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒ１，ＣＲＦＲ１）蛋白及ｍＲＮＡ表达升
高，而温和灸干预降低结肠组织异常升高的 ＣＲＦ、
ＣＲＦＲ１蛋白及ｍＲＮＡ表达。那么，在 ＩＢＳ慢性内脏
痛敏大鼠模型，ＣＲＦＲ２是否存在关键性作用？基于
此模型，本研究率先从结肠组织ＣＲＦＲ２角度探讨温
和灸缓解ＩＢＳ慢性内脏痛敏的机制。
１　材料与方法
１１　实验动物　雄性 ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）新生大
鼠（出生后５ｄ），由复旦大学上海医学院实验动物
中心提供。每８～１０只乳鼠与母鼠同笼直到２８ｄ，
鼠乳喂养，母鼠自由饮食。３ｄ后，无不良反应乳鼠，
纳入实验。

１２　主要试剂与仪器　特制细艾条（南阳汉医艾绒
有限责任公司），组织脱水机（ＴＰ１０２０型，德国徕卡
公司），石蜡包埋机（ＥＧ１１６０），组织切片机（ＲＭ２２３５
型，德国徕卡公司），封片机（ＧＶ５０３０型，德国徕卡
公司），ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＣＲＦＲ２（Ａｂｃａｍ），光学显微镜（日
本ＯＬＹＭＰＵＳ公司），ＣａｎｏｎＰｏｗｅｒＳｈｏｔＡ６４０（日本佳
能公司），ＧｅｎｅＣｙｃｌｅｒＰＣＲ扩增仪（美国伯乐Ｂｉｏｒａｄ
公司），Ｒｅａｌｔｉｍｅ检测仪（７５００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ美国），ｑＰＣＲＴＭ ＣｏｒｅＫｉｔ
（ＳｈａｎｇｈａｉＤａＷｅｉ′ＫＢｉｏｌｏｇｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏＬｔｄ），Ｍｏｔ
ｉｃ图像分析系统（麦克奥迪视野集团有限公司）。
１３　模型制备　造模大鼠在出生后第８～２１天，在
清醒状态下，每天上午固定时间接受 １次 ＣＲＤ刺
激。具体操作如下［７］：使用自制的刺激球囊（气囊在

实验前应充气过夜），蘸少许石蜡油，自肛门内轻柔

插入。避免粗暴操作，深度约１～２ｃｍ，大致达到大
鼠的降结肠部位。球囊充气０２ｍＬ，产生局部的扩
张，持续１ｍｉｎ，撤气，缓慢抽出刺激球囊。连续２周
造模结束后，继续饲养至第６周，随机抽取２只正常
大鼠、２只造模大鼠，进行一般情况观察、ＡＷＲ评
分、结肠病理组织学观察，以确定模型是否成功。

１４　分组与治疗　确认模型成功后，大鼠随机分为
４组：温和灸组，假灸组，模型组，正常组，每组８只。
温和灸组大鼠选取双侧天枢、上巨虚穴进行干预，以

特制动物用艾条，点燃悬于穴位上约２ｃｍ处施灸，１
次／ｄ，每次每穴温和灸１０ｍｉｎ，共７ｄ。假灸组大鼠
选取双侧天枢、上巨虚穴进行假干预，以特制动物用

艾条，点燃倒置，悬于穴位上约２ｃｍ处施灸，１次／ｄ，

每次每穴温和灸１０ｍｉｎ，共７ｄ。正常组与模型组大
鼠做与其他组相同的固定，不做任何干预。

１５　指标检测
１５１　内脏痛敏反应测定　在全部干预结束后１５
～９０ｍｉｎ内对大鼠行急性 ＣＲＤ刺激，对 ＡＷＲ进行
半定量评分，检测大鼠慢性内脏痛敏。ＣＲＤ刺激与
ＡＷＲ评分方法如前所述［７］，相应的 ＡＷＲ评分标准
参照Ａｌｃｈａｅｒ的方法［８］：对ＣＲＤ无行为反应，评为０
分；给予刺激，大鼠有动作停顿并见短暂的头部运动

行为，评为１分；刺激期间，见有腹部肌肉的收缩，评
为２分；如有腹部抬起行为，评为３分；身体拱起，并
抬起盆腔和阴囊者，评为４分。
１５２　结肠组织ＣＲＦＲ２免疫组织化学检测及图像
分析　自肛门向上约５ｃｍ处取长１ｃｍ的降结肠标
本，常规石蜡包埋，切片。石蜡切片常规脱蜡至水，

滴加适当稀释的一抗（ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＣＲＦＲ２１∶１００），滴
加ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂，ＤＡＢ显色，苏木素复染，梯度酒精
脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察。运

用ＭｏｔｉｅＭｅｄ６０医学图像分析系统进行图像分析
处理。阳性目标呈棕黄色表达。每份样本随机取３
个非重叠视野，取其平均值为该样本阳性目标积分

光密度，分析过程中所有切片光源强度均相同。

１５３　结肠组织 ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ实时荧光定量 ＰＣＲ
检测　１）ＰＣＲ引物、探针序列 ＣＲＦＲ２上游引物５′
ＴＧＡＡＣＣＣＡＴＴＴＴＧＧＡＴＧＡＣＡ３′，下游引物 ５′ＧＴＴ
ＧＡＴＧＡＴＧＡＧＧＧＣＧＡＴＴＣ３′，长度２０６ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上
游引物 ５′ＣＣＧＡＧＧＧＣＣＣＡＣＴＡＡＡＧＧ３′，下游引物
５′ＧＣＴＧＴＴＧＡＧＴＣＡＣＡＧＧＡＧＣＡＡ３′，长度１０６ｂｐ；２）
组织总ＲＮＡ的抽提；３）逆转录 ｃＤＮＡ；４）定量 ＰＣＲ
检测。

１６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件进行
统计学处理。数据若服从正态分布或近似正态分

布，用（珋ｘ±ｓ）表示，并用单因素方差分析。方差齐性
采用 ＬＳＤｔ、ＳＮＫｑ或 Ｄｕｎｎｅｔｔ检验比较组间差异
性，方差不齐用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３或 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌ比较组
间差异性。Ｐ＜００５为有统计学意义，检验水准为
α＝００５。
２　结果
２１　温和灸对ＣＶＨ模型大鼠行为学的影响　如表
１所示，在不同强度（２０、４０、６０、８０ｍｍＨｇ）的ＣＲＤ刺
激下，与正常组大鼠相比，模型组ＡＷＲ评分增加（Ｐ
＜００１）。与模型组大鼠相比，温和灸组大鼠 ＡＷＲ
评分降低（Ｐ＜００１）。假灸组与模型组比较，差异
无统计学意义。
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２２　温和灸对 ＣＶＨ模型大鼠结肠组织 ＣＲＦＲ２表
达的影响　ＣＲＲ２免疫反应阳性组织主要分布在肠
黏膜上皮细胞、腺体细胞，黏膜固有层的淋巴细胞、

中性粒细胞及纤维组织处，黏膜下及肌层也可见。

正常组大鼠结肠黏膜有少量ＣＲＦＲ２阳性表达，染色
较浅。模型组ＣＲＦＲ２阳性表达增加，密集分布于腺
体周围，染色加深，与正常组相比，差异有统计学意

义（Ｐ＜００１）。温和灸组大鼠 ＣＲＦＲ２呈强阳性表
达，染色为棕黄色，与模型组比较，差异有统计学意

义（Ｐ＜００１）。假灸组与模型组比较，差异无统计
学意义（图１，表２）。

表１　各组大鼠ＡＷＲ评分比较（ｎ＝８）

组别
ＡＷＲ评分

２０ｍｍＨｇ ４０ｍｍＨｇ ６０ｍｍＨｇ ８０ｍｍＨｇ
正常组 ０２０±００９ １３５±００９ ２２５±０１６ ３２９±０２３
模型组 １４９±０２０ ２４５±０１３ ３４３±００９ ３８５±０１０

温和灸组 ０６２±００９△△１７６±０１５△△ ２３６±０１６△△ ３４０±０３７△△

假灸组 １３３±００７ ２４３±０４５ ３５０±００７ ３７８±００６

　　注：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓ正常组；△△Ｐ＜００１ｖｓ模型组。

图１　各组大鼠结肠ＣＲＦＲ２表达（免疫组化）
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：温和灸组；Ｄ：假灸组（×
２００）。

表２　各组大鼠结肠ＣＲＦＲ２表达的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＩＯＤ

正常组 ８ ７１１８１２±９９３９８
模型组 ８ １７４８５６１±１３２０９６

温和灸组 ８ ２１０８９３９±１６３０２３△△

假灸组 ８ １７７７４１４±１２０７４５

　　注：Ｐ＜００１ｖｓ正常组；△△Ｐ＜００１ｖｓ模型组。

２３　 温 和 灸 对 ＣＶＨ 模 型 大 鼠 结 肠 组 织
ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ表达的影响　如表３，图２所示，与正
常组比较，模型组大鼠结肠组织ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ的相
对表达升高（Ｐ＜００５）。与模型组相比，温和灸组
大鼠结肠组织 ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ的相对表达进一步升
高（Ｐ＜００５）。假灸组与模型组比较，差异无统计

学意义。

表３　各组大鼠结肠ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ相对表达量

正常组 ８ ０１６±００５
模型组 ８ ０５２±０２１

温和灸组 ８ ０８３±０１２△

假灸组 ８ ０５７±０１４

　　注：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５ｖｓ正常组；△Ｐ＜００５ｖｓ模型组。

图２　各组大鼠结肠ＣＲＦＲ２ｍＲＮＡ扩增动力学曲线

３　讨论
研究表明，ＣＲＦ是导致 ＩＢＳ发病的关键因

素［９１０］。ＣＲＦ通过与 ＣＲＦ受体结合发挥生物学效
应，众多研究提示：ＣＲＦＣＲＦＲ１信号途径与应激导
致的 ＣＶＨ相关［１１１２］。与 ＣＲＦＲ１相比，ＣＲＦＲ２的功
能研究较少，主要集中于情志疾病如抑郁、焦虑等的

研究。报道显示：ＣＲＦＲ２的激活在减少压力与焦虑
中起到重要的作用［１３１５］。也有研究发现，ＣＲＦＲ２的
激活可以减少清醒大鼠结直肠扩张引起的内脏痛

敏［５，１６］。

在利用乳鼠 ＣＲＤ刺激建立的 ＣＶＨ模型大鼠
上，我们发现，ＣＲＦＲ２免疫反应阳性组织主要分布
在肠黏膜上皮细胞、腺体细胞，黏膜固有层的淋巴细

胞、中性粒细胞及纤维组织处，黏膜下及肌层也可

见，模型组ＣＲＦＲ２蛋白及其ｍＲＮＡ表达高于正常大
鼠，提示结肠组织ＣＲＦＲ２在 ＩＢＳ大鼠慢性内脏痛敏
形成和调制中起重要作用。温和灸干预后，大鼠结

肠组织ＣＲＦＲ２蛋白及起ｍＲＮＡ表达进一步升高，提
示结肠组织ＣＲＦＲ２参与了温和灸干预 ＣＶＨ大鼠的
过程。升高 ＣＲＦＲ２的表达是温和灸缓解 ＩＢＳ大鼠
内脏痛敏的机制之一。结合课题组前期研究结

果［６，１７］，ＣＲＦＲ２在结肠组织的分布与 ＣＲＦ、ＣＲＦＲ２
具有一致性，我们推测，在伤害性刺激（急性ＣＲＤ刺
激）下，应激促使外周结肠ＣＲＦ大量表达，其分别与
ＣＲＦＲ１和 ＣＲＦＲ２结合，ＣＲＦＣＲＦＲ１信号途径的激
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活导致内脏痛敏，ＣＲＦＣＲＦＲ２信号途径的激活缓解
内脏痛敏。在 ＩＢＳ样慢性内脏痛敏过程中，ＣＲＦ
ＣＲＦＲ１信号途径占优势。温和灸干预刺激下，抑制
ＣＲＦＣＲＦＲ１信号途径，进一步激活 ＣＲＦＣＲＦＲ２信
号途径，ＣＲＦＣＲＦＲ２信号途径占优势，从而发挥缓
解ＣＶＨ的作用。
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（２０１６－１２－０７收稿　责任编辑：洪志强）

（上接第２５２８页）
可能与实验人群的选择为正常人群，实验前没有微

循环不良状态（无需改善）有关。
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