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Ｐ２Ｘ２受体在肝郁脾虚证小鼠模型前额皮质中的表达
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摘要　目的：研究胞外ＡＴＰ特异性Ｐ２Ｘ２受体的表达与肝郁脾虚证发生之间的关系，为深入了解胞外ＡＴＰ的释放现象与
肝郁脾虚证的发生机制之间的关系奠定基础。方法：４８只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为正常组、模型组、逍遥散组和氟西汀
组，除正常组外其余各组小鼠均接受复合应激２１ｄ，建立肝郁脾虚证小鼠模型。采用免疫组化、ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定
量ＰＣＲ方法检测各组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白和基因的表达。结果：与正常组比较，模型组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体
蛋白表达显著下降（Ｐ＜００５），而Ｐ２Ｘ２受体ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义，但存在一定的下降趋势（Ｐ＞００５）；与模型
组比较，逍遥散组和氟西汀组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５），氟西汀组小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体
ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００５）。结论：本研究结果表明基于复合应激的肝郁脾虚证小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体的表达存
在减少的趋势，其可能是诱导肝郁脾虚证发生的一个重要原因。
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　　肝郁脾虚证指由于肝气郁结，疏泄失司，导致脾
胃功能紊乱，出现肝木克脾土的情况，表现为消极、

适应能力低下、泄泻、体重降低、饮食减少等［１］。现

代生活节奏的加快，工作压力、社会竞争、起居调摄

失宜等原因，造成人们心里负荷加重，情志抑郁，气

机失于调达，而致肝郁脾虚证成为临床的常见证候。

长期以来，中医研究者们一直试图从多系统、多层

次、多角度来诠释肝郁脾虚证的实质，挖掘其临床变

化的物质基础。

大量研究证实Ｐ２Ｘ２受体在动物中枢神经系统
分布广泛。Ｐ２Ｘ２受体具有多种生理功能，主要包括
神经递质释放、细胞因子和趋化因子表达和释放的

调控，介导炎性反应和免疫反应，诱导细胞损伤和凋

亡等［２３］。大量研究证实神经递质异常［４］、免疫反

应［５］等均与肝郁脾虚证的发生密切相关。由此，可

推测Ｐ２Ｘ２受体表达异常可能是肝郁脾虚证发生的
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上游机制。本研究通过检测肝郁脾虚证模型小鼠前

额皮质组织中Ｐ２Ｘ２受体表达水平，并对 Ｐ２Ｘ２在肝
郁脾虚证发生中的作用机制进行探讨。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　成年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠４８只，１０周龄，
购于北京维通利华实验动物技术有限公司，动物许

可证号：ＮＯ１１４００７０００８８１２３。饲养于北京中医药
大学 ＳＰＦ级动物房，温度（２２±２）℃，湿度 ３０％ ～
４０％，各组小鼠常规饲养，自由进水。适应性饲养１
周后按随机数字表法分为正常组，模型组，逍遥散组

和氟西汀组，每组１２只，正常组６只一笼，其余３组
单笼孤养，除正常组外，其余各组小鼠接受复合应激

造模和相应药物灌胃。

１１２　药物　《太平惠民和剂局方》逍遥散：北柴胡
３０ｇ，当归３０ｇ，炒白术３０ｇ，茯苓３０ｇ，白芍３０ｇ，薄
荷１０ｇ，甘草１５ｇ，干姜１０ｇ。逍遥散５５剂均购自
北京同仁堂（亳州）饮片有限责任公司，并由中日友

好医院制剂室精制成逍遥散药粉共３２００ｇ，用时以
蒸馏水稀释至所需浓度。盐酸氟西汀胶囊（Ｐａｔｈｅｏｎ
Ｆａｎｃｅ公司，批号：２０６１Ａ，规格：２０ｍｇ／粒）。每周定
点测量各组小鼠体重，并调整灌胃浓度。

１１３　试剂与仪器　抗 Ｐ２Ｘ２受体兔多克隆抗体
（购自 Ａｂｃａｍ公司，规格：１００μＬ，批号：ａｂ１０２６６）；
抗βＡｃｔｉｎ鼠单克隆抗体（购自康为世纪公司，规格：
２０μＬ，批号：：ＣＷ０２８１）；超敏二步法免疫组化检测
试剂盒（购自中山金桥公司，规格：１８ｍＬ，批号：ＰＶ
９００１）；ＡＭＶ一步法ＲＴＰＣＲ试剂盒（购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，规格：５００Ｔ，批号：Ｌ１５０００１）。３６０１２型光学
显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；ＲＭ２２４５石蜡切片机
（ＬＥＩＣＡ公司）；ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉ电泳仪（ＢＩＯＲＡＤ公
司）；Ｔａｎｏｎ５２００型全自动化学发光成像分析系统
（Ｔａｎｏｎ公司）；ＰＩＣＯ１７型台式高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；１６００型凝胶成像系统（Ｔａｎｏｎ公司）；ＡＢＩＶｉ
ｉＡ７ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
１２　方法
１２１　模型制备　以复合应激方法建立肝郁脾虚
证小鼠模型，采用新环境抑制进食实验、旷场实验、

高架十字迷宫实验、血清 Ｄ木糖检测等方法对肝郁
脾虚证小鼠模型进行评价［６］。

１２２　标本采集与制备　２１ｄ造模和药物干预结
束后，以３％的戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻
醉小鼠，每组随机选取５只小鼠，以４％的多聚甲醛
进行灌流固定，取全脑放入４％多聚甲醛溶液中备

用切片，剩余的小鼠直接开颅取前额皮质组织放入

冻存管，标记并冻存于８０℃备用。
１２３　免疫组化检测　免疫组化染色采用二步法。
将各组小鼠前额皮皮质置于二甲苯和梯度乙醇中脱

蜡和水化后，于枸橼酸盐缓冲液中高压抗原修复１０
ｍｉｎ，待自然冷却后，滴加３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧
化物酶，采用山羊血清工作液４℃封闭过夜后，滴加
适当稀释的抗 Ｐ２Ｘ２受体多克隆抗体（１∶５００）湿盒
内４℃孵育过夜，其余步骤按照试剂说明书进行操
作。以ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。图像采集和分
析：ＣｅｌｌＳｅｎｓＤｉｍｅｎｓｉｏｎ１１１图像采集系统进行观察
和拍照，并采用 Ｃｏｕｒｔ＆ＭｅａｓｕｒｅＦｕｌｌｃｅｌｌＳｅｎｓ１１１
系统对图片进行分析，计算阳性细胞数和平均光密

度（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体
蛋白表达　细胞裂解法提取小鼠前额皮质总蛋白，
ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜
（湿转法），孵育一抗、二抗，ＥＣＬ化学发光法显色，
Ｔａｎｏｎ５２００型全自动化学发光成像分析系统曝光自
动获取蛋白条带图像。用系统自带ＧＩＳ１Ｄ４２图像
分析软件对图像灰度值进行采集，以相同蛋白样品

的灰度值为标准对各孔灰度值进行归一化处理，然

后以Ｐ２Ｘ２受体蛋白灰度值比相应的βａｃｔｉｎ灰度值
的表示Ｐ２Ｘ２受体蛋白的相对表达量。
１２５　实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测肝郁脾虚证小
鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表达　Ｔｒｉｚｏｌ法提取小鼠
前额皮质总 ＲＮＡ，分光光度法测定 ２６０ｎｍ与 ２８０
ｎｍ的ＯＤ值，用且ＲＮＡ纯度为Ａ２６０／Ａ２８０比值，范
围在１８～２１之间。按 ＡＭＶ一步法 ＲＴＰＣＲ试剂
盒说明进行反转录和荧光定量 ＰＣＲ扩增。每次扩
增设置无模板的阴性对照和 ＧＡＰＤＨ阳性对照，上
面实时荧光定量重复３次，得到３次Ｃｔ，并算出平均
Ｃｔ值。引物设计与合成：序列参照 ＧｅｎｅＢａｎｋ数据
库中各目的基因的序列，引物由 ＡＢＩ公司的 Ｐｒｉｍｅｒ
ＥｘｐｒｅｓｓＳｏｆｔｗａｒｅｖ２０设计，由华大基因公司合成
（见表１）。ＳＤＳ软件系统导出数据模块，根据 ＲＱ＝
２△△Ｃｔ方法对Ｐ２Ｘ２ｍＲＮＡ的表达进行相对定量分
析。公式：△Ｃｔ实验组＝Ｃｔ靶基因Ｃｔ管家基因；△Ｃｔ
对照组 ＝Ｃｔ靶基因Ｃｔ管家基因；△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验
组△Ｃｔ对照组。
１３　统计学方法　运用 ＳＰＳＳ２００软件对数据进
行统计分析，定量资料采用（珋ｘ±ｓ）进行统计描述，对
数据进行正态分布检验和组间方差齐性检验，两项

检验均符合则采用参数统计的单因素方差分析进行
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统计处理，组间比较采用 ＬＳＤｔ检验。若有１项检
验不符合，则采用非参数统计的多个独立样本

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验进行统计分析，以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

表１　小鼠Ｐ２Ｘ２引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ名称 碱基序列（５′～３′） 退火温度

ＭｏｕｓｅＰ２Ｘ２ ＣＡＧＧＡＴＡＧＣＧＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ ６３
ＧＣＴＧＡＣＴＡＣＡＣＴＧＣＣＣＣＣＣＴ

ＭｏｕｓｅＧＡＰＤＨ ＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴ ６０
ＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＧＧＣ

２　结果
２１　小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达情况　免疫
组化结果显示：与正常组比较模型组小鼠前额皮质

Ｐ２Ｘ２受体蛋白ＯＤ值和阳性细胞数显著降低（Ｐ＜
００５；Ｐ＜００１）；与模型组比较逍遥散组小鼠前额皮
质Ｐ２Ｘ２受体蛋白 ＯＤ值和阳性细胞数显著升高（Ｐ
＜００１；Ｐ＜００５），氟西汀组小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受
体蛋白ＯＤ值著升高（Ｐ＜００５）。见表２和图１。
表２　各组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白免疫组化ＯＤ值

及阳性细胞数的统计学描述（珋ｘ±ｓ）

组别
Ｐ２Ｘ２受体

ＯＤ值 阳性细胞数（ｎ）

正常组 ２９８±０７０ ２８７８３±７４４７
模型组 ２０９±０５０ ２００４２±３５０９

逍遥散组 ３０４±０８８△△ ２８９５０±２７７１△

氟西汀组 ２９０±０６０△ ２６４１７±８１９４
Ｈ １３８０２ １２８１６
Ｐ ０００３ ０００５

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１。

图１　各组小鼠前额皮质ＰｒＬ区Ｐ２Ｘ２蛋白

表达免疫组化图（４００×）

　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果显示：与正常组比较，模
型组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达显著降低（Ｐ
＜００５）；与模型组比较逍遥散组和氟西汀组小鼠前

额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５）。

表３　各组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达的
统计学描述（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｐ２Ｘ２受体

正常组 １４７±０４１
模型组 ０６８±００７

逍遥散组 ０９９±０６１△△

氟西汀组 １１７±０２９△

Ｆ ８９８２
Ｐ ０００１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１。

图２　各组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体蛋白表达

２２　小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体 ｍＲＮＡ表达情况　
　　实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示：与正常组比
较，模型组、逍遥散组和氟西汀组小鼠前额皮质

Ｐ２Ｘ２受体 ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｐ＞

００５）；与模型组比较，氟西汀组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２
受体ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００５）。

表４　各组小鼠前额皮质Ｐ２Ｘ２受体 ｍＲＮＡ表达的
统计学描述（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｐ２Ｘ２受体

正常组 １００±０００
模型组 ０４６±０１４
逍遥散组 ０９９±０６０
氟西汀组 １２０±０８４

Ｆ １８３９
Ｐ ０１７４

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５。

３　讨论
在中枢神经系统中，胞外 ＡＴＰ是一种重要的信

号转导分子，在细胞外环境中，ＡＴＰ可以结合到其特
异性Ｐ２受体上，从而介导各种作用，由于大规模的
ＡＴＰ释放现象一般出现在各类应激、脑缺血、脑损伤
之后，由于其具有细胞外营养功能，因此，可以认为

细胞外 ＡＴＰ在中枢神经系统中扮演者非常复杂的
角色，具有神经系统疾病治疗靶点的潜能［７］。

既往研究显示 ＡＴＰ特异性 Ｐ２受体在全身多个
组织、器官、和系统中均可被检测到。其中 Ｐ２Ｘ２受
体在大脑皮质、海马、缰核、下丘脑腹正中核、三叉神

经中脑核、迷走神经背核和孤束核等部位均存在大
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量表达［８］。另外现代医学认为，肝郁脾虚证的病因

学基础与情志反应密不可分，神经中枢—丘脑下

部—脑干植物神经系统—效应器作为情志反应的作

用轴，而前额皮质脑区作为情绪控制、认知、感觉和

运动等多级协调体系的高级中枢，其形态和功能的

改变均与肝郁脾虚证的发生发展存在着密切的联

系［９１０］。因此，本研究基于复合应激肝郁脾虚证小

鼠模型对肝郁脾虚证小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体蛋白
和基因的表达情况及逍遥散的调节作用进行了观

察，以了解胞外 ＡＴＰ特异性 Ｐ２Ｘ２受体的表达与肝
郁脾虚证发生之间的关系，为深入了解胞外 ＡＴＰ的
释放现象与肝郁脾虚证的发生机制之间的关系奠定

基础。

本次研究通过免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术观
察到肝郁脾虚证模型小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体蛋白
表达较正常组均存在显著减少的现象，而逍遥散和

氟西汀２种药物均能显著改善这种现象。另外本次
研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ技术对肝郁脾虚证小
鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２受体 ｍＲＮＡ的表达进行了观察，
结果显示较正常小鼠，模型组小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２
受体ｍＲＮＡ的表达无显著差异，但存在一定的下降
趋势，而逍遥散和氟西汀这２种药物也均有改善这
种现象的趋势，体现了２种药物对肝郁脾虚证小鼠
的治疗作用。从方证对应角度来看，逍遥散为肝郁

脾虚证之代表方剂，其在模型小鼠前额皮质 Ｐ２Ｘ２
蛋白和基因表达方面均体现出较好的改善和治疗作

用，因此，根据方证对应原理，我们可以判定首先此

肝郁脾虚证动物模型的建立是成功的，另外研究结

果表明基于复合应激的肝郁脾虚证小鼠前额皮质

Ｐ２Ｘ２受体的表达存在减少的趋势，其可能是诱导肝
郁脾虚证发生的一个重要原因，另外 Ｐ２Ｘ２是胞外

ＡＴＰ的特异性受体，胞外 ＡＴＰ的释放与应激有着密
切的关系，那么肝郁脾虚证是否还与胞外 ＡＴＰ的含
量以及ＡＴＰ释放机制紊乱有着密切的联系？有待
进一步深入研究。
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