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降逆清热化浊方对非糜烂性胃食管反流病大鼠模型

食管组织降钙素基因相关肽的影响
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摘要　目的：观察降逆清热化浊方对非糜烂性胃食管反流病（ＮＥＲＤ）大鼠模型食管组织降钙素基因相关肽（ＣＧＲＰ）的影
响。方法：选取ＳＤ雄性大鼠６０只并将其分为正常组、模型组、西药组和中药组。以鸡卵清蛋白／氢氧化铝基础致敏联合
食管酸灌注的方法制备ＮＥＲＤ大鼠模型，药物干预１４ｄ后，观察各组大鼠食管组织的病理改变及高敏感性相关信号分子
ＣＧＲＰ的表达情况。结果：与正常组比较，模型组大鼠食管组织上皮细胞间隙增宽，有少量炎性细胞；与模型组比较，中药
组、西药组大鼠食管组织ＣＧＲＰ表达明显降低，且中药组降低更为显著。结论：降逆清热化浊方通过抑制 ＣＧＲＰ的表达，
下调食管高敏感性，从而对ＮＥＲＤ起到治疗作用。
关键词　胃食管反流；降逆清热化浊方；食管高敏感性；大鼠；降钙素基因相关肽；上皮细胞
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　　胃食管反流病（ＧａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌＲｅｆｌｕｘＤｉｓｅａｓｅ，
ＧＥＲＤ）是胃内容物反流入食管、口腔所引起的，以反
酸、烧心、吞咽疼痛为主要不适症状的一种疾病［１］。

其中，具有胃食管反流引起的不适症状，且近期未予

以抑酸治疗，内镜下未发现食管黏膜损伤的一种

ＧＥＲＤ亚型为非糜烂性胃食管反流病（Ｎｏｎｅｒｏｓｉｖｅ
ＧａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌＲｅｆｌｕｘＤｉｓｅａｓｅ，ＮＥＲＤ），又称内镜阴

性胃食管反流病，占 ＧＥＲＤ的 ５０％ ～７０％［２３］。

ＮＥＲＤ的发病机制较为复杂，目前多认为与酸反流、
非酸相关性刺激、内脏高敏感等相关［４５］。ＮＥＲＤ根
据其临床特征可归入中医学“反酸”“嘈杂”等范畴。

中医认为其主要病机为“胃气上逆、胃火炽盛、浊邪

上泛”，故治疗当以降逆清热化浊为主［６］。本研究主

要通过建立食管高敏感性 ＮＥＲＤ大鼠模型，观察降
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逆清热化浊方干预下ＮＥＲＤ大鼠食管高敏感性相关
信号分子的表达情况，以探讨降逆清热化浊方对

ＮＥＲＤ食管高敏感性的影响及其治疗 ＮＥＲＤ的作用
机制。

１　材料
１１１　动物　选取雄性 ＳＤ大鼠６０只，ＳＰＦ级，体
质量１５０～１６０ｇ，动物批号为１１４０１５０００３４１４３，购自
斯贝福（北京）生物技术有限公司，自由摄食与饮

水。自由摄食与饮水，饲养３ｄ，待大鼠适应环境后
开始试验。

１１２　药物　降逆清热化浊方由柴胡 １２ｇ、白芍
１０ｇ、枳实１５ｇ、厚朴１５ｇ、陈皮１０ｇ、吴茱萸３ｇ、黄
连１０ｇ等药物组成，中药颗粒剂购自广东一方制药
有限公司。奥美拉唑肠溶片购自山东新时代药业有

限公司，国药准字Ｈ２００４４８７１。
１１３　试剂与仪器　试剂：ＯＶＡ鸡蛋清白蛋白，购
自 Ｂｉｏｒｕｌｅｒ百奥百乐生物科技有限公司；抗大鼠
ＣＧＲＰ多克隆抗体，购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；抗大鼠 Ｐ
物质多克隆抗体，购自艾博抗（上海）贸易有限公

司；氢氧化铝、乌拉坦，购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
仪器：台式高速离心机，购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。奥林巴斯 ＢＸ４１显微镜，购自日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　分组：将６０只大鼠随机
分为４组，即正常组、模型组、中药组、西药组，每组
１５只。其中模型组、中药组及西药组大鼠均在实验
第１天予以卵清蛋白／氢氧化铝混合液行腹腔注射，
正常组大鼠予等量生理盐水行腹腔注射。从实验第

２天开始，中药组、西药组大鼠分别予以疏肝和胃方
（０６２５ｇ／ｍＬ，相当于成人用药量５倍）及奥美拉唑
溶液（０１６７ｍｇ／１００ｇ体质量，相当于成人用药量５
倍）１０ｍＬ／ｋｇ体质量灌胃，正常组和模型组大鼠均
予以等量生理盐水（１０ｍＬ／ｋｇ体质量）灌胃。连续
给药２周，至第１４天结束给药，并进行食管酸灌注，
采集大鼠食管标本进行相关实验检测。

食管高敏感性的ＧＥＲＤ大鼠模型的制备［７］：选

择鸡卵清蛋白／氢氧化铝基础致敏联合食管酸灌注
的方法制备内脏高敏感性ＮＥＲＤ大鼠模型。在实验
第１天即用卵清蛋白和氢氧化铝佐剂的混合液
１５ｍＬ（卵清蛋白１００ｍｇ／氢氧化铝２００ｍｇ）行腹
腔注射，进行基础致敏；在实验第１４天进行食管
酸灌注。

食管酸灌注方法如下：酸灌注前禁食２４ｈ，予以

１０％乌拉坦（８ｍＬ／ｋｇ）麻醉，大鼠麻醉后将头部抬
高２０°～３０°平卧固定；切开腹壁暴露胃壁，并在近贲
门处切一小圆孔，通过小圆孔放置引流管，用以收集

从灌注的液体；将一单腔灌流管一端经口置食管内，

并固定在食管和胃交界处上２～３ｃｍ处，另一端与
持续灌注泵相连，使用 ０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸以 １０ｍＬ／ｈ
的速度滴注５０ｍｉｎ。
１２２　干预方法　中药组：疏肝和胃方（０６２５ｇ／
ｍＬ，相当于成人用药量５倍），１０ｍＬ／ｋｇ体质量灌
胃；西药组：奥美拉唑溶液（０１６７ｍｇ／１００ｇ体质量，
相当于成人用药量５倍）１０ｍＬ／ｋｇ体质量灌胃；正
常组和模型组：生理盐水１０ｍＬ／ｋｇ体质量灌胃。
１２３　检测指标与方法　大鼠食管组织病理学检
测：自贲门向口腔方向剪取１ｃｍ左右长度的食管组
织，用１０％中性甲醛固定，依次进行乙醇梯度脱水，
二甲苯透明，石蜡包埋。切片厚度为４μｍ，常规苏
木精伊红（ＨＥ）染色。镜下观察食管组织病理学改
变。

大鼠食管组织 ＣＧＲＰ水平检测：大鼠食管组织
石蜡切片，常规脱蜡，柠檬酸高压热修复２５ｍｉｎ，过
氧化氢作用１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，加入大
鼠ＣＧＲＰ抗体（抗体浓度１∶５０），在３７℃条件下孵
育１ｈ，加入酶标羊血清抗小鼠／兔二抗，在室温下孵
育２０ｍｉｎ，最后用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色。镜下
读片，棕褐色团块即为ＣＧＲＰ阳性表现。
２　结果
２１　一般情况　正常组大鼠的行为活跃，体质量正
常增加；与正常组比较，模型组大鼠的体质量增加较

少、精神萎靡、行为不活跃，而中药组和西药组大鼠

体质量稍增加，精神稍差，活动尚可。

图１　各组大鼠食管组织病理学表现（ＨＥ染色，×４００）
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２２　大鼠食管组织病理学　模型组、中药组、西药
组大鼠食管黏膜除上皮细胞层内有少量淋巴细胞

外，均未见鳞状上皮增生和黏膜糜烂等明显病理变

化；正常组大鼠黏膜上皮细胞层内未见炎性细胞浸

润及明显病理变化。见图１。
２３　大鼠食管组织ＣＧＲＰ表达　与正常组比较，模
型组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ阳性表达明显增多；与模
型组比较，中药组与西药组大鼠食管组织 ＣＧＲＰ阳
性表达均有明显减少，且中药组减少更为显著。见

图２。

图２　各组大鼠食管组织ＣＧＲＰ表达情况（ＨＥ染色，×２００）

３　讨论
ＮＥＲＤ根据其烧心、反酸、嗳气、胸骨后灼痛、咽

部如有梗死感等症状临床特征可归入中医学“吞

酸”“嘈杂”等范畴。《素问·至真要大论》曰：“诸呕

吐酸，皆属于热”。《灵枢·四时气论》云：“善呕，呕

有苦……邪在胆，逆在胃，胆液泄则口苦，胃气逆则

呕苦”。《素问玄机原病式·吐酸》云：“酸者，肝木

之味也。由火盛制金，不能平木，则肝木自甚，故为

酸也”。诸多医家认为ＮＥＲＤ病机属热，与肝、胆、胃
有关。关于病因，中医认为该病多由情志失调、饮食

不节、素体脾胃虚弱等所致。《血证论》载：“木之性

主疏泄，食气入胃，全赖肝木之气以疏泄之，而水谷

乃化”。肝属木，脾胃属土，五行生克制化，肝木克

土，当情志失调，肝气郁滞，或气郁化火，肝火亢盛，

则伤脾胃，脾胃失和，胃气上逆而发病。肝胆同处膈

下，互为表里，在生理上相互依赖，在病理上相互影

响，胆经受邪亦会影响肝经疏泄；或饮食不节，嗜食

肥甘厚腻，致痰湿内生，阻滞气机，脾胃升降失常；或

素体脾胃虚弱，或久病伤及脾胃，土虚木乘，运化失

常，故该病位在食管，属脾胃所主，但与肝、胆关系

密切。

马万千主任医师认为，ＮＥＲＤ的主要病机为肝
失疏泄，气滞化热犯胃，胃气上逆，脾胃升降失常，运

化失司，浊邪内生并随气逆上泛，其中“胃气上逆、胃

火炽盛、浊邪上泛”为病机关键［６］。以此为依据，并

结合多年临床经验，马万千主任医师提出治疗

ＮＥＲＤ当以“降逆”为切入点，以“降逆疏肝、清热化
浊”为主要大法，自拟降逆清热化浊方，药用柴胡、白

芍、枳实、厚朴、陈皮、吴茱萸、黄连、甘草、苍术等，临

床疗效显著。《素问·六元正纪大论》曰：“木郁达

之”。与反流性食管炎比较，ＮＥＲＤ患者有更明显的
焦虑倾向，生命质量和心理健康程度也偏低。当今

社会环境下，人们承受着越来越大的生活和工作压

力，出现焦虑与抑郁等情志不畅者日益增加，ＮＥＲＤ
的患者也逐渐增多。焦虑和抑郁等情绪都与肝失疏

泄明显相关，故拟方首选柴胡利肝胆、疏肝解郁，白

芍敛阴柔肝，厚朴以温中下气，枳实破气消积，同为

降逆之品，降逆疏肝，肝脾同治；“见肝之病，知肝传

脾，当先实脾”。故同时配伍陈皮健脾顺气，苍术燥

湿健脾；肝郁日久，容易化火生热，亦配伍黄连清脾

胃之火，吴茱萸以防寒凉之品遏伤脾胃之阳，诸药合

用共奏降逆疏肝，清热和胃之效。

西医治疗ＮＥＲＤ的主要药物包括质子泵抑制剂
（ＰＰＩ）、胃肠动力药等，但临床上存在很大一部分患
者在服用ＰＰＩ后，反酸、烧心等症状并不能得到有效
缓解。且西药目前尚存在用药较为单一，不良反应

较为明显，而患者的生命质量及焦虑抑郁等情况改

善并不十分理想等不足之处，且长期维持用药给患

者及家庭造成了巨大的经济负担。中医药治疗

ＮＥＲＤ具有一定的优势和特色。在上述马万千主任
医师对ＮＥＲＤ病机认识和组方用药的相关思想指导
下，我们前期临床观察降逆清热化浊方（柴胡１２ｇ、
白芍１０ｇ、枳实１５ｇ、厚朴１５ｇ、陈皮１０ｇ、吴茱萸
３ｇ、黄连１０ｇ、甘草１０ｇ、苍术１０ｇ等）治疗肝胃不
和型ＮＥＲＤ患者６０例，总有效率９８％，且在ＲＤＱ评
分、中医证候积分、主要单项症状计分、生命质量量

表积分等方面的改善明显优于口服雷贝拉唑肠溶胶

囊治疗的对照组（Ｐ＜００５），证明了降逆清热化浊
方的临床疗效［８］。本研究探讨及验证降逆清热化浊

方治疗ＮＥＲＤ的作用机制，明确中医药治疗该病的
疗效及优势，以期在临床上更广泛应用及推广。

ＮＥＲＤ的发病机制尚未十分明确，现代医学多
认为其与食管清除能力下降、食管及胃排空功能障

碍、内脏高敏感及情志等因素相关。但临床应用ＰＰＩ
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治疗ＮＥＲＤ患者的疗效反馈通常不佳，对 ＮＥＲＤ患
者食管２４ｈ反流监测结果显示，大部分患者的酸反
流属于生理范围。由此推测，胃酸并非 ＮＥＲＤ的主
要致病因素，可能与食管高敏感性相关，故即使是生

理量的反流物也可导致食管高敏感性的ＮＥＲＤ患者
产生反酸、烧心等症状。

目前已有较多研究证实食管内脏高敏感性可能

是ＮＥＲＤ重要的病理生理基础。内脏高敏感性
（ＶｉｓｃｅｒａｌＨｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ＶＨ）是指内脏对疼痛或刺
激的感知阈值降低，对生理性刺激产生不适感或对

伤害性刺激反应强烈。ＮＥＲＤ患者对食管酸刺激、
机械性刺激、胆碱能药物的敏感性增强，即为食管高

敏感性。注：降钙素基因相关肽（ＣａｌｃｉｔｏｎｉｎＧｅｎｅＲｅ
ｌａｔｅｄＰｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）是重要的感觉神经递质，降低
疼痛阈值，增加内脏敏感性［８］。ＣＧＲＰ即是食管高
敏感性相关的重要信号分子之一，ＣＧＲＰ是重要的
感觉神经递质，降低疼痛阈值，增加内脏敏感性。

ＣＧＲＰ含量的增加可引起食管黏膜的神经末梢处于
兴奋状态，并导致“神经源性炎症”，从而使局部微

环境发生改变，引起患者痛觉过敏［９］。有研究显示，

ＣＧＲＰ在 ＮＥＲＤ患者的食管黏膜中高表达［１０］。

ＣＧＲＰ是外周神经系统中，参与痛觉信息传递的重
要神经递质。食管的支配神经发出大量纤维末梢分

布于食管壁全层，这些末梢中含有大量的 ＣＧＲＰ。
食管受到刺激后，信号传入引起 ＣＧＲＰ等神经活性
物质释放，作用于相应神经支配区使肥大细胞脱颗

粒而释放各种细胞因子及炎性反应递质，引起血管

扩张，通透性增加，血浆蛋白外渗等神经源性炎性反

应，导致内脏感知阈值下降，即食管内脏高敏感

性［１１１３］。张秀莲［１４］分别测定 ＣＥＲＤ患者及正常人
食管黏膜中 ＣＧＲＰ的含量，结果显示 ＣＥＲＤ患者食
管组织中 ＣＧＲＰ的表达较正常人明显增多，从而推
测ＮＥＲＤ的食管高敏感性与ＣＧＲＰ高表达相关。牛
小平等［１５］分别检测 ＣＥＲＤ患者及正常人血清中
ＣＧＲＰ的含量，检测结果显示ＮＥＲＤ患者血清ＣＧＲＰ
表达水平明显高于正常对照组（Ｐ＜００５）；且 ＣＧＲＰ
表达水平与 ＧｅｒｄＱ评分呈正相关，由此可知 ＮＥＲＤ
患者血清 ＣＧＲＰ表达明显增加，与反流症状严重程
度呈正相关，ＣＧＲＰ参与了 ＮＥＲＤ的病理过程，是其
内脏高敏性的重要机制。

综上所述，模型组大鼠的食管组织上皮细胞层

内存在炎性细胞，与 ＮＥＲＤ的病理学变化相符。中
药组及西药组大鼠食管组织病理改变减轻，表明降

逆清热化浊方对ＮＥＲＤ具有明确的治疗效果。且降

逆清热化浊方能够显著降低ＮＥＲＤ模型大鼠食管组
织中 ＣＧＲＰ的表达，对其食管高敏感性具有明显的
抑制作用。由此可以得出结论，降逆清热化浊方可

能是通过下调食管 ＣＧＲＰ的表达，降低食管高敏感
性从而对ＮＥＲＤ起到治疗作用。但本实验关于食管
高敏感性的研究较为单一，有待更深入的研究，以明

确中医药的作用机制及优势环节，充分发挥中医药

的价值。
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