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Abstract
AIM: To investigate the effect of liver-soothing 
and spleen-strengthening (LSSS) decoction on 
esophageal pathology and proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) expression in rats with 
reflux esophagitis.

METHODS: Partial pylori ligation plus cardio-
myotomy was used to establish the rat models 
of reflux esophagitis. A total of 240 rats were 
divided into 7 groups, including normal group, 
model group, placebo group, positive control 
group, and Chinese medicine groups (high-, 
moderate-, and low-dose group). After treat-
ment with the corresponding methods, HE stain-
ing was performed to observe the pathological 
changes of esophageal tissues, while the expres-

sion of PCNA was measured by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: LSSS decoction remarkably allevi-
ated the esophageal pathological changes, the 
pathological score was significantly different 
between high-dose LSSS decoction group and 
model group. As compared with that in model 
group, the expression of PCNA was significantly 
decreased in LSSS decoction groups (low dose: 
284.83 ± 30.49 vs 330.00 ± 35.35, P < 0.05; moder-
ate dose: 239.67 ± 28.84 vs 330.00 ± 35.35, P < 0.01; 
high dose: 203.00 ± 25.29 vs 330.00 ± 35.35, P < 
0.01). There was no marked difference between 
LSSS decoction groups and positive control 
group.

CONCLUSION: LSSS decoction may restrain 
the high expression of PCNA while alleviate the 
symptoms and esophageal inflammation of re-
flux esophagitis.
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摘要
目的: 观察健脾疏肝方对反流性食管炎大鼠
模型食管组织病理及增殖细胞核抗原(PCNA)
表达的影响. 

方法: 采用“不全幽门结扎+贲门肌切开术”

制作动物模型, 240只大鼠分为正常组、模
型组、安慰剂(谷维素)组、阳性对照组(加斯
清)、治疗高、中、低剂量组. 给予相应处理
后, 取食管组织行HE染色, 光镜下观察组织病
理学变化, 用免疫组化的方法测PCNA表达. 

结果: 健脾疏肝方能显著改变反流性食管炎
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■背景资料
反 流 性 食 管 炎
(RE)是指因食管
胃连接部防反流
机构障碍而导致
胃或肠内容物反
流入食管, 从而引
起食管炎症, 临床
上多表现为胸骨
后灼热、疼痛, 反
酸, 嗳气, 恶心呕
吐等症状, 属中医
“吐酸”、“噎
膈 ” 、 “ 胃 脘
痛”等范畴, 目前
西医治疗尚无明
显进展, 仍局限于
制酸药、动力药
和黏膜保护剂等, 
如奥美拉唑、红
霉素、思密达等. 
而传统中医药在
改善症状, 调节食
管下段括约肌功
能, 抑制反流, 促
进食管受损黏膜
修复等方面均显
示了良好的疗效. 



的病理变化, 健脾疏肝方高剂量组食道组织
病理变化明显减轻; 健脾疏肝方能显著抑制
PCNA表达的升高, 与模型组相比PCNA的表
达显著降低(小剂量: 284.83±30.49 vs  330.00
±35.35, P <0.05; 中剂量: 239.67±28.84 vs  
330.00±35.35, P <0.01; 高剂量: 203.00±25.29 
vs  330.00±35.35, P<0.01), 其疗效与加斯清相当.

结论: 健脾疏肝方有助于降低PCNA的高表
达, 并有抗胃食管反流, 减轻食管炎症的疗效.

关键词: 健脾疏肝方; 反流性食管炎; 增殖细胞核抗
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指由

于胃与食管交界处抗反流屏障功能障碍而导

致的胃或十二指肠内容物反流入食管 ,  引起

食管组织黏膜损害[1]. 本病属于胃食管反流病

(gastroesophagesl reflux diseases, GERD)范畴[2], 
具有慢性复发倾向, 严重影响人民的身体健康

和生活质量, 日益受到中外医学者的重视. 目前

西药治疗存在维持治疗时间长, 副作用较大[3], 
患者经济负担较重以及停药后易复发的不足. 
我们在临床实践中, 依据反流性食管炎脾虚肝

郁, 胃气上逆的常见中医病机[4], 拟定健脾疏肝

为基本治则, 并组成方剂, 取得较为理想的临床

疗效, 为进一步阐明其作用机制, 我们观察了该

方对反流性食管炎大鼠模型食管组织病理及增

殖细胞核抗原(PCNA)表达的影响, 报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀SD大鼠240只, 体质量200-250 g, 
由南京中医药大学动物中心提供. 健脾疏肝方

方剂由半夏、厚朴、醋柴胡、白芍、苏叶、生

苡仁、茯苓等组成, 南京中医药大学动物实验

中心制备, 水煎后浓缩配制, 配成低210 g/L、中

430 g/L、高850 g/L的浓度; 加斯清: 5 mg/片, 用
蒸馏水配成浓度为0.11 g/L[5], 日本制药株式会社

生产, 批号: 530202; 谷维素: 10 mg/片, 用蒸馏水

配成浓度为0.23 g/L, 浙江昂利康制药有限公司, 
批号: 5T1D09. 谷维素及加斯清组药物浓度均为

人等效剂量的2倍, 中药组低、中、高剂量组为
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人等效剂量的2倍、4倍、8倍[6]. PCNA试剂: 兔
抗鼠PCNA多克隆抗体、SABC试剂盒、DAB显
色试剂盒为武汉博士德生物有限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 造模 参照于强 et al [7]方法制作并改进, 造模

前大鼠适应环境4-7 d, 术前禁食24 h, 按30 mg/kg, 
ip 10 g/L戊巴比妥钠溶液进行麻醉. 将大鼠固定

于鼠板, 取上腹部正中切开进腹, 分离贲门及胃, 
缝合血管, 纵行切开贲门肌0.5 cm至黏膜层, 而后

分离幽门, 半结扎幽门. 关腹前腹腔注入生理盐

水1 mL及庆大霉素2万IU, 术后禁食24 h, 不禁水. 
观察大鼠饮食、粪便及活动情况, 每周测定体质

量, 术后3 wk即造模完成.  
1.2.2 分组给药 预留12只作为正常组, 其余大鼠

按照以上方法进行造模, 造模完成后将大鼠随机

分为: 模型组、安慰剂组、阳性对照组、中药高

剂量组、中药中剂量组、中药低剂量组. 正常组

不治疗, 其他模型各组分别给予NS、谷维素、

加斯清、中药高剂量、中药中剂量、中药低剂

量灌胃, 10 mL/kg, 每天一次, 连续给药3 wk.  
1.2.3 取食管组织 末次给药24 h后, 断髓处死大

鼠, 取下食管组织, 纵行剖开, 作大体形态观察, 
按反流性食管炎诊断及治疗方案(试行)(1999年
烟台标准)标准进行分级[8]. 观察完后将标本放入

40 g/L甲醛固定后常规HE染色, 光镜下观察组织

病理学变化(表1).
1.2.4 PCNA免疫方法及主要实验步骤 采用ABC
法[9], 主要步骤如下: (1)石蜡切片于二甲苯及阶

梯浓度酒精中脱蜡至水; (2)过氧化氢溶液室温

孵育10 min封闭内源性过氧化物酶; (3)加入血清

白蛋白置湿盒内室温孵育20 min; (4)切片加第

一抗体PCNA, 置湿盒内于4℃冰箱内孵育, 过夜; 
(5)加入第二抗体, 湿盒内室温孵育45 min; (6)加
入SABC溶液, 湿盒内室温孵育20 min; (7)DAB

www.wjgnet.com

表  1  RE病理学评分标准

     
病变　                            10分　8分　6分　4分　2分　0分          

黏膜层血管增生充血      -       +       +       +       +      +  

鳞状上皮增生                 -       -       +       +       +      +

黏膜固有层乳头延伸      -       -       +       +       +      +

黏膜层炎细胞浸润          -       +       +       +       +      +

上皮细胞层炎细胞浸润  -       -       -       -       +      +

黏膜糜烂                        -       -       -       -       +      +

黏膜溃疡                        -       -       -       -       -      +

+++~++++均记为6分.

■创新盘点
在动物实验研究
中, 根据国内对反
流性食管炎的动
物模式的文献报
道, 本研究采用了
手术方法(贲门肌
切 开 + 幽 门 半 结
扎)造模并加以改
进, 该方法具有成
功率高、动物死
亡率低等特点.
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显色剂显色; (8)阶梯浓度酒精脱水, 二甲苯透明, 
树胶封片, 观察结果. PCNA: 阳性着色定位于细

胞核, 细胞核被染成棕黄色或褐色, 呈颗粒型或

弥漫型. 食管上皮组织均出现不同程度的细胞

PCNA免疫组化阳性反应, 免疫阳性细胞主要位

于基底细胞层的第1-2层和乳突区基底细胞. 计
算方法: 每个高倍视野计算阳性细胞, 然后计算

出单位面积的阳性细胞数, 任选12个视野.
统计学处理 应用SPSS12.0统计软件, 统计

方法采用单因素方差分析 ,  进行组间的两两

比较.

2  结果

2.1 大体标本观察 从反流性食管炎造模后取材

病理观察, 对照1999-12中华医学会消化内镜学

会颁布的RE病理诊断标准[9]. 证实反流性食管炎

造模成功. 模型组主要表现为食管黏膜发红、

糜烂或溃疡; 药物组与模型组有明显的病理学

改变.  
2.2 HE染色 正常大鼠黏膜除上皮细胞层内间或

存在少量炎细胞外, 无其他异常表现. 安慰剂组: 
与模型组相似. 模型组: 大鼠黏膜上皮细胞层内

出现炎性细胞浸润, 鳞状上皮增生, 黏膜固有层

乳头延伸, 成纤维细胞增多, 严重者出现黏膜糜

烂、溃疡形成. 阳性对照组: 大鼠黏膜上皮细胞

层内出现少量的炎性细胞浸润, 偶见黏膜糜烂. 
中药低剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层内出现淋巴

细胞及中性白细胞浸润, 鳞状上皮增生, 黏膜固

有层乳头延伸, 并出现黏膜糜烂、溃疡形成. 中
药中剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层内出现少量的

淋巴细胞及中性白细胞浸润, 并出现黏膜糜烂、

溃疡形成. 中药高剂量组: 大鼠黏膜上皮细胞层

内散在的淋巴细胞及中性白细胞浸润, 鳞状上皮

轻度增生(食道组织病理积分比较如表2).
2.3 免疫组化结果 PCNA在安慰剂组、阳性对照

组、小剂量组、中剂量组的表达与正常组差异

显著, 正常组、阳性对照组、中剂量组及小剂

量组中PCNA的表达显著低于模型组(表3).

3  讨论

P C N A是目前反应组织细胞增殖功能的指标

之一 ,  其过度表达是细胞增殖的重要标志 [10].  
PCNA是存在于细胞核内DNA聚合酶的一种附

属蛋白质, 对细胞G1期向S期过渡起重要的调节

作用[11]处于增殖状态的细胞, 其PCNA的表达明

显增强. 这表明PCNA与细胞增殖状态有关. 叶
萍 et al [12]研究表明正常食管黏膜组织中PCNA
阳性反应很弱, 仅占8%(<10%), 认为是一种不活

跃的基因表达形式. 食管黏膜在刺激物的作用

下, 增生细胞不断分化、增殖并随着炎症的加

重, 表达率也逐渐地增加. 在细胞的异常增生或

不典型增生和肠化生中, PCNA发挥着重要的作

用. 因此, PCNA的阳性表达在反流性食管炎中

具有重要的作用, PCNA的临床随访监测将对胃

表  2  食道组织病理积分比较(只)

     
分组　　　　　10分　　8分　　6分　　4分　　2分　　0分　　合计(分)          

正常                   12          0           0           0           0           0            120　

模型a                    0          0　　　0           8           2           2              36

安慰剂组              0          0　　　0           6           4           2              32　

阳性对照              6          0　　　2           2           2           0              84　

小剂量组              2          2　　　0           4           2           0              56　

中剂量组              4          2　　　2           4           0           0              84　

高剂量组c             8          0　　　2           2           0           0            100

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组, 西药对照组与中剂量、大剂量组比较无显
著性差异.

表  3  各组食管组织PCNA的表达(mean±SD, n ＝12)

     
分组　　　　　                             PCNA的阳性细胞数(个)          

正常组　　　　                                187.50±21.91d

模型组　　　　                                330.00±35.35b

安慰剂组　　　                                299.33±23.79b

阳性对照组　　                                234.00±39.24ad

小剂量组　　　                                284.83±30.49bc

中剂量组　　　                                239.67±28.84bd

高剂量组　　　                                203.00±25.29d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
健脾疏肝方有助
于 降 低 P C N A 的
高表达, 并有抗胃
食管反流, 减轻食
管炎症的疗效. 疗
效与阳性对照加
斯清相当, 都具有
明显减轻食管炎
症, 降低PCNA的
高表达, 抑制细胞
的异常增生或不
典型增生和肠化
的作用, 中医药为
治疗和预防反流
性食管炎提供了
确实可靠的治疗
方法, 必将在胃食
管反流病的治疗
中发挥日趋重要
的作用.
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食管反流病(GERD)患者的疗效和预后估价具有

重要意义[12-13]. 根据临床表现RE多属于中医学

“胸痛”、“反胃”、“嘈杂”、“泛酸”、

“胃痛”、“噎膈”等范畴[14]. 在病因病机方

面, 多数学者认为本病是由于各种因素造成气

机升降失常, 胃气上逆所致. 临床辩证分型有肝

胃不和、肝胃郁热、痰气交阻、脾胃虚寒、脾

胃阴虚等, 学者们更加注重其中肝胃不和、肝

胃郁热、脾胃虚寒3型[15]. 在治疗上强调疏肝理

气, 和胃降逆, 清热和中. 我们在长期的临床实

践中认识到反流性食管炎的中医病机主要为肝

胆失于疏泄, 脾胃升降失调, 胃气上逆所致; 因
此, 我们根据健脾疏肝的治疗原则组方, 方中柴

胡疏肝理气, 配伍白芍、苏叶和中降逆、行气

宽中, 生薏仁、茯苓健脾益气, 培补中焦; 半夏

和胃降逆; 厚朴燥湿消痰, 下气除满; 诸药协同

使用, 使气机得以平降和顺, 脾胃功能得以恢复, 
症状消除. 现代药理研究表明, 厚朴主要成分厚

朴酚对实验性溃疡有防治作用, 半夏、茯苓具

有显著的抑制胃液分泌的作用, 苡仁、白芍能

调节胃肠运动、抗溃疡、增加免疫功能. 健脾

疏肝方有助于降低PCNA的高表达, 并有抗胃

食管反流, 减轻食管炎症的疗效. 疗效与阳性对

照加斯清相当, 都具有明显减轻食管炎症, 降低

PCNA的高表达, 抑制细胞的异常增生或不典型

增生和肠化的作用. 中药治疗组与剂量无绝对

相关性, 高中剂量疗效优于低剂量但无法说明

疗效与剂量成正相关, 低剂量组疗效不佳, 可能

是药物浓度偏低, 行气降逆乏术造成. 全方标本

兼顾, 配伍合理, 疏肝不忘健脾, 行气慎防伤阴, 
共奏健脾疏肝, 行气降逆之功.  

总之, 中医药为治疗和预防反流性食管炎

提供了确实可靠的治疗方法, 必将在胃食管反

流病的治疗中发挥日趋重要的作用. 
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■同行评价
本文研究了健脾
疏肝方对反流性
食管炎大鼠模型
食管组织病理及
PCNA的影响, 立
题有依据, 实验方
法先进、规范、

科学 ,  难度较大 , 
结果可靠, 文章简
洁, 论点明确, 条
理性强.


