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肠易激综合征（Irritable bowel syndrome，IBS）是一种常见

的胃肠道功能紊乱性疾病。在西方国家其发病率约为15％～

20％，我国约为5％～10％，发病率呈逐年上升趋势[1]。该病患

病率高、病程长、易反复、治疗困难，患者的生活质量受到严重

影响。近年来研究发现，IBS 的发病率在肠道感染后显著增

加。患者被肠道病毒、细菌或寄生虫等感染，在病原体清除及

黏膜炎症逐渐消退后，出现 IBS症状，称之为感染后肠易激综

合征（Post-infectious irritable bowel syndrome，PI-IBS）。PI-IBS

以腹泻型 IBS（D-IBS）多见，其比例可达70％以上[2]。

PI-IBS的病因和发病机制迄今仍不明确。近年研究发现，

其发病机制与持续的低度肠道炎症、结肠通透性增高、免疫机
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摘 要 目的：研究广藿香挥发油对感染后肠易激综合征（PI-IBS）模型大鼠结肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白ZO-1、Occludin表达

的影响。方法：将大鼠随机分为正常对照组（蒸馏水）、模型组（蒸馏水）、马来酸曲美布汀片组（TMT，0.1 g/kg）和广藿香挥发油低、

中、高剂量组[2、3、4 g（生药）/kg]，每组8只。除正常对照组外，其余各组大鼠均采用结肠灌注乙酸法复制PI-IBS模型。造模成功

后，每天 ig给药1次，连续给药5 d。采用免疫组化法检测结肠黏膜中ZO-1、Occludin蛋白表达[以积分光密度（IOD）值反映]并分

析其分布情况。结果：正常对照组大鼠ZO-1、Occludin蛋白均匀分布在肠上皮细胞的顶端，呈蜂窝状或呈点状聚集；模型组大鼠

ZO-1、Occludin蛋白零散分布在肠上皮细胞的顶端，其染色分布不均或褪色；广藿香挥发油组大鼠ZO-1、Occludin蛋白分布类似正

常对照组，但其染色浅于正常对照组。模型组大鼠ZO-1、Occludin蛋白的 IOD值低于正常对照组（P＜0.01）；广藿香挥发油高剂量

组大鼠 ZO-1、Occludin 蛋白的 IOD 值，以及广藿香挥发油中剂量组、TMT 组大鼠 ZO-1蛋白的 IOD 值高于模型组（P＜0.05或 P＜

0.01）。结论：广藿香挥发油可上调PI-IBS大鼠肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白ZO-1和Occludin的表达。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of volatile oil of Pogostemon cablin on the expression of tight junction proteins

ZO-1 and Occludin in colonic mucosal epithelial cells of rats with post-infectious irritable bowel syndrome（PI-IBS）. METHODS：

Rats were randomly divided into normal control group（distilled water），model group（distilled water），Trimebutine maleate tablet

group（TMT，0.1 g/kg）and volatile oil of P. cablin low-dose，medium-dose and high-dose groups [2，3，4 g（crude drug）/kg] with

8 rats in each group. Except for normal control group，those groups were given colon perfusion of acetic acid to induce PI-IBS mod-

el. After modeling，they were given relevant medicine intragastrically once a day for consecutive 5 days. The expression of ZO-1

and Occludin [by IOD] and their distribution were detected by immunohistochemistry. RESULTS：In normal control group，ZO-1

and Occludin evenly distributed on the top of enterocyte，manifesting as alveolate and punctiform；in model group，ZO-1 and Oc-

cludin scattered on the top of enterocyte，showing uneven dyeing or fade；the distribution of ZO-1 and Occludin in volatile oil of P.

cablin groups was similar to normal control group，and its dyeing was lighter than that of normal control group. IOD value of ZO-1

and Occludin in model group were lower than in normal control group（P＜0.01）；those of volatile oil of P. cablin high-dose group

and the IOD value of ZO-1 of P. cablin medium-dose group and TMT group were higher than those of model group（P＜0.05 or

P＜0.01）. CONCLUSIONS：The volatile oil of P. cablin can up-regulate the expression of tight junction proteins ZO-1 and Occlu-

din in colonic mucosal epithelial cells of rats with PI-IBS.
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制的异常等密切相关[3]。低度肠道炎症可引起肠上皮细胞的

机械屏障功能及紧密连接（Tight junction，TJ）结构损害。紧密

连接结构由多种蛋白组成，其中ZO-1、Occludin蛋白对维持肠

正常的结构和功能起着至关重要的作用。

据临床报道，藿香正气制剂对 D-IBS 具有确切的临床疗

效 [4-5]。笔者前期研究已证实，藿香正气口服液对PI-IBS大鼠

肠黏膜机械屏障具有保护和修复作用[6]。广藿香挥发油是藿

香正气口服液的主药之一，现代药理研究表明，其具有良好的

抗菌、协调胃肠运动及保护肠屏障的作用[7]。目前，国内外关

于广藿香挥发油治疗 IBS的实验研究集中于对D-IBS模型动

物的胃肠激素、胃肠动力、水液代谢的调控机制方面[8]，尚未见

广藿香挥发油对PI-IBS肠黏膜屏障功能的保护作用的研究报

道。因此，本课题拟通过观察广藿香挥发油对PI-IBS大鼠结

肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白ZO-1和Occludin表达的影响，

探讨其对PI-IBS大鼠肠黏膜机械屏障的保护作用及其机制，

为其用于治疗PI-IBS提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Ⅸ71多功能倒置电子显微镜（日本 Olympus 公司）；RM-

2135生物组织包埋机（德国Leica公司）；RMZ135石蜡切片机

（德国Meidx公司）。

1.2 药材、药品与试剂

广藿香购自广东阳春广藿香种植基地，经成都中医药大

学峨眉学院刘晓春副教授鉴定为真品；马来酸曲美布汀片

（TMT，开开援生制药股份有限公司，批号：13032817，规格：每

片0.1 g）；乙酸、水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司）；兔抗

Occludin、ZO-1 多克隆抗体（美国 Millipore 公司 ，批号 ：

2612251、2188554）；辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠

免疫球蛋白G（IgG）（美国CST公司，批号：7074P2）；浓缩型二

氨基联苯胺（DAB）试剂盒（武汉博士德生物公司，批号：

135911B）。

1.3 动物

健康成年SD大鼠48只，SPF级，♂，2月龄，体质量（250±

20）g，购自南方医科大学实验动物中心[动物合格证号：SCXK

（粤）2011-0015]。摄食饲料为南方医科大学实验动物中心提

供的混合饲料，适应性喂养3 d后进行实验。所有大鼠都在安

静、室温（18～20 ℃）、自然光线、昼夜循环（12 h/12 h）的条件

下饲养。

2 方法
2.1 广藿香挥发油的提取

采用蒸馏法进行提取，得到提取物浓度为4 g（生药）/100 g

（原液），其中广藿香挥发醇的含量为43％。

2.2 造模

采用结肠灌注乙酸法复制PI-IBS大鼠模型。大鼠于造模

前 12 h 禁食、自由饮水。造模前用吸入乙醚法麻醉，提起鼠

尾，使肛门暴露；经肛门插入导尿管，距肛门8 cm，结肠内灌入

40％乙酸 1 ml，保留 30 s；然后用 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

（PBS）1 ml冲洗结肠，缓慢拔出灌肠管，恢复 6 d，复制 PI-IBS

大鼠模型。

2.3 分组与给药

将 48只大鼠随机分为正常对照组、模型组、TMT 组（0.1

g/kg，临床成人用量的10倍剂量）和广藿香挥发油低、中、高剂

量组[2、3、4 g（生药）/kg，根据前期药效学试验的有效剂量确

定]，每组8只。除正常对照组外，其余各组大鼠均按“2.2”项下

方法复制PI-IBS模型。造模成功后，各给药组大鼠 ig相应药物，

正常对照组和模型组大鼠 ig等体积蒸馏水，每天1次，连续5 d。

2.4 结肠组织采集

末次给药 24 h后，10％水合氯醛麻醉大鼠。开腹迅速剖

取结肠，纵向剪开肠腔，迅速用冷生理盐水冲洗干净。取1～2

cm结肠组织，置于4％多聚甲醛中固定，常规石蜡包埋、切片，

用于ZO-1和Occludin蛋白的免疫组化检测。

2.5 指标检测

2.5.1 一般情况与体质量 实验期间观察大鼠的精神状态、

活动、皮毛光泽度、体质量、饮食、粪便性状、存活等一般情

况。在造模前（实验第 1天）、造模结束后（实验第 7天）、给药

结束后（实验第12天）分别测定各组大鼠的体质量。

2.5.2 大便含水量 在造模结束后（实验第7天）、给药结束后

（实验第12天）分别测定各组大鼠的大便含水量。各组大鼠禁

食 12 h，束缚动物前肢运动 3 h，收集每只大鼠应激期的大便，

称定大便湿质量，然后烘干称定大便干质量，计算大便含水

量：大便含水量（％）＝（大便湿质量－大便干质量）/大便湿质

量×100％。

2.5.3 ZO-1、Occludin蛋白的表达 采取经典的免疫组织化学

染色法（SABC法），将固定好的石蜡切片常规脱蜡、脱水；每张

切片滴加过氧化氢（H2O2）溶液，室温放置 10 min；将组织切片

浸入组织抗原修复液（0.01 mol/L枸橼酸钠溶液，pH＝6.0）中，

然后置于微波炉内进行抗原热修复；自然冷却至室温，滴加

5％ 牛血清白蛋白（BSA）封闭液，室温孵育 20 min；滴加兔抗

ZO-l、Occludin多克隆抗体（1 ∶ 200），4 ℃过夜，37 ℃孵育 2 h；

滴加HRP标记山羊抗小鼠 IgG（1 ∶200），4 ℃过夜，PBS洗3次，

每次3 min；DAB显色，倒置电子显微镜下观察蛋白阳性表达。

切片观察及结果判定：ZO-1、Occludin蛋白主要表达于大

鼠结肠黏膜上皮细胞。阳性表达为胞膜和（或）胞质内呈现棕

黄色或棕褐色颗粒，颜色越深即表达越强；未出现棕黄色、棕

褐色颗粒为阴性细胞。每一组随机选择8张染色清晰的切片，

每张切片于 40倍显微镜下随机选取 1个视野，并在高倍（400

倍）镜下观察阳性颗粒在细胞内的分布。采用 Image-Pro Plus

6.0 图像分析软件，测定各切片中阳性细胞的积分光密度

（IOD），取其平均值作为该组ZO-1、Occludin蛋白的相对含量。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件进行分析。实验数据采用x±s 表

示。多组间比较用单因素方差分析（One-way ANOVA），方差

齐性时组间两两比较采用LSD检验；方差不齐时，以Welch法

校正后采用Games-Howell检验。P＜0.05表示差异有统计学

意义。

3 结果
3.1 各组大鼠一般情况观察结果

造模期间，造模大鼠在造模当天开始即出现精神萎靡、反

应迟钝、稀便、食量减少、肛周污秽的现象。造模第1～3天，大

鼠体质量下降、毛色晦暗无光泽且被粪便沾染、持续稀便，个

别大鼠有血便。自造模第4天开始，大鼠毛发光泽度及精神状

态均有不同程度好转，大便仍为稀便。造模第 7天，与正常对

照组比较，其余各组大鼠活动欠佳，皮毛欠光泽，大便稀软、成
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形或半成形。

给药期间，广藿香挥发油低、中剂量组大鼠症状缓解较

慢，毛色仍稍显晦暗，不活跃、食量偏少，仍存在稀便的症状；

广藿香挥发油高剂量组大鼠随着给药时间的延长，症状逐渐

好转，大部分大鼠稀烂大便逐渐成形，粪便呈灰褐色颗粒状，

毛色渐有光泽，进食量增加并接近正常，活动增多；模型组大

鼠有的直至处死前仍有稀便或半稀便症状；TMT组大鼠的稀

便症状消失，但精神状态、毛色光泽度、饮食量均不及正常对

照组。上述结果提示，广藿香挥发油可以改善PI-IBS模型大

鼠的一般情况。

3.2 各组大鼠体质量的测定结果

造模前，各组大鼠体质量差异无统计学意义（P＞0.05）。

造模结束后，模型组和各给药组大鼠体质量均低于正常对照

组（P＜0.05）。给药结束后，模型组及各给药组大鼠体质量低

于正常对照组（P＜0.01）；广藿香挥发油高剂量组和TMT组大

鼠体质量高于模型组（P＜0.05），但两组间差异无统计学意义

（P＞0.05）。各组大鼠不同时期体质量的测定结果见表1。

表1 各组大鼠不同时期体质量的测定结果（x±±s，n＝8，g）

Tab 1 Results of body weight of rats in each group at differ-

ent period（x±±s，n＝8，g）

组别
正常对照组
模型组
TMT组
广藿香挥发油低剂量组
广藿香挥发油中剂量组
广藿香挥发油高剂量组

剂量，g/kg

0.1

2

3

4

造模前
250.63±6.95

255.25±6.23

251.50±4.57

252.50±6.21

254.00±6.04

253.88±4.39

造模结束后
265.63±6.91

260.50±5.93＊

258.38±3.07＊

259.13±4.88＊

259.88±6.01＊

258.87±4.38＊

给药结束后
278.88±4.49

267.63±3.93＊＊

272.00±3.34＊＊#

269.50±3.02＊＊

269.25±3.69＊＊

271.63±4.66＊＊#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05

3.3 各组大鼠大便含水量的测定结果

造模结束后，模型组和各给药组大鼠大便含水量均高于

正常对照组（P＜0.01）。给药结束后，模型组和各给药组大鼠

大便含水量仍高于正常对照组（P＜0.05或P＜0.01）；TMT组、

广藿香挥发油中、高剂量组大鼠的大便含水量均明显低于模

型组（P＜0.01）。各组大鼠不同时期大便含水量的测定结果见

表2。

表 2 各组大鼠不同时期大便含水量的测定结果（x±±s，n＝

8，％％）

Tab 2 Results of water content in rats’faeces in each group

at different period（x±±s，n＝8，％％）

组别
正常对照组
模型组
TMT组
广藿香挥发油低剂量组
广藿香挥发油中剂量组
广藿香挥发油高剂量组

造模结束后
48.12±3.75

65.25±4.39＊＊

63.56±4.44＊＊

64.63±3.40＊＊

62.59±4.68＊＊

64.15±3.49＊＊

给药结束后
46.88±3.51

59.11±5.34＊＊

52.44±3.69＊#

55.03±3.34＊＊

51.98±4.34＊#

51.74±4.21＊#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.01

3.4 ZO-1、Occludin蛋白表达的测定结果

正常对照组大鼠ZO-1、Occludin蛋白均匀分布在肠上皮

细胞的顶端，呈蜂窝状或呈点状聚集；模型组大鼠结肠黏膜组

织中ZO-1、Occludin蛋白零散分布在肠上皮细胞的顶端，其染

色分布不均或褪色；模型组大鼠ZO-1、Occludin蛋白 IOD值低

于正常对照组（P＜0.01）；广藿香挥发油中、高剂量组和TMT

组大鼠ZO-1蛋白 IOD值高于模型组（P＜0.05或P＜0.01），其

中广藿香挥发油高剂量组ZO-1蛋白 IOD值与正常对照组之间

差异无统计学意义（P＞0.05）；广藿香挥发油高剂量组大鼠

Occludin蛋白 IOD值高于模型组（P＜0.01），且与正常对照组

大鼠之间差异无统计学意义（P＞0.05）；TMT组大鼠Occludin

蛋白 IOD值与模型组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。各组

大鼠结肠黏膜ZO-1、Occludin蛋白表达切片图见图 1、图 2，测

定结果见表3。

4 讨论
PI-IBS的主要临床症状表现为腹痛或腹部不适、排便次数

增加、稀便、黏液便、排便急迫感等，属中医学“腹痛”“泄泻”

“下利”等范畴。肠道炎症（尤其是急性胃肠炎）后持续存在的

低度炎症可破坏肠黏膜上皮屏障功能，增加其通透性，引起水

钠吸收障碍而产生腹泻[9]。肠黏膜上皮细胞是肠黏膜屏障的

主要组织结构基础，紧密连接是相邻上皮细胞间最重要的连

接方式。紧密连接结构位于上皮细胞间的顶端，可以在细胞

侧空间形成调控屏障，调节水、离子和大分子物质的跨膜转

运，防止大分子物质经肠腔“漏”到周围组织中，起到减轻肠黏

膜通透性及维护屏障功能的作用。多种蛋白质参与紧密连接

的形成，主要包括ZO蛋白家族、Occludin蛋白、Claudin蛋白和

连接黏附分子等。紧密连接蛋白在上皮细胞的表达水平不仅

可以反映肠道屏障的破坏程度，同时也可反映肠道屏障的恢

图1 各组大鼠结肠黏膜ZO-1蛋白表达切片图（×400）

Fig 1 Slice map of ZO-1 protein in colonic mucosa of rats in

each group（×400）

正常对照组 模型组

TMT组 广霍香挥发油低剂量组

广霍香挥发油中剂量组 广霍香挥发油高剂量组
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复程度。

PI-IBS 作为 IBS 的一种亚型，目前并无特异性的治疗方

法，主要参照D-IBS实施治疗方案。治疗D-IBS的常用药物主

要是通过作用于中枢或外周神经系统，改善胃肠道动力和内

脏敏感性[10]。基于PI-IBS的病理生理学特征与持续的低度肠

道炎症、结肠通透性增高、菌群失调密切相关，抗菌药物、微生

态治疗PI-IBS逐渐得到重视，然其有效性目前仍有争议，有待

进一步评估。TMT是胃肠运动的调节剂，临床用于治疗 IBS

已逾 40年，应用广泛，故本文选其作为阳性对照药物。TMT

虽对 IBS患者常见的腹痛、腹部不适、便秘、腹泻等症状均具有

较好疗效，但其仅局限于改善症状，且停药后症状易复发[11-12]。

本实验免疫组化分析结果显示，模型组大鼠ZO-1和Oc-

cludin蛋白 IOD值均显著低于正常对照组（P＜0.01）。经给予

广藿香挥发油后，大鼠结肠黏膜中ZO-1和Occludin蛋白表达

不同程度地增强，其中广藿香挥发油高剂量组大鼠ZO-1、Oc-

cludin 蛋白 IOD 值均明显高于模型组（P＜0.01），且与正常对

照组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。实验结果提示，

PI-IBS模型大鼠存在肠黏膜上皮细胞紧密连接损伤，表现为

ZO-1、Occludin蛋白表达水平降低；广藿香挥发油可通过增强

PI-IBS 模型大鼠结肠黏膜上皮细胞 ZO-1、Occludin 蛋白的表

达，修复肠黏膜紧密连接结构，从而保护肠黏膜机械屏障。
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图2 各组大鼠结肠黏膜Occludin蛋白表达切片图（×400）

Fig 2 Slice map of Occludin protein in colonic mucosa of

rats in each group（×400）

正常对照组 模型组

TMT组 广霍香挥发油低剂量组

广霍香挥发油中剂量组 广霍香挥发油高剂量组

表 3 各组大鼠结肠黏膜ZO-1、Occludin蛋白表达的测定结

果（x±±s，n＝8）

Tab 3 Expression results of ZO-1 and Occludin protein in

colonic mucosa of rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
TMT组
广藿香挥发油低剂量组
广藿香挥发油中剂量组
广藿香挥发油高剂量组

ZO-1

183 821.43±67 149.53

85 791.36±24 789.43＊＊

135 937.29±44 797.15＊#

125 330.18±30 020.24＊＊

141 596.45±41 448.98＊#

161 713.83±34 917.79##

Occludin

162 800.12±36 626.83

89 346.88±14 597.52＊＊

124 326.73±51 119.36＊

115 565.06±28 167.51＊

122 051.91±29 419.66＊

138 475.54±39 763.16##

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05，##P＜0.01
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