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摘要  目的 观察复方枸橼酸铋钾片对胃炎胃溃疡的治疗作用。方法 采用大鼠足爪肿胀、肉芽肿实验和小鼠扭体、热板法实验，观察复方枸橼酸铋钾片抗炎、镇痛作用；建立大鼠急性胃炎、胃溃疡和慢性胃炎模型，测定胃液量，胃酸度（pH值）及胃蛋白酶活性，溃疡指数，并进行病理学检查，观察复方枸橼酸铋钾片对各类胃炎及胃溃疡的治疗作用。结果 与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量均能明显减轻大鼠的足爪肿胀度，高、中剂量组可明显减轻大鼠肉芽肿，减少小鼠的扭体次数，提高小鼠痛阈值；高、中剂量组可明显降低急性胃炎大鼠的溃疡指数及胃溃疡大鼠的溃疡面积，对慢性胃炎和胆汁返流性胃炎大鼠胃酸度的降低也有明显抑制作用；光学显微镜下示复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组可显著地改善慢性胃炎和胆汁返流性胃炎大鼠胃组织的病理改变。结论 复方枸橼酸铋钾片对急性胃炎、胃溃疡、慢性胃炎及胆汁返流性胃炎具有一定的治疗作用。
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    复方枸橼酸铋钾片是我院经多年临床经验研制的用于消化性溃疡及慢性胃炎的复方制剂，具有解痉止痛、收敛止血、保护胃黏膜作用。可用于HP感染的三联或四联疗法应用。主要成分为枸橼酸铋钾、延胡索、白及。本试验拟通过采用大鼠足肿胀、肉芽肿实验和小鼠扭体、热板法实验，观察复方枸橼酸铋钾片抗炎镇痛作用；通过建立大鼠急性胃炎、胃溃疡和慢性胃炎模型，测定胃液量，胃酸度（pH值）及胃蛋白酶活性，溃疡指数，于光学显微镜下进行病理学检查，验证复方枸橼酸铋钾片对各类胃炎及胃溃疡的治疗作用，为临床应用提供实验依据。

1. 材料与方法
1.1实验材料

1.1.1实验动物：健康昆明种小鼠，雌雄兼有,体重18～22g,由扬州大学提供，动物合格证：SCXK(苏)2007-0001；SD大鼠，雌1/3，雄2/3,苏州工业园区爱尔麦特科技有限公司提供，动物合格证：SCXK（苏）2009-0001。
1.1.2 药品与试剂：复方枸橼酸铋钾片（Compound Colloidal Bismuth Subcitrate 中国人民解放军第一零五医院制剂中心提供，批号：100403），灌胃时用蒸馏水配成所需的浓度；胃苏颗粒（Stomach peril granule 扬子江药业集团江苏制药股份有限公司生产，批号：08051801）；阿斯匹林肠溶片（aspirin南京白敬宇制药有限责任公司生产，批号：090625）；氢化可的松注射液（Hydrocortisone商丘哈森药业有限公司生产，批号：20070223）；角叉菜胶(Sigma公司生产)；乙酸(蚌埠化学试剂厂生产，批号：060425)；胃蛋白酶测试盒(由南京建成生物工程研究所提供，批号：20090813)；去氧胆酸钠(50g/瓶，Biotopped公司提供)；牛磺胆酸钠(50g/瓶，Biotopped公司提供)；胰酶(25g/瓶，由Amresco公司提供，批号：0458)；卵磷脂(5g/瓶，由Roche公司提供，批号：10735078001)。

1.1.3实验仪器：UV-754紫外可见分光光度计(山东高密彩虹分析仪器有限公司生产)、电热恒温水浴锅（上海医疗器械五厂生产）、RB-200智能热板仪（成都泰盟科技有限公司生产）、游标卡尺（上海恒胜工具有限公司生产）、MP-2000A型电子天平（上海第二天平仪器厂生产）、注射器等。
1.2方法
1.2.1复方枸橼酸铋钾片对大鼠足肿胀和肉芽肿程度的影响[1]
1）取SD大鼠50只，体重180～220g，雄性，随机分5组，模型组（等体积蒸馏水）、阳性对照阿斯匹林组(0.027g/kg）、复方枸橼酸铋钾片高、中、低（0.44、0.22、0.11g/kg）剂量组，每组10只。分别灌胃给药7d，1次/d，第7d给药前1h用玻璃容器法测出大鼠足容积作为给药前大鼠足容积，给药后0.5h分别在各鼠右后肢足跖皮下注射1%角叉菜胶0.1ml/只致炎，随后每隔1h测定一次足跖容积，连续测定6次。把致炎后各时间段测定的结果减去给药前的测定值即足肿胀度。
2）另取SD大鼠50只，体重180～220g，雄性，分组同上。各大鼠腹腔注射戊巴比妥钠麻醉[2]，仰位固定，在大鼠两侧腹股沟处去毛后用碘酒消毒，75%酒精脱碘后，各切0.5cm皮肤至皮下，并用血管钳扩张皮下组织，用眼科小镊子将20mg的高压灭菌棉球从切口处植入腹股沟皮下，然后缝合切口。待动物清醒后给药，复方枸橼酸铋钾片组（剂量0.44、0.22、0.11g/kg），阳性药为氢化可的松(0.03g/kg），模型组(等体积蒸馏水)，每日1次，连续7d。末次给药后12h各鼠称体重后处死。取出棉球，剔尽棉球周围脂肪组织，称湿重后，置70℃恒温烘箱中12h，取出再称干重，以干重减去棉球重量为肉芽肿重量，以mg（肉芽肿）/100g体重表示。 

1.2.2复方枸橼酸铋钾片对小鼠扭体实验的影响[2] 

取昆明种小鼠50只，体重18～22g, 雌雄各半。小鼠随机分为5组：模型组（给等体积蒸馏水），阳性对照组胃苏颗粒（1.95g/kg）和复方枸橼酸铋钾片高、中、低（0.64、0.32、0.16g/kg）剂量组，每组10只。连续灌胃7d，1次/d，各组末次给药后1h，腹腔注射1mol/l冰醋酸10ml/kg，立即记数每组小鼠15min内出现的扭体次数。

1.2.3复方枸橼酸铋钾片对小鼠热板法镇痛实验的影响[1]
     试验在室温18～22℃中进行。调节恒温水浴的温度在(55±0.5)℃,将热板预热10min，取18-22g雌性小鼠,每次1只放在热板上,小鼠自放在热板上至出现舔后足所需时间(s)作为该鼠的痛阈值。凡舔后足时间小于5s或大于30s或跳跃者,弃之不用。将合格的50只小鼠随机均分5组：模型组（等体积蒸馏水），阳性对照组（胃苏颗粒）和复方枸橼酸铋钾高、中、低组（剂量同3.2）。如60s仍无反应,将小鼠取出,以免烫伤,其痛阈值按60s计算。连续灌胃给药7d，1次/d，末次给药前、给药后1、1.5、2 h分别测定小鼠痛阈值，超过60s者以60s计。
1.2.4 乙酸烧灼型溃疡模型[3]
取大鼠50只，体重180～220g，雌雄各半，随机分5组，模型对照组（等体积蒸馏水），胃苏颗粒对照组（1.35 g/kg）和复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组（剂量同3.1）。实验前禁食24h，用异戊巴比妥钠麻醉，将其仰卧位固定于鼠板上，剪掉腹壁毛，常规消毒、剖开腹腔，在胃的腹侧面，胃体部与幽门交界处，将10%乙酸按0.5ml/只注射于浆膜下，逐层缝合切口。术后第2d开始给药，给药体积均为2ml/100g，1次/d，连续给药7d。末次给药后1h处死，取胃，将胃外翻，倒掉内容物，观察并测量溃疡面积。
1.2.5复方枸橼酸铋钾片对大鼠急性胃炎模型的影响[3]
取大鼠50只, 雌雄各半，体重体重180～220g，随机分为5组：随机分5组，模型对照组（等体积蒸馏水），胃苏颗粒对照组（1.35 g/kg）和复方枸橼酸铋钾片高、中、低（剂量同3.1）剂量组。每组10只，分别灌胃等容量不同剂量复方枸橼酸铋钾片、胃苏颗粒、蒸馏水7d，1次/d，末次给药前大鼠禁食24h，自由饮水，末次给药1h后，灌胃无水乙醇2ml/只，4h后处死并观察胃黏膜损伤程度。损伤以溃疡指数表示，以溃疡长度总合的毫米数作为溃疡指数,并计算溃疡抑制率。抑制率=(蒸馏水对照组溃疡指数-药物治疗组溃疡指数)/蒸馏水对照组溃疡指数×100%。

1.2.6复方枸橼酸铋钾片对大鼠慢性胃炎的影响[4]
   取健康大鼠60只，雌雄各半, 体重180～220g，正常组10只饮用自来水。其余大鼠在造模第1～30d每间隔5d，第31～60d每间隔7d，灌胃给予60%乙醇溶液2ml／只，其间用10mmol/l的去氧胆酸钠溶液作为饮用水随意饮用。第60-90d，分别用40%乙醇溶液与10mmol/l的去氧胆酸钠溶液每隔3d轮换作为饮用水随意饮用。将造模后的50只大鼠随机分为5组(每组10只),分别模型组、阳性对照组（胃苏颗粒）和复方枸橼酸铋钾片高、中、低（剂量同3.1）剂量组。给予模型组、正常组等体积蒸馏水，其它各组分别以灌胃法给相应药物，1次/d，连续7d。末次给药后1h处死大鼠。检测胃液酸度和胃蛋白酶活性，胃组织以10%甲醛固定,作HE染色,借助显微镜下测微器，在距幽门环、前胃与腺胃交界处200～1200um间，利用测微器测量2mm长度下粘膜固有腺体数，从而得到腺体密度（单位：个/mm）。

胃液总酸度测定：取上清胃液1ml，加酚红指示剂1滴，用0.01mol/l NaOH滴定液滴定，记录消耗NaOH滴定液的体积。

  总酸度（mmol/l）=耗去的NaOH滴定液的体积

1.2.7复方枸橼酸铋钾片对大鼠胆汁返流性胃炎的影响[5，6]
模型的制作: 取健康SD大鼠60只，雌雄各半，体重180～220g，随机分成6组，每组10只，分别为正常对照组、模型组、阳性药对照组(胃苏颗粒1.35g/kg)、复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组。除正常组外，各组大鼠以牛磺胆酸钠2.5g，胰酶1.5g，卵磷脂0.25g，溶于100ml蒸馏水中制成模拟胆汁返流溶液灌胃造模，给药量为1.5ml/100g，1次/d，连续35d。造模后，各组分别以灌胃法给予蒸馏水或相应药物，1次/d，连续7d。末次给药后1h处死大鼠，检测胃液量，胃酸度（PH值）及胃蛋白酶活性，胃组织以10%甲醛固定,作HE染色, 观察胃黏膜层炎症侵润程度及不典型增生程度。（炎症细胞浸润程度分级[7]：轻度：炎症细胞较少并局限于粘膜浅层，不超过粘膜层的1/3；中度，炎症细胞浸入粘膜全层的2/3，数量较多；重度，炎症细胞密集，浸入粘膜全层或肌层。）
1.3 统计学方法 数据均以(x(s表示，组间分析用t检验，分级资料用成组设计两样本的秩和检验。
2．结果

2.1复方枸橼酸铋钾片对大鼠足肿胀和肉芽肿程度的影响  
实验表明，与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片各剂量均能明显减轻大鼠的足肿胀度，各剂量组的大鼠足肿胀度与模型组对照比较差异有统计学意义（P<0.05），高剂量组差异有统计学意义（P<0.01）；复方枸橼酸铋钾片高、中剂量组可明显减轻大鼠肉芽肿，低剂量作用不明显。结果见表1、2。
表1 复方枸橼酸铋钾片对大鼠角叉菜所致脚肿胀的影响((X±S，n=10)
Tab1 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on leg swelling induced by carrageen in rats
	Group
	Dose
(g/kg)
	 Before medication
(ml)
	Different time after medication(ml)

	
	
	
	1.0h
	2.0h
	3.0h
	4.0h
	5.0h
	6.0h

	Mmodel
	Distilled water
	1.127±0.138
	0.181±0.076
	0.377±0.085
	0.408±0.104
	0.394±0.104
	0.364±0.092
	0.320±0.095

	Aspirin
	0.027
	1.141±0.125
	0.116±0.051*
	0.212±0.080**
	0.230±0.073**
	0.217±0.074**
	0.192±0.066**
	0.172±0.056**

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	1.125±0.101
	0.131±0.044*
	0.235±0.053**
	0.261±0.060**
	0.254±0.058**
	0.228±0.055**
	0.187±0.037**

	
	0.22
	1.089±0.099
	0.130±0.064
	0.248±0.057**
	0.276±0.059**
	0.267±0.061**
	0.242±0.060**
	0.184±0.054**

	
	0.11
	1.105±0.136
	0.144±0.074
	0.270±0.055**
	0.314±0.050*
	0.312±0.062*
	0.293±0.051*
	0.241±0.052*


*P<0.05；**P<0.01 vs model group
表2 复方枸橼酸铋钾片对大鼠肉芽肿的影响((X±S，n=10)
Tab2 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on granuloma in rats
	Group
	Dose
（g/kg）
	wet weight
(mg)
	Dry weight

(mg)
	Granuloma
(mg/100g)

	Model
	Distilled water
	238.20±42.92
	54.80±5.67
	25.58±3.09

	Hydrocortisone
	0.03
	230.10±24.93
	43.80±6.03**
	20.45±3.50**

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	229.60±22.88
	46.30±4.55**
	22.34±2.39**

	
	0.22
	231.50±23.19
	47.40±5.58**
	22.12±2.39**

	
	0.11
	237.00±23.30
	50.40±6.52
	23.84±3.12


**P<0.01 vs model group
2.2复方枸橼酸铋钾片对小鼠扭体实验的影响    
实验表明，与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片高、中剂量组可明显的减少小鼠的扭体次数，低剂量组作用不明显(P<0.05）。

2.3复方枸橼酸铋钾片对小鼠热板法镇痛实验的影响   
实验表明，与模型组比较，各剂量组可明显增加给药后1h痛阈值，且高、中剂量组可明显增加给药后1~1.5 h的痛阈值。结果见表3.
表3 复方枸橼酸铋钾片对小鼠热板法的影响（(X±S，n=10）
Tab3 Analgesia effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate in mice
	Group
	 Dose（g/kg）
	t/s

	
	
	Before medication
	1h after medication
	1.5h after medication
	2h after medication

	Model
	Distilled water
	13.60±4.55
	14.00±3.89
	14.50±4.25
	14.40±4.48

	Stomach peril granule
	1.95
	13.90±4.63
	18.90±5.00*
	17.50±4.53
	16.10±4.12

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.64
	12.80±3.74
	18.00±5.03*
	18.30±4.47
	15.40±3.06

	
	0.32
	11.80±3.52
	18.80±5.18*
	18.60±5.42
	15.60±3.98

	
	0.16
	13.00±4.57
	16.20±5.33
	15.50±5.06
	14.30±4.76


*P<0.05 vs model group

2.4乙酸烧灼型溃疡模型  
实验表明，与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片各剂量组均可降低大鼠的溃疡面积，且高剂量组抑制率明显高于低剂量组。结果见表4。
表4 复方枸橼酸铋钾片对大鼠乙酸烧灼型溃疡的影响（(X±S，n=10）

Tab4 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on ulcer induced by acetic acid in rats
	Group
	 Dose（g/kg）
	Ulcer area（mm2）
	inhibition ratio（％）

	Model
	Distilled water
	11.70±4.27
	

	Stomach peril granule
	1.35
	7.10±3.45**
	34.18

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	6.90±2.96**
	41.02

	
	0.22
	7.00±2.26**
	40.17

	
	0.11
	8.80±2.35*
	24.78


*P<0.05；**P<0.01 vs model group
2.5复方枸橼酸铋钾片对大鼠急性胃炎模型的影响  
实验表明，与模型组比较，复方枸橼酸铋钾高、中剂量组可明显降低大鼠的溃疡指数，而低剂量组作用不明显。结果见表5。
表5 复方枸橼酸铋钾片对大鼠急性胃炎模型的影响（(X±S，n=10）
Tab5 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on acute gastritis in rats
	Group
	 Dose（g/kg）
	Ulcer area（mm2）
	inhibition ratio（％）

	Model
	Distilled water
	31.80±8.36
	

	Stomach peril granule 
	1.35
	24.70±5.44*
	22.15

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	23.60±6.87*
	25.78

	
	0.22
	23.10±6.98*
	27.36

	
	0.11
	28.80±5.63
	10.76


*P<0.05 vs model group
2.6复方枸橼酸铋钾对大鼠慢性胃炎的影响  
实验表明，与正常组比较，模型组大鼠胃液总酸度和胃蛋白酶活性有明显降低，复方枸橼酸铋钾片高、中剂量组可显著抑制胃酸度的降低；但对胃液蛋白酶活性改变无明显影响；镜下见正常组大鼠粘膜上皮细胞排列整齐，腺体分布紧密规则，胃窦固有腺体饱满清晰，偶见炎症细胞浸润；模型组大鼠粘膜萎缩变薄，腺体稀疏，排列紊乱，并可见较多炎症细胞浸润；与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组可令上述病变明显减轻。结果见表6。
表6 复方枸橼酸铋钾片对慢性胃炎大鼠胃液成分的影响（(X±S，n=10）
Tab6 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on chronic gastritis in rats
	Group
	Dose（g/kg）
	acidity（mmol/L）
	Pepsase activity（U）

	Normal
	Distilled water
	10.01±2.21
	169.34±40.84

	Model
	Distilled water
	6.83±1.12△△
	130.64±32.19△

	Stomach peril granule
	1.35
	7.65±1.49
	138.62±37.38

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	8.43±1.73*
	134.85±55.12

	
	0.22
	8.48±1.67*
	148.78±48.49

	
	0.11
	7.89±1.42
	137.90±38.88


*P<0.05 vs model group；△P<0.05，△△P<0.01 vs normal group
2.7复方枸橼酸铋钾片对大鼠胆汁返流性胃炎的影响  
实验表明，与正常组比较，模型组大鼠的胃液量、胃酸度、胃蛋白酶活性均明显下降，复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组可明显抑制胃酸度的降低，但对胃液量和胃蛋白酶活性的改变则无明显影响；镜下可见正常组大鼠胃黏膜细胞排列整齐，腺体紧密规则，偶见炎性细胞浸润，模型组大鼠胃黏膜细胞排列紊乱，有明显破损，脱落，较多炎性细胞浸润，与模型组比较，复方枸橼酸铋钾片高、中、低剂量组可明显改善上述病理改变，降低炎性细胞浸润程度。结果见表7、8。
表7 复方枸橼酸铋钾片对胆汁返流性胃炎大鼠胃液分泌的影响（(X±S，n=10）
Tab7 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on bilereflux gastritis in rats
	Group
	Dose（g/kg）
	gastric juice volume（ml）
	acidity（mmol/L）
	Pepsase activity（U）

	Normal
	Distilled water
	5.03±1.03
	9.98±2.42
	164.68±42.31

	Model
	Distilled water
	3.95±1.16△
	6.67±1.02△△
	131.13±31.46△

	Stomach peril granule
	1.35
	4.26±0.72
	7.81±1.16
	146.04±49.01

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	4.03±1.09
	8.10±1.38*
	134.83±55.75

	
	0.22
	4.68±0.98
	7.92±1.23*
	140.08±37.53

	
	0.11
	4.20±1.06
	7.82±1.39*
	138.34±38.98


*P<0.05 vs model group；△P<0.05，△△P<0.01 vs normal group
表8 复方枸橼酸铋钾片对胆汁返流性胃炎大鼠胃粘膜病理组织学的影响（n=10）
	Group
	Dose（kg）
	In filtration of inflammatory cells

	
	
	No
	Mild
	Moderate
	Serious

	Normal
	Distilled water
	8
	2
	0
	0

	Model
	Distilled water
	1
	2
	5
	2△

	Stomach peril granule
	1.35
	2
	5
	2
	1*

	Compound Colloidal Bismuth Subcitrate
	0.44
	3
	4
	2
	1*

	
	0.22
	2
	5
	3
	0*

	
	0.11
	1
	6
	2
	1


Tab8 Effects of Compound Colloidal Bismuth Subcitrate on gastric mucrosa pathology of bilereflux gastritis in rats
*P<0.05 vs model group；△P<0.05 vs normal group
3.讨论

消化性溃疡病是一种常见的慢性疾病，治疗以缓解或消除症状、治愈和加速创面愈合、防止严重并发症、防止溃疡复发为目的。用药多采用抗酸抑酸、解痉止痛、胃黏膜保护及抗生素类药物。单一用药不能根治溃疡，通常是多种抗酸药和黏膜保护剂组成复方药物，发挥联合用药作用。我院制剂复方枸橼酸铋钾片通过发挥中西药物联合治疗消化性溃疡，疗效安全可靠。本实验通过热板法和扭体法镇痛实验法证明复方枸橼酸铋钾片具有一定的抗炎和镇痛作用，且呈剂量依赖关系。实验通过明显降低急性胃炎大鼠的溃疡指数和减少急性胃溃疡大鼠胃溃疡面积，证明对慢性胃炎和胆汁返流性胃炎有明显抑制作用，且对胃液量和胃液蛋白酶活性无明显影响；并能改变胃部炎症。综上所述，复方枸橼酸铋钾片具有较好的镇痛和消炎作用，对急性胃炎、胃溃疡，慢性胃炎和胆汁返流性胃炎有一定的治疗作用，为临床应用及进一步研发提供了药理学依据。
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问题回答：

1..实验目的不明确，无新意，请说明。
本论文的实验内容是作为申报新药的药理学内容，因此针对于受试药的适应症做了详细的药效学实验，而对于其作用机制等有待进一步的研究。
2.实验用药与阳性对照药胃苏颗粒组比较无优势。
总体药效相差不大，但在降低胃酸度方面效果较胃苏颗粒好，另外本药以后的经济性可能更好些。
3.为什么实验3.1和3.2所选取的药物剂量不一致？其选择的依据是什么？
3.1、3.2分别是大鼠和小鼠的剂量，是按照人拟用的临床剂量，按照体表面积折算出来的，大鼠和小鼠的折算系数是不一样的，所以得出的等效剂量也是不一样的。
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