补中益气汤对脾虚泄泻大鼠SGLT1/NHE3通路的影响
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[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14]摘要  目的    探讨补中益气汤对脾虚泄泻大鼠SGLT1/NHE3通路的影响。方法    采用“大黄+利血平+控制饮食”多因素法建立脾虚泄泻大鼠模型，连续造模15d；大鼠随机分为正常组，模型组，补中益气汤低、中、高剂量组（4.67，9.35，18.70 g·kg-1），连续给药15d；观察并计算大鼠腹泻指数；测定大鼠肠黏膜Na+-K+ATP酶的活性；Western Blot法检测钠依赖性葡萄糖转运体(SGLT1)、葡萄糖转运体2(GLUT2)、钠氢交换体3（NHE3）、P38MAPK、p- P38MAPK、MAPKAPK2、p-MAPKAPK2、AKT2、p-AKT2、EZRIN、p-EZRIN蛋白的表达。结果    与正常组比较，模型组大鼠小肠黏膜Na+-K+ATP酶活性显著降低（P<0.01），小肠黏膜中SGLT1、GLUT2、NHE3、p-P38MAPK、p-MAPKAPK2、p-AKT2、p-EZRIN蛋白相对表达量显著降低（P<0.01）。与模型组比较，补中益气汤中、高剂量组大鼠在25，30 d的腹泻指数明显下降（P<0.05，P<0.01），补中益气汤高剂量组大鼠小肠黏膜Na+-K+ATP酶活性显著提高（P<0.05），补中益气汤中、高剂量组的SGLT1、 GLUT2蛋白相对表达量及补中益气汤高剂量组的NHE3、p-MAPKAPK2、p-Akt2、p-Ezrin蛋白相对表达量显著上调（P<0.05，P<0.01）。结论    通过提高SGLT1蛋白的表达，促进P38 MAPK/Ezrin通路中蛋白的磷酸化，可能是补中益气汤治疗脾虚泄泻的机理之一。
关键词：补中益气汤；脾虚泄泻；Na+-K+ATP酶 ；SGLT1/NHE3通路
中图分类号：R285.5  文献标识码：A  文章编号：1003-9783（2018）01-0000-00
doi:10.19378/j.issn.1003-9783.2018.00.000
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Effect of Buzhong Yiqi Decotion（BZYQ）On SGLT1/NHE3 Pathway in Rat with Spleen Deficient Diarrhea
SHI Xuguang1，SHI Jiaxi2 ，Liu Haitao1，Huang Juan1， Luo Dan1，Zhang Jiajun1 （1. School of Chinese Materia Medica， Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine， Guangzhou 510006 Guangdong，China；2. First College of Clinical Medicine， Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine， Guangzhou 510006 Guangdong，China）
[bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK55]Objective: To investigate the effect of Buzhong Yiqidecotion （BZYQ）on SGLT1/NHE3 pathway in rat with spleen deficient diarrhea.Methods: "rhubarb + reserpine + control diet" method was used to set up the spleen deficient diarrhea model，the rats was divided into low， medium and high dose group of BZYQ（4.67，9.35，18.70 g·kg-1） and spleen deficient diarrhea model group，diarrhea index，intestinal Na +-K +ATP enzyme activity was measured，Westernblot methed was used to detect sodium-dependent glucose transporter (SGLT1)， glucose transporter 2 (GLUT2)，sodium hydrogen exchanger 3 (NHE3) 、P38MAPK、p- P38MAPK、MAPKAPK2、p-MAPKAPK2、AKT2、p-AKT2、EZRIN、p-EZRIN  protein expression levels.Results: compared with control group， intestinal Na +-K + ATP enzyme activity of model group was significantly lower (P <0.01)，The protein expression levels of SGLT1，GLUT2，NHE3，p-P38MAPK， p-MAPKAPK2， p-AKT2， p-EZRIN was also decreased significantly in the model group (P <0.01 or P <0.05)，the intestinal Na +-K + ATP enzyme activity have dramatically  improved in the high dose group of BZYQ. The protein expression levels of SGLT1，GLUT2 significantly increased in the medium and high dose group as well as NHE3、p-MAPKAPK2、p-Akt2、p-Ezrin in the high dose group. Conclusion: Increasing the protein expression of SGLT1，and promoting protein phosphorylation of P38MAPK/Ezrin pathway is probably one of the mechanism of  BZYQ  for spleen deficient diarrhea treatment.
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[bookmark: OLE_LINK39][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24]中医理论认为脾主运化，包括运化水谷精微及水液，脾虚患者常伴有腹胀、纳差、倦怠、泄泻等症状。泄泻与脾胃功能失调密切相关，故《景岳全书》指出“泄泻之本，无不由于脾胃”。糖是人体所需基本营养物质之一，脾虚泄泻患者或动物常伴有葡萄糖吸收障碍。葡萄糖在小肠的吸收主要依赖小肠上皮细胞刷状缘膜上的钠依赖性葡萄糖转运体(SGLT1)的主动转运及葡萄糖转运体2(GLUT2)的易化扩散。研究[[endnoteRef:1]]表明，泄泻的发生与小肠Na+吸收障碍密切相关，钠-氢交换体3（Na＋/H+ exchanger3，NHE3）是存在于小肠上皮细胞并影响Na+和水吸收的主要转运体[[endnoteRef:2]]，而NHE3活性与SGLT1依赖型葡萄糖吸收过程密切相关，SGLT1是启动NHE3转位至小肠刷状缘上的关键因素，该过程的发生需要P38MAPK、MAPKAPK2、Akt2、Ezrin的依次磷酸化[[endnoteRef:3]]。 [1: []SINGH V，YANG J，CHEN T E， et al. Translating molecular physiology of intestinal transport into pharmacologic treatment of diarrhea: stimulation of Na+ absorption[J]. Clin Gastroenterol Hepatol. 2014，12(1)：27-31.]  [2: []HE P，YUN C C. Mechanisms of the Regulation of the Intestinal Na+/ H+ Exchanger NHE3[J]. J Biomed Biotechnol，2010，2010(15)：238080.]  [3: []CHEN L，TUO B，DONG H，et al.Regulation of Intestinal Glucose Absorption by Ion Channels and Transporters[J].Nutrients，2016，8(1)：43.] 

补中益气汤出自李东垣的《脾胃论》，是“益气升阳法”的代表方，临床上对脾虚泄泻有良好疗效。本文主要基于SGLT1/NHE3通路来探讨脾虚泄泻产生的机制及补中益气汤的干预作用。
1材料与方法
1.1 动物    健康SD 大鼠80只，雌雄各半，SPF级，体质量220~250g，购于广州中医药大学实验动物中心，动物许可证号：SYXK（粤）2013-0001。大鼠分笼普通饲料喂养，并控制室温（25±1）°C，相对湿度50 %~70 %，实验期间自由饮水饲养。      2、大鼠性别描述矛盾，究竟是全部雄性还是雌雄各半？请核实！
1.2药品及试剂    大黄0.5kg，加蒸馏水1L，浸泡30 min，大火煮沸后改小火煎煮10min，水提液双层纱布过滤，二煎方法同前，合并2次药液，60℃水浴浓缩成2 g·mL-1溶液。
    补中益气汤（黄芪30g、升麻6g、柴胡6g、红参10g、炙甘草15g、当归6g、陈皮6g、白术10g），加10倍量蒸馏水，浸泡半小时，煎煮1 h，纱布过滤；再以8倍量水煎煮45min，合并两次的滤液，60 ℃旋转蒸发，制成1.87，0.935，0.467 g·mL-1水煎液（以生药量计），冰箱保存备用。中药饮片均购自广州中医药大学第一附属医院，经广州中医药大学中药鉴定教研室李薇教授（补职称）鉴定，均符合《中国药典》(2015年版)标准。
3、补中益气汤常法制备的提法比较笼统，请参考以下示例描述：
（示例：HPXLT浓缩液的制备    藿香180 g、厚朴90 g、姜半夏135 g、茯苓270 g、杏仁270 g、薏苡仁360 g、白蔻仁90 g、猪苓270 g、淡豆鼓270 g、泽泻135 g和通草90 g，加10倍量蒸馏水，浸泡3 h，煎煮1 h，纱布过滤；药渣加5倍蒸馏水同前法煎煮，滤过；合并滤液，60 ℃旋转蒸发，浓缩至药液浓度为1.05 g·mL-1（以生药计），4 ℃保存备用。）
[bookmark: _GoBack]    利血平注射液，天津金耀药业有限公司，批号：1409151；超微量Na+-K+ATP酶试剂盒，南京建成生物工程研究所，批号：A070-2；膜蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒，江苏凯基生物技术股份有限公司，批号：lot501105；BCA蛋白定量试剂盒，南京碧波生物科技有限公司，批号： EG20170103    ；过硫酸铵（ammomium persulfate, APS），美国Sigma公司，批号： D2190501    ；甘氨酸（Glycine），上海生工生物工程股份有限公司，批号：  MR29808   ；Tris（Amresco，批号：  MY4752   ）、PVDF膜（0.45μm，批号：     ）、NHE3抗体（批号：2384722）均购于美国Millipore公司；β-actin抗体（批号： 3700T    ）、SGLT1抗体（批号:5042）、p38mapk抗体（批号:8690P）、 P-p38mapk抗体（批号：4092S），P-mapkapk2抗体（批号：3007T），AKT2抗体（批号：3063P）, P-AKT2抗体（批号：4058S），Ezrin抗体（批号：3726s），P- Ezrin抗体（批号：3142P）均购于美国Cell signaling technology公司；GLUT2 抗体(批号：ab54460)、mapkapk2抗体（批号：ab32567），均购于美国Abcam公司。
   4、试剂批号尽量补充完整！   （有些试剂的批号无法找到）
1.3主要仪器    （补充型号）iMark型多功能酶标仪，美国BIO-RAD公司；CS-15R型冷冻离心机，美国Beckman公司；TS-2型脱色摇床，江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司；（补充型号）PowerPacTMBasic型电泳仪及转移系统，美国Bio-Rad公司。
1.4模型复制[4]、分组及给药    大鼠适应性饲养1周后，将动物随机分为正常组16只，造模组 64只。造模组采用“大黄+利血平+控制饮食”多因素法建立脾虚泄泻大鼠模型，方法如下：大鼠上午9:00灌胃 20g·kg-1大黄水煎液，每日1次；皮下注射利血平0.5 mg·kg-1，隔日1次；隔日禁食，与利血平交替进行。正常组大鼠每日灌胃等体积（10mL·kg-1）蒸馏水，皮下注射等体积生理盐水，连续造模15 d。实验过程记录动物的体质量、精神状态、毛色、活动状况、粪便情况等。造模后可见大鼠精神萎靡、摄食量减少、毛发枯黄、眯眼、懒动、扎堆、弓背、大便质软或稀溏、肛周污秽、体质量降低等症状，提示模型复制成功。
   5、请适当补充说明造模成功的标志。
    将造模成功的大鼠随机分为模型组，补中益气汤低、中、高剂量组（4.67，9.35，18.70g·kg-1）。第16 天称定大鼠质量后开始，补中益气汤低、中、高剂量组每日上午9:00分别给予相应剂量药物灌胃，模型组、正常组灌胃等体积生理盐水；补中益气汤低、中、高剂量组及模型组每日下午给予20 g·kg-1大黄水煎液灌胃，正常组灌胃等体积生理盐水；连续给药 15d。
1.5 腹泻指数检测    分别于第16，20，25，30天观察各组大鼠 5h内稀便次数、稀便级，计算稀便率和腹泻指数。腹泻指数=稀便率×稀便级；稀便率：每只动物所排的稀便数与总便数之比；稀便级：表示稀便的程度。稀便级根据滤纸上污迹范围大小分为4级，1级：污迹直径<1cm，2级：1 cm ≤污迹直径≤1.9cm；3级：2cm≤污迹直径≤3cm；4级：污迹直径>3cm。统计时先逐个统计每一堆稀便的级数，然后将该鼠所有稀便级数相加除以稀便次数得到稀便的平均级数，简称稀便级。
1.6  Na+-K+ATP酶活性检测  给药结束后，采用1%戊巴比妥钠麻醉大鼠，打开腹腔，分离小肠，并于Treitz韧带下5cm开始，剪取15cm长度空肠。于冰生理盐水中洗去小肠中的内容物，用滤纸吸去水分，剪开小肠后，以载玻片刮取肠黏膜，-80℃保存。检测方法根据试剂盒说明进行操作。  6、有必要对实验步骤，主要是对取样过程和样本处理做一个交代！ 如果和1.7项的“给药结束后，采用1%戊巴比妥钠麻醉大鼠，打开腹腔，分离小肠，并于Treitz韧带下5cm开始，剪取15cm长度空肠。于冰生理盐水中洗去小肠中的内容物，用滤纸吸去水分，剪开小肠后，以载玻片刮取肠黏膜，-80℃保存。”一致，应该把这段放在1.6项先交代。不能简单的一句话带过。
1.7  Western Blot法检测SGLT1/NHE3通路相关蛋白的表达  首先进行肠粘膜总蛋白的提取，BCA 法测量蛋白浓度后，SDS-PAGE 电泳，80 V 恒压50 min，120V 恒压电泳至溴酚蓝刚出胶底部止，低温条件下，300mA  60～120 min，电转至 PVDF膜，然后取出PVDF膜，TBST 漂洗5min，5%脱脂奶粉溶液室温封闭60~90min。TBST 洗膜3次，每次5 min，加入一抗稀释液 4 ℃过夜。 TBST洗膜3次，每次5 min，加入二抗稀释液室温孵育1 h，TBST 洗膜3次，每次5 min。最后将PVDF进行化学发光，显影，定影。采用凝胶成像软件计算定像后胶片上蛋白条带的光密度值，以目标蛋白灰度值比内参（β-actin）灰度值，得到内参校正后的灰度计算值。

1.8 统计学处理方法  采用SPSS20.0统计软件对数据进行分析，计量资料以均数±标准差（）表示，多组之间采用单因素方差分析比较，组间比较采用LSD法，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
[bookmark: OLE_LINK1]2.1对脾虚泄泻大鼠腹泻指数的影响  结果见表1。给药前，模型组与各给药组比较，腹泻指数的差异无统计学意义（P>0.05）。给与补中益气汤后，各给药组大鼠的腹泻症状均逐渐减轻。与模型组比较，补中益气汤中、高剂量组在25，30 d的腹泻指数显著降低，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。结果表明，补中益气汤对脾虚泄泻大鼠的腹泻有明显的治疗作用。

表1 补中益气汤对脾虚泄泻大鼠腹泻指数的影响（，n=10）

Table 1   The effects of BZYQ on diarrhea index in spleen deficient diarrhea rats（，n=10）重新翻译
	组别 
	剂量/(g·kg-1)
	16 d
	20 d
	25 d
	30 d

	正常组
	—
	0.00±0.00
	0.00±0.00
	0.00±0.00
	0.00±0.00

	模型组
	—
	1.58±0.07
	1.57±0.14
	1.54±0.14
	1.51±0.08

	补中益气汤低剂量组
	4.67
	1.59±0.22
	1.23±0.27 
	1.06±0.23
	0.85±0.29

	补中益气汤中剂量组
	9.35
	1.57±0.18
	1.16±0.19
	0.87±0.23△ 
	0.62±0.27△

	补中益气汤高剂量组
	18.7
	1.59±0.22
	0.85±0.20
	0.68±0.24△△
	0.50±0.30△△


注：与模型组比较，△P <0.05，△△P <0.01。
2.2  对脾虚泄泻大鼠Na+-K+ATP酶活性的影响    结果见表2。正常组比较，模型组大鼠的肠黏膜Na+-K+ATP酶活性明显下降，差异有统计学意义（P<0.01）。给予补中益气汤后，脾虚泄泻大鼠肠黏膜Na+- K+ATP酶活性有所提高，并呈一定的剂量依赖关系，与模型组比较，补中气汤高剂量组的差异有统计学意义（P<0.05）。结果表明，补中益气汤具有提高脾虚泄泻大鼠肠黏膜Na+- K+ATP酶活性的作用。

表 2  补中益气汤对脾虚泄泻大鼠Na+-K+ATP酶活性的影响（，n=5）

Table 2  The effects of BZYQ on Na+-K+ ATPase activity in spleen deficient diarrhea rats（，n=5）
	组别
	剂量/(g·kg-1)
	Na+-K+ATP酶活性/(U·mg-1)

	正常组
	—
	8.28±1.35

	模型组
	—
	3.84±1.07**

	补中益气汤低剂量组
	4.67
	4.98±2.11

	补中益气汤中剂量组
	9.35
	5.71±1.25

	补中益气汤高剂量组
	18.7
	7.06±3.06△


注：与正常组比较，**P<0.01；与模型组比较，△P<0.05。
2.3对脾虚泄泻大鼠SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白表达的影响    结果见图1。与正常组比较，模型组的SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白相对表达量均明显下降，差异有统计学意义（P<0.01）。与模型组比较，补中益气汤各剂量组的SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白相对表达量呈剂量依赖性上调趋势，且以补中益气汤中、高剂量组的SGLT1、 GLUT2蛋白相对表达量及补中益气汤高剂量组的NHE3蛋白相对表达量显著上调，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。结果表明，补中益气汤具有上调SGLT1、 GLUT2、 NHE3蛋白表达的作用，且以高剂量组作用最为显著。
[image: ]
注：control（正常组）；model（模型组）；low，medium，high（补中益气汤低、中、高剂量组），下同。与正常组比较，**P <0.01；与模型组比较，△P <0.05，△△P <0.01。

图1 补中益气汤对脾虚泄泻大鼠SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白表达的影响（，n=3）
Figure 1 The effects of BZYQ on the protein expression levels of SGLT1，GLUT2、NHE3 in spleen deficient diarrhea rats
2.4对脾虚泄泻大鼠p38mapk/Ezrin通路蛋白表达的影响    结果见图2。正常组、模型组及补中益气汤各剂量组的P38MAPK、MAPKAPK2、AKT2、EZRIN蛋白表达无明显变化，差异无统计学意义（P>0.05）。与正常组比较，模型组的p-P38MAPK，p-MAPKAPK2，p-AKT2，p-EZRIN蛋白相对表达量均显著下降，差异有统计学意义（P <0.01）。与模型组比较，补中益气汤各剂量组的p-P38MAPK、p-MAPKAPK2、p-Akt2、p-Ezrin蛋白相对表达量呈剂量依赖性上调趋势；但各剂量组的p-P38MAPK蛋白相对表达量与模型组比较，差异无统计学意义（P>0.05）；而补中益气汤高剂量组的p-MAPKAPK2、p-Akt2、p-Ezrin蛋白相对表达量与模型组比较，差异有统计学意义（P <0.05）。结果表明，补中益气汤具有促进p38MAPK/Ezrin通路蛋白磷酸化的作用，且以补中益气汤高剂量组作用最为明显。
[image: 360反馈意见截图18481117141817.jpg]
注：与正常组比较，**P <0.01；与模型组比较，△P <0.05。

图2 补中益气汤对脾虚泄泻大鼠p38mapk/Ezrin通路蛋白表达的影响（，n=3）
Figure 2  The effects of BZYQ on the phosphorylation of P38MAPK/Ezrin pathway in spleen deficient diarrhea rats

7、图2不清晰，编辑加工无法处理，这样的插图无法用于杂志印刷，必须提供至少如图1清晰度的插图，拼排问题无所谓，请提供原始清晰图，以便编辑可以加工处理！  （原图见论文末端）
3 讨论
[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK15]脾“主运化”这一生理功能，与“升清阳”的活动形式关系密切。若脾气虚弱，清阳不升，则出现水谷精微吸收障碍及水液代谢的失常，出现腹胀、腹泻等症状，也即古人所说的：“清气在下，则生飧泄”，可见脾虚泄泻与脾失运化密切相关。补中益气汤作为“益气升阳法”的代表方对脾虚泄泻疗效确切。腹泻指数是评价腹泻程度的一个较好的指标，它可以综合评价腹泻稀便量及质的变化，本实验发现给予补中益气汤后，给药组腹泻指数均有不同程度的的下降，以补中益气汤中、高剂量组较为明显，证明补中益气汤有较好的治疗脾虚泄泻的效果。
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK30]在人和哺乳动物中，营养物质（如葡萄糖、氨基酸）以及胆汁酸的吸收主要通过小肠刷状缘膜的Na依赖的协同转运体，这一转运过程需要一定的跨膜Na+梯度，其依赖于基底膜Na+-K+ATP酶维持细胞内高K+、低Na+浓度。肠黏膜Na+-K+ATP酶在腹泻疾病中发挥重要的作用，Na+-K+ATP酶依赖的Na+-溶质转运体是口服补盐液治疗的基础，研究[[endnoteRef:4]-][[endnoteRef:5]][endnoteRef:6]]发现在急性腹泻及感染性腹泻中存在Na+-K+ATP酶活性下降现象。前期有研究[[endnoteRef:7]-[endnoteRef:8]]发现脾虚泄泻大鼠小肠黏膜Na+-K+ATP酶活性及含量降低，本研究亦发现脾虚泄泻大鼠小肠黏膜Na+-K+ATP酶活性与正常组比较显著降低，而补中益气汤有提高Na+-K+ATP酶活性的作用，并呈一定的剂量依赖关系。 [4: []ALLGAYER H，KRUIS W，PAUMGARTNERG G，et al. Inverse relationshipbetween colonic (Na+-K+)-ATPase activity and degree of mucosal inflammation in inflammatory bowel disease[J].Dig Dis Sci，1988，33(4)：417-422.]  [5: []RACHMILEWITZ D, KARMELI F, and SHARON P. Decreased colonic Na-K-ATPase activity in active ulcerative colitis[J]. Isr J Med Sci，1984，20(8)：681-684.]  [6: []WRIGHT E M, HIRAYAMA B A, LOO D F. Active sugar transport in health and disease[J]. J Intern Med，2007，261(1)：32-43.]  [7: []高小玲, 郭文峰，李茹柳，等.四君子汤对脾虚大鼠尿木糖排泄率及肠黏膜 ATP的影响[J]，中药材，2009，32(8)：1242-1245.]  [8: []彭艳，易受乡，林亚平，等.艾灸对脾虚大鼠空肠组织ATP含量和ATP酶活性的影响[J]，中国现代医学杂志2013，23(1)：8-13.] 

糖是人体所需基本营养物质之一，主要由SGLT1主动转运并经基底膜GLUT2易化扩散入血，葡萄糖的吸收障碍与脾运化水谷精微的功能失调密切相关。另外，SGLT1不仅是葡萄糖吸收的主要载体，同时还具有水泵作用，每2个Na+与1个葡萄糖分子共同转运时，也伴随着230～380个水分子同时被转运[[endnoteRef:9]]。NHE3是小肠刷状缘膜上调节Na+吸收及水吸收的主要转运体，其活性状态及表达水平与泄泻的发生发展密切相关， NHE3-/-  （NHE3基因敲除）（NHE3-/-的“-/-”代表的含意？请解释：）小鼠肠道对钠、水的吸收明显减少并出现中度的腹泻[[endnoteRef:10]]。研究发现SGLT1活化后可使NHE3转位至刷状缘上从而促进水、钠的吸收，这一过程需要 p38MAPK、MAPKAPK2、Akt2、Ezrin的依次磷酸化，最终NHE3与活化的Ezrin结合并转至顶端膜上[[endnoteRef:11]-][[endnoteRef:12]][[endnoteRef:13]]。本研究发现，脾虚泄泻大鼠小肠黏膜中SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白表达降低，经补中益气汤治疗后SGLT1、GLUT2、NHE3蛋白表达量均有所升高且以高剂量组最为明显。SGLT1/NHE3通路相关蛋白P38MAPK、MAPKAPK2、Akt2、Ezrin的表达量在各组之间并无明显变化，但模型组P- P38MAPK、P-MAPKAPK2、P-Akt2、P-Ezrin蛋白表达量较正常组明显降低，给予补中益气汤后，各给药组P-P38MAPK、P-MAPKAPK2、P-Akt2、P-Ezrin表达量均有所提高，表明补中益气汤可能通过提高SGLT1蛋白的表达，促进P38 MAPK/Ezrin通路中蛋白的磷酸化，进而促进包浆内NHE3向顶端膜转移来增加水、钠的吸收，这可能是补中益气汤治疗脾虚泄泻的机理之一。 [9: []ZEUTHEN T，BELHAGE B，ZEUTHEN E．Water transport by Na+-coupled cotransporters of glucose (SGLT1) and of iodide (NIS). The dependence of substrate size studied at high resolution[J]. J Physiol. 2006，570(3)：485-499.]  [10: []GAWENIS L R, STIEN X, SHULL G E, et al. Intestinal NaCl transport in NHE2 and NHE3 knockoutmice[J]. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol，2002，282(5)：776-784.]  [11: []ZHAO H，SHIUE H，PALKON S，et al. Ezrin regulates NHE3 translocation and activation after Na+-glucose cotransport[J]. PNAS，2004，101(25)：9485-9490.]  [12: []SHIUE H，MUSCH M W，WANG Y，et al. Akt2 phosphorylates Ezrin to trigger NHE3 translocation and activation[J].J Bio Chem，2005，280(2)：1688-1695.]  [13: []HU Z ，WANG Y，GRAHAM W V，et al. MAPKAPK-2 is a Critical Signaling Intermediate in NHE3 Activation Following Na+-Glucose Cotransport[J]. J Biol Chem. 2006，281(34)：24247–24253.
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