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·论著·

沙苑子总黄酮通过抑制内质网应激和 JNK 通路
过度活化减轻百草枯中毒大鼠肺损伤

张志坚 董瑶瑶 李晓萍 彭礼波

【摘要】 目的 探讨沙苑子总黄酮（FAC）是否可通过抑制内质网应激和 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）通路

过度活化来减轻大鼠百草枯诱导的肺损伤。方法 48 只 SD 大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、二甲基

亚砜（DMSO）对照组和 FAC 低、中、高剂量组 6 组，每组 8 只。模型组采用 PQ 80 mg/kg 灌胃诱导肺损伤；对照组

则给予等量生理盐水灌胃；DMSO 组于 PQ 灌胃前 2 h 腹腔注射 10% DMSO 20 mL/kg；FAC 低、中、高剂量组于

PQ 灌胃后腹腔注射 40、80、160 mg·kg-1·d-1 的 FAC 溶液。制模后 72 h 处死大鼠取肺，检测肺湿 / 干质量（W/D）

比值、总肺水含量（TLW）；光镜下观察肺组织病理学改变，并进行肺组织损伤评估；逆转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）检测肺组织 JNK 和葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）的 mRNA 表达；蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）

检测肺组织 JNK、磷酸化 JNK（p-JNK）和 GRP78 的蛋白表达。结果 与对照组比较，模型组和 DMSO 组肺 W/D

比值、TLW、肺泡损伤定量评估指数（IQA）均明显升高，JNK、GRP78 的 mRNA 表达和 JNK、p-JNK、GRP78 的

蛋白表达均明显升高。与模型组比较，FAC 各剂量组肺 W/D 比值、TLW、IQA 以及 JNK mRNA 表达和 p-JNK

蛋白表达均明显下降，其中以 FAC 高剂量组降低最为显著〔肺 W/D 比值：3.0±0.3 比 5.5±0.5，TLW：2.2±0.3

比 4.7±0.4，IQA：（15.4±3.0）%比（40.0±5.7）%，JNK mRNA：0.21±0.08 比 0.82±0.27，p-JNK 蛋白：0.31±

0.09 比 0.78±0.25，均 P＜0.01〕；FAC 低、中、高剂量组 GRP78 mRNA 和 JNK、GRP78 蛋白均为高表达，与模型

组比较差异均无统计学意义（GRP78 mRNA：0.54±0.18 比 0.74±0.20，JNK 蛋白：0.76±0.27 比 0.80±0.28，

GRP78 蛋白：0.51±0.18 比 0.69±0.21，均 P＞0.05）。结论 百草枯中毒后肺组织发生了过度的内质网应激损

伤；FAC 可能通过抑制内质网应激及 JNK 信号通路过度活化起到保护肺组织的作用。
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【

Abstract

】

Objective To investigate the effect of total flavonoids from astragalus complanatus （FAC）on
attenuating lung injury resulted from paraquat （PQ）poisoning by inhibiting excessive endoplasmic reticulum stress
（ERS）and c-Jun N-terminal kinase （JNK）pathway in rat. Methods Forty-eight Sprague-Dawley （SD）rats were
randomly divided into six groups （n＝8 in each group），including control group，model group，dimethyl sulfoxide
（DMSO）vehicle control group，and FAC in low，medium，and high dosage groups. The model was reproduced by
giving PQ 80 mg/kg orally to induce lung injury. The rats in control group were treated with saline by gavage. The rats in
DMSO group were given 10% DMSO 20 mL/kg by gavage 2 hours before intraperitoneal injection of PQ，and those in
FAC low，medium and high dosage groups received 40，80，160 mg·kg-1·d-1 of FAC solution intraperitoneally after the
PQ administration. The rats were sacrificed 72 hours after giving PQ，and the left lung tissue was harvested 72 hours after
the reproduction of experimental model. The ratio of wet/dry weight （W/D）and total lung water content （TLW）were
determined. The pathohistological changes of the left lung was observed under light microscope，and scored with alveolar
damage index of quantitative assessment （IQA）. The mRNA expressions of JNK and glucose regulated protein 78
（GRP78）were determined by reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR），and the protein expression
of JNK，phosphorylation-JNK （p-JNK），and GRP78 were determined by Western Blot. Results Compared with
control group，the W/D ratio，TLW and IQA were increased significantly in model group and DMSO group，and the
mRNA expressions of JNK and GRP78 and the protein expressions of JNK，p-JNK and GRP78 were markedly
increased. Compared with the model group，the W/D ratio，TLW and IQA，and the expressions of JNK mRNA and
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研究表明，氧化应激、ATP 耗竭及细胞内钙稳

态失衡是百草枯（PQ）中毒后器官损伤的主要机制

之一，也是诱发内质网应激（ERS）的主要因素 ［1-3］。

适度的 ERS 有利于纠正组织细胞内环境失稳，维持

组织细胞正常生理功能，防止有害因素对机体损伤，

但持续或过强的 ERS 则会导致组织细胞损伤，ERS

对于机体起到“双刃剑”的作用［4-5］。c-Jun 氨基末端

激酶（JNK）信号通路受多种细胞外应激因素激活，

并可以通过不同途径介导机体组织细胞损伤［6-7］。

沙苑子总黄酮（FAC）是中药沙苑子（Shayuanzi）

成熟种子的提取物，其主要有效成分有黄酮类、三萜

类及有机酸，该药具有抗纤维化、抗衰老、抗肿瘤等

作用［8-9］。本研究旨在探讨 FAC 能否通过抑制 ERS

下的 JNK 通路过度活化来对抗 PQ 诱导的肺损伤，

为 FAC 的临床应用提供实验依据和理论基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂：20% PQ 溶液〔先正达（中国）投资有

限公司提供〕；FAC（苏州中药研究所植化室）；逆转

录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）试剂盒（Invitrogen 公

司，美国）；兔抗三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）多克

隆 IgG 抗体、葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）一抗、磷

酸化 JNK（p-JNK）一抗、JNK 一抗和二抗、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒，3，3'- 二氨基联苯胺（DAB）显色

试剂盒（北京博奥森生物技术有限公司）。

1.2 动物分组及模型制备：48 只 SD 大鼠〔第三军医

大学实验动物中心提供，动物合格证号：SCXK（渝）

2012-0004〕，雌雄各半，体质量（220±40）g。按随机

数字表法分为 6 组，每组 8 只。模型组灌胃 80 mg/kg

PQ 制备肺损伤模型；对照组灌胃等量生理盐水；二甲

基亚砜（DMSO）对照组 PQ 灌胃前 2 h 腹腔注射 10%

DMSO 20 mL/kg；FAC 低、中、高剂量组分别于 PQ 灌

胃后腹腔注射40、80、160 mg·kg-1·d-1 FAC 溶液。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 肺湿 / 干质量（W/D）比值、总肺水含量（TLW）

测定：制模后 72 h 处死各组动物，取左肺上叶，生理

盐水漂洗并用滤纸吸干后称湿质量（W）；置入 70 ℃

恒温干燥箱 24 h 后称干质量（D），计算肺 W/D 比值；

TLW＝（W－D）/D。

1.3.2 肺组织病理学观察及肺泡损伤定量评估指数

（IQA）［10］：取左肺下叶约 0.6 cm×0.6 cm×0.6 cm 大

小组织，4%甲醛固定后石蜡包埋、切片，苏木素 - 伊

红（HE）染色，光镜下观察形态学改变。400 倍视野

下连续随机观察 50 个视野，计数每个视野中总肺泡

数及损伤肺泡数。损伤肺泡判断标准为每个肺泡内

发现红细胞或白细胞＞2 个和（或）肺泡内有水肿渗

出液。IQA＝损伤肺泡数 / 总肺泡数×100%。

1.3.3 RT-PCR 检测 JNK 和 GRP78 的 mRNA 表

达：用 TRIzol 法抽提总 RNA 并测定浓度。取 RNA

样品 ２ 滋g，按照 RT 试剂盒说明书操作，PCR 仪上

37 ℃反应 60 min，产物于 -20 ℃下保存备用。JNK

（产物大小 410 bp）扩增引物对：上游 5'-TGACGCC

TTATGTGGTGACT-3'，下游 5'-TGATGTATGGGTG

GTGGAGA-3'；GRP78（产物大小 565 bp）扩增引物

对：上游 5'-GATAATCAACCAAACTGTTAC-3'，下游

5'- GTATCCTCTTCACCAGTTGG-3'；GAPDH（产物

大小 520 bp）扩增引物对：上游 5'-ACTTGAAGGGT

GGAGCCAAA-3'，下游 5'-CCAGGAAATGAGCTTG

ACA-3'。2%琼脂糖电泳检测 PCR 产物后扫描图像，

行吸光度（A 值）分析。

1.3.4 蛋白质免疫印迹试验（Western Bolt）检测

JNK、p-JNK 和 GRP78 的蛋白表达：取各组大鼠肺

组织 200 mg 放入 0.5 mL 组织蛋白裂解液中，匀浆

后 4 ℃下 15 000 r/min（离心半径 8 cm）离心 15 min；

取上清液，按考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。取 100 滋g

样本，电泳结束后转膜，脱脂奶粉封闭，分别加入一

抗 JNK、p-JNK、GRP78（1∶1 000），置于 4 ℃冰箱振

荡孵育过夜；TBST 洗膜，分别加入二抗（1∶500），室

温反应 2 h，TBST 洗涤；由化学发光（ECL）试剂于暗

室中显影，X 线光胶片曝光后拍照，以目的蛋白与

p-JNK protein were significantly decreased in the FAC groups，especially in FAC high dosage group 〔W/D ratio：3.0±
0.3 vs. 5.5±0.5，TLW：2.2±0.3 vs. 4.7±0.4，IQA：（15.4±3.0）% vs.（40.0±5.7）%，JNK mRNA：0.21±0.08 vs.
0.82±0.27，p-JNK protein：0.31±0.09 vs. 0.78±0.25，all P＜0.01〕. The mRNA expression of GRP78 and the
protein expressions of JNK and GRP78 were highly expressed in FAC low，medium and high dosage groups，and there
was no significant difference compared with those in model group （GRP78 mRNA：0.54±0.18 vs. 0.74±0.20，JNK
protein：0.76±0.27 vs. 0.80±0.28，GRP78 protein：0.51±0.18 vs. 0.69±0.21，all P＞0.05）. Conclusions PQ
induces excessive ERS in the lung tissue resulting in lung injury. FAC has a protective effect on lung against PQ injury，
and it may be related with inhibition JNK pathway in ERS.

【

Key words

】 Paraquat poisoning； Lung injury； Total flavonoids from astragalus complanatus； c-Jun
N-terminal kinase； Endoplasmic reticulum stress； Glucose regulated protein 78
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GAPDH 的 A 值比值表示。

1.4 统计学处理：实验数据采用 SPSS 17.0 统计软

件分析，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，根据

数据分布情况选择单因素方差（one-way ANOVA）、

LSD 法或 Kruskal-Wallis 检验。以 P＜0.05 表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组肺 W/D 比值、TLW 及 IQA 比较（表 1）：与

对照组比较，模型组和 DMSO 组肺 W/D 比值、TLW

及 IQA 均明显升高（均 P＜0.01）；模型组与 DMSO

组各指标比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。FAC

低、中、高剂量组肺 W/D 比值、TLW 及 IQA 均明显

低于模型组（P＜0.05 或 P＜0.01），且随 FAC 剂量增

加，各指标逐渐下降。

2.2 各组肺组织 JNK、GRP78 的 mRNA 表达比较

（表 2；图 1）：对照组 JNK、GRP78的 mRNA 均为低表

达。模型组、DMSO 组和 FAC 各剂量组 JNK mRNA

表达明显高于对照组（P＜0.05 或 P＜0.01）；随着

FAC 剂量的增加，JNK mRNA 表达量逐渐下降，且均

明显低于模型组（P＜0.05 或 P＜0.01）。模型组、

DMSO 组和 FAC 低、中、高剂量组 GRP78 mRNA 表

达明显高于对照组（均 P＜0.01），但各组间无差异。

2.3 各组 JNK、p-JNK 和 GRP78 的蛋白表达（表 3；

图 2）：各组肺组织中均有 JNK 蛋白表达，但组间比

较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。对照组 p-JNK、

GRP78 蛋白低表达，其余各组中均高表达（P＜0.05

或 P＜0.01）。FAC 各剂量组 p-JNK 蛋白表达均明显

低于模型组（P＜0.05 或 P＜0.01），且随着 FAC 剂量

增加，p-JNK 蛋白表达量逐渐下降。

JNK 为 c-Jun 氨基末端激酶，p-JNK 为磷酸化 JNK，GRP78 为

葡萄糖调节蛋白 78，GAPDH 为三磷酸甘油醛脱氢酶；

1 为对照组，2 为模型组，3 为二甲基亚砜（DMSO）组，

4～6 依次为沙苑子总黄酮（FAC）低、中、高剂量组

图 2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组百草枯

中毒大鼠肺组织 JNK、p-JNK 和 GRP78 的蛋白表达

表

1 不同剂量 FAC 对百草枯中毒大鼠

肺组织 W/D 比值、TLW 及 IQA 的影响（x±s）

注：FAC 为沙苑子总黄酮，肺 W/D 比值为肺组织湿 / 干质量比

值，TLW 为总肺水含量，IQA 为肺泡损伤定量评估指数，DMSO 为二

甲基亚砜；与对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与模型组比较，cP＜0.05，

dP＜0.01

组别 动物数（只）肺 W/D 比值 TLW IQA（%）

对照组 8 2.2±0.6 1.3±0.8 4.9±2.7
模型组 8 5.5±0.5a 4.7±0.4a 40.0±5.7a

DMSO 组 8 5.4±0.6a 4.8±0.6a 41.0±6.0a

FAC 低剂量组 8 4.0±0.5ac 3.6±0.5ac 33.1±3.7ac

FAC 中剂量组 8 3.5±0.4ad 3.1±0.4ac 22.3±2.9ad

FAC 高剂量组 8 3.0±0.3bd 2.2±0.3bd 15.4±3.0ad

表

2 不同剂量 FAC 对百草枯中毒大鼠肺组织

JNK、GRP78 mRNA表达的影响（x±s）

注：FAC 为沙苑子总黄酮，JNK 为 c-Jun 氨基末端激酶，GRP78

为葡萄糖调节蛋白 78，DMSO 为二甲基亚砜；与对照组比较，aP＜

0.01，bP＜0.05；与模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

组别 动物数（只）

对照组 8
模型组 8
DMSO 组 8
FAC 低剂量组 8
FAC 中剂量组 8
FAC 高剂量组 8 0.21±0.08bd 0.54±0.18a

0.54±0.15ac 0.69±0.23a
0.65±0.23ac 0.71±0.19a
0.85±0.30a 0.76±0.18a
0.82±0.27a 0.74±0.20a
0.15±0.04 0.25±0.05

JNK mRNA（A 值） GRP78 mRNA（A 值）

HSQ89 676

cq2 3 4 5 6 7

521KOL

631HBQEI

表

3 不同剂量 FAC 对百草枯中毒大鼠肺组织

JNK、p-JNK和 GRP78 蛋白表达的影响（x±s）

注：FAC 为沙苑子总黄酮，JNK 为 c-Jun 氨基末端激酶，p-JNK 为

磷酸化 JNK，GRP78 为葡萄糖调节蛋白 78，DMSO 为二甲基亚砜；与

对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

组别
动物数

（只）

JNK

（A 值）

p-JNK

（A 值）

GRP78

（A 值）

对照组 8 0.65±0.25 0.15±0.03 0.19±0.04
模型组 8 0.80±0.28 0.78±0.25a 0.69±0.21a

DMSO 组 8 0.80±0.26 0.76±0.27a 0.68±0.23a

FAC 低剂量组 8 0.71±0.21 0.60±0.20ac 0.67±0.20a

FAC 中剂量组 8 0.77±0.25 0.45±0.18ad 0.59±0.24a

FAC 高剂量组 8 0.76±0.27 0.31±0.09bd 0.51±0.18a

HSQ89 87!111

63!111KOL

47!111HBQEI

���
���2 3 4 5 6 7

63!111q.KOL

JNK 为 c-Jun 氨基末端激酶，GRP78 为葡萄糖调节蛋白 78，GAPDH

为三磷酸甘油醛脱氢酶；1 为对照组，2 为模型组，3 为二甲基亚砜

（DMSD）组，4～6 依次为沙苑子总黄酮（FAC）低、中、高剂量组

图 1 逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测各组百草枯

中毒大鼠肺组织 JNK、GRP78 的 mRNA 表达
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2.4 FAC 对肺组织形态学的影响（图 3）：光镜下观

察，对照组肺泡结构正常、清晰，肺泡壁薄，肺泡间隔

正常，肺泡腔内未见炎性细胞浸润。模型组及 DMSO

组可见肺间质和肺泡水肿，大量炎性细胞浸润，部分

可见蛋白渗出。FAC 低、中、高剂量组肺组织内炎性

细胞浸润及肺泡破坏程度较模型组明显减轻，以

FAC 高剂量组最为明显。

3 讨 论

PQ 中毒后常引起多器官功能受损，序贯出现

肺、肾、肝、心肌等器官衰竭，病死率极高。虽然不断

有研究者对 PQ 中毒机制进行探索和积极干预，发

病机制从基因到细胞再到整体，治疗方法从西医到

中医、从药物到非药物，但至今仍未发现行之有效的

治疗方法，因此，寻找 PQ 中毒后器官损伤的确切机

制及治疗方法是目前亟待解决的问题［11-19］。

肺脏作为 PQ 中毒后最主要的受累靶器官，早

期常以急性肺泡炎为表现，晚期则易形成难以逆转

的肺纤维化，但 PQ 中毒后肺损伤的具体机制目前

仍不十分明确。本研究结果显示，模型组和 DSMO

组大鼠肺组织受损严重，肺 W/D 比值、TLW 和 IQA

等指标均较对照组明显升高，光镜下观察到肺组织

结构明显破坏；经过 FAC 干预后，上述指标明显好

转，肺组织损伤程度明显减轻。表明 FAC 对 PQ 中

毒后大鼠的肺组织有一定保护作用，可以减轻 PQ

中毒后肺损伤。

大量研究表明 ERS 参与了中毒相关性疾病的

发生发展，如有机磷农药、重金属、乙醇及某些药物

等［20-24］。内质网是细胞应激反应中最重要的调节场

所之一，过度的 ERS 可引起组织损伤。蛋白激酶 R

样内质网激酶（PERK）、活化转录因子 6（ATF6）及肌

醇需求酶 1（Ire1）均是内质网跨膜蛋白，ERS 的发生

发展主要由这三者介导。正常情况下内质网跨膜蛋

白在内质网腔内侧与 GRP78 结合并处于无活性状

态。ERS 发生时 GRP78 迅速与内质网跨膜蛋白解离

并随 ERS 的发展不断上调，而解离的 GRP78 将与

未折叠 / 错误折叠蛋白质组合来缓解未折叠蛋白超

负荷，对组织细胞起保护作用［25］。

丝裂素活化蛋白激酶（MAPK）信号通路是目前

研究较多的细胞信号通路之一，JNK 信号转导通路

是 MAPK 信号转导通路之一。JNK 易被细胞外应激

刺激（如细胞因子、热休克、紫外线、渗透压变化、活

性氧等）而激活，激活后迅速聚集于细胞核中，导致

相应基因表达变化，参与多种生理、病理过程。研究

表明，抑制 JNK 信号通路激活对 PQ 诱导的肺损伤

具有一定的保护作用［26］。过度 ERS 时，活化的 Ire1

与肿瘤坏死因子受体相关因子 1（ASK1）共同激活

JNK 通路，诱导细胞凋亡导致的细胞损害，而通过抑

制 JNK 通路活化可明显减轻细胞凋亡导致的细胞

损害［27-28］。

沙苑子为豆科植物扁茎黄芪干燥成熟的种子，

近年研究发现其对肝、肾、免疫系统及循环系统均有

一定的药理效应。FAC 为沙苑子的乙醇提取物，其

中的主要有效成分黄酮具有抗脂质过氧化、抗肝纤

维化、诱导白血病细胞凋亡、调节机体免疫功能及改

善血液流变学等药理作用［29-30］，但其对机体 ERS 及

JNK 信号通路的影响尚未见报道。本研究观察到

GRP78 的 mRNA 及蛋白表达在 PQ 中毒后明显上

调，说明 PQ 能诱导 ERS 的发生，GRP78 可能发挥

了相应的保护作用。同时 PQ 中毒后肺组织内 JNK

mRNA 和 p-JNK 蛋白表达显著上调，说明 PQ 中毒

后 JNK 迅速活化；而 FAC 干预后发现 JNK mRNA

和 p-JNK 蛋白表达呈剂量依赖性下降，且肺组织损

伤程度明显降低，提示抑制 JNK 活化可能是减轻

PQ 中毒后肺损伤途径之一；而 FAC 可能通过抑制

ERS 中 JNK 信号转导通路的过度活化来保护 PQ 中

毒后的肺组织。既往研究结果显示过度 ERS 会导致

机体损伤，但在哪种程度下 GRP78 的表达对机体起

保护作用，哪种程度又对机体造成损伤，目前尚不得

图 3 光镜下观察各组百草枯中毒大鼠肺组织病理学改变 对照组（a）肺泡结构正常、清晰，肺泡壁薄，肺泡间隔正常，肺泡腔内未见炎性

细胞浸润；模型组（b）及二甲基亚砜（DOMS）组（c）可见肺间质和肺泡水肿，大量炎性细胞浸润，部分可见蛋白渗出；沙苑子总黄酮（FAC）

低、中、高剂量组（d、e、f）肺组织内炎性细胞浸润及肺泡破坏程度均较模型组明显减轻，以 FAC 高剂量组（f）减轻最为明显 HE 低倍放大
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肠激惹综合征患者一级、二级和三级亲属的患病风险：一项来自瑞典全国范围的研究

肠激惹综合征（IBS）具有家族聚集的倾向，但目前的相关研究对象仅限于 IBS 患者的一级家属及配偶；为此，瑞典学者进行

了一项全国范围的病例队列研究，旨在了解 IBS 患者一级、二级和三级亲属及配偶的患病风险。研究对象来自 1987 年至 2010

年期间瑞典出院登记数据库及 2001 年至 2010 年期间瑞典门诊治疗数据库中的 IBS 患者，IBS 患者一级、二级和三级亲属的资

料来自瑞典多代登记数据库。结果显示：IBS 患者兄弟姐妹患病的比值比（OR）为 1.75〔95%可信区间（95%CI）为 1.63～1.89〕，其

后代患病的 OR 为 1.82（95%CI 为 1.67～1.97），其父母患病的 OR 为 1.90（95%CI 为 1.76～2.05），其同母异父兄弟姐妹患病的

OR 为 1.10（95% CI 为 0.88～1.39），其同父异母兄弟姐妹患病的 OR 为 1.78（95%CI 为 1.48～2.15），其侄子 / 侄女、外甥 / 外甥女

患病的 OR 为 1.27（95%CI 为 1.18～1.38），其堂（表）兄弟姐妹患病的 OR 为 1.11（95%CI 为 1.04～1.18），其配偶患病的 OR 为

1.51（95% CI 为 1.24～1.84）。研究人员据此得出结论：IBS 患者一级、二级和三级亲属患 IBS 的风险高于普通人群，这提示 IBS

具有遗传性；同时，IBS 患者配偶的发病风险也较高，说明 IBS 还受非遗传因素的影响。

罗红敏，编译自《Gut》，2014-04-02（电子版）

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24694578

而知，还需要进一步的相关研究。
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