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补骨脂 - 肉豆蔻醇提物对脾虚泄泻小鼠水通道蛋白

及结肠中细胞因子的影响

孙祥瑞1,高家荣2,汪庆飞1,王摇 婷2

[摘要]目的:探讨补骨脂 -肉豆蔻醇提物对脾虚泄泻小鼠水通道蛋白(AQP)及结肠中细胞因子的作用。 方法:昆明小鼠 60
只,随机分正常组、模型组、参苓白术散组和补骨脂 -肉豆蔻醇提取物(醇提物)低、中、高剂量组,各 10 只。 模型组、醇提物组

和参苓白术散组均采用大黄诱导脾虚泄泻小鼠模型,正常组小鼠每天给予等量蒸馏水灌胃。 建模成功后,醇提物低、中、高剂

量组分别给予补骨脂 -肉豆蔻醇提取物 7. 02、14. 04、21. 06 g / kg 灌胃,参苓白术散组给予参苓白术散 2. 34 g / kg 灌胃,正常组

和模型组给予等量蒸馏水,每天 1 次,连续给药 2 周。 比较各组小鼠体质量和胸腺指数、脾脏指数;免疫组织化学法检测

AQP3、AQP4 蛋白表达;ELISA 法检测结肠白细胞介素(IL)鄄1茁、IL鄄2、肿瘤坏死因子(TNF)水平。 结果:各组小鼠体质量间差异

有统计学意义(P < 0. 01),其中模型组小鼠体质量明显低于正常组(P < 0. 01),醇提物中、高剂量组小鼠体质量均高于模型组

(P < 0. 05)。 模型组小鼠脾脏指数和胸腺指数均低于正常组(P < 0. 05 和 P < 0. 01),而醇提物中、高剂量组小鼠脾脏指数和

醇提物高剂量组小鼠胸腺指数均高于模型组(P < 0. 05)。 免疫组织化学结果显示,模型组和醇提物各组小鼠 AQP3、AQP4 蛋

白表达均低于正常组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);醇提物中、高剂量组和参苓白术散组小鼠 AQP3、AQP4 蛋白表达均明显高于模型

组和醇提物低剂量组(P < 0. 01)。 与正常组比较,模型组小鼠结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平均明显升高(P < 0. 01);与模

型组和醇提物低、中剂量组比较,醇提物高剂量组和参苓白术散组小鼠结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平均明显降低(P <
0. 01)。 结论:补骨脂 -肉豆蔻醇提物可上调 AQP 表达,降低肠道的炎性因子水平,对脾虚泄泻小鼠胃肠道功能有一定的改善

作用。
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Effect of ethanol extract of psoralen鄄nutmeg on aquaporin
and cytokines in spleen deficiency diarrhea mice

SUN Xiang鄄rui1,GAO Jia鄄rong2,WANG Qing鄄fei1,WANG Ting2

(1. Department of Pharmacy,The Second Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233040;2. Department
of Pharmacy,The First Affiliated Hospital of Anhui University of Traditional Chinese Medicine,Hefei Anhui 230031,China)

[Abstract] Objective:To explore the effects of ethanol extract of psoralen鄄nutmeg on aquaporin ( AQP) and cytokines in spleen
deficiency diarrhea mice. Methods:Sixty Kunming mice were randomly divided into the normal group,model group,Shenling Baizhu
powder group,and low,medium and high dose of ethanol extract of psoralen鄄nutmeg group(10 mice each group). The spleen deficiency
diarrhea mice in model group,Shenling Baizhu powder group and ethanol extract group were established using rhubarb,and the normal
group was gavaged using the same volume distilled water. After successful modeling,the low,medium and high dose of ethanol extract
group were gavaged with 7. 02,14. 04 and 21. 06 g / kg of ethanol extract of psoralen鄄nutmeg,respectively. The Shenling Baizhu powder
group was gavaged with Shenling Baizhu powder at the dose of 2. 34 g / kg,and the normal group and model group were gavaged with the
same volume of distilled water,once a week, for 2 weeks. The body mass, thymus index and spleen index between all groups were
compared. The protein expression levels of AQP3 and AQP4 were detected by immunohistochemistry,and the levels of IL鄄1茁、IL鄄2、
TNF鄄琢 of colon were measured using ELISA. Results:The difference of the body mass between all groups was statistically significant(P
<0. 01),which in model group was significantly lower than that in normal group(P < 0. 01),and which in medium and high dose of
ethanol extract group was higher than that in model group(P < 0. 05). The thymus index and spleen index in model group were
significantly lower than those in normal group(P < 0. 05 and P < 0. 01),and which in middle and high dose of ethanol extract group

摇 摇 摇 were higher than those in model group(P < 0. 05). The results
of immunohistochemistry showed that the protein expression
levels of AQP3 and AQP4 in normal group and ethanol extract
group were lower than those in normal group(P < 0. 05 to P <
0. 01),and the protein expression levels of AQP3 and AQP4 in
medium and high dose of ethanol extract group and Shenling
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Baizhu powder group were significantly higher than those in model group and low dose of ethanol extract group(P < 0. 01). Compared
with normal group,the levels of IL鄄1茁,IL鄄2 and TNF鄄琢 in colon tissue in model group significantly increased(P < 0. 01). Compared
with model group and low and medium dose of ethanol extract group,the levels of IL鄄1茁,IL鄄2 and TNF鄄琢 in colon tissue in high dose of
ethanol extract group and Shenling Baizhu powder group significantly decreased(P < 0. 01). Conclusions:Ethanol extract of psoralen鄄
nutmeg can obviously enhance the expression of aquaporin, reduce the levels of intestinal inflammatory factors, and improve the
gastrointestinal function of spleen deficiency diarrhea mice.
[Key words] spleen deficiency diarrhea;ethanol extract of psoralen鄄nutmeg;aquaporin;mouse

摇 摇 “二神丸冶出自宋·许叔微《普济本事方》,由补

骨脂和肉豆蔻组成,具有温肾暖脾、涩肠止泻的功

效,是临床治疗脾虚泄泻的基础方剂之一。 我们利

用现代药学研究方法,在现有文献研究的基础上,采
用免疫组织化学法、ELISA 法等多种方法,从小鼠的

一般体征、免疫功能、细胞因子等多方面进一步验证

补骨脂 -肉豆蔻醇提取物对脾虚泄泻的作用,从而

选取更加安全、有效、严谨的药物配伍和剂量,为临

床治疗提供实验依据。 现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物摇 SPF 级昆明小鼠 60 只,雌雄各半,
体质量 18 ~ 22 g,由安徽医科大学动物实验中心

提供,许可证号: SCXK (皖) 2011鄄002。 室温 18 ~
22 益,湿度 40% ~60% ,自由饮水饮食,适应性饲养

1 周。 将小鼠随机分正常组、模型组、参苓白术散组

和补骨脂 - 肉豆蔻醇提取物(醇提物)低、中、高剂

量组,各 10 只。
1. 2摇 药物 摇 补骨脂(批号:20141212)、肉豆蔻(批
号:20140625)、生大黄(批号:150401)均购自安徽

普仁 中 药 饮 片 有 限 公 司; 参 苓 白 术 散 ( 批 号:
20150905)购自山西华康药业股份有限公司。
1. 3摇 仪器与试剂摇 上海徕卡仪器有限公司 RM2016
型病理切片机;武汉俊杰电子有限公司 JB鄄P5 型包埋

机。 4%多聚甲醛(北京索莱宝科技有限公司,批号:
20121113); PBS 缓冲液 (谷歌生物公司, 批号:
20110807144);无水乙醇(国药控股化学试剂有限

公司,批号:20110301)。
1. 4摇 方法 摇 取补骨脂 - 肉豆蔻(2 颐 1)药材,加 8
倍体积用量 60% 乙醇,每次提取 1 h,共提取 2 次,
合并药液,浓缩,分别配制成 1. 05 g / mL、0. 7 g / mL、
0. 35 g / mL药液备用。 模型组、醇提物组和参苓白

术散组小鼠均采用苦寒泻下法,以 100% 生大黄水

煎剂(含原生药 1 g / mL) 0. 2 g / 10 g 灌胃,每天 1
次,连续 8 d,复制脾虚泄泻模型;正常组小鼠每天给

予等量蒸馏水灌胃。 待模型小鼠腹泻或脱肛后,醇
提物低、中、高剂量组分别给予补骨脂 -肉豆蔻醇提

取物 7. 02、14. 04、21. 06 g / kg 灌胃,参苓白术散组

给予参苓白术散 2. 34 g / kg 灌胃,正常组和模型组

给予等量蒸馏水,每天 1 次,连续给药 2 周。
1. 5摇 观察指标 摇 (1)体质量:比较各组小鼠体质

量,并观察毛色、神志、活动频率等。 (2)脾脏、胸腺

指数:剥离小鼠脾脏、胸腺,去除筋膜、脂肪组织,电
子天平称质量,脾脏指数 = 脾脏质量 /体质量(mg /
g),胸腺质量指数 = 胸腺 /体质量(mg / g)。 (3)水

通道蛋白(aquaporin,AQP)AQP3、AQP4 表达(免疫

组织化学法):取小鼠结肠组织,经常规脱水、浸蜡

后包埋,制作石蜡切片;切片经二甲苯脱蜡后,乙醇

梯度洗脱水化;98 益条件下置于 500 mL 柠檬酸抗

原修复 15 min;洗涤后,滴加一抗、二抗,避光 37 益
孵育 90 min;DAB 显色剂显色 10 min,苏木素衬染

180 s,中性树胶封片,荧光显微镜下观察并采集图

像,细胞质中显示棕褐色为阳性表达。 (3)白细胞

介素( IL)鄄1茁、 IL鄄2、肿瘤坏死因子 ( TNF)鄄琢 水平

(ELISA 法):取结肠组织 0. 2 g,加入一定量 0. 9%
氯化钠注射液制成 10%组织匀浆,3 000 r / min 离心

20 min, 取上清液, 分别稀释成 120、 80、 40、 20、
10 ng / L备用,依次加样,封板膜封板,配液,洗涤,显
色,终止后测定吸光度。
1. 6摇 统计学方法摇 采用单因素方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 各组小鼠体质量比较摇 模型组小鼠出现饮水、
食欲下降、便溏、毛色不整、体质量减轻、倦怠、嗜卧

等情况。 各组小鼠体质量间差异有统计学意义

(P < 0. 01),其中模型组小鼠体质量明显低于正常

组(P < 0. 01),醇提物中、高剂量组小鼠体质量均高

于模型组(P < 0. 05)(见表 1)。
2. 2摇 各组小鼠脾脏、胸腺指数比较 摇 与正常组比

较,模型组小鼠脾脏指数和胸腺指数均降低(P <
0. 05和 P < 0. 01);与模型组比较,醇提物中、高剂量

组小鼠脾脏指数均升高(P < 0. 05),醇提物高剂量

组小鼠胸腺指数亦升高(P < 0. 05)(见表 2)。
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2. 3摇 各组小鼠 AQP3、AQP4 蛋白表达比较 摇 免疫

组织化学结果显示,AQP3、AQP4 蛋白阳性表达分布

于细胞质中(见图 1、2)。 模型组和醇提物各组小鼠

AQP3、AQP4 蛋白表达均较正常组降低(P < 0. 05 ~
P < 0. 01);醇提物中、高剂量组和参苓白术散组小

鼠 AQP3、AQP4 蛋白表达均较模型组和醇提物低剂

量组明显升高(P < 0. 01)(见表 3)。

表 1摇 各组小鼠体质量比较(ni = 10;x 依 s;g)

分组 体质量 F P MS组内

正常组 37. 20 依 2. 69

模型组 32. 51 依 1. 57**

醇提物摇 低剂量组 35. 22 依 2. 31 3. 56 < 0. 01 6. 531

摇 摇 摇 摇 中剂量组 35. 36 依 2. 40吟

摇 摇 摇 摇 高剂量组 35. 47 依 2. 42吟

参苓白术散组 34. 56 依 3. 54

摇 摇 q 检验:与正常组比较**P < 0. 01;与模型组比较吟P < 0. 05

摇 表 2摇 各组小鼠脾脏、胸腺指数比较(x 依 s;ni = 10;mg / g)

分组 脾脏指数 胸腺指数

正常组 3. 12 依 0. 91 2. 29 依 0. 79

模型组 2. 33 依 0. 35* 1. 34 依 0. 40**

醇提物摇 低剂量组 2. 43 依 0. 37 1. 43 依 0. 42*

摇 摇 摇 摇 中剂量组 2. 50 依 0. 34吟 1. 94 依 0. 30

摇 摇 摇 摇 高剂量组 3. 05 依 0. 57吟 2. 03 依 0. 57吟

参苓白术散组 2. 69 依 0. 88 1. 85 依 0. 63

摇 摇 摇 摇 摇 F 3. 26 5. 11

摇 摇 摇 摇 摇 P < 0. 05 < 0. 01

摇 摇 摇 摇 摇 MS 组内 0. 000 0. 000

摇 摇 q 检验:与正常组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与模型组比较

吟P < 0. 05

表 3摇 各组小鼠 AQP3、AQP4 蛋白表达比较(x 依 s;ni = 3)

分组 AQP3摇 AQP4 摇 摇

正常组 0. 758 依 0. 057摇 摇 0. 721 依 0. 026摇 摇 摇

模型组 0. 351 依 0. 045** 0. 354 依 0. 062**

醇提物摇 低剂量组 0. 422 依 0. 118** 0. 431 依 0. 084**

摇 摇 摇 摇 中剂量组 0. 590 依 0. 060**吟吟## 0. 549 依 0. 055**吟吟##

摇 摇 摇 摇 高剂量组 0. 664 依 0. 084*吟吟## 0. 620 依 0. 133**吟吟##

参苓白术散组 0. 620 依 0. 101**吟吟## 0. 674 依 0. 117吟吟## +

摇 摇 摇 摇 摇 F 35. 05 26. 63摇 摇

摇 摇 摇 摇 摇 P <0. 01 < 0. 01摇 摇
摇 摇 摇 摇 摇 MS组内 0. 007 0. 008摇 摇

摇 摇 q 检验:与正常组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与模型组比较吟吟P <
0. 01;与醇提物低剂量组比较## P <0. 01;与醇提物中剂量组比较 + P <0. 05

2. 4摇 各组小鼠结肠 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平比较

摇 与正常组相比,模型组结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄
琢 水平均明显升高(P < 0. 01);与模型组和醇提物

低、中剂量组相比,醇提物高剂量组和参苓白术散组

小鼠结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平均明显降低

(P < 0. 01)(见表 4)。

3摇 讨论

摇 摇 脾为气血生化之源,后天之本。 脾虚时中枢及

外周淋巴组织的免疫功能减退,出现消化道功能障

碍。 脾虚泄泻,即西医所称的“肠易激综合征冶,是
指因脾阳气虚而致运化失常、作泻,表现为食后睆腹

饱胀、腹泻、泻下不消化物、消瘦、乏力。 补骨脂与肉

豆蔻配伍具有温肾暖脾,涩肠止泻之功效,是临床治

疗脾虚泄泻的代表方剂复方四神丸、四神汤的主要
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表 4摇 各组小鼠结肠 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平比较(x 依 s;ni = 10;pg / mL)

分组 IL鄄1茁 IL鄄2 TNF鄄琢

正常组 71. 16 依 7. 99 118. 58 依 36. 05 322. 06 依 49. 93

模型组 137. 92 依 15. 82** 283. 56 依 39. 16** 563. 51 依 72. 57**

醇提物摇 低剂量组 130. 10 依 13. 97** 260. 45 依 44. 04** 543. 87 依 58. 23**

摇 摇 摇 摇 中剂量组 125. 74 依 12. 04** 251. 52 依 21. 71** 510. 02 依 31. 43**

摇 摇 摇 摇 高剂量组 89. 13 依 10. 36**吟吟## + + 137. 05 依 25. 75吟吟## + + 390. 87 依 41. 90**吟吟## + +

参苓白术散组 83. 18 依 15. 14吟吟## + + 133. 43 依 34. 35吟吟## + + 404. 96 依 51. 97**吟吟## + +

摇 摇 摇 摇 摇 摇 F 48. 55 47. 88 33. 98

摇 摇 摇 摇 摇 摇 P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
摇 摇 摇 摇 摇 摇 MS组内 165. 131 1 181. 157 2 765. 746

摇 摇 q 检验:与正常组比较**P < 0. 01;与模型组比较吟吟P < 0. 01;与醇提物低剂量组比较## P < 0. 01,与醇提物中剂量组比较 + + P < 0. 01

成分,也是治疗脾虚泄泻的基础方剂。
研究[1 - 2]显示,脏器指数直接反映免疫功能的

改变,小鼠体质量、脾脏指数以及胸腺指数的变化能

很好地反映小鼠脾虚的严重程度,是小鼠脾虚研究

中的关键指标之一。 本研究结果显示,各组小鼠体

质量间差异有统计学意义,其中模型组小鼠体质量

明显低于正常组,而醇提物中、高剂量组小鼠体质量

均高于模型组;模型组小鼠脾脏指数和胸腺指数均

低于正常组,而醇提物中、高剂量组小鼠脾脏指数均

高于模型组,醇提物高剂量组小鼠胸腺指数亦高于

模型组。 提示补骨脂 - 肉豆蔻醇提物中、高剂量可

提高脾虚泄泻小鼠体质量和脾脏、胸腺指数,对小鼠

免疫功能可能有一定的改善作用。
炎症介质作为神经 -内分泌 -免疫调控的中间

递质,在其发病机制中起到重要的作用[3]。 TNF 和

IL 能诱导产生多种细胞因子,在机体免疫调节中具

有重要作用。 TNF 可以诱导细胞凋亡,激活 T 细

胞,TNF鄄琢 是机体炎症与免疫反应的重要调节因子,
在炎症的发生发展过程中发挥重要作用[4 - 5]。 而 IL
可促进 B 细胞表达 IL鄄2,促使 B 细胞增殖,产生免

疫球蛋白。 IL鄄2 是 T 细胞生长因子,诱导多种细胞

毒细胞活性发挥免疫监视作用[6],维持体内的免疫

耐受,促进效应性 T 细胞的激活并诱导细胞死亡,
同时也是调节性 T 细胞存活与发挥功能的必需因

子[7]。 本研究中,与正常组相比,模型组小鼠结肠

中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平均明显升高;与模型组

和醇提物低、中剂量组相比,醇提物高剂量组和参苓

白术散组小鼠结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平均

明显降低。 提示脾虚泄泻模型小鼠有肠道组织的损

伤和炎症反应,这与本实验中结肠 HE 染色结果是一

致的;而高剂量补骨脂 -肉豆蔻醇提物和参苓白术散

可降低小鼠结肠中 IL鄄1茁、IL鄄2 和 TNF鄄琢 水平,其可

能通过降低炎症因子水平从而调节机体免疫功能。
(下转第 159 页)
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AQP 是一类选择性介导水分子高效转运的膜蛋白,
可通过改变局部水通道蛋白分布来调节细胞的水液

代谢,其在胃肠道的异常表达与胃肠道疾病的发生

密切相关[8]。 研究[9]显示,AQP 可通过影响肠道水

液代谢、黏液合成和分泌以及调节肠神经系统和肠

道微血管等作用于病人肠道内环境,对脾虚泄泻起

一定调控作用。 本研究中,免疫组织化学结果显示,
AQP3、AQP4 蛋白阳性表达分布于细胞质中,模型组

和醇提物各组小鼠 AQP3、AQP4 蛋白表达均较正常

组降低,而醇提物中、高剂量组和参苓白术散组小鼠

AQP3、AQP4 蛋白表达均较模型组和醇提物低剂量

组明显升高。 与文献[10]报道结果一致,提示补骨脂

-肉豆蔻醇提物可上调结肠黏膜 AQP3 和 AQP4 的

表达,增强结肠黏膜对水的重吸收,从而改善脾虚

泄泻。
综上,补骨脂 - 肉豆蔻醇提物可上调 AQP 表

达,降低肠道炎性因子水平,对脾虚泄泻小鼠胃肠道

功能有一定的改善作用,以中、高剂量效果为佳。 而

泄泻为临床常见症,中药复方制剂靶点多,可整体调

节机体肠道功能,在治疗慢性腹泻方面疗效较好,具
有良好的临床前景。
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