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摘要：目的　探讨川陈皮素（ＮＯＢ）通过多巴胺受体Ｄ２（ＤＲＤ２）对慢传输型便秘
（ＳＴＣ）大鼠的作用及其机制。方法　７０只 ＳＤ大鼠随机分为空白组、模型组、
低、中、高剂量实验组、ＡＡＶ９－ＮＣ组和ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组，每组１０只。除空白组
外，各组均用１５ｍｇ·ｋｇ－１复方地芬诺酯灌胃建立 ＳＴＣ模型。低、中、高剂量实
验组分别用０１、０２、０４ｇ·ｋｇ－１ＮＯＢ灌胃，ＡＡＶ９－ＮＣ组和 ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组
在中剂量实验组基础上分别给予尾静脉注射 ＡＡＶ９－ＮＣ和 ＡＡＶ９－ＤＲＤ２
１００μＬ。检测大鼠体质量和粪便指标，用实时定量反转录聚合酶链式反应检测
ＤＲＤ２表达水平，用酶联免疫吸附实验法检测血管活性肠肽（ＶＩＰ）和一氧化氮
（ＮＯ）水平，用蛋白质印迹法检测腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／内皮型一氧化
氮合酶（ｅＮＯＳ）信号通路相关蛋白水平。结果　空白组、模型组和低、中、高剂量
实验 组 的 粪 便 含 水 量 分 别 为 （３５２４±５２５）％、（２４７６±３４７）％、
（２８３８±２７７）％、（３２７６±３４９）％和（３３３２±４３４）％；粪便数量分别为
（５３２０±５２５）、（４２４０±４５５）、（４７１０±５３６）、（４９５０±５１０）和
（５０１０±５０４）粒；模型组与空白组比较，低、中、高剂量实验组与模型组比较，
上述指标在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
ＤＲＤ２ｍＲＮＡ的相对表达水平分别为 １００±０１２、２９５±０４７、２７３±０４９、
２１７±０３５和２０８±０３２，中、高剂量实验组的ＤＲＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平较模
型组均显著降低（均 Ｐ＜０００１），但 ２者比较在统计学上差异无统计学意义
（Ｐ＞００５），故选用中剂量实验组进行后续实验。空白组、模型组、中剂量实验
组、ＡＡＶ９－ＮＣ组和 ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组 ＶＩＰ水平分别为（４３１５±４５２）、
（６４４２±７６４）、（５１６８±５３７）、（４９２５±４４４）和（５６８４±６４１）ｎｇ·Ｌ－１，ＮＯ
水平分别为（６８４±０７１）、（１１６８±１３７）、（９２８±０９３）、（９３５±０９７）和
（１０４５±１０３）μｍｏｌ·Ｌ－１，ＡＭＰＫ蛋白相对表达水平分别为 １００±０１５、
２４２±０３４、１６８±０１７、１５５±０１８和１９４±０２１，ｅＮＯＳ蛋白相对表达水平分
别为１００±０１１、３１８±０３５、２２８±０２３、２３５±０２７和２９５±０３３，模型组与
空白组比较，中剂量实验组与模型组比较，ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组与 ＡＡＶ９－ＮＣ组比
较，上述指标在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　ＮＯＢ能够
改善大鼠ＳＴＣ，可能是通过下调 ＤＲＤ２表达，调节 ＶＩＰ和 ＮＯ水平，抑制 ＡＭＰＫ／
ｅＮＯＳ信号通路实现的。
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ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
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ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌ
Ｐ＜０００１），ｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞００５）；ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｗａｓ
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ｇｒｏｕｐｗｉｔｈＡＡＶ９－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓａｌｌｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌＰ＜００５）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＮＯＢｃａｎｉｍｐｒｏｖｅＳＴＣｉｎｒａｔｓ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＤＲＤ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＶＩＰａｎｄＮＯ
ｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＡＭＰＫ／ｅＮＯＳｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ；ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ；ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒＤ２；ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ／
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

　　慢传输型便秘（ｓｌｏｗｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）作为
临床上常见的一种以结肠传输延迟为主要特征的胃肠

道疾病，可导致大便干燥、排便困难及排便次数减少等

症状［１－２］。ＳＴＣ的病理生理机制复杂，目前认为其核心
环节涉及结肠动力障碍，具体包括肠道平滑肌萎缩与

纤维化、肠神经系统神经元及神经递质失衡等［３］。

因此探索安全且疗效明确的ＳＴＣ干预手段成为目前重
点关注的方向，近年来，越来越多的研究表明，中药成分

在治疗ＳＴＣ方面具有独特优势［４］。川陈皮素（ｎｏｂｉｌｅｔｉｎ，
ＮＯＢ）作为柑橘类植物中富含的多甲氧基黄酮类化合
物，展现出显著的抗炎、抗氧化效能［５］。研究表明，ＮＯＢ
还具备促进肠道蠕动、缓解平滑肌痉挛以及增强胃肠

动力等生理功能，从而在改善排便功能及胃肠道健康

方面展现出潜在的应用价值［６－７］。多巴胺受体 Ｄ２
（ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒＤ２，ＤＲＤ２）是Ｇ蛋白偶联受体家族
成员，在胃肠道广泛表达，对胃肠道功能具有重要调节作

用，研究发现，ＤＲＤ２信号通路与ＳＴＣ发病密切相关［８］。

腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）为调控能量代谢的关键因子，在调节代谢、胃肠动
力因子的表达等方面起关键作用［９］。内皮型一氧化氮合

酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）参与了胃肠动
力性疾病的发病机制［１０］。已有研究表明，通过调控

ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ通路可以参与ＳＴＣ发病机制［１１］。ＤＲＤ２作
为Ｇ蛋白偶联受体，可以通过调节ＡＭＰＫ信号传导轴治
疗肝变性［１２］，提示ＤＲＤ２与ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ通路之间存在
潜在的调控网络。本研究旨在基于ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通
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路，探讨ＮＯＢ通过调控ＤＲＤ２表达对大鼠ＳＴＣ症状的作
用，为ＳＴＣ的临床治疗提供新的思路和方法。

材料与方法

１　材料
动物　７０只 ＳＤ雄性大鼠，体质量 ２１０～２３０ｇ，

鼠龄８周，购自郑州大学（河南省实验动物中心）。动物
生产许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０２２－０００１，动物使用许可证
号：ＳＹＸＫ（豫）２０２１－０００９。本实验经南阳市第一人民医
院动物伦理委员会批准（伦理批号：２０２５－０３－２７）。

药品与试剂　ＮＯＢ，规格：５ｍｇ，纯度：≥９７％，批
号：ＭＫＣＸ１４４６，美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；复方
地芬诺酯，规格：每片含盐酸地芬诺酯２５ｍｇ、硫酸阿
托品 ２５μｇ，批号：２２０５０１，批准文号：国药准字
Ｈ４５０２００８，广西河丰药业有限责任公司生产；ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＯｎｅ－Ｓｔｅｐ实时定量反转录聚合酶链式反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，上海碧云天生物技术股份有限公
司生产；苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
试剂盒，辽宁沈阳万类生物科技有限公司生产；血管

活性肠肽（ｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＶＩＰ）试剂盒，
上海晶风生物科技有限公司生产；一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）试剂盒，上海西唐生物科技有限公司生产；兔
抗大鼠 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳ和β－肌动蛋白（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，
β－ａｃｔｉｎ）抗体，均由英国Ａｂｃａｍ公司生产；ＡＡＶ９－ＮＣ
和ＡＡＶ９－ＤＲＤ２，均由上海汉恒生物科技有限公司生产。

仪器　ＣＦＸ９６ｑＲＴ－ＰＣＲ仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产
品；ＣＸ３３显微镜，日本Ｏｌｙｐｍｕｓ公司产品；ＥｎＶｉｓｉｏｎＮｅｘｕｓ
酶标仪，瑞孚迪生物医学（上海）有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建［１３］

在为期 １周的适应性饲养结束后，构建模型，
造模方案为每日对大鼠予以１５ｍｇ·ｋｇ－１复方地芬诺
酯灌胃处理，每日１次，连续１个月后构建 ＳＴＣ模型。
判定模型成功建立的标准为，与空白组相比，大鼠表

现出体质量显著下降，同时粪便含水量及２４ｈ粪便粒
数均明显减少。

２２　动物分组与给药方法
造模成功的 ６０只大鼠随机分为以下 ６组：

模型组、低、中、高剂量实验组、ＡＡＶ９－ＮＣ组和
ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组，每组１０只，另选１０只正常大鼠作为
空白组。ＮＯＢ先溶于二甲亚砜中，配制成高浓度储备
液，用０９％生理盐水稀释，现用现配，于４℃避光保
存不超过２４ｈ。低剂量实验组在模型组基础上，每天

分别按照０１ｇ·ｋｇ－１ＮＯＢ剂量灌胃１次，连续给药
１４ｄ；中剂量实验组在模型组基础上每天分别按照
０２ｇ·ｋｇ－１ＮＯＢ剂量灌胃１次，连续给药１４ｄ；高剂
量实验组在模型组基础上每天分别按照０４ｇ·ｋｇ－１

ＮＯＢ剂量灌胃１次，连续给药１４ｄ；ＡＡＶ９－ＮＣ组在
中剂量实验组基础上隔天给予尾静脉注射ＡＡＶ９－ＮＣ
１００μＬ，持续１４ｄ；ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组在中剂量实验组
基础 上 隔 天 给 予 尾 静 脉 注 射 ＡＡＶ９－ＤＲＤ２
（１×１０１１ｖｇ）１００μＬ，持续１４ｄ；空白组和模型组灌
胃等量的０９％氯化钠溶液（ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ＮａＣｌ），每天１次，连续１４ｄ。
２３　检测大鼠体质量和粪便指标［１４］

在给药的第０、６、１０、１４天，分别对各组大鼠的体
质量进行测定。给药结束后，将大鼠单独置于金属笼

中，连续２４ｈ按每小时１次的频率收集粪便，记录粪
便数量及质量。将收集到的样本放入６０℃干燥器内
干燥１２ｈ，再按公式计算粪便含水量。粪便含水量 ＝
（湿重－干重）／湿重×１００％。
２４　 ｑＲＴ －ＰＣＲ 法 检 测 ＤＲＤ２、ＡＭＰＫ 和
ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平［１５］

取各组大鼠结肠组织样本，用ＴＲＩｚｏｌ试剂分离总
ＲＮＡ。取总ＲＮＡ１μｇ通过逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，
并扩增。内参为 β－ａｃｔｉｎ，用２－△△Ｃｔ法计算各ｍＲＮＡ
相对表达水平。ＤＲＤ２上游：５′－ＧＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＴＡ
ＡＴＧＣＣＧＴＧＧ－３′，下游：５′－ＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣＡＣＡＣＡＧ
ＧＴＴＣＡＧＧ－３′；ＡＭＰＫα１上游：５′－ＡＧＣＣＣＡＣＣＴＧＡＴ
ＴＣＴＴＴＴＣＴＴ－３′，下游：５′－ＧＣＣＡＴＴＴＴＧＣＴＴＴＣＣＴＴＡ
ＣＡＣ－３′；ＡＭＰＫα２上游：５′－ＴＧＧＴＧＴＴＡＴＣＴＴＧＴＡＴ
ＧＣＴＣＴ－３′，下游：５′－ＴＣＡＴＧＣＴＣＴＣＴＴＡＴＧＴＣＴＴＴＧ－
３′；ｅＮＯＳ上游：５′－ＴＧＧＴＣＡＡＣＴＡＴＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＣＧ－
３′，下 游：５′－ＴＴＧＴＣＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＧＣＴＴＣＧ －３′；
β－ａｃｔｉｎ上游：５′－ＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ－３′，
下游：５′－ＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧ－３′。
２５　ＨＥ染色法检测结肠组织病理情况［１６］

麻醉处死大鼠并取结肠中段约１ｃｍ组织样本，
经预冷生理盐水充分漂洗，立即置于４％多聚甲醛溶
液固定 ２４ｈ，随后进行常规石蜡包埋处理。制备
切片，脱蜡水洗后染色。用苏木精和伊红染液染色，

染色后的切片经脱水、透明、封片处理，最后于光学显

微镜下对组织形态进行观察，并采集相应的病理图像

用于后续分析。

２６　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测ＶＩＰ和ＮＯ水平［１７］

取大鼠部分结肠组织研磨匀浆，匀浆液以
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８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，取上清液。按各 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书步骤检测ＶＩＰ和ＮＯ水平。
２７　蛋白质印迹法检测 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通路相
关蛋白水平［１８］

收 集 大 鼠 结 肠 组 织 匀 浆 裂 解， 经

１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心处理后，收集上清液备用。
用试剂盒对蛋白含量进行定量检测，取等量蛋白样品

进行电泳分离，随后完成转膜操作。将膜置于５％脱
脂奶粉溶液中，室温下振荡封闭２ｈ，再加入稀释后的
一抗，在４℃条件下孵育过夜。次日，用洗涤液洗膜
３次，加入二抗在室温下孵育２ｈ，通过化学发光法进
行显影，最后用 ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带的灰度值进
行定量分析。

３　统计学处理
本研究用ＳＰＳＳ２４０软件进行数据的统计分析，符

合正态分布的计量资料用珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用方差
分析（ＡＮＯＶＡ）检验，进一步两两比较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　ＮＯＢ对ＳＴＣ大鼠体质量和粪便指标的影响
与空白组比较，模型组大鼠第６、１０和１４天的体

质量均显著降低；与模型组比较，低、中、高剂量实验

　　

组大鼠第 ６、１０和 １４天的体质量均显著增加
（均Ｐ＜０００１），且与剂量呈正比，见表１。与空白组
比较，模型组大鼠的粪便湿重、干重、含水量和粪便数

量均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；除低剂量实验
组大鼠的粪便干重外，与模型组比较，中、高剂量实验

组大鼠的粪便干重以及低、中、高剂量实验组大鼠的

粪便湿重、含水量和粪便数量均显著增加（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２。
２　ＮＯＢ对ＳＴＣ大鼠结肠组织中ＤＲＤ２表达的影响

空白 组、模 型 组 和 低、中、高 剂 量 实 验 组

ＤＲＤ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１２、
２９５±０４７、２７３±０４９、２１７±０３５和２０８±０３２。
与空白组相比，模型组大鼠结肠组织中 ＤＲＤ２ｍＲＮＡ
相对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，
中、高剂量实验组大鼠结肠组织中 ＤＲＤ２ｍＲＮＡ相对
表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与低剂量实验
组相比，中、高剂量实验组大鼠结肠组织中ＤＲＤ２ｍＲＮＡ
相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００１）；中、高剂量
实验 组 之 间 在 统 计 学 上 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞００５），故选用中剂量实验组进行后续实验。
３　ＮＯＢ调控ＤＲＤ２对 ＳＴＣ大鼠结肠组织病理学的
影响

空白组结肠组织结构清晰，黏膜上皮结构较好，

　　
表１　各组大鼠体质量的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

０ｄａｙｓ ６ｄａｙｓ １０ｄａｙｓ １４ｄａｙｓ

Ｂｌａｎｋ １０ ２１５６２±３３２ ２２２８３±３０９ ２２６２４±４３５ ２３３２５±３２８
Ｍｏｄｅｌ １０ ２１４４８±４０８ ２０１６４±３１７ ２００７６±３４７ ２００４８±４０８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ２１５０４±３５６ ２０８４３±３４１＃＃＃ ２０９５３±３１５＃＃＃ ２１００４±３５６＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ２１４７６±３９８ ２１６５３±３５７＃＃＃＆＆＆ ２２２３３±３３６＃＃＃＆＆＆ ２２４７６±３９８＃＃＃＆＆＆

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ２１４５７±３２７ ２２１３２±３１４＃＃＃＆＆＆▲▲ ２２６３２±４４４＃＃＃＆＆＆▲ ２２８５７±３２７＃＃＃＆＆＆▲

Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：１５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｏｍｐｏｕｎｄｄｉｐｈｅｎｏｘｙｌａｔｅ＋０９％ ＮａＣｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ、Ｍ、Ｈｇｒｏｕｐ：１５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｄｉｐｈｅｎｏｘｙｌａｔｅ＋０１、０２、０４ｇ·ｋｇ－１ＮＯＢ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＆＆＆Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１

表２　各组大鼠粪便指标的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｅｃａｌａｎｄｆｅｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｗｅｔｗｅｉｇｈｔ（ｇ） Ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ（ｇ） Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ（％） Ｆｅｃａｌｑｕａｎｔｉｔｙ（ｇｒａｉｎｓ）

Ｂｌａｎｋ ７６２±０９２ ４９３±０７９ ３５２４±５２５ ５３２０±５２５
Ｍｏｄｅｌ ５７３±０７８ ４３１±０４７ ２４７６±３４７ ４２４０±４５５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６５３±０６６＃＃＃ ４６８±０５１ ２８３８±２７７＃ ４７１０±５３６＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ７１２±０７２＃＃＃ ４７９±０５０＃ ３２７６±３４９＃＃＃＆＆ ４９５０±５１０＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ７２４±０７４＃＃＃＆ ４８２±０４９＃ ３３３２±４３４＃＃＃＆＆ ５０１０±５０４＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１
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细胞排列整齐均匀；相较于空白组，模型组结肠组织

结构紊乱，肌层较薄；与模型组相比，中剂量实验组大

鼠结肠组织结构逐渐清晰；与中剂量实验组相比，

ＡＡＶ９－ＮＣ组大鼠结肠组织病理变化不明显；
与ＡＡＶ９－ＮＣ组相比，ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组大鼠结肠组织
结构紊乱，黏膜破坏，见图１。
４　ＮＯＢ调控ＤＲＤ２对ＳＴＣ大鼠结肠组织中 ＶＩＰ和
ＮＯ水平的影响

与空白组相比，模型组大鼠结肠组织中的 ＶＩＰ
和 ＮＯ水平均显著升高（均 Ｐ＜０００１）；与模型组
相比，中剂量实验组大鼠结肠组织中的 ＶＩＰ和 ＮＯ
水平均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；与中剂量
实验组相比，ＡＡＶ９－ＮＣ组大鼠结肠组织中的 ＶＩＰ
和 ＮＯ水平在统计学上差异均无统计学意义（均
Ｐ＞００５）；与 ＡＡＶ９－ＮＣ组相比，ＡＡＶ９－ＤＲＤ２
组大鼠结肠组织中的 ＶＩＰ和 ＮＯ水平均显著升高
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表３。
５　ＮＯＢ对ＳＴＣ大鼠结肠组织中ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ蛋白
表达水平的影响

与空白组相比，模型组大鼠结肠组织中的ＡＭＰＫ、
ｅＮＯＳｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著升高
（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，中剂量实验组大鼠结
肠组织中的ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平
　　

均显著降低（均Ｐ＜０００１）；与中剂量实验组相比，
ＡＡＶ９－ＮＣ组大鼠结肠组织中的 ＡＭＰＫ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ
和蛋白相对表达水平在统计学上差异均无统计学意

义 （均 Ｐ ＞００５）；与 ＡＡＶ９ －ＮＣ 组 相 比，
ＡＡＶ９－ＤＲＤ２组 大 鼠 结 肠 组 织 中 的 ＡＭＰＫ、
ｅＮＯＳｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１），见表４和图２。

表３　各组大鼠结肠组织中血管活性肠肽（ＶＩＰ）和一氧化氮
（ＮＯ）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ（ＶＩＰ）ａｎｄ
ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＶＩＰ（ｎｇ·Ｌ－１） ＮＯ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｂｌａｎｋ １０ ４３１５±４５２ ６８４±０７１
Ｍｏｄｅｌ １０ ６４４２±７６４ １１６８±１３７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ５１６８±５３７＃＃＃ ９２８±０９３＃＃

ＡＡＶ９－ＮＣ １０ ４９２５±４４４ ９３５±０９７
ＡＡＶ９－ＤＲＤ２ １０ ５６８４±６４１△△ １０４５±１０３△

Ｄｏｓｅｏｆｂｌａｎｋ，ｍｏｄｅｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ｇｒｏｕｐｓｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；

ＡＡＶ９－ＮＣｇｒｏｕｐ：１５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｏｍｐｏｕｎｄｄｉｐｈｅｎｏｘｙｌａｔｅ＋０２ｇ·ｋｇ－１

ＮＯＢ＋ＡＡＶ９－ＮＣ１００μＬ；ＡＡＶ９－ＤＲＤ２ｇｒｏｕｐ：１５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｄｉｐｈｅｎｏｘｙｌａｔｅ＋０２ｇ·ｋｇ－１ ＮＯＢ＋ＡＡＶ９－ＤＲＤ２（１×１０１１ ｖｇ）

１００μＬ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＡＶ９－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表４　各组大鼠结肠组织中腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）、内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＡＭＰＫ）ａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ｅＮＯＳ）ｉｎｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＡＭＰＫ ｅＮＯＳ ＡＭＰＫ ｅＮＯＳ

Ｂｌａｎｋ １００±０１３ １００±０１４ １００±０１５ １００±０１１
Ｍｏｄｅｌ ２３８±０３６ ３１３±０３４ ２４２±０３４ ３１８±０３５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １５４±０１６＃＃＃ １６５±０１８＃＃＃ １６８±０１７＃＃＃ ２２８±０２３＃＃＃

ＡＡＶ９－ＮＣ １６１±０１７ １６８±０２１ １５５±０１８ ２３５±０２７
ＡＡＶ９－ＤＲＤ２ １９５±０２０△△△ ２１５±０２２△△△ １９４±０２１△△△ ２９５±０３３△△△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＡＶ９－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

图 １　苏木精－伊红（ＨＥ）染色法检测各组大鼠结肠组织病理特征（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×１００）
１：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ；４：ＡＡＶ９－ＮＣｇｒｏｕｐ；５：ＡＡＶ９－ＤＲＤ２ｇｒｏｕｐ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　６６９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５１）

图２　蛋白质印迹法检测各组大鼠结肠组织中ＡＭＰＫ和ｅＮＯＳ
蛋白相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＡＭＰＫａｎｄｅＮＯＳｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎ
ｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ｇｒｏｕｐ；４：

ＡＡＶ９－ＮＣｇｒｏｕｐ；５：ＡＡＶ９－ＤＲＤ２ｇｒｏｕｐ

讨　　论

ＳＴＣ现行临床广泛应用的化学药物治疗方案普
遍存在２方面局限，一方面可能引发药物耐受性及代
谢紊乱等药物不良反应，另一方面易形成持续性泻剂

依赖现象，致使临床疗效不稳定且复发率较高，这些

问题显著降低患者生存质量［１９］。相较于传统化学药

物，中医药干预通过多组分协同作用实现肠道功能的

多靶点调控，在临床实践中不仅展现出稳定的通便效

果，更在降低疾病复发率方面表现出独特优势［２０］。

药理研究表明，枳实能够双向调节胃肠激素水平与平

滑肌张力，显著增强肠道动力［２１］。陈皮活性成分

ＮＯＢ通过调控结肠肌电活动及神经递质传导，可以有
效促进 ＳＴＣ模型动物肠道推进功能［２２］。本研究发

现，不同剂量ＮＯＢ处理后大鼠体质量均增加。此外，
中、高剂量实验组大鼠的粪便干重均显著增加，３种剂
量组大鼠粪便湿重、含水量和粪便数量均显著增加。

研究提示，ＮＯＢ能够改善大鼠 ＳＴＣ。进一步分析显
示，ＮＯＢ不仅促进了大鼠肠道内容的排出，还显著优
化了粪便的物理性质，如增加干重和含水量，这可能

与其调节肠道水分吸收和分泌的功能有关。此外，

ＮＯＢ各剂量组在改善 ＳＴＣ大鼠体质量下降方面也表
现出积极作用，暗示其可能通过改善肠道功能间接促

进了营养吸收和整体健康状况［２３］。

ＤＲＤ２在调控胃肠道运动、消化道分泌以及胃肠
道感觉等方面发挥关键作用。有研究［２４］指出，ＤＲＤ２
在ＳＴＣ大鼠结肠组织中表达上调，提示ＤＲＤ２激活可
能通过抑制兴奋性神经传递参与ＳＴＣ发病，与本研究
观察到的结果相符。且多巴胺能信号通过调节

ｃＡＭＰ－ＰＫＡ通路影响平滑肌收缩功能，ＤＲＤ２作为 Ｇ
蛋白偶联受体，其激活可以抑制腺苷酸环化酶活性，

降低细胞内 ｃＡＭＰ水平，从而导致平滑肌松弛［２５］。

本研究发现，模型组大鼠结肠组织中 ＤＲＤ２ｍＲＮＡ的
表达水平显著升高，不同剂量 ＮＯＢ处理后结果相反，
提示ＮＯＢ可能通过下调结肠组织中 ＤＲＤ２相对表达
水平来发挥ＳＴＣ改善作用。进一步研究大鼠结肠组
织病理学形态发现，模型组大鼠结肠组织结构紊乱，

肌层较薄，而 ＮＯＢ处理后大鼠结肠组织结构逐渐清
晰，过表达 ＤＲＤ２后大鼠结肠组织结构紊乱，黏膜破
坏，提示ＮＯＢ通过下调 ＤＲＤ２的相对表达水平，显著
改善ＳＴＣ大鼠结肠组织的病理状态。ＮＯ作为一种关
键肠神经抑制递质，调控肠道动力，其激活会导致结

肠蠕动减缓。研究发现，降低结肠组织ＮＯ含量，可以
显著改善ＳＴＣ大鼠胃肠动力指标，提升小肠活性炭推
进率，并减少肠黏膜腺体损伤［２６］。ＶＩＰ作为一种抑制
性神经递质，在调控胃肠动力方面起重要作用，它通

过促进平滑肌舒张来调节胃肠道运动。ＶＩＰ水平上升
会抑制胃肠黏膜分泌和平滑肌收缩，进而可能引发

ＳＴＣ［２７］。本研究发现，模型组大鼠结肠组织中的 ＶＩＰ
和ＮＯ水平均显著升高，ＮＯＢ处理可以降低 ２者水
平，而过表达ＤＲＤ２后，ＶＩＰ和 ＮＯ相对表达水平均升
高。研究提示，ＮＯＢ可以通过下调结肠组织 ＤＲＤ２表
达，调节ＶＩＰ和ＮＯ水平，改善ＳＴＣ。

ＡＭＰＫ作为能量代谢调节的中枢，对生理代谢活
动具有重要意义。ｅＮＯＳ／ＮＯ信号通路是 ＡＭＰＫ下游
效应器，对胃肠道运动具有显著的抑制作用［２８］。

研究表明，抑制 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通路能够有效改善
ＳＴＣ模型大鼠的便秘症状，提高肠道功能［２９－３０］。

本研究发现，ＮＯＢ处理表现出对 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通
路的抑制作用，而过表达 ＤＲＤ２后则表现出对该通路
的激活。研究提示，ＮＯＢ能够通过下调结肠组织
ＤＲＤ２表达抑制 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通路，降低抑制性
神经递质ＶＩＰ和ＮＯ的水平，改善结肠组织病理损伤，
增加粪便排出量和含水量，最终发挥对ＳＴＣ大鼠的保
护作用。但本研究仍存在一定局限性，仅本实验仅在

转录水平检测了 ＤＲＤ２的表达变化，未通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ或免疫组织化学在蛋白水平进行验证，无法完全
排除转录后调控对ＤＲＤ２蛋白表达的影响，且蛋白印
迹仅检测了 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ通路关键分子的磷酸化水
平，未同步检测ＤＲＤ２蛋白表达，未能直接建立ＤＲＤ２
与ＡＭＰＫ通路的蛋白层面关联；机制验证方面，虽通
过ＡＡＶ９过表达ＤＲＤ２进行了功能回复实验，但未用
免疫共沉淀或邻近连接分析等技术验证 ＤＲＤ２与
ＡＭＰＫ的直接相互作用，也未在细胞水平通过 ＤＲＤ２
敲低或过表达联合 ＡＭＰＫ抑制剂及激活剂干预进一
步验证 ＤＲＤ２与 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ通路的直接调控作用；
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此外，本研究仅在 ＳＴＣ大鼠模型中进行验证，缺乏临
床便秘患者结肠组织的佐证，川陈皮素的人体有效性

和安全性有待后续小样本临床试验进一步验证。

本研究提示：川陈皮素通过下调结肠组织 ＤＲＤ２
表达，抑制 ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ信号通路激活，降低抑制性
神经递质ＶＩＰ和ＮＯ的水平，改善结肠组织病理损伤，
增加粪便排出量和含水量，从而发挥改善大鼠ＳＴＣ的
作用。这一发现为 ＳＴＣ的临床治疗提供了新的潜在
靶点和实验依据。
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信号通路改善大鼠慢传输型便秘的作用机制［Ｊ］中国药房，

２０２２，３３（１３）：１６１７—１６２３

［３０］　ＷＡＮＧＹ，ＷＡＮＧＸ，ＱＩＡＮＹ，ｅｔａｌＮａｒｉｎｇｅｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｓｌｏｗ－

ｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＵＬＫ１ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ：Ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ／ＯＬ］ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０２５，１６：１５５０４５８２０２５－０６－１７［２０２６－０１－１２］ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／４０５９９８０５／

（本文编辑：崔兰卿　收稿日期２０２６－０１－１２）


