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基于 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９探讨白术
对慢传输型便秘大鼠的作用机制

马雪巍１，唐学贵２
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　　摘要：目的 基于“升清降浊”理论基础，通过对慢传输型便秘（ｓｌｏｗｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）大鼠结肠中的水通道蛋
白３（ａｑｕａｐｏｒｉｎ－３，ＡＱＰ３）、水通道蛋白４（ａｑｕａｐｏｒｉｎ－４，ＡＱＰ４）、水通道蛋白９（ａｑｕａｐｏｒｉｎ－９，ＡＱＰ９）的研究，探讨ＳＴＣ的
发病机制。方法 清洁级ＳＤ大鼠６０只由川北医学院实验动物中心提供，按随机数字表法平均分组，分别为正常组，模型
组，伊托必利组，白术高、中、低剂量组。首先建立大鼠慢传输型便秘模型，通过对大鼠进行相应的药物治疗，观察其对各

组大鼠的治疗效果。通过免疫组织化学法、实时定量聚合酶链式反应法（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ，ＷＢ）检测各组大鼠ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９在结肠的含量、分布和表达情况，测定该区域的平均光密度（ＭＯＤ）值。结果
造模后ＡＱＰ９含量减少，远端结肠组织减少得更明显，而ＡＱＰ３含量增加，近端结肠组织更显著，结肠组织中 ＡＱＰ４含量
亦明显增加；经药物干预治疗后，白术高剂量组及伊托必利组的ＡＱＰ４含量明显减少，近端结肠ＡＱＰ３含量明显减少，远
端结肠ＡＱＰ９含量明显增加，差异有统计学意义。白术中、低剂量远端结肠组近端ＡＱＰ３有减少趋势，ＡＱＰ９含量有增加
趋势，但差异无统计学意义。结论 ＡＱＰ３含量增加（近端），ＡＱＰ４含量减少（全结肠），ＡＱＰ９含量减少（远端），可能是
ＳＴＣ的发病机制之一；白术下调ＡＱＰ３、ＡＱＰ４表达，上调ＡＱＰ９表达，可能是其发挥“升清降浊”效应从而治疗ＳＴＣ的作用
机制之一。
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　　便秘是一种常见疾病，目前国内外不少学者将其定义为肠
道的紊乱，其症状包括排便频率降低、排便困难、排便过度紧

张、肛门直肠胀满、肛门脱垂和排便时不完全排空。相比之下，

也有部分医生认为大便次数减少是便秘的唯一症状［１］。以上

症状超过 ６个月可定义慢性便秘（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＣＣ）。
最新的一项研究结果显示：在普通人群中便秘的患病率在

３％～２７％［２］。在老年人中，患有功能性便秘、便秘主导型肠

易激综合征和阿片类药物引起的便秘的比率分别为 ６．５％、
１.７％和１．１％［３］。儿童便秘目前也非常常见，全球患病率高

达３２．２％［４］，且绝大多数（９６％）病例是由功能性原因引起
的［５］。出现这种现象可能源于儿童排便频率低于成人，或存

在不完全有效（即排便不完全）的排便［６］。约三分之一慢性便

秘患者存在慢传输因素，称之为ＳＴＣ，其致病因素有待探究。
水和溶质跨膜运输在人体生理学中至关重要。水通道蛋

白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ－ｓ，ＡＱＰｓ）是一类广泛表达于肠道的水通道膜蛋
白。水通道蛋白调节水分子和小溶质的吸收和分泌，维持肠道

的稳定状态，调节细胞增殖和迁移，参与肠道炎症过程，并介导

肿瘤发生，其生物学功能证明了这些通道在肠道健康中的生理

意义。许多肠道疾病的病理学与水通道蛋白的位置和表达的

变化有关，例如肠道感染，它可以通过影响细胞因子和趋化因

子改变ＡＱＰｓ在肠道组织／细胞中的表达和分布。这可能导致
便秘、腹泻等各种肠道疾病的重要因素，这也表明水通道蛋白

在预防和治疗肠道疾病中的重要性［７］。

ＡＱＰ３是一种在结肠上皮中表达的水、甘油和 Ｈ２Ｏ２转运
通道。近年来，不断有报道提出ＳＴＣ发生与结肠ＡＱＰｓ的异常
表达有关，比如：ＡＱＰ３在便秘大鼠结肠表达增高，通过药物治
疗便秘后表达减少，提示ＡＱＰ３可能参与ＳＴＣ的调控［８］。尽管

在功能性便秘、炎症性肠病和肠易激综合征等多种肠道疾病

中，结肠上皮ＡＱＰ３的表达发生了改变，但 ＡＱＰ３的调节和具
体作用仍有待于完全确定［９－１１］。

ＡＱＰ９可渗透过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、甘油和水
［１２］。并发现

ＡＱＰ９存在于十二指肠、空肠和回肠中、结肠中表达，但在胃中
不表达。此外，ＡＱＰ９仅在杯状细胞亚群的基底外侧膜表达。
同时发现ＡＱＰ９在杯状细胞中以黏液分泌细胞的形式存在，这
表明其可能在黏液分泌的过程中起到一定作用，这种黏液可以

黏附于肠道表面起到润滑加速内容物通过的作用［１３］。同时近

年来有人研究发现［１４］，ＡＱＰ９在便秘患者降结肠中含量明显减
少，其可能参与便秘的形成。

ＡＱＰ４仅转运Ｈ２Ｏ，具有特异性和高选择性，有人利用免
疫印迹和免疫荧光技术系统研究了 ＡＱＰ４在豚鼠消化道中的
表达。结果表明，ＡＱＰ４在豚鼠消化道不同部位广泛表达［１５］。

ＡＱＰ４在人、豚鼠、大鼠和小鼠结肠黏膜的肠神经系统中的表
达模式不同，在大鼠和小鼠中，ＡＱＰ４定位于一小群神经元；在
豚鼠中，ＡＱＰ４定位于肠神经胶质细胞；在人结肠黏膜中，ＡＱＰ４
也主要在胶质细胞中检测到。据推测，ＡＱＰ４可能参与胃肠道
的水转运［１６］。

目前，ＳＴＣ的致病原因复杂，致病机制不清，中医认为，其
致病的原因是糟粕在大肠传导异常、气虚肠燥，脾气虚弱，甚至

脾虚湿滞，从而致脾胃功能紊乱。基于“升清降浊”的中医基

础理论—“清阳主升、浊阴主降”，借助生白术补气健脾除湿、

升清降浊、调和脾胃、滋阴除热之功效，治疗此病，目前临床上

通常采用具有健脾理气功效的十余味中药联合，发挥协同作

用，旨在提高疗效的同时减少其不良反应。中医经方中通常将

枳壳和白术联合应用，起到补脾破气，合消补兼施，治脾虚气滞

型便秘。目前已有研究者应用枳壳及其挥发油的理气功效治

疗大便阻塞，并指出其可能是通过增强结肠推进功能和纠正

ＳＴＣ的异常结肠慢波［１７］起效。枳壳挥发油的主要成分 Ｄ－柠
檬烯同时还具有抗菌活性［１８］以助补气健脾，调节肠道水分。

而生白术含有内酯类化合物及挥发油，主要有效成分有苍术酮

（含量占２７．４％ ～６１％）、苍术醇、苍术醚。张毅超［１９］挥发油

除了具有抗菌、抗炎和抗衰老作用外，还对胃肠运动和身体免

疫具有调节作用。其主要活性成分白术甚至具有通便作

用［２０］。《本草求真》《王旭高医书六种》《伤寒论》对白术可生

脾胃之津、运化脾阳、治疗粪便硬均有记载。但也有人说中药

药量即是其不传之秘，可见药量对其疗效影响之大，白术正是

如此，大量白术具有通便功能，而小剂量的有止泻的功效，可见

白术具有止泻、通便的双向调控作用［２１］。另有研究显示，单味

重药剂的生白术来解决ＳＴＣ的功效是有明显成效的。
有学者研究证实白术是通过激活胃肠道Ｍ受体、５－羟色

胺３受体，同时抑制多巴胺２受体［２１］来促使缓解便秘；另有医

者研究认为白术中的有效成分为白术内酯Ⅰ、Ⅲ，是由苍术酮
转化的，其通过ＡＣＴＨ样物质作用于胆碱能受体，刺激肠道乙
酰胆碱的释放，加强肠道平滑肌收缩，同时影响植物神经系

统［２２］，进一步增加胃肠蠕动；还有学者认为生白术可以调节胃

肠道的微生物环境，即促进有益菌乳酸菌和双歧杆菌的增殖，

调节平衡肠道菌群，改善肠道水液代谢，而帮助排便［２３］。但白

术对治疗ＳＴＣ的作用机制尚有待进一步研究。
本实验通过检测ＡＱＰ３、４、９在ＳＴＣ大鼠表达情况，以及重

用白术对便秘大鼠结肠运输功能的影响和ＡＱＰｓ的表达变化，
探讨其作用机制，为白术治疗 ＳＴＣ的作用机制寻找有效靶点，
同时也为中药治疗ＳＴＣ提供理论依据。
１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　川北医学院动物实验室提供。清洁级 ＳＤ
大鼠６０只［ＳＣＸＫ（川）２０２０－０３０］，雌雄各半，体质量 １８０～
２２０ｇ，饲养环境：湿度５０％ ～６０％，室温（２２±３）℃，分组并单
笼适应，常规饲养１周。本实验由川北医学院伦理委员会批准
（批准编号：ＮＭＳＣ－２０２１－８２０７４４２９）。
１．１．２　主要药物和试剂　目的基因一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ－ｓｃ－
２０８１１）；复方地芬诺酯片（康德 －Ｈ３２０２２７１６）；ＡＱＰ３抗体，
ＡＱＰ４抗体，兔多克隆抗体（ａｂｃａｍ－ａｂ１８９２３）；ＡＱＰ９抗体，兔
多克隆抗体（ＧｅｎｅＴｅｘ－ｇｔｘ３７７８３）；白术购自川北医学院附属
医院；盐酸伊托必利片（批号：Ｈ２００３０３８９）成都恒瑞制药有限
公司；生物素二抗（中山金桥－ＳＰ－９００１）；β－ａｃｔｉｎ抗体，鼠单
克隆抗体（ａｂｃａｍ－ａｂ８２２６）；显色剂（中杉金桥 Ｋ１３５９２５Ｃ）；总
ＲＮＡ抽提试剂，ＴＲＩＺＯＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ－１６５９６－０２６）。
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１．１．３　主要仪器和设备　ＤＹＹ－６Ｃ电泳仪，美国 Ｂｉｏ－ＲＡＤ
公司；图像分析软件ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ－Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０；
脱水机，中威电子 ＴＳＪ－Ⅱ型；化学发光凝胶成像仪，Ｂｉｏ－
ＲＡＤ－ＵＶＴｒａｎｓｉｌｌｕｍｉｎａｔｏｒ；可见－紫外分光光度计，岛津公司，
ＢｉｏＳｐｅｃ－ｎａｎｏ；实时荧光定量（ＲＴ－ＰＣＲ）仪，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ－
ＰＩＫＯＲｅｄ９６；Ｔｈｅｒｍｏ全功能酶标仪ＭＫ３。
１．２　分组与方法
１．２．１　造模方法　万锦洲等［２３］和ＺＨＩＨ等［２４］成功应用复方

地芬诺酯复制ＳＴＣ模型，本实验在此基础上进行改进，即复方
地芬诺酯以１０ｍｇ／ｋｇ加入４ｍＬ０．９％氯化钠注射液中，制成
混悬液，浓度为５０％（根据药理学中人与动物药物换算比例计
算得出）。

采取人工灌胃方式进行，同时限水处理，即每日８∶００给
予复方地芬诺酯片悬浮液３ｍＬ，１２∶００超纯水２ｍＬ，１６∶００超
纯水３ｍＬ，２０∶００超纯水２ｍＬ，总量控制在１０ｍＬ，为正常饮
水量的１／３。验证模型复制成功后处死模型组和正常组大鼠。
１．２．２　分组及干预方法　将６０只大鼠按随机数字表法平均
分组，即正常组（正常喂养）、模型组（复方地芬诺酯造模）、伊

托必利组（验证造模成功后给予伊托必利灌胃：参照《中药药

理研究方法学》，按成年人１ｄ用药量５ｍｇ／ｋｇ扩大１０倍，配成
浓度为１２．５％的混悬液，每天３ｍＬ，连续６ｄ）、白术高剂量组
（验证造模成功后给予白术高剂量灌胃，药量为３３．９２／ｋｇ／ｄ），
白术中剂量组［验证造模成功后给予白术中剂量灌胃，药量为

１６．９６／（ｋｇ·ｄ）］，白术低剂量组［验证造模成功后给予白术低
剂量灌胃，药量为８．４８ｇ／（ｋｇ·ｄ），为临床等效剂量］。根据
《中药药理实验方法学》中经典公式：Ｄ１／Ｄ２＝Ｒ１／Ｒ２·（Ｗ２／
Ｗ１）１／３，计算出中药人鼠的临床等效剂量，运用减压浓缩法将
白术浓缩成浓度为 ２．２ｇ／ｍＬ的药液，配成 ４ｍＬ药液，连续灌
胃６ｄ。
１．２．３　标本采集　各组大鼠禁食２４ｈ后处死即刻剖腹，并摘
除从幽门到直肠末端的全部肠管，分别取近、远端结肠各 ３
ｃｍ，均分成３段，先后用０．９％的氯化钠注射液及缓冲磷酸盐
溶液（ＰＢＳ）清洗结肠，２段置于－８０℃ 冰箱，１段放入甲醛中。
１．３　免疫组织化学
１．３．１　病理切片制备、ＨＥ染色及免疫组化检测步骤简述　取
组织块进行脱水等处理后石蜡包埋并切片４μｍ，后放入二甲
苯液 １０ｍｉｎ进行脱蜡，按顺序浸入梯度酒精水化，ＰＢＳ液冲洗
２ｍｉｎ后浸入苏木素液体中５ｍｉｎ染色，流动水冲浮色；染好后
浸入枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０），加热至９５℃（微波炉），持续
煮沸１５ｍｉｎ，后放置冷却，重复煮沸，再次冷却后 ＰＢＳ冲洗（５
ｍｉｎ×２）；滴加 ３％Ｈ２Ｏ２后再次 ＰＢＳ冲洗（３ｍｉｎ×３）；滴加山
羊血清封（３７℃孵育１０ｍｉｎ）；滴加一抗、二抗后 ＤＡＢ显色试
剂盒显色１０ｍｉｎ，用蒸馏水洗涤后复染，封片等。
１．３．２　对切片染色阳性结果显示　应用 Ｍｏｔｉｃ３０００显微镜
（倍数：４００），阳性：ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９染色后为棕色或者棕黄
色，阴性：细胞核染色后呈蓝色。采用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０图
像分析系统测定所采集全部图像的光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）和面积（Ａｒｅａ），计算平均光密度（ｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｙ，
ＭＤ）。
１．４　实时荧光定量聚合酶链式反应
１．４．１　引物设计　将超低温中放置的结肠组织取出，按说明
书用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，从美国国家生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）数据库中搜索基因全序列，使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ引物设

计软件设计筛选各基因特异性引物。所有引物均交由上海生

工生物工程技术服务有限公司设计合成，并以ＵＬＴＲＡＰＡＧＥ纯
化。本研究所用引物及碱基序列见表１。

表１　检测所用引物及碱基序列

引物名称 上游 下游

β－ａｃｔｉｎ ｇａａｇａｔｃａａｇａｔｃａｔｔｇｃｔｃｃｔ ｔａｃｔｃｃｔｇｃｔｔｇｃｔｇａｔｃｃａ
ＡＱＰ３ ｇｔｔｃｃｇｔｇｇｃｔｃａａｇｔｇｇｔｇｃｔｃａｇ ｇｃａｇｇｇｔｔｃａａｇｔｇｇｇｃｔｃｃａｇａｃａ
ＡＱＰ４ ｇｃａｔｃａｇｇｇｔｔｇｇｃｔｇｔｇｔｃｃｇｇｇｔ ｇｇｃｇｔｔｃｃｃａｇａｇｇｔｇｔｃａｃａｇｇａａ
ＡＱＰ９ ｔｃｇｇｃａｇｔｃｇｔｇａｔｇｇｃｔｃｔｃｔａｔｇｔ ａｇｇｃａｃｃｔｇｇｃｇｔｇｇａｔａｔｇａａｔｇｇａ

１．４．２　检测分析　使用ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｋｏＲｅａｌ软件（Ｔｈｅｒ-
ｍｏ公司）分析 ＰＣＲ过程各检测样本的 ＣＴ（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ）
值。本实验室通过２－△△ＣＴ计算Ｘ相对ｍＲＮＡ表达水平。

△ＣＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ＝ＣＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ目的 －ＣＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ内参
△ＣＴｂｌａｎｋ＝ＣＴｂｌａｎｋ目的 －ＣＴｂｌａｎｋ－内参
△△ＣＴ＝△ＣＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ－△ＣＴｂｌａｎｋ
ＸｍＲＮＡ表达差别倍数以２－△△ＣＴ表示。

１．５　免疫蛋白印迹
将－８０℃超低温冰箱内冻存大鼠结肠组织在３７℃水浴

中解冻后转至２ｍＬＥＰ管中，分别加入 ＲＩＰＡ裂解液，剪碎并
置碎冰上裂解１０ｍｉｎ；收集裂解液后用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
测定其蛋白浓度，根据所测蛋白浓度上样，２００ｍＡ转膜１～２
ｈ，将ＰＶＤＦ膜放入ＴＢＳＴＢｕｆｆｅｒ稀释的５％ＢＳＡ液中，摇床轻摇
２ｈ；将ＰＶＤＦ膜洗５ｍｉｎ×３。一抗、二抗孵育后把发光液均匀
地滴加到膜上后曝光。

图像分析：用凝胶图像分析成像系统进行扫描分析，目的

蛋白相对表达量＝目的蛋白积分光密度值（ＩＯＤ）／内参积分光
密度值（ＩＯＤ）。
１．６　统计学方法

使用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２１．０进行统计分析。本研究中的
实验数据以均数±标准值表示偏差（ＳＤ）。单因素方差用于分
析，ＬＳＤ方法用于方差同质性，Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ方法用于方差异
质性，Ｐ＜０.０５被认为是差异显著性统计学意义，Ｐ＜０.０１被
认为是差异非常显著性统计学意义。

２　结果
２．１　大鼠一般情况及粪便含水量

正常组给予正常喂养，不参与造模，各实验组连续造模６
ｄ，第２天正常组中１只大鼠死亡；第６天白术中剂量组１只大
鼠死亡，给予进行尸检，大鼠肺部可见大量血性分泌物，分析原

因为灌胃液误入肺组织，导致肺水肿所致，规范操作后未出现

大鼠死亡情况。观察ＳＤ大鼠的毛发色泽改变等一般情况，以
及排便情况等。正常组大鼠一般情况好，动作灵活，毛色光亮，

排便次数及干湿度良好，排出粪便为黄色湿软长条形，造模组

大鼠粪便为少量褐色干硬颗粒状，体质量增加减少，毛发干枯

无光泽，精神度和活动度亦减少。

将大鼠结肠内所有粪便进行湿重测量、干重测量（３７℃温
箱中干燥处理），并计算含水量。如表２、插页ⅩⅤ图１所示。

粪便含水量＝［（湿重－干重）／（湿重－离心管）］×１００％
２．２　碳墨推进实验

采用颈椎脱臼处死模型组大鼠，处死前１ｈ给予１０％活性
炭悬液２ｍＬ灌胃，处死后立即剖腹，测量全结肠长度（幽门至
肛门），计算出墨汁推进率（测量松弛状态下肠道全长和墨汁

的最前端到幽口的距离与肠道总长度的比值，是反映肠道传输

１８
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功能的可靠指标）。

表２　大鼠粪便质量及含水量测定情况（�ｘ±ｓ）

组别 ｎ 湿重／（ｇ） 干重／（ｇ） 含水量／（ｇ） 含水量百分比／（％）

正常组　　　 ９ ３．０５±０．８４ １．００±０．３４ ２．０２±０．３１ ６６．４３±６．１２
模型组　　　 １０ ４．３１±０．５３ａ ２．５６±０．１７ １．７４±０．４３ ３８．４２±３．３１ｂ

伊托必利组　 １０ ４．４２±１．００ａ ２．３８±０．４５ ２．０６±０．３２ ４７．３２±５．０１ｂ

白术低剂量组 １０ ４．６３±１．２４ａ ２．１２±０．３２ ２．５０±０．４５ ５０．３１±６．３７ｂ

白术中剂量组 ９ ４．５４±０．５４ａ １．８９±０．４３ ２．６５±０．８３ ５９．０３±５．２９ｂ

白术高剂量组 １０ ４．１０±０．６７ａ １．０３±０．３３ ３．０７±０．６８ ７０．３２±５．７３ｂ

　　注：ａ与正常组比较，Ｐ＜０.０５；ｂ与正常组比较，Ｐ＜０.０５。
　　实验显示：模型组大鼠的墨汁推进率明显增加（Ｐ＜
０.０５），正常组为５４．１２％，模型组为６３．４３％，提示应用复方地
芬诺酯进行慢传输型便秘模型造模成功，使结肠传输速度减

慢，从而延长了大鼠粪便传输时间。其余各实验组中，白术高

剂量组的墨汁推进率明显升高（Ｐ＜０.０５），而白术中、低剂量
组增加无统计学意义（Ｐ＞０.０５）。从实验结果中可以看出，墨
汁推进率进一步证实了 ＳＴＣ大鼠造模成功，且随着药物浓度
增加，墨汁推进率升高，大鼠结肠的传输速度也相应加快。

２．３　免疫组化染色结果
从免疫组化染色结果可以看出，ＡＱＰ３在正常组大鼠近端

结肠黏膜下层以及浆膜层、肌层中棕黄色分布均不明显，杯状

细胞可见极少量不规则黄色区域，考虑存在非特异性染色，进

一步仔细观察，ＡＱＰ３主要分布在大鼠近端结肠组织黏膜、结
肠黏膜顶部、吸收细胞的质膜顶部（腔面）上（阳性染色为棕黄

色），并且可以看到棕黄色区域呈现出带状条形规律分布，亦

有少量存在于胞质中，而杯状细胞及黏膜下层、浆膜层等区域

表达不明显，中段及远端结肠少量分布。如插页ⅩⅥ图２所示。
ＡＱＰ９在大鼠远端结肠组织杯状细胞上分布较多，为棕黄

色，且可以看到呈现出条带状规律分布，而黏膜结肠黏膜顶部

吸收细胞只零星分布，着色不明显，中段及近端结肠少量分布，

且未形成规律分布。如插页ⅩⅦ图３所示。
ＡＱＰ４弥散分布在结肠各段，结肠的黏膜层、黏膜下层、肌

层及浆膜层均可见棕黄色区域，其中黏膜层顶部及浆膜层的吸

收细胞中呈局灶分布。如插页ⅩⅧ图４所示。
模型组：ＡＱＰ９含量减少，远端结肠组织减少得更明显，而

ＡＱＰ３含量增加，近端结肠组织更显著，结肠组织中ＡＱＰ４含量
亦明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５），药物干预后，白术
中、高剂量组及伊托必利组的ＡＱＰ４含量明显减少，ＡＱＰ３含量
明显减少，近端结肠组织更显著，ＡＱＰ９含量增加，在远端结肠
更明显，差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５）。而白术低剂量组

ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９虽有增加或减少趋势，但差异无统计学意
义（Ｐ＞０.０５）。如表３、插页ⅩⅤ图５所示。
２．４　结肠组织ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９ｍＲＮＡ表达比较

ＡＱＰ３ｍＲＮＡ在模型组大鼠近端结肠的表达明显增加，且
差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５），ＡＱＰ３ｍＲＮＡ在伊托必利组及
白术高剂量组表达明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５），
其余各组均无明显变化；ＡＱＰ９ｍＲＮＡ在模型组大鼠远端结肠
的表达明显减少，且差异有显著统计学意义（Ｐ＜０.０１），ＡＱＰ９
ｍＲＮＡ在伊托必利组及白术高剂量组表达明显升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０.０５），其余各组均无明显变化，不具备统计学
意义；ＡＱＰ４ｍＲＮＡ在模型组大鼠结肠组织中表达明显升高，且
差异有显著统计学意义（Ｐ＜０.０１），ＡＱＰ４ｍＲＮＡ在伊托必利
组及白术高剂量组表达明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
０.０５），其余各组均无明显变化，不具备统计学意义。如表４、
插页ⅩⅤ图６所示。
２．５　大鼠结肠蛋白表达

与正常组相比，模型组大鼠近端结肠的ＡＱＰ３蛋白表达明
显增加，经伊托必利及白术治疗后，伊托必利组及白术中、高剂

量组ＡＱＰ３蛋白表达明显减少，差异有统计学意义，白术低剂
量组无明显变化；与正常组相比，模型组大鼠远端结肠的

ＡＱＰ９蛋白表达明显减少，经伊托必利及白术治疗后，伊托必
利组及术中、高剂量组 ＡＱＰ９蛋白表达明显增强，差异有统计
学意义，白术低剂量组无明显变化；与正常组相比，模型组大鼠

结肠组织的ＡＱＰ４蛋白表达明显升高，经伊托必利及白术治疗
后，伊托必利组及白术中、高剂量组ＡＱＰ４蛋白表达明显减少，
差异有统计学意义，Ｐ＜０.０５，白术低剂量组无明显变化。如
表５、插页ⅩⅤ图７、图８－图１０所示。
３　讨论

慢性便秘是一种常见问题，严重影响患者和家属、医护人

员的生活质量［２４］。功能性便秘在全世界儿童和成人中很常

见。功能性便秘在儿童和成人中表现出相似性，但在流行病

学、症状学、病理生理学、诊断检查和治疗管理方面也存在重要

差异。在儿童中，该方法侧重于疾病的行为性质，即：如厕训练

和通便剂。在成人中，治疗的重点是排除潜在原因，并区分功

能性便秘的不同亚型———正常传输、慢传输或排空障碍，这对

治疗有重要影响［２５］。慢性传输型便秘指整个消化系统中存在

慢传输因素，尤其是结肠的传导输出，结肠内容物中水分的含

量对其传导及蠕动功能很大的影响。研究表明，结肠上皮细胞

吸收水分的过程是一种被动转运，目前以细胞旁路途径和跨

表３　各组大鼠结肠组织ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９平均光密度值（ＭＤ）比较

组别
近端结肠

ＡＱＰ３ ＡＱＰ９

远端结肠

ＡＱＰ３ ＡＱＰ９

结肠组织

ＡＱＰ４

正常组　　　 ０．１４３±０．０３２ａ ０．０９７±０．００３ ０．１３３±０．０１０ ０．２６９±０．０３１ｄ ０．１５７±０．０３４ｇ

模型组　　　 ０．３１５±０．０２３ｂｃ ０．１０１±０．００５ ０．１４２±０．００９ ０．１００±０．０１５ｅｆ ０．２９２±０．０４３ｈｉ

伊托必利组　 ０．２２７±０．０３２ ０．０８６±０．００４ ０．１４４±０．０１０ ０．１６５±０．０１９ ０．２１３±０．０２１
白术低剂量组 ０．２８２±０．０２２ ０．１０１±０．０１０ ０．１４０±０．００８ ０．２３１±０．０２２ ０．２７９±０．０２２
白术中剂量组 ０．２２７±０．０１５ ０．０９３±０．００３ ０．１４２±０．０１０ ０．１７２±０．０１７ ０．２３１±０．０１３
白术高剂量组 ０．２０３±０．０１６ ０．１０２±０．０１１ ０．１４４±０．０１３ ０．１６６±０．０１５ ０．１９２±０．０１８

　　注：ａ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｂ与伊托必利组及白术中高剂量组比较，Ｐ＜０.０５；ｃ与白术低剂量组比较，Ｐ＞０.０５；ｄ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；
ｅ与伊托必利组及白术中高剂量组比较，Ｐ＜０.０５；ｆ与白术低剂量组比较，Ｐ＞０.０５；ｇ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｈ与伊托必利组及白术中、高剂量组
比较，Ｐ＜０.０５；ｉ与白术低剂量组比较，Ｐ＞０.０５。
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表４　各组大鼠结肠组织ＡＱＰ３ｍＲＮＡ、ＡＱＰ９ｍＲＮＡ、
ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达比较（�ｘ±ｓ）

单位：２－△△ＣＴ（基因表达值）

组别
近端结肠

ＡＱＰ３ｍＲＮＡ
远端结肠

ＡＱＰ９ｍＲＮＡ
结肠组织

ＡＱＰ４ｍＲＮＡ
正常组　 １．１６８７±０．７３４３ １．０１１５±０．１４３３ １．１６８７±０．７３４３
模型组　 ３．３４２３±０．４３５４ａ ０．６０４３±０．１３５６ｄ ３．３４２３±０．３４２５ｇ

伊托必利组　 １．２３１２±０．８４２３ｂ ０．９７３２±０．１３６５ｅ １．５４６５±０．４５６４ｈ

白术低剂量组 ２．８６７５±１．１４５６ ０．７１３１±０．０４３６ ３．０３５６±１．０００９
白术中剂量组 ２．８７４５±０．６２３４ ０．７５６５±０．２５４ ２．９３４２±０．５４３２
白术高剂量组 １．５４５６±０．７６３５ｃ ０．８８３２±０．１３６４ｆ １．６３４２±０．６５３５ｉ

　注：ａ与正常组比较，Ｐ＜０.０５；ｂ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｃ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｄ与
正常组比较，Ｐ＜０.０１；ｅ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｆ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｇ与正常组比较，
Ｐ＜０.０１；ｈ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｉ与模型组比较，Ｐ＞０.０５。
表５　各组大鼠结肠组织ＡＱＰ３、ＡＱＰ９、ＡＱＰ４蛋白表达（�ｘ±ｓ）

组别
近端结肠ＡＱＰ３
蛋白ＯＤ值

远端结肠ＡＱＰ９
蛋白ＯＤ值

结肠组织ＡＱＰ４
蛋白ＯＤ值

正常组　 １．２４７２±０．２３５７ １．０４３５±０．０３７８ １．０２３４±０．４３６５
模型组　 ２．５３１３±０．２５３６ａ ０．４６４５±０．３５６２ｅ ２．１４５２±０．２３５６ｉ

伊托必利组　 １．５７２３±０．３５３６ｂ ０．９２５４±０．３６１７ｆ １．５９４６±０．６４３５ｊ

白术低剂量组 ２．１４３８±０．４６３５ ０．４９８７±０．０９４３ ２．００３０±０．１５７５
白术中剂量组 １．６３５１±０．３５２６ｃ ０．６７６５±０．１１８８ｇ １．７３４６±０．７５６４ｋ

白术高剂量组 １．５２３４±０．３６２７ｄ ０．８３４５±０．１０３５ｈ １．５５６４±０．５６４２ｌ

　注：ａ与正常组比较，Ｐ＜０.０１；ｂ与模型组比较，Ｐ＜０.０１；ｃ与模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｄ与
模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｅ与正常组比较，Ｐ＜０.０１；ｆ与模型组比较，Ｐ＜０.０１；ｇ与模型组比较，
Ｐ＜０.０５；ｈ与模型组比较，Ｐ＜０.０１；ｉ与正常组比较，Ｐ＜０.０１；ｊ与模型组比较，Ｐ＜０.０１；ｋ与
模型组比较，Ｐ＜０.０５；ｌ与模型组比较，Ｐ＜０.０１。

　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．伊托必利组；Ｄ．白术
低剂量组；Ｅ．白术中剂量组；Ｆ．白术高剂量组。

图８　大鼠近端结肠组织 ＡＱＰ３蛋白表达条带

　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．伊托必利组；Ｄ．白术
低剂量组；Ｅ．白术中剂量组；Ｆ．白术高剂量组。

图９　大鼠远端结肠组织 ＡＱＰ９蛋白表达条带

　注：Ａ．正常组；Ｂ．模型组；Ｃ．伊托必利组；Ｄ．白术
低剂量组；Ｅ．白术中剂量组；Ｆ．白术高剂量组。

图１０　大鼠结肠组织 ＡＱＰ４蛋白表达条带

细胞途径这两种为主要转运方式，其中第２种途径分为自由扩
散模式、共同转运体模式以及水通道蛋白（ＡＱＰｓ）通道模式。
ＡＱＰｓ是一种完整的膜蛋白，也是一类跨膜通道，分别促进渗透
梯度和溶质梯度驱动的水和小型中性溶质的双向流动［２６－２７］，

广泛表达于各种生物体和细胞中。其在人类被发现以及所描

述的１３个副同源基因（ＡＱＰ０－１２）以细胞和组织依赖的模式
表达［２８］，每一个都呈现不同的特征。根据其通透性和一级结

构，ＡＱＰｓ可分为 ３个亚组：经典或正统 ＡＱＰｓ（ＡＱＰ０、ＡＱＰ１、
ＡＱＰ２、ＡＱＰ４、ＡＱＰ５、ＡＱＰ６和 ＡＱＰ８）主要对水有选择性，并在
上皮等流体输送特殊组织中发挥重要作用；而且，非正统或Ｓ－
水通道蛋白（ＡＱＰ１１和ＡＱＰ１２）是调节细胞器内稳态的细胞内
副产物［２９－３１］。最近，一些水通道蛋白（ＡＱＰ０、ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、
ＡＱＰ５、ＡＱＰ８、ＡＱＰ９和ＡＱＰ１１）因其在Ｈ２Ｏ２转运中的作用而被
报道，因此被称为过氧化物通道蛋白［31］。人类 ＡＱＰ功能多
样，涉及多种非传染性疾病，包括癌症、肾功能不全、神经系统

疾病、癫痫、皮肤病、代谢综合征，甚至心脏病［２５］。

近年来越来越多的ＡＱＰｓ亚型在消化系统中被发现，且经
研究表明ＡＱＰ３已成为正常大鼠结肠组织中的主要 ＡＱＰｓ，这
表明其在结肠水液转运代谢方面有重要作用［２８］。ＯＫＡＤＡＳ
等［２９］已用 Ｗｅｓｔｅｒｎ等方法检测到肠道杯状细胞上有 ＡＱＰ９表
达，且检测到ＡＱＰ９ｍＲＮＡ的表达，说明ＡＱＰ９可能与肠道的水
液代谢有关。与无功能性便秘患者相比，功能性便秘患者升结

肠ＡＱＰ３上调，降结肠 ＡＱＰ９下调［３０］。袁维堂等［３１］通过研究

发现：与对照组比较，便秘组的 ＡＱＰ３在升结肠中含量增多而
ＡＱＰ９在降结肠中含量减少，说明 ＡＱＰ３、ＡＱＰ９在肠道的水液
代谢过程中可能起着很重要的作用。

针对便秘，本课题研究组多年来已经开展多项深入研究，

前期工作成果突出。在慢性便秘的治疗上灵活运用“升清降

浊”治法，并且在此理论基础上筛选出经方“枳术丸”，这也是

中医经典理论“肺与大肠相表里”的体现，同时在“枳术丸”加

味后研制中成药“便塞通合剂”用于老年性便秘的治疗，在临

床中获得满意效果，其中白术在其中发挥关键作用。脾主运

化，可以调节水平衡和津液代谢这些重要环节，水通道蛋白必

然与“脾主运化”存在一定关系，脾胃调和、气机得化是影响

ＡＱＰｓ正常表达的关键。故本课题结合前期研究及实验结果，
基于“升清降浊”理论，重用生白术治疗便秘，本于其健脾益

气、和胃畅中之功效，脾气健运，为胃肠行其津液，津液输布如

常，肠道得以润泽。选取 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９作为代表进行研
究讨论重用生白术治疗慢性传输型便秘蕴藏在结肠 ＡＱＰｓ中
功能及表达的变化规律，以期为研究大剂量生白术通便的机制

提供依据。

本研究结果表明，在正常大鼠结肠组织中，ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、
ＡＱＰ９在全结肠都有表达，其中正常大鼠 ＡＱＰ３在近端结肠表
达明显，ＡＱＰ９在远端结肠表达明显；而便秘大鼠结肠组织中
ＡＱＰ４含量明显增加，远端结肠中ＡＱＰ９含量明显减少，近端结
肠中ＡＱＰ３明显增加，说明便秘大鼠结肠组织中 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、
ＡＱＰ９含量有明显改变，提示其可能参与结肠水液代谢以及便
秘的形成；且 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４可能与结肠组织的水分吸收有关，
即抑制结肠水分吸收，而 ＡＱＰ９则与结肠组织的水分分泌有
关，即刺激结肠水分的分泌，更进一步讲，ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９
可能是结肠水分吸收和分泌之间平衡的关键因子。通过本实

验更深一步的研究，即给予白术及伊托必利药物治疗，伊托必

利已证实是增加肠道蠕动、增加肠道水液代谢、改善便秘的有

效药物，而应用低剂量白术后，虽然对ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９有一

３８
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定影响，但用药前后差异无统计学意义，随着白术浓度的增高，

其中、高剂量组大鼠结肠黏膜 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４表达降低、ＡＱＰ９
表达增高明显，且这与伊托必利干预治疗作用效果相一致，说

明白术干预治疗可下调结肠黏膜 ＡＱＰ３、ＡＱＰ４，上调结肠黏膜
ＡＱＰ９的表达水平，而 ＡＱＰ９表达上升可刺激结肠水分吸收，
ＡＱＰ３、ＡＱＰ４表达减少可抑制结肠水分吸收，这可能是白术治
疗慢传输型便秘的作用机制之一。故本实验得出的结论是近

端结肠组织中ＡＱＰ３含量增加，远端结肠组织中 ＡＱＰ９含量减
少，ＡＱＰ４含量增加，可能是ＳＴＣ的发病机制之一；白术通过下
调ＡＱＰ３表达、上调ＡＱＰ９表达，可能是其发挥“升清降浊”效
应从而治疗ＳＴＣ的作用机制之一。
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ⅩⅤ

基于ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９探讨白术对慢传输型便秘大鼠的作用机制

（正文见７９－８４页）

图１　各组大鼠粪便质量、含水量及百分比雷达图 图５　各组大鼠ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ９平均光密度值堆叠面积图

图６　各组大鼠结肠组织ＡＱＰ３ｍＲＮＡ、
ＡＱＰ９ｍＲＮ、ＡＱＰ４ｍＲＮＡ表达点线图

图７　各组大鼠结肠组织ＡＱＰ３、ＡＱＰ９、ＡＱＰ４蛋白表达点线图
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ⅩⅥ

空白组 模型组

伊托必利组 白术低剂量组

白术中剂量组 白术高剂量组

图２　各组大鼠近端结肠ＡＱＰ３免疫染色图片
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空白组 模型组

伊托必利组 白术低剂量组

白术中剂量组 白术高剂量组

图３　各组大鼠远端结肠ＡＱＰ９免疫染色图片
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ⅩⅧ

空白组 模型组

伊托必利组 白术低剂量组

白术中剂量组 白术高剂量组

图４　各组大鼠结肠ＡＱＰ４免疫染色图片


