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摘要　目的：观察右归丸对功能性便秘大鼠胃肠动力的影响，同时探讨其肠神经递质５羟色胺（５ＨＴ）、一氧化氮（ＮＯ）、
肠内Ｐ物质（ＳＰ）、血管活性肠肽（ＶＩＰ）以及结肠组织水通道蛋白３（ＡＱＰ３）浓度的变化。方法：选取６０只功能性便秘模型
大鼠并将其随机分为空白组、模型组以及干预组，每组２０只。其中模型组及干预组大鼠接受复方地芬诺酯混悬液灌胃制
备功能性便秘模型，随后对干预组大鼠进行右归丸悬浊液灌胃，共给药２０ｄ。用活性炭进行灌胃计算各组胃排空率、小肠
推进率；酶联免疫吸附试验法（ＥＬＩＳＡ）检测各组大鼠外周血肠神经递质 ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ水平变化；免疫蛋白质印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法观察各组结肠组织ＡＱＰ３表达变化。结果：模型组及干预组大鼠造模开始后逐渐出现精神萎靡、喜
卧、食欲减退、粪便量少、便质干硬等症状，甚至部分大鼠出现小便减少。经过干预后大鼠上述症状逐渐改善，甚至出现部

分大鼠症状消失。模型组及干预组大鼠的胃排空率及小肠推进率明显减弱，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），其中干预组大鼠的胃排空率及小肠推进率明显较模型组快，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。模型组及干预组大鼠
血清ＳＰ、ＶＩＰ水平降低，ＮＯ及５ＨＴ升高，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中干预组优于模型组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。４）模型组及干预组大鼠结肠组织 ＡＱＰ３表达明显升高，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），其中干预组大鼠较模型组水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：功能性便秘的发生可能与肠神经递质
及水通道蛋白的异常有关，右归丸治疗功能性便秘可能通过调节ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ及ＡＱＰ３水平实现。
关键词　功能性便秘；大鼠模型；胃排空率；小肠推进率；５羟色胺；一氧化氮；肠内Ｐ物质；血管活性肠肽；水通道蛋白３
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　　功能性便秘是以排便次数、便量减少，便质干结
或排便费力为表现的临床征候群，是消化道常见的

疾病之一［１］。现代研究显示肠神经递质失调是导致

功能性便秘的主要病理变化。５羟色胺（５ＨＴ）、一
氧化氮（ＮＯ）、肠内 Ｐ物质（ＳＰ）、血管活性肠肽
（ＶＩＰ）是调节肠道功能的重要神经递质，可发挥兴
奋或抑制作用对肠道运动进行调节［２３］；此外，肠道

水液代谢紊乱亦是导致功能性便秘的核心原因，

ＡＱＰｓ是水分子生物膜的重要蛋白，其中 ＡＱＰ３是
ＡＱＰｓ重要成员，对机体各部分的水分吸收、液体分
泌及细胞内外的水平衡功能有重要调节作用［４５］。

因此ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ以及 ＡＱＰ３的水平改变对功
能性便秘有重要监测功能。

功能性便秘属于中医“便秘”的范畴，有虚实之

分。临床亦虚症为多见，好发于中老年人，肾气亏虚

致大肠失于温煦，推动无力导致传导失司而出现此

病，因此临床治疗多以温补肾阳为则［６７］。右归丸出

自《景岳全书》，基于“阴中求阳”的理论所创，具有

温补肾阳，填精益髓之功效，主治肾阳不足引起的诸

症，临床亦有其有效治疗功能性便秘的报道［８］，但对

其作用机制有待进一步探讨。本研究拟从肠神经递

质及水通道蛋白变化与肾阳虚之间的关系着手，以

动物模型为载体，探讨右归丸的科学内涵。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取健康雄性 ＳＤ大鼠６０只。所有
大鼠均由中国上海ＳＬＡＣ实验动物有限责任公司提
供（合格证号：ＳＣＸＫ（泸）２００７—０００５），于实验动物
中心适应性喂养５ｄ后体质量达（３００±２０）ｇ进行实
验研究。食物和水在整个实验过程中均由实验动物

自由索取。实验经成都中医药大学动物管理制度和

使用委员会批准而进行，实验过程中动物的处理均

严格按照国际道德准则和国家健康指南关于维护和

使用实验动物先关条例进行。

１１２　药物　右归丸（浓缩丸，北京同仁堂股份有
限公司同仁堂制药厂，国药准字 Ｚ１１０２１０４０）。右归
丸混悬液制备：将右归丸完全溶解于双蒸水中，参照

成人的体质量及剂量，根据《药理实验方法学》中换

算动物剂量折算方法将右归丸配置成含药０２４３ｇ／
ｍＬ的混悬液［２］，备用。

１１３　试剂与仪器　大鼠ＳＰＥｌｉｓａ试剂盒（南京森
贝伽生物科技有限公司，产品编号 ＦＡ０２１５７２），大鼠
ＮＯＥＬＩＳＡ试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司，
产品编号ＦＡ０２１０６Ｂ），大鼠５ＨＴＥＬＩＳＡ试剂盒（南
京森贝伽生物科技有限公司，产品编号ＹＭＳ２０７０），
大鼠ＶＩＰＥＬＩＳＡ试剂盒（南京森贝伽生物科技有限
公司，产品编号 ＹＭＳ２８１０），ＡＱＰ３抗体（Ａｂｃａｎ公
司，产品编号ａｂ１５０５６１）。

高速冷冻离心机，转膜仪，凝胶成像系统，聚合

酶链式反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增
仪（美国），切片机（美国），酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏｌａｂ
ｓｙｓｔｅｍ公司），脱色摇床（美国 Ｔｈｅｒｍｏｌａｂｓｙｓｔｅｍ公
司）及 ＰＬ２０３型电子天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥ
ＤＯ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　选取６０只大鼠并随机分
为空白组、模型组及干预组，每组２０只。

参照文献［９］中的造模方法，具体如下：将动物禁

食１２ｈ，以１０ｍＬ／ｋｇ比例对模型组及干预组大鼠进
行复方地芬诺酯混悬液灌胃，１次／ｄ，连续灌胃 ４
周。当大鼠出现食欲减退、精神萎靡、大便干结、大

便粒形时提示造模成功。

１２２　给药方法　干预组：大鼠接受功能性便秘模
型制备后予右归丸混悬液灌胃给药干预，连续灌胃

２０ｄ，１次／ｄ，每次２ｍＬ／２００ｇ。
模型组：大鼠接受功能性便秘模型制备后接受

右归丸组同体积的生理盐水灌胃，连续灌胃２０ｄ。
空白组：不接受造模制备，接受右归丸组同体积的生

理盐水灌胃，连续灌胃２０ｄ。
１２３　检测指标与方法　大鼠一般症状：造模结束
后每隔４天常规记录大鼠体质量、排便情况以及抓
取激惹反应。

胃排空率、小肠推进率：将各组大鼠禁食１２ｈ，
每组随机抓取３只大鼠，按照０１ｍＬ／１０ｍｇ的比例
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计算活性炭剂量，将计算好的活性炭进行灌胃，随后

处死大鼠取胃称重。将胃置于冰山后从胃大弯处剪

开胃体，用生理盐水冲洗胃内容物后再次称重，计算

胃排空率。再剪取肠管测量小肠总长度，从幽门至

活性炭前沿的距离视为肠管内推进距离，计算小肠

推进率。

ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ水平：将各组大鼠禁食１２ｈ，
每组随机抓取３只大鼠，按照０３ｍＬ／ｋｇ的比例腹
腔注射１０％水合氯醛麻醉后，进行腹主动脉采血，
迅速离心后取上清液，ＯＰＤ显色后采用 ４９２ｎｍ波
长，ＴＭＢ反应产物检测需要４５０ｎｍ波长。检测时一
定要首先进行空白孔系统调零。用测定标本孔的吸

收值与一组阴性标本测定孔平均值的比值（Ｐ／Ｎ）
表示。

结肠组织水通道蛋白 ３（ＡＱＰ３）测定：将各
组大鼠禁食 １２ｈ，每组随机抓取 ３只大鼠，按照
０３ｍＬ／ｋｇ的比例腹腔注射１０％水合氯醛麻醉后，
冰上快速取出结肠，取收集的结肠组织２００ｍｇ，加
入１ｍＬ１％ＰＭＳＦ的蛋白裂解液中，冰里匀浆静置
３０ｍｉｎ。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下，离心５ｍｉｎ。
提取上清液，ＢＣＡ法测蛋白浓度，将样本放入
－８０℃冰箱中备用。将各标本的上样量加入蛋白
凝胶中进行电泳，将目的蛋白转移至聚偏二氟乙烯

膜 （ＰＶＤＦ）中，使用ＴＢＳＴ液在摇床上进行洗涤３
次，洗１０ｍｉｎ／次，室温下封闭２ｈ，随后进行一抗
孵育过夜，再次用 ＴＢＳＴ液洗涤 ３次，洗 １０ｍｉｎ／
次。随后将膜置于稀释过生物辣根过氧化酶 ＨＲＰ
标记的二抗中，室温条件下孵育２ｈ，加入 ＥＣＬ发
光剂显影，测定各条带的吸光度，分别与内参条带

的灰度值比较，各条带／内参的灰度值作为样本蛋
白表达的相对表达量，并统计分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＡＳ９４统计软件进行数
据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
方差分析，非正态分布比较采用非参数检验。以Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠一般情况变化　模型组及干预组大
鼠造模开始后逐渐出现精神萎靡、喜卧、食欲减退、

粪便量少、便质干硬等症状，甚至部分大鼠出现小便

减少。经过干预后大鼠上述症状逐渐改善，甚至出

现部分大鼠症状消失。

２２　各组胃排空率及小肠推进率比较　模型组及
干预组大鼠的胃排空率及小肠推进率明显减弱，与

空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中干

预组大鼠的胃排空率及小肠推进率明显较模型组

快，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组胃排空率及小肠推进率比较（珋ｘ±ｓ，％）

组别 胃排空率 小肠推进率

空白组（ｎ＝３） ５７１６±１１３６ ５８７８±６７８
模型组（ｎ＝３） １５１４±４５２ ２２２３±３１８

干预组（ｎ＝３） ４３２８±９７４△ ４４２６±５８６△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２３　各组 ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ水平变化　模型组及
干预组大鼠血清 ＳＰ、ＶＩＰ水平降低，ＮＯ及５ＨＴ升
高，与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
其中干预组优于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表２。
２４　各组ＡＱＰ３蛋白表达变化　模型组及干预组
大鼠结肠组织ＡＱＰ３表达明显升高，与空白组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中干预组大鼠较
模型组水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见图１、表３。

图１　各组结肠组织ＡＱＰ３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果

３　讨论
功能性便秘属于中医学“便秘”“脾约”“肠结”

等范畴，与肝脾肾关系密切。肾气亏虚津液生化乏

源［１０１１］，正如《景岳全书·秘结》中描述：“秘结证，

凡属老人、虚人、阴脏人及产后、病后、多汗后，或小

水过多，或亡血失血大吐大下之后，多有病为燥结

者，盖此非气血之亏，即津液之耗。凡此之类，皆须

详察虚实，不可轻用芒硝、大黄、巴豆、牵牛、芫花、大

戟等药，及承气、神芎等剂。虽今日暂得痛快，而重

虚其虚，以致根本日竭，则明日之结，必将更甚，愈无

可用之药矣”。由此温肾助阳是功能性便秘的主要

手段［１２１３］。右归丸有温补肾阳，填精止遗的功效，主

治肾阳不足诸证。中药复方是中医学发挥临床疗效

的应用形式，配伍中药复方的灵魂，本方由熟地黄、

附子（炮附片）、肉桂、山药、山茱萸（酒炙）、菟丝子、

鹿角胶、枸杞子、当归、杜仲（盐炒）组成，方中以附

子、肉桂、鹿角胶为君药，温补肾阳，填精补髓。臣以

熟地黄、枸杞子、山茱萸、山药滋阴益肾，养肝补脾，

阴中求阳。佐以菟丝子、杜仲补益肝肾，强筋壮骨；
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表２　各组ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ水平变化（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＳＰ ＮＯ ５ＨＴ ＶＩＰ

空白组（ｎ＝３） ２１８２３±１０２８ ２６７８±４６７ ３５１４±６３５ １９８７８±１６６７
模型组（ｎ＝３） ４８１２±４５２ １３５２６±１８１５ １８２３４±１１２４ ３５２６±８１５

干预组（ｎ＝３） ８９９８±９８９△ ８４２６±１１９８△ ９８２８±９２３△ ８４２６±１１９８△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表３　各组ＡＱＰ３／内参（ＩＯＤ比值）的情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＱＰ３／内参（ＩＯＤ比值）

空白组（ｎ＝３） １６３８±５２８
模型组（ｎ＝３） ３１１６±０２６

干预组（ｎ＝３） １８２５±１１１△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

当归补血养肝，诸药配合，共奏温补肾阳，填精补髓

之功。现代药理研究显示，山茱萸提取物可以升高

提高肾阳虚大鼠睾酮（Ｔ）含量，通过对下丘脑垂体
性腺轴的影响达到治疗肾阳虚的目的；杜仲提取物

可以纠正肾阳虚和脾肾两虚型大鼠外周血 Ｔ３、甲状
腺素（Ｔ４）水平；当归提取物能够降低氢化可的松造
成“阳虚”小鼠的淋巴细胞凋亡率，提高其机体免疫

力，负反馈于 ＨＰＡ轴，改善其病理变化［１４１８］。本研

究对复方地芬诺酯混悬液灌胃制备功能性便秘模

型，结果显示，加用右归丸组大鼠不论是在排便状

况，还是改善胃排空率及小肠推进率方面均有明显

改善，这进一步佐证右归丸对功能性便秘有理想

疗效。

在对作用机制的探究中我们对肠神经递质进行

检测，肠神经系统是独立调节肠道功能的系统，其中

ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ是重要的肠神经递质，ＳＰ可通过
抑制胃肠道腺体分泌黏液而发挥刺激肠道运动的作

用；ＮＯ可直接松弛肠道平滑肌，对肠黏膜的血运及
腺体分泌功能进行直接调节，从而影响肠道排便功

能；５ＨＴ水平上调可促进肠道蠕动加快，改善肠壁
的血液循环，临床及动物研究均显示５ＨＴ水平与
肠道动力及感觉异常有正相关［１９２０］。ＶＩＰ是机体质
量要肽能神经递质，可直接作用于肠道平滑肌致其

松弛，同时还有舒张血管的作用。本研究发现，加用

右归丸后大鼠血清 ＳＰ、ＶＩＰ水平上调，ＮＯ及 ５ＨＴ
水平降低，这提示右归丸改善大鼠便秘症状可能与

介导上述神经递质水平变化有关。此外，我们还对

３组大鼠的 ＡＱＰ３水平进行检测，结果显示右归丸
可明显上调大鼠结肠组织 ＡＱＰ３的表达。ＡＱＰ３广
泛分布于肾脏及结肠，ＡＱＰ３在结肠中可促使水液
的吸收，同时可增强机体对尿素和甘油的转运，有研

究显示ＡＱＰ３的表达下降可减缓水分子从肠腔进入

血管，增加了肠腔内水分子的含量，改善了肠腔内分

泌环境，改善便秘症状［２１２２］。本研究显示，功能性

便秘模型大鼠结肠组织的 ＡＱＰ３水平有所提升，经
过右归丸干预后 ＡＱＰ３水平下降，这提示右归丸有
效治疗功能性便秘与下调ＡＱＰ３水平有关。

功能性便秘的发生可能与肠神经递质及水通道

蛋白的异常有关，右归丸治疗功能性便秘可能通过

调节ＳＰ、ＮＯ、５ＨＴ、ＶＩＰ及 ＡＱＰ３水平实现，这也进
一步证实了中医药作用确实存在多靶点的特性。
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强心方正是由于可有效阻止心室腔收缩性从而避免

了心脏的不良特征改变。另一方面本研究中还显示

强心方能够有效减缓为期８周的心肌超负荷下的肺
水肿程度，同时维持心脏的收缩功能，因此提示强心

方能够有效阻止心肌失代偿及心力衰竭的进展。强

心方通过对一氧化氮合酶的影响，降低血管的通透

性，尤其见于肺组织内，虽然长期来看强心方对心室

重构的抑制作用是较为明显的，但在急性期使用强

心方是否对长期的预后有利目前仍不明确［１７］。结

构性心室扩张程度的降低表示心脏面临容量负荷增

加的情况下调节能力增加，从而使心脏保持足够的

功能，防止负担过重所致的心力衰竭加重。

综上所述，本研究结果初步显示对于超容量负

荷作用下诱导的大鼠心力衰竭动物模型，强心方具

有明显的功能性心脏保护作用，并且这种保护作用

可能与ＭＭＰ活性与氧化应激反应的抑制相关。
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