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摘要： 目的　 探究健脾化湿颗粒对大鼠结肠上皮细胞 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰｓ 及平滑肌细胞 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的影响。 方法 　 采用

ＣＣＫ⁃８ 法检测不同浓度健脾化湿颗粒对上皮细胞的存活率影响； 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测健脾化湿颗粒对上皮细胞

ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 蛋白表达的影响； 分别用健脾化湿颗粒及 Ａｃｈ、 阿托品干预平滑肌细胞后， 利用显微标尺测量

平滑肌细胞长度， ＥＬＩＳＡ 法检测平滑肌细胞 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的水平。 结果 　 健脾化湿颗粒 （≤１ ｍｇ ／ ｍＬ） 处理上皮细胞

２４ ｈ后， 细胞存活率≥９０％ 。 与正常组比较， 健脾化湿颗粒上调上皮细胞 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３， ＡＱＰ４ 蛋白表达， 促进结肠

平滑肌的舒张， 下调结肠平滑肌 ＡＣ、 ｃＡＭＰ 的水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 健脾化湿颗粒可抑制 Ａｃｈ 引起的平滑肌细

胞收缩， 及 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 水平的上调； 与阿托品协同作用促进平滑肌细胞舒张， 及 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 水平的下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 健脾化湿颗粒可能通过调节离体大鼠结肠 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 蛋白表达及平滑肌细胞舒缩功能来

改善 Ｄ⁃ＩＢＳ 腹泻症状。
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　 　 肠易激综合征 （ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＩＢＳ）
是一种以间歇发作或持续存在的腹痛或腹部不适，
并伴排便习惯或大便性状改变为主要临床特点， 而

又缺乏形态学或生化异常等可用器质性疾病解释的

功能性肠病。 根据罗马Ⅳ诊断标准， 其病程至少半

年， 且近 ３ 个月内每周至少 １ ｄ 出现相关症状［１］。
根据临床症状可将 ＩＢＳ 分为腹泻型 （ ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅ⁃
ｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｄ⁃ＩＢＳ）、 便秘型

（ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
Ｃ⁃ＩＢＳ）、 混合型 （ｍｉｘｅｄ ｂｏｗｅｌ ｈａｂｉｔｓ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｍ⁃ＩＢＳ）、 不定型 （ Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｕ⁃ＩＢＳ） ［２］， 其中以 Ｄ⁃ＩＢＳ 最为多

见。 近年来， Ｄ⁃ＩＢＳ 发病率呈逐渐上升趋势［３］， 但

其病理生理学机制尚未明确， 与肠道动力异常、 内

脏敏感性、 肠黏膜渗透性的改变及肠道微生物改

变、 自主神经功能障碍、 免疫激活、 脑⁃肠轴调节

功能异常等有关， 为多方面因素共同作用的结

果［４］。 就 Ｄ⁃ＩＢＳ 而言， 肠运动增加， 肠黏膜通透性

增强是腹泻产生的重要原因； 而肠黏膜的渗透性与

肠上皮细胞密切相关， 肠道动力与肠平滑肌细胞密

切相关。 健脾化湿颗粒源于临床， 具有理气健脾、
化湿止泻作用， 用于治疗 Ｄ⁃ＩＢＳ。 前期实验结果亦

表明， 健脾化湿颗粒能调节肠动力， 减轻腹泻症

状， 因此， 本研究着眼于结肠上皮细胞和平滑肌细

胞， 拟 从 上 皮 细 胞 紧 密 连 接 蛋 白 （ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，
ＯＣＬＮ）、 水通道蛋白 （ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ， ＡＱＰｓ） 及平滑

肌 细 胞 中 环 磷 酸 腺 苷 （ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｃＡＭＰ）、 腺苷酸环化酶 （ａｄｅｎｙｌａｔｅ
ｃｙｃｌａｓｅ， ＡＣ） 着手， 研究健脾化化湿颗粒止泻作

用的机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 结肠上皮细胞株及结肠平滑肌细胞

株均购自上海拜力生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 健脾化湿颗粒由炙黄芪、 益智仁、 炒

白术、 茯苓、 砂仁、 乌药、 陈皮、 炒白芍、 防风、
炙甘草组成； 采用传统水煎煮法、 乙醇洗涤沉淀、
减压浓缩、 真空干燥， 以干膏粉 ∶ 乳糖 ＝ １ ∶ １ 比

例湿法制粒而成； 薄层色谱法鉴别防风、 陈皮、 乌

药、 炙甘草、 白术五味药材； 高效液相色谱法检测

炙黄芪和炒白芍的含有量， 每克颗粒中炙黄芪不得

少于 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｇ （以黄芪甲苷计）， 炒白芍不得少

于 ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｇ （以芍药苷计） ［５］。 健脾化湿颗粒

（批号 ２０１６１０） 由承德医学院中药研究所制备。 氯

化乙酰胆碱 （上海士锋生物科技有限公司， 批号

１６０９１９０２）； 盐酸阿托品 （天津金耀氨基酸有限公

司， 批号 １５１２２４１）。
１􀆰 ３　 试剂　 高糖 ＤＭＥＭ （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号

８１１５０６３）； 胎牛血清 （德国 Ｂｉｏｃｌｏｔ 公司， 批号

１９６４）； 大鼠 ｃＡＭＰ 酶联免疫试剂盒 （上海江莱生

物科技有限公司， 批号 Ｏｃｔ ２０１６）； 大鼠 ＡＣ 酶联

免疫试剂盒 （上海江莱生物科技有限公司， 批号

Ｏｃｔ ２０１６）； ＣＣＫ８ （５００ 次） 试剂盒 （日本同仁化

学研究所， 批号 ＪＥ６０３）； 兔抗大鼠紧密连接蛋白

抗体 （Ｏｃｃｌｕｄｉｎ， 北京博奥森生物技术有限公司，
批号 ＡＦ０９２６５５０５）； 兔抗大鼠水通道蛋白 ３ 抗体

（ＡＱＰ３， 北京博奥森生物技术有限公司， 批号

ＡＥ０４２４３７）； 兔抗大鼠水通道蛋白 ４ 抗体 （ＡＱＰ４，
北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号

ＡＦ０９２２１４９４）； ０􀆰 ２５％ 胰酶 （含 ＥＤＴＡ， 北京索莱

宝科技有限公司， 批号 ２０１５０４２３）； 山羊抗兔 ＩｇＧ⁃
ＨＲＰ 二抗 （北京博奥森生物技术有限公司， 批号

ＡＦ１１２８５０９８Ｓ）； 兔抗大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （北京博奥

森生物技术有限公司， 批号 ＡＦ０４１５８６０１）； ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒 （北京普利莱基因技术有限公司，
货号 Ｐ１５１１）； 还原型 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液 （碧云天

生物技术研究所， 货号 Ｐ００１５）； 脱脂奶粉 （美国

ＢＤ 公司， 批号 ４２３９５３９）； 化学发光试剂 Ａ 和 Ｂ
（美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司， 批 号 Ｐ１０２０ ）；
ＴＥＭＥＤ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 Ｍ１４６）； ３０％ 丙烯

酰胺 （碧云天生物技术研究所， 批号 ２０１６１０２１）；
过硫酸铵 （北京索莱宝科技有限公司， 批号

１０２４Ｄ０３１３）； 预染 Ｍａｒｋｅｒ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司， 批号 ００３８９２８２）； ＰＶＤＦ 膜 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司， ０􀆰 ４５ μｍ）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＹＴ⁃８７５ＳＢ 型医用净化工作台 （苏州苏

杭实验动物设备厂）； ＭＣＯ⁃１５ＡＣ ＣＯ２ 培养箱 （日
本三洋公司）； ＨＺＱ⁃Ｘ１００ 恒温震荡培养箱 （江苏

同君仪器科技有限公司）； ＢＨ⁃２ 型显微镜及摄像装

置 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ ３ 酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＬＤ４⁃２Ａ 低速离心
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机 （北京京立离心机有限公司）； ＬＤＺＸ⁃５０ＫＢＳ 型

立式压力蒸汽灭菌器 （上海申安医疗器械厂）；
Ｖｅｌｏｃｉｔｙ１８ ｒ 台式高速冷冻离心机 （瑞士 Ｄｙｎａｍｉｃａ
公司）； ＷＤ⁃９４０５Ｂ 水平摇床、 ＤＹＹ⁃７Ｃ 转印电泳仪

电源 （北京市六一仪器厂）； ＣＰ２１４ 电子分析天平

［奥豪斯仪器 （上海） 有限公司］； ＤＹＣＺ⁃４０Ｄ 迷你

转印电泳仪、 ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 迷你双垂直电泳仪 （北
京市六一仪器厂）； Ｔａｎｏｎ ６１００ 电化学发光成像系

统 （北京原平皓生物技术有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 收到细胞株后， 镜下观察， 上皮

细胞呈不规则卵圆形， 平滑肌细胞呈梭形， 均已长

满 ９０％ 瓶底。 常规方法按 １ ∶ ３ 比例进行传代扩增，
调细胞浓度至 ５×１０５ ／ ｍＬ 接种于培养瓶中， ３７ ℃、
９５％ Ｏ２ 和 ５％ ＣＯ２ 条件下培养。 ２４ ｈ 后换液， 以

后每 ３ ｄ 更换培养基 １ 次， 期间用倒置显微镜观察

细胞生长情况。 待细胞长满 ９０％ 培养瓶底时传代，
部分冻存， 将第 ８ 代细胞用于实验。
２􀆰 ２　 健脾化湿颗粒溶液配制　 精确称定 ２００ ｍｇ 健

脾化湿颗粒粉 （未加辅料）， 加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲

液， 充分溶解， 无菌滤膜过滤除菌， 质量浓度为

１００ ｍｇ ／ ｍＬ， ４ ℃保存备用。 用时按比例稀释。
２􀆰 ３　 检测健脾化湿颗粒处理后上皮细胞存活率　
采用 ＣＣＫ⁃８ 法。 收集长满培养瓶 ８０％ 融合度的第 ７
代结肠上皮细胞， 调整细胞浓度为 ５×１０４ ／ ｍＬ， 接

种到 ９６ 孔板中， 每孔 ２００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 后， 加入

不同浓度的健脾化湿颗粒溶液， 使健脾化湿颗粒的

质量浓度为 １􀆰 ４、 １􀆰 ３、 １􀆰 ２、 １􀆰 １、 １􀆰 ０、 ０􀆰 ９、 ０􀆰 ８、
０􀆰 ７、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 每

个质量浓度 ３ 个复孔， 孵育 ２４、 ４８ ｈ 后， 每孔加

入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８， 继 续 孵 育 ２ ｈ， 用 酶 标 仪 于

４５０ ｎｍ处测吸光度值 ［ＯＤ （ ４５ ｎｍ） ］。 重复 ３
次， 选择适宜的健脾化湿颗粒浓度。
２􀆰 ４　 检测健脾化湿颗粒处理后上皮细胞 ＯＣＬＮ、
ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 蛋白表达 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法。 收

集长满培养瓶 ８０％ 融合度的第 ７ 代结肠上皮细胞，
调整细胞浓度为 ５×１０４ ／ ｍＬ， 接种到 ６ 孔板中， 每

孔 ３ ｍＬ， 培 养 ２４ ｈ 后， 加 入 健 脾 化 湿 颗 粒

（０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， 每个浓度 ３ 个复孔， 孵

育 ２４ ｈ 后， 弃去培养液， ＰＢＳ 缓冲液洗 ３ 次， 弃

去， 将培养板倒扣在吸水纸上吸干液体， 每孔加入

２００ μＬ 含 ＰＭＳＦ 的裂解液， 于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
经常来回摇动使细胞充分裂解。 裂解完后， 用干净

的刮棒迅速将细胞刮下， 然后将细胞碎片和裂解液

移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中。 ４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ。 将离心后的上清分装 ０􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中，
每管 ５０ μＬ， －２０ ℃保存， 重复 ３ 次。 用 ＢＣＡ 蛋白

定量试剂盒检测各样本蛋白浓度， 各样本取 ５０ μｇ
蛋白量上样 （５％ 浓缩胶， １２􀆰 ５％ 分离胶）， 电泳至

溴酚兰刚跑出边缘终止 （浓缩胶 ８０ Ｖ， 分离胶

１２０ Ｖ）。 ４００ ｍＡ 恒流转膜 ３ ｈ， 一抗 （ＯＣＬＮ 抗体

１ ∶ ２００， ＡＱＰ３ 抗体 １ ∶ ２００， ＡＱＰ４ 抗体 １ ∶ １ ０００；
β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 １ ∶ ２ ０００） ４ ℃孵育过夜， 室温下二抗

（１ ∶ ２ ０００） 孵育 ２ ｈ， 滴加电化学发光液， １ ｍｉｎ
后用 Ｔａｎｏｎ ６１００ 电化学发光成像系统曝光拍照，
曝光时间 １０ ｓ。 图片用 ＷＤ⁃９４ＢＡ 凝胶成像系统自

带软件进行半定量分析， 测定目的条带光密度值。
各目的蛋白的光密度与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带光密度的比值

乘以 １００％ 作为该蛋白表达水平参数。
２􀆰 ５　 检测健脾化湿颗粒处理后结肠平滑肌细胞舒

缩　 收集长满培养瓶 ８０％ 融合度的第 ７ 代结肠平滑

肌细胞， 调整浓度为 １×１０４ ／ ｍＬ， 接种到 ９６ 孔板

中， 每孔 ２００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 后， 加入健脾化湿颗

粒 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， 每个浓度 ３ 个复孔，
并设空白对照， 孵育 ２４ ｈ 后， 用胰酶消化， 收集

各孔细胞， 调整细胞浓度为 １× １０４ ／ ｍＬ， 加入 １ ×
１０－７ｍｍｏｌ ／ ｍＬ Ａｃｈ 或 ０􀆰 １８ ｍｇ ／ ｍＬ 阿托品， 使终浓

度 Ａｃｈ 为 １×１０－８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， 阿托品为６０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
孵育 ３０ ｓ， 最后加入 ３０ μＬ ２􀆰 ５％ 戊二醛终止反应，
各组分别取 ２０ μＬ 细胞悬液滴于载波片上， 作为一

个检体， 于倒置显微镜下观察， 每个检体随机测量

边续视野下 ３０ 个完整细胞的长度， 计算细胞平均

长度， 重复 ３ 次。
２􀆰 ６　 检测健脾化湿颗粒处理后结肠平滑肌细胞

ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的水平 　 收集长满培养瓶 ８０％ 融合度

的第 ７ 代结肠平滑肌细胞， 调整细胞浓度为 ５ ×
１０５ ／ ｍＬ， 接种到 ２４ 孔板中， 每孔 ２００ μＬ， 培养２４ ｈ
后， 加入健脾化湿颗粒 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， 每

个浓度 ３ 个复孔， 并设空白对照， 孵育２４ ｈ后， 加

入１×１０－７ｍｍｏｌ ／ ｍＬ Ａｃｈ 或 ０􀆰 １８ ｍｇ ／ ｍＬ 阿托品， 使

终 浓 度 Ａｃｈ 为 １ × １０－８ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ， 阿 托 品 为

６０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 孵育 ３０ ｓ， 快速弃去培养上清， ＰＢＳ
缓冲 液 洗 ３ 次， 然 后 每 孔 加 入 ＰＢＳ 缓 冲 液

４００ μＬ， 反复冻融 ３ 次， －８０ ℃保存， 重复 ３ 次。
严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒要求检测大鼠结肠平滑肌

细胞内 ｃＡＭ、 ＡＣ 水平。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行

数据分析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采
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用单因素方差分析。 若方差齐则采用 ＬＳＤ 检验，
若方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度的健脾化湿颗粒对结肠上皮细胞存

活率的影响 　 健脾化湿颗粒质量浓度≤１ ｍｇ ／ ｍＬ
时， 结肠上皮细胞存活率≥９０％ ， 且 ２４ ｈ、 ４８ ｈ 趋

势相同， 差异无统计学意义。 确定健脾化湿颗粒质

量浓度分别为 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ， 孵育时间为

２４ ｈ， 做后续研究。 见图 １。
３􀆰 ２ 　 健 脾 化 湿 颗 粒 对 结 肠 上 皮 细 胞 ＯＣＬＮ、
ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 蛋白表达的影响 　 与正常组比较，
健脾化湿颗粒 （１、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 上皮细胞

ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
　 　 　 　 　

图 １　 不同浓度健脾化湿颗粒对结肠上皮细胞存活率的影响

（ｎ＝９）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＪＨＧ ｏｎ ｔｈｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝９）

０􀆰 ０１）。 见表 １、 图 ２。

表 １　 健脾化湿颗粒对结肠上皮细胞 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３， ＡＱＰ４ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＨＧ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＣＬＮ， ＡＱＰ３ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＯＣＬＮ ＡＱＰ３ ＡＱＰ４
正常组 ０􀆰 １１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５２±０􀆰 １４ ０􀆰 ０５±０􀆰 ０３
１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 １０＃ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０８＃＃

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ９６±０􀆰 １７＃＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０５＃＃

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０７＃＃

　 　 注：与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２ 　 健脾化湿颗粒对结肠上皮细胞 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３，
ＡＱＰ４ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＨＧ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＯＣＬＮ， ＡＱＰ３ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ３　 健脾化湿颗粒对结肠平滑肌细胞舒缩的影响

　 健脾化湿颗粒 （１、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 能增加

结肠平滑肌细胞长度 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 加入

Ａｃｈ 干预后， 结肠平滑肌细胞长度减小 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而健脾化湿颗粒 （１、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ）
能显著抑制 Ａｃｈ 引起的平滑肌细胞收缩 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 加入阿托品干预后， 结肠平滑肌细胞长

度增加， 健脾化湿颗粒 （１、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 与阿托

品协同作用促进平滑肌细胞舒张 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见表 ２。
３􀆰 ４　 健脾化湿颗粒对结肠平滑肌细胞 ｃＡＭＰ、 ＡＣ
的影响 　 与正常组比较， 健脾化湿颗粒 （１、 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ） 可降低结肠平滑肌细胞内 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的

　 　 　 　 　
表 ２　 健脾化湿颗粒对结肠平滑肌细胞长度的影响 （μｍ，

ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＨＧ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ （μｍ， ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 细胞长度

正常组 ８１􀆰 ６５±３􀆰 １７
１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ９５􀆰 ８９±４􀆰 １１＃＃

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ９２􀆰 ５３±３􀆰 ５４＃＃

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ８７􀆰 ７９±３􀆰 ４８＃

Ａｃｈ 组 ４７􀆰 ２１±４􀆰 ０１＃＃

１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋Ａｃｈ 组 ６９􀆰 ４４±３􀆰 ３２∗∗

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋Ａｃｈ 组 ６０􀆰 ３０±３􀆰 ５７∗∗

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋Ａｃｈ 组 ５２􀆰 ０７±２􀆰 ６５∗

阿托品组 １０９􀆰 ２３±２􀆰 ８６＃＃

１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 １１７􀆰 ５５±２􀆰 ８１△△

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 １１４􀆰 ６２±３􀆰 ０９△

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 １１０􀆰 ２２±２􀆰 ８９

　 　 注：与正常组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 Ａｃｈ 组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与阿托品组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。

水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ａｃｈ 升高结肠平滑肌

细胞内 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 健脾化湿

颗粒 （１、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 能抑制 Ａｃｈ 引起的平滑肌

细胞内 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与阿托品有协同作用降低平滑肌细胞内 ｃＡＭＰ、 ＡＣ
水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ４。
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表 ４　 健脾化湿颗粒对结肠平滑肌细胞 ｃＡＭＰ、 ＡＣ 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＪＨＧ ｏｎ ｃＡＭＰ ａｎｄ ＡＣ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ｃＡＭＰ ／ （ｎｍｏｌ·Ｌ－１） ＡＣ ／ （Ｕ·Ｌ－１）
正常组 ６􀆰 ９７±０􀆰 ３４ ２１６􀆰 ６９±１６􀆰 ５５
１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ５􀆰 ９３±０􀆰 ３７＃＃ １７３􀆰 ２７±１４􀆰 ３８＃＃

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ６􀆰 ３４±０􀆰 ４３＃ １８８􀆰 ０７±１３􀆰 ２６＃

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒组 ６􀆰 ６４±０􀆰 ３８ １９９􀆰 ４０±９􀆰 ６３
Ａｃｈ 组 ７􀆰 ７４±０􀆰 ４１＃＃ ２６０􀆰 １１±２８􀆰 ４７＃＃

１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋ Ａｃｈ 组 ６􀆰 ７３±０􀆰 ２７∗∗ １８１􀆰 ６４±２６􀆰 ９６∗∗

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋ Ａｃｈ 组 ７􀆰 ２８±０􀆰 ４４∗ ２０３􀆰 ２７±２３􀆰 ３８∗∗

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋ Ａｃｈ 组 ７􀆰 ５８±０􀆰 ３２ ２２４􀆰 ７３±２１􀆰 ３５∗

阿托品组 ６􀆰 ３７±０􀆰 ４５＃＃ １９０􀆰 ３５±２５􀆰 １６＃＃

１ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 ３􀆰 ９２±０􀆰 ６７△△ １５４􀆰 ９３±１９􀆰 １５△△

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 ４􀆰 ６１±０􀆰 ３８△△ １７１􀆰 ０４±１８􀆰 ５２△

０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒＋阿托品组 ５􀆰 １９±０􀆰 ５２△△ １８５􀆰 ５３±２２􀆰 ００

　 　 注：与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ａｃｈ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与阿托品组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

ＩＢＳ 是临床上常见的功能性消化道疾病， 以

Ｄ⁃ＩＢＳ较为多见， 好发于青壮年， 具有发病率高和

反复发作的特征， 给患者的工作和生活带来不便，
且消耗大量的医疗资源。 Ｄ⁃ＩＢＳ 的病理生理学机制

尚未明确， Ｄ⁃ＩＢＳ 的发生与肠道动力异常、 内脏敏

感性异常、 脑肠轴功能异常等因素密切相关， 并通

过神经系统、 免疫系统、 内分泌系统等多方面的综

合作用导致肠道平滑肌运动障碍和水液代谢功能紊

乱［６］。 现代医学认为， 水液的吸收部位主要在肠

道， 消化道内大部分水分被小肠吸收， 不能被小肠

吸收的水液进入结肠。 如果进入结肠的水液超过了

其吸收能力或者结肠吸收水液的能力下降， 都会导

致粪便中的水液增加， 发生腹泻［７］。 因此， ＡＱＰｓ
表达减少， 不能有效的转运水液； 肠运动加快， 使

结肠不能充分吸收水液， 均可以导致腹泻的发生。
ＡＱＰｓ 又名水孔蛋白， 广泛分布于机体中， 目

前在消化道已发现有 ９ 种 ＡＱＰｓ 表达。 它们分布于

肠黏膜中， 主要介导水液的跨膜转动， 以便维持肠

道细胞内外环境稳定。 研究发现， ＡＱＰ３ 可通过介

导肠腔与血管之间的水液转动调节结肠中的粪便含

水量， 其作用可被 ＨｇＣｌ２ 或 ＣｕＳＯ４ 抑制［８］； 血管

活性肠多肽可通过 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 依赖性途径上调

ＡＱＰ３ 的表达， 从而改变肠黏膜对水的通透性， 调

节水的跨膜运动， 影响胃肠道分泌、 吸收功能［９］。
ＡＱＰ４ 主要位于结肠上皮细胞的基底外侧膜， 同样

参与了跨细胞水液转动， 在 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 信号通路

介导下， ＡＱＰ４ 异常表达在 Ｄ⁃ＩＢＳ 的病理生理过程

中起关键作用［１０］。
一直以来， 胃肠动力异常作为 ＩＢＳ 的主要病理

生理之一。 胃肠运动依赖于胃肠道平滑肌的收缩和

舒张， 并受肠神经系统和中枢神经系统共同调控。
随着科学技术的不断进步， 对胃肠运动的研究已经

从宏观的在体和离体肠管实验转到细胞层面， 甚至

是某个信号通路的研究。 平滑肌细胞是胃肠运动的

基本单位， 其上分布着各种类型的受体， 如激动型

受体中的 Ｍ 受体、 ５⁃ＨＴ 受体等， 激活此类受体，
可引起细胞的收缩， 使肠道运动加快。

ｃＡＭＰ 被称为细胞内的第二信使， 在 Ｇ 蛋白偶

联信号通路中起重要的调控作用， 参与人体的各种

活动。 在胃肠道， ｃＡＭＰ 调控作用涉及黏膜层、 肌

层以及肠神经系统， 对胃肠道的运动功能、 内脏感

觉及分泌功能都具有非常重要的调节作用［１１］。 当

细胞受到外界刺激时， 首先激活 Ｇｓ 蛋白， 再激活

ＡＣ， 从而产生 ｃＡＭＰ， 生成的 ｃＡＭＰ 可进一步激活

蛋白激酶 Ａ， 进而影响多种蛋白的磷酸化及离子通

道的激活或失活， 使细胞对外界刺激产生相应反

应。 在结肠平滑肌中， 可由 Ｍ 受体活化而增加。
健脾化湿颗粒配方来源于临床， 该方具有理气

健脾、 祛湿止泻之效， 主要用来治疗 Ｄ⁃ＩＢＳ， 疗效

确切。 本课题组前期研究［１２⁃１８］ 结果显示， 健脾化

湿颗粒可以降低 Ｄ⁃ＩＢＳ 大鼠结肠运动及内脏敏感

性， 其作用机制可能与调节脑肠轴功能， 改善脑肠

肽的水平及其受体的表达有关。 在本实验中， 应用

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测不同浓度健脾化湿颗粒对上皮细

胞存活率的影响， 确定 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 为后

续实验用质量浓度， 孵育时间为 ２４ ｈ； ３ 个浓度的

健脾化湿颗粒可显著升高上皮细胞 ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３、
ＡＱＰ４ 表达； 均可显著增加结肠平滑肌的长度， 显

著抑制 Ａｃｈ 引起的平滑肌细胞收缩及协同阿托品

促进平滑肌细胞舒张 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； １、
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 健脾化湿颗粒可显著降低平滑肌细胞内
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ＡＣ、 ｃＡＭＰ 的水平， 抑制由 Ａｃｈ 引起的平滑肌细

胞内 ＡＣ、 ｃＡＭＰ 水平的升高及协同阿托品引起平

滑肌细胞内 ＡＣ、 ｃＡＭＰ 水平的降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 提示健脾化湿颗粒可通过增加上皮细胞

ＯＣＬＮ、 ＡＱＰ３、 ＡＱＰ４ 表达增强肠道对水液的主动

吸收； 亦可通过调节平滑肌细胞内 ＡＣ、 ｃＡＭＰ 的

水平， 从而改善平滑肌运动功能， 此过程中有 Ｍ
受体的参与。 结合前期研究结果， 课题组分析健脾

化湿颗粒的作用机制并不单一， 对上皮细胞和平滑

肌细胞的作用也不止于此， 因此， 在后续研究工作

中， 课题组还需要进一步扩展思路， 深度挖掘健脾

化湿颗粒治疗 Ｄ⁃ＩＢＳ 的作用机制。
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ｗａｔｅｒ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｄｉａｒｒｈｅａ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ ｐｈａｒｍ
Ｂｕｌｌ， ２０１２， ３５（６）： ９５７⁃９６２．

［ ９ ］ 　 Ｉｔｏｈ Ａ， Ｔｓｕｊｉｋａｗａ Ｔ， Ｆｕｊｉｙａｍａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ａｑｕａｐｏｒｉｎ⁃３ ｂｙ ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ａ ｈｕｍａｎ ｃｏ⁃
ｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２００３， １８
（２）： ２０３⁃２１０．

［１０］ 　 谭　 洁， 滕久祥， 彭芝配， 等． 九香止泻片对湿热型泄泻

肠易激综合征模型大鼠 ＡＱＰ４、 ＰＫＡ 与 ｃＡＭＰ 表达的影响

［Ｊ］ ． 湖南中医药大学学报， ２０１２， ３２（７）： ２３⁃２６．
［１１］ 　 王迎寒， 周淑嫒， 巩仔鹏， 等． 戊己丸不同配伍方对结肠

平滑肌细胞 ５⁃ＨＴ３， ４ 受体及下游信号传导通路主要元件

的影响 ［ Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１３， １９ （ ９ ）：
１０２７⁃１０３０．

［１２］ 　 陈光晖， 刘玉玲， 杜海燕， 等． 健脾化湿颗粒对腹泻型肠易

激综合征模型大鼠结肠运动及中枢 ｃ⁃ｆｏｓ 的影响［ Ｊ］ ． 世界

华人消化杂志， ２０１５， ２３（１２）： １９４３⁃１９４８．
［１３］ 　 王迎寒， 刘玉玲， 杜海燕， 等． 健脾化湿颗粒对 Ｄ⁃ＩＢＳ 模型

大鼠脑⁃肠轴中 ＣＲＦ 和 ＣＲＦＲ１ 的影响［Ｊ］ ． 世界华人消化杂

志， ２０１５， ２３（２５）： ４０７５⁃４０８３．
［１４］ 　 王迎寒， 刘玉玲， 陈光晖， 等． 健脾化湿颗粒对 ＩＢＳ 模型

大鼠小肠运动的影响［ Ｊ］ ． 实验动物科学， ２００９， ２６（６）：
２６⁃２９．

［１５］ 　 王迎寒， 赵素微， 陈光晖， 等． 健脾化湿颗粒对 Ｄ⁃ＩＢＳ 模

型大鼠脑中 ５⁃ＨＴ 及 ５⁃ＨＴＲ３， ５⁃ＨＴＲ４ 表达的影响 ［ Ｊ］ ．
世界华人消化杂志， ２０１６， ２４（２）： ２５５⁃２６１．

［１６］ 　 杜海燕， 王迎寒， 张晓峰， 等． 健脾化湿颗粒对 Ｄ⁃ＩＢＳ 模型

大鼠内脏敏感性和脑中 ＣＲＦ 及其受体的影响［ Ｊ］ ． 实验动

物科学， ２０１３， ３０（５）： １５⁃１９．
［１７］ 　 赵立波， 王迎寒， 刘玉玲， 等． 健脾化湿颗粒对实验性

ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠结肠黏膜 ５⁃ＨＴ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 重庆医学，
２０１４， ４３（１４）： １７１３⁃１７１５．

［１８］ 　 付聪敏， 王　 烨， 王迎寒， 等． 健脾化湿颗粒对 Ｄ⁃ＩＢＳ 大鼠

模型 ＣＧＲＰ 表达的影响［ Ｊ］ ． 重庆医学， ２０１５， ４４ （ １２）：
１６０３⁃１６０５．
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