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健脾活血袪湿方对肝硬化腹水大鼠肝功能及水通道蛋白 9的影响
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摘要：目的 观察健脾活血袪湿方对肝硬化腹水大鼠肝功能及肝组织水通道蛋白 9（AQP 9）表达的影响。方
法 将Wistar大鼠，随机分为 6组，即正常组，模型组，健脾活血祛湿方高、中、低剂量组（52，26，16.25 g·
kg-1），秋水仙碱组（100 滋g·kg-1），观察大鼠的一般情况，测定腹水量、检测谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶
（AST）、白蛋白（ALB）的含量及 AQP 9 mRNA转录与蛋白翻译水平。结果 健脾活血祛湿方对肝硬化腹水大鼠

症状有明显的改善作用，能促进模型大鼠腹水消退、改善相应肝功能指标，具有良好的保肝作用；与模型组比

较，健脾活血祛湿方组 AQP 9 mRNA转录与蛋白翻译水平均有不同程度的升高，作用强度与用药剂量呈正相
关。结论 健脾活血祛湿方良好的保肝作用及对 AQP 9的升高作用是其治疗肝硬化腹水的靶点之一。
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CXCL16、 CD36 的释放，进而减少 IFN -酌、 IL6、
TNF-琢等炎症介质的分泌，有效地抑制系膜细胞的
增殖而发挥其保护作用。
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肝硬化腹水是许多肝脏疾病终末期的常见并发

症。腹水的形成，对人体健康影响极大[1]。课题组多
年临床实践发现，健脾活血祛湿方法治疗肝硬化腹

水疗效显著[2]。但其作用靶点尚不十分明确。研究[3]发
现，肝水通道蛋白（AQP9）主要在肝内分布，对肝细胞内
液体的转运发挥重要的作用，可能与肝硬化腹水有

着密切联系。本研究拟观察治疗前后肝硬化腹水大

鼠肝组织 AQP 9 mRNA 转录水平、蛋白水平变化，
探讨健脾活血祛湿方治疗肝硬化腹水的作用靶点，

为中医药治疗肝硬化腹水提供实验依据。

1 材料与方法
1.1药品及试剂 健脾活血袪湿方：五爪龙 30 g、白
术 30 g、白背叶根 30 g、猪苓 15g、田基黄 20 g、茜
草 15 g、土鳖虫 10 g、砂仁 5 g（后下），药材均购自
广州中医药大学第一附属医院，水煎浓缩制备。秋

水仙碱，购于中科院生物制品标准品中心，批号：

130712。以 0.2 豫羧甲基纤维素钠将秋水仙碱配制成
所需浓度的混悬液，备用。四氯化碳（CCL4），购于广
州化学试剂厂，批号：130825。橄榄油，品利（上海）
食品有限公司，批号：150201。谷丙转氨酶（ALT）、

谷草转氨酶（AST）、白蛋白（ALB）试剂盒，中生北控

生物科技股份有限公司，批号：120304；免疫组化
试剂盒，福州迈新生物技术开发有限公司，批号：

1932800；First strand cDNA synthesis kit，北京普洛
麦格生物技术有限公司，批号：150207693；Real-
time PCR 试剂盒，日本 TOYOBO 公司，批号：

00113315；Western Blotting 试剂盒，广州市杏海生
物，批号：41821902。
1.2 主要仪器 hf-220全自动生化分析仪，济南汉方
医疗器械有限公司；7501紫外-可见光分光光度计，
北京 Thermo Fish公司；H1850低温离心机，湖南长
沙湘仪检测设备有限公司；1658000垂直电泳仪，美
国 Bio-Rad公司；ABI7500荧光定量仪，美国 ABI公
司；XDS-1倒置显微镜，广州粤显光学仪器有限公
司。

1.3动物 健康Wistar大鼠 90只，雄性，SPF级，体
质量 240~260 g，购自中山大学实验动物中心，动物
合格证号：SCXK（粤）2011-0029。标准普通大鼠颗
粒饲料喂养，自由饮水。饲养于广州中医药大学实

验动物中心实验室，设施使用许可证号；SCXK（粤）
2008-0020。
1.4分组、模型复制及给药 采用 CCL4-酒精综合改
良法[4]复制肝硬化腹水模型。实验第 1天以 3 mL·kg-1

皮下注射 CCL4，之后则予 CCL4-橄榄油溶液（4 颐 6），
按照 1.5 mL·kg-1腹部皮下注射 CCL4，每周 2次。每
周测体质量 1次，以调整给药剂量，直至大鼠肝硬
化腹水形成，同时予 10 %乙醇溶液为大鼠的唯一饮
水，普通饲料自由进食。另取 10只大鼠作为正常对
照组，于腹部皮下注射等容量橄榄油 8周。大鼠腹
部明显膨隆、皮下有波动感，23号注射针头穿刺后
有清亮略呈黄色的液体流出，并且白蛋白（ALB）及胶
体渗透压（COP）的参考值分别低于 34.1 g·L-1和 COP <

Abstract：Objective To study the influence of Jianpi Huoxie Qusshi prescription（JHQP）on the hepatic function and

aquaporin 9 （AQP9）expression in the cirrhotic rats with ascites. Methods Healthy Wistar rats were evenly
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protein expression were detected. Results JHQP could obviously improve the general health state of the rats，promote

the subsidence of ascites and improve the indexes of hepatic function，indicating that JHQP had satisfactory protective

effect on liver. The expression levels of AQP9 mRNA and protein were increased to various degrees in JHQP groups as

compared with those in the model group， and the increase was positively correlated with the dosage. Conclusion
JHQP shows good hepatic protection for cirrhotic rats with ascites，and the therapeutic mechanism may be related with

the increase of AQP9 expression.
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17.4 mmHg，即为肝硬化腹水伴随低蛋白血症的成
模标准 [5-6]。将 50只肝硬化腹水大鼠随机分为 5组，
即模型组，健脾活血袪湿方高、中、低剂量组

（52，26，16.25 g·kg-1），秋水仙碱组（100 滋g·kg-1），
每组 10只，灌胃给药，每天 1次，模型组和正常组
给予等容量生理盐水，连续 4周，为防止肝硬化的可
逆性，成模后仍以 40 % CCL4 1 mL·kg -1 皮下注射
（正常对照组除外），每周 1 次，至实验结束。
1.5 取材 各组分别于给药 4 周后，禁食 12 h，予
10 %水合氯醛（3 mL·kg-1）腹腔注射麻醉，取肝脏组
织置于冻存管内并立即存放于充满液氮的液氮罐内

低温保存。

1.6 检测指标及方法
1.6.1 血清肝功能指标的测定 采集门静脉血 2 mL，
将血样进行低温离心，取上清液，用全自动生化仪测定

ALT、AST、ALB的含量。
1.6.2 RT-PCR 测定肝组织 AQP 9 mRNA 按 Trizol
法提取总 RNA。组织研磨后加入 1 mL Trizol 溶液，
用涡旋器混匀移至 1.5 mL离心管，室温放置 5 min；
加入 200 滋L氯仿，剧烈振荡 15 s，室温静置 15 min；
4 益，10000 g离心 3 min，溶液分为 3层，RNA溶解
在水相中，转移水相至另一个新的 RNase free EP管；
加入 0.5倍体积异丙醇，涡旋充分混匀；4 益，12000
g离心 10 min，离心后管底出现 RNA沉淀，去上清；
加入 75 豫乙醇 1 mL ，轻轻颠倒，12000 g 离心 5
min，去上清；室温晾干或真空干燥，加入 30~50 滋L
的 DEPC水溶解沉淀。取 1 滋L RNA样品，在微量分
光光度计 K2800上测定 OD值，OD260 nm/OD280 nm的比值
大于 1.8，用于后续实验。

引物设计： Rattus norvegicus aquaporin9（AQP 9），
mRNA（XM_006243363.1 1240-1383 144 bp）

Rat AQP 9 上游引物 : CGGACTCAACTCTGGCT原
GTG

Rat AQP 9 下游引物 : GCACCAATCATAGGACC原
CACG

Rat 18S rRNA gene
Rat-18S上游引物:GAATTCCCAGTAAGTGCGGGT原

CATA
Rat -18S 下游引物 : CGAGGGCCTCACTAAAC原

CATC，105bp
反应体系：cDNA（1颐20）5.0 滋L，上游引物 0.5 滋L，

下游引物 0.5 滋L，2伊SYBR Green PCR Master Mix10 滋L，
dH2O 4.0 滋L。

反应条件：95 益，5 min；95 益，15 s ；60 益 ，
34 s，40个循环，融解曲线分析：温度 60 益~95 益。
1.6.3 肝组织 AQP 9免疫组化测定 将石蜡切片置于

二甲苯中浸泡 15 min，更换二甲苯后再浸泡 15 min；
无水乙醇中浸泡 5 min；95 %乙醇中浸泡 5 min；70 %
乙醇中浸泡 5 min；70 %乙醇中浸泡 5 min；蒸馏水
冲 2 次。 高压热修复。在沸水中加入含乙二胺四

乙酸（EDTA）（pH 8.0）容器。盖上不锈钢高压锅的盖
子，但不进行锁定。将玻片置于金属染色架上，缓

慢加压，使玻片在缓冲液中浸泡 5 min，然后将盖子
锁定，保持微沸腾 20 min，去除热源，冷却到室温。
免疫组化笔画圈圈定范围。一抗孵育：PBS洗 3次，
每次 5 min；滴加 10 %正常山羊血清封闭液，室温
20 min，滴加一抗 50 滋L 4 益过夜，在 37 益复温 20
min。PBS洗 3次，各 5 min；滴加二抗复合液 40耀50
滋L，37 益 30 min；PBS 洗 3 次各 5 min；DAB 显色
1耀12 min，在显微镜下掌握染色程度；PBS或自来水
冲洗 10 min；苏木精复染 2 min，盐酸酒精分化；自
来水冲洗 10耀15 min；脱水、透明、封片、镜检。应
用 BI-2000图像分析系统，每张切片随机选取 3 ~ 4个
视野（伊200），进行阳性细胞的平均光密度值测定。
1.6.4 Western Blotting法检测肝组织 AQP 9 称取肝

组织 250 mg，预冷的 PBS洗涤细胞 2次，加入裂解液
500 滋L，研磨器冰上研磨孵育 30 min，15000 r·min-1

离心 5 min，收集上清。以 BCA法进行蛋白定量后浓
度均一化，取 35 滋g蛋白于体积分数为 15 %的 SDS-
PAGE 电泳，转膜，50 g·L-1的脱脂奶粉常温 25 益摇
床封闭 2 h，兔抗 AQP 9 一抗（1 颐 500）孵育 4 h，
PBST洗涤 3次，每次 5 min，加入 HPR标记羊抗兔
IgG（1 颐 6000），25 益孵育 40 min，PBST 洗涤后，
ECL发光显色蛋白表达量，用 Quantity one 软件进行
相对定量分析。根据预染蛋白 Marker条带的清晰度
情况，判断其转移的效率。为保证上样量的一致性，

以 GAPDH为内参。
1.7 统计学处理方法 采用 SPSS 19.0软件进行统计。
数据以均数依标准差（x依s）表示，对各组数据先进行
正态检验和方差分析，遵循正态分布和方差齐性的

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK法分
析，方差不齐采用 Tamhane’s T2方法。
2 结果
2.1 对各组大鼠一般情况的影响 正常组大鼠精神状

态正常，摄食情况正常，皮毛等未见明显异常变
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化； 模型组大鼠精神较为暴躁，易怒，摄食情况不

佳，体质量逐渐减轻（相比其余 5组大鼠体质量偏
轻），皮毛无泽，活动能力下降，出现大便排泄异

常，8周后甚则出现大便稀溏情况、味臭。健脾活血
祛湿方各剂量组大鼠基本情况均有一定的好转，摄

食情况逐渐好转，体重逐渐增加，皮毛开始恢复一

定的光泽度，活动较前增加，大便情况逐渐好转。

2.2 对各组大鼠腹水情况的影响 实验结束时，正常

组大鼠未出现腹水，模型组和秋水仙碱组大鼠可见

较多腹水，淡黄色；健脾活血祛湿方各剂量组大鼠

腹水显著消退，颜色较模型组及秋水仙碱组变淡，

与模型组比较腹水量，明显减少（P < 0.01）。秋水仙碱
组与模型组比较，差异无统计学意义（P > 0.05），见
表 1。

2.3 对各组大鼠 ALT、AST和 ALB的影响 与正常

组比较，模型组大鼠血清 ALT、AST的水平均明显升
高，ALB水平下降（P < 0.01）；与模型组比较，健脾
活血祛湿方和秋水仙碱均能不同程度地降低血清

ALT、AST和升高 ALB水平（P < 0.01）。其中，以健
脾活血祛湿方高剂量组效果最明显，经治疗后，健

脾活血祛湿方高剂量组各指标与正常组相仿（P> 0.05），
而健脾活血祛湿方低、中剂量组和秋水仙碱组指标分

别与正常组比较，差异有统计学意义（P < 0.01），结
果见表 2。
2.4 RT-PCR实验结果
2.4.1 PCR荧光反应曲线图 由于检测样品的初始拷

贝数差异，PCR循环次数到达荧光域值时存在差别，
当样品浓度越高时，所需 PCR循环数越少。结果显
示，溶解曲线为单一峰型，提示特异性较好，见图 1
和图 2。

2.4.2 AQP9基因表达的定量结果 与正常组比较模

型组 AQP 9 mRNA 转录水平表达明显减少（P <
0.01）；健脾活血祛湿方高、中剂量组 AQP 9 mRNA
转录水平表达明显增加，与模型组比较，差异有统

计学意义（P < 0.01），秋水仙碱组和健脾活血祛湿方
低剂量组 AQP 9 mRNA表达与模型组比较差异也有
统计学意义（P < 0.05），见图 3。

表 2 对各组大鼠 ALT、AST和 ALB的影响（x依 s，n=10）
Table 2 Comparison of ALT， AST and ALB in rats of
different groups

注：与正常组比较， ##P＜ 0.01；与模型组比较， **P＜ 0.01。

组 别

正常组

模型组

健脾活血祛湿方高剂量组

健脾活血祛湿方中剂量组

健脾活血祛湿方低剂量组

秋水仙碱组

剂量 /g·kg-1

-

-

52

26

16.25

0.0001

ALT/U·L-1

38.81±2.34

140.57±34.29##

44.54±9.45**

57.88±7.92**

66.78±9.40**

66.14±11.56**

AST/U·L-1

66.56±12.54

557.56±84.36##

76.14±12.12**

88.45±18.56**

113.00±23.51**

134.78±33.34**

ALB/g·L-1

41.24±3.23

30.57±2.78 ##

40.33±1.79**

34.31±3.88**

33.56±4.67

36.76±5.12

Melt Curve

Temperature / 益

200000.0

150000.0

100000.0

50000.0

60.0 65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0

图 2 AQP9溶解曲线
Figure 2 Melting curve of AQP 9

图 1 AQP9 扩增曲线

Figure 1 Amplification curve of AQP 9

Amplification Plot

Cycle

550.000
500.000
450.000
400.000
350.000
300.000
250.000
200.000
150.000
100.000

50.000
0 28,932.044428

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

表 1 各组大鼠 12周末腹水量的比较（x依 s，n=10）
Table 1 Comparison of the amount of ascites in rats of

different groups at the end of week

注：与模型组比较， **P＜ 0.01。

组 别

正常组

模型组

健脾活血祛湿方高剂量组

健脾活血祛湿方中剂量组

健脾活血祛湿方低剂量组

秋水仙碱组

剂量 /g·kg-1

-

-

52

26

16.25

0.0001

腹水量 /mL

-

3.78±0.52

0.31±0.19**

0.80±0.29**

1.11±0.61**

3.51±0.41
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表 3 各组大鼠肝 AQP9蛋白表达的影响（x依 s，n=10）
Figure 3 Hepatic AQP 9 protein expression level in rats of differnet

groups

注：与正常组比较， ##P＜ 0.01；与模型组比较， **P＜ 0.01。

组 别

正常组

模型组

健脾活血祛湿方高剂量组

剂量 /g·kg-1

-

-

52

平均光密度值（MOD）

0.442±0.013

0.232±0.021##

0.516±0.007**

正常组 模型组 健脾活血祛湿
方高剂量组

图 4 AQP 9蛋白免疫组化结果（DAB显色，伊200）
Table 4 AQP 9 protein expression showed by immunohisto chemical

assay （by DAB staining，×200）

2.5 免疫组化结果 AQP 9主要是呈棕褐色的阳性染
色，肝细胞核呈蓝色，AQP 9表达主要定位于肝细胞
膜上和胞质内。模型组 AQP 9少量表达，与正常组
比较，差异有统计学意义（P < 0.01）；健脾活血祛湿
方高剂量组与模型组比较，AQP 9 蛋白表达量显著
增高（P < 0.01），见表 3 和图 4。

2.6 Western blotting检测结果 与正常组比较，模

型组 AQP 9表达明显减少（P < 0.01）；与模型组比较
健脾活血祛湿方高、中剂量组 AQP 9表达明显升高
（P < 0.01），低剂量组 AQP 9 表达也虽有升高但差
异无统计学意义（P > 0.05）；秋水仙碱组 AQP 9 表达
也升高（P < 0.01）。见图 5和图 6。
3 讨论
健脾活血祛湿方是由五爪龙、田基黄、白术、

白背叶根、猪苓、茜草、土鳖虫、砂仁等组成，具

有健脾祛湿、活血化瘀、调理脾胃之功效，临床上

治疗脾虚湿盛兼血瘀型肝硬化腹水患者取得了良好

的疗效。

水通道蛋白，又称作水孔蛋白（Aquaporin，AQP）
是一组对水有高选择性的细胞跨膜转运蛋白[7]。AQPs
在水的分泌吸收、细胞内外水平衡等过程中起着重

要的作用[8]。研究表明，AQP 9存在于肝细胞中，尤
以窦状隙表面最丰富，是一种肝脏特异性的甘油通

道[9]。AQP 9对甘油和尿素高度通透，可能是甘油进
入肝细胞以及尿素排出肝细胞的通路 [10]。另有研究
表明，AQP 9 不仅具有重要的生理功能，其表达失
调与脂肪肝的发生也密切相关 [ 11]。免疫电镜发现
AQP 9标记位于肝细胞质膜。因此，认为肝细胞膜上
丰富的 AQP 9 可能参与了肝跨膜水和溶质的转运，
其可能与维持肝细胞渗透压和调节分解代谢有关，

并参与肝窦与肝细胞间水的转运，并且与 AQP 8协
同调节毛细胆管分泌胆汁[12]。由上述可见，AQP 9在
肝腹水形成和消退中均可能起到了重要作用。

本研究结果显示，经过中药干预治疗后，可明显

改善大鼠肝功能，提高大鼠肝脏 AQP 9 mRNA的转
录水平表达和 AQP 9蛋白表达的提高。同时，秋水
仙碱组中 AQP 9表达也升高，说明其保肝作用机制

A B C D E F

A. 正常组；B. 模型组；C. 健脾活血祛湿方高剂量组；D. 健脾活血祛

湿方中剂量组；E. 健脾活血祛湿方低剂量组；F. 秋水仙碱组

组别
A B C D E F

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，**P < 0.01。

图 6 Western blotting 检测 AQP9表达
Table 6 Detection of AQP 9 expression by western blotting method

图 5 Western blotting 检测 AQP9表达
Table 5 AQP 9 expression detected by western blotting method

AQP9

GAPDH

图 3 AQP9mRNA转录水平表达
Figure 3 APQ 9 mRNA expression level in different groups

注：与模型组比较， *P＜ 0.05， **P＜ 0.01。

5

4

3

2

1

0

**

**

**

*

*

正常组 模型组 健脾活血祛湿方

高剂量组

健脾活血祛湿方

中剂量组

健脾活血祛湿方

低剂量组

秋水仙碱组

##

**
**

**
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自热式痹痛巴布剂的药效学研究

李 亨 1，许学猛 2，陈 能 1，李 鹏 1，胡零三 1（1.广州中医药大学，广东 广州 510006；2.广东省第二中医

院，广东 广州 510095）

摘要：目的 观察自热式痹痛巴布剂对小鼠疼痛扭体潜伏时间、扭体次数，二甲苯所致小鼠耳廓肿胀及血液中

5 - 羟色胺（5-HT）含量的影响。方法 取 NIH小鼠 50只，雌雄各半，随机分为 5组：正常对照组（等量基质
巴布剂）、扶他林乳胶组（0.78 g·kg-1）、活血止痛膏组（36.4cm2·kg-1）、痹痛巴布剂组（1.30 g·kg-1）和自热式痹

痛巴布剂组（1.30 g·kg-1），观察给药后对小鼠腹腔注射乙酸刺激所致小鼠疼痛扭体的影响、对二甲苯所致小鼠

耳廓肿胀的影响，并采用酶联免疫法测定小鼠血清内 5-HT含量的改变。结果 自热式痹痛巴布剂组与痹痛巴

布剂组比较，小鼠疼痛扭体的次数减少，差异有显著性意义（P 约 0.01）。自热式痹痛巴布剂组与痹痛巴布剂组
比较，小鼠耳廓肿胀率降低，但无统计学意义（P 跃 0.05）。自热式痹痛巴布剂组 5-HT与痹痛巴布剂组比较含量
升高（P 约 0.05）。结论 适当的温热治疗能使小鼠疼痛扭体次数减少以及二甲苯所致小鼠耳廓肿胀率下降，体

内血清 5-HT水平增高。
关键词：自热式痹痛巴布剂；药效学；5-羟色胺；外用
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之一可能也是与 AQP 9相关，但并没有消退腹水的
作用。研究结果还显示，该方能显著改善模型组大

鼠症状、促进模型大鼠腹水消退、降低模型大鼠

ALT、AST，并能提高 ALB。我们推测健脾活血祛湿
方通过护肝保肝作用，以及对 AQP9 表达的升高作
用，增加了肝细胞膜的通透性，维持了细胞内外水

代谢的平衡，同时，在一定程度上改善了肝细胞功

能损害，起到促进腹水消退的作用。上述可能是该

方起到健脾利水作用的分子生物学基础之一，可以

作为治疗肝硬化腹水的新靶点。
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