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基于VIP－cAMP－PKA－AQP3信号通路探讨
益气润肠方治疗气虚型便秘大鼠的作用机制

熊润秋 1，高月 1，陈鲁 2*

（1. 山东中医药大学，山东 济南 250014； 2. 山东中医药大学附属医院，山东　济南 250014）

【摘要】目的：基于 VIP－cAMP－PKA－AQP3 信号通路探讨益气润肠方对气虚便秘模型大鼠作用及其

机制。方法：选取 48 只 SD 大鼠随机分为空白组、模型组、乳果糖组、益气润肠方低剂量组、益气润肠方

中剂量组和益气润肠方高剂量组，每组 8 只。空白组大鼠正常饮食，每日给予生理盐水灌胃，其余大鼠

给予洛哌丁胺混悬液 3 mg/（kg·d）灌胃加饥饱饮食 2 周制作气虚便秘模型。造模成功后，空白组及模型

组每日给予生理盐水灌胃，乳果糖组给予乳果糖口服溶液1. 67 g/（kg·d）灌胃，益气润肠方高、中、低剂量

组分别给予益气润肠方 17. 5、8. 75、4. 375 g/（kg·d）灌胃，连续 2 周。14 d 后称量大鼠粪便湿重、粪便干

重并计算粪便含水率；留取结肠组织，采用苏木精伊红染色法观察结肠病理变化，qPCR检测大鼠结肠血

管活性肠肽（VIP）、环磷酸腺苷（cAMP）、蛋白激酶 A（PKA）、水通道蛋白 3（AQP3）mRNA 表达水平，

Western blot检测大鼠 VIP、AQP3蛋白表达水平。结果：与空白组比较，模型组大鼠体质量明显降低（P < 
0. 01），粪便湿重及粒数明显减少（P < 0. 01）；与模型组比较，益气润肠方低、中、高剂量组和乳果糖组体

质量明显增高（P < 0. 01，P < 0. 05），粪便湿重增加、粪便粒数增多（P < 0. 05，P < 0. 01）， 但粪便含水率

无统计学意义（P > 0. 05）。与乳果糖组比较，益气润肠方中、高剂量组粪便湿重明显增加、粪便粒数显

著增多（P < 0. 05）。与空白组比较，模型组 VIP、cAMP、PKA、AQP3 mRNA 表达水平明显降低（P < 0. 01，

P < 0. 05）；与模型组比较，乳果糖组及益气润肠方各剂量组 VIP、cAMP、PKA、AQP3 mRNA 表达水平明

显升高（P < 0. 05，P < 0. 01），益气润肠方高剂量组效果最显著（P < 0. 01），且优于乳果糖组（P < 0. 05）。

与模型组比较，益气润肠方各剂量组 VIP、AQP3 的蛋白表达水平升高，且呈剂量依赖性（P < 0. 05）。益

气润肠方可以明显改善咯派丁胺造成的便秘大鼠的肠道病理形态损害。结论：益气润肠方可通过调控

VIP－cAMP－PKA－AQP3通路治疗大鼠气虚型便秘。

【关键词】功能性便秘；血管活性肠肽－环磷酸腺苷－蛋白激酶 A－水通道蛋白 3信号通路；洛哌丁胺；
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功能性便秘（functional constipation，FC）是指排便

次数减少或粪便干硬难以排出，是儿童期最常见的消

化系统疾病之一，国外一项系统性回顾研究显示， 全
球儿童 FC平均患病率为 9. 5%［1］。便秘发病原因不甚

明朗，且持续时间长，影响患儿生活质量［2］。现代医学

治疗功能性便秘的药物主要是以渗透性泻药、刺激性

泻药、肠道促分泌剂、5－HT4受体激动剂、胆汁酸转运

抑制剂以及肠道微生态治疗为主［3］，现有适合儿童的

药物较少且治疗大多以解决症状为目的，易反复、产生

依赖性，故中药治疗便秘具有巨大的研究价值。小儿

脏腑娇嫩，形气未充，饮食不能自节，加之肺常不足、脾

常不足，故气虚便秘为其临床常见证型，益气润肠方为

借助中医传承辅助平台并结合小儿生理、病理特点以

及临床经验筛选而成［4］，在临床运用中取得显著疗效。

本文通过对气虚型便秘大鼠一般情况及其对结肠组织

血管活性肠肽（VIP）/环磷酸腺苷（cAMP）/蛋白激酶 A
（PKA）/水通道蛋白 3（AQP3）通路的影响，进一步探讨

益气润肠方的作用机制。

1　材料

1. 1　实验动物

4周龄 SPF级 SD雄性大鼠 48只，许可证号：SCXK
（鲁）20190003，济南朋悦实验动物繁育有限公司，体质

量（180 ± 10）g，实验单位使用许可证编号：SYXK（鲁）

20170022。实验动物饲养于山东省中医院动物实验中

心屏障环境中，适应性饲养1周，自由饮水采食。

1. 2　药物

益气润肠方组方：黄芪 24 g，白术 24 g，火麻仁 6 g，
陈皮 6 g，肉苁蓉 12 g，生地黄 12 g，麦冬 12 g，玄参

12 g，当归 12 g和甘草 3 g；所有饮片均来自于山东中医

药大学附属医院。洛哌丁胺胶囊（西安杨森制药有限

公司，国药准字H10910085）；乳果糖口服溶液（北京韩

美药品有限公司，国药准字H20065730）。益气润肠方

按原方比例混合后加入没过药面约一指节的蒸馏水，

大火烧开后转小火熬 15 min，收集药液，再次加入蒸馏

水大火烧开后转小火熬煮 20 min，两次药液混合后浓

缩；洛哌丁胺灌胃前予生理盐水配置混悬液，乳果糖灌

胃前予生理盐水稀释。

1. 3　主要仪器与试剂

KZ－Ⅲ－F 低温型研磨仪（武汉赛维尔生物科技

有限公司）；凝胶成像系统（美国Protein Simple 公司）；

电泳仪（BIO－RAD）；RIPA裂解液（武汉赛维尔生物科

技有限公司）；PMSF（武汉赛维尔生物科技有限公司）；

BCA蛋白定量检测试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限

公司）；10% SDS－PAGE 凝胶制备试剂盒（武汉赛维尔

生物科技有限公司）；5 × 蛋白上样缓冲液（武汉赛维

尔生物科技有限公司）；蛋白预染 Marker（Vazyme）；

HRP标记的山羊抗兔二抗（武汉赛维尔生物科技有限

公司）；Anti－Aquaporin 3 Rabbit pAb（武汉赛维尔生物

科技有限公司）；Anti－VIP Rabbit pAb（武汉赛维尔生

物科技有限公司）。

2　方法

2. 1　动物模型制备

将 SD大鼠随机分为空白组 8只及模型组 40只，空

白组每日予生理盐水灌胃，模型组每日予洛哌丁胺混悬

液 3 mg/（kg·d）灌胃并同时采用饥饱饮食法［5］，每隔 5 d
称重调整用药剂量，连续2周，建立气虚便秘大鼠模型。

2周后将8只空白组大鼠以及随机选取的模型组8只大

鼠称重，放入独立代谢笼中24 h，收集粪便，称取粪便重

量，结果显示空白组粪便重量及粒数分别为（18. 44 ± 
5. 68）g及（62. 89 ± 13. 23）粒，模型组粪便重量及粪便粒

数分别为（9. 40 ± 9. 88）g及（36. 40 ± 10. 77）粒，两组比

较差异有统计学意义（P < 0. 01），表示造模成功。

2. 2　分组及给药方法

8 只空白组大鼠每日继续予生理盐水灌胃，40 只

造模成功大鼠随机分为模型组、乳果糖组和益气润肠

方高、中、低剂量组，每组 8只，模型组大鼠每日予生理

盐水灌胃，乳果糖组每日给予乳果糖 1. 67 g/（kg·d）灌

胃，益气润肠方低、中、高剂量组每日给予益气润肠方

4. 375、8. 75、17. 5 g/（kg·d）灌胃，持续 2周。灌胃结束

后，益气润肠方中剂量组及高剂量组各因灌胃不当致

死亡脱落1只大鼠。

2. 3　检测指标与方法

2. 3. 1　大鼠体质量、粪便粒数、粪便湿重及粪便含水

率的测定

灌胃 1周及 2周测量大鼠体质量，给药结束后，将

每组大鼠随机选取 5 只放入独立代谢笼中，收集 24 h
粪便，称取粪便湿重，常温晾干后称取粪便干重，计算

粪便含水率。

粪便含水率（%） = ［（粪便湿重 - 粪便干重）/粪便

湿重］ × 100%
2. 3. 2　HE染色法观察结肠病理变化

禁食不禁水 12 h后麻醉大鼠，取约 0. 5 cm结肠组

织立即放入4%多聚甲醛中固定，后进行酒精梯度脱水、

浸蜡、包埋、切片，苏木精、伊红进行染色，梯度脱水、脱

蜡后中性树胶封固，显微镜下观察结肠病理变化情况。

2. 3. 3　qPCR 检测结肠组织 VIP、cAMP、PKA、AQP3 
mRNA的表达

使用 TRIzol 试剂提取结肠组织总 RNA，Nanodrop 
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2 000 检测 RNA 浓度及纯度，稀释使其终浓度为

200 ng/μL，将 RNA 逆转录为 cDNA，再根据 PCR 试剂

盒说明书制备反应体系及引物于 PCR仪上完成扩增，

反应条件为95 ℃预变性30 s；95 ℃变性15 s；60 ℃延伸

30 s；60 ℃退火 30 s；40个循环，绘制溶解曲线，根据各

组的 Ct 值，通过内参数值和目的基因数值，计算 ΔCt
和 ΔΔCt，得出 2-ΔΔCt ，以 GAPDH 为内参。引物序列

见表1。

2. 3. 4　蛋白免疫印迹分析法（Western blot）检测大鼠

结肠组织VIP、AQP3蛋白表达量

大鼠麻醉后取结肠组织，立即放入液氮中后转

入-80 ℃冰箱中冷冻保存。每组取 50 mg 组织用裂解

液裂解，离心后取上清液，BCA 法进行蛋白定量后，

12% SDS－PAGE分离，湿转法将蛋白转移到激活后的

PVDF 膜上，脱脂奶粉封闭，洗膜后一抗孵育过夜，充

分洗涤后加入二抗，室温孵育 1 h，最后加入 ECL发光

试剂使用全自动化学发光成像分析系统扫描拍照并用

ImageJ进行灰度值分析，结果重复3个批次。

2. 4　统计学方法

统计分析采用 SPSS21 软件。数据采用（x̄ ± s）表

示，多组间进行单因素方差分析后进行两两比较

LSD－t 检验，两组间比较采用两样本均数 t 检验等。

P < 0. 05为差异具有统计学意义。

3　结果

3. 1　各组大鼠一般情况及粪便

益气润肠方可显著增加便秘大鼠粪便重量及粪便

粒数，改善便秘大鼠身体状况，增加便秘大鼠体质量，

但粪便含水率无统计学意义（P > 0. 05）。与空白组比

较，模型组大鼠体质量明显降低（P < 0. 01），粪便湿重

及粒数明显减少（P < 0. 01），粪便含水量无统计学意

义（P > 0. 05）；与模型组比较，益气润肠方低、中、高剂

量组和乳果糖组体质量明显增高（P < 0. 01，P < 
0. 05），粪便湿重增加、粪便粒数增多（P < 0. 05，P < 
0. 01）， 但粪便含水率无统计学意义（P > 0. 05）。与乳

果糖组比较，益气润肠方中、高剂量组粪便湿重明显增

加、粪便粒数显著增多（P < 0. 05）。见表2。

3. 2　各组大鼠结肠HE染色观察

HE染色可见，空白组黏膜层上皮细胞完整，并且

排列整齐、规则，杯状细胞数目多并且形态正常；模型

组黏膜层上皮细胞破损、缺失，形态紊乱，杯状细胞减

少，腺体形态异常，有大量炎性细胞浸润；乳果糖组结

肠腺形态正常，杯状细胞较多，但固有层有大量炎细胞

浸润；中药低剂量组偶见黏膜层上皮细胞破损、缺失，

杯状细胞数目较模型组增多且形态正常，腺体结构偶

见异常；益气润肠方中剂量组及高剂量组黏膜层上皮

细胞结构较完整且排列整齐、规则，杯状细胞数目多且

形态正常，腺体结构正常，未见炎细胞浸润。见图 1。
可见益气润肠方可以改善洛哌丁胺造成便秘大鼠的肠

道病理形态损害。

3. 3　 各 组 大 鼠 结 肠 组 织 VIP、cAMP、PKA、AQP3
mRNA表达的比较

与空白组比较，模型组 VIP、cAMP、PKA、AQP3 
mRNA 表达明显降低（P < 0. 01，P < 0. 05）；与模型组

比较，乳果糖组及益气润肠方各剂量组 VIP、cAMP、
PKA、AQP3mRNA表达升高（P < 0. 05，P < 0. 01），其中

益气润肠方高剂量组最为显著（P < 0. 01）。见表3。
3. 4　各组大鼠结肠组织VIP、AQP3蛋白表达的比较

蛋白免疫印迹分析发现，相较于空白组，模型组结

肠组织中的 VIP、AQP3 的蛋白表达量明显降低（P < 
0. 01），经乳果糖及益气润肠方各剂量组治疗后，VIP

表1　qPCR引物序列

引物名称

GAPDH

VIP

cAMP

PKA

AQP3

引物序列（5′－3′）
上游CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
下游GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT
上游GCAGAATGCCTTAGCGGAGAA
下游TTCCGAGATGCTACTGCTGATT

上游GGGGTAGTGAAGCAGTGTATGGG
下游CTCTATTTCAGGTGCAAGTTTCTGG

上游CCGAACTTGGACCTTGTGTGG
下游CGCACCTTCCCAGAGACGATT
上游GCTGTCACCCTTGCCATCTT

下游GGCCCAGATTGCATCATAGTAG

长度（bp）
138

169

219

189

192

表2　各组大鼠体质量、粪便湿重、粪便粒数及粪便含水率的比较（x̄ ± s）
组别

空白组

模型组

乳果糖组

益气润肠方低剂量组

益气润肠方中剂量组

益气润肠方高剂量组

n

5
5
5
5
5
5

造模1周后体质量/g
275. 13 ± 11. 81
224. 88 ± 7. 83△

229. 88 ± 9，20#

232. 88 ± 6. 73#

235. 63 ± 11. 92#

233. 75 ± 12. 08#

造模2周后体质量/g
330. 88 ± 13. 63
288. 13 ± 21. 05△

298. 13 ± 14. 60#

315. 75 ± 12. 01*

313. 57 ± 9. 50#

318. 00 ± 12. 77*

粪便湿重/g
13. 60 ± 4. 16

5. 40 ± 3. 29△

8. 60 ± 4. 93#

9. 80 ± 3. 12#

15. 40 ± 2. 61*▲

15. 00 ± 3. 87*▲

粪便粒数/粒
34. 20 ± 18. 02
14. 60 ± 6. 43△

18. 20 ± 8. 04#

27. 00 ± 12. 81#

33. 80 ± 13. 07*▲

35. 60 ± 19. 87*▲

粪便含水率/%
66. 67 ± 11. 18
52. 94 ± 13. 56
58. 14 ± 8. 53
63. 27 ± 6. 72
62. 34 ± 7. 36
58. 67 ± 4. 91

注：与空白组比较，△P < 0. 01；与模型组比较，#P < 0. 05，*P < 0. 01；与乳果糖组比较，▲P < 0. 05。
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及AQP3的表达水平明显升高（P < 0. 05），益气润肠方

低、中剂量的益气润肠方提升 VIP 表达水平略逊于乳

果糖，高剂量的益气润肠方能显著提高 VIP 的蛋白表

达水平；相较于乳果糖组，益气润肠方提高AQP3蛋白

表达的能力更强，且呈剂量依赖性，益气润肠方高剂量

组能显著提升AQP3的蛋白表达。见图2。

4　讨论

小儿脏腑娇嫩，形气未充，饮食不能自节，加之肺

常不足、脾常不足，故气虚便秘为其常见证型，小儿肾

常虚，故治疗便秘时常加入补肾益精之品。益气润肠

方来源于黄芪汤加味，在黄芪汤基础上加用补气健脾

之白术，补肾益精通便之肉苁蓉二药，意在加强补气健

脾之功，同时佐以补肾填精滋阴。方中黄芪为补气健

脾第一要药，白术为生，可益气健脾，专补脾阴不足，为

治便秘之良药，《伤寒论》中已有白术治疗便秘之记载，

现代药理研究也发现白术中的苍术酮可使平滑肌收

缩，促进胃肠运动来治疗便秘［6］，此二药等量而用，同

为君药，共奏补气健脾、润肠通便之用。陈皮归肺、脾

经，助白术、黄芪补气健脾之功，同时陈皮入肺经，肺与

大肠相表里，有助通腑之力。当归除归肝、心经外亦归

于脾经，陈士铎对其治疗便秘有极高的评价，称“大便

燥结，非君之以当归，则硬粪不能下”［7］。有研究表明

图1　各组大鼠肠道病理损害HE染色图（× 200）
表3　各组大鼠结肠组织VIP、cAMP、PKA、AQP3 mRNA表达的比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

乳果糖组

益气润肠方低剂量组

益气润肠方中剂量组

益气润肠方高剂量组

n

3
3
3
3
3
3

VIP
1. 00 ± 0. 10
0. 08 ± 0. 01△△

0. 55 ± 0. 25#

0. 13 ± 0. 09#

0. 10 ± 0. 43
1. 99 ± 0. 36*▲

cAMP
1. 00 ± 0. 15
0. 02 ± 0. 01△△

0. 05 ± 0. 00#

0. 64 ± 0. 30*

0. 83 ± 0. 40*

4. 19 ± 1. 34*▲

PKA
1. 00 ± 0. 14
0. 75 ± 0. 08△

0. 90 ± 0. 08#

0. 76 ± 0. 02
1. 90 ± 0. 10#

2. 19 ± 0. 33*▲

AQP3
1. 00 ± 0. 22
0. 15 ± 0. 05△△

0. 39 ± 0. 10#

0. 34 ± 0. 07#

0. 28 ± 0. 04
2. 14 ± 0. 17*▲

注：与空白组比较，△P < 0. 01，△△P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05，*P < 0. 01；与乳果糖组比较，▲P < 0. 05。

注：A 为空白组；B 为模型组；C 为乳果糖组；D 为益气润肠方低剂量组；E 为益气润肠方中剂量组；F 为益气润肠方高剂量组。*P < 0. 05，**P < 
0. 01，***P < 0. 001。

图2　各组大鼠VIP、AQP3蛋白表达情况比较
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当归可影响水通道蛋白 4（AQP4）的表达水平治疗便

秘［8］。火麻仁归脾、胃及大肠经，可润肠通便，有药理

研究表明火麻仁的主要成分火麻仁油可以调节肠道菌

群结构，起到通便的作用［9］。玄参、生地黄、麦冬三药

组成增液汤，有“寓泄于补，增水行舟”之效。现代药理

学研究表明，麦冬中的麦冬多糖可以促进小鼠肠道菌

群多样性，增强肠道益生菌的增殖［10］。三药都可增强

其免疫力［11-13］。肉苁蓉不仅归于肾经，亦归于大肠经，

可增强润肠通便之力，又不失其补肾益精之功。甘草

调和诸药。

血管活性肠肽（VIP）为研究最为深入的肠神经递

质之一，可以介导广泛的胃肠道功能，如调节胃酸分

泌、肠道阴离子分泌、胰腺酶释放、细胞运动、血管扩张

和肠道运动等。可以增加细胞内环磷酸腺苷（cAMP），

从而激活蛋白激酶 A（PKA），此外，VIP 还增加调节性

T细胞的产生，同时抑制巨噬细胞的促炎作用，从而有

助于其抗炎作用［14］。这可能就是益气润肠方各剂量组

炎性细胞浸润减轻的原因。虽然VIP为抑制性肠神经

递质，但有研究表明，VIP 含量降低，可能会减弱结肠

的有效推动［15］。

水通道蛋白（AQPs）在人体的水运输系统中扮演

着重要角色，目前已发现 13种，早期研究中发现，其中

的 AQP3 在大鼠结肠中的分布和人相似［16］。AQP3 在

结肠中的表达水平在渗透性泻药和刺激性泻药的通便

作用中起着重要作用［17］。研究发现，细胞内 Mg2+浓度

升高可激活 AC－cAMP－PKA 信号通路，从而导致 
AQP3 基因表达长期上调，为MgSO4 导泻机制之一［18］。

大黄素可以上调AQP3的表达水平从而达到通便的作

用［19］，占煜等［20］认为众多药物通便的生物学基础可能

是通过调控细胞膜上AQP3的表达来调节水运输的效

率，进一步对结肠的水液代谢产生影响。VIP 可调控

AQP3表达水平，是通过 cAMP/PKA通路实现的［21-22］。

综上所述，益气润肠方治疗便秘，其机制可能是通

过调控 VIP－cAMP－PKA－AQP3 信号通路来实现

的。值得思考的是，目前许多研究 VIP－cAMP－
PKA－AQP3 信号通路的表达水平与便秘关系的研究

结果不甚一致，还需进一步探讨。
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Action Mechanism of Yiqi Runchang Formula in Treatment of Qi－Deficiency 
Constipation Rats Based on VIP－cAMP－PKA－AQP3 Signaling Pathway

XIONG Runqiu1，GAO Yue1，CHEN Lu2*

（1. Shandong University of Traditional Chinese Medicine， Jinan 250014， China； 2. Affiliated Hospital of 
Shandong University of Traditional Chinese Medicine， Jinan 250014， China）

【Abstract】Objective： To investigate the effect and mechanism of Yiqi Runchang Formula in treating model 
rats with Qi－deficiency constipation.  Methods： 48 SD rats were randomly divided into the blank group， the model 
group， the lactutose group （1. 67 g/kg·d）， the Yiqi Runchang Formula groups of low－dose （4. 375 g/kg·d）， 
medium－dose （8. 75 g/kg·d） and high－dose （17. 5 g/kg·d）.  The model of Qi－deficiency constipation was 
established by loperamide suspension （3 mg/kg·d） gavage plus starvation and satiety diet for 2 weeks.  After 
14 days of corresponding intervention， wet fecal stool weight and dry fecal stool weight were measured to 
calculate water content of fecal stool.  Colon tissues were collected and HE staining was used to observe the 
pathological changes of colon.  mRNA expressions of vasoactive intestinal peptide （VIP）， cyclic adenosine 
phosphate （cAMP）， protein kinase A （PKA） and aquaporin 3 （AQP3） were detected by qPCR.  The protein 
expressions of VIP and AQP3 were detected by Western blot.  Results： Compared with those in the blank 
group， the body mass was significantly decreased （P < 0. 01）， the weight of wet fecal stool and the fecal pellet 
number were significantly reduced in the model group （P < 0. 01）.  Compared with those in the model group， 
the body mass was significantly increased （P < 0. 01， P < 0. 05）， the weight of wet fecal stool and the fecal 
pellet number were significantly increased in the lactulose group and the Yiqi Runchang Formula groups of 
low－dose， medium－dose and high－dose （P < 0. 05， P < 0. 01）； but water content of fecal stool showed no 
statistical difference （P > 0. 05）.  Compared with those in the lactulose group， the weight of wet fecal stool and 
the fecal pellet number were significantly increased in the Yiqi Runchang Formula groups of medium－dose 
and high－dose （P < 0. 05）.  Compared with those in the blank group， mRNA expressions of VIP， cAMP， 
PKA and AQP3 were significantly decreased in the model group （P < 0. 01， P < 0. 05）.  Compared with those 
in the model group， mRNA expressions of VIP， cAMP， PKA and AQP3 were significantly increased in the 
lactulose group and the Yiqi Runchang groups （P < 0. 05， P < 0. 01）； in which Yiqi Runchang group of 
high－dose showed most significant effects （P < 0. 01）， and was better than the lactulose group （P < 0. 05）.  
Compared with those in the model group， the protein expressions of VIP and AQP3 were increased in a dose－
dependent manner in the Yiqi Runchang Formula groups （P < 0. 05）.  Yiqi Runchang Formula could 
significantly improve pathogenic lesions of colon in constipation rats caused by loperamide.  Conclusion： Yiqi 
Runchang Formula can treat Qi－deficiency constipation by regulating VIP－CAMP－PKA－AQP3 pathway 
in rats.
【Key words】 Functional constipation； VIP－cAMP－PKA－AQP3 signaling pathway； Loperamide； Yiqi 
Runchang Formula
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