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　　[摘要]　目的:观察大黄三味片通过酪氨酸激酶生长因子受体(tyrosinekinasegrowthfactorreceptor,c-Kit)
及其配体干细胞因子(stemcellfactor,SCF)(SCF/c-Kit)信号通路对便秘大鼠肠道动力的影响。方法:将40只

SD大鼠随机分为对照组、模型组、大黄三味片组、莫沙必利组、c-Kit抑制剂组,每组8只。模型组、大黄三味片

组、莫沙必利组、c-Kit抑制剂组先给予盐酸洛哌丁胺8mg/kg灌胃造模7d,造模成功后大黄三味片组给予大黄

三味片混悬液243mg/(kg/d)灌胃治疗7d,莫沙必利组大鼠继续给予1.6mg/(kg/d)灌胃治疗7d,c-Kit抑制剂

组在给予大黄三味片混悬液灌胃治疗的同时给予10mg/(kg/d)的c-Kit抑制剂 Masitinib灌胃给药7d。通过粪

便性状、质地和含水率评价大黄三味片的治疗效果,测定玻璃小球排出时间、小肠炭末推进率和离体结肠纵行平

滑肌肌条收缩力,评估大黄三味片对肠道动力的影响,计算各组大鼠结肠组织SCF、c-KitmRNA 和蛋白的表达

情况。结果:与对照组比较,模型组大鼠的粪便含水率、玻璃小球排出时间、小肠炭末推进率、肌条收缩力和

SCF、c-Kit的表达量显著下降(P<0.05);与模型组比较,大黄三味片组大鼠的粪便含水率、玻璃小球排出时间、
小肠炭末推进率、肌条收缩力和SCF、c-Kit的表达量显著上升(P<0.05)。结论:大黄三味片可通过调控SCF/c-
Kit信号通路,提高便秘大鼠的粪便含水率,恢复便秘大鼠受损的结肠动力,对便秘大鼠具有显著的治疗效果。
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Abstract　Objective:ToobservetheeffectsofDahuangSanweiTabletsonintestinalsecretionandgutmicro-
biotainconstipatedrats.Methods:FortySDratswererandomlydividedintonormalcontrolgroup(NC),model
controlgroup(MC),DahuangSanweiTabletsgroup(DS),mosapridegroup(MG)andc-Kitinhibitorgroup(CI),

with8ratsineachgroup.MCgroup,DSgroup,MGgroupandCIgroupweregivenloperamidehydrochloride
8mg/kg,andaftersuccessfulmodeling,DSgroupwasgiven243mg/(kg/d)ofDahuangSanweiTabletsintra-
gastrictreatmentfor7days,MGgroupwasgiven1.6mg/(kg/d)ofmosaprideintragastrictreatmentfor7days,

CIgroupwasgiven10 mg/(kg/d)of Masitinibintragastrictreatmentfor7days.Thetherapeuticeffectof
DahuangSanweiTabletswasevaluatedbytoolcharacter,textureandwatercontent,andtheintestinalmotility
wasevaluatedbymeasuringthetimeofexhalationofglassbeadsandtherateofintestinalcarbonpowderpropul-
sive,thechangesoftheamplitudeofthestripswereobservedandthecontractilityofthestripswascompared.
TheexpressionofSCFandc-KitmRNAandproteininthecolonictissueswerecalculated.Results:Compared
withtheNCgroup,thewatercontentoffeces,thetimeofglasspelletexcretion,therateofintestinalcarbon
powderpropulsive,thecontractilityofmusclestripsandtheexpressionofSCFandc-Kitinthemodelgroupwere
significantlydecreased(P<0.05),thewatercontentoffeces,thetimeofexhalationofglassbeads,therateofin-
testinalcarbonpowderpropulsive,thecontractilityofmusclestripsandtheexpressionofSCFandc-Kitweresig-
nificantlyincreasedinDSgroup(P<0.05).Conclusion:DahuangSanweiTabletshaveasignificanttherapeutic
effectonratswithconstipation.Itcanincreasethewatercontentoffecesandrestoretheimpairedcolonicmotility
ofratswithconstipationthroughSCF/c-Kitsignalingpathway.
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　　慢性便秘以排便困难和(或)排便次数减少、粪
便干硬为主要特征,且每周排便少于3次,持续6
个月以上[1]。慢性便秘的全球患病率约为15%,
其诊疗过程可耗费大量医疗资源,且严重影响患者

的生活质量[2]。然而慢性便秘的发病机制目前尚

不明确,主要涉及肠道动力异常、肠道菌群失衡、肠
神经系统紊乱等多个方面[3]。Cajal间质细胞(in-
terstitialcellsofCajal,ICC)是胃肠道平滑肌的慢

波起搏细胞,参与慢波的形成,有介导结肠神经信

号传导、调控胃肠肌肉收缩的功能。国内外多项研

究发现,慢传输型便秘患者结肠ICC与正常人群相

比,在数量和体积上均显著减少[4]。ICC特异性表

达的酪氨酸激酶生长因子受体(tyrosinekinase
growthfactorreceptor,c-Kit)及其配体干细胞因

子(stemcellfactor,SCF)结合所启动的信号通路

对ICC生长发育及功能的维持至关重要。既往研

究显示,中药大黄的主要成分大黄素可以通过促进

便秘小鼠结肠组织中SCF及c-Kit的表达,增加肠

道蠕动[5]。大黄三味片最早出自《四部医典》中的

给喜古纳-3汤,治疗便秘具有良好的疗效[6],本方

由大黄、诃子、碳酸氢钠组成,方简力缓效显,三药

合用缓泻、清热,适合慢性便秘证属热结肠燥者。
目前大黄三味片的疗效机制尚不完全明确,故本研

究通过建立便秘大鼠模型,观察大黄三味片对于肠

道动力的作用机制,为其临床应用提供理论基础。
1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验动物　选用40只无特定病原体级别

的雄性SD大鼠,体重160~180g,购自斯贝福(北
京)生物技术有限公司,饲养于北京市中医研究所

屏障级动物房。本研究方案经实验动物伦理审查

委员会批准后实施(No:BJTCM-R-2022-08-03)。
1.1.2　实验药物　盐酸洛哌丁胺(MedChemEx-
press,货号:HY-B0418A),大黄三味片(货号:国药

准字Z20063677),莫沙必利(MedChemExpress,
货号:HY-B0189A),c-Kit抑 制 剂 (Beyotime,货

号:SF5359)。
1.2　实验方法

1.2.1　动物分组及造模、给药方法　依据体重随

机区组分组法[7],将大鼠随机分为对照组、模型组、
大黄三味片组、莫沙必利组、c-Kit抑制剂组,每组8
只。便秘大鼠的模型制备使用目前公认的盐酸洛

哌丁胺灌胃法,参考课题组前期研究成果并根据本

实验的预实验结果调整使用剂量。适应性饲养7d
后,模型组、大黄三味片组、莫沙必利组及c-Kit抑

制剂组给予盐酸洛哌丁胺8mg/kg灌胃,2次/d,
共7d,造模成功后可见粪便干硬[8],大黄三味片组

大鼠继续给予243mg/(kg/d)的大黄三味片混悬

液 灌 胃 治 疗 7 d,莫 沙 必 利 组 大 鼠 继 续 给

予1.6mg/(kg/d)莫沙必利灌胃治疗7d[9],c-Kit
抑制剂组在给予大黄三味片混悬液灌胃治疗的同

时给予10mg/(kg/d)的c-Kit抑制剂 Masitinib灌

胃给药7d[10]。
1.2.2　粪便含水率的测定　每日灌胃结束后收集

各组大鼠2h内排出的新鲜粪便,立即称重,记录

为粪便湿重,并计数粪便颗粒数。自然风干24h
后再次称重,记录为粪便干重,计算方法如下:粪便

含水率(%)=(粪便湿重-粪便干重)/粪便湿重×
100%。
1.2.3　玻璃小球排出时间的测定　取材前在大鼠

清醒状态下,将直径6mm 的玻璃小球放在大鼠肛

门口,用玻璃棒将玻璃小球轻柔推入大鼠直肠内距

肛缘3cm 处,此时将单只大鼠放入独立饲养箱内

自由活动,记录5组共40只大鼠排出玻璃小球所

需的时间。
1.2.4　小肠炭末推进率的测定　在最后一次灌胃

结束后,大鼠禁食,自由饮水12h,给予5%活性炭

混悬液(1mL/100g)灌胃,灌胃40min后使用颈

椎脱臼法处死大鼠,留取大鼠幽门到盲肠之间的小

肠部分,将剪下的小肠轻轻拉平置于白色测量板,
观察炭末从幽门开始在小肠中推进的最远端即为

炭末推进长度,测量小肠全长和炭末推进长度,计
算方法如下:小肠炭末推进率(%)=炭末推进长

度/小肠全长×100%[11]。
1.2.5　结肠纵行平滑肌肌条的制备及基础收缩力

的测定　在距离大鼠肛门约6cm 处剪切一段结

肠,放入盛有 Krebs液的培养皿中,并持续通以

95%氧气和5%二氧化碳的混合气体。用精细镊

将黏膜层及黏膜下层组织剥除,然后沿纵行肌纤维

走向剪成2mm×8mm 左右的结肠纵行平滑肌肌

条,并在肌条两端分别用医用丝线扎牢。将制备好

的标本挂入含有混合气体的恒温浴槽中。标本一

端固定在浴槽底部,另一端通过张力换能器与生理

记录仪相连。调整标本的初始负荷为1.0g,待其

在柯氏液中平衡60min,测定各组大鼠基础状态平

滑肌肌条的收缩力[12]。
1.2.6　大鼠结肠组织SCF、c-KitmRNA 表达水

平的测定　将大鼠结肠组织置于自动匀浆机中研

磨匀浆3次直至组织完全破碎,离心后取上清液提

取RNA。使用 Eppendorf分光光度计检测各组

RNA 的 浓 度,将 提 取 出 的 总 RNA 反 转 录 合

成cDNA后扩增片段。预变性:95 ℃,变性30s,
循环1次;循环反应:第1阶段95℃,10s,第2阶

段60℃,30s,共循环 40 次;溶解曲线:第 1 阶

段95℃,15s,第 2 阶段 60 ℃,60s,第 3 阶段

95℃,15s,循环1次。以 GAPDH 为内参,采用
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2-ΔΔCt 法计算SCF、c-Kit的 mRNA 水平。引物均

由武汉赛维尔生物科技有限公司合成,引物序列见

表1。
1.2.7　大鼠结肠组织SCF、c-Kit蛋白表达水平的

测定　将大鼠结肠组织清洗剪碎,置于自动匀浆机

中研磨匀浆3次直至组织完全破碎,得到组织匀浆

后,各组加入 RIPA 裂解液、PMSF和 Cocktail蛋

白酶抑制剂(比例为100∶2∶1),使用高速离心机

12000r/min离心10min,分离得到的上清即为提

取得到的蛋白样品。采用BCA法检测组织蛋白浓

度,在562nm 波长下进行比色,记录各孔的吸光度

值,根据标准曲线方程计算得出所测样本的实际蛋

白浓度。根据不同目的蛋白的分子量,选择最佳的

SDS-PAGE凝胶浓度进行配制。在电泳时,每一孔

道上样80μg蛋白,电泳分离蛋白后电转将蛋白转

移至PVDF膜上,用快速封闭液封闭30min,加入

一抗(表2),4℃摇床孵育过夜,次日使用TBST漂

洗3 次 后,继 续 孵 育 HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔 二

抗1h,TBST漂3次后,使用 ECL发光液增强信

号,滴加反应液后迅速置于天能4600显影仪中进

行显影,并用Image-J软件(v1.52a)计算目的条带

与内参条带的相对灰度值。

表1　本实验使用的引物序列

目的基因 上游引物序列(5'-3') 下游引物序列(5'-3')

SCF TGACCTCGTGGCATGTATGG GGACTTTGCGGCTTTCCTATTAC
c-Kit ATCAGGGCGACTTCAATTACG CTGCTGGTGTTCAGGTTTAGGG
GAPDH CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

1.3　统计学方法

使用 GraphPadPrism8.0.2 进行数据的统

计。两组样本间的均值比较采用t检验,多组样本

间的比较方差齐时采用单因素方差分析(One-Way
ANOVA),方差不齐时采用 WelchANOVA分析,
不符合正态分布的数据采用 Kruskal-WallisH 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

表2　本实验使用的抗体及其稀释倍数

抗体名称 稀释倍数 生产厂家 货号

兔SCF抗体 1∶2000 Peoteintech 26582-1-AP
兔c-Kit抗体 1∶1000 Abcam ab256345
兔GAPDH 抗体 1∶20000 Peoteintech 10494-1-AP

2　结果

2.1　各组大鼠的粪便性状、质地和含水率

对给药后各组大鼠的粪便情况进行对比,模型

组和c-Kit抑制剂组与对照组相比粪便颗粒较小,
质地干硬,在处死解剖时也发现模型组大鼠结肠内

残留的粪便质地较对照组干硬,大黄三味片组和莫

沙必利组的粪便质地接近对照组,见图1。适应性

饲养7d后各组大鼠的粪便含水率差异无统计学

意义,提示基线持平,组间可比。造模7d后,模型

组和大黄三味片组大鼠的粪便含水率与对照组相

比显著下降(P<0.05),提示造模成功。在各组给

药期间,大黄三味片组的粪便含水率呈逐步上升趋

势。治疗7d后与模型组比较,大黄三味片组大鼠

的粪便含水率显著升高(P<0.05)。见图2。
2.2　玻璃小球排出时间

通过测定玻璃小球排出时间以评估大黄三味

片对直肠推进力的影响。与对照组比较,模型组大

鼠的直肠推进时间显著增加(P<0.01)。与模型

组比较,大黄三味片组和莫沙必利组的直肠推进时

间显著缩短(P<0.01)。见图3。

a:对照组;b:模型组;c:大黄三味片组;d:莫沙必利组;e:c-Kit抑制剂组。
图1　各组大鼠给药7d后的粪便情况比较
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与对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05;
与大黄三味片组比较,3)P<0.05。
图2　各组大鼠给药7d后的粪便含水率比较(n=8)

与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与模型组比较,
3)P<0.01;与大黄三味片组比较,4)P<0.05。

图3　各组大鼠玻璃小球排出时间比较(n=8)

2.3　小肠炭末推进率

测定小肠炭末推进率以评估大黄三味片对小

肠动力的影响。与对照组比较,模型组和c-Kit抑

制剂组大鼠的小肠炭末推进率显著 下 降 (P <
0.05);与模型组比较,经过7d的治疗后,大黄三

味片组和莫沙必利组的小肠炭末推进率均有显著

升高(P<0.05),与大黄三味片组比较,c-Kit抑制

剂组大鼠的小肠炭末推进率显著下降(P<0.05),
见图4。说明大黄三味片可以促进小肠动力,抑制

SCF/c-Kit信 号 通 路 后 大 黄 三 味 片 的 作 用 效

果减弱。
2.4　大鼠肠道平均张力

测定离体结肠纵行平滑肌肌条的收缩情况以

评估大黄三味片对结肠动力的影响。与对照组相

比,模型组结肠纵行平滑肌肌条的平均张力显著降

低(P<0.01),说明盐酸洛派丁胺造模后对结肠的

收缩力有显著影响,经过7d的治疗后,大黄三味

片组和莫沙必利组的肠道平均张力均有改善(P<
0.05),而c-Kit抑制剂组大鼠的结肠动力并没有恢

复,与大黄三味片组比较其动力有显著下降趋势。
见图5。

与对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05;
与大黄三味片组比较,3)P<0.05。

图4　各组大鼠小肠炭末推进率比较(n=8)

与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与模型组比较,
3)P<0.05;与大黄三味片组比较,4)P<0.05。

图5　各组大鼠肠道平均张力比较(n=6)

2.5　大黄三味片对大鼠结肠组织SCF、c-KitmR-
NA表达水平的影响

与对照组比较,模型组便秘大鼠的结肠组织中

SCF以及c-Kit的 mRNA 表达量显著降低,差异

有统计学意义(P<0.01);与模型组比较,大黄三

味片组和莫沙必利组结肠组织中SCF和c-Kit的

mRNA表达显著升高,差异有统计学意义(P<
0.05),而c-Kit抑制剂组大鼠的结肠组织中 SCF
和c-Kit的 mRNA表达量与对照组比较显著降低

(P<0.05)。见图6。
2.6　大黄三味片对大鼠结肠组织SCF、c-Kit蛋白

表达水平的影响

与对照组比较,模型组便秘大鼠的结肠组织中

SCF以及c-Kit的蛋白表达水平显著降低,差异有

统计学意义(P<0.05);与模型组比较,大黄三味

片组和莫沙必利组结肠组织中SCF和c-Kit的蛋

白表达水平显著升高,差异有统计学意义(P<
0.05),而c-Kit抑制剂组大鼠的结肠组织中 SCF
和c-Kit的蛋白表达水平与对照组比较显著降低

(P<0.05),大黄三味片组和莫沙必利组结肠组织

中SCF和c-Kit的蛋白表达水平差异无统计学意

义(P>0.05)。见图7。
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a:SCFmRNA的相对表达;b:c-KitmRNA的相对表达。与对照组比较,1)P<0.01;与模型组比较,2)P<0.05;与大黄

三味片组比较,3)P<0.05。
图6　各组大鼠结肠组织SCF、c-KitmRNA的表达(n=3)

a:电泳图;b:SCF蛋白的相对表达;c:c-Kit蛋白的相对表达。与对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05;与
大黄三味片组比较,3)P<0.05。

图7　各组大鼠结肠组织SCF、c-Kit蛋白的表达(n=3)

3　讨论

肠道传输时间延长、肠道动力减弱是便秘的一

个基本特征。便秘历来是中医药治疗的优势病种,
早在《黄帝内经》中就有对于便秘症状的描述,如
《素问·厥论》云:“太阴之厥,则腹胀后不利”。《素
问·灵兰秘典论》中说道“大肠者,传导之官,变化

出焉”,故本病主要病位在大肠,如胃肠功能失调,
则产生大便不通畅的症状。《便秘中医诊疗专家共

识意见(2017)》[13]中总结便秘的基本病机为“大肠

通降不利,传导失司”。治宜实者泻之,虚者补之,
恢复气机的升降出入,应在辨证施治的基础上适当

选用具有泻下作用的药物。
热积 秘 是 便 秘 患 者 中 最 为 多 见 的 证 型 之

一[14],肠胃积热素体阳盛,或热病之后,余热留恋,
或肺热肺燥,下移大肠,或过食醇酒厚味,或过食辛

辣,或过服热药,均可致肠胃积热,耗伤津液,肠道

干涩失润,粪质干燥,难于排出,形成“热积秘”。大

黄三味片由大黄、诃子、碳酸氢钠组成,具有独特的

角药配伍,适用于慢性便秘证属热结肠燥者。方中

大黄苦寒,泻热毒、破积滞,荡涤肠胃,通利水谷;诃
子味苦、酸、涩,可缓解大黄峻猛之势,得以缓泻,兼
以调和诸药,维持肠道碱性环境;碳酸氢钠消食润

肠,具有清浊解毒之效。三药配伍,能增强养阴扶

正,清燥热,润滑肠道,软化燥粪而通便的作用。
中医药可通过调节ICC来治疗便秘[15],但目

前对于其作用机制及信号通路尚不明晰,ICC是一

种类平滑肌细胞,作为胃肠道初级起搏细胞,通过

平 滑 肌 细 胞 产 生 和 传 播 慢 波 调 节 肠 道 动

力[16]。c-Kit是一种原癌基因,编码Ⅲ型酪氨酸蛋

白激酶生长因子受体,通过与SCF结合激活信号

通路,具有调节ICC增殖的作用[17]。研究发现,针
灸足三里可以上调c-Kit表达,增加ICC的数量,
改善结肠功能,治疗神经源性肠功能障碍大鼠的结

肠动力[18]。
本实验结果显示,大黄三味片可以显著提高便

秘大鼠的粪便含水率,对于大鼠便秘情况的改善具

有显著疗效,便秘大鼠结肠组织中SCF及c-Kit的

表达量减少,给予大黄三味片治疗后表达量增加,
提示SCF及c-Kit是大黄三味片发挥作用的关键

位点,c-Kit抑制剂组在给予大黄三味片混悬液灌

胃治疗的同时使用抑制剂 Masitinib阻断 SCF/c-
Kit信号通路后,大鼠结肠组织中SCF及c-Kit的

表达 量 降 低,验 证 了 大 黄 三 味 片 是 通 过 激 活

SCF/c-Kit信号通路,维持了ICC的生长发育及功
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能,从而增加大鼠粪便含水率,促进肠道动力,并最

终缓解便秘。本研究为大黄三味片治疗慢传输型

便秘的临床应用提供了理论基础,也为其分子机制

研究提供了依据。
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