
 

中国现代应用药学 2020 年 1 月第 37 卷第 2 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2020 January, Vol.37 No.2      ·161· 

茵陈五苓散对肝硬化腹水大鼠模型的影响 
    

苏林红，柳侠平，林军(温州市中医院感染科，浙江 温州 325000) 

 

摘要：目的  研究茵陈五苓散对肝硬化腹水大鼠血清 AQP2 表达和 NO、NT-1 水平的影响。方法  采用苯巴比妥灌胃联

合四氯化碳腹腔注射复制肝硬化腹水模型。将成模后大鼠随机分为模型组、螺内酯片组(0.066 g·kg)和茵陈五苓散低、

中、高剂量组(生药 4.3, 8.6, 17.2 g·kg)，每组 10 只，并选取 10 只正常大鼠灌服生理盐水作为空白组。硝酸还原酶法测

定大鼠血清 NO、ET-1 的水平。RT-PCR 测定大鼠肝组织 AQP2 mRNA 水平，Western blotting 检测大鼠肝组织 AQP2 蛋白

含量。结果  与空白组大鼠比较，模型组大鼠血浆 NO 和 ET-1 水平显著升高(P<0.05)。与模型组大鼠比较，茵陈五苓散

各剂量组和螺内酯片组大鼠血清 NO、ET-1 水平显著降低(P<0.05)。与空白组大鼠比较，模型组大鼠肝脏 AQP2 mRNA 和

蛋白含量显著下降(P<0.05)。与模型组大鼠比较，茵陈五苓散各剂量组和螺内酯片组大鼠肝脏 AQP2 mRNA 和蛋白含量

显著增高(P<0.05)。结论  茵陈五苓散治疗肝硬化腹水的机制与降低血清 NO、ET-1 水平及调节肝脏 AQP-2 基因表达

有关。 
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Effect of Yinchen Wuling Powder on Cirrhotic Rats Model with Ascites 
 

SU Linhong, LIU Xiaping, LIN Jun(Infectious Department, Wenzhou Hospital of Traditional Chinese Medicine, Wenzhou 

325000, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effect of Yinchen Wuling powder on AQP2 expression and the plasma levels of NO 
as well as ET-1 in cirrhotic rats with ascites. METHODS  The ascites model of cirrhosis was established by intraperitoneal 
injection of phenobarbital and carbon tetrachloride. The rats were randomly divided into model group, colchicine group, and low, 

middle and high-dose of Yinchen Wuling powder groups(crude drug 4.3, 8.6, 17.2 g·kg). Ten rats in each group, and ten normal 
rats were given normal saline as blank group. Serum levels of NO and ET-1 were measured by nitrate reductase method. The 
expression of mRNA and protein of AQP2 was measured by RT-PCR and Western blotting method respectively. RESULTS  
Compared with the blank group, the plasma levels of NO and ET-1 in the model group increased significantly(P<0.05). 
Compared with the model group, the plasma levels of NO and ET-1 in Yinchen Wuling powder treat groups and colchicine group 
decreased significantly(P<0.05). Compared with the blank group, the expression of mRNA and protein of AQP2 in the liver of 
the model group were significantly decreased(P<0.05). Compared with the model group, the expression of mRNA and protein of 
AQP2 in liver of rats in Yinchen Wuling powder treat groups and colchicine group were significantly increased(P<0.05). 
CONCLUSION  The mechanism of Yinchen Wuling powder in treating cirrhotic rats with ascites may be related to reduction 
of plasma levels of NO as well as ET-1 and the regulation of AQP2 gene expression. 
KEYWORDS: Yinchen Wuling powder; cirrhotic with ascites; AQP2; NO; ET-1 
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肝硬化是肝脏在多种原因的长期、反复刺激

下发生的慢性病变。腹水则是肝硬化后肝脏功能

由代偿期向失代偿期发展的主要标志之一[1-3]。近

年来肝硬化腹水死亡率呈现不断增长的趋势，如

何预防和治疗肝硬化腹水成为目前医药界亟待解

决的重要问题之一。茵陈五苓散出自《金匮要略》，

用于治疗湿重于热之黄疸，部分学者将茵陈五苓

散用于肝硬化腹水的治疗，并取得了较好的临床

疗效，本研究首次基于肝硬化腹水大鼠模型探讨

茵陈五苓散对肝硬化腹水的作用机制，为茵陈五苓

散的临床应用提供有效的科学依据[4-6]。 

1  材料与方法 

1.1  药品及试剂 

茵陈五苓散：绵茵陈 15 g，白术 10 g，桂枝

10 g，猪苓 15 g，泽泻 15 g，茯苓 15 g。以上药材

均购自湖南芝林药业有限公司。在上述药材中加

入 7 倍量的水充分浸泡 0.5 h 后，煎煮 40 min，过

滤并留取药液；加入 6 倍量的水继续煎煮 40 min

过滤并留取药液，将 2 次药液混合，使药液煎煮

浓缩至 1 mL(相当于原药 6 g)，置于冰箱保存。螺
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内酯片 (中科院生物制品标准品中心，批号：

H44023416)；四氯化碳(CCl4，广州化学试剂厂，

批号：130825)；TRIzol 试剂(Invitrogen 公司，批

号：15596-026)；cDNA 逆转录试剂盒 (货号：

4366932)、SYBR Green PCR Master Mix(货号：

4367659)购于 Applied Biosystems 公司；AQP2 一

抗(批号：sc-515770)、β-actin 一抗(批号：sc-47778)

购于 Santa Cruz 公司；辣根过氧化物酶标记二抗

(北京中衫金桥生物技术有限公司，批号：F2209)；

苯巴比妥(江苏南通制药厂，批号：081012)；NO

测试盒(批号：20111324)、ET-1 试剂盒(批号：

20120304)，购于中生北控生物科技股份有限公司；

AQP2(上游 5’-GGGGAACAGCAGGTAGTTGTA- 

3’；下游 5’-CCATCCTCCATGAGATTACTC-3’)和

GAPDH(上游 5’-CCTCCCGCTTCGCTCTCT-3’；

下游 5’-CTGGCGACGCAAAAGAAGA-3’)的引物

由上海吉玛公司合成。 

1.2  动物  

SD 大鼠，60 只，♂，SPF 级，体质量(200±20)g，

由江苏南京青龙山动物繁殖场提供，实验动物生

产许可证号：SCXK(苏)2009-0001。 

1.3  动物模型制备、分组及给药 

大鼠适应性喂养 1 周后，所有大鼠给予 35%

苯巴比妥 CMC-Na 混悬液[35 mg·(100 mL)1]诱导

1 周。按照 0.1 mL·(100 g)1 的剂量将 CCl4 油溶液

注入大鼠腹腔内，1 周 2 次。将成模后大鼠随机分

为模型组、螺内酯片组和茵陈五苓散低、中、高

剂量组，每组 10 只，并选取 10 只正常大鼠灌服

生理盐水作为空白组，茵陈五苓散低、中、高剂

量组给予相当于生药 4.3，8.6，17.2 g·kg1 的药液，

按 10 mL·kg1 进行给药，螺内酯片组大鼠给予螺

内酯片药液(0.066 g·kg1)，每天 1 次，连续 4 周，

所有大鼠建模成功。末次给药 12 h 后，所有大鼠

禁食不禁水，于次日麻醉，取材。 

1.4  检测指标及方法 

1.4.1  血清 NO、ET-1 的检测  摘除大鼠单只眼

球，取血 2 mL 注入试管中，待凝固后分离血清，

40 ℃保存。测定前置室温复溶，混匀后，4 ℃ 

3 000 r·min1 离心 3 min，取上清测定，硝酸还原

酶法测定血清 NO、ET-1 的水平。 

1.4.2  RT-PCR测定大鼠肝组织AQP2 mRNA水平  

提取 RNA，按照逆转录试剂盒说明书配制反应液，

42 ℃反转录 50 min，95 ℃ 5 min 灭活反转录酶。

取出合成的 cDNA进行 PCR 反应，严格按照 SYBR 

Green PCR Master Mix 试剂盒说明进行，PCR 扩增

仪进行扩增。按以下条件进行 RT-PCR反应：94 ℃，

5 min；94 ℃，30 s 35 个循环；55 ℃，30 s；72 ℃，

2 min；72 ℃，5 min。扩增完毕后，以 GAPDH 为

内参照基因，值按照 ΔΔCt 算法进行计算。 

1.4.3  Western blotting 检测大鼠肝组织 AQP2 蛋

白含量  称取肝组织 250 mg，加入 500 μL 细胞裂

解液。4 ℃,15 000 r·min，离心 15 min，吸取 EP

管中的上清液，加入上样缓冲液，70 ℃水浴

10 min。根据 BCA 蛋白浓度定量试剂盒对蛋白浓

度检进行检测。调整电泳仪电压为 80 V 进行电泳，

当溴酚蓝到达分离胶时加大电泳仪电压(120 V)，

直至电泳结束。转膜、将 PVDF 膜置于脱脂牛奶

中 60 min 进行封闭。根据检测的蛋白分别加入稀

释好的一抗 AQP2(1∶1 000)和 β-actin (1∶1 000)， 

4 ℃冰箱摇摆过夜，二抗室温孵育 1 h，进行显影

和条带分析。 

1.5  统计学分析 

采用 SPSS 17.0 软件进行分析，计量资料用

sx  表示，多组比较采用方差分析，计数资料采

用 χ2检验进行分析，以P<0.05为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  动物一般情况  

空白组大鼠精神状态正常，皮毛色泽、摄食

情况未见异常，体质量增加。模型组大鼠表现为

烦躁，摄食量明显减少，体质量减轻，毛色无泽，

活动减少，饮食减少，部分大鼠排便异常，8 周后

出现大便稀溏、味臭。茵陈五苓散治疗后，各治

疗组大鼠基本情况好转，表现为毛色润泽，摄食

量增加，体质量增加，大便渐不臭秽。 

2.2  茵陈五苓散对各组大鼠腹水情况的影响 

实验结束时，空白组大鼠均无腹水表现，模

型组大鼠腹水量为(3.64±0.48)mL，明显增多，色

淡黄；茵陈五苓散各剂量组治疗的大鼠腹水色淡

黄，腹水量明显减少，茵陈五苓散高剂量组、中

剂 量 组 和 低 剂 量 组 大 鼠 的 腹 水 量 分 别 为

(0.53±0.21)，(0.92±0.32)和(1.19± 0.75)mL。与模型

组大鼠比较，差异有统计学意义(P<0.05)；模型组

和螺内酯片组大鼠腹水量相比较，经螺内酯片治

疗后大鼠的腹水量为(1.01±0.39)mL，少于模型组，

差异有统计学意义(P<0.01)。 

2.3  茵陈五苓散对各组大鼠血清 NO、ET-1 的影响 

与空白组大鼠比较，肝硬化腹水模型组大鼠

血清中 NO、ET-1 含量明显升高(P<0.05)。与模型
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组大鼠比较，经螺内酯片及不同剂量的茵陈五苓

散治疗的大鼠血清 NO、ET-1 含量均表现不同程度

的降低(P<0.05)。结果见表 1。 

表 1  各组大鼠血清 NO 和 ET-1 水平比较( sx  , n=10) 
Tab. 1  Comparisons of the plasma levels of NO and ET-1 

in rats of each group( sx  , n=10) 

组别 NO/μmol·L1 ET-1/ng·L1 

空白组  18.39±1.591)   9.69±2.321) 

模型组 41.16±2.66 23.98±4.56 

螺内酯片组  38.67±2.801)  18.22±2.571) 

茵陈五苓散高剂量组  23.74±2.181)  19.92±3.011) 

茵陈五苓散中剂量组  31.93±1.801)  18.76±3.121) 

茵陈五苓散低剂量组  35.41±1.431)  16.05±2.541) 

注：与模型组相比，1)P<0.05。 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05. 

2.4  茵陈五苓散对各组大鼠 AQP2 表达的影响  

RT-PCR 结果显示，与空白组大鼠比较，模型

组大鼠肝脏组织 AQP2 mRNA 水平明显减少

(P<0.05)；与模型组大鼠比较，螺内酯片组，茵陈

五苓散不同剂量组治疗大鼠肝脏 AQP2 mRNA 水

平表达均明显增加(P<0.05)。结果见图 1。 

Western blotting 结果显示，与空白组比较，模

型组 AQP2 蛋白表达明显减少(P<0.05)；与模型组

比较，螺内酯片组，茵陈五苓散不同剂量组 AQP2

蛋白表达明显增加(P<0.05)。结果见图 2。 

3  讨论 

茵陈五苓散由茵陈蒿、泽泻、白术、猪苓、

茯苓、桂枝组成，方中茵陈为治疗湿热黄疸之要

药，有很强的保肝利尿作用；方中茯苓、泽泻甘

淡渗湿，能除湿利小便，有固肾治水之功，利水

能宣通内脏之湿[6-8]；猪苓入脾通水道，通淋除湿、

消水肿、退黄疸；白术具有健脾祛湿、扶植脾胃、

散湿除痹、消食除痞之功效；桂枝化气祛湿，能

温通阳气，与茯苓、猪苓、泽泻同用可温阳。既

往有很多关于茵陈五苓散治疗临床疾病的研究，

何栋等[4]应用茵陈五苓散治疗非酒精性脂肪肝病

大鼠，起到较好的治疗作用。Zhang 等[9]将茵陈五

苓散应用于黄疸的治疗也取得较好的疗效。笔者

根据既往研究，应用不同浓度茵陈五苓散辨证治

疗肝硬化难治性腹水，结果表明茵陈五苓散具有

明显的利尿消除腹水、保肝护肝之效。 

肝硬化腹水的成因与门静脉高压症高动力循

环状态的形成、维持和发展有密切的关系[10]。有

研究表明，正常人体内缩血管活性物质和血管扩

张因子之间处于一种平衡状态。肝硬化时，体内

的这种平衡受到破坏，进而引起肝硬化高动力循

环的病理状态[1-2]。门脉高压形成后多种血管活性

因子，包括 SNS、P 物质、RAAS、ET-1 和 NO 等

神经体液系统的激活是引起肝硬化高动力循环的

主要病理生理原因，其中 ET-1 和 NO 在该肝硬化

病理过程中发挥着主要作用[3]。肝硬化时，患者肝

功能减退和侧支血管开放，使得肝脏对部分血管

活性物质(如 NO、ET-1)灭活减少，促进腹水的形成。 

 
图 1  AQP2 mRNA 水平表达情况 
与模型组相比，1)P<0.05。 

Fig. 1  Expression of AQP2 mRNA 
Compared with model group, 1)P<0.05. 

 

图 2  AQP2 蛋白水平表达情况 
AWestern blotting 检测 AQP2 蛋白表达；BAQP2 蛋白相对表达量；

与模型组比较，1)P<0.05。 

Fig. 2  Expression of AQP2 protein 
Aexpression of AQP2 detected by Western blotting; Brelative 
expression of AQP2 protein; compared with the model group, 1)P<0.05. 
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本实验中，模型组大鼠血清 NO 水平明显高于

空白组，而经茵陈五苓散治疗后，大鼠 NO 血清水

平均显著降低。NO 是体液中常见的因子之一，具

有血管舒张作用。NO 在体内很多病理生理过程中

发挥重要的作用，研究发现 NO 能引起明显的肝外

分流，使全身有效血容量相对或绝对不足，低血

容量进一步刺激球旁小体促进肾素分泌，使血浆

醛固酮和促肾上腺皮质激素水平升高，导致保钠、

排钾、保水，引发钠潴留和腹水[11]。本实验结果

说明，茵陈五苓散可能通过影响肾血浆 NO 浓度，

减轻水钠潴留，从而达到消除腹水的目的。 

肝脏丰富的血管是 ET 产生的重要场所，也是

ET 的靶器官，血浆 ET 的浓度直接影响血管的舒

缩功能[12]。ET 有 3 种异构体：ET-1、ET-2 和 ET-3，

其中 ET-1 缩血管作用最强。ET-1 除具有血管舒缩

特性外，还能刺激成纤维细胞、系膜细胞和血管

平滑肌细胞的有丝分裂，刺激心肌细胞分泌心房

利钠钛，抑制肾素分泌，诱导前列腺素的合成。

而且许多资料提示，ET-1 在肝硬化的肝脏中，其

生物活性处于激活状态，所以 ET 对肝脏血流动力

学及细胞代谢功能的调节具有重要作用[12-13]。本

实验中，茵陈五苓散各剂量组 ET-1 水平明显降低，

且呈现剂量依赖性。进一步应用茵陈五苓散治疗

后，大鼠腹水量明显减少。这些结果表明，茵陈

五苓散可能通过改善肝功能水平，增强 ET-1 的清

除能力，从而抑制腹水生成。 

AQP 是一种位于细胞膜上与水分子通透性密

切相关的转运蛋白[14]。肝细胞上有多种 AQP，研

究表明，AQP2 在肝细胞中表达较高。AQP2 通过

水和溶质之间的转运过程维持肝细胞的分解代谢

和渗透压。研究发现，AQP2 表达缺乏与肝硬化化患

者的预后及对托伐普坦的治疗反应密切相关[14-15]。在

本研究中，笔者应用 RT-PCR 方法检测茵陈五苓散

干预治疗肝硬化大鼠 AQP2 的 mRNA 表达，结果

发现大鼠肝脏AQP2的mRNA表达水平明显上升。

Western blotting 检测结果也证实了茵陈五苓散干

预治疗肝硬化大鼠后，大鼠肝脏 AQP2 蛋白表达

也明显上升。结合 AQP2 蛋白的分子生物学功能，

笔者推测茵陈五苓散通过上调 AQP2 的表达，改善

了肝细胞的通透性，使肝细胞内外水代谢处于平衡

状态，促进了腹水的消退。 

综上所述，茵陈五苓散对大鼠肝硬化腹水的

治疗具有较好的临床疗效，其机制与降低血浆 

NO、ET-1 水平及上调 AQP2 的表达有关。 
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