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橙皮苷改善洛哌丁胺诱导便秘大鼠结肠
SIP 合胞体功能的研究

摘要  目的  探讨橙皮苷对便秘大鼠结肠 SIP 合胞体功能的影响及机制。方法 将 30 只雄性 Wistar
大鼠随机分为模型组、橙皮苷低、中、高剂量组和聚乙二醇 4000 散干预组（简称西药组），模型组予以

洛哌丁胺 [1.5 mg/（kg · d）] 灌胃，每天 2 次，连续 14 天，建立便秘模型，各干预组在此基础上于第 
8 天起同步予以橙皮苷 [50、100、200 mg/（kg· d）] 和聚乙二醇 4000 散 [0.9 g/（kg· d）] 灌胃，每天 1 次，

连续 7 天。同时另设 6 只为空白组，灌胃给予等量的生理盐水。观察干预前后大鼠的一般情况、排便情况、

体重、进食量、粪便含水量变化。第 1、14 天灌以墨汁后记录首粒黑便时间。采用 ELISA 法检测 5- 羟色

胺（5-HT）、5- 羟色胺 4 型受体（5-HT4R）含量，HE 染色观察组织形态，Western Blot、qRT-PCR 检

测钙激活氯通道蛋白（ANO1）、酪氨酸受体激酶蛋白 c-kit（c-kit）、血小板衍生因子受体 α（PDGFRα）、

P2 嘌呤受体 1（P2Y1）、SK3 通道蛋白（SK3）蛋白及 mRNA 表达水平。免疫荧光双染检测结肠钙激

活氯通道蛋白（ANO1）-PDGFRα 和 PDGFRα- 蛋白基因产物 9.5（PGP9.5）的表达分布。结果 与

空白组比较，模型组大鼠排便减少，间隔时间延长（P<0.01），粪质干硬、粪便含水量降低（P<0.05），结

肠 5-HT、5-HT4R 含量均下降（P<0.05），组织结构及形态发生改变（上皮坏死脱落、肌纤维肿胀变厚、肌

层变薄等），PDGFRα、ANO1 和 PGP9.5 的阳性染色减少，PDGFRα、ANO1、P2Y1、c-kit、SK3 蛋白

及 mRNA 水平均降低（P<0.01）。与模型组比较，橙皮苷中、高剂量组及西药组排便间隔时间缩短，粪便

含水量增加，5-HT 和 5-HT4R 含量升高（P<0.05，P<0.01），橙皮苷均呈剂量 - 效应关系。橙皮苷高剂量

组及西药组结肠组织形态明显恢复，PDGFRα、ANO1 和 PGP9.5 的阳性染色增加，PDGFRα、ANO1、

P2Y1、c-kit、SK3 蛋白及 mRNA 水平均增加（P<0.01）。结论 橙皮苷可能通过上调结肠 ANO1、c-kit、
PDGFRα、P2Y1、SK3 表达水平，恢复 Cajal 间质细胞和 PDGFRα+ 细胞的表型及功能，改善 SIP 合胞

体功能及结肠动力，从而干预便秘大鼠。
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功能性便秘（functional constipation，FC）是一

种以排便困难、排便次数减少或排便不尽为主要表现

的功能性肠病（functional bowel disorders，FBDs）[1]。

FC 病理生理较为复杂，发生因素通常与遗传、生活

方式、饮食、肠神经系统（enteric nervous system，

ENS）功能障碍、神经递质改变等相关。这些因

素可导致结肠推动力不足，直肠敏感性下降 [1]。肠

道动力本质上取决于平滑肌细胞（smooth muscle 
cells，SMC）的兴奋性。作为胃肠道时相性收缩即

慢波（slow wave，SW）的起搏点和传导者，Cajal
间质细胞（interstitial cells of Cajal，ICC）、血小板

衍生因子受体 α 阳性细胞（platelet-derived growth 

factor receptor α-positive cells，PDGFRα+ cells）
与 SMC 通过缝隙连接、电耦合共同构成 SIP 合胞

体（SMC-ICC-PDGFRα+ cells syncytium，SIP 
syncytium）。据报道，SIP 合胞体功能与肠道动力密

切相关，参与胃肠基本电节律调控和神经递质信号传

导 [2]。传统中药方剂在 FC 的治疗方面占据重要地位。

目前，枳术丸及其配伍药材（枳实和白术）加减是常

用于纳差、腹胀、便秘等胃肠症状的有确切疗效的临

床代表方剂 [3]。本课题组在应用中发现其有促胃肠动

力的作用。通过相关文献的查阅，发现该功能可能与

有效组分黄酮（苷）类（如橙皮苷）有关 [4]。因此，

本研究旨在基于结肠 SIP 合胞体功能探讨橙皮苷干预

North Sichuan Medical College，Sichuan（637000）

ABSTRACT Objective To explore the effects and mechanisms of hesperidin on the function of colonic 
SIP syncytium in rats with constipation. Methods Thirty male Wistar rats were randomly divided into the model 
group， and intervention groups （hesperidin low/medium/high-dose， and the Macrogol 4000 Powder）. The 
constipation rat model was established by intragastrically administrated with loperamide （1.5 mg · kg-1 · d-1）  
twice a day for 14 days.On the 8th day of modeling， synchronously， the intervention groups of rats were 
respectively given hesperidin （50，100，200 mg · kg-1 · d-1） ，and Macrogol 4000 Powder （0.9 g · kg-1 · d-1） 
by gavage once a day for 7 days. Meanwhile, another 6 Wistar rats were set up as a blank group and given 
equal amount of saline by gavage. The changes in general condition， defecation， body mass， food intake， 
and fecal water content were observed in before and after intervention. Meanwhile， the time of the first black 
stool was recorded at the 1st and 14th days after the gavage of ink. Contents of 5-hydroxytryptamine（5-HT） 
and 5-hydroxytryptamine 4 receptor （5-HT4R）were measured by ELISA. HE staining was used to observe 
the pathology of colon tissue. Quantified protein and mRNA levels of anoctamin 1（ANO1）， type Ⅲ receptor 
tyrosine kinase（c-kit）， platelet-derived growth factor receptor α（PDGFRα）， P2Y purinoceptor 1（P2Y1）， 
and KCa2.3（SK3）by Western Blot and qRT-PCR. Finally，the expression and distribution of ANO1-PDGFRα 
and PDGFRα-protein gene product 9.5（PGP9.5） were detected by Immunofluorescence double staining in 
the colon. Results Compared with the blank group， the rats in the model group had fewer bowel movements， 
longer interval-time （P<0.01）， dry and hard feces， and lower fecal water content （P<0.05）. The 5-HT and 
5-HT4R levels in the colon were significantly decreased （P<0.05）. The structure and morphology of colonic 
tissues altered （epithelial necrosis and detachment， swelling and thickening of muscle fibers， thinning of the 
muscle layer， etc.）. The positive expression of PDGFRα， ANO1， and PGP9.5 were obviously reduced. 
The mRNA and protein levels of PDGFRα， ANO1， P2Y1， c-kit， and SK3 reduced（P<0.01）. Compared 
with the model group， the interval between defecation was shortened， the fecal water content increased， 
and the levels of 5-HT and 5-HT4R increased in the hesperidin medium，high-dose intervention group，and 
Macrogol 4000 Powder intervention group （P<0.05， P<0.01），while hesperidin with a dose-dependent manner. 
It could be observed that apparent recovery of colonic tissue morphology and gain of positive expression of 
PDGFRα， ANO1， and PGP9.5 in the rats of hesperidin high-dose intervention group and Macrogol 4000 
Powder intervention group. At the same time， the mRNA and protein levels of PDGFRα， ANO1， P2Y1， c-kit， 
and SK3 upregulated in the colon（P<0.01）. Conclusion Hesperidin may treat constipated rats by restoring 
the phenotype and function of interstitial cells of Cajal and PDGFRα+ cells and improving the function of SIP 
syncytium as well as motility via up-regulation of colonic ANO1， c-kit， PDGFRα， P2Y1， and SK3 expression.

KEYWORDS functional constipation；SIP syncytium；colonic motility； fructus citrus immaturus；hesperidin；

Chinese herbs
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#C104202）。引物（上海生工生物工程股份有限公司）。

正置荧光显微镜（日本尼康，Nikon ECLIPSE C1）、
成像系统（日本尼康，Nikon DS-U3）、化学发光成

像系统（上海勤翔科学仪器有限公司，ChemiScope 
610）、 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机（ 美 国 赛 洛 捷 克，

SCILOGEX D3024）、高速低温组织研磨仪（武汉赛

维尔生物，KZ- Ⅲ -F）、全自动医用 PCR 分析系统（上

海宏石医疗科技有限公司，SLAN-96S）、电泳仪（美

国 Bio-Rad Laboratories，PowerPac Basic）、光谱

仪（美国伯滕 Bio Tek，μQuant）等。

6 动物造模及干预方法 根据《药理实验方

法学》计算大鼠等效剂量 [6]，结合文献报道 [7] 和前

期研究基础 [8]，35 只 Wistar 大鼠以盐酸洛哌丁胺 
（1.5 mg/kg）灌胃，1 天 2 次建立便秘模型，干预时

间为 9：  00 和 18：  00。通过一般情况、排便情况、粪

便性状、粪便含水量、首粒黑便时间验证造模成功。

造模过程中无死亡，造模成功 31 只，成功率 88.6%。

选取 30 只用于后续试验。

将所有 Wistar 大鼠适应环境饲养 7 天后采集

基线数据，选取造模成功的 Wistar 大鼠 30 只随

机分为模型组、橙皮苷低剂量组、橙皮苷中剂量

组、橙皮苷高剂量组、聚乙二醇 4000 散干预组（简

称西药组），每组 6 只，单独饲养于代谢笼中。另

设空白组 6 只予以造模药等量的生理盐水灌胃 
14 天，在最后 7 天同时予以干预药等量的生理盐水

灌胃。模型组予以洛哌丁胺溶液灌胃 14 天，在最

后 7 天同时予以干预药等量的生理盐水灌胃。结合

文献报道 [9]，设置橙皮苷低、中、高剂量组予以洛

哌丁胺溶液灌胃 14 天，在最后 7 天同时予以橙皮

苷混悬液 [ 低剂量组：50 mg/（kg · d）；中剂量组： 
100 mg/（kg · d）；高剂量组 200 mg/（kg · d），分

别相当于成人用量的 1、2、4 倍 ] 灌胃，干预时间为

13：  30。西药组予以洛哌丁胺溶液灌胃 14 天，在最

后 7 天同时予以聚乙二醇 4000 散 [0.9 g/（kg · d）] 
灌胃，干预时间为 13：  30。 

末次给药后 6 h（24：  00）左右集体处死大鼠，

颈椎脱臼处死大鼠后迅速剖腹，截取所需位置及质量

的结肠肠段组织，PBS 缓冲液轻柔洗净后，立即置

于液氮罐内，- 80 ℃冰箱保存组织。

7 检测指标及方法

7.1 一般情况 实验过程中观察并记录各组大

鼠的一般情况，记录每天实验前后的体重、进食量、

排便情况等。

7.2 首粒黑便时间 于第 1 天和第 14 天清晨

洛哌丁胺诱导的大鼠便秘相关作用机制。

材料与方法

1 动物纳入及排除标准 纳入标准：选用 SPF
级雄性 Wistar 大鼠，5 周龄，体重 125~140 g，进食、

饮水、排便、活动等均正常。排除标准：体重不达标

或进食、饮水、排便、活动等不正常的大鼠。

2 样本量计算方法 本实验应用单因素方差分析

进行各组大鼠间各项指标的比较，大鼠样本量计算公 
式如下：

为两样本所需含量；两总体均数之差 δ=μ1-μ2；σ

为总体标准差（假设两总体标准差相等）；μa 和 μb
分别为检验水准 α 和第二类错误概率 β 对应的 μ

值（α=0.05，β=0.01）。在未指定 δ 情况，可对

δ/σ 进行适当假定来估计样本量 N；在指定 δ 的情

况下，用样本标准差 S 代替 δ[5]。

3 动物 本实验在四川生物医药产业技术研究

院完成，36 只 5 周龄 SPF 级雄性 Wistar 大鼠，体

重 125~140 g，实验动物使用许可证号：SYXK（川）

2018-076，由四川省实验动物管理委员会颁发，适

用范围为屏障环境大鼠。实验动物饲养环境保持温

度 20~26 ℃，湿度 40%~70%，换气次数为每小时 
15 次，空气洁净度 7 级，12/12 h 的昼夜节律。实

验方案经川北医学院动物伦理委员会审核 [（2021）
106 号 ]，符合动物保护、动物福利和伦理原则，符

合国家实验动物福利伦理的相关规定。

4 药物 盐酸洛哌丁胺胶囊（2 mg/ 粒，批号：

LB J8215）由西安杨森制药有限公司提供。聚乙二

醇 4000 散（10 g/ 袋，批号：P21731）由马应龙药

业集团股份有限公司提供。橙皮苷（300 mg/ 盒，批

号：21060909），含量为 99.48%，由成都普菲德生

物技术有限公司提供。

5 主 要 试 剂 及 仪 器 钙 激 活 氯 通 道 蛋 白

（anoctamin1，ANO1）抗体（美国 Bioss 公司，bs-
3794R）。酪氨酸受体激酶蛋白（type Ⅲ receptor 
tyrosine kinase， c-kit） 抗 体（ 英 国 Abcam 公 司，

ab231780）。PDGFRα 抗 体（ 江 苏 Affinity 公 司，

AF0241）。P2 嘌 呤 受 体 1（P2Y purinoceptor 1， 
P2Y1） 抗 体（ 江 苏 Affinity 公 司，DF10258）。
KCNN3/SK3 通道蛋白（KCa2.3， SK3）抗体（江苏

Affinity 公司，DF13233）。PDGFRα - 蛋白基因产物

9.5（protein gene product 9.5，PGP9.5）抗体（江苏

Affinity 公司，DF6854）。水合氯醛（上海 Aladdin 公司，
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260 nm 和 280 nm 处的 OD 值，以在 1.8~2.0 之间为

合格。以 RNA 为模版反转录合成 cDNA。按总体积

20 μL（顺序：上游引物 1.0 μL、下游引物 1.0 μL、 
FastStart Universal SYBR Green Master 10.0 μL、
cDNA 模版 5.0 μL、H2O 3.0 μL）加待测样品基因

反应体系：反应条件为：95 ℃ 10 min，循环 1 次； 
95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，循环 40 次；最

后加熔解曲线（95 ℃ 15 s、60 ℃ 15 s，逐渐升至

95 ℃超过 30 min）。在 PCR 仪上反应，每份样品 
3 个复孔测定，设阴性、空白对照。通过分析软件得

到样品阈值循环数（CT）和相对的拷贝定量，再进行

样本之间的比较。采用 2- △△ Ct 方法对结果进行数据分

析，△ Ct= 目的基因 Ct －内参基因 Ct；△△ Ct= 干

预组△ Ct －空白组△ Ct；相差倍数 =2- △△ Ct，对照组

的数值设为 100%。引物信息如下（表 1）。

（7：  00），均给予大鼠 10 mL/kg 的墨汁灌胃，记录准

确灌胃时间及首粒黑便排出时间，得出间隔时间。

7.3 粪便含水量的检测 及时收集第 1 天和第

14 天实验前（0：  00~7：  00）所有粪便排泄物，将粪

便（含离心管）称重（湿重），后置于 37 ℃温箱中

干燥 5 天，称干燥后粪便（含离心管）重量（干重），

按以下公式计算粪便含水量。粪便含水量（%） = （湿

重－干重）/（湿重－离心管重）×100%。

7.4 ELISA 检 测 结 肠 组 织 中 5- 羟 色 胺

（5-hydroxytryptamine，5-HT）及 5- 羟色胺 4 型受体

（5-hydroxytryptamine 4 receptor，5-HT4R）含量  
截取 100 mg 结肠组织，剪成小块放入组织研磨器，

加入 1 mL PBS，制成匀浆，置于 -20 ℃冰箱过夜。

经反复冻融 2 次破坏细胞膜后，将组织匀浆以 2~ 
8 ℃，5 000× g，离心 5 min，取上清。取适量上清

液立即进行实验，避免反复冻融。操作步骤严格按照

5-HT、5-HT4R EIA kit 试剂盒说明进行。

7.5 HE 染色 结肠组织样本经 4% 多聚甲醛固

定，固定状态良好后，严格按照病理实验检测 SOP
程序进行修剪、脱水、包埋、切片、染色、封片最后

镜检合格的样片，厚度 3 μm。从 3 个中药干预组中

选取便秘表型改善最为明显的 1 个组大鼠结肠组织进

行检测及比较，下同。

7.6 Western Blot 检测结肠组织中 PDGFRα、 
P2Y1、c-kit、SK3、ANO1 蛋白水平 截取的 Wistar
大鼠结肠组织放入 RIPA 裂解液中于冰上裂解 10 min， 
裂解完成后以 1 2000× g 离心力离心 10 min，用 BCA
法测定蛋白浓度。配置浓缩胶和 12% 分离胶进行

SDS-PAGE 电泳。在 S1 模式电压 80 V 和 S2 模式

120 V 电压下分离，200 mA 将凝胶上的蛋白湿转

到 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉封闭液室温摇床封闭

1 h，加入一抗 4 ℃孵育过夜 PDGFRα（1： 1 000），
KCNN3（1：  1 000），ANO1（1： 1 000），P2Y12 

（1： 1 000），c-kit（1： 1 000）。TBST 漂洗后加入二抗

（HRP 标记山羊抗兔 IgG）（1：  10 000），室温孵育 
1 h，再次 TBST 漂洗。PVDF 膜的蛋白面朝上放在

样本托盘上，ECL（biosharp，BL520B）与此混合

液充分接触，在图像采集软件下采集图像，使用勤翔

化学分析软件进行灰度分析。

7.7 qRT-PCR 检 测 结 肠 组 织 中 PDGFRα、

P2Y1、c-kit、SK3、ANO1 的 mRNA 水平 截取距

盲肠 2 cm 新鲜近端结肠组织 150 mg，采用 Tripure
一步法提取细胞 RNA，取 2 μL RNA 加入 98 μL 
DEPC- 水中，紫外分光光度计测定 RNA 样品在 

表 1 引物序列

基因 引物序列（5'-3'） 产物长度（bp）

β-Actin 上游：TGTCACCAACTGGGACGATA 165

下游：GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

ANO1 上游：GTTCGTTGCGTCCTTCCCTCTG 119

下游：TGGCTCTGATGGCTACTGGTCTC

c-Kit 上游：CAACGGCACGGTGGAGTGTAAG   99

下游：GGCTGGATTTGCTCTTTGCTGTTAC

PDGFRα 上游：AAGATTGTGCCGCTGAGTTCGTC 129

下游：GCTACTGTTGTTCTCCTCGGTTCTG

SK3 上游：CGGCTTTCAGGGCTCCCAATTC 124

下游：CTTGTGGCTGTGGAACTTGGAGAG

P2Y1 上游：GGCAGCATCTTGTTCCTCACCTG 126

下游：CCACCACCACAATGAGCCATACC

7.8 免疫荧光（双重染色）检测结肠组织中

ANO1-PDGFRα 和 PDGFRα-PGP9.5 的表达 分别  
脱蜡至水：依次将石蜡切片放入二甲苯Ⅰ 15 min- 二
甲苯Ⅱ 15 min- 无水乙醇Ⅰ 5 min- 无水乙醇Ⅱ 5 min-
85% 酒精 5 min-75% 酒精 5 min- 蒸馏水洗。抗原

修复：置于盛满 EDTA 抗原修复缓冲液（pH8.0）的

修复盒中于微波炉内进行抗原修复。中火 8 min 停

火 8 min 转中低火 7 min，此过程中应防止缓冲

液过度蒸发，切勿干片。自然冷却后将玻片置于

PBS（pH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤 3 次，每次 
5 min。画圈自发荧光淬灭：切片稍甩干后用组化笔在

组织周围画圈（防止抗体流走），在圈内加入自发荧

光淬灭剂 5 min，流水冲洗 10 min。血清封闭：在圈

内滴加 BSA 孵育 30 min。加一抗（PDGFRα）后

将切片平放于湿盒内 4 ℃孵育过夜。加二抗（ANO1
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或蛋白基因产物 9.5/PGP9.5）：玻片置于 PBS 中在

脱色摇床上晃动洗涤 3 次，每次 5 min。切片稍甩干

后在圈内滴加二抗覆盖组织，避光室温孵育 50 min。 
DAPI 复染细胞核：玻片置于 PBS 中在脱色摇床上

晃动洗涤 3 次，每次 5 min。切片稍甩干后在圈内

滴加 DAPI 染液，避光室温孵育 10 min。封片：玻

片置于 PBS 中在脱色摇床上晃动洗涤 3 次，每

次 5 min。切片稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封

片。镜检拍照：切片于荧光显微镜下观察并采集图

像（DAPI 紫外激发波长 330~380 nm，发射波长 
420 nm，发蓝光；FITC 激发波长 465~495 nm，发射

波长 515~555 nm，发绿光；CY3 激发波长 510~560，
发射波长 590 nm，发红光）。

8 统计学方法 采用 SPSS 28.0 统计软件对数

据进行处理分析，数据以 x–±s 表示。满足正态性和

方差齐性的多组之间均数比较用单因素方差分析，进

一步两两比较用 LSD 法，方差不齐者采用Dunnett's 
T3 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。数据结果用

GraphPad prism8.0 制作图形。

结  果

1 一般情况 造模前各组大鼠均活泼好动，皮

毛光泽度好，粪便呈连续条状，质软且表面水分较多。

第 3~7 天，模型组和各干预组均出现活动量减少，皮

毛光泽度变黯淡，粪粒干硬、粒形缩短，排便量下降，

模型组上述表现持续至第 14 天，而各干预组第 9~ 
10 天后症状逐渐改善，尤其橙皮苷中、高剂量干预

组和西药组第 13~14 天粪粒性状与空白组相近。

2 各组体重和进食量比较（表 2） 与本组干

预第 1 天比较，各组第 14 天大鼠的体重均有增长

（P<0.01），组间差异无统计学意义（P>0.05）；各组

大鼠进食量干预前后及组间比较，差异均无统计学意

义（P>0.05）。
3 各组粪便含水量和首粒黑便时间比较（表 3）  

与空白组同期比较，第 14 天模型组粪便含水量降低

（P<0.05），首粒黑便时间延长（P<0.01）；与模型组

同期比较，干预第 14 天橙皮苷中、高剂量组和西药

组的粪便含水量增加（P<0.05，P<0.01），首粒黑便

时间缩短（P<0.05，P<0.01）；第 14 天各干预组组

间两两比较，橙皮苷高剂量组的粪便含水量高于低剂

量组，首粒黑便时间短于低剂量组（P<0.05），余差

异均无统计学意义（P>0.05）。
4 各组结肠组织 5-HT和 5-HT4R含量比较（表 4）  

与空白组比较，模型组结肠 5-HT 和 5-HT4R 含量

均降低（P<0.05）；与模型组比较，橙皮苷中、高

剂量组结肠 5-HT 和 5-HT4R 含量均升高（P<0.05，
P<0.01）；各干预组组间两两比较，橙皮苷高剂量组

结肠 5-HT 和 5-HT4R 含量均高于低剂量组和西药组

（P<0.05），橙皮苷中剂量组结肠 5-HT4R 含量高于

西药组（P<0.05），余差异均无统计学意义（P>0.05）。

表 2 各组体重和进食量比较 （x–±s）
组别 n 体重（g） 进食量（g/24 h）

第 1 天 第 14 天 第 1 天 第 14 天

空白 6 182.74±10.37 304.23±19.34 12.24±6.33 14.61±6.67

模型 6 183.90±11.20 296.28±20.47 13.12±6.13 14.44±6.50

橙皮苷低剂量 6 182.54±11.16 299.53±20.73 12.64±7.01 13.93±7.44

橙皮苷中剂量 6 183.92±12.01 302.65±21.70 12.55±6.40 14.83±6.32

橙皮苷高剂量 6 181.42±10.56 301.61±20.82 12.83±6.72 14.27±7.20

西药 6 183.70±11.31 298.36±20.15 12.77±6.77 14.71±7.37

  注：与本组干预第 1 天比较， P<0.01 

表 3 各组粪便含水量百分比和首粒黑便时间比较 （x–±s）
组别 n 粪便含水量百分比（%） 首粒黑便时间（min）

第 1 天 第 14 天 第 1 天 第 14 天

空白 6 62.37±13.44 65.10±11.50 178.31±35.62 171.20±40.33

模型 6 61.77±11.62 49.43±10.48 181.45±38.20 287.33±50.67  

橙皮苷低剂量 6 63.40±12.33 54.30±11.27 ▲ 183.62±35.77 255.62±45.72 ▲

橙皮苷中剂量 6 62.85±12.50 65.13±11.43 △ 182.45±36.09 221.07±51.47 △

橙皮苷高剂量 6 64.50±12.84 69.64±11.17 △△ 185.63±40.55 176.55±47.86 △△

西药 6 63.47±12.71 69.43±13.46 △△ 183.32±37.40 195.70±48.37 △△

  注：与空白组同期比较， P<0.05，  P<0.01；与模型组同期比较，△P<0.05，△△P<0.01；与橙皮苷高剂量组同期比较，▲P<0.05
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表 4 各组结肠组织 5-HT 和 5-HT4R 含量比较 （ng/mL，x–±s）
组别 n 5-HT 5-HT4R

空白 6 4.46±1.50 8.52±2.48

模型 6 2.35±1.32 4.75±2.15

橙皮苷低剂量 6 2.66±1.46 ▲ 4.80±2.66 ▲

橙皮苷中剂量 6 4.58±2.05 △ 7.96±2.27 △

橙皮苷高剂量 6 5.12±1.67 △△ 9.20±3.06 △

西药 6 2.78±1.44 ▲ 4.93±2.37 ▲○

  注：与空白组比较， P<0.05；与模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；

与橙皮苷高剂量组比较，▲P<0.05；与橙皮苷中剂量组比较，○P<0.05

表 5 3 组结肠组织 SIP 合胞体标记蛋白相对表达量比较 （x–±s）
组别 n PDGFRα P2Y1 c-kit SK3 ANO1

空白 6 0.378±0.11 0.632±0.21 0.393±0.14 0.388±0.15 1.195±0.31
模型 6 0.214±0.14 0.189±0.10 0.246±0.11 0.207±0.09 0.842±0.27
橙皮苷高剂量 6 0.417±0.23 △ 0.692±0.30 △ 0.438±0.26 △ 0.421±0.18 △ 1.303±0.37 △

  注：与空白组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

PDGFRα、P2Y1、c-kit、SK3、ANO1 蛋白表达水

平均降低（P<0.01）；与模型组比较，橙皮苷高剂量

组结肠 PDGFRα、P2Y1、c-kit、SK3、ANO1 蛋白

表达水平均升高（P<0.01）。
7 3 组结肠组织 SIP 合胞体标记蛋白 mRNA 表

达水平比较（表 6） 与空白组比较，模型组结肠

PDGFRα、P2Y1、c-kit、SK3、ANO1mRNA 水平均

降低（P<0.01）；与模型组比较，橙皮苷高剂量组结

肠 PDGFRα、P2Y1、c-kit、SK3、ANO1 mRNA 水

平均升高（P<0.01）。
8 3 组大鼠免疫荧光结果比较（图 3、4） 空

白组大鼠结肠中 PDGFRα 阳性（红光）和 ANO1
阳性（绿光）主要共表达在肌间和肌层，二者似呈伴

行、毗邻的关系，而在黏膜、黏膜下层仅有少量表

达。橙皮苷高剂量组与空白组相似，且 PDGFRα 与

ANO1 共表达更为明显。相较于空白组和橘皮苷高剂

表 6 3 组结肠组织 SIP 合胞体标记蛋白 mRNA 相对表达量比较 （x–±s）
组别 n PDGFRα P2Y1 c-kit SK3 ANO1

空白 6 1 1 1 1 1

模型 6 0.312±0.12 0.243±0.10 0.357±0.14 0.563±0.27 0.643±0.20

橙皮苷高剂量 6 0.954±0.20 △ 1.134±0.24 △ 0.913±0.25 △ 1.053±0.31 △ 1.107±0.33 △

  注：与空白组比较， P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为橙皮苷高剂量组

图 2 3 组大鼠结肠组织 PDGFRα、P2Y1、c-kit、
SK3、ANO1 蛋白表达

A B C

39 kD

110 kD

82 kD

140 kD

114 kD

43 kD

PDFFRα

P2Y1

C-kit

SK3

ANO1

β-actin

5 各组结肠病理结果比较（图 1） 橙皮苷高剂

量组的疗效最为显著，故选择空白组、模型组和橙皮

苷高剂量组的结肠组织进行检测及比较。空白组和橙

皮苷高剂量组：结肠各层结构清晰紧密，黏膜上皮完

整，肠腺丰富，排列整齐，肠腺上皮中杯状细胞清晰

可见，未见明显其他异常。模型组大鼠结肠黏膜层上

皮坏死脱落，肠腺局灶性坏死，黏膜肌层肌纤维肿胀

变厚；黏膜下层重度水肿，结缔组织疏松，其内淋巴

管扩张，管腔内大量淋巴细胞，肌层变薄。

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为橙皮苷高剂量组；绿色箭头提
示其内淋巴管扩张，管腔内大量淋巴细胞，蓝色箭头提示黏膜下层重
度水肿，结缔组织疏松，黑色箭头提示肠黏膜层上皮坏死脱落，黄色
箭头提示黏膜肌层肌纤维肿胀变厚，红色箭头提示肠腺局灶性坏死； 
A1~C1 ×40，A2~C2 ×200

图 1 3 组大鼠结肠组织病理结果比较（HE）

A1

B2

B1

C2

A2

C1

6 3 组结肠组织 SIP 合胞体标记蛋白表达水平

比较（表 5，图 2） 与空白组比较，模型组结肠
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量组，模型组阳性染色明显减少，在结肠肌间和肌层

有少量表达。

空白组大鼠结肠中 PDGFRα 阳性（红光）和

PGP9.5 阳性（绿光）主要共表达在肌间和肌层，且

呈伴行、毗邻的关系，而在黏膜、黏膜下层亦有少量

表达，橘皮苷高剂量组与空白组相似。相较于空白组

和橘皮苷高剂量组，模型组阳性染色明显减少，在结

肠肌间和肌层仅有少量表达。

讨  论

中医药在便秘的治疗中占据重要地位，许多中药

及中药复方均具有导泻通便或调节肠道功能等作用。

经典方枳术丸是从《金匮要略》的枳术汤化裁而来，

由张元素创制，首载于李东垣《脾胃论》“枳实麸炒

黄色，去穰，一两，白术二两，上同为极细末，荷叶

裹烧饭为丸”[10]，有“治痞、消食、强胃”之功 [3]。

Sun H等 [11]对枳术丸含药血浆的药代动力学分析显示

橙皮苷药峰浓度 =776.06 ng/mL，药时曲线下面积 = 
9 473 ng/（mL · h），t1/2=5.26 h。有研究枳术丸加

味制成便塞通合剂（Bian Sai Tong， BST），其对老

年性便秘的临床疗效不逊于促动力剂莫沙必利，研

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为橙皮苷高剂量组

图 3 3 组大鼠结肠组织 PDGFRα（红光）和 ANO1（绿光）

荧光染色结果

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4

C1 C2 C3 C4

  注：A 为空白组；B 为模型组；C 为橙皮苷高剂量组

图 4 3 组大鼠结肠组织 PDGFRα（红光）和 PGP9.5（绿光）

荧光染色结果

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4

C1 C2 C3 C4

究证实 BST 有促进便秘小鼠肠道蠕动，加快传输之

功 [12]。枳术丸、BST、白术、枳实中均可能含有促

胃肠动力的药效成分 / 组分。白术的主要成分为内酯

类，枳实则为黄酮（苷）类、挥发油类、生物碱类。

其中，白术内酯类和枳实黄酮（苷）类化合物都被报

道具有促胃肠动力的活性 [4]。然而，橙皮苷同时是枳

实生药及枳术丸中含量最高的活性成分 [13]，能有效

激活 H1 组胺受体，具有刺激胃肠道运动的作用 [14]。

其在便秘的治疗功效及作用机制需进一步研究。

洛哌丁胺灌胃是目前行之有效的 FC 造模方式之

一。据报道，洛哌丁胺可导致结肠肌层变薄、杯状细

胞减少，肠绒毛及黏膜上皮坏死脱落，绒毛排列松散，

部分腺体结构消失，固有层炎症细胞浸润 [15-17]。在

本研究中，洛哌丁胺造模导致的病理改变与之前报道

相吻合，且大鼠肠道传输减慢，符合 FC 表型。研究

表明，FC 模型大鼠的结肠组织结构及形态发生明显

改变，但橙皮苷干预后黏膜上皮的坏死脱落及炎症

细胞浸润现象得到明显改善，肠道传输加快。大鼠

的便秘症状得到明显好转，证实了橙皮苷对大鼠 FC
确有疗效。

SIP 合胞体对于胃肠动力调节具有重要意义。尽

管橙皮苷治疗 FC 的效果与聚乙二醇 4000 散类似，

但二者的作用机制并不相同。5-HT 作为一种重要的

肠神经递质，其信号系统广泛参与调节胃肠道的运

动、蠕动、分泌和感觉 [18]。5-HT 受体脱敏及信号减

弱与 FC 发病有关 [19]。多项研究提示橙皮苷可通过增

强 5-HT 信号促进肠动力 [9， 20]。与之相吻合的是，本

研究中橙皮苷干预显著上调了 FC 大鼠结肠组织中

5-HT 和 5-HT4R 的表达。提示橙皮苷可激活 5-HT 信

号，改善 SIP 合胞体功能促进肠动力进而治疗便秘，

但其分子机制和信号通路仍需进一步研究。而聚乙二

醇 4000 散对 5-HT 信号无明显作用，其主要是通过

改变肠道内渗透压改善便秘。

据报道，结肠存在多种 ICC 亚型，其中肌间型

和黏膜下层型为构成 SIP 合胞体的主要亚型 [2]。通

常，肠运动神经元的神经末梢含多种神经递质，释放

后扩散到邻近 SIP 合胞体发挥效应。兴奋性递质如乙

酰胆碱（acetylcholine，Ach）、P 物质（substance 
P，SP），结合 ICC 上特定受体（如 M3、NK1）后，

增加内质网 Ca2+ 释放，激活 ANO1，引起 ICC 去

极化而导致 SMC 收缩 [2， 21]。相反，抑制性递质如

一 氧 化 氮（nitric oxide，NO）、β-NAD， 可 结 合

PDGFRα+ 细胞上特定受体（如 sGC、P2Y1）后

引起超极化，导致 SMC 舒张 [2]。据报道，小鼠结肠
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中 PDGFRα+ 细胞及 SMC 过度超极化可引起结肠

慢传输 [22]。SMC 的收缩与舒张直接影响着 SW 的强

度。有研究证实慢传输型 FC 患者结肠 ICC 细胞数量

明显减少，其保留的 SW 无法与推进性运动同步及协 
调 [23-26]。因此 ICC 与 PDGFRα+ 细胞的表型维持对

逆转 FC 至关重要。

PGP9.5 是一种反映神经元密度的泛神经元标

志物，在黏膜下和肌间神经丛中均有表达 [27]。在本

研究中，ANO1 被用于标记 ICC，PDGFRα 被用于

标记 PDGFRα+ 细胞，其荧光强度显示二者在结肠

中的分布。结果显示，便秘大鼠结肠中 PGP9.5 阳

性染色明显减少，ANO1、PGP9.5 均与 PDGFRα

呈现共表达、伴行、毗邻的分布特点。提示 ICC 和

PDGFRα+ 细胞与 ENS 的肠内神经伴行和毗邻，

SIP 合胞体受 ENS 神经 - 内分泌信号调控，与文献

报道一致 [2]。然而，橙皮苷高剂量显著上调了 ICC 和

PDGFRα+ 细胞的表达，为 FC 治疗提供了细胞物质

基础。

ICC 特异性高表达 c-kit 信号对于 ICC 表型维

持至关重要，严重影响 SMC 起搏及传导功能 [28]。

ANO1 激活后引起自发性瞬时去极化，产生 SW，

激活 SMC 上的 L- 型钙通道而引发平滑肌收缩 [2]。

PDGFRα+ 细胞特异性嘌呤类递质 P2Y1 受体和

小电导钙激活钾通道 3（small conductance Ca2+-
activated K+ channel 3，SK3） 激 活 后 的 效 应 与

ANO1 相反 [2]。二者互作共同维持 SW 强度。因此，

ANO1、PDGFRα、c-kit、P2Y1、SK3 表达水平降

低反映 ICC 和 PDGFRα+ 细胞数量减少，SIP 合胞

体活性下降与结肠动力障碍。然而，橙皮苷干预显著

逆转了 FC 大鼠结肠组织中标志物蛋白（PDGFRα、

ANO1）和功能蛋白（P2Y1、c-kit、SK3、ANO1）
的下调。反映了橙皮苷促进了 SIP 合胞体表型及功

能，肠动力的恢复。值得注意的是，笔者发现有部分

数据似与报道有悖，例如，在两种肠动力障碍小鼠

模型（糖尿病 - 结肠慢传输、部分结肠梗阻）中发现

PDGFRα、SK3 表达上调 [22， 29]，但笔者认为并不矛

盾。究其原因，PDGFRα+ 细胞 -SMC 舒张过度或

减弱都可能破坏 SIP 合胞体的抑制性调节，从而导致

有效推进性活动减少。另外，虽然 HE 染色显示橙皮

苷可能还具备缓解炎症及修复肠上皮的功能（图 1），
但本研究未进一步探讨。综上所述，研究提示橙皮苷

可能通过可激活结肠 5-HT 信号，上调 ANO1、c-kit、
PDGFRα、P2Y1 和 SK3 的表达水平，恢复 ICC 和

PDGFRα+ 细胞的表型及功能，改善 SIP 合胞体功

能及结肠动力，从而对洛哌丁胺诱导的便秘大鼠起到

干预作用。为 FC 乃至 FBDs 的治疗提供新思路。
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