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醋制对商陆促利尿作用的影响及其机制研究
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摘要:目的 探索毒性中药商陆醋制前后对机体利尿作用及相关指标的影响。方法 灌胃给予盐水负荷模型大鼠商陆醋制

前后的水煎液,测定给药5h内尿量变化、血浆抗利尿激素(ADH)、醛固酮(ALD)、心房钠尿肽(ANP)含量及肾脏水通道蛋白

AQP2、AQP3、AQP4表达水平。结果 商陆醋制前后均能导致大鼠尿量显著增加(P<0.01),醋制品较生品组大鼠尿量有显

著增强(P<0.05);商陆生品仅高剂量可显著降低血浆ADH水平(P<0.01),同时有降低 ALD、增加 ANP水平的趋势,但无

显著性差异;商陆醋品则可显著降低血浆 ADH、ALD水平,升高 ANP含量(P<0.05~0.01);商陆生品可显著抑制肾脏中

AQP2、AQP3和AQP4蛋白表达(P<0.05~0.01),醋制后可显著抑制AQP2、AQP3蛋白表达水平(P<0.01),对AQP4蛋白

表达与模型组相比无显著性影响,且醋制品较生品抑制AQP3蛋白表达更显著(P<0.05)。结论 商陆经醋制后仍具有较强

的利尿作用,且分子水平的效应比生品更强。商陆利尿作用的机制除与其改变机体体液代谢相关的激素水平外,还可能与其

抑制肾脏远曲小管和集合管AQPs蛋白表达,进而抑制水的重吸收有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatetheeffectsofphytolaccaeradixbeforeandaftervinegarprocessingondiuretic
effectsandrelatedfactors METHODS Salineloadedmodelratsweregivendifferentkindsofphytolaccaeradixdecoctionby
gavagetodetectthechangesofurinevolumewithin5h plasmaconcentrationsofADH ALD ANPandproteinexpression
levelsofAQP2 AQP3andAQP4 RESULTS Phytolaccaeradixbeforeandaftervinegarprocessingsignificantlyincreased
theurinevolumesofrats P<0 01 andvinegarproductsignificantlyincreasedurinevolumecomparedtorawproduct P<
0 05  OnlyhighdoseofrawproductsignificantlyreducedplasmaconcentrationofADH P<0 01 andcausedatendencyto
reduceALDandincreaseANPcontent withoutsignificantdifference Vinegarproductsignificantlyreducedplasmaconcentra-
tionsofADH ALDandincreasedANPcontent P<0 05 P<0 01  Rawproductsignificantlyinhibitedtheproteinexpres-
sionsofAQP2 AQP3andAQP4 P<0 05 P<0 01 whilevinegarproductsignificantlyinhibitedtheproteinexpressionsof
AQP2andAQP3 P<0 01  whereasshowednosignificantinfluenceonAQP4proteinexpression comparedtocontrol
group Moreover vinegarproductinhibitedtheproteinexpressionofAQP3moresignificantlythanrawproduct P<0 05  
CONCLUSION Phytolaccaeradixaftervinegarprocessingstillretainsdiureticeffectanditsefficacyisbetterthanthatofraw
productatthemolecularlevels Thediureticmechanismofphytolaccaeradixmaybeassociatedwithchanginghormonelevels
offluidmetabolism andtheinhibitionofAQPsproteinexpressionsinrenaldistalconvolutedtubulesandcollectingducts 
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  商陆为商陆科植物商陆Phytolaccaacinosa
Roxb.或垂序商陆PhytolaccaamericanaL.的干燥

根,性寒、味苦、有毒,归肺、脾、肾、大肠经,具有逐水

消肿,通利二便的功效[1]。商陆属于峻下逐水药,泻
下逐水经典方疏凿饮子就以商陆作为君药治疗水

肿[2]。现代药理研究表明其具有利尿、镇咳、祛痰、
平喘等作用[34]。商陆有毒,误服或使用不当可引起

交感神经兴奋和胃肠道刺激等急性中毒反应[56],故
临床使用须经炮制。

商陆采用醋制法炮制,《中国药典》[1]、全国及地

方炮制规范[7]均收载商陆和醋商陆。课题组前期研

究发现,商陆经醋制法炮制后可显著降低其致炎及

肠道毒性[810],但对其醋制后利尿作用变化及机制

研究未见有深入报道。
尿液的生成受肾脏自身调节和体液调节。其中

尿量主要取决于肾脏远曲小管和集合管对水的重吸

收量[11],此段分布的水通道蛋白表达变化直接影响

水的快速重吸收[1213]。水通道蛋白主要分布亚型为

AQP2、AQP3和 AQP4[1416]。此外,机体多种体液

因素参与尿生成的调节,其中抗利尿激素(ADH)、
醛固酮(ALD)和心房钠尿 肽(ANP)最 为 重 要。

ADH和 ALD均能促进远曲小管和集合管对水的

重吸收,导致尿液浓缩,尿量减少;而 ANP则能促

进肾脏排水,增加尿量[11]。
本文通过建立大鼠盐水负荷模型,考察商陆醋

制前后对大鼠尿液生成相关的激素水平及肾脏

AQPs表达水平影响,为商陆醋制减毒存效作用机

制研究、饮片生产、质量控制及临床应用提供依据。

1 材料

1.1 仪器与试剂

MilliQ超纯水机(美国 Millipore公司),KQ
500DE型医用数控超声清洗器(昆山市超声仪器有

限公司),Enspire多功能酶标仪(美国PerkinElmer
公司),电泳装置(美国Biorad公司),转膜装置(美
国Biorad公司),凝胶成像系统(美国Proteinsim-
ple公司)。

SDSPAGE用标准蛋白 marker10~180kDa
(美国Thermo公司);Westernblot化学发光 HRP
底物(美国 Millipore公司);牛血清白蛋白、Antiβ
actinmab(Mouse)、GoatAntiRabbitIgG(H+L)

HRP、GoatAntiMouseIgG(H+L)HRP、RIPA组

织细胞 高 效 裂 解 液、PMSF(100mmol/L)、大 鼠

ADHELISA试剂盒、大鼠ALDELISA试剂盒、大
鼠ANPELISA试剂盒(翼飞雪生物科技有限公司,
批 号:YB0006100、YFMA0052、YFSA02、YF-
SA01、YWB001、YP0100、YFXER00873、YFX-
ER00683、YFXER00847);AQP2、AQP4Antibody
(absin公司,批号:abs137041、abs131248);AQP3
Antibody(EnoGene公司,批号:E1A5222);BCA蛋

白浓度测定试剂盒(增强型)(碧云天生物技术研究

所,批号:P0010);镇江香醋(江苏恒顺醋业股份有

限公司);氢氯噻嗪片(山西云鹏制药有限公司,批
号:G170503,规格:25mg/片);氯化钠注射液(辰欣

药业股份有限公司)。

1.2 药材

生商陆饮片购自安徽万生中药饮片有限公司,
产地:河南,批号:20180114。药材经江苏省食品药

品检验所胡皓彬主任药师鉴定为商陆科植物商陆

PhytolaccaacinosaRoxb.的干燥根。

1.3 动物

SD大鼠,雄性,体质量180~200g,SPF级,由
上海杰思捷实验动物有限公司提供,动物许可证号:

SCXK(沪)20130006。

2 方法

2.1 药液的制备

取生商陆饮片适量,照《中国药典》2015版一部

方法醋炙法炮制[1],得醋商陆饮片。《中国药典》
2015版规定,商陆每日服用量为3~9g[1],换算大

鼠每日等效剂量为0.32~0.96g/kg,因此取0.96g/

kg为高剂量,0.48g/kg为低剂量。
分别称取生、醋商陆饮片100g,各加8倍量水

浸润30min后煎煮30min,过滤,滤渣加6倍量水

煎煮30min,过滤,合并滤液,浓缩至100mL,得1
g/mL水煎液为原液。取生、醋商陆原液适量,加水

稀释至0.038g/mL作为高剂量组,加水稀释至

0.019g/mL作为低剂量组。取1片氢氯噻嗪于研

钵中研细,加适量水溶解于烧杯内,置超声器中超声

混匀,得0.4mg/mL药液作为阳性对照药。所有药

液均置于4℃冰箱备用。

2.2 盐水负荷模型造模与给药

SD大鼠适应性饲养3d,实验前禁食不禁水18
h,灌胃前轻压大鼠下腹部使其膀胱排尽余尿,每
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100g大鼠体质量灌胃给予2.5mL生理盐水,置于

代谢笼,每笼1只,选取2h内排尿量达灌胃量40%
以上的大鼠作为正式利尿实验对象[17]。

取通过筛选的合格大鼠60只,按体质量随机分

为模型组,氢氯噻嗪组、商陆生品高、低剂量组,醋制

商陆高、低剂量组,共6组,每组10只。实验前禁食

不禁水18h,实验当天轻压大鼠下腹,排尽余尿,每

100g大鼠体质量灌胃给予2.5mL生理盐水,30
min后各组按每100g体质量灌胃给药2.5mL,模
型组给予同等体积水。

2.3 指标检测

各组大鼠灌胃给药后立即置于代谢笼中,每笼

1只,每隔1h收集代谢笼中尿液,连续收集5h,测
量每小时及5h总尿量。5h后各组大鼠腹腔注射

1%戊巴比妥钠麻醉,腹主动脉取血,3000r/min离

心20min取血浆,按ELISA试剂盒说明书操作,测
定各组大鼠血浆中ADH、ALD和ANP的含量;解
剖取肾脏于冻存管中,置于-80℃冰箱保存。

2.4 Westernblot法测定商陆醋制前后对肾脏组

织AQPs蛋白表达的影响

2.4.1 组织总蛋白提取 取大鼠肾脏组织剪成细

小碎片,取适量RIPA裂解液加入PMSF,使PMSF
终浓度为1mmol/L,每20mg组织加入250μL裂

解液,于玻璃匀浆器内充分研磨,10000×g 离心5
min,取上清得总蛋白。采用BCA法测定样品总蛋

白,取适量样品加入5×Loadingbuffer至其终浓度

为1×,于沸水中煮沸10min,样品于-20℃冰箱保

存备用。

2.4.2 Westernblot分析 配制12%分离胶和5%
浓缩胶,marker上样5μL,样品上样50μg。电泳电

压100V,至溴酚蓝跑至底部时停止,100V湿法转

膜1h,5%牛血清白蛋白的TBST室温封闭2h,与
对应的βactin(稀释浓度1∶750)、AQP2、AQP3和

AQP4抗体(稀释浓度1∶1000)4℃孵育过夜,

TBST清洗5次,每次10min,再与对应的加入辣根

过氧化物酶标记的二抗(稀释浓度1∶2500)结合,
室温孵育2h,TBST清洗5次,每次10min后加入

曝光液进行凝胶成像,结果用灰度值表示。

2.5 统计学方法

采用统计软件SPSS16.0进行数据处理,数据

均以x±s表示,组间比较采用两独立样本t检验。
以P<0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 商陆醋制前后对盐水负荷模型大鼠尿量的影

响

与模型组比较,商陆醋制前后在给药5h内均

能显著增加大鼠总尿量(P<0.01),商陆生品高剂

量组在给药0~1h内显著增加尿量(P<0.05),醋
制商陆高剂量组在给药1~2h内显著增加尿量(P
<0.01);与对应剂量的商陆生品组比较,醋制商陆

低剂量组在给药3h内以及高剂量组在给药5h内

显著增加大鼠总尿量(P<0.05)。表明商陆经醋制

后利尿作用增强,且作用更缓和持久,见图1。

注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01;与对应剂量的商陆

生品组比较,#P<0.05,##P<0.01。x±s,n=10。

图1 商陆醋制前后对盐水负荷模型大鼠尿量的影响

3.2 商陆醋制前后对盐水负荷模型大鼠血浆激素

水平的影响

与模型组比较,仅高剂量商陆生品组能显著降

低血浆ADH 含量(P<0.01),对 ALD、ANP含量

分别有降低和增加的趋势,但无显著性差异;醋制商

陆高、低剂量组均可显著降低血浆ADH、ALD含量

(P<0.05~0.01),高剂量组能显著增加血浆 ANP
含量(P<0.05);与对应剂量的商陆生品组比较,醋
制商陆的高剂量组能显著增加血浆ANP含量(P<
0.05)。见图2。

注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01;与对应剂量的

商陆生品组比较,#P<0.05。x±s,n=10。

图2 商陆醋制前后对盐水负荷模型大鼠血浆ADH、ALD、

ANP水平的影响
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3.3 商 陆 醋 制 前 后 对 盐 水 负 荷 模 型 大 鼠 肾 脏

AQPs蛋白表达的影响

与模型组比较,商陆生品组显著降低大鼠肾脏

AQP2、AQP3 和 AQP4 蛋 白 表 达 (P <0.05~
0.01),醋制商陆组显著降低AQP2和AQP3蛋白表

达(P<0.01),对AQP4蛋白表达无影响;与对应剂

量的商陆生品组比较,醋制商陆高低剂量组可显著

降低AQP3蛋白表达(P<0.05),高剂量组显著升

高AQP4蛋白表达(P<0.01)。见图3。

注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01;与对应剂量的

商陆生品组比较,#P<0.05,##P<0.01。x±s,n=10。

图3 商陆醋制前后对盐水负荷模型大鼠肾脏AQPs的影响

4 讨论

本文研究发现商陆醋制后仍具有显著的利尿作

用,且药效更为缓和持久。商陆生、醋品均可显著降

低血浆ADH 的含量,且醋制品能显著降低 ALD、
升高ANP的含量。同时研究发现,商陆醋制前后

均能显著下调大鼠肾脏AQP2、AQP3蛋白表达,生
品同时能使AQP4蛋白表达显著下降,醋制品较生

品AQP3蛋白表达水平显著下降。表明商陆促进

尿液生成的作用,除与其改变机体激素水平外,还可

能与进一步改变肾脏中受激素调控相关的水通道蛋

白的表达水平相关,且无论从激素改变和其调控的

水通道表达水平变化,均可见醋制后对尿液的生成

均具有促进作用,此分子水平变化结果与整体动物

的醋商陆组尿液量生成增加的结果一致。

由课题组前期研究[18]以及文献[19]推测,商陆

醋制后利尿作用的增强可能与其皂苷类成分的转化

相关。其药效变化与成分变化的相关性有待于进一

步研究。本文初步研究了商陆醋制前后的利尿作用

及其作用机制,表明商陆醋制减毒增效的科学性和

合理性,为商陆临床炮制用药提供依据。
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