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摘要:目的 探究甘遂醋制前后抗腹水、泻下作用及组成变化。方法 将甘遂用二氯甲烷和95%乙醇依次提取,获得二氯甲

烷部位及非二氯甲烷部位。采用癌性腹水小鼠模型,以腹水量、粪便含水量、尿量及肠道水通道蛋白(AQP)1、AQP3的蛋白表

达水平为指标,筛选甘遂效应部位,考察甘遂醋制前后效应部位二氯甲烷提取部位的抗腹水及泻下作用变化。同时对二氯甲

烷部位及非二氯甲烷部位,以及醋制前后二氯甲烷部位各成分的相对含量变化进行质谱分析。结果 与模型组相比,生甘遂

总提物组、二氯甲烷提取部位高剂量组小鼠腹水量和十二指肠、空肠、回肠及结肠AQP1、AQP3蛋白的表达量均显著降低,粪

便含水量显著增加,对尿量无影响;非二氯甲烷部位组无明显降低腹水及增加粪便含水量的作用,表明甘遂二氯甲烷部位是

其主要效应部位;与模型组相比,醋品二氯甲烷部位高剂量组仍可显著降低癌性腹水小鼠的腹水量,增加粪便含水量,显著降

低十二指肠、空肠、回肠中AQP1、AQP3蛋白表达,但对结肠AQP1和AQP3蛋白表达量无显著影响。与生品二氯甲烷部位

组相比,醋制后甘遂二氯甲烷部位组小鼠腹水量显著升高,粪便含水量显著降低。此外,甘遂对腹水中癌细胞存活率没有影

响,不能促使其凋亡。质谱分析发现,甘遂中萜类成分主要富集于二氯甲烷部位中,且醋制后二氯甲烷部位16个萜类成分中

12个成分相对含量减少,4个成分含量增加。结论 甘遂醋制后仍保留“泻水逐饮”功效,但泻下作用缓和,效应的变化可能与

所含萜类成分的组成变化有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexploretheantiascitesandantidiarrheaeffectsofKansuiRadixandvinegarbakedKansuiRa-
dix METHODS DichloromethaneandnondichloromethanefractionswereextractedfromKansuiRadixwithdichloromethane
and95%ethanolinturn Theascitesvolume fecalwatercontent urinevolume intestinalexpressionsofAQP1 andAQP3

proteinsweremeasuredasindexestoscreentheeffectivefractionandinvestigatetheantiascitesandantidiarrheaeffectsofdi-
chloromethanefractionbeforeandaftervinegarbaked Atthesametime therelativecontentchangesofdichloromethanefrac-
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tionbeforeandaftervinegarbakedwereanalyzedbymassspectrometry RESULTS Comparedwiththemodelgroup the
numberofascitesandtheexpressionsofAQP1andAQP3induodenum jejunum ileum andcolonofmiceinthetotalextract
KansuiRadixgroupandhighdosedichloromethanefractiongroupweresignificantlydecreased whilefecalwatercontentwas
significantlyincreased andurinevolumewasnotchanged Thenondichloromethanefractiongroupdidnotnotablyinfluence
theascitesandfecalwatercontent indicatingthatthedichloromethanefractionofKansuiRadixwasthemaineffectivefrac-
tion Comparedwiththemodelgroup thehighdosedichloromethanefractionofvinegarbakedKansuiRadixcouldsignificant-
lyreducetheascitesvolume increasethefecalwatercontent andsignificantlyreducetheexpressionofAQP1andAQP3pro-
teinintheduodenum jejunum andileum buthadnosignificanteffectontheexpressionsofAQP1andAQP3inthecolon 
ComparedwiththegroupofdichloromethanefractionofrawKansuiRadix theascitesvolumeofthevinegarbakeddichlo-
romethanefractionwassignificantlyincreased andthefecalwatercontentwassignificantlydecreased Besides Kansuididnot
affectthesurvivalrateorapoptosisofcancercellsinascites Massspectrometryanalysisshowedthatterpenoidsmainlycon-
centratedindichloromethanefraction 12ofthe16terpenoidsdecreased and4of16increasedaftervinegarprocessing CON-
CLUSION The"removingwaterretentionbypurgation"effectofKansuiRadixwasretainedaftervinegarprocessing Vinegar
bakedweakenedthepurgativeeffect whichmayberelatedtothechangeofterpenoidcomposition 
KEYWORDS KansuiRadix stirbakingwithvinegar cancerousascitesmodel AQP1 AQP3

  甘 遂 为 大 戟 科 大 戟 属 植 物 甘 遂 Euphorbia
kansuiT.N.LiouexT.P.Wang的干燥块根,性味

苦寒,有毒,属峻下逐水药,具有泻水逐饮、破积通便

的功能,主 治 水 肿 胀 满、胸 腹 积 水、二 便 不 利 等

症[12]。甘遂始载于《神农本草经》[2],因其有毒,被
列为下品,其临床毒性主要表现为腹痛、腹泻以及对

皮肤、口腔、胃肠黏膜的刺激性。炮制的主要目的是

降低毒性、缓和药性,《中国药典》收载的甘遂炮制品

为醋甘遂,采用醋炙法炮制,此法始于宋代沿用至

今。
文献研究显示,甘遂含有大量萜类成分,包括二

萜、三萜类成分[3]。历代古籍中记载甘遂多丸、散入

药[1,4],提示其效应成分可能不易溶于水煎液中,这
与其所含萜类成分的理化性质相符。课题组前期对

甘遂的研究发现,甘遂的二氯甲烷提取部位含有大

量萜类成分[56],可引起肠组织肿胀、泄泻、肠道炎症

等,醋制后泻下作用缓和[7]。但甘遂逐饮之功与泻

下作用是否有相关性,以及醋制对甘遂的功效产生

何种影响,至今未见深入系统的研究。本文在课题

组前期研究的基础上,进一步筛选甘遂抗腹水效应

部位,探讨甘遂醋制前后抗腹水、泻下逐饮的功效变

化,为甘遂醋制解毒存效炮制机制提供依据。

1 材料

1.1 细胞与动物

H22腹水癌细胞购自于中科院上海细胞库。

ICR小鼠,雄性,SPF级,体质量18~22g,购自南京

市青龙山动物繁殖场,许可证号:SCXK(苏)2017
0001,饲养于南京中医药大学实验动物中心,动物实

验通过伦理审查,动物伦理号:201902A007。

1.2 药材

甘遂购自安徽亳州药材市场,经江苏省食品药

品检验所胡皓彬主任药师鉴定为大戟科植物甘遂

EuphorbiakansuiT.N.LiouexT.P.Wang的干

燥块根。

1.3 仪器

SHIMADZULC30AD高效液相系统(日本岛

津公司);TripleTOF5600质谱仪(美国 ABSciex
公司);组织研磨仪(上海净信实业发展有限公司);
垂直凝胶电泳及电转印仪(美国Biorad公司);台
式离心机(美国Thermo公司);SectraMaxi3x多功

能酶标仪(美国 MolecularDevices公司);FA1104
电子天平(德国Sartorius公司);Tanon4200全自动

化学发光图像分析系统(上海天能科技有限公司);

MilliQ超纯水机(美国 Millipore公司)。

1.4 试剂

AnnexinVFITC细胞凋亡检测试剂盒,上海碧

云天生物技术有限公司;牛血清白蛋白,翼飞雪生物

科 技,YB006100;AQP1 Antibody,恩 晶 生 物,

E1A5231;AQP3Antibody,恩 晶 生 物,E1A5222;

Antiβactinmab(Mouse),翼飞雪生物科技,YF-
MA0052;GoatAntiMouseIgG(H+L)HRP,翼飞

雪生物科技,YFSA01;GoatAntiRabbitIgG(H+
L)HRP,翼飞雪生物科技,YFSA02;RIPA组织细

胞高效裂解液,翼飞雪生物科技,YWB001;PMSF
(100 mmol/L),翼 飞 雪 生 物 科 技,YP01001;

0.45μmPVDFTransferMembranes,MerckMilli-
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pore,IPVH00010;ECL化学发光超敏显色试剂盒
A液,翊圣生物,36208A;ECL化学发光超敏显色

试剂盒B液,翊圣生物,36208B;十二烷基硫酸钠

(SDS),翼飞雪生物科技,YS0005500;三羟甲基氨

基烷(TrisBase),翼飞雪生物科技,YT0010500;

TEMED,Sigmaaldrich,T22500;1mol/LTisHCl
缓冲液,博士德生物工程,AR1163;1.5mol/LTis
HCl缓冲液,博士德生物工程,T1010;Tween20,

Biofroxx公司,1247ML500;SDSPAGE蛋白上样

缓冲液(5×),碧云天生物技术研究所,P0015;30%
Acr/Bis制胶液,翼飞雪生物科技,YA1010;甘氨

酸,翼飞雪生物科技,YG0001;过硫酸铵,阿拉丁,

A112447;镇江香醋,江苏恒顺醋业;甲醇(分析纯),
南京化学试剂;氯化钠(分析纯),南京化学试剂。

2 方法

2.1 H22癌性腹水小鼠模型制备

将冻存的 H22细胞株于37℃水浴锅中复苏,

1000r/min离心5min,细胞沉淀用生理盐水悬浮

至约含细胞数1.0×107 mL-1,给小鼠腹腔注射

0.2mL进行传代,于第8天选取腹水饱满的小鼠,在
无菌条件下收集腹水,用生理盐水配制成1.0×
107mL-1的细胞混悬液,除空白组外,其余各组小

鼠均腹腔注射0.2mL细胞混悬液。

2.2 实验动物分组与给药

分组:ICR小鼠禁食不禁水24h后,按体质量

随机分11组,每组10只,分别为空白组、模型组、阳
性药物组(呋塞米)、生甘遂总提物组(低、高剂量)、
生甘遂二氯甲烷部位组(低、高剂量)、醋甘遂二氯甲

烷部位组(低、高剂量)、生甘遂非二氯甲烷部位组

(低、高剂量)。
给药:造模第2天开始灌胃给药,10g灌胃

0.2mL;每日给药1次,连续给药8d。模型组和空

白组给予5% 羧甲基纤维素钠的生理盐水;阳性药

物组给予6mg/kg呋塞米;其他组给予相应的含

5% 羧甲基纤维素钠生理盐水的甘遂提取物。高、
低剂量合生药量依次为1.8、0.3g/kg(按照2015年

版《中国药典》临床等效剂量换算[1])。

2.3 甘遂不同提取部位的制备

醋甘遂的制备:按照2015年版《中国药典》醋炙

法炮制[1]。
醋甘遂二氯甲烷提取部位制备:称取一定量甘

遂粉末,采用二氯甲烷索氏提取至完全。醋甘遂非

二氯甲烷提取部位制备:二氯甲烷索氏提取后的药

渣再用95%乙醇进行索氏提取。甘遂生品总提物

制备:称取一定量甘遂粉末,先用二氯甲烷索氏提取

后,药渣再用95%乙醇索氏提取,提取液合并浓缩

至干。

2.4 小鼠腹水量、粪便含水量及尿量测定

粪便含水量:造模后第5天禁食不禁水12h,给
药后,单只小鼠进行单笼饲养,收集小鼠粪便,连续

收集5h。在80℃烘箱,将粪便烘干,计算各组小鼠

粪便含水量。
尿量:造模后第6天,给药后,开始测量5h内

尿量。尿量测定采用滤纸片改良法。将小鼠放入

500mL的烧杯中,用致密的金属网封口,将烧杯倒

扣于已称质量的高分子吸水树脂上,以高分子吸水

树脂质量增加量作为小鼠的尿量。
腹水量:造模后第8天给药3h后,颈椎脱臼处

死,收集腹水,称取腹水量。

2.5 Westernblot分析

2.5.1 组织蛋白质提取及样品制备 小鼠解剖后,
取每只小鼠十二指肠、空肠、回肠、结肠各1段,剖开

并用生理盐水清洗干净,立即放入液氮冷冻后存放

在-80℃冰箱备用。称取样品60mg于EP管中,
每个EP管中加入4颗研磨珠和750μL裂解液(RI-
PA∶PMSF=100∶1),在 组 织 研 磨 机 中 研 碎

(60Hz,2min),之后置-20℃冰箱中裂解过夜。
第2天将提取液转至新的EP管中,去除研磨珠。
在4℃,10000×g离 心10min,离 心 后 取 上 清

500μL,之后加入125μLSDSPAGE蛋白上样缓冲

液(5×),在沸水中煮5min。

2.5.2 Westernblot分析 每孔上样30μg蛋白,
用多功能电泳仪在电压100V条件下运行,溴酚蓝

跑至SDSPAGE凝胶底部时停止运行,在100V条

件下用湿法转膜1h,用5%BSA封闭液在室温下封

闭2h,孵一抗(βactin、AQP1、AQP3)4℃过夜;次
日用TBSTBuffer清洗5次,每次5min,再用对应

的二抗在室温下孵育2h,TBSTBuffer洗5次,每
次5min。最后加入ECL曝光液(A∶B=1∶1,现
配现用)进行化学发光成像,结果用灰度值表示。

2.6 甘遂不同提取部位质谱分析

2.6.1 供试品溶液的制备 取甘遂粉末约1g,精
密称 定,置 索 氏 提 取 器 中,精 密 加 入 二 氯 甲 烷

30mL,提取3h。提取液蒸干,之后用甲醇溶解定

容在10mL容量瓶。取适量离心(12000r/min,

10min),取上清液即得。二氯甲烷提取后的药渣再
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用95%乙醇提取作为非二氯甲烷部位。

2.6.2 质谱分析条件 色谱条件:ZORBAXEx-
tendC18色谱柱(100mm×2.1mm,1.8μm);流动相

A 为0.1%甲 酸 水,B 为 乙 腈;柱 温30℃;流 速

0.3mL/min;进样量3mL;洗脱程序:0~25min,

40%~80%B;25~35min,80%~90%B;35~
36min,90%~100%B;38~40min,100%B;40~
43min,40%B。

质谱 条 件:TOFMS 扫 描 方 式 为 ESI+ 和

ESI-,质量扫描范围:50~1500,气帘气(CUR)

40psi(1psi=6.89kPa),雾化气(GS1)55psi,辅助

气(GS2)55psi,电喷雾电压(ISVF)5500eV,离子

源温度550℃;去簇电压60eV;TOFMS模式下设

置碰撞电压10eV,IDAMS/MS条件下设置碰撞电

压(CE)40eV。

2.7 统计学方法

采用SPSS软件进行数据处理,方差齐采用

onewayANOVA,方差不齐采用MannWhitney检

验。

3 结果

3.1 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部

位对癌性腹水小鼠粪便含水量、尿量、腹水量的影响

图1结果可知,与空白组相比,模型组癌性腹水

小鼠粪便含水量无显著性差异、尿量显著减少、腹水

量显著增加。与模型组相比,生品总提物、生品二氯

甲烷部位和醋品二氯甲烷部位的高剂量组小鼠粪便

含水量显著增加、腹水量明显减少,而各低剂量组和

非二氯甲烷部位高、低剂量组均无显著性差异,表明

二氯甲烷部位是甘遂的抗腹水效应部位。与生品二

氯甲烷组相比,醋制甘遂二氯甲烷部位高剂量组粪

便含水量显著降低、腹水量显著增高,表明醋制后甘

遂抗腹水及泻下作用仍然存在,但泻下作用明显缓

和,抗腹水作用也明显减弱。甘遂各药物组对癌性

腹水小鼠尿量均没有明显影响,表明甘遂主要通过

泻下作用来排除小鼠体内水分。

注:与模型组比较,*P<0.05;相同剂量醋品与生品比较,#P<0.05。x±s,n=10。

图1 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部位对癌性腹水小鼠粪便含水量、尿量、腹水量的影响

3.2 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部

位对十二指肠AQP1和AQP3蛋白表达量的影响

图2可知,与空白组相比,模型组十二指肠

AQP1和AQP3蛋白表达量显著上升。与模型组相

比,生品总提物和生、醋品二氯甲烷部位的高剂量组

AQP1蛋白的表达量显著降低,生品总提物和生、醋
品二氯甲烷部位的高、低剂量组AQP3蛋白的表达

量显著降低,而阳性药物组和非二氯甲烷部位高剂

量组以及各低剂量组 AQP1蛋白表达量没有显著

差异,阳性药物组和非二氯甲烷部位的高、低剂量组

AQP3蛋白表达量没有显著差异。与生品二氯甲烷

部位组相比,醋品二氯甲烷部位组没有显著性差异,
表明甘遂醋制后对十二指肠 AQP1、AQP3蛋白水

平的调节仍然存在。

3.3 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部

位对癌性腹水小鼠空肠 AQP1和 AQP3蛋白表达

量的影响

图3可知,各组对空肠AQP1和AQP3的影响

与十 二 指 肠 一 致。与 空 白 组 相 比,模 型 组 空 肠

AQP1和AQP3蛋白表达量显著上升。与模型组相

比,生品总提物和生、醋品二氯甲烷部位的高剂量组

AQP1蛋白的表达量显著降低,生品总提物和生、醋
品二氯甲烷部位的高、低剂量组AQP3蛋白的表达

量显著降低,而阳性药物组和非二氯甲烷部位高剂

量组以及各低剂量组 AQP1蛋白表达量没有显著

差异,阳性药物组和非二氯甲烷部位的高、低剂量组

AQP3蛋白表达量没有显著差异。与生品二氯甲烷

部位组相比,醋品二氯甲烷部位组没有显著性差异,
表明甘遂醋制后对空肠 AQP1、AQP3蛋白水平的

调节仍然存在。

3.4 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部

位对癌性腹水小鼠回肠 AQP1和 AQP3蛋白表达
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量的影响

图4可知,与空白组相比,模型组 AQP1和

AQP3蛋白表达量没有显著变化。与模型组相比,
生品总提物高、低剂量组和生、醋品二氯甲烷部位的

高剂量组AQP1蛋白表达量显著下降,生品总提物

和生、醋品二氯甲烷部位的高、低剂量组 AQP3蛋

白表达量显著下降,而阳性药物组和非二氯甲烷部

位高、低剂量组和生、醋品二氯甲烷部位低剂量组

AQP1蛋白表达量没有显著性差异,阳性药物组和

非二氯甲烷部位高、低剂量组AQP3蛋白表达量没

有显著性差异。与生品二氯甲烷部位组相比,醋品

二氯甲烷部位高剂量组没有显著性差异,而低剂量

组AQP3上升,表明甘遂醋制后对回肠AQP3表达

的调节作用减弱。

注:与模型组比较,*P<0.05;相同剂量醋品与生品比较,
#P<0.05。x±s,n=3。

图2 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部位对癌性

腹水小鼠十二指肠AQP1和AQP3蛋白表达量的影响

注:与模型组比较,*P<0.05;相同剂量醋品与生品比较,
#P<0.05。x±s,n=3。

图3 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部位对癌性

腹水小鼠空肠AQP1和AQP3蛋白表达量的影响

注:与模型组比较,*P<0.05;相同剂量醋品与生品比较,
#P<0.05。x±s,n=3。

图4 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部位对癌性

腹水小鼠回肠AQP1和AQP3蛋白表达量的影响

3.5 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部

位对癌性腹水小鼠结肠 AQP1和 AQP3蛋白表达

量的影响

图5可知,与空白组相比,模型组小鼠结肠

AQP1、AQP3蛋白表达无显著性差异。与模型组

相比,生品总提物组、生品二氯甲烷部位高剂量组小

鼠结肠AQP1和AQP3蛋白表达显著降低,而阳性

药物组、醋品二氯甲烷部位组和非二氯甲烷部位组

AQP1和AQP3表达量均无显著性差异。与生品二

氯甲烷高剂量组相比,醋品组结肠AQP1和AQP3
蛋白表达显著增高,趋向于空白组和模型组。结肠

是肠道吸收水分以及粪便形成的重要部位,故推测

这可能是甘遂醋制缓和泻下作用的原因。

注:与模型组比较,*P<0.05;相同剂量醋品与生品比较,
#P<0.05。x±s,n=3。

图5 甘遂不同提取部位以及醋制前后二氯甲烷部位对癌性

腹水小鼠结肠AQP1和AQP3蛋白表达量的影响
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3.6 生、醋甘遂二氯甲烷提取部位与非二氯甲烷提

取部位液质鉴定

查阅文 献 建 立 甘 遂 化 学 成 分 库,采 用 Peak
ViewSoftwareTM质谱分析软件,结合保留时间和特

征碎片等信息,从甘遂二氯甲烷提取部位中推测鉴

定出16个萜类化合物,包含9个巨大戟烷型二萜、3

个假白榄烷型二萜以及4个三萜。非二氯甲烷部位

中仅鉴定出1个巨大戟烷型二萜和1个假白榄烷型

二萜。由此可见二氯甲烷可作为甘遂萜类成分富集

溶剂,结果见表1~2。此外,对生、醋甘遂这16个

萜类化合物峰强度进一步分析,12个萜类成分含量

下降,4个萜类成分上升,见表1。

表1 甘遂二氯甲烷部位萜类成分鉴定结果与醋制前后峰强度变化率

No.tR/
min

分子式 分子量 加合
离子峰

理论值

m/z
实测值

m/z
偏差

ppm
MS/MS
特征碎片

化合物 醋制后峰
强度变化率

类型

1 8.52 C38H42O14 722.2575 [M-H]- 721.25018 721.25083 0.9 721,417,399,
301,295,121

KansuinineC +26.86% B

2 10.94C41H47NO15793.2946 [M+H]+ 794.30185 794.30151 -0.4794,734,674,612,
572,491,432

KansuinineD/KansuinineD1 -31.52% B

3 14.18C41H47NO14777.2997 [M+H]+ 778.30693 778.30766 0.9 778,718,676,
658,598,311

KansuininE -9.49% B

4 16.46 C30H48O3 456.3604 [M+H]+ 457.36762 457.36782 0.4 457,317,161,
135,121,107

Kansenonol/Oleanolic
acid/Ursolicacid

-6.87% C

5 17.73 C29H34O6 478.2355 [M+H]+ 479.24282 479.24293 0.2 479,419,357,
297,249

KansuiphorinC/
KansuiphorinD

-6.33% A

6 19.58 C30H42O6 498.2981 [M+H]+ 499.30542 499.30497 -0.9 499,313,285,
225,181

20O(2'E,4'ZDecadienoyl)ingenol/
20O(2'E,4'ZDecadienoyl)ingenol/
3O(2'E,4'ZDecadienoyl)ingenol/
3O(2'E,4'ZDecadienoyl)ingenol/
5O(2'E,4'ZDecadienoyl)ingenol

-7.56% A

7 23.66 C30H46O6 502.3294 [M+H]+ 503.33672 503.33677 0.1 503,337,313,
207,193

20ODecannoylingenol -12.44% A

8 23.69 C32H44O7 540.3087 [M+H]+ 541.31598 541.31545 -1 541,355,327,
313,285

3O(2'E,4'ZDecadienoyl)5O
acetylingenol/3O(2'E,4'ZDecadienoyl)
20Oacetylingenol/3O(2'E,4'E
Decadienoyl)20deoxyingenol/

-7.25% A

9 23.71 C31H42O7 526.2931 [M-H]- 525.28578 525.2857 -0.1 525,479,329,
311,283,267

5O(2'E,4'E)
Decadienoyl20Oacetylingenol

+35.95% A

10 24.24 C30H50O3 458.3760 [M+H]+ 459.38327 459.38309 -0.4 459,423,301,
189,121

Kansuinone -9.19% C

11 24.86 C30H42O5 482.3032 [M+H]+ 483.3105 483.31024 -0.5 483,297,269,
255,231,217

3O(2'E,4'ZDecadienoyl)
20deoxyingenol

-27.66% A

12 26.63 C30H50O 426.3862 [M+H]+ 427.39344 427.39340 -0.1 427,409,313,
245,217,191

Euphol/Tirucallol/α
Amyrin/βAmyrin

-2.84% C

13 28.03 C30H48O2 440.3654 [M+H]+ 441.37271 441.37306 0.8 441,301,121,107 Kansenone/Kansenol/Epikansenone +9.08% C

14 28.3 C36H56O8 616.3975 [M+H]+ 617.40480 617.40517 0.6 617,599,329,
265,253,223

3O(2,3Dimethylbutanoyl)13
Odecanoyingenol

+21.13% A

15 33.33 C38H60O8 644.4288 [M+H]+ 645.43610 645.43555 -0.8 645,511,427,
329,293,275

3O(2,3Dimethylbutanoyl)13O
dodecanoyingenol/20O(2,3

Dimethylbutanoyl)13Ododecanoyingenol/
20OHexanoyl13Ododecanoyingenol

-31.67% A

16 33.41 C39H60O9 672.4237 [M-H]- 671.41646 671.41677 0.5 671,509,309,
293,275

3O(2,3Dimethylbutannoyl)13O
dodecanoyl20Oacetylingenol

-33.61% A

 注:A.假白榄烷型二萜;B.巨大戟烷型二萜;C.三萜
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表2 甘遂非二氯甲烷部位萜类成分鉴定结果

No. tR
/min

分子式 分子量 加合
离子峰

理论值

m/z
实测值

m/z
偏差

ppm
MS/MS特征碎片 化合物 类型

1 14.12 C41H47NO14 777.2997 [M+H]+ 778.3069 778.306 -1.2778,718,528,293,124 KansuininE B
2 25.58 C30H42O5 482.30322 [M+Na]+505.29245505.29197 -1 505,337,319,227 3O(2'E,4'ZDecadienoyl)

20deoxyingenol
A

  注:A.假白榄烷型二萜;B.巨大戟烷型二萜

4 讨论

甘遂是峻下逐水药,适用于腹水、胸胁积水等实

证,临床上常用于肝硬化和癌性腹水的治疗。对比

肝硬化腹水[8]等其他腹水模型,恶性腹水模型[9]造

模方法简单、成模率高、周期短、死亡率低,故实验选

用癌性腹水模型筛选甘遂抗腹水及泻下作用的效应

部位。实验结果显示,甘遂二氯甲烷部位能够增加

癌性腹水小鼠粪便含水量,降低小鼠腹水量,与总提

物组相比没有显著性差异,而非二氯甲烷部位无明

显作用,说明甘遂二氯甲烷部位是其主要的效应部

位。进一步研究发现,甘遂醋制后其二氯甲烷部位

仍然能增加癌性腹水小鼠粪便含水量,降低小鼠腹

水量,表明了甘遂醋制后仍具有较强抗腹水及泻下

作用,但与生品甘遂相比,甘遂醋制后泻下作用缓

和,抗腹水作用减弱。此外,在实验设计时,发现有

文献报道甘遂具有抗癌作用[1013],于是对模型组和

生品高剂量组腹水中癌细胞的存活率和凋亡率进行

了检测,癌细胞存活率分别为(81.20±10.60)%和

(82.15±7.84)%,癌细胞凋亡率分别为(2.02±
0.38)%和(1.95±0.33)%,两组之间互相比较,存活

率和凋亡率都没有显著性差异,表明甘遂减少腹水

的效果与直接抑制肿瘤细胞生长无关。此结果与文

献报道确有差异,然文献分析发现,甘遂抗癌作用的

文章中多为提取部位或单体成分的体外实验,故可

能的原因是体外实验与体内实验结果间存在差异,
此外还可能与给药剂量相关。研究还发现甘遂对癌

性腹水小鼠没有明显利尿作用,故推断甘遂的抗腹

水作用主要与其泻下作用相关。
粪便成形与肠道水分的分泌和吸收密切相关,

而肠道水通道蛋白在水分的吸收中发挥着重要作

用。目前已发现大、小肠上均有表达的水通道蛋白

主要是 AQP1、AQP3、AQP4、AQP8[1418]。有研究

表明,腹泻发生时,AQP1和AQP3蛋白表达量往往

会降低[1923],而AQP4和AQP8对粪便含水量的影

响不大[15,24]。AQP1大量表达在毛细血管内皮和小

血管,它在肠道黏膜与血流之间的水液转运中起着

重要作用。AQP3大量表达在上皮细胞的基底外侧

膜上。故本文对肠各段(十二指肠、空肠、回肠、结
肠)的AQP1和 AQP3蛋白进行了测量,结果表明

甘遂生品可以显著降低肠道各段 AQP1和 AQP3
的表达量,此结果可能与甘遂致肠道水分吸收减少

进而导致泻下作用相关。醋甘遂仍可显著降低小肠

(十二指肠、空肠、回肠)AQP1、AQP3的表达,但对

结肠AQP1和AQP3无明显影响。与生品组相比,
醋品高、低剂量组对十二指肠AQP1和AQP3、空肠

AQP1和AQP3、回肠 AQP1的影响和醋品高剂量

组对回肠AQP3的影响没有显著差异,醋品低剂量

组对回肠AQP3的影响和醋品高、低剂量组对结肠

AQP1和AQP3的影响减弱。推测甘遂醋制对回肠

及结肠的AQPs水平调节的减弱,可能是甘遂醋制

泻下作用缓和的原因。
此外,本文对甘遂二氯甲烷部位及非二氯甲烷

部位进行了质谱解析,发现甘遂中萜类成分主要富

集于二氯甲烷部位中,且醋制后二氯甲烷部位16个

萜类成分中12个含量降低,4个含量上升,推测甘

遂醋制后泻下作用缓和与其所含萜类成分变化相

关。
本文研究了甘遂醋制前后抗腹水效应及泻下作

用变化,发现甘遂醋制后仍然保留抗腹水作用,但醋

制后泻下作用缓和。此结果可能与甘遂对肠道

AQPs表达的影响有关。甘遂中含有大量的萜类成

分,甘遂醋制后的效应变化与甘遂萜类成分在醋制

过程中发生了结构转化相关,其转化机制还有待进

一步研究。
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