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基于水通道蛋白的知母利水功效研究
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摘 要：目的 通过建立水负荷模型，观察不同剂量知母水提物对大鼠尿量及水通道蛋白（AQP）相关指标的影响，探究其

利水功效。方法 将实验动物分为对照组、模型组和知母水提物高、中、低剂量（4.56、3.04、1.52 mg/kg）组，置于代谢笼中，

每天 9∶00时 ig给药，对照组和模型组给予等体积蒸馏水，连续 3 d，记录每日饮水量、日间 8 h尿量、夜间 12 h尿量。第 4

天除对照组外其余各组大鼠 ip生理盐水 5 mL，同时 ig生理盐水 5 mL，连续收集 6 h尿量，分别记录 0～2、2～4、4～6 h尿

量。水负荷实验结束后，取各组大鼠的气管、肝脏、肾脏、大肠、小肠、胰腺、心脏、肺脏、唾腺。酶联免疫法检测气管

中 AQP3、AQP4，肝脏中 AQP9，肾脏中 AQP2，小肠中 AQP4，大肠中 AQP2，胰腺中 AQP3，心脏中 AQP1，肺脏中

AQP3、AQP4，唾腺中AQP5蛋白表达。结果 高剂量知母水提物的利水作用起效较慢，与对照组比较，正常大鼠第2、3天

夜间 12 h尿量显著增加（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，高剂量组水负荷大鼠 2～4、4～6 h尿量及总尿量均显著增加（P＜

0.05），气管AQP4、肝脏AQP9、肾脏AQP2、胰腺AQP3、心脏AQP1蛋白表达均显著下降（P＜0.05、0.01）；中剂量利水

作用起效较快，与对照组比较，正常大鼠第 1天日间 8 h尿量、夜间 12 h尿量显著增加（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，

中剂量组水负荷大鼠 0～2、2～4 h尿量及总尿量均显著增加（P＜0.05），小肠AQP4，肺脏、气管AQP3，心脏AQP1蛋白

含量显著降低（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，知母水提物低剂量组的水负荷大鼠肺、小肠AQP4，大肠、气管AQP3和

肝脏AQP9的蛋白表达显著降低（P＜0.05、0.01）。结论 知母水提物通过抑制AQP的表达，抑制机体对水的重吸收，起到

利水作用。
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Abstract: Objective To observe the effects of different doses of Anemarrhena asphodeloides Bge. on urine volume and the targets

of aquaporin, by establishing a rat model of water load. Methods Animals were divided into five group, which are control group,

model group, high, middle, and low dose (4.56, 3.04 and 1.52 mg/kg) of aqueous extract from Anemarrhena asphodeloides (AEAA)

group, drugs were ig at 9 o'clock daily, rats in control and the model group were gave distilled water at same volume, which would

last three days. The daily water intake, the urine volume of 8 h in the daytime and the urine volume of 12 h at night should be

reworded. On the fourth day, except the control group, rats in the other groups were ip given with saline 5 mL and ig saline 5 mL.

The urine volume was continuously collected for 6 hours, and the urine volume was recorded for 0 ~ 2, 2 ~ 4 and 4 ~ 6 hours

respectively. At the end of the water load experiment, the trachea, liver, kidney, large intestine, small intestine, pancreas, heart, lung
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and salivary glands of rats in each group were taken. It indicated tube ELISA AQP3 and AQP4, AQP9 in liver, AQP2 in kidney,

small intestine AQP4, AQP2, AQP3 AQP1 in the pancreas, heart, lung AQP3, AQP4, AQP5 in salivary gland. Results The high

dose of AEAA had the slower response. Compared with control group, the nocturnal 12-hour urine volume of normal rats increased

significantly on the 2nd and 3rd day (P < 0.05, 0.01); compared with the model group, the urine volume and total urine volume of

water-loaded rats increased significantly (P < 0.05), while the expression of AQP4 in trachea, AQP9 in liver, AQP2 in kidney, AQP3

in pancreas and AQP1 in heart decreased significantly (P < 0.05, 0.01). The diuretic effect of medium dose was more effective.

Compared with control group, the daily urine volume of 8 hours and the nocturnal urine volume of normal rats increased

significantly on the first day (P < 0.05, 0.01); compared with the model group, the urine volume and total urine volume of 0 ~ 2 h, 2

~ 4 h in the middle dose group increased significantly (P < 0.05), the small intestine AQP4, lung and trachea AQP3, and the cardiac

AQP1 protein content decreased significantly (P < 0.05, 0.01). Compared with model group, the expression of AQP4 in lung and

small intestine, AQP3 in large intestine, trachea and AQP9 in liver were significantly decreased in low dose group (P < 0.05, 0.01).

Conclusion AEAA plays a water-diversifying role by inhibiting the expression of AQP and restraining the body's re-absorption of

water.

Key words: Anemarrhena asphodeloides; water load; water efficiency; aquaporin

水通道蛋白（aquaporin，AQP）是于 20 世纪 90

年代初发现的一类在机体水液转运和代谢中起重

要作用的蛋白质分子家族。迄今为止，从哺乳动物

组织中克隆鉴定的 AQP 已经有 13 种，而在人类身

上发现了 11种，它们广泛分布于机体各种组织细胞

中，尤其是与液体分泌和吸收有关的上皮细胞及内

皮细胞，研究发现其参与了机体水的分泌、吸收及

细胞内外水的平衡等重要生理活动［1］。

基于匡海学教授提出的中药性味科学内涵假

说，即“中药同时具有性与味，性与味是中药同时兼

具的两种特性”，知母古存今失的“利水”功效研究

是“国家重点基础研究发展计划-基于利水功效的中

药药性理论研究”的重要组成部分。2015年版《中

国药典》中记载知母“苦、甘、寒”，归肺、胃、肾经，具

有清热泻火、滋阴润燥的功效，可应用于热病烦渴、

肺热咳嗽、骨蒸潮热、内热消渴、肠燥便秘等症。纵

观各朝代本草专著对知母的描述，可总结出知母的

利水作用是确切存在的，但与现代药典当中的知母

功效不相吻合。例如《神农本草经》记载：知母“主

消渴热中，除邪气，肢体浮肿，下水，补不足，益气”。

《用药法象》记载：知母“泻无根之肾火，疗有汗之骨

蒸，止虚劳之热，滋化源之阴”，近现代医学专著却

无此记载。本课题前期研究表明，知母苦味的药理

学评价体系具有利尿、抗菌、抗炎、清热、免疫抑制

作用等，知母“利水”功效在临床用药中应该被废除

还是传承，是本课题需要解决的科学问题之一。

本实验拟通过建立大鼠水负荷模型［2］，观察知

母引起大鼠尿量变化的同时，从对各脏器的AQP影

响的角度剖析知母的利水作用，借此阐述知母古存

今失的“利水”作用的客观性，既能扩大知母临床使

用范畴，为临床用药提供理论依据，又能补充其利

水功效的药性理论研究的科学内涵。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

知母药材原产地天津蓟县，经黑龙江中医药大

学中药资源学教研室王振月教授鉴定为小百合科

知母属植物知母Anemarrhena asphodeloides Bge.的

干燥根茎，符合《中国药典》2015年版规定。将 1 kg

知母药材用 8倍蒸馏水浸泡 2 h，煎煮 2 h，16层纱布

过滤，反复 3次，将滤液合并于旋转蒸发仪中减压浓

缩、冻干，知母水提物冻干粉（含芒果苷 0.79%、含知

母皂苷 B 3.2%）常温保存备用，临用前配成所需

浓度［3］。

生理盐水 250 mL/瓶（北京三联药业有限公

司），酶联免疫试剂盒：心脏 AQP1，大肠、肾脏

AQP2，肺、气管、胰腺 AQP3，肺、气管、小肠 AQP4，

唾腺 AQP5，肝 AQP9，均购于南京建成生物工程研

究所。

1.2 实验动物

雄性SD大鼠40只，体质量180～200 g，SPF级，

由辽宁长生生物技术有限公司提供，许可证号

SCXK（辽）2015-0001，饲养室温为（22±1）℃，相对

湿度为（65±5）%，标准大鼠饲料喂养，自由饮水，先

将大鼠置于代谢笼内适应性饲养3 d。

1.3 主要仪器

TGL-20M高速台式冷冻离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司）；DG5033A酶标仪（南京华东

电子集团医疗装备有限责任公司）；AL204 电子天

平（梅特勒-托利多仪器有限公司）；大鼠代谢笼（苏

州新区枫桥实验动物笼具厂）。
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2 方法

2.1 实验动物的筛选、分组、给药及水负荷实验

将SD雄性大鼠预先置于代谢笼中 1～2 d，观察

其自由饮水条件下尿量是否稳定。实验前禁食不

禁水 18 h，实验开始时轻压大鼠腹部，排尽膀胱内余

尿，按 25 mL/kg ig给予去离子水，形成水负荷，收集

2 h 内尿液，凡尿量超过给予的去离子水 40% 的为

合格动物。

取合格大鼠40只，随机分为对照组、水负荷模型组

和知母水提取高、中、低剂量（4.56、3.04、1.52 mg/kg）组，

每组8只。将动物置于代谢笼中，每日9︰00时依照 10

mL/kg分别 ig给药，对照组和模型组给予等体积蒸

馏水，每天 1次，连续 3 d。记录每日饮水量、日间 8

h尿量、夜间12 h尿量。

第 4天给药同前，进行水负荷实验［2］，实验前动

物禁食不禁水 12 h，实验过程中禁食禁水，给药 1 h

后，除对照组外其余各组大鼠 ip生理盐水 5 mL，同

时 ig生理盐水 5 mL，ig生理盐水完毕后，轻压动物

腹部排尽膀胱内余尿，迅速放入代谢笼中，每 2 h收

集尿量并记录，连续 6 h（收集 6 h尿量期间模型组与

给药组禁食禁水，对照组正常饮食饮水）。水负荷

实验结束时，取各组大鼠的气管、肝脏、肾脏、

大肠、小肠、胰腺、心脏、肺脏、唾腺，于−80 ℃冰

箱冻存。

2.2 组织中AQP蛋白水平检测

将冻存的脏器组织解冻，取 0.2 g剪碎，加入玻

璃匀浆器中，按照 1︰9的质量体积比，加入 1.8 mL的

生理盐水，于冰水混合物中充分研磨，最后将匀浆

液以 4 000 r/min离心 10 min，取上清液备用，依据酶

联免疫试剂盒说明书检测心脏 AQP1，大肠、肾脏

AQP2，肺、气管、胰腺 AQP3，肺、气管、小肠 AQP4，

唾腺AQP5，肝AQP9含量。

2.3 统计分析

实验数据以 x
    

    
   ±s 表示，应用 SPSS 20.0 统计软

件，各组样本均数间差别的假设检验用方差分

析（analysisofvariance，ANOVA）。

3 结果

3.1 知母水提物对正常大鼠日间 8 h、夜间 12 h尿

量及饮水量的影响

如表 1 所示，与对照组比较，知母水提物高

剂量组大鼠第 2、3 天夜间 12 h 尿量及第 3 天饮

水量显著升高（P＜0.05、0.01）。知母水提物中剂

量组第 1天日间 8 h尿量和夜间 12 h尿量均显著升

高，第3天夜间12 h尿量显著升高（P＜0.05、0.01）。

3.2 知母水提物对水负荷模型大鼠不同时间段尿

量的影响

如表 2所示，与对照组比较，模型组大鼠不同时

间段尿量、总尿量均显著降低（P＜0.05）；与模型组

比较，知母水提物高剂量组大鼠 2～4、4～6 h尿量及

总尿量均显著升高（P＜0.05），知母水提物中剂量组

大鼠 0～2、2～4 h 尿量及总尿量均显著升高（P

＜0.05）。

3.3 知母水提物对水负荷大鼠AQP表达的影响

如表 3所示，与对照组比较，模型组大肠、肾脏

AQP2，肺、气管、胰腺 AQP3，肺、小肠、气管 AQP4，

肝脏 AQP9、唾腺 AQP5、心脏 AQP1 蛋白表达水平

显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，知母水提物高

剂量组大鼠气管 AQP4、肝脏 AQP9、肾脏 AQP2、胰

腺 AQP3、心脏 AQP1 蛋白表达均显著下降（P＜

0.05、0.01）；知母水提物中剂量组大鼠小肠 AQP4，

肺脏、气管AQP3、心脏AQP1蛋白含量明显降低，均

具有统计学意义（P＜0.05、0.01），知母水提物低剂

量组大鼠肺、小肠AQP4，大肠AQP2，气管AQP3，肝

脏AQP9蛋白表达显著降低（P＜0.05）。

表1 知母水提物对正常大鼠日间8 h、夜间12 h尿量及饮水量的影响（x
    

    
   ±s，，n = 8）

Tabel 1 Effect of Anemarrhena asphodeloides Bunge on urine volume and drinking water volume of normal rats at 8 h in

Day and 12 h at Night（x
    

    
   ±s，，n = 8））

组别

对照

知母水

提物

剂量/

（mg∙
kg−1）

—

4.56

3.04

1.52

给药第1天/（mL·kg−1）

日间8 h尿

量

23.1±6.2

28.6±9.6

31.9±8.1*

26.8±5.2

夜间12 h

尿量

49.7±9.3

60.4±9.5

72.3±8.5**

73.0±19.8

饮水量

370.0±76.5

338.8±90.9

382.5±83.3

395.0±68.9

给药第2天/（mL·kg−1）

日间8 h尿

量

15.1±2.9

19.6±12.2

15.9±3.9

17.5±3.8

夜间12 h

尿量

53.8±12.8

72.3±16.3*

70.0±15.8*

68.1±19.8

饮水量

332.5±22.5

360.0±39.6

368.8±62.7

360.0±49.6

给药第3天/（mL·kg−1）

日间8 h尿

量

23.5±9.9

22.5±13.2

17.4±3.4

16.9±3.0

夜间12 h尿

量

151.4±31.8

211.3±40.2**

182.5±35.8

181.7±24.8

饮水量

343.8±73.5

456.3±98.4*

347.5±57.5

347.5±57.5

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group
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4 讨论

水是维持人体正常生命活动所必须的重要物

质之一，水液代谢正常是所有生命形式存在的基本

条件之一，水液代谢失常可形成痰饮、湿邪等致病

之邪气［4］。人体水液代谢是包括水液的生成、输布

以及排泄的一系列复杂生理过程，水谷精微经胃的

腐熟、脾的游溢、小肠的泌别清浊，水液进入代谢环

节；经脾的散精、肺的宣降、肾的蒸腾，通过三焦输

送到人体的上下内外；肾主水，受五脏六腑所来津

液，扬清降浊，清者复灌溉于身，浊者化为尿液降至

膀胱，最终排出体外［5］。《素问·经脉别论篇》中对水

的代谢有所论述：“饮入于胃，游溢精气，上输于脾，

脾气散精，上归于肺，通调水道，下输膀胱，水精四

布，五经并行”。水液的代谢涉及到了多脏腑如肺、

脾、胃、肾、肝、小肠、大肠、膀胱、三焦等的功能［6］，中

医强调“整体观念”认为人体为有机整体，各脏腑配

合协调，水液代谢正常，某一脏腑失调，则可能引起

水液代谢异常。水液代谢异常最常见的临床症状

是水肿，中医药治疗水肿常以“利水”为治疗大法，

经过几千年的临床实践和理论研究，形成了系统的

理论支撑和独特的治疗效果。《内经》“开鬼门，洁净

府”，《伤寒论》以“调和阴阳”为法则，以“通阳利

水”“和阴利水”“扶阳利水”“育阴利水”为方法［7］，为

后世因水的生成、输布及排泄失调所致疾病的治疗

提供了理论指导。

水是活细胞的主要组成部分，在活细胞中，水

的比例占总质量的 70% 左右。大多数的细胞生化

反应都是在水环境中进行的，水分子跨越细胞膜的

表3 知母水提物对水负荷大鼠AQP的影响（x
    

    
   ±s，，n = 8）

Table 3 Effect of Anemarrhena asphodeloides Bunge on Aquaporin in water-loaded rats（x
    

    
   ±s，，n = 8））

组别

对照

模型

知母水

提物

组别

对照

模型

知母水

提物

剂量/

（mg∙kg−1）

—

—

4.56

3.04

1.52

剂量/

（mg∙kg−1）

—

—

4.56

3.04

1.52

心脏AQP1/

（ng∙mL−1）

6.59±0.55

7.32±0.6#

5.34±0.83*

2.28±0.24*

7.07±0.58

肾脏AQP2/

（ng∙mL−1）

6.14±1.16

7.30±0.98#

6.34±0.80*

6.89±1.68

7.07±1.88

小肠AQP4/

（ng∙mL−1）

1.36±0.16

1.54±0.17#

1.49±0.19

1.36±0.13*

1.15±0.41*

胰腺AQP3/

（ng∙mL−1）

3.52±0.87

4.48±0.87#

3.18±0.89*

4.82±1.53

4.24±1.23

大肠AQP2/

（ng∙mL−1）

4.55±1.09

6.09±1.31#

6.96±1.34

5.42±1.34

4.28±1.28*

肺脏AQP3/

（ng∙mL−1）

2.56±0.47

3.21±0.69#

3.16±0.71

2.19±0.39**

2.49±0.77

气管AQP3/

（ng∙mL−1）

3.05±0.24

3.38±0.34#

3.18±0.54

2.83±0.25**

2.99±0.33*

肺脏AQP4/

（ng∙mL−1）

1.76±0.11

1.95±0.23#

1.73±0.22

1.74±0.21

1.36±0.28**

气管AQP4/

（ng∙mL−1）

1.09±0.16

1.27±0.14#

1.05±0.22*

1.07±0.29

1.06±0.31

唾腺AQP5/

（ng∙mL−1）

5.50±1.57

7.30±1.24#

7.55±1.32

7.3±1.24

6.74±1.01

肝脏AQP9/

（ng∙mL−1）

3.39±0.42

4.25±1.05#

2.54±0.85**

3.76±0.78

3.14±0.23*

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
#P < 0.05 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

表2 知母水提物对水负荷模型大鼠不同时间段尿量的影响（x
    

    
   ±s，，n = 8）

Table 2 Effect of Anemarrhena asphodeloides Bunge on urine volume of water load model rats in different time

periods（x
    

    
   ±s，，n = 8））

组别

对照

模型

知母水

提物

剂量/

（mg∙kg−1）

—

—

4.56

3.04

1.52

尿量/（mL·kg−1）

0～2 h

50.3±2.1

43.9±7.8#

51.8±8.8

54.1±8.3*

47.9±9.0

2～4 h

42.6±2.9

37.1±4.8#

47.3±8.5*

44.7±7.3*

37.8±9.0

4～6 h

31.9±5.9

25.6±4.1#

31.3±5.9*

26.0±4.6

30.1±6.7

6 h总量

124.8±9.6

106.6±11.4#

130.3±20.1*

124.8±14.7*

115.8±20.0

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group；*P < 0.05 vs model group
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快速输运是通过细胞膜上的 AQP 实现的［8］。AQP

是一类可调节水进出细胞膜的水通道同源蛋白家

族的总称，其主要功能是介导自由水的跨细胞膜转

运，为水的快速转运提供了一个主要通路。AQP直

到在 20世纪 90年代才被发现，其在人体水液代谢

中发挥着不可替代的作用，目前发现了共 13 个亚

型［9］。AQP的发现和相关研究，为现代医学和传统

医学关于水液代谢异常所致的相关性疾病提供了

新的研究和治疗方向。AQPs在肺、消化系统和肾

的正常表达可能是“肺主通调水道”“脾主运化”

和“肾主水液”的分子水平基础之一［10］。肾脏作为

整个机体调节水分平衡的主要器官，其水通道的亚

型分布最多，包括 AQP1、2、3、4、6、7、8、11 等 8 种，

以AQP1和AQP2主要分布，参与原尿形成中滤过、

重吸收等重要生理过程，且 AQP1、AQP2、AQP3都

是汞敏感水通道，受汞化合物的抑制，这是临床使

用汞利尿剂治疗心功能不全的机制［11—12］，AQP1 与

近端肾小管水的重吸收有关，AQP2能够提高水在

肾集合管的重吸收作用，AQP3同样有助于水在肾

集合管的重吸收［13］。目前已经证实的分布于肺组

织内的 AQP 有 4 种，分别为 AQP1、AQP2、AQP3 和

AQP5，主要位于肺毛细血管内皮细胞、肺泡Ⅰ型上皮

细胞和气道上皮细胞膜上，参与这些细胞的水转

运［14］。现代研究表明，心脏心室肌细胞和血管内皮

细胞中存在AQP1蛋白表达，AQP1在心肌组织中表

达水平与心肌水肿成正相关［15］。AQP9主要分布于

肝脏和白细胞，主要作用于肝硬化，介导细胞凋亡

开始和肝硬化发展过程中水的丢失［16］。深入研究

AQP的作用，有利于探索水液代谢失常致病的病理

变化机制，为相关疾病的临床治疗提供新思路。

AQP的研究有利于推进“利水中药”发挥其功效机

制的研究进展，深入探讨AQP的变化与中药“利水”

功效的关联，为指导临床用药提供理论依据，具有

重要的临床意义。

本研究通过对正常大鼠以及水负荷模型大鼠

尿量研究发现，知母水提物可以不同程度的增加正

常大鼠以及水负荷大鼠尿量，由此推测，知母水提

物具有很好的利尿作用。本实验通过心脏 AQP1，

大肠、肾脏AQP2，肺、气管、胰腺AQP3，肺、气管、小

肠 AQP4，唾腺 AQP5，肝 AQP9 等 11 个指标研究发

现，知母水提物高、中、低剂量干预后，均对组织中

的AQP表达发挥不同程度的降低作用，说明知母水

提物均可以通过降低AQP表达抑制机体对水的重

吸收作用，从而起到利水作用。知母的“利水”功效

是确切存在的，但纵观近现代知母的临床应用，此

功效并未得到广泛的推广，是临床疗效欠佳或是其

他历史性原因，知母是否可以作为利水药物在临床

推广应用，仍需进一步的临床实验研究和探索。
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