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基于 TLR4/NF-κB/NLRP3 和 PI3K/Akt通路研究甘遂及其炮制品对水负荷
小鼠的利尿作用及机制  
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摘  要：目的  研究甘遂及其炮制品对水负荷小鼠的利尿作用及机制。方法  通过网络药理学探究甘遂的利尿作用机制。

ICR 小鼠给予甘遂及其炮制品后，ig 大量生理盐水建立水负荷模型，测定水负荷差值及脏器指数；取十二指肠及空肠，观察

病理变化；采用 ELISA 法测定小鼠血清中炎性因子指标白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-18、IL-4、IL-10 及小肠

组织中氧化应激指标丙二醛（malondialdehyde，MDA）和还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）水平；采用 Western blotting

测定小鼠小肠组织中 Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）、核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）、NOD 样受体蛋白 3

（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）、磷脂肌醇-3-激酶（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）和蛋白激酶 B（protein kinase 

B，Akt）蛋白表达。结果  通过构建“中药-成分-疾病-通路-靶点”网络及通路富集分析得到甘遂及其炮制品主要通过参与

氧化应激反应及 PI3K/Akt 等信号通路调节水肿。体内实验结果显示，与模型组比较，各给药组小鼠水负荷差值在各个时间

段均显著升高（P＜0.01）；血清中 IL-1β、IL-18 及小肠组织 MDA 水平均显著降低（P＜0.05、0.01），血清中 IL-4、IL-10 及

小肠组织 GSH 水平均显著升高（P＜0.05、0.01）；小肠组织 TLR4、NLRP3、p-NF-κB/NF-κB、p-PI3K/PI3K 及 p-Akt/Akt 蛋

白表达水平均显著降低（P＜0.01）。在各给药组中，1～6 h 甘遂的利尿作用最强，醋甘遂和甘草制甘遂的利尿作用均有所缓

解，说明甘遂经炮制后会缓和其刺激性而平衡其利尿作用。结论  甘遂及其炮制品对水负荷小鼠均可以不同程度地抗水负

荷并产生利尿作用，并可以通过抑制 TLR4 通道介导的 NF-κB/NLRP3 信号通路及 PI3K/Akt 信号通路从而抑制 IL-1β 和 IL-

18 的表达。 
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Abstract: Objective  To study the diuretic effect and mechanism of Gansui (Kansui Radix) and its prepared products on water-loaded 

mice. Methods  Diuretic effects of Kansui Radix was explored by network pharmacology. After ICR mice were given Kansui Radix 

and its processed products, a large amount of normal saline was used to establish a water load model, water load difference and organ 

index were measured; Duodenum and jejunum were taken to observe the pathological changes; ELISA method was used to measure 
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levels of inflammatory factor indicators interleukin-1β (IL-1β), IL-18, IL-4, IL-10 in serum and oxidative stress indicators 

malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) in small intestinal tissue; Western blotting was used to measure protein expressions 

of Toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear factor-κB (NF-κB), NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K) and protein kinase B (Akt) in small intestinal tissue. Results  Kansui Radix and its processed products mainly regulated edema 

by participating in oxidative stress response and PI3K/Akt and other signaling pathways through the construction of “traditional 

Chinese medicine-ingredient-disease-pathway-target” network and pathway enrichment analysis. The results of in vivo experiments 

showed that compared with model group, water load difference of mice in each administration group was significantly increased at 

each time period (P < 0.01); Levels of IL-1β, IL-18 in serum and MDA in small intestinal tissue were significantly decreased (P < 0.05, 

0.01), levels of IL-4, IL-10 in serum and GSH in small intestinal tissue were significantly increased (P < 0.05, 0.01); TLR4, NLRP3, 

p-NF-κB/NF-κB, p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt protein expressions in small intestinal tissue were significantly decreased (P < 0.01). In 

each administration group, diuretic effect of Kansui Radix was the strongest at 1—6 h, and diuretic effect of vinegar Kansui Radix and 

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma processed Kansui Radix were relieved, indicating that processed Kansui Radix would ease its irritation 

and balance its diuretic effect. Conclusion  Kansui Radix and its prepared products can resist water load to different degrees and 

produce diuretic effect on water-loaded mice, and inhibit IL-1β and IL-18 expressions through NF-κB/NLRP3 signaling pathway and 

PI3K/Akt signaling pathway mediated by TLR4 channel. 

Key words: Kansui Radix; Glycyrrhizae Radix et Rhizoma processed Kansui Radix; vinegar Kansui Radix; water-loaded model; 

inflammatory cytokines; phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B signaling pathway; NOD-like receptor protein 3 

甘遂是大戟科植物甘遂 Euphorbia kansui T. N. 

Liou ex T. P. Wang 的干燥块根，其性苦味寒，有毒，

具有泻水逐饮、消肿散结的功效，传统临床常用来

治疗水肿胀满、胸腹积水、痰饮积聚、气逆咳喘、

二便不利，现代临床常用于治疗肝硬化腹水及胰腺

炎等。甘遂主要含有大戟二烯醇、表大戟二烯醇、

巨大戟醇、甘遂萜酯 A 及甘遂萜酯 B 等萜类成分[1-2]。

甘遂临床上常利用利尿作用治疗水肿、臌胀、胸胁

停饮及其引起的炎症及氧化应激反应。生甘遂虽然

利尿作用明显，但甘遂的生品具有强烈的刺激性。

依据中药传统炮制理论，中药经炮制后会减毒增效，

故临床常应用甘遂醋制品及甘草制品来减缓甘遂的

刺激性。生甘遂经醋制后会降低其毒副作用并缓解

其刺激性[3]。清代的《外科证治全生集》认为甘遂经

甘草制可以祛其苦寒之性[4]。本课题组前期应用热

重-微商热重技术模拟炮制过程，从定性角度阐释醋

炙甘遂的整体化学成分变化规律；运用响应曲面法，

优选出醋甘遂的最佳炮制工艺，并从抗炎因子、促

炎因子水平的角度初步探究甘遂醋炙后的利尿作用

以及醋炙后毒性的变化及其炮制减毒的机制；依据

甘遂不同提取部位受热过程中挥发成分的动态变化

来确定甘遂炮制的最佳炮制温度点（即炮制火力），

以 CCK-8 和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，

LDH）活性检测法来筛选生甘遂毒性部位[3]；运用

响应曲面法优选甘草制甘遂的炮制工艺[5-6]。现代研

究中以醋甘遂研究居多，而甘草制甘遂研究居少。 

水肿激发炎性通路进而抑制利尿作用[7-8]。NOD

样受体蛋白 3（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）

炎性小体对众多抗炎因子、促炎因子的表达起到至

关 重 要 的 作 用 ， 磷 脂 肌 醇 -3- 激 酶

（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）在炎症细胞的

迁移中也有很重要的作用，蛋白激酶 B（protein 

kinase B，Akt）是 PI3K 的直接靶蛋白，PI3K/Akt 信

号通路也是常见的炎性信号通路[9-10]。核因子-κB

（nuclear factor-κB，NF-κB）及 Toll 样受体 4（Toll-

like receptor 4，TLR4）上游蛋白激发 NLRP3 炎性

小 体 ， 从 而 促 进 促 炎 因 子 白 细 胞 介 素 -1β

（interleukin-1β，IL-1β）和 IL-18 的释放，而 PI3K/Akt

信号通路的激活也可能会直接促进 IL-1β 和 IL-18

的释放。故本研究采用网络药理学[11]方法对甘遂的

泻水逐饮机制进行分析，并基于 PI3K/Akt 及

TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路对生甘遂、醋甘遂及

甘草制甘遂 3 个炮制品进行药效验证实验，探究甘

遂利尿的作用机制。 

1  材料 

1.1  数据库及软件 

中药系统药理学数据库（TCMSP，http://tcmspw. 

com/tcmsp.php）；Swisstargetsprediction（http://www. 

swisstargetprediction.ch/ ）； 人 类 基 因 数 据 库

（GeneCards，https://www.genecards.org/）；美国国家

生物技术信息中心（NCBI，https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/）；String 数据库（https://string-db.org/cgi/ 

input.pl）；Venny 2.1 软件（http://bioinfogp.cnb.csic.es/ 

tools/venny/index.html）；Cytoscape 3.8.0 软件（http:// 
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cytoscape.org）。 

1.2  动物 

清洁级 ICR 雄性小鼠 96 只，体质量（20±3）g，

7 周龄，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动

物批号 110324200103969947，实验动物许可证号

SCXK（京）2019-0010。动物饲养于山西中医药大

学中药炮制省重点实验室动物房，温度（24±1）℃，

湿度（50±10）%，自由进食饮水，光照条件保持昼

夜交替，适应性饲养 5 d。动物实验经山西中医药大

学医学伦理委员会批准（批准号 2019LL201）。 

1.3  药材 

生甘遂（批号 20200909）、甘草（批号 20190807）

购自山西和仁堂中药饮片有限公司，经山西中医药

大学张朔生教授鉴定分别为大戟科植物甘遂 E. 

kansui T. N. Liou ex T. P. Wang 的干燥块根、豆科植

物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和根茎。 

1.4  药品与试剂 

米醋购自山西紫林醋业有限公司；羧甲基纤维

素钠（批号 20190201）购自天津百伦斯生物技术有

限公司；呋塞米（批号 2003022）购自天津力生制药

股份有限公司；小鼠 IL-1β ELISA 试剂盒（批号

30369）、小鼠 IL-4 ELISA 试剂盒（批号 MU30385）、

小鼠 IL-18 ELISA 试剂盒（批号 MU30380）、小鼠

IL-10 ELISA 试剂盒（批号 MU30380）、小鼠丙二醛

（malondialdehyde，MDA）ELISA 试剂盒（批号

MU30447）、小鼠还原型谷胱甘肽（glutathione，

GSH）ELISA 试剂盒（批号 MU30932）、TLR4 抗体

（批号 BS3489）、NF-κB p65 抗体（批号 BS1253）、

p-NF-κB p65 抗体（批号 AP0475）购自武汉贝茵莱

生物科技有限公司；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒

（批号 20190711）购自北京索莱宝科技有限公司；

无水乙醇（批号 20191023）购自国药集团化学试剂

有限公司；二甲苯（批号 200926）购自天津市申泰

化学试剂有限公司；石蜡（批号 20180725）购自北

京北化康泰临床试剂有限公司；PI3K 抗体（批号

BS3678）、磷酸化 PI3K（phosphorylated PI3K，p-

PI3K）抗体（批号AP0153）、Akt抗体（批号BS1810）、

p-Akt 抗体（批号 BS4006）、β-actin 抗体（批号

AP0060）购自 Bioworld Technology 公司；NLRP3 抗

体（批号 BA3677）、HRP 标记的山羊抗兔单克隆抗

体（批号 BA1054）、增强型 RIPA 裂解液（批号

AR0102-500）、广谱磷酸酶抑制剂混合物（批号

AR1195）、蛋白质抑制剂 PMSF（批号 AR1178），

丽春红染色液（批号 AR0142-100）、5×蛋白上样缓

冲液（批号 AR1112-10）购自武汉博士德生物工程

有限公司。 

1.5  仪器 

Histocentre 3 型石蜡包埋机、Finesse 325 型石

蜡切片机、系统全自动组织脱水机（英国 Shandon

有限公司）；BX53 型荧光显微成像（日本 Olympus

公司）；DM6000B 型生物显微镜（德国 Leica 公司）；

U3000 型高效液相色谱仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；AX224ZH/E 型电子天平（奥豪斯

仪器有限公司）；TGL16M 型高速冷冻离心机（湖南

湘立科学仪器有限公司）；DNM9602 型酶标仪、

GeneGnome 成像系统（基因有限公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学预测 

2.1.1  甘遂活性成分及水肿靶点的筛选   通过

TCMSP 数据库进行甘遂活性成分的筛选，根据口服

生物利用度（oral bioavailability，OB）≥30%、类药

性（drug-likeness，DL）≥0.18，将筛出的活性成分

在TCMSP数据库和 Swisstargets数据库中进行靶点

预测[12]。在 GeneCards 数据库和 NCBI 数据库进行

人类基因检索，筛选得到水肿相关靶点。 

2.1.2  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）构建、GO 功能及京都基因与基因

组百科全书（ Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes，KEGG）通路通路富集分析  将活性成分

和疾病的共有的靶点输入 String 数据库构建 PPI 网

络，将共有靶点进行 GO 功能和 KEGG 通路富集分

析，引用 String 数据库，筛选校正 P 值≤0.05 的条目。 

2.2  实验验证 

2.2.1  醋甘遂及甘草制甘遂的制备  醋甘遂及甘草

制甘遂均按本课题组通过响应曲面优化而得的工艺

进行炮制：醋甘遂最佳炮制工艺为加醋量为

31.54%，270 ℃炒制 3.5 min；甘草制甘遂的最佳炮

制工艺为加甘草汁的量为 27%，干燥温度为 180 ℃，

干燥时间为 11 min。按照《中国药典》2020 年版方

法分别测定甘遂生品、醋甘遂及甘草制甘遂中的大

戟二烯醇含量[13]，其质量分数分别为（0.230 50±

0.043 72）、（0.122 00±0.018 12）、（0.144 60±0.030 80）

mg/g。《中国药典》2020 年版规定甘遂含大戟二烯

醇（C30H50O）不得少于 0.12%，符合《中国药典》

2020 年版规定。 

2.2.2  分组、造模及给药  根据《中国药典》2020
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年版确定人的给药剂量为 0.5～15.0 g[13]，按照《中

药药理研究方法学》（第 3 版）[14]中小鼠与人的等效

剂量比值为 9.1 进行换算，并依据预实验结果，ICR

雄性小鼠随机分为对照组、模型组、呋塞米（15 

mg/kg）组及甘遂高、中、低剂量（300、150、75 mg/kg）

组及醋甘遂高、中、低剂量（300、150、75 mg/kg）

组和甘草制甘遂高、中、低剂量（300、150、75 mg/kg）

组。呋塞米及甘遂不同炮制品的粉末用 0.5%羧甲基

纤维素钠溶解。对照组和模型组 ig 0.2 mL 0.5%羧甲

基纤维素钠，各给药组 ig 相应药物，1 次/d，连续

7 d。末次给药前禁食 24 h，给药 1 h 后，轻轻按压

小鼠腹部使其排尽余尿，模型组和各给药组小鼠 ig 

1 mL 生理盐水造模，即刻称定体质量作为水负荷零

时体质量，在水负荷实验后 1、2、4、6 h 后称定体

质量，作为水负荷实时体质量，计算水负荷差值。 

 水负荷差值＝水负荷零时体质量－水负荷实时体质量 

2.2.3  十二指肠及空肠病理变化  实验结束后，取

各组小鼠十二指肠及空肠，于 10%福尔马林液中固

定 48 h，经常规脱水、石蜡包埋、4 µm 切片后，进行

HE 染色，透明并封片后，于显微镜下观察并拍照。 

2.2.4  血清炎性因子水平的检测  实验结束后，用

采血管收集各组小鼠血液，室温凝固 30 min，10 000 

r/min 离心 15 min，收集上清，按照 ELISA 试剂盒

说明书测定血清 IL-1β、IL-18、IL-4 和 IL-10 水平。 

2.2.5  小肠组织氧化应激指标 MDA 及 GSH 水平

的检测  取小鼠小肠组织，用 PBS（0.01 mol/L，pH 

7.4）冲洗，洗去组织表面残留的血液或杂质。称定

小肠组织质量，剪碎后加入预冷的 PBS（临用前加

入蛋白酶抑制剂）于冰上匀浆，4 ℃、10 000 r/min

离心 5～10 min，取上清，于−20 ℃或−80 ℃保存。

按照 ELISA 试剂盒说明书测定 MDA 及 GSH 水平。 

2.2.6  小 肠 组 织 p-PI3K/PI3K 、 p-Akt/Akt 和

TLR4/NF-κB/NLRP3 通路相关蛋白表达  取小鼠小

肠组织 100 mg，加入 1 mL 增强型 RIPA 裂解液匀

浆，冰上裂解 30 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 5 

min，取上清液，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋

白质量浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，用含 5%脱脂奶粉的

TBST 溶液封闭 3 h，用 TBST 溶液洗 3 次；分别加

入 p-PI3K 抗体（1∶500）、PI3K 抗体（1∶500）、

p-Akt 抗体（1∶500）、Akt 抗体（1∶500）、TLR4

抗体（1∶500）、NLRP3 抗体（1∶500）、NF-κB 抗

体（1∶500）和 β-actin 抗体（1∶5000），4 ℃静置

过夜，TBST 溶液洗 3 次；加入 HRP 标记的羊抗兔

二抗（1∶2000），室温孵育 1 h，TBST 洗 3 次后显

影，将 PVDF 膜进行扫描，采用 Image J 图像分析

软件测定目的条带灰度值。 

2.2.7  统计学处理  采用 Graphpad Prism 8 软件进

行统计并作图，实验数据符合正态分布并用 x s 来

表示，采用单因素方差分析并经过方差齐性检验及

组间 t 检验。 

3  结果 

3.1  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠利尿作用的影响 

 如表 1 所示，与对照组比较，模型组小鼠水负

荷差值在各个时间段均显著升高（P＜0.01），说明

水负荷模型造模成功；与模型组比较，呋塞米组水

负荷差值在各个时间段均显著升高（P＜0.01）；1、

2、6 h 后，甘遂、醋甘遂及甘草制甘遂高、中剂量 

表 1  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠利尿作用影响 ( x s , n = 8) 

Table 1  Effect of different processed products of Kansui Radix on diuretic effect of water-loaded mice ( x s , n = 8) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
水负荷差值/g 

1 h 2 h 4 h 6 h 

对照 — 0.22±0.02 0.23±0.01 0.27±0.05 0.37±0.04 

模型 — 0.81±0.12## 1.23±0.05## 1.23±0.05## 2.20±0.09## 

呋塞米 15 1.76±0.05** 2.77±0.50** 3.30±0.11** 3.75±0.09** 

甘遂 300 1.73±0.09** 2.86±0.74** 3.36±0.19** 3.71±0.10** 

 150 2.46±0.32** 2.85±0.34** 3.50±0.07** 3.90±0.40** 

 75 0.53±0.13 1.34±0.11 1.45±0.13 2.12±0.33 

醋甘遂 300 1.53±0.36** 1.95±1.52** 2.48±0.20** 3.31±0.25** 

 150 1.46±0.12** 2.35±0.35** 3.06±0.06** 3.42±0.15** 

 75 0.70±0.10 0.90±0.12 1.10±0.16 2.15±0.31 

甘草制甘遂 300 1.84±0.10** 2.66±1.08** 3.15±0.03** 3.85±0.17** 

 150 1.55±0.13** 2.15±1.70** 3.00±0.17** 3.57±0.14** 

 75 0.79±0.13 1.54±0.22 2.32±0.19** 2.56±0.32 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，表 2～4 同 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as tables 2—4 
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组水负荷差值均显著高于模型组（P＜0.01）；4 h 时，

甘遂及醋甘遂高、中剂量和甘草制甘遂各剂量组水

负荷差值显著高于模型组（P＜0.01）。 

3.2  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠脏器指数的影响 

 如表 2 所示，与对照组比较，模型组肾、胃、

小肠的脏器指数显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，醋甘遂高剂量组和甘草制甘遂高剂量组小鼠

的胃脏指数显著升高（P＜0.05、0.01），说明醋甘

遂高剂量组及甘草制甘遂高剂量组可能对受损伤

的胃有治疗作用，表明甘遂炮制可增强疗效；甘遂

高、中剂量组及醋甘遂高、中剂量组和甘草制甘遂

各剂量组小肠指数均显著高于模型组（P＜0.05、

0.01），而甘草制甘遂高剂量组及醋甘遂高剂量的

小肠指数要高于甘遂高剂量组的小肠指数，说明

甘遂经炮制后可能会降低对小肠的刺激性，从而

提高小肠指数。 

3.3  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠十二指肠和空

肠病理变化的影响 

 如图 1 所示，对照组小鼠十二指肠与空肠黏膜

完整，且无增生。模型组十二指肠绒毛增生、肥大， 

表 2  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠脏器指数的影响 ( x s , n = 8) 

Table 2  Effect of different processed products of Kansui Radix on organ index of water loaded mice ( x s , n = 8) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
脏器指数/(mg·g−1) 

肾 胃 小肠 

对照 — 22.52±1.69 9.36±0.31 43.55±2.98 

模型 — 15.68±1.57## 6.56±1.10## 24.42±2.12## 

呋塞米 15 17.47±1.71 8.10±0.90 33.32±2.81** 

甘遂 300 16.96±1.41 7.00±0.55 31.54±1.88** 

 150 16.36±1.27 6.76±0.92 32.00±2.23** 

 75 15.94±1.31 7.19±0.95 27.17±3.90 

醋甘遂 300 16.90±1.57 8.86±1.03* 38.98±1.55** 

 150 16.69±1.91 7.31±0.73 29.87±3.24* 

 75 16.44±1.71 7.34±0.92 32.77±2.62 

甘草制甘遂 300 16.59±1.16 9.13±1.45** 39.96±2.46** 

 150 16.62±1.40 7.74±1.09 31.06±3.04* 

 75 16.91±1.00 7.76±1.11 31.16±3.66* 
 

 

图 1  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠十二指肠 (A) 和空肠 (B) 病理变化的影响 (HE, ×200) 

Fig. 1  Effect of different processed products of Kansui Radix on pathological changes of duodenum (A) and jejunum (B) of 

water loaded mice (HE, × 200) 

20 μm 

20 μm 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

对照                模型               呋塞米          甘遂 300 mg·kg−1       甘遂 150 mg·kg−1         甘遂 75 mg·kg−1 

醋甘遂 300 mg·kg−1     醋甘遂 150 mg·kg−1     醋甘遂 75 mg·kg−1  甘草制甘遂 300 mg·kg−1 甘草制甘遂 150 mg·kg−1 甘草制甘遂 75 mg·kg−1 

 

对照                模型               呋塞米         甘遂 300 mg·kg−1        甘遂 150 mg·kg−1       甘遂 75 mg·kg−1 

醋甘遂 300 mg·kg−1     醋甘遂 150 mg·kg−1     醋甘遂 75 mg·kg−1    甘草制甘遂 300 mg·kg−1 甘草制甘遂 150 mg·kg−1 甘草制甘遂 75 mg·kg−1 
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黏膜层增厚伴有肠黏膜层坏死；空肠绒毛增生、肥

大，充满整个肠腔，黏膜层增厚，局部性坏死并伴

有肠萎缩，说明急性水负荷模型造模成功，导致小

鼠水肿并伴有炎症。呋塞米组小鼠十二指肠绒毛轻

度损坏，空肠轻度增生。甘遂高剂量组十二指肠绒

毛增生，空肠黏膜组增厚，肠腔消失，甘遂中剂量

组肠绒毛增生，空肠绒毛增生；甘遂低剂量组十二

指肠和空肠绒毛增生，肠粘连；醋甘遂高剂量组十

二指肠绒毛轻度损坏，空肠黏膜和肠腺增生；醋甘

遂中剂量组十二指肠和空肠的黏膜轻度损坏；醋甘

遂低剂量组绒毛增生并有一定程度的损坏，空肠绒

毛轻度增生肥大；甘草制甘遂高剂量组十二指肠和

空肠绒毛增生伴有肠萎缩；甘草制甘遂中剂量十二

指肠绒毛增生充满肠腔，空肠基本正常；甘草制甘

遂低剂量组十二指肠和空肠绒毛增生充满肠腔，肠

萎缩肠腔消失。 

3.4  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠血清 IL-1β、IL-

18、IL-4 和 IL-10 水平的影响 

 如表 3 所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 IL-1β 和 IL-18 水平显著升高（P＜0.01），IL-4 和

IL-10 水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各

给药组血清中 IL-18 水平显著降低（P＜0.05、0.01），

IL-10 水平显著升高（P＜0.05、0.01）；除甘遂高剂

量组和甘草制甘遂低剂量组外，其余各组血清中 IL-

1β 水平均显著降低（P＜0.05、0.01）；甘遂中剂量

组、醋甘遂高剂量组和甘草制甘遂高、中剂量组血

清中 IL-4 水平显著升高（P＜0.05、0.01）。在各给

药组中，炮制品组的 IL-1β、IL-18 水平低于生品组，

IL-4、IL-10 水平高于生品组。在炮制品组中，甘草

制甘遂组的 IL-1β、IL-18、IL-4 及 IL-10 水平与醋

甘遂无显著差异。 

3.5  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠小肠组织 MDA

和 GSH 水平的影响 

 如表 4 所示，与对照组比较，模型组小鼠小肠氧

化应激指标 MDA 水平显著升高（P＜0.01），GSH 水

平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，除甘遂高剂

量组外，其余各给药组 MDA 水平均显著降低（P＜

0.05、0.01），GSH 水平均显著升高（P＜0.05、0.01）。 

表 3  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠血清 IL-1β、IL-18、IL-4 和 IL-10 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Table 3  Effect of different processed products of Kansui Radix on IL-1β, IL-18, IL-4 and IL-10 levels in serum of water loaded 

mice ( x s , n = 8) 

组别 剂量/(mg·kg−1) IL-1β/(pg·mL−1) IL-18/(pg·mL−1) IL-4/(pg·mL−1) IL-10/(pg·mL−1) 

对照 — 244.10±12.82 256.20±29.14 157.00±8.71 162.00±7.43 

模型 — 351.00±25.62## 448.90±32.14## 114.20±4.41## 115.10±3.10## 

呋塞米 15 313.10±18.92* 347.40±31.68** 137.80±6.91** 130.30±3.47* 

甘遂 300 334.20±20.27 385.00±18.96* 116.00±1.77 128.40±10.75* 

 150 278.20±7.26** 333.10±37.91** 131.10±9.18* 132.30±10.54* 

 75 262.10±25.77** 300.80±45.15** 124.00±2.56 130.90±5.04* 

醋甘遂 300 250.70±13.12** 262.10±28.81** 130.40±7.25* 142.30±3.48** 

 150 254.50±24.18** 281.00±31.46** 124.60±5.41 138.60±4.87** 

 75 279.60±21.56** 302.60±29.13** 123.50±4.21 126.80±2.76* 

甘草制甘遂 300 278.30±20.36** 264.00±36.47** 138.80±4.79** 150.20±8.28** 

 150 290.90±26.98** 286.60±36.33** 136.10±4.74* 142.20±5.49** 

 75 299.70±23.96 302.40±38.28** 120.30±8.71 128.20±8.79* 

表 4  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠小肠组织 MDA 和 GSH 水平的影响 ( x s , n = 8) 

Table 4  Effect of different processed products of Kansui Radix on MDA and GSH levels in small intestinal of water loaded 

mice ( x s , n = 8) 

组别 剂量/(mg·kg−1) MDA/(nmol·L−1)  GSH/(μg·mL−1) 

对照 — 142.50±15.85 2.78±0.18 

模型 — 452.30±29.42## 1.94±0.11## 

呋塞米 15 388.50±28.26* 2.28±0.17* 

甘遂 300 424.80±33.13 2.04±0.20 

 150 364.70±18.97** 2.12±0.07** 

 75 357.80±22.25** 2.31±0.07** 

醋甘遂 300 321.20±27.72** 2.45±0.18** 

 150 368.60±25.34** 2.44±0.11** 

 75 382.20±34.69* 2.00±0.14* 

甘草制甘遂 300 342.30±33.41** 2.54±0.05** 

 150 367.50±30.84** 2.30±0.06** 

 75 372.30±20.52* 2.05±0.10** 
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3.6  网络药理学预测分析 

甘遂获得 8 个活性成分，347 个靶点。甘遂泻

水逐饮的活性成分主要有大戟二烯醇（euphol）、多

根乌头碱（karacolidine）及甘遂醇（kanziol）等（表

5）。以“Edema”为关键词，在 GeneCards 数据库和

NCBI 基因数据库进行人类基因检索，共得到 1334

个水肿相关基因。将筛选出的靶点与疾病靶点输入

Venny 2.1 软件，得到 111 个共有靶点，作为药物作

用于疾病的预测靶点（图 2）。将药物和疾病的共有

靶点输入 String 数据库进行 PPI 网络的构建，将生

物种类设定为“Homo sapiens”，得到 PPI 网络（图

3-A、B），该网络中有 111 个节点、1015 条边，平

均度值为 18.3。将 PPI 网络导入 Cystoscape 3.8.0，

通过 NetworkAnalyzer 工具进行拓扑分析，以度值

为参考标准，通过度值排序，选取分值大于平均分

的基因作为关键靶点，共选出 40 个关键靶点，将前

20 个靶点使用 R3.6.3 进行图片绘制，横坐标为每个

靶点的度值（图 3-C）。将成分-疾病-靶点网络图导

入 Cytoscape 3.8.0 中进行拓扑分析，将成分进行度值

排序，度值越高说明成分越重要，构建成分-疾病-靶

点网络图，导入 Cytoscape 3.8.0 进行网络图的绘制

（图 4）。甘遂泻水逐饮的成分-疾病-靶点网络图显示 

表 5  甘遂活性成分 

Table 5  Active ingredients in Kansui Radix 

编号 化合物名称 OB/% DL 

MOL002587 euphorbetin 35.89 0.54 
MOL002588 (3S,5R,10S,13R,14R,17R)-17-[(1R)-

1,5-dimethyl-4-methylenehexyl]-4, 

4,10,13,14-pentamethyl-2,3,5,6,7, 

11,12,15,16,17-decahydro-1H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-ol 

42.37 0.77 

MOL002590 karacolidine 60.53 0.71 
MOL002593 kansuinin A 44.52 0.55 
MOL002597 euphol 42.12 0.75 
MOL002598 20-OD-ingenol Z 32.05 0.85 
MOL002599 kanziol 41.65 0.75 
MOL002603 3-O-(2,3-dimethylbutanoyl)-13-O-

dodecanoyl-20-deoxyingenol 
30.82 0.65 

 

图 2  甘遂活性成分与水肿靶点的 Venn 图 

Fig. 2  Venn diagram of Kansui Radix active compound and 

edema targets 

关键靶点主要包括：有丝分裂原活化蛋白激酶 3

（mitogen-activated protein kinase 3，MAPK3）、半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，

CASP3）、表皮生长因子受体（epidermal growth 

factor receptor，EGFR）、MAPK1、MAPK8 等。

MAPK3、MAPK1、MAPK8 属于细胞应激反应机制

的关键靶点，CASP3 与 NLRP3 炎性小体密切相关。

将共有靶点进行 GO 功能分析，引用 String 数据库，

筛选校正 P 值≤0.05 的条目，总共富集到 1533 条

生物过程，110 条分子功能，61 条细胞组成，使用

R 3.6.3 软件绘制柱状图（图 5-A）。将共有靶点进行

KEGG 通路富集分析，使用 String 数据库，筛选校

正 P 值≤0.05 的条目，总共富集到 134 条信号通

路，使用 R 3.6.3 绘制柱状图（图 5-B）。将中药-成

分-疾病-通路-靶点网络文件导入 Cytoscape 3.8.0 进

行网络图的绘制（图 6），甘遂中的活性成分主要作

用于 PI3K/Akt 信号通路、癌症信号通路、RAS 信号

通路、RAS 相关蛋白 1（Ras related protein 1，RAP1）

信号通路以及缺氧诱导因子（hypoxia inducible 

factors，HIF）信号通路。PI3K/Akt 信号通路、RAS

及 HIF 信号通路同为炎性通路，RAS 信号通路与

PI3K/Akt 信号通路也有一定的相关性，在一定程度

上可以参与调节 PI3K/Akt 信号通路。 

综上所述，本研究经网络药理学分析发现甘遂

泻水逐饮的活性成分包含大戟二烯醇及甘遂醇，通

过拓扑分析甘遂的关键靶点有 MAPK3、CASP3 及

EGFR 等，而通过 GO 功能及 KEGG 通路分析预测

出的信号通路主要为 PI3K-Akt 信号通路及 RAS 等

信号通路。MAPK 超家族包括 Janus 激酶（Janus 

kinase，JNK）/应激活化蛋白激酶（stress-activated 

protein kinase，SAPK）、大丝裂原活化蛋白激酶 1

（big mitogen-activated protein kinase l，BMK1）/细

胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated protein 

kinases 5，ERK5）和 p38 MAPK 等家族。其中

JNK/SAPK 和 p38 MAPK 主要对炎症因子和多种细

胞的应激信号进行传导。MAPK 是细胞反应机制的

一部分，在细胞信号传导通路中起着重要作用。

CASP3 在细胞凋亡的执行阶段起着关键作用。

EGFR 对肿瘤细胞的繁殖、生长、修复和存活等起

着重要作用。RAS 信号通路可能与慢性肾炎有一定

的相关性。PI3K/Akt 信号通路及这些关键靶点基因

均与炎症因子相关，说明甘遂的利尿作用与炎性因

子的表达有关。 

 236      111      1223 
(15%)    (7.1%)   (77.9%) 

甘遂                                     水肿 



·4014· 中草药 2022 年 7 月 第 53 卷 第 13 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 July Vol. 53 No. 13 

   

 

图 3  PPI 网络图 (A、B) 和拓扑分析图 (C) 

Fig. 3  PPI network diagram (A, B) and topology analysis diagram (C) 

紫色为中药，绿色为活性成分，淡紫色为药物作用于疾病的靶点，红色矩形为疾病 

Purple is traditional Chinese medicine, green is active ingredient, lavender is target of drug on disease, red rectangle is disease 

图 4  成分-疾病-靶点网络 

Fig. 4  Component-disease-target network 
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图 5  GO 功能 (A) 和 KEGG 通路 (B) 富集分析 

Fig. 5  GO function (A) and KEGG pathway (B) enrichment analysis 
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图 6  中药-成分-疾病-通路-靶点网络 

Fig. 6  Traditional Chinese medicine-component-disease-pathway-target network 
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3.7  实验验证 

3.7.1  TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路相关蛋白表达  

如图 7-A～D 所示，与对照组比较，模型组小鼠小

肠组织 TLR4、NLRP3 和 p-NF-κB p65/NF-κB p65 蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，

各给药组小肠组织 TLR4、NLRP3 和 p-NF-κB 

p65/NF-κB p65 蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.01），说明甘遂生品及各个炮制品均可不同程度地

抑制 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路。 

3.7.2  PI3K/Akt 信号通路相关蛋白表达  如图 7-

E～G 所示，与对照组比较，模型组小鼠小肠组织 p-

PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 蛋白表达水平均显著降低

（P＜0.01）；与模型组比较，呋塞米组、甘遂高剂量

组、醋甘遂各剂量组及甘草制甘遂高剂量组小肠组

织 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 蛋白表达水平均显著

升高（P＜0.01），说明甘遂生品及各个炮制品均可

不同程度地抑制 PI3K/Akt 信号通路。 

4  讨论 

 根据中医药的基本理论，甘遂为泻水逐饮的要

药，且治疗水肿具有明显的疗效。但目前关于甘遂

泻水逐饮的机制尚不清楚。本研究通过网络药理学

进行系统研究，旨在探索甘遂泻水逐饮的作用机制，

并通过体内水负荷实验对甘遂不同炮制品的泻水逐

饮作用机制进行验证。通过 TCMSP 数据库共筛选 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group 

图 7  甘遂不同炮制品对水负荷小鼠小肠组织 TLR4/NF-κB/NLRP3 信号通路 (A～D) 及 PI3K/Akt 信号通路 (E～G) 相关

蛋白表达的影响 

Fig. 7  Effect of different processed products of Kansui Radix on expressions of TLR4/NF-κB/NLRP3 signaling pathway (A—D) 

and PI3K/Akt signaling pathway (E—G) related proteins in small intestine of water loaded mice 
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出甘遂泻水逐饮的活性成分主要有千金子素

（euphorbetin）、(3S,5R,10S,13R,14R,17R)-17-[(1R)-1,5- 

dimethyl-4-methylenehexyl]-4,4,10,13,14-pentamethyl- 

2,3,5,6,7,11,12,15,16,17-decahydro-1H-cyclopenta[a] 

phenanthren-3-ol、甘遂萜酯 A（kansuinin A）、大戟

二烯醇（euphol）、多根乌头碱（karacolidine）和甘

遂醇（kanziol）。千金子素会导致肠道脂褐素和活性

氧的堆积，从而引起肠道毒性[15]。甘遂萜酯 A 在体

内外均具有抗肿瘤的作用[16]。大戟二烯醇作为一种

四环三萜，可诱导胶质母细胞瘤细胞自噬，对肠上

皮细胞具有一定的细胞毒性，是甘遂中既具有抗癌

作用又具有细胞毒性的毒效活性成分[17]。 

根据 GO 功能富集分析显示，关键靶点关联的

生物学过程有氧化应激反应、MAPK 活性的调节、

细胞的化学应激反应、生殖结构发育。根据 KEGG

通路富集分析显示，甘遂中的活性成分主要作用于

PI3K/Akt 信号通路、癌症信号通路、RAS 信号通路、

RAP1 信号通路以及 HIF 信号通路。以上通路都和

炎症反应相关，研究表明，PI3K/Akt 信号通路是产

生水肿的重要通路，并且与炎症反应密切相关[18-19]。

PI3K/Akt 信号通路的核心成分为 PI3K和 Akt 蛋白，

PI3K 蛋白由 1 个催化亚基和 1 个调节亚基构成。

Akt 蛋白是一类 PH 结构域的丝氨酸/苏氨酸激酶，

在细胞未受信号刺激时，游离于细胞质。因此推测

甘遂的活性成分可能通过 PI3K/Akt/NLRP3/NF-κB

或者直接影响 NLRP3 炎性小体信号通路介导炎症，

下调 Caspase-1 蛋白，抑制 IL-1β 前体成为 IL-1β。 

本研究结果显示，对照组水负荷差值 6 h 内并

无明显变化，而甘遂高、中剂量组及醋甘遂高、中

剂量组和甘草制甘遂高、中剂量组水负荷差值均有

明显上升的趋势，而甘遂低剂量组、醋甘遂低剂量

组以及甘草制甘遂低剂量组水负荷差值在 1～2 h有

明显的上升的趋势，而在 2～4 h 水负荷差值则趋于

平缓，但在 6 h 内，甘遂低剂量组、醋甘遂低剂量

组以及甘草制甘遂低剂量水负荷差值总体仍为上升

的趋势。1～6 h，甘遂的利尿作用最强，醋甘遂和甘

草制甘遂的利尿作用均有缓解，而醋甘遂和甘草制

甘遂相比并无显著差异。 

IL-1β 和 IL-18 属于促炎因子，IL-4 和 IL-10 属

于抗炎因子。IL-1β 和 IL-18 的释放与 NLRP3 炎性

小体的激活息息相关[20]。NLRP3 炎性小体是一种大

分子蛋白质混合体。IL-1β 和 IL-18 的释放有 2 种途

径激发，一种是由 NF-κB 等上游蛋白激发 NLRP3

炎性小体，从而促进 IL-1β 和 IL-18 的释放；另一

种直接触发 NLRP3 炎性小体，导致 Casepase-1 的

活化，而将 IL-1β 和 IL-18 前体进行切割，最终产

生 IL-1β 和 IL-18。IL-4 和 IL-10 主要是由 Th2 细胞

分泌而来，且能促进 Th2 细胞的分化[21]。IL-4 可以

诱导 B 细胞转换成免疫球蛋白 E（immunoglobulin 

E，IgE），并且上调主要组织相容性复合体（major 

histocompatibility complex，MHC）II 类的产生。IL-

10 可以通过活化的巨噬细胞来抑制炎性因子的产

生[22]。机体小肠发生氧化应激反应时，氧化最终产

物为 MDA，会引起蛋白质交联聚合并具有细胞毒

性。MDA 可以反映机体小肠的过氧化的程度，间接

反映细胞损伤的程度[23-24]。GSH 是机体主要的抗氧

化巯基物质，这 2 个指标能够反映机体小肠组织的

氧化还原状态[25-26]。 

体内实验表明甘遂的不同炮制品对水负荷小鼠

均有较强的利尿作用，甘遂泻下作用最强。ICR 小

鼠短时间 ig 大量生理盐水可引起小肠的局部水肿

并促进炎症因子的表达，因而进一步验证甘遂泻水

逐饮的作用与炎症反应的相关性。结果显示，甘遂

的不同炮制品中，甘遂生品组炎性因子表达高于其

他炮制品，而甘遂醋制品与甘草制品的炎性因子表

达并无显著差异，甘遂及其炮制品均显著抑制

TLR4/NF-κB/NLRP3 和 PI3K/Akt 通路相关蛋白的

表达，说明甘遂通过醋制及甘草制均会抑制炎性蛋

白信号通路进而减少其炎性因子的表达（图 8）。 

 

图 8  甘遂不同炮制品通过抑制 TLR4 通道介导的 NF-

κB/NLRP3 及 PI3K/Akt 信号通路从而抑制炎性因子表达 

Fig. 8  Different processed products of Kansui Radix inhibit 

inflammatory factors expressions by inhibiting TLR4 

channel-mediated NF-κB/NLRP3 and PI3K/Akt signaling 

pathways 
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综上所述，甘遂及其炮制品对水负荷小鼠均可

以不同程度地抗水负荷并产生利尿作用，并可以通

过抑制 TLR4 通道介导 NF-κB/NLRP3 信号通路及

PI3K/Akt 信号通路从而抑制炎性因子的表达。 
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