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茯苓抑制小肠收缩的作用机制
△

肖洪贺，张明波，郭周全，杨静娴
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［摘要］　目的：研究茯苓抑制小肠收缩的作用及其机制。方法：采用离体小肠灌流技术，以平均肌张力为指标
评价小肠收缩活性。小鼠离体小肠恢复自发收缩后，累积加入茯苓提取液，观察茯苓对离体小肠自发性收缩的影

响；分别以乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）、氯化钡（ＢａＣｌ２）和氯化钙（ＣａＣｌ２）致离体小肠痉挛性收缩，累积加入茯苓
提取液，观察茯苓对不同工具药导致的小肠痉挛性收缩的影响；以阿托品（ａｔｒｏｐｉｎｅ）预孵育离体小肠，观察阻断 Ｍ
受体对茯苓抑制小肠收缩作用的影响；利用分子对接技术将茯苓中的３３个化学成分与Ｍ胆碱能受体（ＩＤ：３ＵＯＮ）进
行分子对接，计算结合自由能，进一步从分子层面揭示其作用机制。结果：茯苓能够明显抑制离体小肠自发收缩，

抑制Ａｃｈ、ＢａＣｌ２、ＣａＣｌ２所致离体小肠痉挛性收缩；阻断Ｍ受体后，茯苓对Ａｃｈ所致小肠收缩的抑制作用明显减弱；
分子对接结果表明，茯苓中齿孔酸、松苓酸Ａ、３氢化松苓酸等多种成分能够与Ｍ受体结合。结论：茯苓抑制离体肠
收缩的机制可能与阻断Ｍ受体有关，其中齿孔酸、松苓酸Ａ、３氢化松苓酸可能是茯苓抑制小肠收缩的主要活性成分。

［关键词］　茯苓；离体灌流；分子对接；Ｍ胆碱能受体；齿孔酸；松苓酸Ａ；３氢化松苓酸
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茯苓为多孔菌科真菌茯苓 Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ（Ｓｃｈｗ）
Ｗｏｌｆ的干燥菌核，具有利水渗湿、健脾、宁心等功
效。茯苓性平，味甘淡，既能健脾，又能渗湿，常

与人参、白术、甘草等配伍，治疗脾虚运化失常所

致泄泻，如健脾丸、参苓白术散、四君子汤等健脾

类方剂中均配有茯苓［１３］。本课题组前期实验发现，

茯苓提取物能抑制乙酰胆碱刺激的离体小肠痉挛性

收缩，并且能有效缓解新斯的明诱导的小鼠胃肠功

·８７４１·
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能亢进［４］，但茯苓抑制小肠收缩的作用机制尚不明

确，且未见国内外相关文献报道。

分子对接（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ）是一种利用计算机模
拟配体（蛋白质、ＤＮＡ／ＲＮＡ、小分子）与受体生物大分
子相互结合，根据计算得出的物理化学参数来预测其结

合模式及亲合力的方法［５］。利用分子对接技术可以从

化合物库中筛选出具有一定生物活性的候选化合物，特

别适合从中药复杂成分中筛选出可能的有效成分，进而

从分子层面揭示中药的物质基础和作用机制［６］。

本实验采用离体小肠灌流技术，观察茯苓对小

鼠离体小肠自发收缩以及不同工具药刺激下的小肠

收缩的拮抗作用，并比较阻断 Ｍ受体前后茯苓抑制
小肠收缩作用的差异；利用分子对接技术将茯苓中

３３个化合物与Ｍ受体进行对接打分，筛选得到能够
结合Ｍ受体的有效成分，进而从分子层面分析茯苓
抑制小肠收缩的作用机制及主要活性成分，为茯苓

健脾功效的研究与应用提供实验依据。

１　材料

１１　试药
茯苓购自河北亚宝药业有限公司，产地云南，

经辽宁中医药大学康廷国教授鉴定为多孔菌科真菌

茯苓Ｐｃｏｃｏｓ（Ｓｃｈｗ）Ｗｏｌｆ的干燥菌核。
氯化乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司，批号：Ａ１１１０１４）；硫酸阿
托品（ａｔｒｏｐｉｎｅ，上海阿拉丁生化科技股份有限公司，
批号：Ａ１０９５２４）；无水乙醇（分析纯，南京化学试剂
有限公司）；聚山梨酯８０（南京化学试剂有限公司）；
氯化钡（ＢａＣｌ２）和氯化钙（ＣａＣｌ２）均为分析纯。
１２　仪器

ＲＭ６２４０Ｂ型多道生理信号采集系统（成都仪器
厂）；电热套（北京市永光明医疗仪器厂）；５０１型恒
温水浴锅（金坛市白塔新宝仪器厂）；ＪＪ２２４ＢＣ型分
析天平（常熟市双杰测试仪器厂）；ＤＦＴ５０型中药粉
碎机（温岭市林大机械有限公司）。

１３　实验动物

ＳＰＦ级雄性昆明种小鼠，体质量１８～２２ｇ，购
自辽宁长生生物技术有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ
（辽）２０１５０００１。

２　方法

２１　茯苓提取液的制备

茯苓饮片粉碎，过６０目筛，称取８０ｇ，加８倍

量５０％乙醇溶液，浸泡１ｈ，回流１ｈ，趁热抽滤，
滤渣加６倍量５０％乙醇溶液，回流１ｈ，趁热抽滤，
合并２次滤液，６０℃水浴浓缩，以２％的聚山梨酯
８０水溶液配成２ｇ·ｍＬ－１的茯苓提取液（按生药量计
算），－２０℃冻存备用。

２２　肠管标本的制备与收缩曲线记录

参照文献方法［７］，小鼠禁食１２ｈ（自由饮水），
脱颈处死后迅速剪开腹腔，剪取回肠部位肠段，剥

离肠系膜后按１ｃｍ长度剪成数段，台氏液清洗内容
物，两端穿线，置于盛有８０ｍＬ台氏液的麦氏浴槽
中，一端连于接张力换能器，一端固定于 Ｌ形通气
钩，温度控制在（３７±０２）℃，持续通入空气。设置
肠管预负荷１～１５ｇ，待恢复自发收缩后，将收缩
曲线波谷调至基线，记录自发收缩曲线５ｍｉｎ。

２３　茯苓对小鼠离体小肠自发活动的影响

记录自发收缩曲线后，分别依次加入茯苓提取

液２０、２０、４０、８０、１６０、３２０、６４０μＬ，每个浓度
作用５ｍｉｎ，记录收缩曲线，溶媒组加入等体积２％
聚山梨酯８０，根据公式（１）计算平均肌张力抑制率，
平均肌张力即为收缩波形曲线下面积［８］。

平均肌张力抑制率＝（茯苓给药后的平均肌张力－
自发收缩时的平均肌张力）／

自发收缩时的平均肌张力×１００％ （１）
２４　茯苓对 Ａｃｈ、ＢａＣｌ２和 ＣａＣｌ２刺激下的离体小肠
收缩的影响

记录自发收缩曲线后，分别加入 Ａｃｈ（终浓度为
７５×１０－７ ｍｏｌ·Ｌ－１）、ＢａＣｌ２（终浓度为 １５６×
１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１）、ＣａＣｌ２（终浓度为１３９×１０

－５ｍｏｌ·Ｌ－１），
作用１０ｍｉｎ后，分别依次加入茯苓提取液２０、２０、
４０、８０、１６０、３２０、６４０μＬ，每个浓度作用 ５ｍｉｎ，
记录收缩曲线，根据公式（２）计算平均肌张力抑制
率。ＣａＣｌ２组采用无钙台氏液，溶媒组加入等体积
２％ ＴＷ８０水溶液。
平均肌张力抑制率＝（工具药刺激后的平均肌张力－

茯苓给药后的平均肌张力）／
工具药刺激后的平均肌张力×１００％ （２）

２５　Ｍ受体对茯苓抑制离体小肠收缩的影响

记录自发收缩曲线后，加入硫酸阿托品（终浓度

为８６９×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１）孵育５ｍｉｎ以阻断 Ｍ受体，
然后加入Ａｃｈ（终浓度为７５×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１）使肠管
收缩，作用１０ｍｉｎ后，依次加入茯苓提取液２０、２０、
４０、８０、１６０、３２０、６４０μＬ，每个浓度作用５ｍｉｎ，记
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录肠管收缩曲线，计算平均肌张力抑制率，比较阻断

Ｍ受体前后茯苓拮抗小肠收缩的作用差异。

２６　茯苓所含化学成分与Ｍ受体的分子对接

查阅文献收集得到茯苓中３３个化学成分，利用
Ｃｈｅｍｄｒａｗ画出结构式，利用 Ｃｈｅｍ３Ｄ将结构式转换
成为三维结构，采用 ＭＭ２力场对其进行结构优化，
借助ＡｕｔｏｄｏｃｋＴｏｏｌ将３３个化合物加氢、加电荷后转
成Ａｕｔｏｄｏｃｋ文件（ｐｑｂｑｔ）格式，建立可供筛选的化合
物数据库。从 ＰＤＢ数据库下载 Ｍ受体的结构文件
（ＩＤ为３ＵＯＮ）［９］，利用 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ从蛋白晶体
复合物中提取原配体分子，配体分子和受体大分子

分别进行加极性氢、赋予电荷，采用 ＡｕｔｏｄｏｃｋＶｉｎａ
Ｖ１１２软件将Ｍ受体与原配体重新对接，Ｇｒｉｄｂｏｘ
范围设定为 ２８ｎｍ×２８ｎｍ×２８ｎｍ，中心坐标为
（Ｘ：８７３，Ｙ：－００２，Ｚ：－３０６）。采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ
ＶｉｎａＶ１１２对茯苓中３３个化合物和 Ｍ受体进行虚
拟对接，对接过程中，只改变配体的构象，而保持

蛋白构象不变，其余所有参数均采用默认值。另外

选取４个Ｍ受体拮抗剂作为阳性对照进行对接打分，
名称及结构见图１。

图１　Ｍ受体拮抗剂的名称及结构式

３　数据统计

实验数据以 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计分
析，采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）和
Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔｔｅｓｔ进行多组间比较，结果以（珋ｘ±ｓ）表
示，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

４　结果

４１　茯苓对小鼠离体小肠自发活动的影响

如图２Ａ所示，离体肠管经过１０～１５ｍｉｎ后恢

复自发收缩，呈现良好的节律性。累积加入溶媒持

续作用６０ｍｉｎ，仍保持良好的活性，肠管活力与实
验开始时无明显减弱，说明本实验方法可靠。如

图２Ｂ所示，肠管恢复自发性收缩后，累积加入０５～
３２ｇ·Ｌ－１茯苓提取液，肠管收缩基线逐渐降低，收缩
幅度逐渐减小，平均肌张力（即收缩曲线下面积）逐渐

降低，并呈现剂量依赖性关系。当茯苓质量浓度增

至３２ｇ·Ｌ－１时，平均肌张力抑制率达到（１８１９２±
４７７５）％（见图３），说明茯苓能够显著抑制小肠自发
性收缩。

注：Ａ溶媒组；Ｂ茯苓组。

图２　茯苓对离体小肠自发活动波形的影响

注：与２％聚山梨酯８０组比较，Ｐ＜００１。

图３　茯苓对离体小肠自发活动平均
肌张力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

４２　茯苓对 Ａｃｈ、ＢａＣｌ２和 ＣａＣｌ２所致的离体小肠痉

挛性收缩的影响

如图４所示，恢复自发收缩的离体肠管，在给
予Ａｃｈ、ＢａＣｌ２或ＣａＣｌ２后，小肠收缩波形基线明显抬
高，给予０５～３２ｇ·Ｌ－１的茯苓提取液可明显降低波
形基线，并剂量依赖性抑制小肠平均肌张力，与溶
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２０２０年９月　第２２卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ９

媒组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
见图５），说明茯苓能够有效抑制 Ａｃｈ、ＢａＣｌ２或
ＣａＣｌ２引起的小鼠离体小肠痉挛性收缩，而对 Ａｃｈ
的抑制作用最强，所以后续实验选择 Ｍ受体进行
研究。

注：ＡＡｃｈ组；ＢＢａＣｌ２组；ＣＣａＣｌ２组。

图４　茯苓对Ａｃｈ、ＢａＣｌ２和ＣａＣｌ２所致的离体

小肠痉挛性收缩波形的影响

注：与２％聚山梨酯８０组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

图５　茯苓对Ａｃｈ、ＢａＣｌ２和ＣａＣｌ２所致的离体小肠

痉挛性收缩平均肌张力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

４３　Ｍ受体对茯苓抑制离体小肠收缩的影响

小鼠离体小肠恢复自发收缩后，给予Ａｃｈ刺激，
收缩基线立即抬高，小肠呈现痉挛性收缩；给予茯

苓后，小肠的收缩幅度和收缩基线迅速降低。事先

给予硫酸阿托品阻断 Ｍ受体，茯苓对小肠收缩的抑
制作用明显减弱（见图６），与未给予硫酸阿托品的

Ａｃｈ＋茯苓组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，见
图７），说明茯苓抑制小肠收缩的作用与 Ｍ受体
有关。

注：Ａ溶媒组；ＢＡｃｈ＋茯苓组；ＣＡｔｒｏｐｉｎｅ＋Ａｃｈ＋茯苓组。

图６　Ｍ受体对茯苓抑制离体小肠收缩波形的影响

注：与２％聚山梨酯８０组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与

Ａｃｈ＋茯苓组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

图７　Ｍ受体对茯苓抑制离体小肠平均
肌张力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

４４　茯苓成分与Ｍ受体对接的结果

茯苓中的齿孔酸、松苓酸 Ａ、３氢化松苓酸、
麦角甾醇等成分能够与 Ｍ受体结合，结合能分别
为－９３、－９２、 －９１、 －８６ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，均低
于Ｍ受体阻滞剂阿托品、异丙托溴铵、哌仑西平、托
特罗定与Ｍ受体的结合能，说明茯苓中的活性成分能
够与Ｍ受体结合，阻断Ｍ受体的生物学功能（见表１）。
齿孔酸、松苓酸Ａ和３氢化松苓酸与Ｍ受体主要以

·１８４１·
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表１　茯苓３３个成分及Ｍ受体阻滞剂与Ｍ受体的结合能力
ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１

分类 序号 名称 结合能 分类 序号 名称 结合能

茯苓成分 １ 齿孔酸 －９３

２ 松苓酸Ａ －９２

３ ３氢化松苓酸 －９１

４ 麦角甾醇 －８６

５ ３β羟基７，９（１１），２４羊毛甾醇三烯２１羧酸 －８６

６ 去氢齿孔酮酸 －８４

７ ３βｐ羟基苯甲酰去氢１６α羟基齿孔酸 －８３

８ 多孔菌酸Ｃ －８３

９ １６α羟基齿孔酸 －８３

１０ 去氢松香酸甲酯 －８０

１１ ２５羟基３表去氢羟基齿孔酸 －８０

１２ 茯苓酸 －８０

１３ Ｏ乙酰基茯苓酸２５醇 －７９

１４ β香树脂醇乙酸酯 －７９

１５ 茯苓酸甲酯 －７８

１６ 茯苓新酸Ｂ －７８

１７ 茯苓新酸Ａ －７７

１８ 茯苓新酸Ｃ －７６

１９ ３表１１去氢羟基齿孔酸 －７５

２０１６α羟基齿孔酸甲酯 －７５

２１ 去氢羟基齿孔酸 －７４

２２ 茯苓新酸Ｇ －７３

２３ 茯苓新酸Ｄ －７１

２４ 茯苓新酸Ｍ －７１

２５ 茯苓新酸Ｈ －７０

２６３β羟基１６α乙酰基７，９（１１），２４羊毛甾醇三烯２１酸 －６９

２７ 月桂酸 －５８

２８ 十一烷酸 －５８

２９ 十二碳烯酸 －５７

３０ 棕榈酸 －５６

３１ 辛酸 －５２

３２ 腺嘌呤 －４９

３３ 胆碱 －３７

Ｍ受体
阻滞剂

１ 阿托品 －７６

２ 异丙托溴铵 －７７

３ 哌仑西平 －８３

４ 托特罗定 －８３

　　注：１ｋｃａｌ＝４１８４ｋＪ。

注：Ａ、Ｂ齿孔酸；Ｃ、Ｄ松苓酸Ａ；Ｅ、Ｆ３氢化松苓酸。

图８　茯苓代表性成分与Ｍ受体相互作用
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氢键和疏水作用结合（见图８）。齿孔酸与 Ｍ受体的
ＴＹＲ８３形成氢键，与 ＴＲＰ４２２、ＰＨＥ１８１形成疏水作
用（见图８Ａ～Ｂ）；松苓酸Ａ与Ｍ受体的ＴＨＲ１８７形
成氢键，与 ＴＲＰ４２２、ＴＲＰ９９、ＴＹＲ４２６、ＴＹＲ１７７、
ＬＥＵＡ１００形成疏水作用（见图８Ｃ～Ｄ）；３氢化松苓
酸与Ｍ受体主要以氢键和疏水作用结合，与Ｍ受体
的ＴＹＲ８３、ＡＳＮ４９１、ＰＨＥ１８１形成氢键，与 ＴＲＰ４２２、
ＴＲＰ４２６和ＴＹＲ８０形成疏水作用（见图８Ｅ～Ｆ）。

５　讨论

胃肠动力的异常能够引起许多胃肠疾病，如最常

见的功能性胃肠道疾病———肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）。ＩＢＳ患者的内脏灵敏性异常
升高，脑肠肽水平也处于异常状态［１０］。腹泻型 ＩＢＳ
患者小肠转运速度过快，营养物质来不及吸收就被

转运至结肠，导致结肠内产气增加；而便秘型 ＩＢＳ
患者小肠运转速度过慢，水分被过度吸收而致便

秘［１１］。所以调节小肠蠕动功能，有可能是治疗腹泻

型ＩＢＳ的有效途径。
小肠的蠕动依赖于小肠平滑肌的电生理活动。

动作电位直接引起平滑肌的收缩，慢波电位本身不

引起收缩，但是可以引发动作电位，进而调控平滑

肌的收缩节律和运动功能［１２］。小肠平滑肌的运动受

到神经和体液的调节，其中胆碱能神经元及相应受

体对胃肠活动的调节作用至关重要。内源性神经递

质Ａｃｈ能够激活小肠平滑肌的 Ｍ胆碱能受体，使胞
内三磷酸肌醇（ＩＰ３）和二酰基甘油（ＤＧ）水平升高。
ＩＰ３作为第二信使与ＩＰ３受体结合，使肌质网内贮存
的高浓度Ｃａ２＋迅速释放到胞浆中，进而启动平滑肌
兴奋收缩偶联，引起平滑肌收缩。此外，胃肠平滑
肌上还存在组胺和５羟色胺等受体，以及钙离子通
道、钾离子通道和钠离子通道，共同调节胃肠平滑

肌的动力功能［１３１６］。

茯苓是常见的健脾利湿中药，其健脾作用多与

调节胃肠道蠕动功能有关。已有研究表明，茯苓水

提液能够抑制正常小鼠胃排空和小肠推进［１７］，茯苓

粗提物能够舒张家兔离体空肠和盲肠［１８］。离体灌流

结果显示，茯苓提取液能够浓度依赖性地抑制小鼠

小肠自主收缩，并显著抑制 Ａｃｈ引起的小肠痉挛性
收缩；当肠管经Ｍ受体阻滞剂阿托品孵育后，茯苓
抑制小肠收缩的作用明显减弱，与无阿托品孵育组

比较差异有统计学意义，说明茯苓需要通过与 Ｍ受

体相互作用才能有效地抑制小肠收缩。

为了进一步验证茯苓与 Ｍ受体的相互作用，本
研究采用分子对接技术对茯苓中含有的成分与 Ｍ受
体进行虚拟对接。分子对接结果显示，茯苓中含有

大量能够与Ｍ受体结合的成分，其中齿孔酸、松苓
酸Ａ、３氢化松苓酸、麦角甾醇、去氢齿孔酮酸与
Ｍ受体结合的自由能均低于阿托品、异丙托溴铵等
Ｍ受体阻滞剂，说明茯苓具备阻断 Ｍ受体的物质基
础，并且这些能够与 Ｍ受体结合的化合物可能是茯
苓抑制小肠收缩的主要活性成分。

此外，本研究发现，茯苓还能一定程度上抑制

ＢａＣｌ２和ＣａＣｌ２引起的小肠痉挛性收缩。ＢａＣｌ２是平滑
肌内向整流钾通道阻滞剂，能够通过阻断内向整流

钾通道引起细胞膜去极化，激活电压依赖性 Ｃａ２＋通
道，使胞外 Ｃａ２＋进入胞内，导致平滑肌收缩［１９２１］。

茯苓能够抑制ＢａＣｌ２、ＣａＣｌ２引起的小肠痉挛性收缩，
说明茯苓除了能阻断 Ｍ受体外，还能通过调节钾通
道和钙通道活性而发挥舒张小肠平滑肌的作用，这

也契合了中药多成分、多靶点、多途径的作用特点。

综上，本研究结合小肠灌流技术和分子对接技

术，考察了茯苓对离体小肠收缩抑制作用及其机制，

发现茯苓能够通过抑制 Ｍ受体，并调节钾通道和钙
通道抑制小肠的自发收缩和痉挛性收缩；齿孔酸、

松苓酸Ａ、３氢化松苓酸、麦角甾醇、去氢齿孔酮
酸能够与Ｍ受体结合，可能是茯苓阻断Ｍ受体、抑
制小肠收缩的主要活性成分。本研究为茯苓的健脾

活性及治疗ＩＢＳ等胃肠道疾病的应用提供了实验依
据，关于茯苓调节钾通道和钙通道的具体机制还有

待进一步研究。
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