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加味四君子汤对脾虚犬小肠组织形态及

EGF 表达的影响*

何嫣婷，  夏晓冬，  舒迎霜，  贺濛初，  李　成， 
冯士彬，  李　玉，  王希春，  吴金节 **

(安徽农业大学 动物科技学院，安徽 合肥 230036)

摘要: 【目的】探究加味四君子汤对脾虚犬小肠组织形态及 EGF 表达的影响。【方法】选择 1 岁龄的比格犬

24 只，随机分为 4 组，每组 6 只，分别为对照组、脾虚组、自然恢复组、中药恢复组。对照组犬饲喂基础饲

粮；脾虚组、自然恢复组、中药恢复组犬每天以 6 mL/kg 番泻叶灌喂造模。第 7 天，将脾虚组犬解剖采样，

中药恢复组在基础饲粮中添加 2% 加味四君子汤，自然恢复组饲喂基础饲粮。第 14 天，全部犬解剖采样。采

集犬十二指肠、空肠中段、回肠进行 HE 染色，测量肠绒毛长度、隐窝深度，计算 V/C 值；检测小肠 EGF 蛋

白表达量以及 mRNA 相对表达量。【结果】与对照组相比，脾虚组犬小肠出现弥漫性的肠道黏膜充血、水

肿，并有大量黏液渗出；小肠绒毛稀疏、变短；肠绒毛长度极显著降低（P<0.01），隐窝深度极显著升高

（P<0.01），十二指肠、回肠 V/C 值显著降低（P<0.05），空肠 V/C 值极显著降低（P<0.01）；小肠 EGF 的

蛋白表达量极显著降低（P<0.01），mRNA 表达量显著降低（P<0.05）。用加味四君子汤治疗后，中药恢复

组各项指标均恢复到接近对照组水平。【结论】加味四君子汤能够使番泻叶诱导犬脾虚证的小肠组织形态、

EGF 蛋白表达量以及 mRNA 相对表达量恢复正常，对犬脾虚证有明显的治疗效果。

关键词: 犬；脾虚；加味四君子汤；小肠组织形态；表皮生长因子

中图分类号: S 853.74　　　 文献标识码: A　　　 文章编号: 1004–390X (2019) 03−0446−07

Effect of Supplementary Sijunzi Decoction on the Tissue Morphology
and EGF Expression of Small Intestine in Splenic Asthenia Canines

HE Yanting，XIA Xiaodong，SHU Yingshuang，HE Mengchu，LI Cheng，
FENG Shibin，LI Yu，WANG Xichun，WU Jinjie

(College of Animal Science and Technology，Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)

Abstract: ［Purpose］The present study was conducted to investigate the effects of supplementary
Sijunzi decoction on the tissue morphology and EGF expression of small intestine in splenic asthenia
canines.［Method］Twenty-four one-year-old beagles were selected and randomly divided into four
groups (6 canines in each group). The four groups were control group, splenic asthenia group, natural
recovery group and Chinese medicine recovery group, respectively. The canines in control group were
fed a basal diet. The canines in splenic asthenia group, natural recovery group and Chinese medicine
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recovery group were fed with Senna at 6 mL/kg a day. On the 7th day, the canines in splenic asthenia
group were dissected for collecting samples, the canines in Chinese medicine recovery group were fed
a basal diet with 2% supplementary Sijunzi decoction, and in natural recovery group were fed a basal
diet. On the 14th day, all canines were dissected for collecting samples. Duodenum, jejunum and ileum
of canines were collected to measure villus length, crypt depth and V/C values after HE staining and to
detect EGF protein expression and EGF mRNA relative expression levels in small intestine.［Result］
Compared with the canines in control group, the diffuse congestion and edema appeared in the small
intestinal mucosa of canines in splenic asthenia group, and a large amount of mucous oozed out. The
villi  were  sparser  and  shorter  in  small  intestines,  villus  length  extremely  significantly  decreased
(P<0.01), crypt depth extremely significantly increased (P<0.01), V/C of duodenum and ileum signi-
ficantly  decreased  (P<0.05)  and  V/C  of  jejunum  extremely  significantly  decreased  (P<0.01).  EGF
protein  expression  in  small  intestine  significantly  decreased  (P<0.05) and  EGF  mRNA  relative  ex-
pression levels in small intestine extremely significantly decreased (P<0.01). After treating by supple-
mentary Sijunzi decoction, the above indexes of the canines in Chinese medicine recovery group re-
covered close to the control group.［Conclusion］Supplementary Sijunzi decoction can improve the
tissue morphology, EGF protein expression and EGF mRNA relative expression levels in small intest-
ine, and has obvious effects on treating the canines with splenic asthenia syndrome.

Keywords: canines; splenic asthenia; supplementary Sijunzi decoction; small intestine tissue
morphology; epidermal growth factor

 

脾虚证是一种全身性的病理状态，影响多个

脏器，是临床上较为常见的消化道疾病。中医藏

象学说是以五脏为中心的系统学说，其中脾的概

念不只包括解剖学上脾或者胰腺，更是涵盖了以

胃、十二指肠、空肠和回肠等消化系统在内的一

个综合系统[1]。“脾主运化”的功能提示了脾系统

与小肠的消化和吸收功能密不可分 [2]。临床上，

相当一部分免疫及消化功能尚不完善的幼犬、病

后初愈犬和年老体衰犬患有脾虚泄泻证。

四君子汤出自宋代医学著作《太平惠民和剂

局方》，由人参、白术、茯苓和炙甘草 4 味中药

组成。作为经典的补脾益气方剂，四君子汤具有

抗衰老、抗肿瘤和促进代谢等作用[3]。现代药理

学研究多着重于其增强机体免疫、调节胃肠活

动、胃肠激素、修复胃肠黏膜损伤和促进消化吸

收等方面 [4]。本试验中加味四君子汤由四君子

汤、神曲、山楂、黄芪等中药按一定比例组成。

神曲主要成分为挥发油、维生素 B 和脂肪油等酵

母制剂，此外还含有大量 Zn、Fe 和 Cu 等微量元

素，能利用氧化供能，促进机体消化吸收，利用

食物中蛋白质，引起增进食欲、促进消化等多重

功效[5]。山楂具有消食健胃、行气散瘀和化浊降

脂之功效，在心脑血管系统、消化系统及糖代谢

等方面均具有较强的药理作用[6]。黄芪具有补气

升阳、生津养血、行滞通痹、托毒排脓和敛疮生

肌的功效[7]。本课题组前期的研究表明：加味四

君子汤方剂能提高脾虚犬消化吸收功能，增强免

疫力，改善脾虚犬全身机能状态[8]。本试验进一

步研究该加味四君子汤对脾虚犬小肠形态学结构

以及小肠表皮生长因子 (epidermal growth factor,
EGF) 表达的影响，探讨加味四君子汤对脾虚犬

消化吸收功能的作用及其机理。

1   材料与方法

1.1    试验材料

试验用比格犬由南京亚东实验动物研究开发

中心提供。

番泻叶、党参、白术、茯苓、炙甘草、神曲、

山楂和黄芪等中药材购自合肥立方大药房。苏木

素、伊红购自南京建成生物有限公司。TRI-
ZOL 购自 Invitrogen 公司。无水乙醇、异丙醇购

自无锡展望化工他有限公司。DEPC 水购自 MDL
公司。UltraPure Agarose、SuperScript Ⅲ RT 反转

录 kit 和 Sybr qpcr mix 购自 ABI-invitrogen 公司。
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96 孔板、ep 管和枪头购自 abi 公司。

XN-TN50 中药提取设备购自合肥小牛轻工械

有限公司，核酸浓度测定仪购自 THERMO 公

司，qPCR 仪 购自 Applied biosystems (USA) 公司，

微量移液器购自 Eppendaorf，TGL-18R 台式高速

离心机购自珠海黑马医学仪器有限公司，超净工

作台购自苏州智净净化设备有限公司，电泳仪、

凝胶成像仪购自 biorad 公司。

1.2    中药制备

1.2.1   番泻叶

根据文献[9]，取番泻叶 20 kg，加 10 倍量沸

水浸泡 10 min 过滤，将滤液在 75 ℃ 水浴中蒸发

浓缩为 1 g/mL 的药液，4 ℃ 冰箱保存备用。
1.2.2   加味四君子汤

根据文献 [10]，将党参、白术、茯苓、甘

草、黄芪和山楂等中药按一定比例先用水浸泡

2 h，再一起在水中煎沸 2 次，每次 40 min，合并

滤液，80 ℃ 常压浓缩为 1 g/mL 的药液，4 ℃ 保

存备用。

1.3    试验动物分组与模型建立

选取 24 只 1 岁龄比格犬，体重 10.5~11 kg，
正常饲养观察 7 d，进行常规免疫与驱虫，确定

为健康犬后用于试验。

将 24 只犬随机分为 4 组，即对照组、脾虚

组、自然恢复组、中药恢复组，每组 6 只。对照

组饲喂基础饲粮。脾虚组、自然恢复组和中药恢

复组以 6 mL/kg 的番泻叶灌喂，上、下午各 1
次，饲粮照常。当造模犬表现出大便溏泄、食少

纳滞、消瘦、体重减轻、神态萎靡、毛色无光泽

等症状，符合“中医脾虚证参考标准”和“造模脾虚

型标准”，即判定试验犬出现中医脾虚证候。将

脾虚组犬颈动脉放血致死进行剖检，余下对照

组、自然恢复组饲喂基础饲粮，中药恢复组在饲

粮中添加 2% 加味四君子汤。14 d 后，全部犬放

血致死进行剖检。

1.4    样品采集

将试验犬放血处死后，采用外科手术的方法

打开腹腔，迅速取出十二指肠、空肠、回肠和直

肠各约 2 cm。各段采样位置：十二指肠，距幽

门 2~5 cm 处采集；空肠，整个空肠中段处采

集；回肠，距回盲口处 3~5 cm 处采集；直肠，

大肠末端长约 15~16 cm 处，位于小骨盆内。十

二指肠、空肠、回肠组织采集后，取各肠段 1 cm

生理盐水冲洗干净，分别放入 10% 中性甲醛和

4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋，连续横断切片，

厚 5 μm，进行常规 HE 染色和免疫组化。同时选

取部分十二指肠、空肠、回肠组织，修整组织块

的大小并迅速放入冻存管中，置于液氮中速冻，

−80 ℃ 冷冻保存，用于测定小肠组织 EGF 的

mRNA 相对表达量。

1.5    测定指标及方法

1.5.1   小肠组织形态学观察

常规 HE 染色，中性胶封片。光镜下详细观

察和比较各组肠绒毛和隐窝形态结构变化情况，

并利用 Proplus 照相处理软件测量肠绒毛长度和

隐窝深度，每个肠管取 2 张切片，每张切片选取

3 个最长绒毛长度最深隐窝深度进行测量。
1.5.2   小肠各段 EGF 蛋白表达的检测

采用常规免疫组化的方法检测小肠组织 EGF
表达量，同时设置阴性对照，以 PBS 替代一抗、

二抗，试验结束后用光镜对免疫组化肠道进行拍

照，同一组织选择 3 个视野，应用 Image-Pro Plus
6.0 图像分析系统对图片进行分析统计，结果以

平均光密度值表示。
1.5.3   小肠各段 EGF 的 mRNA 相对表达量检测

2−∆∆Ct

利用 Trizol 法提取试验犬各段小肠组织的总

RNA。将提取到的总 RNA 采用 SuperScript III RT
反转录 kit 试剂盒合成 cDNA。依据 GeneBank 中

EGF 及内参 actin 的序列 (登录号分别为 NM_001
195845.2 和 XM_014109884.2)，利用 Premier  5.0
软件设计引物，引物由上海生工生物工程股份有

限公司合成 (表 1)。使用 Sybr qpcr mix 试剂，采

用 ABI-7900 实时荧光定量 PCR 检测小肠中 EGF
mRNA 相对表达量，结果以 表示。

1.6    数据处理

采用 SPSS 19.0  软件进行单因素方差分析

(one-way ANOVA)，以 Duncan 氏法进行多重比

较，结果以“平均值±标准差”表示。

 

表 1   用于 PCR 扩增的引物序列

Tab. 1    Primer sequence for PCR amplification
 

引物

primer
引物序列 (5′→3′)
primer sequence

扩增片段长度/bp
amplification size

actin-F TGTGTTATGTGGCCCTGGAC
164

actin-R TTCCATGCCCAGGAAGGAAG

EGF-F TATTGCAACAAAGGGCCCCA
182

EGF-R AGGACCCTGGGTTGGTGATT

  448 云南农业大学学报 第 34 卷  



2   结果与分析

2.1    犬小肠黏膜的变化

对照组小肠各段肠黏膜上皮完整、连续，腺

体排列规则。脾虚组小肠各段出现弥漫性的肠道

黏膜充血、水肿，并有大量黏液渗出。自然恢复

组小肠各段部分肠黏膜充血并伴有轻微水肿。中

药恢复组肠黏膜正常，无可见病变。

2.2    加味四君子汤对脾虚犬小肠组织形态的影响

由 HE 染色结果 (图 1) 可见：对照组肠绒毛

密度高，粗细均匀且排列整齐。脾虚组绒毛稀

疏，变短且部分裸露固有层。自然恢复组绒毛密

度低，绒毛变短。中药恢复组绒毛密度部分缺

损，整体尚可，排列整齐。

2.3    加味四君子汤对脾虚犬小肠绒毛长度的影响

由图 2 可知：十二指肠中，脾虚组、自然恢

复组均极显著低于对照组 (P<0.01)，中药恢复组

与对照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复组显著

高于脾虚组 (P<0.05)，中药恢复组极显著高于脾

虚组 (P<0.01)；中药恢复组极显著高于自然恢复

组 (P<0.01)。空肠与回肠中，脾虚组、自然恢复

组均极显著低于对照组 (P<0.01)，中药恢复组与

对照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复组显著高

于脾虚组 (P<0.05)，中药恢复组极显著高于脾虚

组 (P<0.01)；中药恢复组显著高于自然恢复组 (P<
0.05)。
2.4    加味四君子汤对脾虚犬小肠隐窝深度的影响

由图 2 可知：十二指肠、回肠中，脾虚组、

自然恢复组均极显著高于对照组 (P<0.01)，中药

恢复组与对照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复

组、中药恢复组均极显著低于脾虚组 (P<0.01)；
中药恢复组显著低于自然恢复组 (P<0.05)。空肠

中，脾虚组极显著高于对照组 (P<0.01)，自然恢

复组显著高于对照组 (P<0.05)，中药恢复组与对

照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复组、中药恢

复组均极显著低于脾虚组 (P<0.01)；自然恢复

组、中药恢复组相比无显著差异 (P>0.05)。
2.5    加味四君子汤对脾虚犬小肠 V/C 值的影响

由图 2 可知：十二指肠中，脾虚组、自然恢

复组均极显著低于对照组 (P<0.01)，中药恢复组

显著低于对照组 (P<0.05)；自然恢复组显著高于

脾虚组 (P<0.05)，中药恢复组极显著高于脾虚组
 

A1

A2

A3

B1

B2

B3

C1

C2

C3

D1

D2

D3

 
注：A. 对照组；B. 脾虚组；C. 自然恢复组；D. 中药恢复组；1. 十二指肠；2. 空肠；3.回肠。

Note: A. control group; B. splenic asthenia group; C. natural recovery group; D. Chinese medicine recovery group; 1. duodenum; 2. jejunum; 3. ileum.

图 1    犬小肠组织 (HE 染色，×400)
Fig. 1    The small intestine tissues of canine (HE staining, ×400)
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(P<0.01)；中药恢复组极显著高于自然恢复组

(P<0.01)。空肠中，脾虚组、自然恢复组均极显

著低于对照组 (P<0.01)，中药恢复组与对照组无

显著差异 (P>0.05)；自然恢复组显著高于脾虚组

(P<0.05)，中药恢复组极显著高于脾虚组 (P<0.01)；
中药恢复组显著高于自然恢复组 (P<0.05)。回肠

中，脾虚组、自然恢复组均极显著低于对照组

(P<0.01)，中药恢复组显著低于对照组 (P<0.05)；
自然恢复组、中药恢复组均极显著高于脾虚组 (P<
0.01)；中药恢复组极显著高于自然恢复组 (P<0.01)。
2.6    加味四君子汤对脾虚犬小肠 EGF 表达的影响

IHC 检测结果 (图 3) 显示：棕黄色区域为阳

性表达产物，经苏木素复染，细胞核呈蓝色，细

胞质为浅蓝色，细胞膜不着色。试验犬各肠段均

有 EGF 蛋白表达，阳性产物主要分布在肠绒毛两

侧以及肠腺周围。

由图 2 可知：各肠段中，脾虚组、自然恢复

组 EGF 表达水平均极显著低于对照组 (P<0.01)，中

药恢复组与对照组无显著差异 (P>0.05)。自然恢

复组、中药恢复组均极显著高于脾虚组 (P<0.01)。
中药恢复组极显著高于自然恢复组 (P<0.01)。
2.7    加味四君子汤对脾虚犬小肠 EGF 的 mRNA
表达量的影响

由表 2 可知：十二指肠中，脾虚组、自然恢

复组均显著低于对照组 (P<0.05)，中药恢复组与

对照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复组与脾虚

组无显著差异 (P>0.05)，中药恢复组显著高于脾

虚组 (P<0.05)；自然恢复组与中药恢复组无显著

差异 (P>0.05)。空肠、回肠中，脾虚组、自然恢

复组均显著低于对照组 (P<0.05)，中药恢复组与

对照组无显著差异 (P>0.05)；自然恢复组与中药

恢复组、脾虚组均无显著差异 (P>0.05)。

3   讨论

脾主运化水谷精微，即完成对饮食物的消化

和吸收。《黄帝内经•灵兰秘典论》有云：“小肠
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注：同一组织不同处理组相比，图柱上标不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，不同大写字母表示差异极显著 (P<0.01)。
Note: Among different groups in the same tissue, different small letters indicate significant difference at P<0.05 levels, while different capital letters indic-
ate significant difference at P<0.01 levels.

图 2    加味四君子汤对脾虚犬小肠绒毛长度、隐窝深度、V/C 值和 EGF 水平的影响

Fig. 2    Effects of supplementary Sijunzi decoction on the villus length, crypt depth, V/C and EGP protein expression in small in-
testine of canines with splenic asthenia
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者，受盛之官，化物出焉。”可见在中医以消化

吸收为主功能的脾系统中，小肠的功能是包含其

中的 [11]。小肠是营养物质消化和吸收的主要场

所，脾虚组犬小肠各段出现弥漫性的肠道黏膜充

血、水肿，并有大量黏液渗出。小肠表面积的大

小则直接反映小肠吸收功能，绒毛和隐窝的形态

特征是反映上皮细胞的成熟度及吸收功能的最常

用指标，绒毛越长，隐窝越浅，表明肠道消化吸

收营养物质的能力越强[12]。V/C 值则是小肠功能

状态的一种反映，比值与黏膜状态成正比[13]。故

在本试验中以肠绒毛长度、隐窝深度和 V/C 值来

衡量加味四君子汤对脾虚犬小肠黏膜的影响。结

果发现：番泻叶诱导脾虚犬与对照组相比小肠绒

毛长度极显著下降，隐窝深度极显著升高且极 V/C

值显著降低。但经过加味四君子汤治疗后，试验

犬上述各项指标基本恢复到对照组水平。研究表

明：四君子汤内含有多种抗氧化成分，能消除细

胞组织的各类氧化损伤，维持生物膜正常结构和

功能 [14]。YU 等 [15]通过研究家兔肠梗阻模型发

现：四君子汤治疗能降低肠道黏膜 CD3+、CD8+T
细胞百分率，升高 CD4+T 细胞数量，从而调节适

应性免疫反应。且四君子汤中的甘草黄酮提取物

可促进小肠隐窝上皮细胞 IEC-6 迁移，影响细胞

内多胺调控信号通路，有助于胃肠黏膜损伤的修

复[16]。本研究通过对服用加味四君子汤治疗后的

脾虚犬肠绒毛、隐窝及 V/C 值测量分析，结果表

明加味四君子汤具有保护和修复小肠形态结构的

作用，从而改善脾虚犬部分病理症状。

 

Y1 A1 B1 D1C1

Y2 A2 B2 C2 D2

Y3 A3 B3 C3 D3

 
注：Y. 阴性对照；A. 对照组；B. 脾虚组；C.自然恢复组；D.中药恢复组；1.十二指肠；2. 空肠；3. 回肠。

Note:  Y.  negative  control;  A.  control  group;  B.  splenic  asthenia  group;  C.  natural  recovery  group;  D.  Chinese  medicine  recovery  group;  1.  duodenum；
2. jejunum; 3. ileum.

图 3    犬小肠免疫组化图片 (免疫组化，×400)
Fig. 3    Immunohistochemical photograph of EGF in small intestine of canines (IHC, ×400)

 

表 2   脾虚犬小肠 EGF 的 mRNA 相对表达量

Tab. 2    Relative expression levels of EGF mRNA in small intestine of canines with splenic asthenia
 

  肠段

section
对照组

control group
脾虚组

splenic asthenia group
自然恢复组

natural recovery group
中药恢复组

Chinese medicine recovery group
十二指肠 duodenum 3.563±2.696 a 1.18±0.835 c    1.373±0.707 bc 3.402±2.008 ab

空肠 jejunum 2.719±2.047 a 0.757±0.606 b 1.039±1.000 b 1.961±1.419 ab

回肠 ileum 3.607±2.874 a 0.923±0.644 b 1.426±1.461 b 2.665±0.616 ab
注：同行不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)。
Note: Different small letters in the same rows indicate significant difference at (P<0.05) levels.
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犬表皮生长因子 EGF 主要由颌下腺合成分

泌 [17-18]，肾脏、胰脏、肝脏、乳腺和十二指肠

Brunner 腺等组织器官中也能合成并分泌，具有

促细胞生长、细胞迁移、细胞增殖、伤口愈合及

营养物质转运等生物学功能[19-21]。研究表明：EGF
的信号传导可调节肠道上皮细胞的增殖和生存[22]、

肠黏膜形态结构、刷状缘组织中消化酶活性变

化[23]，还可调节肠道消化腺的分泌，刺激黏膜增

生，影响营养物质的吸收与转运，在维持动物肠

道健康中发挥重要的生物学功能[24]。EGF 阳性细

胞多呈圆形或椭圆形，阳性蛋白在肠绒毛两侧及

肠腺周围分布。本试验在脾虚证犬饲料中添加加

味四君子汤后，通过免疫组化研究发现：相比脾

虚犬，中药治疗组犬肠绒毛顶部及肠腺周围分布

的 EGF 蛋白含量显著增加，而自然恢复组增加不

明显；通过荧光定量 PCR 检测结果也证实，在转

录水平上中药恢复组 EGF 的 mRNA 的含量明显

增加。两种检测结果基本一致，说明加味四君子

汤能提高犬体内 EGF 的表达水平，从而保护肠上

皮细胞，促进黏膜修复。

4   结论

番泻叶可诱导犬小肠组织形态结构发生病

变，EGF 蛋白表达量以及 mRNA 含量显著下降。

加味四君子汤能够使番泻叶诱导犬脾虚证的小肠

组织形态学、EGF 蛋白表达量以及 mRNA 相对

表达量恢复正常，对犬脾虚证有明显的治疗效果。
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