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摘要： 目的　 筛选倒心盾翅藤抗炎活性成分， 考察其对马兜铃酸肾病大鼠肾脏的保护作用。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法评价

倒心盾翅藤各个极性部位对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的毒性， 确定适宜的给药剂量。 利用脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

复制炎症模型， 给予药物干预后， Ｇｒｉｅｓｓ 法检测 ＮＯ 水平， 筛选出具有抗炎活性的部位。 采用灌胃关木通水提液的方

法复制大鼠马兜铃酸肾病模型， 给予不同剂量倒心盾翅藤提取物 （相当于生药 １５、 ３０、 ６０ ｇ ／ ｋｇ） 干预后， ＢＣＡ 法检

测大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量， ＥＬＩＳＡ 法检测血清白介素⁃６ （ ＩＬ⁃６）、 白介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 水平，
ＨＥ 染色观察肾组织病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达。 结果　 倒心盾翅藤二

氯甲烷部位在 １２􀆰 ５～２００ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围内对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 未产生细胞毒性。 ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 二氯甲烷部位能

抑制 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞释放 ＮＯ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 倒心盾翅藤二氯甲烷部位各剂量组均降低马兜铃酸肾病

大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量和血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减轻肾脏病变程度， 下调 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 倒心盾翅藤二氯甲烷部位具有抗炎作用， 可下调 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路蛋白表达， 抑制

马兜铃酸肾病过程中的炎症反应， 对肾脏发挥保护作用。
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　 　 马兜铃酸主要存在于马兜铃科的植物中， 常见于关木

通、 广防己等药材， 具有抗感染、 抗肿瘤、 增强细胞免疫

等功能［１⁃２］ 。 服用含马兜铃酸的中草药或中成药制剂会引起

不同程度肾损害， 被称为马兜铃酸肾病［３⁃４］ 。 马兜铃酸肾病

是一种快速进展的间质性肾炎， 不仅多种炎症细胞在肾脏

浸润、 聚集和活化， 参与肾小管的损伤过程， 同时伴有多

种炎症因子水平上调［５⁃６］ 。 因此， 控制过度的炎症反应是对

抗马兜铃酸肾毒性的重要途径。
倒心盾翅藤为傣族常用 “解药”， 系金虎尾科植物倒

心盾翅藤 Ａｓｐｉｄｏｐｔｅｒｙｓ ｏｂｃｏｒｄａｔａ Ｈｅｍｓｌ． ｖａｒ． ｏｂｃｏｒｄａｔａ 的干燥

藤茎， 收载于 ２００５ 年版 《云南省中药材标准—傣族药》，
用于治疗急慢性肾炎， 疗效确切［７⁃８］ 。 作为傣医临床用量最

大的药材， 倒心盾翅藤受到越来越多的关注， 其化学成分

和抗结石、 抗肿瘤等生物活性的研究均取得了一定的进

展［９⁃１０］ 。 但是倒心盾翅藤抗炎的活性成分和治疗肾炎的作

用尚 未 完 全 明 确。 本 研 究 建 立 脂 多 糖 （ ＬＰＳ ） 刺 激

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症反应模型， 对倒心盾翅藤抗炎活性成

分进行筛选， 并评价其对马兜铃酸肾病过程中炎症反应的

干预作用及机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 体质量 ２２０ ～ ２４０ ｇ， 购

自斯贝福 （北京） 生物技术有限公司 ［实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于中国医学科学院药用

植物研究所云南分所 ＳＰＦ 动物房， 温度 ２２～ ２８ ℃， 相对湿

度 ４０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 自由摄食饮水， 经隔

离观察、 适应环境 ５ ｄ 后用于实验。 动物实验经云南分所

实验动物伦理委员会批准 （伦理号 ２０１９００１３）。
１􀆰 ２　 细胞 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 （货号 ＣＭ０１９０）， 购自武汉

普诺赛生命科技有限公司， 使用含有 １０％ 胎牛血清、 １％
双抗的 ＤＭＥＭ 培养基进行培养， 培养条件为 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２

［１１］ 。 每 ２ ｄ 更换培养基， 细胞融合度达到 ８０％ 以上时

进行传代。
１􀆰 ３ 　 试 剂 与 药 物 　 ＤＭＥＭ 高 糖 培 养 基、 ＰＢＳ （ 美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号 ＡＤ２４９６７２２、 ＡＥ２９４３１６５１）； 胰酶 （美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 ２０８５６４６）； 胎牛血清 （深圳市瑞沃德

生命科技有限公司， 批号 １９１９４０１）； ＬＰＳ （美国 Ｓｉｇｍａ 公

司， 批号 Ｌ２８８０）； ＣＣＫ⁃８ 试剂、 ＮＯ 检测试剂盒、 弗氏完

全佐剂 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号 Ｃ００４３、
Ｓ００２１Ｓ、 Ｐ２０３６）； 蛋白提取试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒、 电发 光 试 剂 盒、 制 胶 试 剂 盒、 电 泳 液、 转 膜 液、
ＴＢＳＴ、 二抗 ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ、 ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ （江苏康为世纪

生物 科 技 股 份 有 限 公 司， 批 号 ０１３６４、 ３０３３３、 ２０４０５、
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６０４４７、 ５０４３９、 ０１４３８、 ５０４５１、 ４０４２７、 ２０４２６）； 大鼠 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司， 批

号 ＫＭＣ００６１、 ＢＭＳ６００２、 ＢＭＳ６０７⁃３）； 脱脂奶粉 （美国 ＢＤ
公司， 批号 ４２３９５３９）； ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （美国

ＯｒｉＧｅｎｅ 公 司， 货 号 ＲＣ２０６６０５、 ＴＡ３２５８０３、 ＴＡ８１１００Ｓ）；
硝酸纤维素膜 （德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； 多聚甲醛 （合肥白

鲨生物科技有限公司， 批号 ＢＬ５３９Ａ）。 醋酸泼尼松片 （津
药药业股份有限公司， 批号 １８１０１９）。 倒心盾翅藤、 关木

通均由西双版纳傣族自治州人民医院提供， 经西双版纳傣

族自治州人民医院李婷婷副研究员分别鉴定为金虎尾科植

物倒心盾翅藤 Ａｓｐｉｄｏｐｔｅｒｙｓ ｏｂｃｏｒｄａｔａ Ｈｅｍｓｌ． ｖａｒ． ｏｂｃｏｒｄａｔａ、
马兜铃科植物木通马兜铃 Ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉａ ｍａｎｓｈｕｒｉｅｎｓｉｓ Ｋｏｍ．。
１􀆰 ４　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ 超净工作台 （江苏苏净集团有限公

司）； ＣＫＸ４１ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｓｐｅｃｔｒａ
Ｍａｘ ｉ３ 酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ 公司）； ＤＶ ２１５ＣＤ 十万分之

一天平 （美国 ＯＨＡＵＳ 公司）； ５２００ Ｍｕｌｔｉ 全自动荧光图像

分析系统、 ＥＰＳ３００ 电源 （天能集团）； 脱水机、 包埋机、
切片机、 染色剂 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 倒心盾翅藤不同部位提取物和关木通水提物的制备　
倒心盾翅藤饮片粉碎后， 加 ６ 倍量 ５０％ 乙醇回流提取， 减

压浓缩至稠膏， 依次用石油醚、 二氯甲烷、 乙酸乙酯、 正

丁醇、 水萃取， 减压干燥获得不同极性提取物， 准确称取

适量， 加二甲基亚砜超声溶解， 调整质量浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ。
关木通饮片加 ８ 倍量水回流提取 ２ 次， 每次 ２ ｈ， 合并药

液， 减压浓缩至生药量为 ２ ｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细 胞 毒 性 检 测 　 收 集 对 数 生 长 期

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 计数并调整密度为 ５􀆰 ０ × １０４ ／ ｍＬ， 每孔

２００ μＬ， 接种到 ９６ 孔板中， 待细胞贴壁后加入倒心盾翅藤

不同部位提取物， 质量浓度分别为 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、
２００ μｇ ／ ｍＬ， 空白孔加入含 １％ 二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ） 的

ＤＭＥＭ 培养基， ＬＰＳ 对照孔加入含 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基， 各组均设置 ３ 个复孔， 孵育 ２４ ｈ 后， 弃去含药培

养基， 每孔加入 ＤＭＥＭ 培养基 １００ μＬ、 ＣＣＫ⁃８ 试剂 １０ μＬ，
继续培养 ４ ｈ， 于酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ），
计算细胞存活率。
２􀆰 ３　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ 水平检测 　 收集对数生长期

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 计数并调整密度为 ５􀆰 ０ × １０４ ／ ｍＬ， 每孔

２００ μＬ， 接种到 ２４ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后加药进行刺激。 给

药组细胞加入不同质量浓度倒心盾翅藤提取物 （以不影响

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖为宜）， 空白组、 ＬＰＳ 组加入 ＤＭＥＭ 培

养基， 各组设置 ３ 个复孔， 孵育 ６ ｈ 后弃去培养基。 除空

白组外各孔加入含 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 孵育

２４ ｈ， 每孔取细胞培养液 ５０ μＬ 于 ９６ 孔板中， 加入 Ｇｒｉｅｓｓ
Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅰ、 Ⅱ各 ５０ μＬ， 于 ５４０ ｎｍ 波长处检测 Ａ， 以亚硝

酸钠为对照绘制标准曲线， 计算 ＮＯ 水平。
２􀆰 ４　 动物分组、 给药及取材　 大鼠随机分为空白组、 模型

组、 阳性组和倒心盾翅藤高、 中、 低剂量组， 每组 １０ 只。

除空白组外， 其余各组大鼠每天灌胃关木通水提液 （６０ ｇ ／
ｋｇ）， 连续 ５ ｄ［１２］ ， 第 ６ 天将大鼠置于代谢笼中收集 ２４ ｈ 尿

液， 次日各组分别给药。 倒心盾翅藤低、 中、 高剂量组分

别灌胃给予 １５、 ３０、 ６０ ｇ ／ ｋｇ 倒心盾翅藤二氯甲烷部位的羧

甲基纤维素钠 （ＣＭＣ⁃Ｎａ） 混悬液， 阳性组灌胃给予 ２􀆰 ７
ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸泼尼松， 空白组、 模型组灌胃给予等量 ＣＭＣ⁃
Ｎａ， 连续 ７ ｄ， 末次给药后再次收集 ２４ ｈ 尿液。 大鼠麻醉

后腹主动脉取血， 全血静置 ３０ ｍｉｎ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上层血清于－２０ ℃冰箱中保存待测； 处死大鼠， 取

双肾， 左肾于 ４％ 多聚甲醛中固定， 右肾经液氮冷冻后于－
８０ ℃冰箱中保存待测。
２􀆰 ５　 大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量、 血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平

检测及肾组织 ＨＥ 染色　 ＢＣＡ 法检测大鼠尿液蛋白浓度后，
根据尿液体积计算 ２４ ｈ 尿蛋白量。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明

书检测大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。 大鼠肾组织经

多聚甲醛固定 ７２ ｈ， 按常规程序脱水后包埋于石蜡中， 连

续失状切片后进行 ＨＥ 染色。 每个切片随机选取 ３ 个视野，
观察肾脏损伤情况， 并参考文献 ［１３］ 报道方法进行 ０ ～ ４
半定量评分， 标准为 ０ 分， 未发生病变； １ 分， 病变

部分≤２０％ ； ２ 分， 病变部分 ２０％ ～ ４０％ ； ３ 分， 病变部分

４０％ ～８０％ ； ４ 分， 病变部分≥８０％ 。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肾组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
信号通路蛋白表达　 提取大鼠肾组织蛋白， ＢＣＡ 法定量后

稀释至同一浓度。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 湿法转

膜， 根据 Ｍａｒｋｅｒ 剪取目标条带， 经脱脂奶粉溶液封闭后，
一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次后二抗室温孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 清洗， ＥＣＬ 试剂孵育 ３ ｍｉｎ， 凝胶成像系统显影， 使

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值， 以内参 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度

值进行归一化处理， 计算 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达。
２􀆰 ７　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０１ 软件进行处

理， 服从正态分布、 方差齐性的数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间

比较采用单因素方差分析， 病理切片评分采用秩和检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 倒心盾翅藤对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖的影响　 如表 １ 所

示， 与空白组比较， １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 倒心盾翅藤石油醚部

位， ２００ μｇ ／ ｍＬ 二氯甲烷部位， ２５ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 正丁醇部

位， １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 水提部位组细胞存活率降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故将未明显影响 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生长的

质量浓度用于后续实验。
３􀆰 ２　 倒心盾翅藤二氯甲烷部位对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

释放 ＮＯ 的影响　 如表 ２ 所示， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在正常状态

下， 释放 ＮＯ 水平较低。 与空白组比较， ＬＰＳ 组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞 ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明细胞炎症反应模型建

立成功； 与 ＬＰＳ 组比较， ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 倒心盾翅藤

二氯甲烷部位组 ＮＯ 释放量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表

明它可在该浓度范围内剂量依赖性地抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＮＯ
释放。
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表 １　 倒心盾翅藤对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖的影响 （ ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 质量浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 细胞存活率 ／ ％
空白组 — １００􀆰 ００±０􀆰 ００

倒心盾翅藤石油醚部位组 １２􀆰 ５ １０１􀆰 ２７±４􀆰 ５６
２５ １０４􀆰 ５１±５􀆰 ６１
５０ １０１􀆰 ８０±４􀆰 ３１
１００ ７９􀆰 ４１±４􀆰 ７９∗∗

２００ ５２􀆰 ６２±４􀆰 ６４∗∗

倒心盾翅藤二氯甲烷部位组 １２􀆰 ５ １０３􀆰 ４４±３􀆰 ５４
２５ １０３􀆰 ２３±４􀆰 １８
５０ １０２􀆰 ２７±３􀆰 ５５
１００ １０４􀆰 ３３±４􀆰 ０２
２００ ８４􀆰 ４８±６􀆰 ２０∗∗

倒心盾翅藤乙酸乙酯部位组 １２􀆰 ５ １０２􀆰 ５０±２􀆰 ４６
２５ １０２􀆰 ４１±４􀆰 ０１
５０ １０２􀆰 ９７±３􀆰 ７６
１００ １００􀆰 ５４±５􀆰 ０１
２００ １０３􀆰 ５１±５􀆰 ７６

倒心盾翅藤正丁醇部位组 １２􀆰 ５ １０２􀆰 ７４±３􀆰 ５４
２５ ９３􀆰 ０４±２􀆰 ０５∗

５０ ７７􀆰 ９９±５􀆰 ２８∗∗

１００ ２３􀆰 ５８±１􀆰 ８４∗∗

２００ ２７􀆰 ９１±２􀆰 ３８∗∗

倒心盾翅藤水部位组 １２􀆰 ５ １０１􀆰 １２±２􀆰 ５７
２５ １０３􀆰 ９１±５􀆰 ７８
５０ １０１􀆰 ８８±４􀆰 ４７
１００ ７３􀆰 ０４±４􀆰 ２８∗∗

２００ ５６􀆰 ３７±５􀆰 ４９∗∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ２　 倒心盾翅藤对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ 水平的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 质量浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＮＯ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

空白组 — ７􀆰 ２８±２􀆰 ２７
ＬＰＳ 组 — ７１􀆰 ５０±５􀆰 ２７＃＃

倒心盾翅藤石油醚部位组 １２􀆰 ５ ７２􀆰 ５６±５􀆰 ２７
２５ ６６􀆰 ７７±５􀆰 ２６
５０ ６３􀆰 １１±２􀆰 ５７

倒心盾翅藤二氯甲烷部位组 １２􀆰 ５ ６１􀆰 ７５±６􀆰 ４０
２５ ５５􀆰 ２５±５􀆰 ４５∗

５０ ３９􀆰 ５２±５􀆰 ２４∗∗

１００ ２３􀆰 ８９±３􀆰 ４９∗∗

倒心盾翅藤乙酸乙酯部位组 １２􀆰 ５ ６９􀆰 ２５±３􀆰 ２８
２５ ６７􀆰 ８４±２􀆰 ７９
５０ ７０􀆰 ８４±２􀆰 ４７
１００ ７４􀆰 ８８±５􀆰 ７０
２００ ６４􀆰 ３５±３􀆰 １２

倒心盾翅藤正丁醇部位组 １２􀆰 ５ ６７􀆰 １３±６􀆰 ７９
倒心盾翅藤水部位组 １２􀆰 ５ ６６􀆰 １５±３􀆰 ６０

２５ ７２􀆰 ４０±６􀆰 ５２
５０ ６９􀆰 ２１±３􀆰 ５５

　 　 注： 与空白组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 倒心盾翅藤二氯甲烷部位对马兜铃酸肾病大鼠 ２４ ｈ
尿蛋白量、 血清炎症因子水平的影响 　 如表 ３ 所示， 与空

白组比较， 模型组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量和血清炎症因子 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
倒心盾翅藤二氯甲烷部位各剂量组和阳性组 ２４ ｈ 尿蛋白

量、 血清炎症因子水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示倒心盾翅藤

二氯甲烷部位可减轻马兜铃酸引起的肾脏损伤。
表 ３　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量、 血清炎症因子水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ２４ ｈ 尿蛋白量 ／ ｍｇ ＩＬ⁃１β ／ （μｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃６ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （μｇ·Ｌ－１）
空白组 ０􀆰 ９８±０􀆰 ２３ ２１􀆰 ２５±４􀆰 ０８ ７１􀆰 ６０±１１􀆰 ５８ ２２􀆰 ４５±３􀆰 ０８
模型组 ５􀆰 ６０±１􀆰 ３１＃＃ ９１􀆰 ６１±９􀆰 ５７＃＃ ２５９􀆰 ９１±１６􀆰 ０１＃＃ １１９􀆰 ８９±９􀆰 ２４＃＃

阳性组 ２􀆰 ５６±１􀆰 ００∗∗ ４５􀆰 ２４±７􀆰 ５６∗∗ １１１􀆰 ９４±１３􀆰 １５∗∗ ３７􀆰 ９８±６􀆰 ０７∗∗

倒心盾翅藤高剂量组 ２􀆰 ６４±０􀆰 ６８∗∗ ４４􀆰 ５９±４􀆰 ７６∗∗ １５１􀆰 ７１±１６􀆰 １２∗∗ ４２􀆰 ８３±５􀆰 ７０∗∗

倒心盾翅藤中剂量组 ３􀆰 ２９±０􀆰 ８６∗∗ ４８􀆰 １６±６􀆰 １３∗∗ １６７􀆰 ５０±１９􀆰 １１∗∗ ６６􀆰 ０８±６􀆰 １４∗∗

倒心盾翅藤低剂量组 ３􀆰 ３９±０􀆰 ７１∗∗ ６８􀆰 ０９±４􀆰 ７５∗∗ ２０５􀆰 ６４±１５􀆰 ４０∗∗ ８９􀆰 ３８±５􀆰 ９６∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 倒心盾翅藤二氯甲烷部位对马兜铃酸肾病大鼠肾组织

病理形态的影响　 如图 １、 表 ４ 所示， 空白组大鼠肾组织无

炎性细胞浸润、 肾小管上皮结构完整， 间质血管无充血、
扩张， 未见组织纤维化等病理改变； 模型组可见肾小管上

皮细胞刷毛缘脱落、 管腔扩张、 水变性、 空泡变性、 完全

坏死， 部分肾小球发生萎缩， 球囊腔上皮脱落， 肾间质存

在充血、 出血、 炎细胞浸润的现象， 病理评分高于空白组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性组、 倒心盾翅藤各剂量组

大鼠肾小管损伤、 变性， 肾小球萎缩、 间质充血、 炎细胞

浸润等病理改变有不同程度的减轻， 病理评分低于模型组

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 倒心盾翅藤二氯甲烷部位对马兜铃酸肾病大鼠肾组织

ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路蛋白表达的影响 　 如图 ２、

　 　 　 　表 ４　 各组大鼠肾组织病理评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 病理评分 ／ 分
空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ３􀆰 ７３±０􀆰 ４５＃＃

阳性组 ２􀆰 １７±０􀆰 ４６∗∗

倒心盾翅藤高剂量组 ２􀆰 １３±０􀆰 ５１∗∗

倒心盾翅藤中剂量组 ２􀆰 ７３±０􀆰 ５２∗

倒心盾翅藤低剂量组 ２􀆰 ７３±０􀆰 ６９∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５ 所示， 与空白组比较， 模型组大鼠肾组织 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 倒心盾翅藤二

氯甲烷部位各剂量组 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 提示倒心盾翅藤抗炎作用与抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ
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注： 黄色箭头为肾间质充血， 黑色箭头为炎细胞浸润， 绿色箭

头为肾小球萎缩， 红色箭头为肾小管扩张、 上皮细胞刷状缘

脱落。

图 １　 各组大鼠肾组织 ＨＥ 染色 （×２００）

ｐ６５ 信号通路活化、 炎症因子产生有关。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为阳性组， Ｄ～ Ｆ 为倒心

盾翅藤高、 中、 低剂量组。

图 ２　 各组大鼠肾组织 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白条带

表 ５ 　 各组大鼠肾组织 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃ｐ３８ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｐ⁃ｐ６５ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

空白组 ２􀆰 ５５±０􀆰 １５ ３１􀆰 ８８±１􀆰 ７９
模型组 ５５􀆰 ６８±２􀆰 ０３＃＃ ４２􀆰 ０４±２􀆰 ７１＃＃

阳性组 １１􀆰 ０３±０􀆰 ４６∗∗ １２􀆰 ９９±１􀆰 ４４∗∗

倒心盾翅藤高剂量组 １４􀆰 ０８±０􀆰 ９２∗∗ １０􀆰 ６１±１􀆰 ３８∗∗

倒心盾翅藤中剂量组 ２０􀆰 ０２±１􀆰 ８８∗∗ １８􀆰 ４９±１􀆰 ９９∗∗

倒心盾翅藤低剂量组 ２３􀆰 ６０±１􀆰 ８８∗∗ １９􀆰 ６４±２􀆰 ２３∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

马兜铃酸肾病是由马兜铃酸引起的肾损伤， 主要损伤

部位在肾小管， 根据病程进展和病变程度可以分为急性型、
慢性型和肾小管功能障碍型［１４］ 。 在多种急性型马兜铃肾病

的动物模型中， 有多个炎症信号转导通路被激活， 说明炎

症参与了马兜铃酸损伤肾脏过程［１５⁃１７］ 。 本研究利用 ＬＰＳ 诱

导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 建立了体外炎症模型［１８］ 。 在活

化的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞中 ＮＯ 的合成和释放增加， 过量 ＮＯ 导

致细胞损伤、 组织坏死， 进而促进炎症的发生和发展。 经

过体外的筛选， 倒心盾翅藤二氯甲烷部位可以抑制巨噬细

胞的活化， 减少 ＮＯ 的释放， 因此进一步通过体内动物实

验研究其对马兜铃酸肾病的肾保护作用。
本研究利用关木通水提物灌胃复制了大鼠急性马兜铃

肾病模型， 造模 ７ ｄ 后， 大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量增加， 血清中

炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高， 说明肾脏出现损

伤的同时伴有体内的炎症反应。 模型组大鼠肾脏病理表现

主要为急性肾小管坏死， 肾小管上皮细胞崩解脱落， 裸基

底膜形成， 细胞碎屑充填肾小管腔， 肾间质水肿， 细胞浸

润。 经过阳性药或者倒心盾翅藤二氯甲烷部位干预后，
２４ ｈ尿蛋白量和血清中炎症因子水平降低， 病理损伤有所

减轻， 提示倒心盾翅藤二氯甲烷部位的保护作用与抗炎存

在一定关联。
ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路是炎症反应中重要的信

号通路， ＭＡＰＫ 激活后可以通过活化 ＮＦ⁃κＢ， 促进其转位

到核内， 从而调控靶基因的转录， 促使下游多种炎症因子

如 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等 表 达， 诱 导 炎 症 反 应 的 发

生［１９⁃２０］ 。 本研究结果表明， 醋酸泼尼松和倒心盾翅藤二氯

甲烷部位干预后， 均能下调马兜铃酸肾病大鼠肾组织 ｐ３８
和 ｐ６５ 蛋白的磷酸化水平， 从而抑制炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ 的合成和释放。

综上所述， 倒心盾翅藤二氯甲烷部位能减轻马兜铃酸

引起的急性肾脏损伤， 该作用与调控 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
信号通路， 抑制炎症因子的产生相关。
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摘要： 目的　 基于肠道菌⁃神经递质⁃脑轴探讨柴胡加龙骨牡蛎汤对大鼠抑郁症的改善作用。 方法　 将大鼠随机分为正

常组、 模型组、 西药组 （盐酸氟西汀 ２􀆰 ０６ ｍｇ ／ ｋｇ） 和中药低、 中、 高剂量组 （柴胡加龙骨牡蛎汤颗粒剂 ２􀆰 ８９、 ５􀆰 ７８、
１１􀆰 ５６ ｇ ／ ｋｇ）。 除正常组外， 其他各组大鼠采用慢性不可预见性温和应激 （ＣＵＭＳ） 建立抑郁模型， 持续刺激 ４９ ｄ， 第

２９ 天开始灌胃给予相应剂量药物。 造模、 给药结束后， 评估大鼠抑郁症相关行为学表现， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠海马组织

神经递质五羟色胺 （５⁃ＨＴ）、 去甲肾上腺素 （ＮＥ）、 乙酰胆碱 （Ａｃｈ） 水平。 采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序对大鼠粪便菌群结

构、 组成进行全面表征分析。 结果　 与模型组比较， 中药各剂量组大鼠强迫游泳不动时间减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 水平运动

总距离、 中央区进入次数、 中央区停留时间增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 海马组织神经递质 ５⁃ＨＴ、 ＮＥ、 Ａｃｈ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 肠道菌群 α 多样性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 菌群结构向正常组回调， 益生菌乳酸杆菌丰度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 有害菌

大肠埃希氏菌丰度减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 肠道菌群与多种行为学指标和神经递质呈一定相关性。 结论　 柴胡加龙骨牡蛎汤

可调节肠道菌群， 增加乳酸杆菌丰度， 减少大肠埃希氏菌， 调节抑郁症大鼠脑组织神经递质水平， 改善抑郁症状。 肠

道菌群及其相关的神经递质可能是柴胡加龙骨牡蛎汤治疗抑郁的重要机制。
关键词： 柴胡加龙骨牡蛎汤； 抑郁症； 肠脑轴； 肠道菌群； 神经递质
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　 　 抑郁症是现代社会一种普遍的、 危及生命的、 高度复

发的精神疾病， 主要表现为快感缺乏、 情绪抑郁， 导致抑

郁症患者的复发率、 死亡率和自杀率较高［１⁃２］ ， 可能成为世

界范围内残疾的主要来源［３］ 。 目前抑郁症的机制研究主要

集中在神经递质减少、 下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴改变和免疫

系统异常等方面［４⁃５］ 。 新的证据表明肠道菌群不仅影响胃肠

功能， 还可通过微生物⁃肠道⁃脑轴调节中枢神经系统的生

理功能和行为［６⁃９］ 。 研究者通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序方法发
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