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摘要： 目的　 探讨五苓散及其拆方以及单体桂皮醛对肾病综合征模型大鼠的影响。 方法　 通过 ２ 次尾静脉注射阿霉素

（３ ｍｇ ／ ｋｇ） 构建阿霉素肾病综合征大鼠模型， 并分为模型组、 五苓散组、 五苓散去桂枝组、 五苓散去桂枝加桂皮醛

组、 桂皮醛组、 贝那普利组， 每组 １０ 只， 分别灌胃给予相应药物， 连续 ２８ ｄ。 最后一次灌胃后收集大鼠 ２４ ｈ 尿液，
检测尿蛋白、 肌酐、 尿素氮等指标， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测血管紧张素转换酶 （ＡＣＥ）、 血管紧张素转化酶 ２ （ＡＣＥ２）、
血管紧张素 ２ （Ａｎｇ⁃２） 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 五苓散去桂枝加桂皮醛组、 桂皮醛组大鼠尿蛋白、 肌酐、
尿素氮水平以及 ＡＣＥ、 Ａｎｇ⁃２ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＣＥ２ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 桂皮醛可

能是五苓散中发挥抗肾病综合征的主要活性成分， 其作用机制可能与 ＲＡＳ 信号通路有关。
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　 　 肾病综合征是一系列以大量蛋白尿、 低蛋白血症、 高

脂血症以及水肿为特征的肾脏疾病。 该病并发症多［１］ 、 复

发率高［２］ ， 且发病机制未明。 因此， 探讨肾病综合征的发

病机制， 寻找安全有效的治疗药物显得尤为重要［３］ 。
五苓散［４］出自 《伤寒论》， 由茯苓、 猪苓、 泽泻、 白

术、 桂枝组成， 是治疗阳不化气， 水湿内停之经典方剂。
近年来， 五苓散的应用已不局限于蓄水证。 研究表明， 五

苓散对改善泌尿系统［５⁃６］ 、 心血管系统［７］ 疾病有明显优势。
桂枝是樟科植物肉桂的干燥嫩枝， 具有利尿、 改善血液循

环、 扩张血管等多种药理活性［８］ 。 徐灵胎在 《医学源流

论·古方加减论》中指出： “五苓之妙， 专在桂枝”， 可见

桂枝在全方中起着至关重要的作用。 桂皮醛是桂枝的主要

化学成分， 具有保护心肌［９］ 、 调控血压［１０］ 、 减轻血管内皮

损伤［１１］等药理作用。 课题组前期研究发现， 桂枝是五苓散

的 “要药”， 桂皮醛是桂枝的重要活性成分， 并对阿霉素

肾病大鼠肾功能有保护作用［１２⁃１３］ 。
本研究通过阿霉素构建肾病综合征大鼠模型， 探讨五

苓散及其拆方以及单体桂皮醛对肾病综合征模型大鼠的影

响及其作用机制， 以期为肾病综合征的临床治疗提供理论

基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ７０ 只， ６～ ８ 周龄， 购自北

京维通利华实验动物技术有限公司， 实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２０⁃０００２。 饲养环境为温度 １９～ ２６ ℃， 相

对湿度 ３０％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 自由饮食饮水。
本研究已通过上海中医药大学实验动物伦理委员会审查

（伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ１９０９１２００７）。
１􀆰 ２　 药物　 盐酸阿霉素 （批号 ２５３１６⁃４０⁃９）， 购自上海沃

凯化学试剂有限公司； 盐酸贝那普利 （批号 Ｘ２６０３）， 购自

北京诺华制药有限公司。 五苓散由猪苓 ９ ｇ、 茯苓 ９ ｇ、 泽

泻 １５ ｇ、 白术 ９ ｇ、 桂枝 ６ ｇ 组成， 所有饮片均购自康桥中

药饮片有限公司， 经上海中医药大学都广礼教授鉴定为正

品， 所有饮片浸泡 １ ｈ， 煎煮 ３０ ｍｉｎ， 旋转蒸发浓缩， 五苓

散全方的给药质量浓度为 １􀆰 ６ ｇ ／ ｍＬ， 五苓散去桂枝方的给

药质量浓度为 １􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ， 五苓散去桂枝加桂皮醛方的给药

质量浓度为 １􀆰 ４０３ ｇ ／ ｍＬ。 桂皮醛对照品 （批号 １０４⁃５５⁃２），
购自上海源叶生物科技有限公司。 所有药物以人临床剂量

３ 倍给药， 并根据大鼠给药换算公式计算， 剂量为 １０
ｍＬ ／ ｋｇ。
１􀆰 ３ 　 试 剂 　 尿 素 氮 （ 批 号 ２０２０００１ ）、 肌 酐 （ 批 号

２０２０００３） 检测试剂盒购自长春汇力生物技术有限公司； 尿

蛋白检测试剂盒 （批号 Ｃ０３５⁃２⁃１） 购自南京建成生物工程

研究所有限公司； ＡＣＥ （批号 ｓｃ⁃２３９０８）、 ＡＣＥ２ （批号 ｓｃ⁃
３９０８５１）、 Ａｎｇ⁃２ （批号 ｓｃ⁃７４４０２） 一抗， 购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＧＡＰＤＨ （批号 ６０００４⁃１⁃１ｇ）， 购自

美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司； 山 羊 抗 小 鼠 ＩｇＭ 二 抗 （ 批 号

Ｌ３０３２）， 购自美国 Ｓｉｇｎａｌｗａｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 ２⁃１６ＰＫ 离心机购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
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Ｐｒｉｍｏ⁃Ｓｔａｒ 光学显微镜购自蔡司光学仪器 （上海） 国际贸

易有限公司； ＴＳ⁃８ 摇床购自海门市其林贝尔仪器制造有限

公司； Ｅｐｏｃｈ 酶标检测仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及干预 　 ７０ 只 ＳＤ 大鼠按体质量随机分

组， 取正常组 １０ 只， 其余大鼠分别于实验第 １ 天和第 ８ 天

尾静脉注射阿霉素 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 构建 ＳＤ 大鼠阿霉素肾病综合征

模型。 造模成功后随机分为模型组、 五苓散组、 五苓散去

桂枝组、 五苓散去桂枝加桂皮醛组、 桂皮醛组、 贝那普利

组， 每组 １０ 只， 灌胃给予相应药物， 具体灌胃剂量按每天

体质量计算。 其中， 桂皮醛组给予 ２６ ｍｇ ／ ｋｇ 桂皮醛溶液，
贝那普利组给予 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 贝那普利溶液。 每天 １ 次， 连续

２８ ｄ。
２􀆰 ２　 检测指标　 最后一次给药结束后收集大鼠 ２４ ｈ 尿液，
腹主动脉取血于抗凝管， 离心并收集血浆； 摘取肾脏， 称

定质量， 左肾平均剖开， 一半于甲醛中固定， 另一半用

ＯＣＴ 包埋； 右肾分成 ３ 份冷冻保存。
２􀆰 ２􀆰 １　 ２４ ｈ 尿量及尿蛋白水平　 代谢笼收集各组大鼠 ２４ ｈ
尿液后测定具体尿量， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清， 按

照相关试剂盒说明书检测尿蛋白水平。
２􀆰 ２􀆰 ２　 肾功能指标　 按照相关试剂盒说明书检测血浆中肌

酐、 尿素氮水平。

２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ＡＣＥ、 ＡＣＥ２、 Ａｎｇ⁃２ 蛋

白表达　 切取冷冻保存的肾脏组织， 称定质量后放入 １􀆰 ５
ｍＬ 离心管， 用剪刀将组织剪碎， 加入裂解液， 在冰上静置

３５ ｍｉｎ， 研磨， 离心后取上清， 用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。
常规电泳、 转膜， 加入 ＡＣＥ、 ＡＣＥ２、 Ａｎｇ⁃２、 ＧＡＰＤＨ 一抗

（１ ∶ ２００） ３７ ℃孵育 １􀆰 ５ ｈ， 洗膜后， 室温加入山羊抗小鼠

ＩｇＭ 二抗 ３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ， 洗膜， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行条带灰度值定量分析。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 １ 软件进行处

理， 若为正态分布， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用

单因素方差分析， 组间两两比较采用 ＴＵＫＥＹ 法； 若不符合

正态分布， 用中位数及四分位数间距 Ｍ （Ｑ１， Ｑ３） 进行统

计描述， 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 秩和检验， 方差不齐时采用

Ｔ２ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 五苓散对大鼠 ２４ ｈ 尿量、 尿蛋白水平的影响　 如图 １
所示， 与正常组比较， 模型组大鼠尿蛋白水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ２４ ｈ 尿量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明阿霉素肾病综合征

大鼠模型构建成功； 与模型组比较， 五苓散去桂枝加桂皮

醛组、 桂皮醛组、 贝那普利组大鼠尿蛋白水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿量、 尿蛋白水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 五苓散对大鼠肾功能的影响　 如图 ２ 所示， 与正常组

比较， 模型组大鼠肌酐、 尿素氮水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 五苓散去桂枝加桂皮醛组、 桂皮醛组、 贝那

普利组大鼠肌酐、 尿素氮水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 五苓散对大鼠肾组织 ＡＣＥ、 ＡＣＥ２、 Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达的

影响 　 如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组大鼠 ＡＣＥ、
Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＣＥ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 五苓散去桂枝加桂皮醛组、 桂皮醛

组、 贝那普利组大鼠 ＡＣＥ、 Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＣＥ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

肾病综合征在中医上被归为 “水肿” “水气” 等范畴，

其治疗原则主要应侧重于通阳利水［１４］ 。 五苓散是治疗阳不

化气， 水湿内停之经典方剂， 常用于泌尿系统［５⁃６］ 、 心血管

系统［７］等疾病的治疗。 桂枝是五苓散的 “要药”， 桂皮醛

是桂枝的重要活性成分。
肾素血管紧张素系统 （ＲＡＳ） 的主要功能是调节和维

持人体血压、 水、 电解质的平衡， 是参与高血压发病的重

要机制［１５］ 。 血管紧张素转换酶 （ＡＣＥ） 是 ＲＡＳ 的关键组成

部分， 肝脏释放的血管紧张素原被肾素水解为血管紧张素 １
（Ａｎｇ⁃１） 后， 可被 ＡＣＥ 裂解产生血管紧张素 ２ （ Ａｎｇ⁃
２） ［１６］ 。 而 Ａｎｇ⁃２ 主要有血管收缩、 水钠潴留、 醛固酮释放

等作用［１７⁃２１］ 。 血管紧张素转化酶 ２ （ＡＣＥ２） 是 ＡＣＥ 的同源

物［２２⁃２３］ ， 主要在肾脏血管内皮和肾小管上皮中表达［２４］ ， 能
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠肌酐、 尿素氮水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠肾组织 ＡＣＥ、 ＡＣＥ２、 Ａｎｇ⁃２蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

减少体内 Ａｎｇ⁃２ 表达， 从而具有内源性 ＡＣＥ 抑制剂的作用，
进而降低血压， 减轻肾损伤［２５］ 。 已有研究表明， 阻断 ＲＡＳ
对肾脏具有保护作用［２６］ 。

肾病综合征可导致高血压的发生， 而高血压又会进一

步造成肾脏损害， 两者相互作用， 促使疾病不断发展［２７⁃２８］ 。
蛋白尿是肾病综合征的主要表现， 高血压的发生会加重蛋

白尿［２９］ 。 研究表明， ＲＡＳ 与血压、 肾损伤和尿蛋白密切相

关， 可通过降低血压来减少肾损伤和蛋白尿［３０］ 。 其中，

Ａｎｇ⁃２ 是参与疾病发展的主要因素［３１］ 。
本实验采用阿霉素成功复制了肾病综合征大鼠模型。

研究发现， 五苓散去桂枝加桂皮醛、 桂皮醛、 贝那普利可

降低阿霉素肾病综合征大鼠尿蛋白、 肌酐、 尿素氮含量，
降低 ＡＣＥ、 Ａｎｇ⁃２ 表达， 同时使 ＡＣＥ２ 表达升高。 但五苓散

组及五苓散去桂枝组未见尿蛋白、 肌酐、 尿素氮水平降低，
ＡＣＥ、 Ａｎｇ⁃２ 表达降低及 ＡＣＥ２ 表达升高。

综上所述， 桂皮醛是五苓散发挥抗肾病综合征的主要
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活性成分， 对阿霉素肾病综合征大鼠有一定的肾脏保护作

用， 其作用机制可能与 ＲＡＳ 信号通路有关。
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