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据文献记载,中药柴苓汤源于古代危亦林的《世医得效方》。
近年来 ,人们注意到 ,此方具有明显的利水渗湿作用 , 多用于治疗

泌尿系统和消化系统疾病。在日本关于柴苓汤治疗肾小球疾病实

验的研究比较多见。我们针对柴苓汤中的有效成分进行了系列研

究 ,发现柴苓汤可以防治肾小球硬化[1],其中主要活性成分是柴胡

皂苷- d(SS- d)[2]。SS- d 为五环三萜齐墩果烷型皂苷。本实验室已从
传统中药北柴胡中提取出柴胡总皂苷 , 经硅胶柱层析、Rp- 8 反相
柱层析分离纯化 ,制备了 SS- d 纯品 ,其纯度可达 92%。近十几年
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[摘要] 目的:观察柴胡皂苷- d 对一侧肾切除加单克隆抗体 1- 22- 3 注射造成进行性大鼠肾小球硬化的防治作用。方法 : 18 只大鼠一
侧肾切除 1 d 后 ,尾静脉注射单克隆抗体 1- 22- 3 造成大鼠进行性肾小球硬化。随机分为 3 组 ,每组 6 只。第一组给生理盐水作对照 ,另
外两组分别腹腔注射柴胡皂苷- d 1.8 mg 和 0.6 mg/kg 体重/d。在代谢笼内取大鼠造模后第 1、4、8、14 和 21 d 尿液 , 并动态观察造模
后第 1、5、10、14 和 18 d 收缩压变化。21 d 后处死全部大鼠 ,进行血生化和肾组织光学显微镜检查 ,并利用 RT- PCR 和免疫荧光的方
法分析了药物对炎症硬化因子 TGF-β、I型胶原、"- 平滑肌肌动蛋白("- SMA)和炎症细胞在肾小球和肾小管间质表达与分布的影响。
结果 :柴胡皂苷- d 在减轻肾小球病理损害的同时 ,抑制了 TGF-β在肾小球内的表达和 a- SMA沿鲍曼氏囊的分布。柴胡皂苷- d 治疗
组 CD8+T 细胞和巨噬细胞在肾小球周围和肾小管间质的浸润也明显减轻。结论 :柴胡皂苷- d 能够有效地防治大鼠肾小球硬化 ,可能与
抑制了 TGF-β在肾小球内的表达和炎症细胞在肾小球和肾小管间质浸润有关。
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Abstract: Objective: The preventive effects of Saikosaponin - d (Ssd ) on the progression of mesangioproliferation and glomerulosclorosis,
induced by intravenous injection of anti - Thy1 monoclonal antibody (mAb) 1- 22- 3 into uninephrectomized rats, were evaluated. Methods:
Eighteen rats were divided into three groups of six. One group was treated with phosphate buffered saline (PBS) as a control. The other two
groups were treated with Ssd 1.8 mg/kg body weight (BW)./day or 0.6mg/kg BW/day respectively. Urine samples were collected from the rats in
metabolic cages on days 1, 4, 8, 14 and 21 after the injection of mAb 1- 22- 3. Systolic BP (SBP) was tested on days 1, 5, 10, 14 and 18 after
the injection. All rats were sacrificed 21 days after the injection of mAb 1- 22- 3 for blood biochemistry, and immunofluorescent and light
microscopy of the kidneys. Results: Ssd suppressed proteinuria, extracellular matrix expansion, crescentic formation as well as inflammatory
cell infiltration. Especially, Ssd was shown to have highly significant suppressive effect on CD8+T cells infiltration into the periglomerular and
tubulointerstitial areas and on expression of TGF- a type I collagen in the kidneys and α- SMA along Bowman's capsule. Conclusions: Our
study indicates that Ssd could prevent initiation and progression of mesangioproliferative glomerulonephritis in rats through inhibition of
CD8+ T cell infiltration, macrophage accumulation and activation, and expression of TGF- and type I collagen in the kidneys.
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来 , 有 人 做 了 一 些 关 于 SS - d 抗 炎 和 免 疫 调 节 方 面 的 研
究[3- 4],但是 ,关于 SS- d 治疗肾脏病及机理探讨的报道却很少。为
了进一步观察 SS- d 防治大鼠肾小球硬化的作用并探讨相关的机
理 ,我们进行了以下的实验研究。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 动物
雌性 Wistar 大鼠 18 只 , 6 周龄 , 体重 140~160 g, 购于维通利

华实验动物公司。

1.1.2 实验用药
柴胡皂苷- d 由中日友好医院药物药理室从北柴胡中提取 ,

为白色粉末 ,能部分溶于生理盐水中; 腹腔注射给药。高效液相色
谱法分析其纯度大于 90%。
1.1.3 实验试剂
1) 1- 22- 3 抗体: 日本新泻大学医学部肾脏病研究所免疫病

态学研究室清水不二雄教授赠送。其制备方法可参照 Kawachi等
的报道[5]。

2) 免疫荧光所用一抗 :
① 抗巨噬细胞的单克隆抗体 (mAb ED1), Chemicon Interna-
tional Inc, Temecula, CA, USA;
② 抗胸腺组织中细胞毒/T抑制淋巴细胞的单克隆抗体(mAb
CD8), PHLS Center for Applied Microbiology and research, Wilt-
shire, UK;
③ 抗平滑肌肌动蛋白单克隆抗体 (mAbα- SMA), Sigma

Chemical Company, St. Louis, MO, USA;
④ 多克隆兔抗转化生长因子-β( TGF-β)抗体 Chemicon;
⑤ 兔抗胶原 I抗体 Chemicon。
3) 免疫荧光所用二抗 :
① FITC标记羊抗小鼠 IgG1 和 IgG2a, Southern Biotechnology
Associates, Inc, Birmingham, AL, USA;
② FITC标记猪抗兔 Igs DAKO- Patts. Glostrup. Denmark。
4) dATP、dCTP、dGTP、dTTP、寡(dT)12- 18、反转录酶 GIBCO
BRL, Gaithersburg, MD, USA。
1.2 方法
1.2.1 给药及取材方式
18 只大鼠分为 3 组 , 每组 6 只。组 1 给磷酸盐缓冲液( PBS)

作对照; 组 2 给柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg体重/d;组 3 给柴胡皂苷- d
0.6 mg/kg 体重/d.。全部大鼠于左肾切除 1 d 后 , 尾静脉注射
500 μg单克隆抗体 1- 22- 3。每组大鼠在抗体注射前 5 d,开始给
生理盐水或柴胡皂苷- d,抗体注射后连续给药 21 d。21 d 后处死
全部大鼠 , 心脏取血做生化检查 , 取肾组织做免疫荧光和光学显

微镜检查。

1.2.2 尿蛋白检测
于造模后第 1、4、8、14、21 d, 将大鼠放入代谢笼内 , 禁食 , 可

自由饮水 ,收集大鼠 24 h 尿液。分别取 3 组大鼠 24 h 尿 ,采用双
缩脲法进行蛋白定量分析 ,以牛血清白蛋白作为标准对照。

1.2.3 收缩压测定
收缩压的测定采用尾动脉描记法 , 测定前大约预热 15 min,

使尾部血管充分扩张。单克隆抗体 1- 22- 3注射后第 1、5、10、14 d
和 18 d, 晚 7- 10 时之间测定全部大鼠的收缩压 , 重复 3 次 , 取平
均值。

1.2.4 光镜检查
部分肾组织被固定在 10%的中性福尔马林缓冲液中 , 石蜡包

埋。切割 2～3 (m厚 ,利用 PAS和 PAM染色。半定量分析系膜基
质增生程度 , 即观察每张切片中 100 个肾小球 , 根据肾小球受累
的百分比将其损害的严重性定为 0～++++, 即 :正常为 0; 病变小

于 25%为 + ; 25%~50%为 ++ ; 50%~75%为 +++ ; 75%~100%
为++++。以此作为该小球系膜基质增加分数 ,分别为 1～4 分。将
100 个肾小球分数总和后 , 取平均值作为每只鼠的系膜基质增加
分数 ,并计数了 100 个肾小球中新月体的数量。
1.2.5 免疫荧光分析
肾组织在被冷却为- 70℃的正己烷中萃取后 , - 70℃保存 , 冰

冻切片机将冻结组织切割为 4 μm厚 , 间接免疫荧光法染色。荧
光镜下 , 分别记数每只大鼠 20 个完整的肾小球中和肾小球周围
ED1 和 CD8 阳性细胞数 ;在放大 400 倍的情况下 , 记数每只大鼠
15 个视野中肾小管间质 ED1 和 CD8 阳性细胞数。另外 , 半定量
分析了肾小球内 TGF- &、I 型胶原和 $- SMA的荧光强度和分布 ,
当病变范围<25%时记为+; 当病变范围为 25%～50% 时记为++,
50%～75%记为+++, >75%记为++++,并分别记为 1~4 分。将 20 个
肾小球分数总和后 , 取平均值作为每只鼠的荧光强度分数 , 进行

统计学处理。

1.2.6 血生化检查
检测了血液标本中血清总蛋白、肌酐、胆固醇和尿素氮的水

平。

1.2.7 统计学分析
组间数据分析 , 采用非配对 t 检验 , 所有数据均采用均值±标

准差 (X±s.d.) 表示。

2 结果
2.1 尿蛋白
给一侧肾切除的大鼠注射单克隆抗体 1- 22- 3 后出现蛋白

尿 ,如图 1 所示。尿蛋白可从抗体注射 4 d 后持续到实验结束。与
生理盐水对照组比较 , 治疗组于第 4、8、14 d 和 21 d 均显示对尿
蛋白具有抑制作用。特别是在第 4 d, 柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg/d 与
生理盐水对照组比较具有显著性的差异 ( 18.9±12.5 mg vs 68.4 ±
41.7 mg, P< 0.05 )。

2.2 收缩压
给一侧肾切除的大鼠注射单克隆抗体 1- 22- 3, 10 d 后可见到
明显的收缩压升高 ,如图 2 所示。柴胡皂苷- d 明显地抑制了收缩
压的增高 , 特别是在高剂量组 , 于第 10、14 和 18 d 与生理盐水对
照组比较 ,均见到明显的统计学差异。

图 1 动态分析各组 24 h 尿蛋白排泄(mg/d)
注 : x±SD,□磷酸缓冲液 ( PBS: 对照 ) ;◇柴胡皂苷- d 1.8mg/kg体重/d;

○柴胡皂苷- d 0.6mg/kg体重/d.与对照组比较 *, P<0.05。

Fig. 1 The mean 24- h urinary protein excretion
values (mg/day)

Each value is expressed as mean±SD. □, phosphate- buffered saline (PBS:

control); ◇, Saikosaponin- d(Ssd) 1.8mg/kg BW/d; ○, Ssd 0.6mg/kg BW/d.

*,P<0.05 compared with control value.
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图 3 第 21 d 光镜所见生理盐水对照组
与柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg. d 组情况

Fig. 3 His tological changes of the kidneys at 21 days
after mAb 1- 22- 3 injection

2.3 光镜所见
在第 21 d, 生理盐水对照组 (如图 3A所示 )可见到肾小球系

膜细胞增生、系膜基质增加、节段硬化伴新月体形成。如图 3B所
示 ,第 21 d 柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg/d 组 ,肾小球接近正常。我们半
定量分析了 3 组系膜基质增加情况 , 其统计学处理后的结果如图
4A所示 :系膜基质增加得分 , 药物治疗组明显低于对照组 (柴胡
皂 苷 - d 1.8 mg/kg/d , 柴 胡 皂 苷 - d 0.6 mg/kg/d vs 对 照 组 :
89±22.5, 105±28.8 vs 166.7±23.4, P<0.01)。图 4B所示为每一个标
本 100个肾小球中新月体出现的百分比 (柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg/d,
柴胡皂苷 - d 0.6 mg/kg/d vs 对照组 : 4.4%±2.0% , 8%±3.1% vs
13.2%±3.3%, P<0.01 和 P<0.05)。同时显示 ,柴胡皂苷- d 明显地减
轻了肾小球组织学的损伤。

2.4 荧光所见
如图 5A- 5D所示 ,抗体注射第 21 d 荧光结果显示 , 与生理盐

水对照组比较 , 柴胡皂苷- d 抑制了 mAb ED1 所示识别的巨噬细
胞和 mAb CD8 所示识别的 CD8+ T淋巴细胞在肾小球、肾小球周
围和肾小管间质的浸润。特别是 CD8+ T淋巴细胞集聚在柴胡皂
苷- d 治疗组明显地被抑制。
如图 6A- 6F 所示 , 柴胡皂苷- d 还抑制了肾小球内 TGF-λ、I

型胶原和 α- SMA 的表达。在生理盐水对照组中 , 我们见到
α- SMA不仅在系膜区有表达 , 而且沿着鲍曼氏囊亦可见到表达
(图 6E)。柴胡皂苷- d 组没有见到 α- SMA沿着鲍曼氏囊表达(图
6F)。

图 2 动态分析各组收缩压(mmHg)的变化情况
注 : x±SD,□磷酸缓冲液 ( PBS: 对照 ) ;◇柴胡皂苷- d 1.8 mg/kg体重/d;

○柴胡皂苷- d 0.6mg/kg体重/d;与对照组比较 *,P<0.05, **P<0.01 。

Fig. 2 The changes of mean sys tolic blood pressure
values (mm Hg)

Each value is expressed as mean±SD. □,phosphate- buffered saline ( PBS:

control); ◇, Ssd 1.8mg/kg BW/d; ○, Ssd 0.6mg/kg BW/d. *, P<0.05, ** P<

0.01 compared with control value.

图 4 系膜基质增加程度( A)和肾小球中
新月体形成的百分比( B)

注: x±SD,与对照组比较 *, P<0.05; ** P<0.01。

Fig. 4 The degrees of mesangial matrix expans ion
(A) and percentage of glomerular crescentic formation (B) Significant

decreases in both mesangial matrix expansion and glomerular crescentic

lesion were observed after the treatment of Ssd especially in those rats with

1.8 mg/kg Ssd treatment.
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( A)

( B)

(A)生理盐水对照组

注 :可见到肾小球系膜细胞增生、系膜基质增加 (箭头 2)、节段硬化

伴新月体形成(箭头 1) ( PAS X400)。

( B)柴胡皂苷- d 组(1.8 mg/kg.d)
注:肾小球接近正常( PAS X400)。

(A) Glomerular crescentic lesion (marked as 1) and mesangial matrix

expansion (marked as 2) were noted in the renal cortex of

glomerulonephritic rats without treatment of Ssd

(B) In glomerulonephritic rats with treatment of 1.8 mg/kg Ssd,

the glomerulus is nearly normal.
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图 5 抗体注射第 21 d 荧光结果显示
注: (A) 生理盐水对照组: 抗体注射第 21 天荧光结果 , 在肾小球、肾小球

周围和肾小管间质有大量被 mAb ED1 所识别的巨噬细胞浸润。

(B) 柴胡皂苷- d 治疗组:抑制了巨噬细胞在肾组织中的浸润。

(C) 生理盐水对照组 :抗体注射第 21 天荧光结果 , 在肾小球和肾小

管间质有大量被 mAb CD8 所识别的 CD8+ T淋巴细胞浸润。

(D) 柴胡皂苷- d 治疗组 : 抑制了 CD8+ T淋巴细胞在肾组织中的浸

润。

Fig. 5 Immunofluorenscent demons tration of the kidneys at
21 days after mAb 1- 22- 3 injection

(A) PBS: control: Increased infiltration of macrophages recognized by anti-

bodies against ED1 in the kidneys

(B) The treatment with Ssd: Decreased infiltration of macrophages recog-

nized by antibodies against ED1 in the kidneys

(C) PBS: control : Increased infiltration of CD8+ T lymphocytes recognized

by antibodies against CD8 in the kidneys

(D) The treatment with Ssd: Decreased infiltration of CD8+ T lymphocytes

recognized by antibodies against CD8 in the kidneys

2.5 血生化检查
统计学分析提示 ,各组间血清总蛋白、肌酐、总胆固醇和血尿

素氮无统计学差异。

3 讨论与结论
研究证明 , 柴胡皂苷- d 对一侧肾切除加单克隆抗体 1- 22- 3

引起的进行性系膜增生性肾小球肾炎具有治疗作用。具体表现在

抑制了尿蛋白的排泄、肾小球形态学的改变和炎症细胞的浸润。

系膜增生性肾小球肾炎是以大量蛋白尿、系膜细胞增生和细

胞外基质增加为特点的进行性肾小球疾病。目前有人报道 , 在人

类肾小球肾炎中 , 肾小球周围 α- SMA的表达与病变严重程度密
切相关 [6], 并且 , α- SMA沿鲍曼氏囊周围的表达被认为是肾小球
硬化进展的标志[7]。这些发现提示 ,炎症硬化因子可能在肾小球疾

病的进展过程中起了重要的作用。TGF-β1 已经被证明是一个介
导硬化的生长因子 , 在脏器纤维化中其表达明显增加 [8- 10]。此外 ,

在系膜细胞表型发生改变、向肌成纤维细胞转化时 , 亦可见到

TGF-β1 在肾间质的高度表达 [11]。因此 , 我们认为 , 调节 TGF-β1
在肾脏的表达可有效地控制单克隆抗体 1- 22- 3 引起的进行性系
膜增生性肾小球病变。此研究中 ,我们首次发现柴胡皂苷- d 抑制
了 TGF-β1mRNA和蛋白在实验性肾病大鼠肾脏内的表达。我们
还注意到 , 柴胡皂苷- d 在减少 TGF-β1 表达的同时 , 伴随着 I 型
胶原和 α- SMA在大鼠肾小球内表达的减少。据报道 , I型胶原主
要是细胞外基质成分在肾脏的过度蓄积 [12- 13];α- SMA是肌成纤维

细胞的标志物 ,其表达可反映系膜细胞的异常活化。我们认为 ,柴

胡皂苷- d 对肾脏疾病的治疗作用很可能是通过抑制了细胞事件
的活化与进展。免疫荧光结果还提示 ,柴胡皂苷- d 明显地抑制了
CD8+T细胞在肾小球周围和肾小管间质的浸润。我们分析 , 柴胡
皂苷- d 对巨噬细胞和被活化的巨噬细胞的抑制作用可能与部分
地抑制了 CD8+T细胞在肾小球周围和肾小管间质的浸润有关 ,这
些炎症细胞在引起肾损害、导致系膜增生性肾小球肾炎的进展方

面可能起了至关重要的作用[14- 15]。

研究结果提示 , 柴胡皂苷- d 通过抑制 CD8+T细胞在大鼠肾

图 6 柴胡皂苷- d 抑制了肾小球内 TGF-β、I型胶原
和 α- SMA的表达

注: (A) 生理盐水对照组:肾小球内可见明显的 TGF-β的表达。

(B) 柴胡皂苷- d 组: TGF-β的表达明显减轻。

(C) 生理盐水对照组:肾小球内可见明显的 I 型胶原的表达。

(D) 柴胡皂苷- d 组: I型胶原的表达明显减轻。

(E) 生理盐水对照组 :肾小球内可见明显的 α- SMA的表达 , 不仅在

系膜区有表达 ,而且沿着鲍曼氏囊亦可见到表达。

(F) 柴胡皂苷- d 组 :α- SMA的表达明显减轻 , 没有见到 α- SMA沿

着鲍曼氏囊表达。

Fig. 6 Immunofluorescent images ofα- SMA, type I
collagen and TGF-βin the glomeruli

(A) PBS: control: Increased positive stainings for α- SMA in the glomeruli.
(B) The treatment with Ssd: reduced positive stainings for α- SMA in the

glomeruli.

(C) PBS: control: Increased positive stainings for type I collagen in the

glomeruli.

(D) The treatment with Ssd: reduced positive stainings for type I collagen

in the glomeruli.

(E) PBS: control: Increased positive stainings for TGF-βin the glomeruli.

(F) The treatment with Ssd: reduced positive stainings for TGF-βin the

glomeruli.
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脏的浸润、巨噬细胞的积聚和活化以及 TGF-β1 和 I 型胶原在肾
组织中的表达 ,从而起到了抑制系膜增生性肾小球肾炎发生和进

展的作用。
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