
中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第12期2005年12月 ·1827·

制提供理论和实验基础；为进一步开展方剂研究提供

策略；为临床治疗多发性骨髓瘤及其他恶性肿瘤开辟

新的道路，具有重要的理论意义和应用前景。
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泽泻有效部位对肾草酸钙结石模型大鼠肾组织骨桥蛋白表达的影响

米其武1，曹正国2，刘继红1，吴继洲3，尹眷萍3，周四维1，叶章群1

(1华中科技大学同济医学院附属同济医院泌尿外科，湖北武汉430030{2．安徽省立医院泌尿外科

安徽合肥230001；3．华中科技大学J司济医学院药学院，湖北武汉430030)

摘要：目的研究泽泻有效部位对大鼠肾草酸钙结石形成和肾组织骨桥蛋白(OPN)表达的影响，探讨泽泻抑制

尿结石形成的机制。方法采用现代植化和生物活性导向分离的方法分离、提取泽泻的有效部位=将30只大鼠随

机分成3组：对照组、模型组、泽泻组。以乙二醇和1a羟基维生素D。-g制备大鼠肾革酸钙结石模型。检测各组大鼠

血及尿生化、肾ca抖水平、24 h尿草酸分泌量和肾组织病理学改变，并采用免疫印迹(Western blotting)和半定量

逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)分别观察各组大鼠肾组织OPN蛋白及其mRNA的表达水平。结果19泽泻有

效部位(主要以四环三萜类化台物为主)大鼠的血清肌酐(SCr)、尿素氮(BUN)、肾caH水平、24 h尿cah分秘

量、肾组织草酸钙晶体的分布、OPN蛋白及其mRNA的表达水平均显著低于模型组(尸<o 01)。结论泽泻有效

部位能抑制大鼠肾组织OPN的表达，减少肾组织草酸钙结晶的沉积，从而能有效抑制大鼠肾草酸钙结石的形成。

关键词：泽泻；尿石；骨桥蛋白；草酸钙
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Abstract：Objective To study the effects of active fractions of Alisma orientale on urinary calcium

oxalate stone formation and osteopontin(0PN)expression in urolithiasis model rats and to explore the

mechanism of A．orientale on the prevention of the formation from urinary calculi．Methods The active

fractions of A．orientale were seperated and extracted with isolation techniques guided by modern phyto—

chemistry and bioactivity．Adult male Wistar rats(30)were randomized into three groups，they were con

trol，model，and A．orientale groups．The model rats with renal calcium oxalate stone formation were in—

duced by ig ethylene glycol and la—hydroxyvitamin D3 for four weeks．The calcium oxalate deposit in the

kidney was observed by microscopy．The SCr and BUN levels，renal tissue calcium content，24 h urinary

oxalic acid excretion，and physiological change in renal tissue were also detected．Western blotting and

RT—polymerase chain reaction(RT—PCR)techniques were used tO observe the protein and mRNA expres—

sion of OPN in rat renal tissue of every groups．Results SCr and BUN level，renal tissue calcium content，

24 h urinary calcium excretion，crystal depos tion，and the 0PN expression in the rats by ig active frac—

tlons which were identified as tetracyclic trlterpenoids，were significantly lower than those in model group

(P<O．01)．Conclusion The active fractions of A．orientale can inhibit the OPN expression and deposit of

calcium oxalate in renal tissue SO as to block the formation of renal calcium oxalate stone in rats potently．

Key words：Alisma oHentale(Sam．)Juzep．；urinary calculi；osteopontin(OPN)；calcium oxalate

泽泻Alisma oHentale(Sam．)Juzep．是治疗

泌尿系结石的常用传统中药，以往的研究已证实泽

泻的有效部位醋酸乙酯浸膏能显著抑制大鼠肾草酸

钙结石的形成“】，但目前国内外尚未见泽泻抑制肾

草酸钙结石形成的活性部位及其作用机制的研究报

道。骨桥蛋白(osteopontin，OPN)是一种富含天冬

氨酸的磷酸化糖蛋白，体外实验表明能显著抑制草

酸钙晶体的成核、聚集和与肾小管上皮细胞的黏附．

认为可能是草酸钙结石的抑制因子o]。本课题组在

前期工作的基础上采用现代植化和生物活性导向分

离的方法进一步从泽泻中分离得到了一种化合物，

体外研究已证明其对草酸钙结晶有抑制作用o]。本

实验分别用免疫印迹(Western blotting)和半定量

逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)初步观察了泽泻

的活性部位对肾草酸钙结石模型大鼠肾结石形成和

肾OPN及其mRNA表达的影响，为泽泻在抑制肾

草酸钙结石形成的作用机制方面的深入探讨提供了

实验依据。

1材料

泽泻有效部位的提取：泽泻粗粉(产于福建，由

华中科技大学同济医学院药学院吴继洲教授鉴定)

10．5 kg，用50％甲醇回流提取，回收甲醇得浸膏约

2 kg，加适量水溶解后，用醋酸乙酯萃取并回收醋酸

乙酯得到醋酸乙酯浸膏212 g，留45 g配样，其余的

用硅藻土柱色谱分离，以醋酸乙酯洗脱，回收溶剂得

到醋酸乙酯洗脱液，经硅胶柱色谱分离，用石油醚洗

脱并反复柱色谱分离后得到提取物2．1 g。将该提取

物与25．0 mI．无水乙醇和25．0 mI。聚山梨酯一80

充分混匀后，用蒸馏水定容至500 mL备用(其主要

成分为四环三萜类，相当于含生药20．0 g／mL)。

2方法

2．1 动物模型制备和分组处理：Wistar健康雄性

大鼠30只，体重180～220 g，随机分为3组，每组

10只。A组(对照组)；B组(肾草酸钙结石模型

组)：参照文献报道方法[43复制大鼠肾结石模型。以

1％乙二醇+1a羟基维生素D。为诱石剂，隔天ig

给予，每只0．5 pg；C组(泽泻组)：在给予与B组相

同诱石剂的同时，每天ig泽泻提取物5．0 mI。／kg

(相当于生药100．0 g／kg，预实验证明此剂量为最

佳剂量)。各组大鼠均给药4周。

2．2一般观察指标及检测方法：实验结束前1 d称

体重，比较实验前后大鼠体重的变化，用代谢笼收集

并测定24 h尿量、尿液pH值、24 h尿草酸的分泌

量(过氧化氢盐酸苯肼法)。戊巴比妥ip麻醉后，

严格无菌操作下行下腔静脉穿刺取血，离心取上层

血清，用Olympus Aul000自动分析仪测血清尿素

氮(BUN)、血清肌酐(SCr)水平；同时切取肾组

织，一部分置液氮罐保存备用，另一部分以10％中

性福尔马林固定，作常规HE石蜡切片和

Pizzllato’S染色，光镜下观察肾组织草酸钙结晶形

态分布及肾组织的病理改变。Hitachi 180一80型原

子吸收光谱仪进行肾组织Ca”、尿总Ca2+测定。

2．3 Western blotting检测肾组织OPN蛋白的表

达：匀浆器处理肾组织，用预冷的PBS洗2遍，加入

5倍体积的组织蛋白裂解液，置冰上30 min，离心

(12 000×g)2 min，取上清液，测蛋白浓度。取10

“I．加入等体积2×上样缓冲液，煮沸10 min，离心

后取上清液。制备10％非连续SDS—PAGE凝胶，
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每孔加变性后的总蛋白100 pg，在100 V下电泳。

至溴酚蓝达到凝胶底部，恒流320 mA，2 h后将蛋

白电转移到PVDF膜。5％脱脂奶粉封闭2 h，加入

1；1 000稀释兔抗人OPN多克隆抗体(美国

Santa Cruz公司)，4℃过夜，加入1 t 1 000稀释的

HRP标记羊抗兔二抗，室温孵育1 h，最后在暗室中

进行化学发光法显影。设立不加一抗的阴性对照组，

Western blotting蛋白条带测定吸光度A值。

2．4 RT—PCR检测肾组织OPN mRNA的表达：

肾组织总RNA提取按Trizol试剂盒(美国Gibieo

公司)的说明书进行。紫外分光光度计测定提取的

总RNA A。。。／A：。。值，并经甲醛变性琼脂糖凝胶电

泳鉴定。根据Primer 5．0引物设计软件设计的

OPN引物序列，正义引物：5'-CATCAGAGccAc—

GAGTTTcA一37，反义引物：5，_TCAGGGCC—

CAAAACACTATC一3’，扩增产物为273 bp；RT

PCR二步法按TaKaRa RNA PCR试剂盒(大连宝

生物工程有限公司)的说明书进行。取逆转录产物

10 pL进行PCR，50卢L PCR体系的反应条件：94

℃3 min；94℃30 S；54℃30 S；72℃1．5 min；

35个循环。同时进行内参照p肌动蛋白(p—actin)

的PCR，正义引物：5’一CCCAGAGcAAGA—

GAGGcTC一3 7，反义引物：5’一AGcACAGCCTG—

GATAGCAAC一37，扩增产物长度为400 bp。取

PCR产物5止在1．5％的琼脂糖凝胶中，75 V下

电泳，uVP凝胶成像系统照相扫描，测定灰度值，计

算出每个标本OPN与肛aetin的比值来判断各组

中OPN mRNA表达的相对水平。

2．5统计学分析：数据用；±s表示，总体比较采用

方差分析，组间比较采用q检验，用SPSS 11．5统

计软件进行分析。

3结果

3．1一般情况：泽泻大鼠的24 h尿量为(25．41±

8．17)mL，明显高于对照组的(16．26士3．18)mI，

和模型组的(13．07土4．34)mL，差异显著(P<

0．01)。泽泻活性部位对大鼠尿pH值无明显影响

(pH值均在6．40左右)。模型组大鼠死亡1只，大

鼠的食量、体重增量均小于其他组，但差异不显著

(P<0．05)。

3．2血清BUN、SCr、24 h尿Ca“、24 h尿草酸分

泌量和肾组织Ca2+水平：结果见表1。对照组血清

BUN、SCr、24 h尿草酸、24 b尿ca”、肾组织Ca
2+

水平均明显低于其他两组，差异显著；泽泻组血清

BuN、SCr、24 h尿ca”、肾组织ca2+水平均明显低

于模型组，差异显著；24 h尿草酸分泌量，模型组与

泽泻组间差异不显著。

裹1 3组大鼠血清BUN、SCr、24 h屎草酸、24 h尿ca2+和肾组织ca2+水平(；士j)

Table I Serum BUN，SCr．24 h urinary oxalic acid，and Ca“level in 24 h urine

and in renal tissue of rats in three groups(；土s)

与对照组比较：⋯P<0，OOl{ 与模型组比较：△6P<o．01 AAAp-<o．001

⋯P<0 001们control group{ △△P<0-Ol △△△P<0·001口j model group

3．3肾组织病理学检查：Pizzllato’S染色后，草酸 衰2 3组大鼠肾组织OPN蛋白及mRNA

钙晶体在光镜下呈黑褐色。模型组大鼠肾组织草酸 的表达水平(i土s)

钙结晶布满全肾，主要分布在肾乳头和肾皮质，部分

结晶成堆且互相连接成片，高倍镜下晶体主要存在

于肾近曲小管和远曲小管，小管上皮细胞明显肿胀、

变性、坏死，管腔显著扩张；结石经分析表明是草酸

钙结石。泽泻组大鼠肾组织草酸钙晶体明显少于模

型组，仅有少数晶体分布在肾皮质和髓质且晶体大

多散在不成堆，管腔内也仅见散在的草酸钙结晶，扩

张程度也明显比模型组轻。

3．4 OPN蛋白的表达：3组大鼠肾组织OPN蛋白

的Western blotting蛋白条带的A值见表2。对照

组肾组织OPN蛋白条带的4值均明显低于模型组

Table 2 Protein and mRNA expression of OPN in renal

tissue of rats in three groups(z土F)

组别 动物／只OPN蛋白表达(A值)OPNmRNA表达

与对照组比较：一尸<O．01 ⋯P<O．001
与模型组比较：A6p<0．01 666P<O．001

一P<0．01⋯P<0．001 w control group

66P<0．01 △△△P<O 001"5 model group

和泽泻组，差异显著；泽泻组OPN的A值也明显低

于模型组，差异显著。
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3．5 OPN mRNA的表达：3组大鼠肾组织OPN

mRNA的RT—PCR扩增产物电泳结果见图1，OPN

mRNA的相对表达水平见表2。对照组肾组织OPN

mRNA的表达水平均明显低于模型组和泽泻组，差

异显著；泽泻组OPN mRNA的表达水平也明显低

于模型组，差异显著。

圈1 3组大鼠肾组织OPN mRNA的RT—PCR电泳图

Fig．1 Electrophoregram of RT—PCR of OPN mRNA

in renal tissue of rats in three groups

4讨论

尿石症是威胁人类健康的常见疾病之一，草酸

钙结石占尿结石的80％左右，尿结石被摘除或排

出后的复发率很高。随着体外冲击波碎石和腔内泌

尿外科等发展，尿石症的治疗已取得较大的进步，但

目前尚缺乏治疗及预防尿结石复发的有效药物。泽

泻具有利水渗湿功效，可与多种中草药配伍组成治

疗尿路结石的传统方剂。泽泻用于防治尿石症有悠

久的历史和良好的效果，虽已积累了丰富的fI缶床经

验，然而对其作用机制，特别是对其活性成分深入的

基础研究报道甚少。自Yamaguchi等“3报道泽泻的

水提液体外能抑制草酸钙结晶的生长(晶体生长抑

制指数达到80％以上)；能显著抑制实验性肾结石

大鼠肾草酸钙结石形成以来，许多学者对泽泻的活

性部位及其防治草酸钙尿石症的作用机制进行了研

究。本实验采用现代植化和生物活性导向分离的方

法将泽泻的有效部位醋酸乙酯浸膏进一步分离得到

几种化合物，通过前期的动物和体外实验逐渐筛选

出泽泻的活性部位，并探讨了其对结石模型大鼠肾

结石形成和OPN表达的影响。

本实验采用1％乙二醇和1a一羟基维生素D，·g

诱导大鼠肾草酸钙结石形成。实验结果表明泽泻的

活性部位明显降低肾结石大鼠的血清BUN、SCr、

肾Ca“水平和24 h尿Ca“分泌量，减轻肾小管损

伤的程度；而其对大鼠尿草酸的排泄并没有影响。同

时服用泽泻的大鼠24 h尿量明显多于对照组和模

型组，表明泽泻较强的利尿作用也有助于大鼠肾结

石的排出。

正常人尿抑制草酸钙结晶的能力主要依赖于尿

液中的某些蛋白质大分子，它们的浓度及其内在的

抑制能力可显著影响草酸钙晶体的生长和聚集。

OPN是一种磷酸化糖蛋白，从正常人尿液中提纯的

OPN在多种浓度下均对草酸钙结晶的生长和聚集

有明显的抑制作用o]，表明OPN可能是正常机体

一种重要的抑制结石形成的内源性大分子物质。免

疫组化和原位杂交证实OPN主要是由正常肾脏远

曲小管和集合管合成分泌⋯。Yasui等=81的研究发

现，正常人肾脏表达OPN较弱，而结石模型组大鼠

OPN的表达明显高于对照组，而结石患者的肾脏和

结石原基质中OPN表达明显增强。本实验也证实

结石模型组大鼠OPN的表达明显高于对照组，而

OPN的过高表达是由大鼠服用乙二醇和1a～羟基

维生素D。后产生的高草酸尿、高钙尿和草酸钙晶体

在肾脏的沉积共同调控所致o]。OPN的这种分泌情

况，是机体的一种防御机制，肾脏表达OPN的强度

在一定程度L反映了尿抑制晶体结晶的能力，即通

过合成更多的OPN来抑制结石形成。大鼠服用泽

泻活性部位后，OPN的表达显著降低。

泽泻主要含挥发油、天门冬素、植物甾醇苷、脂

肪酸、树脂、蛋白质、淀粉、三萜类化合物、倍半萜类

化合物、尿苷、大黄素、泽泻醇c一醋酸醋和环氧泽泻

烯等。本课题组将泽泻的活性部位进行初步的核磁

共振谱分析，发现其主要成分是四环三萜类化合物，

它可能通过减少结石大鼠肾组织OPN的表达来抑

制大鼠肾结石的形成，这为阐明泽泻防治草酸钙尿

石症的物质基础及其作用机制和进一步开发生产治

疗尿石症的新药提供了理论依据，有助于科学评价

泽泻药材及制剂的质量、改进剂型和提高其防治尿

石症的疗效。
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油茶皂苷对缺氧一复氧诱导的内皮细胞损伤及中性粒细胞黏附的影响

黄起壬1，何明1，戴育成2，罗永明3

(1．江西医学院药理教研室，江西南昌 330006；2．江西医学院第二附属医院血液研究所

江西南昌 330006；3．江西中医学院药学系，江西南昌 330006)

摘要：目的研究油茶皂苷(sQs)对缺氧一复氧诱导的内皮细胞损伤及中性粒细胞黏附的作用及可能的机制。方

法 建立人脐静脉内皮细胞(HUVEC)缺氧一复氧损伤模型，取培养细胞上清液测定LDH活性，分别测定HU

VEC存活率．中性粒细胞黏附率、线粒体丙二醛(MDA)水平及超氧化物歧化酶(s0D)和谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH—Px)活性。同法检测中性粒细胞黏附。结果缺氧复氧可导致HUVEC损伤及中性粒细胞黏附的增加，表

现为LDH活性、MDA水平及中性粒细胞黏附率显著升高，而SOD和GSH—Px活性显著下降{sQs呈浓度依赖性

地对抗上述改变。结论SQS对缺氧一复氧诱导的HUVEC损伤有保护作用，其机制可能与其抗脂质过氧化和抑制

白细胞黏附有关。

关键词：油茶皂苷；内皮细胞；中性粒细胞；黏附；缺氧一复氧
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Effects of sasanquasaponin on injury of endothelial cells induced

by hypoxia—reoxygenation and neutrophil adhesion

HUANG Qi—renl，HE Min91，DAI Yu chen92，LUO Yong—min93

(1．Department of Pharmacology，Jiangxi Medical College，Nanehang 330005·Chinal 2．Institute of Hematology，

the Second Affiliated Hospital of Jiangxi Medical College，Nanchang 330006，China；3 Department of

Pharmaceutical Science，Jiangxi College of Traditional Chinese Medicine，Nanehang 330006，China)

Abstract：Objective To investigate the effect of sasanquasaponin(SQS)on injury of endothelial cells

induced by hypoxia—reoxygenation and neutropbil adhesion，and its possible mechanisms．Methods Hu

man umbilical vein endotheliaI cells(HUVEC)were exposed to normoxia or hypoxia—reoxygenation ln the

absence or presence of SQS(10．0，1．0，and 0．1#mol／I。)．Lactate dehydrogenase(LDH)activity was de—

termined in cultured HUVEC supernatants．HUVEC survivaI rate，neutrophil adhesion rate，malondialde—

hyde(MDA)1evel superoxide dismutase(SoD)and glutathione peroxidase(GSH—Px)activities were mea—

sured．Neutrophil adhesion was assayed in additional HUVEC treated as above．Results The results

showed that hypoxla—reoxygenation resulted in HUVEC injury and enhancement of neutrophil adhesion，

with the increase in LDH activity，MDA level，and adhesion rate as well，conversely，with the decrease in

activity of SOD and GSH—Px{SQS antagonized these changes in a concentration—dependent manner．Con—

elusion SQS may protect HUVEC against bypoxia—reoxygenation injury and its mechanism appeares to be

related to anti 1ipoDeroxldlzation and anti—adhesion of white blood cell．

Key words：sasa“quasaponin；endothelial cells；neutrophils；adhesion；hypoxia—reoxygenation

缺血再灌注损伤是许多心脑血管疾病共同的

病理过程。已有充分证据表明：中性粒细胞的参与是

缺血再灌注损伤的关键因素，而血管内皮则是缺

血一再灌注损伤的关键部位。1]。研究表明，细胞在缺

血或缺氧的情况下，将出现能量代谢障碍，引起细胞

内钙超载和氧自由基的产生，并产生细胞因子，激活
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