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摘 要:目的 探讨甘草甜素对大鼠肾小球硬化早期的保护作用。方法 采用两次经尾 iv 阿霉素方法建立大鼠

肾小球硬化模型。实验随机分为 3 组,模型组、甘草甜素治疗组和对照组。检测各组大鼠第 4、6、8 周各项指标的

变化,包括 24 h 尿蛋白定量、血清尿素氮 ( BU N)、肌酐 ( SCr )、胆固醇 ( T C) 和白蛋白 ( A lb)。各组取肾皮质进行

光镜等组织病理学检测。应用免疫组织化学方法检测肾组织内转化生长因子 1 ( TGF 1)、结缔组织生长因子

( CTGF ) 蛋白的表达。采用标准曲线法进行荧光定量 PCR 检测肾组织内 TGF 1、CTGF 和金属蛋白酶组织抑制

物 1 ( T IMP 1) mRNA 的表达。结果 甘草甜素治疗组大鼠 24 h 尿蛋白定量、BUN、SCr、TC 和 Alb 等指标与模

型组相比较均有不同程度改善 (P < 0 05)。肾小球硬化程度治疗组明显轻于模型组。治疗组与模型组比较肾组

织内 TGF 1 和 CTGF 蛋白表达均有不同程度降低, 表达峰值下降 ( P < 0 05)。治疗组与模型组比较 TGF 1、

CT GF 和 T IMP 1 mRNA 表达均有不同程度降低,表达峰值下降 ( P< 0 05)。结论 从蛋白和 mRNA 水平同时

证实甘草甜素对 TGF 1、CTGF 和 T IMP 1 的表达有明显的抑制作用, 证实甘草甜素对大鼠肾小球硬化有早期保

护作用。
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Renoprotective effects of glycyrrhizin on experimental glomerulosclerosis in rats
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Abstract: Objective T o invest igate the protect ive effects of gly cy rrhizin ( GL) on ear ly g lomeruloscle

r osis. Methods To create glomer ulo sclero sis models of r at by inject ing adriamycin tw ice in vena caudalis.

The rats w ere randomly divided into follow ing three g roups: model g roup, tr eatment g roup, and contro l

group. The level of each index w as measured at the w eek 4, 6, and 8. T he indexes include: quant itation of

24 h ur ine pr otein, serum levels of blo od urea nit rog en ( BUN ) , serum creat inine ( SCr ) , cho lestero l

( TC) , album in ( Alb) ; H istopatho log ic exam inat ion for renal cor tex of each g roup, including light micro

scope w as carried out; Detect ion of the expr ession fo r tr ansform ing grow th factor 1 ( TGF 1) , connec

t ive t issue grow th facto r ( CTGF) in the renal cortex by the immunohistochemical method; Detect ion of the

expressione of mRNA of TGF 1, CT GF, and t issue inhibito r of metalloproteinase 1 ( TIMP 1) by stand

ard cur ve w ith f luorescent quant itat ion PCR were conducted. Results T reatment g roup show ed an im

provement in quantitat ion of 24 h urine protein, BU N, SCr, A lb, and TC compared w ith the model group

( P< 0 05) . The changes of patholog y of kidney in the t reatment group w ere obviously superior to those in

the model group. T he expression of T GF 1 and CT GF in the tr eatment g roup w as low er than those in the

model gr oup and the peak value of expression decreased ( P< 0 05) . The mRNA expression o f T GF 1,

CT GF, and T IMP 1 in the t reatment gr oup w as low er than those in model gr oup and the peak value o f ex

pression decreased ( P< 0 05) . Conclusion Glycyrrhizin has a part ial protect ive ef fect on exper imental

glomer ulo sclero sis in rats.

Key words: g lycyrrhizin; glomer ulo sclero sis; t ransform ing g row th factor 1 ( TGF 1) ; connect ive

tissue gr ow th facto r ( CT GF) ; t issue inhibito r o f metallopro teinase 1 ( TIM P 1)

肾小球硬化是多种慢性肾脏疾病进展至终末期 肾衰的主要病理基础, 病理改变以大量细胞外基质
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( ECM) 积聚为特征, 研究发现转化生长因子 1

( TGF 1)、结缔组织生长因子 ( CT GF) 和基质金

属蛋白酶 ( MMPs) 及其金属蛋白酶组织抑制物

( T IM Ps) 等细胞因子表达失衡最终造成肾小球硬

化。肾小球硬化在临床上尚无特效治疗方法, 多采

用激素、免疫抑制剂、细胞毒药物、血浆置换等综合

治疗。甘草甜素 ( g lycyrrhizin) 又称甘草酸, 是甘

草中最主要的活性物质, 因其有抗炎、免疫调节、类

肾上腺皮质激素样等作用, 已被用于治疗肝肺纤维

化等疾病
[ 1]
, 而有关甘草甜素在肾小球硬化方面的

研究报道较少。本研究以大鼠肾小球硬化模型为研

究对象,观察甘草甜素对阿霉素致肾小球硬化模型

大鼠尿蛋白、血脂、肾功能等临床指标及 TGF 1、

CT GF、T IMP 1 细胞因子的影响, 探讨甘草甜素对

肾小球硬化早期的防护作用。

1 材料与方法

1 1 动物:雄性 SD 大鼠,体质量 ( 200 ∀ 20) g, 月

龄 2~ 3 月, 购自广州医学院实验动物中心。

1 2 药物与试剂:甘草甜素 (复方甘草酸苷片, 商

品名:美能) ,日本米诺发源制药株式会社产品,由深

圳健安医药有限 公司提供, 进口注册证号:

H20030184, 含甘草甜素 25 mg /片。盐酸阿霉素

(注射用盐酸多柔比星,由深圳万乐药业有限公司提

供,批号 0408E1, 10 mg/支)。TGF 1 和 CT GF 兔

抗大鼠一抗及即用型 SA BC 免疫组化试剂盒

( SA1022) 均购自武汉博士德公司。T aq 酶 (德国

AppliChem 公司) ; M MLV 逆转录酶及缓冲系统

(美国 Promega 公司)。

2 方法

2 1 动物模型的制备[ 1] 与分组: 大鼠给予普通饲

料,常规自由饮水, 适应性饲养 1 周后随机分为 3

组,即模型组、治疗组和对照组。模型组尾 iv 阿霉

素 5 mg/ kg, 第 7天重复尾 iv 阿霉素 3 mg/ kg。治

疗组同模型组方法造模, 第 1次 iv 阿霉素后次日开

始 ig 给予甘草甜素 200 mg/ kg
[ 2]
, 每日 1次, 至实

验结束,第 2次 iv 阿霉素后开始计时。对照组 iv

生理盐水替代阿霉素,每只约注射 1 mL。分别于第

4、6、8周每组各处死大鼠 6只。

2 2 24 h 尿蛋白定量及血液生化测定:分别于第

4、6、8周时将大鼠放入代谢笼中, 收集 24 h 尿液,

用溴甲酚氯仿法测 24 h 尿蛋白定量。随后, 第 4、

6、8 周所有大鼠用 10% 水合氯醛 0 5 mL/ 100 g ip

麻醉后,置手术台,暴露肾脏和腹主动脉。经腹主动

脉快速采血 3 mL, 采用奥林巴斯 AU 2700 型全自

动生化分析仪测定血中尿素氮 ( BUN )、肌酐

( SCr)、胆固醇 ( TC) 和白蛋白 ( Alb)。

2 3 肾组织病理学检查: 大鼠处死采血后,迅速取

出一侧肾脏, 将肾皮质平均分为 6 小块, 每块约

100 g ,放入液氮罐冻存, 用于提取 RNA。剪取另一

侧肾脏,取少许肾皮质用 10% 中性福尔马林固定,

进行 Masson 染色用于光镜及免疫组织化学检测。

Masson 染色后,光镜下观察肾组织病理改变,根据

Rackov 等[ 3] 的方法评估肾小球硬化程度, 每张切

片至少观察 30 个肾小球, 根据肾小球硬化灶所占

肾小球比例分级, 将切片中每个肾小球硬化程度分

为 0~ 4 级。0级: 肾小球基本正常; 1级:肾小球硬

化面积 # 25% ; 2 级: 25% < 肾小球硬化面积 #

50%; 3 级: 50% < 肾小球硬化面积 # 75%; 4 级:
75%< 肾小球硬化面积 # 100%。计算肾小球硬化

指数[ GSI, GSI = ( 1N 1 + 2N 2 + 3N 3 + 4N 4 ) /切片

中肾小球总数∃ 100% , N 1、N 2、N 3、N 4分别代表1、

2、3、4级硬化的肾小球个数]。

2 4 免疫组织化学检测: 采用 SABC 法检测肾组

织中的 T GF 1 和 CTGF 的蛋白。片中出现棕黄

色颗粒为阳性结果,每组染色以 PAS 代替一抗作为

阴性对照,以一抗试剂公司提供的阳性对照片作为

阳性对照。采用捷达 801 高清晰形态学图像分析

系统进行半定量分析。每张标本按顺序选 5 个视

野,计算每个视野内染色区域的平均吸光度,以均值

计算每个标本的吸光度, 最后以每组的均值进行比

较,用积分吸光度表示指标的相对阳性表达量。

2 5 荧光定量 PCR 方法检测:用 T rizo l试剂提取

肾组织细胞总 RNA,紫外分光光度仪测 RNA 浓度

及 A 260 / A 280。取 RNA 2 g 进行 RT 反应, RT 产

物用紫外分光光度计测浓度后调整为 100 ng/ L。

每个样品取 2 L RT 产物在荧光定量 PCR仪上进

行荧光定量 PCR 检测 TGF 1、CT GF 和 TIM P 1

的 mRNA 表达, TGF 1、CT GF 和 T IM P 1以及内

参 act in 引物用 Primer Premere 5. 0 设计, TGF

1 正、反义引物序列分别为: 5 GT GGACCGCAA

CAACGCA 3 , 5 ACCAAGGT AACGCCAGGGA

AT 3 ,片段长度 209 bp。CT GF 正、反义引物序列

分别 为: 5 GCGT AAAGCCAGGGAGT A 3 , 5

AGCAGT TA GGAACCCAGAT T 3 , 片段长度 133

bp。T IMP 1 正、反 义 引 物 序 列 分 别 为: 5

CAAGTCCCAGAA CCGCAGC 3 , 5 GGCAGGC

AGGCAAAGT GAT 3 , 片段长度 281 bp。 actin

正、反义引物序列分别为: 5 GACCTT CAACAC
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CCCAGCCA 3 , 5 GTCACGCA CGAT TT CCCT

CT C 3 ,片段长度 258 bp。PCR 扩增产物在荧光

定量 PCR 仪上做熔解曲线, 只有一个峰, 琼脂糖凝

胶电泳只有一条泳带, 说明扩增产物特异。以

act in 为引物进行 PCR,将 PCR 产物割胶回收, 用

紫外分光光度计对回收产物定量, 再等比稀释,得到

已知不同浓度的 act in DNA 片断。以已知不同浓

度的 actin DNA 片断为底物, 同时进行 PCR, 做

出标准曲线,其中横坐标代表起始拷贝数,纵坐标代

表 C t 值。其他引物与内参 actin 同时进行 PCR,

做出标准曲线的同时,得到相应基因表达量。

2 6 统计学方法: 所有数据结果用 x ∀ s 表示, 统

计学处理采用 SPSS 11 0 软件分析, 组间比较采用

单因素方差分析 ( o ne w ay AN OVA ) , 若差异显著

进行两两比较, 组间方差齐者采用 LSD 法, 方差不

齐采用 Dunnet t s T 3 法。

3 结果

3 1 大鼠 24 h 尿蛋白和血液生化指标的变化: 与

对照组比较,模型组第 4、6、8周大鼠 24 h 尿蛋白定

量明显升高 ( P< 0 01)。与模型组比较, 治疗组第

4、6、8 周大鼠 24 h 尿蛋白定量明显降低 ( P <

0 01)。见表 1。模型组与对照组比较,第 4、6、8周

血液生化指标 ( BUN、SCr、TC 和 Alb) 有显著性差

异 ( P< 0 01)。治疗组第 4、6、8周血液生化指标

( BUN、SCr、TC 和 Alb) 较模型组明显改善, 两组

有显著性差异 ( P< 0 05)。见表 2。

表 1 甘草甜素对肾小球硬化大鼠 24 h 尿蛋白量的影响

(x ∀ s, n= 6)

Table 1 Eff ect of glycyrrhizin on quantitation of 24 h urine

protein in glomerulosclerosis rats (x ∀ s, n= 6)

组别
24 h 尿蛋白/ mg

第 4周 第 6周 第 8周

对照 16 73 ∀ 3 79 15 39 ∀ 3 28 16 84 ∀ 2 84
模型 60 62 ∀ 4 68* * 95 39 ∀ 8 43* * 88 59 ∀ 22 29* *

甘草甜素 46 41 ∀ 8 28 % % 52 16 ∀ 6 90 % % 54 45 ∀ 4 94 % %

与对照组比较: * * P< 0 01; 与模型组比较: % %P < 0 01

* * P < 0 01 v s cont rol group; % %P < 0 01 v s model group

表 2 甘草甜素对肾小球硬化大鼠血清 Alb、TC、SCr 和 BUN 的影响 (x ∀ s, n= 6)

Table 2 Eff ect of glycyrrhizin on Alb, TC, SCr, and BUN in serum of glomerulosclerosis rats ( x∀ s, n= 6)

组别

Alb/ ( g L- 1 )

第4周 第6周 第8周

T C/( mmol  L- 1 )

第 4周 第6周 第8周

SCr/ ( mo l L- 1)

第 4周 第 6周 第 8周

BUN/ (mm ol L- 1 )

第4周 第 6周 第 8周

对照 34 2 ∀ 3 5 38 7 ∀ 1 9 39 5 ∀ 3 7 1 72∀ 0 21 1 94∀ 0 34 1 87 ∀ 0 36 33 6 ∀ 5 0 36 6∀ 6 6 34 1∀ 6 1 4 7 ∀ 1 0 5 5 ∀ 0 7 5 4∀ 0 9

模型 20 5 ∀ 1 6* 18 4 ∀ 2 3* * 12 6 ∀ 2 5* * 4 02∀ 0 81* 7 54∀ 1 12* * 12 76 ∀ 3 12* * 55 1 ∀ 7 6* 78 9∀ 9 6* * 98 1∀ 9 3* * 8 7 ∀ 1 6* 9 2 ∀ 2 6* * 23 2∀ 3 5* *

甘草甜素 26 1 ∀ 2 9 % 26 3 ∀ 4 3 % %
23 8 ∀ 2 9 % %

3 86∀ 0 88 % 3 94∀ 0 69 % %
5 50 ∀ 1 07% %

44 6 ∀ 9 0 % 56 1∀ 5 6% %
72 6∀ 6 0% %

6 8 ∀ 1 1% 7 1 ∀ 1 6 % %
12 0∀ 2 0 % %

与对照组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01; 与模型组比较: %P < 0 05 % %P < 0 01

* P< 0 05 * * P < 0 01 v s cont rol group; %P < 0 05 % %P < 0 01 v s model group

3 2 肾组织病理学改变: 光镜检查结果表明, 模型

组第 4周大鼠系膜细胞增生和上皮细胞空泡变性,

细胞外基质逐渐增加; 6周细胞外基质明显增多, 毛

细血管塌陷,出现局灶节段性硬化; 8周后肾小球数

量明显减少, 肾小球内出现玻璃样变, 80% 肾小球

结构破坏, 肾小管萎缩呈肾小球硬化的改变。治疗

组第 4周大鼠系膜细胞轻度增生及细胞空泡较轻; 6

周系膜细胞轻度增生, 细胞外基质明显减少, 毛细血

管塌陷减轻; 8周肾小球呈部分局灶节段性硬化。肾

组织病理改变治疗组明显轻于模型组。结果见图 1。

3 3 各组肾小球硬化指数 ( GSI) : 模型组和治疗组

大鼠 GSI 较对照组明显增高 ( P< 0 01) , 治疗组较

模型组明显降低 ( P< 0 01)。结果见表 3。

3 4 各组肾组织 TGF 1、CTGF 蛋白的表达: 模

型组 4~ 6周大鼠肾组织 T GF 1 蛋白表达明显增

加, 8周时 TGF 1蛋白表达维持增加, 但较前有所

下降。治疗组与模型组比较, 4、6、8 周时 T GF 1

蛋白表达明显下降, 两组有显著性差异 ( P< 0 01)。

表 3 甘草甜素对肾小球硬化大鼠 GSI 的影响 ( x∀ s, n= 6)

Table 3 Eff ect of glycyrrhizin on GSI of glomerulosclerosis

rats ( x∀ s, n= 6)

组别
GS I/ %

第 4周 第 6周 第 8周

对照 1 03 ∀ 0 21 1 00 ∀ 0 34 1 00 ∀ 0 32
模型 15 30 ∀ 1 21* * 26 78 ∀ 1 81* * 45 37 ∀ 1 57* *

甘草甜素 11 03 ∀ 0 39 % % 18 23 ∀ 2 16 % % 29 98 ∀ 1 79 % %

与对照组比较: * * P< 0 01; 与模型组比较: % %P < 0 01

* * P < 0 01 v s cont rol group; % % P< 0 01 v s model g rou p

对照组 T GF 1 无表达。模型组 4~ 6 周大鼠肾组

织 CT GF 蛋白表达明显增加, 8周时 CT GF 蛋白表

达下降。治疗组与模型组比较, 4~ 6 周时 CT GF

蛋白表达下降,两组有显著性差异 ( P< 0 01) ; 8 周

时无显著性差异 ( P> 0 05)。CT GF 在对照组无表

达。见表 4。

3 5 各 组肾组织 T GF 1、CT GF 和 TIM P 1

mRNA 表达的变化: 模型组 4 周时出现 TGF 1

mRNA 的表达明显上调,并且达到高峰, 6~ 8 周时
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图 1 甘草甜素对肾小球硬化大鼠肾组织病理学改变的影响 (Masson染色)

Fig. 1 Eff ect of glycyrrhizin on change of nephridial tissue pathology ( Masson stain)

表 4 甘草甜素对肾小球硬化大鼠 TGF 1 和 CTGF 蛋白表达的影响 (x ∀ s, n= 6)

Table 4 Eff ect of glycyrrhizin on expression of TGF 1 and CTGF protein in glomerulosclerosis rats ( x ∀ s, n= 6)

组别
TGF 1

第 4周 第 6周 第 8周

CT GF

第 4周 第 6周 第 8周

对照 0 20 ∀ 0 04 0 19 ∀ 0 05 0 31 ∀ 0 07 0 23 ∀ 0 03 0 26 ∀ 0 04 0 29 ∀ 0 03
模型 2 80 ∀ 0 17* * 2 46 ∀ 0 17* * 1 85 ∀ 0 12* * 0 84 ∀ 0 05* 0 96 ∀ 0 00* * 0 32 ∀ 0 05

甘草甜素 2 02 ∀ 0 13 % 1 90 ∀ 0 18 % 1 31 ∀ 0 07 % 0 52 ∀ 0 05 % 0 63 ∀ 0 04 % 0 30 ∀ 0 04

与对照组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01; 与模型组比较: %P < 0 05

* P< 0 05 * * P < 0 01 v s cont rol group; %P < 0 05 v s model grou p

表达逐渐下降。治疗组与模型组比较, 4周时 T GF

1mRNA表达明显下降 , 6 ~ 8周TGF 1mRNA

表达呈下降趋势,两组有显著性差异 ( P< 0 01)。

模型组 4周时 CTGF mRNA 出现表达上调,

并持续表达增加, 6周时达高峰, 8周时 CTGF mR

NA 的表达明显下降。CT GF mRNA 表达高峰出

现时间晚于 TGF 1。治疗组与模型组比较, 4~ 6

周 CT GF 出现 mRNA 表达下降,两组有显著性差

异 ( P< 0 01) , 8周时 CTGF mRNA 表达下降, 两

组无显著性差异 ( P> 0 05)。

模型组 4周时 TIMP 1 mRNA 出现表达上调,

并持续表达增加, 6 周时达高峰, 8 周时 TIM P 1

mRNA 的表达明显下降。TIM P 1 mRNA 表达峰

值与 CT GF mRNA 表达峰值相似。治疗组与模型

组比较, 4~ 6 周出现 TIM P 1 mRNA 表达下降, 8

周时 TIM P 1 mRNA 表达明显下降, 两组有显著性

差异 ( P< 0 01)。见图 2和表 5。

4 讨论

甘草甜素又称甘草酸,是甘草中最主要的活性

物质,大量的临床和实验研究发现,甘草酸具有广泛
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图 2 TGF 1、CTGF 和 TIMP 1 琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis in TGF 1,

CTGF, and TIMP 1

的生物学活性,如抗炎、抗病毒、免疫调节、防治肝损

害、抗过敏、抗肿瘤、抗生物氧化和类肾上腺皮质激

素样作用等,因而被广泛用于治疗病毒性肝炎、肾出

血热综合征、皮肤病(包括多种病毒感染性皮肤病)、

干燥综合征、变态反应性疾病以及系统性红斑狼疮等

多种疾病[ 1, 3, 4]。近年来,有关甘草酸对肾脏疾病的治

疗作用,引起了国内外学者的关注。王会玲等
[ 5]
研究

发现,甘草酸对大鼠慢性马兜铃酸肾损害有一定的保

护作用,能降低血肌酐,改善肾功能,在一定程度上减

轻马兜铃酸造成的肾组织形态学改变, 并减少肾间质

纤维化程度。Sohn等
[ 2]
研究发现甘草甜素通过调节

水钠通道来改善庆大霉素引起的急性肾衰竭大鼠肾

表 5 甘草甜素对肾小球硬化大鼠 TGF 1、CTGF 和 TIMP 1 mRNA 表达的影响 ( x ∀ s, n= 6)

Table 5 Effect of glycyrrhizin on expression of TGF 1, CTGF, and TIMP 1 mRNA in glomerulosclerosis rats (x ∀ s, n= 6)

组别
TGF 1/ ( g  L- 1)

第 4周 第 6周 第 8周

CTGF/ ( g L - 1)

第 4周 第 6周 第8 周

T IMP 1/ ( g  L- 1 )

第 4周 第 6周 第 8周

对照 3 70 ∀ 0 77 3 56 ∀ 0 54 3 29 ∀ 0 41 0 38 ∀ 0 05 0 46∀ 0 13 0 38 ∀ 0 09 1 67∀ 0 13 1 70∀ 0 25 1 59 ∀ 0 14

模型 17 23 ∀ 1 42* * 9 20 ∀ 1 04* 1 75 ∀ 0 69 4 06 ∀ 0 29* * 4 65∀ 0 23* * 1 94 ∀ 0 36* 11 01∀ 1 76* * 13 19∀ 2 25* * 4 05 ∀ 0 78*

甘草甜素 7 79 ∀ 0 98 % %3 06 ∀ 0 27 % % 2 89 ∀ 0 52 % 1 70 ∀ 0 23 % 1 90∀ 0 51% 1 28 ∀ 0 43 4 44∀ 0 68% % 5 58∀ 0 19% %2 25 ∀ 0 40 %

与对照组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01; 与模型组比较: %P < 0 05 % %P < 0 01
* P< 0 05 * * P < 0 01 vs cont rol group; %P < 0 05 % %P < 0 01 v s model group

功能。Yokozaw a 等
[ 6]
发现甘草酸及其代谢产物明

显抑制肾缺血再灌注损伤大鼠血清乳酸脱氢酶

( LDH ) 和丙二醛 ( MDA) 释放,使内源性抗氧化物

酶 (包括过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶) 的活

性得到恢复,从而使血 BUN 和 SCr 明显下降,对肾

缺血再灌注损伤起到保护作用。然而有关甘草甜素

对肾小球硬化早期防护作用方面的研究较少。

本实验采用两次尾 iv 阿霉素制备成大鼠肾小

球硬化模型,研究甘草甜素对肾小球硬化早期防护

作用。研究发现,甘草甜素可以明显减轻肾小球硬

化大鼠的尿蛋白水平,提高血浆 A lb、TC,改善肾功

能。大量蛋白尿、高脂血症等代谢紊乱不仅是慢性

肾疾病的主要临床表现, 而且还参与了肾小球硬化

等进行性肾脏损害的病理生理过程,对疾病预后影

响重大
[ 7, 8]
。因此,上述结果提示,甘草甜素可以通

过减轻蛋白尿、降低高脂血症等作用对肾小球硬化

起到早期防护作用, 延缓肾脏进行性损害。

本研究还观察到,甘草甜素可明显减轻肾小球

系膜细胞增生, 使肾小管上皮细胞空泡变性明显减

少,减轻 ECM 的积聚, 减轻肾小球硬化的程度, 降

低 GSI,从而延缓肾小球硬化形成的病理进程。大

量研究表明
[ 9]
, 肾小球硬化主要由于 ECM 合成与

降解失衡造成, 多种细胞因子参与 ECM 的合成与

降解过程, 如 T GF 1、CTGF、PA/ PAI、MMPs/

T IM P 等。T GF 1 可以直接刺激 ECM 各成分

( LN、FN 和 Col &) 合成增加, 还可以通过调节

CT GF、PA/ PAI、MMPs/ T IMP 等其他细胞因子表

达,间接减少 ECM 的降解, 最终导致 ECM 堆积,

发生肾小球硬化。研究 [ 10, 11] 发现甘草甜素可能通

过下调肾小球基底膜 NF kappaB 表达来降低

Col∋ 合成,同时还可下调 CT GF 和 T GF 1 的表

达,从而延缓肾病大鼠肾小球纤维化的进展。本研

究发现, 甘草甜素可以抑制 T GF 1 和 CT GF 蛋白

及 mRNA 表达, 同时还可明显抑制 TIMP 1 mR

NA 的表达,而上述细胞因子在肾小球硬化发展过

程中起着重要作用, 因此, 这些结果提示: 甘草甜素

可能通过阻断 T GF 1 的表达,并且下调 CTGF 和

T IM P 1 的表达,从而减少肾小球 ECM 的积聚,减

轻肾小球硬化程度,延缓肾小球硬化。

综上所述,甘草甜素不仅可以减轻阿霉素致肾

小球硬化大鼠模型症状, 如减轻蛋白尿、降低血脂、

改善肾功能等, 而且可以抑制 T GF 1、CTGF 和

T IM P 1 等细胞因子蛋白和 mRNA 表达, 提示甘草

甜素可以从多方面对大鼠肾小球硬化起到早期防护

作用,为甘草甜素临床治疗肾脏疾病提供理论依据,

扩大了甘草甜素的应用范围,也为临床上治疗肾脏

疾病开拓了新思路。
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黄蜀葵花中 4种黄酮类成分体内整合药动学研究
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摘 要:目的 建立黄蜀葵花提取物中 4种黄酮类成分在大鼠血浆中的 H PLC 测定方法, 考察 4 种成分在大鼠体

内各自的和整合的药动学特性,并分别计算绝对生物利用度。方法 大鼠 ig 和 iv 给予黄蜀葵花提取物浸膏后, 采

用 H PLC 法, 测定其中 4 种黄酮类成分金丝桃苷、异槲皮苷、棉皮素 8 葡萄糖醛酸、槲皮素 3 葡萄糖苷不同时间

间隔的血药浓度,运用 DAS2 0 药动学程序计算各成分的药动学参数, 利用各成分曲线下面积 ( AUC0 ( ) 百分率

作为自定义权重系数,计算黄蜀葵花提取物大鼠体内综合血药浓度,并建立整合药动学研究模型,进一步估算整合

药动学参数。根据药时曲线的 AUC 面积计算绝对生物利用度。结果 4种黄酮类成分的线性范围为 0 1~ 8 g/

mL ( r> 0 99) ,定量限为 0 1 g/ mL ,回收率在 70% 以上,日内、日间 RSD 均低于 15%。ig 或 iv 给药后 4 种成分

的药动学参数差异很大, 4 种成分及整合后绝对生物利用度分别是: 12 9%、10 8%、2 2%、10 2%、5 9%。结论

该法简便、灵敏、准确,为黄蜀葵花的生物利用度研究以及建立临床合理的给药方案奠定了基础。黄蜀葵花中 4 种

黄酮类成分在大鼠体内能快速分布并消除,两种给药途径的体内药动学过程不同,基于 4 种成分的 AU C0 ( 自定义

权重系数的整合药动学研究模型符合经典药动学模型特征, 所获参数能够最大程度上表征中药的整体处置规律,

为建立符合中医药特点的中药多组分整合药动学新方法作一尝试。

关键词:黄蜀葵; 黄酮类; 药动学; 生物利用度
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In vivo integrated pharmacokinetics of four flavonoids of Abelmoschus manihot extract in rats
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Abstract: Objective T o establish an HPLC method fo r determinat ion of four flavono ids concentr at ion

in blo od plasma and invest igate their pharmacokinetics and bioavailability af ter ig and iv administ ration of

ex t racts in co rolla of A belmoschus manihot ( EAM) in rats. Methods An HPLC UV method w as estab

l ished and validated for the simultaneous determinat ion o f f lav ono ids, hyperin, isoquercit rin, hibifolin,

quercetin 3 O g lucoside in rat plasma. Pharmacokinet ic parameters o f each compound w ere calculated

using DAS so ftw are. A novel appro ach of self def ined w eight ing coeff icient based on the area under the
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