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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家创新药物 “十三五”重大专项 （２０１８ＺＸ０９３０１０３０００２）
 ［通信作者］　李俊，博士，副教授，研究方向：中药药理；Ｅｍａｉｌ：２１３６３４９２＠ｑｑｃｏｍ

白头翁皂苷 Ｂ４对实验性急性肾功能损伤的保护作用△

龚琴１，２，王木兰２，何鹿玲２，冯育林１，２，杨世林１，２，杜力军２，３，李俊１，２

１江西中医药大学，江西　南昌　３３０００６；２创新药物与高效节能降耗制药设备国家重点实验室，江西　南昌　３３０００６；
３清华大学 生命科学学院，北京　１０００８４

［摘要］　目的：研究探讨白头翁皂苷Ｂ４对急性肾功能损伤的保护作用，以及对其进行小鼠急性毒性评价。方法：
通过体外细胞实验，以ＬＰＳ诱导人胚肾细胞ＨＥＫ２９３损伤模型，用白头翁皂苷Ｂ４进行干预２４、４８ｈ，ＭＴＴ法检测细胞
活性及炎性因子的表达，观察白头翁皂苷Ｂ４对肾细胞损伤的作用。整体动物实验，分别以甘油、顺铂和脂多糖（ＬＰＳ）
造成大鼠或小鼠急性肾功能损伤，尾静脉注射不同剂量的白头翁皂苷Ｂ４，给药一定时间后行眼眶采血，分离血清，检
测反映肾功能指标的尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒｅ）、总蛋白（ＴＰ）及尿液中蛋白含量，来观察白头翁皂苷Ｂ４对急性肾功能
损伤的作用；给小鼠尾静脉注射不同剂量的白头翁皂苷Ｂ４，连续观察２周，根据死亡率计算半数致死量（ＬＤ５０），初步
评价白头翁皂苷Ｂ４的用药安全性。结果：白头翁皂苷Ｂ４能提高损伤的肾细胞活性，下调炎性因子ＴＮＦα的表达。白
头翁皂苷Ｂ４静脉给药对甘油，顺铂和ＬＰＳ所导致的血清ＢＵＮ，Ｃｒｅ升高均有明显的抑制作用，同时白头翁皂苷Ｂ４高剂
量（２５ｍｇ·ｋｇ－１）还可以明显降低甘油致急性肾损伤大鼠的尿蛋白浓度，其在大鼠有效剂量为１２５～２５ｍｇ·ｋｇ－１，小鼠有效
剂量为５～１０ｍｇ·ｋｇ－１。白头翁皂苷Ｂ４对小鼠静脉给药的ＬＤ５０为３３６ｇ·ｋｇ

－１，９５％可信限为３３４～３３７ｇ·ｋｇ－１，根据小鼠

最大给药剂量２０ｍｇ·ｋｇ－１，计算出其临床安全指数为１６８（３３６／００２），具有较高的临床安全范围。结论：白头翁皂
苷Ｂ４对于实验性急性动物肾功能损伤具有明确的保护作用，同时以其较大的临床安全指数提示该化合物具有较好
的新药开发前景。

［关键词］　白头翁皂苷Ｂ４；肾损伤；急性毒性；人胚肾细胞ＨＥＫ２９３；脂多糖；甘油；顺铂
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ＬＤ５０ｆｏｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＢ４ｔｏｍｉｃｅｗａｓ３３６ｇ·ｋｇ
－１ａｎｄｔｈｅ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｉｍｉｔｗａｓ３３４ｔｏ３３７ｇ·ｋｇ－１．Ａｎｄ
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Ｂ４ｈａｓａｈｉｇｈｃｌｉｎｉｃａｌｓａｆｅｔｙｒａｎｇｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｂ４ｈａｓｄｅｆｉｎｉｔｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｃｕｔｅｒｅｎａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ａｎｄ
ｍｅａｎｗｈｉｌｅｉｔｓｌａｒｇｅｃｌｉｎｉｃａｌｓａｆｅｔｙｉｎｄｅｘｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｔｈｉｓｃｏｍｐｏｕｎｄｈａｓａｇｏｏｄｐｒｏｓｐｅｃｔｓｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｅｗｄｒｕｇｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４；ｒｅｎａｌｄａｍａｇｅ；ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙ；ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｓＨＥＫ２９３；ＬＰＳ；ｇｌｙｃｅｒｉｎ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ

白头翁Ｐｕｌｓａｔｉｌｌａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｇｅ）Ｒｅｇｅｌ是临床常
用中药，具有清热解毒、止痢、燥湿的作用。常用

于湿热痢疾等湿热证［１］。白头翁中分离得到多种皂

苷类化合物［２４］，这类化合物具有抗炎、抑瘤等作

用［５１３］。白头翁皂苷Ｂ４（简称Ｂ４）为白头翁皂苷中主
要单体成分之一，属五环三萜皂苷类化合物，结构

母核为２３羟基白桦酸。国内外对于 Ｂ４的药理研究
报道甚少，仅见少量关于抗肝癌、抗炎作用的体外

细胞实验研究，以及Ｂ４在溃疡性结肠炎大鼠体内药
代动力学相关实验研究，对于急性肾损伤尚未见有

相关报道。我们在前期研究中发现，白头翁中含量

较高的主要成分白头翁皂苷 Ｂ４具有较好的抗炎作
用，对于体外脂多糖（ＬＰＳ）所致人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３
损伤具有一定的防治作用。为进一步证明Ｂ４具有防
治肾功能损伤的作用，本团队利用多种常用方法所

致动物急性肾功能损伤模型，从整体动物水平进一

步确证Ｂ４的相关药效，同时还进行了小鼠ＬＤ５０的测
定，以期全面反映该药潜在的研究开发价值。

１　材料

１１细胞株

ＨＥＫ２９３、人胚肾细胞（中国科学院上海生命科
学研究院细胞库）。

１２动物

ＳＤ大鼠，体质量１６０～２２０ｇ，雄性，用于甘油所
致大鼠急性肾损伤实验；ＩＣＲ小鼠，体质量１６～１８ｇ，
雄性，用于顺铂所致急性肾损伤实验；Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，
体质量２１～２３ｇ，雄性，用于 ＬＰＳ致急性肾损伤实
验；ＩＣＲ小鼠，体质量１８～２２ｇ，雄雌各半，用于急
性毒性实验。上述大小鼠均购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１６０００２（小
鼠），许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１３０００４（大鼠）。

１３药物与试剂

白头翁皂苷Ｂ４（ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４，Ｃ５９Ｈ９６Ｏ２６，分子

量：１２２１３９，ＰｕｂＣｈｅｍ ＣＩＤ：１１６３６７１３，ｈｔｔｐｓ：／／
ｐｕｂｃｈｅｍｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｃｏｍｐｏｕｎｄ／７１３０７５５８， 分

子结构式见图１。），由本室植化组提供，纯度大于
９８％（ＨＰＬＣ法），批号：２０１６１１０７。

图１　白头翁皂苷Ｂ４化学结构

地塞米松，０７５ｇ／片，安徽金太阳生化药业有限
公司，批号：１５０３２５２１。甘油（西陇化工股份有限公
司，ＡＲ，含量

!

９９％，批号：１６０３２０，临用前取甘
油加等量的０９％氯化钠溶液稀释成５０％甘油溶液备
用。顺铂（江苏豪森药业集团有限公司，５ｍｇ·ｍＬ－１，
批号：１７０５０３），临用前用 ０９％氯化钠溶液配成
１５ｍｇ·ｍＬ－１溶液备用。脂多糖（ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ公司，
ＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ５５５：Ｂ５，
Ｌ２８８０１００ＭＧ，批 号：０１７Ｍ４１１２Ｖ），临 用 前 用
０９％氯化钠溶液配成 １０ｍｇ·ｍＬ－１溶液备用。
ＢＵＮ、ＴＰ生化试剂盒（日本纯药工业株式会社，批
号分别为ＴＲ３６８、ＤＦ７７４）。Ｃｒｅ生化试剂盒（北京利
德曼生化股份有限公司，批号：７０８２２１６）。Ｂｒａｄｆｏｒｄ
蛋白浓度测定试剂盒（Ｐ０００６，北京碧云天生物技术
公司）。ＤＭＥＭ／ＨＩＧＨ ＣＬＵＣＯＳＥ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，
ＬＯＴＮｏ：ＡＣ１０２５３７３９）。澳洲胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，
货号：ＳＨ３００８４０３）。ＴＲＩｚｏｌ（ａｍｂｉｏｎ公司），ＬＯＴ：
１５９９１２１０。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＭＦ０１３０１，北京
聚合美生物科技有限责任公司，ＬＯＴ：２０１７０９１１）。引
物由金斯瑞生物科技有限公司合成，基因序列如

下：ＧＡＰＤＨ，ｆｏｒｗａｒｄ，５′ＧＧＴＧＡＣＴＡＡＣＣＣＴＧＣＧＣＴ３′，
ｒｅｖｅｒｓｅ，５′ＴＧＡＣＣＡＧＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣ３′。ＴＮＦα，ｆｏｒ
ｗａｒｄ，５′ＡＧＣＡＣＴＧＡＡＡＧＣＡＴＣＡＴＣＣＧ３′，ｒｅｖｅｒｓｅ，５′
ＣＣＧＡＴＣＡＣＴＣＣＡＡＡＧＴＧＣＡ３′。

·３６·
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１４仪器
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３型多功能酶标仪 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｄｅｖｉｃｅｓ公司），７１００型全自动生化分析仪（日立公司），
ＴＤＺ４型台式低速离心机（长沙湘智离心机仪器有限公
司），超净工作台 ［日本，ＳＡＮＹＯＭＣＶＢ１６１Ｓ（Ｔ）］，
ＣＯ２培养箱（日本，ＳＡＮＹＯＭＣＯ２０ＡＣＩ），倒置显微
镜（日本，ＯＬＹＭＰＵＳＣＫＸ４Ｉ），７５００荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＡＢ公司），５８１０Ｒ冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。

２　方法

２１Ｂ４抗ＬＰＳ致ＨＥＫ２９３细胞损伤

用ＤＭＥＭ高糖培养基将细胞复苏、传代，取对
数生长期细胞，经消化后收集细胞接种于９６孔板中，
细胞密度为 ４５×１０４个／ｍＬ，每孔接种 １００μＬ，置
３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养２４ｈ，弃去细胞上清液加入
１００μＬ终质量浓度１０μｇ·ｍＬ－１的ＬＰＳ诱导损伤，２４ｈ
后加入Ｂ４干预，Ｂ４终质量浓度为１、１０、１００μｇ·ｍＬ－１，
同时设置正常组（即不加 ＬＰＳ和 Ｂ４）及模型组（即加
ＬＰＳ不加Ｂ４）。ＭＴＴ法检测给药２４ｈ和４８ｈ细胞的
活性（细胞活性 ＝给药组平均吸光度／正常组平均吸
光度×１００％）。以上同样方法 ＬＰＳ诱导细胞损伤，
收集Ｂ４给药２４、４８ｈ的细胞，按照试剂盒操作说
明制备ｍＲＮＡ，并进行 ｑＰＣＲ检测细胞中 ＴＮＦα的
表达。

２２Ｂ４抗甘油所致大鼠急性肾功能损伤

取雄性ＳＤ大鼠，随机分为６组，每组１０只。正
常组、模型组、阳性组（地塞米松０３ｍｇ·ｋｇ－１）、Ｂ４高
剂量组（２５ｍｇ·ｋｇ－１）、Ｂ４中剂量组（１２５ｍｇ·ｋｇ－１）、
Ｂ４低剂量组（０６２５ｍｇ·ｋｇ－１）。造模前禁水 ２４ｈ，
造成动物脱水，按１０ｍＬ·ｋｇ－１的体积分别在大鼠两
后肢内侧肌肉内注射５０％甘油溶液，复制急性肾损
伤模型，造模后恢复饮水［１４１５］。从造模当天开始连

续给药 ４ｄ，正常组、阳性组灌胃给药（给药容积
１０ｍＬ·ｋｇ－１），模型组、Ｂ４组尾静脉注射（给药容积
５ｍＬ·ｋｇ－１）。末次给药后１ｈ，大鼠异氟烷麻醉后眼
球取血，分离血清，采集膀胱尿，检测总蛋白（ＴＰ）、
尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒｅ）、尿蛋白。

２３Ｂ４抗顺铂所致小鼠急性肾功能损伤

取雄性ＩＣＲ小鼠，随机分为６组。按顺铂１５ｍｇ·ｋｇ－１

的剂量造模，正常组腹腔注射０９％氯化钠溶液，
其他组腹腔注射顺铂注射液［１６］。阳性组地塞米松

给药剂量为 ０５ｍｇ·ｋｇ－１（灌胃给药，给药容积
２０ｍＬ·ｋｇ－１），Ｂ４给药剂量分别为 １０ｍｇ·ｋｇ－１、
５ｍｇ·ｋｇ－１、２５ｍｇ·ｋｇ－１（尾静脉注射，注射容积
１０ｍＬ·ｋｇ－１），模型组尾静脉注射等容积的０９％
氯化钠溶液，正常组灌胃等容积双蒸水。从造模

当天开始连续给药４ｄ，末次给药后１ｈ眼球取血，
分离血清，全自动生化分析仪上检测总蛋白（ＴＰ）、尿
素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒｅ）。

２４Ｂ４抗ＬＰＳ所致小鼠急性肾功能损伤

取雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，随机分为６组，每组１５只。
ＬＰＳ静脉注射造模（剂量 １０ｍｇ·ｋｇ－１）［１７］。造模后
６ｈ，各组给予不同剂量的药物，经过多次预试验，
最终确定Ｂ４给药剂量分别为２０、１０、５ｍｇ·ｋｇ－１（尾
静脉注射，给药容积１０ｍＬ·ｋｇ－１），阳性组地塞米松给
药剂量为０５ｍｇ·ｋｇ－１（灌胃给药，容积２０ｍＬ·ｋｇ－１）。
模型组腹腔注射等容积０９％氯化钠溶液，正常组灌
胃等容积的双蒸水。给药后６ｈ（即造模后１２ｈ）眼眶
取血，分离血清，检测总蛋白（ＴＰ）、尿素氮（ＢＵＮ）、
肌酐（Ｃｒｅ）。

２５小鼠急性毒性实验

取ＩＣＲ小鼠６０只，雄雌各半。随机分为６组，
每组１０只。对照组、Ｂ４的５个剂量组，剂量分别
为６、４８、３８４、３０７、２４６ｇ·ｋｇ－１，每组组间剂
量比为１∶０８。Ｂ４各剂量组尾静脉注射不同剂量的
药物，给药容积为 ２０～２５ｍＬ·ｋｇ－１，对照组注射
２０ｍＬ·ｋｇ－１体积的０９％氯化钠溶液，给药１次，观
察２周。给药后观察动物体质量变化（每周称一次）、
饮食、外观、行为、分泌物、排泄物、死亡情况（记

录累积死亡数）及中毒反应（中毒反应的症状、严重

程度、起始时间、持续时间、是否可逆）等。对濒死

及死亡动物及时进行大体解剖，其他动物在观察期

结束后进行大体解剖，观察动物主要脏器肝、脾脏、

胸腺、肾、肺、心脏、小肠、胃等，对异常脏器进

行组织病理学检查。根据死亡数计算死亡率，计算

半数致死量（ＬＤ５０）及９５％可信限。

２６数据分析

所得数据以（珋ｘ±ｓ）表示。以Ｏｆｆｉｃｅ２０１０Ｅｘｃｅｌ软
件对数据进行处理。采用单因素方差分析，差异具

有统计学意义后，再进行两两 ｔ检验。以 Ｐ＜００５
表示差异具有统计学意义（急性毒性实验数据采用冠

氏法进行分析［１８］）。

·４６·



２０１９年１月　第２１卷　第１期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊａｎ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ１

３　结果

３１Ｂ４对ＬＰＳ致ＨＥＫ２９３细胞损伤的影响

结果显示，１０μｇ·ｍＬ－１的ＬＰＳ诱导２４ｈ后细胞
活性明显下降，且炎性因子 ＴＮＦα表达显著上调，
Ｂ４给药２４、４８ｈ后剂量１μｇ·ｍＬ－１可明显增加细胞
活性，且１０μｇ·ｍＬ－１及１μｇ·ｍＬ－１能明显下调ＴＮＦα
ｍＲＮＡ的表达，提示Ｂ４对ＬＰＳ诱导的肾细胞损伤有
一定的保护作用（见图２）。

注：ＡＢ４对ＬＰＳ致ＨＥＫ２９３损伤细胞活性的影响；ＢＢ４给药

２４ｈ对ＬＰＳ致细胞损伤 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的影响；ＣＢ４给药

４８ｈ对ＬＰＳ致细胞损伤ＴＮＦ－αｍＲＮＡ表达的影响；与正常组比

较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００１。

图２　Ｂ４对ＬＰＳ致ＨＥＫ２９３细胞损伤的
保护作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

３２Ｂ４对甘油所致大鼠肾功能损伤的影响

模型组血清中 ＢＵＮ、Ｃｒｅ及其尿蛋白较正常组
明显升高。Ｂ４静脉给药后高、中剂量组大鼠血清
ＢＵＮ、Ｃｒｅ明显下降，与模型组比较差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。Ｂ４高剂量组大鼠尿蛋白浓度明显下
降（Ｐ＜００５），表明Ｂ４对甘油所致大鼠急性肾损伤

有一定的保护作用。阳性对照药地塞米松也在一定

程度上保护肾功能，但对尿蛋白无明显作用，各组

大鼠血清总蛋白量差异无统计学意义（见图３）。

注：ＡＢ４对ＴＰ的影响；ＢＢ４对Ｃｒｅ的影响；ＣＢ４对ＢＵＮ的影

响；ＤＢ４对尿蛋白的影响；与正常组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜

００１；与模型组比较，Ｐ＜００５；ＮＳ表示差异无统计学意义。

图３　Ｂ４对甘油所致大鼠急性肾功能损伤的
保护作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

３３Ｂ４对顺铂所致小鼠肾功能损伤的影响

模型组血清中 ＢＵＮ、Ｃｒｅ较正常组明显升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｂ４（１０ｍｇ·ｋｇ－１）、
Ｂ４（５ｍｇ·ｋｇ－１）组血清ＢＵＮ、Ｃｒｅ明显下降，与模型
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提示 Ｂ４对顺

·５６·
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铂所致急性肾损伤有一定的保护作用，能显著降低

急性肾损伤时的 ＢＵＮ、Ｃｒｅ。阳性组血清 ＢＵＮ明显
下降（Ｐ＜００５），对 Ｃｒｅ无明显作用。Ｂ４各组小鼠
血清总蛋白量无明显差异。结果见表１。

表１　Ｂ４对顺铂所致小鼠急性肾功能损伤的
影响（珋ｘ±ｓ）

组别
剂量／
ｍｇ·ｋｇ－１

ｎ ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ ＢＵＮ／ｍｇ·ｄＬ－１Ｃｒｅ／μｍｏｌ·Ｌ－１

正常 １０ ４９６±２３ ２５１±４３ ２５６±４０

模型 １５ ４８３±３２ ６２０±３１０＃ ２９７±３７＃

Ｂ４ １００ １２ ４６２±２５ ３８１±１８９ ２５４±７１

Ｂ４ ５０ １２ ４６６±２３ ２８４±１４３ ２４１±３８

Ｂ４ ２５ １２ ４７６±２５ ６９３±４５８ ２９３±５７

地塞米松 ０５ １２ ５２９±２５ ３６４±２０４ ３０１±３９

　　注：与正常组比较，＃Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３４Ｂ４对ＬＰＳ所致小鼠肾功能损伤的影响

模型组静脉注射ＬＰＳ１２ｈ后，小鼠血清总蛋白
明显下降，ＢＵＮ和 Ｃｒｅ明显升高，与正常组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜００１）。给药后６ｈ，Ｂ４的３个
剂量组血清ＢＵＮ明显降低，与模型组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），但对Ｃｒｅ则未表现出明显的作
用。阳性药对血清 ＢＵＮ也表现出明显的下调作用。
结果见表２。

表２　Ｂ４对ＬＰＳ致小鼠急性肾功能损伤的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１ ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ ＢＵＮ／ｍｇ·ｄＬ－１Ｃｒｅ／μｍｏｌ·Ｌ－１

正常 ５３８±１５ ２１４±４７ １３９±２０

模型 ４３６±１７＃＃ ６７２±６４＃＃ １９１±２０＃＃

Ｂ４ ２００ ４３０±１６ ５８６±１６２ １９１±２０

Ｂ４ １００ ４４１±２１ ５０３±１３７ １９８±４４

Ｂ４ ５０ ４４９±１４ ５５６±１９５ ２１９±２３

地塞米松 ０５ ４５２±１９５５３±２０１ ２００±３１

　　注：与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１。

３５小鼠急性毒性实验

静脉注射不同剂量的 Ｂ４，各组小鼠表现出不同
的反应。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ剂量组动物给药后自主活
动减少，对外反应冷漠，部分动物出现竖毛、消瘦

等现象。剂量Ⅰ、Ⅱ组动物死亡时间主要集中在给
药后２４～３６ｈ，剂量Ⅲ组死亡时间在给药后３６ｈ，

剂量Ⅳ组动物死亡时间为给药后７２ｈ内，Ⅴ剂量组
无动物死亡。各组小鼠死亡率见表３。采用寇氏式法
计算，Ｂ４静脉注射给药小鼠 ＬＤ５０值为３３６ｇ·ｋｇ

－１，

９５％可信限为３３４～３３７ｇ·ｋｇ－１。

表３　Ｂ４静脉注射给药所致小鼠死亡率
组别 剂量／ｇ·ｋｇ－１ ｎ 死亡数 死亡率／％

对照组 １０ ０　　 ０

Ⅰ（Ｂ４） ６００ １０ １０（５） １００

Ⅱ（Ｂ４） ４８０ １０ １０（５） １００

Ⅲ（Ｂ４） ３８４ １０ １０（５） １００

Ⅳ（Ｂ４） ３０７ １０ 　１（１） １０

Ⅴ（Ｂ４） ２４６ １０ ０　　 ０

　　注：“（）”为雄性小鼠死亡数。

４　讨论

本研究利用甘油、顺铂和ＬＰＳ造模，观察了 Ｂ４
对急性肾功能损伤的保护作用。甘油引起急性肾功

能损伤的原理是肌肉注射甘油后，由于禁水及甘油

的高渗透压造成局部体液蓄积而引起血容量降低，

肾血流量减少，血液黏度增加，肾血管阻抗增加，

血管自身调节功能丧失，导致肾小球滤过率下降。

另外，高渗透压造成肌肉及肌肉血管的溶解，肌红

蛋白、血红蛋白及钾的释放产生肾毒性最终造成肾

小球及肾小管损伤［１９２１］。顺铂为一临床常用的非特

异性抗肿瘤药，其细胞毒性对肿瘤进行杀伤的同时，

也不可避免地对正常组织细胞产生毒性，因此顺铂

在抗肿瘤过程中常导致肾功能损伤已为临床所常

见［２２］。腹腔注射顺铂后，可引起肾血管收缩，肾血

流量及肾小球滤过率下降，从而引起蛋白尿、肾功

能损伤等症状［２３２４］，对肾脏的不同部位均有毒性，

可使肾小球、肾小管功能及形态学改变。ＬＰＳ诱导
的急性肾损伤是其通过激活 ＴＬＲ２／４信号通路，刺
激组织细胞炎性坏死因子表达，进而对正常组织细

胞产生损伤，其中以肾功能损伤较为明显［２５２７］。我

们利用上述３种常规方法对Ｂ４防治急性实验性肾功
能损伤的作用进行了观察，结果表明，Ｂ４对这３种
模型的急性肾功能损伤均有明显的保护作用，同时

根据体外ＬＰＳ致人胚肾细胞损伤实验结果显示Ｂ４对
ＬＰＳ所致炎症反应有明显抑制作用，提示该药在此
方面的潜在的药用价值。

急性肾损伤主要是炎性坏死病理反应，其中最

常发生变化的就是 ＴＬＲ４及其下游信号通路，如核
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因子 ＮＦκＢ及炎性因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６等。近
年来，越来越多的研究表明，Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）在多种肾脏疾病中发挥着重要的作
用，尤其是ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４［２８］。综合文献关于 Ｂ４具
有抗炎抗癌作用以及抗溃疡性结肠炎的药代相关研

究报道，可见Ｂ４对于炎症反应具有一定抑制作用。
同时本研究在甘油致大鼠的急性肾损伤的实验中发

现，Ｂ４可降低肾损伤大鼠尿液中白蛋白量，提示其
对肾小球滤过功能有一定的修复作用，对于Ｂ４抗肾
损伤作用机制研究可从改善肾小球滤过功能，如肾

小球基底膜上的足细胞等方面开展。关于Ｂ４对急性
肾损伤的保护作用机制有待进一步深入研究。

在急性肾功能损伤模型的实验中，Ｂ４对不同原
因的模型所用剂量不同。其中对 ＬＰＳ所致急性肾功
能损伤的有效剂量在５～２０ｍｇ·ｋｇ－１。而对顺铂所致
急性肾功能损伤的有效剂量在 ５～１０ｍｇ·ｋｇ－１，
２５ｍｇ·ｋｇ－１剂量未表现出明显的作用。在甘油所致
大鼠急性肾功能损伤模型实验中，Ｂ４的有效剂量在
１２５～２５０ｍｇ·ｋｇ－１，按照大小鼠体表面积计算，
此剂量相当于小鼠的２５～５０ｍｇ·ｋｇ－１。由此提示
对于实验性急性肾功能损伤模型实验中，Ｂ４的有效
剂量在５～２０ｍｇ·ｋｇ－１，当然最终有效剂量的确定还
需要更多实验的验证，其中对慢性肾功能损伤的作

用有待于进一步研究。

小鼠以 Ｂ４静脉给药，ＬＤ５０为３３６ｇ·ｋｇ
－１，毒

性较小。以最大有效剂量２０ｍｇ·ｋｇ－１计，Ｂ４的临床
安全指数（ｓａｆｅｔｙｉｎｄｅｘ）为１６８（３３６／００２），提示 Ｂ４
在防治急性肾功能损伤方面的安全系数较大。在急性

毒性实验中可见，Ｂ４毒性的产生有一个关键节点，即
剂量在３８４～３０７ｍｇ·ｋｇ－１时，剂量为３８４ｍｇ·ｋｇ－１

时，小鼠死亡率为１００％；而剂量降至３０７ｍｇ·ｋｇ－１

时，小鼠死亡率明显下降至仅为１０％。Ｂ４表现出毒
性的骤然性变化，其中的机制尚待于进一步研究。

综上，Ｂ４以其毒性较低、治疗指数较高等特
点，在防治急性肾功能损伤方面具有一定的药用开

发价值，本工作提供了重要的实验参考。
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分茎叶枯萎后，或早春发芽前采挖。选择晴天采

挖，将挖取的根茎去除地上部分残茎，抖去泥

土，晒干后撞去须泥或晒至八九成干时用微火燎

掉毛须即可。均以个大、质坚实、朱砂点多香气

浓者为佳。
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