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·实验论著·

缬草油防治慢性肾衰竭的实验研究”
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[摘要)目的：研究神农缬草挥发油对慢性肾衰竭大鼠的防治作用。方法：选用雄性Wistar大鼠50只，随机分

为三组：缬草油组、肾衰竭组和对照组。于16周时进行生化测定殪组织学检查，同时采用免疫组化厦原住杂交方法检

龇肾脏标本转化生长玛于岛及纤维连接蛋白的变化。结果：缬草油组血肌酐、尿素氮、24 h尿蛋白厦肾皮质MBA均

显著低于肾衰竭组。病理检壹表明缬革油组肾小球硬化数量较肾衰竭组明显减少，并且肾组织转化生长因子岛厦纤

维连接蛋白表达亦较肾衰竭组低。结论：缬革油具有延缓大鼠肾襄竭模型肾功能恶化的作用。

(关键词]缬草慢性肾衰竭 转化生长目子＆
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ABSrRAICT OtEieeUve：To study the effect 0f Valeriana ii'1 chronic renal hilure rats．Mell似ls：50 wistar rats w目e di—
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缬草油是中药缬草的提取物，已有研究表明其

具有多种药理作用，包括扩张微动脉、扩张微静脉、

改善微循环、降压、肌松弛、解痉等作用“)。本研究

采用单侧肾切除合并阿霉素注射肾衰竭模型，观察

缬草油灌胃对大鼠肾功能、尿蛋白以及病理改变的

影响。

材料与方法

1实验材料缬草油的制备：将神农缬草鲜

根加水蒸馏，所得挥发油与吐温一80配比助溶，每

毫升含缬草挥发油4 rag。由湖北省老年病研究所

提供。TGF一岛及Fibroneetin抗体购于Sigma公

司，SP试剂盒由武汉博士德生物试剂公司提供。

MDA试剂盒购于南京建成生物试荆公司。

2动物及分组选用雄性Wistar大鼠50只，

体重150 g-200 g，购于湖北省老年病研究所。将

大鼠随机分为三组：缬草油组(20只)、肾衰竭组

(20只)和正常对照组(10只)。缬草油组和肾衰竭

击轰蓑慰贸蜚墓嫠善黼资器鬻‘黼黜14’
塞鎏絷箨誊年病研究所‘武汉430060’

组手术摘除一侧肾脏，于手术后第5 d及第8 d分

别尾静脉注射阿霉紊6 mg&g，3 mg／kg，制成肾衰

竭模型。缬草油组于手术前1 d开始用缬草油每

日30 mg／kg灌胃。对照组及肾衰竭组每日给予蒸

馏水2“灌胃。

在实验第16周时用代谢笼收集24 h尿液，用

l 96戊巴比妥钠50 mg／kg腹腔注射麻醉大鼠，并用

心脏取血法留取血标本。处死动物取出肾脏，分别

用10％中性甲醛及2．5％戊二醛固定，做光镜及电

镜检查。血、尿标本置一70℃冰箱保存。

3检测指标

3．1生化测定血、尿肌酐及尿素氮用自动

生化分析仪测定，尿蛋白用磺基水杨酸法测定。取

大鼠皮质匀浆，测定肾皮质MDA水平。

3．2免疫组织化学测定大鼠肾组织经石蜡

包埋切片后，用微波修复抗原，分别加入兔抗大鼠

转化生长因子pl(TGF一岛)抗体(1：200)、纤维连

接蛋白(Fibroneetln)抗体(1：100)，然后依次加入
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羊抗兔IgG及sP试剂，DAB显色，观察TGF一口l
及纤维连接蛋白在肾脏中的表达情况。

3 3原位杂交分析 石蜡切片常规脱蜡入

水，滴加3％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶，37℃消

化15 min，0．5 MPBS洗5 rain×3次，蒸馏水洗1

次，每张切片加1滴预杂交液，将原位杂交专用盖

玻片盖上，恒温箱37℃过夜，次日在干燥环境中继

续杂交2 h，经杂交后洗涤，依次滴加封闭液、兔抗

地高辛、生物素化羊抗兔IgG及SABC．室温下

DAB显色20 rain，细胞浆呈棕黄色为阳性细胞。

主鱼空亘匡缝盒壁瘟盘查!!蟹芏!!旦璺±鲞莹!!塑

理图像分析系统测定各组大鼠肾小球等效直径和

平均截面积(A，)，根据公式v(；=1．38／1．1×AJ。

计算出肾小球体积。

4统计学方法数据以(牙±s)表示，组间差

异性比较采用q检验。

结 果

l生化检验结果显示肾衰竭模型组大鼠血

肌酐及血尿素氮明显高于正常组。缬草油组大鼠

血肌酐、尿素氮、24 h尿蛋白及’肾皮质MDA水平

3 4图像分析用HPLAS一1 000高清晰病 显著低于肾衰竭组(见表1)。

衰1三组大鼠血BUN、Ser、尿蛋白及肾皮质MDA水平比较(j±s)

注：与肾衰竭组比较，’P<0 05，一P<0 01

2病理检查光镜下’肾衰竭组可见肾小球局

灶节段硬化，部分小管内有蛋白及颗粒管型，肾间

质可见炎性细胞浸润。缬草油组病理改变较肾衰

竭组明显减轻，肾小球局灶节段硬化数量约30％

较肾衰竭组50％少。图像分析显示缬草油组大鼠

肾小球截面积及体积亦小于肾衰竭组(见表2)。

电镜观察发现肾衰竭组肾小球足细胞足突广泛融

合，呈微绒毛化，部分从基底膜上剥离。缬草油组

肾小球足细胞不浓缩，足突排列基本正常，基底膜

结构可见三区带。
衰2三组大鼠肾小球截面积及体积比较(j±s)

i芏：与肾衰竭组比较．’P<0 05

3免疫组化染色 缬草油组及肾衰竭组

TGF一口l在肾小球系膜细胞及肾小管上皮细胞中

均有表达，尤以肾小管上皮细胞表达明显，但TGF

一目及纤维连接蛋白在肾衰竭组显色强度均高于

缬草油组。原位杂交结果显示TGF一81 mRNA在

肾小管上皮细胞及肾小球系膜细胞均有表达，肾衰

竭组染色强度明显高于对照组，缬草油组TGF一8l

mRNA的表达低于肾衰竭组。

讨 论

缬草是一种多年生野生植物，分类学属败酱科

缬草属，我们在本实验中所采用的缬草产于鄂西神

农架山区的宽叶缬草。文献报道缬草油具有显著

的中枢镇静、肌松弛、胃肠道平滑肌解痉、抗癌、抗

心律失常、降压等作用⋯1。

丙二醛(MDA)是脂质过氧化降解产物，能直

接导致细胞蛋白质和核酸的损伤。本实验发现肾

衰竭组肾组织中MDA水平增高，提示肾组织中氧

自由基产生增多或抗氧化能力下降。临床资料也

显示慢性肾衰竭患者通常出现血浆脂质过氧化物

浓度升高同时伴超氧化物歧化酶活性降低，提示慢

性肾衰竭患者机体抗氧化能力下降，从而导致氧自

由基对肾脏的进一步损伤。本实验缬草油组肾皮

质MDA水平显著低于肾衰竭组，提示缬草油可能

通过其抗过氧化作用，减少氧自由基的生成而起到

延缓肾衰竭的作用。

细胞外基质的大量积累是肾小球硬化的主要

原因及标志【2’3J。有学者通过胶体免疫电镜及对

分离的肾小球观察显示在一侧肾切除后重复注射

阿霉素诱发的肾小球硬化模型中，纤维连接蛋白、

Ⅵ型胶原及层牯连蛋白大量聚集。本实验免疫组

化结果提示肾衰竭组纤维连接蛋白表达异常增多，

表明纤维连接蛋白为代表的细胞外基质的积累是

本实验模型中肾小球硬化的重要因素，这与其他学

者观察结果相符。缬草油组纤维连接蛋白少于肾

衰竭组。这与其肾功能的改变相一致。

转化生长因子包括TGF—a和TGF—B两大

类，其中TGF一岛、TGF一岛、TGF一&广泛存在于

哺乳动物组织，成熟的TGF一口是分子量为25 KD

的二聚体，在于肾小球损伤及硬化中起到十分重要

的作用、4 J。它可促进肾小球系膜细胞及上皮细胞

合成纤维连接蛋白、层粘连蛋白、Ⅳ型胶原等细胞

外基质；抑制金属蛋白酶(MMP)(下转第653页)
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取得满意标本，而行第三针穿刺。无3针穿刺均不成功者，

总成功率100％。活检标本中肾小球数平均为(21±8)个。

B超定位手动法18例中，所有病例也限穿刺三针，2例未取

得肾皮质(早期病例只穿刺一针)，I例为肌肉组织，l例仅

见肾髓质．无法作出病理诊断。取得肾组织者肾小球数平

均为(18±13)个，成功率仅为77．78％．两种方法成功率有

显著性差异(P<0 05)。

2并发症发生率彩超引导活检枪穿刺法组．原无镜

下血屎者5例，术后出现镜下血尿3例；原先有镜下血尿的

19例，术后出现镜下血尿不变8例．镜下血尿加重9例，肉

眼血尿2例；原先有肉眼血尿者1例，术后无加重。发生或

加重镜下血尿者12例占48％。发生肉限血尿者2例占

8％．B超动态观察未发现肾包膜下及肾周血肿，2例有明显

腰痛，3 d后好转。B超定位手动法活检组18例中，原无镜

下血尿的2例，术后出现镜下血尿1例；原先有镜下血尿的

13倒，术后出现镜下血尿加重10例，肉眼血尿2例；原先有

肉眼血尿者2例，术后有I例加重。发生或加重镜下血尿

着11例占61．11％，发生肉眼血尿者3例占16，67％。B超

动态观察发现肾包膜下和肾周血肿3例(16．67％)，明显腰

痛4例(22．22％)。两组均未发生大出血和穿刺后感染。

讨 论

较之手动穿刺彩超监视下穿刺枪活检．笔者体会有以

下优势。

定位非常准确。由于是在彩超监视和引导下进行，能

动态观察进针的全过程，可及时调整进针的深度，并由患者

调节呼吸的深浅，改变肾脏的位置．求得最佳的穿刺部位，

完全避开激活区及避免误伤临近脏器。我科在用负压吸引

法时，进针前也行了B超定位，但由于B超测量深度本身有

一定的误差．导致进针的深度不够精确(大略为测得深度乘

以1 3)，需依术者经验作适当调整。而患者每次呼吸的深
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度难以完全一致，同时行屏气动作时肾脏会有不同程度的

回缩，导致肾脏位置的偏差，时有“空针而回”或者误伤临近

脏器的情况发生。

精确定位是提高成功率减少并发症最重要的一环．在

彩超引导下进针，就能非常准确地到达穿刺部位。

进什深度相对恒定而使取得的肾小球个数相对稳定：

双人操作负压吸引组取得肾组织的病例肾小球数最少6

个、最多38个，数目差异较大；彩超引导活枪枪穿刺法组取

得的肾小球数最少15个、最多32个．数目差异较之小。较

符合病检的需要。除定位因素外，可能与进针速度有关。

手动法进针，熟练者动作约在1秒钟内完成。而穿刺枪仅

需十分之一秒。速度更快．肾脏不易滑开，而使进针深度相

对恒定故取得的肾小球个数相对稳定，尤其在有大量腹水

的病人，由于肾脏活动度较大．患者屏气困难，更能体现彩

超引导下用活检枪的优越性。

副作用更少：经比较可发现术后发生或加重镜下血尿

例数彩超引导组较负压吸引组明显减少，有统计学意义。

对于肾病综合征伴重度腹水者，无法待腹水明显消除．

为活检枪应用组，3例全部成功．仅1例穿刺点有少许腹水

漏出，次日愈合。本组用活检枪法穿刺大量腹水和显著肥

胖者7例全部成功，无明显并发症发生。

双人操作负压吸引肾活检已在临床应用多年．虽然它

需要的设备较简单，成功率也较高．但同时要求操作者必须

有较丰富的经验。成功率和并发症发生率的多少较大地依

赖于手术者的经验及患者很好的配合。同时，对于有大量

腹水及体形肥胖的患者，即使由操作熟练者施术，也有很大

的难度。在专用穿刺探头越来越普及的今天，临床医生充

分利用这些设备，以求更高的成功率．更少的并发症，并在

以往不易穿刺成功的患者身上也能有好的效果，是目前较

为理想的方法，值得推广。

(收稿：2002—04—12)

(上接弟628 i)并促进纤溶酶原激活物抑制剂(PAI)

和金属蛋白酶组织抑制剂(TIMP)的合成，从而减

少细胞外基质的降解；同时增强细胞表面与细胞外

基质的粘附；并且刺激系膜细胞分泌其他一些细胞

因子如血小板源生长因子、内皮素等加重肾脏损

害”j。本文中缬草油组肾组织TGF一＆表达较肾衰

竭组低，并且其纤维连接蛋白亦显著少于肾衰竭

组，提示缬草油可能通过降低TGF一禹的水平。减

少纤维连接蛋白等细胞外基质的合成，从而减轻肾

脏功能的损害。

此外，尚有研究表明缬草挥发油、缬草环烯醚

萜可显著增加小鼠肾循环血流量⋯。并且有人报

道缬草油具有显著调节血脂作用及抗脂质过氧化

作用。这些机制也有可能与缬草油的肾脏保护作

用有关，本研究提示缬草油对慢性肾衰竭模型具有

防治作用，有潜在的临床应用前景。
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