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雷公藤味苦、辛，性凉，有大毒，归肝、肾经，具有祛风

除湿、通络止痛、解毒杀虫等功效，相关制剂常用于治疗各类

风湿免疫疾病、肿瘤、皮肤顽疾等。雷公藤作为大毒之物，早

在清代，赵学敏《本草纲目拾遗》中有云：“采之有毒，凡蚌

螺亦死，其性最烈，以其草烟獯蚕子则不生。”现代医学证实，

雷公藤导致各种不良反应中，以生殖系统损伤最常见：男性患

者可出现精子活力下降，甚至不育；女性患者最常发生月经紊

乱、闭经等，甚至进展至不可逆的卵巢功能早衰[1]，纠正治疗

十分棘手。近年有关雷公藤致卵巢损伤及相关拮抗药物的研究

较少[2]。中药单体中，研究者普遍认为，中药虎杖的根茎提取

物白藜芦醇(Resveratrol)对卵巢有良好的保护作用[3]。本研究

拟在雷公藤甲素卵巢损伤小鼠模型基础上，探讨不同浓度白藜

芦醇的卵巢保护作用，以期寻找合理的增效减毒的配伍方法，

为正确运用雷公藤提供实验室依据。
1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 主要试剂 白 藜 芦 醇、雷 公 藤 甲 素、二 甲 基 亚 砜

(DMSO)、人绒毛膜促性腺激素(HCG)、孕马血清(以上试剂均

购自Sigma-Aldrich 公司，美国)；荧光 TUNEL 试剂(Promega

公司，美国)；Anti-APAF1 抗体、Anti-CytochromeC 抗体；

EliVisionTM plus 试剂盒(福州迈新公司，中国)。
1.1.2 仪器与器材 石蜡包埋机(LEICA 公司，德国)；石蜡切

片机(LEICA 公司，德国)；低温离心机(Eppendorf 公司，德

国)；普通光学显微镜(Olympus 公司，日本)；共聚焦显微镜

(Olympus 公 司 ， 日 本 )； 倒 置 荧 光 显 微 镜 及 成 像 系 统 ，

(Olympus 公司，日本)。
1.1.3 动物及分组 4 周龄 SPF 级成熟雌性 NIH 小鼠 40 只

(购自南方医科大学实验动物中心)，体重约 20 g。随机分为对

照组(Ctrl 组)、模型组(TL 组)、低剂量治疗组(TL+ResL 组)和高

剂量治疗组(TL+ResH 组)。
1.2 实验方法
1.2.1 NIH小鼠卵巢损伤及白藜芦醇治疗模型的建立 小鼠

适应性喂养 3 天后进入实验。每周根据体重变化调整用药量。
Ctrl 组、TL 组、TL+ResL 组、TL+ResH 组分别予以含 5%

DMSO 的生理盐水、雷公藤甲素 25 μg/(kg·d)(溶于含 5%

DMSO 的 生 理 盐 水 中 )、低 剂 量 白 藜 芦 醇 加 雷 公 藤 甲 素

(25 μg/kg 雷公藤甲素 +5 mg/kg 白藜芦醇)、高剂量白藜芦醇

加 雷公藤甲素(25μg/kg 雷公藤甲素 +10 mg/kg 白藜芦醇)，
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［摘要］ 目的：探讨白藜芦醇拮抗雷公藤甲素诱导卵巢损伤的作用。方法：40只雌性 NIH小鼠随机分为 4组：对照组（Ctrl
组：含 5%二甲基亚砜的生理盐水），模型组（TL组：雷公藤甲素 25 μg/kg），低剂量治疗组（TL+ResL组：25 μg/kg雷公藤甲素+
5 mg/kg白藜芦醇） 和高剂量治疗组（TL+ResH组：25 μg/kg雷公藤甲素+10 mg/kg白藜芦醇）。各组连续灌胃 50天。第 41天起，
行连续阴道涂片。第 47天，行超排卵实验。于第 50天处死各组小鼠，收集计数输卵管中卵子，留取卵巢行常规病理染色等。阴
道涂片行巴氏染色检测小鼠性动周期，HE染色检测小鼠卵巢病理，计数各级卵泡。结果：雷公藤甲素刺激后，TL组小鼠出现明
显的卵巢损伤，表现为性动周期延长，超排卵子数量减少，与 Ctrl组比较，差异有显著性意义（P < 0.05）；TL+ResL组和 TL+
ResH组较 TL组小鼠卵巢原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡和成熟卵泡数量增多，差异均有显著性意义（P < 0.05），TL+ResL组和
TL+ResH组比较无差异。结论：白藜芦醇可部分拮抗雷公藤甲素诱导的卵巢损伤，但与白藜芦醇治疗剂量无明显关系。
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各 组 药 物 连 续 灌 胃 50 天。每 只 小 鼠 每 天 灌 胃 量 不 超 过

200 μL。实验第 50 天处死各组小鼠。
1.2.2 阴道涂片及染色 灭菌小棉签，于处死前 10 天起，连

续 10 天于每天 10：00~12：00 行阴道涂片。具体方法如下：

左手从小鼠背部固定小鼠，暴露阴道，棉签蘸少量生理盐水，

插入小鼠阴道，左右旋转 1 周，取出后将棉签于载玻片上涂

抹，风干 3 s 后，置入 95%酒精中固定 15 min。巴氏染色、
封片后，根据阴道涂片，计算小鼠的动情周期。
1.2.3 超排卵实验 参照 Singavarapu R 等[4]描述方法进行，

实验第 47 天，各组小鼠分别腹腔注射 10 IU 孕马血清，48 h

后(实验第 49 天)，分别腹腔注射 5 IU HCG，16~18 h 后(第 50

天)，各组小鼠内眦取血后，脱臼处死，分离双侧输卵管，

1 mL 注射器吸取含 4%BSA 的 HEPES 溶液，充分冲洗双侧

输卵管中的卵子至培养皿，立即拍照、计数。
1.2.4 标本留取 动物脱臼后，同时迅速取出卵巢，置于 4%

多聚甲醛固定液中。组织脱水、透明、浸蜡、包埋，进行后续

实验。
1.2.5 卵泡计数 参照 Devine PJ 等[5]描述方法，卵巢蜡块连

续切片 15 张(5 μm)，行 HE 染色。观察各级卵泡：包括原始

卵泡(单层扁平颗粒细胞包裹)，初级卵泡(单层立方颗粒细胞包

裹)，次级卵泡(2~4 层颗粒细胞包裹)，成熟卵泡(>4 层颗粒细

胞包裹)及闭锁卵泡。计数 15 张连续切片的各级卵泡数量。
1.2.6 统计学方法 应用 SPSS16.0 统计软件进行分析。计量

资料以(x±s)表示；多组间比较采用单因素方差分析(One-way

ANOVA)，并进行两两比较；2 组间比较采用 t 检验。
2 结果

2.1 一般情况 实验过程中，TL 组小鼠给药后第 1 周后出现

食欲下降，精神不振，活动减少，毛色差，身体消瘦，前 4

周体质量增加缓慢，蜷缩，喜扎堆，捕捉时易激惹，并自第 5

周期，体重逐渐增加，TL 组死亡 2 只(第 4 周、第 5 周时死

亡，疑与感染有关)。TL+ResL 组、TL+ResH 组小鼠体质量增

长趋势与 TL 组一致，基本精神状态较 TL 组无明显区别。
TL+ResL 组、TL+ResH 组各死亡 1 只(第 5 周时死亡，疑与拒

食有关)。各组存活小鼠均达 8 只以上，每组随机选取 8 只小

鼠，用于后续实验检测及数据统计。
2.2 性动周期 阴道涂片行巴氏染色，连续观察 10 天各组小

鼠的阴道脱落上皮细胞变化。小鼠平均性动周期：Ctrl 组

(4.5±1.5)天，TL 组(6.3±2.0)天，TL+ResL 组(5.0±1.25)天，

TL+ResH 组(5.3±1.5)天。与 Ctrl 组比较，TL 组小鼠性动周

期 明 显 延 长 (P < 0.05)； 与 TL 组 比 较 ， TL+ResL 组 和

TL+ResH 组小鼠性动周期略缩短，但差异无显著性意义(P＞

0.05)。TL+ResL 组和 TL+ResH 组比较无差异(P＞0.05)。提

示：白藜芦醇能部分改善雷公藤甲素诱导的 NIH 小鼠性动周

期延长。
2.3 各组小鼠超排卵子数量比较 见表 1。超排卵实验后，

立即予显微镜下观察并计数各组小鼠输卵管中的卵子。Ctrl 组

小鼠超排卵子体积大而饱满，数量多。TL 组小鼠所排卵子体

积较小，光泽度、饱满度差，数量较 Ctrl 组明显减少，与 Ctrl

组 比 较 ， 差 异 有 显 著 性 意 义 (P < 0.05)。 TL+ResL 组 和

TL+ResH 组的超排卵子质量和数量较 TL 组显著改善，特别在

数量方面，与 TL 组比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)。提

示：白藜芦醇能减轻雷公藤甲素诱导的超排卵功能降低。

表 1 各组小鼠超排卵子数量比较(x±s，n=8) 个

与 Ctrl组比较，①P < 0.05；与 TL组比较，②P < 0.05

2.4 卵巢病理 见图 1。HE 染色提示 Ctrl 组小鼠卵巢各级卵

泡(原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡、成熟卵泡)分布广泛，原

始卵泡主要分布在卵巢皮质区；TL 组小鼠卵巢各级卵泡数量

较 Ctrl 组减少，特别是进展期卵泡减少，且黄体较多，各级

闭 锁 卵 泡 增 多 ， 间 质 区 域 结 缔 组 织 疏 松。TL+ResL 组 和

TL+ResH 组小鼠各级卵泡细胞较饱满，各级卵泡并存，间质

较 TL 组致密。

图 1 各组小鼠卵巢病理改变

2.5 各组小鼠各级卵泡计数比较 见表 2。计数 15 张连续的

切片中的各级卵泡数量，与 Ctrl 组比较，TL 组小鼠各级卵泡

数量减少，以进展期卵泡数量减少为主，此外闭锁卵泡显著增

多；TL+ResL 组和 TL+ResH 组较 TL 组小鼠卵巢原始卵泡、
初级卵泡、次级卵泡和成熟卵泡数量增多，差异均有显著性意

义(P < 0.05)，而闭锁卵泡数量较 TL 组有所减少。TL+ResL 组

和 TL+ResH 组比较无差异。提示：白藜芦醇能改善雷公藤甲

素诱导的各级卵泡丢失，促进卵泡正常的发展、成熟。

表 2 各组小鼠各级卵泡计数比较(x±s，n=8) 个

与 Ctrl组比较，①P < 0.05；与 TL组比较，②P < 0.05

3 讨论

本研究提示雷公藤甲素致雌性小鼠性动周期延长；超排卵

子质量及数量明显下降；各级进展期卵泡数量减少；闭锁卵泡

增多。以上结果提示雷公藤甲素显著损伤小鼠卵巢功能。在此

Ctrl 组

74.5±15.2

TL 组

18.5±6.6①

TL+ResL 组

65.3±17.4②

TL+ResH 组

58.2±16.8②

各级卵泡

原始卵泡

初级卵泡

次级卵泡

成熟卵泡

闭锁卵泡

Ctrl 组

50±6

45±8

77±11

28±5

15±6

TL 组

30±11①

18±6①

57±17①

11±4①

26±11①

TL+ResL 组

41±13②

39±15②

71±20②

19±6②

19±9②

TL+ResH 组

38±15②

30±10②

65±14

15±4

20±5②

Ctrl TL TL+ResL TL+ResH

卵巢病理
（HF，100×）
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基础上，评价高、低剂量白藜芦醇的干预效果。结果证实：白

藜芦醇干预后，模型小鼠超排卵子数量增加；各级进展卵泡增

多，闭锁卵泡减少。从卵巢功能和结构上看，白藜芦醇能显著

改善雷公藤甲素诱导的卵巢损伤。值得注意的是，白藜芦醇的

剂量增加并不能显著提高其拮抗雷公藤卵巢毒性的作用。这也

提示在后期的研究中，摸索最低有效浓度是减轻患者机体代谢

负担与经济负担的重要课题之一。
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益肾汤对糖尿病肾病大鼠肾组织 ET-1 和 TGF-β1 表达的影响

余海源 1，邹建琴 2，王醊恩 3，刘伟 1，张颖 1，冯山丹 1

1. 烟台市中医医院肾内科，山东 烟台 264000

2. 山东中医药大学 2010 级研究生，山东 济南 250000

3. 山东滨州医学院中医教研室，山东 烟台 264000

［摘要］ 目的：观察益肾汤对糖尿病肾病（DN） 大鼠内皮素-1（ET-1） 和转化生长因子-β1（TGF-β1） 的影响，并观察肾脏
病理形态学变化，以探讨其改善糖尿病肾病的作用机制。方法：将 50只 SD雄性大鼠，随机分为 5组，对照组、模型组、益肾汤
大剂量组、益肾汤小剂量组、洛汀新组，每组 10只。对照组行左肾摘除假手术，其余 4组摘除左肾。1周后，各组大鼠每天灌胃
给药，益肾汤大剂量组灌胃 1.0 g/mL；益肾汤小剂量组灌胃 0.5 g/mL；洛汀新组 0.33 mg/mL。对照组和模型组灌等体积的生理盐
水。分别在第 4、8周检测 24h尿微量白蛋白，心脏采血检测血肌酐（SCr） 和尿素氮（BUN）。HE染色肾组织送病理科评价病变
程度；免疫组化法测定 ET-1及 TGF-β1蛋白的表达情况。结果：①各组大鼠 BUN、SCr及 24 h尿微量白蛋白的比较：4周末时，
模型组各指标与对照组比较，差异有非常显著性意义（P < 0.01）。各给药组与模型组比较，差异均有显著性意义（P < 0.05），洛
汀新组与益肾汤大、小剂量组比较，差异均无显著性意义（P > 0.05）；第 8周末时，模型组与对照组比较，差异有非常显著性意
义（P < 0.01），各给药组与模型组比较，差异有显著性或非常显著性意义（P < 0.05，P < 0.01）；洛汀新组与益肾汤大、小剂量组
比较，差异均有显著性或非常显著性意义（P < 0.05，P < 0.01），益肾汤大、小剂量组比较，差异均有显著性意义（P < 0.05）。②
肾组织病理改变：肾小球增生肥大、基底膜增厚、系膜基质增生减轻，肾小囊腔轻度狭窄，治疗 8周后益肾汤组较同期模型组减
轻，肾间质炎症细胞浸润减少。③各组大鼠肾组织 TGF-β1和 ET-1表达比较：4周时模型组 TGF-β1、ET-1表达水平较对照组升
高（P < 0.05），各给药组与模型组比较，差异均有显著性意义（P < 0.05）。8周时模型组大鼠肾组织中表达与对照组比较，差异均
有非常显著性意义（P < 0.01），益肾汤大剂量组与模型组比较，差异均有非常显著性意义（P < 0.01)，益肾汤大剂量组表达减少；
益肾汤小剂量组、洛汀新组表达水平均高于益肾汤大剂量组（P < 0.01），益肾汤小剂量组与洛汀新组无差异（P > 0.05）。结论：
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