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关木通对大鼠肾上腺的毒效应及其可能机制

王迎春，李海山，仲来福

（大连医科大学毒理学研究室，辽宁 大连　１１６０２７）

摘要：目的　观察关木通（ＡＭＫ）对大鼠肾上腺的
影响及其与肾损害的关系，并探讨其可能机制。方

法　ｉｇ给予雌性大鼠４０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＡＭＫ水煎剂１，
３及５ｄ，观测肾上腺和肾脏的重量，肾上腺和肾脏
组织学及其超微结构变化，测定血清尿素氮、肌酐和

皮质醇含量，免疫组化法检测 ８羟基脱氧鸟苷（８
ＯＨｄＧ）和诱生型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）的表达。结
果　给药３ｄ后，大鼠血清皮质醇明显增高，肾上腺
皮质明显增厚；连续给药５ｄ，大鼠血清尿素氮和肌
酐明显增高，肾小管上皮细胞水肿，变性，坏死；给药

组大鼠８ＯＨｄＧ和ｉＮＯＳ明显表达。结论　ＡＭＫ可
引起肾上腺皮质增生和肾损害，肾上腺损害早于肾

损害，其毒效应机制可能与ＤＮＡ氧化损伤和一氧化
氮增多有关。
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关木通（ＡｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉａｍａｎｓｈｕｒｉｅｎｓｉｓＫｏｍ．，ＡＭＫ），
又称木通，木通马兜铃，为马兜铃科（Ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉａｃｅ
ａｅ）马兜铃属（Ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉａ）植物的中药材。近年来
研究显示ＡＭＫ有很强的肾毒性作用［１］，但 ＡＭＫ对
内分泌系统损害的研究较少。已知肾上腺皮质是内

分泌器官中对化学物质作用最敏感的腺体［２］，分泌

的肾上腺皮质激素是机体重要生命活动所必需的激

素［３］。ＡＭＫ对大鼠肾上腺是否有毒效应，与肾损害
之间的关系及其相关机制尚未见报道。本研究采

用电镜，光镜形态学方法及放射免疫分析检测血清
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皮质醇水平，还采用免疫组化技术检测肾上腺８羟基
脱氧鸟苷（８ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）和诱导型
一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）表
达水平，综合评价ＡＭＫ对大鼠肾上腺的影响，及其与
肾损害的关系，并对其可能机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　动物和试剂
健康成年ＳＤ雌性大鼠，体重１７０～２２０ｇ，ＡＭＫ

为市售饮片按中药传统煎制方法制备 ＡＭＫ水煎剂
并测定其总马兜铃酸含量［４］；皮质醇放射免疫分析

药盒购自天津九鼎医药生物工程有限公司；抗 ８
ＯＨｄＧ单克隆抗体购自日本老年病研究所；ｉＮＯＳ多
克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。

１．２　大鼠分组及处理
３６只雌性大鼠随机分为６组，即给药１ｄ组，３

ｄ组，５ｄ组及３个相应对照组。每日给药２次，给
药剂量是４０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｉｇ，对照组给予等量蒸馏
水。于给药ｄ２，４及６断头取血，处死动物。
１．３　一般观察指标

一般状况观察包括精神状态、进食情况等。进

行肾脏与肾上腺重量、血清尿素氮及肌酐含量测定。

１．４　液相平衡竞争放射免疫分析法检测大鼠血清
皮质醇水平［５］

室温下大鼠快速断头取血（１ｍｉｎ内完成）于冷冻
塑料试管内，低温高速离心，分离的血清－４０℃保存。
实验前，室温下轻柔搅拌，其余按试剂盒说明书操作。

１．５　肾脏和肾上腺形态学观察
左侧肾脏，肾上腺经１０％甲醛固定，常规ＨＥ染

色；右侧肾脏，肾上腺放入戊二醛内固定，超薄切片，

供透射电镜观察。

１．６　肾脏和肾上腺８ＯＨｄＧ和 ｉＮＯＳ的免疫组化
检测

具体操作步骤严格按 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ ＳＰ超敏
试剂盒说明书进行。
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１．７　免疫组化结果分析
采用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ４．５图像分析软件半定量

分析免疫组化的表达情况。加合物标志细胞百分数

（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｄｄｕｃｔｌａｂｅｌｉｎｇｃｅｌｌ，ＰＡＬＣ）作为 ８
ＯＨｄＧ的定量指标［６］。ｉＮＯＳ阳性细胞为胞浆呈棕
黄色，方法如下：①每组６只动物，每只动物取１张
切片，每张切片取３～５个视野（４００倍）做图像分
析；②测量每个视野中有阳性表达的区域的积分吸
光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）；③测量非阳性表达
的区域的平均吸光度作为背景的平均吸光度；④从
阳性表达区域的 ＩＡ中扣除背景的吸光度分量。具
体做法是：阳性区域ＩＡ－背景平均吸光度 ×阳性区
域面积 ；⑤计算每组阳性区域的ＩＡ，以此作为ｉＮＯＳ
表达强度的指标。

１．８　统计学方法
实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检

验；多组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），有
差异者作 ｑ检验（ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法），统计分析用
ＳＰＳＳ１１．５软件上机完成。

２　结果

２．１　关木通水煎剂中马兜铃酸含量
ＡＭＫ水煎剂中总马兜铃酸含量为 ３．２９ｇ·Ｌ－１。

给予大鼠ＡＭＫ的剂量为４０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，相当于总
马兜铃酸剂量６６ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。ＡＭＫ的临床用量
为３～６ｇ，本次实验所用的ＡＭＫ剂量相当于临床用
量的６～７倍。

２．２　一般状况观察
对照组大鼠皮毛光洁，反应灵敏，活泼好动，摄

食正常。给药组大鼠皮毛蓬松，光泽度较差，易脱

落，反应较迟钝，嗜睡，摄食差。

２．３　关木通对肾脏和肾上腺绝对重量与相对重量
的影响

如表１结果所示，大鼠给药３ｄ后，肾上腺绝对重
量和相对重量增大，明显高于相应对照组（Ｐ＜０．０１）。
给药５ｄ后，肾脏绝对重量和相对重量增大，与相应对
照组之间比有显著性差异 （Ｐ＜０．０５）。
２．４　关木通对血清尿素氮、肌酐及皮质醇含量的影
响

如表２结果所示，给药５ｄ后大鼠血清尿素氮
和肌酐均显著高于相应对照组（Ｐ＜０．０１）。给药１
ｄ后大鼠血清皮质醇含量与相应对照组比较无明显
差异，给药３及５ｄ后血清皮质醇含量增高，与相应
对照组比较均有非常显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
２．５　关木通对大鼠肾脏和肾上腺形态的影响

肾脏病理组织学观察显示，给予 ＡＭＫ水煎剂
１，３ｄ后大鼠肾组织未见明显异常。给药５ｄ后大
鼠病变主要集中在皮髓交界处，大部分小管上皮细

胞刷状缘及胞浆脱落，上皮细胞呈空泡变性，部分细

胞坏死，管周毛细血管充血，小管腔内可见大量蛋白

管型及崩解的胞浆组织，病变累及近曲小管，远曲小

管和集合管。

肾脏透射电镜结果显示（图１Ａ），对照组大鼠
肾组织未见明显异常。给予 ＡＭＫ水煎剂５ｄ后大
鼠可见肾小管基底膜肿胀，内有电子致密物沉积，胞

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡ．ｍａｎｓｈｕｒｉｅｎｓｉｓＫｏｍ．（ＡＭＫ）ｏｎａｂｓｏｌｕｔｅｗｅｉｇｈｔａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｂｉｌａｔｅｒａｌ
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Ａｂｓｏｌｕｔｅｗｅｉｇｈｔ／ｇ　Ｒｅｌａｔｉｖｅｗｅｉｇｈｔ×１０２／ｇ·ｇ－１
Ａｄｒｅｎａｌ

Ａｂｓｏｌｕｔｅｗｅｉｇｈｔ／ｇ　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｗｅｉｇｈｔ×１０２／ｇ·ｇ－１

１ Ｃｏｎｔｒｏｌ １．８０±０．１７ ０．８５±０．０６ ０．０６７±０．０９１ 　０．０３５±０．０１０

ＡＭＫ １．８４±０．２０ ０．８３±０．７２ ０．０６１±０．０１０ 　０．０２７±０．００４

３ Ｃｏｎｔｒｏｌ １．６６±０．８１ ０．８８±０．０４ ０．０６５±０．００５ 　０．０３４±０．００２

ＡＭＫ １．７０±０．１５ ０．９１±０．０４ ０．０７７±０．００３ 　０．０４１±０．０２０＃

５ Ｃｏｎｔｒｏｌ １．５４±０．２４ ０．８９±０．１４ ０．０５２±０．０１７ 　０．０３０±０．００８

ＡＭＫ ２．０１±０．３４△ １．１０±０．１６＃ ０．０７９±０．０１３ 　０．０４３±０．００８＃

Ａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ（ｃｏｎｔｒｏｌ）ｏｒ４０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＡＭＫｉｇｆｏｒ１，３ｏｒ５ｄ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｏｎｔｈｅｎｅｘｔ
ｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔＡＭＫａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈ１ｄＡＭＫｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ｄＡＭＫｇｒｏｕｐ．
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Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＭＫｏｎｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅａｎｄｃｏｒｔｉｓｏｌｉｎｒａｔｓｅｒｕｍ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ／ｄ Ｇｒｏｕｐ Ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｏｒｔｉｓｏｌ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１　

１ Ｃｏｎｔｒｏｌ １９．２±４．６ ５６±１１ ６．６±２．２

ＡＭＫ １９．７±２．２ ５９±１０ ７．５±１．０

３ Ｃｏｎｔｒｏｌ １３．６±２．５ ７０±１７ ５．３±１．６

ＡＭＫ １３．６±４．２ ６８±１４ １３．６±１．７

５ Ｃｏｎｔｒｏｌ １６．５±２．８ ７３±８．０ ６．０±１．６

ＡＭＫ 　１０４±２７ １７７±４２ ９．２±１．３

ＴｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂ１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ１．　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｋｉｄｎｅｙ（Ａ）ａｎｄａｄｒｅｎａｌ（Ｂ）ｉｎｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＭＫｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ａ：Ｅｌｅｃｔｒｏｎｄｅｎｓｅｍａｔｔｅｒｄｅｐｏｓｉｔａｎｄｔｕｂｕｌａｒｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｅｄｅｍａｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；Ｂ：
ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎａｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘ．

浆内线粒体变形，肿胀，线粒体嵴肿胀，断裂，部分微

绒毛肿胀，断裂。

肾上腺病理组织学观察可见对照组肾上腺皮质

结构清楚。给予ＡＭＫ水煎剂１ｄ大鼠肾上腺皮质
未见明显异常。给予 ＡＭＫ水煎剂３及５ｄ后大鼠
肾上腺皮质明显增厚，束状带细胞浆充满类脂质空

泡，束状带细胞排列略不规则。

肾上腺透射电镜结果（图１Ｂ）显示，对照组肾上
腺皮质束状带细胞胞浆线粒体呈球状，有光面内质

网及脂滴。给予ＡＭＫ水煎剂３ｄ后大鼠肾上腺皮
质束状带细胞胞浆中含丰富的线粒体，线粒体嵴呈

空泡状，含丰富的光面内质网及大小不等的脂滴。

２．６　关木通对肾脏和肾上腺组织８ＯＨｄＧ表达的
影响

结果显示，肾组织中８ＯＨｄＧ的表达在给药１，
３及 ５ｄ后明显增加，主要位于皮髓交界处（图
２Ａ）。肾上腺组织中８ＯＨｄＧ的表达在给药１，３及
５ｄ后明显增加。８ＯＨｄＧ为强阳性，细胞核着棕黄
色（图２Ｂ）。对照组虽然也有阳性染色细胞存在，但
强度与密度明显降低。

　　给药组肾上腺组织和肾组织中 ８ＯＨｄＧ的
ＰＡＬＣ都明显高于对照组，且统计学上有非常显著
性差异 （Ｐ＜０．０１）；给药１ｄ后与给药５ｄ后大鼠
的肾上腺组织８ＯＨｄＧ的 ＰＡＬＣ之间也有显著性差
异（Ｐ＜０．０５，表 ３）。

Ｔａｂ３．　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ８ＯＨｄＧｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄ
ｒｅｎａｌａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＭＫｆｏｒｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｔｉｍｅ／ｄ

ＰＡＬＣ／％
Ａｄｒｅｎａｌ　　 Ｋｉｄｎｅｙ　　

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ ２．４±１．１ ４．３±０．６
ＡＭＫ １ ２５．６±９．７ ３１．７±１３．２

３ ３８．２±８．９ ３６．５±１０．７

５ ４０．３±１３．２＃ ５７．７±１２．１＃

ＴｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂ１．ＰＡＬＣ：ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ
ａｄｄｕｃｔｌａｂｅｌｉｎｇｃｅｌｌｓ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ８
ＯＨｄＧ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ１ｄｇｒｏｕｐ．

２．７　关木通对肾脏和肾上腺组织ｉＮＯＳ表达的影响
如表４结果所示，肾上腺组织和肾组织中ｉＮＯＳ
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Ｆｉｇ２．　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ８ＯＨｄＧｉｎｋｉｄｎｅｙ（Ａ）ａｎｄａｄｒｅｎａｌ（Ｂ）ｓｌｉｃｅｏｆｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＭＫｂｙｉｍ
ｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ×４００．↑：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｓｅｅｎｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｏｆｃｏｒｔｉｃｏｍｅｄｕｌｌａｒｙｂｏｕｎｄａｒｙ
（Ａ）ａｎｄｉｎａｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘ（Ｂ）．

Ｔａｂ４．　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄｒｅ
ｎａｌａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＭＫｆｏｒｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｔｉｍｅ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｔｉｍｅ／ｄ

ｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＩＡ×１０－３）

Ａｄｒｅｎａｌ　　 Ｋｉｄｎｅｙ　　

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ ２．８±０．８ 　４．４±１．６

ＡＭＫ １ １１．７±１０．２ １８．５±２．８

３ ２５．５±４．３＃＃ ２７．６±５．９＃＃

５ ２３．０±２．４＃＃ ２５．３±４．１＃＃

ＴｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂ１．ＩＡ：ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒ
ｂａｎｃｅｐｅｒｓｌｉｃｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎ
ｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ１ｄｇｒｏｕｐ．

的表达在给药１，３及５ｄ后明显增加，ｉＮＯＳ阳性细
胞均为胞浆染色，胞核不着色，对照组虽然也有阳性

染色细胞存在，但强度与密度均明显降低。

给药１，３及５ｄ后大鼠肾上腺组织和肾组织中
ｉＮＯＳ都明显高于对照组，且存在统计学上非常显著性
差异 （Ｐ＜０．０１）；给药３及５ｄ后与给药１ｄ后ｉＮＯＳ
阳性表达之间也有非常显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

本研究结果显示，ＡＭＫ水煎剂连续灌胃３ｄ后
大鼠肾上腺绝对重量，相对重量显著升高大于相应

对照组，表明给药组肾上腺有增生。ＨＥ染色组织
形态学观察，给药３ｄ后肾上腺皮质明显增厚，束状
带细胞浆充满类脂质空泡，束状带细胞排列略不规

则。电镜下可观察到给予 ＡＭＫ水煎剂３ｄ后大鼠
肾上腺皮质束状带细胞胞浆中含丰富的线粒体，线

粒体嵴呈空泡状，边界清楚，含丰富的光面内质网及

大小不等的脂滴，这些典型的分泌类固醇的超微结

构改变提示，ＡＭＫ可刺激大鼠肾上腺皮质增生，给
药３ｄ后大鼠血清皮质醇水平上升，表明ＡＭＫ促进
大鼠肾上腺皮质束状带细胞分泌皮质激素即皮质醇

的功能，与前述的肾上腺皮质形态学改变一致。提

示ＡＭＫ具有促进大鼠肾上腺皮质增生及促进肾上
腺束状带细胞分泌皮质醇的作用。

连续灌胃给予大鼠ＡＭＫ水煎剂５ｄ后，出现血
清尿素氮和肌酐增高，组织形态学观察与电镜结果

都表明发生大鼠急性肾损害；而肾上腺损害先于肾

损害，这可能与肾上腺是内分泌器官中对化学物质

作用最敏感的腺体有关。

８ＯＨｄＧ是活性氧所致 ＤＮＡ氧化性损伤，可作
为检测氧化性损伤的标志物。应用 ＡＭＫ水煎剂组
大鼠肾上腺组织和肾组织８ＯＨｄＧ阳性染色细胞明
显增多，表明ＡＭＫ对 ＤＮＡ进行了碱基修饰。ＡＭＫ
所致ＤＮＡ损伤的确切机制尚不清楚。

ＡＭＫ水煎剂组大鼠肾组织和肾上腺组织 ｉＮＯＳ
表达明显增强与对照组有显著差异，提示 ＡＭＫ所
致肾上腺皮质增生和肾损害可能与一氧化氮（ＮＯ）
增多有关。ＮＯ在一氧化氮合酶（ＮＯＳ）作用下，以
左旋精氨酸（ＬＡｒｇ）和Ｏ２为底物催化而产生的。目
前已知道有３种ＮＯＳ，即ｎＮＯＳ，ｅＮＯＳ和ｉＮＯＳ，其中
前两种合称为结构性一氧化氮合酶（ｃＮＯＳ），其催化
活性依赖于细胞内钙离子浓度的升高，受体激活瞬

间释放ＮＯ，作用迅速而短暂（数秒至数分钟），作为
细胞内信使具有多种生理功能［７］。ｉＮＯＳ的活性不
依赖于钙离子［８］，所以 ｉＮＯＳ一旦诱导合成即可持
续产生大量的 ＮＯ，直到底物耗尽［９］。另外，ｉＮＯＳ的
ｍＲＮＡ半衰期特别长，一旦诱导合成即可持续长时
间翻译，合成 ｉＮＯＳ［１０］。所以与 ｅＮＯＳ和 ｎＮＯＳ比
较，ｉＮＯＳ是引起体内 ＮＯ过量产生的主要基础，大
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量 ＮＯ造成组织和细胞的损害甚至死亡。关于 ｉＮ
ＯＳ表达增多与肾上腺毒效应的关系尚不清楚，需进
一步实验研究，但它为马兜铃属植物与致肾上腺皮

质增生之间的关系提供了新的线索。
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