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摘要：目的 确定白术治疗肾病综合征的最佳有效组分及其与桑白皮配伍的最佳比例，并初步探讨其有效组分发挥疗效的机制。方法 采用阿霉素大鼠肾病模型，以大鼠24h尿蛋白、血清白蛋白（Alb）、甘油三酯（TG）和总胆固醇（TCH）、大鼠血清肌酐（Cre-S）和尿素氮（BUN）的水平为评价指标筛选白术治疗肾病综合征的最佳有效部位以及配伍的最佳比例；采用ELISA法检测各化学拆分组分的白介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)以及超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）的水平，观察各化学拆分组分HE染色的肾组织切片，初步探讨其有效组分发挥疗效的机制；通过检测尿量、精氨酸加压素（AVP）、水通道蛋白2（AQP2）、水通道蛋白1（AQP1）的水平，初步探讨其配伍疗效后优于单味药的作用机制。结果 给药3w后，低剂量（2.8 g·kg-1）组大鼠24h尿蛋白、Cre-S、BUN、TG、TCH、Alb水平均有明显改善（P<0.05），为最佳给药剂量；白术多糖组分组大鼠24h尿蛋白、Cre-S、BUN、TG、TCH水平均有明显改善（P<0.05），为最佳有效组分；同时白术多糖组分能够降低IL-6和TNF-α水平，升高SOD水平，改善肾组织损伤；桑白皮加白术的最佳配伍比例1:1,与单位药桑白皮组相比，1:1配伍组能够显著提高大鼠尿量、降低AVP和AQP2水平（P<0.05）。结论 白术治疗肾病综合征的最佳有效组分为多糖组分。可能是通过抗氧化抗炎改善肾组织损伤，从而发挥疗效；同时桑白皮加白术最佳配伍比例为1:1，二者合用能够降低AVP相关水平，增强利尿的作用。
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Abstract：Objective  Determine the best therapeutically effective chemical split fractions of Rhizoma Atractylodis macrocephalae and the best compatibility ratio to nephrotic syndrome and tentative discussed its mechanism of treatment for the nephrotic syndrome. Methods  Adriamycin nephrotic syndrome in rats model, 24 h urine protein of rats, the levels of serum creatinine (Cre-S),urea nitrogen (BUN),triglycerides (TG),total cholesterol (TCH) and albumin (Alb) to filtering  the best therapeutically effective fractions and the best compatibility ratio of Rhizoma Atractylodis macrocephalae .Through the TNF-α, IL-6, SOD, MDA in serum to discussed the best therapeutically effective fractions' mechanism of treatment for the nephrotic syndrome; through the urine volume and the AVP and AQP2 in serum to discussed the best compatibility ratio mechanism of treatment for the nephrotic syndrome. .Results  after 3 w, the lower doses (2.4 g·kg-1) level of 24 h urine protein ,Cre-S, BUN, TG, TCH, Alb were improved significantly (P<0.05),it's the best dose ; The polysaccharide fractions level of 24 h urine protein, Cre-S, BUN, TG, TCH, Alb were improved significantly (P<0.05), it's the best chemical split fraction,and the polysaccharide fraction could reduce the level of IL-6 and TNF-α, increase the level of SOD , improve the  Injury of nephric cell, the compatibility ratio of Cortex Mori and Rhizoma Atractylodis macrocephalae 1:1 is best ratio, compared with the single herbs Cortex Mori, the 1:1 ratio could significantly increase the urine volume, reduce the level of AVP and AQP2(P<0.05).Conclusion  The best therapeutically effective chemical split fractions of  Rhizoma Atractylodis macrocephalae is polysaccharide fraction .Maybe its by anti-oxidative stress to improve the Injury of nephric cell; and the best compatibility ratio of Cortex Mori and Rhizoma Atractylodis macrocephalae is 1:1 ,they could reduce the level of AVP, enhance the diuretic action .
Keywords: polysaccharide fraction; Cortex Mori and Rhizoma Atractylodis macrocephalae compatibility ; adriamycin nephrotic syndrome; diuretic action

    肾病综合症（nephrotic syndrome，NS）是威胁人类健康的重大疾病之一，它由肾小球疾病引起，是以大量蛋白尿、低蛋白血症、高脂血症及不同程度的水肿等为特征的临床症候群[1]。目前，该病的发生机制尚未完全明了，临床治疗多以糖皮质激素和利水利尿类药物为主，疗程长，副作用大，疗效也不甚满意，因此本病的防治依然是肾病领域的重要挑战之一，而中药由于多层次多靶点的优势，在辅助治疗中具有良好前景。

白术为菊科植物白术(Atractylodes macrocephala Koidz)的干燥根茎，其性温，味甘、苦，具有健脾益气、燥湿利水的功效[2]。现代研究表明，其主要有效成分内酯类成分对神经系统、血脂[3]、肠胃运动具有一定作用，而多糖成分除了抗氧化[4]，还具有调节免疫功能的作用[5]。临床常用方有参苓白术散、防己黄芪汤、五苓散等，白术在方中作为君、臣药治疗肾病综合征。而白术、桑白皮的配伍是临床常用组合，普遍用于治疗肾病综合征初期的肺脾气虚证中的水肿[6-7]。
基于匡海学等提出的“中药性味可拆分、可组合的研究方法”[8]，本课题在前期通过研究单味药麻黄[9]及桑白皮成分互不交叉的拆分工艺[10]，以及各拆分组分的利水功效[11-12]，验证了中药性味组分的可拆分、可组合性，之后将概念延伸至药对的性味可拆分可组合，进一步验证此理论的普适性。本实验采用阿霉素大鼠肾病综合征模型[13]筛选白术治疗肾病水肿的最佳剂量和有效组分，并且初步筛选白术、桑白皮配伍的最佳比例，验证二者配伍治疗肾病水肿的效果，为后续药对有效组分的可拆分可组合奠定基础。
1 材料与方法
1.1 动物 3月龄雄性SD大鼠，SPF级，体质量（180±20）g，山东鲁抗医药股份有限公司，许可证号：SCXK (鲁)20130001。
1.2 药物 桑白皮购自郑州市中药材市场，由河南中医学院陈随清教授鉴定，水煎液由本校中化教研室提供[11]；白术购自浙江于潜，经辽宁中医药大学王冰教授鉴定，白术水煎液及白术各化学拆分组分[14]由辽宁中医药大学窦德强教授提供。
1.3 试剂 盐酸苯那普利（北京诺华制药有限公司，批号：140502）；醋酸地塞米松（天津天药药业股份有限公司，批号：150108），注射用盐酸多柔比星（山西普德药业股份有限公司，批号：02131202）；尿蛋白定量试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号：20140828）；血(尿)肌酐测定试剂盒(宁波医杰生物科技有限公司，批号：14111001)，尿素氮测定试剂盒(宁波医杰生物科技有限公司，批号：20120620)；甘油三酯测定试剂盒(宁波医杰生物科技有限公司，批号：14092601)，总胆固醇测定试剂盒(宁波医杰生物科技有限公司，批号：14081703)；白介素-6(IL-6)ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；超氧化物歧化酶(SOD)ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；；丙二醛(MDA)ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；精氨酸加压素（AVP）ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；水通道蛋白-2（AQP-2）ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）；水通道蛋白-1（AQP-1）ELISA检测试剂盒（江苏卡尔文生物技术有限公司，批号：20150401A）。
1.4 仪器  迪瑞CS-400全自动生化仪（长春迪瑞实业有限公司）；iMark酶标仪（美国BIO-RAD公司）；紫外分光光度仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）；大鼠代谢笼装置（江苏苏州冯氏实验动物有限公司）；EYELA N-1100型旋转蒸发仪（上海爱朗仪器有限公司），EYELA FDU-2110型冷冻干燥机（上海爱朗仪器有限公司）。
1.5 动物模型复制  参照文献[16]，采用阿霉素尾静脉两次注射，第1周尾静脉注射4 mg·kg-1，第2周注射2.5 mg·kg-1（0.9%的生理盐水溶为2 mg·ml-1），第3周检测24h尿蛋白≥50mg，则模型复制成功。
1.6白术水煎液最佳剂量筛选分组及给药方法  第3周取成模大鼠分为空白对照组、模型组、苯那普利组（2.1 mg·kg-1）、白术水煎液低剂量组（2.8 g·kg-1）、白术水煎液高剂量组（5.6 g·kg-1），每组8只，低、高剂量组分别相当于白术生药材成人临床剂量的14、28倍，每天灌胃给药1次，连续3周。
1.7 白术化学拆分组分分组及给药方法  第3周取成模大鼠分为空白对照组、模型组、白术水煎液组（2.8 g·kg-1）、白术多糖组（1.12 g·kg-1）、白术树脂醇洗组（0.02167 g·kg-1）、白术树脂水洗组（0.56 g·kg-1）、白术石油醚组（0.00576 g·kg-1）、白术挥发油组（0.02064 g·kg-1），每组8只，各化学拆分组分按其得率相当于生药材2.8 g·kg-1（为成人临床剂量的14倍），每天灌胃给药1次，连续3周。
1.8桑白皮和白术配伍比例分组及给药方法  第3周取成模大鼠分为空白对照组、模型组、苯那普利组（2.1 mg·kg-1）、地塞米松组（1.4 mg·kg-1）、白术水煎液最佳剂量组（2.8 g·kg-1）、桑白皮水煎液最佳剂量组（2.8 g·kg-1），桑白皮和白术1:1组，桑白皮和白术2:1组，桑白皮和白术1:2组，每组8只，各最佳剂量组分别相当于各自生药材2.8 g·kg-1（为成人临床剂量的14倍），且配伍比例为等倍递增，每天灌胃给药1次，连续3周。
1.9 肾病综合征指标的测定  连续给药3周后，将大鼠置于代谢笼24h，检测尿量，留取尿液后麻醉动物，腹主动脉取血，留取血清与血浆，摘除双侧肾脏，一侧浸入10% 甲醛固定液中，留待做HE病理切片。剩余部分置于液氮中保存，实验结束后保存于-80℃备用。依照BCA法检测24h尿蛋白，全自动生化分析仪测定血清总胆固醇（TCH）、甘油三酯(TG)、尿素氮(BUN)、肌酐(Cre-S)的含量，依照试剂盒说明书检测血清白蛋白（Alb）、炎症相关的白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）及氧化应激相关的超氧化物歧化酶(SOD)、；丙二醛(MDA)和利尿相关的精氨酸加压素（AVP）、水通道蛋白-2（AQP-2）、水通道蛋白-1（AQP-1）的含量。
1.10 统计学处理方法  采用SPSS18.0统计软件处理，计量均值结果以均数±标准差（
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±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较用LSD检验，P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果

2.1 白术水煎液最佳剂量筛选
2.1.1 白术水煎液对肾病综合征大鼠蛋白尿的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠24h尿蛋白量显著增加（P<0.01）。与模型组比较，给药3周后，白术高剂量组24h尿蛋白量显著降低（P<0.05），白术低剂量组24h尿蛋白量极显著降低（P<0.01），白术低剂量组效果更佳，见表1。
表1白术水煎液对大鼠肾病综合征蛋白尿的影响(
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±s, n=8)

Table 1 24 h urine protein of the rats in different doses Decoction groups 
	组别
	24h尿蛋白/mg·24h-1

	
	给药剂量/ g·kg-1
	造模1周
	给药3周

	
	
	
	

	空白对照组
	
	7.97±1.96
	7.59±1.48

	模型组
	
	20.80±7.67#
	371.66±44.88##

	苯那普利组
	0.93×10－3
	18.35±7.69#
	242.22±74.42**

	白术低剂量组
	2.8
	21.72±7.89#
	228.36±94.09**

	白术高剂量组
	5.6
	22.93±8.99#
	284.94±74.87*


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.1.2 白术水煎液对肾病综合征大鼠血液指标的影响 与空白对照组比较，模型组血清TG、TCH、Cre-S和BUN水平显著升高（P<0.05，P<0.01），Alb水平极显著降低（P<0.01）。与模型组比较，白术各剂量组TG及TCH水平均极显著降低（P<0.01），白术高剂量组Alb水平显著增高（P<0.05），Cre-S水平无差异，白术低剂量组Alb水平极显著增高（P<0.01），Cre-S水平显著下降（P<0.05），白术低剂量组效果更佳，见表2。
表2白术水煎液对肾病综合征大鼠血液指标的影响(
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±s, n=8)

Table 2 Serum indicators of the rats in different doses Decoction groups 
	组别
	TCH/mmol·L-1
	TG/mmol·L-1
	BUN/mmol·L-1 
	Cre-S/µmol·L-1
	Alb/mmol·L-1

	空白对照组
	1.59±0.08
	0.53±0.05
	3.49±0.67
	28.23±3.30
	36.68±5.61

	模型组
	8.22±2.21##
	6.23±2.55##
	4.73±1.62#
	31.99±5.41#
	26.26±2.89##

	苯那普利组
	3.44±1.45**
	1.77±1.02**
	4.45±1.00
	29.12±2.91
	32.67±4.20**

	白术低剂量组
	4.43±1.35**
	2.25±0.81**
	4.23±0.94
	28.77±2.93*
	33.15±3.27**

	白术高剂量组
	4.99±0.38**
	2.52±0.52**
	4.66±0.78
	30.67±3.13
	32.03±3.00*


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.2 白术有效组分的筛选及疗效的评价
2.2.1 白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠24h蛋白尿的影响 与空白对照组比较，模型组24h尿蛋白量极显著增加（P<0.01）。与模型组比较，给药3周后，树脂醇洗组分、石油醚组分和挥发油组分24h尿蛋白量并无显著差异（P>0.05），而多糖组分和树脂水洗组分均能明显降低24h尿蛋白量（P<0.05），见表3。
表3 白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠24h蛋白尿的影响(
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±s, n=8)

Table 3 24 h urine protein of the rats in different chemical split fractions groups 
	组别
	24h尿蛋白/mg·24h-1

	
	给药剂量/ g·kg-1
	造模2周
	给药3周

	空白对照组
	
	5.23±3.67
	13.76±3.41

	模型组
	
	153.87±40.72##
	352.95±65.56##

	水煎液组
	2.8
	153.20±62.09
	214.78±51.97**

	多糖组
	1.12 
	153.13±49.11
	241.66±62.44*


	树脂醇洗组
	21.67×10－3
	150.19±67.33
	376.19±82.94

	树脂水洗组
	0.56
	153.75±34.60
	260.19±49.92*

	石油醚组
	5.76 ×10－3
	151.43±23.64
	368.06±36.67

	挥发油组
	20.64×10－3
	157.19±46.64
	353.93±84.23


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.2.2白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠血液指标的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠血清TG、TCH、Cre-S水平均有极显著升高（P<0.01），BUN水平显著升高（P<0.05），Alb水平极显著下降（P<0.01）。与模型组比较，给药3周后，树脂醇洗组分和挥发油组分TG、TCH、Cre-S、BUN、Alb水平并无显著差异（P>0.05），石油醚组分Cre-S水平显著下降（P<0.05），多糖组分和树脂水洗组分TG和BUN水平均有显著下降（P<0.05，P<0.01），同时树脂水洗组分TCH和Cre-S水平显著降低（P<0.05），而多糖组分TCH和Cre-S水平极显著降低（P<0.01），多糖组分效果更佳，见表4。
表4 白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠血液生化指标的影响(
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±s, n=8)

Table 4 Serum indicators of the rats in different chemical split fractions groups 
	组别
	TCH/mmol·L-1
	TG/mmol·L-1
	BUN/mmol·L-1
	Cre-S/µmol·L-1
	Alb/mmol·L-1

	空白对照组
	1.22±0.15
	0.68±0.09
	2.51±0.32
	22.89±1.33
	43.06±3.21

	模型组
	7.04±2.01##
	10.52±5.87##
	3.65±0.19#
	32.04±2.80##
	28.61±2.18##

	水煎液组
	4.15±1.93**
	5.64±2.05*
	2.88±0.16*
	28.77±2.93*
	33.64±1.94*

	多糖组
	3.68±0.56**
	4.65±1.39**
	2.61±0.30*
	24.76±0.99**
	31.79±1.43

	树脂醇洗组
	6.92±2.99
	6.35±4.71
	2.91±0.36
	30.88±6.17
	30.55±2.07

	树脂水洗组
	4.71±0.98*
	3.4±1.3**
	2.71±0.34*
	27.83±3.13*
	29.96±1.38

	石油醚组
	7.38±1.20
	10.37±4.2
	3.37±0.73
	28.15±3.49*
	30.18±1.24

	挥发油组
	8.52±2.92
	9.82±5.15
	3.15±0.46
	29.84±1.87
	28.72±2.83


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.2.3白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠炎症因子的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠血清IL-6、TNF-α水平极显著上升（P<0.01）。与模型组比较，给药3周后，树脂水洗组分、树脂醇洗组分TNF-α水平均显著下降（P<0.05），多糖组分TNF-α水平极显著下降（P<0.01），多糖组分IL-6水平显著下降（P<0.05），多糖组分效果更佳，见表5。
表5 白术各化学拆分组分对大鼠炎症因子的影响(
[image: image6.wmf]x

±s, n=8)

Table 5 inflammatory factors of the rats in different chemical split fractions groups 
	组别
	IL-6/pg·ml-1
	TNF-α/pg·ml-1

	空白对照组
	42.12±0.61
	18.75±4.21

	模型组
	59.30±3.71##
	35.61±8.32##

	水煎液组
	46.17±8.51*
	20.22±6.60*

	多糖组
	46.06±5.15*
	13.15±5.54**

	树脂醇洗组
	52.56±3.43
	19.23±12.13*

	树脂水洗组
	53.30±2.35
	23.40±9.52*

	石油醚组
	56.79±2.01
	35.31±6.40

	挥发油组
	62.26±4.52
	30.52±6.37


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.2.4白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠氧化应激因子的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠血清SOD水平极显著下降（P<0.01），MDA水平虽无显著差异，但有上升趋势。与模型组比较，给药3周后，树脂醇洗组分、树脂水洗组分、石油醚组分和挥发油组分SOD水平并无显著差异（P>0.05），多糖组分SOD水平极显著升高（P<0.01），同时多糖组分、树脂醇洗组分、树脂水洗组分、石油醚组分、挥发油组分MDA虽无显著差异（P>0.05），却都有降低趋势，见表6。
表6 白术各化学拆分组分对大鼠氧化应激因子的影响(
[image: image7.wmf]x

±s, n=8)

Table 5 oxidative stress factors of the rats in different chemical split fractions groups 
	组别
	SOD/U·ml-1
	MDA/nmol·ml-1

	空白对照组
	71.30±14.25
	6.39±0.7

	模型组
	60.87±3.03##
	6.97±0.91

	水煎液组
	46.54±16.21
	6.19±0.7

	多糖组
	84.32±5.36**
	5.72±0.3

	树脂醇洗组
	66.08±11.34
	5.92±0.65

	树脂水洗组
	64.52±19.36
	6.03±0.57

	石油醚组
	51.49±7.49
	5.66±0.36

	挥发油组
	37.16±4.16
	5.53±0.4


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
2.2.5白术各化学拆分组分对肾病综合征大鼠肾组织的影响 光镜下可见空白对照组大鼠肾组织无明显病变。模型组大鼠部分肾小球体积稍增大，系膜细胞及基质局灶阶段性轻度增多，但未见坏死、新月体及硬化。肾小管未见明显萎缩，偶见小管有蛋白管型。肾间质灶性炎性细胞浸润；部分小动脉内膜增厚。多糖组分的肾组织病理改变较模型组有所好转，肾间质眼形细胞浸润有所减少，见图1。
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图1 光镜下各组肾病大鼠肾组织（HE染色×400）

Figure 1 The nephridial tissues of rats in different groups ( HE method，×400)
A 空白对照组；B 模型组；C 水煎液组；D 多糖组；E 树脂醇洗组；F 树脂水洗组；G 石油醚组H 挥发油组
2.3 桑白皮和白术配伍的最佳比例筛选
2.3.1 桑白皮和白术配伍对肾病综合征大鼠24h蛋白尿的作用 与空白对照组比较，模型组大鼠24h尿蛋白量持续增加（P<0.01）。与模型组相比，给药3周后，配伍中桑白皮白术1:2组和桑白皮白术2:1组24h尿蛋白量均有显著下降（P<0.05），而桑白皮白术1:1组24h尿蛋白量有极显著下降（P<0.01）,见表7。
表7桑白皮和白术配伍对肾病综合征大鼠24h蛋白尿的作用(
[image: image9.wmf]x

±s, n=10)

Table 7 24 h urine protein of the rats in different compatibility ratio groups 
	组别
	24h尿蛋白（mg/24h）

	
	给药剂量/ g·kg-1
	造模2周
	给药3周

	空白对照组
	
	8.14±2.36
	8.25±2.29

	模型组
	
	65.32±47.27##
	310.28±53.57##

	地塞米松组
	2.1×10-3
	65.32±47.27
	85.35±2.66**

	苯那普利组
	1.4×10-3
	65.32±47.27
	202.09±40.83*

	桑白皮水煎液组
	2.8
	65.32±47.27
	162.92±5.65**

	白术水煎液组
	2.8
	65.32±47.27
	185.85±54.69**

	桑白皮白术1:1组
	2.8:2.8
	65.32±47.27
	186.75±76.92**

	桑白皮白术2:1组
	5.6: 2.8
	65.32±47.27
	214.71±78.38*

	桑白皮白术1:2组
	2.8: 5.6
	65.32±47.27
	209.38±99.01*


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.3.2 桑白皮和白术配伍对肾病综合征大鼠血液指标的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠血清TG、TCH、Cre-S水平极显著升高（P<0.01），BUN水平显著升高（P<0.05），Alb水平极显著下降（P<0.01）。与模型组相比，给药3周后，配伍中桑白皮白术1:2组Alb水平极显著升高（P<0.01）、BUN水平显著降低（P<0.05），TG、TCH、Cre-S水平无显著差异（P>0.05），而桑白皮白术2:1组TCH和BUN水平极显著降低（P<0.01），Cre-S水平显著降低（P<0.05），TG、Alb水平无显著差异（P>0.05），桑白皮白术1:1组TG、TCH 水平极显著降低（P<0.01）、Alb水平极显著升高（P<0.01）, BUN水平显著降低（P<0.05），桑白皮白术1:1组效果更佳，水平见表8。
表8桑白皮、白术配伍对大鼠血清生化指标的影响(
[image: image10.wmf]x

±s, n=8)

Table 8 Serum indicators of the rats in different compatibility ratio groups 
	组别
	TCH/mmol·L-1
	TG/mmol·L-1
	BUN/mmol·L-1
	Cre-S/umol·L-1
	Alb/mmol·L-1

	空白对照组
	1.48±0.16
	0.6±0.13
	3.65±0.86
	29.1±3.71
	39.92±3.21

	模型组
	4.38±1.29##
	2.15±1.33##
	5.3±0.75#
	42.07±2.74##
	25.47±2.19##

	地塞米松组
	1.94±0.34**
	1.92±0.645
	4.36±0.81*
	24.9±2.25**
	32.41±2.07**

	苯那普利组
	3.59±0.47
	1.85±0.27
	4.09±0.54**
	38.09±3.87
	31.82±1.38**

	桑白皮组
	2.72±1.12**
	1.08±0.47**
	4.93±0.23
	34.6±3.19
	30.77±1.43*

	白术组
	3.15±0.87*
	1.25±0.65*
	4.76±0.53
	38.34±6.24**
	32.62±1.94**

	桑白皮白术1:1组
	2.47±0.85**
	0.67±0.18**
	4.38±0.47*
	40.58±2.74
	33.04±1.24**

	桑白皮白术2:1组
	2.93±0.92**
	1.87±0.65
	4.22±0.53**
	37.13±5.81*
	31.62±2.83

	桑白皮白术1:2组
	3.99±1.1
	1.65±0.54
	4.53±0.51*
	39.09±2.57
	33.88±1.32**


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.3.3桑白皮和白术配伍对大鼠AVP相关因子的影响 与空白对照组比较，模型组大鼠AVP、AQP1和AQP2水平极显著升高（P<0.01），尿量水平极显著降低（P<0.01）。与模型组相比，给药3周后，桑白皮组AVP水平极显著降低（P<0.01），AQP2水平显著降低（P<0.05），AQP1水平无显著差异（P>0.05），尿量显著升高（P<0.05），白术组各指标均无显著差异（P>0.05）,桑白皮白术各配伍组中，桑白皮白术1:1组和2:1组AVP水平均极显著降低（P<0.01），桑白皮白术1:1组和1:2组AQP2水平均显著降低（P<0.05），2:1组AQP2水平极显著降低（P<0.01），但仅有1:1组尿量水平极显著升高（P<0.01），其他两组配伍组尿量无显著差异指标（P>0.05）,且，1:1组AQP1水平显著下降（P<0.05），见表9。
表9 桑白皮、白术配伍对大鼠利水相关指标的影响(
[image: image11.wmf]x

±s, n=8)

Table 8 AVP related factors of the rats in different compatibility ratio groups 
	组别
	给药3w尿量
	血清AVP/pg·ml-1
	尿液AQP2/pg·ml-1
	尿液AQP1/pg·ml-1

	空白组
	31.5±7.72
	9.39±0.43
	257.06±23.35
	588.36±69.44

	模型组
	14.7±2.44##
	12.06±1.01##
	355.87±21##
	642.67±191.51##

	地塞米松组
	26.5±5.22**
	11.44±1.24
	313.62±58.14
	572.07±114.57

	苯那普利组
	22.4±6.19*
	9.61±0.83**
	312.47±17.38
	611.48±186.58

	桑白皮组
	24.2±3.35*
	10.36±0.8**
	291.18±26.96*
	519.93±86.01

	白术组
	20.9±6.88
	11.95±0.85
	336.9±112.2
	493.86±144.34

	桑白皮白术1:1组
	29.3±5.38**
	10.19±0.77**
	289.05±32.42*
	425.43±53.76*

	桑白皮白术2:1组
	13.7±4.6
	10.4±0.66**
	278.12±7.7**
	592.71±228.24

	桑白皮白术1:2组
	17.2±5.66
	10.47±1.13
	284.1±23.62*
	472.14±54.66


注：与空白对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

3.讨论

阿霉素是广谱、强效的蒽环类抗癌抗生素，在多种癌症的化疗中参与组成联合化疗方案，获得良好的疗效。同时阿霉素具有明显的毒副作用，如心脏毒性和肾脏毒性；主要涉及其本身或与铁络合，同时还有DNA形成的复合物，通过氧化还原作用产生反应性很强的游离基与脂质反应，与膜结合，从而破坏各种脏器的组织细胞[15]。在各种肾病水肿模型中，常采用的是阿霉素大鼠肾病综合征模型[16]。本实验采用二次造模方法，造模成功后，大鼠表现为大量蛋白尿、低蛋白血症、高脂血症以及不同程度的水肿。
白术作为治疗肾病综合征水肿的常用中药[17]，经查阅相关文献，发现白术治疗肾病综合征及其有效组分的相关研究甚少，根据前期资料的查询，临床中白术药典人体最大剂量的3倍量以内补气为主内，3倍量以上燥湿为主，治疗目的有显著差异[18]，因此对白术进行人鼠折算为14倍量和28倍量的低高剂量筛选。结果表明最佳剂量均为低剂量，即药典剂量14倍量。然后针对白术各化学拆分组分及其配伍治疗肾病综合征进行相关研究，并以大鼠肾病综合征大量蛋白尿、低蛋白血症、高脂血症这3项主要临床表现为基础，选取最主要的几项：24h尿蛋白、Alb、TG和TCH等指标综合评价其疗效[19]。
将蛋白尿减弱、低蛋白血症减弱有关的指标结合白术的药味归经进行进一步的药理学研究，白术归脾经，上输清气，健脾益气，一定程度上降低免疫炎性因子IL-6、TNF-α、氧化应激相关因子SOD、MDA的水平，而这些因子的降低，从一定程度上改善了肾脏的损伤。拆分组分实验的结果显示白术的多糖组分和树脂水洗组分为主要有效组分，其中白术多糖组分为最佳有效组分，能够明显降低大鼠的24h尿蛋白、TG和TCH。阿霉素肾病大鼠高脂血症主要由大量游离基损伤肝细胞导致，推测其作用原理可能与抗氧化应激有关[4-5]。检测SOD和MDA发现，而且白术多糖组与其总部位相比，能够更显著的提高SOD的含量并降低细胞因子IL-6、TNF-α的释放。现代研究已证实IL-6是系膜细胞的自分泌因子[14]，且TNF-α和它作为炎症介质共同参与肾小球疾病的免疫性损伤过程[13]，并且，病理切片结果也显示，白术多糖组分对改善肾组织损伤具有一定的作用。
在桑白皮、白术最佳配伍比例筛选过程中，基于临床肾病综合征前期多采用激素治疗，且前期研究表明白术主要通过改善氧化应激造成的损伤以及调节炎性因子的水平来改善肾组织损伤，与激素治疗类似，因此在配伍试验中，加入常用激素药地塞米松来对比白术的疗效，确认白术的疗效是否与激素类似。根据相关指标的综合评价，桑白皮、白术配伍后治疗效果全面优于单味药；与配伍组相比，单用桑白皮虽然增强肺气，使其通调水道、下输膀胱，但脾土寒湿，不能蒸水化气从而上归肺部，无法从本源减轻水肿；而单用白术，虽然增强其中气，温脾燥湿，减弱脾土寒湿的情况，使脾气散精，上归于肺，单肺金虚弱，通调水道的能力微弱，无法使水精四布、下属膀胱，依然是小便不利；二者配伍后，白术健脾益气，使脾气散精上归于肺，桑白皮归肺经，通调水道，下属膀胱，使水精四布，治疗效果增强。结果发现桑白皮、白术配伍组1:1、1:2、2:1中，1:1组对24h尿蛋白、Alb、TG和TCH的改善最为明显，同时具有明显的利尿作用，疗效最好，为最佳配伍比例；前期研究发现桑白皮的利尿作用可能与调节AVP- AVPR- AQP系统相关因子表达有关，基于此本研究检测了配伍后各组大鼠AVP系统相关指标，发现桑白皮、白术1:1组大鼠尿量明显高于各单味药组和其他配伍比例组，且血清AVP、AQP2、AQP1水平明显下降，表明桑白皮、白术1:1配伍组与桑白皮组相比，具有更好的利尿和缓解水肿的作用。根据白术的疗效与地塞米松类似，提示白术与桑白皮配伍后可能通过白术改善肾组织细胞损伤，改善AVP-AQP系统的损伤，从而与桑白皮具有协调作用，增强桑白皮的利尿作用，的确有利于水肿的消除。
综上所述，白术水煎液各剂量均具有改善肾病综合征的作用，其中低剂量（2.8g·kg-1）对蛋白尿、低蛋白血症和高脂血症的疗效最佳；白术多糖组分是白术治疗肾病水肿的最佳有效组分，具有抗氧化、抗炎的作用，能够显著降低肝损伤所致的高血脂，减小肾脏损伤，降低尿蛋白；而在桑白皮、白术1:1配伍后，利尿效果最佳，二者配伍对于AVP系统有一定的协同作用，增加尿液排泄，减轻水肿。本研究为下一步进行两味药有效组分的可拆分可组合性实验，奠定了一定的基础。
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