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摘要 目的探讨茯苓素(Pofia COCOS)预防大鼠肾脏移植急性排斥反应的作用和机制。方法 以Wist．

ar大鼠为供者，SD大鼠为受者，建立原位(腹腔)肾脏移植模型，移植前按照分组分别以生理盐水、茯苓素25

rag·kg～·d～、茯苓素50 mg·kg～·d一和环孢素A(CsA)5 rag·kg～·d“灌胃。术后观察大鼠移植肾

功能和存活时间，测定各组术后l周外周血中白细胞介素2(IL一2)和7干扰素(IFN-1)含量以及CD4+、

CD8+细胞百分比和CD_／CDs*的比值，并观察移植肾的病理变化。结果 茯苓素50 rag·kg一·d一组和

CsA组移植肾和受者存活时间较茯苓素25 mg·kg～·d“组和生理盐水组显著延长(P<0．05)，而且病理

损害程度较茯苓素25 mg·kg～·d。1组和生理盐水组明显减轻，但茯苓素50 mg·kg～·d。1组较CsA组移

植肾存活时间显著减少(P<0．05)。各组移植肾功能和尿量变化与存活时间和移植肾病理变化相一致，茯

苓素50 mg·kg～·d“组和CsA组肾功能异常发生时间明显晚于茯苓素25 mg·kg～·d“组和生理盐水

组。茯苓素50 mg·kg～·d。1组外周血IL-2和IFN-1的含量较茯苓素25 mg·kg～·d叫组和生理盐水组

显著降低(P<0．01)，但显著高于CsA组(尸<0．01)；茯苓素50 rag·kg～·d“组外周血CD；细胞百分比

显著低于茯苓素25 mg·kg～·d“组(P<0．05)和生理盐水组(P<0．01)，CD；细胞百分比显著低于生理

盐水组(P<0．05)。结论茯苓素对肾脏移植急性排斥反应有较好的抑制作用且与剂量呈正相关，但效果

不如CsA。
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ABSTRACT Objective To study the effect of Poria COCOS(Pcs)in preventing acute rejection of rats affer

renal transplantation and its mechanism．Methods Rat oflhotopic renal transplantation model was performed with

Wistar rat as donor and SD rat as donee．All donees were divided into 4 groups，1 0 in each group，before trans—

plantation．They were treated respectively with normal saline 5 mL·kg一。·d一’(A)，Pcs 25 mg·kg。1·d’1

(B)，Pcs 50 mg·kg一1·d一1(C)and ciclosporin A(CsA)5 mg·kg‘。·d一‘(D)by intragastric administration．

The renal allogreft survival time(ST)was recorded，and the serum levels of creatinine(SCr)，intedeukin-2(iL-

2)，y-interferon(y-IFN)，CD；，CD；lymphocytes percentage，CD?／CD；ratio，as well as the pathologic chan-

ges were observed one week after transplantation．Results ST of the renal graft in G roups C and D was signifi-

cantly longer with pathologic change evidently less than those in Groups A and B(P<0．01)，and the ST in

Group C was shoder that in Group D(P<0．05)．Changes of renal function and urine volume were identified to

the pathological change of graft，the initiating time of renal dysfunction was later in G roups C and D than that in

Groups A and B．Serum levels of IL-2，IFN—y and CD：percentage in Group C were significantly lower than those

in Groups A and B，but higher than those in Group D respectively(P<0．05 or P<0．01)，while CD；percentage

in Group C was significantly lower than that in Group A(尸<0．05)，but insignificantly different to that in Groups

B and D(P>0．05)．Conclusion Pcs shows good dosage-dependent effect in suppressing acute rejection of re-
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nal transplantation，but the effect is inferior to that of CsA．
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随着移植物保存技术的提高，组织配型的开展，高

效免疫抑制的应用，外科技术的熟练等原因，肾移植患

者的1年存活率已达到90％以上¨。o。而高效免疫抑

制剂的非特异性抑制免疫系统和其自身毒性却影响着

肾移植患者长期的存活¨。，因此安全无毒副反应免疫

抑制剂或者免疫抑制剂辅助用药的开发尤其显得重

要。我国传统中药具有潜在的开发利用价值。有报道

茯苓提取物能保护胎儿免于被母体排斥H’和高剂量

茯苓素能抑制心脏移植的排斥反应的发生¨。，而对开

展最多的肾移植相关研究并未见报道。本研究通过大

鼠肾移植模型观察茯苓素对肾移植受者的大鼠肾功

能、移植物存活时间、外周血淋巴细胞、血清细胞因子

的影响。

材料与方法

1试剂茯苓素由西安交通大学药理学院天然

植物药研究所参照王伟等方法旧’协助制备，环孢素A

(CsA：瑞士诺华公司)，白细胞介素-2(IL-2)和1干扰

素(IFN-_y)ELISA试剂盒购自深圳晶美公司，小鼠抗

大鼠CD：、cDf单克隆抗体购自BD Biosciences(San

Diego，CA，美国)。

2 动物 供者为健康雄性Wistar大鼠(体重

180—220 g)，受者为健康雄性SD大鼠(体重200—

230 g)，购自西安交通大学医学院实验动物和动物实

验中心。均在洁净代谢笼里模拟白天和夜晚的生活环

境进行饲养，所进行的试验均按照动物试验规章制度。

3大鼠肾脏移植模型的建立左侧原位肾移植，

用1042的丝线行对应血管的端端吻合，输尿管端一端

吻合，参照Holzen JP等¨1的方法建立原位肾脏移植模

型。移植肾热缺血时间为(4．2±1．3)rain，冷缺血时

间为(35．7±1I．5)rain。右侧肾脏在移植手术结束后

切除。

4实验分组肾移植大鼠分为4组，每组10只。

生理盐水组：生理盐水5 mL·kg一·d“灌胃，小剂量

组：茯苓提取物25 mg·kg～·d。1灌胃，大剂量组：茯

苓提取物50 mg·kg一·d一灌胃，CsA组：CsA 5 mg·

kg～·d一灌胃。术前1天按分组要求灌胃给药，至观

察终点(术后8周)相同条件下进行饲养并观察各项

指标。

5观察项目

5．1移植肾功能检测 日立7170型全自动生化

分析仪检测移植大鼠外周血(尾静脉取血)肌酐水平，

观测记录24 h尿量，记录移植大鼠生存时间。

5．2病理检测术后1、5、8周取各组移植肾组

织放入10％的福尔马林液中，然后制成石蜡块，按5

tim的厚度进行病理切片，HE染色观察移植肾组织的

改变。

5．3 肾移植大鼠的外周血细胞因子测定 酶联

免疫反应吸附法(ELISA法)测定术后1周外周血IL-

2和IFN-'的含量。依照试剂盒的说明进行检测。

5．4流式细胞术测定肾移植术后l周外周血淋

巴细胞亚群利用小鼠抗大鼠cD_、CDs+单克隆抗体

进行染色，Becton dickinson FACSort流式细胞仪(美国

Beckman．Coulter公司)获取1 X 10’个细胞，CELL

Quest软件分析CD：、CD；淋巴细胞百分比及CD4*／

CD8+比值。

6统计学方法 用SPSS 11．0软件进行统计分

析。所得数据以i±s表示。各指标多组间比较采用

方差分析，生存时间分析用Kaplan—Meier曲线表示。

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1 肾移植大鼠生存时间和移植肾功能检测(图

1)生理盐水组和茯苓素25 mg·kg～·d“组肾移

植大鼠精神状态较差，茯苓素50 mg·kg～·d。组和

环孢素A组精神状态良好。生存时间分析结果表示：

茯苓素50 mg·kg～·d。1组和CsA组存活时间较茯

苓素25 mg·kg～·d。组和生理盐水组显著延长，而

在移植后的第28天茯苓素50 mg·kg～·d“组肾移

植大鼠的存活时间显著低于CsA组(图1 A)。茯苓

素25 mg·kg～·d“组和生理盐水组与移植后第2天

的尿量相比，移植后的第4天显著下降，茯苓素50

mg·kg～·d。1组则在移植后的21后显著下降(图l

B)。各组血肌酐的变化与尿量变化相符，茯苓素25

mg·kg～·d“组和生理盐水组与移植后第2天的血

肌酐相比，移植后的第6天急剧上升，茯苓素50 mg·

kg～·d“组血肌酐则在移植后的12天缓慢升高，CsA

组血肌酐在移植后28天开始逐渐升高(图1 C)。

2移植肾组织病理变化(图2) 术后l周生理

盐水组(图2A)和茯苓素25 mg·kg～·d“组(图2

B)死亡的移植大鼠肾脏，经HE染色可以观察到典型

的急性排斥反应征象：肾间质有大量单核细胞，淋巴细
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注：A：各组大鼠生存曲线分析；B：各组大鼠不同时间点的尿

量变化；C：各组大鼠不同时间点血肌酐变化；与本组术后2天比

较。’P<0．05，_砌．01
图1 各组大鼠生存曲线、尿量和肌酐的变化

胞浸润，肾小管坏死、溶解，小动脉纤维素样坏死，血小

板凝集，纤维蛋白血栓形成；而茯苓素50 mg·kg～·

d“组(图2 c)可以观察到病理性损害较生理盐水组

减轻，肾间质淋巴细胞浸润较生理盐水组和茯苓素25

mg·kg～·d“组减少，肾小管坏死程度较其减轻，少

见血栓形成；CsA组(图2D)移植肾组织结构基本正

常，问质少量淋巴细胞浸润。部分茯苓素50 mg·

kg～·d叫组(图2 E)术后5周肾小管萎缩、肾间质大

量淋巴细胞浸润、肾小球硬化、肾间质纤维素样坏死：

部分CsA组(图2 F)成活超过8周的受者移植肾经

HE染色可以观察到慢性排斥反应：肾小管萎缩、硬

化，肾小球硬化，肾间质轻度纤维化，血管内膜增厚，基

质退行性变。

3 血清细胞因子IL-2和IFN—Y水平(图3) 术

后l周，茯苓素50 mg·kg～·d“组和CsA组IL-2水

平显著低于茯苓素25 mg·kg～·d“组和生理盐水

组，而茯苓素组的IL-2水平显著高于CsA组(图3A)。

外周血IFN．1水平变化与IL．2相似(图3B)。
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奄
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—

0

注：1为生理盐水组；2为茯苓素25mg·ks-1．d。组；3为茯苓素50

mg·kg_1·d。1组；4为CsA组；下图同。A为lL_2含量；B为IFN一1含

量；与生理盐水组比较，‘P<o．05，’砌．01；与茯苓素25mg·kg-,·d。组
比较，叩如．05；6叩(0．01；与茯苓素50mg·kg-1·d-1组比较。‘尸如．Ol

图3 术后l周各组血清细胞因子含量比较

4外周血淋巴细胞亚群cDf，CDs+，CD4+／co；

比值分析(图4) 茯苓素50 mg·kg～·d“组和CsA

组cD；百分比显著低于茯苓素25 mg·kg。1“1组和

生理盐水组，而茯苓素50 mg·kg～·d一组的CD；百

注：A为生理盐水组术后1周；B为茯苓素25 rag-kg-t．d一1组术后1周；C为茯苓索50 mg·kg-t．d-1组术

后1周；D为CsA组术后1周；E为茯苓素50 mg·kg-'．d一1组术后5周；F为CsA组术后8周

图2各组移植。肾病理结果(HE，x200)

一、』。
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注：A为CDI细胞；B为cD；细胞；C为CD：／CD§比值；与生理

盐水组比较，．P<0．05，印<o．们；与茯苓素25mg·kg-1·d-I组比较。△P<

0．05．6÷P<O．01

图4术后l周各组外周血CD：、CD；

细胞和CD；／CD；比值比较

分比显著高于CsA组(图4A)。CsA组外周血中CD；

百分比显著低于茯苓素25 mg·kg～·d一组和生理盐

水组，茯苓素50 mg·kg～·d一组显著低于生理盐水

组(P<o．05，图4B)。cDf／cDf比值除CsA组显著低

于生理盐水组外，其余各组间比较差异无统计学意义

(图4C)。

讨 论

茯苓素为一组小分子的四环三萜类化合物，它以酸

的形式存在于植物中，其具有免疫调节和抗癌活性，在

体内还可拮抗醛固酮活性¨。；另外，茯苓三萜类化合物

在体外对淋巴细胞转化有抑制作用一3。本研究观察不

同剂量茯苓素对肾移植大鼠的影响，结果提示茯苓素50

mg·kg一·d“组与生理盐水组比较，可显著延长移植

肾存活时间，减轻病理损害，而长期的存活不如CsA组，

且移植肾组织病理较CsA组损害严重。各组血肌酐和

尿量的变化更好地反应了移植肾的功能，这与病理结果

和存活时间相一致。这些结果表明茯苓素具有抑制排

斥反应的作用但效果不如CsA明显。

为进一步研究茯苓素抑制排斥反应的机制，我们检

测了肾移植大鼠1周外周血CD4+、CD；细胞、c虻／

CDs+的比值和IL．2及IFN一^y的含量。结果提示茯苓素

50 mg·kg一·d“及25 mg·kg～·d“均可抑制淋巴

细胞增殖，且对CD；的抑制更为显著，且这种抑制作用

与茯苓素剂量正相关。茯苓素抑制淋巴细胞增殖可能

是与其降低了肾移植大鼠外周血中IL-2和IFN一1的水

平有关。茯苓素50 mg·kg～·d“组降低外周血中

IL-2和IFN一1的水平较茯苓素25 mg·kg～·d“组差异

有统计学意义，这与其抑制淋巴细胞增殖情况相符。我

们的结果和Zhang GW”。等的研究有些不一致，这可能

与我们用的移植模型不同有关，大鼠的肾脏移植模型相

对来说受到的影响因素较多，且在移植后要切掉固有的

肾脏，而心脏移植则不用。

综上所述，茯苓素具有抑制肾移植急性排斥反应的

作用，且呈剂量正相关性；但作用效果不如CsA。作者

认为茯苓素可能从多环节分步骤地抑制急性排斥反应

的发生，但尚不知哪一种或几种成分起到关键作用，进

一步研究茯苓素的免疫抑制作用，对茯苓有效成分加以

开发利用，发掘新药，将对传统中药茯苓的开发有重要

意义。
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