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摘要 目的：观察含关木通的传统复方导赤散对大鼠的急性、慢性肾损伤，探讨其配伍、剂量、用药时间与关木通肾毒性的相
关性。 方法：用关木通、导赤散水煎液，分别以关木通每日6g／kg、12g／kg、24g／kg 不同剂量给大鼠连续灌胃7天（ 急毒实验）
和每日4g／kg 连续灌胃给药12周（慢毒实验） ，观察各组大鼠肾功能及肾组织形态学变化；同时采用高效液相方法检测单味关
木通药液、导赤散药液及导赤散拆方药液中马兜铃酸 A 溶出量。 结果：关木通各剂量组均有导致大鼠肾功能及肾脏形态学损
伤作用，且与剂量、用药时间呈正相关；复方导赤散配伍对大鼠造成的肾功能及肾脏形态学损伤均较单味关木通轻，且随剂
量、用药时间的合理调配而肾毒性显著降低。复方导赤散药液中马兜铃酸 A 溶出量明显低于单味关木通药液组。结论：复方导
赤散配伍具有减低关木通肾毒性作用；复方导赤散配伍和／或竹叶分别具有减低关木通中马兜铃酸 A 溶出量作用。
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Experimental Study on Concerted Application of Complex Prescription for Reducing the Renal Toxicity of Aristolochia man┐
shuriensis Kom
Li Chunxiang1，Ding Liyu2，Li Guochuan1，et al．
（1．College of T CM，H ebei M edical Univ ersity，Shij iaz huang050091；2．College of Pharmacy，H ebei M edical Univ ersity ）
Objective：T o observe acute and chronic renal toxicity of the tradit ional prescription Daochi San containing Aristolochia man-
shuriensis Kom （ GMT ） in rats，and to probe into correlativity of concerted application，dose，administration time of the pre-
scription w ith renal intoxicity of GMT．Methods：T he rats w ere administrated w ith Decoction of GMT and Daochi San by in-
tragastric infusion．T he dosage of GMT is6g／kg，12g／kg and24g／kg each day for7days （ acute toxic experiment ） ，and4g／kg
each day for 12weeks（ chronic toxic experiment ） ，respectively．Changes of renal function and morphology of the renal t issue
w ere investigated in all groups；Dissolved amount of aristolochic acid A in the Decoctions of single GMT，Daochi San and sepa-
rated drugs of Daochi San w ere detected w ith high performance liquid chromatography．Results：All different doses of GMT in-
duced injuries of renal function and renal morphology in rats，which w ere posit ively correlated w ith the dose and administra-
t ion time．Concerted application of compound Daochi San could remit the injury of single GMT on renal function and renal
morphology，and the renal toxicity w as significantly decreased by rational dose and administration time．T he dissolved amount
of aristolochic acid A in compound Daochi San Decoction w as low er than that in single Decoction．Conclusion：Complex pre-
scription Daochi San can decrease renal toxicity of GMT，and Daochi San and／or bamboo leaves have significant action of de-
creasing the dissolved amount of aristolochic acid A in GMT．
Key Words Aristolochia manshuriensis Kom．／tox icity；Concerted application of Chinese herbs

  20世纪90年代，欧美医学界提出的“中草药肾
病”（ CHN ） 成为一些国家拒绝部分中药入岸的理由，
主要是因为一些药物可能导致肾脏损害，这些药物是
指含有马兜铃酸 （ AA ） 成分的广防己、关木通、青木
香、龙胆泻肝丸、排石口服液等10余种中药和中成
药［1～7］。根据中医传统用药特点，我们选择含有关木通
的传统复方导赤散为例进行了系统的实验研究，并与
单味药进行对比；同时采用高效液相色谱法检测单味
关木通药液、复方导赤散药液及导赤散拆方药液中马

兜铃酸 A 溶出量，以期客观、公正地为关木通与传统
复方导赤散中马兜铃酸 A 所致肾毒性的差异提供实
质性依据。
1 材料
1.1 动物：SD 雌性大鼠160只，体重180～200g，由
河北省实验动物中心提供 （ 合格证号：医动字04057
号） 。
1.2 药物及试剂：关木通购自河北医科大学中医学院
门诊部，经河北医科大学药学院聂凤祉教授鉴定为马
兜铃科植物东北马兜铃 （ Aristolochia manshuriensis
Kom.）的干燥藤茎。 关木通水煎液由本院中药制剂室
制备。取关木通生药材3000g，加水6倍，浸泡60分钟
后，加热煮沸40分钟，倾出Ⅰ液，药渣再加4倍量水，
煎煮30分钟，倾出Ⅱ液，然后合并两次药液，过滤、浓
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缩制成1500ml 水煎液 （ 相当于生药关木通2g／ml） ，
4℃放置备用。使用前加温至37℃。导赤散水煎液按王
绵之主编的全国高等医药院校试用教材《方剂学》规定
用量，由本院中药制剂室制备。取关木通、生地黄、生甘
草梢各等份，竹叶减半，制备方法同关木通水煎液。

关木通供试溶液的制备：制备方法同前（每毫升含
关木通生药2g） 。精密量取关木通药液50ml，加1.5倍
量95％乙醇，静置，过滤，回收乙醇。药液放凉后，将药
液的 pH 值调至1，用氯仿萃取至氯仿液无色，15ml／
次，收集氯仿液置蒸发皿中挥干，用无水乙醇溶解残
渣，收集乙醇液置25ml 容量瓶中，少量多次洗净，定
容至刻度，4℃冷藏待用。 导赤散及拆方供试溶液的制
备：方法同前（每毫升含关木通生药2g） 。 对照品溶液
的配备：取马兜铃酸对照品适量，精密称定，加甲醇溶
解并稀释制成浓度为0.183mg／ml 的标准贮备液，临
用前甲醇稀释。马兜铃酸的浓度范围在0.1098～3.66
μg／ml。

试剂：马兜铃酸 A 对照品（中国药品生物制品检
定所，批号746－9002） ；色谱纯甲醇（ DIKMA ） ；冰乙
酸为分析纯。
1.3 仪器：美国Waters 公司的高效液相色谱仪；515
（ HPLC pump）系统控制泵；Waters2487紫外检测器；
色谱柱为 DIKMA DiamonsilTM；C18柱 （250mm×
4.6mm，5μm） ；LG10-2.4A 型 Sartorius。
2 方法
2.1 导赤散对大鼠急性肾损伤的实验研究方法
2.1.1 动物分组及给药：70只大鼠随机分为3组，即
正常对照组（ A 组） 、关木通（ B组） 、导赤散组（ C 组） ，B
组及 C 组分别分为 B1、B2、B3与 C1、C2、C33个剂量
梯度（ n＝10） 。 以上6组分别给予含关木通6g·kg－1

·d－1、12g·kg－1·d－1、24g·kg－1·d－1的关木通、导
赤散水煎剂灌胃，A 组每次给予等体积生理盐水灌胃。
每日2次，连续灌胃7天。 给药期间大鼠自由进食、
摄水。
2.1.2 标本采集：7天末，用代谢笼收集大鼠24小时
尿液，并断头取血，检测大鼠尿糖 （ UGlu ） 、尿蛋白
（ Upro） 、尿素氮（ BUN ） 、肌酐（ SCr ） 、β2-微球蛋白（ 尿
β2-MG）等生化指标，第8天实验结束时留取部分肾组
织进行形态学检查，其余肾组织匀浆后测定相关指标。
2.1.3 肾功能检测：Upro （ 微量双缩脲法 ） ，UGlu
（ GOD-PAP 法 ） ，N-乙 酰-β-D 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶
（ NAG） 、γ-谷氨酰转肽酶 （ γ-GT，比色法） ，血、尿 β2-
MG （放射免疫法） ，血 BUN （尿素酶法） ，SCr （ 苦味酸
法） 。

2.1.4 肾组织形态学检查：用10％甲醛固定大鼠肾
组织，经脱水、透明、石蜡包埋、切片后染色处理，普通
光镜下观察不同剂量组对大鼠肾小管及肾小球的损伤

情况。 同时进行肾组织免疫组化及细胞凋亡情况的
观察。
2.2 导赤散对大鼠慢性肾损伤的实验研究方法
2.2.1 动物分组及给药方法：90只大鼠随机分为3
组，A 组为正常对照组（ n＝30） ，B 组给予关木通水煎
液灌胃（ n＝30） ，C 组给予导赤散水煎液灌胃（ n＝30） ，
按含关木通4g·kg－1·d－1计算；A 组以等体积生理
盐水灌胃，每日1次，连续灌胃12周。给药期间大鼠自
由进食、摄水。
2.2.2 标本采集：第12周，用代谢笼留取大鼠24小
时尿液，各组分别宰杀10、10、10只大鼠，A 组每次宰
杀10只，断头取血，检测相关指标。并留取部分肾组织
进行形态学检查，其余肾组织匀浆后测定相关指标。
2.2.3 肾功能检测：方法和指标同前。
2.2.4 肾组织形态学检查：方法和指标同前。
2.3 马兜铃酸 A 溶出量的测定方法
2.3.1 色谱条件：以甲醇－水－冰乙酸（72∶27∶1）
为流动相；检测波长315nm；流速为1.0ml／分钟；灵敏
度为0.5AUFC。 在此条件下，马兜铃酸的色谱分离度
大于2.0，理论塔板数不小于2000，保留时间（ tR） 约
为15.4分钟，不对称因子1.0～1.20，无代谢物或其
他杂质峰干扰。
2.3.2 标准曲线的绘制：取马兜铃酸 A 对照品
1.33mg，精密称定，置10ml 量瓶中，加适量甲醇溶解
并稀释至刻度，摇匀。分别精密吸取上述溶液0.05ml、
0.1ml、0.2ml、0.3ml、0.4ml、0.5ml、0.8ml、1.0ml，置
5ml量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀。 按上述色谱条件依
法进样，测定峰面积。
2.3.3 最低检测限：称取马兜铃酸 A 对照品，加甲醇
溶解并逐步稀释直至按上述确定的色谱条件进样，所
得色谱图中马兜铃酸 A 峰高为噪音的3倍（信噪比 S／
N＝3）时，即为最低检测限。
2.3.4 回收率试验：依次精密称取关木通适量5份，
分别加入马兜铃酸 A 对照品溶液，按“关木通供试溶
液的制备”项下方法制备成供试溶液后，再按样品含量
测定方法测定马兜铃酸 A 的含量。
2.3.5 测定：分别取马兜铃酸 A 对照品药液、关木通
供试药液、导赤散及拆方供试药液，用0.45μm 的微孔
滤膜过滤，取续滤液20μl 注入高效液相色谱仪，依据
确定的色谱条件记录峰面积，以外标法计算马兜铃酸
A 的含量。
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表1 各组大鼠 UGlu、Upro、BUN、Ccr 比较（ x±s）
组别 鼠数 UGlu（ mmol／L ） Upro（ g／24h） BUN（ mmol／L ） Ccr（ ml／min）
A 10 1.99±0.55 6.01±1.29 16.33±2.34 2.12±0.13
B1 10 2.74±0.76* 6.68±1.49** 21.83±3.71* 1.52±0.11*
B2 10 5.80±1.24** 25.77±3.89** 31.10±4.65** 1.02±0.10**
B3 10 8.84±0.95** 40.85±6.63** 36.07±4.27** 0.70±0.10**
C1 10 2.08±0.44△ 6.13±1.21△ 16.75±1.16△ 2.10±0.12△
C2 10 2.45±0.61△△ 7.37±1.74△△ 18.38±1.59△△ 1.52±0.12△△
C3 10 4.85±1.05**△△ 9.29±1.95**△△ 19.13±4.25△△ 1.11±0.10**△△

  与 A 组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与同等剂量 B组比较，△P＜0.05，△△P＜0.05。 表2、表3同
表2 各组大鼠 NAG、γ-GT 、SCr 及尿β2-MG 比较（ x±s）

组别 鼠数  SCr（ mol／L ） NAG（ U ／L ） γ-GT （ U ／L ） 尿β2-MG（ μg／ml）
A 10 181.11±23.88 14.21±2.52 9.50±2.58 2.21±0.86
B1 10 294.38±19.50** 19.89±1.38* 16.06±2.49** 4.43±1.48*
B2 10 311.25±44.30** 23.22±3.61** 18.69±3.14** 4.65±1.45*
B3 10 480.37±60.18** 29.50±3.55** 24.69±5.25** 5.42±1.22**
C1 10 187.13±14.11△△ 14.59±2.43△ 9.13±1.28△△ 2.39±0.80△△
C2 10 192.10±15.80△△ 15.86±3.55△△ 9.75±1.97△△ 3.08±1.01*△
C3 10 199.63±12.22△△ 18.96±3.25△△ 14.88±1.24**△△ 3.99±1.45**△

表3各组大鼠细胞因子含量比较（ ng·ml－1·mgPr－1，x±s）
组别 鼠数 TNF-α IL1-β IL-8
A 10 0.56±0.07 1.13±0.12 1.25±0.08
B1 10 0.79±0.08* 1.68±0.11** 1.77±0.11*
B2 10 1.09±0.07** 2.28±0.07** 2.16±0.17**
B3 10 1.39±0.13** 2.55±0.13** 2.55±0.13**
C1 10 0.58±0.06△ 1.33±0.12△ 1.39±0.09△
C2 10 0.79±0.05*△ 1.53±0.05△△ 1.71±0.12*△
C3 10 0.89±0.06*△△ 1.89±0.13**△ 1.87±0.21*△

2.4 统计学方法：数据以平均数±标准差（ x±s）表示
组间差异用单因素多水平方差分析（ One-way ANO-
VA LSD 法） 。 数据统计应用 SPSS11.0软件。
3 结果
3.1 导赤散对大鼠急性肾损伤的实验研究结果
3.1.1 对肾功能的影响：表1、表2示，C1、C2组大鼠
UGlu、Upro、尿 NAG、γ-GT 及血 BUN、SCr 与 A 组
比较虽有升高，但无统计学意义；C2组大鼠尿β2-MG、
C3组大鼠上述各项指标与 A 组比较均升高显著（ P＜
0.05或 P＜0.01） 。 C 组各剂量组与相同剂量 B组比
较，明显降低（ P＜0.05或 P＜0.01） 。C 组下各剂量组
大鼠肌酐清除率（ Ccr ） 与 A 组比较均有降低，且随剂
量增加而降低显著，与相同剂量 B组比较明显升高（ P
＜0.05或 P＜0.01） 。
3.1.2 对大鼠细胞因子含量的影响：表3示，C1～C3
组大鼠血清、肾组织中细胞因子含量均较 A 组有所升
高，且随剂量的增加而升高显著（ P＜0.05） ；但 C1组
与 A 组比较无统计学意义（ P＞0.05） 。 C 组与同等剂
量 B组比较有所降低（ P＜0.05或 P＜0.01） 。 B1～B3
组大鼠血清、肾组织中细胞因子含量均较 A 组明显升

高，且随剂量的增加而升高显著 （ P ＜0.05或 P ＜
0.01） 。
3.1.3 对肾组织形态学的影响：光镜下 B 组各亚组
可见不同程度的肾小管损伤，且随剂量的增加而损伤
加重。 B1组大鼠可见部分肾小管细胞颗粒变性；B2组
大鼠可见部分肾小管上皮细胞水肿，小部分肾小管上
皮细胞坏死；B3组大鼠可见肾小管上皮细胞及间质细
胞呈大片状坏死（粉染无细胞核结构） 。C1组大鼠无明
显病理改变；C2组大鼠可见部分肾小管轻度变性；C3
组大鼠可见肾小管上皮细胞中度变性、坏死。电镜下 B
组大鼠肾组织近曲小管上皮细胞稀疏排列，毛细血管
增多、充血；细胞质内充满大小不等的空泡，细胞基底
膜细胞质局灶性变性坏死。 近曲小管线粒体水肿嵴有
微绒毛急性坏死。 间质细胞、线粒体高度水肿，间质细
胞周围高度纤维化，其病理表现为急性肾小管坏死。 C
组病变较 B组轻。
3.2 导赤散对大鼠慢性肾损伤的实验研究结果
3.2.1 对肾功能的影响：表4、表5示，C 组大鼠 Up-
ro、尿 β2-MG 与 A 组比较明显升高 （ P ＜0.01） ；与 B
组比较，各项指标均明显降低 （ P ＜0.05或 P ＜
0.01） 。     
3.2.2 对大鼠细胞因子含量的影响：B 组大鼠12周
时血清、肾组织中细胞因子含量与 A 组比较显著升高
（ P＜0.01） ；C 组大鼠12周时血清、肾组织中细胞因
子含量与 B组比较明显降低（ P＜0.05或 P＜0.01） 。
3.2.3 对肾组织形态学的影响：HE 染色观察发现，C
组大鼠12周时肾组织病理形态学变化明显轻于 B
组，肾小球形态基本正常。主要病理学改变仍在近曲肾
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表4 各组大鼠 Upro、尿β2-MG、NAG、γ-GT 的比较（ x±s）
组别 鼠数 Upro（ mg／d） 尿β2-MG（ mg／L ） NAG（ U ／L ） γ-GT （ U ／L ）
A 10 1.39±0.21 1.79±0.55 25.78±9.16 26.33±5.24
B 10 3.74±1.20** 4.71±1.17** 42.40±9.74** 47.78±9.54**
C 10 2.58±0.43**△△ 2.93±0.31**△△ 30.59±3.79△ 32.37±8.72△△

  与 A 组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与 B组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01；下表同

表5 各组大鼠血β2-MG、BUN、SCr 比较（ x±s）
组别 鼠数 血β2-MG（ mg／L ） BUN（ mmol／L ） SCr（ μmol／L ）
A 10 2.74±0.51 4.67±0.34 96.00±18.95
B 10 4.37±0.47** 8.24±0.75** 148.62±34.94**
C 10 3.22±0.28△ 5.04±0.39△△ 107.75±15.78△

小管。PAS 染色观察发现，C 组大鼠肾组织病理形态学变
化明显轻于B组，肾小球、肾小管基底膜稍有增加。
3.3 样品中马兜铃酸 A 的含量关系：关木通＋生地
黄＞关木通＞关木通＋生地黄＋竹叶＞关木通＋生地
黄＋甘草＞关木通＋竹叶＋甘草＞关木通＋甘草＞导
赤散＞关木通＋竹叶。
4 讨论

对于关木通的肾毒性研究，学术界大多认为，马兜
铃酸 A 是致毒成分，主要是肾小管－间质性损害。 因
此，减少关木通中马兜铃酸 A 的溶出量是防止肾小管
－间质性损害的关键所在。中药汤剂多为复方，现已证
明，由于药物的不同配伍，对其某一种化学成分的溶解
度也不同，复方群药合煎与其中药物单煎所得到的化
学成分往往不同，其药效也有异。 为此，我们对含有关
木通的复方导赤散进行了马兜铃酸 A 含量的测定。实
验结果显示，复方药液中马兜铃酸 A 含量明显低于单
味关木通药液41％以上；而含有关木通＋竹叶各组马
兜铃酸 A 的含量均低，其中关木通＋竹叶组最低
（1.06μg／ml） ，较单味关木通降低了62％，较复方导赤
散降低了36％；但凡含有关木通＋生地黄各组马兜铃
酸 A 的含量与单味关木通组相比均无统计学意义。说
明复方导赤散配伍形式确有减低马兜铃酸 A 溶出量

的作用，且竹叶作用最为显著，提示竹叶可能是减低复
方导赤散中马兜铃酸 A 溶出量的最佳配伍药物。

为了减少多种激素水平干扰，本实验仅选用雌性
大鼠进行肾毒性实验研究，以确保数据的可比性。雌性
和雄性在本实验中是否存在差异，尚无文献报道，有待
今后的实验证实。

综上可知，关木通或马兜铃酸的肾毒性不仅与其
用量、时间有关，而且与配伍、煎煮时间、用药方式等相
关，故关木通的肾毒性是相对的。中医临床用药是在辨
证基础上，根据药性按组方原则组成一定的剂量比例，
以复方形式用于临床。 本实验进一步印证了中医理论
及君、臣、佐、使配伍原则的科学性。 因此，在中医理论
的指导下用药，中药关木通的毒副作用是可以减轻和
避免的。关于竹叶减低马兜铃酸 A 溶出量的作用机制
尚需进一步研究。
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第二次全国特色医疗名医学术交流会征稿通知
  由北京聚医杰医药科技推广交流中心和中国特色医疗学术研究会联合举办的“第二次全国特色医疗名医学术会’定于
2006年11月在广西桂林市召开，现征文如下。

凡享誉一方的中医、西医、中西医结合医、民间医生、乡村医生中的名医均可投稿，论文题材不限，各科临床经验均可。
入选论文作者参加会议，论文入编《中国特色医疗临床经验优秀文集》（由出版社出版） 。 会议发“优秀论文证书”、“中国特色
医疗名医证书”、“特色医疗研究学术贡献奖”奖牌，国家级继续教育学分8分，会后还组织赴越南首都河内考察。 征文截止：
2006年10月20日。

中国特色医疗学术研究会聘特约研究员：各级各类中医、西医、中西医结合医均可，寄一寸登记相片2张（ 反面写上姓
名）和160元注册办证费，即发聘书。

投稿地址：北京市100036－98信箱征文组收，信封上请注明：“第二次名医会”字样，邮编100036。 联系电话：010－
87013859，13387509223（可发短信） ，欢迎登录中华特色医疗网，网址：www．zhylnet．com．
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