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摘 要 目的：研究人工蝉花子实体对庆大霉素所致小鼠急性肾衰竭的影响，并初步探讨其可能的作用机制。方法：将48只小鼠

随机分为空白组（生理盐水）、模型组（生理盐水）、维拉帕米组（阳性对照，21.43 mg/kg）和人工蝉花子实体高、中、低剂量组（5、2.5、

1.25 g/kg），每组8只。除空白组外，其余各组小鼠均腹腔注射庆大霉素200 mg/kg制备急性肾衰竭模型。各组小鼠于每次注射庆

大霉素2 h后灌胃相应药物，每天1次，连续7 d。末次给药4 h后，测定各组小鼠血清中尿素氮（BUN）、血肌酐（Scr）和总蛋白含量，

计算肾指数，测定肾组织中丙二醛（MDA）、超氧化岐化酶（SOD）含量及Na+-K+-ATP酶活性，肉眼及苏木精-伊红（HE）染色后显微

镜下观察各组小鼠肾组织病理变化。结果：与空白组比较，模型组小鼠血清中BUN、Scr和肾组织中MDA含量以及肾指数均显著

升高（P＜0.01），血清中总蛋白含量以及肾组织中SOD含量和Na+-K+-ATP酶活性均显著降低（P＜0.01）；肉眼观察肾组织出现肿

大、充血等病理变化，显微镜下可见肾组织发生肾小管上皮细胞重度颗粒、空泡样变性以及上皮细胞大量脱落等病理损伤。与模

型组比较，各给药组小鼠血清中BUN、Scr和肾组织中MDA含量以及肾指数均显著降低（P＜0.01），人工蝉花子实体高、中剂量组

小鼠肾组织中SOD含量以及各给药组小鼠血清中总蛋白含量和肾组织中Na+-K+-ATP酶活性均显著升高（P＜0.01）；各给药组小

鼠肾组织的病理损伤也不同程度好转，其中尤以人工蝉花子实体高、中剂量组改善最为明显。结论：人工蝉花子实体对庆大霉素

所致小鼠急性肾衰竭具有显著的保护作用，其作用机制可能与减轻肾损伤及抗氧化作用有关。

关键词 人工蝉花；子实体；急性肾衰竭模型；抗氧化作用；肾损伤；小鼠

Study on the Effects of Artificial Isaria cicadae Cystocarp on Gentamicin-induced Acute Renal Failure in

Mice and Its Mechanism

SHAO Jiawei，YU Ruilian，YU Zhen，QIU Rongli，XU Jinguo，LYU Gaohong（School of Pharmacy，Nanjing

University of TCM，Nanjing 210046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of artificial Isaria cicadae cystocarp on gentamicin-induced acute renal failure in

mice，and to investigate potential mechanism preliminarily. METHODS：Totally 48 mice were randomly divided into blank group

（normal saline），model group（normal saline），verapamil group（positive control，21.43 mg/kg），artificial I. cicadae cystocarp

high-dose，moderate-dose and low-dose groups（5，2.5，1.25 g/kg），with 8 mice in each group. Except for blank group，other

groups were given gentamicin 200 mg/kg intraperitoneally to induce acute renal failure model；2 h after intraperitoneal injection of

gentamicin，each group was given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 7 d. 4 h after last administration，

the contents of BUN，Scr and total protein in serum were determined，and renal indexes were calculated. The contents of MDA，

SOD and activity of Na+-K+-ATP enzyme in renal tissue were determined；the changes of renal histopathological were observed by

naked eye or microscope after HE staining. RESULTS：Compared with blank group，the serum contents of BUN and Scr，the

content of MDA in renal tissue and renal indexes were increased significantly in model group（P＜0.01）；the serum content of total

protein，the content of SOD and activity of Na +-K +-ATP enzyme in renal tissue were decreased significantly （P＜0.01）. The

pathological changes of renal tissue were observed by naked eye，such as swelling，congestion. Pathological injury of renal tissue

was founded under microscope，such as severe granularity and vacuolar changes in renal tubular epithelial cells，epithelial cell

exfoliation. Compared with model group，serum contents of BUN and Scr，content of MDA and renal indexes of renal tissue were

decreased significantly in each administration group （P＜0.01）；SOD content of renal tissue in artificial I. cicadae cystocarp

high-dose and medium-dose groups，activity of Na +-K +-ATP enzyme in renal tissue in each administration group were increased

significantly（P＜0.01）. The pathological injury of renal tissue in different administration groups were also improved to varying

degrees，especially artificial I. cicadae cystocarp high-dose and medium-dose groups. CONCLUSIONS：The artificial I. cicadae

cystocarp has a significant protective effect on the

gentamicin-induced acute renal failure in mice，the mechanism

of which may be related to the alleviation of renal damage and

antioxidant function.

KEYWORDS Artificial Isaria cicadae； Cystocarp；Acute

renal failure model；Antioxidant function；Renal injury；Mice
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肾脏疾病是一类严重危害人类健康的疾病，严重时

可能出现肾功能衰竭，直接威胁生命。近年来，肾脏疾

病的发病率呈上升且年轻化趋势[1-2]。中药蝉花（Isaria

cicadae Mique）是麦角菌科真菌——蝉拟青霉寄生竹蝉

若虫后的复合体，主产于江苏、浙江一带[3-4]。我国《本草

纲目》《本草图经》《证类本草》等中药典籍中记载的虫草

均有两个：一个是冬虫夏草，另一个就是蝉花。蝉花有

多种药理作用，尤其对肾脏有特殊保护作用，可降低血

肌酐和尿肌酐含量、提高内源性肌酐清除率、减轻肾小

球损伤、改善肾功能、延缓肾小球硬化进程等[5]。但天然

野生蝉花因无孢子囊壳包被，在野外生成孢子后，直接

随风飞散，且干燥后，其顶部孢子梗极易折断，残留的孢

子粉飞散不易采摘，大大影响了其药效和品质，限制了

野生蝉花的大量使用，因此蝉花的人工培养成为了研究

的热点。

目前，蝉花的人工培养主要分为两种方式：液体深

层发酵获得的菌丝体和生物固体发酵培养的蝉花子实

体[6]。其中，蝉花子实体是蝉花的药用部位，最能体现其

药用价值。菌丝体和子实体在营养和药效成分上存在

未知差异，无具体的研究数据支持菌丝体能代替子实体

应用[6]。因此，蝉花子实体的培养仍然是人工栽培蝉花

的研究重点。本课题组前期采用江苏句容磨盘山的野

生蝉花进行人工分离与培育，利用生物固体发酵技术，

采用密闭无菌透气袋（盒）进行人工栽培，获得了与野生

蝉花外形基本类似的人工栽培蝉花子实体（见图 1），并

测得其腺苷含量为 1.9 mg/100 g，已接近特级蝉花的标

准。此法因在一个相对封闭的环境中培养，产生的孢子

粉全部落入容器中，易于收集且收率高，有效解决了野

生药材蝉花孢子粉不易收集的问题。本研究先通过腹

腔注射庆大霉素制备经典的急性肾衰小鼠模型，再采用

本课题组栽培的人工蝉花子实体灌胃给药后，研究其对

庆大霉素引起的小鼠急性肾衰的影响，并初步探讨其作

用机制，为其进一步开发及临床应用提供依据。

1 材料
1.1 仪器

TD50002A型电子天平（余姚市金诺天平仪器有限

公司）；752型紫外-可见分光光度计（上海达平仪器有限

公司）；SpectraMax190 型全波长酶标仪（美国 MD 公

司）；BH-2型光学显微镜（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

人工蝉花子实体由本实验室人工栽培获得，于2018

年 1月 8日采摘，经南京中医药大学药学院于瑞莲副教

授鉴定为麦角菌科蝉花；硫酸庆大霉素注射液（宜昌人

福药业有限公司，批号：160714，规格：2 mL ∶ 8万单位）；

盐酸维拉帕米片（华北制药股份有限公司，批号：

170311，规格：每片 40 mg）；尿素氮（BUN）、血肌酐

（Scr）、总蛋白、丙二醛（MDA）、超氧化岐化酶（SOD）、

Na+-K+-ATP酶试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号

分 别 为 ：C013-2、C011-2、A045-4、A003-1、A001-3、

A016-2）；其他试剂均为分析纯。

1.3 动物

清洁级 ICR小鼠 48只，♂，体质量（20±2）g，由南

京市江宁区青龙山动物繁殖场提供，实验动物生产合格

证号：SCXK（苏）2017-0001。小鼠购入后，饲养于恒温

（22 ℃）、相对湿度为50％的动物房中，饲养期间自由饮

食。适应性饲养1周后用于实验。

2 方法
2.1 人工蝉花子实体的制备

采用野生蝉花的新鲜子实体，通过组织分离法，经

数次分离后获得蝉花纯菌种[该菌种经北京中科院微生

物所菌种鉴定中心鉴定，确认其为蝉棒束孢 Isaria cica-

dae（曾用名Cordyceps cicadae）]。将分离得到的蝉花菌

种接种入液体培养基中，得到液体种子液。再将种子液

接种入人工栽培试验培养基中，放置于恒温房（24 ℃）

内，于密闭无菌透气盒中进行生物固体发酵，收集子实

体，60 ℃烘干，备用。将干燥的人工蝉花子实体粉碎，临

用前加生理盐水制成相应质量浓度的药液。

2.2 分组、造模与给药

将 48只小鼠随机分为 6组，每组 8只，分别为空白

组、模型组、维拉帕米组（阳性对照）和人工蝉花子实体

高、中、低剂量组。除空白组外，其余5组小鼠均每日腹

腔注射庆大霉素200 mg/kg建立急性肾衰竭模型[7]；空白

组小鼠腹腔注射等量生理盐水。并于每次注射庆大霉

素（或生理盐水）2 h后，维拉帕米组小鼠灌胃维拉帕米

（以生理盐水为溶剂）21.43 mg/kg[8]，人工蝉花子实体高、

中、低剂量组小鼠分别灌胃人工蝉花子实体（以生理盐

水为溶剂）5、2.5、1.25 g/kg[9]，空白组和模型组小鼠灌胃

生理盐水，灌胃体积均为0.2 mL/10 g。每天给药1次，连

续给药7 d。

2.3 血清中BUN、Scr和总蛋白含量测定

末次给药4 h后，小鼠摘眼球取血，将血液样本静置

约 2 h，然后以 3 000 r/min离心 10 min，分离血清。按照

相应试剂盒说明书操作，测定血清中BUN、Scr和总蛋白

含量。

2.4 肾指数计算

取血后处死小鼠，取肾组织，用滤纸吸干肾组织表

图1 人工蝉花与野生蝉花对比图

Fig 1 Comparison of artificial I. cicadae and wild I. ci-

cadae

孢子粉

孢子梗

孢子粉

孢子梗

孢梗束

A.人工蝉花 B.野生蝉花
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面血液，称质量，记录两侧肾的质量，计算肾指数：肾指

数＝两侧肾质量总和（g）/体质量（g）。

2.5 肾组织病理学观察

取左肾，肉眼观察其大体变化，然后用 10％多聚甲

醛溶液固定，常规石蜡包埋、切片（5 μm）。苏木精-伊红

（HE）染色后，在光学显微镜下进行肾组织病理学观察。

2.6 肾组织中MDA、SOD含量和Na+-K+-ATP酶活性

测定

取右肾，制成 10％的组织匀浆，采用硫代巴比妥酸

法测定肾组织中MDA含量，采用羟胺法测定肾组织中

SOD 含量，采用比色法测定肾组织中 Na+-K+-ATP 酶活

性，具体操作按照相应试剂盒说明书进行。

2.7 统计学方法

采用SPSS 19.0统计学软件进行统计分析。结果以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比

较采用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 各组小鼠血清中BUN、Scr和总蛋白含量的测定结果

与空白组比较，模型组小鼠血清中BUN、Scr含量显

著升高（P＜0.01），总蛋白含量显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，各给药组小鼠血清中BUN、Scr含量均显著降

低（P＜0.01），总蛋白含量均显著升高（P＜0.01）。各组

小鼠血清中BUN、Scr和总蛋白含量测定结果见表1。

表 1 各组小鼠血清中BUN、Scr和总蛋白含量测定结

果（x±±s，n＝8）

Tab 1 Content determination of BUN，Scr and total

protein in serum of mice in each group（x±±s，

n＝8）

组别
空白组
模型组
维拉帕米组
人工蝉花子实体高剂量组
人工蝉花子实体中剂量组
人工蝉花子实体低剂量组

BUN，mmol/L

4.16±0.45

12.50±0.69＊＊

8.17±0.07##

6.67±0.31##

7.01±0.35##

7.99±0.27##

Scr，μmol/L

57.38±3.64

363.09±37.71＊＊

254.25±26.05##

117.66±10.97##

147.85±23.95##

217.96±13.74##

总蛋白，g/L

61.41±1.46

43.21±2.05＊＊

46.95±0.91##

55.90±1.33##

49.65±1.04##

47.00±1.51##

注：与空白组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

3.2 各组小鼠肾指数测定结果

与空白组比较，模型组小鼠肾指数显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠肾指数均显著降低

（P＜0.01）。各组小鼠肾指数测定结果见表2。

3.3 各组小鼠肾组织病理学改变观察结果

3.3.1 大体观察结果 空白组小鼠肾组织外观正常；模

型组小鼠肾组织明显发白、肿大，可见明显充血条纹；维

拉帕米组小鼠肾组织较空白组体积增大，颜色发白、变

浅；人工蝉花子实体高剂量组小鼠肾组织颜色较红，体

积大小与空白组相近；人工蝉花子实体中、低剂量组小

鼠肾组织较空白组颜色变浅，与模型组比较有明显改

善，但改善程度不及人工蝉花子实体高剂量组，结果见

图2。

表2 各组小鼠肾指数测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 2 Renal indexes of mice in each group（x±±s，n＝

8）

组别
空白组
模型组
维拉帕米组
人工蝉花子实体高剂量组
人工蝉花子实体中剂量组
人工蝉花子实体低剂量组

体质量，g

32.00±1.85

25.50±1.41

27.75±2.25

30.00±1.51

27.75±1.28

26.50±2.07

双肾质量，g

0.45±0.02

0.63±0.04

0.57±0.02

0.46±0.04

0.51±0.03

0.51±0.03

肾指数，×10－3

13.91±0.33

24.81±1.17＊＊

20.50±1.51##

15.28±1.07##

18.40±1.28##

19.41±0.80##

注：与空白组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

3.3.2 病理切片观察结果 与空白组比较，模型组小鼠

病理变化十分明显，表现为肾小管上皮细胞重度颗粒、

空泡样变性，伴有肾间质炎细胞浸润，肾小管上皮细胞

大量脱落；人工蝉花子实体高剂量组小鼠肾小管上皮细

胞基本完整，空泡样变性明显改善，其组织形态接近空

白组；人工蝉花子实体中、低剂量组小鼠肾组织细胞空

泡样变性程度减轻，但减轻程度不及高剂量组，且肾间

质仍存在较多炎细胞；维拉帕米组小鼠肾组织的病理情

况改善程度不及人工蝉花子实体各剂量组，肾小管细胞

的空泡样变性仍然十分明显，结果见图3。

3.4 各组小鼠肾组织中MDA、SOD含量及Na+-K+-ATP

酶活性测定结果

与空白组比较，模型组小鼠肾组织中MDA含量显

著升高（P＜0.01），SOD含量和Na+-K+-ATP酶活性显著

降低（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠肾组织中

MDA含量均显著降低（P＜0.01），Na+-K+-ATP酶活性均

显著升高（P＜0.01），人工蝉花子实体高、中剂量组SOD

含量显著升高（P＜0.01）。各组小鼠肾组织中 MDA、

SOD含量及Na+-K+-ATP酶活性测定结果见表3。

图2 各组小鼠肾组织大体观察图

Fig 2 General observation of renal tissue of mice in

each group

A.空白组 B.模型组 C.维拉帕米组

D.人工蝉花子实体高剂量组 E.人工蝉花子实体中剂量组 F.人工蝉花子实体低剂量组
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表 3 各组小鼠肾组织中 MDA、SOD 含量及 Na +-K +-

ATP酶活性测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 Contents of MDA，SOD and Na +-K +-ATP en-

zyme activity in renal tissues of mice in each

group（x±±s，n＝8）

组别

空白组

模型组

维拉帕米组

人工蝉花子实体高剂量组

人工蝉花子实体中剂量组

人工蝉花子实体低剂量组

MDA，
nmol/mg prot

3.13±0.08

5.82±0.18＊＊

3.95±0.13##

3.48±0.07##

3.71±0.09##

3.95±0.11##

SOD，
U/mg prot

135.67±8.95

100.29±9.54＊＊

107.19±8.03

121.58±5.29##

115.56±6.67##

106.16±6.99

Na+-K+-ATP酶，μmol Pi/
（mg prot·h）

1.32±0.03

0.57±0.07＊＊

0.74±0.09##

1.00±0.09##

0.82±0.11##

0.75±0.09##

注：与空白组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

4 讨论

庆大霉素进入体内经肾排泄后被肾小管重吸收，造

成肾小管上皮细胞的膜脂质代谢功能障碍，使肾小管受

损，发生急性肾衰竭，由其造成的肾衰竭是当今公认的

肾毒性急性肾衰竭实验模型[10]。维拉岶米作为钙通道

拮抗剂，临床上常用其治疗庆大霉素所致的急性肾衰

竭。其可提高肾小球的滤过分数、直接抑制近端小管和

内髓集合管对钠的重吸收，具有利尿、利钠的作用 ，并有

抑制肾内肾素的分泌、清除氧自由基以及保护细胞免受

损伤等作用[11]。故本研究以庆大霉素所致急性肾衰竭

小鼠为模型动物，以维拉帕米为阳性对照药，与人工蝉

花子实体进行药效比较。

当肾遭受损伤时，肾小球毛细血管发生病变，肾小

球滤过功能异常，其机械屏障——滤孔增大，常引起血

浆蛋白滤过增加，即表现为非选择性尿蛋白。因此，血

清中蛋白质含量的变化是判断肾功能的主要指标之

一 [12-14]。在本研究中，模型组小鼠血清中总蛋白含量显

著降低，提示其肾功能受到了严重损伤；而人工蝉花子

实体给药后能明显升高模型小鼠血清中总蛋白含量，提

示人工蝉花子实体能修复肾小球滤过的机械屏障，保护

肾小球的滤过功能。

BUN属于蛋白质代谢的最终产物，从肾小球滤过而

排出体外，肾小球滤过功能受损，可使血液中 BUN 含

量升高，所以常将BUN作为判断肾小球滤过功能的指

标[15-16]。Scr是目前公认的评价肾功能损伤的重要指标，

是肌肉在人体内代谢的产物，主要由肾小球滤过排出体

外，血液中Scr含量的升高程度可反映肾功能的受损程

度[17]。在本研究中，模型组小鼠血清中BUN、Scr含量显

均著升高，提示其肾功能遭到了严重损伤。而人工蝉花

子实体给药后能显著降低模型小鼠血清中BUN、Scr含

量，表明人工蝉花子实体能促进蛋白质、肌肉代谢产物

的排出，恢复肾小球的滤过能力，有较好的肾保护作用。

MDA是脂质过氧化的指标之一，可间接反映出细

胞损伤的程度。SOD能清除超氧阴离子自由基，对机体

的氧化与抗氧化平衡起着重要的作用，间接反映机体清

除氧自由基的能力[18]。在本研究中，模型组小鼠肾组织

中MDA含量显著升高，SOD含量显著降低，这表明庆大

霉素所致急性肾衰竭存在脂质过氧化反应及氧化应激

反应的异常。给予人工蝉花子实体后，模型小鼠肾组织

中MDA含量降低，SOD含量升高，这提示人工蝉花子实

体可能是通过减轻脂质过氧化反应，同时激活自由基清

除酶的活性，清除组织中的自由基，减轻自由基及其代

谢产物对组织的伤害作用，以此来实现对庆大霉素所致

急性肾衰竭的保护作用。Na+-K+-ATP 酶存在于细胞膜、

线粒体膜及各种生物膜中，此酶的活性变化代表细胞膜

功能的改变[19]。在本研究中，模型组小鼠Na+-K+-ATP酶

活性下降，这可能引起依赖Na+-K+-ATP酶的膜转运功能

异常，引起Na+、水潴留，导致细胞水肿和损伤。人工蝉

花子实体给药后能使Na+-K+-ATP酶活性升高，提示其可

恢复细胞膜的转运功能，降低Na+、水潴留，减轻细胞损

伤，以此来对抗庆大霉素造成的肾毒性。

A.空白组 B.模型组

C.维拉帕米组 D.人工蝉花子实体高剂量组

E.人工蝉花子实体中剂量组 F.人工蝉花子实体低剂量组

箭头 1：肾小管上皮细胞空泡样变性；箭头 2：肾小管上皮细胞脱

落；箭头3：炎性细胞浸润

Arrow 1：vacuolar degeneration in renal tubular epithelial cells；Ar-

row 2：epithelial cell exfoliation；Arrow 3：inflammatory cell infiltration

图3 各组小鼠肾组织病理切片图（HE染色，×400）

Fig 3 Pathological section of renal tissue of mice in

each group（HE staining，×400）
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槐花对照提取物的制备及槐花中4个黄酮类成分的含量测定Δ

皮文霞＊，赵文望，蔡宝昌，陆兔林，郁红礼（南京中医药大学药学院，南京 210023）

中图分类号 R284.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）19-2652-05

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2018.19.14

摘 要 目的：制备槐花对照提取物，并以其为对照测定槐花中4个黄酮类成分含量。方法：用水提法制备槐花对照提取物；采用

高效液相色谱法测定其中芦丁、山柰酚-3-O-芸香糖苷、水仙苷和槲皮素的含量；色谱柱为Diamonsil C18（2），流动相为甲醇-1％冰

乙酸水溶液（梯度洗脱），检测波长为360 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。以槐花对照提取物为对照测定槐花中4个成分的含

量，并与以化学对照品为对照的测定结果进行比较。结果：在所制槐花对照提取物中，4个成分的含量占 86.85％；芦丁、山柰

酚-3-O-芸香糖苷、水仙苷和槲皮素的检测进样量线性范围分别为0.076 8～3.07、0.002 24～0.089 6、0.001 59～0.063 7、0.003 40～

0.136 μg（r 均≥0.999 5）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD≤2.30％（n＝6），加样回收率分别为 100.4％、96.99％、102.3％、

100.9％（RSD 分别为 2.51％、1.58％、2.97％、3.20％，n＝6）。两种方法中 4个成分的含量测定结果比较差异无统计学意义（P＞

0.05）。 结论：以制备的槐花对照提取物为对照建立的测定方法操作简便、重现性好，并能同时测定槐花中4个成分的含量，可用

于槐花饮片的质量控制。

关键词 槐花；对照提取物；制备；高效液相色谱法；黄酮类成分；含量测定

综上所述，本实验室栽培的人工蝉花子实体能通过

清除反应性氧代谢产物及自由基，减轻脂质过氧化反

应，保护和稳定细胞膜，以此来达到改善庆大霉素所致

小鼠急性肾衰的作用，且效果优于阳性对照药维拉帕

米。本研究结果提示，人工蝉花子实体对药损型急性肾

衰竭具有一定的保护作用，值得进一步开发利用。而关

于其治疗机制的深入了解，以及有效活性成分的提取分

离，本课题组将继续研究探讨。
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