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摘  要 

 

研究目的： 

近年來中藥減肥藥引起腎衰竭的報導非常的頻繁，其中原因之一是誤用含馬

兜鈴酸的植物造成馬兜鈴酸腎病變(aristolochic acid nephropathy, AAN)。其受損部

位侷限於近曲小管，除了明顯的間質纖維化，腎小管萎縮，還有輕微細胞浸潤的

情形。本研究藉由長期投予純系小鼠低劑量 aristolochic acid (AA)成功誘發與人類

AAN 相似的腎炎，並評估柴胡(Bupleuri Radix)及 prednisolone等對 AAN 的改善

效果。 

研究方法： 

純系小鼠 C3H/He (6weeks, males)連續 28天飲水給予 3.0 μg/mL AAs後停

藥，恢復正常飲用水觀察 14 天，對照組在實驗期間投予正常飲用水。藥效評估

實驗依前述方法給予 28天AAs後，連續 14天經口投予柴胡濃縮劑 (BR) 150, 300, 

450 mg/kg，柴胡成分 saikosaponin A, C, D, prednisolone (P),柴胡濃縮劑 300 mg/kg

併用 P，對照組則給予蒸餾水。 

測定尿蛋白，N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG)與血中尿素氮(blood urea 

nitrogen, BUN)，來評估小鼠腎功能；腎組織使用 PAS染色觀察病理組織改變，

及進行免疫螢光染色(巨噬細胞，TGF-β，MMPs)以辨識損傷部位之特異性抗原。 

結果與討論： 

實驗結果顯示，藉由飲用水連續給予 28天 AA 會造成尿蛋白、NAG 及 BUN、

血糖值輕微上昇；腎組織鏡檢發現腎小管萎縮、間質有細胞浸潤和輕微纖維化的

情形，免疫螢光染色發現腎小管間質巨噬細胞、TGF-β 表現明顯增加，MMP-9

也有些許表現，此外，腎臟受損的情形在停止投予 AA 後不但沒有恢復，反而有
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惡化的情形。在投予柴胡濃縮劑 300mg/kg, saikosaponin A, D, P，柴胡濃縮劑併用

P等五組之尿蛋白，NAG，BUN，血糖值都有降低；組織學觀察發現腎小管萎縮、

間質細胞浸潤和纖維化的情形皆有緩解，根據以上結果發現本研究中的療效依序

是柴胡濃縮劑併用 P, P, 柴胡濃縮劑 300mg/kg, saikosaponin D與 saikosaponin A。

因此利用生藥製劑與化學藥品的合併療法可以提供未來臨床上治療的新方向。 

 

關鍵詞：馬兜鈴酸腎病變、柴胡、巨噬細胞、乙型轉型生長因子、基質金屬蛋白

分解酶 
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ABSTRACT 

 

Aim: 

Nephrotoxicity induced by weight-control Chinese medicine was reported 
frequently in recent years. One of the factors is mistaken the herb that contains 
aristolochic acid (AA). Aristolochic acid nephropathy (AAN) is a unique type of 
nephropathy, which was characterized by an extensive interstitial fibrosis with rare cell 
infiltration and tubular atrophy. We tried to establish a chronic interstitial fibrosis 
model of AAN in inbred mice and investigated the impact of Bupleuri Radix, 
prednisolone on AAN. 

Method: 

Aristolochic acid (AA) dissolved in distilled water (3µg/ml) were administered 
orally to C3H/He mice (6 weeks, male) as drinking water ad libitum for 4 weeks, 
control group were treated with distilled water. In the second experiment, they were 
administered orally with Bupleuri Radix extract (BR) (150, 300, 450 mg/kg), 
saikosaponin A, C, D, prednisolone (P), BR 300 mg/kg combine with P once a day for 
14 days. The control group was treated with distilled water. 

Urinary protein, urinary N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG), blood urea 
nitrogen (BUN), blood glucose were determined. Renal tissues were served to 
histological examination (PAS stain and immunofluorescence staining). The antibodies, 
including murine F4/80 macrophage, TGF-β (transforming growth factor-β), MMP-9 
(matrix metalloproteinase-9) was chosen to recognize the specific antigens, which 
deposited in injury sites. 
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Results & Discussion: 

All animals given AA developed elevation of urinary protein, NAG, BUN, blood 
glucose. The histological examination was observed the typical AAN: tubular atrophy, 
interstitial infiltration and fibrosis. In the immunofluorescence stain assay, macrophage, 
TGF-β, MMP-9 were localized in the renal tissue. After discontinuation of AA, renal 
function was not improved. 

The amount of urinary protein, NAG, BUN, blood sugar were decreased in the 
BR 300 mg/kg, saikosaponin A, D, P, BR combine with P-treated groups compared 
with the control group. The histological examination was observed the alleviation in 
all treatment groups. The staining areas of macrophage, MMP-9 in the interstitium 
were significantly increased, and TGF-β was decreased among all groups. Our result 
demonstrate the therapeutics effect of the treatment as following: BR combine with P 
have more prior effect than P, BR 300 mg/kg, saikosaponin D, saikosaponin A. This 
present study offers a new therapeutic trend of utilizing the crude drug preparation 
with medicine. 

 
Keywords: Aristolochic acid nephropathy (AAN), Bupleuri Radix, macrophage, TGF-β 

(transforming growth factor-β), MMP-9 (matrix metalloproteinase-9) 
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壹、前言 

根據衛生署資料顯示，台灣迄今約有四萬名尿毒症病患需長期接受洗

腎治療，且每年以 10% 比例成長。雖然腎衰竭致病因素複雜，甚至於現今

有許多原因仍不明，前年中藥減肥藥引起腎衰竭的報導非常的頻繁，民眾

受輿論影響誤解中藥與腎衰竭習習相關。殊不知其中原因是因誤用含馬兜

鈴酸的植物造成腎病變。為此本研究利用馬兜鈴酸引起之腎病變，建立與

人類相似的馬兜鈴酸腎炎(aristolochic acid nephropathy, AAN)，再藉由 AAN

模型評估柴胡 (Bupleuri Radix)及其成分 saikosaponin A, C, D、延胡索及葛

根湯等是否含有腎毒性。以此腎炎模型進行中藥腎功能評估，才能有效建

立用藥安全。 

馬兜鈴酸腎病變馬兜鈴酸腎病變馬兜鈴酸腎病變馬兜鈴酸腎病變 (Aristolochic acid nephropathy, AAN) 
1993年，Vanherweghem等人發現在比利時首都布魯塞爾附近，有許多

不到 50 歲的婦人服用了同一家診所於 1990年起改變組成的減肥藥後，發

生快速進行性間質性腎炎，推測與減肥藥中新增的兩種生藥厚朴(Magnolia 

officinalis)和粉防己(Stephania tetrandra)有關，故稱此疾病為中草藥腎病變

(Chinese herb nephropathy, CHN)1 。由於在病患的處方中沒有發現

tetrandrine(粉防己鹼)的成分，故推測處方中的粉防己可能不小心被名稱相

似含馬兜鈴酸(Aristolochic acid, AA)成分的廣防己(Aristolochia fangchi)取

代，進一步分析同時期一起輸入比利時的粉防己，發現 12 個產品中有 10

個含有 AA2，且病人體內有 AA 和 DNA 烷化的加成物(AA-DNA)的存在，

顯示 AA 是造成此腎病的罪魁禍首，初期用 CHN稱呼此生藥引起的腎功能

損害似乎不是很適當，故有學者建議將原本的 CHN更名為馬兜鈴酸腎病變

(Aristolochic acid nephropathy, AAN)3。 

臨床表徵臨床表徵臨床表徵臨床表徵 
主要的臨床表徵包括早期嚴重的貧血，推測可能和產生紅血球生成素

(Erythropoietin, EPO)的腎小管上皮細胞或間質細胞被破壞有關，尿液檢查有

輕微腎小管性蛋白尿(低分子量蛋白尿，low molecular weight proteinuria，尿

中低分子量蛋白: α1- microglobulin, β2- microglobulin, clara cell protein, 

retinol-binding protein都會上升)、正常無菌性膿尿，40%的案例有腎性糖尿

但血糖維持在正常範圍內 4-6。 

病人腎功能惡化的速度很快，即使停藥後，仍然持續惡化，在 2 年內

快速進展至末期腎臟疾病，腎臟惡化的速度與用藥時間長短 6、體內的累積

劑量皆成正比14，與停藥到發病診斷的時間間隔成反比 6。 

病理特徵病理特徵病理特徵病理特徵 
腎臟體積對稱性縮小，病人腎臟切片的病理特徵是廣泛的腎間質纖維
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化，合併腎小管萎縮及腎小管消失，間質有細胞浸潤的情形，病變以皮質

表層最為明顯，越往皮質深層病變越輕，葉間小動脈內膜有纖維化及增厚

的傾向，與腎小管相比，腎絲球相對未受影響 3,8 。 

實驗模型實驗模型實驗模型實驗模型 
1960年代開始陸續有 AA 引起急性腎臟衰竭和腎小管受損的報告，單

次靜脈注射給予兔子 1 mg/kg的 AA 後，發生急性腎小管受損；靜脈注射 1 

mg/kg/day的 AA 3 天或更多天後在人類身上也有急性腎小管損傷的情形 9；

Mengs10 (1987)給予大鼠或小鼠單一大劑量(10-300mg/kg)的 AA，所有動物

產生嚴重的腎小管壞死並且在 15天內死亡。 

Mengs et al.11 (1993) 以 10, 50和 100 mg/kg的 AA 單一劑量餵食大鼠，

發現第 3天時只有大劑量組的血清中尿素氮(blood serum nitrogen, BUN)、肌

胺 酸 酐  (serum creatinine, Scr)、 尿 中 蛋 白 質 、 尿 中 酵 素 ：

N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG), γ-glutamyltransferase (GGT) 和 malate 

dehydrogenase (MDH) 明顯增加，而尿中葡萄糖含量在 3 組中都有明顯上

升，觀察腎臟組織切片，發現 100 mg/kg這組在近曲小管有大範圍的壞死，

50 mg/kg這組只有少量細胞壞死，而 10 mg/kg這組雖然沒有壞死的現象，

但腎臟表皮細胞有絲分裂指標有增加的趨勢，證明腎小管細胞已有部分受

損。 Sato et al.12 (2004)為了找出最適合模擬人類 AAN 的實驗模型，腹腔注

射或口服給予三系小鼠(BALB/c, C3H/He, C57BL/6) 2週 2.5mg/kg的 AA，

在投藥 14 天後及停藥後 14 天發現腎臟受損傷的嚴重程度為：BALB/c > 

C3H/He > C57BL/6，三系小鼠都有腎小管受損、單核球浸潤的病理特徵，

但有間質性纖維化特徵只有 C3H/He，與臨床上 AAN 病人的病徵最相似。 

慢性腎毒性慢性腎毒性慢性腎毒性慢性腎毒性 
關於 AA 引起急性腎毒性和致癌性的報導有很多，最近也陸續有報告

證實 AA 會引起慢性腎臟病變，Nouweb et al.13 (1995) 連續 3個月給予老

鼠 10、20和 30 mg/kg/day的 AA，發現老鼠有近曲小管萎縮伴隨上皮細胞

壞死的情形。Cosyns et al.14 (2001)利用腹腔注射給予 New Zealand White 

(NZW)成兔 17至 21個月 0.1 mg/kg/day的 AA，發現兔子除了產生泌尿道

上皮不典型分化和泌尿道移型上皮細胞癌外，腎臟也有和 AAN 病人相似的

特徵：廣泛的腎間質纖維化，腎皮質細胞減少；受損的部位依序為腎原表

面近曲小管直行端(S3)，近曲小管迴旋端(S1, S2)，腎原深層，主要特徵是

少量單核球浸潤及間質性纖維化，但因實驗耗時過長，喪失其實用價值。

Zheng et al.15 (2001)連續 4個月腹腔注射給予大鼠 5mg/kg/day的 AA，4到 6

個月後發現實驗動物的腎臟功能不良伴隨有少量單核球浸潤型的間質性硬

化。Debelle et al16 (2002)連續 35天皮下注射給予脫水大鼠 10mg/kg/day的

AA，發現 Scr值上升，腎臟有明顯淋巴球浸潤、間質性纖維化之外，亦發
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現有泌尿道上皮不典型分化和泌尿道移型上皮細胞癌的情形。隨著物種、

品系的不同，對於馬兜鈴酸的毒性反應也有差異，目前關於這方面的結果

雖然很多，但目前仍然沒有定論。 

柴胡柴胡柴胡柴胡 (Bupleuri Radix)  
柴胡(Bupleuri Radix)屬繖形科(Umbelliferae)，為多年生草本植物的乾燥

根，目前台灣市場品主要分為：(1)北柴胡(Bupleurum chinense De Candolle)；

(2)南柴胡 (Bupleurum scorzoneraefolium WILLd) ； (3)竹葉柴胡 (Bupleuri 

Herba)，又名春柴胡，基原與北柴胡相同，本實驗使用的是南柴胡，又名軟

柴胡、香柴胡、軟苗柴胡。柴胡自古即常被用來作為解熱、消炎藥，收載

於神農本草經的上品，其記載為:「味苦，平，主治心腹，去腸胃中結氣，

飲食積聚，寒熱邪氣，推陳致新，久服輕身名目益精。」在日本著名臨床

家吉益東洞所著的藥徵中提到柴胡的藥能為「主治胸脇苦滿，往來寒熱，

腹中痛，兼治黃疸。」17-30 

柴胡的成分有 saponin (約 3%) : saikosaponin A, B1, B2, C, D, E, F (如圖五)，

其中 B1, B2是 A, D 加水分解得到的二次生成物；脂肪酸(fatty acid)：stearic 

acid, oleic acid, linolic acid, linolenic acid；其他：碳水化合物，flavonoids, 

α-spinasterol, stigmaserol等 31。 

柴胡的藥效研究柴胡的藥效研究柴胡的藥效研究柴胡的藥效研究 
目前研究柴胡的藥理作用有抑制中樞神經、抗發炎、抗潰瘍、改善肝

機能障礙、改善脂質代謝、抑制腎炎、調節免疫機能、抗腫瘤及類 steroid

等作用 17-31。 

柴胡及其成份 saikosaponin對於 CCl4
 32,33, β-D-galactosamine (D-GalN), 

acetaminophen, ethanol34, ANIT (α-naphlisothiocyanate), ADCC (antibody 

dependant cell-mediated cytotoxicity)及活性化macrophage引起的肝損害及慢

性肝炎均有改善及修復作用。Abe et al.35 (1982)發現事先給予 saikosaponin D

能改善 CCl4誘發之大鼠肝臟損傷，為了進一步了解 saikosaponin D的療效，

Abe et al32 (1985)使用 pentobarbital增強 CCl4誘發之大鼠肝機能障害，發現

saikosaponin D能降低肝小胞體系酵素(NADPH-cytochrome C reductase)活

性，抑制大鼠的肝障害。Chiang et al.35 (2003)利用由人類肝癌細胞

(hepatocellular carcinoma cell) Hep G2 cell衍生出的 2.2.25 cell line，研究

saikosaponin細胞毒殺及抗 B 肝病毒的功效，結果發現 saikosaponin C能抗

B 肝病毒，而 saikosaponin D雖然不能抑制 B 肝病毒的活性卻能毒殺肝癌細

胞。Yen et al.35(2005)以 dimethylnitrosamine誘發大鼠肝臟機能障礙的研究指

出，柴胡能降低肝臟發炎、纖維化的情形，並增加肝細胞的再生能力。 

臨床上，含柴胡之小柴胡湯常與五苓散併用 (又稱柴苓湯) 來治療各種

腎炎及腎病症候群，柴胡及所含之 saikosaponin對腎臟有類 steroid樣免疫
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改善及 steroid增強作用，也能直接作用於腎絲球基底膜而減少尿蛋白。Abe 

et al.37 (1986) 以 puromycin aminonucleoside (PA)誘發大鼠腎炎的研究指

出，saikosaponin D能降低尿蛋白、減少腎絲球上皮足細胞的死亡或融和；

Hattori et al.38 (1989)發現柴胡能降低抗腎絲球基底膜腎炎引起的腎絲球細

胞增殖性變化 (hypercellularity)，增加體內 corticosterone含量 39；Hattori et 

al.40 (1991)發現 saikosaponin A, D能降低抗腎絲球基底膜腎炎引起的蛋白尿

和腎臟損傷；Li et al.41 (1997)發現柴胡和 saikosaponin D能降低 1-22-3單株

抗體(monoclonal antibody)腎炎所引起的蛋白尿、並且能抑制 mesangial cell

增生與 mesangial matrix擴展。臨床上也發現使用類固醇劑治療腎症候群的

病人，併用 saikosaponin時，能防止種種之副作用及增強抗炎症效果，且預

後良好。 

據 Kumazawa et al.42 (1989)證實腹腔給予小鼠 saikosaponin A, D會活化

腹腔巨噬細胞進行吞噬作用(phagocytosis)、促進細胞溶酶體酵素的釋放等，

而 saikosaponin C則不會活化巨噬細胞。Ushio et al.43 (1991)肌肉注射給予小

鼠 saikosaponin D後，收集其巨噬細胞做成細培養基，觀察其對真菌的吞噬

作用，發現給予 saikosaponin D會明顯增加巨噬細胞的吞噬作用。Ushio et 

al.48 (1991) 的另一個研究發現，saikosaponin D藉由促進巨噬細胞分泌

interleukin-1 (IL-1), 酸性磷酸酶(acid phosphatase)來活化 T 細胞的淋巴組織

增生反應、抑制 B 細胞的淋巴組織增生反應。 

據 Hiai et al.45 (1981)證實，腹腔給予大鼠 saikosaponin A, D使體內

adrenocorticotrophic hormone (ACTH) 和 corticosterone的含量明顯上升。

Nose et al.46 (1989) 發現腹腔及口服給予小鼠 saikosaponin A, D及其代謝物

會促使體內 corticosterone的值上升，而腹腔給藥的效果又比口服投予來的

強；由於柴胡的純成分 saikosaponin A, D會促使體內 corticosterone上升，

因此 Ushio et al. 44 (1991)推測其柴胡的抗發炎作用可能和其類 steroid作用

有關。 

Yamamoto et al.47 (1975)發現 saikosaponin A, D雖然會增加脂質及膽固

醇之生合成，但是也會加速及排除，因此對於高膽固醇血症之大鼠有降膽

固醇及三酸甘油脂的作用。Cheng et al.48 (2004)以高膽固醇飼料餵食大鼠，

發現以柴胡為主的處方能改善大鼠高血脂的情形。 

In vitro 實驗發現，saikosaponin A會誘導 p53 引起 p21 的轉錄 

(transcription)，抑制CDK-mediated phosphorylation，使細胞週期中止於 G0/G1

期，此外，Saikosaponin A也會降低 Bax, Bcl-2, c-myc蛋白的表現、增加

Bax/Bcl-2的比例，而引起細胞凋亡 49。Saikosaponin D除了會增加 p53和 p21

的表現，使細胞週期停止在 G1 期，也會藉著增加 glucocorticoid receptor 

(GR)50, c-myc, p53 mRNA，降低 Bcl-2 mRNA 的含量引起細胞凋亡 51。
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Saikosaponin C的構造為glucose-glucose-rhamnose三糖，與saikosaponin A, D

的 glucose-fructose雙糖結構不同，可能是結構的差異，saikosaponin C沒有

抑制癌症細胞生長的作用 52，但 Shyu et al.53 (2004)發現 saikosaponin C能藉

由活化第二型基質金屬蛋白分解酶(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)、血

管內皮細胞生長因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、p42/p44 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)促進血管新生 (angiogenesis)。 

延胡索延胡索延胡索延胡索（（（（Corydalis Tuber）））） 
最早記載在唐代『本草拾遺』其基原為罌粟科（Papaveraceae）的

Corydalis turtschaninovii Besser forma yanhusuo Y.H.Chou et C.C. Hsu

之塊莖，主要產地為中國、朝鮮、日本。主要成分為生物鹹類 l-corydaline, 

dehydrocorydaline, protopine, dl-tetrahydropalmatisine, bulbocapnine, 

coptisine等成分。用於鎮痛、鎮痙、活血藥 18-30。 

延胡索延胡索延胡索延胡索的藥效研究的藥效研究的藥效研究的藥效研究 
延胡索小鼠經口投予 dl-Tetrahydropalmatine（THP）及 d-corydaline

有鎮痛效果。其 l-THP 可使小鼠有鎮靜效果可延長睡眠 54，將

Bulbocapine皮下注射在天竺鼠亦有鎮靜安眠作用 55-56。在老鼠的試驗

使用 DHC 發現有強力抑制胃酸分泌作用，具有抗胃潰瘍作用 57-60。

Protopine,d-corydaline,l-tetrahydrocolumbamine,glaucine 具有血液凝固

抑制作用 61-62、延胡索乙醇抽出物有具備抗炎症、抗過敏反應作用 63-64。 

葛根湯葛根湯葛根湯葛根湯（（（（Gee Gen Tong）））） 
出典為傷寒論，組成藥物為葛根、麻黃、桂枝、芍藥、甘草、大棗、

生薑。主治太陽病、項背几几、無汗惡風、亦治太陽陽明合病下痢。應用

於感冒、蓄膿症、神經痛。此為外感無汗惡寒項背強急時之發汗劑，作感

冒藥使用之機會最多，且有著效。並可治結腸炎與赤痢初起，發熱有惡寒

者 18-30。 

葛根湯葛根湯葛根湯葛根湯的藥效研究的藥效研究的藥效研究的藥效研究 
其水抽出液對於老鼠的發熱，抗炎症有效對於 PGE2的遊離抑制效果類

似 aspirin的效果 65-66。對於流行性感冒病毒及 HSV有阻斷不活化的效果抑

制，同時可抑制 Interleukin-α67-71。同時具免疫抗過敏可活化 macrophage作

用影響細胞性免疫 72，中樞作用方面可回復 phenobabital引起的睡眠作用 73。 
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貳、材料與方法 

實驗動物實驗動物實驗動物實驗動物 
實驗動物 C3H/He六週齡雄性小鼠購自財團法人國家實驗動物中心，實

驗動物進駐於台北醫學大學實驗動物中心代養，以一般小鼠飼料(福壽牌，

台灣)飼養，供其自由攝食及充足的飲水，代養在室溫約 21℃、相對溼度約

70~80%的環境，動物房內維持 12小時明暗自動光照。 

實驗設計實驗設計實驗設計實驗設計 
實驗開始前，每隻鼠的每日平均飲水量約為 3.5ml。將 Aristolochic acid 

sodium salt (AAs; AAI: AAII = 63:31) (Sigma Inc., USA) 5mg/kg溶於蒸餾水 

(distilled water, d.w.) 當作飲用水給予小鼠，連續投予 28天後恢復正常飲用

水觀察兩週，對照組在實驗期間給予正常飲用水。為了瞭解 AAN 和正常小

鼠的病生理狀態，實驗第 28天、35天、42天，每週犧牲各組 10隻動物，

實驗組及對照組動物每組各 30隻，共 60隻。 

實驗設計流程實驗設計流程實驗設計流程實驗設計流程 

尿液收集尿液收集尿液收集尿液收集 
採尿時小鼠皆禁食，只提供飲用水。在小鼠餵食 AAs 前 1天及餵食 AAs

之後每週，皆使用特製的新陳代謝器(常盤化學株式会社，日本)收集小鼠

12小時的尿液，測定尿蛋白、NAG 含量，來評估其腎臟功能。 

動物犧牲法動物犧牲法動物犧牲法動物犧牲法、、、、血液及組織切片製作血液及組織切片製作血液及組織切片製作血液及組織切片製作 
實驗第 28、35、42天先在小鼠尾靜脈採血，經乙醚麻醉再從其心臟採

全血，血液在室溫下靜置 2小時後，以 4ºC, 3000 rpm，經 15分鐘離心取得

血清，進一步作 BUN 之腎功能血清生化學的分析。 

C3H/He mice male, n=30 / group

Urine
collection

2821 35 427 140

AAs/d.w. d.w. (p.o.)
d.w. (p.o.)

sacrifice sacrifice sacrifice

C3H/He mice male, n=30 / group

Urine
collection

Urine
collection

2821 35 427 140 2821 35 427 140 28282121 3535 424277 141400

AAs/d.w. d.w. (p.o.)AAs/d.w. d.w. (p.o.)
d.w. (p.o.)d.w. (p.o.)

sacrifice sacrifice sacrificesacrificesacrifice sacrificesacrifice sacrificesacrifice



中醫藥年報 第 29 期 第 6 冊 

 11 

小鼠犧牲後採其腎臟，用 0.9 % NS潤濕以保持腎臟的新鮮。取下腎臟

被膜後，其左腎經 10% 中性福馬林液(Buffered neutral formalin solution) 

(Sigma Inc., USA)固定，以石蠟包埋(paraffin-embedded)製作切片(section)，

使用 Periodoic Acid Schiff’s (PAS)染色觀察腎臟病理組織學型態。而右腎橫

切(cross section) 後以乾冰 CO2(s)冷凍法製作冷凍切片 (frozen section)，利

用 CO2(s)急速冷凍的低溫(-78ºC)將 blocks凝固成硬塊，以便薄切。使用迴

轉式冷凍切片機(Bright cryostat™)將組織薄切成 4-5µm，以便進行免疫螢光

染色分析。 

尿蛋白尿蛋白尿蛋白尿蛋白、、、、NAG 含量測定含量測定含量測定含量測定 
根據Bradford method，使用Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad Inc., USA)

以 bovine serum albumin (BSA)作檢量線，選用 FLUOstar OPTIMA (BMG 

Labtech Inc., Germany) 以 O.D. 595 (optical density)測其吸光度，以偵測尿蛋

白含量。 

利用 methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide (簡稱 4-MU-NAG)

作 為 NAG 的 substrate， 使 尿 液 中 NAG 酵 素 與 其 作 用 而 產 生

methylumbelliferone (4-MU)，因為 4-MU 會發出螢光，所以藉由 4-MU 所產

生的螢光作為判斷的標準。以 4-MU 作檢量線，選用 FLUOstar OPTIMA 

(BMG Labtech Inc., Germany)以螢光(exitation= 370, emission= 460)偵測，定

量 NAG 濃度。 

血清中血清中血清中血清中 BUN 的含量測定的含量測定的含量測定的含量測定 
血清中BUN選擇Dimension clinical chemistry system (Dade Behring Inc., 

USA)測定：BUN 是利用 urease-glutamate dehydrogenase (GLDH)反應成

NADH，以 UV 340nm測其吸光度，儀器使用 Dimension Clinical Biochemistry 

System RXL (Dade Behring Inc., USA)。 

血液中血糖值的含量測定血液中血糖值的含量測定血液中血糖值的含量測定血液中血糖值的含量測定 

血液中血糖值選擇 SureStep™ Test Strips (Lifescan Inc., USA)測定：先

利用 glucose oxidase將血液中的糖份反應為 gluconic acid和 hydrogen 

peroxide，在利用 peroxidase使 hydrogen peroxide和染劑呈色，以 SureStep™ 

Plus (Lifescan Inc., USA)偵測血糖值。採尿時小鼠皆禁食，只提供飲用水。

在小鼠餵食 AAs 前 1天及餵食 AAs 之後每週，皆使用特製的新陳代謝器(常

盤化學株式会社，日本)收集小鼠 12小時的尿液，測定尿蛋白、NAG 含量，

來評估其腎臟功能。 

Periodoic Acid Schiff’s stain (PAS)組織染色組織染色組織染色組織染色 
將製作好的左腎石蠟包埋切片(6µm)先行脫蠟，水洗 10~20秒，浸泡於

0.5%過碘酸溶液(periodic acid, HIO4)約 5至 10分鐘。經蒸餾水水洗 3次後，

以 Schiff 氏試液染色 10 至 15 分鐘，之後直接移至新鮮配製的亞硫酸氫鈉
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溶液(sodium bisulfite, NaHSO3)，transfer 三次，每次 3分鐘，流水漂洗 3至

5分鐘。對比染色選用蘇木紫液(hematoxylin stain solution) (武藤化學株式會

社，Japan)進行組織核染色，流水漂洗至標本呈藍色，依序以 70% 乙醇

(ethanol)、95% 乙醇(Sigma Inc., USA)、99.5% 乙醇(absolute) (Sigma Inc., 

USA)、二甲苯(Xylene) (Sigma Inc., USA)等逐一脫水，最後以 Entellan (Merck 

Inc., Germany)封入劑(mounting medium)封蓋，以供鏡檢觀察。 

組織損傷程度的量化組織損傷程度的量化組織損傷程度的量化組織損傷程度的量化 
腎組織利用鏡檢組織照相法，使用光學顯微鏡(OPTIMA G-330) 200倍

(目鏡 × 物鏡：10X × 20X)與數位相機(Nikon Coolpix 4500)隨機找 20個不

重複的部位觀察腎小管與間質的傷害，包括腎小管上皮細胞萎縮(tubular 

atrophy)、間質細胞浸潤(cell infiltration)、間質纖維化(interstitial fibrosis)，

經由組織量化的方式評估，以 0-4點分 4階段計分，總和為腎小管間質部分

之 Tubulointerstitial histological score (TIHS)，然後算出每一組的平均分數。 

免疫螢光染色免疫螢光染色免疫螢光染色免疫螢光染色 (Immunofluorescence) 
將新鮮的冷凍切片回溫(室溫 25ºC)，以 phosphate buffered saline (PBS, 

pH 7.4) 濕潤後，以 10% normal rabbit serum處理，將選定之特異性一次抗

體 F4/80 (Serotec Inc., USA), TGF-β, MMP-9 (Santa Cruz Inc., California)以

PBS適當稀釋分別加在各組織上，同切片之另一組織僅加入 PBS當作陰性

對照(negative control)，反應後再以 PBS連續清洗 3次。於避光環境下分別

加入二次抗體 Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate (TRITC)-labeled goat 

anti-rat IgG, rabbit anti-goat IgG, rabbit anti-goat IgG (Santa Cruz Inc., 

California)，染色後用 PBS連續清洗 3次，風乾，最後以 90 % glycerol封蓋，

使用共軛焦雷射掃描式顯微鏡 (FV500, Olympus, Tokyo, Japan)，以氦氖綠

雷射為光源，設定激發光 543 nm、發射光 585nm，觀察組織中 Macrophage, 

TGF-β, MMP-9 的沉積情形，所得影像以 FluoView 軟體分析 (version 4.0, 

Olympus, Tokyo, Japan)。 

統計方法統計方法統計方法統計方法 
數據以 mean+ SD表示，實驗之尿蛋白、NAG 含量與血清中 BUN、血

糖值的結果採用 Mann-Whitney U test方法統計。 

第二年度實驗計畫第二年度實驗計畫第二年度實驗計畫第二年度實驗計畫 
實驗藥物實驗藥物實驗藥物實驗藥物 

南柴胡(中國湖北產)延胡索及葛根湯，粗粉置於圓底燒瓶中，加入蒸餾

水，置放於水浴槽加熱迴流 1 小時，反覆操作三次，收集三次濾液合併後

離心，以減壓濃縮機濃縮後，以冷凍乾燥，即為柴胡濃縮劑柴胡皂苷

Saikosaponin A, C, D 購自和光纯藥株式會社 (Wako Pure Chemical Inc., Japan)。 
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實驗設實驗設實驗設實驗設計計計計 
將 AAs 溶於 d.w.當作飲用水給予小鼠，連續投予 4週後恢復正常飲水，

並經口投予 0.1ml柴胡濃縮劑(Extract of Bupleuri Radix, 以下簡稱 Br) 150, 

300, 450 mg/kg，柴胡皂苷 Saikosaponin A, C, D (10 mg/kg), Prednisolone (2 

mg/kg)，柴胡濃縮劑(300 mg/kg)與 Prednisolone (2 mg/kg)，延胡索 50 mg/kg，

葛根湯 270 mg/kg混合溶液，持續投藥 14天，對照組投予 d.w.。為了觀察

藥物對 AAN 的治療效果，給予治療藥物後 7、14天犧牲各組一半的動物，

實驗組及對照組動物每組各 20隻，共 140隻。 

實驗設計流程實驗設計流程實驗設計流程實驗設計流程 
上述實驗方法如前所述 

測定方法： 

尿液收集 

動物犧牲法、血液及組織切片製作 

尿蛋白、NAG 含量測定 

血清中 BUN 

血液中血糖值的含量測定 

PAS組織染色 

組織損傷程度的量化 

免疫螢光染色 

統計方法 

C3H/He mice male, n=20 / group BR, SA, SC, SDP, 

BR+ P,   
延胡索延胡索延胡索延胡索、、、、葛根湯葛根湯葛根湯葛根湯& d.w. (p.o.) AAs/d.w. (p.o.) 

Urine 

collection 
28 21 35 42 7 14 0 

sacrifice sacrifice 
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參、結果 

一、慢性 AAN 在純系小鼠的確立 

(一)尿蛋白、NAG 含量分析 

實驗開始前，實驗組和投予 d.w.之對照組的小鼠 24 小時尿蛋

白含量為 2.97+0.22 mg/day和 2.70+0.17 mg/day，兩組間在統計學

上沒有差異。連續投予 28天 AAs 的小鼠在給藥後 7, 14, 21, 28天

之尿蛋白含量都有增加的趨勢，這種尿蛋白上升的情形在停藥後仍

然持續，實驗第 35、42天(4.42+0.16** mg/day ; 4.56+0.19** mg/day)

之尿蛋白與對照組相比(3.06+0.21 mg/day; 3.08+0.21 mg/day)，在統

計學上皆有顯著的意義(**P < 0.01) (如圖一)。 

投予 AAs 後小鼠尿液中的 NAG 含量緩慢上升，在第 28天和

對照組達到統計學上的差異(1.96+0.28* U/L vs 1.45+0.16 U/L)，實

驗第 35、42 天實驗組的 NAG 仍然持續上升(2.19+0.28** U/L ; 

2.42+0.37** U/L)與對照組相比(1.476+0.26 U/L; 1.50+0.20 U/L)，在

統計學上皆有顯著的意義(**P < 0.01) (如圖二)。 

(二)血清中 BUN 分析 

小鼠連續投予 28 天 AAs 犧牲所取得血清之 BUN 值 

(32.58+3.63** mg/dL) 相較於對照組(21.23+1.35 mg/dL)有顯著統

計學上的意義；實驗組在實驗第 35天(33.07+2.69** mg/dL)、42天

(33.83+2.68** mg/dL)之 BUN 值相較於對照組(21.83+0.89 mg/dL; 

22.46+2.37 mg/dL) 皆有顯著統計學上的意義(**P < 0.01) (如表

一)。 

(三)血液中血糖分析 

投予 28天 AAs 犧牲所取得血糖值(123.00+4.16** mg/dL)相較

於對照組(114.40+2.76 mg/dL)有顯著統計學上的意義；實驗組在實

驗第 35天(131.40+3.72** mg/dL)、42天(137.90+5.65** mg/dL)之血

糖值相較於對照組(114.70+3.71 mg/dL; 118.30+3.43 mg/dL)皆有顯

著統計學上的意義(**P < 0.01) (如表二)。 

(四)組織病理 PAS染色 

組織以 PAS染色在光學顯微鏡 200 倍下觀察腎組織病理的變

化 (如圖三)。投予 28天 AAs 的腎臟組織切片，可以發現腎絲球正

常，腎小管間質有顯著的細胞浸潤、萎縮(atropy)及間質性纖維化

(interstitial fibrosis)，這些腎小管間質損傷的情形在停止給藥後，不

但不能恢復，反而有加重的情形。 
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(五)組織損傷量化分析 

顯微鏡下觀察 PAS 染色之組織，依病理組織損傷程度量化表

予以計分。經量化後發現，實驗組之組織損傷程度在實驗第 28 天

(3.11+0.67**)，35天(3.59+0.72**)、42天(4.44+0.56**)相對正常小

鼠(0.10+0.06)有顯著意義(**P < 0.01) (如圖四)。 

(六)免疫螢光染色 

1.巨噬細胞 

組織以免疫螢光染色，利用共軛焦雷射掃描式顯微鏡觀察腎

組織巨噬細胞沉積情形。正常腎組織並無沉積，連續給予 28 天

AAs，可發現腎間質和腎小管受損部位有明顯紅色呈色，此顯示

巨噬細胞蓄積於損傷部位。巨噬細胞蓄積的情形在停止給予 AAs

後不但沒有減緩，反而增加(如圖五、六)。 

2. TGF-β 

組織以免疫螢光染色觀察腎組織 TGF-β 沉積情形。正常腎

組織並無沉積，在給予 28天 AAs 的組別，可發現腎間質和腎小

管部位有明顯紅色呈色，顯示 TGF-β 蓄積於此損傷部位。停止

給予 AAs 後 14 天，蓄積的情形不但沒有減緩，反而有更多的

TGF-β蓄積於腎間質和腎小管 (如圖五、六)。 

3.MMP-9 

觀察腎組織中 MMP-9 沉積情形，發現正常腎組織並無呈

色，而隨著實驗時間點的不同，沉積的程度略有不同。在給予

28天 AAs 的組別中，發現腎間質有些許紅色呈色，表示 MMP-9

蓄積於此損傷部位。停止給予 AAs 後 14天，沉積的情形有輕微

增加的趨勢 (如圖五、六)。 

二、柴胡濃縮劑對慢性 AAN 的藥效評估 

(一)尿蛋白、NAG 含量分析 

投予柴胡濃縮劑 7 天，實驗組中 150 mg/kg組(3.69+0.39* 

mg/day), 300 mg/kg組 (3.06+0.48** mg/day), 450 mg/kg組

(2.79+0.33** mg/day) 之 24小時尿蛋白含量減少，相較於 AAN 對

照組(4.42+0.40 mg/day) 有統計學上的顯著意義。而在給予治療藥

物 14天後，150 mg/kg (3.01+0.36** mg/day)、300 mg/kg(2.53+0.27** 

mg/day)與 450 mg/kg (3.20+0.50** mg/day)組皆可降低尿蛋白含

量，與對照組(4.56+0.44 mg/day) 比較有顯著差異(*P < 0.05, **P < 

0.01)。由此發現，給予三種劑量的柴胡濃縮劑對於降低 AAN 的尿

蛋白含量和對照組相比皆有統計上的差異，其中又以柴胡 300 

mg/kg降尿蛋白的效果最好(如圖七)。 
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投予柴胡 150 mg/kg (2.17+0.30 U/L)、300 mg/kg (1.92+0.35 

U/L)、450 mg/kg (2.08+0.23** U/L) 7天後尿中 NAG 含量和對照組

(2.19+0.28 U/L)相比有降低的趨勢。而在治療 14天後，150 mg/kg 

(2.30+0.30 U/L)、 300 mg/kg (2.04+0.26* U/L)與 450 mg/kg 

(2.30+0.35 U/L)組皆可降低尿中 NAG 含量，只有 300 mg/kg組與對

照組(2.42+0.37* U/L)比較有顯著差異(*P < 0.05) (如圖八)。 

(二)血清中 BUN 分析 

連續投予 7天柴胡濃縮劑 150 mg/kg (30.30+1.64* mg/dL)、300 

mg/kg (28.70+2.62* mg /dL)會降低血清中 BUN 值，相較於 AAN 對

照組(33.07+2.69 mg/dL)有統計學上的意義。連續投予 14天柴胡濃

縮劑，不論是在 150 mg/kg (26.53+0.8** mg/dL)、300 mg/kg 

(23.16+0.84** mg/dL)、450 mg/kg (26.17+1.45** mg/dL)的組別，和

對照組相比(33.83+2.68 mg/dL)皆有顯著統計學上的意義(*P < 0.05, 

**P < 0.01) (如表三)。 

(三)血液中血糖分析 

在 AAN 小鼠投予 7 天柴胡濃縮劑治療之實驗組中，發現 150 

mg/kg (142.70+6.22** mg/dL)與 450 mg/kg (139.60+7.53 mg/dL)組

的血糖值和對照組(131.40+3.72 mg/dL)相較有惡化的情形，而 300 

mg/kg (127.30+4.79 mg/dL)的血糖則有改善的情形。連續給藥 14

天 ， 發 現 300 mg/kg (120.00+6.07** mg/dL)、 450 mg/kg 

(130.30+1.70** mg/dL)的組別都有降血糖的效果，和對照組

(137.90+5.65 mg/dL)相比有統計上顯著的差異(**P < 0.01)，而 150 

mg/kg (138.30+2.98 mg/dL)組的血糖值則有惡化的情形(如表四)。 

(四)組織病理 PAS染色 

光學顯微鏡 200 倍下觀察投予柴胡濃縮劑小鼠腎組織病理的

變化(如圖九)，在對照組(A)與連續14天投予柴胡濃縮劑(150 mg/kg, 

300 mg/kg, 450 mg/kg)的病理組織圖(B,C,D)。在柴胡濃縮劑 300 

mg/kg組中，可明顯發現腎小管和間質細胞浸潤和纖維化的情形減

緩，腎小管的傷害也相對減弱。 

(五)組織損傷量化分析 

經 PAS 染色之組織在顯微鏡下觀察，依病理組織損傷程度量

化表予以計分。經量化結果發現，組織損傷程度在柴胡濃縮劑 150 

mg/kg (3.19+0.93*)、 300 mg/kg (2.48+0.89**)、 450 mg/kg 

(2.89+0.93**)都有減輕的趨勢，相較於對照組(4.30+0.56)有統計學

上的意義(*P < 0.05, **P < 0.01) (如圖十)。 
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(六)免疫螢光染色 

1.巨噬細胞 

組織以免疫螢光染色，利用共軛焦雷射掃描式顯微鏡觀察腎

組織巨噬細胞沉積情形。AAN 對照組之腎組織(A)與不同劑量柴

胡濃縮劑(150 mg/kg, 300 mg/kg, 450 mg/kg)在 14天後沉積有程

度上的差異(B,C,D)。相較於對照組，在給予柴胡治療的組別可

以發現腎小管和腎間質受損部位之紅色呈色增加，其中以柴胡濃

縮劑 300 mg/kg組的呈色範圍最廣、亮度也最強，此顯示給予柴

胡 300 mg/kg可促進巨噬細胞活化(如圖十一、十二)。 

2. TGF-β 

組織以免疫螢光染色，利用共軛焦雷射掃描式顯微鏡觀察腎

組織化學激素 TGF-β沉積情形。AAN 對照組之腎組織(A)與不同

劑量柴胡濃縮劑(150 mg/kg, 300 mg/kg, 450 mg/kg)在 14 天

TGF-β的沉積程度不同(B,C,D)。相較於對照組，在 300 mg/kg的

組別可發現腎小管和腎間質部位之紅色呈色減少，此顯示給予柴

胡 300 mg/kg可減少 TGF-β蓄積(如圖十一、十二)。 

3. MMP-9 

觀察腎組織以免疫螢光染色在 MMP-9 的沉積，隨著柴胡的

投予劑量不同，其在組織沉積程度略有不同。相較於對照組，300 

mg/kg 的組別在腎小管和腎間質部位的紅色呈色有增加的情

形，即表示給予柴胡 300 mg/kg可增加 MMP-9 的沉積(如圖十

一、十二)。 

三、各種治療藥物在 AAN 之藥效評估 

(一)尿蛋白、NAG 含量分析 

AAN 小鼠投予各種治療藥物之實驗組中，BR 300 mg/kg (BR) 

(3.06+0.48** mg/day), SA (3.93+0.30* mg/day), SD (3.46+0.43** 

mg/day), P (2.98+0.39** mg/day), BR+P (2.40+0.37** mg/day)組在

治療 7天後 24小時尿蛋白含量減少，相較於 AAN 對照組(4.42+0.40 

mg/day)有統計學上的顯著意義。連續投予14天治療藥物後，BR 300 

mg/kg (2.53+0.27** mg/day), SA (3.20+0.36** mg/day), SD 

(2.91+0.26** mg/day), P (2.15+0.33** mg/day), BR+P (2.47+0.25** 

mg/day)組的 24 小時尿蛋白含量減少，相較於對照組(4.56+0.44 

mg/day)有統計學上的顯著意義(*P < 0.05, **P < 0.01)。由此發現，

給予 SA, SD, P, BR, BR+P都可以降低 AAN 的尿蛋白含量，其中以

P降低尿蛋白的效果最好(如圖十三)。 

投予治療藥物之實驗組中，BR (1.92+0.35 U/L), SA (2.07+0.29 
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U/L), SD (1.95+0.10 U/L), P (1.80+0.24 U/L), BR+P (1.71+0.19* U/L)

組在 7 天後尿中 NAG 含量和對照組(2.19+0.28 U/L)相比有降低的

趨勢。而在治療 14天後，BR (1.92+0.35* U/L), SA (2.16+0.13 U/L), 

SD (2.14+0.18 U/L), P (1.92+0.15** U/L), BR+P (1.82+0.24** U/L)

組皆可降低尿中 NAG 含量，其中只有 BR, P與 BR+P組和對照組。

(2.42+0.37 mg/day)比較起來有統計學上的顯著意義(*P < 0.05, **P 

< 0.01) (如圖十四)。 

(二)血清中 BUN 分析 

AAN 小鼠投予治療藥物 7 天候的 BUN 值在 BR (28.70+2.62* 

mg/dL), SA (27.00+2.71** mg/dL), P (25.67+0.58** mg/dL), BR+P組

(29.00+2.21* mg /dL)都有降低的情形，相較於對照組(33.07+2.69 

mg/dL) 有統計學上的意義。連續投予 14 天治療藥物後，除了 SC

組(32.67+2.66 mg/dL)之 BUN 值沒有改善以外，BR (23.16+0.84** 

mg/dL), SA (31.00+0.67* mg/dL), SD (29.00+1.49* mg/dL), P 

(27.72+2.36** mg/dL), BR+P組(26.22+1.93** mg/dL)之 BUN 值都

有下降的趨勢，相較於對照組(33.83+2.68 mg/dL)皆有統計學上的意

義(*P < 0.05, ** P < 0.01) (如表五)。 

(三)血液中血糖分析 

AAN 小鼠投予各種治療藥物之實驗組中，SA組(95.00+2.40** 

mg/dL)，SC組(97.50+0.53** mg/dL)，SD組(92.60+4.09** mg/dL)，

P組(114.40+9.63** mg/dL)，BR+P組(94.10+5.97** mg/dL)在給藥 7

天後，血糖值有降低的情形，相較於對照組(131.40+3.72 mg/dL)有

統計學上的意義。投予 14天後，BR組(120.00+6.07** mg/dL)，SA

組(93.00+2.91** mg/dL)，SC 組(108.00+3.93** mg/dL)，SD 組

(114.60+7.73** mg/dL)，P 組 (92.70+5.74** mg/dL)，BR+P 組

(98.50+5.87** mg/dL)的血糖值都有降低的情形，相較於對照組

(137.90+5.65 mg/dL)有統計學上的意義(*P < 0.05, ** P < 0.01) (如

表六)。 

(四)組織病理 PAS染色 

光學顯微鏡 200 倍下觀察到小鼠之腎組織病理的變化(圖十

五、十六)，AAN 對照組(Fig.15A, Fig.16A)，連續投予 14天 SA, SC, 

SD (Fig.15B, C, D), BR, P, BR+P (Fig.16B, C, D)的病理組織圖。在

SA, SD (Fig.15B, D) 的組織圖中，腎小管和間質細胞浸潤和纖維化

的情形減緩，腎小管上皮細胞的傷害也相對減弱。BR、P及 BR+P

組(Fig.16B, C, D)可明顯發現腎小管只有輕微的萎縮，而間質細胞

浸潤和纖維化的傷害明顯改善。 
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(五)組織損傷量化分析 

經 PAS 染色之組織在顯微鏡下觀察，依病理組織損傷程度量

化表予以計分。經量化結果發現，組織損傷程度在 BR 組

(2.48+0.89**)，SA 組 (2.70+0.88**)，SC 組 (3.58+0.88)，SD 組

(2.62+0.85**)，P組(2.11+0.71**)及 BR+P組(2.00+0.62**)都有減輕

的趨勢，除了 SC 組之外，其他組與對照組(4.30+0.56)相比皆有統

計學上的意義(**P < 0.01) (如圖十七)。 

(六)免疫螢光染色 

1.巨噬細胞 

組織以免疫螢光染色，利用共軛焦雷射掃描式顯微鏡觀察腎

組織巨噬細胞沉積情形。AAN 對照組之腎組織與治療藥物在巨

噬細胞的沉積有程度上的差異。在 BR, SA, SD, P, BR+P組中，

可以發現腎小管和腎間質受損部位之螢光強度增加，此顯示給予

BR, SA, SD, P, BR+P可增加巨噬細胞活化(如圖十八、十九、二

十、二十一)。 

2. TGF-β 

觀察腎組織以免疫螢光染色在 TGF-β 沉積情形。對照組與

不同治療藥物在腎組織之 TGF-β 沉積有程度上的差異。相較於

對照組，在 BR, SA, SD, P, BR+P的組別中，可發現腎小管和腎

間質部位之紅色呈色減少，此顯示給予 BR, SA, SD, P, BR+P可

減少 TGF-β蓄積 (如圖十八、十九、二十、二十一)。 

3. MMP-9 

腎組織中 MMP-9的沉積，隨著投予藥物的不同，其沉積程度

也略有不同。相較於對照組，BR, SA, SD, P, BR+P的組別在腎小

管和腎間質部位的紅色呈色有增加的情形，即表示給予 BR, SA, 

SD, P, BR+P可增加 MMP-9的沉積 (如圖十八、十九、二十、二

十一)。 
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肆、討論 

一、慢性 AAN 在純系小鼠的確立 

本研究藉由連續 4週給予C3H/He小鼠 AAs/d.w. 3 µg/ml成功確立純系

小鼠在馬兜鈴酸腎症的模型，連續給予 4週 AAs 會造成小鼠尿蛋白、NAG、

BUN、血糖值上升，PAS 染色腎組織鏡檢可發現腎小管上皮細胞有明顯變

化，間質有嚴重細胞浸潤和輕微纖維化的情形，即使停藥後，腎臟功能受

損的情形不但沒有恢復，反而惡化；上述觀察皆與人類 AAN 的組織病態相

似。 

Sato et al.24 (2004) 發現，腹腔注射或口服給予 C3H/He小鼠 2.5 mg/kg 

AA 後的腎臟損傷情形與 AAN 患者的病理特徵最相似，故本實驗選用

C3H/He小鼠作為實驗動物。為了模擬臨床上 AAN 病人長期服用 AAs 造成

的慢性腎損傷，參考 Mengs10 (1987) 雄性小鼠經口投予 AAs 的 LD50 55.9 

mg/kg 的百分之一劑量 0.5 mg/kg當做本實驗的投予劑量，並配合小鼠的飲

水習慣，調成適當濃度讓小鼠長期飲用。 

實驗期間，飲用 AAs 的小鼠和正常小鼠相比體重有偏輕的情形，Cosyns 

et al.14 (2001)也發現長期給予 AAs 會造成動物厭食而引起體重上升情形緩

慢，這些現象與人類誤服 AAs 後體重下降的情形相似。 

Cosyns et al. 14 (2001)在投予AAs 3個月後才發現NZW成兔尿蛋白含量

上升，而在我們的實驗中，在投藥後 1 週即發現小鼠尿蛋白含量隨著投予

時間增加有上升的趨勢，推測是因為我們使用的劑量比較大，所以在早期

就可以觀察到動物的尿蛋白含量變化。 

NAG 是由腎臟近曲小管產生的酵素，當腎小管細胞受損時會大量釋

放，尿中的 NAG 含量會明顯上升，可以作為近曲小管細胞受損的特異性指

標。Kabanda et al. 29 (1995)在腎小管受損嚴重的病人(AAN 1c, 2)身上發現尿

液中 NAG 含量明顯增加；Nortier et al. 5 (1997)除了發現病人尿中 NAG 含量

上升，也發現 neutral endopeptidase (NEP, MW 94kD，腎小管刷狀邊緣分泌

的外酵素)明顯下降，這些結果和本實驗中實驗組隨著體內 AA 累積的劑量

增加，NAG 含量慢慢上升的趨勢相同，此外，本實驗在投予 AA 期間並沒

有發現老鼠尿液中之 creatinine值變化。 

BUN、Scr是臨床上用來評估腎功能受損常用的指標，在我們的實驗動

物只能發現 BUN 上升，並沒有觀察到 Scr的變動，推測可能是因為實驗時

間不夠長，導致小鼠腎臟受損情形並不像臨床上 AAN 病人沒有那麼嚴重所

造成的。 

Mengs et al. 11 (1993) 和 Cui et al. 74 (2005)的研究發現，短時間給予大劑

量的 AAs 會造成腎小管急性受損，導致腎小管糖份的再吸收產生問題，產
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生高尿糖的現象，但在我們的實驗動物身上並沒有尿糖異常的情形，且老

鼠的血糖值也在正常範圍內，和 Cosyns et al. 14 (2001) 的實驗結果與 AAN

病人高尿糖，血糖值正常的情形稍有不同，推測可能是實驗時間不夠長或

劑量不大的關係，若延長實驗時間或增加劑量可能會有不同的結果。 

本實驗利用免疫螢光染色法進一步探討此腎炎模型的免疫病理機轉，

選用小鼠組織巨噬細胞、TGF-β1、MMP-9為一次抗體。經共軛焦雷射掃描

式顯微鏡觀察，腎間質和腎小管受損部位有大量巨噬細胞浸潤與部分TGF-β

沉積，而 MMP-9多沉積在腎小管邊緣和纖維化的部位。此與 Debelle et al. 16 

(2004)連續 5 週給予大鼠 AAs 發現腎間質有大量單核球/巨噬細胞浸潤的結

果相同，這些單核細胞 (mononuclear cells) 是促進基質蛋白產生和腎臟纖

維化的重要因子86, 92-95。 

Basile 76 (1999) 在發現很多以腎臟纖維化為特徵的實驗中，腎臟的

TGF-β mRNA和 peptide有明顯增加的趨勢，這種現象也可以在一些人類的

腎臟疾病中發現，如: cyclosporine nephropathy等。Yang et al. 77 (2003)在關

木通引起的 AAN 病人腎臟組織切片上發現 TGF-β1、α-SMA、結締組織生

長因子(connective tissue growth factor, CTGF)大量表現。Li et al. 78(2004)以人

類近曲小管上皮細胞 (proximal tubular epithelial cell, PTEC) HK-2觀察 AAI

造成 PTEC受損的細胞機轉，發現給予 AAI 後，TGF-β1會大量釋放，進一

步刺激 fibronectin分泌、細胞 apoptosis。在我們的實驗中也可以發現到相

同的結果，連續投予 4 週 AAs，腎間質和腎小管受損部位有部分 TGF-β1

沉積，停藥後，沉積的情形不但沒有減緩反而增加，推測是因為 AAs 造成

腎臟不可逆的損傷，造成巨噬細胞持續活化，促使 TGF-β1大量釋放所造成

的。 

MMPs 能分解各種細胞外基質的蛋白成分，在許多腎絲球疾病中發現

會被活化表現，如：快速進行性腎絲球腎炎、IgA 腎症、膜性腎絲球腎炎、

糖尿病腎病變、狼瘡腎炎、馬杉腎炎等，其中最常探討 MMP-2、MMP-9

與腎臟疾病的關係。Okada et al. 96 (2003)在成功誘發 AAN 的 hepatocyte 

growth factor (HGF) 基因鼠腎臟中，發現促纖維化的 TIMP-1 表現明顯下

降，而使抑制纖維化的 MMP-9表現比正常老鼠強烈。本實驗亦在連續投予

AAs 4週後觀察到腎小管邊緣和間質纖維化的部位有 MMP-9的沉積，即使

在停藥後，MMP-9沉積的情形仍然持續，證實 MMP-9在 AAN 病程進展中

扮演重要的角色。 

根據本實驗的結果推測 AAN 造成腎臟損傷的機制是：AAs 直接造成組

織受損，導致腎小管間質有大量單核球/巨噬細胞浸潤、活化，促進 TGF-β

釋放，使 fibroblast進一步活化成 myofibroblast並且釋放出 TGF-β，這些釋

放出的 TGF-β進一步促進 type I & III 膠原蛋白和 TIMP 釋放，降低 MMPs
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含量，造成腎小管損害和間質性纖維化。 

二、柴胡濃縮劑對慢性 AAN 的藥效評估 

本實驗投予柴胡濃縮劑作為治療藥物，劑量範圍的選定是參考Fujitsuka 

et al.79 (2004)投予大鼠柴苓湯之有效劑量，換算出柴胡含量後取約略值。本

實驗發現，經口投予柴胡濃縮劑 150, 300, 450 mg/kg可明顯降低 AAN 小鼠

尿蛋白含量，以 300 mg/kg組降低尿蛋白的效果最好，與 Li et al.41 (1997) 發

現柴胡可以降低尿蛋白的結果相同，其可能機轉與柴胡對基底膜荷電狀態

之調整、抑制 globulin 而減少尿蛋白有關 37。此外，我們發現連續投予 14

天柴胡濃縮劑 300 mg/kg可以明顯降低尿中 NAG 含量。 

經口投予柴胡濃縮劑 150, 300, 450 mg/kg可以降低血清中 BUN 值，隨

著藥物投予的時間增加，BUN 值有改善的情形。在血糖值方面，柴胡濃縮

劑 150, 450 mg/kg組的血糖在第 7天有增惡的情形，只有 300 mg/kg e組的

血糖有改善；第 14天時，在 300, 450 mg/kg組都有降血糖的效果，只有 150 

mg/kg組對血糖沒有影響，推測可能因為劑量不足的關係。目前關於柴胡對

糖類代謝的研究不多，無法引證本實驗中柴胡對於血糖值的影響，此部分

可以留待以後的研究探討。 

腎組織鏡檢觀察發現投予柴胡濃縮劑可減低腎小管損傷、間質細胞浸

潤和纖維化，推測與柴胡能降低基質擴展(matrix expansion) 41、抑制細胞增

殖38, 41有關。免疫螢光染色發現巨噬細胞浸潤情形增加，TGF-β接著的情形

降低，MMP-9接著的情形增加，與 Kumazawa et al.42 (1989), Ushio et al.43, 44, 

80, 81 (1991)發現柴胡能活化巨噬細胞，促進巨噬細胞的吞噬作用結果相同，

推測柴胡能改善腎功能可能與抑制 TGF-β、活化巨噬細胞及促進 MMP-9作

用有關。 

本實驗發現，經口投予柴胡濃縮劑可以降低 AAN 小鼠尿蛋白、NAG、

BUN、血糖值，腎組織鏡檢發現腎小管和腎間質受損情形亦有改善。免疫

螢光組織染色中，亦可發現巨噬細胞浸潤情形增加，TGF-β 接著的情形降

低，MMP-9 接著的情形增加。從本實驗的結果發現柴胡濃縮劑 300 mg/kg

對此 AAN 小鼠模型的改善效果最好。 

三、各種治療藥物在 AAN 之藥效評估 

本研究中 saikosaponin A, C, D劑量是根據生藥學柴胡篇35中其成分含

有 3% saponin所換算出來，prednisolone劑量是參考臨床上用來治療腎病症

後群 (nephrotic syndrome) 常用的劑量 2 mg/kg 82換算成實驗小鼠的劑量。

本實驗發現，經口投予柴胡濃縮劑 300 mg/kg, saikosaponin A, saikosaponin D, 

prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone可明顯降低 AAN 小

鼠尿蛋白，其中以柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone組降低尿蛋白的

效果最好。Prednisolone降低尿蛋白的結果除了在 Tipping et al.83 (1985) 兔
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子的腎絲球腎炎、Hattori et al.84 (1996) 以單株抗體 anti-Thy 1引發的大鼠腎

絲球腎炎、Nakai et al. 85 (1998) 以自體免疫產生狼瘡腎炎 MRL/lpr 小鼠的研

究中有發現之外，臨床上也發現 prednisolone能降低腎病症候群、狼瘡腎炎

的病人的尿蛋白含量 82。在純成分方面，本實驗發現 saikosaponin A, D能降

低 AAN 小鼠的尿蛋白含量，與 Hattori et al. 40 (1991) 發現 saikosaponin A能

降低抗腎絲球基底膜腎炎引起的高尿蛋白，Abe et al.37 (1986), Hattori et al. 40 

(1991), Li et al. 41 (1997)的研究顯示，saikosaponin D能降低 puromycin 

aminonucleoside誘發的腎炎、抗腎絲球基底膜腎炎、單株抗體引起的腎絲

球腎炎的尿蛋白的結果相同，其原因可能為 saikosaponin D促使細胞膜安定

化，及其結構與類固醇相似，而有似類固醇作用。由上述的研究得知，柴

胡濃縮劑併用 prednisolone之所以效果最佳的原因可能是柴胡中的

saikosaponin A, D合併 prednisolone所產生的效果。 

在 NAG 含量方面，投予柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone組在

第 7天就有明顯降低 NAG 含量的效果，連續投藥 14天，在柴胡濃縮劑 300 

mg/kg，prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone組都可以發

現 NAG 含量明顯下降。 

經口投予柴胡濃縮劑 300 mg/kg, saikosaponin A, saikosaponin D, 

prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone皆可降低 BUN，隨

著藥物投予的時間延長，BUN 值有好轉的情形。但在純成分方面我們發現

一個有趣的現象，saikosaponin A組在第 7天治療效果不錯，但在第 14天時

效果變差，其原因仍然不明，推測可能是體內產生了耐受性或樣本數太小

所造成的；saikosaponin D組在第 7 天有輕微療效，在第 14天效果更好，

與 Abe et al. 37 (1986), Hattori et al. 40 (1991), Li et al. 41 (1997) 發現

saikosaponin D在腎臟方面有療效的結果不謀而合。 

經口投予柴胡濃縮劑 300 mg/kg, saikosaponin A, saikosaponin C 

saikosaponin D, prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone對血

糖值都有改善，由於給予藥物治療的時間只有 2週，並沒有像 Vanherweghem 

et al.86 (1996) 發現 prednisolone造成血糖值異常的情形；目前關於

saikosaponin對糖類代謝的研究不多，無法引證本實驗中 saikosaponin對於

血糖值的影響，此部分可以留待以後的研究探討。 

腎組織鏡檢觀察發現除了在投予 saikosaponin C的組別沒有明顯改善

外，其他治療藥物都能減低腎小管受損、間質細胞浸潤和纖維化，免疫螢

光染色亦發現巨噬細胞浸潤情形增加，TGF-β接著情形降低，MMP-9 接著

情形增加。雖然 Tipping et al.83 (1985), Ono et al.87 (2005) 在腎臟受損的兔子

上發現 prednisolone會降低發炎部位巨噬細胞的含量，但是本實驗在

prednisolone組發現巨噬細胞活化的情形，與 Lombardi et al. 91 (1978), Liu et 
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al. 90 (1999), Piemonti et al. 89 (1999) 發現 prednisolone能增加巨噬細胞的吞

噬作用，清除外來的抗原、毒素、微生物和受損細胞以終止發炎反應的結

果相同。而 saikosaponin A, D會活化巨噬細胞的結果則與 Kumazawa et al. 42 

(1989), Ushio et al. 43,44,80,81  (1991) 的發現相同。推測腎功能改善可能與活

化巨噬細胞、抑制 TGF-β、活化 MMP、降低基質擴張、增加體內 corticosterone

含量 38有關。 

本實驗發現，saikosaponin A, D對於 AAN 小鼠的腎功能改善效果不

錯，而 saikosaponin C對於 AAN 小鼠則沒有什麼幫助，但是單獨給予柴胡

的純成分 saikosaponin對於腎臟的改善效果都沒有比使用柴胡濃縮劑 300 

mg/kg組來的好，推測柴胡濃縮劑的療效比使用單一 saikosaponin好的原因

可能是柴胡成分的複和效果所造成的，或許在治療腎臟疾病時，柴胡濃縮

劑會比使用單一成分效果來的好。 

在柴胡濃縮劑 300 mg/kg, prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用

prednisolone三組中，柴胡濃縮劑 300 mg/kg和 prednisolone的效果差不多，

且之間沒有顯著差異，而給予柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone在本

實驗中的治療效果最好，推測可能與柴胡能促進腦下垂體分泌 ACTH45增加

體內 cortisosterone含量45, 88有關，柴胡濃縮劑與 prednisolone併用能增加

prednisolone的作用。 

綜合上述討論，我們可以知道柴胡濃縮劑 300 mg/kg、saikosaponin A, D, 

prednisolone、柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone皆能改善 AAN 小鼠

的腎臟功能，特別值得一提的是本實驗在開發新療效部分發現併用柴胡濃

縮劑 300 mg/kg和 prednisolone的治療效果最好，未來可以考慮 prednisolone

併用與類固醇結構相似，含植物性賀爾蒙的柴胡來降低 prednisolone的使用

量並改善其副作用，以維持 AAN 病人的腎臟功能。 
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伍、結論與建議 

本實驗發現連續 28天飲用水給予 C3H/He小鼠 AAs/d.w. 3 µg/ml，會造

成小鼠尿蛋白、NAG、BUN、血糖值上升，腎組織鏡檢發現腎小管萎縮、

腎小管間質有嚴重細胞浸潤和輕微纖維化的情形；免疫螢光染色發現腎小

管間質有大量 Macrophage, TGF-β表現，MMP-9也有些許表現，腎臟受損

的情形在停止投予 AA 後不但沒有恢復，反而惡化，可說明 AAN 是一種進

行性腎臟疾病。 

經口投予柴胡濃縮劑可降低小鼠尿蛋白、NAG、BUN 值，腎組織鏡檢

觀察亦有顯著改善，免疫螢光染色發現 Macrophage表現增加，TGF-β表現

減少，MMP-9 表現增加。由實驗發現，柴胡濃縮劑能減輕 AAN 小鼠腎臟

受損情形，其中以柴胡濃縮劑 300 mg/kg的效果最好。 

經口投予柴胡濃縮劑 300 mg/kg (BR), saikosaponin A, D, prednisolone 

(P), 柴胡濃縮劑 300 mg/kg併用 prednisolone (BR+P)，可降低小鼠尿中 NAG 

(saikosaponin A, D除外)、尿蛋白、BUN、血糖值，腎組織鏡檢觀察亦有顯

著改善，免疫螢光染色可發現 Macrophage表現增加，TGF-β 表現減少，

MMP-9表現增加，評估治療藥物在本實驗腎炎模型的效依序是BR+P, P, BR, 

saikosaponin D與 saikosaponin A；將來可以考慮併用柴胡與 prednisolone，

降低 prednisolone的使用量並改善其副作用，以維持 AAN 病人的腎臟功能。 

由於實驗限制的關係，本實驗 Macrophage來源仍舊不明，未來可以更

進一步探討增加 Macrophage表現之來源，以了解治療藥物調控 Macrophage

表現與此疾病的關係。 
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圖一、實驗期間之尿蛋白含量分析 
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Fig.1 Urinary protein excretion of experimental (●) and normal (�) group.  

Treatment of AAs (●) significantly increased the excretion of urinary protein at 7, 14, 21, 28, 

35, 42 days.  

**P < 0.01 vs. the normal group by Mann-Whitney U test. 
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圖二、實驗期間之 NAG 含量分析 
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Fig.2 Urinary NAG activity of experimental (●) and normal (�) group.  

Treatment of AAs (●) significantly increased the excretion of urinary NAG at 28, 35, 42 days.  

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the normal group by Mann-Whitney U test. 

discontinue of AAs 
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表一、實驗第 28, 35, 42天之 BUN 值 
Treatment 

(n= 10/ group) 
Day 28a Day 35b Day 42c 

AAs 3µg/ml 32.58+3.63** 33.07+2.69** 33.83+2.68** 
Normal 21.23+1.35 21.83+0.89 22.46+2.37 

a Day 28: treated with 3µg /ml AAs for 28 days  
b Day 35: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 7 days  
c Day 42: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 14 days  
**P < 0.01 vs. the normal group by Mann-Whitney U test. 

 

表二、實驗第 28, 35, 42天之血糖值 
Treatment 

(n= 10/ group) 
Day 28 a Day 35 b Day 42 c 

AAs 3µg/ml 123.00+4.16** 131.40+3.72** 137.90+5.65** 
Normal 114.40+2.76 114.70+3.71 118.30+3.43 

a Day 28: treated with 3µg /ml AAs for 28 days  
b Day 35: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 7 days  
c Day 42: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 14 days  
**P < 0.01 vs. the normal group by Mann-Whitney U test. 

 

圖三、實驗期間之腎組織病理變化情形 
(A)                            (B)                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 (C)                           (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3 Light microscopy findings of renal tissue of normal mice (A), treated with 3µg /ml AAs 
for 28 days (B), discontinue AAs for 7 days (C), 14 days (D). The mice treated with 3µg/ml 
AAs groups show moderate tubulointerstitial damage, such as cell infiltration into interstitium, 
tubular cell atrophy and interstitial fibrosis. (PAS stain, x 200) 
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圖四、實驗期間之組織損傷量化分析 
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Fig.4 Tubulointerstitial histological score (TIHS) of experimental and normal group.  
Treatment of AAs significantly increased the TIHS at 28, 35, 42 days.  
a Day 28: treated with 3µg /ml AAs for 28 days  
b Day 35: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 7 days  
c Day 42: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 14 days  
**P < 0.01 significantly different from the normal group by Mann-Whitney U test. 
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圖五、實驗期間腎組織之免疫螢光染色變化情形 
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Fig.5 Confocal images of immunofluorescence staining of tubular interstitium of normal mice, 
treated with 3µg /ml AAs for 28 days (AA day 28), discontinue AAs for 14 days (AA day 42). 
The red color demonstrating the presence of macrophage, TGF-β and MMP-9 in the injury 
site. 
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圖六、實驗期間腎組織之免疫螢光染色半定量分析 
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Fig.6 Semi-quantification of macrophage, TGF-β, MMP-9 of experimental and normal group. 

The fluorescence intensity (F.I.) of macrophage, TGF-β, MMP-9 was significantly increased 

in experimental group at 28, 42 days. 
a AA 28 day: treated with 3µg /ml AAs for 28 days  
b AA 42 day: treated with 3µg /ml AAs for 28 days and discontinue for 14 days  
*P < 0.05, **P < 0.01 significantly different from the normal group by Mann-Whitney U test. 
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圖七、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之尿蛋白含量分析 
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Fig.7 Urinary protein excretion for Bupleuri Radix (BR) treatment groups. Treatment with 
150 mg/kg (�), 300 mg/kg (�) and 600mg/kg (�) of BR significantly decreased the 
excretion of urinary protein at 7, 14 days. 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖八、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之 NAG 含量分析 
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Fig.8 Urinary NAG excretion of Bupleuri Radix (BR) treatment groups in day 7 and 14. 

Treatment with 300 mg/kg of BR significantly decreased the excretion of NAG at 14 days. 

*P < 0.05 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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表三、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之 BUN 值 
Treatment 

(n= 10/ group) 
Day 7 Day 14 

Control 33.07+2.69 33.83+2.68 
BR 150 mg/kg 30.30+1.64* 26.53+0.8** 
BR 300 mg/kg 28.70+2.62* 23.16+0.84** 
BR 450 mg/kg 30.85+1.92 26.17+1.45** 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 

 

表四、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之血糖值 
Treatment 

(n= 10/ group) 
Day 7 Day 14 

Control 131.40+3.72 137.90+5.65 
BR 150 mg/kg 141.10+5.24** 138.30+2.98 
BR 300 mg/kg 127.30+4.79 120.00+6.07** 
BR 450 mg/kg 139.60+7.53** 130.30+1.70** 

**P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 

 

圖九、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之腎組織病理變化情形 
(A)                                       (B)                         
 
 
 
 
 
 
 
 
(C)                                       (D) 
 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.9 Light microscopy findings of renal tissue of control group (A) and others treated with 
150 mg/kg, 300 mg/kg, and 450 mg/kg of Bupleuri Radix (B, C, D), respectively. The 300 
mg/kg of Bupleuri Radix group demonstrated the amelioration of tubulointerstitial damage, 
such as cell infiltration into interstitium, tubular cell atrophy and interstitial fibrosis. (PAS 
stain, x 200) 
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圖十、柴胡濃縮劑之組織損傷量化分析 
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Fig.10 Tubulointerstitial histological score (TIHS) for Bupleuri Radix (BR) treatment groups. 
Treatment of 150 mg/kg, 300 mg/kg and 450 mg/kg of BR significantly decreased the TIHS at 
14 days. 
*P<0.05, **P < 0.01 significantly different from the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十一、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之免疫螢光染色變化情形 
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Fig.11 Confocal images of immunofluorescence staining of tubular interstitium of control 
group and others treated with 150 mg/kg, 300 mg/kg, and 450 mg/kg of Bupleuri Radix (BR), 
respectively. The red color demonstrating the presence of macrophage, TGF-β and MMP-9 in 
the injury site.
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圖十二、柴胡濃縮劑在此腎炎模型之免疫螢光染色半定量分析 
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Fig.12 Semi-quantification of macrophage, TGF-β, MMP-9 of control and Bupleuri Radix 

(BR) treatment groups. The fluorescence intensity (F.I.) of macrophage, MMP-9 was 

significantly increased in the BR 300 mg/kg-treated group compared with the control group. 

The fluorescence intensity of TGF-β in the interstitium was significantly decreased in all 

treatment groups. 

*P<0.05, **P < 0.01 significantly different from the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十三、各種治療藥物在此腎炎模型之尿蛋白含量分析 
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Fig.13 Urinary protein excretion of therapeutic groups. Treatment of 300 mg/kg of Bupleuri 
Radix (BR), Saikosaponin A (SA), Saikosaponin D (SD), Prednisolone (P), BR+P 
significantly decreased the excretion of urinary protein at 7, 14 days. 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十四、各種治療藥物在此腎炎模型之 NAG 含量分析 
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Fig.14 Urinary NAG excretion of therapeutic groups. Treatment of 300 mg/kg of Bupleuri 

Radix (BR), Prednisolone (P), BR+P significantly decreased the excretion of urinary NAG at 

14 days. 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十五、Saikosaponin在此腎炎模型之腎組織病理變化情形 
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Fig.15 Light microscopy findings of renal tissue of control mice (A) and others treated with 

saikosaponin A, C, D (B, C, D). The saikosaponin A, D (B, D) significantly decreased cell 

infiltration into interstitium, tubular cell atrophy and interstitial fibrosis. (PAS stain, x 200) 
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圖十六、各種治療藥物在此腎炎模型之腎組織病理變化情形 
(A)                                      (B)                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C)                                      (D) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.16 Light microscopy findings of renal tissue in control mice (A) and others treated with 

Bupleuri Radix (B), prednisolone (C) and Bupleuri Radix combine with prednisolone (D). 

The Bupleuri Radix (B), prednisolone (C) and Bupleuri Radix combine with prednisolone (D) 

significantly decreased cell infiltration into interstitium, tubular cell atrophy and interstitial 

fibrosis. (PAS stain, x 200) 
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表五、各種治療藥物在此腎炎模型之 BUN 值 

Treatment 
(n= 10/ group) 

Day 7 Day 14 

Control 33.07+2.69 33.83+2.68 

Bupleuri Radix 300 mg/kg 28.70+2.62* 23.16+0.84** 

Saikosaponin A 10 mg/kg 27.00+2.71** 31.00+0.67* 

Saikosaponin C 10 mg/kg 33.50+2.92 32.67+2.66 

Saikosaponin D 10 mg/kg 31.30+2.63 29.00+1.49* 

Prednisolone 2 mg/kg 25.67+0.58** 27.72+2.36** 

BR+P 29.00+2.21* 26.22+1.93** 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 

 

表六、各種治療藥物在此腎炎模型之血糖值 

Treatment 
(n= 10/ group) 

Day 7 Day 14 

Control 131.40+3.72 137.90+5.65 

Bupleuri Radix 300 mg/kg 127.30+4.79 120.00+6.07** 

Saikosaponin A 10 mg/kg 95.00+2.40** 93.00+2.91** 

Saikosaponin C 10 mg/kg 97.50+0.53** 108.00+3.93** 

Saikosaponin D 10 mg/kg 92.60+4.09** 114.60+7.73** 

Prednisolone 2 mg/kg 114.40+9.63** 92.70+5.74** 

BR+P 94.10+5.97** 98.50+5.87** 

**P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十七、各種治療藥物在此腎炎模型之組織損傷量化分析 
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Fig.17 Tubulointerstitial histological score (TIHS) of therapeutic groups. Treatment of 
Bupleuri Radix 300 mg/kg (BR), Saikosaponin A, D, Prednisolone (P), BR+P significantly 
decreased the TIHS. 
**P < 0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖十八、Saikosaponin在此腎炎模型之免疫螢光染色變化情形 
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Fig.18 Confocal images of immunofluorescence staining of tubular interstitium of control 

group and others treated with saikosaponin A, C, D, respectively. The red color demonstrating 

the presence of macrophage, TGF-β and MMP-9 in the injury site. 
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圖十九、Saikosaponin在此腎炎模型之免疫螢光染色半定量分析 
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Fig.19 Semi-quantification of macrophage, TGF-β, MMP-9 of control and treatment groups. 

The fluorescence intensity (F.I.) of macrophage, MMP-9 was significantly increased in the 

saikosaponin A, D-treated group compared with the control group. The fluorescence intensity 

of TGF-β in the interstitium was significantly decreased in all treatment groups. 

*P<0.05, **P<0.01 vs. the control group by Mann-Whitney U test. 
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圖二十、各種治療藥物在此腎炎模型之免疫螢光染色變化情形 
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Fig.20 Confocal images of immunofluorescence staining of tubular interstitium of control 
group and others treated with BR, prednisolone (P), BR+P, respectively. The red color 
demonstrating the presence of macrophage, TGF-β and MMP-9 in the injury site.
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圖二十一、各種治療藥物在此腎炎模型之免疫螢光染色半定量分析 
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Fig.21 Semi-quantification of macrophage, TGF-β, MMP-9 of control and treatment groups. 

The fluorescence intensity (F.I.) of macrophage, MMP-9 was significantly increased in all 

treatment groups The fluorescence intensity of TGF-β in the interstitium was significantly 

decreased in all treatment groups. 

**P < 0.01 significantly different from the control group by Mann-Whitney U test. 


