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［摘 要］目的 比较佐太、朱砂和汞化合物对胎、幼、孕和老年鼠的肾毒性。方法 采用孕 19 d 的胎鼠、母孕鼠、刚断奶的幼

鼠和 15 月的老年鼠( 均为 SD 大鼠) ，口服给于藏药佐太( 30 mg /kg) 、朱砂( HgS，30 mg /kg) ，以及等汞量的氯化汞( HgCl2，

33． 6 mg /kg) 和 1 /10 等汞量的甲基汞( MeHg，3． 1 mg /kg) ，连续 7 d，观察动物的体重和一般情况，末次给药 24 h 后取肾

脏，观察肾病理改变、肾汞蓄积和肾脏中肾损伤因子 Kim － 1 mＲNA 的表达。结果 连续给予佐太和朱砂 7 d 后，大鼠未见

明显异常，而氯化汞组体重明显下降( P ＜ 0． 05) 。氯化汞引起明显肾汞蓄积，甲基汞组大鼠也有所升高。而佐太组和朱

砂组仅轻微增加。母孕鼠和老年鼠氯化汞组的肾损伤尤为明显，甲基汞组也出现肾损伤，而佐太和朱砂未见明显肾病理

改变。肾脏毒性敏感基因 Kim － 1 的表达表明，氯化汞组 Kim － 1 的表达显著升高( P ＜ 0． 05) ，只有 HgS 1 /10 等汞量的甲

基汞也有所升高，而佐太和朱砂与对照组无明显差异。胎鼠对汞毒性不敏感，幼鼠轻度敏感，母孕鼠中度敏感，而老年鼠

显著敏感。结论 在等汞量的基础上，藏药佐太和朱砂的肾毒性远小于氯化汞和 1 /10 等汞量的甲基汞; 汞化合物的毒性

随鼠年龄而异，胎鼠和幼鼠不敏感，成年孕鼠尤其老年鼠易受汞所致的肾毒性。
［关键词］藏药佐太 ; HgS; HgCl2 ; MeHg; 肾毒性; 肾汞; 肾损伤因子 1( Kim － 1)

［中图法分类号］Ｒ595． 2; Ｒ961． 1 ［文献标志码］A ［文章编号］1000-2715( 2016) 02-0129-05

Comparative study of Zuotai and Zhusha with HgCl2 and MeHg on kidney in-
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［Abstract］ Objective To compare the renal toxicity of the Tibetan medicine Zuotai and Chinese medicine
Zhusha ( HgS) with mercury chloride ( HgCl2 ) and methylmercury( MeHg) in various ages from fetal ( － 2 d be-
fore born) ，weanling ( 21 d － old) ，dam ( 3 mo － old) ，and aged ( 15 mo － old) rats．Methods Ｒats were orally
administered with Zuotai ( 30 mg /kg) ，Zhusha ( HgS，30 mg /kg) ，HgCl2 ( 33． 6 mg /kg，equal Hg content of
HgS) ，and MeHg ( 3． 1 mg /kg，1 /10 Hg content of HgS) for 7 days． The body weight and the general health
were observed． At the termination of the experiments，kidney pathology，renal Hg accumulation，and the expres-
sion of kidney injury molecule － 1 ( Kim － 1 ) were examined． Ｒesults Ｒepeated administration of Zuotai and
Zhusha did not show abnormalities in all age groups，while HgCl2 retarded body weight in weanling rats and de-
creased body weight in aged rats and MeHg slightly decreased rat body weight． Significant Hg accumulation was
observed after HgCl2 treatment，and to a lesser extent after MeHg treatment，but renal Hg content was only
slightly increased in Zuotai and Zhusha groups． Histologically，HgCl2 produced obviously renal injury and MeHg
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produced mild renal injury，while no apparent pathology was evident after Zuotai and Zhusha treatment． The ex-
pression of Kim － 1 was dramatically increased after HgCl2 treatment，followed by MeHg，especially in the aged
rats and dam rats． In weanling rats and fetal rats，the expression of Kim － 1 was not significantly affected．
Conclusion Zuotai and Zhusha are much less nephrotoxic than HgCl2 and MeHg． Fetal rats and weanling rats are
less sensitive to Hg toxicity，and the aged rats are sensitive to mercury toxicity．
［Key words］Zuotai; HgS; HgCl2 ; methyl mercury; nephrotoxicity; renal Hg; Kim － 1

藏药佐太即“佐塔”，也叫“甘露精王”，具有

一定的镇定安神、促进睡眠、抗惊厥、解热、抗炎、增
强免疫、延长雌性果蝇寿命、抑菌等药理活性［1 － 2］。
在炮制过程中，水银必须经过与植物药和动物药

煎煮，煅烧，炮制成灰入药，以保留药效，去除毒

副作用［2］。现代化学分析表明，佐太的主要成份

为 β － HgS［3］。而朱砂的主要成份为 α － HgS［4］。
2015 年版的中国药典第一部收集了上百种含佐太

和朱砂的藏药和中成药方剂［5］。汞( Hg) 是已知的

重金属，而肾脏是其主要的毒性靶器官。但在讨

论汞化合物毒性时，因不同汞化合物在体内的代

谢和其毒性靶器官相差悬殊［6］，所以必须考虑到

其化学结构和价态。我们近年的工作表明朱砂和

含朱砂的安宫牛黄丸与常见的氯化汞 ( HgCl2 ) 和

甲基汞( MeHg) 对肾脏的毒性相差很大［7］。长期

用佐太也可引起可逆的肾脏应激反应［8］。虽然实

验研究以及临床应用表明，服用佐太和含佐太的

藏药当佐未发现明显的毒副作用［9］，但不同年龄

人群对佐太和汞化合物的毒性是否有不同程度的

敏感? 佐太是否可以通过胎盘屏障影响到胎儿?

这些都有待于进一步深入研究。目前研究最多、
毒性最大的汞化合物是甲基汞，可引起肝脏和肾

脏损伤，最严重的毒性是对中枢神经系统的破

坏，而氯化汞主要损伤肾脏。比较佐太和朱砂与

甲基汞和氯化汞的肾脏毒性的差异，以及汞化合

物对不同年龄动物的敏感性，是对含汞中药安全

性评价的一个重要方面［6］。本试验采用佐太、朱

砂、等汞含量的氯化汞和 1 /10 等汞含量的甲基

汞对胎鼠、孕鼠、刚断奶的幼鼠和老年鼠进行处

理，研究了不同汞形态对不同生育期大鼠肾脏毒

性的差异。

1 材料与方法
1． 1 仪器和试剂 F732 － VJ 冷原子吸收测汞仪

购自上海华光仪器仪表厂，逆转录试剂盒购自大连

宝生物工程有限公司，实时荧光定量 PCＲ 仪购自

美国 Bio － Ｒad 公司，TU －1810 紫外 － 可见分光光

度计购自北京普析通用仪器有限责任公司，Eppen-
dorf5417Ｒ 台式高速冷冻离心机购自德国 Eppen-
dorf 公司，BX43 光学显微镜购自日本 Olympus 公

司。
佐太( 主要含 β － HgS) 由中国科学院西北高

原生物研究所藏药研究重点实验室提供; 朱砂( ＞
96%，α － HgS) ，α － HgS、HgCl2 和 MeHg 均购自美

国 Sigma － Aldrich 公司; 其他试剂均为分析纯。
1． 2 实验动物 健康成年 SPF 级 Sprague － Daw-
ley( SD) 大鼠购自第三军医大学大坪实验动物中心

［合格证号: SCXK( 渝) 2012 － 0005］，饲养于遵义

医学院基础药理省部共建重点实验室 SPF 动物房

( 合格证号#SYXK2014 － 003 ) 。让实验大鼠自由

摄食饮水，摄食，以使其适应环境。雄雌交配后

以见阴栓定为孕 1 d，将受孕雌鼠随机分组，每组

3 只。于孕 11 d 给药 7 d 后的第 2 天( 孕 18 d) 取

胎鼠和母孕鼠肾脏。断奶 ( 21 d) 幼鼠每组 6 只，

给药 7 d，于第 28 天取肾脏。雄性老龄大鼠 ( 15
月) 每组 5 只给药 7 d 后取肾脏，去除周边结缔组

织，称重，切取适当大小肾组织用于病理观察，另

夹取约 50 mg 肾组织用于肾汞蓄积测定和肾损伤

相关基因表达的研究。给药期间观察各大鼠的一

般外观形态、行为活动、进食饮水情况，并进行每

日称重。
1． 3 试验设计 动物按体重每日口服给药。藏药

佐太按临床 4 倍用量( 30 mg /kg) ，朱砂 ( HgS) 也

按 30 mg /kg 给药，含等汞量的氯化汞为 33． 6 mg /
kg 和 1 /10 等汞量的甲基汞( 3． 1 mg /kg) 作为比较

对照。各组动物均给药 7 d，末次给药 24 h 后取肾

脏进行分析。
1． 4 肾脏病理观察 取肾组织以常规 10% 甲醛

固定，经 脱 水、石 蜡 包 埋、切 片、苏 木 素 － 伊 红

( HE) 染色，光学显微镜下观察其组织形态变化。
1． 5 肾汞蓄积量测定 取 50 ～ 100 mg 肾组织，

用 1 mL 浓硝酸 60 ℃消化 48 h，稀释 25 倍，使用

F732 － VJ 冷原子吸收测汞仪检测肾汞蓄积量。
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1． 6 肾损伤基因 Kim － 1 表达的测定 按常规法

用 Trizol 提取总 ＲNA，NanoDrop 检测 ＲNA 浓度和

纯度。用 High Capacity ＲT 合成 cDNA，用 IQTM
SYBＲ Green Supermix ( Bio － Ｒad) 进行 PCＲ 扩增。
用 Primer3 来设计探针，以 β － actin 做内参基因。
用 2△△Ct 值法计算其扩增效率，比较不同组之间

的基因表达差异。基因引物由大连宝生物工程有

限公司设计并合成，β － actin 同义链 5' － TGAC-
CGACGTGGCTACAG － 3'，反义链 5' － GGGCAA-
CATAGCACAGCTTCT － 3'; Kim － 1 同 义 链 5 ＇ －
TGGCACTGTGACATCCTCAGA － 3'，反 义 链 5' －
GCAACGGACATGCCAACATA －3'。
1． 7 统计学分析 实验结果数据以均数 ± 标准差

( x ± s) 表示，采用 SPSS 18． 0 统计软件进行单因

素方差分析，P ＜ 0． 05 认为差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 大鼠体重和肾重 以幼鼠为例，藏药佐太和

朱砂连续给药 7 d 后，对幼年鼠增重无明显影响。
而氯化汞组对幼年鼠增重迟缓，甲基汞组的体重

增加也有所下降( 见图 1) 。氯化汞影响下老年鼠

体重下降可达 40 g，而佐太和朱砂组仅稍微降低，

与对照组比则无明显差异。各给药组胎鼠和孕母

鼠体重无明显差异。
2． 2 肾脏汞蓄积量 在分别灌藏药佐太和汞化合

物后，将幼鼠和老年鼠的肾脏移除，用冷原子吸

收 法 进 行 测 定。氯 化 汞 组 汞 含 量 达 250 μg /g
( 肾) ，甲基汞达 30 μg /g( 肾) ，而佐太和朱砂仅有

2 μg /g( 肾) 左右，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 05，

见表 1) 。

佐太、HgS、HgCl2 和 MeHg 的浓度分别为 30．

0、30． 0、33． 6 和 3． 1 mg /kg。* : 与对照组相比，

P ＜ 0． 05。x ± s，n = 6。
图 1 连续 7 d 口服佐太、HgS 、HgCl2 和 Me-

Hg 对幼鼠体重增长的影响

表 1 幼鼠和老年鼠的肾汞含量( μg /g)

组别 幼鼠 老年鼠

对照 0． 67 ± 0． 05 0． 89 ± 0． 05

佐太 1． 26 ± 0． 19* 1． 53 ± 0． 09*

HgS 1． 38 ± 0． 43* 2． 11 ± 0． 31*

HgCl2 248． 00 ± 21． 00* 283． 00 ± 33． 90*

MeHg 26． 60 ± 2． 50* 34． 40 ± 1． 80*

x ± s，n = 5 ～ 6; * : 与对照组相比，P ＜ 0． 05。

2． 3 肾脏病理结果 佐太组和朱砂组老年鼠的肾

脏中与对照组相比没有明显差异，但相比之下，

在给予氯化汞和甲基汞的老年鼠肾脏中有明显的

肾小管上皮细胞的变性和坏死( 见图 2) 。

A: 对照; B: 佐太 ( 30． 0 mg /kg) ; C: 朱砂 ( 30． 0 mg /kg) ; D: HgCl2 ( 33． 6 mg /kg) ; E: MeHg

( 3. 1 mg /kg) 。
图 2 佐太、HgS、HgCl2 和 MeHg 对老年鼠肾脏病理的影响( HE，× 200)
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2． 4 肾脏中 Kim － 1 mＲNA 的表达水平 Kim － 1
是肾脏损伤的敏感生物标志分子，与空白对照组

相比，佐太和 HgS 对其表达无明显影响，氯化汞

显著增加其表达，以对老年鼠更为明显 ( 17 倍) ，

其次为幼鼠( 3． 5 倍) ，孕母鼠( 2． 5 倍) ，而胎鼠对

汞肾毒性不敏感。甲基汞可增加 Kim － 1 在幼鼠

的表达 2． 2 倍，孕母鼠 1． 5 倍，但对老年鼠仅为

1. 3 倍( 见图 3) 。

A: 胎鼠; B: 孕鼠; C: 幼年大鼠; D: 老年大鼠。x ± s，n = 3 ～ 6; * : 与对照组相比，P ＜ 0． 05。佐太、HgS、HgCl2 和

MeHg 的浓度分别为 30． 0、30． 0、33． 6 和 3． 1 mg /kg。
图 3 佐太、HgS、HgCl2 和 MeHg 对胎鼠、孕母鼠、幼鼠和老年鼠肾脏损伤分子 Kim － 1 表达的影响

3 讨论
本实验表明在等汞量的基础上，藏药佐太和

硫化汞的肾毒性远小于氯化汞和 1 /10 等汞量的甲

基汞; 汞化合物的毒性随鼠年龄而异，胎鼠和幼

鼠不敏感，而成年孕鼠和老年鼠易受汞所致的肾

毒所害。
近年来，随着国内外对重金属安全性问题的

日益重视，含汞成分制剂的临床应用受到极大限

制。藏药佐太在藏药中最为贵重，是藏药之母本，

被雪域人民视为藏药中的至宝，被称为“众药之

王”［1 － 2］。而朱砂则为“安神镇静”中药［4］。然而，

佐太和朱砂均为硫化汞，汞为重金属，故其安全

性问题尤为突出。肾脏是无机汞和有机汞的主要

毒性靶器官［6］。我们近年的工作表明朱砂和含朱

砂的安宫牛黄丸，万胜化风丹与氯化汞的肾毒性

不能相提并论［7，10］。所以本实验采用给予等汞量

的藏药佐太、朱砂、氯化汞和 1 /10 等汞量的甲基汞

连续给药 7 d 进行肾毒性比较。结果显示氯化汞

的肾汞蓄积高达 250 μg /g，相伴最强的肾毒性。
而甲基汞的肾汞蓄积也达 30 μg /g，其肾毒性也明

显。与 之 相 比，佐 太 和 朱 砂 的 肾 汞 蓄 积 只 有

2 μg /g，故肾毒性低。因此不同汞化合物的胃肠

道吸收不同，分布并蓄积到肾脏的汞差异极大，

毒性相差悬殊，故不能把硫化汞与氯化汞、甲基汞

相提并论。
肾损伤因子 1( Kim － 1) 是一类 I 型跨膜蛋白，

属于免疫球蛋白基因超家族。在受损后再生的近

曲小管上皮细胞中表达显著增强，能迅速、灵敏、
特异地反映各种肾脏疾病的损伤，是检测早期肾

损伤的可靠生物学标记物［8，10 － 11］。本实验结果显

示，除胎鼠外各个年龄段氯化汞和甲基汞组肾脏

Kim － 1 的表达均有不同程度增加，尤其以氯化汞

的作用最为明显，与文献报道相符合［10 － 11］。这在

分子生物学的基础上，进一步验证了不同汞化合

物对肾毒性的差异。
年龄是影响机体对汞毒性的一个重要因素。

近期文献报道表明，老年鼠比年青鼠对氯化汞毒

性更为敏感［11］。我们最近的实验表明肾脏摄入转

运体的表达随年龄而增加。肾脏摄入转运体的表

达增加与肾汞摄入和蓄积增加密切相关，这可能

是老年大鼠对氯化汞敏感的原因之一。有趣的是

老年大鼠主要对氯化汞敏感，而对 1 /10 等汞量的

甲基汞敏感度次之。特别要引起注意的是，胎鼠
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的 Kim － 1 表达在各组中无差异，其可能与胎盘屏

障对胚胎发育的保护作用有关。给孕母鼠注射甲

基汞［12］或氯化汞［13］，其胎盘和胎鼠均有不同程度

的汞蓄积，但其肾汞蓄积量仅为孕母鼠肾汞的

1%，这也是胎鼠对汞化合物毒性敏感性较低的一

个主要原因。
藏药佐太在本实验中是按临床 4 倍量( 30 mg /

kg) 给药［8］，在此实验条件下连续给药 7 d，未见

明显肾毒性。但是如连续给药( 17、33、67 mg /kg)

180 d，高剂量下能引起肾脏 Kim － 1 有一定升高，

但停药 30 d 后能恢复到正常表达水平［8］。朱砂在

本实验条件下( 30 mg /kg，给药 7 d) 也未见明显肾

损伤。但是如给于朱砂 50 mg /kg 以上连续 90 d，

或给以朱砂 100 mg /kg，连续 30 d，会出现轻度肾

脏损伤［14］。但朱砂以 1 g /kg 的剂量连续给予大鼠

8 周，肾毒性和 Kim － 1 表达升高均会出现［15］。因

此，佐太和朱砂要小心使用，千万不要过量和长

期服用。
综上所述，藏药佐太和朱砂在临床剂量范围

产生的肾毒性远小于等汞量的氯化汞和 1 /10 等汞

量的甲基汞; 汞化合物的毒性随鼠年龄而异，胎

鼠不敏感，幼鼠轻度敏感，孕母鼠敏感，而老年鼠

极易受汞所致的肾毒性。
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