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加味黑地黄汤超微饮片对 ＵＵＯ大鼠肾脏纤维化的影响
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摘要　目的：观察加味黑地黄汤超微饮片对单侧输尿管结扎（ＵｎｉｌａｔｅｒａｌＵｒｅｔｅｒａｌＯｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大鼠肾脏纤维化的影响。方
法：采用单侧输尿管结扎法复制单侧输尿管梗阻致大鼠肾间质纤维化模型，将其随机均分为空白组、假手术组、模型对照组、超

微饮片组、尿毒清颗粒组，每组１０只。加味黑地黄汤超微饮片组和尿毒清颗粒剂组分别予加味黑地黄汤超微饮片和尿毒清颗
粒剂溶于４ｍＬ蒸馏水灌胃，空白组、假手术组和模型组均予等体积蒸馏水灌胃。在ＵＵＯ术后第１４ｄ，将各组大鼠处死，分别取
肾组织以ＴＵＮＥＬ法检测各组大鼠肾组织细胞凋亡，并检测各组大鼠血液流变学，以及血肌酐和尿素氮。结果：经过 ＴＵＮＥＬ法
检测，超微组和尿毒清颗粒组对于肾间质纤维化大鼠的肾组织细胞的凋亡均有改善作用（Ｐ＜００１），且２者作用相近（Ｐ＞
００５）；尿毒清颗粒剂对ＵＵＯ大鼠血液流变学的改善优于超微饮片组（Ｐ＜００５）；而超微饮片组和尿毒清颗粒剂组血肌酐和尿
素氮均下降，与模型组比较有统计学意义（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）。结论：加味黑地黄汤超微饮片能改善 ＵＵＯ大鼠肾组织的细
胞凋亡和血液流变学指标，改善肾组织的纤维化。
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　　肾间质纤维化（ＲｅｎａｌＩｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌＦｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）是
所有慢性肾脏疾病进展至终末期肾病的共同通路［１］。

细胞外基质（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）和细胞凋亡对
ＲＩＦ的形成具有重要作用。高燕等通过实验证明［２］，

大量肾小管细胞凋亡导致肾小管局部环境破坏，可能

是触发间质细胞过度增殖，并最终形成纤维化的重要

因素。本研究采用单侧输尿管结扎（ＵｎｉｌａｔｅｒａｌＵｒｅｔｅｒａｌ

Ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大鼠模型，通过观察加味黑地黄汤超
微饮片对肾脏细胞凋亡的影响，阐明其对肾脏纤维化

的改善作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　体质量为（２００±２０）ｇ的清洁级健康
ＳＤ雄性大鼠５０只，大鼠饲养环境保持通风、恒温、安
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静，定期更换垫料，消毒笼具。给予１２ｈ灯光照射管
制。

１１２　药物　加味黑地黄汤超微饮片（批号：
Ｙ２０１２０１２４，由湖南中医药大学第一附属医院药剂科提
供）。药物组成：熟地黄１０ｇ，白花蛇舌草１５ｇ，白术１０
ｇ，生地黄１０ｇ，山茱萸１０ｇ，砂仁６ｇ，五味子６ｇ，蝉蜕
５ｇ。尿毒清颗粒剂（国药准字Ｚ２００７３２５６，由广州康臣
制药有限公司提供）。

１１３　试剂及仪器　大鼠细胞凋亡原位检测试剂盒：
武汉博士德生物工程有限公司（ＭＫ１０２０）；免疫组化
ＳＰ试剂盒及 ＤＡＢ试剂盒：博士德公司产品。ＬＢＹ－
Ｎ６血液流变仪：北京普利生仪器有限公司。
１２　方法
１２１　分组、造模及给药　依据文献报道的方法［３］进

行造模。以１０％水合氯醛麻醉大鼠（０３５ｍＬ／１００ｇ），
然后将大鼠俯卧固定于大鼠固定板上，定位于左侧背

部，剪毛并用络合碘消毒，从脊柱向左侧旁开约１ｃｍ、
肋下约１ｃｍ处向尾部方向切开皮肤，约 １～２ｃｍ开
口，铺无菌纱布，钝性分离皮下组织及肌层，暴露左侧

肾脏，沿肾蒂向肾下极方向寻找左输尿管，于中上１／３
双４号线结扎，从结扎线之间离断输尿管，使左输尿管
完全梗阻，后逐层缝合。假手术组仅切开腹腔并游离

左侧输尿管，但不结扎和剪断。将体质量为（２００±２０）
ｇ的清洁级健康 ＳＤ雄性大鼠５０只随机分为空白组、
假手术组、模型组、超微组、尿毒清组，每组１０只。其
中超微组按“人的剂量 ×００１８×５／ｋｇ体重”计算，将
加味黑地黄汤超微饮片溶于４ｍＬ蒸馏水后灌胃，尿毒
清颗粒剂组（１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）将尿毒清颗粒剂溶于
等体积蒸馏水后灌胃，正常组、假手术组、模型组均予

等体积蒸馏水灌胃，直到处死为止。术后第２ｄ开始
灌胃，２次／ｄ，上午８—９点、下午３—４点各１次。
１２２　检测指标及方法　在 ＵＵＯ术后第 １４ｄ以
１０％水合氯醛０３ｍＬ／１００ｇ腹腔注射麻醉大鼠，各组
大鼠分别以断颈取血法用试管取血约３ｍＬ，以２０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ后得到血清，分离血清取１ｍＬ放入
ＥＰ管中，放入 －７０℃冰箱中保存。采用苦味酸法检
测血肌酐（ＳｅｒｕｍＣｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）；采用脲酶 －波氏比
色法检测血尿素氮（ＢｌｏｏｄＵｒｅａＮｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）；采用双
缩脲法检测２４ｈ尿蛋白。由湖南中医药大学第一附
属医院生化检验室测定。应用 ＴＵＮＥＬ方法查各组大
鼠肾小管上皮细胞凋亡情况，以肾间质棕褐色染色区

为阳性目标区。用彩色多媒体病理图像分析系统进行

分析后，计算每个视野凋亡阳性细胞总个数占统计场

总面积的百分比。运用 ＬＢＹ－Ｎ６血液流变仪检测大

鼠全血高切黏度（ＨｉｇｈＳｈｅａｒＢｌｏｏｄＶｉｓｃｏｓｉｔｙ，Ｈηｂ）、低
切黏度（ＬｏｗＳｈｅａｒＢｌｏｏｄＶｉｓｃｏｓｉｔｙ，Ｌηｂ）、血浆黏度
（ＰｌａｓｍａＶｉｓｃｏｓｉｔｙ，ηｐ）、红细胞压积（Ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，Ｈｃｔ）。
１３　统计学方法　所有数据均用（珋ｘ±ｓ）表示，各组间
均数的比较在方差齐性检验证明为方差齐性后，用单

因素方差分析，再采用 ＬＳＤ检验（双侧）进行两两比
较，显著性水准为００５。利用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进
行数据分析。

２　结果
２１　各组大鼠肾功能的变化比较　见表１。超微组
和尿毒清组大鼠血肌酐和尿素氮均明显低于模型组

（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），而超微组和尿毒清组之间对
血肌酐的改善无统计学意义（Ｐ＞００５），超微组对尿
素氮的改善优于尿毒清组（Ｐ＜００５）。

表１　灌胃后各组大鼠血肌酐、尿素氮比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＳＣｒ（μｍｏＬ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏＬ／Ｌ）

空白组 １０ ５６３４±７８１ ５３６±０４０

假手术组 １０ ５８２５±９２４△ ５７１±０３２△

模型组 １０ １０９１８±１０５０ ９６２±１０４
超微组 １０ ８６８２±１２４１ ６１１±０３６

尿毒清组 １０ ８７１８±１１４７△ ７４６±０８３▲

　　注：Ｓｃｒ比较：Ｐ＜００１，各组与模型组比较；△Ｐ＞００５，空白组与

假手术组比较，超微组与尿毒清组比较。ＢＵＮ比较：Ｐ＜００１，空白

组、假手术组和超微组与模型组比较；Ｐ＜００５，尿毒清组与模型组比

较；▲Ｐ＜００５，超微组与尿毒清组比较。

２２　各组大鼠肾组织细胞凋亡面密度比较　见表２。
用彩色多媒体病理图像分析系统进行分析后，计算每

个视野凋亡阳性细胞总个数占统计场总面积的百分

比。经比较发现各组与模型组相比，均有统计学意义

（Ｐ＜００５），而空白组和假手术组之间无统计学意义
（Ｐ＞００５），超微组和尿毒清组之间亦无统计学意义
（Ｐ＞００５）。各组大鼠肾组织细胞凋亡的病理图片见
图１。

图１　各组大鼠肾组织细胞凋亡的病理图
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表２　灌胃后各组大鼠肾组织细胞凋亡面密度比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 凋亡面密度

空白组 １０ ０６４±０５０

假手术组 １０ ０６９±０２４△

模型对照组 １０ ７４７±２７４
超微饮片组 １０ ２５０±１３０△

尿毒清颗粒组 １０ ２４６±１６９

　　注：Ｐ＜０．０５，各组与模型组组对比；△Ｐ＞０．０５，超微组与尿毒清
组对比；△Ｐ＞０．０５，空白组与假手术组比较无统计学意义。

２３　各组大鼠血液流变学检测结果　见表３。超微
组和尿毒清组大鼠血Ｈηｂ、Ｌηｂ、ηｐ、Ｈｃｔ均明显低于模
型组（Ｐ＜００１），而超微组和尿毒清组之间对 Ｈηｂ的
改善无统计学意义（Ｐ＞００５），尿毒清组对 Ｌηｂ、ηｐ、
Ｈｃｔ的改善优于超微组大鼠（Ｐ＜００５）。
３　讨论

ＲＩＦ是指由多种原因引起的 ＥＣＭ成分在肾间质
内过度沉积，导致了肾小球正常结构消失，肾单位毁

损，肾小管变性萎缩、间质细胞增殖等［４］，是各种慢性

肾脏疾病进行性发展的共同病理基础。研究表明，

ＥＣＭ和细胞凋亡对 ＲＩＦ的形成具有重要作用。既往
研究表明［５－７］，细胞凋亡参与了肾小管损伤及间质纤

维化进程，使肾小管上皮细胞凋亡数量明显增多，纤维

化逐渐加重，并与肾功能恶化密切相关，而改善细胞凋

亡可以改善肾脏纤维化。在对肾脏纤维化的治疗过程

中，中药复方以多靶点、多环节发挥作用为特点表现出

一定的优势［８－９］。何立群教授通过多年临床实践，认

为肾脏纤维化病因病机是本虚标实，脾肾亏虚为本，瘀

血、湿浊、湿热、毒邪、风邪为标，其益气温阳、活血化瘀

的治法在临床实践中取得了较好疗效［１０］。血凝状态

和血液流变学的改变在肾小球疾病的发生、发展过程

中也产生重要影响，ＲＩＦ的形成与流经肾脏的血黏度
增高有着直接关系，吕小燕等［１１］通过实验证实，ＲＩＦ大
鼠血液流变学指数是升高的，予以“活血通络”的大黄

虫丸可以改善其纤维化程度。因此，对肾脏细胞凋亡

和血液流变学的改善在ＲＩＦ的治疗中有着重要意义。

表３　各组大鼠血液流变学指标的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｈηｂ（ｍｐａ·ｓ） Ｌηｂ（ｍｐａ·ｓ） ηｐ（ｍｐａ·ｓ） Ｈｃｔ（％）

空白组 １０ ３１０±０１１ ８３１±０４０ １２２±０１４ ４９１６±２２４

假手术组 １０ ３４２±００９ ９３３±０５１ １２８±０１０ ５０７３±２０２

模型对照组 １０ ５０２±０１４ １３０６±０８９ １９７±０１７ ６９３３±２１５
超微饮片组 １０ ３８７±０１５▲ １０３１±０３７△ １５３±０１２△ ５７８１±２４７△

尿毒清颗粒组 １０ ３７６±０１７ ９４５±０５１ １３６±００９ ５４２６±１９４

　　注：Ｐ＜００１，各组与模型组比较；△Ｐ＜００５，▲Ｐ＞００５，超微组和尿毒清组与模型组比较。

图２　细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ法）

　　ＵＵＯ大鼠是ＲＩＦ病变非常成功的动物模型，其肾
损伤特征类似于人类进行性 ＲＩＦ［１２］。因此我们采用
大鼠ＵＵＯ模型作为观察对象来探索药物对 ＲＩＦ的治
疗机制。随着中医药临床价值的提高，广大人民群众

亟需服用方便、切实有效的中药。中药配方超微饮片

是湖南省中医药研究院采用现代高新技术与传统炮制

技术相结合的新型纳米级中药饮片，将每一种中药饮

片分别制成单味制剂，医生辨证施治处方中药中的单

味制剂，经司药人员调配，患者可以直接以开水冲泡服

用。研究发现［１３］，超微饮片对原有药材的药效学物质

基础予以了保留，且有效成分溶出量得到显著增加。

本研究应用加味黑地黄汤以超微饮片形式给 ＵＵＯ大
鼠灌胃，发现通过对细胞凋亡和血液流变学的改善作

用对肾功能有明显改善作用，从而对其纤维化程度能

有明显改善。其中，熟地黄、白花蛇舌草共为君药，体

现了补肾泄浊之意。白术、生地黄、山茱萸补脾益肾涩

精，同为臣药。五味子收敛固涩，益气生津，补肾宁心；

砂仁行气止痛、温胃止呕；蝉蜕散风除热共为佐药。这

些药物组合可脾肾兼顾，补泻兼施，具有扶正排毒之
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功，可明确改善肾功能，改善肾组织细胞凋亡、降低血

液黏度的作用，对于防治肾脏纤维化不失为一较好选

择。笔者曾以相同组方的院内制剂干预ＵＵＯ大鼠，发
现其对 ＵＵＯ大鼠的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ、尿蛋白定量及 ＦＮ、Ｃｏｌ
Ⅳ都有明确改善作用［１４］。还有研究表明［１５］，在同样

使用麻黄汤时，超微饮片与常规饮片药效学最低起效

剂量为传统饮片起效剂量的１／２～１／４倍。可见，中药
超微饮片具有药材节省、费用减少、质量可控、方便卫

生等优点。另外，笔者认为超微制剂便于携带服用，疗

效肯定，配方灵活的特性必定会使患者更易于接受，也

更有利于中医药的推广应用。
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［１４］张丽莉．中药配合五音体感音乐治疗心脾两虚型不寐的临床研究

［Ｄ］．长春：长春中医药大学，２０１３．

［１５］魏育林，刘伟，孔晶，等．体感音乐疗法的原理及其在康复治疗中的

应用［Ｊ］．中国康复医学杂志，２００５，２０（１０）：８１－８２．

［１６］魏育林，屠亦文，梁甜甜，等．宫调体感音乐声波在健康人体内传导

的研究［Ｊ］．中国针灸，２００５，２５（０２）：４３－４６．

［１７］魏育林，刘伟，孔晶，等．宫调体感音乐声波的人体生物学效应及传导

的研究［Ｃ］．中国音乐治疗学会第七届学术交流会论文集，２００５：８．

［１８］邓国政，杨晓琼，吴媛．体感音乐疗法结合推拿治疗失眠４０例［Ｊ］．

中医临床研究，２０１３，５（２２）：４２－４３．

［１９］梁嘉文．中药联合五音体感音乐疗法对女性焦虑症影响的研究

［Ｄ］．广州：广州中医药大学，２０１２．

［２０］虞雪琴．针刺配合体感音乐疗法治疗原发性失眠的临床研究［Ｄ］．

广州：广州中医药大学，２０１１．

（２０１４－０３－０４收稿　责任编辑：王明）
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