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黄芪桂枝五物汤对老年糖尿病肾病转化生长因子β
基因表达调控区甲基化的影响

李国宏　纪品川　王雅君
（河北省承德市中医院老年病科，承德，０６７０００）

摘要　目的：观察黄芪桂枝五物汤对老年糖尿病肾病（ＤＮ）的临床疗效，同时分析其对转化生长因子β（ＴＧＦβ）基因表达
调控区甲基化的影响。方法：选取２０１６年６月至２０１７年６月承德市中医院收治的老年ＤＮ患者９０例，随机分成对照组
和观察组，每组４５例。２组患者均接受糖尿病教育、糖尿病饮食，观察组在此基础上加用黄芪桂枝五物汤，２组均以６周
作为１个疗程，３个疗程后观察疗效、蛋白尿排泄率和ＴＧＦβ基因甲基化水平。结果：２组临床总有效率比较，观察组优于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。治疗后 ２组患者 ＵＡＥＲ均较治疗前改善，观察组改善的幅度更为明显（Ｐ＜
００５）。治疗后２组的ＶＥＧＦ蛋白和ｍＲＮＡ表达均有所下降，其中观察组下降的趋势较对照组明显（Ｐ＜００５）。观察组
ＴＧＦβ基因甲基化为（１３６６±８２２）％，对照组组为（６６８９±１１１８）％，明显低于观察组（Ｐ＜００５）。结论：黄芪桂枝五
物汤可有效治疗老年糖尿病肾病，其作用机制可能与降低ＴＧＦβ基因表达调控区甲基化水平有关。
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　　糖尿病肾病（ＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｍｐａｔｈｙ，ＤＮ）是由遗
传、代谢因素、肾脏系统血流动力学、各种细胞因子

及氧化应激共同作用所导致的作为糖尿病的常见并

发症之一，其临床表现常以持续性微量蛋白尿和肾

小球滤过率进行性下降为主［１］。该病主要是以老年

人为主，随着目前生命质量的改善及人口老龄化，老

年 ＤＮ发病率逐年上升，在老年性疾病中高达
４６％［２］。老年ＤＮ是一个缓慢发展的过程，肾功能
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的早期损害是可逆的，而肾功能损害是糖尿病的并

发症，故如果能在糖尿病早期予以及时有效的治疗，

不仅可避免肾功能损害的发生，也可延缓老年 ＤＮ
的恶化。

目前，在中医古籍中，并没有对对老年 ＤＮ有详
细描述，其认为多属于“消渴”“水肿”“胀满”“关

格”等范畴，并认为其发病机制为：脏气虚衰、瘀血阻

滞、水湿内停［３］。近几年多采用西药来延缓肾衰竭，

但发现各类西药均能产生不良反应，从某种程度上

加重肾衰竭，使患者难以耐受，对老年 ＤＮ患者尤
甚。故寻找疗效好不良反应小的 ＤＮ治疗方案对老
年患者而言尤为重要，中药汤剂的治疗价值逐渐引

起重视。黄芪桂枝五物汤为温阳利水经典方，近几

年临床上诸多证据显示其对 ＤＮ有显著的疗效和安
全性。本研究采用黄芪桂枝五物汤为主方，选取９０
例老年ＤＮ患者作为研究对象进行探索。
１　资料与方法
１１　一般资料　选取２０１６年６月至２０１７年６月
收住我科的老年 ＤＮ患者９０例，男４５例，女４５例，
年龄５５～７５岁，平均年龄（６０４±３２）岁，平均住院
时间８～１５ｄ，平均住院时间（１０±２３）ｄ，体重指数
（２２４±５２１）ｋｇ／ｍ２。并发症：肥胖４例，高血压１２
例，高脂血症８例。将这９０例患者随机分成对照组
和观察组，各４５例。观察组男２１例，女２４例，平均
年龄（６１２±２２）岁，平均病程（１６９±７２２）年；对
照组男２１例，女２４例，平均年龄（６０２±３２）岁，平
均病程（２２９±７９）年，２组一般资料比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５），具可比性。本研究方案经
过医院伦理学委员会审查批准。

１２　诊断标准　１）中华医学会２０１０年颁布的《中
医内科常见病诊疗指南》中 ＤＮ诊断标准以及世界
卫生组织（ＷＨＯ）ＤＮ诊断标准；２）尿蛋白排泄率２０
～２００μｇ／ｍｉｎ［４］。
１３　纳入标准　１）符合１２诊断标准者；２）年龄
５５～７５岁者；３）对中药耐受者；４）入组患者及家属
均知情同意，并签署知情同意书［５］。

１４　排除标准　１）严重心、肝、肾脏功能异常者；２）
近３个月内有使用抗血小板药物或大动脉出血者；
３）恶性肿瘤及严重感染者；４）接受本研究治疗时接
受其他相关治疗者；５）妊娠期、哺乳期妇女；６）精神
障碍或语言沟通不畅者；７）中药不耐受者；８）不签署
知情同意书患者［５］。

１５　脱落与剔除标准　１）在治疗过程中因故中途
退出者；２）随访中自然脱落者；３）治疗过程出现明显

不良反应者；４）依从性差者［５］。

１６　治疗方法　２组患者均接受糖尿病教育、糖尿
病饮食，口服降糖药物或者皮下注射胰岛素治疗（降

糖药和胰岛素剂量均根据患者病情及血糖水平而

定）；合并高血压者加用硝苯地平缓释片（安徽永生

堂药业有限责任公司，国药准字 ２０３Ｈ８８０３０），１０
ｍｇ，１次／ｄ；合并高脂血症者加服辛伐他汀（杭州默
沙东制药有限公司，国药准字 Ｊ２００９０００１），４０ｍｇ，１
次／ｄ。观察组在上述治疗方案基础上加用黄芪桂枝
五物汤，具体方剂如下：黄芪４５ｇ，桂枝、鸡血藤、花
粉、白芍各２０ｇ，红花、牛膝、乳香、生姜各１５ｇ，甘草
８ｇ，大枣２枚）。头晕严重者加天麻１０ｇ；四肢冰冷
明显者加肉桂１０ｇ；四肢麻痹明显者加地龙１０ｇ；呕
吐者加用半夏８ｇ、藿香８ｇ。１剂／ｄ，３次／ｄ，２组均
以６周作为１个疗程，３个疗程后观察疗效。
１７　观察指标
１７１　蛋白尿排泄率　留取患者２４ｈ尿液，加入
Ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ进行防腐，采用放射免疫法对尿蛋
白Ａｌｂ进行测定，然后根据尿液的容积和所得 Ａｌｂ
数值计算出蛋白尿排泄率（ＵＡＥＲ）。临床总有效率
界定方法如下：临床痊愈：临床症状完全消失，各指

标基本恢复正常；有效：ＵＡＥＲ下降超过１／２；肾功能
正常；显效：临床症状较治疗前好转；ＵＡＥＲ有所下
降，但不足显效标准，２４ｈ尿蛋白定量较治疗前下降
不到ｌ／２，肾功能指标正常；无效：临床症状未改善或
恶化；实验室指标无变化或升高［６］。

１７２　ｍＲＮＡ水平检测　取不同组别患者治疗前
及治１０周后前臂外周抗凝血５ｍＬ，加入适量淋巴
细胞分离液。随后取肝素抗凝静脉血与等量 Ｈａｎｋ
液充分混匀，使用 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法直接分离
和纯化外周血单个核细胞，根据每１０７数量的细胞
加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ的比例进行裂解，震荡３０ｓ；加０２
ｍＬ氯仿，１２０００×ｇ，４℃离心，１５ｍｉｎ；轻轻吸取上
层无色水相至０５ｍＬＥＰ管中；加等体积异丙醇后４
℃离心，１２０００×ｇ，１０ｍｉｎ；在管底部可见微量 ＲＮＡ
沉淀。加入７５％乙醇１ｍＬ，弃上清，干燥后用ＤＥＰＣ
水溶解 ＲＮＡ，根据所 ＲＮＡ浓度，计算 ＲＮＡ体积［６］。

按照逆转录试剂盒以及相关引物说明书加入相应量

的试剂进行聚合酶链反应，引物序列：ＦＡＴＴＧＡＧＡＣ
ＣＣＴＧＧＴＧＧＡＣ，ＲＣＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧＧＣＴＴＴＧＧ；βａｃｔｉｎ
引物序列：ＦＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡ，ＲＧＣＴ
ＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧ。取ＰＣＲ产物行琼脂糖凝
胶电泳，凝胶成像。ＢＩＯＬＡＢ图像软件分析电泳条
带［６］。
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１７３　ＢＳＰ检测转化生长因子β（ＴＧＦβ）基因表
达调控区甲基化水平　采用 ＡＢｉ软件以 ＴＧＦβ表
达调控区ＣｐＧ富含区域为靶向序列设计引物，扩增
ＴＧＦβ基因指定段的序列，包括启动子和第一个外
显子序列，其启始位点为１，共４４０ｂｐ。ＰＣＲ反应体
系５０μＬ，其中经修饰后的ＤＮＡ模板１μＬ，上、下游
引物各１μＬ，ｄＮＴＰ共１μＬ，ＤＮＡ聚合酶１μＬ，蒸馏
水４０ｍＬ。常规 ＰＣＲ反应体系条件下扩增３４个区
域。扩增产物在电泳后取一定剂量送往苏州生物工

程股份有限公司测序［６］。

１８　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ２３０统计软件对本
研究数据进行分析，符合正态分布的计量资料用（珋ｘ
±ｓ）表示，并用 ｔ检验；不符合正态分布的资料予以
秩和检验，计数资料组间比较用 χ２检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　２组临床疗效比较　２组临床总有效率比较，
观察组优于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表１。

表１　２组临床疗效比较

组别
临床痊愈

（例）

显效

（例）

有效

（例）

无效

（例）

总有效率

（％）
观察组（ｎ＝４５） ９ １５ １５ ６ ８６６７

对照组（ｎ＝４５） ７ １２ １２ １４ ６８８９

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

２２　２组ＵＡＥＲ比较　经过治疗后２组患者ＵＡＥＲ
均较治疗前改善，其中观察组改善更为明显（Ｐ＜
００５）。见表２。

表２　２组ＵＡＥＲ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＵＡＥＲ（μｇ／ｍｉｎ）

对照组（ｎ＝４５）
　治疗前 １４２２２±３０３４
　治疗后 １１２１２±１９４３

观察组（ｎ＝４５）
　治疗前 １４４３１±２８３３
　治疗后 ６３１２±１１１４△

　　注：与本组治疗前比较，Ｐ＜００５，与对照组治疗后比较，△Ｐ＜

００５

２３　２组 ＶＥＧＦ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达变化　经过
治疗后２组的 ＶＥＧＦ蛋白和 ｍＲＮＡ表达均有所下
降，其中观察组下降的趋势较对照组明显（Ｐ＜
００５）。见图１。
２４　ＢＴＧＦβ基因表达调控区甲基化比较　观察
组甲基化为（１３６６±８２２）％；对照组组为（６６８９±
１１１８）％，明显低于观察组（Ｐ＜００５）。

图１　２组ＶＥＧＦｍＲＮＡ比较

３　讨论
糖尿病肾病（ＤＮ）属于糖尿病（ＤＭ）终末期的继

发性肾损伤，早期的 ＤＭ肾体积较大，ＧＦＲ升高，随
着病情的加重，病程的延长，继发性进行性肾损伤的

发生，使肾小球间隙慢慢出现微量蛋白尿，之后继而

出现持续蛋白尿、水肿、高血压、肾脏缩小，进而发展

为肾衰终末期、尿毒症，生存率仅有 ２５％［７］。随着

人口老龄化，近年来，老年人 ＤＮ发病率逐年上升，
对老年人而言，ＤＭ继发肾损伤的进展尤为迅速。
有研究证实，糖尿病的肾损伤在早期具有可逆性，因

此，对于老年人 ＤＮ而言，尽早治疗糖尿病肾损伤，
对于延缓其恶化尤为重要。

中医学认为，ＤＮ多由先天禀赋不足、脾肾虚损、
气血双亏、瘀血阻滞所致。故对于老年 ＤＮ的治疗，
应主要以活血化瘀、滋阴生气、补肾健脾等为主［８］。

黄芪桂枝五物汤在中药中主要为医治痹症之方，对

活血化瘀、滋阴生气、补肾健脾大有裨益，可延缓肾

损伤。黄芪以甘温益气通阳为主，属于黄芪桂枝五

物汤的君药；桂枝则通经活络通痹；鸡血藤舒经解

郁，止痛活络；赤芍、红花活血化瘀瘀，益气利血；生

姜、大枣滋阴生气、补肾健脾［８］。在本研究中，也证

实了该方对ＤＮ的疗效，不仅缓解症状，且改善各临
床指标。

研究表明，转化生长因子β（ＴＧＦβ）基因作为
一种重要的抑癌基因，既能抑制癌细胞形成，又能推

动癌细胞激进生长［９］。激活 ＴＧＦβ基因的表达对
诱导ＤＭ患者系膜细胞转分化信号有至关重要的作
用［１０］。本研究显示，ＤＮ患者血清 ＴＧＦβ基因甲基
化水平明显低于对照组，进一步证明了 ＴＧＦβ基因
参与了ＤＮ的发病。ＶＥＧＦ在血浆表达较低，作为小
分子蛋白质其生理作用则是，通过表达的激活，维持

血管完好无破损，它之所以发挥生物学作用，靠的是

其与血管内皮细胞上的酪氨酸激酶受体结合而产生

作用［１１１２］。然而，其在病理状态时，因为组织的缺

氧，改变微血管的微环境，ＶＥＧＦ表达过度增强，使
管壁通透性增加，尿蛋白外溢，进而损害肾功能［１３］。

故本研究选取其为观测肾损害严重程度的指标之
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一。无论在动物实验还是临床研究，均已证实，

ＶＥＧＦ在损伤的肾脏组织中高表达［１４１５］。因此，若

使ＤＮ患者的 ＶＥＧＦ的表达水平降低，是否就可以
延缓肾损伤。本研究２组患者均接受常规的治疗，
观察组加用黄芪桂枝五物汤，发现治疗后老年患者

的的 ＵＡＥＲ有所改善，且患者血浆中 ＶＥＧＦ表达降
低，因此，推测患者肾功能改善的可能是通过下调

ＶＥＧＦ表达来实现。
我们还对２组患者治疗前后的 ＵＡＥＲ与 ＶＥＧＦ

进行分析，发现 ＤＮ的进展与两者有密切关联，因
此，ＵＡＥＲ与ＶＥＧＦ联合对评估ＤＮ的疾病严重程度
是确实可行的。

综上所述，ＤＮ的发生与 ＴＧＦβ基因的甲基化
水平具有密切关系，而黄芪桂枝五物汤可以通过降

低其甲基化水平逆转 ＤＮ肾损伤。但由于本研究样
本量相对小，且随访时间不足，在后续进一步的研究

中尽可能采用大样本量并增加随访时间，进一步证

实黄芪桂枝五物汤与老年ＤＮ患者ＴＧＦβ基因的甲
基化水平的明确关系及其机制，以指导临床用药。
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