
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１４７３６６４）
作者简介：黄为钧（１９９００７—），男，在读博士研究生，研究方向：中医药防治糖尿病及其并发症，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｗｅｉｊｕｎ２０１５＠１２６ｃｏｍ
通信作者：赵进喜（１９６５０３—），男，博士，教授／主任医师，北京中医药大学第一临床医学院中医内科学教研室主任，研究方向：中医药防治
糖尿病及其并发症，邮编：１００７００，电话：８４０１３２９３，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｉｎｘｉｍｄ＠１２６ｃｏｍ

益气活血散结法对糖尿病肾病大鼠肾组织

中 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ的影响
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摘要　目的：通过动物实验，基于免疫炎性反应因子ＭＣＰ１、ＴＧＦβ，探索益气活血散结法改善肾小球硬化的分子机制。方
法：２４只ＧＫ大鼠，随机分为模型组、假手术组、益气活血散结组。通过高脂高能量喂养加单肾切除术复制糖尿病肾病模
型。检测各组大鼠的２４ｈ尿蛋白，观察大鼠在干预后肾脏组织的病理改变，同时采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ以及免疫组化法检
测肾脏组织的ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ的表达情况，采用 ＲＴＰＣＲ法检测 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ以及 ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达水平。结果：
ＰＡＳＭ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色显示：益气活血散结组阳性率明显低于模型组（Ｐ＜００１）。益气活血散结组中２４ｈ尿蛋白在药
物干预后明显减少（Ｐ＜００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ、免疫组化结果均显示：益气活血散结组 ＭＣＰ１（Ｐ＜００５）、ＴＧＦβ（Ｐ＜
００１）的表达程度明显低于模型组。同样，ＲＴＰＣＲ结果也显示：ＭＣＰ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜００１）、ＴＧＦβｍＲＮＡ（Ｐ＜００５）水平在
益气活血散结组明显低于模型组。结论：益气活血散结法可以有效地减少２４ｈ尿蛋白定量、延缓肾小球纤维化，其机制
可能与抑制肾脏组织中ＭＣＰ１和ＴＧＦβ的表达有关。
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　　糖尿病肾病（ＤｉａｂｅｔｅｓＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病最为常见的微血管并发症之一，也是目前导致终

末期肾衰竭的最主要的原因［１］。长期以来，糖尿病

肾病的治疗手段仅仅局限于降血糖、降血压、ＡＣＥＩ／
ＡＲＢ类药物的治疗，治疗手段较少，即使是仅有的
已经明确证明具有降蛋白作用的 ＡＣＥＩ／ＡＲＢ类药
物，其效果也一般，而且研究证实其只能使糖尿病肾

病患者发展为终末期肾病的危险率降低２８％，而且
不能降低死亡率［２４］。可见，现代医学对于糖尿肾病

的治疗，目前没有十分理想的药物。相对而言，中医

学在糖尿病肾病的治疗方面有一定的优势。本课题

组长期对糖尿病肾病的中医药治疗进行研究，提出

糖尿病肾病的“微型瘕”形成病机理论，并且证实

了益气化瘀散结法治疗糖尿病肾病的有效性［５１１］。

ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ在糖尿病肾病的发展过程中
起着重要的作用［１２］，其中前者可以在肾脏组织中募

集单核巨噬细胞，后者可以释放多种炎性反应因子
以及生长因子，促进细胞外基质增生，导致肾小球硬

化。释放的炎性反应因子还可以激活 ｐ３８ＭＡＰＫ信
号通路，产生ＴＧＦβ，后者同样可以导致细胞外基质
以及系膜细胞增生，导致肾小球硬化［１３］。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康 ＳＰＦ级 ＧＫ大鼠２４只，１１～１７
周，３００ｇ，雄性，清洁级，购自常州卡文斯实验动物
有限公司［实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１１
０００３］。所有动物都饲养在北京中医药大学动物实
验室，饲养温度２２℃，相对湿度６０％，１２ｈ光／暗周
期，自由饮水。

１１２　器材　血糖仪（ＡＣＣＵＣＨＥＫ Ｐｅｒｆｏｒｍａ，罗
氏卓越型）；尿蛋白定量试剂盒（货号 ｃ０３５２，规格
１００Ｔ／９６样，生产批号：２０１５０９２８，南京建成生物工
程研究所）；紫外可见分光光度计（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ
（贝克曼）公司，型号：ＤＵ８００）；ＡｎｙｍｉｃｒｏＤＳＳＴＭ图
像采集系统（江苏眘珈科技有限公司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ４型
酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；转移电泳槽（ＭｉｎｉＴｒａｎｓ
ＢｌｏｔＴｒａｎｓｆｅｒＣｅｌｌ，ＢＩＯＲＡＤ公司）；垂直板电泳槽
（ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮ３ｃｅｌｌ，ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＤＹＹ１０型
电泳仪（北京市六一仪器厂）；ＴＳ１型脱色摇床（海
门麒麟医用仪器厂）；ＢｉｏＲａｄＩｍａｇｅＬａｂＴＭＸＲＳ＋
凝胶图像分析管理系统（ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＴＲＩｚｏｌ（美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ１５５９６０２６）；ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（大连宝生物
公司）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ（大连宝生物公司）；ＰＣＲ

引物（大连宝生物公司）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）（日本ＴＯＹＯＢＯ）；荧光定量 ＰＣＲ循环
仪（美国ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅｐｌｕｓ）。
１１３　药物和试剂　高热量高脂饲料成分：猪油
１０％，胆固醇２％，胆酸盐０２５％，蔗糖５％，基础饲
料８２７５％。基础饲料：热量比例，糖水化合物
６５％，脂肪１０３％，蛋白质２４２％。由北京科奥协
力饲料有限公司提供。戊巴比妥钠（ＳｉｇｍａＰ３７６１，
北京智杰方远科技有限公司）；实验用中药颗粒剂购

自北京康仁堂药业有限公司；ＭＣＰ１抗体（ａｂ２５１２４，
批号 ｌｏｔＧＲ１５１２４６１）以及兔抗 ＴＧＦβ多克隆抗体
（ａｂ６６０４３，批号 ｌｏｔＧＲ１３４７０９５）购自 Ａｂｃａｍ公司。
ＤａｋｏＲＥＡＬＴＭ ＥｎＶｉｓｉｏｎｔｍ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍＰｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ／ＤＡＢ＋，Ｒａｂｂｉｔ／Ｍｏｕｓｅ（丹麦 ＤＡＫ０公司）。
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液（强）、ＰＭＳＦ均
购自碧云天生物技术公司，组织蛋白质制备试剂、５
×蛋白上样缓冲液、１５ＭＴｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液、１０Ｍ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液、３０％丙烯酰胺、ＡＰ、ＴＥＭＥＤ、１０×
封闭洗涤缓冲液、１０×电泳缓冲液均购自普利莱基
因技术有限公司，彩色蛋白Ｍａｒｋｅｒ、ＥＣＬ发光液购自
Ｔｈｅｒｍｏ公司，反转录提取试剂盒、ｔａｋａｒａ试剂盒均购
自大连宝生物工程有限公司。

１２　方法
１２１　大鼠分组及模型复制　所有大鼠在适应性
喂养１周后，高脂高热量饲料喂养８周。然后对所
有大鼠进行 ＯＧＴＴ测试（空腹１２ｈ后，灌服２ｇ／ｋｇ
体重的葡萄糖溶液），检测口服葡萄糖后０ｈ、０５ｈ、
１ｈ、２ｈ尾尖血血糖。以血糖（２ｈＰＧ＝１１１ｍｍｏｌ／
Ｌ）为随机分层因素进行分层随机分组，随机分为中
模型组、假手术组、益气活血散结组。分组完成后，

模型组、益气活血散结组行单侧肾切除手术，假手术

组只切开皮肤、肌肉，不切除肾脏。手术在３％戊巴
比妥钠（１６ｍＬ／ｋｇ腹腔注射）麻醉下进行。手术后
连续３ｄ腹腔注射青霉素钠注射液（４０单位／只），
预防伤口感染。此后整个实验过程均给予高脂高热

量饮食。

１２２　干预药物及干预措施　所有大鼠在术后恢
复饲养１周后，开始进行药物干预（８周）。益气活
血散结组给予益气活血散结颗粒（黄芪、鬼箭羽）。

模型组、假手术组则给予纯净水。以灌胃的方式进

行给药。结合前期预实验结果，根据人和动物体重

进行换算，实验大鼠剂量选用人体临床等效剂量的

１０倍。
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１２３　取材及检测指标　在术后８周的药物干预
期间，每隔２～３周进行１次大鼠２４ｈ尿液的收集，
并且及时使用考马斯亮蓝法进行２４ｈ尿蛋白的检
测。药物干预结束后，在３％戊巴比妥钠（１６ｍＬ／
ｋｇ腹腔注射）麻醉下摘取剩余肾脏。肾脏纵切后，
一半放入冻存管并放入－８０℃冰箱暂时保存，用于
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ以及ＰＣＲ；另一半浸泡于４％多聚甲
醛中固定，用于病理染色以及免疫组化。采用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ以及免疫组化法以检测肾脏组织中
ＭＣＰ１以及 ＴＧＦβ的表达情况和分布情况，采用
ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ以检测肾脏组织中 ＭＣＰ
１ｍＲＮＡ和ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达情况。
１３　统计学方法　本实验采用 ＳＰＳＳ２００统计软
件进行统计：计量资料以均数 ±标准差（Ｘ±Ｓ）表
示。符合正态分布者，使用单因素方差分析（Ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）；不符合正态分布者，采用非参数检验。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义，以 Ｐ＜００１为差
异有显著统计学意义。

２　结果
２１　动物一般状况及存活情况　益气活血组在麻
醉时死亡１只，考虑为麻药误入血管所致。单肾切
除术后，假手术组和益气活血组各死亡１只，考虑为
术后出血过量致死。

２２　病理染色　ＨＥ染色在镜下１００倍、２００倍观
察大鼠肾脏结构。假手术组可见到：肾小球肥大或

萎缩（以前者为主），肥大的肾小球内毛细血管迂曲

扩张，毛细血管瘤形成；萎缩表现为系膜细胞及系膜

基质均增生，毛细血管压迫闭塞，球囊间隙轻度变

窄；局部肾小管上皮细胞变性，呈空泡样变，管腔内

未见管型；间质少量炎细胞浸润及少量纤维组织增

生。模型组可见到：肾小球肥大或萎缩（以前者为

主），肥大的肾小球内毛细血管迂曲扩张，毛细血管

瘤形成；萎缩表现为系膜细胞及系膜基质均增生，毛

细血管压迫闭塞，球囊间隙变窄；肾小管上皮细胞变

性，呈空泡样变及颗粒样变（以前者为主），肾小管

可见代偿性扩张，管腔内见管型；间质少量炎细胞浸

润及少量纤维组织增生。益气活血散结组可见到：

肾小球体积形态正常，肾小球毛细血管扩张，系膜细

胞增生不明显，系膜基质区轻度增宽；肾小管上皮细

胞完整，肾小管排列轻度紊乱，扩张明显，小灶肾小

管上皮细胞空泡变性，管腔内未见管型，间质未见炎

性反应细胞浸润。见图１。
ＰＡＳＭ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色在镜下２００倍观察大

鼠肾脏染色结果：益气活血散结组的系膜增生以及

基底膜增厚程度要轻于模型组。见图２。ＰＡＳＭ染
色及Ｍａｓｓｏｎ染色的阳性率结果显示：益气活血散结
组阳性率明显低于模型组（Ｐ＜００１，表１）。

表１　ＰＡＳＭ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色阳性率

组别 ＰＡＳＭ染色阳性率 Ｍａｓｓｏｎ染色阳性率

模型组 ２８０％±４４０％ ２１８％±５６９％
假手术组 ２８１％±３５１％ ２１２％±３８０％
益气活血组 １９７％±２８３％ １４４％±１７１％

　　注：与模型组相比差异有统计学意义，Ｐ＜００１。

图１　ＨＥ染色
　　注：ａ空白组；ｂ假手术组；ｃ益气活血散结组。

图２　Ｍａｓｓｏｎ染色和ＰＡＳＭ染色
　　注：ａ空白组；ｂ假手术组；ｃ益气活血散结组。

２３　２４ｈ尿蛋白定量　药物干预后，各组的尿蛋白
量呈现下降的趋势，分析第８周与第０周尿蛋白差
值的结果显示：益气活血散结组的２４ｈ尿蛋白在药
物干预后明显减少，而且与模型组对比差异有统计

学意义（Ｐ＜００１，表２）。
２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　各组均在分子量为 ２５ｋＤａ
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（ＭＣＰ１），１３ｋＤａ（ＴＧＦβ）处可见蛋白条带。对其
灰度值进行分析，结果显示：益气活血散结组 ＭＣＰ１
（Ｐ＜００５，表３）、ＴＧＦβ（Ｐ＜００１，表３）的表达程度
明显低于模型组。

表２　药物干预前后２４ｈ尿蛋白定量差值

组别 样本量 尿蛋白差值（ｍｇ）

模型组 ８ ５４４±１０５３
假手术组 ７ －２７４±５２０

益气活血散结组 ６ －１７７８±９３６

　　注：与模型组相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００１。

表３　ＷＢ检测ＭＣＰ１和ＴＧＦβ在肾脏组织中的表达情况

组别 ＭＣＰ１ ＴＧＦβ

模型组 ０８３±００７ ０８２±００２
假手术组 ０８５±００５ ０８２±００３
益气活血组 ０７０±００８ ０６７±００７

　　注：与模型组相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，与模型组

相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００１。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ蛋白条带

２５　免疫组化　结果显示，肾脏组织中 ＭＣＰ１主
要表达于肾小球系膜上皮细胞胞质，ＴＧＦβ表达于肾
小球和肾小管上皮细胞胞质。进一步分析灰度值，

结果显示：ＭＣＰ１（Ｐ＜００５，表 ４）及 ＴＧＦβ（Ｐ＜
００１，表４）在益气活血散结组的表达水平显著低于
模型组。

表４　免疫组化检测肾脏组织中ＭＣＰ１、ＴＧＦβ的表达水平

组别 ＭＣＰ１ ＴＧＦβ

模型组 ２０６８±２０１ ２０５９±１４７
假手术组 ２０９０±１３７ ２０６３±１８６
益气活血组 １８８０±１２８ １８３０±１５１

　　注：与模型组相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，与模型组

相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００１。

表５　ＰＣＲ检测ＭＣＰ１ｍＲＮＡ和ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达水平

组别 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ ＴＧＦβｍＲＮＡ

模型组 １２６±０３７ ０８４±０２５
假手术组 １ １
益气活血组 ０３６±０２９ ０５０±０１２

　　注：与模型组相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，与模型组

相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００１。

２６　ＲＴＰＣＲ　本实验采用实时定量 ＰＣＲ对 ＭＣＰ
１ｍＲＮＡ以及 ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达水平进行检测，结

果采用２－△△ＣＴ法进行数据的相对定量分析，并且以
假手术组为对照组。结果显示：ＭＣＰ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜
００１，表５）、ＴＧＦβｍＲＮＡ（Ｐ＜００５，表５）水平在益
气活血散结组明显低于模型组。

图４　免疫组化结果
　　注：ａＭＣＰ１，ｂＴＧＦβ；１模型组，２假手术组，３益气活血
散结组。

３　讨论
糖尿病肾脏病“微型瘕”学说是吕仁和教授

在整理古代文献的基础上，参照现代医学相关认识，

结合临床实践经验提出来的。认为糖尿病肾脏病属

于中医“消瘅”的范畴，为消渴病日久，体质因素加

以情志、饮食失调等，内热伤阴耗气，气阴两伤，或阴

损及阳，久病致虚基础上，久病入络，气虚血瘀，痰郁

热瘀互相胶结，则可在肾之络脉形成微型瘕，使肾

体受损，肾用失司。肾主藏精，肾气不固，精微外泄，

则可见尿蛋白，或见夜尿频多等。肾主水，肾气不

化，或阴损及阳，阳不化气，水湿气化不利，水液滞

留，溢于肌肤，故可见水肿胀满。病情继续发展，肾

体劳损，肾元虚衰，气血俱伤，气化不行，浊毒内留，

则诸症峰起。终成肾元衰败，五脏俱病，升降失常，

三焦阻滞，水湿浊毒泛滥，一身气机升降出入俱废，

转为关格危证［７］。在治疗方面，强调益气活血散结

法应贯穿糖尿病肾病治疗的始终［１４］。在“十五”“十

一五”期间，吕仁和教授团队基于“微型瘕”学说，

开展了多个随机、单盲、平行对照和多中心临床研

究，研究结果均显示，基于“微型瘕”学说形成的

中药辨证论治方案在有效率、２４ｈ尿蛋白定量、尿微
量白蛋白排泄率、血肌酐等方面具有优于或非劣于
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西药ＡＲＢ类药物的疗效，甚至在终点事件方面（Ⅲ
期ＤＫＤ患者进入Ⅳ期，或者Ⅳ期 ＤＫＤ患者血肌酐
平翻倍或需要透析治疗）明显优于西药厄贝沙坦

组［５６，９１１］。可见，益气活血散结法治疗糖尿病肾病

的疗效明确，但是其分子生物学机制仍不清楚，为

此，我们开展了此项研究。

研究表明，免疫炎性反应机制在糖尿病肾病的

发生发展过程中起着重要的作用［１３］，其中ＭＣＰ１以
及ＴＧＦβ与糖尿病肾病肾脏纤维化有着密切的关
系。糖尿病时高血糖刺激肾系膜细胞表达 ＭＣＰ１
增多，ＭＣＰ１可直接激活系膜细胞产生肌纤维蛋白，
使肾小球纤维化；此外还可募集血循环中的单核巨

噬细胞，被活化的巨噬细胞可以释放活性氧、各种炎

性因子（ＩＬ１，ＴＮＦα等）和促纤维化生长因子
（ＰＤＧＦ，ＴＧＦβ等），导致肾小球实质细胞受损以及
坏死，上皮细胞间充质转化，细胞外基质的增多，最

终导致肾小球硬化的发生［１５］。可见，ＭＣＰ１和ＴＧＦ
β在糖尿病肾病发展过程中的起着重要作用，甚至
有学者认为将 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ等作为生物标记评估
糖尿病肾病的发展［１６］。

本研究结果显示，益气活血散结组在降低２４ｈ
尿蛋白定量以及减轻肾小球纤维化，延缓肾小球硬

化方面明显要比模型组效果好（见图１，图２，表１，
表２）。这与我们临床观察以及以往的随机对照研
究结果是相符的，再次证明了益气活血散结法治疗

糖尿病肾病的有效性。而在机制研究方面，不管是

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ、免疫组化，还是 ＲＴｑＰＣＴ，结果都一
致显示，对比模型组，益气活血而散结组可以很明显

地抑制 ＭＣＰ１以及 ＴＧＦβ的表达（见表３，表４，表
５）。此外，在 ＨＥ染色病理切片中也可以看见益气
活血散结组的炎性反应细胞浸润要比模型组以及假

手术组轻（见图１）。可见，中药益气活血散结法可
以有效地抑制糖尿病肾病大鼠肾脏组织中 ＭＣＰ１
和ＴＧＦβ的表达。

综上，我们得出结论，益气活血散结法可以有效

地减少２４ｈ尿蛋白定量、延缓肾小球纤维化，其机
制可能与抑制肾脏组织中 ＭＣＰ１和 ＴＧＦβ的表达
有关。
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