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糖肾方颗粒不同制备工艺治疗 ＵＵＯ小鼠
肾间质纤维化的药效学研究
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摘要　目的：利用单侧输尿管梗阻模型小鼠筛选糖肾方颗粒的最佳制备工艺。方法：根据大孔树脂富集、醇提、水提方法
设计糖肾方制备工艺１、２、３组。选用Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，随机分为假手术组，模型组，工艺路线１、２、３组，阳性药福辛普利组，
连续给药６ｄ后，进行单侧输尿管结扎手术。手术后再连续给药７ｄ，检测小鼠血清肌酐和尿素氮，根据 ＭＡＳＳＯＮ染色半
定量分析各组小鼠的肾间质纤维化，根据ＨＥ染色进行肾间质细胞浸润评分。结果：各工艺路线组均对 ＵＵＯ引起的小鼠
肾病理损伤有一定的改善作用，均显著改善肾间质纤维化，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中工艺路线１、３组作用更佳。
工艺路线３组能显著改善小鼠ＵＵＯ后的血肌酐和尿素氮水平，显著减少肾间质细胞浸润，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论：糖肾方颗粒的制备工艺确定为水提工艺。
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　　肾间质纤维化（ＲｅｎａｌＩｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌＦｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）
是许多类型肾脏疾病的主要病理基础，造成肾脏功

能的不可逆损伤，同时在糖尿病肾病中肾间质纤维

化促进病情进展，因此抑制 ＲＩＦ是保护肾脏的有效
治疗策略。中医药防治肾间质纤维化有其独特的优

势。糖肾方（ＴａｎｇＳｈｅｎＦｏｍｕｌａ，ＴＳＦ）是本课题组继
承前人经验，结合临床实践，以益气养阴、活血通络

立法，组方而来。它是由黄芪，生地黄、山茱萸、三

七、卫矛、熟大黄、枳壳七味中药组成的复方制剂。

临床试验和基础研究证明ＴＳＦ可以较好的防治糖尿
病肾病和改善肾间质纤维化［１２］。本研究利用经典

的单侧输尿管梗阻（ＵｎｉｌａｔｅｒａｌＵｒｅｔｅｒａｌＯｂｓｔｒｕｃｔ，
ＵＵＯ）小鼠动物模型，对大孔树脂富集、醇提以及水
提工艺制备的糖肾方颗粒进行评价，以确定糖肾方
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最优提取方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　实验选用雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＳＰＦ级，
８周龄，２２～２４ｇ，共４８只，购于北京维通利华实验动
物技术有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２００７０００１。在
中日友好医院动物室屏障系统饲养，许可证号：ＳＹＸＫ
（京）２００５００１９。实验期间，小鼠自由进食、饮水。
１１２　药物　糖肾方由黄芪、生地黄、三七、大黄、
酒山萸肉、鬼箭羽及枳壳７味药组成，草药和最终粉
末的原料进行质量控制，符合中华人民共和国２０１０
年药典规定的准则［２］。福辛普利片（蒙诺片）由施贵

宝制药有限公司提供，国药准字（１９９８）第Ｊ５７号。
１１３　试剂与仪器　ＣＤ１６００全自动生化分析仪
（美国，雅培公司），ＢＸ５１显微镜（日本，奥林巴斯公
司），ＤＰ７０图形采集系统（日本，奥林巴斯公司），ＢＳ
２２４Ｓ精密分析天平（德国，赛多利斯公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　４８只小鼠按体重随机分
为假手术组（ｓｈａｍ）、模型组（ＵＵＯ）、模型 ＋糖肾方
工艺１组（ＴＳＦ１）、模型＋糖肾方工艺２组（ＴＳＦ２）、
模型＋糖肾方工艺３组（ＴＳＦ３）以及模型 ＋福辛普
利组（Ｆｏｓｉｎｏｐｒｉｌ）。采用单侧输尿管结扎方法建立单
侧输尿管梗阻模型［３］，结扎小鼠左侧输尿管，假手术

组小鼠输尿管只游离不结扎。

１２２　工艺选择　工艺路线１：三七、卫矛、麸炒枳
壳分别提取后经大孔树脂富集得到提取物①；熟大
黄氨水处理后醇沉得到提取物②；黄芪、生地黄采取
水提醇沉法得到提取物③；酒山萸肉采取乙醇回流
提取工艺得到提取物④；合并提取物①②③④所得。
工艺路线２：三七、酒山萸肉、熟大黄、卫矛采取乙醇
回流提取，得提取物①；黄芪、生地黄、麸炒枳壳采取
水煎煮提取，得提取物②；合并提取物①②所得。工
艺路线３：黄芪、生地黄、大黄、酒山萸肉、鬼箭羽及
枳壳六味药水煎煮２次，浓缩干燥，三七细粉混合加
入过筛，得糖肾方颗粒提取物。

１２３　给药方法　小鼠每日每克生药用量为６３７５
ｍｇ／ｇ／ｄ。由于３种工艺出膏率不同，配置药物浓度
为：工艺一药物浓度１２５６５ｍｇ／ｍＬ；工艺二药物浓
度１６８４９ｍｇ／ｍＬ；工艺三药物浓度２２２２３ｍｇ／ｍＬ。
根据小鼠体重，每天灌胃体积为：０１ｍＬ／１０ｇ。福
辛普利小鼠用药量为 １５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），即 ０００１５
ｍｇ（ｇ·ｄ）。根据小鼠体重，每天灌胃体积：０１ｍＬ／
１０ｇ。配置的药物浓度０１５ｍｇ／ｍＬ。空白组和模型

组灌蒸馏水，体积：０１ｍＬ／１０ｇ。
１３　标本采集　手术后第７天，禁食给水，水合氯
醛麻醉，腹主动脉取血，分离血清，摘取肾取中间部

分横切后固定在１０％中性甲醛溶液中进行组织病
理学检查。

１４　检测指标与方法　一般状态：密切观察动物毛
色，反应性，手术切口愈合情况，有无感染。血生化

指标：小鼠血清样本使用全自动血生化分析仪来测

定血清高密度脂蛋白胆固醇（ＨｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏｐｒｏ
ｔｅｉｎＣｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白胆固醇
（ＬｏｗｄｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬＣ）、肌酐
（Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒｅ）、尿素氮（ＢｌｏｏｄＵｒｅａＮｉｔｒｏｇｅｎ，
ＢＵＮ）。组织病理学指标：肾脏组织用 １０％的中性
甲醛溶液固定２４ｈ后，然后乙醇脱水，石蜡包埋后
切片，厚度为 ３μｍ，分别进行 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染
色，光镜下观察小鼠肾组织的病理形态学变化。

１５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件对数
据进行统计学分析，进行单变量方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间的两两比较选用 ＬＳＤ检验。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组小鼠一般状态　手术完成后，各组小鼠全
部生存，手术切口愈合良好，未见感染征象。各组小

鼠活动能力、毛色差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２２　３种制备工艺的糖肾方颗粒对 ＵＵＯ小鼠血清
肌酐、尿素氮水平的影响　与假手术组比，模型组血
肌酐和尿素氮显著升高。与模型组比较，糖肾方工

艺３组可以显著降低肌酐和尿素氮水平，工艺１组
显著降低肌酐水平，工艺２组显著性降低尿素氮水
平；阳性药福辛普利的肌酐和尿素氮水平、工艺１组
的尿素氮水平以及工艺２组的肌酐水平无统计学意
义（Ｐ＞００５）。见图１。
２３　３种制备工艺的糖肾方颗粒对 ＵＵＯ小鼠肾间
质纤维化的影响　每只小鼠左肾的 Ｍａｓｓｏｎ染色切
片在光镜２００倍视野下分别观察８个互不重叠的皮
质视野，借助ＤＰ７０图形采集系统，计算纤维化的面
积占全部视野间质面积（排除肾小球、血管所占面

积）的百分比值，取其平均值，进行半定量分析。与

假手术组比较，模型组纤维化面积显著增多，差异有

统计学意义（Ｐ＜００１）。与模型组比较，糖肾方 ３
个工艺组和阳性药福辛普利组均能显著改善肾间质

纤维化的程度，减轻小鼠肾小管坏死程度，其中以糖

肾方工艺三效果最为明显，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），工艺１次之，工艺２最差。见图２。
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图１　ＴＳＦ各工艺组小鼠血肌酐和尿素氮水平变化
　　注：ＵＵＯ组与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５，ＵＵＯ组与 ｓｈａｍ组比较；

ＴＳＦ工艺组与ＵＵＯ组比较，△Ｐ＜００５

图２　ＴＳＦ各工艺组小鼠左肾ＭＡＳＳＯＮ染色
（×２００）及半定量结果

　　注：ＵＵＯ组与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００１；ＴＳＦ工艺组及 Ｆｏｓｉｎｏｐｒｉｌ

组与ＵＵＯ组比较，△Ｐ＜００５

２４　３种制备工艺的糖肾方颗粒对 ＵＵＯ小鼠肾组
织形态学变化的影响　在光镜下观察，假手术组左
肾均未见明显异常。模型组左肾在镜下可见肾盂扩

张，肾实质变薄、皮髓分界不清，肾盏可见斑痕。镜

下部分肾小管上皮细胞萎缩，消失，小管扩张；肾间

质细胞细胞增多及炎性细胞浸润，基质增多。见图

３。
２５　３种制备工艺的糖肾方颗粒对 ＵＵＯ小鼠肾间
质细胞浸润的影响　显微镜下盲法每只小鼠随机取
互不重叠的８个视野，按下列标准计量肾脏病理改
变并分别进行肾间质细胞浸润情况评分（ＣｅｌｌＩｎｆｉｌ
ｔｒａｔｉｏｎＳｃｏｒｅ，ＣＩＳ）：间质细胞浸润：无（０分）、局灶细
胞浸润（１分）、多灶细胞浸润（２分）、弥漫细胞浸润
（３分）；取评分均值代表各样品的肾间质细胞浸润
程度。与假手术组比较，模型组小鼠肾间质纤维化

炎细胞显著聚集，糖肾方的工艺１和工艺３组及福
辛普利组均能够改善肾间质的炎细胞聚集，其中以

糖肾方工艺３组改善情况最为显著，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见图３４。

图３　ＴＳＦ各工艺组小鼠左肾病理变化（ＨＥ，×２００）

图４　ＴＳＦ各工艺组小鼠的肾小管间质细胞浸润评分
　　注：ＵＵＯ组与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０００１；ＴＳＦ１组及Ｆｏｓｉｎｏｐｒｉｌ组

与 ＵＵＯ组比较，△Ｐ＜００５；ＴＳＦ３组及 Ｆｏｓｉｎｏｐｒｉｌ组与 ＵＵＯ组比

较，▲Ｐ＜０００１

２６　３种制备工艺的糖肾方颗粒对 ＵＵＯ小鼠血清
ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ的影响　与假手术组比较，模型组
ＨＤＬＣ显著降低。与模型组比较，糖肾方工艺３和
福辛普利组均显著升高 ＨＤＬＣ水平，工艺１和工艺
２差异无统计学意义。与假手术组比较，模型组
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ＬＤＬＣ变化差异无统计学意义（Ｐ＞００５），糖肾方３
个工艺各剂量和阳性对照药对模型小鼠血清ＬＤＬＣ
水平无显著影响。见图５。

图５　ＴＳＦ各工艺组小鼠高密度脂蛋白胆固醇
　　和低密度脂蛋白胆固醇水平变化

　　注：ＵＵＯ组与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５；ＴＳＦ工艺组与 ＵＵＯ组比

较，△Ｐ＜００５

３　讨论
糖肾方作为本课题组继承前人经验，结合临床

实践组方，用于治疗糖尿病肾病的中药复方，前期开

展的动物实验和多中心 ＲＣＴ临床试验已经证实了
糖肾方治疗 ＤＮ疗效确切［１５］。在单侧肾切合并链

脲佐菌素注射诱导大鼠模型中［４］，糖肾方能降低尿

白蛋白排泄，改善肾功能；显著减轻模型大鼠的肾间

质纤维化水平。

肾间质纤维化不仅是 ＤＮ的病理基础，也是诸
多慢性肾脏病进展至慢性肾衰的必然途径［６］。ＵＵＯ
模型是研究肾间质纤维化的常见模型，高度契合人

类肾脏疾病过程，在相对较短的时间跨度内，基本上

概括了典型的肾间质损伤纤维化形成的关键特征，

是一种较为理想的肾间质纤维化药效学评价模

型［７］。本研究采用 ８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠进行
ＵＵＯ手术，７ｄ后出现肾盂扩张、实质变薄、肾小管
上皮细胞萎缩、消失，管腔明显扩张、间质炎细胞大

量聚集、Ｍａｓｓｏｎ染色可见大量蓝色胶原纤维增生、肾
功下降［８］、脂代谢紊乱［９］等变化，高度吻合以往文献

报告的ＵＵＯ模型病变特点［７］，表明模型建立成功。

并在此基础上进行糖肾方不同提取工艺的药效学评

价。结果表明工艺３显著改善肾间质纤维化、减少
肾间质炎细胞聚集、降低血肌酐和尿素氮水平且显

著升高模型小鼠血清ＨＤＬＣ水平，提示其也有改善
脂代谢异常的作用，主要改善了ＨＤＬＣ水平，ＬＤＬＣ
水平未见明显改变，在之前的研究中也发现了糖肾

方能改善脂代谢的作用［１０］。工艺１也能改善 ＵＵＯ
小鼠的肾功和肾间质损伤，但不及工艺３。可能是
因为醇沉工艺除去了相当部分的具有减轻肾间质损

伤的活性多糖，如：黄芪中的皂苷、枳壳中的柚皮苷

以及地黄中的梓醇［７］、橙皮苷等，使其药效降低有

关。研究发现工艺２改善肾损伤的作用不明显，这
可能与大黄醇提后有肾毒性蒽醌类［７，１１］的溶出增加

有关。

综上所述，糖肾方在慢性肾脏病具有多重治疗

功效，对肾间质损伤也具有一定的治疗作用，三七干

粉加入其余 ６味药水煎煮提取的工艺 ３，在改善
ＵＵＯ模型小鼠肾组织病理损害、减少肾间质炎细胞
聚集、降低血肌酐尿素氮方面药效显著优于工艺１
和工艺２，为最佳提取工艺，故糖肾方颗粒提取工艺
确定为三七细粉加入其余全方６味药采取水煎煮提
取，为糖肾方进一步的研究奠定了基础。
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