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肾复康对肾纤维化模型大鼠转化生长因子β１、
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摘要　目的：评价肾复康对纤维化模型大鼠的疗效和对肾组织转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ７表达的影响。方

法：选取ＳＤ大鼠７０只，完全随机分为假手术组、肾复康组及模型组，其中肾复康组及模型组均接受肾间质纤维模型制备，
将造模第２天肾复康组接受不同剂量肾复康灌胃，对照组及假手术组接受同等体积的生理盐水灌胃，均干预２１ｄ。干预
结束收集各组２４ｈ尿液，检测２４ｈ尿蛋白（２４ＵＰ）、血肌酐（ＳＣｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ）水平的变化，并断头取材，用苏木精伊
红（ＨＥ）染色评价各组肾组织的病理变化，免疫组化法检测各组肾组织ＴＧＦβ１的变化，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ７水平。结果：与假手术组比较，肾复康组及模型组 ２４ＵＰ、ＳＣｒ及 ＢＵＮ水平明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，肾复康组２４ＵＰ、ＳＣｒ及ＢＵＮ水平有所下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且随着肾复康剂量升高
趋势更明显。与假手术组比较，肾复康组及对模型组肾组织病理学评分均明显升高，其中肾复康组评分低于对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）。随着肾复康剂量的增加病理学评分逐渐下降；假手术组肾组织仅有少量ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２表达，
模型组Ｓｍａｄ２、ＴＧＦβ１呈高表达，随着肾复康剂量的增加Ｓｍａｄ２、ＴＧＦβ１水平逐渐下降。造模后Ｓｍａｄ７水平下降，肾复康
干预后Ｓｍａｄ７水平有所上调，并随着水平的增加而上调趋势更明显。结论：肾复康可明显改善肾间质纤维化模型大鼠病
情，其作用机制可能与介导肾脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ７有关，且具有剂量依赖性
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　　肾间质纤维化是诸多肾脏疾病发生发展过程中
的共同病理过程［１３］，肾纤维化的发生提示肾功能恶

化，因此深入研究肾纤维化的机制，探索有效的干预

措施抑制肾纤维化过程是减少诸多肾脏疾病和延缓

其病情发展的关键。肾纤维化属于中医学“水肿”

“关格”“虚劳”等范畴，历代医家认为肾纤维化过程

中素体正气逐渐虚损，邪毒日渐瘀滞，长期的正邪相

争后形成邪盛正虚的病理变化［４６］。近年来中草药

以其毒性低、疗效显著等优势被众多科研工作者纳

入研究。肾复康是我院经验方，由土黄芪、太子参、

生地黄、山茱萸、茯苓、白花蛇舌草、蝉花、丹参、大黄

等药物组成，有显著的健脾补肾、泻浊排毒的作用，

本研究尝试通过ＨＥ染色实验、免疫组化实验、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测，观察肾复康对肾纤维化模型大鼠
的影响，旨在为中医防治肾纤维化提供新思路及实

验依据，现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠７０只，雌雄各
半，体重（２００±２０）ｇ，由湖南中医药大学实验动物中
心提供，实验动物质量合格证号为№３５６７８２４。饲养
条件：温度（２３±１）°Ｃ，湿度（５０±１）％，以１２／１２ｈ
为光暗周期。

１１２　药物　肾复康（生黄芪３０ｇ、太子参１５ｇ、生
地黄１５ｇ、山茱萸１５ｇ、茯苓１５ｇ、白花蛇舌草３０ｇ、
忍冬藤３０ｇ、蝉花１５ｇ、丹参１５ｇ、大黄８ｇ），由湖南
省中医药研究院中心药房提供。

１１３　试剂与仪器　２４ＵＰ测试盒（南京建成生物
工程研究所产品，批号２０１７０８１９）、ＳＣｒ测试盒（南京
建成生物工程研究所产品，批号２０１７９８１２）、ＢＵＮ测
试盒 （南京建成生物工程研究所产品，批号

２０１７０５２１），ＴＧＦβ１一抗（美国ＣＳＴ生物公司，型号：
ＢＹ３２８３Ｒ），Ｓｍａｄ２（美国 ＣＳＴ生物公司，型号：ＢＹ
３５５１Ｒ）、Ｓｍａｄ７（美国 ＣＳＴ生物公司，型号：ＢＹ
３５２６Ｒ）。４％多聚甲醛溶液（上海西塘生物试剂有
限公司），苏木精伊红（ＨＥ）（上海西塘生物试剂有
限公司），盐酸溶液（上海西塘生物试剂有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）分组：于实验条件下适
应环境３ｄ后，随机挑选１０只作为假手术组，其余
大鼠禁食１２ｈ后进行造模，造模成功后随机分为肾
复康组（低剂量组１５只、中剂量组１５只及高剂量组
１５只）及模型组（１５只）［７］。各组在性别、体重、鼠
龄等方面比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），具有

可比性。

２）模型制备：将大鼠进行禁食不禁水１２ｈ后利
用１０％水合氯醛以０３ｍＬ／ｋｇ的剂量进行麻醉，造
模过程根据大鼠的麻醉情况可适当补充水合氯醛，

充分麻醉后将大鼠以右侧卧位的体位固定于手术台

上，将左侧腹部皮毛剔除，露出手术部分，利用７５％
乙醇常规消毒后从背部距左侧肋脊角１５ｃｍ处做
一长约２ｃｍ的斜切口，用分离钳将皮肤肌肉逐层钝
性分离，直至将左侧肾脏充分暴露，随后将左侧输尿

管钝性分离暴露，并在近肾门处和输尿管上１／３处
进行双重结扎，最后将左侧肾脏回纳原位后逐层缝

合。

１２２　干预方法　１）给药剂量：根据成人与大鼠用
药剂量换算法肾复康制作成水平４５８、９１６、１８３２
ｇ／（ｋｇ·ｄ）进行灌胃。将大鼠腹腔注射１０％水合氯
醛，２～３ｍＬ／ｋｇ腹腔麻醉。模型组行左侧输尿管结
扎术，假手术组仅游离左侧输Ｌ尿管但不结扎，肾复
康组、模型组在造模成功后，动物清醒１ｈ后灌胃给
药。假手术组（４ｍＬ蒸馏水灌胃）、模型组（４ｍＬ蒸
馏水灌胃），肾复康组，各组造模后每日灌胃２次，时
间分别为９：００和１５：００，连续２１ｄ，直到处死为止。
１２３　检测指标与方法　１）２４ＵＰ、ＳＣｒ、ＢＵＮ水平：
处死前１ｄ收集各组笼内２４ｈ尿液，根据相关的试
剂盒说明书进行２４ＵＰ、ＳＣｒ、ＢＵＮ水平的检测。２）
肾脏组织病理学观察：各组随机选取３只大鼠，将左
肾取出后置于４％多聚甲醛溶液中固定２４ｈ，并按
说明书进行脱水、石蜡包埋，随后将蜡块进行修切后

制成４μｍ厚度的切片，并将切片进行苏木精伊红
染色，随后用显微镜观察各组左肾组织的染色结果。

参参考文献［８］对结果进行评分，０分为肾脏组织未
见病理性改变；１分为肾脏组织出现轻度肾小管扩
张、萎缩或坏死，病变范围≤１／４；２分为肾脏组织出
现中度肾小管扩张、萎缩或坏死，１／４＜病变范围≤
１／２；３分为肾脏组织出现中度肾小管扩张、萎缩或
坏死，病变范围 ＞１／２。每个切片随机选取 ５个视
野，取平均值作为最终结果。３）用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测 Ｓｍａｄ２Ｓｍａｄ７和转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）水
平：各组随机选取 ３只大鼠，剪取左肾组织约 １００
ｍｇ，加入裂解液充分裂解组织，将溶液高速离心（４
℃，１０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，抽取上清液进行蛋白定量，
并根据相应的蛋白水平计算上样量。将各组标本溶

液于金属浴锅１００℃条件下变性１０ｍｉｎ，按照碧云
天胶体配制说明书事先配制电泳胶体，加入样本后

进行电泳，后进行转膜、染色、封闭蛋白，最后将反应
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表１　５组２４ＵＰ、ＳＣｒ、ＢＵＮ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ＵＰ（ｍｇ） ＳＣｒ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（μｍｏｌ／Ｌ）

假手术组（ｎ＝１０） １８９５±２４４ ７６８９±１２５ ２４１４±２５４
模型组（ｎ＝１５） ３４８３±３３６ ２７８８３±３４１０ ３５１５±３２７

肾复康低剂量组［ｎ＝１５，４５８ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２２９６±２７９△ １９０３５±１２１０△ ２２２４±４０１△

肾复康中剂量组［ｎ＝１５，９１６ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２５８３±２９４△ ２２４８１±１８６１△ １８４７±３９３△

肾复康高剂量组［ｎ＝１５，１８３２ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２８９３±２２４△ ２５５０２±２０１７△ １４２４±３２４△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

膜置于化学发光成像仪上，加入 ＥＣＬ发光液显影，
随后进行 Ａ值读取。４）免疫组化检测 ＴＧＦβ１水
平：各组随机选取３只大鼠，将左肾取出后置于４％
多聚甲醛溶液中固定２４ｈ，并按说明书进行脱水、石
蜡包埋，随后将蜡块进行修切后制成４μｍ厚度的
切片，将切片经过新鲜二甲苯、梯度乙醇、自来水、磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）分别冲洗后将切片置于抗原修复
液中进行修复，随后加入内源性过氧化物酶阻断剂，

充分反应后连续使用 ＰＢＳ浸洗，后加入非特异性染
色阻断剂后加入１∶１０００配制的ＴＧＦβ１抗体，将反
应物置于４℃冰箱内孵育２４ｈ，随后再次用ＰＢＳ浸
洗，最后用自来水浸洗去除切片表面的ＰＢＳ，用二氨
基联苯胺（Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）进行显色后用苏
木精染色，随之自来水冲洗、返蓝、乙醇、二甲苯浸泡

后用中性树脂封片，最后在光镜下读片。

１３　统计学方法　所有数据采用 ＳＰＳＳ２００统计
软件进行分析。计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示。多组间均数的比较采用单因素方差分析。以Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　５组２４ＵＰ、ＳＣｒ、ＢＵＮ比较　与假手术组比较，
肾复康组及模型对照组２４ＵＰ、ＳＣｒ及 ＢＵＮ水平明
显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比
较，肾复康组２４ＵＰ、ＳＣｒ及 ＢＵＮ水平有所下降，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５），且随着肾复康剂量升
高趋势更明显。见表１。
２２　５组肾脏组织病理学比较　与假手术组比较，
肾复康组及模型组肾组织病理评分均明显升高，其

中肾复康组评分低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），随着肾复康剂量的增加病理评分逐渐下
降。见表２。
２３　５组ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２Ｓｍａｄ７比较　假手术组肾
组织仅有少量 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２表达，模型组 Ｓｍａｄ２、
ＴＧＦβ１呈高表达，随着肾复康水平的增加 Ｓｍａｄ２、
ＴＧＦβ１水平逐渐下降。造模后Ｓｍａｄ７水平下降，肾
复康干预后Ｓｍａｄ７水平有所上调，并随着水平的增
加而上调趋势更明显。见表３～４及图１。

表２　５组肾脏组织病理学比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 病理学

假手术组（ｎ＝１０） ０
模型组（ｎ＝１５） ２４３±０５２

肾复康低剂量组［ｎ＝１５，４５８ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２３３±１１３△

肾复康中剂量组［ｎ＝１５，９１６ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ １８９±０９４△

肾复康高剂量组［ｎ＝１５，１８３２ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ １２±０７９△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表３　５组ＴＧＦβ１阳性细胞数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 阳性细胞（个） Ａ值

假手术组（ｎ＝１０） １１８２４±２４２４ ０２８±００３
模型组（ｎ＝１５） ３２６７１±５４２７ ０１０±００３

肾复康低剂量组

［ｎ＝１５，４５８ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２０１５３±３６４５△ ０２３±００４△

肾复康中剂量组

［ｎ＝１５，９１６ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ １８９４３±４０８６△ ０１８±００３△

肾复康高剂量组

［ｎ＝１５，１８３２ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ １４２５２±１４３７△ ０１５±００４△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表４　５组Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ７／内参（ＩＯＤ比值）比较（珋ｘ±ｓ）

组别
Ｓｍａｄ２／内参
ＩＯＤ比值

Ｓｍａｄ７／内参
ＩＯＤ比值

假手术组（ｎ＝１０） ０７４±００２ ５６４±００３
模型组（ｎ＝１５） ３２９±０１４ ０４８±０２８

肾复康低剂量组

［ｎ＝１５，４５８ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ２５８±０１２△ １２６±０１３△

肾复康中剂量组

［ｎ＝１５，９１６ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ １５３±０１１△ １９９±０１３△

肾复康高剂量组

［ｎ＝１５，１８３２ｇ／（ｋｇ·ｄ）］ ０８３±０３７△ ２８２±０２４△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图１　５组Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ７蛋白表达

３　讨论
古代医学书籍并无“肾纤维化”这一说法，结合

该病的临床症状认为其属于“水肿”“关格”“虚劳”
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等范畴。此病与脾肾两脏关系密切，脾肾分清泌浊

能力是否正常是关于本病是否发生的关键，而脾肾

的分清泌浊能力有赖于气化而进行。机体中肺、脾、

肝等功能的异常均可影响气化，肾气亏虚更是气化

异常的根本，气化不足则机体分清泌浊障碍，则水

液、毒物无法及时转输及运化，从而产生了湿浊、血

瘀等病理产物［７８］。有临床资料显示，肾纤维化是形

成是一个漫长的、难治的过程，久病必虚，随着正气

逐渐耗损，邪毒瘀积渐盛，正邪相争后致邪盛正虚，

故肾纤维化形成的各个阶段均以正气虚损为主，瘀

血形成为标［９１２］。基于此有研究人员对治疗肾纤维

化的中药复方进行数据挖掘分析，结果显示补益药

使用频率占首位，随之是活血化瘀药及清热药［１３］。

在单味药使用总结中发现黄芪是使用频率最高的中

药，依次是大黄、当归、丹参、川芎、牛膝、山药。可见

正因为存在“正虚”，故补益药占据比例最大，而本

研究发现，活血化瘀药使用频率仅次于补益类药物，

因此我们认为活血化瘀亦应是治疗肾纤维化的基本

方法。本研究所使用肾复康由我院肾病专家肖德才

教授根据肾脏病中医病因、病机，总结几十年临床经

验所创立。方中黄芪、太子参有益气之功，生地黄、

山茱萸以及茯苓可加强健脾功效，且有补肾作用；现

代药理学研究显示黄芪可明显增强机体免疫能力，

而山茱萸可明显改善肾小球滤过功能。白花蛇舌

草、忍冬藤、蝉花、大黄、丹参具有清热泻浊、排毒化

瘀的功效，现代药理学证实白花蛇舌草、大黄等提取

物有明显消炎效应，并可显著降低肌酐改善肾功能。

肾复康药物配伍共奏健脾益肾，泄浊排毒，充分体现

辨证施治的特点［１４］。前期研究已证实，肾复康可明

显改善原发性膜性肾病患者的临床症状，减少尿蛋

白，提高机体免疫［１５］。本研究观察了５组肾组织病
理学改变，其中假手术组并未出现明显异常，而造模

组出现了不同程度肾小管扩张、萎缩或坏死，其中肾

复康组随着水平的升高病情逐渐改善，并且大鼠的

肾功能亦有了明显改善，这证实了肾复康确可在一

定程度改善肾功能。

在对作用机制的研究中我们对各组的肾脏组织

的ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路进行检测，机体具有多种
因子可导致肾纤维化，各种致纤维化因子之间亦存

在复杂的关系，ＴＧＦβ是具有明显的促进肾纤维化
生物学效应［１６］，对于肾脏细胞的增殖、分泌、迁移及

凋亡过程均有参与［１７１９］。Ｓｍａｄ是目前认为的细胞
内唯一存在的ＴＧＦβ相应酶激活物，可介导 ＴＧＦβ
的细胞内信号传导，ＴＧＦβ１可将细胞膜表面相应的

Ｉ型受体相结合，形成复杂的 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３及
Ｓｍａｄ７等因子，Ｓｍａｄ２可诱使生物因子并核移位转
入细胞内产生生物效应，Ｓｍａｄ７是 ＴＧＦβ蛋白在信
号通路中的负调控因子，在肾小球及肾小管组织有

丰富的表达，ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路是着眼肾纤维
化的关键［２０２１］。研究中假手术组肾组织仅有少量

ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２表达，模型组 Ｓｍａｄ２、ＴＧＦβ１高表
达，随着肾复康水平的增加 Ｓｍａｄ２、ＴＧＦβ１水平逐
渐下降。造模后 Ｓｍａｄ７水平下降，肾复康干预后
Ｓｍａｄ７水平有所上调，并随着水平的增加而上调得
趋势更明显。这提示肾复康可通过抑制 ＴＧＦβ对
Ｓｍａｄｓ的激活，从而抑制 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路的转
导，减少肾纤维化程度，且其作用效应具有一定的剂

量依赖性。
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切）值均显著低于模型组，仅有 ＩＥＤ值较模型组高；
模型组的 ＥＥＴ、ＨＣＴ、ηｐ、ηｂ（高、中、低切）、ＩＥＡ等
值均显著高于对照组，仅有 ＩＥＤ值较对照组低。血
脂是指血液中的脂质成分，其中较为常见的包括磷

脂、三酰甘油以及胆固醇等 ３种类型［１３１５］。近年

来，随着人们生活水平的提高和饮食结构的改变，人

们的血脂水平也慢慢随之升高［１６１７］。临床血脂代

谢异常是引发脑卒中、高血压、糖尿病和冠心病等疾

病的重要危险因素，因此降低血脂异常升高对于心

脑血管疾病的防治具有非常重要的意义［１８］。低密

度脂蛋白作为一种脂蛋白颗粒，可以运载胆固醇进

入外周组织细胞，同时也可以被氧化成氧化低密度

脂蛋白，其携带的胆固醇可以沉积在动脉壁上造成

动脉粥样硬化［１９］。降脂合剂则是土家族地区用于

治疗痰湿等证的经验方，具有很好的活血以及祛痰

化瘀的功效。

综上所述，降脂合剂对于实验性高脂血症大鼠

的血脂代谢以及血液黏浓聚凝状态具有较好的调节

作用，同时降脂合剂还能够有效降低大鼠体内 ＬＤＬ
氧化易感性，在血脂和血流异常方面降脂合剂还能

够起到不错的调节和治疗效果。
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