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  摘要 目的 探究加味济生肾气汤对糖尿病肾病模型大鼠肾脏纤维化的作用及机制。方法 将

66只SD大鼠随机分成对照组、模型组、羟苯磺酸钙组及加味济生肾气汤低、中、高剂量组,每组11只。
采用高糖高脂饲料联合链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)诱导构建糖尿病肾病大鼠模型。根据分组分

别给药6周后,取大鼠肾脏,HE染色观察肾脏组织病理学变化,Masson染色观察肾脏纤维化程度;酶

联免疫吸附试验(enzymelinkedimmunosorbentassay,ELISA)检测肾脏组织液中α-平滑肌肌动蛋白

(smoothmuscleactin,SMA)、母亲DPP同源物3(motheragainstdecapentaplegichomolog3,Smad3)、

I型胶原(collagentypeI,Col-Ⅰ)、Col-Ⅲ、转化生长因子(transforminggrowthfactor,TGF)-β、血管内

皮生长因子(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)水平。结果 与对照组相比,模型组肾小球体

积增加,肾小管上皮细胞肿胀、融合、坏死,肾小球系膜区大量炎性细胞浸润。在羟苯磺酸钙组、加味济

生肾气汤中剂量组和加味济生肾气汤高剂量组中,上述病理表现得以缓解,且肾小管间质纤维化程度降

低。与模型组比较,羟苯磺酸钙组、加味济生肾气汤高剂量组大鼠肾组织α-SMA、Smad3、Col-III、Col-
I、TGF-β、VEGF水平均显著降低(P<0.05)。结论 加味济生肾气汤可减缓糖尿病肾病大鼠的肾脏纤

维化进程,其作用机制可能与调节TGF-β/Smad信号通路有关。
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  Abstract Objective ToexploretheeffectandmechanismofJiaweiJishengShenqidecoctiononkidneyfibro-
sisindiabeticnephropathymodelrats.Methods Sixty-sixSDratswererandomlydividedintocontrolgroup,model
group,calciumdobesilategroup,JiaweiJishengShenqidecoctionlow,middleandhighdosegroup,with11ratsin
eachgroup.Thediabeticnephropathyratswereinducedbyhigh-sugarandhigh-fatfeedcombinedwithstreptozoto-
cin(STZ).After6weeksofadministration,thepathologicalchangesofthekidneyswereobservedbyHEstaining
andthedegreeofkidneysfibrosiswasobservedbyMassonstaining.Thelevelsofα-smoothmuscleactin(SMA),

motheragainstdecapentaplegichomolog3(Smad3),collagentypeI(Col-Ⅰ),Col-Ⅲ,transforminggrowthfactor
(TGF)-β,andvascularendothelialgrowthfactor(VEGF)weremeasuredbyenzymelinkedimmunosorbentassay
(ELISA).Results Comparedwiththecontrolgroup,thevolumeofglomerulusinthemodelgroupwasincreased,

thekidneytubulesepitheliumwasswollen,fusedandnecrotic,andextensiveinfiltrationofinflammatorycellsin
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theglomerulusmesangialregion.Theabovepathologicmanifestationswererelievedinthecalciumdobesilate
group,theJiaweiJishengShenqidecoctionmiddleandhighdosegroup,andthedegreeofkidneytubulesmesenchy-
mafibrosiswasreduced.Comparedwiththemodelgroup,thelevelsofα-SMA,Smad3,Col-III,Col-I,TGF-βand
VEGFinthecalciumdobesilategroupandtheJiaweiJishengShenqidecoctionhighdosegroupweresignificantly
reduced(P<0.05).Conclusion JiaweiJishengShenqidecoctioncouldslowdowntheprocessofkidneyfibrosis,

andthemechanismofactionmightberelatedtotheregulationoftheTGF-β/Smadsignalingpathway.
Keywords JiaweiJishengShenqidecoction;diabeticnephropathy;kidneyfibrosis

  近年来随着生活质量提高,糖尿病发病率逐年增

加,全球成人糖尿病患病人数预计将在2030年上升

到4.39亿[1]。糖 尿 病 肾 病(diabeticnephropathy,

DN)作为糖尿病并发症之一,是最终导致糖尿病患者

死亡的重要因素[2]。因此,加强对糖尿病及其并发症

DN的研究显得尤为必要。从目前临床和实验研究来

看,中药不仅有降血糖、控制DN的作用,而且具有疗

效温和、持久、恢复性好及针对性强等优点[3-4]。本课

题组自拟加味济生肾气汤,以济生肾气汤温阳化气行

水,加以桃仁活血祛瘀、黄芪补气利尿、大黄活血逐瘀

通经,以起到温肾阳、散瘀结、行气利水的作用。基于

此,本研究采用不同剂量的加味济生肾气汤对高糖高

脂饲料联合链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)诱导的

DN大鼠进行治疗,旨在探究其对DN大鼠肾脏纤维

化的影响及作用机制。

1 材料和方法

1.1 动物、药物与试剂

于湖北省疾病预防控制中心购置66只SPF级雌

性SD大鼠,体重为(226.7±17.5)g,月龄3个月(合
格号:NO.42000600026493)。

中药材购自武汉市第三医院药学部,加味济生肾

气汤药物组成:肉桂6g、制附片8g、熟地黄15g、山
药25g、山茱萸15g、茯苓20g、泽泻8g、牡丹皮8g、
怀牛膝15g、车前子10g、黄芪25g、熟大黄8g、桃仁

10g。取水1000mL 浸泡药材,文火煎煮30~40
min,留200mL药液备用。

伊红、苏木素染液购自北京索莱宝科技有限公

司;二甲苯、无水乙醇购自国药集团化学试剂有限公

司;羟苯磺酸钙片购自南京长澳制药有限公司;α-平滑

肌肌动蛋白(smoothmuscleactin,SMA)、母亲DPP
同源物3(motheragainstdecapentaplegichomolog3,

Smad3)、I型胶原(collagentypeI,Col-I)、Col-III、转
化生长因子(transforminggrowthfactor,TGF)-β、血
管内皮生长因子(vascularendothelialgrowthfactor,

VEGF)酶 联 免 疫 吸 附 试 验(enzymelinkedimmu-

nosorbentassay,ELISA)试剂盒购自武汉Bioswamp。

1.2 动物分组处理

所有大鼠适应性喂养7d后,随机分为对照组、模
型组、羟苯磺酸钙组及加味济生肾气汤低、中、高剂量

组,每组11只。对照组大鼠采用普通饲料正常喂养;
模型组及各药物治疗组大鼠喂养高糖高脂饲料5周

后,禁食12h,STZ腹腔注射,25mg/(kg·d),连续3
d。造模成功后,加味济生肾气汤低、中、高剂量组大

鼠分别予以加味济生肾气汤1、4、10mL/(kg·d)灌
胃处理;羟苯磺酸钙组大鼠羟苯磺酸钙100mg/(kg·

d)灌胃处理;对照组及模型组等体积0.9%氯化钠注

射液灌胃处理;各组大鼠连续灌胃6周,1次/d。

1.3 HE染色

大鼠肾脏组织脱水、包埋、切片。经苏木精染液

染核7min后流水冲洗2h。1%的盐酸乙醇分化3s,
伊红染液染色5~10min。用95%乙醇和无水乙醇脱

水,二甲苯透明,中性树胶封固。

1.4 Masson染色

肾脏组织脱水、包埋、切片。经苏木精染核5~10
min,充分水洗,Masson丽春红酸性复红液染色5~10
min,冰醋酸水溶液浸洗,分化。苯胺蓝染色,浸洗。
脱水透明后封固。

1.5 ELISA检测

绘制标准曲线,设标准品孔,加标准品,加样,加
抗体。加入酶标试剂,封板后温育。揭板膜,弃去液

体,甩干,洗涤静置,如此重复5次,拍干。加显色剂

轻轻震荡混匀,避光显色后加终止液,检测450nm处

的吸光度。

1.6 统计学方法

采用SPSS17.0软件对数据进行处理,计量资料

以均数±标准差(x±s)表示,组间比较采用单因素方

差分析,以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肾组织HE染色

HE染色结果显示对照组肾脏组织结构清晰,形
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态规则,未见明显病理变化。模型组肾小球体积增

加,系膜细胞和系膜基质增生,系膜区变宽,基底膜增

厚,毛细血管环增多,肾小球系膜区大量炎性细胞浸

润;肾小管上皮细胞肿胀、融合、坏死。羟苯磺酸钙组

及加味济生肾气汤中、高剂量组肾组织形态均得到不

同程度改善。见图1。

2.2 肾组织 Masson染色

Masson染色结果显示对照组肾小球、肾小管结

构未见异常。与对照组比较,模型组和加味济生肾气

汤低剂量组肾小管间质和肾小球周围呈现胶原堆积,
存在明显纤维化现象。与模型组相比,羟苯磺酸钙组

及加味济生肾气汤中、高剂量组肾小管间质纤维化程

度降低。见图2。

2.3 肾组织α-SMA及VEGF水平比较

与对 照 组 比 较,模 型 组 大 鼠 肾 组 织 α-SMA、

VEGF水平均显著升高(P<0.05)。与模型组比较,
羟苯磺酸钙组及加味济生肾气汤高剂量组大鼠肾组

织α-SMA、VEGF水平著降低(P<0.05)。见图3。

A为对照组,B为模型组,C为羟苯磺酸钙组,D、E、F分别为加味济生肾气汤低、中、高剂量组

图1 各组大鼠肾组织 HE染色(×200)

A为对照组,B为模型组,C为羟苯磺酸钙组,D、E、F分别为加味济生肾气汤低、中、高剂量组

图2 各组大鼠肾组织 Masson染色(×200)

与对照组比较*P<0.05,与模型组比较#P<0.05;A为对照组,B为模型组,C为羟苯磺酸钙组,D、E、F分别为加

味济生肾气汤低、中、高剂量组

图3 各组大鼠肾组织α-SMA及VEGF水平比较
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与对照组比较*P<0.05,与模型组比较#P<0.05;A为对照组,B为模型组,C为羟苯磺酸钙组,D、E、F分别为加

味济生肾气汤低、中、高剂量组

图4 各组大鼠肾组织Smad3、TGF-β、Col-III及Col-I水平比较

2.4 肾组织Smad3、TGF-β、Col-III及Col-I水平比较

与对照组比较,模型组大鼠肾组织Smad3、TGF-

β、Col-III及Col-I水平均显著升高(P<0.05)。与模

型组比较,羟苯磺酸钙组及加味济生肾气汤低、中、高
剂量组大鼠肾组织Smad3、TGF-β、Col-III、Col-I水平

均显著降低(P<0.05)。见图4。

3 讨论

DN是一种临床常见的糖尿病慢性微血管并发

症,在高血糖的长期作用下,肾脏结构和功能发生变

化,从而导致蛋白尿、高血压和肾功能进行性降低。
肾间质纤维化为各种肾脏疾病进展到终末期的共同

途径和主要病理基础,由各种原因引起的细胞外基质

在肾间质过度沉积和间质成纤维细胞增生而形成[5]。
该过程中,肌成纤维细胞是合成细胞外基质的主要细

胞,而部分肌成纤维细胞是由小管上皮细胞转化而

来,即为小管上皮细胞转分化。近年来研究发现,

TGF-β/Smad信号通路在肾纤维化的发生、发展中起

重要作用[6-7]。

α-SMA是肾小管上皮细胞转分化过程中的重要

标志物,由肌成纤维细胞表达。曲良卓[8]指出,可将

血浆VEGFMIC-1及尿LAP作为诊断2型糖尿病肾

病的检测指标。研究[9]表明,VEGF是判断DN早期

病变程度的重要指标,并具有促炎促纤维化作用[10]。
本研究结果显示,加味济生肾气汤高剂量组大鼠的肾

脏纤维化指标α-SMA和 VEGF水平显著低于模型

组,提示加味济生肾气汤对DN大鼠肾脏纤维化有一

定的抑制作用,这一结论在 HE染色和 masson染色

结果中也得到了相应的验证。

TGF-β1是公认的致纤维化因子,能通过多种信

号通路诱导肾小管上皮细胞转分化[11]。Col-I和Col-
III是细胞外基质的主要组成部分,TGF-β1可诱导其

表达上调;当TGF-β1受到抑制时,Col-I和Col-III表

达也随之减少[12]。本研究结果显示,加味济生肾气汤

中、高剂量组大鼠肾脏组织的TGF-β、Smad3、Col-III
和Col-I水平显著低于模型组,提示加味济生肾气汤

可能通过下调TGF-β表达,影响TGF-β/Smad通路,
进而对DN大鼠肾脏纤维化病程进展产生抑制作用。
丁斗等[13]研究发现,济生肾气丸加味可下调急性肾损

伤大鼠的炎症细胞因子表达,减缓成纤维细胞纤维化

进程,与本研究结果相一致。
综上所述,加味济生肾气汤可减缓糖尿病肾病大

鼠的肾脏纤维化进程,其作用机制可能与调节TGF-

β/Smad信号通路有关。
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