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摘要!目的*观察肾衰泄浊汤对单侧输尿管梗阻)ooe+大鼠肾组织骨形态蛋白XO)cEGO+#转化生长因子
%

")*H\

%

"+dI/.1;

信号通路的调节作用" 方法*将 O# 只大鼠随机分为*假手术组#模型组#中药低剂量组#中药中剂量组#中药高剂量组#苯那普

利组!采用单侧输尿管梗阻动物模型!术后第 O#"'1分别观察梗阻侧大鼠肾组织病理改变及cEGO#I/.1##I/.1Q#*H\

%

"!

"

#

&

型胶原及\M蛋白表达" 结果*各治疗组大鼠肾组织
"

#

&

型胶原!\M#I/.1##*H\

%

" 蛋白表达较模型组明显减弱!但较假

手术组显著增强$而各治疗组大鼠肾组织 cEGO#I/.1Q 蛋白表达则相反!以中药高剂量组效果最明显" 且 cEGO#I/.1Q 与

*H\

%

" 呈明显负相关$I/.1# 与*H\

%

" 呈明显正相关" 结论*肾衰泄浊汤可能是通过诱导cEGO#I/.1Q 蛋白表达!抑制 I/.1#

蛋白表达!调节cEGOd*H\

%

"dI/.1;信号通路!抑制*H\

%

" 蛋白表达!从而抑制
"

#

&

型胶原及\M等F?E的过度沉积!减轻

肾间质的纤维化" 其治疗效果明显优于苯那普利"

关键词!肾间质纤维化$肾衰泄浊汤$cEGOd*H\

%
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成为现代医学的一部分#从而更有利于针灸疗法的

临床推广'
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!!肾间质纤维化!703.8-3507;5-5-.8=-<79;-;#(V\$是

几乎所有肾脏疾病进展到终末期肾衰竭的共同通

路#是肾功能衰竭主要病理表现#以肾小管的萎缩和

细胞外基质!FB57.2088+8.7/.57-B#F?E$的沉积为特

征' 本研究通过单侧输尿管梗阻!+3-8.507.8+70507.8

9<;57+255-93#ooe$诱导肾间质纤维化大鼠#观察中

药复方肾衰泄浊汤对大鼠肾组织 cEGOd*H\

%

"d

I/.1;信号通路的调节作用#冀以探讨其防治肾间

质纤维化的作用机理#现报告如下'

"!材料和方法

"$"!动物造模与分组

取健康大鼠 O# 只!清洁级$#雌雄各半#体重

"Q&X#"&>#由江西中医学院动物实验中心提供#动物

许可证号%Ibfp!赣$#&&OX&&&"' 大鼠测体重#随机

分为%!"$假手术组"!#$模型组"!T$中药低剂量组"

!'$中药中剂量组"!%$中药高剂量组"!Q$苯那普利

组#每组 "# 只#常规摄食#饮水#分笼饲养' 动物造

模按文献!#$方法进行#即以 #$%_戊巴比妥!'&

/>dD>$腹腔注射麻醉后#于左侧中腹部切开皮肤#

游离左侧输尿管#分别在肾盂处和输尿管上 "dT 处

用丝线结扎后#切断输尿管#逐层缝合皮肤即可' 假

手术组仅游离左侧输尿管#不结扎及切断输尿管'

"$#!药物及试剂

中药肾衰泄浊汤!生黄芪 T&>&生大黄 "&>&丹参

"% >&巴戟天 #&>&蒲公英 "%>&槐花 "&>&生牡蛎 T&>

等$常规方法水煎#分别浓缩成每 /8含生药量 &$

Q>&"$#>&#$'>三种剂量#'k冰箱保存#由江西中医

学院附属医院药剂科制备浓缩$苯那普利!规格 "&

/>d片$由北京诺华制药有限公司提供'

兔抗大鼠 cEGO&*H\

%

" 单抗&兔抗大鼠 I/.1#

单抗&兔抗大鼠 I/.1Q 单抗&兔抗人 \M抗体&兔抗

鼠
"

型胶原抗体&兔抗鼠
&

型胶原抗体均由武汉博

士德生物工程有限公司提供#以 "%"&& 稀释' 免疫

组化超敏 IG试剂盒由福州迈新生物技术开发公司

提供'

"$T!治疗方法

手术第 # 天给药#

'()

组大鼠分别按 &$Q>d

/8&"$#>d/8&#$'>d/8肾衰泄浊汤浓缩剂给药#即剂

量分别为 Q$&>dD>.1&"#$&>dD>.1&#'$&>dD>.1

体重灌胃!分别相当于成人剂量的 % 倍&"& 倍&#&

倍$#

*

苯那普利组大鼠给苯那普利 "$% />dD>.1

体重灌胃!相当于成人剂量的 "& 倍$#

+,

组大鼠

给等量生理盐水灌胃' 随机选取各组大鼠 Q 只分别

于手术后第 O&"' 天处死'

"$'!肾组织学检查

取少量肾髓质组织用 #$%_戊二醛固定送电镜

室#在[*Q&& 透射电镜 Q&&!日本日立公司产品$下

观察"其余均用 "&_甲醛固定#经脱水#包埋#切成 '

-

/切片#分别作[F#E.;;93染色及免疫组化检测'

"$%!免疫组化检测

肾组织V&

&

型胶原#\M&*H\

%

"&cEGO&I/.1#&

I/.1Q 蛋白表达%免疫组化 IG法' 每组取 Q 只!术

后第 O 天和 "' 天各 Q 只$大鼠的术侧肾脏#严格按

IG试剂盒说明进行免疫组化技术操作#用GcI 代替

一抗作阴性对照#J)c显色#苏木素复染' 免疫组

化结果借助 [GV)IX"&&& 高清晰度彩色病理图文报

告分析系统!原同济医科大学产品$进行分析#每张

切片随机选取 % 个高倍视野!f'&&$#对所选视野内

.##.
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的免疫组化阳性信号经计算机图像分析#通过积分

光度值反映蛋白表达的高低'

"$Q!统计学处理

所有数据用
)

Ki-表示#多组间比较用方差分

析#组间两两比较用 .检验"用 I)I Q$"# 统计软件

进行统计学处理#Mh&$&% 为差异有统计学意义'

#!结果

#$"!一般观察及病理检查

外观性观察%模型组大鼠的皮毛松弛&暗淡#体

瘦#厌食#懒动' 用药组大鼠的饮食&体重&存活率&

活动情况无显著差异#但整体状况均比模型组较好'

肉眼观察%假手术组大鼠肾脏表面光滑#颜色鲜

红#质脆柔软' 模型组及各治疗组大鼠左肾颜色苍

白#有的可见一层薄萎缩样纤维化肾组织#内有大量

积水#乳头呈空洞状#肾湿重较假手术组明显减轻'

非术侧右肾稍肿大&颜色变淡' 各治疗组大鼠肾脏

在色泽&大小&质地&积水程度方面都较模型组略有

好转'

光镜检查%手术组大鼠左肾实质出现萎缩或坏

死#纤维组织增生致密分布#结构紊乱"第 O 天其中

模型组大鼠肾小管间质纤维组织呈片状分布#肾小

管部分萎缩或坏死#管腔闭塞或扩张#单核细胞大量

浸润' 第 "' 天#炎性细胞浸润及细胞增殖更为明

显#部分小管消失#集合管#远曲小管扩张呈囊状#皮

质变薄#出现间质纤维化' 各治疗组大鼠肾小管间

质纤维组织增生较模型组减轻'

电镜检查%模型组大鼠左肾小管间质出现典型

的成纤维细胞#胶原纤维排列规则#细胞核固缩#线

粒体嵴消失#肾小管基底膜增厚' 经治疗后胶原纤

维数量减少#肾小管基底膜增厚减轻'

#$#!各组大鼠肾间质 V型#

&

型胶原及 \M蛋白表

达比较

假手术组中\M在肾小管和肾小球系膜轻度表

达#V&

&

型胶原在肾间质轻度表达#其阳性染色均为

棕黄色"模型组可见肾小管基底膜及间质大量 \M

型胶原沉积#着色深"而间质大量 V&

&

型胶原沉着#

条索状或小片状分布#色深#甚至肾小球系膜及基底

膜也可见阳性染色' 各治疗组大鼠肾组织 F?E成

份较模型组显著减少!Mh&$&%$#但与假手术组大

鼠相比仍有统计学差异!Mh&$&%$#中药低剂量组

大鼠F?E成分最高!Mh&$&%$#第 "' 天中药高剂

量组 F?E成分表达明显低于苯那普利组!Mh&$

&%$' 而第 O 天中药高剂量组与苯那普利组间无统

计学差异!Mj&$&%$#见表 "'

表 "!各组三种F?E成分积分光密度值比较)

)

Ki-+

组别 1 3 \M V型胶原 VVV型胶原

假手术组
O Q

#$&' i&$QP

'

&$]Q i&$#&

'

"$&T i&$TP

"' Q

#$&Q i&$QO

'

&$]O i&$"]

'

"$&% i&$TP

模型组
O Q

"O$"" iT$#O

*

P$#T i&$P'

*

%$T" i&$O]

*

"' Q

#O$"T iT$O%

*

"Q$&& iT$]T

*

]$&' i"$&'

*

中药低剂量组
O Q "T$&P iT$#P Q$"" i&$P' T$"T i&$]"

"' Q #"$OQ i#$P" P$'O i"$'P Q$&" i&$]"

中药中剂量组
O Q "#$'# i#$QO %$'T i&$PO #$P] i&$]]

"' Q "P$PO i#$TP ]$%P i&$QT %$'& i&$O'

中药高剂量组
O Q ""$&P i#$&" '$#T i&$QT #$"" i&$QO

"' Q

"%$'Q i#$&%

**

Q$#% i&$O]

**

T$TQ i&$QT

**

苯那普利组
O Q ""$P& i#$]O '$P] i&$P" #$%# i&$Q&

"' Q "P$'' iT$O# O$P% i&$]% %$"T i&$O"

!!注%假手术组与模型组及各治疗组比较#

'

Mh&$&%"模型组与

同时期各治疗组比较#

*

Mh&$&%""' 天时中药高剂量组与苯那普利

组比较#

**

Mh&$&%"

#$T!各组大鼠肾间质 cEGO#I/.1##I/.1Q#*H\

%

"

蛋白表达比较

cEGO 在假手术组高度表达#主要分布在肾小

管及肾间质#在肾小球内基本无表达' 梗阻第 "' 天

时肾组织中cEGO 的表达主要见于肾小管和肾间质

中#且随着梗阻时间延长肾间质损害逐渐加重$

cEGO 的表达逐渐减弱' 模型组 cEGO 表达显著低

于假手术组及各治疗组!Mh&$&%$#中药低剂量组

大鼠cEGO 表达显著低于中药高剂量组&苯那普利

组!Mh&$&%$#第 "' 天苯那普利组大鼠 cEGO 表达

低于中药高剂量组#差异有统计学意义!Mh&$&%$

I/.1# 在假手术组大鼠中表达较少#主要在肾

小管#肾小球偶见' 术后第 O 天肾组织中 I/.1# 表

达增加#主要分布在肾小管#肾小球有少量表达' 术

后 "' 天 I/.1# 表达显著增加#以肾间质为主#主要

围绕在萎缩或扩张的肾小管周围#也可散在于纤维

化的肾小球中#尤其模型组表达最强!Mh&$&%$"中

药高剂量组&苯那普利组表达均较模型组显著减少

!Mh&$&%$#中药高剂量组减少更明显'

I/.1Q 在假手术组大鼠中高度表达' 主要在肾

小球和皮质肾小管上皮细胞内表达' 在髓质的肾小

管仅有少许分布' 术后第 O 天肾组织中 I/.1Q 表

达有所减弱#术后 "' 天则明显减弱#尤其模型组表

达最弱!Mh&$&%$' 第 "' 天中药高剂量组&苯那普

利组肾间质 I/.1Q 表达均较模型组显著增强!Mh

&$&%$#中药高剂量组增强更明显'

假手术组大鼠肾间质血管平滑肌和近端肾小管

处有少量 *H\

%

"

表达#而模型组大鼠肾间质中#

*H\

%

"

广泛表达于近端肾小管和肾间质细胞' 且随

梗阻时间延长#*H\

%

"

表达明显增多' 尤以术后第

"' 天模型组表达最强!Mh&$&%$' 第 "' 天中药高

剂量组&苯那普利组大鼠肾间质 *H\

%

"

表达与模型

组比较明显减少!Mh&$&%$#且以中药高剂量组表

.T#.

晏子友等%肾衰泄浊汤对

cEGOd*H\

%

"dI/.1;信号通路的调节作用



!

!

临
床
研
究
!

达最低#差异有显著性!Mh&$&%$'

进行相关性分析发现#cEG

O

&I/.1

Q

与 *H\

%

"

阳性染色积分吸光度值均成显著负相关!分别 7

"

n

&̀$OPQ"7

#

n &̀$]PQ#G均 h&$&%Mh&$&%$"I/.1

#

与*H\

%

"

&呈明显正相关!,n&$O%Q#Mh&$&%$' 见

表 #'

表 #!各组大鼠肾脏cEG

O

#I/.1

#

#I/.1

Q

#*H\

%

"

蛋白积分吸光度比较)

)

Ki-+

组别 1 3

cEG

O

I/.1

#

I/.1

Q

*H\

%

"

假手术组
O Q

TO$]" i""$O&

'

T$OQ i&$O'

'

"'$'" i"$&"

'

&$]Q i&$#"

'

"' Q

T]$#" i"#$#"

'

T$O' i&$OQ

'

"'$#] i"$&Q

'

&$P& i&$##

'

模型组
O Q

]$%" iT$Q#

*

"T$"& i&$P&

*

'$'O i&$%Q

*

]$'" i&$##

'

"' Q

"$&" i&$'&

*

""$]# i&$]]

*

T$P& i&$P&

*

""$]P i"$]O

*

中药低剂量组
O Q ""$T# i#$O] "&$O' i"$&% O$'% i&$P& Q$%Q i"$&&

"' Q T$&O i&$]] P$#% i&$P# ]$'P i&$]Q P$%' i"$#O

中药中剂量组
O Q "%$'# iT$T" P$%O i"$"" ]$T& i&$P& Q$&Q i"$"#

"' Q '$'# i&$]T ]$Q# i&$P% P$&# i&$]' O$P& i"$#O

中药高剂量组
O Q "]$'] i#$PO ]$&P i&$OP P$'# i&$P% %$&& i&$PP

"' Q

%$O] i&$PO

**

O$&" i&$]Q

**

"&$O& i&$P'

** Q$&& i"$"P

**

苯那普利组
O Q "%$QO i#$]O P$#% i"$&& ]$QQ i&$P] %$'P i&$]%

"' Q '$'% i&$]O ]$#O i"$&' P$#O i&$O%

O$Q# i"$&&

*

!!注%与模型组及各组比较#

'

Mh&$&%"与同时期各治疗组比较#

*

Mh&$&%""' 天时与苯那普利组比较#

**

Mh&$&% "cEG

O

&I/.1

Q

与

*H\

%

"

呈明显负相关!分别7

"

n &̀$OPQ&7

#

n &̀$]PQ G均h&$&%$"I/.1

#

与*H\

%

"

呈明显正相关#7n&$O%Q#Mh&$&%

T!讨论

现已证实#在(V\发生发展过程中有许多细胞

因子参与#包括促(V\因子如*H\

%

"

和抗 (V\因子

如cEG

O

#可趋化和活化炎性细胞#介导肾小管上皮

细胞向间质细胞转分化#以及刺激细胞外基质蛋白

的合成及降低基质金属蛋白酶的活性和d或增加蛋

白酶抑制剂的合成来促进F?E的沉积+#,

'

I/.1;蛋白是*H\

%

超家族信号传导中一种独

特的信号通道蛋白#同时也是 *H\

%

信号从受体到

核的细胞内传导分子' 目前认为#I/.1

#

属于 (X

I/.1;类#是*H\

%

家族受体激酶的直接底物#是传

导*H\

%

和活化素的信号#可发挥正性调控作用"

I/.1

Q

属于VXI/.1;类#可通过与配体激活后的 V型

受体发生牢固结合#阻止受体对(XI/.1;的磷酸化#

阻断受体激活 (XI/.1;#从而阻断 (XI/.1;信号转

导#发挥负性调控作用+T,

'

拮抗因子cEG

O

也是 *H\

%

"

超家族成员之一#

它可通过维持上皮细胞表型&抑制肾脏上皮细胞的

凋亡&促进F?E的降解&减少多种促炎症因子表达&

增加 I/.1

Q

表达等途径#影响 *H\

%

"

dI/.1;通路的

信号转导#抑制肾纤维化的进展"且与 *H\

%

"

存在

互逆关系#可多方面抵消 *H\

%

"

促肾纤维化作用'

在各种肾脏疾病模型中#cEG

O

治疗具有维持肾组

织结构和功能的重要作用+',

'

中药肾衰泄浊汤是我院长期使用的抗慢性肾衰

竭的临床经验方#可明显降低慢性肾衰竭患者血清

纤维化指标 ![)&UM&G?X

&

&?X

#

$&保护肾功能
+%,

' 本实验结果显示#模型组大鼠肾间质可见 F?E

!

"

&

&

型胶原及 \M$大量沉积#*H\

%

"

&I/.1

#

蛋白

表达显著增加#cEG

O

&I/.1

Q

表达明显降低#应用肾

衰泄浊汤治疗后#可明显上调过低的 cEG

O

&&I/.1

Q

蛋白表达量#减少 *H\

%

"

&I/.1

#

蛋白的表达量#从

而减少F?E的过度沉积#(V\病理程度改善' 尤以

中药高剂量组效果更佳'

通过对本实验结果进行直线相关分析发现#

I/.1

#

与*H\

%

"

呈正相关#可正向调节 *H\

%

"

#促进

肾间质纤维化形成"cEG

O

&I/.1

Q

与 *H\

%

"

呈负相

关#可负向调节*H\

%

"

#抑制肾间质纤维化形成' 由

此我们推断 cEG

O

d*H\

%

"

dI/.1;信号通路中 cEG

O

与*H\

%

"

&I/.1

#

与 I/.1

Q

这两对统一矛盾体的此

消彼长变化#构成了 (V\发生发展中的重要因素'

调节 cEG

O

& I/.1

#

及 I/.1

Q

#阻断 cEG

O

d*H\

%

"

d

I/.1;信号通路可能为该方抗 (V\的作用机理之

一'
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