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摘要： 目的　 探究益肾化湿颗粒对系膜增生性肾小球肾炎 （ＭｓＰＧＮ） 大鼠的肾保护作用及机制。 方法　 ３０只雄性 ＳＤ
大鼠行单肾切除手术， 随机选取其中 ６ 只作为对照组， 其余大鼠经尾静脉注射兔抗 Ｔｈｙ⁃１ 抗体 （２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 复制

ＭｓＰＧＮ模型， 分为模型组、 缬沙坦组 （８􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和益肾化肾颗粒低、 高剂量组 （３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。
造模后实验组灌胃给予相应剂量药物， 对照组和模型组灌胃给予生理盐水， 连续 ６周， 期间观察大鼠一般情况， 分时

段检测 ２４ ｈ尿蛋白水平。 给药结束后， 腹主动脉采血， 检测血清尿素氮 （ＢＮＵ）、 肌酐 （Ｓｃｒ） 水平； 取肾脏， ＨＥ、
Ｍａｓｓｏｎ染色观察肾组织病理形态学， 免疫组化法检测肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 的分布及表达强度， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织

ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ、 ＥＲＫ１ ／ ２及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表

达。 结果　 与模型组比较， 益肾化湿颗粒各剂量组大鼠体质量增速升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２４ ｈ 尿蛋白定量、 ＢＵＮ、 Ｓｃｒ 水
平、 肾小球内核计数、 肾组织纤维化评分、 肾组织 ＴＧＦ⁃β１ ＡＯＤ 值、 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达和 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、
ＦＮ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 益肾化湿颗粒高剂量组和缬沙坦组较益肾化湿颗粒低剂量组更具

优势 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肾化湿颗粒可减轻 ＭｓＰＧＮ大鼠蛋白尿、 病理损伤， 延缓疾病进展， 其机制可能

与下调 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３信号通路， 抑制 ＥＲＫ１ ／ ２磷酸化相关。
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　 　 在我国， 肾小球肾炎仍是引起慢性肾脏病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＫＤ） 的主要原因［１］ 。 系膜增生性肾小球

肾炎 （ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ， ＭｓＰＧＮ） 为

原发性肾小球肾炎最常见的类型［２⁃３］ ， 其以肾小球系膜细胞

增生和细胞外基质积累为主要病理特征， 随着病情发展可

出现肾小球硬化以及肾间质纤维化， 并进一步进展至 ＣＫＤ
乃至终末期肾病［４］ 。

目前， 有关于 ＭｓＰＧＮ的发病原因及进展机制尚未完全

阐明， 有研究指出， 在 ＭｓＰＧＮ大鼠肾组织中， ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达升高［５⁃６］ 。 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄｓ 信号通

路在多种类型肾脏疾病中被认为是驱动肾小球硬化和小管

间质纤维化的关键， 是 ＣＫＤ 进展的核心［７］ 。 ＥＲＫ 作为

ＭＡＰＫ的家族成员之一， 参与细胞的增殖、 分化、 迁移［８］ ，
有学者认为活化的 ＥＲＫ１ ／ ２ 是出现蛋白尿和肾小球硬化的

主要上游中介［９］ 。 因此， 靶向 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄｓ和 ＥＲＫ信号通

路延缓肾脏病进展是 ＭｓＰＧＮ的主要治疗策略。
多项临床研究表明， 益肾化湿颗粒可减轻慢性肾小球

肾炎患者尿蛋白， 具有消肿及延缓肾功能恶化功效， 然而

其分子机制尚未阐明［１０⁃１１］ 。 课题组前期研究发现， 益肾化

湿颗粒可下调 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路降低 ＭｓＰＧＮ大鼠蛋白尿，
同时可延缓肾小球硬化及肾间质纤维化的进展， 具体机制

有待进一步阐明［１２］ 。 本研究旨在建立大鼠慢性抗 Ｔｈｙ⁃１肾
炎模型探究益肾化湿颗粒是否介导 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄｓ ／ ＥＲＫ通路

活化参与 ＭｓＰＧＮ的肾保护作用。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＳＰＦ级别 ＳＤ大鼠 ３０只， ８周龄， 体质量

２００～２５０ ｇ， 购自新疆医科大学动物实验中心 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （新） ２０１８⁃０００２］， 饲养环境为室内温度

２２～２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ， 自由饮水摄食。 本实验

相关操作均通过石河子大学医学院第一附属医院实验动物

伦理委员会批准 ［伦理号 ２０２２伦审 （１５１） 号］。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 益肾化湿颗粒 （规格 １０ｇ ／袋， 国药准

字 Ｚ２００９０２５０， 广州康臣药业有限公司）； 缬沙坦分散片

（规格 ８０ ｍｇ ／片， 国药准字 Ｈ２００９００９２， 鲁南贝特制药有限

公司）。 兔抗大鼠 Ｔｈｙ⁃１多克隆抗体 （货号 ｂｓ⁃０７７８Ｒ， 北京

博奥森生物技术有限公司）； 尿蛋白定量测试盒 （货号

７３１４

２０２３年 １２月
第 ４５卷　 第 １２期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２３
Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １２



Ｃ０３５⁃２⁃１， 南京建成生物工程研究所有限公司）； ＴＧＦ⁃β１
抗体 （货号 ａｂ２１５７１５， 英国 Ａｂｃａｍ公司）； 兔抗 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３
［货号 ａｂｓ１３０９９２， 爱必信 （上海） 生物科技有限公司］；
Ｓｍａｄ２ ／ ３抗体、 ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体、 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
抗体、 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体、 ＨＲＰ⁃山羊抗兔二抗 （货号

ＢＡ１３９５、 ＢＭ４３２６、 ＢＭ４１５６、 Ｍ００５６４⁃３、 Ａ００２２７⁃１、
ＢＭ３８９４， 武汉博士德生物工程有限公司）； 二氨基联苯胺

（ＤＡＢ）、 牛血清白蛋白 （ＢＡＳ）、 ＥＣＬ 发光液、 ＲＩＰＡ 裂解

液、 蛋白酶抑制剂及磷酸化蛋白酶抑制剂 （武汉赛维尔生

物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 高速冷冻

离心机、 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００核酸蛋白定量仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）； 凝胶成像系统 （上海天能科技有限公司）；
酶标仪、 电泳仪、 ＰＣＲ扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及给药　 所有大鼠适应性饲养 １周后在麻

醉下行左肾摘除术， 术前禁食不禁水 １０ ｈ， 术后自由摄食

水。 单肾摘除 １周后随机选取 ６ 只大鼠经尾静脉注射生理

盐水作为对照组， 其余 ２４只大鼠参考文献 ［１３］ 报道， 经

尾静脉注射 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ的 Ｔｈｙ⁃１抗体复制慢性不可逆型大鼠

肾炎模型。 将抗 Ｔｈｙ⁃１ 肾炎大鼠随机分为为模型组、 缬沙

坦 （８􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 组和益肾化湿颗粒低、 高剂量组 （３􀆰 １２５、
６􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６只分笼饲养。 益肾化湿颗粒溶于 ４０ ℃
生理盐水配制成质量浓度为 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ的溶液； 缬沙坦分散

片溶于 ４０ ℃生理盐水配制成质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶

液。 各给药组灌胃给予相应药物， 对照组和模型组灌胃给

予等体积生理盐水， 每天 １次， 连续 ６周。
２􀆰 ２　 一般情况观察　 观察大鼠精神、 活动度、 饮水摄食情

况、 皮毛光泽度及体质量变化。 计算大鼠体质量增速， 公

式为体质量增速＝ （处死前体质量－造模前体质量） ／ ４２。
２􀆰 ３　 尿蛋白定量检测　 造模后第 ７、 １４、 ２８、 ４２ 天， 采用

代谢笼分别收集各组大鼠 ２４ ｈ 尿液， 采用考马斯亮蓝法

（ＣＢＢ） 测定尿蛋白水平。
２􀆰 ４　 血清肌酐、 尿素氮水平检测 　 给药结束后， 腹腔采

血， 离心取血清， 于－８０ ℃冰箱中保存， 采用全自动生化

分析仪检测血清肌酐、 尿素氮水平。
２􀆰 ５　 肾组织病理学检测　 给药结束后处死大鼠， 取右肾称

量湿重， 部分肾组织置于－８０ ℃冰箱冰冻保存； 其余部分

肾组织于 ４％ 多聚甲醛中固定， 脱水、 透明后浸蜡， 石蜡包

埋并切片 （厚度 ３􀆰 ０ μｍ）。 分别对切片进行 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ
染色， 于显微镜下观察并拍照； 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ软件对采集的

图像进行半定量分析， 估计肾小球内细胞核数， 计算蓝色

染色面积并赋分评估肾组织纤维化程度 （蓝染面积≤５％ 记

为 ０分， ５％ ＜蓝染面积≤２５％ 记为 １ 分， ２５％ ＜蓝染面积≤
５０％记为 ２分， ５０％≤蓝染面积＜７５％记为 ３分， 蓝染面积≥
７５％ 记为 ４分）， 每只大鼠至少评估 １０个肾小球。
２􀆰 ６　 免疫组化 （ ＩＨＣ） 染色检测肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 的分布及

表达强度　 石蜡切片常规脱蜡至水， ＥＤＴＡ 微波抗原修复

后磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 冲洗， ３％ 过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２ ） 室

温孵育 １０ ｍｉｎ 清除内源性过氧化物酶活性， ＰＢＳ 冲洗，
ＢＳＡ室温封闭 ２０ ｍｉｎ， 加入 ＴＧＦ⁃β１ 一抗 （１ ∶ ５００）， ４ ℃
孵育过夜， ＰＢＳＴ 冲洗后加入二抗 （１ ∶ ５００）， 室温孵育

３０ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ冲洗后 ＤＡＢ 显色， 自来水冲洗， 复染细胞

核， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 树胶封片， 于光镜下观

察细胞浆或细胞膜出现棕色颗粒沉积为阳性。 将采集图片

参考文献 ［１４］ 报道方法， 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算平均光

密度值 （ＡＯＤ）， 以此评估 ＴＧＦ⁃β１ 染色面积及强度。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ 及

ＥＲＫ１ ／ ２蛋白表达　 取于－８０ ℃冰箱中保存肾组织， 剪取约

５０ ｍｇ放入无酶 ＥＰ 管中， 加入 ＲＩＰＡ裂解液并在预冷研磨机

中充分研磨至悬混液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后取上清

液， 采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度后统一配平为 ２ μｇ ／ μＬ 的蛋

白样品， 水浴锅中煮沸 １０ ｍｉｎ使蛋白充分变性。 取 ５ μＬ样

品经十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 分

离目的蛋白， 转至 ＰＶＤＦ膜， 加入脱脂奶粉或 ＢＳＡ封闭， 加

入 ＴＧＦ⁃β１ （ １ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ （ １ ∶ ５００）、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３
（１ ∶ ５００）、 ＦＮ （１ ∶ １ ０００）、 ＥＲＫ１ ／ ２ （１ ∶ ５００）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
（１ ∶ ５００） 及 ＧＡＤＰＨ （１ ∶ １ ０００） 一抗于 ４ ℃冰箱中摇床孵

育过夜， ＴＢＳＴ溶液洗涤 ３次， 每次 １０ ｍｉｎ， 室温下孵育二

抗 （１ ∶ ５ ０００） ２ ｈ， 清洗后加入 ＥＣＬ发光液并于暗室曝光。
以 ＧＡＰＤＨ为内参， 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组蛋白相对表

达量。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达　 取

于－８０ ℃冰箱中保存肾组织， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，
通过 Ｎａｎｏｄｒｏｐ仪器测定 ＲＮＡ 浓度， 将其反转录为 ｃＤＮＡ，
按照试剂盒说明书配制 ２５ μＬ 反应体系， 进行 ＰＣＲ 扩增，
反应条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ， ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ６０ ℃退火

３０ ｓ， 共循环 ４０次。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参计算各组 ＣＴ 值， 以

２－ΔΔＣＴ法计算 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达。 根据美国国家生物

信息中心 （ＮＣＢＩ） Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ设计引物， 由美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司合成， 序列见表 １。

表 １　 引物序列
基因 序列（５′→３′）

ＴＧＦ⁃β１ 正向 ＴＧＧＧＡＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＡＣＧＴＣ
反向 ＧＧＡＴＣＣＡＣＴＴＣＣＡＡＣＣＣＡＧＧ

ＦＮ 正向 ＡＡＣＣＴＧＴＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＧＡＡ
反向 ＡＣＧＡＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴＣＴＣＣＧＡ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧＣＣ
反向 ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０软件进行处理， 符合正

态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方

差分析， 组间多重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大鼠一般情况　 实验过程中无大鼠死亡。 对照组大鼠

精神状态、 活动性、 皮毛光泽度、 饮食情况以及大小便方面

表现均良好； 模型组大鼠有不同程度的精神状态不佳， 食

量、 活动度及皮毛光泽度下降等情况， 总体体质量增长率较
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对照组稍偏低； 而益肾化湿颗粒各剂量组大鼠随着药物干预

进程， 精神状态、 摄食积极性较前有明显好转， 食量、 活动

度增加。 如表 ２所示， 益肾化湿颗粒各剂量组体质量增长速

率较模型组和缬沙坦组均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ２　 各组大鼠体质量增速比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 体质量增速 ／ ｇ
对照组 ０􀆰 ８２±０􀆰 １９
模型组 ０􀆰 ７４±０􀆰 ３１

益肾化湿颗粒低剂量组 １􀆰 ６０±０􀆰 ３５∗∗＆

益肾化湿颗粒高剂量组 １􀆰 ５６±０􀆰 ３１∗∗＆

缬沙坦组 １􀆰 １１±０􀆰 ３３

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与缬沙坦组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ大鼠 ２４ ｈ尿蛋白定量的

影响　 如表 ３所示， 与对照组比较， 模型组大鼠各时间点

２４ ｈ尿蛋白水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾

化湿颗粒各剂量组和缬沙坦组随着给药时间推移， ２４ ｈ 尿

蛋白水平降低更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾化湿颗

粒低剂量组比较， 益肾化湿颗粒高剂量组和缬沙坦组大鼠

２４ ｈ尿蛋白水平降低更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ 大鼠肾功能的影响　 与

对照组比较， 模型组大鼠血清肌酐、 尿素氮水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 益肾化湿颗粒各剂量组和缬沙坦

组大鼠血清肌酐、 尿素氮水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。

表 ３　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白定量比较 （ｍｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ４２ ｄ

对照组 ２２６􀆰 ３３±８１􀆰 ８３ ２２５􀆰 ４０±７８􀆰 ３５ ２３９􀆰 ８７±５９􀆰 ４１ ２２７􀆰 ２７±７４􀆰 １１
模型组 ５７３􀆰 ０４±８９􀆰 ８０△△ ５２３􀆰 ４５±８４􀆰 １３△△ ５７０􀆰 ６３±１２７􀆰 １８△△ ５７８􀆰 ４２±９３􀆰 ０７△△

益肾化湿颗粒低剂量组 ５４２􀆰 ０５±９８􀆰 ０７ ３９９􀆰 ５７±４０􀆰 ７４∗ ３５０􀆰 ５２±７７􀆰 ９３∗∗ ３２０􀆰 ９１±６５􀆰 ２∗∗

益肾化湿颗粒高剂量组 ５０５􀆰 １３±５６􀆰 ２２ ３３９􀆰 ９９±３１􀆰 ２０∗∗＃ ３０６􀆰 ８０±５７􀆰 ９６∗∗＃ ２８２􀆰 ２５±７０􀆰 ６３∗∗＃

缬沙坦组 ４４５􀆰 ０５±１４８􀆰 ４∗ ３３８􀆰 ７０±５５􀆰 ８４∗∗＃ ２６９􀆰 ５８±６５􀆰 ８７∗∗＃ ２６６􀆰 ９６±７５􀆰 ９９∗∗＃

　 　 注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益肾化湿颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 各组大鼠肾功能比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 血肌酐 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 尿素氮 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

对照组 ２９􀆰 ４５±２􀆰 ３３ ６􀆰 ９６±１􀆰 １８
模型组 ３７􀆰 ９８±１􀆰 ４５△ ９􀆰 １２±１􀆰 ４６△

益肾化湿颗粒低剂量组 ３２􀆰 １５±３􀆰 ２１∗ ７􀆰 １０±０􀆰 ７０∗

益肾化湿颗粒高剂量组 ３１􀆰 ８７±２􀆰 ６９∗ ７􀆰 ６１±０􀆰 ８８∗

缬沙坦组 ３１􀆰 ０２±２􀆰 ５２∗ ７􀆰 １２±０􀆰 ７８∗

　 　 注： 与对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ 大鼠肾组织病理变化的

影响　 如图 １Ａ所示， 对照组大鼠肾小球结构基本正常； 而

模型组大鼠肾组织主要呈现出不同程度且不可逆的系膜细

胞增生及细胞外基质弥漫性增多的病理改变， 部分肾小球

内毛细血管受压、 管腔狭窄， 出现广泛胶原蛋白沉积， 结

合尿蛋白定量结果， 提示本实验慢性 ＭｓＰＧＮ 动物模型复制

成功； 益肾化湿颗粒各剂量组和缬沙坦组大鼠肾组织系膜

细胞及系膜基质异常增殖情况有一定程度的改善。
如图 １Ｂ～１Ｃ所示， 与对照组比较， 模型组大鼠肾小球

内核计数增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 纤维化程度加重 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 益肾化湿颗粒各剂量组和缬沙坦组肾小球

内核计数减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 纤维化程度减轻 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与益肾化湿颗粒低剂量组比较， 益肾化湿颗粒高剂量组和

缬沙坦组肾组织病理损伤缓解效果更佳 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益肾化湿颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ 大鼠肾组织病理变化的影响 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ５　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 分布

及表达强度的影响　 如图 ２、 表 ５所示， 与对照组比较， 模

型组大鼠肾小管上皮细胞胞浆及肾小球系膜区呈现不同程

度的棕色颗粒沉积， ＡＯＤ 值较高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 益肾化湿颗粒各剂量组和缬沙坦组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１
表达强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾化湿颗粒低剂量组比较，

益肾化湿颗粒高剂量组和缬沙坦组大鼠 ＡＯＤ 值较低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
３􀆰 ６　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ 大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ及 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响 　 如图 ３ 所示，
与对照组比较， 模型组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、
ＦＮ及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
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图 ２　 各组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 免疫组化染色 （×２００）

注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益肾化湿颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

缬沙坦组和益肾化湿颗粒各剂量组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益

肾化湿颗粒低剂量组比较， 益肾化湿颗粒高剂量组和缬沙

坦组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ 及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ５　 各组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１ ＡＯＤ 值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＴＧＦ⁃β１ＡＯＤ值

对照组 ０􀆰 １９６±０􀆰 ０１２
模型组 ０􀆰 ４０８±０􀆰 １１７△△

益肾化湿颗粒低剂量组 ０􀆰 ２８７±０􀆰 ０１５∗∗

益肾化湿颗粒高剂量组 ０􀆰 ２２７±０􀆰 ０１３∗∗＃

缬沙坦组 ０􀆰 ２２２±０􀆰 ０１４∗∗＃

　 　 注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

益肾化湿颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ７　 益肾化湿颗粒对慢性 ＭｓＰＧＮ大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ
ｍＲＮＡ表达的影响 　 如表 ６ 所示， 与对照组比较， 模型组

大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 缬沙坦组和益肾化湿颗粒各剂量组大鼠肾组织

ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾化湿颗粒

低剂量组比较， 益肾化湿颗粒高剂量组和缬沙坦组大鼠肾

组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ表降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

随着肾脏病学及肾脏病理学的发展， ＭｓＰＧＮ 的病因机

制越来越明确， 非特异性情况下不再被描述为一种特定的

肾小球疾病， 而是许多肾小球疾病 （如 ＩｇＡ 肾病、 Ⅱ型狼

疮肾炎、 感染后肾小球肾炎、 ＩｇＭ 肾病等） 共通的病理损

伤模式［１５］ 。 因此， 对 ＭｓＰＧＮ 治疗策略的研究可为一众肾
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　 　 　 　 　表 ６　 各组大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达比较（ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

组别 ＴＧＦ⁃β１ ＦＮ

对照组 ０􀆰 １７９±０􀆰 ０１９ ０􀆰 １５３±０􀆰 ０１８

模型组 １􀆰 ００８±０􀆰 １１５△△ ０􀆰 ９９７±０􀆰 １０３△△

益肾化湿颗粒低剂量组 ０􀆰 ５７５±０􀆰 ０５８∗∗ ０􀆰 ５７６±０􀆰 ０９２∗∗

益肾化湿颗粒高剂量组 ０􀆰 ４９４±０􀆰 ０５６∗∗＃ ０􀆰 ４０７±０􀆰 ０４５∗∗＃＃

缬沙坦组 ０􀆰 ４６４±０􀆰 ０６８∗∗＃ ０􀆰 ４０５±０􀆰 ０７２∗∗＃＃

　 　 注： 与对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

益肾化湿颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

小球疾病的治疗提供参考和依据。
临床上， ＭｓＰＧＮ的基线治疗主要是血管紧张素转换酶

抑制剂或血管紧张素受体拮抗剂， 有 ＣＫＤ 进展风险时加用

糖皮质激素、 免疫抑制剂等［１６］ ， 考虑到上述药物的局限

性， 越来越多的学者提倡中西医结合治疗慢性肾小球疾病。
本研究结果显示， 益肾化湿颗粒可降低抗 Ｔｈｙ⁃１ 肾炎大鼠

蛋白尿， 减轻肾小球系膜细胞增殖、 ＥＣＭ 积累、 肾小球硬

化和肾间质纤维化等病理改变， 表明益肾化湿颗粒对

ＭｓＰＧＮ大鼠具有保护作用。
蛋白质能量消耗在 ＣＫＤ患者中很常见， 会随着肾小球

滤过率的降低而逐渐明显［１７］ 。 同时， 肾脏病营养指南表明

低水平的身体质量指数是 ＣＫＤ１⁃５期非透析者及 ＣＫＤ５Ｄ 期

维持性血透患者死亡率升高的因素之一［１８］ 。 益肾化湿颗粒

在临床应用中表现出具有改善患者食欲的作用［１９］ 。 本研究

发现， 益肾化湿颗粒低、 高剂量组大鼠体质量增长趋势较

缬沙坦组、 模型组明显， 推测这与其降低大鼠蛋白尿、 改

善肾功并增加大鼠食欲相关， 而增加体质量或许在一定程

度上有助于延缓疾病进程。
越来越多的研究证实 ＴＧＦ⁃β１ 与肾脏纤维化关系密

切［２０］ 。 在肾脏疾病中， ＴＧＦ⁃β１ 激活经典的 Ｓｍａｄｓ 信号通

路， 在细胞核内调控促纤维分子的转录和翻译， 诱导肌成

纤维细胞激活和 ＥＣＭ 蛋白合成［２１］ 。 本研究发现， 模型组

大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 表达升高， 下游 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３亦呈上调趋

势， 免疫组化显示 ＴＧＦ⁃β１ 集中表达在肾小管上皮细胞和系

膜区， 提示 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓａｍｄｓ 信号通路参与了慢性 ＭｓＰＧＮ 纤

维化进程。 从蛋白和基因层面发现， 益肾化湿颗粒可抑制

抗 Ｔｈｙ⁃１肾炎大鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ＦＮ 的表达。
此外， ＴＧＦ⁃β１ 还可调控非经典信号通路， 如磷脂酰肌醇⁃３
激酶， 丝裂原活化蛋白激酶家族等［２２］ ， 后者主要包括

ＥＲＫ１ ／ ２， ｐ⁃３８和 ＪＮＫ［２３］ 。 ＥＲＫ 信号通路的活化参与肾小

球系膜细胞的增殖及 ＥＣＭ 沉积［２４］ ， 与肾脏纤维化密切相

关［２５］ 。 有研究指出 ＥＲＫ 可磷酸化 Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 连接子

区域残基， 调控 Ｓｍａｄ３ 依赖的基因转录［２６］ ， 提示 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓａｍｄｓ与 ＥＲＫ１ ／ ２之间存在环形信号交互。 本研究发现， 抗

Ｔｈｙ⁃１肾炎大鼠肾组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达升高， 益肾化湿颗粒

可抑制 ＥＲＫ活化， 提示益肾化湿颗粒可下调 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓａｍｄｓ
信号通路， 抑制 ＥＲＫ１ ／ ２磷酸化。

综上所述， 益肾化湿颗粒可改善慢性抗 Ｔｈｙ⁃１ 肾炎大

鼠蛋白尿， 减轻系膜细胞增殖及细胞外基质积累， 增加大

鼠体质量， 延缓肾功能进展， 发挥肾保护作用， 该作用可

能与抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ ＥＲＫ１ ／ ２信号通路的活化相关。
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摘要： 目的　 探讨滋肾育胎丸水提液对雷公藤甲素诱导的卵巢储备功能下降 （ＤＯＲ） 秀丽隐杆线虫生育力的作用及

其机制。 方法　 将年轻成虫期秀丽隐杆线虫随机分为空白对照组、 雷公藤甲素组 （０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ） 和滋肾育胎丸水提液

组 （５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ）。 雷公藤甲素诱导构建秀丽隐杆线虫 ＤＯＲ 模型， 滋肾育胎丸水提液处理 ２４、 ４８ 和 ７２ ｈ 后，
统计后代数目、 ＤＴＣ细胞荧光强度、 凋亡细胞和卵母细胞数目， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ测定卵子发生相关通路基因的 ｍＲＮＡ表达。
结果　 与空白对照组比较， 雷公藤甲素组秀丽隐杆线虫后代数目、 ＤＴＣ 细胞荧光强度和卵母细胞数目均减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡细胞数目升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃４ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提液 １０ ｍｇ ／ ｍＬ组线虫后代数目、 ＤＴＣ细胞荧光强度、 卵母细胞数目

均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡细胞数目降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃４、 ｓｍａ⁃２、
ｓｍａ⁃３ ｍＲＮＡ表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 滋肾育胎丸水提液对雷公藤甲素致秀丽隐杆线虫卵巢储备功能下降有改善

作用， 其可能通过 ＴＧＦ⁃β信号通路抑制细胞凋亡， 促进卵母细胞的发育而提高生育力。
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