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摘要:目的 研究改良地黄散对部分输尿管梗阻(PUUO)大鼠肾间质纤维化作用以及探讨其可能的机制。方法 80只SD大

鼠,随机均分为对照组、模型组、低剂量组、高剂量组,每组20只。高低剂量组、模型组采用腰大肌管包埋法建立PUUO模型,

对照组仅切除左侧肾。高剂量组(2mL/d)和低剂量组(1mL/d)予以改良地黄散煎剂灌胃,对照组和模型组予均给予等量生

理盐水灌胃。分别于建模后4周、8周每组取10只采集血、尿样本,测定各组大鼠血清肌酐(SCr)、尿素氮(BUN)、24h尿蛋白

定量。测量肾组织大小、肾皮质厚度。制备肾组织切片,通过 HE染色、Masson染色,观察各组肾脏病理组织学改变,以及肾

脏纤维化情况。采用免疫组织化学法检测各组大鼠转化生长因子β1(TGFβ1)、结缔组织生长因子(CTGF)、α平滑肌肌动蛋

白(αSMA)在肾组织的表达情况;采用qPCR检测TGFβ1、CTGFmRNA表达。结果 4周时:模型组相大鼠炎性细胞浸润,

局部灶状萎缩坏死,较多胶原纤维化形成。高低剂量组较模型组病理改变不明显,肾间质增宽仅有少许间质纤维化。8周后:

模型组淋巴细胞浸润,肾小球坏死,结构彻底改变。间质纤维增生网状成片。高低剂量组较模型组炎性细胞浸润较轻,胶原

染色较轻淡,高剂量组变化最小。TGFβ1、CTGF、αSMA蛋白平均阳性表达率两个药物治疗组与模型组相比,4周时低剂量

组均无差异,8周时两个药物治疗组均有显著差异(P<0.01)。比较TGFβ1、CTGFmRNA表达时发现,低剂量组4周时与模

型组相比均无差异,8周时高剂量组与模型组相比均有差异(P<0.05)。结论 改良地黄散可能通过影响TGFβ1CTGF信

号通路,下调αSMA的阳性表达,减轻肾纤维化的病理变化,延缓肾纤维化的发展。
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ABSTRACT OBJECTIVE TostudytheeffectofmodifiedRehmanniaRecipeonrenalinterstitialfibrosisinratswithpartialu-
reteralobstruction PUUO andtoexploreitspossiblemechanism METHODS EightySDratswererandomlydividedinto
controlgroup modelgroup lowdosegroupandhighdosegroup n=20  Inthemodelgroup themodelofPUUOwases-
tablishedbylumbarlargemuscletubeembeddingmethod Onlytheleftkidneywasremovedinthecontrolgroup Highdose
group 2mL d andlowdosegroup 1mL d weretreatedwithModifiedrehmanniadecoction thecontrolgroupandthe
modelgroupweregiventhesameamountofnormalsaline Thelevelsofserumcreatinine SCr  ureanitrogen BUN and24
hurinaryproteinweredeterminedineachgroup Bloodsampleswerecollectedfromeachgroupat4thweekand8thweekafter
modeling Measurementofrenaltissuesize renalcorticalthickness Therenalhistopathologicalchangeswereobservedby
stainingwithHEandMasson andtherenalfibrosiswasobserved Theexpressionsoftransforminggrowthfactorβ1 TGF
β1  connectivetissuegrowthfactor CTGF andαsmoothmuscleactin αSMA inrenaltissueweredetectedbyimmunohis-
tochemistry TheexpressionofTGFβ1andCTGFmRNAwasdetectedbyqPCR RESULTS At4thweek inflammatorycell
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infiltration localfocalnecrosisandnecrosiswereobservedinthemodelgroup andmorecollagenfibrosiswasformed Com-
paredwiththemodelgroup thepathologicalchangesofthehighandlowdosegroupwerenotobvious andonlyasmallinter-
stitialfibrosiswaswidened After8weeks modelgrouplymphocyteinfiltration glomerularnecrosis thestructurecompletely
changed Interstitialfibroushyperplasia Inthehighandlowdosegroup theinfiltrationofinflammatorycellswaslighterthan
thatofthemodelgroup thestainingofthecollagenwaslighterandthehighdosegrouphadthesmallestchange Theaverage
positiveexpressionrateofTGFβ1 CTGFandαSMAproteinwasnotsignificantlydifferentbetweenthetwogroupsat4th
weekcomparedwiththemodelgroup Atthe8thweek thetwodrugtreatmentgroupshadSignificantdifference P<0 01  
ComparisonofTGFβ1 CTGFmRNAexpressionwasfoundwhenthelowdosegroup4weekswithmodelgrouphadnodiffer-
encesascomparedtohighdosegroupandthemodelgroupweredifferent P<0 05 ascomparedto8thweek CONCLUSION
 ModifiedrhubarbmayreducetheexpressionofTGFβ1CTGFanddownregulatetheexpressionofαSMA reducethepath-
ologicalchangesofrenalfibrosisanddelaythedevelopmentofrenalfibrosis 
KEYWORDS modifiedrehmanniaeprescription partialureteralobstruction renalinterstitialfibrosis inhibitoryeffect

  全世界慢性肾脏病发病率呈逐年上升趋势[1],
其实质是肾纤维化的发展。多种因素共同参与了肾

脏纤维化的发生与发展,包括炎症细胞浸润、上皮细

胞坏死,细胞外基质增多等[2]。肾纤维化的进展中

涉及炎症及诸多因子的参与,是个复杂的过程。免

疫细胞和肾脏固有细胞产生和分泌促纤维化细胞因

子和生长因子,这些细胞因子可以促进纤维化病

程[3]。其中转化生长因子β1(TGFβ1)能够诱导上

皮细胞分化,刺激成纤维细胞增殖并转分化为肌成

纤维细胞,从而导致α平滑肌肌动蛋白(αSMA)表
达增加[4]。而结缔组织生长因子(CTGF)是TGF

β1的下游信号因子。CTGF在肾组织中含量最高,
其主要作用是刺激纤维母细胞合成ECM,抑制降

解,导 致 ECM 集 聚,并 促 进 组 织 修 复 机 结 构 改

建[5]。临床针对慢性肾病的患者,主要是并发症的

治疗和危险因素的评估,尽量延缓疾病进展[67],目
前无较好的治疗。近些年来中药方剂或有效成分的

提取治疗肾纤维化的研究越来越多,有延缓肾纤维

化的作用[89],前景广阔。本实验中改良地黄散由

《太平圣惠方》收录的地黄散方去升麻、地骨皮、当
归、木通,加用川芎、茅根、车前子而成,具有清热凉

血、养阴生津功效,主治结石碎石术后尿中有血和肾

间质纤维化,具有较好的疗效。方由生地黄30g,川
芎15g,黄芩15g,赤芍15g,茅根15g,车前子15
g,人参6g,生甘草10g组成。实验通过观察肾组

织病理及TGFβ1、CTGF、αSMA的表达,评估改

良地黄散对PUUO模型大鼠肾纤维化的治疗作用,
探讨其影响肾纤维化进展的可能机制。

1 材料与方法

1.1 分组及造模

80只雄性SD大鼠,体质量(250±19)g,南京市

浦口区莱芙养殖场,动物许可证号:SCXK(苏)2014
0004,随机分为4组,分别为对照组、模型组、低剂量

组、高剂量组,每组20只。术前2h紫外线灯照射。
手术方式:①对照组仅切除左侧肾。②模型组和给

药组采用腰大肌管包埋[10]改进法建立PUUO 模

型。步骤为1.5%戊巴比妥钠35mg/kg腹腔注射

麻醉,8%硫化钠腹部脱毛、备皮、消毒。取右侧腰部

切口,显露右侧输尿管上段,将输尿管自肾下极水平

至髂腰血管之间分离出约2.5cm,在其背侧将腰大

肌自肾下极0.5cm水平高度始按输尿管走形钝性

分离出一条深0.5cm,长1cm沟状裂隙,将该段输

尿管置于裂隙底部,间断缝合3针,关闭裂隙,生理

盐水局部清洗,防止粘连。另左腰部1.5cm 长切

口,行左肾切除。术间消毒,术中及术后连续3d肌

肉注射青霉素4万单位预防感染。输尿管进出腰大

肌时形成两个狭窄起到挤压作用,腰大肌蠕动也可

以轻微压迫输尿管。改进型PUUO方法可以有效

模拟临床输尿管结石梗阻致肾纤维化病人,同时造

模时间长,益于发挥中药方剂的功效。

1.2 给药及处理

将药物配成含生药1g/mL的水煎剂,高剂量

组予以改良地黄散煎剂2mL/d灌胃(成人20倍);
低剂量组予以改良地黄散煎剂1mL,并稀释成2
mL/d灌胃(成人10倍);对照组和模型组予均给予

等量生理盐水灌胃,疗程均为4周,8周。各组大鼠

分笼普通饲料喂养,自由饮水。分别于4周,8周后

每组取10只大鼠,24h尿量收集,腹主动脉采血,测
量大鼠质量及右肾长径大小。每组7只大鼠肾脏取

4%多聚甲醛固定标本,脱水、石蜡包埋切片,同时测

量最大肾皮质厚度。每组3只大鼠肾脏液氮保存。

1.3 病理及生化指标观察

各组肾组织切片行常规 HE染色和 Masson染

色。切片中10个不重复视野(×200),观察肾小管

间质病变。血肌酐、尿素氮、24h定量尿蛋白送由江

苏省中西医结合医院检验科全自动生化仪测定。
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1.4 免疫组织化学检测

采用SP法检测TGFβ1、αSMA、CTGF(TGF

β1、αSMA、CTGF抗体购于武汉博士德公司):60
℃恒温箱中烘烤20min,常规脱蜡;PBS冲洗3次,
每次5min;3%H2O2 去离子水孵育10min灭活内

源性过氧化物酶活性;抗原修复;滴加正常山羊血清

封闭液,室温孵育20min,甩去多余液体;滴加一

抗,4℃过夜;PBS冲洗3次,每次5min;滴加二抗,
室温静置1h,PBS冲洗2~3次,每次5min;滴加

SP(室温孵育1h),PBS冲洗3次,每次5min;DAB
显色10min;自来水冲洗10min终止反应;苏木精

复染2min,盐酸酒精分化;常规脱水,封片镜检。
每个肾组织制作3个切片,每个切片5个不连续视

野观察,阳性反应呈棕色。

1.5 qPCR法定量检测TGFβ1、CTGFmRNA
每组3个肾组织,取200mg匀浆,Trizol提取

肾脏组织中总RNA,紫外分光光度计测定浓度与纯

度。按SYBRPremixExTaqTM 试剂盒说明操

作,然后进行PCR反应。反应体系:10×PCR缓冲

液2.5μL,10mmol/LdNTP0.5μL,25mmol/L氯

化镁1.5μL,10mmol/L上、下游引物各0.25μL,10

mmol/L探针0.25μL,TaqDNA 聚合酶1.25μL,

cDNA2μL,再用去离子水补足至25μL。扩增条

件:94℃、2min;94℃、15s,60℃、15s,72℃、15s,

40个循环;72℃、10min。TGFβ1上游引物序列:5'
ACCCCAGGAGCCACCACCTG3',下游:5'GC-
CGCGCCCCGACCATGCTC3';CTGF上游引物序

列:5'ACCCCAGGAGCCACCACCTG3',下游:5'
GCCGCGCCCCGACCATGCTC3';内参βactin上

游引物序列:5'CTGTCCCTGTATGCCTCTG3',
下游:5'ATGTCACGCACGATTTCC3'(引物由

NCBI查询,使用DNAMAN设计,经南京凯基生物

公司合成)。荧光定量PCR读取循环阈值,计算目

的基因2-△△Ct值,以目的基因2-△△Ct值为参数进行

分析。试验重复5次。

1.6 统计学方法

采用SPSS21.0软件进行统计学分析,数据以
x±s表示,P<0.05认为有统计学意义。统计图由

GraphPadPrism7.0绘制而成。

2 结果

2.1 大鼠生化指标

结果见表1。
表1 各组大鼠血肌酐、尿素氮和24h尿蛋白定量比较(x±s,n=10)

组别
血肌酐/(μmol·L-1)

4周 8周

尿素氮/(mmol·L-1)

4周 8周

24h尿蛋白定量/mg
4周 8周

对照组 24.20±2.66 25.40±2.27 6.28±0.35 6.89±0.81 6.10±1.60 7.60±1.26
模型组 41.60±5.21## 57.70±3.06## 9.64±0.36## 20.81±1.46## 25.80±3.43## 53.60±3.69##

低剂量组 41.19±5.19 54.90±1.80 9.23±0.64* 19.96±1.16* 25.40±4.50 50.80±3.65*

高剂量组 39.00±4.59* 53.70±4.22** 9.20±0.67* 19.43±0.96** 23.40±2.80 50.10±3.25*

    注:与模型组相比,*P<0.05,**P<0.01;与对照组相比,##P<0.01。

2.2 大鼠物理指标 结果见表2。
表2 各组大鼠体质量、右肾长径和最大肾实质厚度比较(x±s,n=10)

组别
体质量/g

4周 8周

右肾长径/mm
4周 8周

最大肾实质厚度/mm
4周 8周

对照组 329.20±5.75 414.40±6.96 17.63±0.25 20.61±0.31 5.37±0.15 6.27±0.15
模型组 305.20±5.37##377.50±6.67## 22.29±0.43## 31.02±0.79## 4.48±0.24## 3.60±0.22##

低剂量组 308.90±7.42 384.70±10.88* 22.01±0.67 30.55±0.57* 4.52±0.27 3.70±0.24*

高剂量组 318.20±3.88* 388.90±8.24** 21.47±0.48* 29.19±1.12** 4.57±0.20 3.73±0.25*

     注:与模型组相比,*P<0.05,**P<0.01;与对照组相比,##P<0.01。

2.3 HE染色

4周后对照组肾小管排列整齐,肾小球结构正

常肾间质无异常改变,无纤维组织增生。模型组肾

小管轻度扩张上皮细胞脱落,炎细胞浸润,局部灶状

萎缩坏死。肾小球基本结构改变,球内细胞萎缩。
肾间质增宽,有较多淋巴细胞、巨噬细胞等炎症细胞

浸润小灶性少量分布,较多胶原纤维化形成。两个

药物组小管轻度扩张,上皮细胞肿胀,空泡变性。偶

见坏死肾小球,病理改变不明显。肾间质增宽有少

许间质纤维化。8周后对照组小管排列仍整齐,肾
小球结构基本未变,肾间质偶有少量纤维组织增生。
模型组肾小管弥漫性单核细胞、淋巴细胞浸润,坏
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死。增生的纤维结缔组织替代上皮组织细胞,肾小

球坏死,结晶样沉积,结构彻底改变。间质纤维增生

呈束状、多灶状或网状成片。见图1。

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

4周

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

8周

图1 大鼠肾脏病理变化(HE,×200)

2.4 Masson染色

各组大鼠肾脏组织 Masson染色光学显微镜观

察发现:对照组胶原染色主要位于小管基底膜及其

周围,第8周与第4周相比无显著变化。模型组第

4周即可见胶原纤维紊乱,肾间质增宽胶原纤维化

形成。第8周基膜裸露,肾间质极度紊乱,弥漫性纤

维化形成给药组第4周也可见少量纤维化形成,但
对比模型组程度较轻。第8周也可见肾脏组织内小

管和间质胶原纤维化形成增多,肾间质局灶性纤维

化形成。两个药物组与模型组相比,病理变化较轻。
见图2。

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

4周

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

8周

图2 大鼠肾脏病理变化(Masson,×200)

2.5 改良地黄散对各组大鼠αSMA、TGFβ1及

CTGF蛋白水平的影响

免疫组织化学检测结果显示,αSMA、TGFβ1
和CTGF均沿肾小管间质、小血管壁分布,亦见于

细胞胞浆中。第4周时,模型组αSMA、TGFβ1和

CTGF较两个药物组阳性面积百分比较高,表达染

色较深,对照组表达则较少,颜色比较浅;第8周时,

模型组αSMA、TGFβ1和CTGF广泛表达分布,
与两个药物组相比差异明显,对照组变化则较小。
见图3~6。

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

4周

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

8周

图3 TGFβ1在大鼠肾组织中的分布情况(×400)

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

4周

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

8周

图4 CTGF在大鼠肾组织中的分布情况(×400)

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

4周

 对照组    模型组   低剂量组   高剂量组

8周

图5 αSMA在大鼠肾组织中的分布(×200)

  

TGFβ1           CTGF
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αSMA
注:与模型组相比,*P<0.05,**P<0.01。x±s,n=7。

图6 免疫组织化学阳性表达率

2.6 改良地黄散对各组大鼠 TGFβ1及 CTGF
mRNA水平的影响

与模型组相比,两个药物组TGFβ1和CTGF
mNA表达略低。其中低剂量组与模型组相比,第

4、8周TGFβ1表达均无差异,CTGF第4周时也无

差异。高剂量组与模型组相比,TGFβ1、CTGF第

4、8周时 mRNA表达均有差异(P<0.05)。见图

7。

TGFβ1          CTGF
注:与模型组相比,*P<0.05,**P<0.01。x±s,n=3。

图7 大鼠TGFβ1、CTGFmRNA水平的变化

3 讨论

肾纤维化是各种慢性肾脏病发展为终末期肾脏

病的共同途径[11],而炎症反应是肾间质纤维化早期

启动因素之一[12],未被调控的炎性反应又会促进肾

纤维化的进程[13]。其主要病理特征表现为肾间质

成纤维细胞增生及细胞外基质(ECM)过度沉积[14]。
而αSMA是活化的成纤维细胞的常用蛋白标志

物,参与基质的合成[15]。多种肾脏固有细胞向肌成

纤维细胞表型转分化均有αSMA蛋白表达[16]。抑

制αSMA生成或干扰其作用过程可有效防治肾小

球硬化[17]。肾纤维化的发生涉及诸多信号因子,其
中转化生长因子TGFβ1能直接促进间质成纤维细

胞合成胶原,促进肾小管上皮细胞间充质转化。而

CTGF是TGFβ1的下游信号因子,由TGFβ1诱

导产生[1819],正常肾脏组织 CTGF表达量较少。

CTGF和TGFβ1协同作用,不仅能使肾小球系膜

细胞肥大迁移,还能介导系膜细胞产生胶原蛋白,导

致ECM的沉积[20]。但由于其病理机制复杂,尚无

有效的抗肾纤维化的治疗方法[21]。

PUUO模型致纤维化由 UUO模型改进而来,
其优点是纤维化进展较缓,造模时间长,肾脏病理变

化不如UUO模型急剧,可有效模拟临床结石梗阻

型患者。同时,可以有效体现中药起效时间长的优

势,一般造模后中药灌胃可达数月,充分发挥中药方

剂药性。本研究主要通过改良地黄散影响PUUO
大鼠肾纤维化过程,观察改良地黄散能否下调TGF
β1等促肾纤维化的细胞信号因子释放,抑制肾间

质的炎症反应。实验结果显示,PUUO大鼠肾脏生

理逐步变化,起初上皮细胞脱落,炎细胞浸润,逐渐

肾小管轻度扩张,肾小球结构也发生改变,球内细胞

萎缩。肾间质增宽,最后形成较多胶原纤维化。而

两个药物组虽然也有炎症反应、胶原纤维的形成,但
上皮细胞空泡变性、球内细胞萎缩相对较少,胶原纤

维起初也只有少量形成,纤维化进程较为缓慢,病理

变化较轻。同时高剂量组病理变化较低剂量组干预

效果更加明显。说明改良地黄散可通过抑制炎症细

胞在肾小管和肾间质的聚集,减缓上皮细胞变性萎

缩,延缓PUUO大鼠的肾纤维化病理变化进展。另

外实验中发现αSMA、TGFβ1和CTGF的表达在

不同 小 组 中 有 较 大 的 差 异。4周 时,模 型 组α
SMA、TGFβ1和CTGF较2个药物组表达较高,免
疫组织化学法表达染色较深,对照组表达则很少,颜
色很浅,高低剂量组则可能因治疗药物的干预表达

也相对较少,且高剂量组效果更加明显;第8周时,
模型组αSMA、TGFβ1和CTGF已经广泛表达分

布。而两个治疗组变化不是十分明显,免疫组织化

学阳性面积表达率与模型组相比均有显著差异(P
<0.01)。提示改良地黄散可抑制TGFβ1水平,下
调结缔组织生长因子CTGF,并且减少αSMA的表

达。
生地黄具有清热凉血、益阴生津之功效;黄芩清

热燥湿,凉血安胎,解毒;赤芍除血痹,破坚积;车前

子利尿;茅根凉血止血,诸药配伍对肾纤维化具有良

好的治疗效果。而现代药理研究提示,川芎中的川

芎嗪是从活血化瘀的根茎中提取的生物碱单体,具
有显著抗肾间质纤维化的作用[22]。人参含有多种

有效活性成分具有增强免疫力、抑制血管内皮细胞

增殖、抗炎、抗氧化等作用[23]。黄芩素、黄芩苷则可

抑制炎症反应和诸多炎症介质的释放[2425],芍药根

提取物在抗肝纤维化中能抑制αSMA的表达[26],
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芍药苷能抑制TGFβ1的表达[27]。中医学认为肾

纤维化的病因病机是本虚标实,虚实夹杂:脾肾亏虚

为本,瘀血、湿浊、湿热、毒邪为标。改良地黄散方有

益气补肾,活血化瘀解毒,通腑泄浊等功效,因此对

部分性肾梗阻性所致的肾间质纤维化具有治疗作

用。
本研究中,通过病理观察及相关数据比较,改良

地黄散药物相互配伍发挥药性,可能通过下调TGF
β1CTGF信号通路水平,并减少αSMA蛋白的表

达,改善肾脏纤维化病理变化,影响PUUO模型大

鼠肾间质纤维化的进展,具有较好的治疗效果。
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