
健脾清化方对肾纤维化大鼠肾功能、蛋白尿及肾组织
ColIV表达的影响

陈晛,何立群* (上海中医药大学附属曙光医院,上海 200021)

摘要:目的 探讨健脾清化方对肾切除联合阿霉素诱导局灶节段性肾小球硬化模型大鼠肾功能、蛋白尿及肾组织IV型胶原

(ColIV)表达的影响。方法 建立单侧肾切除合并阿霉素3mg/kg尾静脉2次注射大鼠肾硬化模型,分别予以健脾清化方、

健脾清化方拆方(益气健脾方及清热化湿方)、尿毒清颗粒干预8周。测定用药后各组肾功能及24h尿蛋白定量,实时荧光定

量PCR法测定肾组织ColIV表达水平。结果 模型组与空白组及假手术组相比,血清肌酐、尿素氮、24h尿蛋白定量及肾组

织ColIV表达水平均明显升高(P<0.01)。与模型组相比,健脾清化方组血清肌酐、尿素氮、24h尿蛋白定量及肾组织ColIV
表达水平均明显下降(P<0.01),清热化湿方组血清肌酐及肾组织ColIV表达水平明显下降(P<0.01),尿素氮降低(P<
0.05),尿毒清组尿素氮及肾组织ColIV表达水平明显下降(P<0.01),血清肌酐、24h尿蛋白定量降低(P<0.05),益气健脾

方组各项指标均无明显下降(P>0.05)。结论 健脾清化方能下调肾组织IV型胶原的表达,从而抑制细胞外基质的积聚和

肾小球系膜增殖,发挥抗肾纤维化和保护残存肾功能的效用。其拆方清热化湿方在改善肾功能和肾纤维化方面的疗效与健

脾清化方接近,提示清热化湿类药物是健脾清化方抗肾纤维化的关键。
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ImpactofJianpiQinghuaFangonRenalFunction ProteinuriaandKidneyColIVExpressioninRatswithRenalFibrosis
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatetheimpactofJianpiQinghuaFangonrenalfunction proteinuriaandkidneyColIV
expressioninfocalsegmentalglomerulosclerosisratsinducedbynephrectomycombinedwithadriamycin METHODS The
modeloffocalsegmentalglomerulosclerosiswaspreparedbytheunilateralnephrectomyandthetwoinjectionofadriamycinin

caudalveinofratatadoseof3mg kg ThegastricinfusionwithJianpiQinghuaFang thedisassembledprescriptionofJianpi
QinghuaFangandNiaoduqingCapsulewereadministeredseparatelyfor8weeks Therenalfunctionand24hproteinuriawere

determined TheexpressionofKidneyColIVwasdeterminedbyRealTimeQPCR RESULTS Comparedwithcontrolgroup
andshamoperationgroup levelsofSCr BUN 24hproteinuriaandkidneyColIVexpressioninanimalsofmodelgroupwere
significantlyhigher P<0 01  Comparedwithmodelgroup inthegroupwithJianpiQinghuaFang levelsofSCr BUN 24
hproteinuriaandkidneyColIVexpressiondecreasedsignificantly P<0 01  Comparedwithmodelgroup inthegroupwith
QingreHuashiprescription levelofBUNdecreased P<0 05  whilelevelsofSCrandkidneyColIVexpressiondecreased
significantly P<0 01  Comparedwithmodelgroup inthegroupwithNiaoduqingCapsule levelsofSCrand24hproteinu-
riadecreased P<0 05 whilelevelsofBUNandkidneyColIVexpressiondecreasedsignificantly P<0 01  Comparedwith
modelgroup inthegroupwithJianpiYiqiprescription levelsofSCr BUN 24hproteinuriaandkidneyColIVexpression

unchanged P>0 05  CONCLUSION JianpiQinghuaDecoctioncouldinhibittheaccumulationofextracellularmatrixandthe

proliferationofglomerularmesangiumbyloweringtheexpressionofColIVinkidneytissue Therefore therenalfibrosiswas

relievedbyJianpiQinghuaDecoction andtheresidualrenalfunctionwasprotected ThedisassembledprescriptionQingreHua-
shiprescriptionhastheclosecurativeeffectinimprovingtherenalfunctionandrenalfibrosis promptingherbsofclearingheat
andremovingdampnessisthekeyofJianpiQinghuaDecoctionagainstrenalfibrosis 
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  肾纤维化包括肾小球硬化和肾间质纤维化,其
核心病理机制为细胞外基质(Extracellularmatrix,

ECM)的合成与降解速度之间出现显著落差,各种

胶原、非胶原糖蛋白和蛋白多糖呈现不同程度的过

量沉积,导致肾脏微观和宏观结构发生重构。健脾

清化方从“中气式微、阴火乘土、正虚与湿热浊毒胶

着对垒、三焦壅塞”的角度切入肾衰病机,由李东垣

的补脾胃泻阴火升阳汤化裁而来,益气健脾与清热

利湿相伍,斡旋中土以利下焦开合,刚柔并济以救枢

机乖戾,临床及前期动物研究[12]证实其不仅能改善

慢性肾衰的胃肠道症状,且能有效降低血肌酐、血脂

等客观指标,具有明确的临床应用价值。本研究通

过肾切除联合阿霉素诱导局灶节段性肾小球硬化大

鼠模型,观察健脾清化方对肾功能、24h尿蛋白定量

及肾组织IV型胶原表达的影响,旨在从抑制IV型

胶原合成的角度探讨该方对抗肾纤维化的潜在机制

及主要起效药物,以便为进一步发展该方治疗肾纤

维化提供证据支持和新的思路。

1 材料

1.1 实验动物

雄性SD大鼠56只,2月龄,清洁级,体质量

(200±20)g,由上海中医药大学实验动物中心提供,
在上海中医药大学实验动物中心SPF级喂养,自由

进食和饮水,封闭管理。适应性喂养1周。

1.2 实验药物

健脾清化方及其拆方的制备:健脾清化方,由党

参15g,生黄芪15g,草果仁6g,苍术10g,黄连3
g,制大黄9g组成;益气健脾拆方,由党参15g,生
黄芪15g组成;清热化湿拆方,由草果仁6g,苍术

10g,黄连3g,制大黄9g组成。以上药材购自曙光

医院东院中药房。水煎浓缩为含生药2g/mL的药

液。
尿毒清颗粒,购自广州康臣药业有限公司。

1.3 试剂

血清肌酐、尿素氮、尿蛋白定量试剂盒,购自南

京建成生物工程研究所。Trizol试剂盒、逆转录试

剂盒试剂盒,购自加拿大Fermentas公司。PCR试

剂盒、聚合酶链反应引物购自日本TaKaRa公司。

2 方法

2.1 造模及分组方法

取8只大鼠为正常组,其余48只(其中8只为

假手术组)制作单侧肾切除联合阿霉素诱导局灶节

段性肾小球硬化模型,假手术组除不结扎血管且不

切除左肾。手术1周后造模组尾静脉注射阿霉素溶

液3mg/kg,4周后造模组再进行第2次尾静脉注射

阿霉素溶液3mg/kg,假手术组注射同等体积的生

理盐水。以血肌酐显著高于正常组为模型成功的标

志(P<0.05),然后根据血肌酐值分为5组(包括模

型组、健脾清化方组、益气健脾组、清热化湿组、尿毒

清组,每组8只),使实验各组间血肌酐无显著性差

异(P>0.05)。

2.2 药物干预方法及标本采集

正常组、假手术组、模型组分别喂以固定动物饲

料和自来水。健脾清化方组、益气健脾组、清热化湿

组分别以100g大鼠对应治疗药液0.5g,每日灌胃

1次,尿毒清组以100g大鼠给予尿毒清颗粒0.5g,
每日灌胃1次,连续8周后处死。代谢笼留24h
尿,无菌取血,切除肾脏,置于低温冰箱中冷冻保存。

2.3 观察指标

每日观察大鼠一般状态,有无精神萎靡、少动、
厌食、毛发光泽、腹泻、体质量下降等表现;血清肌酐

采用除蛋白苦味酸比色法测定,尿素氮采用脲酶法

测定,24h尿蛋白定量采用考马斯亮蓝法测定;大鼠

肾组织IV型胶原采用实时荧光定量PCR法测定,
用美国AB公司的StepOnePlusTM 实时荧光定量

PCR仪,步骤参照试剂盒说明书及PCR仪使用说

明书。

2.4 统计学方法

采用SPSS18.0软件进行统计学分析,计量资

料数据用x±s表示,各组间比较采用单因素方差

分析,P<0.05为有统计学意义。

3 结果

3.1 一般情况观察

正常组、假手术组大鼠精神状态良好、活动自

如、毛色有光泽,未见饮食减少、腹泻,体质量随时间

推移逐渐增加;尾静脉注射阿霉素后,模型组、益气

健脾组分别有2只死亡,健脾清化方组、清热化湿

组、尿毒清组分别有1只死亡,模型组和各治疗组大

鼠均有不同程度的精神萎靡、运动减少、厌食、毛发

杂乱无光泽、体质量减轻和腹泻等表现,其中模型组

及益气健脾组以上症状较重,而健脾清化方组、清热

化湿组、尿毒清组上述症状则较轻。
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3.2 血清肌酐(Scr)、尿素氮(Bun)、24h尿蛋白定

量测定结果比较

结果见表1。造模成功后第8周,假手术组大

鼠血清Scr、BUN及24h尿蛋白定量水平较正常组

无明显差异;模型组血清Scr、BUN及24h尿蛋白

定量水平较正常组均明显升高(P<0.01);与模型

组相比,健脾清化方组血清Scr、BUN及24h尿蛋

白定量水平明显下降(P<0.01),清热化湿组Scr明

显下降(P<0.01),BUN降低(P<0.05),24h尿蛋

白定量水平变化则不明显,尿毒清组Scr、24h尿蛋

白定量水平降低(P<0.05),BUN明显下降(P<
0.01),益气健脾组各项指标均无明显下降(P>
0.05)。

表1 各组大鼠造模后8周Scr、Bun、24hUpr定量测定结果比较(x±s)

组别 n Scr/(μmol·L-1) Bun/(mmol·L-1) 24hUpr/mg
正常组 8 43.80±15.28 5.71±1.42 8.71±4.72

假手术组 8 45.41±18.72 5.31±0.57 7.85±3.69
模型组 6 378.55±97.03** 20.24±4.05** 64.43±21.34**

健脾清化方组 7 184.17±90.89△△ 13.05±4.82△△ 48.27±2.65△△

益气健脾组 6 334.57±150.37 17.17±3.83 60.44±12.69
清热化湿组 7 212.09±59.02△△ 14.62±4.82△ 57.05±13.39
尿毒清组 7 253.96±109.06△ 12.38±5.91△△ 49.30±7.00△

           注:与正常组比较,**P<0.01;与模型组比较,△P<0.05,△△P<0.01。

3.3 肾组织ColIV表达水平测定结果比较

造模成功后第8周,假手术组肾组织ColIV表

达水平较正常组无明显差异;模型组肾组织ColIV
表达水平较正常组明显升高(P<0.01);各治疗组

中,健脾清化方组、清热化湿组、尿毒清组肾组织

ColIV表达水平较模型组均明显降低(P<0.01),
而益气健脾组则无明显下降(P>0.05)(表2)。图

1、图2为ColIV溶解曲线及内参GAPDH溶解曲

线。

表2 各组大鼠肾组织ColIV相对表达水平比较(x±s)

组别 n ColIV
正常组 8 0.05±0.003

假手术组 8 0.05±0.008
模型组 6 0.30±0.015**

健脾清化方组 7 0.12±0.016△△

益气健脾组 6 0.28±0.023
清热化湿组 7 0.15±0.011△△

尿毒清组 7 0.17±0.006△△

  注:与正常组比较,**P<0.01;与模型组比较,△△P<0.01。

图1 ColIV溶解曲线

图2 GAPDH溶解曲线

4 讨论

4.1 健脾清化方组方思路的理论依据

肾纤维化在传统医学里并没有严格对应的病

证,根据其临床表现,包含在“关格”、“癃闭”、“肾
劳”、“水肿”、“哕逆”诸症范畴之中,病机多责之于

虚、湿、痰、瘀、浊、毒。脾土学派巨擘李东垣曾有“火
与元气不两立,一胜则一负,脾胃气虚则下流于肾,
阴火得以乘土位”的论述[3],提示由于脾胃“中气式

微”引起“阴火乘土、正虚与湿热浊毒胶着对垒、三焦

壅塞”致肾纤维化的病机路径。对于并非脾气虚弱

引起的肾纤维化,由于湿浊内停,上干脾胃,中焦失

运,最终亦难免脾胃受伐,中气日消。故无论作为病

因还是结果,脾胃气虚在肾纤维化病程中长期存在,
由于脾虚运化水湿失权,故湿浊留滞,湿邪久蕴化

热,则湿热二邪交错缠绵,故健脾清化方从“脾”论治

肾纤维化,以黄芪、党参甘温以益气培土,黄连、大黄

苦寒以直折热毒,草果仁、苍术辛燥以搜荡湿浊,使
邪去正安,此其一也;肾纤维化虽然病位在肾,且肾
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虚亦是肾纤维化之常见病机之一,但是肾如“薪火”、
脾如“鼎釜”[4],先天之本需要后天滋养方能生化无

穷,同时,由于肾纤维化患者中焦不利,故益肾气则

易壅滞气机,养肾阴则滋腻碍胃,常常虚不受补,而
调理脾胃则避开了这一弊端,使脾气健旺得以散精,
来实现对肾的濡养支援,故健脾清化方取道中焦以

济下焦,看似不补肾而实为补肾,此其二也;中焦为

气机枢纽,司一身之升降开合,可升清降浊,肾纤维

化患者常表现为蛋白精微不摄而水浊潴留,恰与中

焦气机乖戾、升清降浊功能失常完全契合,《素问》有
云“出入废则神机化灭,升降息则气立孤危”[5],故正

如名医刘渡舟所指出的“要给肾脏松绑,开其郁,利
其气,恢复其升降出入的能动作用”[6],“松绑”的关

键就是恢复中焦气化枢纽的正常运行,故健脾清化

方斡旋中土气机,健脾以升清,清热化湿以降浊,重
新建立人体升降秩序,使下焦肾的活动开合有度,逐
渐走向正轨。

从该实验结果可以发现,健脾清化方组在肌酐

及24h尿蛋白定量水平上与模型组有明显差异(P
<0.01),而临床常用药物尿毒清在这2项指标上与

模型组比较仅为有差异(P<0.05),该结果从动物

实验方面验证了该方组方的合理性和科学性。

4.2 健脾清化方的主要起效药物

根据肾纤维化正虚邪实交杂的特点,目前此领

域的复方多以扶正祛邪为主,有学者指出扶正药物

和清热解毒化湿药物对改善氮质血症、修复受损的

肾组织均有不同程度的贡献,但对于2类药物之间

效果比对尚缺乏明确的实验研究[7]。本实验从探索

2类药物的治疗权重入手,设立健脾清化方的拆方,
将益气健脾与清热化湿药物分开,并与其它治疗组

进行对照,结果显示,益气健脾方组血清肌酐、尿素

氮、24h尿蛋白定量及肾组织ColIV虽有不同程度

的下降,但与模型组比较无明显统计学差异,组内大

鼠的一般情况也与模型组类似;反观清热化湿方组,
虽然24h尿蛋白定量较模型组亦无明显改变(P>
0.05),但血清肌酐、尿素氮及肾组织ColIV水平较

模型组明显下降(P<0.01,P<0.05),疗效与健脾

清化方接近。该结果提示,清热化湿药物对于纠正

氮质血症、改善肾纤维化指标的作用更加直接和显

著,而益气健脾药物在该方中则扮演从属角色。究

其原因,清热利湿药物能够降低炎症因子IL6、IL
8、TNFα的表达[8],并能抑制TGFβ1和增加内源

性的HGF[9],故能明显抑制炎症反应,减轻肾脏损

害,而益气健脾药物仅能通过诱导 HGF的高表达

来实现对TGFβ1的间接抑制[10],故抑制炎症反应

和减轻肾脏损害的作用较弱。在将来进一步的研究

设计中,可以适当提高方内清热化湿药物的剂量和

数量,以期提高延缓或逆转肾纤维化的功能,使肾病

患者最大程度地获益。

4.3 健脾清化方抗肾纤维化的机制

IV型胶原属于典型的基底膜胶原,作为基底膜

中主要的胶原蛋白,它构建着肾小球基底膜的支架。

IV型胶原可由活化的肾小球系膜细胞、内皮细胞、
上皮细胞、肾小管上皮细胞等合成和分泌,各种因素

激发其过度表达将直接引起肾小球系膜进行性增殖

和积聚[11],从而将肾小球硬化和肾间质纤维化不断

推向深入,故IV型胶原是反映肾纤维化的重要指

标。研究表明,与肾内细胞合成胶原有关的主要细

胞因子有TGFβ、结缔组织生长因子(CTGF)、血小

板源性生长因子(PDGF)[1213]等,而肾脏固有细胞

损伤是以上各种细胞因子分泌增加的根本原因,因
此,通过消除或减轻各种导致肾脏细胞损伤的因素

便可降低IV型胶原的合成。过量的尿蛋白作为肾

脏病的众多的独立危险因素之一[14],其在系膜区的

聚集可引起系膜细胞损伤,导致系膜基质合成增加

以及系膜增生,从而产生肾小球硬化,故与肾纤维化

以及进行性肾功能丧失密切相关[15],控制蛋白尿是

抑制IV型胶原等ECM 积聚的合理途径。本实验

研究表明,健脾清化方、尿毒清颗粒均能不同程度地

降低肾纤维化大鼠肾组织的IV型胶原的表达水平

(P<0.01),而24h尿蛋白也同时降低(P<0.01,P
<0.05),提示健脾清化方可能通过降低尿蛋白而减

轻肾脏固有细胞的损伤,从而下调相关细胞因子的

过度表达,减少IV型胶原合成,抑制细胞外基质的

积聚和肾小球系膜增殖,发挥抗肾纤维化和保护残

存肾功能的效用。
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