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摘要:目的 观察六味地黄汤合黄连解毒汤对糖尿病肾病大鼠血清肿瘤坏死因子(TNF􀆼α)、白介素􀆼17(IL􀆼17)、血管内皮生长

因子(VEGF)、C反应蛋白(CRP)表达的影响,探讨其对糖尿病肾病大鼠的肾脏保护作用及其机制。方法 SD雄性大鼠60
只,随机选取10只作为正常对照组,余下的50只采用链脲佐菌素腹腔注射(35mg/kg)+高热量饮食喂养方法制作糖尿病肾

病大鼠模型,造模成功后随机分为模型组、六味地黄汤合黄连解毒汤组、罗格列酮组,分别灌胃给药12周,比较各组大鼠空腹

血糖(FBG)、血甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、空腹胰岛素(FINS)、血肌酐(Scr)、尿素氮(BUN)、尿蛋白/尿肌酐的水平,测定

血清CRP、TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF含量,观察肾脏病理变化。结果 与糖尿病肾病模型组比较,六味地黄汤合黄连解毒汤组的

FBG、TG、TC、Scr、BUN、尿蛋白水平均明显降低(P<0.05),血清TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP含量下降(P<0.05),肾组织病

理损伤明显减轻(P<0.05)。结论 六味地黄汤合黄连解毒汤能够减少蛋白尿,改善肾功能,减轻肾脏病理损害,其作用机制

可能与其降低糖尿病肾病大鼠血清炎性因子TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToobservetheeffectofLiuweiDihuangcombinedwithHuanglianJieduDecoctionontheexpres-
sionofserumtumornecrosisfactor􀆼α TNF􀆼α  interleukin􀆼17 IL􀆼17  vascularendothelialgrowthfactor VEGF andCre-
activeprotein CRP indiabeticnephropathyrats andtoinvestigatetheprotectiveeffectonrenalfunctionanditsmechanism 
METHODS 10SDratswererandomlypickedtoformnormalcontrolgroupandtheleft50ratswereinducedintodiabeticne-

phropathymodelbyintraperitonealinjectionofstreptozotocin 35mg kg andfedwithhighcalorieforage thenrandomlydi-
videdinto3groups modelgroup LiuweiDihuangcombinedwithHuanglianJieduDecoctiongroup androsiglitazonegroup 
TheeffectsofLiuweiDihuangcombinedwithHuanglianJieduDecoctiononserumlevelsofglucose insulin triglyceride total
cholesterol creatinine bloodureanitrogen BUN  CRPandurinaryproteinwereobserved Theexpressionoftheserum
TNF􀆼α IL􀆼17andVEGFwereexaminedandthekidneysweredeterminedtoobservetherenalpathologicalchanges RESULTS
 Comparedwiththemodelgroup levelsofserumglucose insulin triglyceride totalcholesterol creatinine BUN CRPand
urinaryproteinintheLiuweiDihuangcombinedwithHuanglianJieduDecoctiongroupsignificantlydecreased theserumTNF
􀆼α IL􀆼17andVEGFlevelsalsodecreased whilethekidneyorganizationpathologydamagewasreducedobviously CONCLU-
SION ThetreatmentfordiabeticnephropathyratswithLiuweiDihuangcombinedwithHuanglianJieduDecoctioncouldlead
tothedecrementofurinaryprotein improvementofrenalfunctionandreductionofrenalpathologydamage andthemecha-
nismmightrelatedtoitsactionininhibitionextraexpressionofTNF􀆼α IL􀆼17 VEGF CRPindiabeticnephropathyrats 
KEYWORDS LiuweiDihuangDecoction HuanglianJieduDecoction diabeticnephropathy inflammatoryfactors

  中医学将糖尿病归属为消渴范畴,认为其病机

主要是“阴虚为本,燥热为标”。根据传统中医理论,
补肾养阴是治本,清热润燥是治标,将六味地黄汤和

黄连解毒汤组成复方(养阴清热方YYQR),则标本
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兼治,可起到协同作用,从而达到更好的疗效。关于

六味地黄汤合黄连解毒汤防治糖尿病肾病的临床和

实验研究,国内、外均未见报道。

1 材料与方法

1.1 实验动物及饲料

清洁级雄性SD大鼠60只,体质量(200±20)

g,购自苏州大学动物实验中心。高热量饲料由基础

饲料、奶粉、蔗糖、炼猪油、鸡蛋按63∶4∶30∶20∶
2的比例混合而成。

1.2 药物和试剂

养阴清热方是由六味地黄汤和黄连解毒汤组成

的复方,由熟地黄、山茱萸、山药、茯苓、泽泻、丹皮、
黄连、黄芩、黄柏、栀子等组成,其药材均购于苏州大

学附属第一医院中药房并由其煎药室煎制,水煎浓

缩成含生药2g/mL,置4℃冰箱保存备用。马来酸

罗格列酮(文迪雅)为天津葛兰素史克有限公司产

品,临用前用5%羧甲基纤维素钠溶液配制成0.2g/

L的混悬液。链脲佐菌素(STZ)购自美国Sigma公

司,临用前以pH4.2的0.1mol/L柠檬酸􀆼柠檬酸钠

缓冲液配制成1%的STZ溶液;血糖测定仪及试纸

由强生公司提供;血清胰岛素(INS)放免试剂盒购

于北方生物技术研究所。TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF检

测(ELISA)试剂盒购自美国eBioscience公司。

1.3 动物分组和处理

随机抽取10只大鼠作为正常对照组(NOR),
其余50只按如下方法造模:予高热量饲料喂养2周

后,禁食不禁水10h后,腹腔内注射STZ溶液35
mg/kg体质量,72h后尾静脉采血用强生血糖仪测

血糖,随机血糖大于16.65mmol/L以上者确定为

糖尿病大鼠模型,改喂高热量饲料。造模4周时留

取24h尿,若达到下列条件即认为糖尿病肾病成

立:①空腹血糖持续>16.65mmol/L;②尿白蛋白

排泄率>20μg/min;③尿量是正常量的150%。再

将糖尿病肾病大鼠随机分为模型组(MOD)、罗格列

酮组(ROM)和养阴清热组(YYQR)。养阴清热组

按成人剂量的5倍(10g/kg)灌服黄连解毒汤合六

味地黄汤煎液[1];罗格列酮组按成人剂量的5倍灌

服马来酸罗格列酮混悬液(0.4mg/kg);正常组和模

型组均灌服等容积的饮用水。均于每日上午灌胃1
次(容积约0.5mL/100g体质量),连续给药12周。
除正常对照组喂以常规饲料外,其余各组均喂以高

热量饲料。给药11周时用金属代谢笼收集24h
尿,记取尿量(24h􀆼UV)后取5mL,2000r/min离

心5min,将上清保存于-80℃冰箱,1周内进行检

测。给药12周后禁食10~12h,3%水合氯醛(300
mg/kg体质量)腹腔内注射麻醉,经腹主动脉取血,

30min内分离血清,置-80℃冰箱保存,1周内进

行检测。之后处死大鼠,切取部分肾组织在10%福

尔马林中固定用于常规病理检测。

1.4 观察指标及检测方法

1.4.1 血、尿生化指标

用全自动生化分析仪检测尿蛋白、尿肌酐,计算

尿蛋白/尿肌酐(UACR)。全自动生化分析仪检测

空腹血糖(FBG)、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、
血肌酐(Scr)、尿素氮(BUN)、C反应蛋白(CRP)等。
空腹胰岛素采用放射免疫法测定。

1.4.2 TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF
采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各组血清

TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF水平。

1.4.3 肾组织病理学

观察肾组织在10%福尔马林中固定24h,用

75%、85%、95%、100%乙醇梯度脱水,二甲苯透明,
浸蜡,石蜡包埋。常规病理切片,行 HE染色,光学

显微镜观察。

1.5 统计学分析

数据统计应用SPSS17.0统计软件完成,所有

数据均用􀭺x±s表示,多组间比较用方差分析,两两

间比较用t检验,以P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 动物的一般状况

大鼠注射STZ后,血糖升高,明显多饮多食多

尿,体质量下降或增长缓慢,毛色晦暗无光泽,精神

萎靡。正常对照组无糖尿病症状,血糖在3.2~6.5
mmol/L之间,生长发育良好。其中6只因血糖过

高、脱水或感染等原因死亡,8只未达到造模标准予

剔除。最终完成实验的大鼠分别为正常对照组10
只,糖尿病肾病模型组12只,养阴清热组12只和罗

格列酮组12只。治疗组经治疗后,诸症较模型组有

所减轻,反应较灵敏,各治疗组间无明显差异。

2.2 对大鼠糖脂代谢的影响

与正常组相比,模型组空腹血糖明显升高(P<
0.01),甘油三酯和血胆固醇亦明显升高(P<0.05);
经治疗后,罗格列酮和养阴清热方组的空腹血糖、总
胆固醇及甘油三酯均明显下降(P<0.05,P<0.
01),2治疗组无显著性差异。各组空腹胰岛素无明

显异常(P>0.05)。结果见表1。
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表1 各组大鼠空腹血糖、胰岛素、血清总胆固醇、甘油三酯结果的比较(􀭺x±s)

组别 n FBG/(mmol·L-1)FINS/(μU·mL-1) TC/(mmol·L-1) TG/(mmol·L-1)
正常组 10 5.04±0.43 31.50±13.15 1.65±0.23 0.92±0.20
模型组 12 16.97±7.67△△ 33.81±20.66 2.29±0.12△ 1.85±0.36△

ROM组(0.4mg/g)12 9.35±1.42△△** 33.33±18.77 1.72±0.41△* 1.26±0.14△*

YYQR组(10g/kg)12 10.40±1.20△△** 31.76±14.62 1.79±0.25△* 1.24±0.16△*

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

2.3 各组大鼠24h尿量及尿蛋白/尿肌酐比值、血
肌酐、尿素氮比较

与正常组相比,模型组及罗格列酮、养阴清热方

治疗组的大鼠24h尿量、尿蛋白/尿肌酐比值、血肌

酐和尿素氮均明显增高(P<0.01);与模型组相比,

养阴清热组和罗格列酮组的24h尿量、尿蛋白/尿肌

酐比值、血肌酐和尿素氮有明显下降(P<0.05,P<
0.01);养阴清热组和罗格列酮组之间差异无统计学

意义(P>0.05)。结果见表2。

表2 各组大鼠24h尿量及尿蛋白/尿肌酐比值、血肌酐、血尿素氮比较(􀭺x±s)

组别 n 24h􀆼UV/mL UACR/(μg·mg-1)BUN/(mmol·L-1) Scr/(μmol·L-1)
正常组 10 20.10±8.2 16.46±3.25 5.03±0.06 49.60±12.22
模型组 12 70.22±12.5△△ 76.42±17.32△△ 16.51±0.53△△ 96.84±10.20△△

ROM组(0.4mg/g)12 42.32±10.2△△* 60.53±12.20△△* 12.26±0.15△△** 70.08±15.16△△**

YYQR组(10g/kg)12 40.40±8.5△△* 63.20±20.25△△* 8.22±0.31△△** 68.12±10.35△△**

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

2.4 各组大鼠血清TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP水

平的比较

与正常组相比,模型组及罗格列酮、养阴清热方

治疗组血清TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP的水平均明

显增高(P<0.01);与模型组相比,罗格列酮、养阴

清热方治疗组血清TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP的水

平均明显降低(P<0.05);罗格列酮组与养阴清热

组无明显差异(P>0.05)。结果见表3。

表3 各组大鼠血清TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP水平的比较(􀭺x±s)

组别 n TNF􀆼α/(ng·mL-1)VEGF/(pg·mL-1)IL􀆼17/(ng·mL-1) CRP/(mg·L-1)
正常组 10 3.08±0.79 85.47±9.42 1.63±0.60 1.02±0.22
模型组 12 6.90±1.34△△ 189.94±42.35△△ 4.47±1.19△△ 17.23±2.16△△

ROM组(0.4mg/g)12 5.80±0.75△△* 144.51±30.66△△* 2.97±0.70△△* 13.09±1.31△△*

YYQR组(10g/kg)12 5.71±1.23△△* 121.81±25.12△△* 2.76±0.65△△* 11.12±0.69△△*

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

2.5 肾组织病理改变

HE染色光镜下观察正常组大鼠肾脏肾小球结

构完整,系膜基质无明显改变,肾小球毛细血管基底

膜、系膜细胞数量无明显改变,未见肾小球肥大;模
型组大鼠肾脏肾小球肿胀明显,肾小球毛细血管基

底膜增厚,系膜区增宽,肾小管水变性明显;罗格列

酮与养阴清热方治疗组均有不同程度的病理改变,
但与模型组相比较轻,表现为肾小球轻度的肥大,少
量的系膜细胞和基质的增多,肾小管水变性不明显,
各组间无明显区别。见图1。

正常对照组

模型对照组
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罗格列酮组

养阴清热方组

图1 各组肾组织病理改变(HE,×400)

3 讨论

我们在临床实践中发现,在辨证的基础上,应用

六味地黄汤合黄连解毒汤加减治疗糖尿病肾病早期

病变,不仅有较好的肾脏保护作用,降糖效果也较明

显。目前临床应用的噻唑烷二酮类药物罗格列酮,
属于PPAR􀆼γ激动剂,几项研究均表明它能通过非

降糖途径延缓 DN肾小球硬化的进展并保护肾功

能,其作用机制至少部分是通过抑制炎症因子表达

实现的[2]。本实验将黄连解毒汤和六味地黄汤组成

复方,即养阴清热方,遵循糖尿病“阴虚为本,燥热为

标”之病机,选药严谨,理法分明,通补并用,标本兼

顾,既解糖尿病的燥热之症,又去阴虚之本,共奏清

热养阴之功。
本实验中,正常组大鼠一般状态良好,毛色光

泽,反应灵敏,体质量增加。DN模型组大鼠出现明

显的多饮、多食、多尿,消瘦,精神萎靡、反应迟钝、皮
毛枯槁等。养阴清热方组大鼠在12周的干预治疗

后,一般状况较模型组明显好转,说明了养阴清热方

对DN的临床症状有很好的改善作用。
本实验观察到,与正常大鼠比较,模型组大鼠空

腹血糖、血总胆固醇、甘油三酯明显升高,表现出高

血糖、高血脂的特点。高血糖持续存在,葡萄糖可与

氨基酸及蛋白质发生非酶糖基化反应[3],生成不可

逆的晚期糖基化终末产物(AGEs),AGEs使肾小球

发生一系列功能和形态改变。脂代谢紊乱是糖尿病

重要病理特点之一,高脂血症的肾损害研究提出的

“脂质肾毒性”假说认为:高脂血症时血中低密度脂

蛋白胆固醇(LDL)可中和肾小球基底膜(GBM)上所

带的负电荷,造成GBM 阴离子屏障功能受损,致其

通透性增加,同时刺激系膜细胞增生,系膜基质增

宽;HDL在肾小管和肾间质沉积,尤其在远曲小管,
导致小管间质病变[4],因此早期干预脂代谢异常可

阻止肾脏损伤的发生和发展。另根据本实验观察,
模型组空腹血糖显著升高,但空腹胰岛素升高并不

明显,说明此模型还具有胰岛素分泌相对不足的特

点。本实验结果表明,养阴清热方能明显改善糖尿

病肾病大鼠的糖脂代谢紊乱,进而减轻糖尿病肾损

害。
蛋白尿是DN最常见的表现之一,它与DN的

严重程度和病情进展密切相关。尿蛋白与肌酐比值

测定是近年来用于监测尿蛋白排出情况的一种新的

可靠方法,能够可靠的反映24h尿蛋白量,可以替代

24h尿蛋白定量的传统方法,结合24h尿量变化,对
于DN的预后和药物疗效的评定具有重大意义。本

实验中,与正常组相比,模型组及养阴清热方、罗格

列酮组尿蛋白肌酐比值均升高,尿量明显增多,同时

血肌酐、尿素氮明显升高,HE染色光镜下观察模型

组大鼠肾脏肾小球增大,毛细血管基底膜增厚,肾小

球系膜细胞增生,系膜基质增多,系膜区增宽;与模

型组相比,养阴清热方组、罗格列酮组尿蛋白肌酐比

值、尿量、血肌酐、尿素氮均下降,光镜下病理变化较

模型组明显减轻;养阴清热方组与罗格列酮组之间

无显著差异,说明养阴清热方能够显著降低DN大

鼠的尿蛋白,保护肾功能,减轻病理变化,延缓肾脏

损害。
大量实验都证实炎性细胞因子在糖尿病肾病发

病机制中的作用涉及肾小球血流动力学改变、细胞

外基质代谢、细胞增殖和肥大等诸多方面,可以引起

肾脏慢性炎症,因此在肾病治疗过程具有重要意

义[5]。在高血糖状态下,可刺激肾脏局部释放肿瘤

坏死因子􀆼α(TNF􀆼α),后者可诱导β细胞膜主要组织

相容性复合体(MHc􀆼I)和 MHC􀆼Ⅱ抗原表达,激活

T辅助细胞,触发胰岛β细胞自身免疫反应,进一步

加重高血糖,促进DN的发展[6]。研究表明[7]TNF􀆼
α能刺激肾小球系膜细胞产生氧自由基,从而使过氧

化脂质代谢产物增多,造成细胞内膜损伤;促进肾小

球系膜细胞合成前列腺素(PG)、CAMP和DNA,增
加细胞外基质(胶原、纤维连接蛋白和糖蛋白)分泌,
改变系膜细胞的形态和结构;作为中介物,TNF􀆼α能

减少血浆溶酶原激活物的合成,导致肾小球毛细血

管内血栓和纤维索样物质的生成,直接引起肾小球

结构和功能异常。TNF􀆼α可增加系膜细胞IL􀆼6、IL􀆼
8mRNA的转录,刺激系膜细胞增殖[8],从而引起肾
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脏固有细胞增殖并刺激其表达粘附分子和过多的细

胞外基质及其他炎症介质,直接损伤肾脏系膜细胞。
因此TNF􀆼α在 DN的发生、发展过程中起重要影

响。

IL􀆼17是目前新发现的由CD4记忆 T淋巴细

胞、CD8细胞、嗜酸性粒细胞等多种细胞分泌的一种

细胞因子,其强大的招募中性粒细胞的独特之处及

促进多种细胞因子释放的作用,被认为参与了机体

多种炎性疾病的发生。体外IL􀆼l7对中性粒细胞的

凋亡有调节作用,在较高浓度下加速凋亡,在较低浓

度下延缓凋亡。IL􀆼l7对Bax蛋白表达的调控可能

是其内在机制之一[9]。IL􀆼17与CIMO配体相互作

用后促进肾脏上皮细胞产生IL􀆼6、IL􀆼8、RAN􀆼TES、

MCP􀆼1等细胞因子参与肾脏炎症反应,崔壮等[10]研

究结果同时提示IL􀆼17可能与糖尿病继发DN的高

风险有关。
研究表明在肾小球中最重要的血管促进因子是

VEGF,VEGF是内皮细胞增生和存活的因子,它通

过内皮细胞上的特殊受体在血管生成过程中扮演重

要的角色[11],VEGF有增加血管通透性和血管生成

及维持功能,有细胞质的聚集钙的作用。VEGF的

过度表达可增加肾小球滤过屏障的通透性、活化系

膜,使多种炎症因子渗出和分泌,从而加剧炎症反

应。
本实验 中 对 DN 大 鼠 血 清 TNF􀆼α、IL􀆼17、

VEGF、CRP的水平进行研究,实验结果显示:与正

常组相比,模型组和养阴清热方组、罗格列酮组大鼠

TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP的水平显著提高,与模型

组相比,养阴清热方组 TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、CRP
的水平显著降低,同时提示 TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、

CRP水平的改变与尿蛋白肌酐比值、肾功能及肾脏

组织的病理学改变具有一致性。表明 TNF􀆼α、IL􀆼
17、VEGF、CRP是导致肾功能不全发生、发展的重

要炎症介质,六味地黄汤合黄连解毒汤(养阴清热

方)能够通过降低DN大鼠TNF􀆼α、IL􀆼17、VEGF、

CRP水平,对DN大鼠的肾脏损害起到治疗和保护

作用,此可能为该方防治糖尿病肾病进展的机制之

一。
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