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温阳活血方对肾病模型肾小球基底膜阴离子位点的影响

普艳芳
’

袁 军
‘

陈陶厚
’

摘要 目的
�

探讨温阳活血方治疗原发性肾病综合征的作用机

制
。

方法
�

用阿霉素�����诱导一种类似人类微小病变肾病模

型
，

用温阳活血方 �治疗组�治疗
，

并设空 白对照组 �正常组�
、

病

理对照组 �造模组 �
，

观测尿蛋白
、

血清蛋白
、

血脂水平及肾小球

上皮细胞足突
、

基底膜阴离子位点的变化
。

结果
�

温阳活血方组

尿蛋 白
、

血脂较病理对照组降低
�血清白蛋白较病理对照组升

高
�肾小球上皮细胞足突的融合及基底膜阴离子位点的丢失均

有明显的修复
。

结论
�

温阳活血方减轻肾病模型尿蛋白的作用

可能与其修复肾小球基底膜阴离子位点的丢失有关
。

主题词 肾病�中医药疗法 肾小球�药物作用 � 温阳活血

方

儿童原发性肾病综合征中 ���为微小病变型
，

研

究发现其存在肾小球基底膜上皮细胞足突扁平
、

融合

或脱离基膜等病变
，

进一步研究发现肾小球毛细血管

基底膜的固定阴离子蛋白有丢失
，

认为通透性增加是

引起蛋白尿的原因
。

我们采用阿霉素�����诱导大鼠

肾病综合征模型后
，

用温阳活血方进行治疗
，

发现其对

肾病综合征模型大鼠肾小球上皮细胞足突及基底膜阴

离子屏障有明显修复作用
，

并可显著降低尿蛋 白及血

脂水平
。

� 材料

�
�

� 动物
�

同批 �� 雄性大 鼠 �� 只
，

体重 ��� 士 ���

�购 自同济医科大学动物实验中心 �
。

�
�

� 药物及试剂
�

注射用盐酸阿霉素 �汕头明治医药

有限公司生产
，

批号 �������
。

聚乙烯亚胺 �����
，

相对

分子量 �一 �万
，

购 自 ����
�
公司

，

使用时用生理盐水

配成 ��浓度
，

调整 �� 值至 �
�

�
。

二 甲肿酸钠
，

戊二

醛
，

浓盐酸
，

用于配制 �
�

������
�

二 甲肿酸钠缓 冲液
。

配制戊二醛
一

磷钨 酸 固定 液
。

温 阳活血方 由制 附子

一��
，

肉桂 ��
，

黄茂 ���
，

麻黄 ��
，

鹿角胶 ���
，

猪荃 ���
，

水蛙 ��等组成
，

煎成 ����浓度
，

即每毫升含生药 ��
。

�
�

� 主要 仪器
����分光光度计

，
���������� 生 化

仪
，

动物实验代谢笼
，

透射电镜等
。

� 方法

�
�

� 动物造模及分组
�

大鼠适应性喂养 �周
，

检测 ��

小时尿蛋白定量
，

均小于 ����
，

然后按体重随机分为

基金项 目
�

湖北省科委课题资助 ���������

湖北中医学院附属 医院儿科
，

湖北省武汉市武昌区花 园 山 �

号 ��������

曲峨 日 劝】 � ，���一 ��一 �叹
�

心鉴 ���「�细
� ，门�，一 � �一 ， ，

�组
，

正常组
，

造模组及治疗组
。

仿 �������方法���
，

造

模组及治疗组 大 鼠尾静脉一次性 注射 ����
�

����

��
，

正常组一次性注射生理盐水 ���
。

治疗组造模 �周

后开始每 日 �次经 胃灌服温阳活血方 ���
，

正常组和

造模组灌服等量 自来水
。

�
�

� 尿蛋白定量
、

血脂
、

血清蛋白
�

注射 ��� 后 �
、

�
、

�
、
�

、
�周收集大鼠 ��小时尿

�

测尿蛋白定量
，

第 �� 天

处死
，

测血脂
、

血清蛋白
。

�
�

� 光镜检查
�

采用 ��� 法川观察肾小球基底膜阴离

子屏障
，

大 鼠尾静脉注射 �� 为 �
�

� 的 �����溶液

���
，

����� 后处死
，

取右肾置戊二醛
一

磷钨酸固定液固

定 �� 以上
，

固定液用 �
�

������
，
���

�

�的二甲肿酸盐

缓冲液配制
，

含磷钨酸 ��
，

戊二醛 �
�

��送电镜检查
。

取左肾用甲醛固定作光镜检查
。

�
�

� 统计学方法
�

各组数据以均值士标准差 ‘ 士 ��表

示
，

多组均数 比较采用 � 检验
，

如果方差不齐
，

则采用

多个样本 比较的秩和检验
，

若有显著性差异
，

则进一步

进行 �检验或 �
’

检验
。

� 结果

�
�

� 各组大鼠 �� 小时尿蛋白定量变化比较
�

表 �示
，

��� 注射 �周后
�

治疗组及造模组尿蛋 白开始升高
，

注射后 �周造模组尿蛋白继续上升
，

而治疗组尿蛋 白

开始下降
，

但与造模组相 比差异无显著性 ����� �� �
，

注射后 �
、
�

、
�周治疗组尿蛋白明显低于造模组

，

差异

有显著性 ����
�

�� 或 尸��
�

�� �
。

�
�

� 各组大 鼠血清蛋 白及血脂水平变化 比较
�

表 �

示
，

造模组血清总蛋白及白蛋白低于正常组 �尸��� ��

或 尸��
�

���
，

胆固醇及甘油三醋 明显高于正常组 ��

� 。
�

�� �
。

治疗组血清白蛋白较造模组升高
，

且差异有

非常显著性 ��� 。
�

�� �
，

胆固醇较造模组下降
，

差异有

显著性 �尸� 。
�

�� �
，

说明温阳活血方有升高血清 白蛋

白
，

降低胆固醇的作用
。

�
�

� 肾脏病理改变
�

正常组肾脏红润
，

无肿大
，

腹腔未

见腹水
�
造模组大 鼠肾脏肿大明显

，

色紫暗
，

腹腔可见

多少不一腹水
，

腹水清亮
�
治疗组肾脏稍肿大

，

色淡红
。

光镜显示正常组肾小球及肾小管未见病变 �造模组 肾

小球上皮细胞增生
，

球囊腔明显变窄
，

可见轻度系膜增

生
，

肾小管上皮细胞可见混浊
、

肿胀
、

脂肪变性甚至坏

死
，

管腔可见蛋白管型
�
治疗组上皮细胞病变轻微

，

球
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衰 � 各组大鼠 �� 小时尿蛋白定量变化比较 �������
，
牙士 、 �

组别 鼠数 注射 ���前

正常组

造模组

治疗组

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

注射后 �周 注射后 �周

�
�

��士 �
�

��
番

�
�

��士 �
�

��
有 钧

注射后 �周

�
�

��士 �
�

��
‘

注射后 �周

��
�

��土 ��
�

��△

��
�

��士 ��
�

��乙

��� ��土 �� ��△

���
�

��士 ��
�

��△
���

�

��士 ��
�

��△

���
�

��士 ��
�

��
白 △

�
�

��士 �
�

��
备 恤

���
�

��士 ��
�

��△

���
�

��士��
�

��
奋 � △

注射后 �周

�
�

��士 �
�

��

���
�

��士 ��
�

��△

���
�

��士 ��
�

��
� 任 乙

与正常组 比较
，△����

�� �与造模组 比较
， 尸��

�

��
，

“ 尸� 。
�

��

衰 � 各组大鼠血清蛋白及血脂水平变化比较 �牙士 、 �

组别 鼠数 ������� ��������

��
�

��士�
�

��二

��
�

��士�
�

��△ △

���������������������

正常组

造模组

治疗组

��
�

��士�
�

��
�

��
�

��士�
�

��△

��
�

��土 工�
�

��

�
�

��士�
�

��二
�

�

��士 �
�

��乙△

��
�

��立 �
�

��
有 扭

乙 �
�

��二 �
�

��
’

�
�

��士�
�

��
香 “

�
�

��土�
�

��△乙

�
�

��二 �
�

��

与正 常组 比较
，△尸� �

�

��
�△△�� 。

�

��
�
与造 模组 比较

， ��

�
�

��
， ， � �� �

�

��

才才才必才护才才老必才老老
扩才才才才才扩才才才才才才才才洛

囊腔轻度变窄
，

未见系膜增生
，

偶见蛋白管型
。

电镜显

示正常组肾小球基底膜上皮细胞足突形态完整
，

未见

融合等改变
，

基底膜外疏松层阳离子聚乙烯胺沉积排

列密集呈线状
，

量取 ��� 直线长基底膜计数
，

聚乙烯

胺沉着点为 ��
�造模组肾小球上皮细胞足突广泛融

合
、

消失
，

基底膜外疏松层阳离子聚乙烯胺沉着较正常

组明显稀少
，

同样量取 ��� 计数
，

聚 乙烯胺沉着点为

���治疗组足突改变轻微
，

基底膜外疏松层阳离子聚乙

烯胺沉积排列呈线状
，

但仍不及正常组密集
，

��� 内聚

乙烯胺沉着点为 ��
，

提示治疗组 阴离子屏 障有所修

复
。

正常组
、

造模组
、

治疗组内疏松层 ��� 内聚乙烯胺

沉着点分别为 ��
、

��
、

��
，

数据相差不大
，

提示 内疏松

层在电荷屏障中不扮演主要角色
。

� 讨论

肾小球毛细血管的内皮细胞和上皮细胞表面都被

覆唾液酸蛋白
，

肾小球基底膜内
、

外疏松层富有硫酸类

肝素
，

它们在人体体液的环境中��� 值为 �
�

��均带负

电荷
，

当遇到带负电荷的蛋白分子或其它物质通过时
，

无疑将起阻挡作用闭
。

微小病变型肾病时肾小球滤过

膜内固定多阴离子蛋白�唾液酸蛋白和硫酸乙酞肝素

蛋 白聚糖 �丢失
，

导致 肾小球基底膜静 电屏障作用降

低
，

滤过增加
。

此外
，

阴离子的丢失
，

使静电排斥作用降

低
，

引起上皮细胞足突融合
、

甚至脱离基膜
，

滤过裂隙

消失
，

屏障作用减弱
，

致使带负电荷的白蛋白漏出
。

��� 带有正电荷
，

能特异性地与带负电荷的物质

结合
，

被 ��� 染色的部位正是基底膜硫酸乙酞肝素蛋

白聚糖存在的部位
。

本实验在 �万倍电镜片上量取

��� 长基底膜计数
，

造模组外疏松层阴离子位点为 ��

个
，

正常组外疏松层 阴离子位点为 �� 个
，

说明 ����

肾病大鼠肾小球基底膜电荷屏障缺损存在
。

治疗组外

疏松层阴离子位点为 �� 个
，

明显高于造模组
，

表明温

阳活血方有修复 肾小球基底膜阴离子电荷屏障的作

用
，

这可能是本方减轻蛋白尿的重要作用机制
。

人类微小病变肾病的发生
，

主要是在肺
、

脾
、

肾三

脏亏虚的体质条件下
，

受风邪
、

湿毒的侵袭所致
。

人体

的生命活动是以
“
气

”
为本

，

其来源不外乎肾中精气
、

水

谷之气和从 自然界吸入的清气三方面
，

肾中的精气来

自父母
，

藏于肾
�
水谷之气是由脾 胃消化

、

吸收饮食中

精微之物化生
�

清气存在于 自然界
，

经肺吸人体内
，

因

此气的生成与肺脾肾三脏的功能是否正常有密切的关

系
。

肺
、

脾
、

肾三脏气化功能障碍
，

可引起水液的代谢失

常
，

其中尤以肾的气化作用最为重要
。

水湿
、

癖血既是

脏腑功能失调的病理产物
，

又可成为致病因素
。

水湿
、

癖血停留
，

可阻滞气机
，

即所谓
“
水停则气阻

” ，

继则耗

损人体的正气
。

不仅如此
，

水湿和痕血又常常相互影

响
，

血疲加重 了水肿
，

水肿阻碍 了血行
，

是导致病情持

续发展的重要原因
。

温阳活血方着眼于标本兼治
，

以附

子
、

肉桂
、

鹿角胶温肾阳兼益气而治本
，

配麻黄
、

猪荃利

水消肿而治标
，

以水蛙等配黄茂以益气活血亦治本
，

且

能化痕而治标
。

兼顾了气
、

水
、

血三因素
，

阻断了三者之

间的恶性循环
，

故能取得较好的治疗效果
。
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