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［摘要］ 目的 探讨益肾化瘀方抗肾间质纤维化的可能作用机制。 方法 108 只 SD 大鼠随机分为假手术
组、模型组、缬沙坦组和益肾化瘀方高、中、低剂量组，每组 18 只。除假手术组外其余大鼠采用单侧输尿
管结扎方法建立肾间质纤维化模型，造模次日益肾化瘀方高、中、低剂量组分别予益肾化瘀方浓缩液 32、
16、8 g / ( kg·d) 灌胃，缬沙坦组予缬沙坦溶液 13. 3 mg / ( kg·d) 灌胃，假手术组、模型组予生理盐水
20 ml / ( kg·d) 灌胃，各组均连续灌胃 28 天。分别于造模后第 7、14、28 天观察大鼠肾组织病理改变，计
算肾间质纤维化面积，检测大鼠肾组织中转化生长因子 β1 ( TGF-β1) 、Smad7 信号蛋白的表达。 结果 模
型组大鼠出现肾间质炎细胞浸润和梭形核细胞增生，伴局灶性肾间质纤维化，各治疗组肾脏病理表现均有不
同程度的减轻，其中益肾化瘀方高剂量组病理改变与缬沙坦组相当。与同时间点假手术组比较，其余各组大
鼠肾间质纤维化面积、TGF-β1 升高，Smad7 信号蛋白减少 ( P ＜ 0. 01) ; 与同时间点模型组比较，除益肾化
瘀方低剂量组外，其余各治疗组大鼠肾间质纤维化面积、TGF-β1 降低，Smad7 信号蛋白增加 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) ，并且以益肾化瘀方高剂量组和缬沙坦组改善最明显 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 益肾化瘀方可能通过抑
制大鼠肾组织中 TGF-β1 的高表达，上调 Smad7 的表达，从而减轻肾间质纤维化。
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肾间质纤维化是各种慢性肾脏疾病进行性发展

的必经之路和不可逆的病理改变，已成为反映肾功

能下降严重程度和判断预后最重要的指标［1］。转
化生长因子 β1 ( TGF-β1) 高表达是肾间质纤维化
形成的中心环节，TGF-β1 /Smad 信号途径是肾间
质纤维化主要和最终的共同通路［2］，有效切断其

信号转导是减轻和终止肾纤维化的关键治疗措施之

一。益肾化瘀方是基于慢性肾脏病 “肾虚血瘀”
理论而组方，前期研究证实其具有一定的拮抗肾间

质纤维化作用［3］。本课题采用单侧输尿管结扎
( UUO) 建立肾间质纤维化模型，观察益肾化瘀方
对 UUO模型大鼠肾组织病理及 TGF-β1、Smad7 蛋
白表达的调控效应，进一步探讨该方拮抗肾间质纤

维化的可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
雄性 SD大鼠 108 只，6 ～ 8 周龄，体重 180 ～

220 g，购自河南省动物实验中心，实验动物许可

证号: SCXK ( 豫) 2010 － 0002。
1. 2 实验药物
益肾化瘀方 ( 药物组成: 黄芪 30 g、菟丝子

15 g、熟大黄 10 g、丹参 30 g、莪术 10 g ) 购于河
南中医学院第一附属医院，水煎浓缩为含生药

1. 6 g /ml、0. 8 g /ml、0. 4 g /ml。缬沙坦胶囊由北京
诺华制药有限公司生产 ( 批号: X1193 ) ，以蒸馏
水配制为 0. 08 mg /ml溶液。
1. 3 主要试剂及仪器

TGF-β1 兔 抗 大 鼠 多 克 隆 抗 体 ( 批 号
1714116) 、Smad7 兔抗大鼠多克隆抗体 ( 批号 Y-
C1-05D15C) 、均购自武汉博士德生物工程有限公
司。Qwin Plus图像分析系统，德国 Leica公司。
1. 4 动物分组与造模
采用随机数字表法将大鼠分为假手术组、模型

组、缬沙坦组和益肾化瘀方高、中、低剂量组，每
组 18 只。除假手术组外，其余各组大鼠参照文献
［4］ 建立 UUO 大鼠模型: 予 10% 水 合氯醛
( 0. 04 ml /kg) 腹腔注射后选择左侧背部脊柱肋下
约 1. 0 cm 为切口，依次切开皮肤、肌层至腹腔，

·8941· 中医杂志 2014 年 9 月第 55 卷第 17 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2014，Vol． 55，No． 17



游离肾脏及输尿管。将左侧输尿管分离后托起中段
部位，在两端用 4. 0 缝合线两次结扎近肾盂段，剪
断输尿管，纳肾于原位。逐层缝合腹壁切口并消
毒，即成功制备 UUO 模型。假手术组手术入路方
式同 UUO组，进腹腔后分离左侧输尿管但不结扎。
1. 5 给药方组
于造模后次日开始，假手术组、模型组予生理

盐水 20 ml / ( kg·d) 灌胃，益肾化瘀方高、中、
低剂量组分别予益肾化瘀方浓缩液 32 g / ( kg·d) 、
16 g / ( kg·d) 、8 g / ( kg·d) 灌胃，缬沙坦组予
缬沙坦溶液 13. 3 mg / ( kg·d) 灌胃。每日 1 次，
每周称体重调整药量。
1. 6 观察指标与方法
各组大鼠分别于术后 7、14、28 天取材，每组

6 只。麻醉大鼠，取部分左肾组织入 4%多聚甲醛
固定。①肾组织病理学观察。肾组织常规脱水包
埋，连续切片，常规 HE、Masson 染色，光学显微
镜下观察病理学变化并计算肾间质纤维化面积。②
免疫组织化学方法检测 TGF-β1、Smad7 的表达。
石蜡切片梯度脱水，抗原修复，添加一抗、二抗，
DAB显色，盐酸酒精分化，梯度酒精脱水，透明，
封片。每一切片随机取 5 个不重叠的高倍视野
( × 200) ，光镜下观察组织切片细胞中呈棕黄色或
棕褐色，分布在细胞膜和胞浆中，以胞浆为主，测

定肾间质中 TGF-β1、Smad7 的阳性表达量，计算
标本的平均吸光度值 ( OD 值) ，采用图像分析系
统进行半定量分析。
1. 7 统计学方法
应用 SPSS 19. 0 统计学软件进行统计学处理，

计量资料以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较
采用 One-way ANOVA 和重复测量方差分析，组间
两两比较采用 LSD检验。

2 结果

2. 1 各组大鼠肾组织病理变化
肾组织 HE 及 Masson 染色显示，模型组大鼠

自梗阻 7 天即出现肾小管上皮细胞脱落、呈空泡样

变性，肾间质水肿、弥漫性炎细胞浸润和梭形核细
胞增生，伴局灶性肾间质纤维化。随着梗阻时间延
长，至 14 天时肾小管弥漫性扩张或萎缩、塌陷，
肾小管基底膜结构不完整，部分肾小管和间质结构

消失，肾小球数目明显减少，面积缩小。28 天时
上述病理改变更重，肾间质纤维化呈进展性趋势。
各给药组病理表现均有不同程度的减轻，间质炎细

胞浸润减少，肾小管扩张或萎缩减轻，肾小球数量

无明显改变。益肾化瘀方高剂量组肾脏病理改变与
缬沙坦组相当。
2. 2 各组大鼠不同时间肾间质纤维化面积比较
表 1 示，造模后各组大鼠肾间质纤维化面积随

着梗阻时间延长逐渐增大，与同时间点假手术组比

较差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与同时间点
模型组比较，各给药组肾间质纤维化面积均有明显

下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 且益肾化瘀方高剂
量组各时间点肾间质纤维化面积均明显小于益肾化

瘀方中、低剂量组 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 3 各组大鼠不同时间肾组织中 TGF-β1、Smad7
表达比较
表 2 示，造模后各组大鼠均出现 TGF-β1 的高

表达，与同时间点假手术组比较，差异有统计学意

义 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与同时间点模型组比较，除益肾
化瘀方低剂量组外，其余各给药组 TGF-β1 表达均
有明显下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 且益肾化瘀
方高剂量组 TGF-β1 表达均明显低于益肾化瘀方低
剂量组各时间点及益肾化瘀方中剂量组第 14 天
( P ＜ 0. 05) 。
表 3 示，造模后各组大鼠 Smad7 阳性表达随

梗阻时间延长逐渐减少，与同时间点假手术组比

较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ; 各给药组与
同时间点模型组比较，Smad7 表达均有明显升高
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与益肾化瘀方高剂量组比
较，除益肾化瘀方中剂量组 7 天外，益肾化瘀方
中、低剂量组各时间点 Smad7 表达降低，差异有
统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组大鼠不同时间肾间质纤维化面积比较 ( %，珋x ± s)

组别 鼠数 7 d 14 d 28 d

假手术组 6 1. 01 ± 0. 78 1. 69 ± 0. 89 1. 94 ± 1. 41
模型组 6 21. 95 ± 3. 55* 28. 29 ± 3. 76* 36. 16 ± 4. 51*

益肾化瘀方高剂量组 6 15. 35 ± 2. 88＊▲▲ 19. 90 ± 2. 93＊▲▲ 24. 86 ± 3. 89＊▲▲

益肾化瘀方中剂量组 6 18. 59 ± 1. 91＊▲▽ 23. 75 ± 2. 86＊▲▽ 29. 06 ± 2. 94＊▲▲▽

益肾化瘀方低剂量组 6 18. 57 ± 3. 29＊▲▽ 23. 63 ± 4. 02＊▲▽ 30. 22 ± 2. 89＊▲▲▽

缬沙坦组 6 16. 21 ± 2. 83＊▲▲ 20. 87 ± 2. 41＊▲▲ 25. 29 ± 2. 44＊▲▲

注: 与同时间点假手术组比较，* P ＜ 0. 01; 与同时间点模型组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与同时间点益肾化瘀方高剂量组比较，
▽ P ＜ 0. 05
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表 2 各组大鼠不同时间肾组织 TGF-β1 表达比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 鼠数 7 d 14 d 28 d

假手术组 6 4. 36 ± 2. 69 4. 82 ± 3. 86 4. 85 ± 3. 02
模型组 6 23. 72 ± 6. 21* 30. 80 ± 4. 45* 33. 69 ± 4. 36*

益肾化瘀方高剂量组 6 18. 01 ± 3. 04＊▲▲ 21. 40 ± 3. 25＊▲▲ 25. 33 ± 4. 37＊▲▲

益肾化瘀方中剂量组 6 18. 66 ± 3. 78＊▲▲ 26. 13 ± 3. 72＊▲▽ 28. 59 ± 2. 22＊▲

益肾化瘀方低剂量组 6 22. 82 ± 3. 25* ▽ 25. 95 ± 3. 55＊▲▽ 29. 65 ± 2. 70* ▽

缬沙坦组 6 18. 21 ± 3. 34＊▲▲ 21. 06 ± 3. 20＊▲▲ 24. 66 ± 3. 51＊▲▲

注: 与同时间点假手术组比较，* P ＜ 0. 01; 与同时间点模型组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与同时间点益肾化瘀方高剂量组比较，

▽ P ＜ 0. 05

表 3 各组大鼠不同时间肾组织 Smad7 表达比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 鼠数 7 d 14 d 28 d

假手术组 6 35. 31 ± 4. 49 34. 29 ± 5. 18 32. 98 ± 4. 44
模型组 6 20. 50 ± 1. 48* 14. 74 ± 2. 96* 9. 10 ± 1. 77*

益肾化瘀方高剂量组 6 28. 41 ± 3. 61＊▲▲ 24. 93 ± 4. 23＊▲ 20. 62 ± 4. 53＊▲▲

益肾化瘀方中剂量组 6 24. 95 ± 3. 01＊▲ 19. 87 ± 2. 66＊▲▽ 14. 71 ± 5. 36＊▲▽

益肾化瘀方低剂量组 6 24. 30 ± 2. 87＊▲▽ 19. 73 ± 3. 02＊▲▽ 14. 90 ± 3. 64＊▲▽

缬沙坦组 6 29. 30 ± 2. 61＊▲▲ 23. 14 ± 4. 93＊▲ 21. 45 ± 6. 76＊▲▲

注: 与同时间点假手术组比较，* P ＜ 0. 01; 与同时间点模型组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与同时间点益肾化瘀方高剂量组比较，

▽ P ＜ 0. 05

3 讨论

TGF-β1 作为公认的最重要的促纤维化因子之
一，参与了肾间质纤维化的各个环节，其生物学效

应需通过下游底物的介导来实现。Smads 蛋白是
TGF-β1 信号转导过程中最重要的胞内效应因子，
它能将 TGF-β1 信号由胞膜转入核内。其中 Smad7
是细胞内 I型受体丝氨酸 /苏氨酸激酶的拮抗蛋白，
能与活化的 TGF-β 1 型受体牢固结合，阻止 Ｒ-
Smads的磷酸化，从而形成一个负反馈环路，自动
反馈调节 TGF-β 对靶基因的转录［5］。因此作为
TGF-β1 /Smad信号转导途径中关键的负调节蛋白，
Smad7 被抑制是肾间质纤维化发生的重要原因。
TGF-β1 信号转导级联成为当前研究肾纤维化的潜
在靶点，有效切断 TGF-β1 的信号转导是终止和减
轻肾纤维化的关键治疗措施之一［6 － 7］。
中医学认为肾间质纤维化的主要病机为正虚邪

实、本虚标实，且以肾虚为本，此已为众多医家所
共识［8］。益肾化瘀方中黄芪补气益肾; 《本草经
疏》称菟丝子为“补脾肾肝三经要药”，与黄芪同
伍为君而达益气补肾之大功。丹参与莪术同伍既有
化瘀逐瘀之功，又可缓莪术之峻猛之性，共达逐瘀

通络、软坚消积、养血畅气之用。熟大黄为佐使
药，制后缓其泻下之性，而活血化瘀和泻火解毒之

功增强，而达缓泻润肠、活血逐瘀、排毒泻浊之
功。全方共奏益气补肾、活血化瘀、泄浊排毒之
功。本研究结果显示，益肾化瘀方能够减轻肾组织

病理损伤，减少肾间质纤维化面积，可以抑制大鼠

肾组织中 TGF-β1 的高表达，上调 Smad7 表达的活
性，推测益肾化瘀方拮抗肾间质纤维化的机制可能

是通过调控 TGF-β1 信号向细胞核内的转导途径，
起到一定的延缓肾间质纤维化进程作用，这可能是

益肾化瘀方肾保护作用的机制之一。
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Effects of Yishen Huayu Formula on the Expressions of TGF-β1 and Smad7 in Ｒats with Unilateral Ureteral
Obstruction
ZHANG Linqi1，ZHAO Yongqin2，LIU Ｒuiyong3

( 1． The First Affiliated Hospital of Henan University of TCM，Henan Province 450000; 2． The People＇s Hospital of Changyuan Coun-
ty，Henan Province; 3． Zhengzhou People＇s Hospital)
ABSTＲACT Objective To study the possible mechanism of Yishen Huayu Formula ( formula to supplement the
kidney and transform stasis) for renal interstitial fibrosis． Methods Totally 108 Sprague Dawley rats were randomized
into the sham operation group，model group，valsartan group and Yishen Huayu Formula high-dose，middle-dose and
low-dose groups，with 18 in each． The models of renal interstitial fibrosis were established by unilateral ureteral
obstruction in all groups except the sham operation group． On the 2nd day after modeling，Yishen Huayu Formula high-
dose，middle-dose and low-dose groups were gavaged with 32 g /kg·d，16 g /kg·d and 8 g /kg·d of Yishen Huayu
Formula concentrated solution respectively，valsartan group was gavaged with 13. 3mg /kg·d of valsartan solution and
sham operation group and model group were gavaged with 20ml / kg·d of normal saline for 28 days． The pathological
changes in kidney tissue were observed on the 7th，14th，and 28th day after modeling． The renal interstitial fibrosis area
was calculated． The expressions of transforming growth factor-β1 ( TGF-β1 ) and Smad7 signaling proteins were
detected． Ｒesults There were renal interstitial infiltration of inflammatory cells，spindle nucleated cell proliferation
and focal renal interstitial fibrosis in the model group． The pathological manifestations were reduced in all medication
groups． The pathological changes in Yishen Huayu Formula high-dose group were the same as in valsartan group．
Comparing with the sham operation group，the renal interstitial fibrosis areas and TGF-β1 levels were significantly in-
creased and the Smad7 levels were significantly decreased in other groups ( P ＜0. 01) ． Comparing with the model group
at the same time point，the renal interstitial fibrosis areas and TGF-β1 levels were significantly decreased and the Smad7
levels were significantly increased in all medication groups ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ，especially in Yishen Huayu
Formula high-dose group and valsartan group ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Yishen Huayu Formula can reduce renal
interstitial fibrosis possibly by inhibiting the expression of TGF-β1 and up-regulating the expression of Smad7．
Keywords Yishen Huayu Formula; unilateral ureteral obstruction; renal interstitial fibrosis; transforming growth
factor-β1; Smad7 signaling proteins
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