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［摘 要］ 目的 探讨补肾活血方防治系膜增生性肾小球肾炎（ＭｓＰＧＮ）大鼠肾小球硬化的作用机制。 方法 将 ５４只雄性 ＳＤ大
鼠随机分为正常组、模型组、治疗组，每组 １８只，尾静脉注射抗大鼠胸腺细胞抗血清（ＡＴＳ）建立 ＭｓＰＧＮ模型，治疗组在 ＡＴＳ注射
后即以补肾活血方灌胃，每日 １次，灌胃剂量为 ５ｍｌ燉ｋｇ。各组分别于第 ２、４、８周各取 ６只大鼠，测定尿蛋白（Ｕｐｒｏ）、血尿素氮

（ＢＵＮ）和肌酐（ＳＣｒ）含量；切取肾脏用于病理学观察及免疫组化检测肾组织Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）和层粘连蛋白（ＬＮ）的表达。 结果
病理学检查治疗组较同时间点模型组相比，肾小球系膜细胞增生程度明显减轻，系膜基质明显减少。治疗组大鼠各时间点 Ｕｐｒｏ、
ＢＵＮ和 ＳＣｒ含量较模型组均明显降低（爮＜００５或 爮＜００１），治疗组 ８周时，肾组织 ＬＮ、ＣｏｌⅣ相对含量、积分光密度（ＩＬＤ）值均
较模型组亦明显降低（爮＜００５）。结论 补肾活血方能抑制ＭｓＰＧＮ大鼠肾组织ＣｏｌⅣ和ＬＮ的表达，这可能是防治肾小球硬化机
制之一。
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系膜增生性肾小球肾炎（Ｍｅｓａｎｇｉａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，ＭｓＰＧＮ）是我国原发性肾小球疾病
中最常见的病理类型，占我国肾穿刺患者的 ４０％左
右。肾小球细胞外基质（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）增
多是其重要病理变化，作为ＥＣＭ的主要成分Ⅳ型胶原

（ｔｙｐｅⅣ Ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣｏｌⅣ）、层粘连蛋白（Ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）

的过度沉积促使肾纤维化和肾小球硬化［１］。张大宁教
授在多年的临床实践中发现，绝大多数患者均存在着
不同程度的“肾虚、血瘀”，于是提出了补肾活血法治疗
肾小球疾病。本研究以系膜增生性肾小球肾炎动物模
型为研究对象，观察补肾活血方对系膜增生性肾小球
肾炎大鼠外周血清 ＬＮ、ＣｏｌⅣ表达水平的影响。
１ 材料与方法

１１ 试剂与仪器
兔抗层粘连蛋白多克隆抗体、鼠抗Ⅳ型胶原单克
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隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），免疫组化试剂盒（北京中山
生物工程有限公司，批号：ＳＰ９００２），考马斯亮蓝试剂
盒（南京建成生物工程研究所，批号：９８０９１５），完全与
不完全福氏佐剂（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。ＡＯ切片机（德国

Ｌｅｉｃａ公司），ＺＤＩＩＩＢ型医用微波炉（上海中达医学研
究所），ＧＢＳ恒温水浴震荡器（哈尔滨科学仪器厂），光
学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），ＨＰＩＡＳ１０００高清晰度彩色
病理图文分析系统（华海医疗信息技术股份有限公
司）。
１２ 动物模型的建立
动物：新西兰白兔 ２只（购自河北医科大学实验动

物中心，动物许可证号：８０９１２７），体重 ２５００ｇ；雄性 ＳＤ
大鼠 ５４只（购自河北医科大学实验动物中心，动物许
可证号：８０９１２６），６～８周龄，体重（１５０±２０）ｇ。①抗大
鼠胸腺细胞抗血清（ａｎｔｉｔｈｙｍｏｃｙｔｅｓｅｒｕｍ，ＡＴＳ）的制
备［２］：取大鼠胸腺细胞，纯化为单胸腺细胞，调整细胞
水平至 ５×１０７燉Ｌ，成为单胸腺细胞悬液，与完全福氏
佐剂作 １∶２体积混合，按每只家兔 ５×１０７燉Ｌ个细胞
量将胸腺细胞多点皮下注射免疫家兔，后每隔 ２周按
每只家兔 １×１０７燉Ｌ细胞经耳静脉直接注射，共加强免
疫 ３次，第 ７周采血，４℃过夜析出血清，５６℃水浴灭活
补体，间接免疫荧光测 ＡＴＳ的效价结果为 １∶１２８０，
表明 ＡＴＳ制备成功。②制备 ＭｓＰＧＮ模型［２］：大鼠尾
静脉注射 ＡＴＳ（１ｍｌ燉１００ｇ），于注射后 １天查尿蛋白，
如尿蛋白（＋＋＋）判定模型成功。
１３ 动物分组及给药

５４只大鼠按体重采用数字表法分为正常组、模型
组、治疗组各 １８只，每组分 ２周、４周、８周时间点，每
个时间点 ６只大鼠。模型组和治疗组尾静脉注射

ＡＴＳ，正常组尾静脉注射生理盐水（１ｍｌ燉１００ｇ）。治疗组
在 ＡＴＳ注射后即以补肾活血方灌胃，每日 １次，灌胃
剂量为 ５ｍｌ燉ｋｇ。
药物：补肾活血方组成：生黄芪、川芎、赤芍、鳖甲、

甘草等按照 １０∶３∶２∶１∶２的药物剂量比例，药物购
自天津市药材公司，并经天津市中医药研究院鉴定。药
材粉碎后，于多功能提取罐内乙醇热回流提取 ２次，减
压浓缩至稠膏（相对密度为 １３５～１４０），出膏率

３２％。
１４ 观察指标和方法
各组分别于第 ２、４、８周各取 ６只大鼠，称体重后

分别用代谢笼收集 ２４ｈ尿，用于测定尿蛋白（Ｕｐｒｏ）含
量；股动脉取血，分离血清，用于血尿素氮（ＢＵＮ）和血
肌酐（ＳＣｒ）测定；切取肾脏，去掉被膜，滤纸吸干血迹后
称重；取部分肾组织置于 ４％多聚甲醛（００１ｍｏｌ燉Ｌ

ＰＢＳ配制）固定，用于病理学观察（分别行 ＨＥ和 ＰＡＳ
染色）及免疫组化检测肾组织 ＣｏｌⅣ和 ＬＮ的表达。
ＬＮ、ＣｏｌⅣ免疫组化结果应用 ＨＰＩＡＳ１０００高清晰度
彩色病理图文分析系统，分别测量出每个肾小球 ＬＮ、
ＣｏｌⅣ的着色阳性面积、积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｉｇｈｔｄｅｎ
ｓｉｔｙ，ＩＬＤ）和肾小球面积，以前两个参数与肾小球面积
比表示该成分的相对含量和表达强度。每组分析 ６个
标本，每个标本切片取 １０个完整的肾小球进行分析。
１０个肾小球均值代表 １只大鼠某种成分在肾小球中
的相对含量和表达强度。
１５ 统计学方法
计量数据均以均数±标准差（牨±牞）表示，应用

ＳＰＳＳ１１０统计软件，采用单因素方差分析。
２ 结果

２１ 各组大鼠病理学结果

ＨＥ和 ＰＡＳ染色显示，正常组大鼠肾小球内系膜
细胞及系膜基质分布规则，周围有毛细血管襻缠绕，毛
细血管壁结构完整，基底膜较薄；模型组大鼠随病程进
展第 ２、４、８周随时间延长肾小球体积逐渐增大，细胞
数目明显增多，以系膜细胞为主，系膜基质亦明显增
多，４、８周部分肾小球呈分叶状、基底膜明显增厚；治
疗组较同时间点模型组相比，肾小球系膜细胞增生程
度明显减轻，系膜基质明显减少。
２２ 各组大鼠不同时间点 Ｕｐｒｏ、ＢＵＮ和 ＳＣｒ含量比
较

表 １ 各组大鼠不同时间点 Ｕｐｒｏ、ＢＵＮ和

ＳＣｒ含量比较（牨±牞）

组别 时间鼠数Ｕｐｒｏ（ｍｇ燉２４ｈ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ燉Ｌ） ＳＣｒ（ｍｍｏｌ燉Ｌ）

正常组２周 ６ ５９１±１０２ ５６８±０４１ ６４４０±４１４
４周 ６ ５８７±１１３ ５８６±０３５ ６８８０±５２４
８周 ６ ５９４±１２４ ５７５±０４３ ６８９２±４１３

模型组２周 ６ １５２１±１３２ １６８０±１２４ １１３４５±９２０

４周 ６ ２０３１±１６９２０９２±１１３１４７３６±９８１

８周 ６ ３３４７±３２２３１０９±２６８２０４３７±１３０６

治疗组２周 ６ １０３７±１１６＃ １１５１±０８６＃ ８２８４±９６７＃

４周 ６ １３６２±２９４＃ １４６７±１６４＃ ９７５２±１３５８＃

８周 ６ ２０６８±３４９＃＃１９３２±２８３＃ １３４５１±１２２６＃

注：与正常组同时间点比较，爮＜００５，爮＜００１；与模型组同

时间点比较，＃爮＜００５，＃＃爮＜００１

表 １示，与正常组同时间点比较，模型组大鼠各时
间点 Ｕｐｒｏ、ＢＵＮ和 ＳＣｒ含量均明显升高（爮＜００５或

爮＜００１），并随着时间的延长模型组大鼠 Ｕｐｒｏ、ＢＵＮ
和 ＳＣｒ含量亦升高，说明肾功能随着时间的延长损害
越重。与模型组同时间点比较，治疗组大鼠各时间点

Ｕｐｒｏ、ＢＵＮ和 ＳＣｒ含量均明显降低（爮＜００５或 爮＜
００１），提示补肾活血方有减轻肾功能损伤的作用。

·９６１·中医杂志 ２０１０年 ２月第 ５１卷第 ２期 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１０，Ｖｏｌ．５１，Ｎｏ．２



表 ２ 各组大鼠不同时间点肾小球 ＬＮ、ＣｏｌⅣ相对含量、ＩＬＤ值比较（牨±牞）

组别 时间 鼠数 ＣｏｌⅣ
相对含量（％） ＩＬＤ

ＬＮ
相对含量（％） ＩＬＤ

正常组 ２周 ６ ０４０±０１９ ０４０±００９ ６８３±２７１ ０５６±０２３
４周 ６ ０５４±０１４ ０１９±００６ ５２７±１１０ ０６６±０３７
８周 ６ ０６１±０３１ ０４７±０２７ ８４２±２３６ ０８８±０４２

模型组 ２周 ６ ３１４６±１３６４ ４３４±４５０ １０４１±５２１ ２４１±１２０

４周 ６ ２３４８±５７０ ３０８±２１３ ２４６２±４５０ ４５９±１４９

８周 ６ ５６３０±１４２０ １５４１８±４５７０ ６６７１±６９６ ８３３９±９３２

治疗组 ２周 ６ ２１３２±９６７＃ ２１２±１３３ ７３３±２８９ １８９±０９４
４周 ６ １３４２±４６４＃ ２０１±０８９ １２８９±３６７＃ ２５６±１３７
８周 ６ ２３７６±１０３４＃ ７６４２±４１１３＃ ４２３６±９３８＃ ４５６９±１０２１＃

注：与正常组同时间点比较，爮＜００５，爮＜００１；与模型组同时间点比较，＃爮＜００５

２３ 各组大鼠不同时间点肾小球 ＬＮ、ＣｏｌⅣ免疫组
化结果

免疫组化结果显示，正常组大鼠肾小球系膜区及
毛细血管基底膜可见 ＬＮ、ＣｏｌⅣ的基础表达，第 ２、４、
８周其表达量未随时间延长而增加，模型组随造模时
间的延长，系膜区层 ＬＮ、ＣｏｌⅣ的表达明显增加，治疗
组较同时间点模型组相比，ＬＮ、ＣｏｌⅣ的表达明显减
少。表 ２示，与正常组同时间点比较，模型组大鼠各时
间点 ＬＮ、ＣｏｌⅣ相对含量、ＩＬＤ值均明显升高（爮＜
００５或 爮＜００１），治疗组 ８周时 ＬＮ、ＣｏｌⅣ相对含
量、ＩＬＤ值均较模型组明显降低（爮＜００５）。
３ 讨论

ＭｓＰＧＮ的病理特征是系膜细胞和系膜基质的增
生，有研究表明［３－４］，ＭｓＰＧＮ系膜基质中 ＬＮ、ＣｏｌⅣ
等固有成分的含量明显增加，并随病变进展逐渐增加。
ＬＮ和 ＣｏｌⅣ是 ＥＣＭ的主要成分，它们不仅是细胞的
支持成分，并能加速系膜细胞分泌其他基质，参与肾纤
维化，加重肾损害［５］。
补肾活血法是张大宁教授提出的治疗慢性肾脏疾

病的基本大法，“肾虚血瘀”是各类老年病、慢性病某些
特定阶段和人体衰老的共同病理，临床上往往肾虚是
本，血瘀是标，肾虚为因，血瘀为果；反之，瘀血又构成
新的致病因素，从多方面加重肾虚的程度，形成恶性循
环。补肾活血方正是针对肾虚血瘀的病理基础拟定的
治疗 ＭｓＰＧＮ有效方剂。该方具有补肾、活血、软坚的
功效，可改善肾虚血瘀的病理变化，使机体阴阳平衡、
邪祛正存。其中生黄芪具有增强机体免疫功能、利尿、
保肝、消除蛋白尿的作用；川芎可提高 λ球蛋白及 Ｔ
淋巴细胞，对免疫系统有一定调节作用；赤芍可提高耐
缺氧能力、抗血栓形成及改善微循环；鳖甲能抑制肝、
脾之结缔组织增生，提高血红蛋白水平；甘草有类似肾
上腺皮质激素样作用［６］。诸药配伍可调节机体免疫功
能，改善微循环，软坚散结，提高组织损伤后的修复能

力。各种慢性肾脏疾病虽然临床证型不尽相同，但都存
在着“肾虚”和“血瘀”共同的病理学基础，在此基础上，
我们又增加了“软坚”的治法，在组方上根据“脾肾气
虚”为其主要证型的特点，加大黄芪用量，并使用了活
血兼行血中之气的川芎，以及软坚的鳖甲，合之共奏补
肾活血软坚之效，在治疗系膜增生性肾小球肾炎中确
有疗效。
本研究结果显示，ＭｓＰＧＮ随肾功能损害进展肾

组织中 ＬＮ和 ＣｏｌⅣ合成增多和降解减少，而给予补
肾活血方后，可使肾组织中 ＬＮ和 ＣｏｌⅣ的表达明显
减少。这可能是补肾活血方改善ＭｓＰＧＮ患者肾功能、
防治肾小球硬化的机理之一。
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