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［摘要］ 目的 探讨祛风通络方治疗糖尿病肾脏病的可能作用机制。 方法 32 只 GK 大鼠随机分为模型
组、假手术组、益气活血组、祛风通络组，每组 8 只。除假手术组外其余各组大鼠采用高脂高热量喂养加单
肾切除术复制糖尿病肾脏病模型。益气活血组给予浓度为 0. 75 g /ml益气活血颗粒灌胃，祛风通络组给予浓
度 0. 9 g /ml祛风通络颗粒灌胃，模型组和假手术组给予纯净水灌胃，剂量均为 1 ml /100 g，共 8 周。观察大
鼠一般情况，检测 24 小时尿蛋白变化以及血糖、肌酐、尿素氮、丙氨酸氨基转移酶 ( ALT) 、门冬氨酸氨基
转移酶 ( AST) 水平，HE染色观察肾脏病理情况，采用免疫组化法检测肾组织中 nephrin、desmin、podo-
cin、podocalyxin等足细胞标志蛋白表达情况。 结果 HE 染色结果显示，模型组可见到肾小球肥大，少量
肾小球萎缩，可见肾小管扩张; 益气活血组和祛风通络均未见肾小球萎缩，系膜细胞增生较轻，肾小管上皮

细胞变性较轻。模型组大鼠肌酐明显高于假手术组 ( P ＜ 0. 05) ; 益气活血组大鼠 ALT 显著低于模型组以及
祛风通络组 ( P ＜ 0. 05) 。与模型组比较，益气活血组以及祛风通络组均可降低 24 小时尿蛋白 ( P ＜ 0. 01) 。
益气活血组以及祛风通络组大鼠肾组织 nephrin表达高于模型组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，祛风通络组大鼠肾
组织 podocin表达要高于模型组以及益气活血组，祛风通络组大鼠肾组织 podocalyxin 表达要高于模型组 ( P ＜
0. 05) 。 结论 祛风通络方可以缓解足细胞损伤，可能是其治疗糖尿病肾脏病的机制之一。
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糖尿病肾脏病 ( diabetic kidney disease，DKD)
是临床常见的糖尿病微血管并发症之一，目前已经

成为引起终末期肾脏病的首要原因［1］。中医药在
治疗 DKD 方面具有一定优势，Meta 分析结果显
示，中草药治疗糖尿病肾脏病，能够有效降低尿白

蛋白排泄率 ( UAEＲ) 以及 24 小时尿蛋白［2］。近
年来，我们在长期临床实践的基础上，结合 DKD
的临床特点，以及现代医学关于 DKD 免疫炎症学
说，提出了 DKD “伏风致病”理论假说以及 “从
风论治”的思路［3 － 4］。有研究［5 － 6］结果发现，DKD
尿蛋白的产生与足细胞损伤存在密切的联系。因
此，本研究观察祛风通络法治疗 DKD 的疗效，并
基于足细胞损伤探讨其可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级 GK 雄性大鼠 32 只，鼠龄 11 ～ 17 周，

体重 300 ～ 360 g，购自常州卡文斯实验动物有限公
司，实验动物许可证号: SCXK ( 苏) 2011-0003。
大鼠饲养在北京中医药大学动物实验室，自由饮

水，温度 22℃，相对湿度 60%，明 /暗周期为
12 h。本实验得到了北京中医药大学实验动物伦理
委员会的批准 ( BUCM-4-2015071701-3001) 。
1. 2 药物
祛风通络颗粒，处方: 穿山龙、牛蒡子、蚕

砂，配伍比例为 10 ∶ 5 ∶ 3; 益气活血颗粒，处
方: 黄芪、鬼箭羽，配伍比例为 10 ∶ 5。中药颗粒
剂由北京康仁堂药业有限公司提供。
1. 3 主要试剂与仪器
高热量高脂饲料 ( 蔗糖 5%，猪油 10%，胆固

醇 2%，胆酸盐 0. 25%，基础饲料 82. 75% ) 、基
础饲料 ( 糖水化合物 65%，脂肪 10. 3%，蛋白质
24. 2% ) ，由北京科奥协力饲料有限公司提供 ( 批
号: 11002900018142 ) ; 3% 戊巴比妥钠 ( 批号:
P3761，北京智杰方远科技有限公司) ; 青霉素钠
注射液 ( 批号: F4092105，华北制药股份有限公

·224· 中医杂志 2019 年 3 月第 60 卷第 5 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2019，Vol． 60，No． 5



司) ; 尿蛋白试剂盒 ( 批号: 20150928，南京建成
生物 工 程 研 究 所 ) ; DAB 显 色 液 ( 批 号:
20044442，丹麦 DAKO 公司) ; podocalyxin 抗体
( 批 号: ab205350 ) 、抗 podocin 抗 体 ( 批 号:
ab50339 ) 、抗 desmin 抗体 ( 批 号: ab32362 ) ，
Abcam公司; nephrin 抗体 ( 批号: sc-376522，圣
克鲁斯生物技术公司) ; 免疫组化二抗 ( 批号:

PV-9004，北京中杉金桥生物技术有限公司) ; 尿
蛋白定量试剂盒 ( 批号: 20150928，南京建成生物
工 程 研 究 所 ) ; ＲEALTM EnVisionTM Detection
System，Peroxidase /DAB + ( 丹麦 DAKO公司) 。

DU800 紫外-可见分光光度计 ( 美国 Beckman
公司) ; AU5800 型全自动生化分析仪 ( 贝克曼库
尔特公司) ; EX30 型显微镜 ( 宁波舜宇仪器有限
公司) 。
1. 4 动物分组及模型建立［7 － 8］

大鼠适应性喂养 1 周后，用高脂高热量饲料喂
养 8 周。然后对所有大鼠进行简易 OGTT 试验［9］

( 空腹 12 h 后，灌服 2 g /kg 体重的葡萄糖溶液) ，
检测口服葡萄糖后 1 h、2 h 尾尖血血糖。以餐后
2 h血糖 ( 2hPG = 11. 1 mmol / l) 为分层因素，将大
鼠分为血糖≥11. 1 mmol /L 及 ＜ 11. 1 mmol /L 两层，
分别对各层大鼠进行随机分组，分为模型组、假手
术组、益气活血组、祛风通络组，将两层中同一组
的大鼠合并为一组，每组 8 只，最终保证各组中大
鼠血糖水平相当。模型组、益气活血组、祛风通络
组行单侧肾切除手术，假手术组只切开皮肤、肌
肉，不切除肾脏。手术在 3%戊巴比妥钠 1. 6 ml /kg
腹腔注射麻醉下进行。手术后连续 3 天腹腔注射青
霉素钠注射液 40 单位 /只，预防伤口感染。此后整
个实验过程均给予高脂高热量饮食。
1. 5 给药方法
各组大鼠在术后恢复性饲养 1 周后，开始进行

为期 8 周的药物干预，以 1 ml /100 g 剂量灌胃。结
合前期预实验结果，选用人体临床等效剂量的 10
倍。益气活血组给予浓度为 0. 75 g /ml益气活血颗粒
灌胃，祛风通络组给予 0. 9 g /ml祛风通络颗粒灌胃。
模型组和假手术组给予纯净水 1ml /100 g灌胃。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 一般情况 每日观察大鼠的精神、活动、
皮毛、饮水、进食等一般情况。如有大鼠死亡，及
时记录大鼠死亡时的姿态、皮毛状况以及其他异常
情况，并分析其死亡原因。
1. 6. 2 24 小时尿蛋白定量 检测干预前后 24 小

时尿蛋白定量，具体方法参考尿蛋白试剂盒说明

书，使用 DU800 紫外-可见分光光度计，采用考马
斯亮蓝法进行检测。最终对干预前后的 24 小时尿
蛋白定量之差进行统计分析。
1. 6. 3 生化指标 干预后腹主动脉取血，分离血
清后，由北京中医药大学东直门医院检验科使用全

自动生化分析仪检测血清中血糖、肌酐、尿素氮、
丙氨酸氨基转移酶( ALT ) 、门冬氨酸氨基转移酶
( AST) 。
1. 6. 4 肾脏组织 HE 染色 将切片用二甲苯浸泡
15 min × 3 次脱蜡。脱蜡完成后，将切片进行水化。
滴加苏木素染液 10 min，自来水冲去多余的染液。
用 1%盐酸乙醇分化 10 s，自来水冲洗。用 1%氨
水返蓝 10 s，自来水冲洗。滴加 1%伊红 6 min，自
来水冲洗。梯度乙醇脱水，二甲苯 ( 15 min × 3
次) 透明，树胶封片，显微镜观察。
1. 6. 5 肾脏组织中 nephrin、 desmin、 podocin、
podocalyxin表达情况 采用免疫组化法，首先对所
有切片进行脱蜡入水处理，切片经过抗原修复后恢

复室温，使用 PBS 泡洗 2 min × 3 次。在切片的组
织上滴加 3% H2O2，室温放置 10 min ( 避光) 。结
束后使用 PBS泡洗，3 min × 3 次。按照抗体说明书
对一抗进行稀释，在肾脏组织上滴加适量的稀释后

一抗溶液，将带有一抗的切片放入 4℃冰箱，孵育
过夜。使用 PBS洗掉多余的一抗溶液，3min ×3 次。
以同样的方法滴加 100μl二抗溶液，在室温下孵育
30 min。用 PBS 洗掉多余的二抗溶液，3 min × 2
次。室温下，在组织上滴加 DAB 显色液，显微镜
下观察目标，等待出现阳性反应后，用蒸馏水将显

色液冲洗掉，终止反应。然后，滴加苏木素衬染，
盐酸酒精分化，氨水返蓝。使用常规梯度乙醇脱
水，二甲苯透明，中性树胶封片。应用 Image-pro
Plus 6. 0图像分析系统分析图像，对比各组 nephrin、
desmin、podocin、podocalyxin表达水平。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 20. 0 统计软件进行统计。计量资料

符合正态分布以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，若各
组均符合正态分布，使用单因素方差分析; 两两对

比时，若组间方差齐，使用 Dunnett 检验以及 LSD
法; 若组间方差不齐，使用 Dunnett T3 检验。若有
数据不符合正态分布，则使用非参数检验。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠一般情况
各组大鼠整体状态较好，皮毛整齐有光泽，活
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动灵活，饮食正常。实验期间假手术组、益气活血
组各有 1 只大鼠在进行单肾切除术后死亡，考虑为
手术过程中出血过多导致。益气活血组有 1 只大鼠
在手术前麻醉时死亡，考虑为进行腹腔注射时，注

射器针头刺破腹腔大血管，导致大量出血死亡。
2. 2 各组大鼠 HE染色病理情况

HE染色结果显示，模型组可见到肾小球肥
大，毛细血管迂曲扩张，少量肾小球萎缩，系膜细

胞及基质增生，毛细血管闭塞，球囊间隙变窄; 肾

小管上皮细胞呈空泡样变及少数颗粒样变，可见肾

小管扩张，管腔内可见管型; 间质少量炎症细胞浸

润及纤维组织增生。假手术组与模型组病理变化相
近，但未见小管颗粒变性以及管型。与模型组对
比，益气活血组和祛风通络组均未见肾小球萎缩，

系膜细胞增生较轻，肾小管上皮细胞变性较轻，管

腔内未见管型。
2. 3 各组大鼠 24 小时尿蛋白定量差值比较
表 1 示，模型组与假手术组比较，24 小时尿

蛋白差值无统计学意义 ( P = 0. 079) 。与模型组比
较，益气活血组以及祛风通络组 24 小时尿蛋白定
量差值差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 001) ; 而祛风
通络组与益气活血组 24 小时尿蛋白定量差值差异
无统计学意义 ( P = 0. 724) 。

表 1 各组大鼠 24 小时尿蛋白定量差值比较 ( mg ，珋x ± s)

组别 鼠数 24 小时尿蛋白差值

模型组 8 5. 44 ± 10. 53
假手术组 7 － 2. 74 ± 5. 20
益气活血组 6 － 17. 79 ± 9. 36*

祛风通络组 8 － 24. 07 ± 8. 32*

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 01

2. 4 各组大鼠生化指标比较
表 2 示，各组大鼠血糖、尿素氮及 AST 水平

差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。模型组大鼠肌酐
要明显高于假手术组 ( P = 0. 019 ) 、益气活血组
( P = 0. 043 ) ，差异有统计学意义; 模型组与祛风
通络组 ( P = 0. 052 ) 、祛风通络组与益气活血组
( P = 1. 000) 肌酐比较差异无统计学意义。益气活
血组大鼠 ALT显著低于模型组 ( P = 0. 041 ) 以及
祛风通络组 ( P = 0. 043 ) ，差异具有统计学意义。
祛风通络组 ( P = 0. 721 ) 、假手术组 ( P = 0. 873 )
与模型组 ALT水平差异无统计学意义。
2. 5 各组大鼠肾组织 nephrin、desmin、podocin、
podocalyxin表达比较
表 3 示，假手术组和模型组比较，大鼠肾组织

nephrin、desmin、podocin、podocalyxin 表达差异均
无统计学意义 ( P 值分别为 0. 11，0. 165，0. 674，
0. 298) 。益气活血组以及祛风通络组 nephrin 表达
高于模型组 ( P = 0. 044，P = 0. 008) ，而祛风通络
组与益气活血组之间差异无统计学意义 ( P =
0. 366) 。各组大鼠肾组织 desmin 表达比较差异无
统计学意义 ( χ2 = 5. 621，P = 0. 132 ) 。祛风通络
组大鼠肾组织 podocin 表达高于模型组 ( P =
0. 006) 以及益气活血组 ( P = 0. 032 ) 。祛风通络
组大鼠肾组织 podocalyxin表达要高于模型组 ( P =
0. 021) 。

3 讨论

DKD为常见的糖尿病慢性并发症之一，以水
肿、蛋白尿为主要临床表现，严重者可形成肾病综

表 2 各组大鼠生化指标比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 血糖 ( mmol / l) 肌酐 ( μmol / l) 尿素氮 ( mmol / l) ALT ( IU /L) AST ( IU /L)

模型组 8 9. 66 ± 2. 71 72. 26 ± 14. 32 6. 27 ± 3. 30 38. 45 ± 8. 94 172. 35 ± 28. 20
假手术组 7 10. 33 ± 1. 80 56. 36 ± 6. 85* 4. 86 ± 0. 42 37. 79 ± 6. 46 181. 94 ± 32. 99
益气活血组 6 7. 93 ± 0. 62 60. 48 ± 6. 52 * 6. 44 ± 0. 58 29. 00 ± 5. 34* 163. 00 ± 17. 80
祛风通络组 8 7. 98 ± 1. 31 60. 66 ± 5. 74 6. 11 ± 0. 70 36. 73 ± 9. 32△ 162. 19 ± 31. 06

注: ALT，丙氨酸氨基转移酶; AST，门冬氨酸氨基转移酶; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05; 与益气活血组比较，△P ＜ 0. 05

表 3 各组大鼠肾组织 nephrin、desmin、podocin、podocalyxin表达比较 ( 灰度值，珋x ± s)

分组 鼠数 nephrin desmin podocin podocalyxin

模型组 8 655. 73 ± 614. 77 105. 88 ± 85. 01 980. 48 ± 826. 05 54. 44 ± 117. 85
假手术组 7 1606. 30 ± 1427. 42 309. 19 ± 373. 18 1129. 38 ± 418. 13 229. 02 ± 337. 93
益气活血组 6 1364. 40 ± 540. 16* 54. 06 ± 95. 03 1604. 33 ± 1698. 03* 203. 69 ± 310. 30
祛风通络组 8 2244. 08 ± 1700. 18＊＊ 248. 00 ± 334. 35 2956. 10 ± 1458. 45＊△ 516. 68 ± 431. 73*

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与益气活血组比较，△P ＜ 0. 05
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合征，最终发展为慢性肾功能不全、尿毒症。益气
活血法是目前中医药治疗 DKD 应用最为广泛的治
法，其有效性也得到多个临床研究的证实［2］。吕
仁和教授认为，气虚血瘀是贯穿 DKD 病程始终的
基本病机，因此，益气化瘀散结应贯穿 DKD 治疗
的全过程［10］。有研究结果显示，益气化瘀散结法
在有效率、24 小时尿蛋白定量、尿微量白蛋白排
泄率、血肌酐等方面具有优于或非劣于西药 AＲB
类药物的疗效，甚至在终点事件方面明显优于西药

厄贝沙坦组［11 － 15］。因此，在本次研究中，我们将
益气活血法作为阳性对照，来探讨祛风通络法治疗

DKD的有效性及其作用机制。
对于 DKD，大量蛋白尿的出现往往意味着肾

功能的急速下降［16］，因此，降低尿蛋白是治疗

DKD的关键点之一。越来越多的中医学者观察到
了“风药”治疗 DKD 的有效性，尤其是在降低尿
蛋白方面［17 － 19］。我们在临床治疗 DKD时，在益气
活血散结法的基础上，加上祛风通络药物，轻者可

加防风、紫苏叶、鬼箭羽、穿山龙、威灵仙、鸡血
藤、青风藤、海风藤、忍冬藤、络石藤等，病情较
重者也可选用虫类搜风通络药，如蝉蜕、僵蚕、地
龙、全蝎、蜈蚣、炮山甲等［4］，往往能取得较好
的疗效。本研究所使用的祛风通络颗粒包括了穿山
龙、牛蒡子、蚕砂，穿山龙具有舒筋活络、祛风止
痛之效，可以祛除肾络中伏风，牛蒡子可以疏风清

热以除外风，蚕砂亦为祛风除湿之要药，三者相须

为用，共奏祛风通络之效。
HE染色结果可见，益气活血组以及祛风通络

组病理改变均要比模型组大鼠病理改变轻，可见两

种干预措施均可有效地改善糖尿病肾病的病情。并
且祛风通络组以及益气活血组 24 小时尿蛋白定量
较模型组下降明显，说明祛风通络法在降低尿蛋白

方面的效果非劣于益气活血法。生化指标结果显
示，祛风通络法治疗 DKD 对血糖、肝功能、肾功
能均无明显影响，而益气活血组血肌酐以及 ALT
水平要显著低于模型组。可见，益气活血法在保护
肝、肾功能方面可能要优于祛风通络组。
研究显示，DKD蛋白尿的产生与足细胞损伤存

在密切的关系［5 － 6］。nephrin 蛋白是足细胞裂隙膜的
重要组成部分，nephrin同时也参与影响足细胞凋亡
的信号传导［20］。与 nephrin 一样，desmin、podocin
以及 podocalyxin也是足细胞的重要组成部分，在足
细胞的实验研究中，经常被用作足细胞损伤的标

志［21 － 23］。本次研究中，虽然祛风通络法和益气活血

法均对 desmin的表达无明显调节作用，但均可显著
地上调 nephrin表达。在 podocin 以及 podocalyxin 方
面，祛风通络法仍然可以起到上调表达水平的作用，

而活血化瘀法并没有显示出具有上调 podocin 和
podocalyxin的效果，说明祛风通络法与益气活血法
均可以在一定程度上起到缓解足细胞损伤的作用，

且祛风通络法的作用略强于益气活血法。
综上，祛风通络法与益气活血方均可以缓解足

细胞损伤，从而起到降蛋白的效果，祛风通络法在

保护足细胞方面优于益气活血法，而在保护肾功能

方面弱于益气活血法。
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Effects of Qufeng Tongluo Ｒecipe ( 祛风通络方) on Podocyte Injury in Diabetic Nephropathy Model Ｒats
HUANG Weijun1，ZHAO Jinxi1，WANG Shidong1，XIAO Yonghua1，FU Qiang1，ZHANG Hua1，WU Wen-
jing2，SHEN Zilong3，GONG Qing1

( 1． Dongzhimen Hospital，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100700; 2． Hubei Provincial Hospital of Traditional
Chinese Medicine; 3． Beijing Hospital of Traditional Chinese Medicine，Capital Medical University)
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Qufeng Tongluo Ｒecipe ( 祛风通络方) in the treat-
ment of diabetic nephropathy． Methods A total of 32 GK rats were randomly divided into model group，sham op-
eration group，Yiqi Huoxue group and Qufeng Tongluo group，with 8 rats in each group． Except the sham operation
group，rats were treated with high-fat，high-calorie feeding plus single nephrectomy to replicate the diabetic kidney
disease model． Yiqi Huoxue group was given Yiqi Huoxue Granules at a concentration of 0. 75 g /ml by gavage，and the
Qufeng Tongluo group was given a concentration of 0. 9 g /ml Qufeng Tongluo Granules by gavage． The model group
and the sham operation group were given pure water by gavage． The dose of all groups was 1 ml /100 g for 8 weeks．
The general condition of rats was observed，and the 24-hour urine protein changes，levels of blood glucose，creati-
nine，urea nitrogen，alanine aminotransferase ( ALT) ，and aspartate aminotransferase ( AST) were detected． HE
staining was used to observe renal pathology． The expression of podocyte marker proteins of nephrin，desmin，podocin
and podocalyxin was detected by immunity histochemistry． Ｒesults The results of HE staining showed that the
model group showed glomerular hypertrophy，a small amount of glomerular atrophy，and renal tubular dilatation．
There was no glomerular atrophy in the Yiqi Huoxue group and Qufeng Tongluo group，and the mesangial cells prolif-
erated lightly． Ｒenal tubular epithelial cells were less degenerative． The creatinine of the model group was significant-
ly higher than that of the sham operation group ( P ＜ 0. 05) ． The ALT of the Yiqi Huoxue group was significantly low-
er than that of the model group and the Qufeng Tongluo group ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared with the model group，Yiqi
Huoxue group and Qufeng Tongluo group could reduce 24-hour urine protein ( P ＜ 0. 01) ． The expression of nephrin
in the kidney of Yiqi Huoxue group and Qufeng Tongluo group was higher than that in the model group ( P ＜ 0. 05 or
P ＜ 0. 01) ． The expression of podocin in the kidney of the rats in the Qufeng Tongluo group was higher than that in
the model group and Yiqi Huoxue group． The expression of podocalyxin in the kidney tissue of the rats in the Qufeng
Tongluo group was higher than that in the model group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Qufeng Tongluo Ｒecipe can alle-
viate podocyte injury and that may be one of the mechanisms for its treatment of diabetic nephropathy．
Keywords diabetic nephropathy; Qufeng Tongluo Ｒecipe ( 祛风通络方) ; podocyte injury; creatinine; 24-hour urine
protein
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