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［摘　要］　目的　探讨活血化瘀通络方干预早期糖尿病肾损害的作用机制。 方法　选择清洁级健康雄性ＳＤ大鼠４０只随

机分为正常组１０只和模型组３０只，模型组大鼠按６０ｍｇ／ｋｇ体重一次性大剂量腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）复制糖尿病大鼠

模型，将成模的２８只大鼠随机分为对照组和干预组各１４只。干预组大鼠给予活血化瘀通络方定容至灌胃量１ｍｌ／１００ｇ体重

进行灌胃。活血化瘀通络方由川芎、丹参、地龙、水蛭、全蝎组成分别给予相当于生药量０．９６、１．２、０．８、０．４８、０．４８ｇ／（ｋｇ·ｄ）。

正常组和对照组大鼠按照１ｍｌ／１００ｇ体重给予纯净水灌胃。药物干预１６周后分别观察各组大鼠体重（ＢＷ）、肾脏指数（ＫＩ）、

空腹血糖（ＦＢＧ）、糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）和尿微量白蛋白（Ｕ－Ａｌｂ）水平；光镜及电镜观察肾组织形态学改变及肾小球基底膜
（ＧＢＭ）厚度的改变；检测骨形态蛋白７（ＢＭＰ－７）及其 ｍＲＮＡ的表达。 结果　与正常组比较，对照组大鼠ＢＷ、ＢＭＰ－７及其

ｍＲＮＡ表达明显减少（Ｐ＜０．０５），ＫＩ、ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ和Ｕ－Ａｌｂ水平明显升高（Ｐ＜０．０５），ＧＢＭ明显增厚（Ｐ＜０．０５）。与对照组

比较，干预组大鼠ＢＷ、ＢＭＰ－７及其ｍＲＮＡ表达明显增加（Ｐ＜０．０５）；ＫＩ、Ｕ－Ａｌｂ以及ＧＢＭ厚度明显降低（Ｐ＜０．０５）。 结论

活血化瘀通络方具有减轻早期糖尿病肾损害的作用，其上调ＢＭＰ－７的表达可能是作用机制之一。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ　ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病（ｄｉａｂｅｔｅｓ　ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）严重的慢性微血管并发
症，是导致慢性肾功能衰竭的重要原因之一。ＤＮ
病理上以肾小球细胞外基质（ＥＣＭ）聚集、肾小球硬
化及进展性小管间质纤维化为特征。骨形态蛋白７
（ｂｏｎｅ　ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ－７，ＢＭＰ－７）为骨形态
蛋白家族成员。近年来，国外文献报道ＢＭＰ－７与

ＤＮ的发生发展有关，ＢＭＰ－７可调节ＥＣＭ 的合成
和降解，发挥抗纤维化作用，延缓ＤＮ的发展［１］。
我们根据ＤＮ的临床和病理特点，结合中医学

病机理论，认为ＤＮ主要的病机是瘀血阻于肾络，治
疗当活血化瘀通络。课题组采用丹参、川芎、地龙、
水蛭、全蝎组成活血化瘀通络方，临床观察和前期实
验表明该方对ＤＮ有较好疗效［２－３］。本研究旨在探
讨其可能的作用机制，为临床应用提供参考。

１　材料

１．１　实验动物
健康雄性ＳＤ大鼠４０只，清洁级，４～５周龄，体

重１２０～１５０ｇ，购自河北医科大学实验动物中心，动
物合格证号：１１１２０６１。

１．２　药物
本实验所用中药配方颗粒由广东一方制药有限

公司惠赠。活血化瘀通络方：丹参（１．８ｇ／袋，含生
药１０ｇ，批号：１１０８２９３）；川芎（１．３ｇ／袋，含生药６ｇ，
批号：１１０８８２７）；地龙（１．０ｇ／袋，含生药１０ｇ，批号：

１１０５０２４）；水 蛭 （１．５ｇ／袋，含 生 药 ３ｇ，批 号：

１１０６１１３）；全 蝎 （１．０ｇ／袋，含 生 药 ３ｇ，批 号：

１１０７２５３）。使用时用纯净水配制成含中药配方颗粒

０．１２ｇ／ｍｌ的混悬液。

１．３　主要试剂和仪器
链脲佐菌素（美国Ｓｉｇｍａ公司，批号Ｓ０１３０）；

β－ａｃｔｉｎ小 鼠 单 抗 （美 国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公 司，批 号

１１０６０３）；ＢＭＰ－７ 兔 多 抗 （美 国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公 司，

Ｇ２２１２１）；羊抗兔荧光二抗（美国Ｒｏｃｋｌａｎｄ公司，批
号２６０５５）、羊抗小鼠荧光二抗（美国 Ｒｏｃｋｌａｎｄ公
司，批号 ２５３４０）；Ｍ－ＭＬＶ 反转录试剂盒 （美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号８２１２０５７）、ＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ（美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号８２１１２１２）、Ｐｌａｔｉｎｕｍ　ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ　ｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ－ＵＤＧ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，批号８２１３０２１）；ＢＸ６３＋ＤＰ７２正置研究级显微
镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ株式会社）；Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ仪
（美国ＥＣＯ公司）；引物（上海生工生物工程有限
公司）。

２　方法

２．１　动物分组与造模

ＳＤ大鼠４０只适应性饲养１周后，按照随机数
字表法分为正常组１０只和模型组３０只。实验期间
大鼠自由进食、饮水。参考文献［４］，模型组大鼠按

６０ｍｇ／ｋｇ体重一次性快速腹腔注射ＳＴＺ，以大鼠尾
静脉取血检测空腹血糖（ＦＢＧ），ＦＢＧ≥１６．７ｍｍｏｌ／

Ｌ为造模成功［４］。将造模成功的２８只大鼠按体重
随机分为对照组和干预组各１４只。

２．２　药物干预方法
大鼠给药量按照体型系数换算给药剂量的基本

公式进行换算［５］，ＤＢ＝ＤＡ×
ＲＢ
ＲＡ
×

３
Ｗ槡 Ａ

３
Ｗ槡 Ｂ

（注：ＤＡ、ＤＢ

是Ａ、Ｂ两种动物每公斤体重剂量，ＲＡ、ＲＢ 是 Ａ、Ｂ
两种动物体型系数；ＷＡ、ＷＢ 是标准动物体重）。计
算后，干预组分别给予川芎、丹参、地龙、水蛭、全蝎

０．９６ｇ／（ｋｇ·ｄ）、１．２ｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．８ｇ／（ｋｇ·ｄ）、

０．４８ｇ／（ｋｇ·ｄ）、０．４８ｇ／（ｋｇ·ｄ），中药配方颗粒溶
解后，定容至灌胃量１ｍｌ／１００ｇ体重进行灌胃，正常
组和对照组大鼠按照１ｍｌ／１００ｇ体重给予纯净水灌
胃，共干预１６周。

２．３　观察项目
观察大鼠的饮水量、饮食量、尿量、活动情况、体

重（ＢＷ）及存活情况；用免疫散射比浊法检测尿微
量白蛋白（Ｕ－Ａｌｂ）。大鼠尾静脉取血，用葡萄糖氧
化酶法检测ＦＢＧ；微粒色谱法检测糖化血红蛋白
（ＨｂＡ１ｃ）；剥离肾脏、称重，按公式计算肾脏指数
（ＫＩ），ＫＩ＝双肾重量（ｇ）／体重（ｋｇ）。

２．４　肾脏病理形态观察
剥离肾脏，迅速留取肾组织置于ＦＡＡ固定液

中，Ｍａｓｓｏｎ染色后，光镜下观察肾组织病理学变化。
部分肾皮质置入４％戊二醛固定液中，透射电镜观
察病理形态改变及测量肾小球基底膜（ＧＢＭ）厚度。

２．５　肾组织ＢＭＰ－７的检测

２．５．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　提取肾组织总蛋白，测
定蛋白浓度，稀释样品，经１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，
电转移至聚ＰＶＤＦ膜上，封闭，加入兔抗大鼠ＢＭＰ－
７的一抗及二抗，孵育１ｈ。红外激光扫描仪拍照并
分析荧光条带的灰度值（以内参的吸光度值为相对
值１）。每个样本独立重复３次取平均值。由于

ＢＭＰ－７蛋白的分子量大小与内参蛋白分子量相差
不大，故先进行内参蛋白的抗体温育、显色和检测。
然后使用Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ缓冲液洗掉膜上的抗体，重新进
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行目的蛋白的抗体温育、显色和检测。

２．５．２　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ－ＰＣＲ　引物由上海生工生物工
程有限公司合成，引物序列：β－ａｃｔｉｎ（２４１ｂｐ）：上游

ＡＡＣ　ＣＣＴ　ＡＡＧ　ＧＣＣ　ＡＡＣ　ＣＧＴ　ＡＡＡ　ＡＧ，下游

ＴＣＡ　ＴＧＡ　ＧＧＴ　ＡＧＴ　ＣＴＧ　ＣＴＡ　ＧＧＴ；ＢＭＰ－７
（１９９ｂｐ）：上游ＣＧＣ　ＴＣＣ　ＡＡＧ　ＡＣＴ　ＣＣＡ　ＡＡＧ　Ａ，
下游ＡＧＴ　ＴＣＡ　ＧＡＧ　ＧＧＡ　ＡＧＧ　ＣＡＣ　Ａ。反应条
件：ＵＤＧ　Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　５０℃ ２ｍｉｎ、Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ａｃｔｉ－
ｖａｔｉｏｎ　９５℃１０ｍｉｎ、９５℃１０ｓ４０Ｃｙｃｌｅｓ、６０℃３０ｓ。
融解曲线条件：９５℃１５ｓ、５５℃１５ｓ、９５℃１５ｓ。每
个样本做３个复孔，求出目的基因 ｍＲＮＡ相对含
量。数据分析使用相对定量中常用的ΔΔＣｑ法。相
对表达量（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）＝２－ΔΔＣｑ；ΔＣｑ＝
目的基因Ｃｑ平均值－内参Ｃｑ平均值；ΔΔＣｑ＝实
验组ΔＣｑ－对照组ΔＣｑ。

２．６　统计学方法
用Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｖ８进行数据统

计，定量资料用（珚ｘ±ｓ）表示，均经过正态性和方差齐
性检验，组间差异性检验采用单因素方差分析或秩
和检验。

３　结果

３．１　各组大鼠一般情况
正常组大鼠毛色光泽，反应敏捷，肌肉丰满，体

重逐渐增加。对照组大鼠出现明显多饮、多食、多
尿，体重下降，毛色晦暗，反应迟钝，肌肉瘦削，少动
抱团，ＤＭ成模后３周出现 Ｕ－Ａｌｂ，８周出现糖尿病

并发症，如白内障等。干预组各种症状均有所减轻。
本次实验过程中大鼠共死亡５只（对照组４只、干预
组１只），且每组各有１只大鼠血糖自行恢复，予以
剔除，最终参与统计的大鼠共３１只，其中正常组１０
只、对照组９只、干预组１２只。

３．２　各组大鼠ＢＷ、ＫＩ、ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ和 Ｕ－Ａｌｂ的
比较
表１示，与正常组比较，对照组和干预组大鼠

ＢＷ 明显降低（Ｐ＜０．０５）；而与对照组比较，干预组
大鼠ＢＷ 明显升高（Ｐ＜０．０５）。与正常组比较，对
照组和干预组大鼠ＫＩ、ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ和Ｕ－Ａｌｂ明显
升高（Ｐ＜０．０５）；而与对照组比较，干预组大鼠ＦＢＧ
和 ＨｂＡ１ｃ差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＫＩ和 Ｕ－
Ａｌｂ明显降低（Ｐ＜０．０５）。

３．３　各组大鼠肾脏病理形态学变化
光镜下，对照组大鼠可见肾小球体积增大，系膜

基质增多，肾小管上皮细胞空泡样变；干预组大鼠肾
脏病变有一定程度的改善，结果见图１。
电镜下，正常组大鼠可见ＧＢＭ结构清晰，足突

排列整齐、系膜细胞无增殖、系膜基质无增生。对照
组可见ＧＢＭ结构欠清晰、均匀弥漫增厚，足突增宽或
大片融合，足突裂孔膜增宽。干预组改变较对照组有
所减轻，ＧＢＭ结构较清晰，足突节段融合，结果见图２。
表２示，与正常组比较，对照组和干预组大鼠

ＧＢＭ厚度均明显增加（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，
干预组大鼠ＧＢＭ厚度明显变薄（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠ＢＷ、ＫＩ、ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ和Ｕ－Ａｌｂ的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＢＷ（ｇ） ＫＩ（ｇ／ｋｇ） ＦＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨｂＡ１ｃ（％） Ｕ－Ａｌｂ（μｇ／２４ｈ）

正常组 １０　 ４５０．９０±３０．２２　 ６．２３±０．４７　 ５．４９±０．６０　 ３．２６±０．１７　 ７６．６７±１６．６５
对照组 ９　 ２２４．８６±３４．２２＊ １１．６８±０．５１＊ ２９．５３±３．８８＊ ６．１０±０．７９＊ ８６２．４７±２１６．４５＊

干预组 １２　 ２９２．４４±３５．２７＊△ １０．０５±０．５３＊△ ２９．２４±３．７９＊ ６．００±０．５２＊ ５５２．７８±１１９．８８＊△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５；与对照组比较，△Ｐ＜０．０５

正常组 对照组 干预组

图１　各组大鼠肾组织光镜下形态（Ｍａｓｓｏｎ染色）
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正常组 对照组 干预组

图２　各组大鼠肾组织电镜下形态（×２０　０００）

表２　各组大鼠肾小球基底膜厚度的比较（ｎｍ，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 基底膜厚度

正常组 １０　 １５６．７３±３１．５９
对照组 ９　 ３１５．１２±４７．２３
干预组 １２　 １９７．６６±２１．３６＊△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５；与对照组比较，△Ｐ＜０．０５

３．４　各组大鼠肾脏ＢＭＰ－７及其ｍＲＮＡ表达比较
表３示，与正常组比较，对照组和干预组肾组织

ＢＭＰ－７及其ｍＲＮＡ表达量均明显降低（Ｐ＜０．０５）；
与对照组比较，干预组肾组织ＢＭＰ－７及其 ｍＲＮＡ
表达量明显增加（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组大鼠肾脏ＢＭＰ－７及其ｍＲＮＡ

　　表达的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＢＭＰ－７
（灰度值）

ＢＭＰ－７ｍＲＮＡ
（相对值２－ΔΔＣｑ）

正常组 １０　 ０．３８８±０．０２７　 １
对照组 ９　 ０．１２７±０．０１１＊ ０．６６５±０．０３８＊

干预组 １２　 ０．２７５±０．０２４＊△ ０．８３３±０．０５１＊△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５；与对照组比较，△Ｐ＜０．０５

４　讨论

ＤＮ肾组织早期病理改变为肾小球肥大，ＥＣＭ
聚集，基底膜增厚，晚期出现弥漫性肾小球硬化、肾
小管萎缩及间质纤维化，导致肾功能衰竭。正常肾
小球是由毛细血管球构成，中医学认为应属“络脉”
范畴。我们在临床实践中，根据中医学病机理论，结
合ＤＮ的发病机制、临床及病理特点，逐步认识到本
病从ＤＭ 发展到出现肾损害时，是因 ＤＭ 日久不
愈，“久病入络”，引起瘀血内阻，深入于络所致，因
此，治疗当以活血化瘀通络为主。为此课题组结合
多年的临床用药经验，拟定了活血化瘀通络方，由丹
参、川芎、地龙、水蛭、全蝎组成。丹参性微寒，可消
散瘀滞之血；药理研究表明丹参有降血脂、抑制血栓
形成等作用［６］。川芎味辛，活血行气，为血中之气

药，辛香走窜通络，能散能行，既可透达络邪使其外
出，又可引其他药物达于络中［６］，与丹参相须为用，

以加强活血之力。水蛭咸苦入血分，擅长破血逐瘀，
力专效宏；全蝎味辛，性善通窜，有通络散结之功；地
龙长于通行经络。水蛭、全蝎、地龙皆为虫类通络
药，可化瘀剔邪通络，为肾络瘀滞之良药。诸药合
用，则肾络瘀阻可消。该方在临床上对早、中期的

ＤＮ确有良好的临床疗效。
骨形态蛋白家族（ＢＭＰｓ）属于转化生长因子β

（ＴＧＦ－β）超家族成员。ＴＧＦ－β家族包括超过２０种
的骨形态发生蛋白，其中ＢＭＰ－７是参与肾发育和疾
病的最重要的成员［１］。近年来研究显示，ＢＭＰ－７与

ＤＮ的发生发展有关，ＢＭＰ－７ 信号通路可阻断

ＴＧＦ－β１对肾小管上皮细胞转分化的促进作用，逆
转上皮细胞向间质细胞转化（ＥＭＴ）［８］，诱导间质成
纤维细胞向上皮细胞分化（ＭＥＴ）［９］，调节ＥＣＭ 的
合成和降解，发挥抗纤维化作用，延缓 ＤＮ 的发
展［１０－１１］。ＤＭ大鼠内源性ＢＭＰ－７的表达缺失与纤
维化活动有关。Ｍｏｒｒｉｓｓｅｙ等［１２］发现，在实验性ＤＮ
中外源性给予重组人ＢＭＰ－７可以延缓肾小球和肾
小管间质的纤维化，减轻肾脏损害。
本研究发现，活血化瘀通络方能增加ＤＮ大鼠

的体重，降低ＤＮ大鼠的ＫＩ，减少尿Ｕ－Ａｌｂ的排泄；
并且能改善ＤＮ大鼠肾组织病理形态学的改变，降
低ＧＢＭ的厚度，对ＤＮ大鼠发挥了肾脏保护作用。
本研究还发现，对照组大鼠肾脏ＢＭＰ－７蛋白及其

ｍＲＮＡ 表达明显减少，而干预组 ＢＭＰ－７ 及其

ｍＲＮＡ表达较之明显增高。说明活血化瘀通络中
药能够在转录水平上调ＢＭＰ－７的表达，促进内源性

ＢＭＰ－７增多，进一步发挥其肾脏保护作用，延缓ＤＮ
肾脏纤维化的进程。
综上所述，活血化瘀通络方能减轻ＤＮ大鼠肾
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脏的病理损伤，减少肾脏ＥＣＭ 积聚，延缓肾脏纤维
化进程。其机制可能与增加肾脏ＢＭＰ－７表达有关。
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关于举办第二期“中医药ＳＣＩ论文写作与发表提高班”的通知
科技论文写作是科研工作的重要组成部分，发表高水平的研究论文是反映科研工作成果和学术交流的重要手段。

继第一期“中医药ＳＣＩ论文写作与发表提高班”２０１３年５月在北京成功举办后，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
（《中医杂志》英文版）编辑部将于２０１３年１０月于北京举办第二期“中医药ＳＣＩ论文写作与发表提高班”，将邀请有丰富

审稿经验的ＳＣＩ期刊编委主编、具有高水平ＳＣＩ论文投稿经验的专家授课。从专家视角和编辑部视角就ＳＣＩ论文写

作与发表的相关问题进行研究与交流，切实提高科研人员论文写作能力，探讨如何解决目前面临的写作难、投稿难、发

表更难的问题。

现将有关事宜通知如下：

一、培训内容：１．中医药ＳＣＩ论文写作的基本规则和要求；２．中医药ＳＣＩ论文特点及其在ＳＣＩ杂志发表的难点分

析与应对策略；３．部分中医药论文在ＳＣＩ杂志成功发表的经验总结与分析；４．中医药科研设计与难点探讨；５．医药学

相关科研中常用统计方法的分析与探讨；６．ＳＣＩ杂志投稿的程序与技巧、文章评审流程、常见问题及注意事项介绍。

二、培训对象：１．承担国家级、省部级中医药项目的科研人员；２．医疗机构、医药院校、科研机构等从事科研并有志于发

表ＳＣＩ论文者；３．在校硕士、博士，博士后研究人员、青年教师；４．其他任何有志于中医药研究的科技工作者。三、培训

时间与地点：时间：２０１３年１０月２６日至２７日两天，１０月２５日下午报到。地点：北京京东宾馆（北京市东直门内海运

仓１号）。报名截止时间：２０１３年１０月１０日，名额有限，额满为止。四、汇款方式：邮局汇款：北京东直门内南小街１６
号，中医杂志英文版，邮编：１００７００。附言请注明ＳＣＩ培训、发票开具单位和具体邮寄地址，银行转账：开户行：中国工

商银行北京北新桥支行，户名：中医杂志社，帐号：０２００００４３０９０８９１３１３７６，转账后请发电子邮件通知我们，电子邮件中

请写明详细转账信息，以便查账，同时写明发票开具单位和具体邮寄地址。五、联系人：曲编辑、王编辑，电话：０１０－

５７２０８６５５，传真：０１０－６４０５０２０１，地址：北京东直门南小街１６号《中医杂志》英文版，邮编：１００７００。六、其他事项：各参

会代表可准备一篇待发表的论文（可以提前发至邮箱），经专家评选的优秀论文，ＪＴＣＭ 将开辟绿色通道，现场优先录

用。参会代表将获国家级继续教育学分（Ⅰ类学分）。食宿：提供会议餐，其余自理。收费：１８００元／人（在校学生１５００
元／人）。请于官网ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｏｕｒｎａｌｔｃｍ．ｃｏｍ下载回执，填写后发至ｊｔｃｍｓｃｉ＠１２６．ｃｏｍ
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