
中国医学科学院中国协和医科大学北京协和医院（北京 !""#$"）
!博士研究生

通讯作者：尹德海，%&’："!" ( )*+,*$$,，-./01’：213456+)7589/01’ : ;8/

糖尿病大鼠肾小球系膜细胞表型转化

及菟箭合剂的作用

尹德海! 梁晓春 郑法雷 朴元林

摘要 目的：研究糖尿病大鼠是否存在肾小球系膜细胞表型转化及中药菟箭合剂的作用。方法：<=
大鼠分为正常对照组（>?组，! @ 6）、单肾切除对照组（A?组，! @ 6）、单肾切除链脲佐菌素（<%B）糖尿病组
（=C组，! @ 6）、缬沙坦治疗组（D%组，! @ 6）和中药菟箭合剂治疗组（BE组，! @ ,），缬沙坦治疗组和菟箭
合剂治疗组分别在单肾切除 <%B糖尿病模型成模后灌喂缬沙坦〔+"/F G（HF·4）〕和菟箭合剂〔+"F G（HF·4）〕
!+周，用免疫组化的方法观察大鼠肾小球内!.平滑肌肌动蛋白（0’I50 J/8895 /KJ;’& 0;913，!.<CL）和转移生
长因子."!（%MN."!）的表达情况，用计算机病理图像分析软件检测肾小球!.<CL和 %MN."! 染色阳性面积 G
肾小球毛细血管袢面积比。结果：>?组和 A?组大鼠仅个别肾小球内有少量!.<CL阳性显色，=C组大鼠
肾小球内可见显著的!.<CL阳性显色，肾小球内!.<CL阳性面积 G肾小球毛细血管袢面积比和 %MN."! 阳

性面积 G肾小球毛细血管袢面积比显著增加（" O "P"!），+Q5尿蛋白排泄量较 >?组和 A?组大鼠显著增多
（" O "P"!）；D%组和 BE组大鼠 +Q5尿蛋白排泄量较 =C组显著减少，肾小球内!.<CL阳性面积 G肾小球毛
细血管袢面积比和 %MN."!阳性面积 G肾小球毛细血管袢面积比较 =C组显著降低（" O "P"!）；BE组 +Q5尿
蛋白排泄量较 D%组低（" O "P"!）。结论：单肾切除 <%B糖尿病大鼠肾小球内可见大量的!.<CL的表达，
提示糖尿病肾病时存在肾小球系膜细胞表型转化，中药菟箭合剂和缬沙坦治疗后可显著减少糖尿病大鼠

+Q5尿蛋白排泄量，抑制肾小球系膜细胞表型转化和肾小球内 %MN."!的表达，菟箭合剂较缬沙坦降低糖尿

病大鼠 +Q5尿蛋白排泄量的作用更为显著。
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肾小球系膜区细胞外基质（’<+"*&’00%0*" /*+")<，
CD8）的蓄积、最终导致肾小球硬化是糖尿病肾病的
基本病理改变，但糖尿病肾病肾小球 CD8蓄积的机
制目前尚未完全阐明，已知增殖性肾小球疾病中肾小

球系膜细胞表型转化，从静止型细胞转化为分泌 E增
殖型细胞，与 CD8的蓄积、肾小球的硬化有关〔@〕，糖
尿病肾病为非增殖性肾小球疾病，是否也存在系膜细

胞表型转化目前尚不十分清楚。本研究采用免疫组

化的方法，对单肾切除链脲佐菌素（F+"’!+#G#+#&)$，
F6H）糖尿病大鼠肾小球系膜细胞是否存在表型转化
进行了观察，并研究了中药菟箭合剂和血管紧张素"
受体拮抗剂缬沙坦的作用。

材料和方法

@ 动物模型的制作及分组 ;:只雄性 F!"*,%’=
I*A0’.大鼠（J 周龄，体重 @KL M @NL,，中国医学科学
院动物所提供），其中 O 只同龄鼠作正常对照组（PD
组），K; 只行左肾切除术：@LQ水合氯醛按 KRJ/0 E S,
体重腹膜内注射麻醉，常规消毒，切开腹腔，结扎左肾

门血管，剪除左肾，缝合切口。

术后 @ 周，其中 :N 只按 ;J/, E S,体重腹膜内注
射 F6H（F),/* 公司产品。临用前用 LR@//#0 E T 枸橼
酸缓冲液，!U;R:，;V配成 :Q溶液），W:-后尾静脉取
血测血糖（用美国 X44#++ I)*,$#2+)&2 D#/!*$. Y"’&)2)#$
血糖仪检测），血糖高于 @NRW//#0 E T者确定为糖尿病
模型制作成功（@只大鼠未能成模被排除）。:J 只糖
尿病模型大鼠随机分为单肾切除糖尿病模型组（I8
组，O只）、菟箭合剂治疗组（HZ组，[ 只）和缬沙坦治
疗组（96 组，O 只），另外 O 只单肾切除术后未注射
F6H的大鼠作为单肾切除对照组（\D组）。
各组大鼠分笼喂养于北京协和医院动物实验室

（二级动物实验室），每笼 ; M J只，自由饮水，以大鼠
维持饲料饲养（碳水化合物 NLQ、蛋白质 ::Q、脂肪
;RLQ）。
在单肾切除糖尿病大鼠成模后，菟箭合剂治疗组

大鼠即开始每天 @次按 :L, E（S,·(）灌胃中药菟箭合
剂（菟丝子、鬼箭羽和汉防己，中药饮片购自北京同仁

堂药店，由中国中医研究院中药研究所用水煎醇提法

制成口服液，每毫升含生药 :,）；缬沙坦治疗组即开

始每天 @次按 :L/, E（S,·(）灌胃缬沙坦（诺华制药公
司提供，用 LR@/#0 E T，P*]U 溶解后，:/#0 E T UD0 调
!U至 WRJ，配成 LR:Q的溶液），其余 K组大鼠按 @/0 E
（@LL,体重·(）灌喂自来水。治疗 @:周后处死。

: 标本的处理 各组大鼠处死前 @ M : 天，将
大鼠置代谢笼中留取 :;-尿，尿杯中放 :/,叠氮钠防
腐，留取 :;-尿后计尿量，尿标本离心后检测尿肌酐
和 :;-尿蛋白定量。处死前称量体重，断头取血，离
心取血清，待测。处死后迅速剖腹取出右肾，剥离肾

包膜，微量电子天平称量肾重，将肾皮质切成 : M K//
厚的薄片，@LQ中性福尔马林固定。

K 检测指标及方法 :;-尿蛋白（^!"#）定量采
用三氯醋酸比浊法：血肌酐（FD"）、尿素氮（_^P）、血
糖（>0%）、血白蛋白（X04）和尿肌酐（^&"）用 ]TZ8Y^F
@LLL全自动生化分析仪测定（日本第一化学制品公
司提供试剂盒）。血清肌酐清除率（DD"）根据尿肌酐、
血肌酐和体重按以下公式计算〔:〕：DD"〔/0 E（/)$·S,体
重）〕‘〔^D"（/, E (0）a :;- 尿量（/0）E FD"（/, E (0）〕a
〔@LLL E体重（,）〕a〔@ E @;;L（/)$）〕。
常规肾脏病理染色：固定后的肾组织经脱水、透

明、石蜡包埋，切成 K#/的切片，进行常规 YXF和 UC
染色。

免疫组化染色：;#/厚的石蜡切片粘附于多聚赖
氨酸粘片剂处理后的玻片上，切片脱蜡至水，KQU:]:

灭活内源性过氧化物酶 @L/)$，双蒸水冲洗，置切片
于 LRL@/#0 E T 柠檬酸缓冲液中微波炉抗原修复
@J/)$，此后分别进行转移生长因子=!@（6>?=!@）免疫
组化染色、$=平滑肌肌动蛋白（*0!-* 2/##+- /%2&0’
*&+)$，$=F8X）与上皮性钙粘蛋白（C=D*(-’")$）的双标
免疫组化染色。兔抗 6>?=!@ 一抗由 F*$+* D"%G公司
提供，按 @ b:LL稀释，用北京中山生物技术有限公司
二步法免疫组化检测试剂，IX_显色。小鼠抗$=F8X
一抗（@ b :LL 稀释）和兔抗 C=D*(-’")$ 一抗（@ b @LL 稀
释）由武汉博士德生物工程有限公司提供，用博士德

公司 FX_D双标免疫组化染色试剂盒染色，$=F8X阳
性显示紫蓝色，C=D*(-’")$阳性显示红色。
图像分析：用北京航空航天大学计算机中心提供

的医学彩色病理图像分析软件（D8cXF）进行病理图
像分析。每只大鼠的病理片均在 @LL倍显微镜下，视
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野上、下、左、右、中各取 !个肾小球（共 "# 个），数码
摄像头采集肾小球图像。在 $%&染色中采集系膜基
质着色区，画定肾小球毛细血管襻区域，’()%&进行
肾小球分析，得出 "#个肾小球系膜基质面积 *肾小球
毛细血管襻面积比（肾小球系膜基质相对面积）的平

均值。在 +,-.!" 免疫组化染色和".&(% 与 /.’01.
23456双标免疫组化染色中采集 +,-.!"和".&(%阳性
区（不计色深），分别得出 "# 个肾小球中 +,-.!"、".
&(%阳性区 *肾小球毛细血管襻的面积比（肾小球
+,-.!"、".&(%相对面积）。

7 统计学分析方法 用 &$&& "#8#统计分析软
件进行统计学分析，各组数据以均值 9标准差表示。
总体数据为正态分布者用 :63.;0< %=:>%（单因素
方差分析）作统计分析，方差具有齐性时用 ?@6A344@65
检验，方差不齐用 +0B2063CD !! 检验作各组间均数两
两比较。总体数据为非正态分布者用非参数独立样

本(066.;25E63< F检验。".&(%与 +,-.!" 染色阳性

面积比的相关性分析用二元变量相关分析。检验显

著性水平设定为 " G #8#H。

结 果

" 各组大鼠一般检测指标比较 见表 "。所有

糖尿病大鼠体重均显著低于正常对照组和单肾切除

对照组（" G #8#"），缬沙坦和菟箭合剂治疗组与糖尿

病组之间差异无显著性（" I #8#H）；单肾切除对照组

肾重较正常对照组显著增加（" G #8#"），而糖尿病组

肾重又较单肾切除对照组显著增加，菟箭合剂治疗组

肾重较糖尿病组轻（" G #8#"）；!72尿蛋白排泄量糖

尿病组较单肾切除对照组显著升高（" G #8#"），血白

蛋白水平显著降低，而菟箭合剂和缬沙坦治疗组较糖

尿病组 !72尿蛋白排泄量显著降低（" G #8#"），血白

蛋白水平显著升高（" G #8#"）；菟箭合剂治疗组 !72

尿蛋白排泄量较缬沙坦治疗组低（" G #8#H）；J 组糖

尿病大鼠血糖、血肌肝、血尿素氮差异无显著性（" I

#8#H），但均高于单肾切除对照组（,KL、?F=：" G

#8#"；&M4：" G #8#H）；单肾切除对照组血清肌酐清除

率较正常对照组降低（" G #8#"），7 组行单肾切除的

大鼠 ’’4之间差异无显著性（" I #8#H）。

! 肾组织病理及免疫组化 单肾切除糖尿病

大鼠在 "!周时 $%&染色可见肾小球系膜区增宽，细

胞外基质增多，细胞数量未见增多，菟箭合剂和缬沙

坦治疗组肾小球细胞外基质增多，病变较糖尿病组减

轻，病理图像分析结果显示两个治疗组肾小球系膜基

质相对面积均显著低于糖尿病组（" G #8#"），见表 !。

免疫组化染色显示，正常对照组和单肾切除对照

组大鼠仅在个别肾小球内见到少量 +,-.!" 的阳性显

色，糖尿病大鼠肾小球内可见显著的 +,-.!" 阳性显

色，图像分析结果显示糖尿病组大鼠肾小球内 +,-.!"

阳性相对面积显著高于正常对照组和单肾切除对照

组（" G #8#"）；菟箭合剂和缬沙坦治疗组大鼠肾小球

内 +,-.!"的阳性显色面积较糖尿病组显著减少（图

略），两个治疗组大鼠肾小球内 +,-.!" 阳性相对面积

显著低于糖尿病大鼠（" G #8#"），见表 !。

所有大鼠肾脏小血管和出球入球小动脉".&(%

染色呈强阳性，正常组大鼠和单肾切除对照组大鼠肾

小球内仅可见".&(%染色阳性斑点，而糖尿病大鼠

肾小球内可见显著的".&(%阳性显色（图略），图像

分析结果显示糖尿病大鼠肾小球内".&(%阳性相对

面积显著高于正常对照组和单肾切除对照组大鼠（"

G #8#"）；菟箭合剂和缬沙坦治疗组大鼠肾小球内

".&(%的阳性显色面积较糖尿病组显著减少，两个治

疗组大鼠肾小球内".&(%阳性相对面积显著低于糖

尿病组（" G #8#"），见表 !。

对肾小球内".&(%阳性相对面积和 +,-.!" 阳性

相对面积进行二元变量相关性分析发现，二者呈显著

正相关（ # N #8O#J，" G #8#"）。

表 ! 各组大鼠一般检测指标比较 （!$ 9 %）

组别 & 体重
（P）

肾重
（P）

FQ4@
（BP * !72）

,KL
（BB@K * R）

&’4
（#B@K * R）

?F=
（BB@K * R）

%KS
（P * R）

’’4
〔BK *（B56·TP）〕

=’ O 7"H8O 9 U8J "87J 9 #8#H "H8U# 9 H8UV W8#W 9 #8HJ W#8HH 9 J8JV H87H 9 #8HW JH8J# 9 #8#U J87! 9 #8JJ

X’ O 7!J8J 9 !V8V !8"O 9 #8!"0 JJ877 9 "#8#V0 W8HJ 9 #8W! W#8JJ 9 787H O877 9 "8JO0 J78W# 9 #8"V !8VU 9 #8!70

Y( O !VO8O 9 !O8"0，S J8#V 9 #8JH0，S "#V8O! 9 7H8!V0，S J78!J 9 "8OW0，S V#8H# 9 W87V3 "78V# 9 J8W#0，S !V8U# 9 #8"70，S !8UO 9 #8H70

Z[ U !HJ8J 9 JJ8O0，S !87V 9 #87J0，S，M !H8"J 9 U8W#M，1 J"8O" 9 78H"0，S V#8O! 9 O8"73 "78J# 9 !87W0，S J#8"# 9 #8!"M !8W7 9 #8HO0

>+ O !O78V 9 JV8U0，S !8V# 9 #8"H0，S 7!8W7 9 "J8H!M !U8W7 9 H8"J0，S V#8!O 9 H8OJ3 ""87# 9 !8#H0，S J"87# 9 #8"7M !8OJ 9 #8HV0

注：与 =’组比较，0" G #8#"；与 X’组比较，S" G #8#"；与 Y(组比较，M" G #8#"；与 >+组比较，1" G #8#"；与 X’组比较，3" G #8#H
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表 ! 各组病理图像分析结果比较 （!! ! "）

组别 # 肾小球系膜基质相对面积（"）
#$%&!’相对
面积（"）

"&()*相
对面积（"）

+, - .’/0 ! ’/. 1/2 ! 1/. 1/. ! 1/.
3, - .0/’ ! 1/45 1/6 ! 1/7 1/0 ! 1/.
8) - 7’/9 ! ./15，: .1/. ! 2/45，: ’7/. ! 7/-5，:

;< 9 .2/4 ! ’/-= 2/7 ! ./6= 2/0 ! 7/-=

># - .0/2 ! ’/2= 0/- ! ./1= 7/1 ! ’/.=

注：与 +,组比较，5$ ? 1/1’；与 3,组比较，:$ ? 1/1’；与 8)组比

较，=$ ? 1/1’

讨 论

链脲佐菌素（(#;）糖尿病大鼠模型是最为常用的
糖尿病动物模型，但保留双肾的 (#;糖尿病大鼠要在
很长时间后（9 @ ’. 个月）才可见到类似人类早期糖
尿病肾病的病理改变〔7〕。单肾切除 (#;大鼠作为研
究糖尿病肾病的动物模型在国内外都有应用〔0，2〕，这

一动物模型可以在较短时间内出现糖尿病的肾脏病

理改变，有利于对糖尿病肾病的发病机制和药物干预

作用的研究。本实验中单肾切除对照组大鼠 ’.周时
观察其肾重明显比正常对照组大鼠高，说明单肾切除

可以使大鼠肾脏肥大。糖尿病大鼠 ’.周时可见到肾
小球系膜区的增宽、细胞外基质的增加等糖尿病肾病

的早期肾脏病理改变，.0A 尿蛋白排泄量显著增加，
可以认为单肾切除糖尿病大鼠在 ’.周时已出现了糖
尿病肾病改变。

组织胚胎学研究证明肾小球系膜细胞与血管平

滑肌细胞具有相同起源，在胚胎肾小球发育过程中系

膜细胞活跃增殖，并能合成大量的细胞外基质，分泌

一系列重要的细胞因子，这有利于肾小球的形成，此

时的系膜细胞有"&()*的表达，被称为分泌 B增殖型
系膜细胞。体内成熟的系膜细胞更替缓慢，正常情况

下几乎没有"&()*的表达，被称为静止型系膜细胞。
但在某些病理条件下，系膜细胞受到外界因素的刺

激，可从静止型细胞转化为分泌 B增殖型细胞，从而重
新表达"&()*，被称为细胞的表型转化，这一过程可
能属于肾小球的自我修复。然而系膜细胞过度强烈

的表型转化从而分泌大量的 C,)可能正是许多肾小
球疾病细胞外基质蓄积，最终造成肾小球硬化的原

因〔6〕。已有研究证明 DE*肾病、非 DE*系膜增殖性肾
小球肾炎等增殖性肾小球疾病存在系膜细胞的表型

转化，且"&()*的表达强度与其疾病的预后明显相
关〔’〕。糖尿病肾病为非增殖性的肾小球疾病，是否存

在系膜细胞的表型转化目前还不明确。有人用 .型
糖尿病病人肾活检取得的组织作体外系膜细胞培养，

结果发现糖尿病病人的系膜细胞"&()*的表达显著
高于正常人系膜细胞，提示糖尿病肾病时可能也存在

系膜细胞的表型转化〔4〕。本研究发现单肾切除糖尿

病大鼠肾小球内"&()*的表达显著增多，而同龄正
常大鼠和单纯单肾切除大鼠肾小球内没有或仅少量

见到"&()*的表达，提示糖尿病本身是引起肾小球
系膜细胞表型转化的原因，与大鼠衰老和单肾切除关

系不大。糖尿病大鼠肾小球内"&()*表达显著增多
的同时 #$%&!’ 的表达也显著增多，二者呈显著的正
相关，提示表型转化后的系膜细胞对 #$%&!’ 的表达
显著增强。

临床及动物研究已经证明血管紧张素转换酶抑

制剂或血管紧张素#受体拮抗剂防治糖尿病肾病的
作用〔-〕，因而我们用血管紧张素#受体拮抗剂缬沙坦
治疗单肾切除糖尿病大鼠，观察经治疗后的糖尿病大

鼠肾小球系膜细胞表型转化的情况，我们发现缬沙坦

治疗后，糖尿病大鼠 .0A尿蛋白明显降低，同时肾小
球内"&()* 的表达受到显著抑制，#$%&!’ 的表达也
明显降低。提示系膜细胞表型转化可能是诸多因素

共同作用的结果，其中包括肾素&血管紧张素系统
（F*(）的作用，F*(系统被阻断后系膜细胞表型转化
受到抑制，从而使系膜细胞对包括 #$%&!’ 在内的细
胞因子合成和分泌减少，其合成和分泌 C,)的功能
也随之减弱。

中药菟箭合剂是根据中医对糖尿病肾病的理论

认识，结合现代药理研究结果所组成的一个中药方

剂。糖尿病肾病属中医消渴病的兼证，历代中医学家

多认为其病机主要为肾虚、血瘀、水湿内停，如宋代

《圣济总录》：“消渴病久，肾气受伤，肾主水，肾气虚

衰，气化开阖不利，能为水肿”；《实用中医内科学》：

“五脏之伤，穷必及肾，消渴日久，肾气虚衰，不能蒸化

水液，水液潴留，故演变成水肿”；现代中医对糖尿病

肾病的理论研究开始重视血瘀在其发病机制中的作

用〔9〕。菟箭合剂由菟丝子、鬼箭羽、汉防己三味中药

组成，菟丝子味甘性温，归肝、肾、脾经，本方中用菟丝

子作为君药，既补肾阴又补肾阳；鬼箭羽首见于《日华

子本草》，味苦，性寒，具有破血、通经作用，常用于血

瘀诸症；汉防己味苦、辛，性寒，归膀胱、脾、肾经，具有

除湿利水之功。本方中用鬼箭羽和汉防己为臣药，以

治疗瘀血、水湿内停之兼证，全方达到补肾、活血、利

水之功效；现代药理研究发现菟丝子中含有檞皮素，

有研究报告檞皮素对糖尿病大鼠有肾脏保护作

用〔’1〕，鬼箭羽水煎剂可降低糖尿病小鼠全血粘度〔’’〕，

汉防己中所含的汉防己甲素可减少肾病综合征模型

大鼠肾小球细胞外基质的蓄积〔’.〕。本研究应用这三

味中药组成的菟箭合剂对单肾切除糖尿病大鼠治疗

’.周，观察到菟箭合剂可以非常显著地减少大鼠 .0A
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尿蛋白排泄量，肾组织病理可见肾小球系膜区增宽程

度较未予治疗的糖尿病大鼠减轻，也可见到肾小球内

!!"#$和 %&’!"( 的表达同时减少，因而肾小球系膜
细胞表型转化和 %&’!"(的增多与糖尿病肾病的病变
程度明显相关。与缬沙坦治疗组大鼠比较，菟箭合剂

治疗组大鼠 )*+尿蛋白排泄量更低，提示菟箭合剂在
降低糖尿病大鼠尿蛋白排泄量的作用上可能比缬沙

坦更有效。

总之，本研究的结果表明，糖尿病大鼠存在显著

的肾小球系膜细胞转分化，系膜细胞转分化与肾小球

内 %&’!"(表达增多明显相关；血管紧张素#受体拮
抗剂缬沙坦治疗后可明显抑制糖尿病大鼠系膜细胞

转分化和 %&’!"( 的表达；中药菟箭合剂治疗后可显
著降低糖尿病大鼠 )*+尿蛋白排泄量，明显抑制糖尿
病大鼠系膜细胞转分化和 %&’!"( 的表达，是一个值
得进一步研究的中药方剂。
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