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益肾软坚散对慢性马兜铃酸肾病大鼠模型

肾间质纤维化的保护作用
张聪1，2谌贻璞1 杨彦芳1 董鸿瑞1

摘要 目的 研究中药方剂益肾软坚散能否对慢性马兜铃酸肾病(CAAN)大鼠的肾损害起到保护作

用。方法 雄性SD大鼠18只分为3组，每组6只。模型组予关木通浸膏水溶液间断灌胃制成CAAN动物

模型，中药组在造模基础上同步予益肾软坚散水煎剂灌胃，对照组予自来水灌胃。于1、4、8、12、16周分别检

测大鼠体重、24h尿蛋白定量、尿fi2微球蛋白、血清肌酐(SCr)；并于第16周末处死大鼠，取肾脏组织，切片

做Masson染色观察肾脏病理变化；用RT—PCR及免疫组化方法检测肾组织中转化生长因子一p】(TGF一＆)、结

缔组织生长因子(CTGF)、纤溶酶原激活物抑制物一1(PAI一1)、金属蛋白酶组织抑制物一1(TIMP一1)和工型胶

原(Col I)mRNA及蛋白质表达。结果 与对照组比较，模型组大鼠24h尿蛋白定量、尿陧微球蛋白、SCr

自造模后l周出现不同程度的上升(P<0．01，P<0．05)；16周时肾间质纤维化面积显著扩大(P<0．01)；

肾组织内TGF—B1、CTGF、PAI一1、TIMP一1及Col I各指标的mRNA及蛋白质表达均显著上调(P<0．01)。

中药干预后，上述上调指标除24h尿蛋白定量外均被显著抑制(P<0．01，P<0．05)。结论 益肾软坚散可

抑制肾间质内细胞外基质蓄积，从而改善CAAN的肾间质纤维化及肾功能。

关键词 马兜铃酸；益肾软坚散；问质纤维化；肾脏

ProtectiVe Effects of Yishen Ruallj ian Power on Renal Interstitial I’ibrosis in chronic AristoIochic Acid In-

duced Nephropathy Rat Model ZHANG Cong， CHEN Yi—pu， YANG Yan—fang， et a1．DPp倪以仇g咒￡盯
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Abstract objective To study the protective effects of Yishen Ruanjian Power(YRP)on renal interstitial

fibrosis in rats with chronic aristolochic acid induced nephropathy(CAAN)．Methods Eighteen male SD rats

were divided into 3 groups，6 in each group．Water solution of Caulis Aristolochia Manshuriensis(CAM)Liquid

Extract were given to the mice in the model group by gastrogavage to make C从N animal model． For those in

the TCM group，decocted water solution of YRP was given by gastrogavage after the mice being modeled with

the above—mentioned method． Tap water was given by gastrogavage to the mice in the control group． Body

weight，24-hr urinary protein excretion and＆microglobulin(p2一MG)，and serum creatinine(SCr)were dete卜

mined at the end of the 1st，4th，8th，12th and 16th week．At the end of the 16th week，the rats were sacri—

ficed and the pathological figure of their kidneys were observed by Masson staining． Transforming growth fac—

to卜既(TGF—p1)，connective tissue growth factor(CTGF)，plasminogen actiVator inhibitor_1(PAI一1)，tissue

inhibitor of metalloproteinase一1(TIMP一1)and type 工 collagen((bl I)in kidney tissue were determined by

RT—PCR and immunohistochemical method，respectively．Results At end of the 1 st week，urinary protein ex—

cretion，urinary&一MG and SCr in the model group were significantly increased to the levels higher than those in

the contr01 group(P<0．0 1 or 0．05)．Relative area of interstitial fibrosis was significantly enlarged in the mod—

el group at the end of the 16th week(P<0．01)，and at the same time，the mRNA and protein expression of

TGF—B1，CTGF，PAI一1，TIMP一1 and Col I in kidney tissue were significant up—regulated(P<0．O1)．After

intervention with YI之P，the above—mentioned up—regulated parameters，except 24一hr u“nary protein excretion，
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were an significantly inhibited(P<0．0 1 or 0．05)．Conclusion YRP could inhibit the accumulation of extra—

ceUular matrix in renal interstitial tissue，so as to aneviate the renal interstitial fibrosis and improve the renal

function．

Key words aristolochic acid；Yishen Ruanj ian Power；interstitial fibrosis；kidney

近年来，关于关木通等中药引起的慢性马兜铃酸

肾病(chronic aristolochic acid nephropathy，CAAN)日

益受到重视。该病临床以进行性肾衰竭、病理以寡细

胞性肾间质纤维化为主要特点，至今尚无成熟治疗方

法n 3。我科曾自拟了中药方剂益肾软坚散，并用其含

药血清进行了细胞生物学实验，证实该含药血清能拮

抗马兜铃酸(arist010chic acid，AA)细胞毒性旧’3’。本研

究在上述工作基础上，进一步用益肾软坚散对我科建

立的CAAN模型大鼠H’进行试验治疗，观察其疗效并

初步探讨其作用机制。

材料与方法

1材料

1．1 动物 雄性SD大鼠18只(清洁级)，8周

龄，体重200 g左右，由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供。

1．2药物 关木通浸膏水溶液制备：与高艳丽

等H3所用方法同。益肾软坚散水煎剂制备：丹参、炙鳖

甲、生黄芪、全当归、虫草菌丝等8味中药生药，水煎浓

缩为含生药2 g／ml的合剂，由中日友好医院临床研究

所药理室协制。

1．3试剂 总RNA提取试剂盒(上海生工生物

工程公司)，鼠白血病病毒逆转录酶、TaqDNA聚合酶、

随机引物(美国Promega公司产品)，兔抗大鼠转化生

长因子一＆(TGF—p1)多克隆抗体(美国Santacruz产品，

稀释倍数1：50)，山羊抗人结缔组织生长因子(CTGF)

多克隆抗体(美国，R&D公司产品，稀释倍数1：

12．5)，兔抗人纤溶酶原激活物抑制物一1(PAI一1)多克

隆抗体(武汉博士德公司，稀释倍数1：110)，兔抗大鼠

金属蛋白酶组织抑制物．1(TIMP一1)多克隆抗体(武汉

博士德公司，稀释倍数1：150)，兔抗大鼠I型胶原

(C01工)多克隆抗体(德国Biotrend公司稀释倍数1：

100)，生物素化山羊抗兔IgG或兔抗山羊IgG(北京中

山生物技术公司)，链霉亲和素。生物素一辣根过氧化物

酶复合物工作液(北京中山生物技术公司)，胃蛋白酶

(北京中山生物技术公司)。引物设计：均由上海生工

生物工程公司合成，见表1。

1．4 仪器 TC一96AE聚合酶链式反应DNA扩

增仪(中国科学院遗传研究所制)，Eppendof低温离心

表1各指标的引物设计

引物名称 引物序列 产物长度

Col I 正链5’一CTTCGTGTAAACTCCCTCC．3’ 224bp

负链5’．cAcTr丌GGTrr丌GGTcAC．3’

TGF．口l 正链5’．AATACGTCAGACATTCGGG』U心CA_3’ 498bp

负链5’．GTcAATGTAcAGcTGccGTAcAcA．3’

(’TGF 正链5’一CTAAGACCTGTGGAATGGGC一3’ 383bp

负链5’．cTCAAAGATGTcATTGTcccc．3’

TIMP—l正链5’．GACC玎GGTTATAAGGGCTAAA一3’ 216bp

负链5’一GCCCGTGATGAGAAACTCrTCACT．3’

PAI一1 正链5’．ATGAGATCAGTACTGCGGACGCCATC 343bp
TTTG一3’

负链5’．GCAcGGAGATGGTGcTACcATcAG
ACTTGT一3’

GAPDH。正链5’一AATGCATCCTGCACCAA一3’ 515bp

负链5’．GTAGccATATTcATTGTcATA一3’

良actin△正链5’一GTGGGGCGCOCCAGGCACCA一3’ 538bp

负链5’一CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC．3’

注：‘与PAI一1共扩增做内参照，并单扩增做TGF一岛、CI、GF及

TIMP一1的内参照；6与ColI共扩增做内参照

机(Eppendof公司制)，JY96一Ⅱ超声波细胞粉碎机(上

海新芝生物技术研究所制)。

2实验方法

2．1模型制作和分组给药 雄性SD大鼠18

只，分为3组，每组大鼠6只。对照组：用自来水每日

清晨灌胃；模型组：用关木通浸膏水溶液清晨灌胃，方

法与文献¨1相同；中药组：在模型组基础上，同步予益

肾软坚散水煎剂1 ml／1009体重每日下午灌胃。共灌

胃16周。

2．2理化指标测量及标本留取 全部大鼠于实

验第1、4、8、12、16周测量体重，并由内眦静脉取血进

行血肌酐(SCr，采用日立7170自动生化仪)及24h尿

蛋白定量(采用自动生化分析仪BECKMAN COuL—

TER LX一20)、尿糖定性(试纸法)及尿fj2微球蛋白(放

射免疫分析)检测。16周时用2％戊巴比妥钠0．2 m1／

1009体重麻醉大鼠，然后进行肾脏原位灌洗去除血

液，取双肾称重，取肾组织一部分固定于10％中性福

尔马林缓冲液中，供病理检查用，一部分肾组织放入液

氮中保存，备提取RNA之用。

2．3 肾组织病理检查 肾组织常规脱水、包埋、

切片及MasSon染色后，光学显微镜(×100)采集皮质

肾间质图像(每只大鼠随机采集15个视野)，用多功能

真彩色病理图像分析系统(北京航空航天大学制造)进
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行自动测量分析，肾间质纤维化相对面积(％)=肾间

质绿染区面积／视野总面积×100％。

2．4 逆转录一多聚酶链反应(RT—PCR) RNA

提取、逆转录及PCR按文献¨’方法操作。PCR反应参

数如下：(1)C01工与8一actin共扩增：94℃50s，60℃1

min，72℃35s，30个循环；(2)TGF一融扩增：94℃1

min，60℃1 min，72℃2 min，26个循环；(3)CTGF扩

增：94℃1 min，55℃1 min，72℃1 min，30个循环；

(4)PAI一1与GAPDH共扩增；94℃1 min，60℃1 min，

72℃2 min，30个循环；(5)TIMP一1扩增：94℃1 min，

52℃1 min，72℃1 min，30个循环；(6)GAPDH扩增

(做TGF—p】、CTGF及TIMP一1内参照)：94℃45s，

58℃45s，72℃1 min，30个循环。目的基因相对表达

量=目的基因条带吸光度／内参照基因条带吸光度。

2．5免疫组织化学染色切片常规处理后，用微

波处理98℃10 min(TGF—G1、CTGF、PAI一1、TIMP一

1)，或用0．4％胃蛋白酶消化37℃2 h(Col I)修复抗

原，用链霉亲和素一生物素一辣根过氧化物酶复合物

(SABC)技术进行染色，染色操作与文献¨1相同。然后

进行图像采集及测量分析(方法同上)，肾小管间质相

对阳性面积(％)=肾小管间质阳性面积／视野总面积

×100％。

3统计学方法全部计量资料均以至±s表示，

除SCr外组问差异比较采用单因素方差分析。因为

SCr受组间大鼠体重差异的影响，以大鼠体重为协变

量，大鼠SCr为因变量作协方差分析。以上均由SPSS

10．O统计软件完成。

结 果

1各组大鼠不同时间点体重比较 见表2。实

验前各组大鼠体重差异无显著性(数据略)。模型组及

中药组大鼠给药后各周体重均显著低于对照组；中药

组大鼠与模型组比较各周体重差异无显著性。

表2 各组大鼠不同时间点体重比较 (g，孟±s)

绑¨—而——可r—青膏—1丽——矿
模型6 199±19+ 309±33。 334±17。 367±29。 385±31+

!垫1 2Q2圭12： 211圭i!： i!i圭21： !!!圭!!： i!!圭i!：

注：与对照组比较，+P<O．01

2各组大鼠不同时间点尿蛋白定量比较 见表

3。实验前各组大鼠尿蛋白定量差异无显著性(P>

0．05)。模型组及中药组大鼠给药后各周尿蛋白定量

均显著高于对照组(P<0．01)。中药组大鼠自用药第

4周开始尿蛋白定量低于模型组，但两组比较差异无

显著性(P>0．05)。

表3 各组大鼠不同时间点尿蛋白定量

比较(mg／24h，j±s)

4刑”—可r———可r———可r———西矿———i矿一
模型6 18．71±7．07*23．65±4．45*25．24±5．00*27．36±4．66*31．14±3．51*

中药6 18．24±7．43*15．77±6．46*22．72±4．60*24．38±3．90*27．90±4．36*

注：与对照组比较，’P<0．01

3各组大鼠尿糖定性检测结果始终为阴性。

4各组大鼠不同时间点尿陧微球蛋白比较 见

表4。1周时，模型组及中药组均比对照组显著升高

(P<0．01)，4、8周有所回落，但差异仍有显著性(P<

0．05)，16周时中药组比模型组减低，且差异有显著性

(P<0．05)。

5各组大鼠不同时间点SCr值比较 见表5。

协方差分析结果显示实验前各组大鼠的SCr值差异无

显著性(P>0．05)。模型组大鼠给药后各时间点SCr

值均高于对照组，除第4周外差异均有显著性(P<

0．05，P<0．01)。中药组大鼠SCr变化趋势与模型组

同，但在用药后第12、16周其值低于模型组(P<

O．05)。

表4 各组大鼠不同时间点尿陧微球蛋白变化比较 (ng／24h，j±s)

注：与对照组比较，。P<0．05，“P<0．01；与模型组比较，6P<0．05

表5 各组大鼠不同时间点scr值比较 (“m01／L，互±s)

注：与对照组比较，+P<0．05，“P<0．01；与模型组比较，6P<0．05

 万方数据



史垦主亘璧箜金盘查!!堕生§旦堕笙鲞箜!塑g!!翌丛!垒竖!壁!!!!!!型：箜：垒堕：!

表6 各组大鼠肾组织各指标的mRNA表达 (孟±s)

注：与对照组比较，。P<O．01；与模型组比较，6P<O．01；表内数值为目的基因相对表达量

表7 各组大鼠肾组织各指标的蛋白质表达 (％，岳±s)

注：与对照组比较，‘P<0．01；与模型组比较，6P<O．Ol；表内数值为阳性表达相对面积量

657bp——
45Bbp——

657bp、
45Bbp——
4：Hbp／

l I
M 1 2 3 4

6^PDH

5lSbp

CT6F

383bp

注：M．DNA标准参照物；1．对照组；2．模型组；3．中药

组：4．PCR阴性对照

图1 各组大鼠肾组织CTGF mRNA的表达

6各组大鼠肾组织病理检查结果比较 16周时

肾间质纤维化相对面积(％)：模型组(3．964±0．739)

及中药组(1．021±0．469)显著高于对照组(0．158±

0．059)，差异均有显著性(P<0．01)，而中药组大鼠肾

间质纤维化相对面积显著低于模型组(P<0．01)。

7各组大鼠肾组织各指标的mRNA表达 见表

6，图1。16周时模型组及中药组各指标mRNA表达

较对照组显著升高(P<O．01)，但中药组上述指标较

模型组显著下降(P<0．01)。

8各组大鼠。肾组织各指标的蛋白质表达 见表

7，图2。对照组肾组织中Col I仅表达于肾间质及血

管壁外膜，肾小球及肾小管未见着色；模型组大鼠Col

I的肾间质表达明显增多，呈多灶状分布。对照组肾

组织中TGF一融及CTGF主要表达于部分肾小管及

肾小球，血管壁仅微弱表达，肾间质未见着色；模型组

大鼠TGF—B】及CTGF的肾小管表达明显增多。对照

组肾组织中PAI一1主要表达在血管壁和部分肾小管，

肾小球及肾间质未见着色；模型组大鼠PAI一1的肾小

管表达明显增多。对照组肾组织中TIMP一1主要表达

在部分肾小管，肾小球仅微弱表达，肾血管及肾间质未

见着色；模型组大鼠TIMP一1的肾小管表达明显增多。

中药组各指标表达较模型组减低。16周时各指标的

蛋白质表达结果与mRNA表达结果一致。

讨 论

CA AN的病理变化为寡细胞性肾间质纤维化，临

床表现为慢性进行性肾衰竭，治疗十分困难。中医辨

证CAAN患者常属“脾肾虚亏、脉络瘀阻、气滞血瘀”，

所以我们自拟了以“健脾补肾、活血化瘀、软坚散结”为

治则的中药益肾软坚散，对CAAN进行早期干预治

疗，观察疗效并探讨作用机制。

本研究中的实验模型大鼠24h尿蛋白定量、尿&

微球蛋白及SCr均明显增高，病理肾间质纤维组织相

对面积显著增加，分子生物学检查肾组织内C01工mR—

NA表达显著增强，免疫组化分析肾间质内ColI含量

显著增多，上述指标均证实此实验大鼠CAAN模型已

制作成功。

在用益肾软坚散灌胃治疗后，治疗组大鼠的肾小

注：1．对照组；2．模型组；3．中药组

图2各组大鼠肾组织CTGF的免疫组化结果(SABC，×100)
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管功能(尿&微球蛋白)及肾小球功能(SCr)损害均较

模型组显著减轻；病理及免疫组化检查显示其肾间质

纤维化程度及COl工含量也较模型组显著减少。这些

结果提示给CA AN模型大鼠早期应用益肾软坚散能

有效防治肾间质纤维化和改善肾功能。

肾间质纤维化的发生、发展与肾间质细胞外基质

(ECM)合成与降解失衡相关¨。。在调控ECM合成方

面TGF+岛及CTGF很重要。TGF一＆是公认的最重

要的致纤维化因子，它具有促进成纤维细胞和肾小管

上皮细胞表型转化，及促进ECM合成的作用。川。CT—

GF是近年新发现的一个细胞因子，在TGF一岛诱导下

能由成纤维细胞等细胞生成，它专门介导TGF—p，的

促ECM合成效应，是TGF一岛的下游因子∽’。在调控

ECM降解方面纤溶酶、基质金属蛋白酶(MMP)、PAI一

1和TIMP．1很重要，纤溶酶能直接降解ECM并激活

MMP而促进ECM降解，而PAI一1能阻止纤溶酶原向

纤溶酶转化，TIMP能抑制MMP活性，故而发挥抑制

ECM降解效应哺’93。另外，TGF一岛也具有增加TIMP一

1活性及抑制MMP合成作用，从而也能抑制ECM降

解⋯。因此，我们选用了TGF—p】、CTGF、PAI一1和

TIMP一1作为观察指标。

本研究结果显示第16周模型组大鼠。肾组织的

TGF一岛和CTGF mRNA表达显著上调，同时肾小管

问质TGF一融和CTGF蛋白质表达也明显增强。而中

药组上述观察指标较模型组均显著降低。本研究同时

还观察到模型组大鼠肾组织PAI一1和TIMP一1 mRNA

表达显著上调，肾小管间质PAI一1和TIMP一1蛋白质

表达也明显增加，而中药组上述两指标显著降低。故

推测益肾软坚散可能通过下调TGF一＆和CTGF高表

达而抑制ECM合成，并下调PAI一1和TIMP一1高表达

而促进ECM降解，故而减轻。肾间质内ECM(包括Col

I)蓄积及纤维化，改善肾功能。

我科心’31曾用益肾软坚散含药血清与马兜铃酸钠

(从一Na)同人肾间质成纤维细胞(hRIFs)及人肾小管
上皮细胞(HKC)共同孵育，发现含药血清可以下调

AA_Na刺激后hRIFs及HKC对TGF一禹、CTGF、

TIMP一1和Col工mRNA及蛋白质的高表达，与本动物

模型研究结果相似。但是在细胞研究结果中PAI一1的

表达未下调，而动物模型研究中PAI一1的表达下调了，

这一差异可能是整体实验与细胞培养条件不同导致。

总之，通过体内和体外实验我们得出结论，益肾软

坚散可通过下调肾组织内促ECM合成因子及抗ECM

降解因子的表达，抑制肾间质内ECM蓄积，而改善

CAAN的肾间质纤维化及肾功能。我们将这一研究成

果应用于临床以作进一步验证。
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