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宝胶囊对阿霉素肾病大鼠的肾脏保护作用

刘茂静1 王娜1 亓敏1 梁素忍1 甄军晖2 冯进波3 胡 昭1

摘要 目的研究心肝宝胶囊对阿霉素肾痛大鼠的肾脏保护作用。方法雄性sD大鼠40只，随机分为正

常对照组、阿霉素肾病模型组(模型组)、贝那普利组、心肝宝胶囊组(心肝宝组)。采用左侧肾脏切除加尾静脉重复

注射阿霉素的方法建立阿霉素肾病模型。术后l周心肝宝组给予心肝宝胶囊500Ⅱlg／(kg·d)灌胃，贝那普利组给

予贝那普利4 mg／(kg·d)灌胃。用药第8周后观察各组大鼠24 h尿蛋白定量、血生化，取肾组织于光镜、电镜下

观察肾脏病理变化，应用免疫组化方法测定肾组织纤维连接蛋白(FN)、胶原．Ⅳ(COL一Ⅳ)、骨调素(OPN)的表达，采

用荧光定量RT．PCR测量肾组织分子生物学指标相对表达值。结果心肝宝组24 h尿蛋白定量、尿素氮、血肌酐、

血脂较模型组明显降低；肾小球系膜基质比心肝宝组较模型组明显减少；肾组织的FN、COL-Ⅳ、OPN表达心肝宝组

较模型组明显减少；同样。肾组织转化生长因子一B。(1．{GF—B，)、金属蛋白酶组织抑制剂-1(，11MP-1)及PAJ·l mRNA的

表达明显减少。结论心肝宝胶囊对阿霉素肾痛模型，能发挥肾脏保护作用，可能是通过减少蛋白尿的排泄，纠正

脂代谢紊乱，抑制细胞外基质的过度积聚，减少致纤维化因子的表达，改善肾脏病理损害而实现的。
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肾脏纤维化是各种慢性肾脏病(CKD)终末期的共
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同表现，它是一种慢性进行性发展的病理过程，最终

将进展为终末期肾衰竭而需要透析或肾移植等替代

治疗。如何延缓肾脏纤维化的发生和发展，已成为

目前防治肾脏疾病的关键要素。心肝宝胶囊是由新

鲜冬虫夏草经人工发酵培养而获得的发酵虫草菌丝

体一粉红胶霉菌。本实验通过改良的阿霉素(ADR)
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肾病大鼠肾纤维化模型⋯，探讨心肝宝胶囊对慢性

肾纤维化模型大鼠肾脏的保护作用，为临床治疗提

供理论依据。

材料与方法

l材料

1．1 实验动物 成年雄性SD大鼠40只，体重

280～300 g，购于北京维通利华实验动物技术有限公

司，饲养于山东大学实验动物中心。

1．2药物与试剂心肝宝胶囊由纯人工虫草菌

丝一粉红胶囊霉菌组成(生药0．25 g／粒)，购自河北

长天药业有限公司，贝那普利购自北京诺华制药有限

公司，ADR由意大利法玛西亚普强公司生产。骨调素

(OPN)、纤维连接蛋白(FN)、胶原一Ⅳ(COL一Ⅳ)兔抗

大鼠一抗和即用型链霉素亲和素一生物素一过氧化酶

复合物(s眦pt a、ridin-biotin peroxida∞ complex，

SABC)、免疫组化试剂盒(SAl022)购于武汉博士德生

物工程有限公司；TRIzol试剂盒由InvinDgen公司生

产，RT-PCR试剂盒由Promega公司生产，引物由上海

博亚生物技术有限公司合成三磷酸脱氧核苷

(dN低)、核酸染料(SYBR Green)由Takm公司
生产。

2方法

2．1 动物模型制作实验动物自由饮水进食，适

应环境l周后将其随机分为正常对照组、ADR肾病模型

组(简称模型组)、心肝宝胶囊组(简称心肝宝组)和贝

那普利组，每组10只。模型组、心肝宝组、贝那普利组

根据改良的ADR肾病大鼠肾纤维化模型的方法¨’21制

作肾病模型：10％水合氯醛3 mL／kg腹腔注射麻醉大

鼠，置于无菌手术台，腹部右旁正中切口，暴露左侧肾

脏，行左肾切除。术后第7天尾静脉注射ADR 5 mg／

kg，术后每只大鼠予青霉素G注射液2万U／d腹腔注

射，第4周后尾静脉注射ADR 3 mg／kg；正常对照组尾

静脉注射等量生理盐水。首次尾静脉注射ADR后心肝

宝胶囊组每天给予心肝宝胶囊500 mg／kg灌胃，贝那普

利组每天给予贝那普利4 mg／kg灌胃，正常对照组和模

型组每天给予等量自来水灌胃。灌胃时间为8周。实

验过程中模型组大鼠死亡1只，已补齐。

2．2标本收集实验第8周末测定24 h尿蛋白

定量；以10％水合氯醛3 mL／kg腹腔麻醉，经腹主动

脉采血，共收集5 mL非抗凝血，离心后取出血清

l mL，用以检测血尿素氮(BuN)、血清肌酐(SCr)、血

浆总蛋白(’rP)、血浆白蛋白(ALB)、总胆固醇(7rC)、

甘油三酯(TG)；然后摘右侧肾，用生理盐水冲洗组织

·69卜

后分成3部分：取部分肾组织置于10％中性福尔马林

中以制作石蜡切片，备做光镜和免疫组化检查；取约

1—3大小的肾皮质用于电镜检查；取部分肾皮质置
于一80℃冰箱中，以备做RT-PCR。

2．3肾组织病理检查经固定后的肾脏标本，经

常规梯度脱水，石蜡包埋，2—3岬厚切片，行HE、
PAs染色；4—5斗m厚切片，备做免疫组化。染色后

光镜下观察病理变化，显微镜200倍下分别在左上、左

下、右上、右下、中间各取2个视野，每张切片共10个

视野，运用Image．Pr0 Plus 5．1图像分析软件测定肾小

球面积(GA)、肾小球细胞外基质面积(EcM)，计算

EC彬GA比值‘31。
取约1姗3大小肾皮质用含15％戊二醇的二甲砷
盐缓冲液固定4 h后再固定于1％锇酸，Epon 812包

埋，切片厚50 nm，铀铅双重染色，日立H600型透射

电镜下观察肾小球和肾小管间质的超微结构。

2．4免疫组织化学检测(1)石蜡切片常规二

甲苯脱蜡和梯度酒精水化；(2)蒸馏水冲洗3次，

3 min／次；(3)3％过氧化氢溶液，室温下孵育20 min；

(4)柠檬酸盐缓冲液对组织抗原进行微波修复10 IIlin，

室温冷却30 min后，蒸馏PBs冲洗3次，3 IIlin／次；

(5)5％山羊血清封闭，室温孵育20 min；(6)甩去血清

滴加OPN、c01．Ⅳ、FN一抗(1：200)，以PBs代替一抗

作为阴性对照，4℃孵育过夜；(7)室温复温30 min，

PBS冲洗3次，5 min／次；滴加酶标抗鼠／兔聚合物，

37℃温箱下孵育30 min，PBs冲洗3次，3 min／次；

(8)滴加新鲜配制DAB溶液，显微镜下控制显色时间；

流水冲洗10 min，苏木素复染，1％盐酸分化，流水冲

洗；(9)梯度酒精脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封

片。细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性结果，以Im-

agePro 5．1计算机图像分析系统对肾组织免疫组化结

果行半定量分析，用平均光密度(OD)表示阳性物质的

相对含量。

2．5 RT．PCR检测 采用实时荧光定量RT．PcR

检测。肾组织中转化生长因子一B。(TGF—B。)、金属蛋白

酶组织抑制剂一1(r11IMP—1)及纤溶酶原激活物抑制物一

l(PAI．1)mRNA表达。引物用蹦me3设计，以B一肌
动蛋白(B-actin)做为内参照。应用TRI趵l试剂盒抽

提总RNA，逆转录成cDNA，SYBR—Green法进行PCR

检测，相对定量分析法(2叫△c‘法)进行分析。△△Ct

=[ct(实验组基因)-ctB—actin(实验组基因)]“Ct

(对照组基因)．CtB．actin(对照组基因)]，2也△Q表示

实验各处理组目的基因mRNA的相对表达量H J。

2．6统计学方法采用sPSS 13．0软件进行组
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间单制素方差分析．数据J砸±s表不，P<0 05为差异
有统计学意义。

结 果

l各组24 h尿蛋白定鞋、血开、ALB、Tc．TG、

BuN、scr比较(表1) 模删组与正常对Ha组比较，血

TP、ALB明显降低(P(0 05)，血Tc、+lc、BuN、scr及

24 h占j{蛋白定量均明显升高(P<0 05)；心肝常组、贝

那普利组与模型组比较，皿L浆TP升高，Tc、TG、BuN、

scr及24 h尿蛋白降低(P(n 05)；血浆ALB见那普

利组与模型组比较，差异无统计学意义(P)0 05)，心

肝宅组较模型鲳升高(P(O 05)．心肝窜组在改善m

浆蛋白方面优于虬琊普利组，两组问比较差异有坑计

学意义(P<0 05)。

2肾组织病理变化(闭” 光镜：HE、PAs染

色，正常对照组肾小球结构清晰，细胞核均为监色，细

胞质均为红色；模型组肾维织主要为慢性病变，出现

系膜细胞增卡和I。皮细胞宅泡变性，系膜基质增多，

毛细血管塌陷并球囊牯连．间质炎性细胞增多，呵弛

纤维化及监白管型，部分局灶节段性硬化改变。心肝

宝绀、贝那普利组系膜细胞轻度增牛，病变明显轻于模

l"组。

m常对月d组EcM／GA fcc为0 30±0 03；模型组为

O 63±0 04，叭那普利纽为0 48±n 04。心肝宝组为

o 53±0 05，其他3组与模型组比较差异均有统计学

意义(P<0 05)

电镜：正常对照组肾小球结构正常，基膜厚薄一

致，毛细m臂腔允盈，足突排列规则，内皮}L分布均匀。

模型组内皮细胞增生，基底腹部分增厚，厚薄不·，结

构疏橙，系膜基质增生，系膜细胞插人．足突广泛融合．

足细胞基质中填满r高密度颗粒。心肝宝组、m那普

利组病变明硅轻于模型组。

寰1各mM h球蚩自定蚺Ⅱm 8uN scr TP、^LB’K、Tcm鞍(；±s

＆：qⅢ☆目月m＆#．‘P<0∞，々ⅨⅢmE#，6P(0 05，’¨l$*W目E#，‘P‘n∞

ⅡAtD自HE女自#*《x400)．E H女m№＆镕m(x删)，I-L☆m*#*(x5㈣)^El自f口HM
目l，B F-J*《qm，c c K^m"*wm．D．H、L*-0¨i目

目1各组大鼠肾gi织HE染色P^s染色及电镜结果

万方数据



幽竖趔鲨望坐兰型墨坐墅旦婴塑L!!唑L坠卫型 ‘棚

3各组太鼠肾组织FN、cm一Ⅳ及0州表达比较

(在2、舟2) 免疫组化染色cd·Ⅳ阳性部位为肾小

球毛细血管雌基底膜、肾小管基底瞪，FN、OPN表达主

婴f口于系膜细胞，部分内皮细胞、肾小管上皮细胞胞浆

中。模型组|N，cd-Ⅳ、oPN表达鞍IE常对照蛆明艟

增强(P(o 05)；心月ft纰、贝那普利组¨、cd．Ⅳ、

0州表达较模型组明显改善(P<0 05)．表明心肝宝
胶囊可以下调阿霉素肾病大鼠的FN．c。1．Ⅳ、OPN

表达。

亵2符组大鼠肾组*州colⅣ&OPN表达比较(i±

Ⅱ：#W目 m z日7}n∞ ¨Ⅺ±n“ 4镕}n∞

《Ⅻ IO 18 M±o 23+ 25∞±0“’20 40±J 48+

Ⅲm*“JO ¨Ⅱ±o 4l 6 12％±0 376¨43±n 456

』壁兰—上—上兰型0生—旦里生』三J坠堡生里2
#目IE口"mHm# P<n 05．々K日*＆#6P<0 05

4各组大鼠肾组绒nMP-l 1BF—m及PAI．I表

达比较(表3) 与肛常对照组比较，模型组。nMP．1、

rGF-B．及PAI—l表达母硅著升高(P<0 05)；心肝宝

组、贝那普利组与模型组比较均显著降低(P<0 05)：

心月T宝组ⅡMP-l、PAI、l表达量较贝那晋利组显著降

低(P<0 05)、

裹3并组尢鼠nMP·l TcP-目ⅡPA¨表达比较(i±

¨．々m口目Ⅲm*#，，(n∞．々横ⅢgE轻．“，(n∞．々

m∞目Wm№#‘P删
讨 论

各种慢性肾脏病最终结局是肾组织纤维化．导致

肾脏功能衰竭。肾组织纤维化的本质是细胞外基质

(exImce儿u】⋯amx，EcM)的过度积聚和沉积，以及成
纤维细胞的增生。EcM的主要成分包括FN、coL-Ⅳ、

州和蛋白聚糖等，体内多种细胞、细胞因子参与其台

戚和降解过程‘’o。

FN在正常肾坌f【织中主要分布于肾小球系膜区．住

肾脏纤维化中是一种始动固素，可能诱导Ⅳ型胶原的

形成、促进肾小球硬化和肾阃质纤维化”J。Ⅳ型腔原

是基底膜巾的主要腔原蛋白．它穿透整个肾小球基底

膜形成胶原纤维网，并通过结合细胞黏跗分子起到机

械屏障作用；其合成和分泌增多．降解减少是许多肾脏

疚病发艘、细胞外基质积壤的重要参与因素之一”1．

麟辫灞麟
糕辫粼霹
*MtllⅪcdⅣ托№镕m(×4∞】Q T自rN&述**(x400)．u-x自O州&B结*(H4∞)，M Q u为jE*"g目N H v∞#

Ⅷm．0、s、w∞Ⅲw目W“．h1 x*oHi目

田2各组大鼠肾组织免疫组化染色结果
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TGF-B，是目前已知作用最强的致纤维化细胞因子之

一，在体外，TGF-B，作为一个独立的因素能刺激系膜

细胞、间质成纤维细胞、肾小管上皮细胞转分化成为

产生基质的纤维细胞，促进胶原、纤维连接蛋白和蛋

白多糖的合成一J。OPN是一种分泌性酸性糖蛋白，

近来研究发现OPN是巨噬细胞的化学性趋化因子和

黏附分子，其上调的程度及部位决定着巨噬细胞募

集的程度和部位，因此影响着肾小球硬化及间质纤

维化的严重程度¨0’11 J。ECM的降解系统主要有基质

金属蛋白酶／金属蛋白酶组织因子(MMP。／1’IMPs)及

纤溶酶原激活物／纤溶酶原激活物抑制物(PA。／

PAI。)，其功能紊乱与细胞间质降解减少、堆积过多

密切相关。多种动物模型及临床肾病患者肾组织中

均发现MMP$活性下降和TIMPs活性增高；且发现

1'IMP．1在硬化的肾小球中大量表达，并与血清肌酐、

系膜增殖程度、肾小球硬化程度和间质纤维化程度

均有显著的相关性，表明rI’IMP．1可能通过抑制EcM

降解来促进ECM积聚，最终导致肾组织纤维化和肾

衰竭¨2’”J。组织内PAI·l水平升高或活性增强，可

抑制PA对ECM的降解，而PA活性降低又能使

MMP前体转变成MMP减少，因此阻断纤溶酶活化将

会阻断ECM的所有降解过程。

心肝宝胶囊主要成分是由新鲜冬虫夏草经人工发

酵培养，获得发酵虫草菌丝体一粉红胶霉菌，其化学

成分和药理作用与天然虫草十分相近，其主要成分为

虫草素、虫草酸、虫草多糖、超氧化物歧化酶、维生素、

氨基酸及微量元素等，临床用于心律失常、慢性肝炎、

肾病综合征、呼吸系统疾病、血液病、神经衰弱，并作为

抗肿瘤药物的辅助用药，均取得较好疗效。应用心肝

宝治疗慢性肾衰竭也取得一定的疗效，它能降低血尿

素氮、血肌酐、尿酸，减少患者的透析次数¨引。文献报

道，心肝宝胶囊可能通过降低TGF-B，途径而减少糖尿

病肾病患者尿白蛋白的排泄¨5。。

本课题从肾组织纤维化的各个环节进行深入的研

究，发现心肝宝胶囊可以：(1)减少蛋白尿、提高血浆

总蛋白及白蛋白，降低血尿素氮、血肌酐，调节血脂；

(2)改善肾脏病理状态，减轻系膜基质比，减轻肾脏病

理损伤；(3)降低肾组织FN、col一Ⅳ的高表达，从而减

少细胞外基质的蓄积；(4)降低肾组织OPN的表达，减

轻由此介导的巨噬细胞的浸润、肾小管间质损伤及纤

维化的形成；(5)明显降低肾组织内TGF—B。的表达，

减轻其对系膜细胞、间质成纤维细胞、肾小管上皮细胞

的刺激；(6)明显抑制肾组织内1rIMP—l表达，增强

EcM降解，减轻EcM聚集；(7)抑制PAI．1高表达，改

善纤溶酶活化，加快EcM降解。

综合以上研究结果，心肝宝胶囊具有明确的肾脏保

护作用，其机制可能与降低蛋白尿、改善肾功能、纠正脂

代谢紊乱、改善肾脏病理损伤，减少细胞外基质的蓄积，

加强细胞外基质的降解，减轻肾组织纤维化有关。
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全国中西医结合发展战略研讨会暨中国中西医结合学会成立三十周年纪念会征文通知

中国中西医结合学会定于2011年11月在北京召开“全国中西医结合发展战略研讨会暨中国中西医结合学会成立三十周年纪

念会”。届时将邀请我国中西医结合领域的资深专家、著名学者、研究人员和中西医结合工作者齐聚北京，共同研讨我国中西医结

合发展的战略问题和关键问题。欢迎大家踊跃投稿，到会交流。现将征文事项通知如下。

会议主题

(1)以“实行中西医结合发展传统医药学”为主题，探讨新形势下中西医结合的地位与作用、发展思路与途径；

(2)总结中西医结合研完进展，交流中西医结合学术成果；

(3)回顾和纪念中国中西医结舍学会成立三十周年历程。

征文内容

(1)探讨中西医结合医学的地位和作用，新形势下发展中西医结合的思路、途径与方法；

(2)传统医学和现代医学各自的优势与不足；传统医药学与现代医药研究如何更好地结合；

(3)中西医结合工作取得的具体成绩和当前存在的主要问题，重点总结中西医结合科研、医疗、教育工作的成绩和存在问题，在

此基础上提出进一步推动中西医结合工作的建议；

(4)中西医结合临床医学研究进展，以内科系统疾病为重点，包括心血管、呼吸、消化、神经、血液、内分泌、肿瘤、老年病、急救、

灾害、肝病、风湿、变态反应、肾脏、心身、养生康复等各科疾病的中西医结合研究重点、研究思路以及临床诊疗经验总结，中西医结

合新方法、新技术介绍和探讨等；

(5)中西医结合内科的临床诊疗路径和临床共性问题的研究与探讨；

(6)中国中西医结舍学会成立三十周年历程的历史回顾和经验总结；

(7)其他中西医结舍相关内容。

征文要求

(1)来稿要求主题突出，观点鲜明，科学巨、先进性、可行性强。

(2)来稿未在公开发行的学术刊物上发表过。

(3)来稿务请注明作者工作单位、职务职称、通讯地址(舍邮编)和手机号码。

(4)论文字数在4 000字以内，顺序为：文题、单位、邮编、作者姓名、摘要、正文。

(5)论文排版采用WORD文档格式，标题为4号黑体字，正文为小4号宋体字。电子稿以电子邮件附件方式发送至caim@

caim．o唱．cn。来邮盛复，如未见回复，请再次发送；如为打印稿，请邮寄至：北京市东直门内南小街16号(邮编l00700)中国中西医

结合学会，信封左下角注明“结合战略研讨会投稿”字样，并随信附寄含电子版U盘或光盘。

(6)截稿日期：20“牟9月30日。

其他事宣

(1)会议具体时间、地点请待“会议报到通知”；

(2)联系人：孔令青、毛平，010—64025672；010—64014411转3023，3026；传真：010一64010688，E—mail：caim@caim．org．cn
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