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!基础研究!

艾灸对局灶节段性肾小球硬化

大鼠肾脏病理的影响

孙玉霞#李#林#张春伶#马家怡#李#屹

摘要#目的#观察艾灸对局灶节段性肾小球硬化"

K-L-

#模型大鼠肾脏病理的影响$ 方法#建立

K-L-

大鼠模型%将大鼠随机分为模型组&氯沙坦组&肾俞灸法各组&膈俞灸法各组%每组
##

只%另设正常组&

假手术组%每组
$

只$ 氯沙坦组予氯沙坦灌胃%每日
#

次'肾俞灸法"短时&中时&长时#组和膈俞灸法"短时&

中时&长时#组%分别按不同时长"

#" 1CM

&

!" 1CM

&

&" 1CM

#予温和灸大鼠肾俞&膈俞%隔日
#

次'假手术组&

模型组隔日作与灸法组相同的固定%干预
#!

周$ 观察各组大鼠肾组织病理变化%分析肾小球硬化指数

"

L-)

#&肾小球毛细血管直径&肾小球系膜基质面积&毛细血管襻横截面积及肾小球系膜基质相对面积$

结果#模型组&氯沙坦组和灸法各组大鼠肾组织均出现不同程度肾小球硬化$ 与模型组比较%各治疗组

L-)

&系膜基质相对面积降低"

N O"

!

"#

#%毛细血管直径&襻横截面积升高"

N O"

!

"#

#%氯沙坦组&膈俞长时组

系膜基质面积降低"

N O"

!

"@

%

N O"

!

"#

#$ 结论#艾灸可改善
K-L-

大鼠病理%抑制细胞外基质聚积%延缓

肾小球硬化进展$

关键词#局灶节段性肾小球硬化' 艾灸' 络病' 蛋白尿' 病理
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##局灶节段性肾小球硬化$

P5GB6 Q.V1.M0B6 V65

"
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K-L-

%以蛋白尿为主要临床表

现"蛋白尿程度'肾功能状态及对治疗反应与肾脏预后

密切相关(

K-L-

的治疗目标是在短时间内减少蛋白

尿以保护肾脏)

#

"

!

*

( 现代医家通过多年的临床实践与

理论研讨"认为蛋白尿需运用中医学的+络病学说,予

以阐释和指导( 在肾脏的结构与功能上"肾小体中毛

细血管的分支与中医学+络病学说,的脉络相符&蛋白

尿的发病与病变特点又与络病的病机相合( 因而有学

者指出#+蛋白尿属络病"病位当在肾络,"提出+蛋白

尿从络病论治,的理论)

&

*

( 针灸疗法在临床上应用广

泛"在国际上也引起诸多关注)

>

$

?

*

( 中医外治法中艾

灸+活血通络,的功效已被认可( 本研究通过观察艾

灸干预
K-L-

模型大鼠肾组织的病理变化"以探讨艾

灸的活血通络作用(

材料与方法

#

#动物#清洁级
-=

大鼠
#"!

只"

?

周龄"雄性"

体质量
#>" b#?" V

"由上海西普尔$必凯实验动物有

限公司提供"动物合格证号#

-'<a

$沪%

!"#&

$

""#?

(

所有实验大鼠饲养于上海中医药大学动物实验中心"

室温
!!

%

!@

&"湿度
@"c

"均给予普通饲料喂养"饲

料来源于上海仕林生物科技有限公司( 实验过程中对

动物的处置符合
!""?

年科技部-关于善待实验动物

的指导性意见.及
!""%

年
A0UCGB6 CQQS.Q CM BMC1B6

.R/.3C1.M0B0C5M

相关动物伦理学标准的条例(

!

#药物'试剂及仪器#戊巴比妥钠"上海秋硕生

物科技有限公司$批号#

K!"#&"##!

%( 阿霉素注射粉

针$注射用盐酸多柔比星%"

#" 1V

"深圳万乐药业有

限公司$批号#

#>"%A#

%"尾静脉注射时溶于灭菌注射

用水 $

! 1VI1X

%( 科 素 亚 $ 氯 沙 坦 钾 片 %"

#"" 1VI

片"杭州默沙东制 药 有 限 公 司 $批 号#

a"!!$9&

%"给药时溶于蒸馏水$

@ 1VI 1X

%(

'<>#

正置显微镜"日本
H6D1/SQ

公司&

W'$

超薄切片机"

德国徕卡公司&

(A,#!&"

透射电镜"日本电子株式

会社(

&

#造模及分组#适应性喂养
#

周"称重"根据大

鼠体质量"分别随机抽取正常组
$

只'假手术组
$

只(

假手术组只打开腹腔"暴露肾脏"剥离包膜后不切除肾

组织"逐层缝合( 另
99

只采取间隔
!

周两次尾静脉

注射阿霉素并单侧肾切除的方法)

$

*复制肾小球硬化

大鼠模型#手术前
#! U

禁食不禁水"以
#

!

@c

戊巴比

妥钠按
@" 1VI_V

腹腔注射麻醉"待角膜反射消失后"

固定在手术台上"术区备皮&常规消毒"背部切口
# b

#

!

@ G1

"开腹后暴露左肾"剥离肾脏脂肪及肾上腺"结

扎左肾门血管"切除左肾"缝合切口&第
>

'

#9

天分别

从尾静脉注射阿霉素
&

'

! 1VI_V

( 存活的大鼠第
!

次

注射阿霉素后
$

天时检测尿蛋白"尿蛋白定量
d

#"" 1VI!> U

提示模型复制成功"计入实验"连续观察

至
#!

周末( 假手术组分别于第
>

'

#9

天尾静脉注射

生理盐水
"

!

@ 1X

( 所有造模大鼠的尿蛋白定量值

均
d#"" 1VI!> U

"模型成功率
#""c

( 造模成功后

大鼠根据尿蛋白定量随机分为模型组'氯沙坦组'肾俞

灸法$肾俞短时'中时'长时%组和膈俞灸法$膈腧短

时'中时'长时%组"每组
##

只"当日开始干预(

>

#干预方法#正常组'假手术组'模型组及灸法

组均给予蒸馏水按
@ 1XI_V

灌胃"每日
#

次( 氯沙坦

组给予氯沙坦灌胃"配制成
@ 1VI1X

药液"按
@" 1VI_V

灌胃"每日
#

次( 肾俞灸法短时'中时'长时组#温和灸

大鼠肾俞$双%'隔日
#

次( 膈俞灸法短时'中时'长时

组#温和灸大鼠膈俞$双%'隔日
#

次( 大鼠取穴参照

文献)

9

*( 温和灸操作#将大鼠穴位区
# G1

'

! G1

鼠毛剪除"暴露局部皮肤组织"酒精棉球消毒&用自制

鼠架固定大鼠"待大鼠安静不挣扎后"使用直径
$ 11

的艾条"以大鼠无挣扎行为的距离调节艾条与皮肤的

距离"短时'中时'长时灸组每次每穴分别灸
#" 1CM

'

!" 1CM

'

&" 1CM

( 假手术组'模型组隔日作与灸法组

相同的固定( 共干预
#!

周(

@

#检测指标及方法#干预后"腹主动脉采血处死

大鼠"剖腹取出右肾"剥离肾包膜"剪取右肾上极肾组

织"置于
>

&"切成
# 11

'

# 11

'

# 11

小块"

!c

戊二醛固定( 剩余肾组织自肾门处切成两片"

#"c

中性福尔马林溶液固定(

@

!

#

#光镜观察#

#"c

中性福尔马林溶液固定的

肾组织"经脱水'透明'石蜡包埋后"切成
& !1

切片"作

苏木精$伊红$

YA

%'高碘酸$希夫$

NZ-

%染色"光镜

下观察肾小球和肾小管间质病理形态( 主要观察指

标#肾小球硬化指数 $

V651.3S65QG6.35QCQ CM[.R

"

L-)

%'肾小球毛细血管丛管腔开放程度'

NZ-

阳性区

面积'毛细血管襻横截面积和肾小球系膜基质相对

面积(

采用
)1BV.

"

/35/6SQ?

!

"

专业图像分析软件进行

图像分析( 根据
TBCJ X

等)

%

*方法人工观察并计算

L-)

"每张
NZ-

染色病理切片中"随机选取上'下'左'

右'中各
!

个$共
#"

个%肾小球( 根据肾小球硬化程

度评分"分为
" b >

级"共
@

级(

"

级#肾小球基本正

常&

#

级#每个肾小球硬化面积
O!@c

&

!

级#肾小球硬化

面积为
!@c b>%c

&

&

级#肾小球硬化面积为
@"c b
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级#肾小球硬化面积为
$@c b#""c

( 以切片

选取肾小球的平均积分反映
L-)

#

L-) e

)$

#

'

M

#

f

!

'

M

!

f &

'

M

&

f >

'

M

>

%

I

每张切片肾小球总数* '

#""c

$

M

#

"

M

>

分别代表
# b >

级损害的肾小球数目%(

于
!""

倍镜下"测量每个肾小球中
@

个开放最大的毛

细血管直径以观察毛细血管开放程度&计数
NZ-

染色

阳性区的面积作为肾小球系膜基质面积&计数肾小球

毛细血管襻横截面积&系膜区基质面积相对面积
e

肾

小球系膜基质面积
I

肾小球毛细血管袢面积"作为系膜

基质增多的相对含量(

@

!

!

#超微结构观察#取出
!c

戊二醛固定的肾

组织"

N]-

溶液反复洗涤"用
#c

锇酸溶液进行后固

定"乙醇梯度脱水"丙酮与树脂液浸透"环氧树脂包埋"

切片"醋酸铀与柠檬酸铅双染色"电镜下观察肾脏超微

结构的变化(

?

#统计学方法#采用
-N-- #$

!

"

统计软件进

行分析( 数据以
R

(

Q

表示"多组间比较采用单因素方

差分析"两组间比较采用
X-=

检验"方差不齐时采用

非参数
Y

检验( 设定
"e"

!

"@

"

N O"

!

"@

为差异有

统计学意义(

结##果

#

#一般情况#假手术组大鼠活动灵活" 被毛光

泽" 体质量增长均匀( 模型组大鼠精神萎靡"活动少"

喜扎堆"被毛蓬乱"进食量减少"体质量增长缓慢( 氯

沙坦组'肾俞灸法组及膈俞灸法组大鼠一般情况较模

型组稍佳( 模型制作过程中无大鼠死亡"干预期间大

鼠死亡
!$

只$死亡率
&"

!

?9c

%( 其中模型组死亡

>

只"氯沙坦组死亡
&

只"肾俞短'中'长时组各死亡

>

只'

>

只及
&

只"膈腧各时长组各死亡
&

只( 大鼠死

亡的时间段集中于第二次注射阿霉素后的第
?

周左

右"对部分死亡大鼠进行解剖探查后"考虑死亡原因为

阿霉素的心肌毒性'消化系统不良反应以及肾小球硬

化等(

!

#各组
L-)

'毛细血管直径'系膜基质面积'襻横

截面积'系膜基质相对面积比较$图
#

%#治疗
#!

周

后"正常组'假手术组均未见肾小球硬化"

L-)

为
"

(

模型组和各治疗组均有不同程度肾小球硬化( 与假手

术组比较"模型组毛细血管直径'襻横截面积降低$

N O

"

!

"#

%"系膜基质面积'系膜基质相对面积升高$

N O

"

!

"@

"

N O "

!

"#

%( 与模型组比较"各治疗组
L-)

'系

膜基质相对面积降低$

N O"

!

"#

%"毛细血管直径'襻横

截面积升高$

N O"

!

"#

%"氯沙坦组'膈俞长时组系膜基

质面积降低$

N O"

!

"@

"

N O"

!

"#

%( 与氯沙坦组比较"

肾俞中'短时间组和膈腧短时组
L-)

升高"襻横截面

积降低$

N O"

!

"@

"

N O"

!

"#

%&肾俞中'短时组和膈腧

中'短时组毛细血管直径降低"系膜基质相对面积升高

$

N O"

!

"@

"

N O"

!

"#

%&膈腧短时组系膜基质面积升高

$

N O"

!

"@

%(

&

#各组电镜结果$图
!

%#正常组'假手术组#肾

基底膜未见增厚"系膜无增生"足突形态基本正常"排

列整齐"毛细血管内皮细胞正常"肾小球结构未见明显

异常&近曲小管结构正常( 模型组#局部区域基底膜增

厚"系膜轻度增生"部分区域足突融合且间隙不均匀"

胞浆里有少量空泡&血管内皮细胞轻中度增生'融合"

窗孔消失&肾间质内有大量间质细胞增生&近曲小管微

绒毛排列稀疏( 氯沙坦组#基底膜未见增厚"系膜无增

生"足突形态基本正常"排列整齐"肾组织结构未见明显

异常&近曲小管微绒毛排列基本正常( 肾俞短时组#局

部区域基底膜略增厚"系膜轻度增生"有少量足突融合"

胞浆里有少量空泡( 肾俞中时组#局部区域基底膜略增

厚"足突形态基本正常"排列整齐"胞浆里有少量空泡(

肾俞长时组#基底膜未见增厚"系膜无增生"足突较长"

排列整齐"肾组织结构未见明显异常( 膈俞短时组#偶

见足细胞略肥大"胞质内有少量空泡"肾小球系膜细胞

未见增生"少量足突融合"部分区域足突间隙不均匀(

膈俞中时'长时组#基底膜未见明显增厚"肾小球系膜未

见增生"少量足突融合"胞浆里有少量空泡(

##注#

Z

为
L-)

&

]

为毛细血管直径&

'

为系膜基质面积&

=

为襻横截面积&

A

为系膜基质相对面积&

#

为正常组&

!

为假手术组&

&

为模型组&

>

为氯沙坦组&

@

为肾俞短时组&

?

为肾俞中时组&

$

为肾俞长时组&

9

为膈俞短时组&

%

为膈俞中时组&
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为膈俞长时组&与假手术组比较"
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&与模型组比较"
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"

""
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&与氯沙坦组比较"

#
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!
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"
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图
#

#各组
L-)

'毛细血管直径'系膜基质面积'襻横截面积'系膜基质相对面积比较
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##注#

Z

为正常组&

]

为假手术组&

'

为模型组&

=

为氯沙坦组&

A

为肾俞短时组&

K

为肾俞中时组&

L

为肾俞长时组&

Y

为膈俞短时组&

)

为

膈俞中时组&

(

为膈俞长时组&黑色箭头所示为基底膜增厚部位&白色箭头所示为足突融合及间隙不均

图
!

#各组大鼠肾组织电镜结果#$ '

@ """

%

讨##论

肾脏结构紊乱和功能障碍导致蛋白尿)

#"

*

( 蛋白

尿属络病"病位当在肾络"肾性蛋白尿的基本病机为元

气内虚"毒损肾络"清浊相混"封藏失司( 蛋白尿的治

疗须从络病论治"治疗关键在于+舒解肾络之郁,"络

脉是艾灸作用的重要环节)

##

"

#!

*

( 本实验研究采用单

肾切除加阿霉素重复注射的方法建立
K-L-

大鼠模

型"通过艾灸的干预治疗"观察大鼠肾组织的病理形态

学改变"以探讨艾灸的活血通络作用(

肾小球局灶节段性毛细血管襻闭塞和细胞外基质

增多是
K-L-

的主要病理表现( 本实验结果发现#造

模后各组大鼠的肾组织出现不同程度的肾小球硬化"

大鼠肾小球毛细血管丛管腔开放程度降低"毛细血管

襻横截面积和肾小球系膜基质相对面积减小( 这些病

理改变与
K-L-

的病理形态学表现基本符合( 与模型

组比较"氯沙坦组和灸法各组上述指标均有改善的趋

势( 艾灸时间愈长"其病理变化与氯沙坦组相对愈接

近&而肾俞'膈俞长时组的上述各项病理指标与氯沙坦

组比较差异无统计学意义( 结果提示#艾灸可以减轻

K-L-

大鼠模型肾脏病理损害&并且随着灸时的延长"

这种治疗作用的强度有愈显著的趋势"与氯沙坦的疗

效愈接近(

肾俞是肾之背俞穴"乃肾气输注之所&膈俞为八会

穴之血会"是营血会聚的地方"主治一切血证( 本实验

设计选取这两个穴位进行研究"正是基于蛋白尿的病

机特点///本虚邪实( 肺'脾'肾亏虚是蛋白尿的病机

根本"结合艾灸扶正与活血的作用( 灸治肾俞可以健

益脾肾之气"兼活血通络&膈俞是营血会聚之血会"灸

治膈俞能够增强活血化瘀'疏通经络的作用( 艾灸肾

俞与膈俞穴"通过经络的传导"使艾灸的治疗效应传达

于具有类似肾单位结构的肾络"疏通塌陷'闭塞的毛细

血管襻"从而改善肾小球毛细血管网的血供"起到活血

通络的作用( 此外"本研究发现"艾灸干预对
K-L-

模

型大鼠肾组织细胞外基质的聚积有抑制的现象( 对于

这一现象的解释"笔者认为可将细胞外基质聚积视作

中医学里的+离经之血,///瘀血( 艾灸的活血化瘀

作用为古往今来的医家所公认( 现代的临床及实验

研究发现#艾灸活血化瘀的作用机理可能与改善微

循环'血流变学'血液成分及细胞因子等诸多因素有

关)

#&

*

( 艾灸对细胞外基质的降解作用还需要今后进

一步的研究探讨( 总体而言"艾灸对
K-L-

模型大

鼠的干预作用主要体现为改善肾小球毛细血管襻的

开放程度和细胞外基质的积聚"从而实现舒解肾络

之郁的治疗目的(

以往相关的研究多采用灸药联合方案)

#>

"

#@

*

"本

研究针对单个穴位$肾俞或膈俞%进行施灸( 肾俞穴

在慢性肾脏病的研究中应用比较频繁)

>

$

?

*

"而膈腧

穴在许多疾病治疗的探索中均有报道)

#?

$

#9

*

( 目前

本研究结果表明艾灸的治疗效果是肯定的"但两个

艾灸治疗组的比较无明显趋势"尚无法证实这两个

腧穴的特异治疗作用( 在今后的研究中"笔者将在

目前的基础上进一步完善实验设计"作更为深入的

探索(
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