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摘要"目的"观察补肾活血方对慢性肾衰竭大鼠血管钙化!
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方灌胃治疗"每日
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#蛋白的表达$ 结果"
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染色观察提示'与正常组比较"模型组肾小球结构紊乱"肾小管扩张积
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中的表达"这可能是其抑制慢性肾衰竭
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&

$

!

!9

%后!按临床成人用量的
7

倍给

药) 正常组灌胃等量生理盐水) 共给药
5

周) 造模给

药过程中正常组大鼠未出现死亡!模型组
!

只大鼠因灌

胃中操作不当!误插入气管死亡) 中药组死亡
!

只!由

灌胃手法操作不当造成) 动物死亡率
#%

!

%R

)

9

"检测指标及方法

9

!

#

"肾脏组织学病理检测"剥离肾组织!用于

肾脏组织学病理检测) 观察各组肾组织外观!随后常

规石蜡切片!切片厚度约为
% !=

!

T<

染色!观察肾小

球*肾小管及肾间质的改变)

9

!

!

"主动脉茜素红法钙盐染色"每组随机选取

9

只大鼠!用于主动脉茜色红染色) 剥离胸主动脉!经

固定*石蜡包埋*切片$切片厚度约为
% !=

%*脱蜡后!

石蜡切片脱蜡至水洗!蒸馏水洗数次&加入
#R

茜素

红$

)->J

$

T&2

$

WT 5

!

%

% 液染色
%6

'

%" =>@

&蒸馏水

冲洗&常规脱水透明!中性树胶封固) 显微镜下观察钙

化结节形成情况)

9

!

%

"生化学指标检测"所有大鼠均行腹主动脉

取血
#" =\

!全自动生化仪测定血钙$

&,

%*血磷$

F

%*

血肌酐$

N&-

%*血尿素氮$

EU4

%*血清全段甲状旁腺激

素$

>F)T

%水平!由中国中医科学院望京医院检验科

完成)

9

!

7

"

*;JK;-@ V21K

法检测
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJ

$

K;->I

蛋白表达"每组随机选取
%

只大鼠主动脉用于

*;JK;-@ V21K

检测) 称取主动脉组织
9" =P

加入

9"" !\

裂解液中) 匀浆器匀浆
#% """ - DJ

匀浆
%

次

每次
#" J

) 冰上孵育
!" =>@

!离心机
#" """ - D=>@

!

!" =>@

) 取上清液分装备用) 总蛋白定量#按说明书

配制标准品!稀释液用生理盐水) 根据样品及标准品

数量配置
E&^

工作液!每孔加
!"" !\

) 将样品及标

准品分别加入到
:$

孔板内!混匀)

%6

' 孵育

%" =>@

)冷却至室温!酶标仪测定光密度 $

1WK>.,2

S;@J>KZ

!

CB

%值) 绘制标准曲线!计算样品中的蛋白

浓度) 制备上样样品#将
NBN

$

F^_<

上样缓冲液与

蛋白样品按照
#

&

7

的比例混匀) 沸水煮
9 =>@

) 冷却

后!离心
% """ - D=>@

!

%" =>@

) 电泳#制备
#!R

浓度

的分离胶) 调整上样孔!将样品加入样品槽内) 电泳!

浓缩胶
:" 0

分离胶
#!" 0

) 转膜#小心打开玻璃板!

除去浓缩胶!剥离下分离胶) 将剪好的滤纸及
4&

膜

按从负极到正极$三层滤纸+样品胶+

4&

膜+三层

滤纸%的顺序放好) 插上电极!

%"" =^ %" =>@

) 丽

春红染色观察条带) 抗体检测#封闭
# /

!分别加入

E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

一抗
7

'过夜!

)EN)

每次

#" =>@

!共
7

次!加入二抗室温
9" =>@

!

)EN)

每次

#" =>@

!共
$

次&加入
<&\

孵育
# =>@

& 暗室曝光*显

影*定影!凝胶图像分析系统观察!扫描胶片!分析目标

条带的分子量和精光密度值)

$

"统计学方法"应用
NFNN #6

!

"

软件进行统

计分析) 计量资料以
I

%

J

表示!组间比较采用
C@;

$

[,Z ^4C0^

检验!组间两两比较用
\NB

$

K

检验)

F X"

!

"9

为差异有统计学意义)

结""果

#

"动物一般情况观察"正常组大鼠精神良好!活

动正常!毛色光泽) 模型组大鼠毛色枯槁*散乱竖起!

脱毛!懒动!排尿明显增多!体重逐渐下降!精神较差)

中药组大鼠毛发色泽及精神状态较模型组好)

!

"

%

组大鼠肾脏组织病理学结果比较$图
#

%

正常组肾脏外观大小适中!颜色褐红!表面光滑) 模型

组肾脏肥大!颜色苍白!表面凹凸不平) 中药组肾脏外

观较模型组红润!表面较光滑) 光镜下正常组肾小球

数目正常! 未见纤维化及新月体等病变! 肾小管上皮

完好! 未见变性*坏死及管型! 肾间质未见炎症细胞浸

润及纤维化) 模型组肾小球结构紊乱!肾小管扩张积

水!腔内有炎性细胞的浸润!肾小管内棕褐色结晶沉

积!肾脏间质纤维化!肾脏血管明显减少) 与模型组比

较!中药组正常肾小球数目较多!肾小管扩张程度降

低!炎性细胞数量下降!腺嘌呤结晶减少)

%

"

%

组大鼠主动脉病理学结果比较$图
!

%"光

镜下正常组血管结构正常) 模型组经茜素红染色后可
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%

图
#

$

%

组大鼠肾脏组织病理学结果$

T<

! (

!""

%

""注#

^

*

E

为正常组&

&

*

B

为模型组&

<

*

Y

为中药组&

^

*

&

*

<

为放大
7"

倍&

E

*

B

*

Y

为放大
#""

倍&箭头所指处为钙化结节

图
!

$

%

组大鼠主动脉病理学结果比较

$茜素红法钙盐染色%

见动脉中膜明显的钙化结节呈连续性线性分布!为广

泛红色颗粒物沉着) 中药组钙化结节明显减轻)

""

7

"

%

组大鼠生化指标结果比较$表
#

%"与正常

组比较!模型组大鼠血
F

*

N&-

*

EU4

*

>F)T

水平均明

显升高$

F X"

!

"#

%!血
&,

水平明显下降$

F X"

!

"#

%)

与模型组比较!中药组血
F

*

N&-

*

EU4

*

>F)T

水平均

明显下降!血
&,

水平明显升高!差异有统计学意

义 $

F X"

!

"9

!

F X"

!

"#

%)

9

"

%

组大鼠
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白表达

结果比较 $图
%

%"与正常组比较!模型组
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白精光密度值相对表达量均增高!差

异有统计学意义$

F X"

!

"9

!

F X"

!

"#

%&与模型组比较!

中药组
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白精光密度值相对

表达量均有所降低!差异有统计学意义$

F X"

!

"9

%)

讨""论

&bB

是严重危害人类健康的常见病!已成为全球

公共健康问题) 流行病学资料显示!

&0B

是
&bB

最

常见的严重并发症之一'

%

(

) 其中!广泛发生于
&bB

患者中的
0&

!是导致其
&0B

发病率和病死率显著增

加的重要原因'

#"

(

) 有研究表明!伴有动脉粥样硬化

或中膜钙化的
<GNB

患者
9

年存活率低于
9"R

!而

同期无显著动脉钙化的人群
9

年存活率却达

:"R

'

##

(

)

0&

主要表现为血管局部钙磷沉积的增

加*基质囊泡的出现*细胞内碱性磷酸酶活性增加!

以及细胞外非胶原基质蛋白如骨形态发生蛋白*骨

桥蛋白等成骨样细胞表型的特征'

#!

(

!钙化物质呈连

续线性分布!并弥散分布于整条动脉!导致血管顺应

性降低!血流动力学异常!最终引起脉压增加!左心

室肥大和心肌缺血)

E+F

属于
)_Y

$

"

超家族成员!在异位钙化的形

成与发展中发挥了重要作用) 其中
E+F

$

!

是促进骨

形成和诱导成骨细胞分化最重要的细胞外信号分子之

一!自身具有巨大的启动骨形成的能力'

#%

(

)

E+F

$

!

能够以时间和剂量依赖方式增加磷的摄取而促进钙

化'

#7

(

)

E+F

$

!

能够促进
N=,SJ

磷酸化!进而使其由

细胞质进入细胞核内!并通过调节各种目的基因如

^\F

*

GH@I!

和骨钙素等基因表达!使
0N+&J

向成

骨样细胞表型转化'

#7

!

#9

(

)

GH@I!

即核心结合因子

$

&VM,2

%!被认为是成骨细胞分化过程中的最早标记

表
#

$

%

组大鼠生化指标结果比较"$

I

%

J

%

组别
@ F

$

==12D\

%

&,

$

==12D\

%

N&-

$

!=12D\

%

EU4

$

==12D\

%

>F)T

$

WPD=\

%

正常
#" !

)

57"

%

"

)

%!7 !

)

7""

%

"

)

"!" %"

)

$%%

%

#

)

$9$ 6

)

$$6

%

"

)

9#% "

)

6!"

%

"

)

%7!

模型
5

$

)

7%5

%

#

)

%%$

!

#

)

5:$

%

"

)

%99

!

!99

)

9""

%

67

)

7::

!

9"

)

!!9

%

:

)

##9

!

!:

)

#$"

%

#9

)

%#"

!

中药
5

%

)

7:9

%

"

)

995

""

!

)

$!$

%

"

)

#95

""

:6

)

!""

%

%"

)

%":

""

!9

)

#$%

%

$

)

6":

""

#6

)

6!!

%

5

)

$"#

"

""注#与正常组比较!

!

F X"

!

"#

&与模型组比较!

"

F X"

!

"9

!

""

F X"

!

"#
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%

"!!*$$"

""注#

^

为
%

组大鼠
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白电泳图&

E

为
%

组大鼠
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白表达

比较&与正常组比较!

!

F X"

!

"9

!

!!

F X"

!

"#

&与模型组比较!

"

F X"

!

"9

图
%

$

%

组大鼠
E+F

$

!

*

GH@I!

*

CJK;->I

蛋白表达结果比较

物!是成骨细胞分化*骨基质基因表达和随后骨矿化所

必须的成骨细胞特异性转录因子!能直接调节骨基质

主要成分的表达!包括
#

型胶原*骨钙素和骨桥蛋

白'

#$

(

) 它的异常表达与
0&

发生和进展关系密切!实

验研究常将其作为
0&

早期评价指标) 敲除
GH@I!

的
0N+&J

可抑制成骨样表型转化和基质矿化'

#6

!

#5

(

)

CJK;->I

是成骨细胞特异性转录因子!在成骨细胞分

化过程中受
E+F

$

!

正性调节!作为
GH@I!

的下游基

因发挥作用'

#:

(

)

目前中医学对
0&

的研究较少) 笔者认为!

0&

和

&bB

矿物质代谢异常 $

./-1@>. Q>S@;Z S>J;,J;

$

=>@;-,2 ,@S V1@; S>J1-S;-

!

&bB

$

+EB

%均为慢性

肾功能衰竭的并发症!即慢性肾衰竭患者在骨*矿物质

代谢异常的同时发生了
0&

!其存在共同的中医学病

机特点为脾肾亏虚!瘀血浊毒内蕴) 中医学理论认为!

慢性肾衰竭属于,关格-范畴!指各种慢性肾脏疾患发

展到后期所导致脾肾亏虚*脏腑功能受损!浊邪壅盛!

弥漫三焦的病证) 其病机特点为本虚标实!虚实夹杂)

笔者认为!

&bB

$

+EB

的发病是在关格本虚标实的基

础上!由于肾虚精亏!髓海不足!以致骨失所养&另一方

面!浊毒弥漫!损伤筋骨*血脉) 由于久病必瘀!又有瘀

毒互结!闭阻骨络的病机存在!遂成骨痛*骨痿诸症)

而关于
0&

在传统中医学理论中并没有专门的论述!

但根据其临床表现及疾病转归$动脉硬化*高血压病*

冠状动脉粥样硬化性心脏病等%!笔者认为
0&

可归于

中医学的 ,胸痹-* ,脉痹-等范畴) 其发病机制与

&bB

$

+EB

有异曲同工处) 浊毒弥漫!瘀血阻滞!瘀

毒互结!痹阻血脉的病机存在!遂成,胸痹-*,脉痹-诸

症) 可见在
0&

的病机中同样存在因虚致瘀!因虚生

毒!瘀血浊毒交阻的证候特征) 补肾活血方主要由仙

灵脾*补骨脂*熟地黄*黄芪*丹参*当归*酒制大黄等组

成!其中仙灵脾*补骨脂*熟地黄温润之品填精生髓!阴

阳同调!补肾壮骨&丹参*当归养血活血&酒制大黄泄浊

排毒又可去瘀生新!合方具有温肾阳*益精血*祛瘀泄

浊之功) 本实验中发现该方能够显著改善
&bB

中

0&

大鼠的肾功能!其中
N&-

*

EU4

水平明显下降!且

明显改善了慢性肾衰竭后期所出现的高磷*低钙血症

及继发性甲状旁腺动能亢进症) 肾脏组织病理学发

现!补肾活血方使慢性肾衰竭模型大鼠损伤的肾小球

数目减少!肾小管扩张程度减轻!炎症细胞浸润减少!

间质纤维化程度均有所减轻!提示补肾活血方对于改

善慢性肾衰竭肾脏组织病理变化有一定作用) 同时!

中药组主动脉钙化结节发生程度较模型组明显减轻!

提示补肾活血方可以在一定程度上抑制
0&

的进展)

同时!

E+F

$

!

蛋白表达下调!从而直接引起其下游蛋

白
GH@I!

*

CJK;->I

表达减弱!继而引起骨基质主要成

分的表达下降!使得
0N+&J

向成骨样细胞转化和基

质矿化的过程受到抑制!从而延缓了
0&

的进展!这可

能为补肾活血方抑制
0&

的机制)

综上所述!补肾活血方能够改善
&bB

后期
0&

大

鼠的肾脏功能及病理改变!降低主动脉钙含量!下调

E+F

$

!DGH@I!DCJK;->I

蛋白信号通路表达!从而发挥

抑制
0&

的作用) 由于
0&

发病机制复杂!对于补肾

活血方抑制
0&

的具体作用机制还需进一步研究)

参 考 文 献

'

#

("

T-HJQ, b^3 0,J.H2,- J=11K/ =HJ.2; >@ K/; W,K/1

$

P;@;J>J 1M L,J.H2,- .,2.>M>.,K>1@

'

'

(

3 &>-. G;J

!



"!!"$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,-./ !"#$

!

0123 %$

!

41

!

%

!"":

!

#"7

$

$

%#

6#"

#

6##3

'

!

("

E;22,J> ^

!

b11>;@P, \

!

E21.Q _^

!

;K ,23 T1[ 21@P

>J K/; [,--,@KZ W;->1S M1- @>2 1- 21[ .1-1@,-Z ,-K;-Z

.,2.>H= >@ W,K>;@KJ @;[ K1 /;=1S>,2ZJ>J

'

'

(

3 '

4;W/-12

!

!"":

!

!!

$

!

%#

!99

#

!$!3

'

%

("

E2,./;- '

!

_H;->@ ^F

!

F,@@>;- E

!

;K ,23 ^-K;->,2

.,2.>M>.,K>1@J

!

,-K;->,2 JK>MM@;JJ

!

,@S .,-S>1L,J.H

$

2,- ->JQ >@ ;@S

$

JK,P; -;@,2 S>J;,J;

'

'

(

3 TZW;-K;@

$

J>1@

!

!""#

!

%5

$

7

%#

:%5

#

:7!3

'

7

("

_>,./;22> &+

!

NW;;- +c

!

\> 8

!

;K ,23 G;PH2,K>1@ 1M

L,J.H2,- .,2.>M>.,K>1@

#

-12;J 1M W/1JW/,K; ,@S 1J

$

K;1W1@K>@

'

'

(

3 &>-. G;J

!

!""9

!

:$

$

6

%#

6#6

#

6!!3

'

9

("石癑!张宁!刘世巍!等
3

补肾活血法治疗肾性骨病
$"

例观

察'

'

(

3

北京中医药大学学报!

!"#"

!

%%

$

##

%#

65!

#

6593

'

$

("刘世巍! 张宁!李同侠!等
3

补肾活血法干预长期维持性

血液透析肾性骨病患者中医证候的研究'

'

(

3

北京中医

药大学学报!

!"#!

!

%9

$

##

%#

65$

#

6:"3

'

6

("林越!张宁!刘世巍!等
3

补肾活血方对
/F)T

$

#

#

%7

%干预

下小鼠成骨细胞
+&%)%

$

<#

的增殖及分化的影响'

'

(

3

中

华临床医师杂志$电子版%!

!"#!

!

$

$

##

%#

%"$9

#

%"$53

'

5

("

),=,P,Q> b

!

cH,@ d

!

C/Q,[, T

!

;K ,23 TZW;-W,-,

$

K/Z-1>S>J= [>K/ V1@; ,V@1-=,2>K>;J ,@S =;K,JK,K>.

.,2.>M>.,K>1@ >@ -,KJ [>K/ ,S;@>@;

$

>@SH.;S H-,;=>,

'

'

(

3

4;W/-12 B>,2 )-,@JW2,@K

!

!""$

!

!#

$

%

%#

$9#

#

$9:3

'

:

("董艳
3

肾小球凋亡指数评估腺嘌呤灌胃制备大鼠慢性肾

衰竭模型最佳剂量的比较研究'

B

(

3

沈阳# 中国医科大

学!

!"#"3

'

#"

(

bH=,- N

!

E1P2; G

!

E,@;-`;; B3 */Z S1 Z1H@P

W;1W2; [>K/ ./-1@>. Q>S@;Z S>J;,J; S>; ;,-2Z

'

'

(

3

*1-2S ' 4;W/-12

!

!"#7

!

%

$

7

%#

#7%

#

#993

'

##

(

\1@S1@ _+

!

_H

*

->@ ^F

!

+,-./,>J N'

!

;K ,23 ^-K;->,2

=;S>, .,2.>M>.,K>1@ >@ ;@S

$

JK,P; -;@,2 S>J;,J;

#

>=

$

W,.K 1@ ,22

$

.,HJ; ,@S .,-S>1L,J.H2,- =1-K,2>KZ

'

'

(

3

4;W/-12 B>,2 )-,@JW2,@K

!

!""%

!

#5

$

:

%#

#6%#

#

#67"3

'

#!

(

*,22>@ G

!

*,`>/ 4

!

_-;;@[11S _)

!

;K ,23 ^-K;->,2

.,2.>M>.,K>1@

#

^ -;L>;[ 1M =;./,@>J=J

!

,@>=,2

=1S;2J

!

,@S K/; W-1JW;.KJ M1- K/;-,WZ

'

'

(

3 +;S

G;J G;L

!

!""#

!

!#

$

7

%#

!67

#

%"#3

'

#%

(

N/>=>?H )

!

),@,Q, )

!

(J1 )

!

;K ,23 41K./ J>P@,2>@P

W,K/[,Z ;@/,@.;J V1@; =1-W/1P;@;K>. W-1K;>@ !

$

E+F!

%

-;JW1@J>L;@;JJ 1M +JI! P;@; K1 >@SH.;

1JK;1P;@>. S>MM;-;@K>,K>1@ ,@S =>@;-,2>?,K>1@ 1M

L,J.H2,- J=11K/ =HJ.2; .;22J

'

'

(

3 ' E>12 &/;=

!

!"##

!

!5$

$

!#

%#

#:#%5

#

#:#753

'

#7

(

\> 8

!

c,@P Tc

!

_>,./;22> &+3 E+F

$

! W-1=1K;J W/1J

$

W/,K; HWK,Q;

!

W/;@1KZW>. =1SH2,K>1@

!

,@S .,2.>M>.,

$

K>1@ 1M /H=,@ L,J.H2,- J=11K/ =HJ.2; .;22J

'

'

(

3 ^K/

$

;-1J.2;-1J>J

!

!""5

!

#::

$

!

%#

!6#

#

!663

'

#9

(

C@>J/> +

!

YH`>K, c

!

c1J/>Q,[, T

!

;K ,23 (@/>V>K>1@ 1M

G,.# W-1=1K;J E+F

$

!

$

>@SH.;S 1JK;1V2,JK>. S>MM;-

$

;@K>,K>1@

'

'

(

3 &;22 B;,K/ B>J

!

!"#%

!

!6

$

7

%#

;$:53

'

#$

(

BH.Z F

!

]/,@P G

!

_;1MM-1Z 0

!

;K ,23 CJM!D&VM,#

#

,

K-,@J.->WK>1@,2 ,.K>L,K1- 1M 1JK;1V2,JK S>MM;-;@K>,

$

K>1@

'

'

(

3 &;22

!

#::6

!

5:

$

9

%#

676

#

6973

'

#6

(

NW;;- +c

!

\> 8

!

T>-;=,K/ F_

!

;K ,23 GH@I!D&VM,#

!

VHK @1K 21JJ 1M =Z1.,-S>@

!

>J -;aH>-;S M1- J=11K/

=HJ.2; .;22 2>@;,P; -;W-1P-,==>@P K1[,-S 1JK;1

$

./1@S-1P;@;J>J

'

'

(

3 ' &;22 E>1./;=

!

!"#"

!

##"

$

7

%#

:%9

#

:763

'

#5

(

),@,Q, )

!

N,K1 T

!

B1> T

!

;K ,23 GH@I! -;W-;JJ;J

=Z1.,-S>@

$

=;S>,K;S S>MM;-;@K>,K>1@ ,@S M,.>2>K,K;J

1JK;1P;@>. .1@L;-J>1@ 1M L,J.H2,- J=11K/ =HJ.2;

'

'

(

3 +12 &;22 E>12

!

!""5

!

!5

$

%

%#

##76

#

##$"3

'

#:

(

+,KJHV,-, )

!

b>S, b

!

c,=,PH./> ^

!

;K ,23 E+F!

-;PH2,K;J CJK;->I K/-1HP/ +JI! ,@S GH@I! SH->@P

1JK;1V2,JK S>MM;-;@K>,K>1@

'

'

(

3 ' E>12 &/;=

!

!""5

!

!5%

$

7%

%#

!:##:

#

!:#!93

$收稿#

!"#9

#

"5

#

#5

"修回#

!"#9

#

#!

#

!5

%


