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摘要$ 目的!观察保元排毒丸对单侧输尿管梗阻 "PPd# 大鼠 /+c("&( b34>"( b34>’ 表达的影响’ 方法!$) 只大
鼠随机分为假手术组& PPd组& 厄贝沙坦组& 保元排毒丸低( 中( 高剂量组& 每组 ) 只’ 假手术组和 PPd组大鼠灌
胃生理盐水& 其他组大鼠灌胃相应药物 &$ >’ 末次灌胃 %$ S后& _4DD;G染色观察肾组织病理变化& C0DE0FG H1;E( ?/(
=@?分别检测/+c("&( b34>"( b34>’ 蛋白( 3?AB表达’ 结果!与 PPd组比较& 保元排毒丸各剂量组和厄贝沙坦
组肾纤维化程度明显减轻 "%K#L#&#& /+c("&( b34>" 表达明显降低 "%K#L#-#& b34>’ 表达明显升高 "%K#L#-#’

结论!保元排毒丸可通过下调/+c("&( b34>" 表达& 上调 b34>’ 表达来延缓PPd大鼠肾纤维化’

关键词! 保元排毒丸$ 单侧输尿管梗阻 "PPd#$ /+c("&$ b34>"$ b34>’
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5G:F04D0> 0WJF0DD5;G ;[b34>’ "%K#L#&#9=AE=DC:>AE!]==:4G J;DEJ;G0F0G41[5HF;D5D5G PPdF4EDH\
>;6G(F0V714E5GVES00WJF0DD5;GD;[/+c("&& b34>"& 4G> 7J(F0V714E5GVES00WJF0DD5;G ;[b34>’9
F&GHA<B:! ]4;\74G =45>7 =511D$ 7G514E0F417F0E0F41;HDEF7:E5;G "PPd#$ /+c("&$ b34>"$ b34>’

!!肾间质纤维化是指各种慢性肾脏病& 包括原发
性肾小球疾病( 继发性肾脏病( 急慢性间质性肾炎
等进展到终末期肾脏疾病的共同病理改变& 其程度
能判断肾功能受损害的情况& 并决定慢性肾脏病的
预后)&* & 故如何延缓和防治肾纤维化是防治慢性
肾脏病的关键’

课题组前期发现& 保元排毒丸有缓解慢性肾衰
竭患者临床症状( 降低尿毒症毒素( 延缓肾衰竭进
展( 保护维持性血液透析患者残余肾功能的作
用)%(-* ’ 为了进一步探讨保元排毒丸抗肾纤维化的
机理& 本实验考察了其对单侧输尿管梗阻 "PPd#
大鼠/+c("&( b34>"( b34>’ 表达的影响’
IJ材料
&L&!动物!清洁级健康雄性 ba大鼠 $) 只& ’ f)
周& 体质量 "&.# m)# V& 购自南京医科大学实验
动物中心& 动物生产许可证号码 b@UI "苏#
%#&*(###%’ 给予标准普通饲料喂养& 自由饮水&
日常光照& 适应性饲养 " >后进入实验’
&L%!药物!保元排毒丸 "批号 &*#.#%# 来源于南
京中医药大学附属常州市中医医院制剂室& 由生黄
芪( 生晒参( 黄精( 冬虫夏草( 丹参( 接骨木( 陈
皮( 生大黄( 六月雪( 木灵芝组成& 剂型水泛蜜
丸& 每丸重 #L&$ V& 相当于生药量 #L") V’ 厄贝沙
坦 "商品名安博维#& 由赛诺菲杭州制药有限公司
生产& 规格 &-# 3VN片’
&L"!试剂!苏木素(伊红染液( _4DD;G染色试剂盒
"武汉谷歌生物科技有限公司#$ aB]显色试剂盒
"丹麦a4̂;公司#$ /?Tb "b;14FH5;/)#*##( /F5R;1
?04V0GE( ]@B蛋白定量检测试剂盒( bab(=B+2
凝胶制备试剂盒 "武汉赛维尔生物科技有限公
司#$ 兔源性/+c("& 抗体 "英国 BH:43公司& 货
号4H&--%*$#$ 兔源性 b34>" 抗体 "宜百康生物科
技有限公司& 货号 &’"-(&#$ 兔源性 b34>’ 抗体
"武汉三鹰生物技术有限公司& 货号 %-)$#(&(B=#’
引物设计合成 "武汉擎科创新生物科技有限公
司#& 包括 ?0Z0FEB5> c5FDEbEF4G> :aABb\GES0D5D
I5E"/S0F3;nI&*%% #( c4DEbE4FEPG5Z0FD41bX]?
+F00G _4DE0F"?;W# "?;:S0#$ .&" .&$ ##&#( Y\(
=7F0/__;10:714F]5;1;V\+F4>0C4E0F" Y\@1;G0
bY"#-")L#%#’

&L$!仪器!,,(&%,脱水机( ,](=- 包埋机 "武汉俊
杰电子有限公司#$ 烤箱( ?_%#&* 病理切片机
"上海徕卡仪器有限公司#$ 2@QT=b2@5正置光学
显微镜 "日本 A5̂;G 公司#$ ’-%(=紫外分光光度
计 "上海现科仪器有限公司#$ A0;[7V0&-?冷冻
离心机 "力康生物医疗科技控股有限公司#$ aXX(
*@电泳仪 "北京六一仪器厂#$ B1JS424D0c@灰度
分析软件 "美国 B1JS4TGG;E0:S 公司#$ bE0J;G0
J17D荧光定量=@?仪 "美国B]T公司#$ 多样品研
磨珠均质仪 "美国d3G5公司#’
KJ方法
%L&!分组及模型建立!$) 只大鼠随机分为造模组
"$# 只# 和假手术组 ") 只#& 造模组按文献 )**
方法& "!戊巴比妥钠以 #L% 3QN&## V剂量腹腔注
射麻醉& 固定大鼠& 剃去右背部毛发& 暴露皮肤&
聚维酮碘消毒皮肤 " 遍& 铺无菌手术巾& 在距脊柱
约 & f&L- :3( 肋缘下作一长约 & f&L- :3的纵行
切口& 逐层剥离皮下筋膜& 切开肌肉& 暴露出肾盂
及输尿管& 玻璃分针分离出右输尿管& 近肾盂处结
扎输尿管两次& 从两结扎中间剪断输尿管后逐层缝
合& 关闭腹腔& 聚维酮碘消毒皮肤切口& 用无菌敷
料覆盖包扎$ 假手术组只分离右输尿管& 不结扎&
然后逐层缝合’ 造模后第 % 天& 造模组随机分为 -
组& 即PPd组& 保元排毒丸低( 中( 高剂量组&
厄贝沙坦组’
%L%!给药!将保元排毒丸溶于蒸馏水中& 分别配成
%-!( &%L-!( *L%-!& 置于冰箱中冷藏备用’ 造模第
%天开始灌胃给药& 共 &$ >& 其中保元排毒丸低( 中(
高剂量组分别给予药物 &L%-( %L-( -L# VN"^V->#&
厄贝沙坦组给予药物 &%L- 3VN"^V->#$ 假手术组
和PPd组给予等量生理盐水灌胃’
%L"!指标检测
%L"L&!肾组织病理!于末次灌胃禁食不禁水 %$ S
后麻醉大鼠& 取右肾& 剔除包膜& 无菌纱布吸干水
分& 电子天平称取湿重后& 纵切一半置于 $!多聚
甲醛中固定$ 另一半分装于2=管中& 于i)# j下
保存作进一步检测& 固定 %$ S 后& 常规脱水( 透
明( 浸蜡( 包埋& 切 $L# !3薄片’ 按试剂盒方法
进行_4DD;G染色& 显微镜下观察肾脏病理学改变&
_4DD;G染色半定量统计肾间质纤维化情况’ 在光
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学显微镜 "%## 倍# 下连续观察每张切片不重叠的
&# 个视野& 计算出每个视野下肾间质苯胺蓝染色
面积& 取其平均值进行半定量分析’
%L"L%!/+c("&( b34>"( b34>’ 蛋白表达!取保
存于i)# j下的肾组织& 冷=]b洗涤 % f" 次以去
除血污& 剪成小块置于匀浆器中& 加入适量裂解液
后冰上彻底匀浆& & -## h) 离心 &# 35G& 收集上
清& 即为总蛋白溶液& ]@B法测定蛋白浓度’ 每
个上样孔加 $ !V总蛋白进行 &#! bab(=B+2胶电
泳& 湿转法电转移至=‘ac膜& 封闭液封闭 & f% S
后各组加入适当稀释后的抗体 "/+c("&( b34>"(
b34>’ 均按 & g& ### 稀释#& $ j下过夜& 辣根过
氧化物酶 "Y?=# 标记的二抗用 /]b/稀释 " ###
倍& 室温下孵育 "# 35G 后& /]b/在室温下脱色摇
床上洗 " 次& 每次 - 35G& 化学发光剂 2@Q反应
- 35G& 曝光& 扫描蛋白条带& 将胶片进行扫描存
档& =S;E;bS;J整理去色& B1JS4软件处理系统进行
分析& 以各指标( 内标吸光度的比值代表定量值’
%L"L"!3LJH#&( G@$""( G@$"’ 3?AB表达!/+c(
"&( b34>"( b34>’的引物设计合成由武汉擎科创
新生物科技有限公司完成& 大鼠基因引物序列为
/+c("&! 正向 -k(++@++/+@/@+@///+/B("k& 反向
-k(/@@@+BB/+/@/+B@+/B//+B("k& 片段长度 %#&
HJ$ b34>"! 正 向 -k(@+B+BB@B@/BB@//@(
@@@+@/("k& 反 向 -k(+/++//@B/@/++/++/@+@(
/B("k& 片段长度 &&% HJ$ b34>’! 正向 -k(/@+(
+BB+/@BB+B++@/+/+//("k& 反 向 -k(+///(
+B+BBBB/@@B/@+++/B("k& 片段长度 &$) HJ$ 内
参 +B=aY! 正向 -k(//@@/B@@@@@BB/+/B/@@+(
"k& 反向 -k(@B/+B++/@@B@@B@@@/+//("k& 片段
长度 %)& HJ’ 提取大鼠肾组织总?AB( 微量核酸分
光光度计检测其水平和纯度& 以 %# !Q为体系进行
:aAB第一链的合成& 以%- !Q为反应体系进行=@?
扩增& 取 #L% 3Q=@?管& 配制反应体系& 每个反转
录产物配制 " 管& 组成为 % h<=@?_5W&%L- !Q(
’L- !3;QNQ基因引物 %L# !Q( 反转录产物 %L- !Q(
>>Y%d)L# !Q$ =@?扩增条件为预变性 .- j&
&# 35G$ 循环 "$# 次# .- j& &- D%*# j& *# D$
溶解曲线 ’- j%.- j& 每 %# D升温 & j’ 反应完
成后& 采用 % i$$@E计算法进行数据统计分析’
%L$!统计学分析!采用 b=bb &’L# 软件进行处理&
计量资料用 "*m.# 表示& 组间均数比较采用/检
验& 多组间比较采用单因素方差分析’ %K#L#- 为
差异有统计学意义’

LJ结果
"L&!肾组织病理!如图 &( 表 & 所示& 假手术组
肾小管间质( 小球基底膜( 系膜区无明显胶原沉积
肾$ PPd组增宽的间质有较多蓝紫色条索状胶原
沉积$ 保元排毒丸各剂量组和厄贝沙坦组蓝紫色胶
原沉积明显少于PPd组 "%K#L#&#& 这些组之间
的纤维化程度无明显差别’

图 IJ各组肾组织?.++$4染色 % XKWW’
M%5NIJ?.++$4+*.%4%45 $’\%#4(1 *%++U(+%4S.6%$U+56$U-+

% XKWW’

表 IJ各组?.++$4评分 %*O2’
;./NIJ?.++$4+)$6(+%4S.6%$U+56$U-+%*O2’

组别 动物数N只 _4DD;G评分
PPd组 ) %L%# m#L"$&&

假手术组 ) #L"& m#L&%nn

厄贝沙坦组 ) #L." m#L%$nn&&

保元排毒丸低剂量组 ) &L#’ m#L%$nn&&

保元排毒丸中剂量组 ) #L.- m#L$’nn&&

保元排毒丸高剂量组 ’ &L#% m#L%&nn&&

!!注!与PPd组比较&nn%K#L#&$与假手术组比较&&&%K#L#&

保元排毒丸高剂量组大鼠在造模过程中因麻醉不当而死亡 & 只&

下同

"L%!/+c("&! b34>"! b34>’ 蛋白表达!如图 %(
表 %所示& 与假手术组比较& PPd组 b34>’ 表达明
显减少 "%K#L#&#& /+c("&( b34>" 表达明显升高
"%K#L#&#$ 与PPd组比较& 保元排毒丸各剂量组
和厄贝沙坦组 b34>’ 表达显著升高 "%K#L#&#$
/+c"&( b34>"表达显著减少 "%K#L#&#’
"L"!3LJH#&! G@$""! G@$"’ 3?AB表达!如表 "
所示& 与假手术组比较& PPd组 3LJ#&( G@$""
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注! Bfc分别为PPd组& 假手术组& 厄贝沙坦组& 保元排毒

丸低( 中( 高剂量组

图 KJ各组;ZM"!I# :,.#L# :,.#[蛋白表达
M%5NK J !6$*(%4(7-6(++%$4+$’;ZM"!I& :,.#L .4#
:,.#[ %4S.6%$U+56$U-+

!!!!

3?AB表达明显增强 "%K#L#&#& b34>’ 表达明
显减弱 "%K#L#&#$ 与 PPd组比较& 各给药组
3LJH#&( G@$"" 3?AB表达显著减弱 "%K#L#-#&
b34>’ 表达显著增强 "%K#L#-#’
RJ讨论

肾纤维化是各种慢性肾脏病的共同结局& 而细
胞因子是肾纤维化进展的关键因素& 在炎症( 缺
氧( 高糖等病因刺激下过度表达& 并通过各种信号
通路控制细胞核基因转录& 导致肾纤维化’ 目前&
肾纤维化信号通路主要涉及转化生长因子 "Nb34>
"/+c("Nb34>#( CGEN"(:4E0G5G( 丝裂原激活蛋白
激酶级联等’

表 KJ各组;ZM!I# :,.#L# :,.#[蛋白表达灰度值 %*O2’
;./NKJZ6.1 S.0U(+’$6-6$*(%4(7-6(++%$4+$’;ZM"!I& :,.#L .4#:,.#[ %4S.6%$U+56$U-+%*O2’

组别 动物数N只 /+c("&N"(4:E5G b3>4"N"(4:E5G b34>’N"(4:E5G

PPd组 ) &L%& m#L#)&& #L’) m#L#-&& #L&& m#L#*&&

假手术组 ) #L$& m#L#)nn #L#’ m#L#&nn &L#" m#L%%nn

厄贝沙坦组 ) #L-’ m#L#-nn& #L"# m#L#"nn&& #L’) m#L&$nn

保元排毒丸低剂量组 ) #L-& m#L&&nn& #L&- m#L#"nn&& #L’- m#L&-nn

保元排毒丸中剂量组 ) #L-# m#L#)nn& #L&. m#L#&nn&& #L’. m#L#.nn

保元排毒丸高剂量组 ’ #L$. m#L#.nn& #L%& m#L#%nn&& #L)# m#L&&nn

!!注!与PPd组比较&nn%K#L#&$与假手术组比较&&%K#L#-&&&%K#L#&

表 LJ各组=>89"I# ?@()L# ?@()[ ,<E8表达 %*O2’
;./NLJ,<E8(7-6(++%$4+$’=>89"I& ?@()L .4#?@()[ %4S.6%$U+56$U-+%*O2’

组别 动物数N只 3LJH#& G@$"" G@$"’

PPd组 ) *L.& m"L&"&& "L’$ m&L#*&& #L’# m#L%.&&

假手术组 ) &L#& m#L%)nn &L#* m#L-&nn %L#) m#L$.nn

厄贝沙坦组 ) "L$& m&L&.nn&& %L*$ m&L#)n&& %L%. m&L’"nn

保元排毒丸低剂量组 ) $L’’ m&L&’n&& %L$" m&L#&n&& &L*& m#L$)n

保元排毒丸中剂量组 ) "L*# m%L&"nn&& %L’) m&L%*n&& %L"% m#L’$nn

保元排毒丸高剂量组 ’ %L"- m&L.&nn&& %L*- m#L*%n&& %L&’ m&L#-nn

!!注!与PPd组比较&n%K#L#-&nn%K#L#&$与假手术组比较&&&%K#L#&

!!/+c("在肾脏疾病中起着非常重要的作用& 包
括肾纤维化( 炎症( 细胞增殖( 细胞凋亡和变
异)’* & 任何原因引起的肾纤维化均可使 /+c("表
达显著上调)’()* ’ 其中& /+c("& 是公认的致肾纤维
化因子& 也是占比最高( 活性最强的/+c("& 主要
存在于肾小管间质& 能通过刺激肾小管上皮细胞转
分化形成肌成纤维细胞).* & 从而促纤维化发生$
还能通过抑制细胞外基质金属蛋白酶的活性来抑制
细胞外基质降解& 导致其积聚而加重纤维化)&#* &
这些过程主要是经激活 b34> 信号通路来完成的’
研究表明)&&* & 敲除 b34>" 可抑制梗阻性肾病及与
药物毒性相关肾纤维化的发生& 提示 b34>" 具有

致病性$ b:S5[[0F等)&%*用 b34>’ 转基因的方法治疗
肾纤维化模型& 发现 /+c("& 信号传递明显被阻
断& 表明 b34>’ 上调可抑制肾纤维化的发展’
b34>’ 是一种抑制性 b34>& 能使/"?T和 b34>D发
生降解& 从而对/+c("Nb34> 信号通路起到负调控
的作用)&"(&$* & 故对于 /+c("Nb34> 信号通路而言&

上调 b34>’( 下调 /+c("&( b34>" 可减轻细胞外
基质沉积& 从而减轻肾纤维化’ 因此& 本实验以
/+c("&( b34>"( b34>’ 为指标来探讨保元排毒丸
抗肾纤维化的机理’

保元排毒丸为全国名老中医张志坚教授治疗慢
性肾脏病的经验方’ 张老认为& 慢性肾病的发生源
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于虚( 风( 湿( 瘀( 毒& 其中虚为慢性肾衰的因
素& 主要是肺( 脾( 肾的虚损& 为慢性肾衰发生的
内在基础$ 风为慢性肾衰发生的诱因& 为外受或脏
腑功能失调引动内风& 风邪贯穿始终$ 湿( 瘀为发
病之主因& 湿邪外受或脾虚生湿& 湿蕴成浊( 浊聚
成毒& 久病致瘀入络& 风( 湿( 瘀( 毒交阻& 病情
缠绵难愈& 针对慢性肾衰共性核心病机 +脾肾两
虚( 风湿瘀阻,& 提出基本治法为益肾健脾( 祛风
清利( 化瘀泄浊’ 保元排毒丸主要由生晒参( 生黄
芪( 冬虫夏草( 黄精( 丹参( 接骨木( 生大黄( 陈
皮( 六月雪( 木灵芝组成& 方中生晒参( 生黄芪(
黄精( 冬虫夏草补肺脾肾& 治病之本$ 丹参活血祛
瘀$ 接骨木祛风利湿( 六月雪清热利湿$ 生大黄苦
寒泻下( 荡涤肠胃( 降泄浊邪& 治病之标$ 木灵芝
养心安神& 陈皮健脾化湿& 诸药相伍& 补泻兼施&
清消并用& 标本同治& 共奏益肾健脾( 祛风清利(
化瘀泄浊之功& 治疗慢性肾病疗效可靠’

综上所述& 保元排毒丸有延缓单侧输尿管梗阻
"PPd# 大鼠肾纤维化的作用& 能下调 PPd大鼠
/+c("&( b34>" 表达& 上调 b34>’ 表达’
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