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摘要： 目的　 观察芪地固肾片对膜性肾病大鼠的肾保护作用。 方法　 ６０ 只大鼠随机分成空白组 １０ 只、 造模组 ５０ 只，
造模组建立 Ｃ⁃ＢＳＡ 膜性肾病模型。 造模成功后， 将造模组大鼠随机分成模型组、 模型抑制组、 盐酸贝那普利组及中药

低、 高剂量组， 连续灌胃 ４ 周， 观察大鼠给药前后 ２４ ｈ 尿蛋白定量 （ＵＴＰ）， 以及给药结束后血肌酐 （Ｓｃｒ）、 尿素氮

（ＢＵＮ）、 血清白蛋白 （ＡＬＢ）、 总蛋白 （ＴＰ）、 甘油三酯 （ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ） 水平。 取双肾组织， 在光镜及电镜

下观察病理变化， 免疫组化观察肌动蛋白 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ、 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４ 在肾脏组织中的表达位置和强弱， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测裂孔隔膜蛋白 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ 表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达。
结果　 与模型组比较， 各给药组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ、 ＴＣ、 ＴＧ 水平降低， ＡＬＢ、 ＴＰ 水平升高， ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ、
Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达增加， ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达降低。 结论　 芪地固肾片可减少膜性肾病大鼠

２４ ｈ ＵＴＰ， 改善肾功能和肾脏病理损伤， 上调肾脏组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ、 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达， 下

调 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达， 缓解足细胞损害。
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　 　 膜性肾病 （ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＭＮ） 是晚期肾病

（ｅｎｄ⁃ｓｔａｇｅ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＥＳＫＤ） 的主要可鉴定原因之

一［１］ 。 该病是以肾病综合征为主要临床表现， 以肾小球足

细胞下免疫复合物的沉积伴足突融合、 基底膜弥漫性增厚

为病理特征的一组疾病［２］ 。 其特点是自身抗体与靶抗原共

定位形成免疫复合物， 在肾小球基底膜的上皮下侧积聚，
从而导致补体激活、 释放炎症因子， 出现足细胞的损伤和

蛋白尿的发展。 目前国内外流行病学研究显示膜性肾病的

发病率逐年上升。 一项国内多中心研究表明该病在近 １１ 年

间以每年 １３％ 的速度增长［３］ 。 然而， 数十年来关于膜性肾

病的治疗一直是激烈的辩论问题。 西医公认的治疗方案为

糖皮质激素联合细胞毒药物， 但是存在治疗效果不佳或者

应用禁忌等问题， 因此寻求更为合适的治疗药物对于改进

治疗策略至关重要。 近些年， 中医药治疗膜性肾病显现出

独特的优势， 在改善临床症状、 减轻不良反应、 预防复发

等方面都具有更好的有效性及安全性［４］ 。 芪地固肾片为陕

西中医药大学附属医院治疗膜性肾病的特色院内制剂， 具

有健脾补肾、 益气养阴、 清利活血的功效， 且已临床应用

多年， 治疗稳定， 功效确切［５⁃６］ 。 为进一步揭示其作用机

制， 本研究通过构建阳离子化牛血清白蛋白 （Ｃ⁃ＢＳＡ） 肾

炎模型， 观察芪地固肾片不同剂量对大鼠肾功能、 肝功能、
血脂、 ２４ ｈ 尿蛋白定量 （ＵＴＰ）、 炎症因子白介素 １β （ ＩＬ⁃
１β）、 白介素 １８ （ ＩＬ⁃１８） 和肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 表

达的影响， 进而从足细胞微结构蛋白变化方面探讨该方对
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膜性肾病足细胞的保护作用， 以期为开发治疗膜性肾病的

药物提供实验基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质量（１８０±２０） ｇ，
购自成都达硕实验动物有限公司， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （川） ２０１５⁃０３０。
１􀆰 ２　 药物　 芪地固肾片组方药材生黄芪、 生地黄、 丹参、
白花蛇舌草、 芡实、 荆芥， 由陕西中医药大学附属医院制

剂中心提供， 按照成人与大鼠体表面积系数换算后， 高剂

量组为每天 ０􀆰 ５５ ｇ ／ ｋｇ， 低剂量组为每天 ０􀆰 １３８ ｇ ／ ｋｇ， 用

１９ ｍＬ ５６ ℃双纯水溶解 ５􀆰 ２５ ｇ 药物， 置于 ４ ℃冰箱中保存

备用。 盐酸贝那 普 利 片 （ 北 京 诺 华 制 药 有 限 公 司）；
ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂 Ｂａｙ１１⁃７０８２ （上海陶素生化科技有

限公司）。
１􀆰 ３　 试剂与仪器　 牛血清白蛋白 （北京索莱宝科技有限公

司）； ＰＢＳ 缓冲液 （北京中杉金桥生物技术有限公司）；
ｎｅｐｈｒｉｎ 抗体、 ｐｏｄｏｃｉｎ 抗体、 ＣＤ２ＡＰ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公

司）； Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 兔多克隆抗体、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 兔多克隆抗体、
α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４ 兔多克隆抗体、 Ａｎｉｍａｌ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｉｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、
ＲＴ ＥａｓｙＴＭ ＩＩ （ Ｆｉｒｓｔ⁃ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ）、 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ＥａｓｙＴＭ （成都福际生物技术有限公

司）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （江苏凯基生物技术股份

有限公司）； 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （美国 ＮＥＢ 公司）； ＥＣＬ 发光

试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）。 光学显微镜 ［蔡司光学仪器

（上海） 国际贸易有限公司］； Ｈ⁃６００ 型透射电子显微镜

（日本日立公司）； ＴＢ⁃７１８ＥＬ 型病理切片机 （湖北泰维科

技实业股份有限公司）； ＬＸ２０ 型全自动生化分析仪 （美国

贝克曼库尔特公司）； ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 紫外分光光度计 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＡＢＩ ７５００ 型实时荧光定

量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； 蛋白质电泳及转膜系统 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ５４１７ Ｒ 型高速台式冷冻离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 建模、 分组与给药 　 ６０ 只大鼠适应性喂养 １ 周， 检

测 ２４ ｈ ＵＴＰ＜５ ｍｇ 后开始造模， 随机分为空白组 １０ 只、 造

模组 ５０ 只。 造模组参照文献 ［７］ 报道的方法构建阳离子

化牛血清白蛋白 （Ｃ⁃ＢＳＡ） 膜性肾病模型， 预免疫 １ 周后

正式免疫， 尾静脉注射 Ｃ⁃ＢＳＡ （注射前用 ＰＢＳ 缓冲液配成

溶液） １６ ｍｇ ／ ｋｇ， 空白组注射等量生理盐水， 隔日 １ 次，
共 ４ 周， 以 ２４ ｈ ＵＴＰ＞１０ ｍｇ 为造模成功。 造模大鼠随机分

为 ５ 组， 即模型组、 模型抑制组、 盐酸贝那普利组及中药

（芪地固肾片） 高、 低剂量组， 每组 １０ 只， 模型抑制组腹

腔注射 １５ μｍｏｌ ／ ｋｇ Ｂａｙ１１⁃７０８２， 空白组、 模型组灌胃给予

双纯水 ３ ｍＬ， 盐酸贝那普利组给予盐酸贝那普利片

３􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ， 中药高、 低剂量组 给 药 剂 量 分 别 为 ５５０、
１３８ ｍｇ ／ ｋｇ， 各给药组每天给药 １ 次， 连续 ４ 周。
２􀆰 ２　 指标检测

２􀆰 ２􀆰 １　 ２４ ｈ ＵＴＰ　 造模前、 造模结束后、 给药 ２ 周和 ４ 周

后， 收集大鼠 ２４ ｈ 尿液， 记录尿量， 采用硫磺酸⁃硫酸钠法

计算 ２４ ｈ ＵＴＰ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 血液生化指标 　 给药 ４ 周后， １０％ 水合氯醛以

３００ ｍｇ ／ ｋｇ剂量麻醉大鼠， 剖开腹腔， 腹主动脉采血， 静置

３０ ｍｉｎ 后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血清， 送至陕西

中医药大学附属医院检验科， 全自动生化分析仪检测大鼠

血肌酐 （Ｓｃｒ）、 尿素氮 （ＢＵＮ）、 白蛋白 （ＡＬＢ）、 总蛋白

（ＴＰ）、 甘油三酯 （ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ） 水平。
２􀆰 ２􀆰 ３　 病理形态学　 大鼠采血后摘取肾脏， ＰＢＳ 缓冲液冲

洗， 剥离被膜， 部分肾皮质置于 ４％ 戊二醛中固定， 进行电

镜检查； 剩余组织置于 １０％ 多聚甲醛中固定， 进行光镜检

查。 光镜检测方法为肾脏组织经乙醇梯度脱水、 石蜡包埋、
切片后脱蜡至水， 苏木素染色后水洗， 乙醇分化， 再次冲

洗后返蓝， 梯度乙醇脱水， 伊红染色后水洗， 透明， 封片，
最后镜检， 拍照记录； 电镜检测方法为取部分肾上极， ４％
戊二醛、 １％ 锇酸磷酸钠缓冲液固定， ＰＢＳ 缓冲液冲洗， 乙

醇及丙酮脱水， 环氧树脂包埋， 切片， 醋酸双氧铀、 柠檬

酸铅双重染色， 在透射电镜下观察肾小球基底膜、 足突改

变情况， 采集图像。
２􀆰 ２􀆰 ４　 肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达 　 将大鼠

新鲜肾组织研磨均匀后， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 紫外

分光光度仪检测其浓度和纯度， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为参照反， 转录

试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ， 将总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，
各组基因同时扩增， 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ，
５５ ℃ ３０ ｓ， ４５ 循环。 采用 ２－ΔΔＣＴ法处理数据。
２􀆰 ２􀆰 ５　 肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ 蛋白表达 　 提取大鼠肾脏

总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 蛋白变性后上样、 电泳、
转膜、 封闭， 加入内参 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗 （１ ∶ ５ ０００）、 ｎｅｐｈｒｉｎ
一抗 （１ ∶ ３ ０００）、 ｐｏｄｏｃｉｎ 一抗 （１ ∶ ２ ０００）， 在 ４ ℃下孵

育过夜， 二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温下孵育 ２ ～ ３ ｈ， 显影， 定

影， 进行图像分析。
２􀆰 ２􀆰 ６　 肾组织 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 和 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４ 蛋白表

达　 大鼠肾脏组织脱水后包埋、 切片， 放入染色缸， ３％ 甲

醇双氧水室温 １０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次， 将切片浸入

０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸盐缓冲液 （ｐＨ ６􀆰 ０） 中， 高火加热， 冷

却后 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ２ 次， 滴加山羊血清封闭液， 一抗

４ ℃过夜， 二抗 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 缓冲液洗 ３ 次， ＤＡＢ 显色试

剂混匀后滴加到切片上， 洗涤， 苏木素复染、 脱水、 透明、
树胶封片， 最后镜检。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， ２ 组间比

较采用 ＬＳＤ 或 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 一般状态　 空白组大鼠精神良好、 反应灵敏、 毛发有

光泽、 饮食正常； 模型组大鼠精神萎靡不振、 反应迟钝、
毛发欠光泽、 摄食减少； 各给药组大鼠上述情况均有所好

转； 各组大鼠尾巴均有不同程度瘀瘢。 实验过程中， 共有
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５ 只大鼠死亡， 造模期间， １ 只由于注射药物浓度过高致

死， ２ 只由于固定过度压迫致死； 给药期间， １ 只给药后由

于灌胃失误致死； １ 只死亡不明。
３􀆰 ２　 ２４ ｈ ＵＴＰ 比较 　 造模结束后， 与空白组比较， 模型

组、 各给药组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 给药 ２ 周后，
与模型组比较， 各给药组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 无明显变化 （Ｐ＞

０􀆰 ０５）。 给药 ４ 周后， 与模型组比较， 中药高剂量组、 盐酸

贝那普利组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 模型抑制组高

于中药高剂量组 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 中药低剂量组无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与盐酸贝那普利组比较， 中药高剂量组、 模型

抑制组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 中药低剂量

组升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只
２４ ｈ 尿蛋白定量 ／ ｍｇ

造模前 造模后 给药 ２ 周后 给药 ４ 周后

空白组 １０ ４􀆰 ２５±１􀆰 ９７ ４􀆰 ８９±１􀆰 ３６ ５􀆰 ２４±１􀆰 ４４ ３􀆰 １４±０􀆰 ７４
模型组 ８ ４􀆰 ０５±１􀆰 ０１ ６０􀆰 ３２±１４􀆰 ５３∗∗ ５２􀆰 １１±１３􀆰 ７５∗∗ ２８􀆰 ８８±８􀆰 ３４∗∗

模型抑制组 １０ ４􀆰 ４３±１􀆰 ４１ ６１􀆰 ５７±１２􀆰 ３９∗∗ ４６􀆰 ８３±８􀆰 ４２∗∗ １８􀆰 ００±８􀆰 ５４∗∗△

中药高剂量组 ９ ３􀆰 ８４±０􀆰 ３３ ６０􀆰 ４５±１２􀆰 ８１∗∗ ４６􀆰 ２０±７􀆰 ６３∗∗ １２􀆰 ３３±４􀆰 ４２∗∗△△

中药低剂量组 ９ ３􀆰 ５７±０􀆰 ７４ ６１􀆰 ７５±１８􀆰 １１∗∗ ５３􀆰 ２８±１１􀆰 ２３∗∗ ２８􀆰 ３３±８􀆰 １４∗∗＃

盐酸贝那普利组 ９ ５􀆰 ０７±１􀆰 ５１ ６２􀆰 ２９±１３􀆰 ５８∗∗ ４５􀆰 ７６±６􀆰 ９７∗∗ １５􀆰 １１±６􀆰 ６８∗∗△△

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与盐酸贝那普利组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 血液生化指标　 与空白组比较， 模型组、 中药低剂量

组大鼠 ＴＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
各给药组大鼠 ＴＰ 水平升高， 以模型抑制组、 中药高剂量

组、 盐酸贝那普利组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白

组比较， 模型组、 中药低剂量组大鼠 ＡＬＢ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 中药高剂量组、 盐酸贝那普利组大

鼠 ＡＬＢ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组比较， 模

型组、 模型抑制组、 中药低剂量组大鼠 ＴＣ、 ＴＧ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 中药高剂量组、 模型

抑制组、 盐酸贝那普利组大鼠 ＴＣ、 ＴＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组比较， 模型组大鼠 ＢＵＮ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利组、 中药高剂量组大

鼠 ＢＵＮ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组比较， 模型组、 中

药低剂量组大鼠 Ｓｃｒ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
中药高剂量组、 模型抑制组、 盐酸贝那普利组大鼠 Ｓｃｒ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠血液生化指标比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＴＰ ／ （ｇ·Ｌ－１） ＡＬＢ ／ （ｇ·Ｌ－１） ＴＣ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｓｃｒ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）
空白组 １０ ６２􀆰 １４±４􀆰 ６６ ３６􀆰 ６３±１􀆰 ７０ １􀆰 ５２±０􀆰 ２３ ０􀆰 ５８±０􀆰 １６ ６􀆰 ２３±０􀆰 ６４ ４５􀆰 １０±１０􀆰 ９２

模型组 ８ ４９􀆰 ６３±６􀆰 １５∗∗ ３１􀆰 １０±１􀆰 ５６∗∗ ３􀆰 ４６±０􀆰 ２２∗∗ ３􀆰 ６７±０􀆰 ６６∗∗ ８􀆰 ２２±１􀆰 ５２∗∗ ６１􀆰 ８８±５􀆰 ８９∗∗

模型抑制组 １０ ５６􀆰 ６３±２􀆰 ９８△ ３５􀆰 ３０±２􀆰 ４０ ２􀆰 ３４±０􀆰 ３６∗△△ １􀆰 ８１±０􀆰 ３２∗∗△ ６􀆰 ５５±０􀆰 ９９ ３９􀆰 ２０±６􀆰 ７２△△

中药高剂量组 ９ ５８􀆰 １４±２􀆰 ７５△△ ３４􀆰 ３０±１􀆰 ９３△ １􀆰 ３３±０􀆰 ５６△△ １􀆰 １５±０􀆰 ４７△△ ５􀆰 ７３±０􀆰 ７９△△ ４２􀆰 ２２±５􀆰 ０４△△

中药低剂量组 ９ ５４􀆰 ３８±１􀆰 ８３∗ ３３􀆰 ４６±１􀆰 ６１∗∗ ３􀆰 １３±０􀆰 ６７∗∗ ３􀆰 ４３±０􀆰 ２９∗∗ ７􀆰 ５５±１􀆰 ５０ ５９􀆰 １１±８􀆰 ５２∗∗

盐酸贝那普利组 ９ ６１􀆰 ７０±５􀆰 ７１△△ ３４􀆰 ０８±３􀆰 ４７△△ １􀆰 １６±０􀆰 ３６△△ ０􀆰 ９６±０􀆰 ５２△△ ６􀆰 ４８±１􀆰 ２３△△ ３９􀆰 ２２±７􀆰 ５０△△

　 　 注：与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 肾组织病理变化　 图 １ 显示， 空白组大鼠肾脏组织完

整、 结构正常、 无明显病变； 模型组大鼠肾小球结构出现

病变， 表现为肾小球基底膜增厚、 肾小球体积增大、 少量

的炎细胞浸润； 模型抑制组、 中药低剂量组、 模型组大鼠

病变较重， 而中药高剂量组、 盐酸贝那普利组相对较轻。
图 ２ 显示， 空白组大鼠肾小球毛细血管壁内皮细胞结构正

常， 内皮窗孔排列均匀， 基底膜完整， 上皮细胞 （足细

胞） 足突呈杵状、 排列规整； 模型组大鼠基底膜弥漫性增

厚， 上皮下电子致密物沉积， 上皮细胞足突弥漫融合； 盐

酸贝那普利组大鼠基底膜增厚略轻于模型组； 中药高剂量

组大鼠基底膜轻度增厚， 上皮下少数电子致密物沉积， 上

皮细胞足突部分融合； 中药低剂量组、 模型抑制组大鼠情

况与模型组无明显差异。

图 １　 各组大鼠肾组织光镜图 （ＨＥ， ×４００）

３􀆰 ５　 肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达　 与空白组

比较， 模型组大鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 模型抑制组、 中药高剂

量组、 盐酸贝那普利组大鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α
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图 ２　 各组大鼠肾组织电镜图 （×１０ ０００）

ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与盐酸贝那普利组

比较， 模型抑制组、 中药高剂量组大鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 中药低剂量

组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ３。

表 ３　 各组大鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１８ ＴＮＦ⁃α

空白组 １􀆰 ０００±０ １􀆰 ０００±０ １􀆰 ０００±０
模型组 ２􀆰 ３６７±０􀆰 ３９６∗∗ ４􀆰 ３００±０􀆰 ８０９∗∗ ２􀆰 ３７０±０􀆰 ３５４∗∗

模型抑制组 １􀆰 ００７±０􀆰 １０４△△ １􀆰 ００３±０􀆰 ０８４△△ １􀆰 ０６７±０􀆰 ４７６△

中药高剂量组 ０􀆰 ９９０±０􀆰 ２７９△△ １􀆰 ８５７±０􀆰 ３７８△△ １􀆰 ４００±０􀆰 ３４２△

中药低剂量组 １􀆰 ７２７±０􀆰 ６９１＃ ３􀆰 ７０３±０􀆰 ８１４＃＃ ２􀆰 ０２０±０􀆰 ７９９
盐酸贝那普利组 ０􀆰 ９８３±０􀆰 １６２△△ １􀆰 ７２０±０􀆰 ９９１△△ １􀆰 １７３±０􀆰 ４０５△

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与盐酸贝那普利组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ 蛋白表达 　 与空白

组比较， 模型组大鼠肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利组、

中药高剂量组、 模型抑制组大鼠肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、
ＣＤ２ＡＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４、 图 ３。

表 ４　 各组大鼠肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｎｅｐｈｒｉｎ ｐｏｄｏｃｉｎ ＣＤ２ＡＰ

空白组 １􀆰 ０００ ０±０ １􀆰 ０００ ０±０ １􀆰 ０００ ０±０
模型组 ０􀆰 ４９９ １±０􀆰 １２８ ８∗∗ ０􀆰 ４１１ ３±０􀆰 １４９ １∗∗ ０􀆰 ５０２ ７±０􀆰 ０６５ ６∗∗

模型抑制组 ０􀆰 ８８１ ９±０􀆰 ０５９ ４△△ ０􀆰 ９１５ ３±０􀆰 １２０ ８△△ ０􀆰 ８８８ ９±０􀆰 ０６２ ４△△

中药高剂量组 ０􀆰 ８００ ９±０􀆰 ０７８ ９△△ ０􀆰 ８０５ ８±０􀆰 １３４ ４△△ ０􀆰 ８７２ ４±０􀆰 ０７６ ６△△

中药低剂量组 ０􀆰 ６１６ ２±０􀆰 ０５７ ８ ０􀆰 ４７７ ３±０􀆰 １３１ ２ ０􀆰 ５３６ ９±０􀆰 ０５１ ０
盐酸贝那普利组 ０􀆰 ８６９ ６±０􀆰 ０６０ ４△△ ０􀆰 ８２３ ３±０􀆰 ０９０ １△△ ０􀆰 ８１７ １±０􀆰 ０８９ ７△△

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ 蛋白

表达

３􀆰 ７　 肾组织 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ、 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４ 骨架蛋白表

达 　 与 空 白 组 比 较， 模 型 组 大 鼠 肾 组 织 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、
ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４ 蛋白表

达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利

组、 中药高剂量组大鼠肾组织 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５、 图 ４。
４　 讨论

膜性肾病作为一种自身免疫炎性疾病， 抗原物质在肾

小球足细胞膜上表达， 与自身抗体相结合， 形成上皮下的

免疫复合物， 刺激基底膜的增厚和足细胞结构蛋白的改变。
足细胞结构蛋白中作为中心环节的细胞骨架蛋白， 直接或

间接地与裂孔隔膜蛋白、 基底膜蛋白、 顶膜蛋白连接， 调

节足细胞的形状、 结构、 稳定性以及裂孔隔膜的插入、 黏

附， 并对环境刺激作出动态响应。 Ｆ⁃肌动蛋白 （Ｆ⁃ａｃｔｉｎ）、
突触孔蛋白 （ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ） 和 α⁃辅肌动蛋白 ４ （α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃
４） 等构成足细胞的基本细胞骨架， 维持着足细胞的形态，
对肾小球的有效滤过及维持肾功的正常至关重要。 当足细

胞骨架的稳定性被破坏时， 会造成足细胞结构损伤， 进而

导致滤过功能障碍， 形成蛋白尿［８］ 。
此外， 担任足细胞彼此间连接桥梁的裂孔隔膜横跨于

邻近的足突之间， 其不仅可充当复杂的信号枢纽， 将不同

的化学和机械信号传到足细胞［９］ ， 还可以防止血浆蛋白渗

入到原尿中［１０］ 。 近年来在裂孔隔膜上发现了多个在足细
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　 　 　 　 表 ５　 各组大鼠肾组织 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ、 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃４

空白组 ０􀆰 ３２２ ６±０􀆰 ０１０ ７ ０􀆰 ２４６ １±０􀆰 ０１３ ０ ０􀆰 ２２３ ７±０􀆰 ００５ ８
模型组 ０􀆰 ２６６ ４±０􀆰 ０１６ ９∗∗ ０􀆰 ２３２ ６±０􀆰 ０１０ ５∗∗ ０􀆰 ２２９ ０±０􀆰 ００２ ９
模型抑制组 ０􀆰 ２７９ ７±０􀆰 ００６ ０ ０􀆰 ２３４ ０±０􀆰 ００７ ７ ０􀆰 ２２２ １±０􀆰 ０１１ ３
中药高剂量组 ０􀆰 ３１５ ５±０􀆰 ００４ ７△△ ０􀆰 ２４５ ７±０􀆰 ００１ ９△△ ０􀆰 ２１６ ６±０􀆰 ００５ ９
中药低剂量组 ０􀆰 ２５９ ９±０􀆰 ００６ ５ ０􀆰 ２２４ ３±０􀆰 ０６２ ３ ０􀆰 ２２３ ４±０􀆰 ０１１ １
盐酸贝那普利组 ０􀆰 ３４０ ２±０􀆰 ０１３ ９△△ ０􀆰 ２４８ ６±０􀆰 ００２ ９△△ ０􀆰 ２１３ ２±０􀆰 ００９ ４

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 阴性细胞呈蓝色， 底物为白色； 阳性细胞呈黄色或棕黄色。

图 ４　 各组大鼠肾组织免疫组化表达 （×４００）

胞表达的裂孔隔膜蛋白， 如 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ 等。 当足细胞

骨架的失调亦或裂孔隔膜结构完整性的丧失均可导致足细

胞受损， 而足细胞损伤又是包括膜性肾病在内的肾小球疾

病发生和发展的关键因素［１１］ 。 因此， 保护足细胞可能对找

寻膜性肾病有效的治疗靶点意义非凡。
已有的研究表明特发性膜性肾病患者存在明显的肾脏

组织炎性损伤和足细胞损伤［１２］ ， 一些炎症因子在发生过程

中起着关键作用。 如 ＴＮＦ⁃α 作为一种多效性细胞因子， 在

炎症反应中有广泛的调节联动功能， 可导致多种其他促炎

性细胞因子和趋化因子的产生［１３］ ， 加重肾脏炎性损伤。 因

此， 调控炎症因子进而降低足细胞损伤是防治膜性肾病的

关键。
雷根平教授基于长期的临床实践， 以沈金鳌 《杂病源

流犀烛》 所载古方参芪地黄汤为基础方， 略作调整创立了

芪地固肾方及其复方制剂芪地固肾片。 该方药物组成有黄

芪、 生地、 芡实、 白花蛇舌草、 荆芥、 丹参； 方中黄芪有

利尿消肿之效， 其升举之力可使下泄之精微回归［１４］ ， 此外

黄芪还能补气托毒， 排脓生肌， 有利于肾小球结构与功能

的恢复［１５］ ； 生地滋阴补肾， 与黄芪共为君药以治本； 臣以

芡实益肾固精， 可助黄芪益气培元； 白花蛇舌草清热降浊

解毒， 与黄芪配伍一升清、 一降浊； 丹参通利血脉， 活血

化淤， 与黄芪相配， 体现 “气行则血行”， 白花蛇舌草与

丹参共为佐药； 使以荆芥宣发肺气， 宣上畅下以利水之下

行。 诸药相伍， 配伍合理， 组方严谨， 集健脾补肾、 益气

养阴、 清利活血于一身， 标本兼顾［１６］ 。
现代药理研究发现， 黄芪甲苷可抑制炎症因子表达，

调节免疫功能。 该作用与其可以阻断 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激

活， 从而降低 ＴＮＦ⁃α［１７］ 、 ＩＬ⁃１β、 趋化因子等基因的表达有

关； 并且可以调节脂代谢、 抗细胞凋亡、 保护足细胞表型

和结构。 此外， 黄芪甲苷可降低细胞骨架蛋白受损以减轻

足细胞的损伤， 进而防治膜性肾病［１８］ 。 生地具有类似糖皮

质激素的免疫抑制作用［１９］ ， 且有研究表明［２０］ 生地有效成

分环烯醚萜苷可下调 ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表达， 上调 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白

表达， 以此改善足细胞损伤。 芡实能清除自由基， 有较强

的抗氧化功能， 以此治疗肾病蛋白尿， 改善肾脏微循

环［２１］ 。 白花蛇舌草可抑制脂多糖诱导的肾脏炎症反应， 下

调 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 的表达［２２］ 。 丹参具有改善血流动力学，
纠正血液高凝状态， 促进肾脏血管扩张的作用， 其有效成

分丹参多酚酸盐能够恢复足细胞相关蛋白进而维持足细胞

结构和功能的完整性［２３］ 。 荆芥的乙醇提取物能抑制脂多糖

诱导的细胞表面分子 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达和促炎细胞因子

如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１６ 的产生［２４］ 。 另外， 荆芥挥发油的

抗炎作用还与抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活相关［２５］ 。 以上

研究为本方保护肾组织微结构蛋白、 进而保护足细胞、 减

少蛋白尿提供了药理学依据。
本研究从足细胞微结构蛋白及炎症因子角度对芪地固

肾片治疗膜性肾病的作用机制进行了探索性的研究。 经实

验观察， 给药后可降低膜性肾病大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ、 升高 ＡＬＢ，
降低血脂， 改善肾功能， 说明芪地固肾片对膜性肾病大鼠

具有明确的治疗作用。 进一步研究提示， 模型组大鼠肾组

织 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ、 ＣＤ２ＡＰ、 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 及 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白

表达降低， 炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 的表达
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升高； 而芪地固肾片、 盐酸贝那普利及 Ｂａｙ１１⁃７０８２ 均可上

调 ｎｅｐｈｒｉｎ、 ｐｏｄｏｃｉｎ 和 ＣＤ２ＡＰ 蛋白的表达， 降低 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１８ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 的表达， 同时芪地固肾片亦可上调 Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ 及 ｓｙｎｏｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白的表达， 在一定程度上保护足细

胞， 以高剂量作用显著。 此外， 该方还可以有效的抑制膜

性肾病大鼠肾小球基底膜免疫复合物的沉积以及基底膜的

增厚， 延缓肾脏病理的进展。 综上， 芪地固肾片对膜性肾

病大鼠的肾保护作用， 其机制可能是通过影响 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体合成， 下调 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 炎症因子的释放， 降低足细

胞损伤， 从而减少蛋白尿。
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２０１４， １２： ８１．

［１２］ 　 高玉伟， 王兴华， 杨洪娟， 等． 补中益气汤合桂枝汤加减治

疗特发性膜性肾病临床观察［ Ｊ］ ． 中国中西医结合肾病杂
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［１４］ 　 常美莹， 张　 昱． 张昱运用加味黄芪赤风汤治疗慢性肾炎

经验［Ｊ］ ． 中医药导报， ２０２０， ２６（８）： ９３⁃９６．
［１５］ 　 张　 燕． 益气养阴方防治肾纤维化的实验研究［Ｄ］． 上海：

上海中医药大学， ２０１３．
［１６］ 　 雷根平． 原发性肾病综合征膜性肾病中医病机及治法探讨

［Ｊ］ ． 中国中西医结合肾病杂志， ２０１６， １７（５）： ４４３⁃４４５．
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［Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０１２， ２７（１２）： ３２２１⁃３２２５．
［１８］ 　 桂定坤， 汪年松． 黄芪甲苷肾保护作用机制［Ｊ］ ． 中华肾病

研究电子杂志， ２０１３， ２（４）： ２０４⁃２０６．
［１９］ 　 郭补林， 郭亚平， 张家林， 等． 加味生地六味益肾活血汤

治疗慢性肾小球肾炎疗效观察［ Ｊ］ ． 陕西中医， ２０１６， ３７
（８）： １０１３⁃１０１４．

［２０］ 　 吴云皓． 生地、 山茱萸环烯醚萜苷类成分干预糖尿病肾病

足细胞 损 伤 的 机 制 研 究 ［ Ｄ］． 南 京： 南 京 中 医 药 大

学， ２０１６．
［２１］ 　 杨晓曦， 张庆林． 中药芡实的研究进展［ Ｊ］ ． 国际药学研究

杂志， ２０１５， ４２（２）： １６０⁃１６４．
［２２］ 　 Ｙｅ Ｊ Ｈ， Ｌｉｕ Ｍ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｎｄ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｄｉｆｆｕｓａ Ｗｉｌｌｄ ｉｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃
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（１１）： ２７２５２⁃２７２６９．

［２３］ 　 陈素枝． 丹参多酚酸盐对阳离子化牛血清白蛋白致膜性肾

病大鼠的肾保护作用及对肾组织 ＣＤ２ＡＰ、 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表

达的影响［Ｄ］． 石家庄： 河北医科大学， ２０１６．
［２４］ 　 Ｂｙｕｎ Ｍ Ｗ． Ｓｃｈｉｚｏｎｅｐｅｔａ ｔｅｎｕｉｆｏｌｉａ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｅｘｅｒｔｓ ａｎｔｉ⁃
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Ｆｏｏｄ， ２０１４， １７（３）： ３５０⁃３５６．

［２５］ 　 王　 凤， 徐　 锋， 温桃群， 等． 基于 ＴＨＰ⁃１ 细胞模型荆芥
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