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摘要： 目的　 探讨升阳益胃汤对被动型 Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎大鼠的肾脏保护作用。 方法　 大鼠尾静脉注射 Ｆｘ１Ａ 羊抗大鼠血

清， 建立被动型 Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎模型， 设立正常组、 模型组、 盐酸贝那普利组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和升阳益胃汤低、 高剂量组

（１２、 ２４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 检测大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白； 免疫荧光染色观察大鼠肾组织 ＩｇＧ 沉积情况； ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色

观察大鼠肾组织病理形态； 免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肾组织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ 蛋白表

达； ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 水平； 流式细胞仪检测大鼠脾组织 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大

鼠肾组织 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达。 结果　 与正常组比较， 模型组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
肾组织存在 ＩｇＧ 沉积 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肾小球结构紊乱， 体积增大， 系膜增生； 肾组织胶原容积分数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肾

组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 血清 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｔｈ１７ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔｒｅｇ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 肾组织

ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 各给药组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肾组织

ＩｇＧ 荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 病理状态有所减轻； Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 血清 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｔｈ１７ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｒｅｇ
细胞比例升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 肾组织 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 升阳益胃汤对被动型 Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎大鼠的肾脏和足细胞具有保护作用， 其机制可能与调控 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫

平衡有关。
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　 　 特发性膜性肾病是一种自身免疫性足细胞病［１］ ， 也是

肾病综合征的主要原因之一［２］ ， 中医药治疗本病疗效显

著， 安全性高［３⁃４］ 。 中医认为， 特发性膜性肾病的病机为脾

肾亏虚， 水湿内停， 瘀血阻滞， 核心病机为脾虚湿盛， 临

床上应用升阳益胃汤治疗。 课题前期研究表明， 升阳益胃

汤可通过调节免疫平衡， 有效缓解特发性膜性肾病病

程［５］ 。 辅助性 Ｔ 细胞 １７ （Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７， Ｔｈ１７） ／调节性

Ｔ 细胞 （ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ， Ｔｒｅｇ） 免疫失衡在器官特异性免

疫和特发性膜性肾病的发生发展中发挥重要作用［６］ ， 因

此， 对其调控是防治特发性膜性肾病的重要手段， 它受到

多种细胞因子和信号通路的调控［７］ 。 研究表明， 哺乳动物

雷帕霉素靶标 （ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ） 可

调控缺氧诱导因子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃

１α） 活性， 介导 ＣＤ４＋Ｔ 细胞向 Ｔｈ１７ 或 Ｔｒｅｇ 的极化， 影响

Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡［８⁃９］ ， 因此， 抑制 ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 通

路可恢复 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 的免疫平衡， 从而减少足细胞损伤，
是治疗特发性膜性肾病的有效途径。 被动型 Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎

与特发性膜性肾病发病机制具有许多相同之处， 已被广泛

用于特发性膜性肾病的研究［１］ 。 本研究建立被动型

Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎大鼠模型， 探究升阳益胃汤是否通过 ｍＴＯＲ ／
ＨＩＦ⁃１α 信号通路介导 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡保护足细胞

延缓特发性膜性肾病病情进展， 以期为相关临床治疗提供

理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ６ 周龄 ＳＤ 大鼠 ５２ 只， 体质量１５０～
２００ ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司 ［实验动
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物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃００１１］， 饲养于河北中医

药大学实验动物中心标准化动物房， 屏障系统环境 ［温度

（２０±２）℃， 相对湿度 （５０±５）％ ］， 普通饲料喂养， 自由饮

水。 实验经河北中医药大学动物伦理委员会批准 （伦理审

查编号 ＤＷＬＬ２０２２１２０１９）。
１􀆰 ２　 药材与药物 　 升阳益胃汤组方药材黄芪 ３０ ｇ、 半夏

９ ｇ、 党参 １２ ｇ、 炙甘草 ６ ｇ、 独活 ９ ｇ、 防风 ９ ｇ、 白芍

３０ ｇ、 羌活 ９ ｇ、 陈皮 １２ ｇ、 茯苓 ３０ ｇ、 柴胡 ９ ｇ、 泽泻 ９ ｇ、
炒白 术 １２ ｇ、 黄 连 ６ ｇ （ 批 号 Ａ２０１００３３、 Ａ２１１１０１３、
Ａ２０６９４０３、 Ａ２１１０２８３、 Ａ１１２０４２３、 Ａ２０３２１４３、 Ａ１０８１２６３、
Ａ３０１０５７３、 Ａ２０３２２８３、 Ａ２０８Ａ２４３、 Ａ２０９０４８３、 Ａ２０８２５８３、
Ａ２１０２１３３、 Ａ１１２３６６３）， 均购自广东一方制药公司。 盐酸

贝那 普 利 片 （ 北 京 诺 华 制 药 有 限 公 司， 国 药 准 字

Ｈ２００３０５１４）。
１􀆰 ３　 试剂　 １０％ 凝胶快速制备试剂盒、 ７􀆰 ５％ 凝胶快速制

备试剂盒 （上海雅酶生物医药科技有限公 司， 批 号

０３６Ｃ１３００、 ０３７７１９００）； 兔源 β⁃肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体、
兔源突触足蛋白 （Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ） 抗体、 鼠源 ｍＴＯＲ 抗体、
鼠源 ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司， 批号

００１２０７９９、 １００１０５４１、 １００２４４３６、 １００２０４０６）； 兔源肾病蛋

白 （Ｎｅｐｈｒｉｎ） 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 １００１７０１⁃６）；
兔源足萼蛋白 （Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ） 抗体、 ＨＩＦ⁃１α 抗体 （北京博

奥森生物技术有限公司， 批号 ＡＧ０９３０３８０７、 ＢＣ０２２５３６０１）；
山羊抗兔二抗、 山羊抗鼠二抗 （武汉赛维尔生物科技有限

公 司， 批 号 ＣＲ２２１２１０９、 ＣＲ２２０６０８８ ）； 白 介 素

（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ） ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒、 ＩＬ⁃１０ ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司， 批 号 Ｌ２４０１１９１４９、
Ｌ２４０１１９１５７）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＤＫ⁃９８⁃Ⅱ型电热恒温水浴槽 （天津市泰斯特仪

器有限公司）； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ 型电泳系统、 Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ
转膜系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 型多功能

微孔板读数仪 （宁波新芝生物科技股份有限公司）； ＡＫ⁃
ＲＯ⁃Ｃ２ 型实验室超纯水机 （美国 Ｅｌｋａｙ 公司）； ＣｙｔｏＦＬＥＸ
型流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； ＲＭ２２４５ 型石蜡切片

机、 石蜡包埋机、 ＣＭ３０５０ 型冷冻切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； －８０ ℃冰箱 （青岛海尔集团有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组与给药 　 ５２ 只大鼠适应性喂养 １ 周后，
随机分为正常组 （１０ 只） 和造模组 （４２ 只）。 参照文献

［１０⁃１１］ 报道， 制备被动型 Ｈｅｙｍａｎｎ 肾炎模型， 造模组大

鼠造模前禁食不禁水 １２ ｈ， 单次尾静脉注射羊抗大鼠 Ｆｘ１Ａ
血清， 剂量 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ， ２ 周后测得 ２４ ｈ 尿蛋白定量＞１０
ｍｇ， 随机处死造模组中 ２ 只大鼠， 进行肾脏病理学检测，
显微镜下观察到免疫球蛋白 Ｇ （ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ， ＩｇＧ）
沿毛细血管壁颗粒样沉积， 表明造模成功。 将造模成功的

大鼠随机分为模型组、 盐酸贝那普利组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和升

阳益胃汤低、 高剂量组 （１２、 ２４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 升阳

益胃汤依据成人与大鼠临床等效剂量折算系数［１２］ ， 即以

６０ ｋｇ成人剂量的 ６􀆰 ２５ 倍计算大鼠每天给药剂量， 确定 １２
ｇ ／ ｋｇ 为低剂量， ２４ ｇ ／ ｋｇ 为高剂量， 灌胃前将免煎颗粒用蒸

馏水加热充分溶解， 制成 ６ ｇ ／ ｍＬ 混悬液， 置于 ４ ℃ 冰箱

中； 盐酸贝那普利剂量为 １０ ｍｇ ／ ｋｇ， 给药前将其研磨成细

粉末， 充分溶于蒸馏水中， 制成 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 混悬液； 正常组

和模型组大鼠灌胃给予等体积生理盐水， 连续 ６ 周。
２􀆰 ２　 标本采集　 采用大鼠代谢笼留取 ２４ ｈ 尿液， 记录尿

量， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 分装保存于

ＥＰ 管中， 于－８０ ℃冰箱中保存。 大鼠禁食禁水 １２ ｈ 后麻

醉， 喷湿毛发后快速开腹， 腹主动脉取血， 室温放置 ３０
ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 分装后置于

－８０ ℃冰箱中。 摘取大鼠肾脏， 除去被膜， 冲洗后置于冰

上， 将肾脏皮质部分保存于冻存管中， 液氮冷冻后转存至

－８０ ℃冰箱， 取部分肾组织放入包埋盒， 浸于 ４％ 多聚甲醛

溶液中固定； 取部分肾皮质， 以最佳切割温度包埋剂

（ＯＣＴ） 处理切片。 摘取大鼠脾脏， 置于 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基

中， 研磨， 过滤， 取滤液。
２􀆰 ３　 考马斯亮蓝法检测大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平　 收集大鼠２４ ｈ
尿液， 严格按照相关试剂盒说明书， 检测 ２４ ｈ 尿蛋白水平。
２􀆰 ４　 免疫荧光染色观察大鼠肾组织免疫球蛋白 Ｇ 沉积情

况　 将肾组织用 ＯＣＴ 包埋， 冰冻切片， 丙酮固定液固定过

夜， 封闭 １ ｈ， 滴加 ＦＩＴＣ 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 一抗 （１ ∶ １００）
４ ℃孵育过夜， 加入二抗避光孵育 １ ｈ， 封片， 于显微镜下

观察 ＩｇＧ 沉积情况， 采集图像， 随机选取 ５ 个视野， 使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算每个视野下的荧光强度。
２􀆰 ５　 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠肾组织病理形态　 将固定

于 ４％ 多聚甲醛中的肾组织取出， 经乙醇脱水、 透明、 浸

蜡、 组织包埋、 制作切片后透明、 脱蜡， 分别进行 ＨＥ、
Ｍａｓｓｏｎ 染色， 梯度脱水， 封片， 于显微镜下观察组织形态

并拍照记录， 计算胶原容积分数。
２􀆰 ６　 免疫组化法检测大鼠肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、
Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达　 将组织切片放入 ６５ ℃温箱中烘烤

４ ｈ使蜡融化， 乙醇梯度脱水， 每张切片滴约 １００ μＬ ３％ 过

氧化氢， ３７ ℃水浴锅内孵育 ２０ ｍｉｎ， 清洗后进行高压抗原

修复， 加入一抗 （１ ∶ １００） 孵育过夜， 加入二抗孵育 ３０
ｍｉｎ， 避光显色， 梯度脱水， 中性树胶进行封片， 待干透后

于显微镜下观察并拍照记录。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 水平 　 严格按照

相关试剂盒说明书， 经包被、 封闭、 加样、 温育后吸取

１００ μＬ第一抗体工作液， 加到 ９６ 孔板各孔内， 放入３７ ℃
温箱中孵育 ２ ｈ， 清洗后加入酶结合物， 孵育 ３０ ｍｉｎ， 每孔

加 １００ μＬ 硫酸终止反应， ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 检测

血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 水平。
２􀆰 ８　 流式细胞仪检测大鼠脾脏 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例　 对脾

脏组织进行匀浆， 制成组织悬浮液， 提取淋巴细胞悬液，
接种于 ６ 孔板， 培养箱中培养 ４ ｈ， 加入 ＣＤ４⁃ＦＩＴＣ 抗体表

面标记， 流式细胞仪检测 ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋ Ｔｈ１７ 细胞比例和

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例。
４２４２
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２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、
Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达　 用含蛋

白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解大鼠肾组织， 提

取蛋白， ＢＣＡ 法检测含量， 取等量进行变性， 用 １０％ 、
７􀆰 ５％ 预混胶制胶， 按每孔总质量 ３０ μｇ 体积上样， ８０ Ｖ 电

压电泳 ３０ ｍｉｎ， 待 Ｍａｒｋｅｒ 分开后将电压调整至 １２０ Ｖ 继续

电泳 １ ｈ， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉溶液室温

封闭 ２ ｈ， 分别加入 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ （ １ ∶ １ ０００）、 Ｎｅｐｈｒｉｎ
（１ ∶ １ ０００）、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ （１ ∶ ３ ０００）、 ｍＴＯＲ （１ ∶ ５ ０００）、
ｐ⁃ｍＴＯＲ （１ ∶ ２ ０００）、 ＨＩＦ⁃１α （１ ∶ ２ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５
０００） 抗体， ４ ℃孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室

温孵育 １ ｈ， 化学发光液孵育显色， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通

过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白灰度值。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间

两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 升阳益胃汤对大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平的影响　 给药前，
与正常组比较， 模型组和各给药组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 给药后， 与正常组比较， 模型组大鼠 ２４ ｈ
尿蛋白水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 升阳益胃汤

各剂量组和盐酸贝那普利组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与盐酸贝那普利组比较， 升阳益胃汤高剂量组大

鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 升阳益胃汤对大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白水平的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）

组别
剂量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）
给药前 ／

（ｍｇ·２４ ｈ－１）
给药后 ／

（ｍｇ·２４ ｈ－１）
正常组 — ５􀆰 ６９±１􀆰 １７ ５􀆰 ５９±１􀆰 ３８
模型组 — ３７􀆰 ９４±４􀆰 ８２∗∗ ３９􀆰 ５３±４􀆰 ６４∗∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ ３８􀆰 ２１±３􀆰 ７５∗∗ １９􀆰 ３８±４􀆰 １３＃＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ３８􀆰 ０４±５􀆰 ０１∗∗ ２０􀆰 １５±２􀆰 ９３＃＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ３７􀆰 ９８±２􀆰 ２７∗∗ １６􀆰 ４６±３􀆰 ２１＃＃△

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

３􀆰 ２　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 ＩｇＧ 沉积的影响　 与正常组

比较， 模型组大鼠肾组织 ＩｇＧ 平均荧光强度升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利组和升阳益胃各剂

量汤组大鼠 ＩｇＧ 平均荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １、 表 ２。

图 １　 各组大鼠肾组织 ＩｇＧ 沉积情况 （×４００）

表 ２　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 ＩｇＧ 平均荧光强度的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＩｇＧ 平均荧光强度

正常组 — １􀆰 ０４±０􀆰 １３

模型组 — ３８􀆰 ２２±２􀆰 ２５∗∗

盐酸贝纳普利组 ０􀆰 ０１ ３０􀆰 ５３±１􀆰 ８４＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ２２􀆰 ３４±２􀆰 ５６＃＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ １５􀆰 ５１±１􀆰 ２７＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 升阳益胃汤对大鼠肾脏病理状态的影响　 正常组大鼠

肾组织结构正常， 肾小球结构完整， 囊腔大小正常， 未见

病理改变， 胶原增生和上皮下嗜复红蛋白沉积； 与正常组

比较， 模型组大鼠肾小球结构紊乱， 体积增大， 系膜增生，
肾组织胶原容积分数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各

给药组大鼠病理状态有所减轻， 肾组织胶原容积分数降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ３。

注： 黑色箭头指示肾小球系膜区增生。

图 ２　 各组大鼠肾组织病理学变化 （×４００）

３􀆰 ４　 升 阳 益 胃 汤 对 大 鼠 肾 组 织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、
Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠

Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与模 型 组 比 较， 升 阳 益 胃 汤 各 剂 量 组 大 鼠 Ｎｅｐｈｒｉｎ、

Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 盐酸

贝那普利组大鼠 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 图

３、 表 ４。
３􀆰 ５　 升阳益胃汤对大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 水平的影响 　 与

５２４２
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　 　 　 　表 ３　 升阳益胃汤对大鼠肾组织胶原容积分数的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 胶原容积分数 ／ ％
正常组 — ０􀆰 ４８±０􀆰 ０８
模型组 — １８􀆰 ６８±１􀆰 ３１∗

盐酸贝纳普利组 ０􀆰 ０１ １５􀆰 ３５±２􀆰 ７２＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ １２􀆰 ７７±１􀆰 ４９＃＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ １０􀆰 ６７±０􀆰 ６５＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

正常组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），

ＩＬ⁃１０ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利

组和升阳益胃汤各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５。
３􀆰 ６　 升阳益胃汤对大鼠脾组织 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠 Ｔｈ１７ 细胞比例升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｔｒｅｇ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利组和升阳益

胃汤各剂量组大鼠 Ｔｈ１７ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｒｅｇ 细

胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 ４、 表 ６。

图 ３　 各组大鼠肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白定位 （免疫组化， ×４００）

表 ４　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） Ｎｅｐｈｒｉｎ Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ

正常组 — ０􀆰 ９２±０􀆰 １１ １􀆰 ４２±０􀆰 １３ １􀆰 ４９±０􀆰 １２
模型组 — ０􀆰 ３２±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０３∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６２±０􀆰 １１＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ５９±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０６＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０９＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ５　 升阳益胃汤对大鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 水平的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝１０）

组别
剂量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

ＩＬ⁃６ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ⁃１０ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
正常组 — ２６􀆰 ９８±７􀆰 ５３ ６９􀆰 ５３±９􀆰 ７４
模型组 — ９０􀆰 ７±１１􀆰 ７３∗ ２６􀆰 １５±５􀆰 ８６∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ ７４􀆰 ３２±９􀆰 ０７＃ ３８􀆰 ６２±９􀆰 ０９＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ５８􀆰 ８１±７􀆰 ９７＃ ４０􀆰 ４４±７􀆰 ９０＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ４５􀆰 ２６±５􀆰 ２１＃＃ ４７􀆰 ２２±６􀆰 １２＃

　 　 注： 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、
Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠肾组

织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 盐酸贝那普利组和升阳益胃汤各剂

量组大鼠肾组织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ７。

３􀆰 ８　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α
蛋白表达的影响 　 与正常组比较， 模型组大鼠肾组织 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
盐酸贝那普利组和升阳益胃汤各剂量组大鼠肾组织 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６、 表 ８。
４　 讨论

近年来， 特发性膜性肾病发病率急剧升高， 一项基于

３４ ６３０ 例病例 １０ 年回顾性研究证实， 特发性膜性肾病已超

过 ＩｇＡ 肾病， 成为我国成年人中最常见的原发性肾小球肾

炎类型［２］ ， 但目前仍缺乏安全有效的治疗方法。 特发性膜

性肾病属于中医 “水肿病” “水气病” 的范畴， 总属 “本
虚标实” 之证， 本虚以脾肾亏虚为主， 标实以水湿、 瘀血

为患， 总体病机可概括为脾肾亏虚、 水湿内停、 瘀血阻滞，
核心病机为脾虚湿盛， 治宜益气升阳、 健脾益胃， 即由脾

论治。 升阳益胃汤为李东垣脾胃论学术思想的代表方剂，
方中重用黄芪以益气固表， 利水消肿， 益气治本； 人参可
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图 ４　 各组大鼠脾脏 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 细胞流式图

表 ６　 升阳益胃汤对大鼠脾脏 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） Ｔｈ１７ ／ ％ Ｔｒｅｇ ／ ％ Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ

正常组 — １􀆰 ６２±０􀆰 ０８ １６􀆰 ８２±０􀆰 １６ ０􀆰 １０±０􀆰 ０６
模型组 — １２􀆰 ４１±０􀆰 ０６∗∗ ３􀆰 ６±０􀆰 ０５∗ ３􀆰 ４５±０􀆰 ０５∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ １０􀆰 ４５±０􀆰 １１＃ ５􀆰 ９±０􀆰 ０７＃ １􀆰 ７８±０􀆰 ０３＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ９􀆰 ５６±０􀆰 １３＃ ７􀆰 ７±０􀆰 ０６＃ １􀆰 ２４±０􀆰 ０２＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ７􀆰 ３２±０􀆰 ０８＃ ９􀆰 ６±０􀆰 １０＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０４＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
表 ７　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ Ｎｅｐｈｒｉｎ
正常组 — １􀆰 ２８±０􀆰 ０７ １􀆰 ２１±０􀆰 ０６ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０６
模型组 — ０􀆰 ３２±０􀆰 １３∗ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０９∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０８
升阳益胃汤低剂量组 １２ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０５＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为盐酸贝那普

利组， Ｄ～Ｅ 分别为升阳益胃汤低、 高剂量组。

图 ５ 　 各 组 大 鼠 肾 组 织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、
Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ、 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达

安神益气补脾； 白术健脾益气， 利水渗湿； 炙甘草补脾益

心气； 黄芪、 人参、 白术、 炙甘草合用可健脾胃补元气；
柴胡升举阳气， 与防风合用， 可助其升发有力； 黄连清热

燥湿， 半夏燥湿化痰和胃， 陈皮健脾理气化痰， 黄连、 半

夏、 陈皮合用清热除湿， 使湿热从中焦而去且有陈皮顾护

脾胃， 使祛湿而不伤脾； 羌活、 独活可升阳祛风燥湿； 茯

苓健脾利湿安神， 泽泻亦可利水渗湿泄热， 两者合用又可

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为盐酸贝那普利组， Ｄ～ Ｅ 分别为

升阳益胃汤低、 高剂量组。

图 ６ 　 各组大鼠肾组织 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 蛋白

表达

导湿热从下焦排出， 通利水道， 通腑泄浊， 使浊邪去而清

阳升； 人参、 白术、 茯苓、 甘草组成的四君子汤亦可壮元

补气， 白芍可调节机体代谢， 运脾燥湿。 诸药合用， 补泻

有度， 升降相宜， 共奏益气升阳、 健脾益胃、 化湿清热之

功， 在临床治疗特发性膜性肾病疗效显著， 然而其发挥肾

保护作用的具体机制尚待进一步探讨。
特发性膜性肾病作为一种自身免疫介导的肾小球肾炎，
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　 　表 ８　 升阳益胃汤对大鼠肾组织 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃
１α蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ ＨＩＦ⁃１α

正常组 — ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０６
模型组 — ０􀆰 ９２±０􀆰 １２∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０７∗

盐酸贝那普利组 ０􀆰 ０１ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０９＃

升阳益胃汤低剂量组 １２ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６＃

升阳益胃汤高剂量组 ２４ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０８＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

由于自身抗原决定簇暴露， 获得免疫活性， 致自身抗体识

别引发自身免疫攻击， 抗原抗体免疫复合物沉积于上皮细

胞下， 激活补体系统， 最终导致足细胞损伤［１３］ ， 引起特发

性膜性肾病发生。 因此， 足细胞是特发性膜性肾病病理过

程中的主要损伤细胞， 而免疫细胞在特发性膜性肾病病程

中发挥重要的调控作用。 辅助性 Ｔ 细胞作为人类免疫系统

的关键组成部分， 通过表达 ＣＤ４ 在免疫应答中起辅助或调

节作用［１４］ 。 Ｔｈ１７ 为重要的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞亚群， 通过分泌 ＩＬ⁃
１７Ａ、 ＩＬ⁃６ 等细胞因子参与炎症反应和组织损伤过程［１５］ 。
Ｔｒｅｇ 细胞亦是近年免疫学研究的热点之一， 其来源于 ＴＧＦ⁃
β 单独诱导的初始 Ｔ 细胞， 主要受转录因子叉头盒 Ｐ３
（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ／ ｗｉｎｇｅｄ ｈｅｌｉｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ａｌ ｆａｃｔｏｒ ｐ３， ＦｏｘＰ３） 调

控［１６］ ， 分泌 ＩＬ⁃１０ 等细胞因子， 其功能主要是抑制自身反

应性 Ｔ 细胞的活性和维持免疫耐受， 若受损可直接导致自

身免疫性疾病。 特发性膜性肾病患者中观察到 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失

衡， 因此， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡是特发性膜性肾病的发病机

制和治疗靶点的关键［１７⁃１８］ 。
本研究结果显示， 模型组大鼠肾组织 Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、

Ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ｐｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ 蛋白表达降低， 表明特发性膜性肾病

状态下存在足细胞损伤； 升阳益胃汤干预后， 上述蛋白表

达升高， 表明它可有效减少足细胞损伤， 保护肾功能。
Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞平衡受到多种细胞因子和信号通路的调

控［１９］ ， 而 ｍＴＯＲ 可通过调控 ＨＩＦ⁃１α 活性， 介导 ＣＤ４＋ Ｔ 细

胞向 Ｔｈ１７ 或 Ｔｒｅｇ 的极化， 影响 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡状

态［２０⁃２１］ 。 本研究结果显示， 与模型组比较， 升阳益胃汤各

剂量组 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ＨＩＦ⁃１α 表达降低， 提示它抑制了 ｍＴＯＲ ／
ＨＩＦ⁃１α 信号通路的活化； Ｔｈ１７ 细胞比例降低， Ｔｒｅｇ 细胞比

例升高， 且足细胞蛋白表达增多， 推测它可能通过抑制

ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号通路调控 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡减少

足细胞损伤， 达到保护肾功能、 延缓疾病发展的目的。
综上所述， 升阳益胃汤可通过抑制 ｍＴＯＲ ／ ＨＩＦ⁃１α 信号

通路活化， 恢复 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡减少足细胞损伤，
保护特发性膜性肾病大鼠肾功能， 延缓疾病进展。
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