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肾纤维化是慢性肾脏病终末期的共同病理表

现， 其程度是反映肾功能下降及预后的重要指标。

清化固肾排毒颗粒已经临床实践证明，治疗慢性肾

脏病有较好的疗效

[1-2]

。 为探索其治疗机制，本研究

制作肾纤维化大鼠模型，观察清化固肾排毒方对模

型大鼠肾组织

Wnt4

和转化生长因子

-β1

（

TGF-β1

）

的影响，现将结果报道如下。

1

实验材料

1.1

药物与试剂 清化固肾排毒颗粒 （药物组成：

黄芪、山药、柴胡、白花蛇舌草、金钱草、大黄、白芥

子）由江阴天江药业有限公司加工制作，取黄芪提

取物

1.5g

、柴胡提取物

1g

、白花蛇舌草提取物

1g

、山

药提取物

1g

、金钱草提取物

1g

、大黄提取物

0.5g

、白

芥子提取物

1g

，混合

30min

使均匀，干法制成

18～40

目的颗粒，辅料主要为麦糊精和乳糖（

2∶1

）。 洛丁新

（盐酸贝安普利片）， 北京诺华制药提供 ， 批号：

12294563

。

Masson

染色试剂盒、

PBS

、柠檬酸缓冲液、

DAB

显色试剂盒，由北京中杉金桥公司提供。

1.2

实验动物 健康清洁级雄性

SD

大鼠， 体质量

（

190±20

）

g

， 由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供，动物许可证号：

SCXK

（沪）

2012-0002

，于温州

医科大学实验动物中心分笼饲养，人工光照，阴暗

各

12h

，自由饮食。

2

实验方法

2.1

造模 大鼠麻醉后取右侧卧位固定， 局部剃

毛，从背部侧背部下

0.5cm

做切口，开腹，暴露左侧

肾脏，游离肾脏及左侧输尿管，分别于约肾盂处和

输尿管上段处双重结扎且不剪断，纳肾归原位后逐

层缝合。 最后通过观察上端结扎处上部输尿管扩

张， 下端结扎处下部输尿管塌陷从而判断梗阻成

功。

2.2

分组与给药 造模成功的大鼠随机分为模型组、

洛丁新组（

1.6mg/kg

）和清化固肾排毒方高（

3.0g/kg

）、

中（

1.5g/kg

）、低（

0.75g/kg

）剂量组，每组

9

只，另随机

选取

9

只健康大鼠作为假手术组（开腹后只分离出左

侧输尿管，不结扎，其余步骤同造模步骤）。 各给药组

每日分别灌胃给予相应药物溶液，假手术组、模型组

每日予生理盐水

10mL/kg

灌胃，直至实验结束。

2.3

取材 各组大鼠分别于给药第

7

、

14

、

21

天

后，随机取

3

只，禁食不禁水

1d

，处死，取左肾（梗

阻侧），除去包膜，放出积水，迅速分切肾组织，将其

中一份于中性福尔马林溶液中固定（

24h

以内），其

余组织生理盐水冲洗后迅速置于液氮中冻存，转

置

-80℃

冰箱中保存。

“清化固肾排毒颗粒”对单侧输尿管梗阻大鼠肾组织
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摘 要 目的：观察清化固肾排毒颗粒对肾间质纤维化大鼠肾组织

Wnt4

和转化生长因子

-β1

（

TGF-β1

）表达的影响，

从而探讨其对肾间质纤维化的作用机制。 方法：

SD

大鼠随机分为假手术组、模型组、洛丁新组及清化固肾排毒方高、中、低剂

量组，除假手术组外，其余各组大鼠均采用单侧输尿管结扎手术方法（

UUO

）建立大鼠肾间质纤维化模型，术后各组分别予相

应药物或生理盐水灌胃， 每日

1

次。 给药第

7

、

14

、

21

日后， 各组大鼠禁食不禁水

1d

， 处死， 取手术侧肾组织做病理检测，

Masson

染色观察其病理变化，免疫组织化学染色检测

Wnt4

及

TGF-β1

在肾间质的阳性染色表达。 结果：经

Masson

染色后，

模型组与各给药组大鼠肾组织胶原纤维蓝染部分较假手术组明显增多，肾纤维化程度显著加重；与模型组比较，清化固肾排

毒方各剂量组和洛丁新组大鼠肾组织胶原纤维蓝染部分明显减少，肾纤维化程度相对减轻。 免疫组化结果显示，清化固肾排

毒方各剂量组和洛丁新组大鼠肾组织

Wnt4

及

TGF-β1

阳性表达显著低于模型组（

P＜0.05

）。 结论：清化固肾排毒颗粒能有效

改善肾间质纤维化模型大鼠肾纤维化程度，其可能通过下调

Wnt4

、

TGF-β1

改善肾功能，从而达到改善肾纤维化的作用。
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2.4

指标观察

2.4.1

病理观察 各组大鼠肾组织石蜡包埋切片

后，行

Masson

染色，先后滴加

Masson

复合染色液、磷

钼酸、苯胺蓝，分化液

95%

酒精、无水酒精脱水，透明，

封固。 于

400

倍光镜下观察肾组织的病理改变。 每张

切片随机选取

5

个不相重叠的视野（肾小球及小血管

除外），蓝色为纤维化阳性染色区，测量每个视野中阳

性染色的相对面积， 取其平均值。 使用

Image Pro

plus

图像分析软件对采集的图像进行平均面积分析。

2.4.2

免疫组化 将石蜡切片脱蜡和水化，

PBS

冲

洗

3

次后，加双氧水孵育

20min

（室温），随后抗原修

复。一抗

Wnt4

浓度为

1∶500

，

TGF-β1

浓度为

1∶200

。

使用聚合

HRP

标记的二抗置于湿盒中孵育， 应用

DAB

显色，蒸馏水洗涤，苏木素轻度复染，脱水、透

明、封片。 在

400

倍光镜下观察，其中棕黄色部分为

阳性染色。 避开边缘及组织， 每张切片随机选取

6

个非重叠视野， 使用

Image Pro Plus

软件对图像进

行分析， 阳性细胞内的染色量化为综合面积和灰度

值所得出的积分光密度值（

IOD

值），取其平均值进

行统计分析。

2.5

统计学方法 实验数据以

（

x±s

）表示，采用

SPSS 17.0

统计

软件处理数据，多组间采用单因

素方差分析，组间比较采用多样

本均数间两两比较，两两比较采

用

LSD

检验，

P＜0.05

为差异有统

计学意义，

P＜0.01

为差异有显著

统计学意义。

3

实验结果

3.1

肾 脏 组 织 病 理 检 查

Masson

染色于光镜下显示，假

手术组大鼠有微量的蓝染组织，

并没有明显的病理变化；模型组

大鼠肾组织可以见到大量的蓝

色胶原纤维，并且随着梗阻时间

的延长，蓝色胶原纤维呈现明显

增多的趋势，说明肾纤维化的程

度是进行性加重的。与假手术组

比较，各给药组大鼠肾组织蓝色

胶原纤维均有所增加；与模型组

比较，洛丁新组和清化固肾排毒

方各剂量组大鼠肾组织蓝色胶

原纤维均较少，说明肾组织纤维

化程度降低。 见图

1

。

3.2

各组大鼠

Wnt4

和

TGF-β1

表达比较

3.2.1 Wnt4

阳性表达 假手术

组大鼠肾组织中可见少量

Wnt4

表达。 模型组与各给药组各时段肾组织

Wnt4

表达均

明显高于假手术组（

P＜0.05

），且呈持续升高趋势；治

疗第

14

日、第

21

日，各给药组大鼠肾组织

Wnt4

表

达均明显低于模型组（

P＜0.05

），各给药组组间比较差

异无统计学意义（

P＞0.05

）。 见表

1

、图

2

。

3.2.2

各组大鼠

TGF-β1

阳性表达水平比较 假手

术组大鼠肾组织中可见微量

TGF-β1

阳性表达。 模

型组与各给药组各时段肾组织

TGF-β1

阳性表达均

明显高于假手术组（

P＜0.05

），且呈持续升高趋势；治

疗第

14

日、第

21

日，各给药组大鼠肾组织

TGF-β1

阳性表达均明显低于模型组（

P＜0.05

）。 见表

2

、图

3

。

4

讨论

大多数慢性肾脏病（包括原发性肾小球疾病、慢

性肾盂肾炎、狼疮性肾炎和糖尿病肾病等）最终会

导致肾纤维化， 肾纤维化是慢性肾脏病进展到终

末期的共同病理途径，可由炎症、损伤等因素产生

的细胞因子过度表达或者相关信号通路参与下发

生。 其中，

Wnt

信号通路、

TGF-β1 ／ smad

信号通路

在肾纤维化的发生发展中共同发挥重要作用。

图

1

各组大鼠各时段肾纤维化情况（

×400

）

表

1

各组大鼠各时段肾组织

Wnt4

含量比较（

ｘ±ｓ

）

假手术组

组别

0.016±0.022

治疗第

21

日

0.003±0.002 0.008±0.011

治疗第

7

日 治疗第

14

日

清化固肾排毒方高剂量组

0.086±0.04

*

0.099±0.0352

*△

0.132±0.057

*△

清化固肾排毒方中剂量组

0.102±0.036

*

0.126±0.0355

*△

0.153±0.133

*△

清化固肾排毒方低剂量组

0.106±0.032

*

0.147±0.0486

*△

0.130±0.064

*△

模型组

0.171±0.051

*

0.249±0.105

*

0.319±0.220

*

洛丁新组

0.064±0.036

*

0.094±0.047

*△

0.110±0.046

*△

注：

*

与假手术组比较，

P＜0.05

；

△

与模型组比较，

P＜0.05

。

图

2

各组大鼠不同时段肾组织

Wnt4

表达（免疫组化染色，

×400

）
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表

2

各组大鼠不同时段肾组织

TGF-β1

含量比较（

ｘ±ｓ

）

假手术组

组别

0.031±0.031

治疗第

21

日

0.027±0.023 0.016±0.010

治疗第

7

日 治疗第

14

日

清化固肾排毒高剂量组

0.112±0.063

*

0.151±0.031

*△

0.243±0.075

*△

清化固肾排毒中剂量组

0.117±0.036

*

0.186±0.045

*△◇

0.252±0.085

*△

清化固肾排毒低剂量组

0.132±0.033

*

0.175±0.053

*△

0.276±0.135

*△

模型组

0.192±0.058

*

0.279±0.154

*

0.524±0.226

*

洛丁新组

0.095±0.041

*

0.137±0.040

*△

0.217±0.057

*△

注：

*

与假手术组比较，

P＜0.05

；

△

与模型组比较，

P＜0.05

；

◇

与洛丁新组比较，

P＜0.05

。

图

3

各组大鼠不同时段肾组织中

TGF-β1

表达（免疫组化染色，

×400

）

Wnt

蛋白是一类分泌型糖蛋白， 可通过自分泌

或者旁分泌的方式激活膜受体从而发挥作用。 目前

已知有

19

种

Wnt

蛋白

[3]

，

Wnt4

是其中之一。

Wnt

信

号通路正常情况下是沉默的， 当其异常激活时，

wnt

蛋白可出现异常表达

[4]

。 其中

Wnt4

结合经典通路和

非经典通路的

Fz

受体参与了肾小管的形成

[5]

，

Nguyen

等

[6]

首次发现

Wnt4

，且发现其在梗阻后

48h

出现表达，持续升高达

4

周。此外，

Surendran

等

[7]

通过

建立

UUO

模型，发现

Wnt4

在集合管处有表达，并且

在肌成纤维细胞表达水平明显增高。 由此可推断，若

Wnt4

出现异常表达，肾组织可能也会随之发生异常

变化。 本研究发现，在输尿管梗阻

7d

后，造模大鼠肾

组织均有

Wnt4

的阳性表达，这与文献报道相一致

[6]

，

且

Wnt4

阳性表达随时间延长持续升高，明显高于同

期假手术组，由此可说明

Wnt4

在肾纤维化过程中发

挥着重要的作用。 与模型组相比，洛丁新组与清化固

肾排毒方各剂量组大鼠肾组织

Wnt4

均显著降低，这

表明清化固肾排毒颗粒能下调

Wnt4

的表达，并有可

能是通过激活

Wnt

信号通路发生抗纤维化的作用。

有研究表明，

TGF-β1

通过激活其下游信号分

子

Smad2/3

， 抑制

Smad7

来实现其调节肾纤维化的

作用

[8]

。

TGF-β1

能调节细胞的自我吞噬功能，诱发

纤维细胞产生胶原、纤维连接蛋白，启动并调节上

皮细胞向间充质细胞转化（

EMT

）的全过程，是肾纤

化过程的中心介导者和主要途径

[9-10]

。 有研究表明

TGF-β1

在肾纤维化中的表达会增强， 小鼠肾脏组

织的肾纤维化程度与

TGF-β1

的表达成正相关

[11]

，

TGF-β1

是肾纤维化发生、发展过程中的重要因子。

本研究发现， 造模后大鼠肾组织

TGF-β1

阳性表达

显著高于假手术组， 并且随着

时间的延长而上调。 经过洛丁

新和清化固肾排毒方的治疗

后，

TGF-β1

的阳性表达低于模

型组， 这说明清化固肾排毒方

可能通过抑制

TGF-β1

对肾纤

维化产生拮抗作用， 此前的文

献也表明清化固肾排毒方可能

是通过下调

TGF-β1

蛋白水平

的表达从而抗上皮细胞转分化

作用， 最终达到拮抗肾纤维化

的目的

[12]

，与本研究结果一致。

肾纤维化可归属于中医学

“水肿”、“关格”、“癃闭” 等范

畴，其病机是由气虚、水湿、浊

毒等因素致络脉气血运行失

常，络脉瘀阻，日久化生痰瘀浊

毒，最终可致肾络完全性闭塞，

临床出现水肿、尿少、尿闭等症

状。 治宜扶助正气、祛邪通络，清代名医叶天士提出

“大凡络虚，通补最宜”。清化固肾排毒方是温州市中

医院的自拟方， 方中白芥子清化皮里膜外之痰，黄

芪、山药健脾益气固肾，柴胡、白花蛇舌草、大黄清热

解毒化瘀，全方共奏健脾益气、清热活血之功。

综上， 清化固肾排毒颗粒可能通过下调

Wnt4

及

TGF-β1

蛋白的表达水平达到拮抗肾纤维化的作

用，但由于肾纤维化机制的复杂性，中药拮抗肾纤

维化相关信号通路之间相互联系及共同发生作用

的机制仍需进一步研究。
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睾丸组织病变是糖尿病最常见的并发症之一，发

病率是非糖尿病患者的

10

倍以上

[1]

，严重影响着患者

的生活质量。山楂叶为我国传统中药品种，在《本草经

疏》及《本草通玄》等典籍中均有记载。 山楂叶总黄酮

（

Hawthorn leaves flavonoids

，

HLF

） 是指从山楂叶中

提取的一类黄酮类化合物。 以往的研究表明

HLF

具

有抗氧化、降血脂等多种生物学活性

[2]

，周少英等

[3]

和

张鹏等

[4]

研究发现

HLF

能够通过抑制组织氧化应激

损伤和细胞凋亡而起到保护

2

型糖尿病大鼠胰腺组

织、脑组织等药理学作用，但

HLF

是否对

2

型糖尿病

大鼠睾丸组织氧化应激损伤具有抑制作用尚未见文

献报道。本实验通过制备

2

型糖尿病大鼠模型并灌胃

给予

HLF

进行治疗，研究

HLF

对

2

型糖尿病大鼠睾

丸组织应激损伤的影响，并探讨其可能的作用机制。

山楂叶总黄酮对 2 型糖尿病大鼠睾丸组织

氧化应激的影响

阚敏宸

1

贺静芝

1

苏 静

2

（

1.

邯郸市中心医院，河北邯郸

056001

；

2.

邯郸市鸡泽县医院，河北邯郸

056000

）

摘 要 目的：研究山楂叶总黄酮（

HLF

）对

2

型糖尿病大鼠睾丸组织氧化应激的影响。 方法：大鼠采用高脂高糖饮食

8

周后腹腔注射链脲佐菌素（

STZ

）的方法制备

2

型糖尿病大鼠模型。 造模成功后的大鼠随机分为模型组和

HLF

低（

50mg/kg

）、

中（

100mg/kg

）、高（

200mg/kg

）剂量组，每组

16

只，另取

16

只正常大鼠作为正常组。 各组大鼠分别灌胃给予相应药物或生

理盐水，每日

1

次，疗程

6

周。干预结束后，测定各组大鼠空腹血糖水平，称量体重并计算睾丸指数，测定血清睾酮含量；

取睾丸组织测定酸性磷酸酶（

ACP

）、乳酸脱氢酶（

LDH

）和谷氨酰转肽酶（

γ-GT

）含量；测定睾丸组织中抗氧化酶

[

超氧化

物歧化酶（

SOD

）、谷胱甘肽过氧化物酶（

GSH-Px

）、过氧化氢酶（

CAT

）

]

活性和丙二醛（

MDA

）含量；末端标记法（

TUNEL

）

观察睾丸组织细胞凋亡状况并计算凋亡指数（

AI

），

Western blotting

法测定睾丸组织中

NF-κB

蛋白表达。 结果：与模型

组比较，

HLF

中、高剂量组大鼠空腹血糖水平显著降低，睾丸指数和血清睾酮含量显著升高，睾丸组织中

ACP

、

LDH

、

γ-GT

含量显著升高，

SOD

、

GSH-Px

、

CAT

活性均显著升高且

MDA

含量显著降低，差异均具有统计学意义（

P＜0.05

，

P＜0.01

）。 模

型组睾丸组织凋亡细胞数量较正常组明显增多，经

HLF

治疗后上述病理性变化和细胞凋亡状况均明显改善，其中以

HLF

高剂量组效果最为显著；与模型组比较，

HLF

中、高剂量组

AI

显著降低（

P＜0.05

，

P＜0.01

），睾丸组织中

NF-κB

蛋白表达量

显著下调（

P＜0.05

，

P＜0.01

）。 结论：

HLF

具有抑制

2

型糖尿病大鼠睾丸组织氧化应激损伤的作用，从而起到保护

2

型糖尿病大

鼠睾丸组织的作用。

关键词 山楂叶总黄酮 糖尿病 睾丸 氧化应激
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