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糖尿病可引起肾功能衰退，最终发展为糖尿病肾

病（DN）。据统计，糖尿病患者中约有25%~50%会出

现DN，长期的DN会发展为肾衰竭，严重威胁患者生

命[1]。近年来研究发现，转化生长因子β1（TGF-β1）

及血管内皮生长因子（VEGF）的异常表达是糖尿病

出现肾损伤的重要机制之一，通过调控TGF-β1与

VEGF表达，可改善DN患者肾功能[2-3]。近年来，中药

治疗DN取得了十分显著的疗效[4-5]。参芪地黄汤最早

记载于《杂病源流犀烛》，临床可用于治疗脾肾亏虚、

气阴不足型DN[6]，但其缓解DN的作用机制尚不明确。

本研究通过建立大鼠DN模型，灌胃不同剂量参芪地

黄汤，观察参芪地黄汤对DN模型大鼠的治疗作用，同

时检测大鼠肾组织VEGF及TGF-β1表达水平，探索

参芪地黄汤缓解DN的作用机制，现报道如下。

1 实验材料

1.1  实验动物  雄性SD大鼠，体质量（200±20）g，

购于北京华阜康生物科技有限公司。大鼠饲养于

SPF级清洁环境中，自由进食，室温（22±2）℃。本

研究经嘉兴市中医医院实验伦理委员会同意。

1.2  主要试剂及仪器  盐酸贝纳普利片（诺华制药

有限公司）；高糖高脂饲料（斯贝福生物科技有限公

司）；链脲霉素（STZ，Sigma）；血糖试纸（罗氏公司）；

肌酐试剂盒、尿素氮试剂盒、尿蛋白试剂盒（南京建

成生物科技有限公司）；RNA提取、反转录、扩增试剂

盒（天根生物科技有限公司）；兔抗鼠VEGF（货号：

ab1316）和  TGF-β1（货号：ab15715）一抗，羊抗兔

免疫组化二抗（货号：ab6721，Abcam）；多功能读板

机（Thermo）；光学显微镜（Nikon  ECLIPSE  TS100）；

荧光定量PCR仪（Bio-RADiQTM5）。

1.3  药物  参芪地黄汤药液制备：分别称取人参

6  g、黄芪15  g、熟地黄15  g、山药15  g、茯苓9  g、牡

丹皮9  g、山萸肉9  g、生姜3片、大枣10枚（中药均

购置于嘉兴市中医医院中药房），加入8倍量水浸泡

2  h，煎煮2次，每次煎煮30  min，过滤药渣，将得到
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摘 要  目的：观察中药复方参芪地黄汤对糖尿病肾病（DN）模型大鼠的治疗作用，并探索其治疗机制。方法：选取雄

性SD大鼠60只，随机分为正常组、模型组、西药对照组和参芪地黄汤低、中、高剂量组，每组10只。除正常组外，其余各组大

鼠运用链脲菌素（STZ）腹腔注射联合高脂饲料喂养建立DN大鼠模型。注射STZ后，模型组、西药对照组及参芪地黄汤低、中、

高剂量组每天分别灌胃生理盐水、盐酸贝纳普利1  mg/kg和参芪地黄汤4.5、9、18  g生药/kg，正常组灌胃等量生理盐水，各组均

连续灌胃12周。注射STZ后，各组大鼠每2周检测1次血糖；给药12周后检测血清中肌酐（Cr）、尿素氮（BUN）含量和24  h
尿蛋白水平，同时取肾组织，切片HE染色后比较各组光镜下病理表现，运用qPCR及免疫组化法检测各组大鼠肾组织中转化

生长因子β1（TGF-β1）、血管内皮生长因子（VEGF）基因及蛋白表达，并做统计学比较。结果：造模后模型组大鼠血糖持续

高于正常组（P<0.05）。给药12周后，与模型组比较，参芪地黄汤各剂量组、西药对照组大鼠血糖水平明显降低（P<0.05），血

清中Cr、BUN及24  h尿蛋白水平显著降低（P<0.05）。肾组织病理图片显示，盐酸贝纳普利和参芪地黄汤中、高剂量可缓解DN

模型大鼠肾组织中肾小球增生、炎细胞浸润和肾小管上皮细胞坏死。给药或生理盐水12周后，模型组大鼠肾组织TGF-β1、
VEGF  mRNA及蛋白表达水平均明显高于正常组（P<0.05），参芪地黄汤中、高剂量组和西药对照组大鼠上述指标均明显低于

模型组（P<0.05）。结论：参芪地黄汤对DN模型大鼠具有治疗作用，其机制可能与降低肾组织中TGF-β1及VEGF表达有关。
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的药液浓缩至6  g生药/mL，4  ℃冷藏备用。盐酸贝

纳普利药液制备：盐酸贝纳普利用去离子水配制成

1.5  mg/mL的混悬液。

2 实验方法

2.1  分组与造模、给药  将60只大鼠随机分为正常

组、模型组、西药对照组和参芪地黄汤低、中、高剂量

组，每组10只。除正常组外，其余各组建立DN模型。

采用高脂高糖饲料（配料为：67%正常饲料，20%蔗

糖，10%猪油，2.5%胆固醇，0.5%胆酸钠）喂养大鼠6

周，诱导出现胰岛素抵抗，腹腔注射枸橼酸钠溶解的

STZ（剂量为35  mg/kg），注射后继续高糖高脂饲料

喂养，持续12周[7]。注射STZ后，西药对照组和参芪

地黄汤低、中、高剂量组每日分别灌胃盐酸贝纳普利

1  mg/kg和参芪地黄汤4.5、9、18  g生药/kg，正常组和

模型组每日灌胃等量生理盐水，均每日1次，连续灌

胃12周。各治疗组处方量均按照《中药药理研究方

法学》中，人与实验动物体表面积折算等效剂量比换

算而来，其中中剂量组为人等效剂量。

2.2  指标检测

2.2.1  血糖  注射STZ后，各组大鼠每2周1次断尾

采血，检测血糖水平，共12周。

2.2.2  肾功能生化指标  干预12周后，每只大鼠分

别置于代谢笼中24  h，留尿期间禁食，自由饮水，收

集各组大鼠24  h尿液，计算24  h尿量。之后对大鼠

进行麻醉，主动脉取血，收集血清，运用试剂盒检测

各组大鼠血清中肌酐（Cr）、尿素氮（BUN）含量，记

录24  h尿蛋白水平。

2.2.3  肾组织病理表现  取大鼠左侧肾脏，用福尔

马林溶液固定，常规脱水、透明、包埋、切片，HE染

色，光镜下观察肾组织病理学变化并拍照。

2.2.4  荧光定量PCR检测肾组织中VEGF、TGF-β1  mRNA
表达  取大鼠右侧肾脏，用试剂盒提取肾组织中

总RNA，使用UV法检测每个样品中的总RNA浓

度。将纯度合格的样本进行反转录合成cDNA，采用

SYBR  Green  Real  Time  RT-PCR试剂盒对cDNA模

板进行扩增，qPCR仪检测各组大鼠肾组织中VEGF

及TGF-β1  mRNA表达，采用β-actin为内参，具体引

物序列见表1。

表1  引物序列

基因 引物序列（5’-3’）

β-actin
Forward：ACC CGC GAG TAC AAC CTT CT

Reverse：TCA GGG TCA GGA TGC CTC T

TGF-β1
Forward：CTT TGG ATG CCG CCT ATT GC

Reverse：CCC CAG CAC AGA AGT TAG CA

VEGF
Forward：CCT GGC TTT ACT GCT GTA CCT

Reverse：GCT GGT AGA CGT CCA TGA ACT

2.2.5  免疫组化法检测肾组织中VEGF、TGF-β1蛋
白表达  一抗稀释倍数：VEGF（1∶1000），TGF-β1

（1∶2000）；二抗稀释倍数：1∶4000。光学显微镜下

对肾组织免疫组化结果进行拍照，运用Image  J软件

对拍照后的图片中VEGF及TGF-β1阳性表达区域进

行量化，计算出平均光密度[8]。

2.3  统计学方法  运用SPSS  Statistics  17.0统计软

件对各组大鼠检测指标进行统计分析。符合正态

分布的计量资料以（x-±s）表示，正态分布判断：小

样本采用Shapiro-Wilk（SW）检验（P>0.05为正态

性），以及通过Q-Q图方法判断。计量资料符合正

态分布且满足方差齐性检验，组间比较采用两独立

样本t检验，两组以上采用单因素方差分析，若方差

齐则采用LSD事后比较（两两比较），若方差不齐，

则采用Dunnett  T3进行两两比较。P<0.05判断为

差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组大鼠血糖比较  造模开始后，与正常

组比较，模型组和各给药组大鼠血糖均显著升高

（P<0.05）；药物干预12周时，各给药组大鼠血糖均

明显低于模型组（P<0.05）。见图1。

注：与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05。
图1  注射STZ后各组大鼠血糖变化（x-±s，n=10）

3.2  各组大鼠肾功能生化指标比较  干预12周时，

造模大鼠血清Cr、BUN及24  h尿蛋白水平均显著高

于正常组（P<0.05），各给药组上述指标明显低于模

型组（P<0.05），各给药组上述指标水平组间比较差

异无统计学意义（P>0.05），见表2。

表2  干预后各组大鼠肾功能相关生化指标水平比较（x-±s）

组别 动物数/只 肌酐/（μmol/L）尿素氮/（mmol/L） 24 h尿蛋白/mg

正常组 10 45.74±8.71 3.58±0.41 11.58±4.41

模型组 10 128.82±12.34# 16.77±2.64# 27.50±9.61#

西药对照组 10 78.56±19.75#* 9.03±2.46#* 16.27±8.72#*

参芪地黄汤低剂量组 10 102.52±25.41#* 13.58±5.57#* 20.51±3.23#*

参芪地黄汤中剂量组 10 96.49±20.05#* 12.18±1.82#* 18.56±8.30#*

参芪地黄汤高剂量组 10 81.59±18.46#* 13.69±0.86#* 15.79±7.88#*

注：与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05。
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3.3  各组大鼠肾组织病理表现比较  模型组大鼠

肾组织出现明显的炎细胞浸润及肾小球增生，肾

小管明显扩张，肾小管上皮细胞空泡样变并伴部

分肾小管上皮细胞坏死、脱落；西药对照组、参芪

地黄汤中、高剂量组大鼠肾组织中炎细胞浸润、肾

小球增生及肾小管上皮细胞坏死明显减轻，参芪

地黄汤低剂量组大鼠肾组织中炎细胞浸润有所减

轻，但仍伴有部分肾小管上皮细胞坏死、脱落。见

图2。

注：黑色箭头为肾小球增生，黄色箭头为炎细胞浸润。

图2  干预后各组大鼠肾组织病理表现（HE染色，×200）

3.4  各组大鼠肾组织VEGF及TGF-β1  mRNA表达

比较  模型组大鼠肾组织中VEGF、TGF-β1  mRNA

表达与正常组相比显著上调（P<0.05）；与模型组比

较，西药对照组和参芪地黄汤中、高剂量组大鼠肾

组织中VEGF  mRNA表达显著下调（P<0.05），各给

药组大鼠肾组织中TGF-β1  mRNA表达显著下调

（P<0.05）；各给药组上述指标组间比较，差异均无统

计学意义（P>0.05）。详见表3。

表3  干预后各组大鼠肾组织VEGF及TGF-β1  mRNA表达比较（x-±s）

组别 动物数/只 VEGF TGF-β1

正常组 10 0.57±0.09 0.35±0.19

模型组 10 1.00±0.05# 1.00±0.02#

西药对照组 10 0.66±0.07* 0.80±0.06*

参芪地黄汤低剂量组 10 1.12±0.27# 0.71±0.23*

参芪地黄汤中剂量组 10 0.68±0.16* 0.57±0.18*

参芪地黄汤高剂量组 10 0.75±0.06* 0.62±0.09*

注：与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05。

3.5  各组大鼠肾组织VEGF及TGF-β1蛋白表达比

较  免疫组化结果表明，VEGF阳性表达区域主要

位于肾小球上皮细胞与肾小球基底膜，TGF-β1阳

性表达区域主要位于肾小管及肾小球间质。与正

常组比较，模型组大鼠肾组织中VEGF及TGF-β1

阳性表达水平明显升高（P<0.05）；与模型组比较，

各给药组大鼠肾组织中VEGF阳性表达水平显著下

降（P<0.05），西药对照组和参芪地黄汤中、高剂量

组大鼠肾组织中TGF-β1阳性表达水平显著下降

（P<0.05）；各给药组上述指标组间比较，差异均无统

计学意义（P>0.05）。见图3、表4。

VEGF

TGF-β1

图3    干预后各组大鼠肾脏免疫组化染色（×200）

表4  干预后各组大鼠肾组织VEGF及TGF-β1免疫组化平均光密度值比较（x-±s）

组别 动物数/只 VEGF TGF-β1

正常组 10 0.37±0.05 0.19±0.08

模型组 10 1.13±0.16# 0.57±0.17#

西药对照组 10 0.63±0.14#* 0.33±0.02#*

参芪地黄汤低剂量组 10 0.71±0.18#* 0.38±0.10#

参芪地黄汤中剂量组 10 0.65±0.05#* 0.26±0.08*

参芪地黄汤高剂量组 10 0.58±0.15#* 0.23±0.04*

注：与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05。

4 讨论

本研究结果表明，模型组大鼠血糖明显升高，

说明发生糖尿病，且血清肌酐、尿素氮及24  h尿蛋

白水平均较正常组显著升高，提示肾功能出现损害，

与DN患者临床血清生化检测结果相吻合；病理染色

同样在模型组中观察到了明显的肾小球细胞增生、

炎细胞浸润及部分肾小管上皮细胞坏死、脱落，这

与DN的组织病理学变化相一致[1]。结合以上结果，

提示DN模型建立成功。既往动物实验表明参芪地

黄汤对DN大鼠具有一定的治疗作用[9]。此外，参芪

地黄汤联合桃红四物汤可显著降低DN患者血糖，同
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时缓解DN患者肾功能生化指标[10]。我们研究同样

表明给DN模型大鼠灌胃参芪地黄汤后，血糖降低，

中剂量及高剂量可显著改善DN模型大鼠肾功能相

关生化指标及肾组织形态，提示参芪地黄汤对DN具

有明显的疗效。

肾脏中的VEGF和TGF-β1表达异常与DN密切

相关，VEGF在肾小球足细胞、肾小管和集合管细胞

中广泛表达，肾组织中的VEGF参与维持肾小球滤

过功能，此外也有研究表明VEGF可调控足细胞活

性。糖尿病患者长期的高血糖可损害肾小球及肾小

管细胞内皮细胞，从而使肾组织中VEGF表达异常，

过度表达的VEGF可促使上皮细胞形成血管环，损

伤肾小球的滤过功能。此外，VEGF的过度表达也

是导致DN蛋白尿的重要原因之一[2]。本研究观察到

模型组大鼠肾组织有明显的肾小球增生，同时模型

组大鼠24  h尿蛋白显著升高，提示肾小球滤过功能

损伤。qPCR及免疫组化结果表明模型组大鼠肾组

织中VEGF表达显著上调，表明肾组织中VEGF的上

调是引起DN模型大鼠肾小球滤过功能损害及肾小

球增生的机制之一。此外，高血糖可促使肾组织中

TGF-β1表达升高，进而促使肾组织中细胞外基质

的黏附与过度沉积，可引起肾小球增生硬化及肾小

管纤维化，同时也可加剧肾组织中炎症反应[3]。下

调肾组织中TGF-β1表达可缓解DN[3，11]。本研究

观察到模型组大鼠肾组织出现明显炎细胞浸润，同

时伴有TGF-β1表达的升高，提示TGF-β1表达的

上调可能是引起DN大鼠肾组织炎症反应的机制之

一。参芪地黄汤可显著降低DN模型大鼠肾组织中

VEGF、TGF-β1基因及蛋白水平，表明参芪地黄汤

可通过降低DN模型大鼠肾组织中VEGF和TGF-β1

表达，改善肾小球滤过率及肾组织炎症反应，进而

发挥治疗DN的作用。

综上，参芪地黄汤对DN模型具有明显的疗效，

且能明显改善肾组织病理表现，推测其可能的作用

机制与降低肾组织VEGF和TGF-β1表达有关。各

给药组的作用效果比较未见统计学差异，考虑与样

本量小或样本误差有关，并不能说明参芪地黄汤能

替代盐酸贝纳普利，参芪地黄汤低剂量组对VEGF、

TGF-β1基因及蛋白表达效果不一致亦可能为样本

误差，均需进一步研究。
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