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左归丸调节肠道菌群改善肾病综合征大鼠的机制
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［摘要］ 目的：研究左归丸通过调节肠道菌群对肾病综合征（NS）的保护作用。方法：30 只雄性 SD 大鼠分为 5 组，每组

6 只，分为正常组，模型组，左归丸低、中、高剂量组，采用 6.5 mg·kg-1阿霉素尾静脉注射诱导的 NS 大鼠模型，造模成功后，正常

组和模型组给予每天 2 次生理盐水（10 mL·kg-1）灌胃，左归丸低、中、高剂量组（50、100、200 mg·kg-1）给予每天 2 次左归丸

（10 mL·kg-1）灌胃，各组大鼠按固定时间间隔每日给药，连续 8 周。观察左归丸对大鼠 NS 的治疗作用并筛选最佳剂量，观察大

鼠肾脏和肠道病理变化，采集粪便标本，采用 16S rDNA 测序技术检测各组大鼠肠道菌群多样性与丰度。结果：与正常组比

较，模型组大鼠 24 h 尿蛋白、血清肌酐、尿素氮、胆固醇显著升高（P<0.01），血清白蛋白水平显著降低（P<0.01），这种变化在各

给药组大鼠中得到明显改善（P<0.05，P<0.01）。肾脏病理显示，正常组大鼠肾小球、肾小管完整，排列整齐；模型组大鼠肾小

球萎缩，系膜区增宽，足细胞肿胀，肾小管排列紊乱，有大量管型，糖原沉积和组织纤维化明显；各给药组大鼠可见不同程度肾

小球萎缩和肾小管排列紊乱。特异性蛋白测定发现模型组大鼠血清中肾损伤分子 -1（KIM-1）和 α1-微球蛋白升高（P<0.01），
肾组织 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、足突蛋白质（Podocin）、肾病蛋白（Nephrin）显著降低（P<0.01），转化生长因子-β（TGF-β）显著

升高（P<0.01）；各给药组血清 KIM-1 和 α1-微球蛋白显著降低，E-cadherin 显著升高（P<0.01），TGF-β显著降低（P<0.01），左归

丸高剂量组中 Podocin、Nephrin 升高（P<0.05）。此外，模型组大鼠肠黏膜萎缩，上皮细胞水肿，杯状细胞减少，黏膜多炎性浸

润；左归丸组大鼠肠屏障较完整，杯状细胞轻微减少，伴轻度炎性细胞浸润。肠道菌群测序结果显示，左归丸可以显著改善大

鼠肠道菌群失衡，恢复有益菌丰度，对肠道菌群组成有显著影响。结论：左归丸可通过改善肠道菌群，保护肠屏障，从而减轻肾

病综合征大鼠的肾损伤。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effects of Zuogui Wan （ZGW） decoction on nephrotic syndrome （NS） 

through the regulation of gut microbiota. Methods：： Thirty male Sprague-Dawley （SD） rats were randomly divided into five 

groups， with 6 rats in each group： The control group， model group， low-dose group， medium-dose group， and high-dose group. 

The NS rat model was induced by tail vein injection of 6.5 mg·kg-1 doxorubicin. After successful modeling， the control and model 

groups were gavaged with normal saline （10 mL·kg-1） twice daily， while the low- （50 mg·kg-1）， medium- （100 mg·kg-1）， and 

high-dose （200 mg·kg-1） groups were gavaged with ZGW （10 mL·kg-1） twice daily. All rats were administered at fixed intervals 

daily for 8 consecutive weeks. The therapeutic effects of ZGW on NS in rats were observed， and the optimal dose was screened. 

Renal and intestinal pathological changes in rats were examined. Fecal samples were collected， and 16S rDNA sequencing 

technology was used to detect the diversity and abundance of gut microbiota in each group. Results：： Compared with the control 

group， 24-hour urinary protein， serum creatinine， urea nitrogen， and cholesterol levels significantly increased in the model group 

（P<0.01）， while serum albumin levels decreased （P<0.01）. These changes were ameliorated in the treatment groups （P<0.05， P<

0.01）. Renal pathology revealed intact and orderly arranged glomeruli and renal tubules in the control group. In the model group， 

glomerular atrophy， widened mesangial areas， podocyte swelling， disordered renal tubular arrangement， and numerous casts were 

observed. Varying degrees of glomerular atrophy and disordered renal tubular arrangement were seen in the treatment groups. 

Specific protein assays revealed increased serum levels of kidney injury molecule-1（KIM-1） and α1-microglobulin （P<0.01）， and 

significantly decreased levels of E-cadherin， Podocin， and Nephrin in renal tissues （P<0.01）， along with a significant increase in 

transforming growth factor-β（TGF-β） （P<0.01） in the model group. In the treatment groups， serum KIM-1 and α1-microglobulin 

levels decreased， E-cadherin levels significantly increased （P<0.01）， and TGF-β levels significantly decreased （P<0.01）. Podocin 

and Nephrin levels increased in the high-dose group （P<0.05）. Additionally， intestinal mucosal atrophy， epithelial cell edema， 

decreased goblet cells， and multiple inflammatory infiltrations were observed in the model group. The sequencing results of gut 

microbiota demonstrate that ZGW can significantly ameliorate intestinal dysbiosis in rats， restore the abundance of beneficial 

bacteria， and exert a profound influence on the compositional profile of gut microbiota. Conclusion：： ZGW can alleviate renal 

injury in rats with nephrotic syndrome by improving gut microbiota and protecting the intestinal barrier.

［［Keywords］］ Zuogui Wan； nephrotic syndrome； gut microbiota； rats

肾病综合征（NS）是一种以大量蛋白尿、低白蛋

白血症、高脂血症和水肿为主要特征的肾脏疾病，

其发病机制通常与肾小球滤过屏障功能障碍有

关［1-2］。原发性 NS 在儿童中多发，我国为高发地区，

每年每 10 万例儿童中有 1.4~6.1 例患 NS［3］。NS 易

复发，常伴血栓形成、感染及急性肾损伤等严重并

发症［4］。当前临床管理以对症干预为主，主要包括

限钠、血压调控、水肿管理及并发症防治。针对原

发性 NS，糖皮质激素虽为一线治疗方案，但存在易

复发、激素依赖和不良反应多等局限性。而中医药

通过多成分、多靶点调控在 NS 治疗中展现出独特

优势，研究表明，中西医结合治疗可显著降低复发

风险、改善肾小球滤过率，并减少糖皮质激素用量，

为突破现有治疗瓶颈提供了新策略［5］。

NS 中医治疗根据其临床表现的不同，分别归属

于“水肿”“尿浊”“虚劳”等范畴。其病机复杂，总体

可概括为本虚标实。本虚以肺、脾、肾三脏功能虚

损为主，其中肾虚尤为关键，多因先天禀赋不足或

劳欲过度导致肾失封藏，精微下泄，发为蛋白尿［6］；
三脏功能失调，水湿内停，泛滥肌肤，发为水肿。标

实以湿热、瘀血为常见。水湿内停，郁而化热；久病

入络，气虚不运，血行不畅；邪阻经络，影响血脉运

行；水液外溢，津涸不运等，均可致瘀血阻络［7-8］。肾

阴亏虚，一则脉道失润，不能濡养他脏；二则虚火内

生，更灼阴精，热与湿合，酿生湿热；三则气化失司，

与肺脾功能失调相互影响，发为水肿。左归丸由明

代张介宾在《景岳全书》中创制，是张氏“阳中求阴”

理论的代表方剂，方中重用熟地黄为君，功专滋阴

补肾、填精益髓；山茱萸补养肝肾，涩精止遗；枸杞

子滋补肝肾，益精明目，二者共为臣药，助君药滋肾

养肝；山药健脾益肾，固精止泻，取“补后天以充先

天”之意；龟板胶、鹿角胶为血肉有情之品，峻补精

髓，龟板胶偏于滋阴，鹿角胶偏于温阳，于阴中求

阳，以阳生阴长，共佐君药填补真阴；菟丝子平补肝

肾，川牛膝补肝肾、强筋骨，兼能活血利水，引药下

行，共为使药。诸药合用，共奏滋阴补肾、填精益髓

之效，尤善填补下焦真阴，固摄精微。有研究表明，

左归丸对阿霉素引起的肾小球毛细血管损伤具有

保护作用，能够降低阿霉素 NS 大鼠模型 24 h 尿蛋

白含量［9］；还可增强 NS 模型大鼠肾小球的滤出功

能；并得出左归丸对阿霉素引起的大鼠 NS 模型具

有治疗作用 ，该作用可能与其调节核转录因子

（NF）-κB 信号通路有关的结论，但其具体机制尚不

明确。

综上所述，本研究通过 16S rDNA 测序评价左

归丸对阿霉素肾病模型大鼠肠道菌群的调节作用，

从肠道微环境的角度揭示左归丸改善 NS 的作用机

制及科学内涵。
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1 材料

1.1　试剂和仪器     肾损伤分子-1（KIM-1）、α1-微球

蛋白大鼠酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号分别为

E-EL-M3039、 IV7YD49XN7）；抗 E- 钙 黏 蛋

白（E-cadherin）抗体、抗转化生长因子 -β（TGF-β）抗
体、抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、阿利新

蓝（AB）染液、核固红染液、苏木素 -伊红（HE）染液

套装、马松（Masson）染液套装、过碘酸 -希夫反应

（PAS）染液套装（武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号分别为 GB15003、GB15003、GB15004、G1027、

G1035、G1003、G1006、G1008）；抗 足 突 蛋 白 质

（Podocin，英国 Affinity 公司，批号 DF8593）；抗肾病

蛋白（Nephrin，武汉三鹰生物技术有限公司，批号

22912-1-AP）；白蛋白（ALB）、血肌酐（SCr）、尿素、

胆固醇（TC）试剂盒［贝克曼库尔特实验系统（苏州）
有限公司生产，批号分别为 AU2‑2804、AU2‑2213、

AU2‑2542、AU2‑2447］；尿蛋白试剂盒（北京利德曼

生化股份有限公司，批号 24031406）。
D3024R 型快速微冻离心机（北京大龙兴创

实验仪器有限公司）；MX-F 型涡旋振荡器（南京泽

维尔生物科技有限公司）；JP-040S 型超声波清洗

机（深圳洁孟清洗设备有限公司）；Chemray 800 型

全自动生化分析仪（深圳雷杜生命科学股份有限

公司）；Nikon Eclipse E100 型光学显微镜（日本尼康

公司）；Leica UC7 型超薄切片机［徕卡显微系统

（上海）贸易有限公司］；Rayto RT-6000 型酶标仪（深

圳雷杜生命科学股份有限公司）；SVE-2 型垂直电泳

仪、转膜仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）；Ion 

Torrent ™ Genexus ™型 集 成 测 序 仪（美 国 Thermo 

Fisher Scientific公司）。
1.2　药物制备     左归丸饮片来源于湖北省中医院

中药房，饮片组成为熟地黄 24 g、山药 12 g、枸杞子

12 g、山萸肉 12 g、川牛膝 9 g、菟丝子 12 g、鹿角胶

12 g、龟板胶 12 g（生产批号分别为 2423120105、

202403023、 231226、 2424030108、 202403005、

C1291230171、2023101401、2023111601），药物经湖

北中医药大学成药研究所成焕波博士鉴定均符合

要求。研究参照《景岳全书》中的剂量比例，按 10 倍

浓度配制上述中药饮片。除鹿角胶和龟板胶外，其

他 6 种中药饮片在 3 000 mL 水中浸泡 1 h，加热煮

沸 ，小 火 煮 30 min，搅 拌 ，过 滤 。 随 后 二 煎 将

2 000 mL 水加入剩余中药中，煮沸 60 min，过滤。将

2 次过滤后的药液混合后，加入烊化鹿角胶和龟板

胶。将混合物浓缩得到相对密度在 1.08~1.10 的提

取物，然后将其喷雾干燥，得到干燥的提取物粉末，

干燥后的提取液在−20 ℃保存。以上操作均在湖北

省中医医院药剂科指导下完成。阿霉素注射用粉

剂购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司（批号

A183027，规 格 25 mg），用 生 理 盐 水 重 新 配 置 为

2 g∙L-1的液体待用。

1.3　 动 物     SPF 级 雄 性 SD 大 鼠 50 只 ，体 质 量

200 g，购 自 三 峡 大 学 实 验 动 物 中 心 ，合 格 证 号

SCXK（鄂）2022-0012。饲养于 SPF 级实验动物房

中 ，适 应 性 喂 养 1 周 ，环 境 温 度（22±1）℃ ，湿 度

40%~50%，12 h 黑暗/光照循环，自由饮水与进食。

1.4　伦理     本实验经湖北中医药大学实验动物伦

理委员会批准，伦理审查批号 HUCMS69900012，所

有操作均符合动物实验伦理要求。

2 方法

2.1　模型建立及给药     适应性喂养 1 周后，将大鼠

随机分为正常组，模型组，左归丸低、中、高剂量组，

每组 6 只。除正常组外，其余大鼠均经尾静脉注射

阿霉素，剂量为 6.5 mg∙kg-1，制备 NS 动物模型，造模

后第 7 天采集 24 h 尿液进行测量，24 h 尿液蛋白≥
100 mg 表明 NS 模型制造成功［10］。正常组大鼠给予

等量生理盐水，未见尾静脉扭曲肿胀现象。造模后

第 7 天开始给药，正常组和模型组每天 2 次灌胃

生理盐水 10 mL∙kg-1，左归丸低、中、高剂量组（50、

100、200 mg ∙ kg-1）每 天 给 予 2 次 左 归 丸 溶 液

10 mL∙kg-1 灌胃。各组大鼠按固定时间每日给药，

连续 8 周。

实验期间，观察大鼠的体质量、食量和饮水量。

实验结束后，所有小鼠用戊巴比妥钠注射处死后，

收集肾脏、大肠和血浆，等渗盐水冲洗，解剖左肾和

大肠组织，置于 4% 多聚甲醛固定液中，4 ℃固定

48 h，用于后续实验。留取大鼠中段粪便用于肠道

菌群分析。剩余组织装入低温瓶，在−80 ℃保存。

2.2　生化分析尿液指标     采用全自动生化分析仪

检测尿中 ALB、TC、BUN、SCr 和尿蛋白的含量。采

用相应的 ELISA 试剂盒检测 KIM-1、α1-微球蛋白

水平。

2.3　组织学观察肾组织     石蜡包埋的 4% 多聚甲醛

固定肾组织切片成 5 μm 厚的薄片，用 HE、PAS 和

Masson 三色染色。用 4% 多聚甲醛固定结肠组织，

用 HE 和 AB 染色。

2.4　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肾组

织蛋白     取每只大鼠剩余肾脏组织，加入放射免疫
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沉淀法（RIPA）蛋白裂解液（含蛋白酶和磷酸酶抑制

剂），组织匀浆，4 ℃裂解 30 min。收集所得液，在

4 ℃ 下 1 200 r·min-1 离 心 5 min（ 离 心 半 径

86.75 mm），用蛋白定量法（BCA）试剂盒测定蛋白

量。通过 10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）分离蛋白，并将其插入硝化纤维素

膜。将膜用 5% 牛血清白蛋白阻断 1 h，然后加入抗

E-cadherin、抗 Podocin、抗 Nephrin、抗 TGF- β、抗

GAPDH 抗体（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，之后与酶标

辣根过氧化物酶（HRP）-山羊抗兔抗体（1∶5 000）在
室温下孵育 1 h。用红外成像系统对图像进行扫描

和分析。

2.5　肠道菌群的 16s rDNA 测序     从大鼠盲肠粪便

中提取细菌总 DNA，使用带有 barcode 的特异引物

或 合 成 带 有 错 位 碱 基 的 融 合 引 物 对 16S rDNA 

V3~V4 区进行扩增，聚合酶链式反应（PCR）产物使

用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测扩增目的条带大小，并

用核酸纯化试剂盒纯化。测序得到的是 Pair-End

（PE）双端序列数据，对测得的 Fastq 数据进行质控

处理，最终得到优质的 Fasta 数据。根据 barcode 信

息对样品进行数据拆分，利用 Pear软件对 Fastq 数据

进行质控，去除含有模糊碱基、引物错配序列，对序

列进行修剪，去除序列中质量值低于 Q20 的碱基，

根据 paired-end reads 的 overlap 关系对两端序列进

行 拼 接（merge）处 理 ，最 小 overlap 设 置 为 10 bp，

P value 设置为 0.000 1，得到 Fasta 序列。采用 RDP 

Classifier 算 法 或 blast、uclust consensus taxonomy 

assigner 等方法对 OTU 代表序列进行比对分析，并

在各个水平（界、门、纲、目、科、属、种）注释其物种

信息。对各层级物种在各样本中的丰度进行统计，

基于得到的物种丰度统计信息，进行各比较组之间

的差异分析。

2.6　统计学分析     通过 GraphPad 10.1.2 对实验结

果进行统计分析，数据以 x̄ ± s 表示。当数据在正态

分布下方差相等时，采用单因素方差分析（ANOVA）。
对于不符合正态分布标准或方差不等的数据，使用非

参数检验。P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　左归丸对 NS 大鼠理化指标的影响     在 8 周的

药物干预后，与正常组大鼠比较，模型组大鼠体质

量显著降低（P<0.01），24 h 尿蛋白显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，各给药组体质量显著升高（P<

0.01），24 h 尿蛋白显著降低（P<0.01）。见表 1。

与正常组大鼠比较，模型组大鼠 SCr、BUN、胆固

醇显著升高（P<0.01），ALB显著降低（P<0.01）。与模

型组大鼠比较，左归丸低剂量组大鼠胆固醇显著降低

（P<0.01），其余指标差异无统计学意义；左归丸中、高

剂量组大鼠 SCr、BUN、胆固醇明显降低（P<0.05，P<

0.01），ALB显著升高（P<0.01）。见表 2。

由此可见，左归丸可以改善 NS 大鼠的体质量

降低，并显著改善 NS 大鼠的血清学指标，且高剂量

的药物浓度可能对大鼠治疗效果最佳。

3.2　左归丸对 NS 大鼠肾脏纤维化的影响     通过

HE、PAS、Masson 染色对各组大鼠肾脏组织进行观

察，发现正常组大鼠肾小球形态规则，大小均匀，肾

小管上皮完整，排列整齐。模型组大鼠肾小球肿胀

或萎缩，系膜区增宽，足细胞肿胀，肾小管上皮弥漫

性水肿，排列紊乱，管腔内可见大量管型，糖原沉积

明显。各给药组大鼠肾组织上述症状均呈不同程

表 1　左归丸对 NS 大鼠体质量和 24 h 尿蛋白的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　 Effect of Zuogui Wan on body weight and 24-hour urine 

protein in each group of rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/mg∙kg-1

50

100

200

体质量/g

332.00±7.16

284.30±12.111）

311.80±6.593）

327.00±6.873）

334.70±9.423）

24 h 尿蛋白/mg

17.80±6.11

239.20±48.121）

167.00±18.893）

138.50±14.123）

104.70±11.023）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 2-表 6 同）

表 2　左归丸对 NS 大鼠血清 SCr、BUN、胆固醇和 ALB 含量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Zuogui Wan on serum SCr， BUN， Cholesterol and ALB contents in each group of rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/mg∙kg-1

50

100

200

SCr/μmol∙L-1

7.72±1.24

17.78±2.481）

15.93±0.94

14.85±0.862）

12.12±1.183）

BUN/mmol∙L-1

6.90±1.10

17.67±2.101）

17.05±1.06

14.98±1.582）

11.72±0.813）

胆固醇/mmol∙L-1

1.20±0.86

2.28±0.211）

1.81±0.093）

1.61±0.103）

1.22±0.103）

ALB/g∙L-1

35.77±2.42

22.35±3.571）

25.35±2.16

29.05±2.283）

32.20±2.373）
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度减轻，肾小球轻度萎缩，肾小球囊腔增宽，肾小管

上皮较为完整，排列稍紊乱。Masson 染色显示，正

常组大鼠肾组织未见明显纤维化，与正常组比较，

模型组大鼠肾脏纤维化面积增加，与模型组比较，

左归丸中、高剂量组大鼠肾脏纤维化面积减少。各

组大鼠肾组织病理观察结果见图 1、表 3。

3.3　左归丸对 NS 大鼠肾脏特异性蛋白的影响     与

正常组比较，模型组大鼠血清中 KIM-1 和 α1-微球

蛋白显著升高（P<0.01）。与模型组比较，左归丸各

剂量组中 KIM-1 和 α1-微球蛋白的血清含量明显降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 4。

对大鼠肾脏组织进行 Weatern blot检测发现，与

正常组比较，模型组的 E-cadherin、Podocin、Nephrin

显著降低（P<0.01），TGF-β显著升高（P<0.01）；与模

型 组 比 较 ，各 给 药 组 的 E-cadherin 显 著 升 高（P<

0.01），TGF-β显著降低（P<0.01），药物浓度越高效

果越明显，左归丸高剂量组的 Podocin、Nephrin 明显

升高（P<0.05）。见表 5、图 2。

3.4　左归丸对 NS 大鼠肠道屏障的保护作用     基于

之前的结果，选取了剂量为 200 mg∙kg-1的左归丸水

煎剂作为后续实验的药物剂量。HE 和 AB 染色结

果显示，正常组大鼠肠组织结构完整，上皮细胞排

注：A.正常组；B.模型组；C-E.左归丸低、中、高剂量组（图 2 同）
图 1　左归丸对各组大鼠肾脏纤维化的影响  （×40）
Fig. 1　Effect of Zuogui Wan on kidneys renal fibrosis of rats in each group （×40）

表 5　左归丸对 NS 大鼠 E-cadherin、TGF-β、Podocin、Nephrin 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Zuogui Wan on expression of E-cadherin， TGF-β， Podocin and Nephrin in NS Rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/mg∙kg-1

50

100

200

E-cadherin/GAPDH

0.86±0.04

0.31±0.031）

0.39±0.033）

0.71±0.023）

0.74±0.033）

TGF-β/GAPDH

0.37±0.02

1.20±0.021）

1.09±0.073）

0.81±0.083）

0.58±0.093）

Nephrin/GAPDH

0.69±0.01

0.56±0.021）

0.58±0.02

0.58±0.02

0.60±0.032）

Podocin/GAPDH

0.94±0.04

0.70±0.021）

0.70±0.01

0.71±0.01

0.73±0.032）

表 3　 左 归 丸 对 NS 大 鼠 肾 纤 维 化 面 积 和 糖 原 沉 积 程 度 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Zuogui Wan on renal fibrosis area and glycogen 

deposition degree in each group of rats （x̄± s，n=6） %

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/mg∙kg-1

50

100

200

肾纤维化面积

3.37±1.32

20.99±3.981）

18.65±2.43

10.19±2.263）

4.86±1.443）

糖原沉积程度

5.91±1.93

24.65±4.741）

21.24±3.16

13.14±2.483）

7.33±1.133）

表 4　左归丸对 NS 大鼠血清 KIM-1、α1 微球蛋白的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Zuogui Wan on serum KIM-1 and 

α1-microglobulin in each group of rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/mg∙kg-1

50

100

200

KIM-1/ng∙L-1

0.62±0.08

4.21±0.161）

3.81±0.123）

3.23±0.133）

1.94±0.153）

α1 微球蛋白/mg∙L-1

11.80±2.31

61.13±2.151）

58.37±1.332）

46.45±1.253）

23.97±1.583）
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列紧密规则，肠腺体数量丰富、排列规则，可见大量

杯状细胞，黏液层较厚，散在少量免疫细胞分布。

模型组大鼠肠黏膜萎缩变薄，上皮细胞水肿、排列

紊乱，细胞间隙增宽，肠腺体萎缩，杯状细胞数量显

著减少，黏膜层较多炎性细胞聚集浸润。左归丸组

大鼠肠组织结构较为完整，上皮细胞排列较为紧密

规则，杯状细胞数量轻微减少，伴轻度炎性细胞浸

润。见图 3、表 6。

3.5　左归丸改善 NS 大鼠肠道菌群失调     

3.5.1　测序结果质量分析     物种累积曲线是用于

调查样本的物种组成和预测样本中物种丰度的有

效工具，被广泛用于样本量是否充分的判断及物种

丰富度的估计。在本研究中，物种累积曲线图的曲

线末端上升趋势趋于平缓，提示采样率足够，可进

行后续数据分析。

3.5.2　多样性分析     采用 α-多样性指数，对 Chao1

指数、Observed species 指数、Shannon 指数、Simpson

指数和 PD whole tree 指数进行分析，量化各组小鼠

肠道微生物组的微生态多样性。3 组大鼠的相关指

数未出现显著变化，说明正常组、模型组与左归丸

组大鼠肠道菌群组成的丰富度和均匀度相当。见

增强出版附加材料。

对于肠道微生物组的 β多样性，进行了主坐标

分析（PCoA）和非度量多维尺度图（NMDS）。左归

丸组大鼠的肠道微生物群与模型组大鼠的肠道微

生物群物种组成存在显著差异，说明左归丸干预显

著改变了 NS 小鼠的肠道菌群结构。

3.5.3　肠道菌群差异组分分析     通过分类学分析，

量化 3 组大鼠之间的肠道微生物区系的相对丰度。

在 门 水 平 上 ，厚 壁 菌 门（Firmicutes）、拟 杆 菌 门

（Bacteroidota）、营养螺旋菌门（Campilobacterota）、
还 原 菌 门（Desulfobacterota）、放 线 菌 门

（Actinobacteriota）在粪便样品中占主导地位，阿霉

素干预后这些门水平菌无明显变化，左归丸可以上

调 NS 大鼠拟杆菌门、营养螺旋菌门、还原菌门、放

线菌门水平，下调厚壁菌门水平。在科水平上，拉

克 诺 螺 旋 菌 科（Lachnospiraceae）、普 雷 沃 菌 科

（Prevotellaceae）、乳杆菌科（Lactobacillaceae）、墨里

菌 科 （Muribaculaceae） 、 摇 螺 菌 科

（Oscillospiraceae） 、 幽 门 螺 杆 菌 科

（Helicobacteraceae）、牛梭菌科（Ruminococcaceae）、
拟杆菌科（Bacteroidaceae）在粪便样品中占主导地

位，左归丸的干预可以上调普雷沃菌科、幽门螺杆

菌科，下调拉克诺螺旋菌科、乳杆菌科水平。在属

水 平 上 ，乳 杆 菌 属（Lactobacillus）、墨 里 菌 科

（Muribaculaceae）、拉 克 诺 螺 旋 菌 科 NK4A136 组

（Lachnospiraceae NK4A136 group）、异普雷沃菌属

（Alloprevotella）、幽门螺杆菌属（Helicobacter）、普雷

沃菌属（Prevotella）在粪便样品中占主导地位，左归

丸的干预可以上调幽门螺杆菌属、异普雷沃菌属，

下调乳杆菌属、拉克诺螺旋菌科 NK4A136 组和普雷

沃菌属水平。

3.5.4　线性判别分析效应大小（LEfSe）分析结果       

    肠道菌群进行 LEfSe分析发现，3 组之间在菌群结

构上存在明显差异。按照 LDA>3，正常组富集了

15 个物种，模型组富集了 11 个物种，左归丸组富集

了 48 个物种。其中 LDA>4 的物种，正常组主要有

图 2　各组大鼠肾脏特异性蛋白的蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of specific proteins in kidneys of rats in 

each group

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 左归丸高剂量组；黑色箭头为杯状

细胞；黄色箭头为炎症细胞；蓝色箭头为肠上皮细胞水肿，排列紊

乱；绿色箭头为黏液层

图 3　左归丸对各组大鼠肠道切片的影响  （HE，×10；AB，×10）
Fig. 3　 Effect of Zuogui Wan on intestinal pathological sections of 

rats in each group （HE，×10；AB，×10）
表 6　左归丸对各组大鼠 AB 染色后杯状细胞数量的影响  （x̄ ± s，n=6）

Table 6　 Effect of Zuogui Wan on number of goblet cells after AB 

staining in rats of each group （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

左归丸高剂量组

杯状细胞/个

8 013±1 021

2 731±6601）

6 927±8083）
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厚壁菌门（Firmicutes）、梭菌纲（Clostridia）、罗氏菌

属（Roseburia），模 型 组 主 要 有 拉 克 诺 螺 旋 菌 科

（Lachnospiraceae） 、 拉 克 诺 螺 旋 菌 目

（Lachnospirales）、肠道宏基因组（gut_metagenome）、
乳杆菌科（Lactobacillaceae），左归丸组有异普雷沃

菌 属 （Alloprevotella） 、 弯 曲 菌 目

（Campylobacterales）、弯曲菌门（Campilobacterota）、
啮 齿 动 物 幽 门 螺 杆 菌（Helicobacter_rodentium）、
幽 门 螺 杆 菌 属（Helicobacter）、幽 门 螺 杆 菌 科

（Helicobacteraceae）、弯曲菌纲（Campylobacteria）葡
萄 球 菌 目（Staphylococcales）、葡 萄 球 菌 科

（Staphylococcaceae）、放线菌门（Actinobacteriota）、
放 线 菌 纲（Actinobacteria）、棒 状 杆 菌 目

（Corynebacteriales） 、 棒 状 杆 菌 属

（Corynebacterium） 、 棒 状 杆 菌 科

（Corynebacteriaceae） 、 缓 慢 葡 萄 球 菌

（Staphylococcus_lentus） 、 葡 萄 球 菌 属

（Staphylococcus）。见增强出版附加材料。

4 讨论

目前针对 NS 的治疗手段较多，但仍以对症干

预为主，主要包括限钠、血压调控、水肿管理及并发

症防治 ，长期疗效不佳与复发率高仍是临床难

点［11］。中医药通过多成分、多靶点调控在 NS 治疗

中展现出独特优势。研究表明，中西医结合治疗可

显著降低复发风险、改善肾小球滤过率，并减少糖

皮质激素用量，为突破现有治疗瓶颈提供了新策

略［5］。本研究发现，左归丸可显著降低 24 h 尿蛋白、

血清 SCr、BUN、胆固醇等指标，同时提升血清 ALB

水平，提示其在改善肾功能、调节机体蛋白与脂类

代谢方面具有潜在优势。

NS 作为一种以肾小球滤过屏障损伤为主要病

理基础的疾病，其发生与发展过程中伴随着肾小管

上皮结构破坏、足细胞损伤及肾间质纤维化等多重

病理改变。在本研究中，组织病理结果显示其可有

效缓解肾小球及肾小管的结构损伤，抑制纤维化过

程。近年来，特异性蛋白标志物在评估肾组织损伤

状况及监测治疗干预效果方面的应用价值愈发受

到重视。KIM-1 是一种Ⅰ型跨膜糖蛋白，在近端肾

小管上皮细胞损伤后特异性高表达［12］。MORI等［13］

发现，KIM-1 还可介导近端肾小管（PT）摄取棕榈酸

（PA）结合的 ALB，导致管状损伤增强，促进间质炎

症和纤维化，以及继发性肾小球硬化。金婷婷等［14］

发现人血清 KIM-1 与脓毒症急性肾损伤患者的病

情呈正相关。α1-微球蛋白是肝脏合成的一种低分

子量蛋白，正常情况下经肾小球滤过后可被肾小管

上皮细胞近乎完全重吸收。血清 α1-微球蛋白含量

的升高可反映肾小球滤过功能损害，同时可反映肾

损害的严重程度［15］。E-cadherin 是一种钙依赖性的

细胞黏附分子，在维持肾小管上皮细胞极性和结构

完整性中起着重要作用，并与上皮-间质转化（EMT）
密切相关［16］。近端肾小管上皮细胞中 E-cadherin 的

缺失会增加 α3β1 整合素的表达，而 α3β1 整合素在

TGF- β 诱导的肾脏促纤维化过程中起着关键作

用［17］。TGF-β被广泛认为是介导肾间质纤维化的核

心细胞因子之一，其过度表达可激活 Smad 信号通

路，促进肾小管上皮细胞表型转化、胞外基质沉积

和成纤维细胞增殖，最终导致肾脏结构重塑和功能

下降。此外 ，TGF- β/Smad 通路还可以调控多种

miRNA 和 lncRNA 促进肾脏纤维化［18］。Podocin 与

Nephrin 是足细胞特异性蛋白，构成足突之间的裂孔

膜，是肾小球选择性滤过功能的分子基础。本研究

表明，左归丸可以显著降低血清中 KIM-1 和 α1 微球

蛋 白 水 平 ，升 高 大 鼠 肾 脏 E-cadherin 水 平 ，降 低

TGF-β水平，对 Podocin、Nephrin 蛋白水平亦有一定

升高作用，但具体疗效还需进一步探索。

肠道菌群在宿主健康中发挥着重要作用，健康

人体肠道中的微生物群是一个复杂的群落，由超过

100 万亿个微生物细胞组成［19］。在健康状态下，这

些微生物与宿主共生，调节免疫系统，抵御病原体，

调节碳水化合物和脂质的内源性代谢，从而有助于

营养平衡［20］。若因机体内外环境变化使肠道稳态

失衡，菌群紊乱失调，则可能导致疾病的发生。

本研究肠道菌群分析显示，在门水平上，左归

丸可以上调拟杆菌门和放线菌门水平，他们是机体

肠道菌群的重要组成部分［21］。拟杆菌门作为膳食

纤维代谢的核心菌群，可以通过代谢膳食纤维生成

短链脂肪酸（如丙酸）来增强肠道屏障功能，从而改

善 NS 相关的脂代谢紊乱［22-24］。放线菌门在维持肠

道通透性、下调炎症过程及直接参与神经发生机制

方面发挥着至关重要的作用［25］。而厚壁菌门的下

调与拟杆菌门的上调可以使厚壁菌门与拟杆菌门

的比值（F/B 值）降低，高 F/B 值可能与肥胖、炎症相

关，降低这一比值，从而改善代谢紊乱，这与实验结

果中提到的脂代谢改善一致［26］。在科水平上，普雷

沃菌科［27］可以降解混合高纤维饮食个体的复杂多

糖，通过降解黏液层多糖生成琥珀酸，从而促进肠

道屏障修复，且拥有富含普雷沃氏菌的肠道微生物

组可以降低胆固醇水平。幽门螺杆菌科的上调则
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可能归因于其共生菌株（如啮齿动物幽门螺杆菌）
的益生功能，通过竞争性抑制致病菌定植，减少细

菌移位风险［28］。而乳杆菌科与拉克诺螺旋菌科的

下调，可能反映左归丸对 NS 大鼠过度免疫激活状

态的纠正。乳杆菌科［29-30］的下调可能通过改善辅助

性 T 细胞 17（Th17）/调节性 T 细胞（Treg）轴失衡，减

少肠道炎症；乳杆菌物种通过竞争性排除肠道的机

会性病原体来抑制病原体的附着及通过产生乳酸、

乙酸、丙酸、细菌素和活性氧等直接杀死病原体来

发挥微生物作用［31］。拉克诺螺旋菌科 NK4A136 组

是厚壁菌门中毛螺菌科的一个菌群，在肠道微生物

群中具有重要作用，尤其是在短链脂肪酸的生成和

肠道屏障功能的维护方面［32］。其丰度的减少则可

能反映了左归丸通过特定干预对菌群进行的动态

调整，整体上肠道菌群经干预后多样性和丰富性得

到了改善。在属水平上，异普雷沃菌属的显著上调

与普雷沃菌属的下调形成鲜明对比，揭示科内菌属

功能的异质性。普雷沃氏菌属具有促进蛋白质与

碳水化合物分解的作用，通常与慢性炎症的发生、

发展相关［33］。有研究发现，普雷沃氏菌属丰度的升

高与 Th17 介导的慢性炎症有正相关性［34］。在普雷

沃菌科科水平整体上调的背景下，普雷沃菌属却显

著下调，提示左归丸可能选择性抑制促炎性菌株，

同时保留或促进科内其他有益菌属的代谢功能，体

现其对菌群生态的精细调控。

对肠道菌群进行 LEfSe 分析发现，左归丸组优

势菌种在门水平上可分别归为拟杆菌门、厚壁菌

门、变形菌门和放线菌门，都是肠道菌群的主要组

成部分，其中变形菌门的丰度变化通常被认为是肠

道微生物群落结构不稳定或生态失调的标志［35］。

优势菌种中的弯曲菌属及其下属弯曲菌纲、弯曲菌

目均属于变形菌门，弯曲菌感染小鼠的免疫病理学

后 遗 症 是 由 于 细 菌 脂 寡 糖 诱 导 的 Toll 样 受 体 4

（TLR4）依赖性免疫反应［36］。由此可见，左归丸处

理后的大鼠肠道菌群变化，可能通过改善脂质代

谢，增强肠道屏障功能及改善免疫微环境，从而预

防大鼠的 NS。

肠道菌群及其代谢物可以直接或间接参与机

体的能量代谢与物质转运，影响宿主的生长、发育，

与中医理论中的“肾为先天之本，主司生长发育”理

论不谋而合。肾失封藏，则精微下泄；肠腑失司，则

湿毒上泛。有研究证明，肾阴虚时肠道菌群及其代

谢产物发生紊乱 ，肠道菌群的稳定性受到了影

响［37］。左归丸作为“滋补肾阴”的经典方剂，通过上

下调节肠道菌群来“扶正祛邪”“攻补兼施”，恰是中

医“阴阳调和”理论的微观体现。本研究从“肠肾

轴”视角揭示了左归丸治疗 NS 的系统性机制。一

方面，其通过修复肠道菌群生态减少肠源性毒素对

肾脏的持续攻击；另一方面，他直接作用于肾脏局

部微环境，调控足细胞完整性及纤维化进程。左归

丸通过“扶正祛邪 -菌群调节 -肾脏保护”这种“菌群 -

代谢-免疫”多维调控网络，重塑肠道菌群生态，重建

“先天之精”（肾脏功能）与“后天之精”（肠道微生

态）的交互平衡。但本研究尚存在一定不足，如缺

乏对菌群功能的宏基因组水平验证、未检测菌群代

谢产物与肾脏靶点的直接关联（如短链脂肪酸受体

表达）、未验证关键菌群移植的因果性等，这些仍需

通过代谢通路分析、粪菌移植等实验进一步验证。

5 结论

左归丸可显著改善 NS 大鼠的临床生理和生化

指标，减轻 NS 大鼠肾小球及肾小管结构损伤，抑制

肾组织的纤维化进程，恢复肾脏形态的完整性。左

归丸处理后 NS 大鼠肾组织中 KIM-1、α1微球蛋白和

TGF-β表达水平显著下降，而 E-cadherin、Podocin 和

Nephrin 表达水平升高，提示其在保护肾小管上皮细

胞结构、维持足细胞裂孔膜完整性及抑制上皮-间质

转化方面发挥了积极作用。在肠道层面，左归丸显

著改善 NS 大鼠肠屏障的损伤，有效调节 NS 大鼠菌

群，上调拟杆菌门、放线菌门、幽门螺杆菌科、异普

雷沃菌属等有益菌群的丰度，下调厚壁菌门、拉克

诺螺旋菌科、乳杆菌属等潜在致炎或促病菌群，可

能通过降低 F/B 值、优化菌群代谢网络来改善宿主

的免疫代谢状态。
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