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益肾通络方对膜性肾病大鼠的肾保护作用及对
AMPK/mTOR/ULK1 信号通路的影响
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［摘要］ 目的：通过观察益肾通络方对膜性肾病大鼠自噬相关蛋白的影响，探讨其对膜性肾病大鼠肾脏保护作用的可能

分子机制。方法：80 只 SD 大鼠随机抽取 20 只设为正常组，其余大鼠均采用预免疫和尾静脉注射阳离子化牛血清白蛋白

（C-BSA）的方法制作膜性肾病大鼠模型。将模型复制成功的 SD 大鼠随机分为模型组，盐酸贝那普利组（10 mg·kg-1）及益肾通

络方低、中、高剂量组（6.61，13.22，26.44 g·kg-1），给予相应剂量的药物灌胃，每天 1 次，连续灌胃 4 周。灌胃结束后，检测大鼠血

浆白蛋白（ALB），甘油三酯（TG），胆固醇（TC），血肌酐（SCr），尿素氮（BUN），24 h 尿蛋白（UTP）定量指标的变化；苏木素-伊红

（HE）染色、马松（Masson）染色、碘酸六胺银（PASM）染色及透射电镜下观测肾脏病理形态改变；免疫荧光法检测肾小球中免

疫球蛋白（Ig）G 和补体 C3 的沉积；免疫组化（IHC）法观察自噬标志蛋白 Beclin-1，微管相关蛋白轻链 3Ⅱ（LC3Ⅱ），p62 蛋白的

表达情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测腺苷酸活化蛋白激酶/雷帕霉素靶蛋白/Unc-51 样激酶 1（AMPK/mTOR/ULK1）
信号通路相关蛋白的表达情况。结果：与正常组比较，模型组大鼠 UTP 水平显著升高（P<0.01），血清中 TG，TC 水平显著升高

（P<0.01），ALB 水平显著下降（P<0.01）；肾小球结构紊乱，体积增大，基底膜可见不同程度增厚和部分肾小管空泡样变性，大量

胶原纤维和嗜复红蛋白沉积，足细胞足突广泛融合，肾小球毛细血管襻 IgG 和补体 C3 弥漫性沉积；自噬标志蛋白 Beclin-1，

LC3Ⅱ表达显著降低（P<0.01），p62 蛋白表达显著升高（P<0.01）；磷酸化 -腺苷酸活化蛋白激酶（p-AMPK）蛋白表达显著降低

（P<0.01），磷酸化-雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR），磷酸化-Unc-51 样激酶 1（p-ULK1）蛋白表达显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

益肾通络方各剂量组、盐酸贝那普利组大鼠 TG，TC，UTP 水平均有不同程度降低（P<0.05，P<0.01），ALB 水平显著升高（P<

0.01），血清 SCr，BUN 水平均差异无统计学意义；肾脏病理损害不同程度减轻；自噬标志蛋白 Beclin-1，LC3Ⅱ表达水平不同程

度升高（P<0.05，P<0.01），p62 蛋白表达不同程度降低（P<0.05，P<0.01）；p-AMPK 蛋白表达水平不同程度升高（P<0.05，P<

0.01），p-mTOR，p-ULK1 蛋白表达水平不同程度降低（P<0.05，P<0.01）。结论：益肾通络方对膜性肾病大鼠具有肾脏保护作

用，其机制可能与调控 AMPK/mTOR/ULK1 信号通路相关蛋白的表达，激活自噬有关。
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［Abstract］ Objective： To observe the effects of Yishen Tongluo prescription（YTP）on autophagy-

related proteins in rats with membranous nephropathy（MN）and explore its possible molecular mechanism in

protecting the kidney. Method：Twenty of 80 Sprague-Dawley（SD）rats were randomly selected as the normal

control，and the rest rats were pre-immunized and injected with cationized bovine serum albumin（C-BSA）
through the tail vein to induce MN. The SD rats that were successfully modeled were randomized into the model

group，benazepril hydrochloride group（10 mg·kg-1），and low-（6.61g·kg-1），medium-（13.22 g·kg-1），and

high-dose（26.44 g·kg-1）YTP groups，and administered with the corresponding drugs by gavage，once a day，

for four consecutive weeks. Then the changes in such quantitative indicators as plasma albumin（ALB），

triglyceride（TG），total cholesterol（TC），serum creatinine（SCr），blood urea nitrogen（BUN），and 24-hour

urinary total protein（UTP）were detected， followed by hematoxylin and eosin（HE） staining，Masson's

trichrome staining，and periodic Schiff-methenamine（PASM）staining for observing the pathological changes in

kidney under the transmission electron microscope（TEM）. The deposition of immunoglobulin G（IgG）and

complement 3（C3）in the glomerulus was detected by fluorescence immunoassay. The expression levels of

autophagy marker proteins Beclin-1，microtubule-associated protein light chain 3Ⅱ（LC3Ⅱ），and p62 were

measured by immunohistochemistry（IHC），and those of related proteins in the adenosine monophosphate-

activated protein kinase / mechanisic target of rapamycin/Unc-51-like kinase 1（AMPK/mTOR/ULK1）signaling

pathway were determined by Western blot assy. Result： Compared with the normal group，the model group

exhibited significantly increased UTP（P<0.01）and serum TG and TC（P<0.01），decreased ALB（P<0.01），
disordered glomerular structure，enlarged volume，thickened basement membrane，vacuolated renal tubules，

excessively deposited collagen fibers and fuchsinophilic proteins，extensively fused podocyte foot processes，

and diffusely deposited IgG and C3 in glomerular capillary loops. Besides，the expression levels of Beclin-1，

LC3II，and phosphorylated AMPK（p-AMPK）decreased（P<0.01），while those of p62，phosphorylated mTOR

（p-mTOR），and phosphorylated ULK1（p-ULK1）increased（P<0.01）. The comparison with the model group

revealed that the TG，TC，and UTP levels in the low-，medium-，and high-dose YTP groups and the benazepril

hydrochloride group were reduced to varying degrees（P<0.05，P<0.01），whereas the ALB level was increased

（P<0.01）. There was no statistically significant difference in SCr or BUN level. The pathological damages were

alleviated. The expression levels of Beclin-1，LC3Ⅱ，and p-AMPK were up-regulated（P<0.05，P<0.01），
while those of p62，p-mTOR，and p-ULK1 were down-regulated（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：YTP protects

the kidney of rats with MN possibly by regulating related proteins in the AMPK/mTOR/ULK1 signaling pathway

and activating the autophagy.

［Key words］ Yishen Tongluo prescription；membranous nephropathy（MN）； autophagy； adenosine

monophosphate-activated protein kinase /target of rapamycin/Unc-51-like kinase 1（AMPK/mTOR/ULK1）
signaling pathway

膜性肾病（MN）是肾小球的一种非炎性自身免

疫性疾病，主要的病理表现为免疫复合物在肾小球

毛细血管壁的上皮下沉积并伴有基底膜弥漫性增

厚［1］。流行病学显示，MN 的发病率为每年 1/10 万，

其高峰出现在生命的第 4~5 个 10 年［2］。MN 病程

长，病情迁延难愈，尽管约 1/3 的患者会自发缓解，

但仍有 30%~40% 的患者会在 5~15 年内发展为终末

期肾脏疾病［3］。有关 MN 的治疗，目前尚无特效药，

激素、免疫抑制剂及细胞毒类药仍是临床上常用的

药物，这些药物往往伴随着一些不良反应，药物的

远期疗效尚有待于评估。因此，寻求更多安全有效

的治疗药物是十分必要的。

自噬是一种普遍存在于真核细胞中高度保守

且复杂的分解代谢过程，在饥饿、感染、缺血缺氧等

因素刺激下被激活促使溶酶体吞噬受损细胞器或

胞质成分，以维持细胞内外环境稳态。正常情况

下，足细胞保持较高的基础自噬水平。研究发现自

噬异常参与了 MN 的发生发展［4］。临床肾组织活检

表明 MN 患者体内自噬小体数目明显减少，同样

MN 大鼠足细胞自噬活性减弱加速了细胞结构损伤

··58



第 27 卷第 12 期
2021 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 12

Jun. ，2021

和蛋白尿的发生［5-6］。自噬的调控机制十分复杂，目

前普遍认为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）是自

噬调控的关键负性调节因子，可通过磷酸化 Unc-51

样激酶 1（ULK1）复合物影响自噬发生［7］。腺苷酸

活化蛋白激酶（AMPK）是 mTOR 的重要上游调控因

子 ，AMPK 可 通 过 降 低 mTOR 活 性 促 进 自 噬［8］。

AMPK/mTOR/ULK1 信号通路，可升高肾脏自噬水

平，减轻肾脏损伤。

近年来多项研究表明中医药治疗 MN 具有较好

的疗效。一项 Meta 分析表明中药复方联合西医激

素及免疫抑制剂规范治疗，可有效缓解 MN 病情，提

高临床疗效，减少西药不良反应的发生［9］。益肾通

络方是檀金川教授总结 30 余年的临床实践经验，根

据 MN 的发病特点，提出“正虚邪伏，邪伏肾络”的新

观点，在此病机指导下提出扶正祛邪、化瘀通络的

治则，创立益肾通络方，主要由黄芪，炙淫羊藿，土

茯苓，积雪草，当归，莪术，地龙，穿山龙，全蝎，水蛭

组成，具有补脾益肾、化瘀通络的功效，治疗 MN 已

经取得较好的临床疗效［10-11］。动物实验表明，益肾

通络方能维持 MN 大鼠足细胞结构的完整性，显著

降低尿蛋白排泄率，缓解肾脏损伤［12-13］。前期预实

验结果证实益肾通络方可调控 MN 大鼠细胞自噬水

平，保护肾功能。本研究以 AMPK/mTOR/ULK1 信

号通路为研究方向，进一步探讨益肾通络方对 MN

肾脏自噬的影响及潜在的分子机制，以期为防治

MN 提供更多的科学依据。

1 材料

1.1 动物 SPF 级的雄性 SD 大鼠 80 只，8 周龄，体

质量（180±20）g，由河北医科大学实验动物中心提

供，动物合格证号 SCXK（冀）2018-004，饲养于河北

中医学院实验动物中心 SPF 级动物实验室，经由河

北中医学院动物伦理委员会批准，伦理审查编号为

DWLL2020046。

1.2 药品及试剂 益肾通络方（黄芪 20 g，炙淫羊

藿 20 g，土茯苓 15 g，积雪草 15 g，当归 12 g，莪术

12 g，地龙 12 g，穿山龙 15 g，全蝎 6 g，水蛭 9 g），由
广东一方制药有限公司按比例配制，提供中药配方

颗 粒（ 批 号 分 别 为 5063231，5052073，5060451，

4073481，4114238，4114217，5044321，5062171，

5061852，5061675），配 成 生 药 量 分 别 为 0.661，

1.322，2.644 g·mL-1的中药混悬液，用蒸馏水充分溶

解，收集在无菌的玻璃瓶中，4 ℃冰箱保存备用。盐

酸 贝 那 普 利 片（北 京 诺 华 制 药 有 限 公 司 ，批 号

H20030514）；阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA，美国

Chondrex 公司，批号 190203）；弗氏不完全佐剂（美

国 Sigma 公司，批号 SLCB8385）；总胆固醇（TC），甘
油三酯（TG），白蛋白（ALB），肌酐（SCr），尿素氮

（BUN），24 h 尿蛋白（UTP）测定试剂盒（南京建成生

物工程研究所，批号分别为 20180807，20180810，

20180614，20181003，20190515，20180706）；兔抗免

疫球蛋白（Ig）G（H+L）异硫氰酸荧光素（FITC）抗体

（美国 Invitrogen 公司，批号 A18746）；兔来源一抗磷

酸化（p）-AMPK，p-mTOR，p-ULK1，微管相关蛋白

轻链 3Ⅱ（LC3Ⅱ），Beclin-1，p62（美国 Affinity 公司，

批 号 分 别 为 AF3423，AF33008，AF3642，AF5402，

AF5128，AF5384）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（中杉

金桥生物有限公司，批号 16AF0207）；二抗（美国

Santa Cruz Biotechnology 公司，批号 SC2357）；苏木

素-伊红（HE）染色液，马松（Masson）染色液，碘酸六

胺银（PASM）染色液（北京索莱宝科技有限公司，批

号分别为 G1120，G1345，G1790）；锇酸（成都贝斯特

试剂有限公司，批号 B00427002）。
1.3 仪器 7170A 型全自动生化仪，H-7650 型透射

电镜（日本日立公司）；721 型尿蛋白（24 h）分光光度

计（上海第三分析仪器厂）；Multiskan FC 型全波长

酶标分析仪（美国 Thermo 公司）；CM3050 型冷冻切

片机（德国莱卡公司）；BX53 型显微镜（日本奥林巴

斯公司）；Mini-PROTEAN 型电泳系统，Mini Trans-

Blot 转 移 系 统（ 美 国 伯 乐 公 司 ）；Kodak Image

Station 2000MM 成像系统（美国 Kodak 公司）。
2 方法

2.1 动物分组及模型制备 健康的 80 只雄性 SD

大鼠适应性喂养 1 周，尿蛋白试纸测试阴性，按照系

统随机法分为正常组 20 只和造模组 60 只，参照改

良 BORDER 等［14］预免疫与尾静脉注射 C-BSA 的方

法制备 MN 大鼠模型。预免疫时，将 0.5 mL 的质量

浓度为 2 mg·L-1 的 C-BSA 与等体积的弗氏不完全

佐剂充分混匀，使之充分乳化，于大鼠的双腋下、双

腹股沟进行多点皮下注射，每次 0.3 mL，隔日 1 次，

注射 3 次，预免疫 1 周。正式免疫时，将质量浓度为

2 mg·L-1的 C-BSA 与等量的磷酸盐缓冲液（PBS）完
全混匀后进行尾静脉注射，每次 0.5 mL，每周 3 次，

隔日 1 次，连续注射 4 周。正常组大鼠在注射的相

同时间点注射同等体积的生理盐水。注射结束后，

检测每只大鼠的 UTP 水平，UTP≥20 mg 作为模型制

备成功的标准，并随机抽取造模组和正常组 SD 大

鼠各 2 只，于光镜、电镜下观察肾脏病理学改变，免

疫荧光显示 IgG 和补体 C3 沿肾小球毛细血管襻沉
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积以确保造模成功［15］。将模型复制成功的 SD 大鼠

按照随机数字表法分为模型组、益肾通络方高中低

剂量组、盐酸贝那普利组，每组均保留 10 只。

2.2 给药方法及标本采集 造模成功后，正常组及

模型组均按照 10 mL·kg-1 体积给予蒸馏水灌胃；益
肾通络方低、中、高剂量组分别给予相应剂量的中

药溶液灌胃，按照成人等效剂量折算系数，以成人

剂量的 6.25 倍为中剂量，益肾通络方低、中、高各给

药剂量为 6.61，13.22，26.44 g·kg-1，给药前均用蒸馏

水制备成不同浓度的中药混悬液，按照 10 mL·kg-1

体积灌胃；盐酸贝那普利组给药剂量为 10 mg·kg-1，

给药前将研磨成细末的药物溶于蒸馏水 ，按照

10 mL·kg-1 体积灌胃；每日 1 次，连续 4 周。灌胃结

束后，代谢笼内留取大鼠 24 h 尿液，记录尿量，

1 000 r·min-1离心 3 min（离心半径 6 cm，下同），取上

清液分装离心管保存备用；禁食水 12 h 后予异氟烷

吸 入 麻 醉 后 迅 速 开 腹 ，腹 主 动 脉 取 血 ，4 ℃ ，

3 500 r·min-1 离心 10 min，分离血清，分装冻存管置

于-80 ℃冰箱保存备用；迅速分离大鼠双肾脏，用

PBS 冲洗 2 次置于冰袋上，右肾切取一部分肾皮质

置于冻存管，先放于液氮中，再转移至-80 ℃冰箱保

存备用；左肾切取一部分肾皮质放于 4% 多聚甲醛

中，室温固定 48 h 备用；一部分肾皮质放于被生理

盐水湿润的无菌纱布上，4 ℃冷藏备用；一部分肾皮

质放于 4 ℃预冷的 2.5% 戊二醛中，4 ℃冷藏备用。

2.3 指标检测及检测方法

2.3.1 血液生化指标及 UTP 定量的检测 严格按

照试剂盒要求使用全自动生化分析仪检测大鼠血

清中 BUN，SCr，ALB，TC，TG 的含量，采用双缩脲

比色法检测 UTP 定量。

2.3.2 HE，Masson，PASM 染色及透射电镜下观察

肾脏组织病理学改变 4% 的多聚甲醛固定肾皮质

48 h 后，石蜡包埋切片，分别进行 HE 染色，PASM 染

色，Masson 染色，光学显微镜下观察肾脏组织形态

学改变。 2.5% 的戊二醛溶液固定肾组织后，放于

PBS 中浸洗 3 次，1% 锇酸固定，丙酮逐级脱水，丙酮

树脂浸透包埋，聚合、超薄切片，乙酸双氧铀和酸铅

双重染色，透射电镜下观察并拍照。

2.3.3 免疫荧光法检测肾脏 IgG 和补体 C3 的沉积

将肾组织从湿润的纱布上取出，OCT 包埋，冰冻

切片机-22 ℃速冻 10 min，切成 4 μm 的薄片，丙酮

固定 5 min，PBS 浸洗 3 遍，滴加免疫球蛋白 IgG 抗体

（1∶200），37 ℃孵育 30 min，PBS 浸洗，甘油封片，荧

光显微镜下观察并拍照。将包埋好的肾组织取出，

脱蜡至水，抗原修复，血清封闭，加入稀释好的 C3 一

抗（1∶200），4 ℃过夜，PBS 冲洗，暗室滴加 FITC 标

记的二抗（1∶200），37 ℃孵育 120 min，PBS 浸洗，甘

油封片，荧光显微镜下观察并拍照。

2.3.4 免 疫 组 化（IHC）法 检 测 自 噬 标 志 蛋 白

Beclin-1，LC3Ⅱ，p62 的表达情况 将固定于 4% 多

聚甲醛中的适当大小的肾皮质取出，常规脱水，石

蜡包埋切片；乙醇脱蜡至水，抗原修复，5% 的山羊

血清室温封闭 30 min，加入稀释好的 Beclin-1（1∶

200），LC3Ⅱ（1∶200），p62（1∶200），4 ℃孵育过夜；
PBS 洗 涤 3 次 后 滴 加 稀 释 好 的 二 抗 37 ℃ 孵 育

30 min。PBS 清洗 3 次后，DAB 避光显色，镜下观察

直到棕褐色阳性结果出现，水洗、苏木素复染、脱

水、透明、中性树胶封片。每张切片随机选取 5 个视

野（×400），使用 Image Pro Plus 6.0 软件计算每个视

野下阳性结果的积分吸光度和面积，以积分吸光度/

面积作为检测指标的半定量结果［16］。

2.3.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织

中 p-AMPK，p-mTOR，p-ULK1 蛋白的表达 将组

织 100 mg 研碎置于离心管，加入 RIPA 蛋白裂解液，

低温高速组织研磨仪辅助研磨，研磨条件为 60 Hz，

研磨 60 s，暂停 10 s，循环 3 次，随后放置于 4 ℃冰箱

摇 床 继 续 裂 解 20 min 使 之 充 分 裂 解 ，然 后 4 ℃

12 000 r·min-1 离心 10 min，离心取上清按照试剂盒

要求检测总蛋白浓度。使用 SDS-PAGE 凝胶将制备

好的 50 μg 的蛋白样品进行电泳分离，之后转移到

PVDF 膜上，5% 的 BSA 37 ℃封闭 60 min，然后加入

稀 释 好 的 一 抗 p-AMPK（1∶2 000），p-mTOR（1∶

2 000），p-ULK1（1∶3 000），β-actin（1∶5 000），4 ℃孵

育过夜。洗膜 3 次后滴加稀释好的辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗（1∶5 000），室温孵育 60 min，洗

膜后然后增强化学发光法（ECL）显色，用 Image Pro

Plus 6.0 软件分析条带的灰度值。

2.4 统计学分析 所有数据均用 SPSS 23.0 进行分

析，计量资料用 x̄± s 表示。数据均进行正态性和方

差齐性检验，若满足，组间比较用单因素的方差分

析，组间的多重比较采用 SNK 法；若不符合则用非

参 数 的 秩 和 检 验 ，以 P<0.05 表 示 差 异 有 统 计 学

意义。

3 结果

3.1 对 MN 大鼠 UTP 的影响 造模后，与正常组比

较，各组大鼠 UTP 水平显著升高（P<0.01），模型组

和各药物干预组各组间 UTP 增高水平相当，差异无

统计学意义，具有可比性。给药后，与正常组比较，
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模型组大鼠 UTP 水平仍显著升高（P<0.01）；与模型

组比较，各药物干预组大鼠的 UTP 水平均显著降低

（P<0.01）。见表 1。

3.2 对 MN 大鼠血清 TC，TG，ALB，SCr，BUN 的影

响 与正常组比较，模型组大鼠血清 TC，TG 水平显

著增高（P<0.01），ALB 水平显著降低（P<0.01）；与
模型组比较，各药物干预组大鼠血清 TC，TG 水平均

有不同程度的下降（P<0.05，P<0.01），ALB 水平均

有显著增高（P<0.01），其中益肾通络方中、高剂量组

和盐酸贝那普利组大鼠血清 TC，TG 下降水平和

ALB 增高水平相当，差异无统计学意义。各组大鼠

的 SCr，BUN 水平差异无统计学意义。见表 2。

3.3 对 MN 大鼠肾脏病理形态改变的影响 光镜

下，与正常组比较，模型组大鼠肾小球结构紊乱，体

积增大，球囊毛细血管基底膜增厚，肾小球上皮下

可见嗜复红蛋白和胶原纤维沉积，肾小管上皮细胞

数量减少，可见胶原纤维沉积，部分可见空泡样变

性；与模型比较，各药物干预组大鼠的肾小球和肾

小管结构均有不同程度的改善。见图 1~3。透射电

镜下，与正常组比较，模型组大鼠基底膜增厚，足突

排列紊乱，足突部分消失或融合；与模型组比较，各

药物干预组大鼠足突排列形态均有不同程度改善，

基底膜增厚和足细胞融合有不同程度减轻。见

图 4。免疫荧光，正常组大鼠肾小球未见 IgG 和补体

C3 沉积，荧光强度为阴性；模型组大鼠肾小球可见

IgG 和补体 C3 沿毛细血管襻弥漫性沉积，荧光强度

为强阳性；各药物干预组大鼠肾小球可见 IgG 和补

体 C3 沿毛细血管襻呈现不同程度沉积，荧光强度较

模型组均有不同程度减弱。见图 5，6。

3.4 对 MN 大鼠肾组织中自噬相关蛋白 LC3Ⅱ，

p62，Beclin-1 的影响 正常情况下 LC3Ⅱ，Beclin-1

在肾小球和肾小管中均有一定程度表达，以维持肾

组织较高的基础自噬活性。与正常组比较，模型组

大鼠肾组织中 LC3Ⅱ，Beclin-1 蛋白表达均显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，各药物干预组大鼠肾组

织中 LC3Ⅱ，Beclin-1 蛋白表达均有不同程度的增

A.正常组；B.模型组；C.益肾通络方低剂量组；D.益肾通络方中剂量

组；E.益肾通络方高剂量组；F.盐酸贝那普利组（图 2～10 同）
图 1 益肾通络方对 MN大鼠肾脏病理形态改变的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of YTP on pathological changes in kidney of MN

rats（HE，×400）

表 1 益肾通络方对 MN大鼠 UTP水平的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Yishen Tongluo prescription (YTP) on UTP

level of MN rats（x̄± s，n=10） mg/24 h

组别

正常

模型

益肾通络

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

6.61

13.22

26.44

0.01

造模后

4.79±0.55

40.81±1.781)

39.42±1.371)

39.47±1.351)

39.97±1.491)

39.42±1.401)

给药后

4.35±0.65

41.84±1.951)

33.30±1.263)

28.34±1.223)

27.85±1.553)

26.51±1.143)

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 2~4 同）。

表 2 益肾通络方对 MN大鼠血清中 TC，TG，ALB，SCr，BUN水平的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of YTP on levels of TC, TG, ALB, SCr and BUN in serum of MN rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

益肾通络方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

6.61

13.22

26.44

0.01

TC/mmol·L-1

1.46±0.15

3.79±0.621)

3.12±0.652)

2.22±0.603)

2.18±0.693)

2.21±1.203)

TG/mmol·L-1

0.40±0.13

1.21±0.121)

0.85±0.242)

0.68±0.163)

0.63±0.093)

0.67±0.133)

ALB/g·L-1

33.17±1.04

23.12±1.271)

27.30±1.253)

29.15±1.213)

29.91±1.193)

28.64±1.543)

SCr/μmol·L-1

37.80±2.42

39.60±2.73

38.57±1.86

38.17±2.14

37.65±2.71

38.72±2.45

BUN/μmol·L-1

6.12±0.63

6.44±0.49

6.33±0.51

6.71±0.45

6.60±0.43

6.49±0.60
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加（P<0.05，P<0.01）。p62 作为自噬降解的底物，正

常情况下在肾组织中呈现低表达状态，与正常组比

较，模型组大鼠肾组织中 p62 蛋白表达显著增加（P<

0.01）；与模型组比较，各药物干预组大鼠肾组织中

p62 蛋 白 表 达 均 有 不 同 程 度 的 减 少（P<0.05，P<

0.01）。见图 7~9，表 3。

3.5 对 MN 大 鼠 肾 组 织 中 p-AMPK，p-mTOR，

p-ULK1 蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组

图 4 益肾通络方对 MN 大鼠肾脏病理形态改变的影响（透射电

镜，×2 000）
Fig. 4 Effect of YTP on pathological changes in kidney of MN

rats（TEM，×2 000）

图 2 益 肾 通 络 方 对 MN 大 鼠 肾 脏 病 理 形 态 改 变 的 影 响

（Masson，×400）
Fig. 2 Effect of YTP on pathological changes in kidney of MN

rats (Masson，×400)

图 3 益 肾 通 络 方 对 MN 大 鼠 肾 脏 病 理 形 态 改 变 的 影 响

（PASM，×400）
Fig. 3 Effect of YTP on pathological changes in kidney of MN

rats（PASM，×400）

图 5 益肾通络方对 MN 大鼠肾脏 IgG 沉积的影响（免 疫 荧

光，×400）
Fig. 5 Effect of YTP on IgG deposition in kidney of MN rats

(IF，×400)
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大鼠肾组织中 p-AMPK 表达量显著降低（P<0.01），
p-mTOR，p-ULK1 表达量显著增加（P<0.01）；与模

型组比较，各药物干预组大鼠肾组织中的 p-AMPK

表 达 量 均 有 不 同 程 度 的 增 加（P<0.05，P<0.01），

p-mTOR，p-ULK1 蛋白表达量均有不同程度的降低

（P<0.05，P<0.01）。见表 4，图 10。

4 讨论

近年来中国部分地区 MN 发病率明显增加，

图 6 益肾通络方对 MN大鼠肾脏 C3沉积的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 6 Effect of YTP on C3 deposition in kidney of MN rats

(IF，×400)

图 7 益肾通络方对 MN 大鼠肾组织自噬相关蛋白 p62蛋白表达的

影响（免疫组化，×400）
Fig. 7 Effect of YTP on expression of autophagy-related proteins

p62 in kidney tissue of MN rats (IHC, ×400)

图 9 益肾通络方对 MN 大鼠肾组织自噬相关蛋白 Beclin-1蛋白表

达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 9 Effect of YTP on expression of autophagy-related proteins

Beclin-1 in kidney tissue of MN rats (IHC, ×400)

图 8 益肾通络方对 MN大鼠肾组织自噬相关蛋白 LC3Ⅱ蛋白表达

的影响（免疫组化，×400）
Fig. 8 Effect of YTP on expression of autophagy-related proteins

LC3Ⅱ in kidney tissue of MN rats (IHC, ×400)
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2004 至 2014 年间其患病风险每年增加 13%，将超过

IgA 肾病成为中国发病率最高的 1 种肾小球疾病［3］。

激素及免疫抑制剂一直是 MN 治疗的主要手段，但

随之而来的一些潜在的风险，因此寻求一种更安全

有效的治疗措施势在必行。益肾通络方（由黄芪、

炙淫羊藿、土茯苓、积雪草、当归、莪术、穿山龙、地

龙、全蝎、水蛭组成）是檀金川教授临床治疗 MN 常

用中药组方，临床疗效显著［10-11］。檀教授认为 MN

迁延难愈，病程长，根据 MN 的发病特点，提出“正虚

邪伏，邪伏肾络”的新观点。MN 病性多属本虚标实

之证，脾肾气虚、阳虚为本，水湿、瘀血为标。其中

瘀血为主要标实之证贯穿疾病始终，瘀血日久入络

损伤肾络，甚则癥瘕，进一步加重肾脏结构损害和

蛋白尿产生。所以治疗时不能单纯健脾益肾，更应

重视活血化瘀、活血通络。方中黄芪为君药，补肾

健脾、利水消肿，标本兼顾。炙淫羊藿温肾阳健脾

气，土茯苓、积雪草除湿化浊，共为臣药以助君药补

益脾肾，祛湿化浊。地龙、穿山龙、全蝎、水蛭等虫

类药，善行走窜，通肾络、清除久积之邪。当归、莪

术活血祛瘀，同时当归补血，使瘀血得散、活血不伤

正。现代药理研究发现，黄芪甲苷具有抗炎、抗氧

化、调节免疫等作用，通过抑制转化生长因子 -β1

（TGF-β1）/Smad，Janus 激酶（JAK）/信号传导及转录

激活因子（STAT），丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等
信号通路的活化减轻肾间质纤维化、改善肾脏微循

环、保护肾功能［17］。积雪草苷能降低 TGF-β1 的表

达，上调 Smad7 蛋白因子表达，具有抗炎和抑制成

纤维细胞增殖的作用，进而缓解糖尿病肾病肾脏间

质纤维化的病理改变［18］。淫羊藿苷在温阳利尿的

同时还具有抗氧化、抗炎、抑制细胞外基质的增生

延缓肾小球硬化的作用［19］。水蛭、穿山龙、地龙、莪

术、全蝎等药均可直接调节纤溶系统，改善肾血流，

参与脂质代谢 ，减轻肾间质纤维化及肾小球硬

化［20］。当归具有抑制血小板聚集、改善微循环、清

除氧自由基抗氧化、降脂作用，临床实验证实当归

黄芪合用能提高改善肾病综合征患者的低蛋白血

症、调节机体免疫功能［21］。纵观全方，标本兼顾，具

图 10 各组大鼠肾组织中 p-AMPK，p-mTOR，p-ULK1蛋白电泳

Fig. 10 Electrophoresis of p-AMPK, p-mTOR, p-ULK1 protein

in rat renal tissue of each groups

表 4 益肾通络方对 MN大鼠肾组织中 p-AMPK，p-mTOR，p-ULK1蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of YTP on expression of p-AMPK, p-mTOR and p-ULK1 protein in kidney tissue of MN rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

益肾通络方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

6.61

13.22

26.44

0.01

p-AMPK/β-actin

0.94±0.08

0.21±0.011)

0.32±0.052)

0.46±0.053)

0.85±0.063)

0.73±0.063)

p-mTOR/β-actin

0.41±0.01

0.94±0.131)

0.68±0.042)

0.59±0.063)

0.62±0.032)

0.66±0.042)

p-ULK1/β-actin

0.31±0.05

0.73±0.111)

0.56±0.022)

0.39±0.103)

0.37±0.033)

0.43±0.062)

表 3 益肾通络方对 MN大鼠肾组织中 p62，Beclin-1，LC3Ⅱ蛋白表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of YTP on expression of p62, Beclin-1 and LC3Ⅱ protein in kidney tissue of MN rats（x̄± s，n=5）

组别

正常

模型

益肾通络方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

6.61

13.22

26.44

0.01

p62

0.187±0.024

0.359±0.0411)

0.272±0.0652)

0.232±0.0533)

0.241±0.0193)

0.248±0.0473)

Beclin-1

0.332±0.065

0.172±0.0531)

0.263±0.0562)

0.278±0.0892)

0.282±0.0512)

0.286±0.0802)

LC3Ⅱ
0.374±0.012

0.168±0.0151)

0.241±0.0242)

0.315±0.0263)

0.327±0.0193)

0.329±0.0213)
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有补肾泄浊、化瘀通络之功效。

MN 是成人肾小球疾病最常见的病理类型之

一，主要的病理表现为肾小球基底膜增厚、钉突形

成，足细胞足突弥漫性融合或消失和 IgG 沿毛细血

管襻颗粒样沉积［1］。蛋白尿和低蛋白血症是 MN 最

主要的临床表现［3］，血浆中蛋白质因肾小球滤过屏

障通透性增加而被大量滤过且超过肾小管重吸收

能力，从而形成大量蛋白尿，进一步加重足细胞损

伤。同时蛋白大量丢失导致低蛋白血症，随之而来

的是感染、免疫功能低下等潜在的风险。脂质代谢

紊乱普遍存在于 MN 和 IgA 肾病中，血脂升高已经

成为诱发蛋白尿、加剧病情进展的独立危险因素。

越来越多的研究证实，持续性高脂血症会导致肾小

球细胞内或系膜基质中脂质沉积，加剧足细胞或肾

小管间质损伤，导致肾间质纤维化而进一步发生肾

小球硬化［22］。研究表明，纠正脂质代谢紊乱可以降

低肾脏炎症因子表达，从而减轻肾间质纤维化，缓

解肾脏病理损伤［22］。

自噬是一种在真核生物中高度保守的分解代

谢过程，在不同应激条件下促使溶酶体吞噬细胞器

或胞质成分，广泛参与机体的生理及病理过程［4］。

自噬在 MN 发病中扮有重要角色。生理状态下，足

细胞维持着较高的自噬活性。足细胞自噬的抑制

与蛋白尿的发生密切相关［4］。临床研究证实在电镜

检测中，MN 患者体内较正常组足细胞自噬体数目

减少，与病理分期从Ⅰ期到Ⅱ期呈现出正相关［23］。

在自噬体膜形成过程中，LC3Ⅰ通过泛素化反应与

磷脂酰乙醇胺（PE）偶联形成 LC3Ⅱ，LC3Ⅱ作为自

噬体膜上的重要标志蛋白，其表达水平的高低与自

噬活性呈正相关［24］。 p62 也称 SQSTM1，可连接

LC3 和泛素化的底物，被整合到自噬体中，并在自噬

溶酶体中被降解，作为自噬降解的底物标志物，其

水平高低与自噬活性呈负相关。LAMARK 等［25］报

道了 MN 患者肾活检中足细胞 LC3Ⅱ点状形成增

加，但 p62/SQSTM1 的积累增加，这表明自噬途径被

阻断，自噬活性受到抑制。Beclin-1 作为自噬的重

要标志蛋白，其表达量增高提示自噬被激活［26］。林

劲 等［27］研 究 发 现 在 MN 大 鼠 肾 组 织 中 Beclin-1，

LC3Ⅱ蛋白表达量明显降低，提示在 MN 疾病过程

中自噬活性受到抑制。深入探讨自噬在 MN 的调控

作用，将有可能成为延缓疾病进展的新靶点。

自噬调控机制十分复杂，AMPK 和 mTOR 在调

节自噬中发挥着重要作用，均可以通过蛋白激酶

ULK1 的协同磷酸化来调节自噬。目前普遍认为

mTOR 是自噬调控的关键靶点，通过磷酸化 ULK1

进而激活自噬［7］。mTOR 是一种丝氨酸/苏氨酸激

酶，可以感受营养信号，调节细胞生长与增殖。

AMPK 是一种高度保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，

具有调节细胞能量代谢的作用，AMPK 作为自噬调

控的正向调控因子，其磷酸化水平增高可以抑制

mTOR 的活化，进而诱导自噬［8］。研究发现 AMPK/

mTOR/ULK1 信号通路调控自噬在多种肾病的发生

发展中扮有重要角色，在慢性肾衰竭大鼠残余肾脏

模型中，利拉鲁肽可通过调节 AMPK/mTOR 途径促

进自噬进而发挥肾脏保护作用［28］；在顺帕诱导的急

性肾损伤模型中，虫草蝉可以通过提高 AMPK 水平

增强自噬相关蛋白的表达减缓肾脏损伤［29］；在糖尿

病肾病中，芒果苷可显着降低糖尿病大鼠的白蛋白

尿，抑制肾小球细胞外基质扩张并恢复 nephrin 的表

达，这种潜在的机制与 p-AMPK 的上调，p-mTOR 的

下 调 及 p-ULK1 的 上 调 相 关［30］。 AMPK/mTOR/

ULK1 是促进自噬的重要信号通路，在肾脏保护方

面发挥着重要作用。

本研究采用预免疫和尾静脉注射 C-BSA 的方

法复制 MN 大鼠模型。模型复制成功后，模型组大

鼠表现出大量蛋白尿、低蛋白血症及高脂血症。肾

脏病理检测发现，大鼠肾小球结构紊乱，基底膜增

厚，足突弥漫性融合或消失，IgG 和补体 C3 沿肾小

球毛细血管襻沉积。进一步研究发现，MN 大鼠肾

脏中 LC3Ⅱ，Beclin-1 蛋白表达减少，p62 蛋白表达

增高，提示自噬活性降低，p-AMPK 蛋白表达减少，

p-mTOR，p-ULK1 蛋白表达增加，提示 AMPK 磷酸

化水平下调，减弱了对 mTOR 的抑制，活化的 mTOR

进一步磷酸化 ULK1 进而抑制了自噬。研究证实给

予益肾通络方治疗后，MN 大鼠低蛋白血症、高脂血

症得以缓解，UTP 定量减少，肾脏病理损伤减轻，其

机制可能与调控 AMPK/mTOR/ULK1 信号通路相

关蛋白表达，提高肾脏中自噬水平有关。
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