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［摘要］ 目的：探究补肾开玄通络方调节环磷酸腺苷（cAMP）信号通路发挥糖尿病肾病（DKD）小鼠肾脏保护作用的分子

机制。方 法 ：30 只 SPF 级雄性 db/db 小鼠适应性喂养 3 周，检测尾静脉随机血糖≥11.1 mmol·L-1，计算尿微量白蛋白/肌酐

（ACR）≥30 mg·g-1者视为造模成功。将成模小鼠随机分为模型组，补肾开玄通络低、中、高剂量组（7、14、28 g·kg-1·d-1）及阳性

药厄贝沙坦（20 mg·kg-1·d-1）组，每组 6 只；另取 6 只 db/m 小鼠作为空白组。各组分别予上述相应浓度的补肾开玄通络方、厄贝

沙坦或等体积的纯水灌胃干预，持续 12 周。实验期间动态监测小鼠一般状况、体质量变化及肾功能指标。干预结束后，采用

血糖仪检测小鼠空腹血糖（FBG），采用全自动生化仪检测小鼠血肌酐（SCr）、血尿素氮（BUN）、尿微量白蛋白（uALB）、ACR、

天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、瘦素（LEP）、糖化血清蛋白（GSP）、胰
岛素（INS）水平。取肾组织行苏木素-伊红（HE）、过碘酸-雪夫（PAS）和马松（Masson）染色观察其组织病理变化。采用免疫组

化法（IHC）检测小鼠蛋白激酶 A（PKA）、cAMP 反应原件结合蛋白（CREB）表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠肾组

织 PKA、磷酸化（p）-PKA、CREB、p-CREB、B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）蛋白表达水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time 

PCR）检测小鼠肾组织中 PKA、CREB、Bcl-2 mRNA 表达水平。结果：与空白组比较，模型组小鼠精神萎靡，活动下降，体质量

显著增加（P<0.01）；生化指标显示 BUN、uALB、ACR、AST、ALT、TC、TG、FBG、LEP、GSP、INS 显著上升（P<0.01），SCr 有上升

趋势，差异无统计学意义；与模型组比较，补肾开玄通络方干预组小鼠的一般状况改善，体质量呈现下降趋势；生化指标显示

BUN、uALB、ACR、TC、GSP、INS 明显降低（P<0.05），SCr、AST、ALT、TG、LEP 有降低趋势，差异无统计学意义。肾组织病理学

分析显示，模型组可见肾小球基底膜增厚、系膜基质扩张、肾小管间质胶原纤维沉积等 DKD 病变的典型特征，各治疗组均能减

轻上述病理损伤。免疫组化结果显示，与空白组比较，模型组肾组织中 p-PKA、p-CREB 表达水平显著降低（P<0.01）；与模型组

比较，补肾开玄通络方中剂量组其表达水平显著增加（P<0.01），p-CREB 表达水平有增加趋势，差异无统计学意义。Western 

blot结果显示，与空白组比较，模型组 p-PKA/PKA、p-CREB/CREB、Bcl-2 表达水平明显降低（P<0.05）；与模型组比较，补肾开玄

通络方中剂量组其表达水平显著增加（P<0.01）。Real-time PCR 结果显示，与空白组比较，模型组 PKA、CREB、Bcl-2 的 mRNA

表达明显下调（P<0.05）；与模型组比较，补肾开玄通络方中剂量组其表达明显上调（P<0.05）。结论：补肾开玄通络方能改善

db/db 小鼠肝肾功能，纠正脂代谢紊乱及糖代谢失衡，其肾脏保护作用与上调 cAMP 信号通路改善肾纤维化，减轻氧化应激水

平，进而保护肾功能。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the molecular mechanism by which the Bushen Kaixuan Tongluo prescription exerts 

a renal protective effect in mice with diabetic kidney disease （DKD） by regulating the cyclic adenosine monophosphate （cAMP） 

signaling pathway. Methods：： Thirty specific pathogen-free （SPF） male db/db mice were adaptively fed for three weeks. Mice with 

a random tail vein blood glucose level ≥ 11.1 mmol·L-1 and urinary albumin-creatinine ratio （ACR） ≥ 30 mg·g-1 were considered 

successfully modeled. The successfully modeled mice were randomly divided into five groups with six mice in each group： the 

model group， the low-， medium-， and high-dose Bushen Kaixuan Tongluo prescription groups （administered at doses of 7， 14， 

28 g·kg-1·d-1 respectively）， and the positive drug irbesartan group （administered at a dose of 20 mg·kg-1·d-1）. Additionally， six db/

m mice were selected as the blank group. Mice in each group were given intragastric administration of the Bushen Kaixuan Tongluo 

prescription at the corresponding concentrations， irbesartan， or an equal volume of pure water， and the intervention lasted for 

12 weeks. During the experiment， the general conditions， body weight changes， and renal function indicators of the mice were 

dynamically monitored. After the intervention， a blood glucose meter was used to measure the fasting blood glucose （FBG） of the 

mice. An automatic biochemical analyzer was employed to detect the levels of serum creatinine （SCr）， blood urea nitrogen 

（BUN）， urinary microalbumin （uALB）， ACR， aspartate aminotransferase （AST）， alanine aminotransferase （ALT）， total 

cholesterol （TC）， triglycerides （TG）， leptin （LEP）， glycosylated serum protein （GSP）， and insulin （INS） in the mice. Renal 

tissues were collected for hematoxylin-eosin （HE） staining， periodic acid-Schiff （PAS） staining， and Masson's trichrome staining 

to observe the histopathological changes. Immunohistochemistry （IHC） was used to detect the expressions of protein kinase A 

（PKA） and cAMP response element-binding protein （CREB） in the mice. Western blot analysis was performed to determine the 

expression levels of PKA， phosphorylated protein kinase A （p-PKA）， CREB， phosphorylated cAMP response element-binding 

protein （p-CREB）， and B-cell lymphoma-2 （Bcl-2） proteins in the renal tissues of the mice. Real-time quantitative polymerase 

chain reaction （Real-time PCR） was used to detect the mRNA expression levels of PKA， CREB， and Bcl-2 in the renal tissues of 

the mice. Results：： Compared with the blank group， the mice in the model group showed listlessness， decreased activity， and a 

significant increase in body weight （P<0.01）. Biochemical indicators revealed that the levels of BUN， uALB， ACR， AST， ALT， 

TC， TG， FBG， LEP， GSP， and INS were significantly increased （P<0.01）， while SCr showed an increasing trend with no 

statistically significant difference. Compared with the model group， the mice in the Bushen Kaixuan Tongluo prescription 

intervention groups had improved general conditions and a decreasing trend in body weight. Biochemical indicators showed that the 

levels of BUN， uALB， ACR， TC， GSP， and INS were significantly decreased （P<0.05）， while SCr， AST， ALT， TG， and LEP 

showed a decreasing trend with no statistically significant difference. Renal histopathological analysis showed that the model group 

exhibited typical DKD pathological features such as thickening of the glomerular basement membrane， expansion of the mesangial 

matrix， and deposition of collagen fibers in the renal tubulointerstitium， and all treatment groups could alleviate the above 

pathological damages. The IHC results showed that compared with the blank group， the expression levels of p-PKA and p-CREB in 

the renal tissues of the model group were significantly decreased （P<0.01）. Compared with the model group， the expression level 

of p-PKA in the medium-dose Bushen Kaixuan Tongluo prescription group was significantly increased （P<0.01）， while the 

expression level of p-CREB showed an increasing trend with no statistically significant difference. Western blot results showed that 

compared with the blank group， the expression levels of p-PKA/PKA， p-CREB/CREB， and Bcl-2 in the model group were 

significantly decreased （P<0.05）. Compared with the model group， the expression levels of these proteins in the medium-dose 

Bushen Kaixuan Tongluo prescription group were significantly increased （P<0.01）. Real-time PCR results showed that compared 

with the blank group， the mRNA expressions of PKA， CREB， and Bcl-2 in the model group were significantly down-regulated （P<

0.05）. Compared with the model group， the mRNA expressions of these genes in the medium-dose Bushen Kaixuan Tongluo 

prescription group were significantly up-regulated （P<0.05）. Conclusion：： The Bushen Kaixuan Tongluo prescription can improve 

the liver and kidney functions of db/db mice， correct lipid metabolism disorders and glucose metabolism imbalance. Its renal 

protective effect is associated with up-regulating the cAMP signaling pathway to improve renal fibrosis and reduce the level of 

oxidative stress， thereby protecting renal function.

［［Keywords］］ diabetic kidney disease （DKD）； Bushen Kaixuan Tongluo prescription； cyclic adenosine monophosphate 

（cAMP） signaling pathway； traditional Chinese medicine （TCM）

作为糖尿病最具危害性的微血管并发症之一，

糖 尿 病 肾 病（DKD）是 全 球 范 围 内 终 末 期 肾 病

（ESRD）发生的主要病因，其流行态势对公共卫生

体系构成严峻挑战［1-2］。DKD 病理特征表现为肾小
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球系膜基质进行性增生硬化、肾小管间质纤维化及

持续性蛋白尿，发病机制复杂，涉及糖脂代谢紊乱、

氧化应激及各信号通路的异常激活等多维度的调

控失衡［3-4］。当前临床一线治疗多以肾素 -血管紧张

素系统抑制剂为主，虽可通过降低肾小球内高压并

延缓早期蛋白尿进展，但对已发生肾小管间质纤维

化的患者疗效有限，仍有 30%~40% 患者进展为

ESRD［5-6］。因此，深入探索 DKD 发病的新机制，并

据此寻找安全有效的新型防治手段和干预靶点，具

有迫切的科学需求和广阔的临床应用前景。

传统医学在 DKD 防治中呈现多靶点整合调节

优势，且药物不良反应谱较窄，更适用于需长期用

药的慢性肾病患者［7］。补肾开玄通络方为临床治疗

DKD 的经验方，实际疗效确切。本团队前期临床试

验已证实，补肾开玄通络方可有效改善患者临床症

状并延缓疾病进程［8］。然而，其发挥肾脏保护作用

的具体分子机制，尤其是与关键信号通路之间的关

联，尚未得到系统深入的阐释。已有研究表明，环

磷酸腺苷（cAMP）/蛋白激酶 A（PKA）/cAMP 反应元

件结合蛋白（CREB）信号通路可能具有改善肾纤维

化等作用，但相关研究尚少［9］。据此，本研究聚焦于

cAMP/PKA/CREB 信号通路，旨在深入探究补肾开

玄通络方改善糖尿病肾病的潜在分子机制，以期为

DKD 的诊疗寻求新的依据和策略。

1 材料

1.1　动物     7 周龄 SPF 级雄性 db/db 小鼠 30 只，体

质量（37.58±0.62） g，同周龄雄性野生型 db/m 小鼠

6 只，体质量（24.38±0.35） g，购自江苏华创信诺医药

科技有限公司，实验动物合格证号 SCXK（苏）2020-

0009。实验动物饲养于北京中医药大学 SPF 级动物

实验中心，小鼠在温度 20~24 ℃ 、相对湿度 50%~

70%、明暗交替节律 12 h、室内通风良好、自由饮水

及摄食的标准条件下进行饲养，实验动物许可证号

SYXK（京）2020-0033。

1.2　伦理     本研究已由北京中医药大学动物伦理

委 员 会 审 批 通 过 ，批 准 编 号 BUCM-2024041506-

2090。

1.3　 药 物     补 肾 开 玄 通 络 方 由 黄 芪 45 g（批 号

2203064）、丹参 30 g（批号 2305028）、水蛭 6 g（批号

2102002）、防风 20 g（批号 2212041）、炒僵蚕 15 g（批

号 2211065）、蝉蜕 15 g（批号 2301028）、黑顺片 10 g

（批号 2210008）、生地黄 20 g（批号 2308010）、山萸

肉 20 g（ 批 号 2305087）、金 樱 子 肉 20 g（ 批 号

2304033）、麸炒芡实 30 g（批号 2209056）、覆盆子

30 g（批号 2303039）、蛇床子 20 g（批号 2202043）、怀
牛 膝 30 g（ 批 号 2305097）、山 药 片 20 g（ 批 号

2304044）组成，中药饮片均购置于北京太洋树康药

业有限责任公司，由北京太洋树康有限责任公司徐

亚执业药师进行鉴定，符合 2020 年版《中华人民共

和国药典》要求。制备方法：水煎浓缩法，生药浸泡

后 2 次煎煮，合并滤液减压浓缩至稠膏，喷雾干燥得

干膏粉。临用前以纯水定容至 1.43 g·mL-1 生药浓

度。厄贝沙坦片（赛诺菲制药有限公司，国药准字

J20171089，规格 0.15 g/片，批号 DA203）。
1.4　试剂     苏木素 -伊红（HE）染液、过碘酸 -雪夫

（PAS）染液、马松三色（Masson）染色染液套装（武汉

赛维尔生物科技有限公司，批号分别为 G1005、

G1008、G1006）；柱式动物组织总蛋白抽提试剂盒

（上海雅酶生物医药科技有限公司，批号 PC201）；
PKA、CREB、磷 酸 化（p）-CREB、β - 肌 动 蛋 白

（β -actin）抗体（美国 CST 公司，批号分别为 4782、

9197、9198、4970）；p-PKA、山 羊 抗 兔 二 抗（英 国

Abcam 公司，批号分别为 ab75991、ab6721）；B 细胞

淋巴瘤 -2（Bcl-2）抗体（美国 Proteintech 公司，批号

68103-1-Ig）；SuperReal 荧光定量预混试剂（北京天

根生化科技有限公司，批号 A1024A）；免疫组化兔

二步法检测试剂盒、免疫组化小鼠二步法检测试剂

盒、二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒（北京中杉金

桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 PV-9001、

PV-9002、ZLI-9018）。
1.5　仪器     HY-YQ-01 型迈瑞 BS-420 全自动生化

仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）；3K15 型

台式高速冷冻离心机（德国 Sigma 公司）；BX53 型光

学显微镜（日本 Olympus 公司）；JJ-12J 型脱水机、

JB-P5 型 包 埋 机（ 武 汉 俊 杰 电 子 有 限 公 司 ）；
782BR20794 型 CFX Duet实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）系统（伯乐生命医学产品上海

有限公司）；RM2016 型病理切片机（上海徕卡仪器

有限公司）；KD-P 型组织摊片机（浙江科迪仪器设

备有限公司）；HY-YQ-08 型华卫德朗 DR-200BS 酶

标仪（无锡华卫德朗仪器有限公司）；043BR83677

型垂直电泳仪、721BR06231 型凝胶成像仪（美国

Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1　DKD 模型评价     db/db 小鼠经 3 周适应性饲养

后，通过尾静脉采血测定随机血糖值≥11.1 mmol·L-1

（符合美国糖尿病协会糖尿病诊断标准），计算尿微

量白蛋白肌酐比（ACR）=尿微量白蛋白（uALB）/尿
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肌酐≥30 mg·g-1，则确认为 DKD 模型建立成功［10］。

2.2　分组与给药     将造模成功的 db/db 小鼠随机分

为 5组（n=6）：模型组，补肾开玄通络方低、中、高剂量

组，厄贝沙坦组。另取 6 只 db/m 小鼠作为空白组。

给药剂量依据人-鼠体表面积等效剂量换算公式［11］确

定，补肾开玄通络方 1 g 稠膏相当于 2.8 g 生药，以此

作为中剂量，补肾开玄通络方低、中、高剂量组分别

灌胃给予 7、14、28 g·kg-1·d-1 的补肾开玄通络方，空

白组和模型组给予等体积纯水。厄贝沙坦组灌胃

给予 20 mg·kg-1·d-1 的厄贝沙坦。自由摄食饮水条

件下持续干预 12 周。

2.3　标本采集与处理     干预结束后，将小鼠安置于

单独的代谢笼中采集尿液样本，禁食不禁水，24 h 后

将代谢笼中尿液计量，后转移至 2 mL 无菌离心管，

4 ℃ 、3 000×g 离心 10 min（离心半径 8.22 cm，下

同），后取上清液转移至新的离心管中，−20 ℃保存

备用。禁食 12 h 后测空腹血糖（FBG），后行摘眼球

取血，静置析出血清，4 ℃、3 000×g 离心 10 min，分

装，−80 ℃保存备用；肾脏组织分为 2 份，肾门部组

织经 4% 多聚甲醛固定用于病理学分析，皮质区组

织速冻于液氮后转−80 ℃保存，用于蛋白免疫印迹

法（Western blot）检测。

2.4　指标观察与检测     采用全自动生化分析仪测

定尿液中 uALB，计算 ACR；血清中血肌酐（SCr）、尿
素氮（BUN）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸

氨 基 转 移 酶（ALT）、总 胆 固 醇（TC）、甘 油 三 酯

（TG）、胰岛素（INS）、瘦素（LEP）、糖化血清蛋白

（GSP）。尿液及血清相关指标由北京华英生物技术

研究所检测。

2.5　肾组织病理学检测     利用 4% 多聚甲醛固定肾

组织经石蜡包埋后制作切片，分别进行 HE、PAS、

Masson 染色脱水后封片，显微镜下观察肾组织形态

变化。

2.6　免疫组化（IHC）检测肾组织 cAMP/PKA/CREB

通路相关蛋白表达     肾组织石蜡切片经脱蜡、水化

处理，进行抗原热修复、山羊血清封闭等预处理后，

将切片置于 4 ℃ 与特异性一抗（p-PKA，1∶5 000；
p-CREB，1∶400）共同孵育过夜。次日，移除一抗并

充分清洗，加入相应的二抗进行结合反应。应用

DAB 底物进行显色反应，苏木素复染细胞核。染色

后经梯度脱水，中性树胶封固，光学显微镜下观察

评估抗体阳性信号。

2.7　Western blot 检测肾组织中 cAMP 通路蛋白表

达     取适量冻存的肾组织经低温研磨离心后提取

蛋白，采用蛋白定量法（BCA）测定蛋白浓度，随后

加入 Loading buffer，95 ℃加热制备蛋白样品。采用

10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）凝胶，配置凝胶

后取蛋白 25 μg 进行上样，经电泳、转膜、封闭后，依

次 加 入 一 抗 p-PKA、PKA、p-CREB、CREB

（1∶1 000），Bcl-2（1∶5 000），β-actin（1∶10 000），4 ℃

孵育过夜。次日经 TBST 清洗 3 次后，室温孵育山羊

抗兔 IgG 二抗（1∶10 000），TBST 清洗 3 次，使用化学

发光成像仪进行图像采集，采用 Image J软件定量分

析条带灰度值。

2.8　 Real-time PCR 检 测 肾 组 织 中 检 测 cAMP/

PKA/CREB 信号通路各 mRNA 表达     采用动物组

织总 RNA 提取试剂盒提取肾组织总 RNA，经浓度

测定后 ，依据反转录试剂盒说明书反转录合成

cDNA。反转录程序设定：42 ℃ 15 min 基因组 DNA

去除及反转录、95 ℃ 3 min 酶灭活，产物于−20 ℃保

存。随后，使用 SuperReal荧光定量预混试剂配制反

应体系，于 Real-time PCR 仪中进行扩增。扩增程序

为 95 ℃预变性 15 min，95 ℃变性 10 s，65 ℃退火

30 s，共 40 个 循 环 。 以 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）作为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法进行相对定

量分析。本实验引物由北京泰科美生物科技有限

公司进行合成，具体引物序列见表 1。

2.9　统计学方法     所有数据均用 GraphPad Prism 

9.0 软件统计分析；方差一致时多组间比较用单因素

方差分析，然后进行 Tukey 检验，数据以 x̄ ± s 表示，

以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠一般情况的影

响     空白组小鼠行为活跃，毛色光泽；模型组小鼠

体型偏胖，精神萎靡，活动时间大幅降低；其余给药

组小鼠状态较模型组有一定的改善。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

PKA

CREB

Bcl-2

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 GCTGGAGATGGTGAAACGGA

下游 CGTCCTTGAGCTCCACATTC

上游 AGCAGCTCATGCAACATCATC

下游 AGTCCTTACAGGAAGACTGAACT

上游 GCTACCGTCGTGACTTCGC

下游 CCCCACCGAACTCAAAGAAGG

上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游 GGGGTCGTTGATGGCAACA

长度/bp

671

152

147

95
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3.2　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠体质量的影响     

　实验周期内，与空白组比较，模型组小鼠体质量

显著增加，差异有统计学意义（P<0.01）；与模型组比

较，各给药组小鼠体质量有下降趋势，自第 8 周出现

差异，其中补肾开玄通络方高剂量组效果最佳。

见表 2。

3.3　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾功能的影响      

    与空白组比较，模型组小鼠 SCr有升高趋势，差异

无统计学意义，BUN、uALB、ACR 水平明显升高

（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，补肾开玄通络方

各给药组 SCr 有降低趋势，差异无统计学意义，

BUN、uALB、ACR 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），
其中 BUN 以补肾开玄通络方高剂量组效果最佳，而

补肾开玄通络方中剂量组效果最佳，厄贝沙坦给药

组小鼠 SCr、BUN 有降低趋势，差异无统计学意义，

uALB、ACR 显著降低（P<0.01）。见表 3。

3.4　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肝功能、脂代谢

的影响     与空白组比较，模型组小鼠 ALT、AST、

TC、TG 水平明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组

比较，补肾开玄通络方各给药组小鼠 AST、ALT 水

平有降低趋势，差异无统计学意义，TC 水平显著降

低（P<0.01），补肾开玄通络方中剂量组 TG 水平显

著降低（P<0.01），余中药组 TG 水平有降低趋势，差

异无统计学意义，厄贝沙坦给药组小鼠 TC 有降低

趋 势 ，差 异 无 统 计 学 意 义 ，TG 水 平 显 著 降 低

（P<0.01）。见表 4。

表 2　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on body weight in db/db mice （x̄± s，n=6） g

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方低剂量组

补肾开玄通络方中剂量组

补肾开玄通络方高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

7

14

28

0.02

0 周

24.38±0.35

37.27±1.462）

36.47±1.40

37.57±1.01

38.03±1.62

38.58±1.66

4 周

29.88±0.46

45.63±1.852）

44.07±1.84

44.23±2.05

43.28±1.63

44.63±1.66

8 周

32.92±0.90

49.38±3.522）

43.41±1.33

42.47±3.363）

40.82±1.874）

46.03±2.10

12 周

33.14±0.49

50.86±4.692）

40.03±1.363）

40.25±4.783）

36.49±1.934）

44.83±2.43

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3-表 8 同）

表 3　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾功能的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on renal function in db/db mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方低剂量组

补肾开玄通络方中剂量组

补肾开玄通络方高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

7

14

28

0.02

SCr/μmol·L-1

53.76±0.91

61.34±1.89

55.69±3.55

50.45±3.02

51.59±3.09

55.33±2.31

BUN/mmol·L-1

6.79±0.26

9.08±0.731）

6.99±0.543）

6.48±0.264）

6.01±0.304）

7.93±0.48

uALB/mg·L-1

1.69±0.13

4.16±0.192）

1.81±0.054）

1.21±0.084）

1.34±0.094）

1.37±0.094）

ACR/mg·g-1

9.54±1.01

63.08±9.922）

21.37±0.624）

19.99±2.034）

22.72±1.384）

27.00±3.834）

表 4　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肝功能、脂代谢的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on liver function and lipid metabolism in db/db mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方低剂量组

补肾开玄通络方中剂量组

补肾开玄通络方高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

7

14

28

0.02

AST/U·L-1

158.80±6.44

310.20±53.301）

202.50±22.27

263.10±31.37

266.20±22.96

215.30±14.43

ALT/U·L-1

56.31±3.00

206.70±24.982）

125.30±8.74

166.80±34.28

166.80±22.61

101.70±20.41

TC/mmol·L-1

2.40±0.08

2.98±0.211）

2.09±0.064）

1.94±0.104）

1.97±0.054）

2.50±0.19

TG/mmol·L-1

1.22±0.11

3.71±0.222）

3.13±0.18

2.23±0.324）

2.96±0.26

2.42±0.314）
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3.5　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠糖代谢的影响     

　与空白组比较，模型组小鼠 FBG、LEP、GSP、INS

水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小

鼠 FBG 无降低趋势，补肾开玄通络方给药组小鼠

LEP 水平有降低趋势，差异无统计学意义，厄贝沙坦

给药组小鼠 LEP 明显降低（P<0.05），各给药组 GSP、

INS 水平明显降低，差异有统计学意义（P<0.05，P<

0.01）。见表 5。

3.6　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织病理学的

影响     HE 染色结果显示，空白组小鼠肾脏组织结构

正常，肾小球形态规则，肾小管上皮细胞结构完整，

模型组中可见肾小球形态不规则、系膜细胞中度增

生，伴有炎症细胞浸润及肾小管上皮细胞空泡样变

等病理改变，补肾开玄通络方低、中、高剂量组及厄

贝沙坦组中的上述病理特征有所改善。见图 1。

PAS 染色结果显示，空白组小鼠肾小球细胞外

基质可见少量沉积，模型组中可见肾小球细胞外基

质大量沉积，基底膜增厚显著，补肾开玄通络方低、

中、高剂量组及厄贝沙坦组中的上述病理特征有一

定改善。见图 2。

Masson 染色结果显示，空白组小鼠肾小球结构

正常，可见少量病理性胶原纤维沉积，模型组中可

见肾小球和肾间质出现大量蓝色胶原纤维沉积，补

肾开玄通络方低、中、高剂量组及厄贝沙坦组中的

上述病理特征有不同程度的改善。见图 3。

3.7　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织 p-PKA、

p-CREB 表达的影响     与空白组比较，模型组小鼠肾

组 织 中 p-PKA、p-CREB 着 色 程 度 显 著 降 低（P<

0.01）；与模型组比较，补肾开玄通络方中剂量组小鼠

肾 组 织 中 p-PKA 表 达 显 著 增 加（P<0.01）。 见

图 4、表 6。

3.8　 补 肾 开 玄 通 络 方 对 db/db 小 鼠 肾 组 织 中

p-PKA、PKA、p-CREB、CREB、Bcl-2 蛋白表达的影

响       与空白组比较，模型组小鼠肾组织中 p-PKA/

PKA、p-CREB/CREB、Bcl-2 蛋 白 表 达 明 显 降 低

（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，补肾开玄通络方

表 5　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠糖代谢的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on glucose metabolism in db/db mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方低剂量组

补肾开玄通络方中剂量组

补肾开玄通络方高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

7

14

28

0.02

FBG/mmol·L-1

4.17±0.26

18.87±3.842）

28.22±2.30

28.00±3.33

33.30±0.004）

25.62±2.36

LEP/μg·L-1

5.32±0.18

6.46±0.221）

5.60±0.30

5.98±0.46

5.50±0.08

5.27±0.143）

GSP/μmol·L-1

127.30±2.69

239.40±14.982）

201.80±4.684）

193.30±5.794）

178.70±2.634）

163.80±2.324）

INS/mU·L-1

7.99±0.13

23.34±2.162）

18.52±0.723）

15.64±0.334）

14.57±0.234）

14.28±0.574）

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 补肾开玄通络方低剂量组；D. 补肾开玄通络方中剂量组；E. 补肾开玄通络方高剂量组；F. 厄贝沙坦组（图 2、

图 3 同）
图 1　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织病理形态的影响（HE，×400）
Fig. 1　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on renal pathological morphology in db/db mice （HE，×400）

图 2　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织细胞外基质沉积的影响  （PAS，×400）
Fig. 2　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on deposition of extracellular matrix in renal tissue of db/db mice （PAS，×400）
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中 剂 量 组 小 鼠 肾 组 织 中 p-PKA/PKA、p-CREB/

CREB、Bcl-2 蛋 白 表 达 显 著 增 加（P<0.01）。 见

图 5、表 7。

3.9　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织中 PKA、

CREB、Bcl-2 mRNA 表达的影响     与空白组比较，

模型组小鼠肾组织中 PKA、CREB、Bcl-2 mRNA 表

达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，补肾开玄通络

方 中 剂 量 组 小 鼠 肾 组 织 中 PKA、CREB、Bcl-2 

mRNA 表达明显增加（P<0.05，P<0.01）。见表 8。

4 讨论

传统中医文献虽未明确记载 DKD 的病名，但据

其泡沫尿等临床主症，现代中医学者普遍将其归属

为“尿浊”“关格”等病证范畴［12］。吕翠岩教授结合

其多年临床经验，创立补肾开玄通络方。该方以黄

芪为君，借其补气升阳之效，配伍附子温肾助阳，共

奏益气温阳以化浊之功。臣药丹参、水蛭活血通

络，防风、僵蚕、蝉蜕祛风透邪。佐以地黄、山茱萸

滋肾填精，怀牛膝引药下行，更以金樱子、芡实、覆

盆子、蛇床子固肾摄精，使药山药健脾固肾。诸药

合用，配伍得当，共奏补肾健脾、化浊祛瘀之效，临

床疗效可观。现代药理学研究揭示，方中各组分活

性物质可通过多靶点改善肾功能：丹参酮ⅡA 与水

蛭素能抑制转化生长因子 -β（TGF-β）/丝氨酸/苏氨

酸受体激酶相关信号转导蛋白（Smad）信号级联反

应，减轻肾间质纤维化及微循环障碍［13-14］；防风多糖

可下调核转录因子 -κB（NF-κB）通路介导的炎症反

应，缓解 DKD 的慢性炎症状态［15-16］；山茱萸苷通过

激活核转录因子 E2相关因子 2（Nrf2）/抗氧化反应元

图 5　db/db 小鼠肾组织中 p-PKA、PKA、p-CREB、CREB、Bcl-2 蛋

白表达电泳

Fig. 5　 Eelectrophoresis of protein expressions of p-PKA， PKA， 

p-CREB， CREB， and Bcl-2 in renal tissue of db/db mice

表 7　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织中 p-PKA、PKA、p-CREB、CREB、Bcl-2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on protein expressions of p-PKA， PKA， p-CREB， CREB， and Bcl-2 in renal 

tissue of db/db mice （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方中剂量组

剂量/g·kg-1

28

p-PKA/PKA

1.00±0.04

0.62±0.071）

1.11±0.164）

p-CREB/CREB

1.00±0.05

0.46±0.032）

1.01±0.084）

Bcl-2/β-actin

1.00±0.06

0.70±0.091）

1.11±0.074）

图 3　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织纤维化程度的影响  （Masson，×400）
Fig. 3　Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on degree of renal tissue fibrosis in db/db mice （Masson，×400）

注：A.空白组；B.模型组；C.补肾开玄通方中剂量组（图 5 同）
图 4　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织中 p-PKA、p-CREB 表达

的影响  （IHC，×400）
Fig. 4　 Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on 

expressions of p-PKA and p-CREB in renal tissue of db/db mice 

（IHC， ×400）
表 6　补肾开玄通络方对 db/db 小鼠肾组织中 p-PKA、p-CREB 表达

的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Bushen Kaixuan Tongluo prescription on 

expressions of p-PKA and p-CREB in renal tissue of db/db mice 

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

补肾开玄通络方中剂量组

剂量/g·kg-1

28

p-PKA

81.47±4.87

10.67±1.492）

74.78±2.574）

p-CREB

3.26±0.76

0.26±0.052）

1.60±0.29
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件（ARE）通路增强抗氧化酶表达［17-18］；牛膝甾酮可

调控磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信
号抑制足细胞程序性死亡［19］；薯蓣皂苷元通过腺苷

酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）通路调节自噬，改善肾小管上皮细胞代

谢记忆效应［20］。

cAMP 信号通路作为细胞能量代谢与基因表达

调控的核心枢纽，广泛参与细胞生存及线粒体功能

维持等重要生理过程 ，对维持肾脏稳态至关重

要［21］。生理状态下，腺苷酸环化酶（AC）催化生成

第二信使 cAMP，后者变构激活 PKA。活化的 PKA

催化亚基进而磷酸化转录因子 CREB，形成其活性

形式 p-CREB［22］。随后，p-CREB 转位入核，特异性

识别并结合靶基因启动子区的 CRE，启动下游效应

基因 Bcl-2 的转录表达，发挥其抗凋亡作用，减轻细

胞损伤［23-24］。在 DKD 病理进程中，持续高血糖微环

境通过双重机制破坏 cAMP 代谢稳态：一方面显著

抑制肾脏组织内 AC 的催化活性，另一方面代偿性

增 强 磷 酸 二 酯 酶（PDE）的 降 解 活 性 ，最 终 导 致

cAMP 水平显著下降［25］。这种代谢失衡直接削弱

PKA/CREB 信号传导，引发线粒体功能受损、抗氧

化酶合成不足、抗凋亡因子表达下调等连锁反应，

加速肾小球硬化与肾小管间质纤维化进程。因此，

靶向激活 cAMP 信号通路具有多途径肾脏保护潜

能。研究证实，cAMP/PKA 通路活化有助于维持足

细胞裂孔膜蛋白表达，保护肾小球滤过屏障完整

性，直接改善 DKD 特征性的蛋白尿表现［26］。另有

报道，CREB 可诱导超氧化物歧化酶 2（SOD2）等抗

氧化酶基因转录，从而减轻 DKD 中普遍存在的肾小

管上皮细胞氧化应激损伤［27］。同时，有研究发现，

Bcl-2 表达可降低线粒体电子传递链的电子泄漏，抑

制活性氧积累，保护细胞免受氧化损伤，维持高糖

微环境中足细胞和肾小管上皮细胞的存活［28］。已

有研究证实，血糖正常化可减少晚期糖基化终产物

（AGEs）积累及其受体激活，从而减轻肾小球基底膜

增厚及足细胞损伤［29］。同时，改善血脂谱可抑制肾

脏脂质沉积与巨噬细胞浸润，最终实现延缓肾小球

硬 化 和 间 质 纤 维 化 进 展［25，30］。 然 而 ，目 前 基 于

cAMP 信号通路探讨补肾开玄通络方改善 DKD 的

分子机制研究尚属空白。

本研究选用 db/db 小鼠模拟人类 DKD 病理进

程，通过补肾开玄通络方进行药物干预评估其肾脏

保护作用，同时具有一定的肝脏安全性。实验结果

表明，补肾开玄通络方可明显改善 db/db 小鼠整体

状态，显著改善小鼠肾功能。此外，补肾开玄通络

方可明显改善小鼠糖脂代谢，表明其具有调节糖脂

代谢紊乱作用。肾脏组织病理学评估显示，补肾开

玄通络方可缓解 db/db 小鼠肾小球基底膜增厚、系

膜基质扩张及肾小管间质胶原纤维沉积等典型

DKD 病变特征，进一步表明该方具有明显的改善

DKD 药效学作用。分子机制进一步研究揭示，补肾

开玄通方可通过上调 db/db 小鼠肾组织中 PKA、

CREB、Bcl-2 mRNA 表 达 水 平 及 p-PKA/PKA、

p-CREB/CREB、Bcl-2 蛋白表达水平，激活 cAMP 信

号通路核心节点，进而增强肾脏抗氧化能力并改善

滤过屏障功能。

综上所述，补肾开玄通络方能改善 db/db 小鼠

的肝肾功能，纠正脂代谢紊乱及糖代谢失衡，并通

过上调 cAMP 信号通路减轻肾纤维化病变及氧化应

激损伤，最终实现肾功能保护作用。本研究初步阐

释了补肾开玄通络方改善 DKD 的分子药理学机制，

不仅为其临床应用提供了实验依据，更为靶向调控

cAMP 信号通路的新型 DKD 治疗策略奠定了理论

基础。需要说明的是，本研究虽从整体动物、组织

病理及分子水平证实补肾开玄通络方可通过调控

cAMP 信号通路发挥 DKD 治疗作用，但尚未涉及该

通路下游效应分子如脑源性神经营养因子（BDNF）
的验证工作，未来需就此展开纵深探索，以进一步

完善其作用机制网络。
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