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三焦祛湿方对 C-BSA 诱导膜性肾病小鼠肾脏保护作用及其对
Nrf2/HO-1 信号通路的影响
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［摘要］ 目的：探索三焦祛湿方对阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA）诱导膜性肾病（MN）小鼠肾脏保护作用及其对核因子

E2 相关因子 2（Nrf2）/血红素氧合酶 -1（HO-1）信号通路影响。方法：雌性 BALB/c 小鼠 60 只，随机分为正常组 10 只，模型组

50 只。模型组小鼠尾静脉注射 C-BSA（6.5 mg·kg-1），造模成功小鼠按体质量随机分为模型组、三焦祛湿方低剂量（3.71 g·kg-1）
组，三焦祛湿方高剂量（7.42 g·kg-1）组及盐酸贝那普利（1.3 mg·kg-1）组，分别给予各组相应剂量的药物灌胃，1 次/d，连续 4 周。

分别于造模前、造模后及治疗后检测 24 h 尿蛋白定量。给药后，腹主动脉取血检测血尿素氮（BUN），血清肌酐（SCr），甘油三

酯（TG），总胆固醇（TC），总蛋白（TP），白蛋白（Alb）水平，肾组织行苏木素-伊红（HE），马松（Masson），过碘酸-六胺银（PASM）
染色，光镜下观察小鼠肾组织病理形态变化，免疫荧光检测肾组织免疫球蛋白 G（IgG）沉积情况，采用免疫荧光法检测肾组织

中活性氧（ROS）表达情况。蛋白免疫印迹法（Western blot）观察肾组织 Nrf2 蛋白在细胞质和细胞核的表达情况，以及其下游

因子血红素氧合酶-1（HO-1），醌还原型辅酶Ⅰ（NADH）脱氢酶 1（NQO1）蛋白表达水平。结果：模型组小鼠 24 h 尿蛋白水平显

著升高（P<0.01），血清 TG，TC 水平显著升高（P<0.01），TP，Alb 水平显著降低（P<0.01）；光镜下观察肾脏病理改变，可见肾小球

体积增大，基底膜增厚，嗜复红蛋白沉积，“钉突”形成；荧光显微镜下可见 IgG 沿毛细血管襻弥漫性沉积；肾组织 ROS 表达水平

显著升高（P<0.01）；肾组织细胞核内 Nrf2 蛋白表达显著升高（P<0.01），细胞质 Nrf2 蛋白表达显著降低（P<0.01），HO-1 和

NQO1 蛋白表达显著升高（P<0.01）；给药后，各治疗组小鼠 24 h 尿蛋白水平显著降低（P<0.01），血清 TG，TC 水平显著降低（P<

0.01），TP，Alb 水平明显升高（P<0.05，P<0.01）；各治疗组肾组织病理损害明显改善；肾组织 ROS 表达水平显著降低（P<0.01）；
肾组织细胞核内 Nrf2 蛋白表达显著降低（P<0.01），细胞质 Nrf2 蛋白表达不同程度升高（P<0.05，P<0.01），HO-1 和 NQO1 蛋白

表达显著升高（P<0.01）。结论：三焦祛湿方可能通过调控膜性肾病肾组织 Nrf2/HO-1 信号表达，缓解肾组织氧化应激，进而降

低 24 h 尿蛋白定量，降低血脂水平，提高血清蛋白含量，减轻肾脏病理损害，起到明显的肾脏保护及延缓病程进展的作用。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the renoprotective effects that Sanjiao Qushi prescription

ameliorates cationic bovine serum albumin（C-BSA）induced membranous nephropathy（MN）in mice model
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and its influence on nuclear factor erythroid-2-related factor-2（Nrf2）/heme oxygenase-1（HO-1） signaling

pathway. Method：： Sixty female BALB/c mice were randomly divided into the normal group（n=10）and the

model group（n=50）. The mice in the model group received C-BSA injection via tail vein（6.5 mg·kg-1）. The

mice that were successfully modeled were randomized into the model group，the low dose Sanjiao Qushi

prescription group（3.71 g·kg-1），the high dose Sanjiao Qushi prescription group（7.42 g·kg-1）and benazepril

hydrochloride group（1.3 mg·kg-1）. And they were administered with the corresponding medicine by gavage once

a day for four consecutive weeks. 24 hour-urine protein quantitation were performed before C-BSA injection and

after C-BSA injection as well as the medicine gavage. When the treatment was finished，all of the mice were

sacrificed and the biochemical indicators such as serum creatinine（SCr），blood urea nitrogen（BUN），

triglyceride（TG），total cholesterol（TC），total protein（TP）and albumin（Alb）were measured. And the renal

pathological morphology changes were observed by light microscope with hematoxylineosin（HE），Masson and

periodic acid-silver metheramine（PASM）staining. The deposition of immunoglobulin G（IgG）in the glomerulus

was detected by fluorescence microscope. The expression of reactive oxygen species（ROS）of kidney was

detected by fluorescence immunoassay. The protein expression levels of Nrf2 in cell nucleus and cytoplasm and

the downstream protein factors HO-1 and NADH quinone acceptor oxidoreductase 1（NQO1）were detected by

Western blot. Result：： Compare to normal group，the levels of 24 hour-urine protein quantitation，TG and TC

significantly increased in model group（P<0.01），while TP and Alb levels significantly decreased（P<0.01）. The

model group exhibited enlarged volume of glomerular，significantly thickened glomerular basement membrane

（GBM），fuchsinophilic protein deposition and spike formation through light microscope. Immunofluorescence

staining for the model group exhibited granular deposition of IgG along the capillary wall. The expression of

ROS in kidney significantly increased（P<0.01）. The protein expression levels of Nrf2 in cell nucleus

significantly increased（P<0.01）， while Nrf2 in cytoplasm significantly decreased（P<0.01）. The protein

expression levels of HO-1 and NQO1 significantly increased（P<0.01）. Compared to model group，the levels of

24 hour-urine protein quantitation，TG and TC significantly decreased in each treated group（P<0.01），TP and

Alb levels significantly increased（P<0.05，P<0.01）. The pathological damages alleviated obviously. The

expression of ROS in kidney significantly decreased（P<0.01）. The protein expression levels of Nrf2 in cell

nucleus significantly decreased（P<0.01），while Nrf2 in cytoplasm significantly increased（P<0.05，P<0.01）. The

protein expression levels of HO-1 and NQO1 significantly increased（P<0.01）. Conclusion：： Sanjiao Qushi

prescription worked on MN mice possibly by regulating related proteins in the Nrf2/HO-1 signaling pathway and

relieving oxidative stress，thus decreasing 24 hour-urine protein and blood lipid，increasing serum protein，and

alleviating the pathological damages to protect renal function and delay progress of the disease.

［［Keywords］］ membranous nephropathy； nuclear factor erythroid-2-related factor-2 （Nrf2）/heme

oxygenase-1（HO-1）signaling pathway；Sanjiao Qushi prescription

膜性肾病（MN）是肾病综合征最常见的病理类

型之一，临床表现为不同程度的蛋白尿，并伴有低

蛋白血症、高脂血症，病情反复发作，部分患者可进

展至终末期肾病（ESRD）［1］。其典型的病理特征表

现为基底膜弥漫性增厚，免疫荧光显示免疫复合物

沿毛细血管襻颗粒样沉积，电镜下可见上皮下电子

致密物沉积。随着肾脏病理活检数增加，MN 检出

率也随之升高［2］。根据其发病原因可分为特发性膜

性肾病（IMN）和继发性膜性肾病（SMN）。
目前，IMN 发病机制尚未完全明确，研究表明，

氧化应激参与 MN 发病过程［3］。机体处于氧化应激

状态时，可产生大量活性氧（ROS），ROS 经过一系

列反应，可刺激核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）磷酸化

并发生核转移，进入细胞核的 Nrf2 与抗氧化反应元

件（ARE）结合并启动下游血红素氧合酶 -1（HO-1），
醌 NADH 脱氢酶 1（NQO1）等抗氧化应激蛋白的基

因转录以保护机体免受氧化损伤［4］。

MN 治疗以激素联合烷化剂方案为主，部分患

者用药后可出现严重的不良反应，有 5%~10% 的患

者使用多种免疫抑制方案后仍然不能缓解甚至迅
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速进入 ESRD。中医药治疗 IMN 已经取得较大的进

展，研究者从足细胞裂孔膜蛋白［5］、细胞凋亡［6］、改

善高凝状态［7］、改善细胞外基质［8］及抗炎［9］等方面对

中药干预 MN 动物模型进行了探索，收效显著。有

学者认为本病基本病机为脾肾阳虚为本，水湿痰瘀

为标，病机关键在于三焦气化，故用三焦祛湿法治

疗的 MN，临床应用疗效确切［10］。本实验拟建立

MN 小鼠病理模型，以探讨三焦祛湿方对 MN 小鼠

肾脏保护及其对 Nrf2/HO-1 信号通路作用的机制。

1 材料

1.1 动物 SPF 级健康雌性 BALB/c 小鼠 60 只，6~

8 周龄，体质量 16~19 g，由北京维通利华实验动物

技 术 有 限 公 司 提 供 ，合 格 证 号 SCXK（京）2016-

0006，饲养于河北中医学院实验动物中心标准化洁

净动物房（温度 23~25 ℃，相对湿度 50%~70%，昼夜

各半），普通饲料喂养，自由饮水。本研究所涉及的

动物实验操作均由河北中医学院动物伦理委员会

批准（编号 DWLL2019020）。
1.2 药物与试剂 三焦祛湿方颗粒剂组成：黄芪

30 g，淫羊藿 15 g，丹参 15 g，川芎 12 g，红花 10 g，水

蛭 6 g，广霍香 10 g，陈皮 15 g，白豆蔻 10 g，积雪草

30 g，炒白术 15 g，茯苓 15 g（广东一方制药有限公

司 ，批 号 分 别 为 012263，010049，101123，101149，

101149，012028，004636，012165，009644，011590，

011271，012347），将三焦祛湿方颗粒加入煮沸的蒸馏

水中，配成含生药质量浓度分别为 2.379，4.758 g·mL-1

的中药混悬液，4 ℃备用；盐酸贝那普利片（深圳信

立泰药业股份有限公司，批准文号 H20054771）；阳
离子化牛血清白蛋白（C-BSA，美国 Chondrex 公司，

批号 9058）；弗氏完全佐剂，ROS 染液（美国 Sigma

公司，批号分别为 F5881，D7008）；总蛋白（TP），白
蛋白（Alb）测定试剂盒（中生北控生物科技股份有

限 公 司 ，批 号 分 别 为 200941，200923）；尿 素 氮

（BUN），血清肌酐（SCr），甘油三酯（TG），总胆固醇

（TC）测定试剂盒（贝克曼库尔特实验系统有限公

司 ，批 号 分 别 为 AUZ3625，AUZ3592，AUZ3562，

AUZ3611）；Nrf2 抗体，NQO1 抗体（美国 Proteintech

公司，批号分别为 16396-1-AP，67240-1-Ig）；HO-1

抗体，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体，辣根过

氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G

（武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

GB12104，GB12002，GB23303）；组蛋白 H3（Histone

H3）（上海泊湾生物科技有限公司，批号 CY6587），
异硫氰酸荧光素（FITC）标记的小鼠 IgG（美国 KPL

公司，批号 02-18-06）；伊红染色液，苏木素染色液，

马松（Masson）三色染色液，六胺银（PASM）染色液

（珠海贝索生物技术有限公司，批号分别为 BA-

4022，BA-4097，BA4079B，BA4094）。

1.3 仪 器 7170A 型 全 自 动 生 化 分 析 仪（日 本

Hitachi 公司）；BX43 型免疫荧光显微镜，BX51 型光

学显微镜（日本 Olympus 公司）；Semi-Day 型半干转

膜 仪 ，PowerPac 型 电 泳 仪（美 国 Bio-Rad 公 司）；
Image Quant LAS4000 型化学发光成像分析仪（美

国 GE Healthcare 公司）；1-15K 型高速冷冻离心机

（美国 Sigma 公司）；NanoDrop2000C 型紫外分光光

度计（美国 Thermo 公司）；UC7 型超薄切片机（德国

Leica公司）。
2 方法

2.1 模型制备 小鼠适应性喂养 1 周后，测定 24 h

尿 蛋 白 定 量 <22 μg，按 体 质 量 随 机 分 为 正 常 组

10 只，造模组 50 只。依据文献［11］方法及预实验结

果，给予模型组等体积的完全弗氏佐剂充分乳化

（0.2 mg C-BSA，2 g·L-1）后皮下注射，而正常组仅用

相同体积的完全弗氏佐剂皮下注射，预免疫 2 周后，

模型组每隔 1 d 尾静脉注射 C-BSA 正式免疫，每周

3 次（6.5 mg·kg-1），同时给予正常组尾静脉注射生理

盐水，持续 6 周。正式免疫结束后，测定 24 h 尿蛋白

定量>60 μg，提示出现异常范围蛋白尿［12］，随机取

造模组 4 只小鼠行肾脏病理免疫荧光检查，均出现

IgG 沿毛细血管壁颗粒样沉积，进一步证实了 MN

模型的建立。造模过程中，模型组有 3 只小鼠死亡，

3 只小鼠尿蛋白正常，将剩余 40 只模型复制成功小

鼠随机分为模型组，三焦祛湿方低、高剂量组及盐

酸贝那普利组。

2.2 分组与给药 造模成功后，正常组和模型组小

鼠每日给予蒸馏水 0.2 mL 灌胃，三焦祛湿方低、高

剂量组分别给予相应剂量的中药溶液灌胃，按照小

鼠与人等效剂量方法折算，即人服用剂量的 9.1 倍，

根据体质量低剂量三焦祛湿方剂量为 3.71 g·kg-1，

高剂量组为低剂量组的 2 倍［13］，将盐酸贝那普利溶

于羧甲基纤维素钠中，根据体质量给予 1.3 mg·kg-1，

折算方法同上。每只小鼠灌胃体积均为 0.2 mL，共

给药 4 周，于实验第 12 周末取材。

2.3 标本采集 各组小鼠分别于造模前、后及给药

后经代谢笼收集 24 h 尿液，记录尿量。给药结束

后，异氟烷吸入麻醉小鼠，暴露腹腔，腹主动脉取

血，后迅速离心取血清；迅速剖取左肾，磷酸盐缓冲

液（PBS）冲洗后迅速投入预冷的冻存管中，先放入
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液氮中，后转移至−80 ℃冰箱中；剖取右肾，PBS 冲

洗后置于冰上，切取约大米粒大小肾皮质，用生理

盐水浸湿的纱布包裹后放入离心管中，4 ℃备用；剩
余肾组织放入 4% 多聚甲醛中，固定 24 h 备用。

2.4 指标检测

2.4.1 化学法检测生化指标，双缩脲法检测 24 h 尿

蛋白定量 全自动生化分析仪检测 TP，Alb，TC，

TG，SCr，BUN 水平，尿蛋白定量检测试剂盒检测

24 h 尿蛋白水平。

2.4.2 苏木素 -伊红（HE），Masson，PASM 检测肾脏

组织病理学改变 将固定于 4% 多聚甲醛的肾组织

脱水，石蜡包埋，切片，分别予 HE，Masson，PASM 染

色，光学显微镜下观察肾脏组织形态学改变。

2.4.3 免疫荧光法检测小鼠肾脏 IgG 的沉积 将新

鲜肾组织从 4 ℃冰箱取出，用 OCT 包埋剂包埋，并

迅速放入−20 ℃冷冻切片机中，切片，厚 4 μm，丙酮

固定 5 min，再用 PBS 溶液浸洗 3 次，避光封闭 IgG

抗体，室温下孵育 1 h，PBS 再次浸洗，于荧光显微镜

下观察并拍照。荧光显示的强度：可分为（−），高、

低倍镜均不显示；（±），高倍镜隐约有显示：（+），低
倍镜隐约可见，高倍镜下可见；（􀳥），低倍镜下可

见，高倍镜下清晰：（􀳦），低倍镜下清晰，高倍镜下

耀眼；（􀳧），低倍镜下耀眼，高倍镜下刺眼［14］。

2.4.4 免疫荧光法检测肾组织 ROS 的表达 将部

分肾组织制成冰冻切片，室温复温，将组化笔于组

织周围画圈，并加入自发荧光淬灭剂。将 ROS 染液

滴入圈内，室温孵育 30 min，DAPI 复染细胞核，封

片，于荧光显微镜下观察图像。

2.4.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织

中细胞核 Nrf2，细胞质 Nrf2，HO-1，NQO1 蛋白的表

达 取肾组织约 100 mg 放入离心管中，置于冰上，

加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液（RIPA Lysis

Buffer），用组织匀浆器裂解组织。检测细胞核蛋白

表达时使用核质分离试剂盒提取肾皮质的核蛋白。

4 ℃，1 万 r·min-1 离心 10 min，离心半径 10 cm，提取

上清液，采用 BCA 法检测组织上清液蛋白浓度，沸

水浴 5 min 使蛋白变性。蛋白样品经凝胶电泳，转

至 PVDF 膜，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，分别加入 Nrf2

抗 体（1∶1 000），HO-1 抗 体（1∶700），NQO1 抗 体

（1∶5 000），4 ℃孵育过夜，加入 HRP 标记的山羊抗

兔 IgG（1∶2 000），室温摇床孵育 1 h，加入化学发

光试剂显影，并用 ImageQuant LAS4000 成像系统

拍照。

2.5 统计学分析 采用 SPSS 25.0 进行统计分析，

计量资料用 x̄± s表示，若数据呈正态分布且方差齐，

则组间均数比较用单因素方差分析，若数据不符合

正态分布，则选用非参数秩和检验，P<0.05 表示差

异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 MN 小鼠一般情况的影响 与正常组小鼠

比较，模型组小鼠逐渐表现为精神萎靡，活动迟缓，

毛发干枯，饮食减少，治疗后，与模型组小鼠比较，

治疗组小鼠饮食渐增，活动渐多，精神状态有所改

善，毛发逐渐有光泽，三焦祛湿方高剂量组小鼠改

善最为明显。

3.2 对 MN 小鼠 24 h 尿蛋白定量的影响 造模前，

各组 24 h 尿蛋白水平比较，差异无统计学意义；造
模后，与正常组比较，模型组小鼠 24 h 尿蛋白水平

显著升高（P<0.01）；给药后，与模型组比较，三焦祛

湿方低、高剂量组及盐酸贝那普利组 24 h 尿蛋白水

平显著降低（P<0.01），三焦祛湿方高剂量组尿蛋白

定量降低最显著。见表 1。

3.3 对 MN 小鼠血清 BUN，SCr，TG，TC，Alb，TP 水

平的影响 与正常组比较，模型组小鼠血清 TG，TC

含量显著增高（P<0.01），TP，Alb 含量显著降低（P<

0.01）；治疗后，各给药组与模型组比较，血清 TG，

TC 含量显著降低（P<0.01），TP，Alb 含量明显增高，

差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。各组小鼠

表 1 三焦祛湿方对 MN小鼠 24 h尿蛋白定量的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Sanjiao Qushi prescription on 24 h urinary protein quantification in MN mice（x̄± s，n=10） μg

组别

正常

模型

三焦祛湿方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

3.71

7.42

0.001 3

造模前

11.14±2.67

10.75±1.73

10.95±1.59

11.66±1.77

11.21±1.93

造模后

13.06±3.34

105.60±15.431）

104.45±12.161）

111.09±16.461）

108.79±20.881）

给药后

13.71±3.11

114.69±16.141）

74.80±10.412）

67.78±7.532）

68.26±11.512）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 3 同）。
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血 清 SCr，BUN 水 平 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义 。 见表 2。

3.4 对 MN 小鼠肾组织病理学改变的影响 正常

组小鼠 HE 染色可见肾小球结构完整，囊腔大小正

常，Masson 染色未见上皮下嗜复红蛋白沉积，PASM

染色基底膜未见异常；模型组小鼠 HE 染色可见肾

小球体积增大，Masson 染色可见嗜复红蛋白沉积，

PASM 染色基底膜出现不同程度的增厚，可见“钉

突”形成。与模型组比较，经三焦祛湿方及盐酸贝

那普利治疗后，各组小鼠 HE 染色肾小球体积增大

有所减轻，Masson 染色偶见嗜复红蛋白，PASM 染

色基底膜增厚程度减轻，“钉突”较少见。见图 1。

3.5 对 MN 小鼠肾组织 IgG 沉积的影响 正常组小

鼠肾小球未见免疫复合物沉积，荧光强度为“−”，模
型组小鼠肾小球可见 IgG 沿毛细血管襻弥漫性沉

积，荧光强度为“􀳦~􀳧”，经三焦祛湿方及盐酸贝那

普利干预后，治疗组小鼠肾小球可见 IgG 沿毛细血

管襻少量沉积，荧光强度为“+~􀳥”。见图 2。

3.6 对 MN 小鼠肾组织 ROS 水平的影响 与正常

组比较，模型组小鼠肾组织 ROS 表达水平显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，各治疗组小鼠肾组织

ROS 表达水平显著降低（P<0.01）。见图 3，表 3。

3.7 对 MN 小鼠肾组织 Nrf2/HO-1 通路蛋白表达水

平的影响 与正常组比较，模型组肾组织细胞核内

Nrf2 蛋白表达显著升高（P<0.01），细胞质 Nrf2 蛋白

表达显著降低（P<0.01），HO-1 和 NQO1 蛋白表达显

表 2 三焦祛湿方对 MN小鼠血清 TP，Alb，TC，TG，SCr，BUN水平的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Sanjiao Qushi prescription on serum TP，Alb，TC，TG，SCr，BUN levels in MN mice（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

三焦祛湿方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

3.71

7.42

0.001 3

TP/g·L-1

54.75±3.18

41.58±3.451）

46.91±3.433）

48.18±2.653）

46.66±3.592）

Alb/g·L-1

31.31±2.71

20.73±2.991）

25.66±3.543）

27.07±2.643）

26.17±3.443）

TC/mmol·L-1

2.42±0.28

4.93±0.401）

3.61±0.603）

3.54±0.433）

3.62±0.403）

TG/mmol·L-1

1.30±0.26

2.92±0.311）

2.39±0.353）

2.32±0.353）

2.34±0.363）

SCr/μmol·L-1

14.37±1.45

15.95±2.29

15.14±1.20

15.08±1.14

15.24±2.61

BUN/mmol·L-1

6.57±1.03

7.17±1.70

6.86±0.90

6.71±0.51

6.92±0.88

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 4 同）。

A. 正常组；B. 模型组；C. 三焦祛湿方低剂量组；D. 三焦祛湿方高剂量组；E. 盐酸贝那普利组（图 2~4 同）
图 1 三焦祛湿方对 MN小鼠肾组织病理学改变的影响（×400）
Fig. 1 Effect of Sanjiao Qushi prescription on renal histopathological changes in MN mice（×400）
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著升高（P<0.01）；给药后，与模型组比较，各治疗组

肾组织细胞核内 Nrf2 蛋白表达显著降低（P<0.01），
三焦祛湿方低剂量组、盐酸贝那普利组细胞质 Nrf2

蛋白表达明显升高（P<0.05），三焦祛湿方高剂量组

细胞质 Nrf2 蛋白表达显著升高（P<0.01），HO-1 和

NQO1 蛋白表达显著升高，差异有统计学意义（P<

0.01）。见图 4，表 4。

4 讨论

近 10 年来，我国 MN 患者数量逐年增加，调查

显示，在其他肾小球病占比相对稳定情况下，MN 占

比从 2004 年的 12.2% 增至 2014 年的 24.9%，其患病

率平均每年增加 13%［15］。MN 以肾病综合征为主要

临床表现，MN 发生时，肾小球滤过屏障受损，大量

蛋白质随尿排出，血清 Alb，TP 水平降低，进而使肝

脏代偿性合成白蛋白及脂蛋白等，脂蛋白增加引起

高脂血症产生。低蛋白血症可引发机体免疫力低

下、感染风险增加。高脂血症不仅增加血栓栓塞风

图 2 三焦祛湿方对 MN小鼠肾组织 IgG沉积的影响（荧光显微镜，×400）
Fig. 2 Effect of Sanjiao Qushi prescription on IgG deposition in kidney tissue of MN mice（fluorescence microscope，×400）

表 3 三焦祛湿方对 MN小鼠肾组织 ROS水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Sanjiao Qushi prescription on ROS level in

renal tissue of MN mice（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

三焦祛湿方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

3.71

7.42

0.001 3

ROS

0.02±0.01

1.60±0.341）

0.84±0.102）

0.55±0.092）

0.86±0.082）

图 3 三焦祛湿方对 MN小鼠肾组织 ROS表达的影响（荧光显微镜，×200）
Fig. 3 Effect of Sanjiao Qushi prescription on ROS expression in kidney tissue of MN mice（fluorescence micrographs，×200）

图 4 Nrf2/HO-1通路蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Nrf2/HO-1 pathway protein expression

表 4 三焦祛湿方对 MN小鼠 Nrf2/HO-1通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Sanjiao Qushi prescription on Nrf2/HO-1 pathway protein expression in MN mice（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

三焦祛湿方

盐酸贝那普利

剂量/g·kg-1

3.71

7.42

0.001 3

细胞核 Nrf2/Histone H3

0.34±0.01

0.76±0.021）

0.62±0.013）

0.55±0.013）

0.50±0.013）

细胞质 Nrf2/GAPDH

1.20±0.10

0.49±0.071）

0.78±0.062）

0.83±0.133）

0.74±0.072）

HO-1/GAPDH

0.25±0.01

0.37±0.011）

0.44±0.013）

0.47±0.013）

0.49±0.013）

NQO1/GAPDH

0.47±0.02

0.67±0.071）

0.91±0.053）

1.16±0.033）

1.07±0.043）
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险，还可加重肾小球硬化、肾小管-间质损伤等，从而

加重肾脏结构损伤。本研究采用 C-BSA 尾静脉注

射建立 MN 小鼠模型［11］，实验结果显示模型组小鼠

较正常组血清 Alb，TP 明显减少，血清 TC，TG 水平

明显升高，并出现大量蛋白尿，肾脏病理表现为 IgG

沿毛细血管襻颗粒样沉积，说明 MN 小鼠模型复制

成功。给予三焦祛湿方治疗后，MN 小鼠血清 TP，

Alb 明显增加，血清 TC，TG 水平明显降低，蛋白尿

水平降低，肾脏病理损伤程度有所改善，表明三焦

祛湿方可以改善 MN 的临床症状，延缓肾脏病理

损伤。

MN 发病机制尚未明确，多数学者认为 MN 是

由自身抗体与肾脏足细胞抗原结合形成原位免疫

复合物致病。研究发现，免疫复合物沉积和随后的

反应，包括补体激活、氧化应激等，似乎是 MN 的核

心发病机制［3］。氧化应激是指机体受到各种有害刺

激损伤时，活性氧生成和抗氧化防御系统失去平衡

后机体所处的一种状态。免疫复合物在上皮下沉

积，随后激活补体，形成膜攻击复合物 C5b-9，C5b-9

促使足细胞释放花生四烯酸，NADPH 氧化酶上调，

进一步产生大量 ROS，ROS 过量可导致足细胞的损

伤［16］，而足细胞高度分化不可再生，损伤后引起肾

小球基底膜的破坏［17］；另一方面，当机体不饱和脂

肪酸受到 ROS 攻击时，会产生一系列脂质过氧化反

应，使肾小球基底膜Ⅳ型胶原降解而导致基底膜

损伤［18］。

ROS 大量产生会破坏细胞内氧化还原稳态并

改变正常的细胞过程［19］，为了限制这种有害作用，

细胞中许多保护性转录因子被激活 ，其中包括

Nrf2。 Nrf2 由 Nfe2l2 基 因 编 码 ，属 于 cap-ncollar

（CNC）亮氨酸拉链转录激活因子家族成员，相对分

子质量约为 68 kDa，是细胞防御多种应激损伤的关

键因子［20］。在正常的生理状态下，转录因子 Nrf2 与

其抑制蛋白 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1）
以特殊结构结合于细胞质，并通过 Keap1-Cul 3-Rbx

依赖的泛素化过程保持平衡而处于惰性状态。当

机体处于氧化应激状态时，Keap1 蛋白发生空间构

象变化，泛素化过程受到抑制，Nrf2 与 Keap1 蛋白解

离，并发生核转移，进入细胞核后，与小肌腱膜纤维

肉瘤蛋白（Maf）蛋白形成异二聚体，再与 ARE 结合

而启动 HO-1，NQO1 等基因的转录［21］。当氧化还原

平衡恢复后，Nrf2 从细胞核转移到细胞质，在细胞

质中被泛素化降解［22］。

HO-1 是一种重要的抗氧化剂酶，不仅能够阻止

游离血红素参与氧化反应，还与胆红素、一氧化碳

（CO）共同发挥着抗氧化、抗炎、抑制细胞凋亡等作

用［23］。NQO1 属于Ⅱ相代谢酶，可以催化醌还原成

氢醌并抑制 ROS 产生，防止 DNA 氧化损伤［24］。有

研究表明，新月体性肾小球肾炎小鼠模型应用绿茶

多酚后，其 Nrf2 水平恢复，并增加了 HO-1，NQO1 蛋

白的表达，表明已启动保护氧化应激过程［25］。本次

研究结果发现，MN 小鼠肾组织 ROS 表达水平升高，

细胞内发生了 Nrf2 的核转移，表明体内发生氧化应

激，经过三焦祛湿方治疗后，ROS 水平降低，Nrf2 核

转移有所恢复，并上调其下游靶基因 HO-1，NQO1

的表达，表明体内已启动抗氧化应激过程。因此，

Nrf2/HO-1 信号通路可能是三焦祛湿方改善 MN 小

鼠肾脏氧化应激的靶点之一。

膜性肾病并无对应中医病名，常将其归为“水

肿”范畴。《景岳全书·肿胀》指出：“凡水肿等证，乃

肺脾肾三脏相干之病，盖水为至阴，故其本在肾；水
化于气，故其标在肺；水唯畏土，故其制在脾。”其基

本病机以脾肾亏虚为本，水湿痰瘀为标。故方含黄

芪、仙灵脾健脾温肾，川芎、丹参、红花、水蛭活血化

瘀通络。《黄帝内经·灵枢·邪气脏腑病形篇》：“三焦

病者，腹气满。小腹尤坠，不得小便。窘急，溢则水

留即为胀”。三焦为机体水液代谢升降出入的通

道，三焦气机壅滞，水道不通，决渎失司，泛溢肌肤，

发为水肿，故其病机关键在于三焦气化。本病以水

肿为主要症状，湿为主要致病因素，治当以化湿利

水消肿，而化湿利水赖于气化作用；本病除水泛致

肿，又有湿痰内停，湿性黏滞，不易祛之，若与热结

或郁而化热形成湿热或热毒则更难祛除，若要祛

之，亦赖气化作用，故用药配以宣通三焦、促进气化

之品。本方含藿香芳香化湿以宣通上焦，白术、豆

蔻、陈皮苦温燥湿以转运中焦，茯苓、积雪草淡渗利

水以通利下焦。在本团队前期研究中，应用三焦祛

湿方治疗 MN，临床疗效显著［10］，本实验中，三焦祛

湿方可明显改善 MN 小鼠生化指标，缓解肾脏病理

损伤，并在分子层面表现出肾脏保护作用，三焦祛

湿方高剂量组较低剂量组作用略胜一筹，但差异尚

无统计学意义，后期将进一步研究其量效关系。

综上所述，三焦祛湿方可显著减少 MN 小鼠的

尿蛋白，降低血脂，提高血清蛋白水平，改善受损的

肾脏组织形态，降低 ROS 水平，减少 Nrf2 核转移，并

使 HO-1，NQO1 蛋白表达上调，由此可见，三焦祛湿

方可能通过调节 Nrf2/HO-1 信号通路以改善肾组织

氧化应激，保护肾组织，延缓病程进展。
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