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益肾活血方对肾纤维化小鼠血管内皮结构及功能的影响
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［摘要］ 目的：从内皮细胞及细胞能量代谢角度，探讨益肾活血方对肾间质纤维化（RIF）的作用机制。方法：采用单侧输

尿管梗阻（UUO）方法造模成功后将 75 只 SPF 级 C57BL/6 小鼠随机分为模型组、白藜芦醇组（50 mg·kg-1·d-1）、益肾活血方低、

中、高剂量组（7.1、14.2、28.4 g·kg-1·d-1），每组 15 只。另设 15 只作为假手术组。假手术组及模型组予等体积生理盐水灌胃。所

有小鼠于造模术后第 7、14、21 天（d7、d14、d21）处死并取材，采用免疫组织化学 S-P 法检测血小板内皮细胞黏附分子 31（CD31）
蛋白表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、Ⅳ型胶原蛋白（Col-Ⅳ）、促血管生成素 -1

（Ang-1）/酪氨酸激酶受体 -2（Tie-2）、血管内皮生长因子（VEGF）、血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）、闭合蛋白（Occludin）蛋白

表达，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测肾组织 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin mRNA 表达，酶联

免疫吸附测定法（ELISA）检测小鼠活性氧（ROS）水平。结果：与假手术组比较，模型组肾组织中 CD31 表达明显减少且随造模

时间延长而加重（P<0.05），α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表达水平显著升高（P<0.01）；但 d14~d21 间 CD31 表达趋于平稳；ROS 水平显著

升高（P<0.01）；Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin 蛋白表达及 mRNA 表达显著下调（P<0.01）。与模型组比较，白藜芦

醇组、益肾活血方中、高剂量组治疗后 CD31 表达量明显增加（P<0.05），α-SAM、Col-Ⅳ显著下降（P<0.01），ROS 含量显著减少

（P<0.01），Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin 的蛋白表达及 mRNA 表达量均显著上调（P<0.01）。与白藜芦醇组比较，

益肾活血方低剂量组与益肾活血方中剂量组 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin 蛋白表达具有显著差异（P<0.01），益肾

活血方高剂量组 CD31、Ang-1/Tie-2 mRNA 表达量差异无统计学意义，益肾活血方中剂量组 ROS 水平差异无统计学意义。

结论：益肾活血方抗 RIF 作用可能与促进血管内皮修复、调控线粒体 ROS 减轻氧化应激，保护肾脏内皮结构完整性，延缓细胞

凋亡，维持细胞能量代谢有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Yishen Huoxue prescription in renal interstitial

fibrosis（RIF）from the perspective of endothelial cell and cell energy metabolism. Method：： The model was

successfully established by unilateral ureteral obstruction（UUO）. Seventy-five SPF C57BL/6 mice were

randomly divided into a model group，a resveratrol group（50 mg·kg-1·d-1），three Yishen Huoxue prescription

low，medium，and high-dose groups（7.1，14.2，28.4 g·kg-1·d-1），with 15 mice in each group. In addition，
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another 15 mice were used to prepare sham operation model. Mice in the sham operation group and the model

group were gavaged with equal volume of normal saline. All mice were sacrificed on 7，14，and 21 d after

modeling. The protein expression of platelet endothelial cell adhesion molecule 31（CD31）was detected by

immunohistochemical S-P method. The expression of α-smooth muscle actin（α-SMA），collagen Ⅳ（Col-Ⅳ），
angiopoietin 1（Ang-1）and tyrosine kinase receptors 2（Tie-2），vascular endothelial growth factor（VEGF），
vascular endothelial cadherin（VE-cadherin），and occludin in renal tissues was detected by Western blotting. The

mRNA expressions of Ang-1/Tie-2，VEGF，VE-cadherin，and occludin in renal tissues were detected by Real-

time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR），and the levels of reactive oxygen

species（ROS）in mice were detected by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）. Result：：As compared

with the sham operation group，the expression of CD31 in renal tissues of the model group was significantly

decreased and worsened with the extension of modeling time（P<0.05），α -SAM and Col-Ⅳ protein expression

levels were significantly increased（P<0.01），but the expression of CD31 was stable in 14-21 d. ROS levels were

significantly increased（P<0.01），and the protein and mRNA expressions of Ang-1/Tie-2，VEGF，VE-cadherin，

and occludin were significantly down-regulated（P<0.01）. As compared with the model group，the expression of

CD31 was increased（P<0.05），and α -SAM and Col-Ⅳ in the resveratrol group and the medium and high-dose

Yishen Huoxue prescription groups were significantly decreased（P<0.01）. The ROS content was significantly

decreased（P<0.01），and the protein and mRNA expressions of Ang-1/Tie-2，VEGF，VE-cadherin，and

occludin were up-regulated（P<0.01），As compared with the resveratrol group，the protein expressions of Ang-1/

Tie-2，VEGF，VE-cadherin，and occludin in the medium and low-dose Yishen Huoxue prescription groups were

significantly different（P<0.01）. There was no significant difference in the mRNA expressions of CD31 and Ang-

1/Tie-2 in the high-dose Yishen Huoxue prescription group，and no significant difference in the ROS level in the

medium-dose Yishen Huoxue prescription group. Conclusion：： The anti-RIF effect of Yishen Huoxue

prescription may be related to promoting vascular endothelial repair，regulating mitochondrial ROS to reduce

oxidative stress，protecting the integrity of renal endothelial structure，delaying cell apoptosis，and maintaining

cell energy metabolism.

［［Keywords］］ Yishen Huoxue prescription；unilateral ureteral obstruction（UUO）mice；renal interstitial

fibrosis；endothelial cells

慢性肾脏疾病（CKD）是威胁人类生命健康的

主要危险因素，全球 CKD 发病率在 1992~2019 年间

增加了 89%［1］。肾间质纤维化（RIF）是 CKD 进程中

常见的一个特征，而肾小管周围毛细血管网损伤

（PTC）在肾小管间质病变及纤维化中发挥重要作

用，其中内皮细胞是肾脏 PTC 主要参与成分［2-3］。白

藜芦醇作为一种天然的多酚化合物，具有抗氧化应

激反应、减轻管状损伤、抑制线粒体活性氧（ROS）生
成，调节细胞凋亡等作用［4-6］。

益肾活血方是根据中医络病学理论及长期临

床经验形成的自拟方，其主要用于慢性肾衰竭发病

过程中脾肾亏虚、毒瘀阻络病机的治疗。前期实验

证实，单侧输尿管结扎（UUO）大鼠模型肾小管 PTC

密度稀疏程度随时间延长逐渐加重，且益肾活血方

不仅能调控 miR-126/血管内皮生长因子（VEGF）-

Notch 信号通路，而且可减少炎症因子的浸润，促进

肾脏微血管新生，改善 PTC 和延缓 RIF 的进程［7-9］。

本研究采用白藜芦醇作为实验对照药物及 UUO 小

鼠模型，观察益肾活血方对小鼠肾脏组织 α-平滑肌

肌动蛋白（α -SAM）、Ⅳ型胶原（Col-Ⅳ）蛋白、血小

板 -内皮细胞黏附分子 31（CD31）、促血管生成素 -1

（Ang-1）/酪氨酸激酶受体 -2（Tie-2）、VEGF、血管内

皮黏附蛋白（VE-cadherin）、闭合蛋白（Occludin）表
达及血管内皮能量 ROS 水平的影响，以改善肾脏血

管内皮功能、纠正肾脏内皮能量代谢为切入点，进

一步探讨益肾活血方对 UUO 小鼠 RIF 的机制研究。

1 材料

1.1 动物 SPF 级的雄性 C57BL/6 小鼠 90 只，广西

医科大学实验中心提供，动物合格证号 SCXK（桂）
2020-0003，体质量 18~22 g，室内适应性喂养 1 周，

保持温度湿度适宜，提供充足的饲料及饮水。本实

验动物伦理批号 DW20201011-125。
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1.2 药物 益肾活血方：黄芪 15g、丹参 15g、红花

15 g，当归 10 g，大黄 10 g，田七 6 g，现使用单味中药

浓缩颗粒由江阴天江药业有限公司生产，批号分别

为 21082443、 21071273、 21101173、 21071183、

21092123、21102773；白藜芦醇（美国 Sigma 公司，批

号 R5010）。
1.3 试剂 α-SMA 抗体、Col-Ⅳ抗体、Ang-1 抗体、

VEGF 抗体、VE-cadherin 抗体、Occludin 抗体、β -肌

动蛋白（β-actin）抗体，兔二抗（英国 Abcam 公司，批

号分别为 ab245222、ab231957、ab183701、ab32152，

ab205336、ab216327、ab8226、ab6721）；Tie-2 抗 体

（美国 CST 公司，批号 4224S）；EDTA 抗原修复液

（50×）、TriQuick Reagent 总 RNA 提取试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司，批号分别为 C1034、R1100）；
CD31 Ab 抗体（美国 Affinity Biosciences 公司，批号

AF5113）；DAB 显色液（北京中杉金桥生物技术有

限公司，批号 ZLI-9018）；苏木素染液（南昌雨露实

验器材有限公司，批号 191202）；PrimeScript™ RT

Master Mix（Perfect Real Time）、TB Green® Premix

Ex Taq™ Ⅱ（Tli RNase H Plus）（日本 Takara 公司，批

号分别为 RR036A、RR820A）；小鼠 ROS 酶联免疫吸

附测定法（ELISA）试剂盒（上海酶联生物科技有限

公司，批号 ml009876-1）。
1.4 器材 2235 型组织切片机、HI1210 型组织摊

片机（上海徕卡仪器有限公司）；P70D20N1P-G5

（W0）型微波炉（广东格兰仕微波生活电器制造有限

公司）；HWS-28 型金属恒温水浴锅（上海齐欣科学

仪器有限公司）；TD4 型普通离心机（上海卢湘仪离

心机仪器有限公司）；Mini Trans-Blot Cell 型蛋白转

印模块（湿转）（美国 Bio-Rad 公司）；AriaMx 型实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪器（美

国 Agilen 公司）。
2 方法

2.1 分组与造模 随机原则将 SPF 级小鼠 90 只分

为假手术组、模型组、白藜芦醇组、益肾活血方低、

中、高剂量组，每组 15 只。参考文献行 UUO 小鼠造

模［10］，于左肾下极及输尿管中上 1/3 处结扎，并在两

道结扎点间剪断。假手术组同前方法，但不结扎及

离断输尿管。小鼠分别在 UUO 术后第 7、14、21 天

（d7、d14、d21）处死，收集梗阻侧肾脏组织，储存备用。

2.2 实验给药 使用前将益肾活血方免煎颗粒用

蒸馏水充分溶解，稀释成每 1 mL 相当于原药材

1.18 g 的颗粒剂溶度。根据《实验动物学》小鼠与成

人折算系数及临床剂量等效量的 0.5、1、2 倍换算，

益肾活血方低剂量组给药量为 7.1 g·kg-1·d-1、中剂

量组为 14.2 g·kg-1·d-1、高剂量组为 28.4 g·kg-1·d-1，

每日予以灌胃 1 次。白藜芦醇溶于 25% DMSO，给

药剂量为 50 mg·kg-1·d-1，每日予腹腔注射给药 1 次。

假手术组及模型组予等体积生理盐水灌胃 ，每

日 2 次。

2.3 检测方法

2.3.1 免疫组化检测 CD31 蛋白表达 取材，将组

织脱水包埋、切片脱蜡，组织切片行抗原修复，阻断

内源性过氧化物酶，封闭，将一抗 CD31 Ab（1∶50）滴
在玻片表面覆盖组织，4 ℃孵育过夜，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 片 。 二 抗（1∶1 000）孵 育 ，37 ℃ 孵 育

30 min，PBS 洗片。切片显色，苏木素复染细胞核及

封片，使用 Image-Pro Plus 6.0 分析免疫组化学图片。

2.3.2 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测

α -SAM、Col-Ⅳ、Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、

Occludin 蛋白表达 将肾脏组织称取 20~40 mg，加

入 RIPA-PMSF 200~400 μL，12 000 r·min-1 离 心

5 min（离心半径 7 cm，下同），取上清蛋白测定蛋白

浓 度 后 将 浓 度 调 齐 ，加 入 5× 蛋 白 上 样 buffer，于

100 ℃中变性约 10 min，采用 BCA 法行样本蛋白含

量测定，配制分离胶与浓缩胶，电泳后行转膜，5%

脱 脂 奶 粉 封 闭 1 h，加 入 稀 释 的 一 抗 α -SAM（1∶

1 000）、Col-Ⅳ（0.2 mg·L-1）、Ang-1（1∶1 万）、Tie-2

（1∶1 000）、VEGF（1∶1 000）、VE-cadherin（1∶1 000）、
Occludin（1∶1 000），4 ℃摇床过夜，TBST 洗涤 3 次

加入二抗（1∶8 000），37 ℃孵育，TBST 洗涤 3 次，电

子显影后采用 Image J软件分析蛋白条带灰度值。

2.3.3 Real-time PCR 检 测 肾 组 织 Ang-1/Tie-2、

VEGF、VE-cadherin、Occludin mRNA 表 达 采 用

Solarbio 公司 TriQuick Reagent行总 RNA 提取；RNA

浓度测定，行 RNA 逆转录反应得到 cDNA 模板，调

整反应程序，实行引物扩增，95 ℃预变性 30 s，

95 ℃ 变性 5 s，60 ℃ 延伸 10 s，循环 40 次。采用

2-ΔΔCt方法计算。以 β-actin 为内参，Real-time PCR 引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，引物

序列见表 1。

2.3.4 ELISA 检测小鼠 ROS 水平 取肾组织，加入

一定量的 PBS（pH7.4），将标本匀浆充分，（2 000~

3 000 r·min-1）离心 20 min，收集上清，标本用标本稀

释液 1∶1 稀释后加入 50 μL 于反应孔内，加样后

37 ℃温育 1 h，洗板每次 30 s，重复 3 次，加底物液显

色，取出酶标板，迅速加入终止液 50 μL，在 450 nm

波长处测定各孔的吸光度 A。
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2.4 统计学方法 采用 SPSS 25.0 软件统计分析，

计量资料用 x̄± s 表示，组间两两比较用最小显著性

差异法（LSD）检验，多组间比较用单因素方差分析，

方差不齐使用 Tamhane 's T2 检验，以 P<0.05 为差异

具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 UUO 小鼠 CD31 蛋白表达的影响 CD31 为

血管内皮细胞的标志物，免疫组化中表现为黄色或

棕黄色。与假手术组比较，模型组肾组织中 CD31

表达明显减少，随造模时间延长而加重（P<0.05），但
CD31 表达量从 d14~d21 期间略微下降；与模型组比

较，经白藜芦醇及益肾活血方低、中、高剂量干预

下，CD31 表达量增加（P<0.05）；与白藜芦醇组比较，

益肾活血方高剂量组 CD31 表达差异无统计学意

义。见图 1 和表 2。

3.2 对 UUO 小鼠纤维化指标 α -SAM、Col-Ⅳ的影

响 假手术组在不同时期的 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表

达水平差异无统计学意义；与假手术组比较，模型

组 α -SAM、Col-Ⅳ蛋白表达水平均显著上升，且模

型组 α-SAM 在 d7、d14、d21 蛋白表达水平逐渐升高

（P<0.01），说明造模后肾纤维化指标蛋白表达显著

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Ang-1

Tie-2

VEGF

VE-cadherin

Occludin

β-actin

序列（5'-3'）
上游 ACGCTGAACGGTTACACAGA

下游 ACTAGCCATTTGTTAGCTTTGTTCT

上游 GTAAGCTCAGGTGCCACTGT

下游 GGCCTGCCTTCTTTCTCACA

上游 TTGCCTGGTCAAACAGCTCA

下游 AGGAGTGTGCCAGCCTACTA

上游 AATTTGCCCAGCCCTACGAA

下游 CTGGCACCACATCCTTGTCT

上游 CCTGGTGTGAGCTGTGATGT

下游 GAGGGCTGCTGCAAAGATTG

上游 CAGCCTTCCTTCTTGGGTAT

下游 TGGCATAGAGGTCTTTACGG

长度/bp

145

106

111

96

105

100

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 白藜芦醇组；D. 益肾活血方低剂量组；E. 益肾活血方中剂量组；F. 益肾活血方高剂量组（图 2 和图 3 同）
图 1 益肾活血方对 UUO小鼠 d7、d14、d21肾组织 CD31蛋白表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 1 Effect of Yishen Huoxue prescription on CD31 protein expression in d7，d14 and d21 renal tissues of UUO mice（IHC，×400）
表 2 益肾活血方对 UUO小鼠肾组织 CD31蛋白表达平均积分吸光度的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Yishen Huoxue prescription on integral absorbance of CD31 protein expression in renal tissue of UUO mice（x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

白藜芦醇组

益肾活血方低剂量组

益肾活血方中剂量组

益肾活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

0.05

7.1

14.2

28.4

d7

0.033±0.008

0.004±0.0011）

0.022±0.0083）

0.005±0.0013，5）

0.009±0.0023，5）

0.022±0.0053）

d14

0.031±0.009

0.002±0.0011）

0.025±0.0093）

0.009±0.0033，5）

0.017±0.0053）

0.022±0.0043）

d21

0.033±0.008

0.002±0.0011）

0.023±0.0043）

0.009±0.0013，5）

0.016±0.0053）

0.020±0.0043）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与白藜芦醇组比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 3-表 6 同）
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增加，可提示模型组造模成功；与模型组比较，白藜

芦醇组、益肾活血方中、高剂量组 α-SAM、Col-Ⅳ显

著下降（P<0.01）；与白藜芦醇组比较，益肾活血方高

剂量组 d14、d21 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表达水平差异

无统计学意义，可见白藜芦醇组与益肾活血方高剂

量 组 均 有 延 缓 肾 间 质 纤 维 化 的 功 效 。 见 图 2

和表 3。

33..33 对 UUO 小鼠血管内皮能量 ROS 水平的影响

假手术组小鼠肾脏血管内皮可见少量 ROS 含量。

UUO 小鼠造模后可发现 ROS 水平显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，经白藜芦醇组、益肾活血方

低、中、高剂量组治疗后 ROS 含量显著减少（P<

0.01）；与白藜芦醇组比较，益肾活血方中剂量组

ROS 水平差异无统计学意义。见表 4。

33..44 对 UUO 小鼠 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、

Occludin 的蛋白表达影响 假手术组在不同时段

Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin 蛋 白 表

达差异无统计学意义；与假手术组比较，造模后

Ang-1/Tie-2、VEGF 蛋白表达随干预时间延长，其表

达随之下降（P<0.01）；模型组 VE-cadherin、Occludin

蛋白表达与同时期假手术组比较蛋白表达出现显

著下降（P<0.01）；与模型组比较，经白藜芦醇、益肾

活 血 方 中 、高 剂 量 治 疗 后 Ang-1/Tie-2、VEGF、

VE-cadherin、Occludin 蛋 白 表 达 均 显 著 上 升（P<

0.01）；与白藜芦醇组比较，益肾活血方低、中剂量组

Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin 蛋 白 表

达差异有统计学意义（P<0.01），而益肾活血方高剂

量组则差异无统计学意义。见图 3、表 5。

图 2 各组小鼠 d7、d14、d21肾组织 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of α -SAM and Col-Ⅳ protein expression

in d7，d14 and d21 renal tissues of each group mice

表 3 益肾活血方对 UUO 小鼠肾组织 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表达的

影响（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of Yishen Huoxue prescription on α-SAM and Col-

Ⅳ protein expression in kidney of UUO mice（x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

白藜芦醇组

益肾活血方低剂量组

益肾活血方中剂量组

益肾活血方高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.05

7.1

14.2

28.4

时间

/d

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

α-SAM

/β-actin

0.42±0.07

0.42±0.10

0.71±0.10

1.38±0.242）

1.74±0.222）

1.96±0.212）

0.47±0.114）

0.49±0.084）

0.70±0.094）

1.34±0.296）

1.81±0.326）

1.93±0.216）

0.82±0.204，6）

0.73±0.124，5）

0.93±0.124，5）

0.58±0.124）

0.52±0.124）

0.70±0.084）

Col-Ⅳ
/β-actin

0.40±0.06

0.42±0.07

0.62±0.08

1.90±0.232）

1.66±0.202）

1.84±0.192）

0.56±0.084）

0.50±0.104）

0.66±0.104）

1.72±0.236）

1.63±0.226）

1.82±0.186）

0.92±0.134，6）

0.81±0.124，6）

0.83±0.094，5）

0.78±0.114，5）

0.66±0.184）

0.63±0.074）

表 4 益肾活血方对 UUO小鼠肾组织 ROS水平的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of Yishen Huoxue prescription on ROS level in kidney of UUO mice（x̄± s，n=5） U·mL-1

组别

假手术组

模型组

白藜芦醇组

益肾活血方低剂量组

益肾活血方中剂量组

益肾活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

0.05

7.1

14.2

28.4

d7

28.18±2.94

143.18±8.642）

57.18±4.004）

100.37±5.444，6）

56.42±4.284）

27.39±2.334，6）

d14

25.86±10.21

132.27±3.162）

49.22±2.554）

78.16±4.324，6）

49.35±5.304）

30.50±16.914，6）

d21

36.25±1.56

148.98±3.272）

66.98±4.134）

102.98±2.674，6）

68.80±1.294）

34.50±3.164，6）
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3.5 对 UUO 小 鼠 Ang-1/Tie-2、 VEGF、

VE-cadherin、Occludin mRNA 表达的影响 假手术

组在不同时间段 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、

Occludin mRNA 表达量差异无统计学意义；与假手

术组比较，模型组 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、

Occludin mRNA 表达量在 d7 显著减少，d14 表达量

出现突然性增加，d21 又开始下降与 d7 水平保持一

致；与模型组比较，白藜芦醇组、益肾活血方中、高

剂 量 组 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin

mRNA 表达量均显著升高（P<0.01）；与白藜芦醇组

比较，益肾活血方高剂量组 Ang-1/Tie-2 mRNA 表达

量差异无统计学意义，而益肾活血方高剂量组 d14

VEGF、VE-cadherin 及 d7、d21 Occludin mRNA 表达

量明显更高（P<0.05，P<0.01）。见表 6。

4 讨论

血管内皮细胞是单层扁平上皮细胞结构，主要

发挥调节血管通透性与张力、血管生成、炎症反应、

免疫反应等方面［11］。内皮细胞损伤失去完整性，血

管通透性增加，导致血脑屏障障碍，出现脑水肿和

出血现象。 CD31 为内皮细胞标志物，AHMADI

等［12］发现卵巢移植后 CD31 表达明显下降出现缺血

性损伤，牛磺酸治疗后加速血管生成，防止氧化应

激和细胞凋亡反应。Ang-1 与 Tie-2 结合能维持血

管稳定性及促进血管新生［13］。VEGF 是血管生成的

重要传导器，促使内皮细胞增殖、迁移、血管形成等

过程，VEGF 与 Ang-1 联合治疗急性心肌梗死，可改

善心肌功能诱导新生血管形成［14-15］。VE-cadherin

是内皮细胞粘附连接的关键组成部分 ，当表面

VE-cadherin 表达减少会破坏血管壁完整及机体的

稳态［16］。ZHANG 等［17］研究证实 Occludin 在缺血情

况下降解促使内皮细胞凋亡破坏血脑屏障。

肾脏是个多血管脏器，血管内皮细胞功能障

碍、内皮损伤、炎症、氧化应激等与 CKD 关系紧

密［18］。在急性肾损伤模型中，败血症或缺血-再灌注

引起内皮细胞屏障功能丧失出现器官纤维化［19-20］。

CHIANG 等［21］采用敲除 Ang-1 和过表达观察缺血性

肾损伤情况，当 Ang-1 表达增加影响内皮细胞存活

能减轻肾损伤，Ang-1 的下调肾小管再生减少。糖

尿病小鼠模型中，替米沙坦改善了 Occludin 表达且

减轻了高糖诱导的肾小球内皮细胞损伤［22］。本研

究中发现小鼠 UUO 造模术后免疫组化中观察发现

肾组织中血管内皮细胞标志物 CD31 表达明显减少

随时间延长而加重，但在 d14 至 d21 期间 CD31 表达

轻微下调，表明肾脏组织内皮细胞破损后达一定程

度将趋于平稳状态。模型组中 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白

表 达 水 平 明 显 上 升 ，Ang-1/Tie-2、VEGF、

VE-cadherin、Occludin 蛋白表达及 mRNA 表达与假

手术组比较显著下调，同时 UUO 小鼠造模后发现

ROS 水平显著升高，可提示 UUO 小鼠造模成功术

后肾脏内皮细胞结构损害发生氧化应激反应促使

细胞凋亡现象。

中医上认为 CKD 的主要病机为“久病入络”与

“肾络瘀阻”，和肾间质纤维化 PTC 损伤关系密切。

实验选用益肾活血方由黄芪、当归、丹参、田七、红

花、大黄组成，具有益气活血通络功效，能明显保护

血管内皮损伤，防止细胞凋亡，恢复有效的血液循

环［9，23］。经白藜芦醇、益肾活血方高剂量治疗后

UUO 小鼠肾脏组织纤维 α-SAM、Col-Ⅳ蛋白表达与

ROS 含 量 明 显 减 少 ，CD31 表 达 量 、Ang-1/Tie-2、

VEGF、VE-cadherin、Occludin 蛋白表达及 mRNA 表

达明显升高，故推测益肾活血方可促进血管内皮细

胞修复及通过调节线粒体 ROS 减轻氧化应激，延缓

细胞凋亡，维持细胞能量代谢，有效减轻 UUO 小鼠

导致的 RIF。基于 RIF 作用机制的广泛性及复杂

图 3 各 组 小 鼠 d7、d14、d21 肾 组 织 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-

cadherin、Occludin蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of Ang-1/Tie-2，VEGF，VE-cadherin and

Occludin in d7，d14 and d21 expression renal tissues
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表 6 益肾活血方对 UUO小鼠肾组织 Ang-1/Tie-2、VEGF、Notch3、VE-cadherin、Occludin mRNA表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 6 Effect of Yishen Huoxue prescription on mRNA expressions of Ang-1/Tie-2，VEGF，Notch3，VE-cadherin and Occludin in renal

tissues of UUO mice（x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

白藜芦醇组

益肾活血方低剂量组

益肾活血方中剂量组

益肾活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

0.05

7.1

14.2

28.4

t/d

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

Ang-1

1.01±0.15

1.01±0.11

1.01±0.15

0.34±0.052）

0.47±0.062）

0.34±0.052）

0.71±0.084）

0.80±0.074）

0.84±0.094）

0.33±0.046）

0.42±0.056）

0.40±0.056）

0.54±0.054，6）

0.61±0.064，6）

0.60±0.084，6）

0.65±0.054）

0.72±0.064）

0.78±0.064）

Tie-2

1.01±0.17

1.01±0.12

1.01±0.13

0.36±0.062）

0.44±0.062）

0.37±0.042）

0.71±0.094）

0.74±0.074）

0.78±0.084）

0.35±0.056）

0.34±0.046）

0.36±0.046）

0.55±0.094，6）

0.62±0.084，6）

0.58±0.084，6）

0.68±0.094）

0.71±0.084）

0.77±0.084）

VEGF

1.01±0.16

1.01±0.17

1.01±0.17

0.35±0.042）

0.46±0.052）

0.34±0.032）

0.70±0.074）

0.71±0.064）

0.84±0.084）

0.33±0.056）

0.47±0.066）

0.38±0.046）

0.53±0.064，6）

0.62±0.064，6）

0.65±0.074，6）

0.66±0.084）

0.88±0.074，6）

0.80±0.074）

VE-cadherin

1.01±0.14

1.01±0.14

1.01±0.15

0.35±0.052）

0.38±0.052）

0.33±0.042）

0.72±0.074）

0.76±0.074）

0.78±0.094）

0.40±0.046）

0.40±0.056）

0.35±0.056）

0.52±0.074，6）

0.56±0.064，6）

0.51±0.074，6）

0.73±0.074）

0.65±0.064，6）

0.75±0.074）

Occludin

1.01±0.16

1.01±0.17

1.01±0.14

0.35±0.062）

0.39±0.062）

0.31±0.042）

0.65±0.074）

0.73±0.084）

0.71±0.074）

0.34±0.046）

0.40±0.056）

0.36±0.046）

0.46±0.064，6）

0.65±0.064）

0.63±0.074，5）

0.51±0.064，6）

0.70±0.064）

0.08±0.054，5）

表 5 益肾活血方对 UUO小鼠肾组织 Ang-1/Tie-2、VEGF、VE-cadherin、Occludin蛋白表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of Yishen Huoxue prescription on expression of Ang-1/Tie-2，VEGF，VE-cadherin and Occludin in renal tissues of UUO mice

（x̄± s，n=5）

组别

假手术组

模型组

白藜芦醇组

益肾活血方低剂量组

益肾活血方中剂量组

益肾活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

0.05

7.1

14.2

28.4

t/d

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

7

14

21

Ang-1/β-actin

2.17±0.21

2.19±0.29

2.05±0.24

0.80±0.112）

0.70±0.072）

0.66±0.082）

1.63±0.184）

1.71±0.174）

1.60±0.194）

0.77±0.086）

0.77±0.096）

0.63±0.086）

1.27±0.154，6）

1.25±0.134，6）

1.23±0.144，6）

1.63±0.164）

1.71±0.174）

1.64±0.174）

Tie-2/β-actin

2.18±0.22

2.22±0.22

2.03±0.20

0.71±0.092）

0.69±0.082）

0.64±0.082）

1.63±0.194）

1.63±0.174）

1.70±0.194）

0.76±0.086）

0.71±0.096）

0.65±0.086）

1.22±0.154，6）

1.31±0.174，6）

1.22±0.114，6）

1.68±0.164）

1.65±0.184）

1.69±0.174）

VEGF/β-actin

2.28±0.26

2.18±0.23

2.07±0.21

0.78±0.092）

0.69±0.082）

0.63±0.072）

1.65±0.174）

1.72±0.184）

1.62±0.184）

0.83±0.096）

0.75±0.106）

0.71±0.086）

1.25±0.164，6）

1.35±0.144，6）

1.22±0.124，6）

1.67±0.194）

1.75±0.204）

1.64±0.174）

VE-cadherin/β-actin

2.29±0.24

2.26±0.22

2.02±0.21

0.73±0.082）

0.73±0.082）

0.71±0.072）

1.68±0.182）4）

1.70±0.184）

1.63±0.184）

0.80±0.086）

0.72±0.086）

0.73±0.086）

1.22±0.194，6）

1.26±0.164，6）

1.23±0.134，6）

1.63±0.174）

1.68±0.174）

1.65±0.174）

Occludin/β-actin

2.16±0.24

2.25±0.25

2.04±0.21

0.69±0.072）

0.63±0.072）

0.61±0.062）

1.66±0.184）

1.70±0.174）

1.62±0.184）

0.74±0.086）

0.62±0.106）

0.62±0.086）

1.23±0.174，6）

1.30±0.134，6）

1.21±0.144，6）

1.68±0.174）

1.73±0.184）

1.62±0.204）
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性，课题组将对能量代谢-内皮细胞-RIF 方面进行更

深入的研究。
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