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［摘要］ 目的：观察血瘀证对糖尿病肾病（DKD）大鼠的肾损害以及对内质网应激（ERS）的影响，探讨 DKD 血瘀证大鼠肾

损害与 ERS 之间的关系。方法：选用 50 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，用高脂高糖饲料联合腹腔注射链脲佐菌素（STZ）方法建立

DKD 大鼠模型。随机分为正常组、糖尿病组、糖尿病+血瘀证组，其中糖尿病+血瘀证组（0.05 mg·kg-1）采用右旋糖酐法制备。

观察各组大鼠一般情况、血液流变学指标，24 h 尿蛋白含量、肌酐、肾脏病理学变化；免疫组化、蛋白免疫印迹法（Western blot）
和实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测肾组织 ERS 相关蛋白葡萄糖调节蛋白 78（GRP78），活化转录因子 6

（ATF6）和肾脏纤维化指标纤维连接蛋白（FN），α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的 mRNA 及蛋白表达。结果：与正常组比较，糖尿

病组大鼠出现多饮多食多尿、体质量减轻，血液流变学指标全血黏度和血浆黏度均明显升高（P<0.05，P<0.01），24 h 尿蛋白含

量、肌酐、尿素氮显著上升（P<0.01），肾脏病理加重，肾组织的 GRP78，ATF6，FN 和 α -SMA 的 mRAN 及蛋白表达明显升高

（P<0.05，P<0.01）；经过右旋糖酐法制备血瘀证模型后，糖尿病+血瘀证组大鼠死亡率增加，体征变化较糖尿病组更加明显，全

血黏度、血浆黏度，24 h 尿蛋白含量、肌酐、尿素氮等较糖尿病组显著升高（P<0.01），同时病理改变较糖尿病组加重，肾组织的

GRP78，ATF6，FN，α-SMA 的 mRNA 及蛋白表达较糖尿病组明显升高（P<0.05，P<0.01）。结论：在病证结合模型下，血瘀证可

能明显加重糖尿病肾病大鼠肾脏病理损害，且与增强糖尿病肾病大鼠肾脏组织的 ERS 有关。
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［Abstract］ Objective： To observe the effect of blood stasis syndrome on renal damage and

endoplasmic reticulum stress（ERS）in diabetic kidney disease（DKD）rats，and to explore the relationship

between renal syndrome of blood stasis damage and ERS in DKD rats. Method：The 50 Male SD rats of SPF

level were selected to establish DKD rat model by high fat and high sugar diet combined with intra-abdominal

injection of streptozotocin（STZ）. They were randomly divided into normal group，diabetes mellitus group and
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diabetes mellitus and blood stasis syndrome group（0.05 mg·kg-1），among which diabetes mellitus and blood

stasis syndrome group was prepared by dextran method. The general conditions，hemorheology indexes，24 h

urine protein， serum creatinine and renal pathology of the rats in each group were observed.

Immunohistochemical analysis，Western blot and Real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction

（Real-time PCR）were used to detect mRNA and protein expressions of endoplasmic reticulum stress-related

proteins glucose regulated protein 78（GRP78），activating transcription factor-6（ATF6）and renal fibrosis index

fibronectin（FN），and alpha smooth muscle actin（α -SMA）. Result：Compared with normal group，the rats in

diabetes mellitus group showed polyphagia，polyuria and weight loss，increased hemorheology index of whole

blood viscosity and plasma viscosity（P<0.05，P<0.01），increased 24 h urine protein，serum creatinine and urea

nitrogen（P<0.01），and increased renal pathology，and increased mRNA and protein expression of GRP78，

ATF6，FN and α-SMA（P<0.05，P<0.01）. After dextran preparation of blood stasis model. Diabetes mellitus and

blood stasis syndrome group increased mortality，signs of change is more obvious in the diabetic group，whole

blood viscosity， plasma viscosity， 24 h urine protein ration， serum creatinine and urea nitrogen were

significantly higher than those in diabetic rats（P<0.01），pathological changes aggravated in the diabetes group.

At the same time，mRNA and protein expressions of GRP78，ATF6，FN，and α -SMA in renal tissue were

significantly higher than those in diabetic mellitus group（P<0.05，P<0.01）. Conclusion： Under the combined

disease and syndrome model，the blood stasis syndrome may further aggravate the pathological damage of the

kidney of DKD rats，and is related to the enhancement of ERS in the kidney of DKD rats.

［Key words］ diabetic kidney disease（DKD）； syndrome of blood stasis； endoplasmic reticulum stress

（ERS）；ombination of disease and syndrome

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病微血管并发症，也

是导致终末期肾脏病的重要病因。随着糖尿病患

病率在世界范围内的上升，DKD 的发病率也在逐年

增加［1］。目前，DKD 发病机制尚未完全阐明，可能

涉及多种信号通路及细胞因子，包括氧化应激、血

流动力学异常、蛋白质及脂肪代谢紊乱、遗传因素

等［2］。其中，内质网应激（ERS）是近年来被广泛研

究的 DKD 的重要发病机制之一。DKD 发病时，各

种病理因素导致内质网调节机制紊乱，未折叠或错

误折叠蛋白在内质网腔积聚，从而引起 ERS 发生。

不 少 研 究 已 证 实 ERS 的 发 生 与 DKD 进 展 密 切

相关［3］。

中医认为，血瘀证贯穿 DKD 病程始终［4-5］。瘀

血既是该病的病理产物，又是加重肾损害的重要因

素。多数 DKD 患者在临床上会表现出肌肤甲错、四

肢麻木、舌质紫暗或伴有瘀斑，脉沉涩，以及血液流

变学检测异常等全身性血瘀证的证侯［5］。在高血

压、心力衰竭等疾病中，血瘀证被证实与 ERS 的增

强相关［6-7］。同时，大量研究表明，具有活血化瘀功

效的药物能够通过抑制 ERS 的增强来治疗 DKD，这

表明血瘀证可能与 DKD 中 ERS 增强存在紧密的内

在联系［8-10］。

病证结合动物模型是指将西医的“病”与中医

的“证”相互结合来制备动物模型，这样制备的动物

模型不仅具有西医疾病的特点，而且具有中医证候

的特点，便于观察中医证候在特定疾病中的特征，

以及对疾病的影响。本研究在高脂高糖饲料联合

腹腔注射链脲佐菌素（STZ）方法建立 DKD 大鼠模

型的基础上，进一步通过右旋糖酐法制备成 DKD 血

瘀证病证结合模型，观察血瘀证对 DKD 大鼠的肾损

害以及对 ERS 的影响，并探讨 DKD 血瘀证大鼠肾

损害与 ERS 之间的关系，为活血化瘀法用以治疗

DKD 提供理论依据。

1 材料

1.1 动物 5 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 50 只，体质

量（150±10）g，购于河南省实验动物中心，合格证号

SCXK（豫）2017-0001。给予标准光照周期（12 h 光

照，12 h 黑夜），室内温度（23±2）℃，湿度 40%~50%，

每笼 3 只，予以灭菌饲料及饮用水。实验在河南省

中医院实验动物中心进行，使用许可证号 SYXK

（豫）2016-0009。本实验已获得河南省中医院实验

动 物 福 利 伦 理 审 查 委 员 会 批 准 ，批 准 号 PZ-

HNSZYY-2019-026。

1.2 药物及试剂 STZ，10% 大分子右旋糖酐（葡

聚糖 T-500），苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒，高碘

酸-无色品红（PAS）染色液试剂盒，马松（Masson）染
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色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号分别为

S8050，D8270，G1120，G1281，G1340）；纤 连 蛋 白

（FN）抗体（英国 Abcam 公司，批号 GR3235936-1）；
β-肌动蛋白（β-actin）抗体，活化转录因子 6（ATF6）
抗体，葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）抗体，α -平滑肌

肌动蛋白（α-SMA）抗体，羊抗兔二抗，抗鼠/兔通用

型免疫组化检测试剂盒（美国 Proteintech 公司，批号

分别为 60008-1-lg，24169-1-AP，11587-1-AP，14395-

1-AP，SA00001-2，30201912）；trizol 试剂（上海荔达

生物科技有限公司，批号 RNAA00250）；白蛋白测

定试剂盒，肌酐测定试剂盒，尿素氮测定试剂盒（南

京建成生物工程研究所，批号分别为 C035-2-1，

C011-2-1，C013-2）。
1.3 仪器 ChemiDoc XRS+型凝胶扫描成像系统，

Trans-Blot SD 型 半 干 转 膜 仪（美 国 伯 乐 公 司）；
SIGMA3K 型超速低温离心机（美国 Sigma 公司）；
MK2000-2E 型干式恒温器（杭州奥盛仪器有限公

司）；MDF-382E 型超低温冰箱（日本 Sanyo 公司）；
SMZ745T 型体视显微镜（日本 Nikon 公司）。
2 方法

2.1 动物疾病模型的制备及分组 50 只大鼠适应

性喂养 1 周，查血糖正常，尿蛋白定性实验阴性，进

入实验。按随机数字表法抽取 10 只作为正常组，余

下 40 只制备糖尿病大鼠模型。将 STZ 以 0.06 g·kg-1

的剂量溶于柠檬酸盐缓冲液（pH 4.5）中，对制备糖

尿病模型的大鼠，在禁食的条件下进行腹腔注射

STZ 溶液，正常组仅注射等量的柠檬酸盐缓冲液。

72 h 后测量血糖水平≥16.7 mmol·L-1，表明成功建立

了糖尿病动物模型［11］。造模第 8 周，测量血糖水平，

正常组死亡脱落 2 只，糖尿病模型组中有 6 只大鼠

血糖未达到标准被剔除，10 只大鼠死亡脱落。在第

14 周测量 24 h 尿蛋白，筛选 24 h 尿蛋白含量≥40 mg

表示成功建立了 DKD 大鼠模型［12］。剔除 8 只 24 h

尿蛋白含量<40 mg 的糖尿病大鼠，共计 16 只造模

成功的 DKD 动物模型大鼠。对 16 只大鼠随机分为

糖 尿 病 组 和 糖 尿 病 + 血 瘀 证 组 ，每 组 8 只 ，按 照

0.05 mg·kg-1 的剂量，给予糖尿病+血瘀证组大鼠尾

静脉注射 10% 大分子右旋糖酐，共 3 次。在进行第

1 次尾静脉注射后间隔 5 h 后进行第 2 次注射，然后

禁食，次日尾静脉注射第 3 次，2 周后观察皮毛、唇、

眼球、耳廓、舌下脉络、爪掌、尾根颜色，糖尿病+血

瘀证组大鼠均有皮毛和唇色泽暗淡，眼球暗红，耳

廓及舌下脉络颜色紫红、紫暗明显，爪掌水肿，颜色

偏暗，证实血瘀证造模成功［13］。

2.2 动物取材 将所有大鼠用 10% 水合氯醛麻醉

留取标本。麻醉前 1 d 用代谢笼收集 24 h 尿，用于

测定 24 h 尿蛋白含量；腹主动脉取血适量用于测定

血肌酐、尿素氮、全血黏度及血浆黏度；留取双侧肾

脏，部分肾组织以 10% 中性甲醛溶液固定，其余组

织放置−80 ℃冰箱中冻存。

2.3 HE，Masson 和 PAS 染色分别检测肾组织病理

变化 肾组织常规石蜡包埋，切片，分别进行 HE，

Masson 及 PAS 染色，光镜下观察各组肾组织的病理

改变。HE染色，切片脱蜡入水，苏木素染色 1~2 min，

水洗后 1% 盐酸乙醇分化，水洗后氨水返蓝冲洗，镜

下观察蓝色细胞核，1% 伊红染色，水洗后梯度乙醇

脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。Masson 染色，切

片脱蜡入水，媒染剂染色，20 min 后水洗，苏木素染

色，1% 盐酸乙醇分化、氨水返蓝，入 Masson 液，经

1% 乙酸，2% 磷钼酸，2% 橘黄 G 等水洗后采用 100%

乙醇脱水，常规封片。PAS 染色，切片脱蜡入水，

0.5%~1% 高碘酸氯化，水洗后无色品红液避光染

色，0.5% 偏重亚硫酸钠水洗，苏木素染色，常规封

片。封片后在 400 倍视野镜下观察采图。

2.4 免疫组化检测肾组织 FN，α -SMA，GRP78 和

ATF6 蛋白表达 大鼠肾组织石蜡切片脱蜡后，经

3% H2O2 封闭内源性过氧化酶、微波炉修复表面抗

原、山羊血清封闭，分别滴加适量一抗，FN（1∶100），
α -SMA（1∶200），GRP78（1∶200），ATF6（1∶100），
4 ℃过夜，复温后滴加山羊抗兔/鼠 HRP 标记二抗，

37 ℃孵育 30 min 后滴加新鲜配置 DAB 显色液染

色，镜下观察见棕黄色颗粒着色时，立即终止反应。

自来水冲洗后滴加苏木素复染，自来水冲洗返蓝。

梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，在显微

镜 400 倍视野镜下观察并拍摄。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肾脏

中 FN，α -SMA，GRP78 和 ATF6 蛋白的表达 采用

裂解液提取总蛋白，BCA 法进行蛋白定量，12%

SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离，转 NC 膜。牛

奶室温封闭 2 h 后，分别加入 β -actin（1∶2 000），FN

（1∶6 000），α-SMA（1∶2 000），ATF6（1∶800），GRP78

（1∶6 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗 5 次，每次 5 min，

加入羊抗兔二抗（1∶1 000），室温孵育 1 h，TBST 洗 5

次，每次 5 min，用 ECL 显色并曝光，采用 Image J 软

件进行条带灰度扫描并分析。

2.6 Real-time PCR 检测大鼠肾脏中 FN，α -SMA，

GRP78 和 ATF6 的 mRNA 表 达 在 样 本 中 加 入

trizol 试剂提取总 RNA，鉴定 RNA 纯度和浓度。进
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行 cDNA 反转程序，PCR 扩增 FN，α -SMA，ATF6 和

GRP78 基 因 片 段 ，以 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）作为内参基因，反应条件：94 ℃ 5 min，

94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40 个循环。连续

检测荧光并记录扩增曲线，采用样点拟合法分析结

果得到目的基因和 GAPDH 的 Ct 值，用 2-ΔΔCt 法表示

mRNA 相对表达量，引物由生工生物工程 (上海)股
份 有 限 公 司 设 计 与 合 成 ，引 物 序 列 为 GAPDH

（181 bp），上游 5'-GTCGGTGTGAACGGATTTG-3'，

下 游 5'-TCCCATTCTCAGCCTTGAC-3'；GRP78

（197 bp），上游 5'-TTGCTGGACTCTGTGAGAC-3'，

下 游 5'-TACACCGACGCAGGAATAG-3'； ATF6

（134 bp），上游 5'-GAGGCTCAAAGTCCCAAGTC-

3'，下 游 5'-CAGGGCTCACACTAGGTTTC-3'；FN

（285 bp），上游 5'-AACGGCCCTGGTTTGTACC-3'，

下游5'-CTCCAACATATAGCCACCAGTC-3'；α-SMA

（167 bp），上游5'-CCGAGATCTCACC GACTACC-3'，

下游5'-TCCAGAGCGACATAGC ACAG-3'。

2.7 统计学处理 所有实验数据均采用 SPSS 21.0

统计软件进行分析，计量资料以 x̄± s 表示，多组间比

较采用单因素方差分析，方差齐采用 LSD 检验，方

差不齐采用 Dunnett's T3 检验，P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 对大鼠一般情况的影响 与正常组比较，糖

尿病组大鼠精神状态较差，出现多饮、多食、多尿、

体质量下降等糖尿病症状，血肌酐，24 h 尿蛋白、尿

素氮水平显著高于正常组，差异具有统计学意义

（P<0.01）；与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证组大鼠

血肌酐，24 h 尿蛋白及尿素氮显著升高，差异具有

统计学意义（P<0.01），见表 1。与正常组比较，糖

尿病组大鼠皮毛、唇、眼球、耳廓、舌下脉络、爪掌、

尾根显色暗淡；与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证

组大鼠均有皮毛和唇色泽暗淡，眼球暗红，耳廓及

舌下脉络颜色紫红、紫暗明显，爪掌水肿，颜色

偏暗。

3.2 对大鼠血液流变学的影响 与正常组比较，糖

尿病组大鼠的全血黏度低、中切值及血浆黏度明显

升高（P<0.01），全血黏度高切明显升高（P<0.05）；与

糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证组全血黏度均显著

升 高（P<0.01），血 浆 黏 度 明 显 升 高（P<0.05）。

见表 2。

3.3 对大鼠肾组织病理学改变的影响 对大鼠肾

组织切片进行 HE，Masson，PAS 染色。其中正常组

大鼠肾小管、肾小球无病理变化，肾脏组织正常。

HE 染色中，与正常组比较，糖尿病组大鼠出现系膜

基质增生、基底膜增厚和肾小球萎缩，细胞外基质

可见大量炎性细胞浸润；糖尿病+血瘀证组较糖尿

病组整体加重，见图 1。Masson 染色中，与正常组

比较，糖尿病组可见蓝色胶原物沉积，肾小球中可

见细胞增生及胶原纤维，肾间质纤维化，肾小球毛

细血管管壁显著增厚，肾小球系膜、基底膜可见紫

红色物质沉积；与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证组

则颜色沉积更为明显，纤维化表现更重，见图 2。

PAS 染色中，与正常组比较，糖尿病组大鼠肾小球系

膜、基底膜以及肾小管均可见淋巴细胞浸润，呈紫

表 1 血瘀证对 DKD大鼠血肌酐、尿素氮和 24 h尿蛋白的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of blood stasis syndrome on serum creatinine, urea nitrogen and 24 h urine protein levels of rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

糖尿病

糖尿病+血瘀证

剂量/mg·kg-1

-

-

0.05

血肌酐/µmol·L-1

20.46±2.56

30.19±2.642)

52.67±9.994)

尿素氮/mmol·L-1

3.11±0.91

8.17±0.722)

11.52±1.124)

24 h 尿蛋白/mg

17.95±3.06

56.89±7.352)

148.57±34.284)

注：与正常组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与糖尿病组比较 3)P<0.05，4)P<0.01（表 2~4 同）。

表 2 血瘀证对大鼠血液流变学的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of blood stasis syndrome on hemorheology levels of rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

糖尿病

糖尿病+血瘀证

剂量/mg·kg-1

-

-

0.05

全血黏度/mPa·s-1

低切/1 s-1

22.76±2.02

36.30±2.222)

47.71±3.874)

中切/50 s-1

4.41±0.54

5.43±0.702)

6.55±0.704)

高切/200 s-1

3.56±0.42

4.27±0.621)

5.48±0.924)

血浆黏度/mPa·s-1

1.25±0.11

1.48±0.052)

1.59±0.063)
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红色，病变程度较为严重；与糖尿病组比较，糖尿

病+血瘀证组大鼠肾小球系膜、基底膜以及肾小管

均可见大量淋巴细胞浸润，紫红色分布较多，同时

近曲小管扩张，管腔变大，表明有大量糖原物质积

累，见图 3。

3.4 对大鼠肾组织 FN，α-SMA，GRP78 和 ATF6 蛋

白表达的影响 正常组大鼠肾组织 ATF6，GRP78，

FN 和 α-SMA 含量较少，表达不明显。与正常组比

较，糖尿病组 GRP78，α-SMA 在肾小管中少量表达，

α-SMA 在肾间质和肾小球血管壁也呈少量棕黄色

阳性表达，ATF6 在肾小管与肾小球上少量表达，见

少量棕色物质，FN 主要在肾小球中表达，见少量黄

褐色颗粒物沉积；与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证

组 GRP78，α-SMA 在肾小管中明显表达，见大量深

棕黄色物质，α-SMA 也在肾间质和肾小球血管壁见

棕黄色阳性表达，ATF6 在肾小管与肾小球上表达明

显增多，FN 在肾小球中表达增多，见大量黄褐色颗

粒物沉积。见图 4~7。

3.5 对大鼠肾脏 ATF6，GRP78，FN 和 α-SMA 蛋白

表达的影响 与正常组比较，糖尿病组大鼠肾组织

中 ATF6，GRP78 和 FN 蛋白表达明显增加（P<0.05），
α-SMA 蛋白表达有所增加，但差异无统计学意义；
与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证组大鼠肾组织中

ATF6 和 GRP78 蛋白的表达显著升高（P<0.01），FN

图 3 血瘀证对大鼠肾组织病理的影响（PAS，×400）
Fig. 3 Effect of blood stasis syndrome on renal tissue pathology in

rats（PAS，×400）

A.正常组；B.糖尿病组；C.糖尿病+血瘀证组（图 2~8 同）
图 1 血瘀证对大鼠肾组织病理的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of blood stasis syndrome on renal tissue pathology in

rats（HE，×400）

图 2 血瘀证对大鼠肾组织病理的影响（Masson，×400）
Fig. 2 Effect of blood stasis syndrome on renal tissue pathology in

rats（Masson，×400）

图 5 血瘀证对大鼠肾组织 GRP78 蛋白表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 5 Effect of blood stasis syndrome on GRP78 protein

expression in rat kidney tissue（IHC，×400）

图 4 血 瘀 证 对 大 鼠 肾 组 织 ATF6 蛋 白 表 达 的 影 响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 4 Effect of blood stasis syndrome on ATF6 protein

expression in rat kidney tissue（IHC，×400）
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和 α -SMA 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<0.05）。 见 图

8，表 3。

3.6 对 大 鼠 肾 脏 ATF6，GRP78，FN 和 α -SMA 的

mRNA 表达的影响 与正常组比较，糖尿病组大鼠

肾组织 ATF6，GRP78，FN 和 α -SMA 的 mRNA 表达

显著升高（P<0.01）；与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀

证组大鼠的 ATF6，GRP78，FN 和 α -SMA 的 mRNA

表达显著升高（P<0.01）。见表 4。

4 讨论

DKD 是糖尿病的严重并发症之一，是导致终末

期肾病的重要原因，大约 35%~40% 的 1 型或 2 型糖

尿病患者会发展为 DKD［1］。DKD 发病机制复杂，但

目前尚不完全清楚［2］，且临床治疗困难，患者最终需

要进行肾移植或依赖肾透析，仍然需要深入研究其

发病机制和治疗手段。

在祖国医学中，DKD 无直接对应的病名，属于

“水肿”“癃闭”“下消”等疾病的范畴。历代医家认

为，瘀血是 DKD 的重要病机。唐容川《血证论》有

云：“瘀血在里则口渴，所以然者；血与气本不相离、

因有瘀血，故气不得通，不能载水上升，是以发渴，

名曰血渴，瘀血去则不渴矣”，明确提出瘀血与消渴

密切相关。《金匮要略》中记载：“病者为热伏，烦满，

口干燥而渴，其脉反而无热，此为阴伏是瘀血也”。

图 6 血瘀证对大鼠肾组织 FN蛋白表达的影响（免疫组化，×400）
Fig. 6 Effect of blood stasis syndrome on FN protein expression

in rat kidney tissue（IHC，×400）
图 8 各组大鼠肾脏 ATF6，GRP78，FN和 αα-SMA蛋白表达电泳

Fig. 8 Electrophoresis of ATF6，GRP78，αα -SMA and FN proteins

expression in kidney tissue of rats

图 7 血瘀证对大鼠肾组织 αα -SMA 蛋白表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 7 Effect of blood stasis syndrome on αα -SMA protein

expression in rat kidney tissue（IHC，×400）

表 3 血瘀证对各组大鼠肾脏 ATF6，GRP78，FN和 αα-SMA蛋白表达的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of blood stasis syndrome on renal protein expression of ATF6，GRP78，FN and αα-SMA in rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

糖尿病

糖尿病+血瘀证

剂量/mg·kg-1

-

-

0.05

ATF6/β-actin

0.95±0.10

1.60±0.151)

2.68±0.384)

GRP78/β-actin

0.77±0.16

1.11±0.161)

1.65±0.134)

FN/β-actin

2.17±0.40

3.40±0.481)

4.75±0.763)

α-SMA/β-actin

0.67±0.15

0.95±0.32

2.04±0.843)

表 4 血瘀证对各组大鼠肾脏 ATF6，GRP78，FN及 αα-SMA mRNA表达水平影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of blood stasis syndrome on renal mRNA expression of ATF6, GRP78, FN and αα-SMA in rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

糖尿病

糖尿病+血瘀证

剂量/mg·kg-1

-

-

0.05

ATF6

1

1.52±0.022)

1.94±0.414)

GRP78

1

1.58±0.082)

1.90±0.064)

FN

1

1.45±0.032)

1.78±0.044)

α-SMA

1

1.35±0.032)

1.63±0.034)
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叶天士云：“病久气血推行不利，血络之中必有瘀

凝，故致病气缠绵不去”，指出瘀血阻络是导致 DKD

病情迁延不愈的重要因素。现代研究同样发现，

DKD 患者的中医证型中均兼夹血瘀证候，血瘀证发

生率为 72.6%［4］，贯穿疾病整个过程，活血化瘀药物

能够延缓 DKD 进展。因此，血瘀证在 DKD 的发病

进程中不可忽视。

本研究采用病证结合动物模型，在糖尿病模型

的基础上，联合尾静脉注射 10% 大分子右旋糖酐对

大鼠模拟血瘀证，观察血瘀证对 DKD 肾脏损害的影

响。研究发现，与糖尿病组比较，糖尿病+血瘀证组

大鼠血液流变学指标全血黏度和血浆黏度明显升

高，且糖尿病+血瘀证组大鼠均有皮毛和唇色泽暗

淡，眼球暗红，耳廓及舌下脉络颜色紫红、紫暗明

显，爪掌水肿，颜色偏暗等表现，这与中医学中血瘀

证的相关要素符合。此外，与糖尿病组比较，糖尿

病+血瘀证组大鼠血肌酐，24 h 尿蛋白及尿素氮明显

升高，肾组织发生病理学改变，可见系膜基质增生、

基底膜增厚和肾小球萎缩，细胞外基质可见大量炎

性 细 胞 浸 润 等 ，肾 组 织 中 肾 损 害 标 志 物 FN 和

α-SMA 蛋白，mRNA 表达明显升高。研究结果表明

血瘀证更进一步加重了 DKD 的病情进展，证实了血

瘀证加重了肾损害。

近年来研究发现，ERS 在 DKD 发病及进展中起

到重要作用。ERS 是一种因为某些因素导致未折

叠蛋白和错误折叠蛋白在内质网腔内积聚，内质网

环境稳态被打乱的状态。 DKD 中多种因素诱导

ERS 发生，激活内质网膜上 3 种跨膜蛋白：跨膜蛋白

激酶 1，蛋白激酶 R 样内质网激酶和活化转录因子 6

（ATF6）来介导相应的 3 条信号通路，诱导细胞损

伤［14］。GRP78 蛋白是内质网分子关键分子伴侣，主

要作为分子伴侣参与蛋白肽链的折叠重塑，在正常

情况下的组织中 GRP78 表达处于低水平状态，内质

网膜上主要跨膜蛋白之一 ATF6 以无活性的状态与

GRP78 结 合 ，ERS 发 生 时 ，GRP78 水 平 升 高 ，与

ATF6 解离导致一系列病理生理反应的发生［14］。

PANG 等［15］研究中，与正常组比较，DKD 患者肾脏

出现肾小球硬化、肾小管萎缩和间质纤维化，且患

者肾脏 GRP78 等表达上调，表明 DKD 患者肾脏组

织发生 ERS。 CHEN 等［9］研究提及，下调 ERS 中

ATF6 的表达可以减缓 DKD 进展。因此 ATF6 和

GRP78 可为检测 DKD 中 ERS 发生的标志物。本研

究发现，与糖尿病组大鼠比较，糖尿病+血瘀证组大

鼠 ERS 标志物 ATF6 和 GRP78 蛋白和 mRNA 表达明

显增多，并伴随 DKD 肾脏损害进一步加重。

鉴于本研究的结果，笔者认为在 DKD 中，血瘀

证能进一步加重 DKD 肾脏病理损伤，并可能与增强

DKD 中的 ERS 有关，因此活血化瘀药物可能通过缓

解 ERS 来治疗 DKD。CHEN 等［9］研究表明，活血化

瘀药牡丹皮中有效成分通过降低 DKD 大鼠肾脏中

ATF6，GRP78 等蛋白的表达来抑制 ERS，以此缓解

DKD 进展。TIAN 等［8］研究证实，具有活血化瘀药

效的大黄素能够在体内和体外抑制 ERS 相关通路

来减少足细胞的凋亡，对 DKD 有治疗作用。张曼玲

等［10］认为当归补血汤具有活血化瘀补血功效，其能

够有效缓解 DKD 大鼠肾损害，可能与调控肾脏中

GRP78 的表达抑制 ERS 反应有关。这些研究可从

反向论证血瘀证可能与 DKD 中 ERS 的发生密不可

分。孙喜稳等［6］也在高血压病临床研究中发现，高

血压病血瘀证患者的血清较非瘀血证高血压患者

血清能刺激人脐静脉内皮细胞 ERS 发生，导致内皮

细胞损伤，证实瘀血证能加重 ERS 发生，与本研究

的观点基本一致。笔者推测未折叠蛋白和错误折

叠蛋白在内质网腔内聚集导致的 ERS 增强可能是

微观意义上的“瘀血”现象。

本研究尚存在一定的不足之处，未设立不同的

造模时间来研究，以证实瘀血证与内质网应激之间

的时间关系；目前研究尚缺乏体外实验的病症结合

模型，进一步验证结论；没有设立不同造模方法，以

及大鼠一般情况评价具有主观性，且模型评价未涉

及药物反证法，使得结果更加可靠；未检测到具体

的 ERS 相关通路，以进一步验证与 ERS 相关。总

之，中医学认为“久病必瘀”，DKD 是在糖尿病的基

础上进一步发展而来的，DKD 患者所患证型中血瘀

证所占比例极高。血瘀证的形成也是一个长期的

过程，本研究基于病证结合动物模型，推测血瘀证

的发生可能影响 ERS 重要指标，刺激加重机体 ERS

反应，从而加重 DKD，临床上使用活血化瘀法可能

通过抑制 ERS 的发生延缓 DKD 进展。
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