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加味升降散对膜性肾病大鼠 PI3K/Akt/mTOR 信号通路及
自噬的影响

高飞 1，2，王泽泽 1，2，杨冰 1，2，檀金川 1，2*

（1. 河北中医学院，石家庄 050200；2. 河北省中医院，石家庄 050011）

［摘要］ 目的：探讨加味升降散对膜性肾病（MN）大鼠的干预作用及相关作用机制。方法：采用大鼠尾静脉注射阳离子化

牛血清白蛋白（C-BSA）的方法建立 MN 大鼠模型。设正常组、模型组、加味升降散组（27.3 g·kg-1）和贝那普利组（10 mg·kg-1），
分别给予相应剂量药物灌胃，每日 1 次，连续干预 4 周。给药结束后检测大鼠 24 h 尿蛋白（UTP）水平，血清总胆固醇（TC），甘
油三酯（TG），总蛋白（TP），白蛋白（Alb），肌酐（SCr），尿素氮（BUN）水平；马松（Masson）染色、碘酸六胺银（PASM）染色及透射

电镜观察大鼠肾脏病理学变化；免疫荧光观察大鼠肾脏免疫球蛋白（Ig）G 沉积；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测磷脂酰肌

醇 -3 激酶/蛋白激酶 B/雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路相关分子及自噬相关指标 LC3 和 Beclin1 的表达水平。结

果：与正常组比较，模型组大鼠 UTP，血清中 TC，TG 水平均升高，TP，Alb 水平明显降低（P<0.05）；肾小球增大，基底膜出现不

同程度的增厚和空泡变性，嗜复红蛋白沉积，肾小球毛细血管袢 IgG 弥漫性沉积，上皮下可见大小不等的电子致密物沉积，足

细胞足突广泛融合；磷酸化（p）-PI3K，p-Akt和 p-mTOR 蛋白表达均明显增加（P<0.05），自噬标志蛋白 LC3 和 Beclin1 蛋白表达

量均明显下降（P<0.05）；与模型组比较，加味升降散组和贝那普利组大鼠 UTP，血清中 TC，TG 水平均有不同程度的下降，TP，

Alb 水平有不同程度的升高（P<0.05）；大鼠肾组织病理损伤均有所减轻；p-PI3K，p-Akt 和 p-mTOR 蛋白表达量明显下降

（P<0.05）；自噬标志蛋白 LC3 和 Beclin1 蛋白表达量明显升高（P<0.05）。结论：加味升降散可通过减少尿蛋白，减轻肾脏病理

损伤，延缓疾病进展，其作用与抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路和激活肾脏自噬有关。
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Effect of Modified Shengjiangsan Influences on PI3K/Akt/mTOR Signaling Pathway and

Autophagy in Rats with Membranous Nephropathy
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［Abstract］ Objective： To explore the intervention effect of modified Shengjiangsan in rats with

membranous nephropathy（MN）and its related mechanism. Method：Rats were injected with cationized bovine

serum Albumin（C-BSA）in the tail vein to establish a rat model of membranous nephropathy. The normal

group，model group，modified Shengjiangsan group（27.3 g·kg-1）and benazepril group（10 mg·kg-1）were

established in this study. Each group was given corresponding dosage of the drug once a day for 4 weeks of

continuous intervention. After the administration，the levels of 24-hour urine protein（UTP），total cholesterol

（TC），triglyceride（TG），total protein（TP），Albumin（Alb），creatinine（SCr），urea nitrogen（BUN）level
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was detected. we observed the pathological changes of rat kidneys by the technology of Masson staining，silver
hexylamine iodate（PASM）staining and transmission electron microscopy. immunofluorescence technology was

used to detect immunoglobulin（Ig）G deposition in rat kidneys. Western blot was used to detect the expression

levels of key proteins in phosphatidylinositol 3-kinase/proline protein kinase B/rapamycin target protein（PI3K/

Akt/mTOR）signaling pathway and autophagy marker proteins LC3 and Beclin1. Result： Compared with

normal group， the UTP，serum TC and TG levels were significantly increased，TP and Alb levels were

significantly reduced in model group（P<0.05）. We detected the kidney pathological changes include of

glomerulus enlargement， basement membrane thickening，vacuolar degeneration， pheotropin deposition，

glomerular capillary loop IgG diffuse deposition，electron dense deposits of varying sizes and podocytes under

the epithelium extensive integration of foot processes，the expression of p-PI3K，p-Akt and p-mTOR protein was

significantly increased（P<0.05）. The expression of autophagy marker proteins LC3 and Beclin1 protein

decreased significantly（P<0.05）. Compared with model group， the UTP，serum TC and TG levels were

decreased in the benazepril group and modified Shengjiangsan group，and the TP and Alb levels were increased

（P<0.05），the histopathological changes of rat kidney were all reduced，the expression of p-PI3K，p-Akt and

p-mTOR protein was significantly reduced（P<0.05），autophagy marker proteins LC3 and Beclin1 protein

expression were significantly increased. Conclusion： Modified Shengjiangsan can reduce urinary protein，

reduce kidney pathological damage and delay disease progression，which is related to its inhibition of PI3K/Akt/

mTOR signaling pathway and activation of renal autophagy.

［Key words］ modified Shengjiangsan；membranous nephropathy；phosphatidylinositol-3kinase/proline

protein kinase B/rapamycin target protein（PI3K/Akt/mTOR）signaling pathway；autophagy

膜性肾病（MN）是一种常见的肾小球疾病，是

成年人肾病综合征最常见的原因之一［1］。MN 的发

病率约占全球原发性肾小球肾炎的 10%，在西方国

家甚至超过 30%［2-3］。在过去的十年中，我国 MN 的

发病率呈明显上升趋势，MN 将会超过免疫球蛋白

（Ig）A 肾病成为我国发病率最高的原发性肾小球疾

病［4-5］，由此引发的慢性肾脏病对社会和家庭造成严

重负担。目前，治疗 MN 尚无特效药物。降血压和

减轻水肿是 MN 管理的核心，激素和免疫抑制的使

用可能会对患者造成不必要的伤害［6］。因此，寻求

更加安全、有效的治疗药物或方法势在必行。

自噬是一种极其保守的细胞过程，当细胞处在

饥饿、缺氧、氧化应激等条件下，自噬机制被激活以

维持细胞内稳态［7］。有研究表明，MN 患者的自噬

水平异常，MN 大鼠足细胞自噬处于高水平，特发性

MN 所致的足细胞损伤与自噬相关，多项研究证实

自噬参与了 MN 的发生和发展［8-10］。雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）作为自噬的主要负调控因子，受到越来

越 多 的 关 注［11］。 mTOR 是 磷 脂 酰 肌 醇 -3 激 酶

（PI3K）相关激酶家族中的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，

可控制细胞的生长、存活和代谢，受到 PI3K/蛋白激

酶 B（Akt）信号通路的调控［11］。而抑制 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路，可以减轻 MN 大鼠足细胞损伤，升

高肾脏自噬水平，保护 MN 大鼠肾功能［12］。

升降散加味黄芪、淫羊藿、土茯苓在治疗 MN 方

面有较为突出的作用，可改善 MN 患者的临床症状，

降低尿蛋白水平［13］。实验研究证实其可抑制足细

胞凋亡，修复受损足细胞，发挥肾保护作用［14］。前

期预实验结果显示其可抑制 MN 肾组织细胞自噬活

性，延缓 MN 进展，故本研究以 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路为靶向，进一步深入探讨加味升降散治疗

MN 的机制，为 MN 的防治提供更多的科学证据。

1 材料

1.1 动物 SPF 级 SD 大鼠 60 只，8 周龄，体质量

（150±20）g，购自河北医科大学实验动物中心，合格

证号 SCXK（冀）2018-004。所有大鼠均在河北中医

学院 SPF 级实验动物中心环境中饲养，普通饲料喂

养，自由进食及饮水。本动物实验经由河北中医学

院动物伦理委员会批准。

1.2 药物 盐酸贝那普利片（北京诺华制药有限公

司生产，批号 H20030514）；加味升降散由大黄 10 g，

僵蚕 10 g，姜黄 12 g，蝉蜕 5 g，土茯苓 20 g，黄芪

30 g，淫羊藿 10 g 组成，由河北省中医院药剂科进行

相 当 量 换 算 后 改 为 相 应 颗 粒 制 剂 ：大 黄 批 号

9065783，炒僵蚕批号 9060603，姜黄批号 9040873，

蝉蜕批号 9052093，土茯苓批号 9075843，黄芪批号
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9080283，炙淫羊藿批号 9055023，由广东一方制药

有限公司提供。

1.3 试剂 阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA，美国

Chondrex 公司，货号 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），总 蛋 白（TP），白 蛋 白（Alb），肌 酐

（SCr），尿素氮（BUN），24 h 蛋白尿（UTP）测定试剂

盒（ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ，批 号 分 别 为

20180807， 20180810， 20180902， 20180614，

20181003，20190515，20180706）；兔抗免疫球蛋白

（Ig）G（H+L）FITC 抗体（美国 Invitrogen 公司，批号

A18746）；兔 来 源 一 抗 PI3K，p-PI3K，Akt，p-Akt，

mTOR，p-mTOR（ 美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为

4257S，D0615，4685S，4060S，2983S，5536P）；兔来

源一抗 LC3，Beclin1（英国 Abcam 公司，批号分别为

ab192890，ab62557）；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 sc-2357）；冷冻

包埋剂（OCT，德国莱卡公司，批号 03812609）；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 G1345，G1790）；
锇酸（成都贝斯特公司，批号 B00427002）。
1.4 仪器 7170A 型全自动生化仪，H-7650 型透射

电 镜（日 本 日 立 公 司）；Multiskan FC 型 酶 标 仪 ，

NanoDrop 2000 型 紫 外 - 可 见 分 光 光 度 计（美 国

Thermo 公司）；RM2015 型切片机，CM3050 冷冻切

片机（德国徕卡公司）；BX53 显微镜（日本奥林巴斯

公司）；Mini-PROTEAN 型电泳系统（美国伯乐公

司）；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 动物模型制备 SD 大鼠 60 只适应性喂养 1 周

后，将大鼠随机分为造模组 45 只，正常组 15 只。大

鼠模型制备方法参照改良 Border 法［15］。将 2 g·L-1

C-BSA 与等量弗氏不完全佐剂混匀，于大鼠腋下、

腹股沟多点皮下注射 0.1 mL 乳液进行预免疫，隔日

1 次，共 3 次。正式免疫将 2 g·L-1 C-BSA 与等体积

磷酸盐缓冲液（PBS）混匀后于大鼠尾静脉注射，每

次 0.5 mL，每周 3 次，连续 4 周。正常组大鼠则在对

应时间点尾静脉注射等体积的生理盐水。测量每

只大鼠 UTP 水平，以大鼠 UTP≥20 mg 作为模型制备

成功的标准，同时随机选取造模组和正常组大鼠各

2 只，包埋、固定，光镜和电镜下观察肾脏组织病理

学确认造模成功［14］。

2.2 分组及干预 将模型复制成功的大鼠随机分

为模型组、贝那普利组、加味升降散组，每组均保留

10 只。根据人与大鼠的体表面积折算等效剂量［16］。

贝那普利组及加味升降散组分别给予盐酸贝那普

利 10 mg·kg-1，加味升降散 27.3 g·kg-1 灌胃，正常组

和模型组给予等体积生理盐水灌服。每日 1 次，连

续干预 4 周。使用代谢笼留取大鼠 24 h 尿液，离心

取上清液，4 ℃冰箱保存备用。大鼠禁食水 12 h 后

使用异氟烷吸入麻醉，快速打开腹腔后腹主动脉取

血，离心后分离出血清，4 ℃冰箱保存备用；分离大

鼠肾脏，在冰袋上切取一部分肾皮质放于冻存管，

先存放于液氮罐，快速转移到−80 ℃冰箱保存备用；
取一部分肾组织放于 4% 多聚甲醛中保存备用；取
一部分肾组织放于生理盐水中，4 ℃冰箱保存备用；
一部分肾组织放于 2.5% 的戊二醛溶液中保存备用。

2.3 血液生化指标检测及尿蛋白定量检测 使用

全自动生化分析仪测定血液生化指标 TC，TG，TP，

Alb，SCr，BUN 的含量，采用双缩脲法进行 UTP 定量

检测，实验步骤严格按照试剂盒说明书进行。

2.4 Masson，PASM 染色及透射电镜观察大鼠肾脏

病理学变化 4% 多聚甲醛固定肾组织 48 h 后，乙

醇梯度浓度脱水，使用二甲苯将组织透明、浸蜡、最

后 进 行 石 蜡 包 埋 。 切 成 4 μm 左 右 的 薄 片 进 行

Masson，PASM 染色；将固定于 2.5% 的戊二醛溶液

中的肾组织取出，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。

2.5 免疫荧光法检测大鼠肾脏 IgG 沉积 将浸泡

于生理盐水中的肾组织取出，使用 OCT 包埋组织，

放于冰冻切片机中−22 ℃速冻 5~10 min，切 4 μm 薄

片，丙酮固定 5 min，PBS 浸洗 2 次，在暗室中封闭免

疫球蛋白（Ig）G 抗体（1∶200），37 ℃孵育 30 mim，

PBS 浸泡切片，于荧光显微镜下观察并拍照。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路相关分子及自噬相关指标 LC3 和

Beclin1 蛋白表达 研碎组织，将其转移到无菌离心

管中并做好标记。在离心管中加入 RIPA 裂解液，按

照试剂盒步骤提取组织总蛋白，测定各组蛋白浓

度，取总蛋白 50 μg 与 Loading buffer 混合后 100 ℃

变性 5 min，使用 10% SDS-PAGE 凝胶 90 V 恒压电

泳 2 h，之后进行 250 mA 恒流 PVDF 转膜 60 min。

将 PVDF 膜放在 5% BSA 37 ℃孵育 1.5 h，加入稀释
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好的一抗 PI3K（1∶2 000），p-PI3K（1∶2 000），Akt（1∶

2 000），p-Akt（1∶1 000），mTOR（1∶2 000），p-mTOR

（1∶3 000），LC3（1∶2 000），Beclin1（1∶2 000），

β-actin（1∶5 000），4 ℃孵育过夜。洗膜后加入稀释

过的二抗（1∶5 000），37 ℃孵育 1 h。洗膜后使用

ECL 法显色，用 Image J 软件分析条带的灰度值，以

目的蛋白条带/β-actin 条带灰度比值作为最终结果。

2.7 统计学处理 采用 SPSS 13.0软件进行分析，数

据采用 x̄ ± s表示，组间比较采用单因素方差分析，多

重比较采用Tukey法，P<0.05表示差异有统计学意义。

3 结果结果

3.1 对 MN 大鼠 24 h 尿蛋白水平的影响 与正常

组比较，模型组大鼠 UTP 水平明显升高（P<0.05）；
与模型组比较，加味升降散和盐酸贝那普利组大鼠

UTP 水平明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。
见表 1。

3.2 对膜性肾病大鼠血清生化指标的影响 与正

常组比较，模型组大鼠血清中 TC，TG 水平明显升

高，TP，Alb 水平明显降低（P<0.05），BUN，SCr 水平

无明显改变；与模型组比较，贝那普利组和加味升

降散组大鼠血清中 TC，TG 水平有不同程度的下降，

TP，Alb 水平有不同程度的升高（P<0.05），BUN，SCr

水平无明显改变。见表 2。

3.3 对 MN 大鼠肾脏病理学改变的影响 正常组

大鼠肾小球结构完整，基底膜未见异常，未见嗜复

红蛋白沉积，未见 IgG 和电子致密物沉积；模型组大

鼠肾小球增大，基底膜出现不同程度的增厚和空泡

变性，嗜复红蛋白沉积，肾小球毛细血管袢 IgG 弥漫

性沉积，上皮下可见大小不等的电子致密物沉积，

足细胞足突广泛融合。与正常组比较，模型组大鼠

肾脏病理学改变明显，提示 MN 造模成功。经加味

升降散和盐酸贝那普利干预后，大鼠肾组织病理学

改变均有所减轻。见图 1~4。

3.4 对 PI3K/Akt/mTOR 信号通路蛋白表达的影响

与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 肾 组 织 中 p-PI3K，

p-Akt，p-mTOR 蛋白表达量显著增加，p-PI3K/PI3K，

p-Akt/Akt 和 p-mTOR/mTOR 明显增大（P<0.05）；与
模型组比较，加味升降散和贝那普利组大鼠肾组织

中 p-PI3K，p-Akt 和 p-mTOR 蛋白表达量明显降低，

p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt 和 p-mTOR/mTOR 明 显 减

少（P<0.05）。见图 5，表 3。

3.5 对自噬相关蛋白 LC3 和 Beclin1 蛋白表达的影

响 与正常组比较，模型组大鼠肾组织中自噬相关

蛋白 LC3-Ⅱ和 Beclin1 蛋白表达显著降低，LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ明显减小（P<0.05）；与模型组比较，加味升

降散组和盐酸贝那普利组大鼠肾组织中自噬相关

蛋白 LC3 和 Beclin1 蛋白表达量显著升高，LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ明显增大（P<0.05）。见图 6，表 4。

表 1 加味升降散对 MN大鼠 24 h尿蛋白定量的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of modified Shengjiangsan on quantitation of

urinary protein in MN rats for 24 hours（x̄± s，n=10） mg
组别

正常

模型

加味升降散

贝那普利

剂量/g·kg-1

-

-

27.3

0.001

造模前

6.44±0.79

6.38±0.77

6.01±0.85

6.96±0.73

造模后

6.87±0.78

54.80±11.411)

57.31±11.22

56.64±10.86

给药后

7.42±0.89

63.41±12.631)

23.27±6.172)

26.45±6.562)

注：与正常组比较 1)P<0.05；与模型组比较 2)P<0.05（表 2~4 同）。

表 2 加味升降散对膜性肾病大鼠血清生化指标的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of modified Shengjiangsan on serum biochemical parameters in rats with membranous nephropathy（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

加味升降散

贝那普利

剂量/g·kg-1

-

-

27.3

0.001

TC/mmol·L-1

1.49±0.21

2.83±0.431)

1.93±0.232)

2.02±0.262)

TG/mmol·L-1

0.52±0.09

1.43±0.451)

0.71±0.132)

0.78±0.112)

TP/g·L-1

61.79±3.51

45.37±4.141)

57.68±4.712)

56.68±4.562)

Alb/g·L-1

33.25±2.64

23.97±3.131)

29.49±2.272)

28.61±2.622)

BUN/mmol·L-1

6.23±0.54

6.47±1.45

6.54±0.68

6.61±0.73

SCr/μmol·L-1

33.89±2.34

35.16±2.76

33.67±2.62

33.52±2.56

A. 正 常 组；B. 模 型 组；C. 加 味 升 降 散 组；D. 盐 酸 贝 那 普 利 组

（图 2~6 同）
图 1 加味升降散对MN大鼠肾脏病理学改变的影响（Masson，×200）
Fig. 1 Effect of modified Shengjiangsan on renal pathological

changes in MN rats (Masson，×200)
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图 2 加味升降散对 MN大鼠肾脏病理学改变的影响（PASM，×200）
Fig. 2 Effect of modified Shengjiangsan on renal pathological

changes in MN rats (PASM，×200)

表 3 加味升降散对 PI3K/Akt/mTOR信号通路的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of modified Shengjiangsan on PI3K/Akt/mTOR

signal pathway（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

加味升降散

贝那普利

剂量/g·kg-1

-

-

27.3

0.001

p-PI3K/PI3K

0.36±0.02

1.13±0.101)

0.78±0.072)

0.88±0.082)

p-Akt/Akt

0.14±0.01

1.47±0.131)

0.63±0.072)

0.84±0.062)

p-mTOR

/mTOR

0.47±0.04

1.04±0.081)

0.55±0.062)

0.85±0.082)

图 4 加味升降散对 MN 大鼠肾脏病理学改变的影响（透射电

镜，×20 000）
Fig. 4 Effect of modified Shengjiangsan on renal pathological

changes in MN rats (TEM，×20 000)

图 3 加味升降散对 MN 大鼠肾脏病理学改变的影响（免疫荧

光，×200）
Fig. 3 Effect of modified Shengjiangsan on renal pathological

changes in MN rats (IF，×200)

表 4 加味升降散对 LC3和 Beclin1蛋白表达的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of modified modified Shengjiangsan on protein

expression of LC3 and Beclin1（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

加味升降散

贝那普利

剂量/g·kg-1

-

-

27.3

0.001

LC3-Ⅱ
/LC3-Ⅰ

0.44±0.03

0.22±0.011)

0.57±0.052)

0.51±0.042)

Beclin1

/β-actin

0.34±0.02

0.05±0.011)

0.58±0.052)

0.50±0.042)

图 5 大鼠 PI3K/Akt/mTOR信号蛋白的表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of expression of PI3K/Akt/mTOR Signal

protein in rats

图 6 大鼠自噬相关蛋白 LC3和 Beclin1的表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of expression of LC3 and Beclin1 in rats
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4 讨论

MN 是成年人肾病综合征的主要病因，其发病

率呈逐年增高趋势，对患者的生活产生了严重影

响，亟待有效药物来改善预后，提高生活质量［1-2］。

对于 MN 的治疗，雷公藤、他克莫司、环孢素等免疫

抑制剂在一定程度上可降低患者尿蛋白水平，缓解

临床症状，但在劳累、停药后易复发，而且长期用

药，容易导致感染、骨髓移植等不良反应的发生。

使用近年来，越来越多的证据表明，中医药可显著

提高 MN 的临床疗效，减少长期使用西药带来的副

作用，受到越来越多医师的青睐。

MN 属于中医“水肿”“尿浊”等范畴［14，17］。MN

多因脾肾亏虚，脾不运湿，肾不主水，湿浊内生；加
之外感湿浊，内外相合，湿浊不化，阻遏气机，气滞

血瘀，以致肾络瘀阻。湿浊瘀血等病理产物堆积，

表现为肾小球基底膜增厚、上皮下免疫复合物沉

积；湿浊瘀血等病理产物损害正常组织结构，表现

为足细胞损伤、细胞数量减少；疾病进一步发展则

癥瘕形成，表现为肾小球硬化、肾间质纤维化［13］。

根据 MN“脾肾亏虚、肾络瘀阻”的病机特点，檀金川

教授使用升降散加味加味黄芪、淫羊藿、土茯苓治

疗 MN，临床疗效显著［13］。方中黄芪、淫羊藿健脾补

肾以治本。僵蚕、蝉蜕、姜黄、大黄升清降浊，行气

活血以治标。同时使用土茯苓加强化浊解毒之功，

诸药合用，补脾健运消水肿，补肾固精止尿浊，行气

活血化瘀滞。

MN 的病理特征是免疫复合物沿肾小球基底膜

沉积、毛细血管基底膜增厚、“钉突”形成，其临床主

要 表 现 为 肾 病 综 合 征 或 无 症 状 性 蛋 白 尿［18］。

C-BSA 通过静电作用与肾小球上皮下阴离子结构

结合，并作为一种植入抗原，随后在原位形成免疫

复合物，模拟了 MN 的病理表现［19］。本研究结果显

示，大鼠尾静脉注射 C-BSA 会导致明显的蛋白尿和

低蛋白血症。病理学分析显示，模型组大鼠肾小球

增大，毛细血管壁不规则增厚，嗜复红蛋白沉积。

为了进一步观察肾小球超微结构，研究者进行透射

电镜检查，这也是临床诊断 MN 的金标准。结果显

示模型组大鼠肾小球上皮下可见大小不等的电子

致密物沉积，足细胞足突广泛融合，基底膜明显增

厚。而经加味升降散干预后，MN 大鼠肾组织病理

损伤均有不同程度的改善。

研究表明，自噬在 MN 及糖尿病肾病等多种慢

性肾脏病的发生和发展中起着核心作用［20-21］。正常

的肾功能需要自噬，其可作为为肾小管上皮细胞和

足细胞的内源性保护机制，肾脏中的细胞自噬可以

防止肾脏细胞损伤［22］。相反，缺失关键自噬调节蛋

白基因的小鼠会出现足细胞和肾小管功能障碍，肾

小球和肾小管间质损伤。研究发现，I 期或Ⅱ期 MN

患者肾脏足细胞内自噬体数量均较健康人肾组织

明显减少，且与病理分期呈正相关，同时自噬标志

蛋白 Beclin1，LC3 表达下调，提示 MN 疾病进展与

细胞自噬水平存在相关性［8，23］。鲍丽等［24］研究发现

MN 疾病早期足细胞自噬处于较高水平，后期自噬

水平下降，细胞凋亡明显。杨凤杰［25］研究发现，雷

帕霉素可通过增强细胞自噬水平，减轻 MN 大鼠肾

脏病理损伤，减少足细胞凋亡，减轻大鼠蛋白尿。

相反，自噬抑制剂 6-氨基 -3-甲基嘌呤（3-MA）可逆

转这一过程。因此，深入研究自噬对 MN 调控机制，

挖掘具有调控自噬作用的药物可为疾病的防治提

供新方法或新靶点。

自噬的代谢调控需要 mTOR 途径［20］。作为该

途径中的主要调节蛋白，mTOR 与 G 蛋白 β亚基样

蛋白（GβL/mLST8），40 kDa 大小的富含 Akt 底物蛋

白（PRAS40），mTOR 调节相关蛋白（Raptor）共同构

成 mTOR 复合体 1（mTORC1），参与自噬的负向调

控［22］。mTORC1 作为自噬起始的主要调节子，受多

种上游信号通路调节，其中 PI3K/Akt 信号通路发挥

十分重要的作用。PI3K 通过合成磷脂酰肌醇 -3，4-

二磷酸（PI-3，4-P2）和磷脂酰肌醇 -3，4，5-三磷酸

（PI-3，4，5-P3），招募含有 PH 结构域的蛋白如 3-磷

酸肌醇依赖性蛋白激酶 -1（PDK1）或其下游靶标

Akt，反过来激活 mTORC1，抑制细胞自噬，发挥负

向调节自噬过程的作用［26］。此外，Akt 也能直接磷

酸化 PRAS40 激活 mTORC1［27］。 MN 大鼠肾脏中

PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 被 激 活 ，进 而 抑 制

mTORC1，降低大鼠肾脏自噬水平，可引起大鼠肾脏

系膜细胞增殖、胞外基质积聚等多种肾脏病理损

伤。此外，PI3K/Akt/mTOR 信号通路的激活可促进

MN 大鼠肾纤维化的发生和发展［19］。本研究结果显

示：模型组大鼠肾组织 p-PI3K，p-Akt，p-mTOR 的表

达与正常对照组比较显著增加，而 LC3，Beclin1 较

正常对照组明显降低。而经加味升降散干预后，

MN 大鼠肾组织 p-PI3K，p-Akt，p-mTOR 表达显著减

少，而 LC3，Beclin1 蛋白表达明显增加，提示加味升

降散可抑制 MN 大鼠肾组织 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路的激活，提高肾脏自噬标志蛋白水平。

综上所述，加味升降散通过减少尿蛋白，减轻

肾小球基底膜免疫复合物沉积和基底膜增厚等肾
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脏损伤，延缓 MN 的进展，这与其抑制 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路和激活肾脏自噬有关。
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