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芪蛭真武汤改善单侧输尿管梗阻大鼠肾间质纤维化及其机制

黄笛，谭颖颖*，张琪，夏娟娟，许生

（陕西中医药大学，陕西 咸阳 712046）

［摘要］ 目的：探讨芪蛭真武汤对单侧输尿管结扎（UUO）大鼠肾间质纤维化的影响，及对转化生长因子 -β1（TGF-β1）/

Smads 和氧化应激反应的作用。方法：将 30 只雄性 SD 大鼠，随机分为假手术组、模型组、芪蛭真武汤高剂量组、芪蛭真武汤低

剂量组、厄贝沙坦组（n=6）。模型组及各治疗组行左侧输尿管结扎，假手术组不结扎输尿管，仅分离输尿管后关闭腹腔。术后

1 d 开始灌胃给药，假手术组、模型组予无菌蒸馏水 10 mL·kg-1，芪蛭真武汤高剂量组予芪蛭真武汤 22.2 g·kg-1，低剂量组予芪

蛭真武汤 11.1 g·kg-1，厄贝沙坦组予厄贝沙坦片 0.02 g·kg-1。各组大鼠分别于术后 14 d 取材，取材前收集 24 h 尿液，检测 24 h

尿蛋白定量（24 h-Upr）；收集血清用以检测肌酐（SCr），尿素氮（BUN）；取结扎侧肾组织行苏木素 -伊红（HE）染色、马松

（Masson）染色，光镜下观察其病理改变；免疫组化法（IHC）检测 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA），Ⅰ型胶原蛋白（Col-Ⅰ）和纤维连

接蛋白（FN）的表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 TGF-β1，Smad3，p-Smad3，非吞噬细胞氧化酶Ⅳ（NOX4）的表达。结

果：与假手术组比较，模型组 SCr，BUN，胶原容积分数（CVF），24 h-Upr 均增高（P<0.05，P<0.01），模型组 α-SMA，Col-Ⅰ，FN，

TGF-β1，p-Smad3，NOX4 蛋白的表达均较高（P<0.05）；与模型组比较，芪蛭真武汤高剂量组和厄贝沙坦组的 SCr，BUN，CVF，

芪蛭真武汤高剂量组的 24 h-Upr 均较低（P<0.05）；各中药治疗组 α-SMA，Col-Ⅰ，FN，TGF-β1，Smad3，p-Smad3，NOX4 的表达

均较少（P<0.05）。结论：芪蛭真武汤能够减少 UUO 大鼠的尿蛋白，保护肾脏功能，抑制肾间质纤维化的发生、发展；其机制可

能与抑制 TGF-β1/Smads信号通路和氧化应激反应有关。
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Effect of Qizhi Zhenwutang in Improving Renal Interstitial Fibrosis and Its Mechanism on

Unilateral Ureteral Obstruction in Rats

HUANG Di，TAN Ying-ying*，ZHANG Qi，XIA Juan-juan，XU Sheng

（Shaannxi University of Chinese Medicine， Xianyang 712046， China）

［Abstract］ Objective：To explore the effect of Qizhu Zhenwutang on renal interstitial fibrosis in rats

ligated with unilateral ureter，transforming growth factor-β1（TGF-β1）/Smads and oxidative stress. Method：A

total of 30 male SD rats were randomly divided into sham operation group，model group，high-dose group，low-

dose group and irbesartan group（n=6）. The left ureter ligation was performed in the model group and the

treatment group. In the sham operation group，the ureter was not ligated，only the ureter was separated，and the

abdominal cavity was closed. Rats in each group were given drugs by gavage on the next day after operation.

Sham operation group and model group were given aseptic distilled water 10 mL·kg-1 by gavage，high-dose

Qizhizhenwu Tang group was given 22.2 g·kg-1 by gavage，low-dose group was given 11.1 g·kg-1 by gavage，

and irbesartan group was given 0.02 g·kg-1 by gavage. Rats in each group were sacrificed on the 14th day after
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operation，24-hour urine was collected before sampling，and the total amount of 24 hour urine protein（24 h-

Upr）was detected. Blood samples were collected from the abdominal aorta to detect serum creatinine（SCr）and

blood urea nitrogen（BUN）. The tissues were stained with htoxylin eosin（HE） and Masson， and the

pathological changes were observed under light microscope，immunohistochemical method was used to detect

α -SMA，FN and Col-Ⅰ expressions. Western blot method was used to detect the expressions of TGF- β1，

Smad3，p-Smad3 and NOX4. Result： Compared with sham group，SCr，BUN and collagen volume fraction

（CVF），24 h-Upr in model group were all increased（P<0.05，P<0.01）. The expressions of α -SMA，Col-Ⅰ，

FN，TGF-β1，p-Smad3，NOX4 were higher（P<0.05）. Compared with the model group，SCr，BUN and CVF

were lower in high-dose group and irbesartan group（P<0.05）. 24 h-Upr was lower in high-dose group（P<

0.05），the expressions of α -SMA，Col-Ⅰ，FN，TGF- β1，Smad3，p-Smad3，NOX4 in traditional Chinese

medicine treatment group were less（P<0.05）. Conclusion：Qizhi Zhenwutang can reduce the urinary protein of

UUO rats，protect the renal function，and inhibit the occurrence and development of renal interstitial fibrosis，

the mechanism may be related to the inhibition of TGF-β1/Smads signaling pathway and oxidative stress response.

［Key words］ Qizhi Zhenwutang； renal interstitial fibrosis； unilateral ureteral obstruction；
transforming growth factor-β1（TGF-β1）/Smads；oxidative stress reaction

近年来，我国慢性肾脏病（CKD）的患病率逐年

升高，而患者的知晓率较低，该病起病隐匿，呈进行

性进展，早期患者不易发现，发展至后期，多以昂贵

的肾脏替代疗法治疗［1-2］。CKD 随病情恶化，还出

现多种并发症，如肾性高血压、电解质紊乱、心力衰

竭等，严重者可危及生命。病理研究对于 CKD 的诊

断、指导治疗和判定预后具有重要意义，因此，研究

CKD 的病理机制，了解药物对 CKD 病理改变的作

用，为寻找有效的靶向药物提供方向。肾间质纤维

化（RIF）是 CKD 发展为终末期肾病（ESRD）的必然

途径和最终病理改变［3-4］。研究表明，RIF 的病理特

征主要有肌成纤维细胞（MyoF）形成，细胞外基质

（ECM）大量积聚，肾小管萎缩，肾小管周围毛细血

管损伤，炎性细胞浸润［5］。MyoF 是 RIF 主要的效应

细胞，主要来源于肾小管上皮细胞 -间充质转化

（EMT），能够分泌大量的胶原成分，增加 ECM 沉

积［6-7］。ECM 的过量积聚和 MyoF 的形成是 RIF 的

主要病理机制。转化生长因子 -β1（TGF-β1）是重要

的致纤维化因子，参与了 RIF 的各个环节。已有研

究表明，TGF-β1/Smads 信号通路能够诱导肌成纤维

细胞形成，增加 ECM 的过量沉积，是 RIF 中较为经

典的信号通路［8-9］。而氧化应激反应中产生大量的

活性氧（ROS）能够介导 TGF-β1/Smads 信号通路，并

且直接损伤肾脏固有细胞，是 RIF 中重要的诱导因

子［10-12］。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）是
ROS 产生的重要来源，其中非吞噬细胞氧化酶Ⅳ
（NOX4）分布于肾小管上皮细胞，与 RIF 的形成关

系密切［13-14］。

中医药治疗慢性肾脏病，较为经济实惠，多靶

点，临床疗效显著。中医辨治肾脏病能够从整体辨

证论治，慢性肾脏病以阳虚为本，水湿、痰浊、淤血

为标，治疗以“标本兼治”为则。芪蛭真武汤具温阳

利水，益气活血之功，是治疗慢性肾脏病的临床常

用方剂。真武汤出自汉代著名医家张仲景所著的

《伤寒论》，历代被用以治疗“阳虚水泛”为病机的水

肿、心悸、头眩等病证，是温阳利水的代表方剂［15］。

芪蛭真武汤由真武汤原方加黄芪、水蛭 2 味药物组

成，增其补气活血的功效。在慢性肾脏病的各个阶

段的治疗中，芪蛭真武汤能够有效改善水肿、倦怠

乏力、短气喘息等症状，延缓 CKD 的进展。本课题

组前期通过实验表明芪蛭真武汤能够通过抑制

TGF-β1/p38 MAPK 信号通路，有效降低糖尿病肾病

大鼠血糖、血脂，还能减少大鼠尿蛋白，改善肾脏功

能。继课题组前期研究，本实验主要研究该方对肾

间质纤维化影响，为该方治疗慢性肾脏病提供依

据。单侧输尿管梗阻（UUO）模型是经典的肾间质

纤维化模型，模拟了肾后性梗阻时，肾脏缺血、缺

氧，各类炎症因子激活，肾素-血管紧张素-醛固酮系

统激活等病理改变，最终形成肾间质纤维化，本实

验选用该模型，通过芪蛭真武汤对 UUO 大鼠进行干

预，探究该方对 UUO 大鼠肾间质纤维化的影响，及

对 TGF-β1/Smads和氧化应激反应的作用。

1 材料

1.1 动物 雄性 SD 大鼠 30 只，SPF 级，大鼠体质量

（180±20）g，购买于成都达硕实验动物有限公司，每

天以标准饲料饲养，自由摄食及饮水，适应性喂养 1
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周。本实验通过陕西中医药大学实验动物伦理委

员会批准，审批号 2018326。

1.2 药物 芪蛭真武汤：炮附子 9 g，白术 12 g，白

芍 18 g，茯苓 18 g，生姜 18 g，黄芪 30 g，水蛭 6 g。购

于陕西中医药大学第一附属医院中药房，由陕西中

医药大学中药鉴定室胡本祥教授鉴定均符合 2015

年版《中国药典》标准。厄贝沙坦片（海滨制药有限

公司，批号 4180309015）。用蒸馏水进行煎煮，先煎

炮附子 40 min，其余药物冷水浸泡 20 min，与附子煎

剂同煎 1.5 h，滤除药液，再煎 1.5 h，合并 2 次滤液，

将各组方的药分别浓缩。将芪蛭真武汤方的药液

分 别 浓 缩 至 生 药 1.11 g·mL-1（ 低 剂 量 组 ），

2.22 g·mL-1（高剂量组）。
1.3 试剂 4% 多聚甲醛，SABC［兔免疫球蛋白

（Ig）G］免疫组化试剂盒（武汉博士德生物工程有限

公司，批号分别为 AR1068，Z191520）；苏木素染色

液，伊红染色液（北京索莱宝科技有限公司，批号分

别为 G1140，G1100）；马松（Masson）染色试剂盒，尿

素氮（BUN）测试盒，肌酐（SCr）测定盒（南京建成生

物工程研究所，批号分别为 D026-59，C013-2，C011-

1）；兔抗鼠 α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA）多克隆抗

体，兔抗鼠纤维连接蛋白（FN）抗体，Ⅰ型胶原（Col-

Ⅰ）抗体（英国 Abcam 公司，批号分别为 ab32575，

b2413，19423-1）；NOX4 抗体，TGF-β1 抗体，Smad3

抗体，磷酸化（p）-Smad3 抗体，β-肌动蛋白（β-actin）
（北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

GB11347， bs-0086R， PLT4335， bs-5459R， bs-

0061R）。
1.4 仪器 R136 型石蜡切片机（德国 Leica 公司）；
TC-120S 型生物组织自动脱水机，TB-718EL 型冷冻

台、包埋机（湖北泰维科技实业股份有限公司）；FC3

型全自动凝胶成像系统（美国 Protein Simple 公司）；
JY96-2N 型超声波细胞破碎仪（上海力辰仪器科技

有限公司）；AU2700 型全自动生化分析仪（美国

Beckman 公司）；041BR182076 型电泳、转膜仪（美国

Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 造模与分组 将 SD 大鼠适应性喂养 1 周，随

机分为 5 组（n=6），分别为假手术组，模型组，芪蛭真

武汤高剂量组（以下简称“芪蛭高剂量组”），芪蛭真

武汤低剂量组（以下简称“芪蛭低剂量组”），厄贝沙

坦组。除假手术组外，制备 UUO 模型。假手术组进

腹腔后分离左侧输尿管但不结扎。UUO 造模方法：

腹腔注射 1.5% 戊巴比妥钠（30 mg·kg-1）腹腔注射进

行麻醉；麻醉成功后，将大鼠侧卧，碘伏消毒，定位

切口，依次切开皮肤、肌层，找出肾脏及输尿管；将
输尿管两端分别以 4.0 缝合线结扎，然后从中段剪

断输尿管，将肾复于原位后缝合，即制备成功 UUO

模型［16］。术后连续 3 d 腹腔注射青霉素钠，预防

感染。

2.2 给药方法和剂量 造模后次日开始灌胃，各治

疗组用药量均按每 100 g 给药 1 mL 计算，每周称体

质量调整药量。芪蛭真武汤成人每日服量 111 g，按

人与大鼠体表面积折算，芪蛭真武汤的等效剂量为

11.1 g·kg-1，相当于临床成人剂量的 6 倍，该剂量为

芪蛭低剂量组给药量；将低剂量组的 2 倍给药量（即

22.2 g·kg-1）作为芪蛭高剂量组给药量，相当于临床

成 人 剂 量 的 12 倍 ；厄 贝 沙 坦 片 给 药 剂 量 为

0.02 g·kg-1，相当于临床成人剂量的 6 倍。假手术

组、模型组予无菌蒸馏水 10 mL·kg-1。

2.3 标本收集 各组大鼠于术后第 14 天取材，取

材前置于代谢笼中，禁食，自由饮水，收集大鼠 24 h

尿液，记录尿液总量，用以检测尿蛋白。称量大鼠

体质量，戊巴比妥钠（30 mg·kg-1）腹腔注射麻醉大

鼠。待麻醉成功后，腹主动脉取血 3 mL 左右，静置

2 h，以 3 000 r·min-1离心 15 min，收集血清用以检测

生化指标。切取左侧肾脏，滤纸吸干血，取左肾沿

冠状面纵行剖开，用预冷的生理盐水充分冲洗，一

半肾脏置于 4% 多聚甲醛固定，脱水、浸蜡、包埋，制

作石蜡切片进行苏木素 -伊红（HE）染色，Masson 染

色和免疫组织化学检测；一半迅速置于液氮中，而

后 转 入 -80 ℃冰 箱 保 存 ，用 于 蛋 白 免 疫 印 迹 法

（Western blot）检测。

2.4 检测方法

2.4.1 SCr，BUN 的检测 各组大鼠麻醉后，腹主动

脉采血，每个样本取血清 200 μL，自动生化分析仪

检测血清尿素氮、血清肌肝，具体实验方法按照相

应试剂盒说明进行操作。

2.4.2 24 h 尿蛋白（24 h-Upro）的检测 将大鼠放

入代谢笼内，禁食不禁水，收集 24 h 尿液，记录 24 h

尿液总量，离心后取上清液，运用中点法检测 24 h-

Upro 定量。

2.4.3 HE 染色观察肾脏组织病理形态 将石蜡切

片 脱 蜡 、水 化；苏 木 素 浸 染 5 min 后 ，伊 红 浸 染

8 min；脱水、透明、封片；光镜下观察。

2.4.4 Masson 染色观察肾组织病理变化 具体操

作按试剂盒说明书进行，光镜下观察。每组随机选

10 个视野，每个视野随机测量 5 个面积内平均灰度
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值，通过灰度调节区分视野内阳性信号面积，计算

各组大鼠肾组织纤维化程度用胶原容积分数（CVF）
表示，即 CVF=胶原面积/总面积。

2.4.5 免疫组化法检测 α-SMA，Col-Ⅰ，FN 的表达

石蜡切片脱蜡、水化后，置于枸橼酸缓冲液中煮沸

15 min，抗原修复；置 3% H2O2中灭活，5% BSA 室温

封闭 1 h；孵育Ⅰ抗（α-SMA，Col-Ⅰ，FN 一抗的稀释

比例为 1∶200，1∶200，1∶300），置于 4 ℃冰箱过夜；
室温孵育二抗 1 h；按 DAB 显色试剂盒说明配制显

色液，滴加后镜下控制反应时间；洗涤、苏木素复

染、脱水、透明、封片。阳性表达呈棕黄色或深棕色

染色，选择染色阳性表达较好的切片，进行光镜观

察 。 每 一 切 片 随 机 取 5 个 不 重 叠 的 高 倍 视 野

（×400），采用 Image Pro Plus图像分析系统进行半定

量分析，测定肾间质中阳性表达量，计算标本的平

均积分吸光度 AA。

2.4.6 Western blot 检 测 NOX4，TGF- β1，Smad3，

p-Smad3 蛋白的表达 取部分肾组织置于离心管，

加入蛋白酶抑制剂、蛋白强裂解液，匀浆、震荡后，

12 000 r·min-1 低温离心 10 min，收集上清液，提取

蛋白；使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测蛋白浓度；

将蛋白溶液按照 4∶1 的比例加入 5×蛋白上样缓冲

液；制备浓缩胶、分离胶，加入样品后，浓缩胶电压

80 V，分离胶 120 V，进行 SDS-PAGE 电泳；200 mA

转膜 1 h；脱脂牛奶封闭；稀释一抗，NOX4，TGF-β1，

Smad3，p-Smad3 稀释比例为 1∶1 000，β-actin 稀释比

例 为 1∶3 000；封 闭 ，4 ℃ 孵 育 过 夜；二 抗 稀 释

3 000 倍，室温孵育 1 h；曝光后的胶片用显影剂显

影；将胶片扫描存档，采用 Image J 软件对灰度值进

行分析。

2.5 统计学分析 实验数据使用 SPSS 20.0 软件进

行统计学分析，计量资料以 x̄± s 方式表达，每组数据

进行正态性检验，凡符合正态分布的多组间采用单

因素方差分析，组间比较运用ｔ检验，不符合的用

秩和检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 UUO 大鼠肾功能指标 SCr，BUN，24 h-Upro

水平的影响 与假手术组比较，模型组大鼠 SCr，

BUN，24 h-Upro 值均显著较高（P<0.01）；与模型组

比较，芪蛭真武汤高剂量、厄贝沙坦组 SCr，BUN 均

明显降低（P<0.05），芪蛭真武汤高剂量组 24 h-Upro

明显降低（P<0.05）。见表 1。

3.2 对 UUO 大鼠肾脏病理形态的影响 肉眼观

察，假手术组左侧肾脏外观红润、结构完整、表面光

滑；各手术组左侧肾脏体积明显较大，色泽暗红，肾

盂内积水，部分肾组织包膜内可见黄绿色脓液，肾

皮质变薄。假手术组未见明显病理改变；模型组可

见明显的炎性细胞浸润，肾小管呈现扩张，或萎缩

塌陷，肾小管上皮细胞坏死，肾间质增宽，纤维组织

增生；芪蛭真武汤高剂量可见炎性细胞聚集在部分

肾间质处，肾小管扩张，部分可见胶样管型；芪蛭真

武汤低剂量组和厄贝沙坦组均可见，炎性浸润，肾

小管扩张，基底膜断裂，肾小管萎缩、纤维化改变

等。见图 1。假手术组大鼠肾组织可见少量胶原纤

表 1 芪蛭真武汤对 UUO大鼠 SCr，BUN及 24 h-Upro的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of Qizhu Zhenwutang on SCr，BUN，24 h-Upro（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

芪蛭真武汤

厄贝沙坦

剂量

/g·kg-1

-

-

22.2

11.1

0.02

SCr

/μmol·L-1

25.50±2.17

40.50±2.741）

34.67±3.612）

36.17±5.59

33.50±3.623）

BUN

/mmol·L-1

7.29±1.35

12.23±1.561）

9.37±0.813）

11.01±0.85

9.92±1.613）

24 h-Upro

/mg

4.60±1.10

9.28±1.421)

7.24±1.452)

8.24±1.28

8.72±1.72

注：与假手术组比较 1)P<0.01；与模型组比较 2)P<0.05，3)P<0.01（表 2 同）。

A.假手术组；B.模型组；C.芪蛭真武汤高剂量组；D.芪蛭真武汤低剂量组；E.厄贝沙坦组（图 2~6 同）
图 1 芪蛭真武汤对大鼠肾脏组织病理形态的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Qizhi Zhenwutang on pathological morphology of rat kidney（HE，×200）
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维，肾组织结构完整；各手术组大鼠肾组织可见不

同程度胶原纤维沉积，肾小管部分扩张，部分塌陷、

萎缩，肾间质增宽。与假手术组比较，模型组大鼠

左肾组织 CVF 值明显升高（P<0.05）；与模型组比

较，芪蛭真武汤高剂量组、厄贝沙坦组 CVF 值均明

显降低（P<0.05）。见表 2，图 2。

3.3 对 UUO 大鼠肾组织 α -SMA，Col-Ⅰ，FN 表达

的影响 与假手术组比较，各手术组左肾组织的

α -SMA，Col-Ⅰ和 FN 阳 性 表 达 均 明 显 增 多（P<

0.05）；与模型组比较，芪蛭真武汤高、低剂量组、厄

贝沙坦组肾组织 α -SMA，Col-Ⅰ和 FN 阳性表达均

明显较少（P<0.05），差异有明显统计学意义。见表

3，图 3~5。

3.4 对 UUO 大鼠肾组织 NOX4，TGF-β1，Smad3，

p-Smad3 表达的影响 与假手术组比较，各手术组

大鼠 NOX4，p-Smad3，TGF- β1 的表达均明显升高

（P<0.05）；与模型组比较，各治疗组大鼠 NOX4，p-

Smad3，TGF-β1 及中药治疗组 Smad3 的表达均明显

降低（P<0.05）。见表 4，图 6。

表 2 芪蛭真武汤对大鼠肾组织纤维化的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Qizhi Zhenwutang on renal fibrosis in rats

（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

芪蛭真武汤

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

-

-

22.2

11.1

0.02

CVF/%

0.03±0.027

0.48±0.1011)

0.17±0.036,3)

0.40±0.082

0.27±0.0592)

图 3 芪蛭真武汤对大鼠肾组织 α-SMA表达的影响（免疫组化，×200）

Fig. 3 Effect of Qizhi Zhenwutang on expression of α-SMA in rat kidney tissue（IHC，×200）

表 3 芪蛭真武汤对大鼠肾组织 α-SMA，Col-Ⅰ，FN蛋白表达 AA的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Qizhi Zhenwutang on AA expressions of α-SMA, Col-Ⅰ , FN in rat kidney tissue（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

芪蛭真武汤

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

-

-

22.2

11.1

0.02

α-SMA

0.026 4±0.004 9

0.269 4±0.035 61)

0.101 7±0.002 72)

0.122 8±0.005 52)

0.097 8±0.006 12)

Col-Ⅰ
0.009 7±0.001 6

0.036 6±0.003 01)

0.030 5±0.001 42)

0.032 2±0.001 82)

0.030 6±0.002 52)

FN

0.018 4±0.001 0

0.140 5±0.002 71)

0.074 9±0.002 52)

0.100 8±0.005 52)

0.081 1±0.004 02)

注：与假手术组比较 1)P<0.05；与模型组比较 2)P<0.05（表 4 同）。

图 2 芪蛭真武汤对大鼠肾脏组织纤维化的影响（Masson，×200）

Fig. 2 Effect of Qizhi Zhenwutang on renal fibrosis in rats（Masson，×200）

图 4 芪蛭真武汤对大鼠肾组织 Col-Ⅰ表达的影响（免疫组化，×200）

Fig. 4 Effect of Qizhi Zhenwutang on expression of Col-Ⅰin rat kidney tissue（IHC，×200）
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4 讨论

真武汤出自张仲景所著《伤寒论》，一处是太阳

病误治，阳虚水泛，证见发热、心悸、头眩、身瞤动；
另一处是少阴病，证见腹痛、小便不利、四肢沉重疼

痛、下利，或见咳嗽、呕吐［15］。真武汤由茯苓、芍药、

生姜、白术、炮附子五味药组成，具有温阳利水的功

效。方中炮附子温肾阳、化水气；茯苓、白术健脾

气、利水邪；生姜辛温宣散，佐附子助阳，于主水中

有散水之意；芍药可益阴和营，制附、姜之烈性，还

兼具活血化瘀、利小便的功效。本方温阳利水的同

时，脾肾同调，补气活血，标本兼治。临床治疗慢性

肾脏病，证见纳差、四肢乏力沉重、水肿、恶心呕吐

等辨证为脾肾亏虚、阳虚水泛的病人，本方能很好

改善临床症状，延缓疾病进程。实验研究表明，真

武汤能够抑制炎性细胞浸润，抑制 TGF-β1
［17］，核转

录因子-κB［18］，ROS 等促纤维化信号因子，从而有效

抑制 RIF 的进展［19］。水蛭具有破血逐瘀的功效，其

有效成分主要是水蛭素，现代药理学研究认为水蛭

素是有效的凝血酶抑制剂，水蛭具有抗凝血、抗炎

和抗纤维化的作用［20］。黄芪有补气升阳、利尿消肿

的功效，有效成分有黄芪多糖、氨基酸、黄芪皂苷、

黄酮类等。研究表明，黄芪能减轻肾小管上皮细胞

炎症反应，抗氧化、改善肾小球滤过屏障、抗 TGF-β1

的作用［21-22］。水蛭、黄芪合剂经研究表明，能够抑制

肾小球系膜细胞增殖，降解 ECM，抑制肾脏固有细

胞凋亡，进而保护肾脏［23-24］。综上所述，芪蛭真武汤

具有温阳利水、益气活血的功效，临床上能够有效

延缓慢性肾脏病的进展，本实验通过不同剂量的芪

蛭真武汤干预 UUO 模型大鼠，探究该方对 UUO 大

鼠肾间质纤维化的作用。

血液生化检测结果表明，模型组大鼠的肌酐、

尿素氮值均明显高于假手术组，表明经 UUO 术后，

肾功能可发生恶化，且随术后时间延长，肾功恶化

加重。因输尿管结扎后，肾小管压力增大，激活

RASS 系统，加重肾脏缺血、缺氧，肾小球失代偿，滤

过功能下降，最终影响肾脏功能。与模型组比较，

各中药治疗组 SCr，BUN 均较低，说明芪蛭真武汤具

有延缓肾脏功能恶化，保护肾功能的作用。 24 h-

Upro 结果表明，UUO 术后，模型组大鼠 24 h-Upro 明

显增加。随输尿管结扎时间延长，管球失衡，肾小

球毛细血管压力相对增加，尿蛋白可随之漏出，形

成蛋白尿。而芪蛭真武汤高剂量组的 24 h-Upro 少

图 5 芪蛭真武汤对大鼠肾组织 FN表达的影响（免疫组化，×200）

Fig. 5 Effect of Qizhi Zhenwutang on expression of FN in rat kidney tissue（IHC，×200）

图 6 大鼠肾组织 NOX4，Smad3，p-Smad3，TGF-β1蛋白表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of of NOX4，Smad3，p-Smad3，TGF- β1

protein expressions in rat kidney tissue

表 4 芪蛭真武汤对大鼠肾组织 NOX4，Smad3，p-Smad3，TGF-β1蛋白表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Qizhi Zhenwutang on protein expressions of NOX4，Smad3，p-Smad3，TGF-β1 in rat kidney tissue（x̄± s，n=6）

组别

假手术

模型

芪蛭真武汤

厄贝沙坦

剂量

/g·kg-1

-

-

22.2

11.1

0.02

NOX4

/β-actin

0.22±0.021

1.12±0.0101)

0.58±0.0212)

0.98±0.0092)

0.52±0.0042)

Smad3

/β-actin

0.85±0.034

0.69±0.006

0.04±0.0082)

0.14±0.0172)

0.65±0.042

p-Smad3

/β-actin

0.16±0.021

0.56±0.0211)

0.27±0.0442)

0.34±0.0292)

0.24±0.0402)

TGF-β1

/β-actin

0.27±0.031

0.66±0.0291)

0.46±0.0352)

0.54±0.0172)

0.44±0.0502)
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于模型组，表明高剂量的芪蛭真武汤可一定程度降

低尿蛋白。已有研究表明，真武汤能够减少阿奇霉

素肾病模型尿蛋白，及改善肾脏功能［25］；水蛭能够

降低大鼠局灶阶段性肾小球硬化模型的尿蛋白、血

肌酐水平［26］。临床上许多医家，如姚木铭等［27］在治

疗肾脏病中，常使用不同剂量的黄芪，或配伍各类

活性药、补益药等，往往具有改善蛋白尿、血尿、水

肿及乏力等临床症状的作用。

肾间质纤维化的主要病理表现为肌成纤维细

胞增殖，细胞外基质大量沉积，肾小管损伤和炎性

细胞浸润。肾小管损伤主要表现为肾小管上皮细

胞凋亡，肾小管周围毛细血管损伤［28］，肾小管周围

毛细血管损伤引起肾组织血流、供氧减少，肾小管

重吸收障碍，进而激活氧化应激反应和肾素-血管紧

张素-醛固酮系统，加重水钠出溜和肾脏损伤。大量

炎性因子能够激活各类促纤维化信号通路并加重

氧化应激，加速肾间质纤维化的进展［29］。本实验

中，HE 染色示，各手术组均可见不同程度炎性细胞

浸润，部分肾小管扩张，部分肾小管萎缩、塌陷，出

现纤维组织增生，即发生了纤维化改变。而各治疗

组较模型组肾组织病变轻浅，说明经过中药治疗，

可改善肾脏间质的病理损伤。Masson 染色结果示，

UUO 术后出现不同程度的纤维组织增生，治疗组可

见纤维组织区域性分布，而模型组可见弥漫性分

布。计算胶原容积分数值示，UUO 模型组大鼠 CVF

值明显大于假手术组，肾组织纤维组织增生最为严

重；各治疗组大鼠 CVF 值较模型组降低，说明经中

药治疗，可抑制肾脏纤维组织的增生。已有研究表

明，真武汤能改善大鼠肾脏组织的肾间质纤维增

生，肾小管扩张、塌陷，肾小管上皮细胞坏死等病理

改变，延缓 RIF 的进程［30］。本实验表明，芪蛭真武汤

同样具有改善肾间质损伤，抑制纤维组织增生的作

用。肌成纤维细胞能够产生大量 ECM，是 RIF 的主

要效应细胞［6］，α -SMA 是该细胞的标记蛋白，故检

测到 α -SMA 即可表明肌成纤维细胞形成和增殖。

细胞外基质具有多种成分，在肾间质纤维化的中，

主要有间质性胶原蛋白，如Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ型胶原；弹
力蛋白；黏附性蛋白如 FN，层粘连蛋白（LN）等；基
质细胞蛋白；蛋白多糖和透明质酸素［31］。在 RIF 的

过程中，主要表现为胶原蛋白大量增生和聚集，由

FN 连接形成不易被降解的蛋白质聚合物。本实验

中，各手术组 α -SMA，Col-Ⅰ，FN 的表达均明显增

加，表明 UUO 术后，大鼠肾间质可出现肌成纤维细

胞增殖及 ECM 聚集。各治疗组上述蛋白的表达较

模型组均降低，表明中药的干预能够抑制肌成纤维

细胞增殖和活化，减少细胞外基质沉积，进而抑制

肾间质纤维化的进展。

本实验中，TGF-β1，p-Smad3 的表达在模型组最

多，而各治疗组表达较少，表明芪蛭真武汤的治疗

能够抑制 TGF-β1/Smads 信号通路。NOX4 的表达

趋势与 TGF-β1 一致，研究表明，TGF-β1 能够诱导

NADPH 氧化酶亚单位 p67phox 的表达，从而引起

ROS 的 产 生 ，二 者 具 协 同 性［12］。 张 鹏 宇 等［32］在

UUO 模型大鼠的肾组织匀浆中发现氧化应激反应

中脂质过氧化产物丙二醇明显升高，氧化应激反应

可能是 UUO 模型肾间质纤维化的产生机制和加重

因素。本实验治疗组中，NOX4 表达较模型组减少，

表明芪蛭真武汤能够一定程度抑制氧化应激反应

的发生，从而抑制肾间质纤维化的发生和发展。

综上所述，芪蛭真武汤能够减少 UUO 大鼠的尿

蛋白，保护肾脏功能，改善肾脏的病理损伤，抑制肾

间质纤维化的形成，延缓慢性肾脏病的进展；其机

制可能与抑制 TGF-β1/Smads 信号通路，抑制氧化应

激反应有关。
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