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复肾功方对慢性肾衰竭大鼠 ACE-AngⅡ-AT1R 及
ACE2-Ang(1-7)-MASR 轴“调控-拮抗”作用的影响
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［摘要］ 目的：研究复肾功方对腺嘌呤诱导的慢性肾衰竭（CRF）大鼠血管紧张素转化酶-血管紧张素Ⅱ-血管紧张素Ⅱ1 型

受体（ACE-AngⅡ -AT1R）轴与血管紧张素转化酶 2-血管紧张素（1-7）-Mas 受体［ACE2-Ang（1-7）-MASR］轴的“调控 -拮抗”作

用，探讨其延缓 CRF 进展的作用机制。方法：将 65 只雄性 SD 大鼠随机分为正常组 10 只、造模组 55 只，正常组常规饲养，造模

组进行为期 28 d的 0.25 g·kg-1d-1腺嘌呤混悬液灌胃。模型建立后，将存活造模大鼠随机分为模型组，贝那普利组（0.01 g·kg-1·d-1），
复肾功方低、中、高剂量（4，8，16 g·kg-1·d-1）组，正常组和模型组以等体积生理盐水灌胃，持续 28 d。实验结束后，测量各组大

鼠尾静脉舒张压（SBP），收缩压（DBP），并收集 24 h 尿液以测定 24 h 尿蛋白（24 h U-pro）；测定血清中肌酐（SCr），尿素氮

（BUN）含量；苏木素-伊红（HE）染色观察肾组织形态；马松（Masson）染色观察肾间质纤维化程度；酶联免疫吸附测定（ELISA）
检测血清和肾组织匀浆中 AngⅡ，Ang（1-7）及血清中胱抑素 C（CysC）的含量；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织中

ACE，ACE2，AT1R，MASR 蛋白表达水平；免疫组化标记肾组织中 ACE，ACE2 蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠

血清 SCr，BUN，CysC 明显上升（P<0.05），血清与肾组织中的 AngⅡ含量明显增加，Ang（1-7）含量明显减少（P<0.05），肾组织中

ACE，AT1R 蛋白表达量明显升高（P<0.05），ACE2，MASR 蛋白表达量明显降低（P<0.05）；与模型组、贝那普利组比较，经复肾

功方干预治疗后，大鼠血清 SCr，BUN，CysC 含量明显下降（P<0.05），血清与肾组织中的 AngⅡ含量显著减少，Ang（1-7）含量明

显增加（P<0.05），肾组织中 ACE，AT1R 蛋白表达量显著降低，ACE2，MASR 蛋白表达量明显升高（P<0.05），其中复肾功方高剂

量效果最佳，复肾功方高、中、低剂量的效果呈剂量相关性。结论：复肾功方可改善腺嘌呤所致 CRF 大鼠肾功能和肾脏的病理

学改变，其机制可能与通过抑制 ACE-AngⅡ-AT1R 轴，同时促进 ACE2-Ang（1-7）-MASR 轴来延缓 CRF 的进展有关。

［关键词］ 复肾功方；慢性肾衰竭；血管紧张素转化酶（ACE）-血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）-AngⅡ1 型受体（AT1R）轴；血管紧

张素转化酶 2（ACE2）-血管紧张素（1-7）［Ang（1-7）］-Mas受体（MASR）轴；调控-拮抗作用

［中图分类号］ R2-0；R289；R256.5 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005-9903（2021）05-0062-08

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20210544

［网络出版地址］ https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3495.r.20210115.0854.001.html

［网络出版日期］ 2021-1-15 15:38

Effect of Fushengong Prescreption on Regulation-antagonism Effect of ACE-AngⅡ-AT1R

Axis and ACE2-Ang(1-7)-MASR Axis of Rats with Chronic Renal Failure

XU Ke，HUANG Xue-kuan*，SHEN Qing，ZHANG Yang，LUO Hong-yu，TIAN Jia-yu，ZOU Bo，

YANG Qin，HOU Ke-ming

（College of Traditional Chinese Medicine，The First Affiliated Hospial，Chongqing Medical University，

Chongqing 400016，China）

［Abstract］ Objective： To study the effect of Fushengong prescreption on the regulation-antagonism

effect of angiotensin converting enzyme-angiotensin Ⅱ -angiotensin Ⅱ 1 receptor（ACE-AngⅡ -AT1R）axis and
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angiotensin converting enzyme 2-angiotensin（1-7）-Mas receptor［ACE2-Ang（1-7）-MASR］axis of rats with

chronic renal failure（CRF），and to explore its mechanism of delaying the development of CRF. Method：The

65 male SD rats were randomly divided into normal group（n=10）and modeling group（n=55）. The normal

group was routinely reared，while the modeling group were administered by gavage with 0.25 g·kg-1d-1 adenine

suspension for 28 days. After the model was successfully established，the survival model rats were randomly

divided into model group，benazepril group（0.01 g·kg-1·d-1）and low，medium and high dose of Fushengong

prescreption groups（4，8，16 g·kg-1·d-1）. The normal group and model group were administered the same volume

of normal saline by gavage，lasted for 28 days. After the experiment，systolic blood pressure（SBP）and

diastolic blood pressure（DBP）of caudal artery were measured，and 24-hour urine was collected to determine

24-hour urine protein（24 h U-pro）. The content of serum creatinine（SCr）and blood urea nitrogen（BUN）in the

serum were measured，the histological morphology was observed by hematoxylin eosin（HE）staining，and the

degree of renal interstitial fibrosis was observed by Masson staining. Enzyme linked immunosorbent assay

（ELISA）was used to determine the contents of AngⅡ，Ang（1-7）and Cystatin C（CysC）in serum and renal

homogenate. The protein level of ACE，ACE2，AT1R and MASR were detected by Western blot. The expression

of ACE and ACE2 protein in renal tissues were detected by immunohistochemistry. Result： Compared with

normal group，the expression levels of SCr，BUN and CysC in model group were significantly increased

（P<0.05），the content of AngⅡ in serum and kidney tissues were significantly increased，the content of Ang

（1-7）were significantly decreased（P<0.05），the expression of ACE and AT1R protein in renal tissues were

significantly increased（P<0.05），and the expression of ACE2 and MASR protein were significantly decreased

（P<0.05）. Compared with model group and benazepril group， after the intervention with Fushengong

prescreption，the serum SCr，BUN and CysC decreased（P<0.05），the content of AngⅡ in serum and kidney

tissues decreased significantly，Ang（1-7）increased significantly（P<0.05），the expression of ACE and AT1R

protein in renal tissues decreased significantly（P<0.05），ACE2 and MASR protein increased significantly

（P<0.05）. The high-dose Fushengong prescreption has the best effect. The high，medium and low-dose effects of

Fushengong prescreption were dose-dependent. Conclusion： Fushengong prescreption improved renal function

and pathological change of kidney in adenine-induced rats with chronic renal failure. The mechanism may be

related to the inhibition of ACE-AngⅡ -AT1R axis and promotion of ACE2-Ang（1-7）-MASR axis ，which leads

to the delaying of the progression of chronic renal failure.

［Key words］ Fushengong prescreption； chronic renal failure； angiotensin converting enzyme（ACE）-

angiotensin Ⅱ（AngⅡ）-angiotensin Ⅱ 1 receptor（AT1R）axis； angiotensin converting enzyme 2（ACE2）-

angiotensin（1-7）［Ang-（1-7）］-Mas receptor（MASR）axis；regulation-antagonism effect

慢性肾衰竭（CRF）是多种因素导致肾功能持续

损伤，发展为肾脏各功能减退直至完全丧失的一类

临床综合征。由于肥胖、糖尿病和高血压等疾病患

病率上升，导致慢性肾脏病（CKD）和终末期肾病的

患病率呈现出惊人的态势增长，增加了其总体发病

率及死亡率［1］。有研究证明，肾素-血管紧张素系统

（RAS）中血管紧张素转化酶-血管紧张素Ⅱ-血管紧

张素Ⅱ1 型受体（ACE-AngⅡ -AT1R）轴通过多种途

径（如纤维化途径、炎症途径）促进了 CRF 的发生和

发展［2］；最新研究表明，RAS 系统中的另一条血管紧

张素转化酶 2-血管紧张素（1-7）-Mas 受体轴［ACE2-

Ang（1-7）-MASR］轴对 ACE-AngⅡ -AT1R 轴有反向

调节作用［3］，进而减缓 CRF 的发展进程。中医药治

疗 CRF，其延缓肾纤维化等方面具有巨大潜力［4］。

复肾功方由著名中医学家、首届国医大师郭子光教

授根据《小儿药证直诀》所载六味地黄丸化裁而成，

治疗 CRF 早中期确有疗效，一直为本课题组研究的

重 点 。 经 基 于 同 位 素 标 记 相 对 和 绝 对 定 量

（iTRAQ）蛋白质组学研究显示，腺嘌呤造模可显著

上调血管紧张素原蛋白表达，而经复肾功方干预后

可使之显著下降［5］。前期研究发现，复肾功方对

CRF 大 鼠 肾 脏 α - 平 滑 肌 肌 动 蛋 白（α -SMA）［6］，

nephrin 蛋白［7］具有调控作用，而这两种因子也参与

了 ACE-AngⅡ-AT1R 轴介导的 CRF 的发病机制［8-9］。
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故本实验从 ACE-AngⅡ -AT1R 轴与 ACE2-Ang（1-

7）-MASR 轴的“调控-拮抗”作用来探讨复肾功方治

疗 CRF 的作用机制。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性健康 SD 大鼠 65 只，体质量

（180±20）g，合格证号 SCXK（渝）2018-0003，动物使

用许可证号 SYXK（渝）2018-0003，由重庆医科大学

实验动物中心提供。动物实验经重庆医科大学实

验动物伦理委员会批准（批准号 CMU2018-016）。
1.2 试剂 复肾功方由生黄芪 50 g，水蛭 10 g，生

地黄 15 g，山药 20 g，山茱萸 15 g，牡丹皮 15 g，茯苓

20 g，车前子 15 g，黄柏 15 g，苍术 15 g，牛膝 15 g，杜

仲 15 g 组成，所有药材购自重庆桐君阁股份有限责

任公司，并由重庆医科大学黄学宽教授鉴定为正

品。将药材冷水浸泡 30 min，置于煎药砂锅内，武火

煮沸后文火煎 30 min 共煎 3 次，合并 3 次药汁，浓缩

至含生药质量浓度 1 g·mL-1 的水煎剂，4 ℃冰箱保

存 。 腺 嘌 呤（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号

513I055）；盐酸贝纳普利片（北京诺华制药有限公

司，国药准字 H20030514）；大鼠胱抑素 C（CysC），
AngⅡ，Ang（1-7）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂

盒（江苏晶美生物科技有限公司，批号分别为 JIM-

01845R1，JIM-01618R1，JIM-02020R1）；兔抗 ACE，

AT1R，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）（武汉三鹰

生物技术有限公司，批号 24743-I-AP，25343-I-AP，

10494-I-AP）；兔抗 ACE2（英国 Abcam 公司，批号

ab108252）；兔 抗 MASR（美 国 Novus 公 司 ，批 号

NBP1-78444）；山羊抗兔二抗（美国 Earthox 公司，批

号 E030120-01）；SDS-PAGE，BCA 试剂盒（上海碧云

天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 P0012A，

P0010S）；超敏化学发光底物（北京四正柏生物科技

有限公司，批号 4AW011-100）；血肌酐（SCr）试剂

盒，尿素氮（BUN）试剂盒，尿蛋白定量试剂盒（南京

建 成 生 物 工 程 研 究 所 ，批 号 分 别 为 20191224，

20191225，20191224）；苏木素染液，伊红染液，马松

（Masson）染液（武汉赛维尔生物科技有限公司，批

号分别为 G1005-1，G1005-2，G1006）；兔免疫球蛋

白（Ig）G（ 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ，批 号

SA1020）。
1.3 仪 器 BP-2000 型 大 鼠 无 创 血 压 计（美 国

Visitech Systems 公司）；iCEN-24R 型高速冷冻离心

机（杭州奥盛仪器有限公司）；BBX24B 型组织研磨

仪，Odyssey FC 型双色红外荧光成像系统，Synergy

HTX 型多功能酶标仪（中国香港基因有限公司）；

DYY-6C 型电泳仪（北京六一仪器厂）；Eclipse E100

型正置光学显微镜，DS-U3 成像系统（日本尼康公

司）；Nano Drop2000 型超微量分光光度计（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；AL204 型电子天平

（上海梅特勒-托利多仪器有限公司）；FBZ2001-up-p

型标准试剂型纯水仪（山东青岛富勒姆公司）。
2 方法

2.1 动物造模及给药 65 只 SPF 级雄性健康 SD 大

鼠，饲养环境为 25 ℃恒温，相对湿度（40±10）%，正

常饮食适应性饲养 1 周后采用随机数表法随机抽取

10 只大鼠为正常组，每日上午等量生理盐水灌胃，

另外 55 只大鼠进行腺嘌呤造模，每日同一时段按

0.25 g·kg-1·d-1灌胃腺嘌呤混悬液（现配），持续 28 d。

造模结束后随机抽取 5 只模型大鼠和 5 只正常大鼠

进行血尿生化指标检测。与正常大鼠比较，造模大

鼠血 SCr，BUN，24 h 尿蛋白（24 h U-pro）显著升高，

并随机抽取 2 只造模大鼠，处死并取出肾脏进行苏

木素 -伊红（HE）染色与 Masson 染色观察其组织形

态，发现肾组织纤维化程度较重，提示造模成功。

造模第 4 周因造模药物导致大鼠死亡 3 只，造模成

功的 CRF 大鼠共计 50 只，按简单随机抽样法分为模

型组，贝那普利组，复肾功方低、中、高剂量组，每组

10 只。按人与大鼠体表面积法换算得出 8 g·kg-1·d-1

为复肾功方中剂量组，按两倍比例增减得出大鼠

低、高剂量组给药剂量分别为 4，16 g·kg-1·d-1，复肾

功方低、中、高剂量组分别为人等效剂量的 0.5，1，

2倍［10］。每日上午分别以相应剂量水煎剂进行灌胃，

正常组及模型组给予等体积生理盐水，贝那普利组以

0.01 g·kg-1·d-1贝那普利混悬液灌胃，持续 28 d。

2.2 大鼠血压检测 灌胃 28 d 后，使用 BP-2000 大

鼠无创血压计检测大鼠尾静脉血压。为保证数据

稳定准确，先进行为期 3 d 的适应性检测，正式检测

时每只大鼠检测 20 次，取后 10 次结果计算平均值。

2.3 标本采集 实验结束后进行标本采集，所有大

鼠禁水不禁食 12 h，以 20% 乌拉坦 5 mL·kg-1 麻醉，

心 脏 采 血 3~5 mL，静 置 1~2 h，4 000 r·min-1 离 心

10 min（离心半径 8 cm），分离血清，取上清液，4 ℃

保存以备检测用。颈椎脱臼处死大鼠，打开腹腔取

出肾组织，对左肾肾组织沿矢状面对半切，得到蚕

豆状横截面的肾组织，10% 磷酸盐缓冲液（PBS）冲
洗，置于 4% 多聚甲醛中待石蜡包埋。其余肾组织

装入冻存管置于−80 ℃冰箱待用。

2.4 指标检测

2.4.1 大鼠 SCr，BUN，24 h U-pro 及 CysC 含量测
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定 给药 28 d 后，用代谢笼收集大鼠 24 h 尿液，记

录尿量，尿液 3 500 r·min-1 离心 10 min，取上清液，

使用 SCr，BUN，尿蛋白试剂盒分别检测血清中的

SCr，BUN 含量及尿液中尿蛋白含量，并计算出 24 h

U-pro。用 ELISA 试剂盒检测血清中 CysC 的含量。

2.4.2 ELISA 测定大鼠血清及肾组织中 AngⅡ，

Ang(1-7)含量 将−80 ℃冻存肾组织取出，切割并

称取肾组织 1 g，加入生理盐水 9 mL，眼科小剪尽快

剪 碎 组 织 ，匀 浆 器 15 000 r·min-1 离 心 20 min，后

2 000 r·min-1离心 15 min，取上清液。运用 ELISA 试

剂盒测定大鼠血清及肾组织 AngⅡ，Ang（1-7）的含

量，实验步骤按照说明书进行。

2.4.3 免疫组化检测大鼠肾脏 ACE，ACE2 的表达

取适量蚕豆状切面的肾组织，4% 多聚甲醛固定，

石蜡包埋切片，梯度乙醇脱蜡至水化，浸泡于枸橼

酸缓冲液 20~30 min，冷却至室温，5%BSA 封闭液孵

育 30 min，滴加一抗 37 ℃反应 1 h，冲洗，二抗室温

下 30 min，冲洗，滴加 SABC 37 ℃孵育 30 min，冲

洗，DAB 染色后重染，脱水透明；显微镜观察，棕黄

色为阳性染色。

2.4.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠肾

脏 ACE，AT1R，ACE2，MASR 蛋白表达 每组剪取

肾组织约 30 mg 加入 RIPA 细胞裂解液 1 mL 进行裂

解。12 000 r∙min-1 离心 10 min，收集上清液，使用

BCA 法进行总蛋白定量，配置 10%SDS-PAG 凝胶，

70 V 转 100 V 电泳，300 mA 转模，5% 脱脂奶粉 -

TBST 缓冲液进行膜的封闭处理，一抗 4 ℃孵育过

夜（ACE 1∶1 000，AT1R 1∶1 000，ACE2 1∶1 000，

MASR 1∶1 000，GAPDH 1∶5 000）；PBST 洗脱 3 次，

加入山羊抗兔二抗（1∶1 万），室温孵育 2 h。放入洗

涤液中，摇床洗涤每 10 min 换液 1 次，共洗涤 3 次。

使用超敏化学发光底物显影，采用 Image J软件进行

胶片条带分析，计算目的蛋白灰度值与 GAPDH 灰

度值的比值即为目的蛋白相对表达量。

2.5 统计学处理 采用 SPSS 20.0 软件进行分析，

实验数据以 x̄± s 表示，在检验数据正态分布及方差

齐性的条件下，多组间数据比较采用方差分析，各

组组间差异比较用最小显著性差异法（LSD）-t 检

验。P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 CRF 大鼠尾静脉血压的影响 与正常组比

较，模型组大鼠尾静脉收缩压（SBP），舒张压（DBP）
均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，各给药组 SBP

明显降低（P<0.05），贝那普利组及复肾功高、中剂量

组 DBP 明显降低（P<0.05）。复肾功方高剂量组与

贝那普利组比较，差异无统计学意义。见表 1。

3.2 对 CRF 大鼠 SCr，BUN，24 h U-pro 及 CysC 水

平的影响 与正常组比较，模型组大鼠 SCr，BUN，

24 h U-pro 及 CysC 水平明显升高（P<0.05）；与模型

组比较，所有给药组大鼠 SCr，BUN，24 h U-pro 及

CysC 水平明显降低（P<0.05）；复肾功方高剂量组与

贝那普利组比较，差异无统计学意义。见表 2。

3.3 对 CRF 大鼠血清及肾组织中 AngⅡ，Ang(1-7)

水平的影响 与正常组比较，模型组大鼠血清、肾

组织匀浆中 AngⅡ水平明显增加，Ang（1-7）水平明

显减少（P<0.05）；与模型组比较，贝那普利组及复肾

表 1 复肾功方对 CRF大鼠尾静脉 SBP，DBP的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Fushengong prescreption on SBP and DBP of

caudal artery of CRF rats（x̄± s，n=10） mmHg
组别

正常

模型

贝那普利

复肾功方

剂量/g·kg-1

0.01

4

8

16

SBP

131.47±11.47

198.43±11.971)

150.52±11.702)

182.92±12.733)

170.51±8.732,3)

162.62±9.192,4,5)

DBP

53.48±8.08

97.61±16.041)

70.23±10.712)

82.23±14.50

75.23±10.862)

72.46±7.992)

注：1 mmHg≈0.133 kPa；与正常组比较 1)P<0.05；与模型组比

较 2)P<0.05；与贝那普利组比较 3)P<0.05；与复肾功方低剂量组比

较 4)P<0.05；与复肾功方中剂量组比较 5)P<0.05（表 2~5 同）。

表 2 复肾功方对 CRF大鼠 SCr，BUN，24 h U-pro及 CysC含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Fushengong prescreption on content of SCr，BUN，24 h U-pro，CysC of CRF rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

贝那普利

复肾功方

剂量/g·kg-1

0.01

4

8

16

SCr/μmol·L-1

58.38±6.46

371.42±41.881)

121.45±25.082)

197.00±16.242,3)

185.64±43.932,3)

120.54±44.362,4,5)

BUN/mmol·L-1

5.22±0.46

25.41±3.731)

15.53±1.352)

17.10±2.202)

16.06±3.182)

11.08±3.022,4,5)

24 h U-pro/mg

6.14±1.20

14.53±2.671)

8.54±1.452)

12.17±1.192,3)

9.57±1.102,4)

8.29±1.332,4)

CysC/µg·L-1

134.77±34.73

537.66±81.381)

230.06±32.842)

324.88±28.192,3)

321.18±48.522,3)

273.26±40.722)
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功方中、高剂量组大鼠血清中 AngⅡ水平明显减少，

各给药组大鼠肾脏中 AngⅡ明显减少（P<0.05）；与
模型组比较，各给药组大鼠血清中 Ang（1-7）水平减

少不明显，Ang（1-7）的水平明显增加（P<0.05），复
肾功高剂量组与贝那普利组比较，差异无统计学意

义。见表 3。

3.4 对 CRF 大鼠肾组织形态学的影响 HE 染色结

果显示，正常组大鼠肾小球、肾小管紧密排列，形态

结构正常，肾间质比例正常，炎症细胞浸润几不可

见；模型组大鼠肾小管无规律扩张、萎缩，肾间质可

见大量炎症细胞浸润，上皮细胞变性、坏死，异状间

质纤维增生，肾小管及肾间质存在大量腺嘌呤结

晶；药物干预后，各给药组大鼠炎症细胞浸润减少，

肾小管好转趋于正常，腺嘌呤结晶减少，以复肾功

方高剂量组和贝那普利组改善更为明显，见图 1。

Masson 染色结果显示，正常组大鼠仅有微量胶原沉

积；模型组大鼠有大量胶原沉积于肾间质；各给药

组大鼠胶原沉积量较模型组显著减少，其中以复肾

功 方 高 剂 量 组 和 贝 那 普 利 组 改 善 更 为 明 显 。

见图 2。

3.5 对 CRF 大鼠肾组织 ACE，ACE2 表达的影响

免疫组化结果显示，正常组大鼠肾小球和肾小管

上皮细胞呈现 ACE 的弱阳性表达，ACE2 较大面积

的强阳性表达，模型组大鼠肾小管上皮细胞呈现

ACE 强阳性表达，ACE2 微弱阳性表达；与模型组比

较，各给药组大鼠肾小管上皮细胞 ACE 阳性表达减

弱，ACE2 阳性表达增强。见图 3，4。

3.6 对 CRF 大鼠肾组织 ACE，ACE2，AT1R，MASR

蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组大鼠肾组

织 ACE，AT1R 蛋白表达明显升高（P<0.05）；与模型

组比较，各给药组大鼠肾组织 ACE，AT1R 蛋白表达

均明显降低（P<0.05）。与正常组比较，模型组大鼠

肾组织 ACE2，MASR 蛋白表达明显降低（P<0.05）；
与模型组比较，各给药组大鼠肾组织 ACE2，MASR

蛋白表达均明显升高（P<0.05），贝那普利组和复肾

功方高剂量组改善更为显著，且两组之间比较，差

异无统计学意义。见图 5，表 4。

4 讨论

CRF 是各种慢性肾脏病逐渐进展的结果，延缓

病情发展，保护肾功能是治疗的重点和目的。临床

研究表明中医药在 CRF 的治疗中广泛应用，疗效得

到广大患者肯定。CRF 属中医“腰痛”“水肿”“虚

劳”“癃闭”“溺毒”等范畴［11］，而目前中医对 CRF 的

辨证分型尚无统一标准，用药治法也各具特色［12］。

复肾功方由生黄芪、水蛭、生地黄、山药、山茱萸、牡

丹皮、茯苓、车前子、黄柏、苍术、牛膝、杜仲等组成，

其中生地黄、山药、山茱萸滋补肝肾之精，加牛膝、

表 3 复肾功方对 CRF大鼠血清，肾组织中 AngⅡ，Ang(1-7)含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Fushengong prescreption on content of AngⅡ，Ang(1-7) of CRF rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

贝那普利

复肾功方

剂量/g·kg-1

0.01

4

8

16

血清 AngⅡ/ng·L-1

130.14±31.95

307.79±23.421)

228.90±12.522)

281.53±23.643)

253.06±22.722)

230.47±56.472,4)

血清 Ang(1-7)/ng·L-1

250.91±41.19

167.51±38.461)

228.73±58.712)

185.44±39.77

200.40±47.112)

230.98±50.602)

肾组织 AngⅡ/ng·g-1

1.10±0.31

3.15±0.391)

1.35±0.342)

2.44±0.122,3)

2.19±0.362,3)

1.63±0.272,4,5)

肾组织 Ang(1-7)/ng·g-1

1.21±0.10

0.38±0.101)

0.61±0.122)

0.88±0.052,3)

0.85±0.082,3)

0.71±0.072,4,5)

A. 正常组；B. 模型组；C. 贝那普利组；D. 复肾功方低剂量组；E. 复肾

功方中剂量组；F.复肾功方高剂量组（图 2~5 同）
图 1 复肾功方对 CRF大鼠肾组织形态学的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Fushengong prescreption on morphology of renal

tissues in CRF rats（HE，×400）
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杜仲可增强补肾之效，而水蛭、车前子、黄柏、牡丹

皮等具有下行通瘀兼祛湿热之功，黄芪、茯苓、苍术

补气健脾除湿，升清降浊，同时兼防补益之品过于

滋腻之弊。现代药理研究证实，本方所含之多数药

味均具有抗肾间质纤维化、改善肾功能等作用，如

黄芪、水蛭等能诱导大鼠肾小球系膜细胞凋亡［13］，

茯苓所含茯苓多糖可通过调控 p38 丝裂原活化蛋白

激酶（p38 MAPK）/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

（PPARγ）信号通路来保护 db/db 小鼠的肾脏［14］，增

强 2 型糖尿病小鼠肾脏抗氧化能力［15］，车前子所含

木脂素和黄酮类化合物通过抑制芳香烃受体（AhR）
信号通路则可延缓肾纤维化［16］等。而黄芪所含芒

柄花黄素能抑制 ACE 的表达，并促进 ACE2 表达，

从而对人脐静脉内皮细胞（HUVEC）具有保护作

图 5 各组大鼠肾组织中 ACE，ACE2，AT1R，MASR蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of protein expression of ACE，ACE2，

AT1R，MASR in renal tissues of each group rats

图 3 复肾功方对 CRF 大鼠肾组织 ACE 蛋白表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 3 Effect of Fushengong prescreption on ACE protein of

renal tissues in CRF rats (IHC，×400)

图 2 复肾功方对 CRF大鼠肾组织形态学的影响（Masson，×400）
Fig. 2 Effect of Fushengong prescreption on morphology of renal

tissues in CRF rats（Masson，×400）

图 4 复肾功方对 CRF 大鼠肾组织 ACE2蛋白表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig 4 Effect of Fushengong prescreption on ACE2 protein of

renal tissues in CRF rats (IHC，×400)
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用［17］；水蛭所含水蛭素可通过调节细胞外调节激酶

1/2（ERK1/2）途径抑制 AngⅡ诱导的心肌成纤维细

胞纤维化［18］；黄柏所含小檗碱能抑制 AngⅡ诱导的

血管平滑肌细胞（VSMC）的增殖［19］等。总之，全方

针对慢性肾衰竭多为肾虚夹湿浊瘀滞之基本病机，

具有补肾活血降浊之功，适用于 CRF 早、中期治疗。

本实验显示 CRF 造模大鼠血压显著升高，而给

药干预后其血压明显降低，提示药物干预改善了腺

嘌呤诱导的 CRF 对 RAS 系统产生的影响。ACE-

AngⅡ -AT1R 轴被认为通过激活血管收缩、炎症、纤

维化、细胞生长和迁移等机制主导了 RAS 系统的激

活，从而对肾脏疾病产生影响［20］。而血管紧张素原

被肾素裂解生成血管紧张素Ⅰ（AngⅠ），并被 ACE

转化为 AngⅡ，AngⅡ最终产生两种受体，即 AT1R

和Ⅱ型受体（AT2R），AT1R 可调控内源性转化生长

因子 -β（TGF-β），促进 TGF-β介导的细胞外基质

（ECM）的积累［21］，同时还能上调许多促炎基因如肿

瘤 坏 死 因 子 - α（TNF- α）［22］，细 胞 间 黏 附 分 子 -1

（ICAM-1），白细胞介素 -6（IL-6）和单核细胞趋化蛋

白-1（MCP-1）等，通过激活多个细胞信号系统，包括

核转录因子 -κB（NF-κB），促分裂原活化蛋白激酶

（MAPK）级联，Rho 蛋白和氧化还原途径，最终导致

CRF 的发生和发展。而 ACE2 可切割十肽 AngⅠ产

生无活性的肽 Ang1-9，并通过 ACE 或其他肽酶转化

为 Ang（1-7），同时 ACE2 对 AngⅡ的亲和力大于对

AngⅠ的亲和力，可直接水解 AngⅡ生成 Ang（1-7）
［23］。ACE2-Ang（1-7）-MASR 轴可拮抗 ACE-AngⅡ -

AT1R 轴，抑制 TGF-β［24］，并增加抗炎性细胞因子 IL-10

的表达，降低促炎性细胞因子 TNF-α，IL-1β 的表

达［25］，抑制氧化型低密度脂蛋白受体 1（LOX-1）的
表达［26］，具有利尿、抗氧化、舒张血管、抗增殖等作

用，从而有利于修复肾脏的受损功能［27］。以往对

RAS 系统结合肾脏疾病的研究多集中于糖尿病肾

病，且往往局限于 RAS 系统中单一轴或仅对 RAS 系

统中部分因子如 ACE/ACE2 的平衡调控机制进行

探讨，而本实验在腺嘌呤诱导的 CRF 基础上，对

RAS 系统中的 ACE-AngⅡ -AT1R 轴与 ACE2-Ang

（1-7）-MASR 轴之间的“调控 -拮抗”效应及进行研

究，则具有十分重要的意义。

本实验通过检测肾脏损伤指标（SCr，BUN，

24 h U-pro 及 CysC 等）发现复肾功方能显著减轻肾

功能衰退、纤维化的改变，从而改善造模肾脏的结

构和功能特征。本实验 ELISA，Western blot，免疫

组化结果显示，造模后大鼠肾脏中 ACE，AngⅡ，

AT1R 蛋白含量及血清中 AngⅡ蛋白含量明显上升，

肾组织中 ACE2，Ang（1-7），MASR 蛋白含量及血清

中 Ang（1-7）蛋白含量明显下降，表明造模促进了

ACE-AngⅡ -AT1R 轴 并 抑 制 了 ACE2-Ang（1-7）-

MASR 轴，而药物干预后两轴中关键蛋白均显示与

造模相反趋势的改变，证明复肾功方有效改善了造

模引起的 ACE-AngⅡ -AT1R 轴与 ACE2-Ang（1-7）-

MASR 轴的异常变化。本实验采用贝那普利作为

阳性药，该药为血管紧张素转化酶抑制剂，可直接

抑制 AngⅡ的生成，阻断 ACE-AngⅡ-AT1R 轴，研究

表明，贝那普利对多种肾病所致肾损伤具有修复作

用，目前已成为早中期 CRF 常用药物［28］。通过对比

表明，复肾功方高剂量组治疗效果与贝那普利治疗

效果接近，而复肾功方中、低剂量相对于高剂量效

果稍逊，效果呈浓度相关性。

综上所述，复肾功方改善肾功能，减缓 CRF 的

进展可能是通过对 ACE-AngⅡ -AT1R 轴与 ACE2-

Ang（1-7）-MASR 轴产生“调控 -拮抗”作用实现的，

但由于中药的多靶点以及 RAS 系统复杂的上下游

信号通路联系，其作用机制还有待今后进一步研究。
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