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［摘要］ 目的：观察益肾化湿颗粒对丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路的影响，减轻肾小管上皮细胞损伤，延缓糖尿

病肾病的作用机制。方法：12 周龄 db/db 小鼠随机分为模型组、达格列净组（1.6 mg·kg-1）和益肾化湿颗粒组（4.7 g·kg-1），db/m

小鼠为正常组。观察小鼠一般状况，给药前和第 12 周检测空腹血糖、24 h 尿蛋白定量和尿白蛋白/尿肌酐（ACR）；给药 12 周后

取材，收集血清检测血肌酐（SCr）、血尿素（UREA）、甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白（LDL）指标；采用苏木素-伊

红（HE）染色法、过碘酸雪夫（PAS）染色法、马洛里（Mallory）三色染色法和透射电镜观察肾组织病理形态；实时荧光定量聚合

酶链式反应（Real-time PCR）检测小鼠肾组织单核细胞趋化蛋白 -1（MCP-1）、CC 基序趋化因子受体 2（CCR2） mRNA 水平；免
疫组化检测小鼠肾组织 p38 蛋白激酶（p38）、磷酸化（p）-p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠

肾组织 p38、p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白水平。体外培养 HK-2 细胞分为空白组、高糖组（30 mmol·L-1）、益肾化湿含药血清组及

SB203580 组，各组细胞培养 48 h 后，提取细胞 RNA 和蛋白，通过 Real-time PCR 检测 MCP-1、CCR2 mRNA 水平，通过 Western 

blot 检测 p38、p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白水平。结果：体内实验中，给药前与正常组比较，各组 db/db 小鼠体质量显著升高、血

糖、24 h 尿蛋白定量、ACR 均显著升高（P<0.01）；给药 12 周后，与模型组比较，益肾化湿颗粒组一般状态明显改善，体质量有下

降趋势，血糖、24 h 尿蛋白定量、ACR 均明显下降（P<0.05，P<0.01），SCr和 UREA 显著降低（P<0.01），TC、TG、LDL 水平明显降

低（P<0.05，P<0.01）。与模型组比较，益肾化湿颗粒组病理染色显示肾组织损伤及肾间质纤维化水平明显改善，电镜观察发现

肾小球足突融合、基底膜增厚情况减轻，PCR 显示肾组织 MCP-1、CCR2 mRNA 表达显著降低（P<0.01），Western blot 显示肾组

织 p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达显著降低（P<0.01），肾组织 p-p38/p38、MCP-1、CCR2 表达明显降低（P<0.05）。体外实验中，

与高糖组比较，益肾化湿颗粒含药血清组 MCP-1、CCR2 mRNA 表达显著降低（P<0.01），p-p38/p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达明

显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：益肾化湿颗粒可以调节 db/db 小鼠糖脂代谢，降低 24 h 尿蛋白和尿 ACR，改善肾功能，并能减

轻高糖导致的肾小管损伤，对肾小管上皮细胞有保护作用，其机制可能是通过 p38 MAPK 信号通路，减少 MCP-1/CCR2 激活而

实现的。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanism of Yishen Huashi granules in alleviating renal tubular epithelial cell 

injury and relieving diabetic kidney disease by regulating the mitogen-activated protein kinase （MAPK） signaling pathway. 

Methods：： The db/db mice of 12 weeks old were randomly assigned into model ， dapagliflozin （1.6 mg·kg-1）， and Yishen Huashi 

granules （4.7 g·kg-1）， and db/m mice were used as the control group. The general conditions of mice were observed， and fasting 

blood glucose and 24-h urinary protein and albumin-to-creatinine ratio （ACR） were measured at weeks 0 and 12 of administration. 

After 12 weeks of treatment， the levels of serum creatinine （SCr）， blood urea （UREA）， triglycerides （TG）， total cholesterol 

（TC）， and low density lipoprotein （LDL） were measured. The pathological changes in the renal tissue were observed by 

hematoxylin-eosin （HE） staining， Periodic acid-Schiff （PAS） staining， Mallory staining， and transmission electron microscopy. 

Real-time PCR was employed to determine the mRNA levels of monocyte chemotactic protein-1 （MCP-1） and CC chemokine 

receptor-2 （CCR2） in the renal tissue of mice. The immunohistochemical assay was employed to examine the expression of p38， 

phospho-p38 （p-p38）， MCP-1， and CCR2 in the renal tissue of mice. Western blotting was employed to measure the protein levels 

of p-p38， p38， MCP-1， and CCR2 in the renal tissue of mice. HK-2 cells cultured in vitro were grouped as follows： negative 

control， high glucose（30 mmol·L-1）， Yishen Huashi granule-containing serum， and SB203580. After 48 h of cell culture in each 

group， RNA were extracted and the levels of MCP-1， and CCR2 mRNA were determined by Real-time PCR，proteins were 

extracted and the levels of p38， p-p38， MCP-1， and CCR2 were determined by Western blot. Results：： The in vivo experiments 

showed that before treatment， other groups had higher body weight， blood glucose level， 24 h urinary protein， and ACR than the 

control group （P<0.05，P<0.01）. After 12 weeks of treatment， compared with the model group， the Yishen Huashi granules group 

showed improved general conditions， a decreasing trend in body weight， lowered levels of blood glucose， 24-h urinary protein， 

and ACR （P<0.01）， reduced SCr and UREA （P<0.01）， and declined levels of TC， TG， and LDL （P<0.05，P<0.01）. Compared 

with the model group， the Yishen Huashi granules group showed alleviated damage and interstitial fibrosis in the renal tissue as well 

as reductions in glomerular foot process fusion and basement membrane thickening. Moreover， the Yishen Huashi granules group 

showed down-regulated mRNA levels of MCP-1 and CCR2 （P<0.01）， reduced positive expression of p-p38， MCP-1， and CCR2 

（P<0.01）， and down-regulated protein levels of p-p38/p38， MCP-1， and CCR2 （P<0.05） in the renal tissue. The cell experiment 

showed that compared with the high glucose group， the Yishen Huashi granule-containing serum group showcased down-regulated 

mRNA levels of MCP-1 and CCR2 （P<0.01） and down-regulated protein levels of p-p38/p38， MCP-1， and CCR2（P<0.05，P<

0.01）. Conclusion：： Yishen Huashi granules can regulate glucose-lipid metabolism， reduce 24 h urinary protein and ACR， improve 

the renal function， alleviate the renal tubule injury caused by high glucose， and protect renal tubule epithelial cells in db/db mice by 

reducing MCP-1/CCR2 activation via the p38 MAPK signaling pathway.

［［Keywords］］ diabetic kidney disease； Yishen Huashi granules； db/db mice； p38 mitogen-activated protein kinase （p38 

MAPK） signaling pathway； kidney flaccidity

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病最常见的并发症

之一，据统计，30%~40% 的糖尿病患者可发展为

DKD［1］。DKD 的临床治疗一般以控制血糖、血压及

血脂为主，减少蛋白尿及其并发症以维持或延缓

DKD 进展至终末期肾病（ESKD），西医治疗一般以

肾素-血管紧张素-醛固酮系统抑制剂及一些已被证

明能有效降低糖尿病及 DKD 进展的降糖药物［2-3］，

但以上药物多用于 DKD 早期，有一定的局限性。近

年来，大量临床试验表明中医药防治 DKD 具有很好

的临床效果［4］，因此深入研究中医药治疗 DKD 的作

用机制具有重要意义。p38 丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）属于 MAPK 家族中的一员。MAPKs 信号

通路在多种方面如炎症、细胞增殖与发育、凋亡、分

化及肿瘤方面有重要影响［5］。在 DKD 的发生发展

中 p38 MAPK 信号通路起着重要作用。有研究发

现，db/db 小鼠模型中抑制 p38 MAPK 信号通路能减

少白细胞介素（IL）-1β、IL-6、单核细胞趋化蛋白 -1

（MCP-1）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）的表达，表明

p38 在 DKD 中能介导炎症反应［6］。使用 p38 磷酸化

抑制剂 SB203580 能有效改善由高糖诱导的肾小球

内皮细胞损伤及炎症反应［7］。

益肾化湿颗粒由《脾胃论》中的“升阳益胃汤”

化裁而来，多项临床研究表明，益肾化湿颗粒可改

善 DKD 患者肾功能，减少炎症因子如 IL-6、超敏

C 反应蛋白（hs-CRP）等，具有一定的临床疗效［8-10］。

有研究表明，益肾化湿颗粒能通过 RAS 同源基因家

族 成 员 A（RhoA）/Rho 相 关 螺 旋 卷 曲 蛋 白 激 酶 1

（ROCK1）信号通路改善 DKD 大鼠炎症，下调核转

录因子 -κB（NF-κB）、IL-6、TNF-α水平［11］，并能减少

肾组织中巨噬细胞浸润，减少足细胞凋亡［12］，延缓

DKD 的发展。然而益肾化湿颗粒调控 p38 信号通

路及对肾小管的保护作用尚不明确，本研究旨在通

过体内实验和体外实验，观察益肾化湿颗粒在 DKD

中对 p38 MAPK 信号通路的影响，探究益肾化湿颗

粒治疗 DKD 的作用机制。

1 材料

1.1　动物     36 只 7 周龄 SPF 级雄性 db/db 小鼠，体

质量（39.40±1.73）g；10 只 db/m 小鼠，体质量（29.48±
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1.33） g，购自常州卡文斯实验动物有限公司，动物

合 格 证 编 号 202247475，许 可 证 编 号 SCXK（苏）
2021-0013，实验动物饲养于北京中医药大学动物房

内，室温 24~26 ℃，相对湿度 50%~60%，自由饮水、

摄食。本实验已通过北京中医药大学实验动物伦

理委员会伦理要求（伦理编号 BUCM-2022082403-

3181）。
1.2　 细 胞     HK-2 细 胞（ATCC 公 司 ，编 号 CRL-

2190TM），含 10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培养基

中培养，加入 1% 青-链霉素，置于 5% CO2的 37 ℃恒

温培养箱中培养，取对数生长期细胞进行实验。

1.3　药品与试剂     益肾化湿颗粒（广州康臣药业有

限公司，国药准字 Z20090250，批号 20210802，药物

组成：人参、黄芪、白术、茯苓、泽泻、清半夏、羌活、

独活、防风、柴胡、黄连、白芍、陈皮、炙甘草、生姜、

大枣，规格 10 g/袋），达格列净片（阿斯利康制药有

限公司，国药准字 J20170040，批号 NH3205，规格

10 mg/片），戊巴比妥钠（北京化学试剂公司，批号

020402）。尿微量白蛋白测定试剂盒（北京华英生

物技术研究所，货号 HY-G0002）；甘油三酯（TG）测
定试剂盒、低密度脂蛋白（LDL）测定试剂盒、总胆固

醇（TC）测定试剂盒、肌酐（SCr）测定试剂盒、尿素

（UREA）测定试剂盒（中生北控生物科技股份有限

公 司 ，货 号 分 别 为 HY-N0030、HY-N0032、HY-

N0029、HY-N0017、HY-N0015），液体样本总蛋白提

取 试 剂（北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ，货 号

P1255）；BCA 蛋白定量试剂盒、RIPA 裂解液、蛋白

酶抑制剂 Cocktail、磷酸酶抑制剂 Cocktail、TRIzol

（北京兰博利德商贸有限公司，货号分别为 B5001、

R1091、C0101、C0104、R1000）；苏木素染色液、伊红

染色液、Mallory 三色染色试剂盒（北京索莱宝科技

有限公司，货号分别为 G1080、G1100、G1355）；糖原

染色（PAS）液（北京雷根生物技术有限公司，货号

DG0005）；电镜固定液（武汉塞维尔生物科技有限公

司 ，货 号 G1102）；cDNA 逆 转 录 试 剂 盒 、Go Taq® 

Green Master Mix（北京普洛麦格生物技术有限公

司，货号分别为 A3500、M7122）；p38、β -肌动蛋白

（β-actin）抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，

货号分别为 #4511、#4970）；磷酸化（p）-p38 MAPK

（Thr180/Tyr182） 抗 体 （ 美 国 Immunoway 

Biotechnology 公司，货号 YP0338）；MCP-1 抗体（美

国 Thermo Fisher 公司，货号 MA5-17040）；CC 基序

趋化因子受体 2（CCR2）（武汉三鹰生物技术有限公

司，货号 16153-1-AP）；山羊抗兔 IgG H&L （HRP）、

山羊抗小鼠免疫球蛋白 G（IgG） H&L（HRP）（英国

Abcam 公司，货号分别为 ab672、ab67891）。DMEM

培养基（美国 Invitrogen 公司，货号 C11885500BT）；
FBS、青 -链霉素混合液（武汉塞维尔生物科技有限

公司，货号分别为 G8003、G4003）；SB203580（中国

Selleck 公司，货号 S1076-25mg）。
1.4　仪器     H-7650 型透射电镜（日本日立公司），
OneTouch Verio Flex 型血糖仪（美国强生公司）；BS-

420 型全自动生化仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司），800TS 型酶标分析仪（美国 BioTek 公

司）；153B 型转膜仪、552B 型电泳仪、CFX Opus96

型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
仪（美国 Bio-Rad 公司），G：B0X 型凝胶成像系统（美

国 Syngene 公司，），ECLIPSE 50i普通型光学显微镜

（日本 Nikon 公司），B5060EK 型 CO2恒温培养箱（美

国 Thermo Fisher 公司），TH4-200 型倒置显微镜（日

本 Olympus公司）。
2 方法

2.1　动物实验     

2.1.1　动物模型的建立及分组给药     小鼠进食普

通饲料，适应性喂养 5 周后测量尾尖空腹血糖，以空

腹血糖≥11.1 mmol·L-1 为糖尿病模型［13］，经检测所

有小鼠均符合糖尿病模型标准，使用小鼠专用代谢

笼采集 24 h 尿液，全自动生化仪检测尿微量白蛋白

和尿肌酐，计算尿微量白蛋白/尿肌酐（ACR）水平，

当 ACR≥26.5 mg·g-1 时，确认为 DKD 动物模型［14］。

db/m 小鼠作为正常组，db/db 小鼠根据体质量随机

分为模型组、达格列净组和益肾化湿颗粒组，每组

12 只。

益肾化湿颗粒按照体表面积换算，益肾化湿颗

粒和达格列净按照人临床用药剂量 9.4 倍换算，分

别为 4.7 g·kg-1 和 1.6 mg·kg-1，对小鼠进行灌胃；正
常组 db/m 小鼠和模型组 db/db 小鼠用等体积去离子

水灌胃，按照 0.1 mL·（10 g）-1体质量计算灌胃体积，

每日 1 次，连续给药 12 周。在实验过程中 db/db 小

鼠意外死亡 5 只。

2.1.2　样品制备     给药 12 周后，各组小鼠腹腔注射

1% 戊巴比妥钠溶液（50 mg·kg-1）麻醉，采用摘眼球

取血，静置 2 h 后 4 ℃，2 500 r·min-1，离心 15 min，离

心半径 8.4 cm（下同），分离血清。取出两侧肾脏，用

镊子小心去除脂肪组织及被膜，生理盐水清洗，取

部分肾组织做扇形纵切，在 10% 甲醛中固定，取各

组 1 mm3 肾皮质于 2.5% 戊二醛锇酸固定液中制作

电镜样本。
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2.1.3　一般状况和体质量的变化     观察小鼠一般

状态，包括活动情况、毛色、进食饮水量等，每 3 周记

录小鼠的体质量。

2.1.4　小鼠血糖水平检测     分别在给药前及给药

12 周后测量小鼠尾尖空腹血糖，小鼠禁食后使用一

次性采血针针刺小鼠尾尖，使用血糖仪检测小鼠尾

尖血糖。

2.1.5　小鼠尿液检测     使用小鼠代谢笼在给药前

及给药 12 周后收集小鼠尿液，记录 24 h 总尿量，尿

液蛋白由液体蛋白抽提试剂盒提取，蛋白浓度通过

BCA 法测定，计算小鼠 24 h 尿蛋白含量。全自动生

化仪检测尿肌酐、微量白蛋白含量，计算 ACR。

2.1.6　血生化指标检测     血清通过全自动生化仪

检测 SCr、UREA、TG、LDL 和 TC 的含量。

2.1.7　肾组织病理学分析     10% 中性福尔马林固

定 小 鼠 肾 脏 24 h，常 规 脱 水 、石 蜡 包 埋 ，切 片

（4 μm），进行苏木素 -伊红（HE）、PAS 和 Mallory 染

色，观察肾组织结构病理改变。利用透射电子显微

镜（TEM）观察肾组织超微结构。

2.1.8　免疫组化检测相关蛋白表达     小鼠肾脏固

定切片步骤同 2.1.7 项，常规脱蜡至水；磷酸盐缓冲

液（PBS）冲洗后入 0.01% Triton，37 ℃孵育 10 min；
PBS 冲洗 3 次，每次 3 min；入 H2O2-CH3OH 室温孵育

10 min，微波抗原修复（98 ℃），封闭，滴加一抗 p38

（1∶100）、p-p38（1∶500）、MCP-1（1∶200）、CCR2

（1∶200）4 ℃过夜，次日 PBS 冲洗后，二抗 37 ℃孵育

30 min，DAB 显色，苏木素染核，乙醇梯度脱水，二

甲苯透明后中性树胶封片。光学显微镜下拍照，每

组随机选取 6 个视野应用 Image J 图像分析软件，测

定棕黄色颗粒阳性表达面积。

2.1.9　Real-time PCR 检测肾组织 mRNA 表达     取

小鼠肾组织 100 mg 于冰上剪碎，加入预冷的 TRIzol

裂解液 1 mL，电动匀浆后冰上静置 10 min；加三氯

甲烷，4 ℃、15 000 r·min-1，离心 15 min，取上层液体

加入等体积异丙醇，再次离心，吸弃上层液体，乙醇

洗涤沉淀；测量 RNA 浓度及纯度。按照逆转录试剂

盒说明书配置逆转录体系，逆转录条件：42 ℃ 、

15 min，95 ℃、5 min，72 ℃、5 min，4 ℃保存。逆转

录后按反应体系扩增：预变性 95 ℃，2 min；热循环

95 ℃，15 s；60 ℃退火 40 s，重复 40 个循环，以 2-ΔΔCt

计算。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成纯化，见表 1。

2.1.10　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织

蛋 白 表 达     蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测 p38、p-p38、

MCP-1、CCR2 蛋白的表达。取出冻存于−80 ℃冰箱

的小鼠肾组织，剪下肾组织约 100 mg，剪碎，生理盐

水清洗后，加入裂解液进行匀浆，冰上裂解后低温

4 ℃，15 000 r·min-1，离心 15 min，取上层蛋白清液，

蛋 白 浓 度 通 过 BCA 法 测 定 ，加 入 上 样 缓 冲 液

100 ℃，10 min。制备 10% SDS-PAGE 胶，蛋白上样

量 30 μg，电泳，恒压电转，5% 脱脂奶粉室温封闭

2 h，加 入 稀 释 后 的 抗 体 p38（1∶2 000）、p-p38

（1∶5 000）、CCR2（1∶1 000）、MCP-1（1∶2 000），4 ℃

过夜，加入对应种属二抗（1∶2 000）室温 2 h，滴加

ECL 发光液，于成像系统曝光，Image J 图像分析系

统对条带灰度值进行分析。

2.2　细胞实验     

2.2.1　含药血清制备     SPF 级雄性 SD 大鼠 6 只，6~

8 周龄，体质量（200±20）g，购自斯贝福（北京）生物

技术有限公司，合格证编号 SCXK（京）2019-0010。

大鼠随机分为正常组和含药血清组，每组 3 只，含药

血清组每日按人临床用药剂量的 7 倍，即 3.5 g·kg-1

剂量予益肾化湿颗粒灌胃，正常组以去离子水灌

胃。连续给药 1 周后取血，灭活过滤后含药血清

于−80 ℃储存备用。

2.2.2　 细 胞 分 组 与 给 药     将 HK-2 细 胞 接 种 于

100 mm 培养皿中，每个皿种植 5×105 个细胞，待细

胞生长融合至 50% 左右时，更换无血清培养基同步

24 h，随机分为空白组、高糖组、SB203580 组、益肾

化湿颗粒含药血清组。空白组更换含 8% 无药大鼠

血清 DMEM 培养基培养，其余各组更换为高糖

DMEM 培养基（葡萄糖 30 mmol·L-1）培养，其中高

糖组以 8% 无药大鼠血清培养，益肾化湿颗粒含药

血 清 组 以 8% 益 肾 化 湿 颗 粒 大 鼠 血 清 培 养 ，

SB203580 组以 p38 抑制剂 SB203580 和 8% 无药大

鼠 血 清 培 养 ，根 据 文 献 ［15］ ，SB203580 

10 μmol·L-1，在给药前 2 h 加入进行预刺激。各组

干预 48 h 后提取细胞 RNA 和蛋白。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

MCP-1

CCR2

β-actin

序列（5′-3′）
上游 CACTCACCTGCTGCTACTCA

下游 TCAGATTTACGGGTCAACTTCAC

上游 GTTACCTCAGTTCATCCA

下游 CAAGGCTCACCATCATCGTAGTC

上游 TCCTGTGGCATCCACGAAACT

下游 GAAGCATTTGCGGTGGACGAT

长度/bp

280

117

315

··61



第 31 卷第  3 期
2025 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 31，No. 3

Feb. ，2025

2.2.3　Real-time PCR 检测细胞 mRNA 表达     细胞

培养 48 h，加入 TRIzol 裂解液 1 mL，将细胞刮下收

集，提取 RNA 操作、逆转录体系及 Real-time PCR 步

骤同 2.1.9 项，引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成纯化，见表 2。

2.2.4　Western blot 检测细胞蛋白表达     细胞分组

培养 48 h 后，加入 RIPA 蛋白裂解液，将细胞刮下收

集，提取蛋白及 Western blot操作同 2.1.10 项。

2.3　统计学方法     SPSS 26.0 统计软件进行统计分

析，对符合正态分布的计量资料采用 x̄ ± s 表示，采

用单因素方差分析进行比较，方差齐用最小显著性

差异法（LSD）检验，方差不齐时选用 Dunnett's T3 法

统计检验，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠一般状况及体质量

的影响     给药前，与正常组比较，模型组小鼠出现

精神萎靡，毛发失去光泽，毛色暗淡，活动量明显下

降，腹股沟和腋下出现脂肪堆积，进食量、饮水量较

正常组明显增加，与正常组比较，各组小鼠体质量

显著上升（P<0.01），模型组、达格列净组和益肾化湿

颗粒组之间差异无统计学意义。经达格列净和益

肾化湿颗粒干预 12 周后，小鼠一般状况均有一定的

改善，体质量从给药 3 周后开始出现下降的趋势。

与正常组比较，模型组、达格列净组和益肾化湿颗

粒组体质量均显著上升（P<0.01）。与模型组比较，

各用药组之间体质量差异无统计学意义。见表 3。

3.2　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠血糖的影响     给药

前，与正常组比较，模型组、达格列净组及益肾化湿

颗粒组小鼠空腹血糖指标均显著升高（P<0.01）。给

药 12 周后，与模型组比较，达格列净组及益肾化湿

颗粒组小鼠空腹血糖指标均显著下降（P<0.01）。
见表 4。

3.3　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 24 h 尿蛋白定量

及尿 ACR 的影响     给药前，与正常组比较，模型组，

达格列净组及益肾化湿颗粒组小鼠 24 h 尿蛋白定

量和尿 ACR 均显著升高（P<0.01）。给药 12 周后，

与模型组比较，达格列净组及益肾化湿颗粒组小鼠

24 h 尿蛋白定量和尿 ACR 明显下降（P<0.05，P<

0.01）。见表 5。

3.4　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠肾功能、血脂的影

响     肾功能方面，给药 12 周后，与正常组比较，模型

组小鼠 SCr、UREA 显著上升（P<0.01）。与模型组

比较，达格列净组与益肾化湿颗粒组小鼠均显著下

降（P<0.01）。血脂方面，给药 12 周后，与正常组比

较，模型组 TC、TG、LDL 显著上升（P<0.01），与模型

组比较，达格列净组与益肾化湿颗粒组均明显下降

（P<0.05，P<0.01）。见表 6。

3.5　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠肾脏病理的影响      

    HE 染色显示，正常组肾小球、肾小管及间质结构

表 2　引物序列

Table 2　Primer sequence

引物

MCP-1

CCR2

β-actin

序列（5′-3′）
上游 AAAGTCTCTGCCGCCCTTC

下游 CTTGCTGCTGGTGATTCTTCTAT

上游 TGGCTGTGTTTGCTTCTGTC

下游 TCTCACTGCCCTATGCCTCT

上游 CGGGACCTGACTGACTACC

下游 TGAAGGTAGTTTCGTGGATGC

长度/bp

171

230

292

表 3　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Yishen Huashi granules on body weight in db/db mice （x̄± s，n=6） g

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

给药前

29.70±1.32

45.67±2.861）

44.63±2.281）

45.77±3.561）

3 周

31.78±1.29

48.25±4.781）

45.43±1.871）

46.95±5.251）

6 周

33.08±1.53

47.47±4.931）

45.20±1.981）

45.22±5.801）

9 周

34.72±2.14

48.62±6.501）

45.85±1.501）

45.35±6.421）

12 周

33.32±1.75

44.98±7.891）

42.35±3.041）

39.93±3.741）

注：与正常组比较 1）P<0.01

表 4　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠空腹血糖的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Yishen Huashi granules on blood glucose in 

db/db mice  （x̄± s，n=6） mmol·L-1

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

给药前

8.68±0.96

28.20±1.901）

27.70±3.881）

28.52±2.831）

12 周

8.88±0.93

28.18±3.091）

21.11±3.492）

23.81±2.282）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 7、表 8、

表 10 同）
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正常，模型组中可见肾小球系膜细胞及基质中度增

生，肾小管萎缩，肾小球肥大，肾间质炎症细胞浸润

等病理改变；益肾化湿颗粒组和达格列净组中病理

改变有一定改善。PAS 染色显示，正常组肾小球系

膜区正常；模型组肾小球系膜基质可见明显增生，

益肾化湿颗粒组和达格列净组中系膜基质增生明

显改善。Mallory 染色显示，正常组肾小球、肾小管

及间质结构正常；模型组小鼠肾小管间质、肾小球

系膜区可见大量蓝色胶原纤维沉积，益肾化湿颗粒

组及达格列净组小鼠肾组织染色结果显示胶原纤

维 增 生 明 显 减 少 ，肾 脏 纤 维 化 程 度 明 显 改 善 。

见图 1。

TEM 观察小鼠肾小球超微结构发现，正常组小

鼠基底膜厚度较为均一，无增厚，足细胞足突形状

规则，排列整齐；模型组小鼠肾小球出现明显病理

改变，基底膜节段性增厚，足突出现广泛融合、消

失；与模型组比较，达格列净组和益肾化湿颗粒组

小鼠肾小球病理变化有不同程度的改善。见图 2。

注：A.正常组；B.模型组；C.达格列净组；D.益肾化湿颗粒组（图 2-图 4 同）
图 1　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠肾脏病理损伤的影响  （×400）
Fig.  1　Effect of Yishen Huashi granules on renal pathological injury in db/db mice  （×400）

表 5　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 24 h 尿蛋白定量及 ACR 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Yishen Huashi granules on 24-hour urinary protein and ACR in db/db mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

24 h 尿蛋白定量/mg

给药前

0.89±0.30

5.11±0.491）

5.06±0.601）

4.89±0.651）

12 周

1.14±0.48

12.01±1.421）

8.24±3.732）

8.77±3.102）

尿 ACR/mg·g-1

给药前

13.07±2.45

68.47±10.991）

71.92±15.441）

73.89±7.021）

12 周

28.82±5.76

135.83±15.981）

113.43±12.913）

112.58±15.723）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 6、表 9、表 11 同）
表 6　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠血脂、肾功能的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　Effect of Yishen Huashi granules on blood lipid and renal function in db/db mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

SCr/μmol·L-1

39.01±5.43

59.17±5.621）

46.60±8.983）

48.34±4.323）

UREA/mmol·L-1

6.57±0.53

9.97±1.861）

7.55±1.293）

6.90±0.833）

TC/mmol·L-1

2.17±0.25

3.53±0.521）

2.76±0.612）

2.78±0.372）

TG/mmol·L-1

0.68±0.05

1.71±0.341）

1.17±0.203）

1.29±0.233）

LDL/mmol·L-1

0.08±0.01

0.24±0.031）

0.13±0.033）

0.15±0.073）
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3.6　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠肾组织 MCP-1、

CCR2 mRNA 表达的影响     与正常组比较，在模型

组小鼠肾组织中 MCP-1、CCR2 mRNA 表达显著上

升（P<0.01）。与模型组比较，达格列净组和益肾化

湿颗粒组小鼠 MCP-1、CCR2 mRNA 表达量显著减

少（P<0.01）。见表 7。

3.7　 益 肾 化 湿 颗 粒 对 db/db 小 鼠 肾 组 织 p38 

MAPK、MCP-1、CCR2 蛋白表达的影响     免疫组化

结果显示，与正常组比较，模型组小鼠肾组织肾小

球和肾小管细胞质中 MCP-1、CCR2 蛋白表达水平

显著增加（P<0.01）。与模型组比较，达格列净组和

益肾化湿颗粒组 db/db 小鼠肾组织中 MCP-1、CCR2

表达量显著下降（P<0.01）。与正常组比较，模型组

小鼠肾小球及肾小管细胞质和细胞核中 p-p38 蛋白

表达显著增加（P<0.01），与模型组比较，达格列净组

和益肾化湿颗粒组 p-p38 蛋白表达量显著下降（P<

0.01）。各组间 p38 蛋白表达差异无统计学意义。

见图 3、表 8。

图 2　 益 肾 化 湿 颗 粒 对 db/db 小 鼠 肾 小 球 足 细 胞 超 微 结 构 的 影 响

（透射电镜，×15 000）
Fig.  2　 Effect of Yishen Huashi granules on ultrastructure of 

glomerular podocytes in db/db mice  （TEM，×15 000）

表 7　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 MCP-1、CCR2 mRNA 表达的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Yishen Huashi granules on expression of MCP-1 

and CCR2 mRNA in db/db mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

MCP-1

1.00±0.08

4.38±0.181）

1.80±0.192）

1.56±0.312）

CCR2

1.00±0.06

7.77±1.391）

2.58±1.112）

1.71±0.542）

图 3　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 p38、p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达的影响  （免疫组化，×400）
Fig.  3　Effect of Yishen Huashi granules on protein expression of p38， p-p38， MCP-1 and CCR2 in db/db mice （IHC，×400）
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3.8　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠肾组织 p38 MAPK

信号通路相关蛋白表达的影响     Western blot 结果

显示，与正常组比较，模型组小鼠肾组织 p-p38/p38、

MCP-1 和 CCR2 蛋白表达显著增加，差异有统计学

意义（P<0.01）。与模型组比较，达格列净组 p-p38/

p38、MCP-1 和 CCR2 蛋白表达明显减少（P<0.05，P<

0.01），益肾化湿颗粒组 p-p38/p38、MCP-1 和 CCR2

蛋白表达明显减少（P<0.05）。见表 9、图 4。

3.9　 益 肾 化 湿 颗 粒 对 高 糖 培 养 的 HK-2 细 胞

MCP-1、CCR2 mRNA 表达的影响     Real-time PCR

结果显示，与空白组比较，高糖组中 MCP-1、CCR2 

mRNA 表达量显著增加，差异有统计学意义（P<

0.01）。与高糖组比较，抑制剂 SB203580 组和益肾

化 湿 颗 粒 含 药 血 清 组 HK-2 细 胞 MCP-1、CCR2 

mRNA 表达量显著减少，差异有统计学意义（P<

0.01）。见表 10。

3.10　益肾化湿颗粒对高糖培养的 HK-2 细胞 p38 

MAPK、MCP-1、CCR2 蛋白表达的影响     与空白组

比较，高糖组中 p-p38/p38、MCP-1 和 CCR2 蛋白表

达显著增加，差异有统计学意义（P<0.01）。与 HG

组比较，SB203580 组 p-p38/p38、MCP-1 和 CCR2 蛋

白表达量明显减少，差异有统计学意义（P<0.05，P<

0.01），益肾化湿颗粒含药血清组 p-p38/p38、MCP-1

和 CCR2 蛋白表达量明显减少，差异有统计学意义

（P<0.05，P<0.01）。见表 11、图 5。

4 讨论

DKD 属于中医学“消渴肾病”的病症范畴，根据

临床症状分为“水肿”“下消”及“肾痿”等。中医认

为“本虚”“标实”是 DKD 基本病机，“本虚”指 DKD

患者气阴两虚证、脾肾两虚等证；“标实”指 DKD 日

久，湿、瘀、毒、痰阻于肾络，肾络瘀阻，最终毒损肾

络［16］。脾肾关系密切，DKD 久病伤脾，脾运化失司，

气机升降失调，加之肾气亏虚，发为脾肾两虚证［17］。

现代中医提出 DKD 水肿、蛋白尿与脾运化失调、肾

表 8　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 p-p38、p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 8　Effect of Yishen Huashi granules on protein expression of p38， p-p38， MCP-1 and CCR2 in db/db mice （x̄± s，n=6） %

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

p-p38

13.38±1.76

26.15±3.051）

17.84±1.552）

16.47±2.512）

p38

11.83±1.86

12.41±1.00

12.10±3.13

12.08±2.03

MCP-1

6.94±0.92

25.48±2.561）

11.70±3.342）

13.36±2.032）

CCR2

12.26±0.81

23.91±4.021）

16.44±2.002）

14.68±2.612）

表 9　益肾化湿颗粒对 db/db 小鼠 p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of Yishen Huashi granules on relative expression of p38，MCP-1 and CCR2 proteins in kidney of db/db mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

达格列净组

益肾化湿颗粒组

剂量/g·kg-1

0.001 6

4.7

p-p38/p38

1.00±0.20

1.59±0.071）

1.13±0.243）

1.21±0.102）

MCP-1/β-actin

1.00±0.12

2.10±0.081）

1.27±0.382）

1.48±0.452）

CCR2/β-actin

1.00±0.30

1.64±0.071）

1.20±0.152）

1.22±0.072）

图 4　db/db 小鼠肾脏 P38、p-p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达电泳

Fig.  4　 Electrophoresis of expression of p38，p-p38，MCP-1 and 

CCR2 proteins in kidney of db/db mice

表 10　益肾化湿颗粒对 HK-2 细胞 MCP-1、CCR2 mRNA 相对表达

量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　 Effect of Yishen Huashi granules on relative expression 

of p38，MCP-1 and CCR2 mRNA in HK-2 cell （x̄± s，n=3）

组别

空白组

高糖组

SB203580 组

益肾化湿颗粒含药血清组

体积分

数/%

103）

8

MCP-1

/β-actin

1.01±0.10

6.25±0.631）

2.39±0.342）

2.19±0.192）

CCR2

/β-actin

1.00±0.13

4.53±0.901）

2.57±0.192）

2.00±0.332）

注：3）表示浓度单位为 μmol·L-1
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气亏虚有关［18］。赵宗江教授经过多年临床实践和

研究工作提出“肾痿”理论，认为 DKD 中热邪、瘀毒、

痰湿等病理产物在肾脏中相互胶结，气血运行被病

理产物阻滞，肾脏结构损伤，“肾体”受损，而肾脏结

构的损坏导致肾脏生理机能下降，导致“肾用”失

常，最终导致“肾痿”［19］。

益肾化湿颗粒由“从脾论治”经典方“升阳益胃

汤”化裁而来，升阳益胃汤主治脾胃虚弱，湿热滞留

证，临床上可见体重节痛、四肢倦怠、口干、纳差、小

便频数、便稀等［20］。临床上 DKD 患者常可见口干、

小便频数、蛋白尿等，而中医认为蛋白尿与脾不散

精，清阳不升，清气下陷有关［21］。因此，以升阳益胃

汤化裁而来的益肾化湿颗粒，可用于治疗脾虚湿盛

证 DKD 患者出现的蛋白尿、水肿等。益肾化湿颗粒

由人参、黄芪、白术、茯苓、泽泻、半夏、羌活、独活、

防风、柴胡、黄连、白芍、陈皮、炙甘草、生姜、大枣组

成。方中以人参和黄芪为君药，二者大补元气，黄

芪另可升阳利水，柴胡升举清阳，防风、羌活、独活

祛风除湿，白术、茯苓、泽泻健脾利水渗湿；黄连清

热燥湿，半夏、陈皮理气燥湿，白芍养血敛阴，炙甘

草、生姜、大枣补气温中、调和诸药。全方共奏升阳

补脾，益肾化湿，利水消肿之功。有研究表明，益肾

化湿颗粒能有效改善 DKD 大鼠模型肾功能，减少血

清及肾脏炎症因子水平［11］。

MAPK 信号通路是广泛存在于哺乳动物细胞

内且可被多种细胞外刺激激活的丝氨酸 -苏氨酸蛋

白激酶，是参与炎症、增殖、凋亡、衰老等的重要通

路之一，能传导炎症信号，促进炎症因子表达［22］。

p38 属于 MAPK 家族中的一员，MAPK 家族包括

c-Jun 氨 基 末 端 激 酶（JNK1、JNK2 和 JNK3）、p38 

MAPK（p38α、p38β、p38γ和 p30δ）和细胞外信号调

节激酶（ERK1 和 ERK2）［23］。已知 p38 能被广泛的

细胞外刺激激活，例如紫外线照射、细胞外应激、高

血糖及氧化应激等［24］。p38 MAPK 被激活后会从细

胞质转移到细胞核中，激活下游靶点例如信号转导

与转录激活因子 1（STAT1）、环磷腺苷效应元件结合

蛋白（CREB）和激活转录因子 1（ATF1）等以调节细

胞功能［25］。研究表明，激活的 p38 MAPK 在肾脏中

能上调包括 MCP-1、单核细胞趋化蛋白-3（MCP-3）、
IL-1β及 TNF-α在内的多种趋化因子及炎症因子，

引发局部炎症，促进肾脏损伤［26-28］。

趋化因子包括 MCP-1、C-X3-C 基序趋化因子配

体 1（CX3CL1）和 CC 基序趋化因子配体 5（CCL5）
等，趋化因子在募集和活化血液及组织中的单核细

胞及巨噬细胞，并在细胞黏附、分化和组织损伤中

发挥重要作用［29］，MCP-1 能通过激活其受体 CCR2，

发挥募集作用。有研究发现，DKD 患者血清和尿液

中 MCP-1 水平显著高于健康人群［30-31］。研究表明，

血管紧张素Ⅱ能诱导 MCP-1 表达升高，阻断肾素 -

血管紧张素系统（RAS）能减少尿液中的 MCP-1 水

平［32］。高血糖能促进肾脏中 MCP-1 的产生［33］，细胞

激酶如 ERK1、ERK2、JNK 和 p38 等也参与 MCP-1

的信号传导［34］。研究表明，MCP-1 能加重 DKD 微

炎症状态，加重肾脏细胞纤维化进展［35］。研究发

现，MCP-1 能激活肾脏细胞中的 CCR2 受体，募集和

活化的巨噬细胞等免疫细胞浸润肾组织，释放溶酶

注：A.空白组；B.高糖组；C.SB203580 组；D.益肾化湿颗粒含药

血清组

图 5　HK-2 细胞 p-p38、p38、MCP-1、CCR2 蛋白表达电泳

Fig.  5　 Electrophoresis of expression of p38，p-p38，MCP-1 and 

CCR2 proteins in HK-2 cell

表 11　益肾化湿颗粒对 HK-2 细胞 p38、MCP-1、CCR2 蛋白相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 11　Effect of Yishen Huashi granules on relative expression of p38，MCP-1 and CCR2 proteins in HK-2 cell （x̄± s，n=3）

组别

正常组

高糖组

SB203580 组

益肾化湿颗粒含药血清组

体积分数/%

104）

8

p-p38/p38

1.00±0.04

1.18±0.041）

1.06±0.052）

1.01±0.112）

MCP-1/β-actin

1.00±0.18

2.18±0.101）

1.54±0.343）

1.67±0.222）

CCR2/β-actin

1.00±0.08

1.56±0.061）

1.13±0.193）

1.08±0.193）

注：4）表示浓度单位为 μmol·L-1
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体，产生活性氧（ROS）、一氧化氮（NO）及丙二醛

（MDA）等，导致肾脏氧化应激加重，上调多种促纤

维化因子和炎症因子，促进细胞外基质沉积，加重

肾脏纤维化水平［34，36］。

本实验发现在 DKD 小鼠模型中 p38 MAPK 的

磷酸化激活与 MCP-1/CCR2 的升高有关，这与相关

研究结果一致［37］。而细胞实验显示使用 p38 抑制剂

SB203580 能通过抑制高糖诱导的 HK-2 细胞 p38 磷

酸化水平，显著下调 MCP-1/CCR2 的水平，有研究

也发现 p38 的激活与 MCP-1/CCR2 的上调有关［26］。

在动物实验中使用益肾化湿颗粒干预 db/db 小鼠，

发现益肾化湿颗粒能显著改善 db/db 小鼠的肾功

能、糖脂代谢水平，保护高血糖导致的肾脏损伤。

通过病理染色发现，益肾化湿颗粒显著改善了小鼠

的肾脏纤维化，减轻肾小球系膜增生及肾小管空泡

样变、炎性细胞浸润。通过透射电镜发现益肾化湿

颗粒显著改善了 db/db 小鼠基底膜增厚和足突融合

现象，动物实验和细胞实验结果显示，益肾化湿颗

粒能够显著下调肾脏及肾小管上皮细胞的 p-p38/

p38、MCP-1 及 CCR2 水平。

综上所述，本研究表明益肾化湿颗粒可以改善

db/db 小鼠一般情况，调节糖脂代谢，降低 24 h 尿蛋

白和 ACR，减轻高糖导致的肾小管损伤，保护肾功

能 。 其 机 制 可 能 是 通 过 调 控 p38 MAPK，抑 制

MCP-1/CCR2 激活而实现的。

［利益冲突］ 赵宗江为《中国实验方剂学杂志》编委，但

未参与审校的任何环节。
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