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桃红四物汤加味颗粒对糖尿病肾病模型大鼠足细胞上皮-间充质
转化及肾脏纤维化的影响 Δ
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摘 要 目的 探讨桃红四物汤加味颗粒对糖尿病肾病（DKD）模型大鼠足细胞上皮-间充质转化（EMT）及肾脏纤维化的影响。方法 

随机选取8只大鼠为正常组（予普通饲料），其余大鼠采用高糖高脂饲料联合腹腔注射链脲佐菌素（35 mg/kg）建立DKD模型。将

模型大鼠分为模型组、厄贝沙坦组[阳性对照，13.5 mg/（kg·d）]、桃红四物汤加味组[6.48 g/（kg·d）]，每组最终纳入8只。各组大鼠

灌胃相应药物，每日1次，连续干预16周。干预第4、8、12、16周末检测各组大鼠24 h尿蛋白（24 h UTP），末次给药后检测各组大

鼠体重、饮水量、饮食量、尿量、空腹血糖、血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）和肾组织中 P-钙黏素（P-cadherin）、足细胞裂孔膜蛋白

（nephrin）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、肾母细胞瘤蛋白1（WT1）、转化生长因子β1（TGF-β1）、Ⅳ型胶原蛋白（Col-Ⅳ）mRNA及蛋

白的表达情况，观察肾组织病理形态学变化并测量肾小球基底膜厚度。结果 与模型组比较，桃红四物汤加味组大鼠从第8周末

开始24 h UTP显著降低，体重显著增长，饮水量、尿量均显著减少，Scr、BUN水平和α-SMA mRNA以及TGF-β1、Col-Ⅳ mRNA及

蛋白表达水平均显著降低，P-cadherin、nephrin、WT1 mRNA表达水平均显著升高（P＜0.05）；α-SMA蛋白沉积减少，P-cadherin、nephrin、

WT1蛋白沉积均增多；大鼠肾组织病理损伤及纤维化程度减轻，肾小球基底膜厚度显著减小（P＜0.05）。结论 桃红四物汤加味颗

粒可通过抑制DKD模型大鼠足细胞EMT，减轻肾组织病理损伤及足细胞损伤，从而保护肾功能、延缓肾脏纤维化进展。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of Taohong siwu decoction modified granules on podocyte epithelial-

mesenchymal-transition （EMT） and renal fibrosis in diabetic kidney disease （DKD） model rats. METHODS Eight rats were 

selected as normal group （ordinary feed）； the remaining rats were given a high-glucose and high-fat diet combined with 

intraperitoneal injection of streptozotocin （35 mg/kg） to induce the DKD model. Model rats were randomly divided into model 

group， irbesartan group [positive control， 13.5 mg/（kg·d）] and modified Taohong siwu decoction group [6.48 g/（kg·d）]， with 8 

rats in each group. All groups were given relevant medicine intragastrically， once a day， for 16 consecutive weeks. Twenty-four-

hour urinary total protein （24 h UTP） was detected at the end of the 4th， 8th， 12th and 16th week of administration. After the last 

medication， the body mass， water intake， food intake， urine output， the levels of fasting blood glucose， serum creatinine （Scr） 

and blood urea nitrogen （BUN） as well as mRNA and protein expressions of P-cadherin， nephrin， α -smooth muscle actin 

（α-SMA）， Wilms’ tumor gene 1 （WT1）， transforming growth factor-β1 （TGF-β1） and type Ⅳ collagen （Col-Ⅳ） in renal tissue 

were determined. The pathological and morphological changes in renal tissue were observed and the thickness of the glomerular 

basement membrane was determined. RESULTS Compared with the model group， 24 h UTP of rats was significantly decreased in 

modified Taohong siwu decoction group since the 8th weekend （P＜0.05）； the body weight of rats increased significantly， but the 

amount of water intake and urine decreased significantly； Scr and BUN level， mRNA expression of α-SMA， mRNA and protein 

expressions of TGF-β1 and Col-Ⅳ were significantly reduced， while the mRNA expressions of P-cadherin， nephrin and WT1 were 

increased significantly （P＜0.05）； the protein deposition of α-SMA was reduced， protein depositions of P-cadherin， nephrin and 

WT1 were increased； the pathological damage and fibrosis of 

renal tissue were relieved； the thickness of glomerular 

basement membrane was decreased significantly （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS Taohong siwu decoction modified granules 
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can inhibit the EMT of podocyte in DKD model rats， and alleviate renal pathological damage and podocyte damage， thus 

protecting renal function， and delaying the process of renal fibrosis.

KEYWORDS diabetic kidney disease； Taohong siwu decoction modified granules； renal fibrosis； podocyte； epithelial-

mesenchymal-transition

糖尿病（diabetes mellitus，DM）作为最常见的代谢

性疾病，其发病率逐年增高，据估计到2030年，全球将有

6.43亿人患有DM，约高达 35%的DM患者会出现糖尿

病肾病（diabetic kidney disease，DKD）[1―2]。 在我国 ，

DKD 已成为中老年人患终末期肾病（end-stage kidney 

disease，ESKD）的首要原因[3]。DKD以持续进展性蛋白

尿及进行性肾功能受损为主要临床表现，其病理特征为

肾小球硬化及肾间质纤维化，蛋白尿不仅是DKD的主

要表现亦是其病程进展的独立危险因素[4]，因此积极控

制蛋白尿是治疗DKD的关键。足细胞是肾小球滤过屏

障的重要组成部分，其损伤及脱落可直接影响蛋白尿的

漏出及肾小球的硬化[5―6]，且其也是肾小球中唯一一种

高度终末分化的细胞，一旦脱落将不可再生。足细胞上

皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal-transition，EMT）

是足细胞损伤的早期事件，抑制EMT进展可减轻足细

胞损伤[7]。有研究表明，DKD患者在高血糖等各种危险

因素的刺激下可出现足细胞 EMT[8]，因此抑制足细胞

EMT对减轻DKD所致的肾损伤具有重要意义。

DKD中医证候包括浮肿、气短乏力、腰膝酸软、口干

舌燥、五心烦热、双目干涩、多食易饥、头晕耳鸣、尿沫增

多等，还伴有血瘀的表现。中医学认为，瘀血阻于肾络，

微型癥瘕结于肾络，致肾体受损、肾用失司、封藏不固、

精微外泄，是DKD的核心病机[9―10]，故当以活血化瘀通

络为DKD的治疗大法。桃红四物汤由当归、熟地黄、红

花、白芍、桃仁及川芎组成，具有活血祛瘀、养血调经的

功效。因为DKD的病程日久，久病入络，故本研究在桃

红四物汤基础上加入了地龙、僵蚕，借其血肉之质增强

通络之力[11]。本研究以DKD模型大鼠为研究对象，探讨

桃红四物汤加味颗粒对足细胞EMT及肾脏纤维化的影

响，以期为DKD的临床治疗提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有稳豪型血糖仪[强生（中国）

医疗器材有限公司]，7600-020型全自动生化分析仪、H-

7650 型透射电子显微镜（日本 Hitachi 公司），Nano‐

Drop2000C型紫外分光光度计（美国Thermo Fisher Scien-

tific公司），Eco型实时定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美

国 Illumina公司），BX63+DP72型正置研究级显微镜（日

本Olympus公司），MICROM-340E型石蜡切片机（德国

Zeiss 公司），EMUC7型超薄切片机（德国 Leica 公司），

Odyssey型红外激光扫描仪（美国LI-COR公司）等。

1.2　主要药品与试剂

桃红四物汤加味颗粒由桃仁 10 g、红花 10 g、当归

12 g、熟地黄 10 g、川芎 10 g、白芍 10 g、地龙 10 g、僵蚕

10 g 组成，均为配方颗粒（批号分别为 21092651、

20192723、21092822、21101963、21103132、21093011、

21080244、21080432），均购自神威药业集团有限公司；

厄贝沙坦片（规格0.15 g/片，批号4A293）购自赛诺菲（杭

州）制药有限公司；链脲佐菌素（批号 04081408）购自美

国Enzo公司；TRIquick Reagent总RNA提取试剂（批号

R1100）购自北京索莱宝科技有限公司；FastQuant cDNA

第一链合成试剂盒（批号KR202）购自天根生化科技（北

京）有限公司；Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-

UDG（批号 11733046）购自美国 Invitrogen公司；脑脊液

与尿蛋白测定试剂盒（批号2400134）购自北京利德曼生

化股份有限公司；兔β-肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体（批

号19086）购自生工生物工程（上海）股份有限公司；小鼠

P-钙黏素（P-cadherin）多克隆抗体（批号GR211713-5）购

自英国Abcam公司；兔足细胞裂孔膜蛋白（nephrin）、α-

平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、Ⅳ型

胶原蛋白（type Ⅳ collagen，Col-Ⅳ）多克隆抗体（批号分

别为15060320、15060220、15060232）均购自沈阳万类生

物科技有限公司；兔转化生长因子 β1（transforming 

growth factor-β1，TGF-β1）多克隆抗体（批号BS91338）购

自美国Bioworld Technology公司；兔肾母细胞瘤蛋白 1

（Wilms’ tumor gene 1，WT1）多克隆抗体（批号 A2446）

购自美国ABclonal公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔免疫球蛋白G二抗（批号GB23303）购自武汉赛维尔

生物科技有限公司；超敏 ECL 化学发光试剂盒（批号 

P0018S）购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.3　动物

本研究所用动物为清洁级雄性SD大鼠，共40只，体

重（100±20）g，购自河北医科大学实验动物中心，动物

生产许可证号为SCXK（冀）2018-1-004。实验动物饲养

于12 h 明暗交替、温度（24±2） ℃、相对湿度（50±10）%

的环境中，自由进食饮水。本实验由河北医科大学实验

动物福利伦理委员会批准，批号为DW2019001。

2　方法

2.1　建模、分组和给药

大鼠适应性饲养1周后，随机选取8只为正常组，给

予普通饲料饲养；剩余32只为造模组，给予高糖高脂饲

料饲养，饲养6周后造模：大鼠禁食不禁水12 h后，按35 
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mg/kg腹腔注射1%链脲佐菌素溶液，72 h后尾静脉取血

检测血糖，血糖≥16.7 mmol/L为 DM 模型造模成功[12]。

造模组中有 1只大鼠不符合成模标准予以剔除，有 1只

大鼠造模后死亡，30只大鼠造模成功。将造模成功的大

鼠随机分为模型组、厄贝沙坦组（阳性对照）和桃红四物

汤加味组，每组10只。桃红四物汤加味组大鼠灌胃桃红

四物汤加味颗粒 6.48 g/（kg·d）（以生药量计算，依据前

期研究最佳剂量设置），厄贝沙坦组大鼠灌胃厄贝沙坦

13.5 mg/（kg·d）（按临床常用剂量换算），正常组和模型

组大鼠灌胃等体积纯化水，每日 1次，连续干预 16 周。

干预期间，正常组大鼠给予普通饲料喂养，其余各组大

鼠均给予高糖高脂饲料喂养；每4周检测1次大鼠血糖，

选取血糖大于≥16.7 mmol/L的大鼠继续实验。干预期

内共有5只（模型组2只、厄贝沙坦组2只、桃红四物汤加

味组1只）大鼠死亡，1只（桃红四物汤加味组）大鼠因血

糖恢复正常予以剔除，每组最终均纳入8只。

2.2　标本的收集

于各组大鼠灌胃干预的第 4、8、12、16周末，以代谢

笼收集 24 h 尿液并记录尿量，取尿液 1.5 mL，离心，冻

存。末次给药后，将各组大鼠禁食8 h后麻醉，于腹主动

脉采血，离心，冻存血清；快速分离肾组织，分别留取肾

皮质于甲醛-乙酸-乙醇固定液、4%戊二醛固定液及冻存

管中。

2.3　大鼠体重、饮水量、饮食量、尿量、空腹血糖的检测

末次给药后，对各组大鼠称重，并记录其 24 h的饮

水量、饮食量、尿量；禁食 12 h后采集大鼠尾静脉血，检

测空腹血糖。

2.4　大鼠不同时间点24 h尿蛋白的检测

取“2.2”项下收集的24 h尿液样本，按试剂盒说明书

方法检测各组大鼠被干预第4、8、12、16周末的24 h尿蛋

白（24 h urine total protein，24 h UTP）。

2.5　大鼠肾功能指标的检测

取“2.2”项下冻存的血清样本，应用全自动生化分析

仪检测各组大鼠血肌酐（serum creatinine，Scr）、尿素氮

（blood urea nitrogen，BUN）水平。

2.6　大鼠肾组织病理形态学观察

2.6.1　光镜观察

取“2.2”项下甲醛-乙酸-乙醇固定液中的肾皮质样

本，以乙醇梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片（厚度

2 μm）、二甲苯脱蜡、乙醇梯度水化，进行过碘酸六胺银

（periodic acid silver methenamine，PASM）+Masson染色，

封片，于显微镜下采集图像并观察各组大鼠肾组织病理

形态学变化。

2.6.2　电子显微镜观察

取“2.2”项下4%戊二醛固定液中的肾皮质样本，用

1%锇酸固定后，以丙酮梯度脱水，丙酮和树脂混合液中

浸透，环氧树脂包埋，切片，醋酸铀、柠檬酸铅双重染色，

于电子显微镜下采集图像并观察各组大鼠肾组织病理

形态学变化，测量肾小球基底膜厚度。

2.7　 大 鼠 肾 组 织 中 P-cadherin、nephrin、α -SMA、

WT1、Col-ⅣⅣ、TGF-β1 mRNA表达的检测

采用实时定量PCR法检测。取“2.2”项下冻存的肾

组织，采用 TRIquick 提取肾组织总 RNA，反转录成

cDNA进行扩增（引物序列和产物大小见表 1），反应条

件为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火延伸

30 s，共 40个循环。以 β-actin为内参，采用 2－ΔΔCt法定量

分析肾组织中 P-cadherin、nephrin、α -SMA、WT1、Col-

Ⅳ、TGF-β1 mRNA表达水平。

2.8　大鼠肾组织中 P-cadherin、nephrin、α-SMA、WT1

蛋白表达的检测

采用免疫组织化学法检测。取“2.2”项下冻存的肾

组织，固定后以石蜡包埋，切片，脱蜡，微波修复，滴加P-

cadherin、nephrin、α-SMA、WT1一抗（稀释比例分别为1∶

200、1∶200、1∶100、1∶200），于 4 ℃孵育过夜，滴加二抗

（稀释比例为 1∶200），孵育，以DAB显色、苏木精复染、

乙醇梯度脱水后透明并封片，于显微镜下采集图像并观

察肾组织中P-cadherin、nephrin、α-SMA、WT1蛋白表达

情况。

2.9　大鼠肾组织中TGF-β1、Col-ⅣⅣ蛋白表达的检测

采用蛋白质印记法检测。取“2.2”项下冻存的肾组

织，提取总蛋白，用 BCA 法测定浓度，以 100 ℃变性 5 

min。取变性后的蛋白50 μg，于4 ℃、120 V条件下进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，以 5%脱

脂奶粉封闭液封闭1 h，加入β-actin、TGF-β1、Col-Ⅳ一抗

（稀释比例分别为1∶1 000、1∶500、1∶500），于4 ℃摇床孵

育过夜；洗膜后避光加入二抗（稀释比例为 1∶10 000），

于37 ℃摇床避光孵育1 h后洗膜，采用ECL化学发光法

显色。用红外激光扫描仪曝光、拍照，使用 Image J软件

分析荧光条带的灰度值，以目的蛋白与内参蛋白（β-ac‐

tin）的灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

表1　引物序列和产物大小

基因
β-actin

P-cadherin

nephrin

α-SMA

WT1

Col-Ⅳ

TGF-β1

引物序列（5′→3′）

正向引物ACCCGCGAGTACAACCTTCT

反向引物TTCAGGGTCAGGATGCCTCT

正向引物AGCGTGGTCTCCGAGTCCTA

反向引物TCCAGCCAATGCCTCTTTCT

正向引物CTATGCCCTCTTCAAATGCACG

反向引物TATGCTGACAACCTTCAGTCCC

正向引物CCGACCGAATGCAGAAGGA

反向引物ACAGAGTATTTGCGCTCCGGA

正向引物TCTTCCGAGGCATTCA

反向引物TGGGTCTTCAGGTGGTC

正向引物GGCCCCTGCTGAAGCGTT

反向引物GTTCCCCGAGCACCTTAG

正向引物ATGGTGGACCGCAACAAC

反向引物TGAGCACTGAAGCGAAAGC

产物大小/bp

266

117

135

126

325

139

329
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2.10　统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。所有数

据以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用SNK-q检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　桃红四物汤加味颗粒对 DKD 模型大鼠体重、饮水

量、饮食量、尿量、空腹血糖的影响

与正常组比较，模型组大鼠体重显著降低（P＜

0.05），饮水量、饮食量、尿量、空腹血糖均显著升高（P＜

0.05）。与模型组比较，厄贝沙坦组和桃红四物汤加味组

大鼠体重均显著增长（P＜0.05），桃红四物汤加味组大

鼠饮水量、尿量均显著降低（P＜0.05）。与厄贝沙坦组

比较，桃红四物汤加味组大鼠体重显著增长（P＜0.05），

饮水量、尿量均显著降低（P＜0.05）。结果见表2。

3.2　桃红四物汤加味颗粒对DKD模型大鼠不同时间点

24 h UTP的影响

干预第4周末，各组大鼠24 h UTP差异均无统计学

意义（P＞0.05）。与正常组比较，模型组大鼠干预第 8、

12、16周末的 24 h UTP均显著升高（P＜0.05）。与模型

组比较，厄贝沙坦组和桃红四物汤加味组大鼠干预第8、

12、16周末的24 h UTP均显著降低（P＜0.05），而厄贝沙

坦组与桃红四物汤加味组比较差异均无统计学意义

（P＞0.05）。结果见表3。

3.3　桃红四物汤加味颗粒对DKD模型大鼠肾功能指标

的影响

与正常组比较，模型组大鼠Scr、BUN水平均显著升

高（P＜0.05）。与模型组比较，厄贝沙坦组和桃红四物

汤加味组大鼠 Scr、BUN水平均显著降低（P＜0.05），而

厄贝沙坦组与桃红四物汤加味组比较差异均无统计学

意义（P＞0.05）。结果见表4。

3.4　桃红四物汤加味颗粒对DKD模型大鼠肾组织病理

形态学的影响

3.4.1　光镜观察结果

正常组大鼠肾组织可见正常肾小球、肾小管形态，

肾间质未见胶原增生，肾小球系膜未见明显异常。模型

组大鼠肾组织可见肾小球肥大，部分肾小球可见囊壁粘

连，基底膜轻度增厚，系膜细胞和基质增多，肾间质可见

少量胶原增生，肾小管部分萎缩。与模型组比较，厄贝

沙坦组和桃红四物汤加味组大鼠肾组织病理损伤程度

均减轻。结果见图1。

3.4.2　电子显微镜观察结果

正常组大鼠肾小球基底膜未见明显异常，基底膜厚

度为（156.33±20.04）nm，足突清晰完整。与正常组比

较，模型组大鼠肾小球基底膜厚度[（247.46±36.28）nm]

显著增加（P＜0.05），足突严重融合，系膜基质增多，超

微结构紊乱。与模型组比较，厄贝沙坦组[基底膜厚度

（204.23±31.74）nm]和桃红四物汤加味组[基底膜厚度

（181.12±24.87）nm]大鼠肾小球基底膜厚度均显著减小

（P＜0.05），足部融合程度及系膜基质增生均减轻。与

厄贝沙坦组比较，桃红四物汤加味组大鼠肾小球基底膜

厚度显著减小（P＜0.05）。结果见图2。

表2　各组大鼠体重、饮水量、饮食量、尿量、空腹血糖检

测结果（x±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
厄贝沙坦组
桃红四物汤加味组

体重/g

498.12±32.33

220.23±25.66a

264.34±34.51b

313.01±37.12bc

饮水量/mL

35.02±6.02

298.14±32.16a

287.31±34.72

212.32±28.83bc

饮食量/g

15.36±3.08

38.20±4.08a

39.23±4.81

32.03±3.53

尿量/mL

19.12±2.23

275.32±23.24a

264.64±26.42

205.43±20.26bc

空腹血糖/（mmol/L）

5.02±0.66

29.15±3.06a

28.97±3.14

28.88±2.72

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与厄贝沙

坦组比较，P＜0.05。

表3　各组大鼠不同时间点 24 h UTP 检测结果（x±s，

n＝8，mg）

组别
正常组
模型组
厄贝沙坦组
桃红四物汤加味组

第4周末
7.19±1.61

8.34±2.33

8.49±1.25

7.54±1.73

第8周末
7.01±1.23

14.12±3.12 a

9.81±3.24 b

8.38±2.24 b

第12周末
7.04±1.24

26.08±3.85 a

16.19±3.32 b

17.23±3.13 b

第16周末
7.13±1.52

37.54±5.44 a

25.57±5.41 b

24.46±4.32 b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表4　各组大鼠Scr、BUN水平检测结果（x±s，n＝8）

组别

正常组

模型组

厄贝沙坦组

桃红四物汤加味组

Scr/（μmol/L）

25.23±3.53

37.13±5.68 a

30.12±4.63 b

28.11±5.37 b

BUN/（mmol/L）

6.42±1.62

15.41±3.14 a

10.28±2.53 b

9.64±2.26 b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

 A.正常组 B.模型组

C.厄贝沙坦组 D.桃红四物汤加味组

黑色箭头：肾小球系膜基质增多；绿色箭头：肾间质胶原纤维沉

积，肾小管萎缩。

图 1　大鼠肾组织病理形态学 PASM+Masson 染色的

显微图
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3.5　桃红四物汤加味颗粒对DKD模型大鼠肾组织中P-

cadherin、nephrin、α-SMA、WT1 mRNA的影响

与正常组比较，模型组大鼠肾组织中 P-cadherin、

nephrin、WT1 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05），

α-SMA mRNA表达水平显著升高（P＜0.05）。与模型组

比较，厄贝沙坦组和桃红四物汤加味组大鼠肾组织中P-

cadherin、nephrin、WT1 mRNA 表达水平均显著升高

（P＜0.05），α -SMA mRNA 表达水平均显著降低（P＜

0.05）。与厄贝沙坦组比较，桃红四物汤加味组大鼠肾组

织中 P-cadherin mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05），

α -SMA mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05）。结果

见表5。

3.6　桃红四物汤加味颗粒对DKD模型大鼠肾组织中P-

cadherin、nephrin、α-SMA、WT1蛋白表达的影响

正常组大鼠肾小球可见较多 P-cadherin、nephrin、

WT1蛋白沉积，肾间质中有少量α-SMA蛋白沉积。与

正常组比较，模型组大鼠肾小球中 P-cadherin、nephrin、

WT1蛋白沉积均减少，肾小球及肾小管上皮细胞、肾间

质中α-SMA蛋白沉积增多。与模型组比较，厄贝沙坦

组和桃红四物汤加味组大鼠肾组织相应部位中 P-

cadherin、nephrin、WT1蛋白沉积均增多，α-SMA蛋白沉

积均减少。结果见图3。

 A.正常组 B.模型组

C.厄贝沙坦组 D.桃红四物汤加味组

箭头：足细胞足突融合，肾小球基底膜增厚。

图2　大鼠肾组织病理形态学醋酸铀+柠檬酸铅双重染

色的显微图

表5　各组大鼠肾组织中 P-cadherin、nephrin、α-SMA、

WT1 mRNA检测结果（x±s，n＝8）

组别
正常组
模型组
厄贝沙坦组
桃红四物汤加味组

P-cadherin

1.00±0.11

0.46±0.09 a

0.72±0.14 b

0.85±0.18 bc

nephrin

1.00±0.12

0.52±0.11a

0.77±0.12 b

0.79±0.15 b

α-SMA

1.00±0.09

2.61±0.32a

1.98±0.24 b

1.47±0.21bc

WT1

1.00±0.07

0.52±0.31 a

0.74±0.17 b

0.79±0.18 b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与厄贝沙

坦组比较，P＜0.05。

 A.正常组 B.模型组 C.厄贝沙坦组 D.桃红四物汤加味组

P
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     箭头：阳性表达蛋白。

图3　大鼠肾组织中P-cadherin、nephrin、α-SMA、WT1蛋白表达的免疫组化图
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3.7　桃红四物汤加味颗粒对 DKD 模型大鼠肾组织中

TGF-β1、Col-ⅣⅣ mRNA和蛋白表达的影响

与正常组比较，模型组大鼠肾组织中Col-Ⅳ、TGF-

β1 mRNA和蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）。与

模型组比较，厄贝沙坦组和桃红四物汤加味组大鼠肾组

织中Col-Ⅳ、TGF-β1 mRNA和蛋白的表达水平均显著降

低（P＜0.05），而厄贝沙坦组与桃红四物汤加味组比较

差异均无统计学意义（P＞0.05）。结果见图4、表6。

4　讨论

DKD是DM病程日久、累及肾脏而出现的慢性微血

管病变，早期仅表现为间歇性微量白蛋白尿或转铁蛋白

尿，随着病程进展，微量蛋白尿逐渐转变为持续性蛋白

尿，甚至肾功能衰竭，是引起ESKD的重要原因。DKD

主要的病理表现为肾小球体积肥大、肾小球基底膜弥漫

性增厚、系膜基质增生、Kimmelstiel-Wilson结节形成，最

终出现肾小球硬化及肾间质纤维化[13]。本研究结果显

示，与正常组比较，模型组大鼠24 h UTP显著升高，肾组

织出现明显的DKD病理表现，提示DKD建模成功。

《圣济总录》云“消渴病久，肾气受伤……”，《临证指

南医案》载“大凡经主气，络主血，久病血瘀”，由此可见，

DKD是在DM病久及肾、耗气伤阴基础上瘀血内停，阻

于肾络，导致肾络瘀阻所致。基于此，本研究以桃红四

物汤加味颗粒对DKD模型大鼠进行干预，方中熟地黄

滋阴补肾填精、当归补血活血、白芍柔肝养血，三药合用

加强补血养血之效；川芎行气理血，为“血中气药”，助当

归活血祛瘀；桃仁、红花均为破血之品，合用加强活血祛

瘀之效；然络脉瘀结多病根深伏，非一般草木之力能疏，

故本研究加入僵蚕、地龙以疏通肾络瘀阻。全方合用可

滋阴、补肾、活血、行气、通络，正中DKD肾络瘀阻的基

本病机。本研究结果显示，与模型组比较，经桃红四物

汤加味颗粒干预后，模型大鼠消瘦、多饮、多尿的症状均

明显改善，同时该颗粒从第8周开始即具有降低UTP的

作用，能减轻模型大鼠肾组织病理损伤，改善肾功能，但

对大鼠血糖无改善作用，提示该颗粒具有肾保护作用。

DKD进展至ESKD的早期标志是蛋白尿的发生，而

病程一旦进展至大量蛋白尿及肾功能衰竭，则肾脏损伤

往往呈现不可逆的发展，因此治疗早期蛋白尿对于DKD

整个病程的控制具有重要意义。肾小球滤过屏障结构

及功能的改变是蛋白尿产生的重要病理基础，而足细胞

作为滤过屏障的最外层部分，对于维持肾小球的完整性

至关重要[7]。EMT作为足细胞损伤的一种表现形式，是

指足细胞失去其标志性的表型特征，转化为具有间充质

表型细胞的过程，伴随细胞形态的改变和细胞功能的缺

失。研究表明，蛋白尿的发生明显早于足细胞脱落，而

EMT是足细胞脱落和凋亡前的一个可逆过程，因此抑制

EMT 能 在 一 定 程 度 上 控 制 蛋 白 尿 的 漏 出[14]。 P-

cadherin、nephrin均是足细胞裂孔膜的标志蛋白，而WT1

只表达于足细胞核，是成熟足细胞的特异性标志蛋

白[15]。本研究结果显示，与正常组比较，模型组大鼠肾

组织中P-cadherin、nephrin mRNA表达水平均降低、蛋白

沉积均减少，而间充质细胞表型标志物 α-SMA mRNA

表达水平升高、蛋白沉积增多；经桃红四物汤加味颗粒

干预后，模型大鼠肾组织中P-cadherin、nephrin mRNA表

达水平均升高、蛋白沉积均增加，α-SMA mRNA表达水

平降低、蛋白沉积均减少，提示DKD模型大鼠存在足细

胞EMT过程，而桃红四物汤加味颗粒能抑制EMT过程。

此外，笔者通过电子显微镜及WT1标记足细胞的方法，

观察到模型组大鼠足细胞足突弥漫融合、肾小球基底膜

增厚，WT1标记的足细胞明显减少；而经桃红四物汤加

味颗粒干预后，足细胞在形态及数量上均有改善，同时

肾小球基底膜厚度亦有改善，表明该颗粒能改善 DKD

模型大鼠肾组织病理损伤，减轻足细胞损伤。

DKD进展至ESKD的最终病理表现是肾脏纤维化。

肾脏纤维化是以肾小管及肾脏毛细血管结构变性及丧

失、细胞外基质大量积聚为特征的病理表现。随着肾间

质纤维化的加重，肾功能逐渐丧失，因此延缓肾脏纤维

化进展是治疗DKD的关键。TGF-β1是一种重要的致纤

维化因子，其活化可以诱导肌成纤维细胞增殖，导致胶

原纤维在肾组织间大量堆积，进一步加重肾脏纤维化进

展[16]。Col-Ⅳ是细胞外基质的主要胶原成分，α-SMA是

肌纤维细胞表达的特征蛋白，两者在肾脏中的表达水平

升高均能直接反映肾脏纤维化程度[17]。本研究结果显

示，与正常组比较，模型组大鼠肾组织中可见胶原纤维

在肾小球及肾间质沉积较多，TGF-β1、Col-Ⅳ及α-SMA

在肾组织中的表达上调；经桃红四物汤加味颗粒干预

后，大鼠肾组织中胶原纤维沉积减少，TGF-β1、Col-Ⅳ及

α-SMA表达下调，表明该颗粒能有效减轻肾脏纤维化进

β-actin

TGF-β1

Col-Ⅳ
正常组

43 kDa

44 kDa

130 kDa

模型组 厄贝沙坦组 桃红四物汤
加味组

图4　大鼠肾组织中TGF-β1、Col-ⅣⅣ蛋白表达的电泳图

表6　各组大鼠肾组织中Col-ⅣⅣ、TGF-β1 mRNA和蛋白

检测结果（x±s，n＝8）

组别

正常组
模型组
厄贝沙坦组
桃红四物汤加味组

TGF-β1

mRNA

1.00±0.11

2.51±0.35a

1.67±0.38b

1.52±0.29b

蛋白
0.22±0.03

0.64±0.12a

0.34±0.06b

0.30±0.05b

Col-Ⅳ
mRNA

1.00±0.08

1.98±0.28a

1.22±0.24b

1.28±0.19b

蛋白
0.14±0.03

0.53±0.05a

0.27±0.03b

0.21±0.03b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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展，具有肾保护作用。

综上所述，桃红四物汤加味颗粒可通过抑制 DKD

模型大鼠足细胞EMT，减轻肾组织病理损伤及足细胞损

伤，从而保护肾功能、延缓肾脏纤维化进展。但本文未

对桃红四物汤加味颗粒抑制足细胞EMT所涉及的信号

通路进行研究，这也是本课题组在后续研究中需探讨的

方向之一。
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