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摘  要：目的  研究组分配伍四逆汤对大鼠膜性肾病的治疗作用及机制。方法  将 QR 只雄性 pa 大鼠，随机分为对照组、

模型组和组分配伍四逆汤组，除对照组外，其余各组尾 áv 兔抗大鼠 cxNA 抗血清制备大鼠膜性肾病模型。造模成功后，组

分配伍四逆汤组大鼠 ág=VKS=gLkg组分配伍四逆汤，模型组和对照组 ág等量蒸馏水，连续给药 NO周。试剂盒法检测大鼠血清

中肌酐（pcr）、尿素氮（_rk）以及白蛋白（Aäb）含量；取肾脏检测肾指数，苏木素J伊红（eb）染色观察肾组织的病理

情况；bifpA法检测肾组织中转化生长因子JβN（qdcJβN）、纤维连接蛋白（ck）以及 fs型胶原（CoäJfs）含量；采用tesíern=
bäoííáng法检测肾脏中 bohNLO和胞浆型磷脂酶（cmiAO）蛋白磷酸化水平。结果  与对照组比较，模型组血清中 pcr、_rk
水平以及肾指数明显升高（m＜MKMR、MKMN），血清 Aäb水平明显降低（m＜MKMN），肾组织中 qdcJβN、ck和 CoäJfs含量以及

bohNLO、cmiAO磷酸化蛋白表达均显著升高（m＜MKMR、MKMN）；与模型组比较，组分配伍四逆汤显著降低血清中 pcr、_rk
水平以及肾指数（m＜MKMR、MKMN），升高血清中 Aäb 水平（m＜MKMN），降低肾组织中 qdcJβN、ck、CoäJfs 含量，减少肾组

织中 bohNLO和 cmiAO磷酸化蛋白表达（m＜MKMR、MKMN）；eb染色结果显示，组分配伍四逆汤可以改善膜性肾病大鼠肾脏的病理

变化。结论  组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠发挥明显治疗作用，其作用机制可能与抑制 bohLcmiAO信号通路激活相关。=
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=
膜性肾病是原发性肾小球肾炎的一种常见病理

类型之一，以肾小球上皮细胞下免疫复合物沉积伴

基底膜弥漫增厚为主要特征xNz。中医认为膜性肾病

发病病机主要为本虚标实，以气阴虚、脾肾两虚为

本，湿邪淤血为标，长期患病会耗气伤阴，导致机

体气血不足、脾肾阳虚以致湿邪入侵、淤血阻滞xOz。=
四逆汤为《伤寒论》中治疗少阴虚寒证的经典

方，由附子、干姜、甘草组成，附子为君具有回阳

救逆、补火助阳、逐风寒湿邪之功效；干姜大热无

毒，守而不走，具有温中散寒、助附回阳的作用，

两者配伍达到增效减毒效果；佐以甘草补脾益气、

调和诸药，三药配伍共俱补肾、补脾益气之功，正

和膜性肾病病因病机xPz。=
本课题组前期研究发现，组分配伍形式的四逆

汤对甲状腺功能低下（甲减）的脾肾阳虚证动物模

型有良好的治疗效果xQz，进一步发现对甲减并发肾

损伤亦具有保护作用xRz，而甲减肾损伤的病理类型

主要是膜性肾病。因此，本实验建立膜性肾病大鼠

模型，应用组分配伍四逆汤干预治疗，观察其治疗

作用，并初步探讨作用机制，为临床研究提供一定

的实验指导和理论依据。=
N= =材料=
NKN= =动物=

新西兰大白兔，雄性，体质量 NKR～OKO=kg，由

北京维通利华实验动物公司提供，实验动物生产许

可证号 pCuh（京）OMNRJMMMN；pmc级 pa大鼠，

雄性，体质量 NUM～OMM=g，由中国人民解放军第四

军医大学实验动物中心提供，实验动物生产许可证

号 pCuh（军）OMNOJMMMT。=
NKO= =药材及主要试剂=

组分配伍四逆汤组成：附子炮制品（黑顺片），

购自四川省药材市场；干姜，购自安徽谓博中药股

份有限公司，批号 NTMOMN；甘草购自亳州市京皖中

药饮片厂，批号 NTMPMN；经山西中医药大学中药鉴

定教研室裴香萍副教授鉴定均为正品。完全弗氏佐

剂、不完全弗氏佐剂（美国 págm~公司，批号分别

为 MTSkUVMR、MRTkUSNQ）；血肌酐（pcr）、尿素氮

（_rk）、白蛋白（Aäb）测定试剂盒（南京建成生

物工程研究所，批号均为 OMNTMRNM）；大鼠转化生

长因子JβN（qdcJβN）、纤维连接蛋白（ck）、fs型

胶原（CoäJfs）酶联免疫吸附测定（bifpA）试剂

盒（_áoJpw~mé公司，批号均为 OMNTNO）；papJmAdb
凝胶制备试剂盒、_CA蛋白测定试剂盒、bCi检测

液、dAmae抗体、辣根酶标记羊抗兔 fgd（康为世

纪生物科技有限公司）；兔抗胞浆型磷脂酶 AO
（cmiAO）、兔抗 éJcmiAO、兔抗 éJbohNLO、兔抗

bohNLO单克隆抗体（Ceää=págn~äáng公司）。=
NKP= =主要仪器=

rsJSNMMp型紫外可见分光光度计（上海元析仪

器有限公司）；uecJav 型高速分散器（宁波新芝

生物科技股份有限公司）；sbopAm~x型酶标仪（美

谷分子仪器有限公司）；eer~eus=juäíáfuge=×No高

速冷冻离心机（赛默飞世尔科技公司）；avvJSa型

电泳仪电源（北京六一生物科技有限公司）；

qewJVO_型气浴恒温振荡器（上海博讯实业有限公

司医疗设备厂）；aw_pJRM 型商用全自动台式碎冰

机（江苏白雪电器股份有限公司）；Ch~méChemá=
mrofessáon~ä 型全自动多色荧光及化学发光凝胶成

像系统（北京赛智创业科技有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =组分配伍四逆汤的制备=

参考文献方法xSz制备药液，分别称量 OKQ= g的附

子组分（总生物碱质量分数为 MKRUB）、PKM=g甘草组

分（甘草酸、甘草苷质量分数分别为 NTKVPB、UKONB）、
UKM=g干姜水提组分（SJ姜辣素质量分数为 MKOQB）和
OKQ= g 干姜挥发油包合物组分（挥发油质量分数为

UKQB），溶于 OMM=mi蒸馏水中得组分配伍四逆汤。=
OKO= =模型建立=

大鼠适应性饲养观察 N周后开始实验，随机分

为对照组（NR只）和造模组（SM只）。参考文献方

法xTz，制备肾近曲小管刷状缘（cxNA）粉末，将 cxNA
粉末用磷酸盐缓冲液（m_p）配成质量浓度为 NM=gLi
的溶液，与等量弗氏佐剂混合乳化，在新西兰兔的

颈部、背部、腹部进行皮下多点注射，首次免疫使

用完全弗氏佐剂，第 O次开始使用不完全弗氏佐剂，

每周 N次，共免疫 S次。从第 P次免疫开始，兔耳
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缘静脉采血，检测血清效价，达 N∶PO= MMM以上为

合格，兔总颈动脉采血，分离血清，置于 RS=℃水

浴中灭活补体 PM=mán，即得兔抗 cxNA抗血清。=
造模组大鼠按 NM= miLkg单次尾 áv兔抗血清，

对照组大鼠注射等量的生理盐水。NM=d后，收集大

鼠 OQ=h尿液，采用尿液分析仪定性测定尿蛋白，以

“＋＋＋”判定为造模成功。=
OKP= =分组及给药=

选取模型成功大鼠，随机分为模型组和组分配

伍四逆汤组，每组 NR只，另取 NR只正常大鼠为对

照组。测完尿液后次日给药，组分配伍四逆汤组给

予组分配伍四逆汤（生药剂量 VKS= gLkg，剂量设置

依据见参考文献xRz），按 NM=miLkg= ág给药，模型组

和对照组给予等量蒸馏水，每周测量大鼠体质量调

整给药剂量，连续给药 NO周。=
OKQ= =样品采集及观察指标=
OKQKN= =肾功能指标= =给药 NO周后，各组大鼠 áé=NMB
水合氯醛麻醉，腹主动脉采血，离心分离血清，试

剂盒法检测血清 pcr、_rk、Aäb水平。=
OKQKO= =肾指数= =采血结束后，摘取双侧肾脏，生理

盐水漂洗，称质量，计算肾指数。=
肾指数＝两侧肾质量L体质量=

OKQKP= =病理学改变= =取各组大鼠左侧肾脏用 NMB中
性福尔马林固定，乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡切

片包埋，苏木素－伊红染色，在显微镜下观察肾小

球结构。=
OKQKQ= =肾组织指标= =取各组大鼠右侧肾组织，按组

织质量（g）体积（mi）比 N∶V加入生理盐水制成

匀浆液，采用 bifpA法检测肾组织中 qdcJβN、ck
和 ClfJfs的含量。=
OKQKR= =tesíern=bäoííáng法检测肾组织中bohLcmiAO
信号通路蛋白= =取各组大鼠右侧肾组织，按组织质

量（g）体积（mi）比 N∶NM 加入裂解液，充分裂

解 PM=mán，在 Q=℃下 NO=MMM×g离心 NR=mán，取上

清液得蛋白提取液，采用 _CA 法测定提取液中蛋

白浓度，并加入上样缓冲液，煮沸 NM=mán，冷却后

即可上样。将蛋白样品等量依次加入 NMB=
papJmAdb凝胶中电泳；结束后进行电转，将目的

蛋白转于 msac膜上；RB=_pA室温封闭，加入一

抗 éJbohNLO（N∶N=MMM）、bohNLO（N∶N=MMM）、éJcmiAO
（N∶N=MMM）、cmiAO（N∶N=MMM）、dAmae（N∶P=MMM）
置于 Q=℃中孵育过夜，洗涤 P次，每次 NM=mán；室温

下孵育二抗（N∶O=MMM），洗涤同上；将 msac膜置于

化学发光板上，滴加 bCi 化学发光液发光，条带显

影后，保拍照存。采用 fm~ge=g软件进行灰度值分析，

以内参蛋白作为参考，结果用磷酸化蛋白与总蛋白的

灰度比值表示目的蛋白的相对表达量。=
OKR= =统计学处理=

应用 pmpp= OOKM软件进行统计学处理，所有实

验数据分析结果均以 x s± 表示，多组间比较采用单

因素方差分析。=
P= =结果=
PKN= =对膜性肾病大鼠血清中 pcr、Brk和 Alb水平

的影响=
与对照组比较，模型组大鼠血清中 pcr、_rk

水平显著升高（m＜MKMR），血清 Aäb 水平显著降低

（m＜MKMR）；与模型组比较，组分配伍四逆汤均可显

著降低膜性肾病大鼠血清中 pcr、_rk 水平（m＜
MKMR），明显升高血清 Aäb含量（m＜MKMN）。见表 N。=
PKO= =肾指数=

与对照组比较，模型组大鼠肾指数显著升高

（m＜MKMR）；与模型组比较，组分配伍四逆汤显著降

低膜性肾病大鼠的肾指数（m＜MKMR）。见表 O。=
PKP= =对膜性肾病大鼠病理改变的影响=

对照组大鼠肾小球、肾小管形态结构正常，未

见炎性细胞浸润、系膜细胞及基质无增殖。模型组

大鼠肾小球肿胀，肾小球基底膜增厚，细胞增生且

有炎性细胞浸润。与模型组比较，组分配伍四逆汤

组肾小球基底膜增厚情况、系膜细胞增生以及炎性

细胞浸润情况均有所减轻。见图 N。=

表 N= =组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠血清中 pcr、Brk和 Alb水平的影响（ ±sI=n Z=NR）=
qable=N= = bffect=of=CCpa=on=serum=pcrI=BrkI=and=Alb=of=membranous=nephropathy=rats=E ±sI=n Z=NRF=

组别= 剂量LEg·kg−NF= Scr/(μmol·L−NF= _rkLEmmoä·i−NF= AäbLEg·i−NF=
对照= ―= QMKTT–TKUO= SKNU–MKQN= PKNS–MKPV=
模型= ―= QVKPO–SKTRG= TKOR–MKVNG= OKRU–MKQSG=
组分配伍四逆汤= VKS= QOKPQ–QKUN@= RKVO–MKRR@= PKQS–MKPU@@=
与对照组比较：Gm＜MKMR；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN=
Gm Y=MKMR=vs=coníroä=grouéX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=modeä=groué=

x
x
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表 O= =组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠肾指数的影响（ ±

sI=n Z=NR）=
qable=O= = bffect=of=CCpa=on=kidney=weight=index=of=
membranous=nephropathy=rats=E ±sI=n Z=NRF=

组别= 剂量LEg·kg−NF= 肾指数LB=
对照= ―= MKRO–MKMO=
模型= ―= MKRV–MKMSG=
组分配伍四逆汤= VKS= MKRP–MKMO@=

与对照组比较：Gm＜MKMR；与模型组比较：@m＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=coníroä=grouéX=@m Y=MKMR=vs=modeä=groué=

PKQ= = 组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠肾组织中

qdcJβ1、ck和 ClfJfs含量的影响=
与对照组比较，模型组大鼠肾组织中 qdcJβN、

ck、ClfJfs含量显著升高，差异具有统计学意义

（m＜MKMR、MKMN）；与模型组比较，组分配伍四逆

汤能明显降低膜性肾病大鼠肾组织中 qdcJβ1、
ck、ClfJfs含量，差异具有统计学意义（m＜MKMN）。
结果见表 P。=

= = = = = = =
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =组分配伍四逆汤 VKS=g·kg−N=

红色箭头J肾小球基底膜增厚；绿色箭头J间质水肿，并伴有炎症细胞浸润；黄色箭头J系膜增生=
oed=~rrows=J=íháckenáng=of=gäomeruä~r=b~semení=membr~neX=dreen=~rrows=J=áníersíáíá~ä=edem~=wáíh=ánfä~mm~íory=ceää=ánfáäír~íáonX=veääow=~rrow=J=

mes~ngá~ä=hyéeréä~sá~=

图 N= =组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠病理改变的影响=
cigK=N= = bffect=of=CCpa=on=renal=pathological=changes=in=rats=with=membranous=nephropathy=

表 P= =组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠肾组织中 qdcJβ1、ck、ClfJfs水平的影响（ ±sI=n Z=NR）=
qable=P= = bffects=of=CCpa=on=qdcJβNI=ck=and=ClfJfs=level=of=membranous=nephropathy=rats=in=renal=tissue=E ±sI=n Z=NRF=

组别= 剂量LEg·kg−NF= qdcJβ1LEμg·i−NF= ckLEμg·i−NF= CoäJfsLEμg·i−NF=
对照= ―= NMUKVM–UKNT= OQQKPS–RKNP= PKMP–MKNR=
模型= ―= NOSKTS–SKSUGG= ORRKUV–TKROG= PKPS–MKNRGG=
组分配伍四逆汤= VKS= NMVKTN–QKMS@@= OQMKVO–TKPO@@= OKVR–MKNO@@=
与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：@@m＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=coníroä=grouéX=@@m Y=MKMN=vs=modeä=groué=

PKR= = 组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠肾组织中

bohLcmiAO信号通路蛋白的影响=
tesíern= bäoííáng结果显示，与对照组比较，模

型组大鼠肾组织中 bohNLO 和 cmiAO 磷酸化表达

显著升高（m＜MKMN）；与模型组比较，组分配伍四

逆汤能明显降低 bohNLO 和 cmiAO 磷酸化的水平

（m＜MKMR、MKMN）。见图 O。=
Q= =讨论=

膜性肾病发病机制复杂，主要通过抗原与抗体

交互作用形成免疫复合物，激活补体系统形成膜攻

击复合物（CRbJV），刺激各种细胞的生物学活性改

变，包括炎性介质、细胞因子等；病理改变包括肾

小球毛细血管基底膜增厚、炎性细胞浸润、肾小球

间质肥大等。研究发现，miAO 是体内一类与磷脂

代谢有关的酶，广泛参与机体细胞内外信号的传递

及炎症反应或与多种炎症相关疾病的病理反应，=
cmiAO是 miAO的主要亚型之一，可水解各类细胞

膜，造成膜通透性降低。CRbJV 主要以激活胞质

cmiAO的形式起作用，该作用有赖于 C~OH的内流和

磷酸化反应。cmiAO被激活时，可释放游离的花生

四烯酸（AA），AA 经过环氧化酶和血栓素合成酶

的作用转化为前列腺素和血栓素，两者在肾脏疾病

发展过程中能发挥多种病理生理作用，尤其在膜性

肾病中，可引起足细胞损伤和蛋白尿xUz。此外，CRbJV
还能反式激活受体型酪氨酸激酶，使 bohNLO 的

perLqhr 双位点磷酸化从而激活 boh 信号通路，激

活后的 boh 信号通路能促进细胞质靶蛋白磷酸化

或是调节其他蛋白激酶活性，其中 cmiAO就是 boh=

x

x

x
x
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与对照组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN=
GGm Y=MKMN=vs=coníroä=grouéX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=modeä=groué=

图 O= =组分配伍四逆汤对膜性肾病大鼠肾组织中 bohNLO和 cmiAO磷酸化水平的影响（ ±sI=n Z=NR）=
cigK=O= = bffects=of=CCpa=on=phosphorylation=levels=of=bohNLO=and=cmiAO=on=membranous=nephropathy=rats=in=renal=tissue=

E ±sI=n Z=NRF=

磷酸化的靶点之一，因此 boh激活也可引起 cmiAO
的激活xVz。=

细胞外基质（bCj）是维持肾脏正常生理功能

的重要组成部分，主要包括胶原蛋白、糖蛋白以及

蛋白多糖，其中主要以 ClfJfs 和 ck 为主，bCj
的积聚是直接导致膜性肾病发生的主要原因。

qdcJβ 是一类可以调控细胞增殖、分化和凋亡以及

对胚胎发育及免疫功能等都具有重要的调节作用的

细胞因子，在肾组织中主要由肾小球上皮细胞、系

膜细胞以及浸润的单核细胞等分泌，现代研究表明，

qdcJβ 能够促进 bCj 的形成，使肾小球基底膜增

厚，同时能够直接促进 CoäJfs和 ck的合成，导致

CoäJfs在病变位置积聚，加重肾脏损害xNMz。=
本实验研究结果表明，组分配伍四逆汤能显著

降低膜性肾病大鼠血清中 pcr、_rk水平以及肾指

数，升高血清 Aäb水平，改善肾小球病变，减少大

鼠肾组织中 qdcJβN、ck 和 ClfJfs 含量，降低

bohNLO和 cmiAO磷酸化蛋白表达，说明组分配伍

四逆汤通过抑制 bohL= cmiAO信号通路激活，减少

膜磷脂水解，保护了肾小球和毛细血管完整结构，

使肾小球滤过率升高，保护肾脏；同时组分配伍四

逆汤还能减少肾细胞过度释放 qdcJβN，降低肾组织

中 ClfJfs和 ck合成，缓解肾脏损伤。=
组分配伍四逆汤可通过抑制 bohLcmiAO 信号

通路激活，保护肾小球滤过率，改善血清中低 Aäb、
高 pcr、_rk 情况，减少肾组织中 qdcJβN 过度分

泌，阻止 ClfJfs和 ck合成，从而改善肾小球和毛

细血管结构，保护肾脏正常生理功能。=
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