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养肝益水颗粒对自发性高血压大鼠肾组织 TGF-β1、PI3K 和 PKB 的影响 
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摘  要：目的  观察养肝益水颗粒对自发性高血压大鼠（spontaneously hypertensive rat，SHR）肾组织转化生长因子-β1

（TGF-β1）、磷脂酰肌醇-3 激酶（PI3K）和蛋白激酶 B（PKB）的影响，探讨养肝益水颗粒对原发性高血压早期肾损害的作用

及作用机制。方法  取 50 只 12 周龄收缩压大于 150 mmHg 的 SHR，随机分为模型组，养肝益水颗粒高、中、低剂量组（10.8、
5.4、2.7 g/kg）和阳性对照药厄贝沙坦组（0.015 g/kg），每组 10 只；另取 10 只 Wistar 雄性大鼠作为正常对照组，模型组和

正常对照组 ig 给予等容量蒸馏水，每天 1 次，共 12 周。给药前和给药 12 周后用酶联免疫吸附法（ELISA）检测各组大鼠

尿微量白蛋白（UMA）浓度；末次给药后，用免疫组化法检测各组大鼠肾脏组织中 TGF-β1 和 PI3K 的表达；用 ELISA 法检

测 PKB 的浓度。结果  养肝益水颗粒有效的降低了尿微量白蛋白的浓度和肾脏组织 TGF-β1；升高了肾脏组织 PI3K 和 PKB
水平。结论  养肝益水颗粒对高血压的早期肾损害有一定的抑制作用，其作用机制可能与影响 TGF-β1、PI3K 和 PKB 的含量

有关。 
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Effects of Yanggan Yishui Granule on TGF-β1, PI3K and PKB expression in renal 
tissue of spontaneously hypertensive rats 
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Abstract: Objective  To observe the effects of Yanggan Yishui granule (YGYSG) on Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1), 
PhosPhatidylinositol-3-kinase (PI3K) and protien kinase B (PKB) in spontaneously hypertensive rats (SHR), in order to explore the 
underlying mechanisms of YGYSG in preventing and treating early renal damage. Methods  Fifty 12 weeks old male and the systolic 
blood pressure > 150 mmHg SHR were randomly divided into the model group (the same volume of distilled water), the YGYSG high, 
medium and low dose group (at the daily dose of 10.8 g /kg, 5.4 g /kg and 2.7 g /kg YGYSG), and the positive control group (at the 
daily dose of 15 mg/kg irbesartan), 10 in each group. Another ten Wistar rats were included as the control group (the same volume of 
distilled water). The drug was given by intragastric gavage for 12 weeks, respectively, at pre-administration and after successive 
administration for 12 weeks, urine Microalbumin (urine MA) concentration was measured by ELISA; after the last administration, the 
levels of TGF-β1 and PI3K in liver tissue were determined by immunohistochemistry and PKB were detected by ELISA. Results  
YGYSG decreased urine MA and TGF-β1 concentration, and increased PI3K and PKB concentration. Conclusion  Yanggan Yishui 
granule inhibited early renal damage of SHR which might be related to its regulation on TGF-β1, PI3K and PKB concentration . 
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目前全球约有 10 亿成年人患有高血压[1]，高血

压病的患病率高而且起病隐匿，受遗传和后天环境

的共同影响[2]，是影响心血管疾病发病率和死亡率

的重要因素[3]。高血压最大的危害是能导致病人脑、

心脏和肾脏等重要脏器的一系列病变，其中肾脏为

主要受累的靶器官之一，即可造成肾脏损害，而各

种原因造成的肾脏损害又会加重高血压[4]。 
中医学认为高血压肾损害主要病理基础是肝肾 
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阴虚、肾虚血瘀，故在治疗过程中应以补肝益肾、

活血通络为基本原则。养肝益水颗粒（主要组成为

枸杞子、黄芪、菟丝子、怀牛膝等）是安徽中医学

院第一附属医院心内科周宜轩主任医师在长期临床

经验的基础上，结合现代药理研究成果，拟方制成

的颗粒剂，并进行中医症候与早期肾损害指标相关

性研究。临床研究已经证实该方对高血压早期肾损

害有一定的改善作用[5-6]。本实验通过观察养肝益水

颗粒对 SHR 的肾组织中 TGF-β1、PI3K 和 PKB 含量

的影响，探究养肝益水颗粒保护肾脏的作用及作用

机制。 
1  材料 
1.1  动物 

雄性 SHR 和 Wistar 大鼠，12 周龄，购于北京

维通利华实验动物技术有限公司；许可证编号

SCXK（京）2012-0001，合格证号 0261977。 
1.2  药品与试剂 

养肝益水颗粒，购于安徽中医学院第一附属医

院，批号 20110804；厄贝沙坦片，江苏恒瑞医药股

份有限公司生产，批号 11121251；水合氯醛，国药

集团化学试剂有限公司生产，批号 20100304；MA
和 PKB 试剂盒，上海源叶生物技术有限公司，批号

分别为 11528R 和 10778R；TGF-β1 和 PI3K 多克隆

抗体，SP 二抗试剂盒及 DAB 显色试剂盒均购自北

京中杉生物技术有限公司。 
1.3  仪器 

BP—6 型动物无创血压测试仪（成都泰盟科技

有限公司）；BL—820 型生物机能实验系统（成都

泰盟科技有限公司）；Centrifuge5417R 型离心机；

ALC210 型电子分析天平，北京赛多利斯仪器系统

有限公司；iMARK 型酶标仪；Leica2135 型石蜡切

片机；BM—Ⅱ型病理组织包埋机，安徽省电子科

学研究所；88—1 大功率磁力搅拌器；QT—1 漩涡

混合器，上海琪特分析仪器有限公司；Nikon80 荧

光显微镜，新飞达光学仪器公司。 
2  方法 
2.1  动物的分组及给药 

取 12 周龄雄性 SHR 65 只和 Wistar 大鼠 15 只，

进行适应性饲养 1 周后，用动物无创血压测试仪测

量收缩压，取 50 只收缩压大于 150 mmHg（1 
mmHg=0.133 kPa）的 SHR，按血压分层随机分为 5
组，即模型组、阳性对照药厄贝沙坦组（15 mg/kg）、
养肝益水颗粒高、中、低剂量组（10.8、5.4、2.7 g/kg），

每组 10 只；取 10 只收缩压小于 120 mmHg 的 Wistar
雄性大鼠作为正常对照组。给药容积为 0.2 mL/kg，
每天 ig 给药 1 次，连续给药 12 周。 
2.2  检测指标 
2.2.1  尿微量白蛋白（UMA）的检测  于给药前和

第 12 周给药后用代谢笼收集大鼠 24 h 尿液，吸取 2 
mL，用 ELISA 法检测 UMA 的浓度。 
2.2.2  肾脏组织 TGF-β1、PI3K 和 PKB 的检测  末
次给药后 1 h，用 3.5%水合氯醛麻醉大鼠，取一侧

肾脏放入 10%的中性甲醛中固定保存，用免疫组化

法检测 TGF-β1 和 PI3K 的量；取另一侧肾脏匀浆，

离心，取上清液，用 ELISA 法检测 PKB 的量。 
2.3  统计方法 

应用 SPSS17.0 统计软件进行统计分析处理。所

有数据用（ ±x s ）表示，组间比较采用单因素方差

分析。 
3  结果 
3.1  养肝益水颗粒对 SHR 尿 MA 的影响 

给药前，SHR 模型组与正常对照组比较，UMA
差异有显著性（P＜0.01），说明模型成立，按剂量

连续给药 4、8、12 周后，模型组 UMA 的量增加，

且随时间延长而增加，用药各组 UMA 量减少，且

随时间延长，没有明显增加，与模型组比较，差异

均有显著性（P＜0.01），说明模型组随时间延长肾

脏损害加重，各用药组含量没有明显增加，说明养

肝益水颗粒对 SHR 肾脏有明显的保护作用。结果见

表 1。 
3.2  养肝益水颗粒对 SHR 肾脏中 TGF-β1 和 PI3K
的影响 

免疫组化结果显示，TGF-β1 在模型组肾小管中

有密集的棕黄色颗粒，呈高表达，各给药组无表达

或极弱表达，与模型组比较差异显著（P＜0.05）；
PI3K 在模型组表达较弱，与模型组比较，各用药组

表达升高，其中高剂量组差异有显著性（P＜0.01），
低剂量组和阳性有差异明显（P＜0.05）。结果见表

2，图 1、2。 
3.3  养肝益水颗粒对SHR肾脏组织PKB浓度的影

响 
与正常组比较，模型组的 PKB 浓度明显下降（P

＜0.05）；与模型组比较养肝益水颗粒各给药剂量组

的 PKB 浓度显著上升，具有统计学意义，其中中剂

量组差异极显著（P＜0.01）、高剂量组和低剂量组

差异显著（P＜0.05）。结果见表 2。 
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表 1  养肝益水颗粒对 SHR 尿微量白蛋白含量的影响 ( ±x s , n=10) 
Table 1  Effects of YGYSG on UMA level in SHR ( ±x s , n=10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
UMA/(μg·mL-1) 

给药前 给药 4 周 给药 8 周 给药 12 周 
正常对照 － 6.72±1.53** 7.01±1.79** 7.70±1.49** 8.14±1.68** 

模型 － 16.37±1.57 23.61±1.93 30.55±3.11** 37.51±3.85 
养肝益水颗粒 10.8 16.08±1.37 18.81±1.51** 17.20±2.02** 17.80±2.71** 

 5.4 16.36±1.72 19.98±1.87** 19.24±2.38** 19.34±2.39** 

 2.7 16.40±1.38 21.13±1.76** 20.47±2.96** 21.29±2.66** 

阳性对照 0.015 16.30±1.80 16.91±1.30** 15.93±2.71** 16.55±2.26** 

与模型组比较:**P＜0.01 
**P＜0.01 vs model group 

      
 

图 1  各组大鼠肾小管 TGF-β1 的表达 
Fig. 1  Expression of TGF-β1 in renal tubule among 6 groups  

      
 

图 2  各组大鼠肾小管 PI3K 的表达 
Fig. 2  Expression of PI3K in renal tubule among 6 groups 

表 2  养肝益水颗粒对 SHR 肾组织中 TGF-β1、PI3K 和 PKB 的影响 ( ±x s , n=10) 
Table 2  Effects of YGYSG on TGF-β1 PI3K and PKB in SHR ( ±x s , n=10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
平均光密度 

PKB/(pg·mL−1) 
TGF-β1 PI3K 

正常对照 － 0.1637±0.0318* 0.438±0.005* 436.3±30.95* 

模型 － 0.2886±0.0645 0.377±0.015 381.3±73.47 
养肝益水颗粒 10.8 0.2395±0.0091* 0.443±0.008** 445.9±26.06* 

 5.4 0.2316±0.1035* 0.430±0.027 481.5±62.72** 

 2.7 0.2097±0.0302* 0.434±0.017* 441.7±71.51* 

阳性对照 0.015 0.1925±0.0680* 0.437±0.010* 400.9±44.18 

与模型组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P＜0.05，**P＜0.01 vs model group 

4  讨论 
SHR 的自发性高血压与人类高血压疾病的病理

生理机制相似，是目前应用最广泛的高血压模型[7]。

肾脏与高血压关系密切，它既是血压的重要调节器 
官又是高血压损害的主要靶器官之一。但由于肾脏

具有自我调节作用，在高血压肾脏病变的早期，临

床上除夜尿增多外通常无明显症状，易被患者忽视，

常规反映肾功能的各项血、尿检查（血肌酐、尿素

氮、尿常规）均正常，但肾小球、肾小管功能可能

已有所减退，肾脏的储备功能已经下降，而此时患

正常对照 模型对照 养肝益水颗粒 10.8 g·kg−1 养肝益水颗粒 5.4 g·kg−1 养肝益水颗粒 2.7 g·kg−1 阳性对照 

正常对照 模型对照 养肝益水颗粒 10.8 g·kg−1 养肝益水颗粒 5.4 g·kg−1 养肝益水颗粒 2.7 g·kg−1 阳性对照 
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者尿中的 UMA 会增加，出现微量白蛋白尿[8]，因

此 UMA 可作为是高血压患者肾损害的早期敏感

指标，对高血压肾病的早期诊断有重要价值[9]。尤

其是 24 h UMA 定量在临床上意义更大，并可以将

此项检查用来识别那些需要进行预防和治疗的患者
[10]。本研究中发现给药 12 周后模型组大鼠 UMA 含

量已经显著升高，而各给药组的 UMA 的含量已受

到药物的调节，上升幅度不大，这说明养肝益水颗

粒对高血压早期肾损害有一定的抑制作用。 
TGF-β1 是目前公认的最主要的肾脏促纤维化

因子[11]，在肾间质纤维化过程中起重要作用。大量

研究证实，TGF-β1 在肾脏组织的表达水平较高，在

肾小球和肾小管间质纤维化发生发展中起重要作

用。高血压肾病患者肾小球肥大是 TGF-β1 介导的
[12]。TGF-β1 可以刺激系膜细胞产生蛋白多糖和合成

细胞外基质，抑制 TGF-β1 的表达将能延缓肾小球硬

化的发生发展。在动物模型中，有直接的证据表明

TGF-β1 加速肾小球肾炎及肾小球硬化的发展，而抑

制 TGF-β1 的表达将能减轻肾脏病变[13]，而高血压

又可促进组织 TGF-β1 的高表达[14]。本研究结果表

明，模型组 TGF-β1 表达增高，即随着肾脏损害的加

重而增高；与模型组比较，各给药组明显降低，这

也说明养肝益水颗粒对肾脏有保护作用。 
近几年来，TGF-β1 非 Smad 信号通路已逐渐受

到了人们关注[15]，研究显示 PI3K 是 TGF-β1 重要的

下游信号分子之一，PI3K 是一种胞内磷脂酰肌醇激

酶，是一种重要的信号酶，TGF-β1 通过直接或间接

方式调节 PI3K 的表达水平，在部分病理生理过程及

细胞类型中表现为对 PI3K 的负性调节作用，PI3K
最重要的下游因子之一 PKB 是一种丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶[16]，研究发现活化 PKB 能防止上皮细胞

凋亡和坏死、维持肾小管结构及功能的完整性[17]，

PI3K-PKB 通路可以促进细胞的生长和生存[18]。本

研究发现，养肝益水颗粒可以下调 UMA 和 TGF-β1

的含量并使 PI3K 和 PKB 的含量上升，说明养肝益

水颗粒对肾脏有保护作用，但其是否通过影响

TGF-β1 非 Smad 信号通路来发挥保护肾脏作用目前

尚不清楚，需有待进一步的研究证实。 
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