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也摘要页 目的 探讨六味地黄汤对阿霉素肾病渊adriamycin nephropaghy, ADRN冤小鼠尿蛋白的干预作用及可能机制遥 方法 30
只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠随机选取 5 只为空白组袁余下小鼠以单次尾静脉注射阿霉素渊0.01 g窑kg-1冤复制 ADRN 模型袁2 周后将

造模成功的小鼠随机分为模型组尧贝那普利组及低尧中尧高剂量六味地黄汤组袁每组 5 只遥空白组尧模型组予等体积注射用水灌胃袁贝
那普利组予 0.0013 g窑kg-1 贝那普利灌胃袁低尧中尧高剂量六味地黄汤组分别予 9.75尧19.5尧39 g窑kg-1 六味地黄汤灌胃袁每日 1 次袁连续

8 周遥 自动生化仪检测小鼠 24 h尿蛋白定量尧血清白蛋白尧血清肌酐尧血清钾曰HE 染色法尧电镜观察小鼠肾脏病理改变及足突形态曰
免疫组织化学法尧Western bolt 检测小鼠肾脏磷酸化 p38 MAPK渊phosphorylated p38 MAPK, p-p38 MAPK冤尧琢-辅肌动蛋白-4渊琢-
actinin-4冤尧突触孔蛋白渊synaptopodin冤的表达曰RT-PCR检测小鼠肾脏 琢-actinin-4尧synaptopodin mRNA表达遥 结果 与空白组比较袁
模型组小鼠体质量尧24 h 尿量尧血清白蛋白降低袁24 h 尿蛋白定量升高渊P约0.05冤曰肾小球系膜细胞增生袁部分系膜区扩大尧肾小管蛋

白管型袁间质可见炎性细胞浸润袁足突广泛融合曰琢-actinin-4 蛋白及 mRNA尧p-p38 MAPK 蛋白表达升高渊P约0.05冤袁synaptopodin 蛋

白及 mRNA表达降低渊P约0.05冤遥 与模型组比较袁各干预组病理改变及足突融合均得到不同程度改善袁贝那普利组及中尧高剂量六

味地黄汤组 24 h 尿蛋白定量减少袁高剂量六味地黄汤组 p-p38 MAPK 蛋白表达降低渊P约0.05冤袁低尧中尧高剂量六味地黄汤组

synaptopodin 蛋白及 mRNA 表达均升高渊P约0.05冤遥 贝那普利组及低尧中尧高剂量六味地黄汤组组间比较袁各指标差异无统计学意义

渊P跃0.05冤遥 结论 六味地黄汤可能通过抑制 p38 MAPK 通路活化和上调 琢-actinin-4尧synaptopodin 蛋白及 mRNA 表达袁改善肾脏病

理及足突融合袁减轻足细胞损伤袁减少 ADRN 小鼠尿蛋白遥
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世界卫生组织叶2019 年全球卫生估计报告曳袁全
球十大死亡原因排序袁肾脏疾病已从 2000 年世界

第 13 位上升至第 10 位袁预计 2040 年肾脏疾病将成

为全球第五大死因遥 蛋白尿是慢性肾脏病渊chronic
kidney disease, CKD冤的常见临床表现袁也是 CKD
进展的独立危险因素之一袁足细胞损伤是其发生的

核心环节[1-2]遥 丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-acti鄄
vated protein kinases, MAPKs冤亚家族 p38 MAPK通

路的活化与足细胞损伤尧足突融合和蛋白尿的发生

相关[3]袁磷酸化p38 MAPK 渊phosphorylated p38 MAPK,
p-p38 MAPK冤 是 p38 MAPK 信号通路中的关键分

子遥 琢-辅肌动蛋白-4渊琢-actinin-4冤尧突触孔蛋白

渊synaptopodin冤是重要的足细胞骨架蛋白袁两者表达

异常参与足突融合介导的足细胞损伤遥
中医学无野蛋白尿冶论述袁多数学者认为蛋白质

属精微物质袁野肾主封藏冶理论源于叶素问窑六节藏

象论曳袁其中载院野肾者袁主蛰袁封藏之本袁精之处也袁
故肾主藏精袁宜藏不宜泄冶遥 足细胞损伤与肾失封藏

均可见蛋白尿袁本课题组认为足细胞是野肾失封藏尧
精微外泄冶 的微观结构基础遥 六味地黄汤滋阴补

肾袁是临床治疗慢性肾脏病的有效方剂袁课题组前

期研究显示其可降低肾病模型大鼠蛋白尿水平遥 目

前袁从 p38 MAPK 通路活化及足细胞骨架蛋白角度

研究六味地黄汤减轻尿蛋白的研究相对较少袁本研

究拟从足突融合角度观察六味地黄汤对足细胞损

伤的干预作用袁初步探讨六味地黄汤减少阿霉素肾

病渊adriamycin nephropathy, ADRN冤小鼠尿蛋白的

分子机制遥
1 材料

1.1 动物

30 只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠袁4耀6 周袁体质

量 27耀35 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司袁许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004袁饲养于湖南中

医药大学第一附属医院实验动物中心 SPF 级小鼠

动物房袁每笼 5 只袁普通饲料喂养袁自由饮水袁隔日更

换垫料遥 本实验经湖南中医药大学第一附属医院实

验动物伦理委员会批准渊编号院ZYFY20180616-07冤袁
符合实验动物福利与伦理原则遥
1.2 主要药物与试剂

六味地黄汤超微颗粒渊熟地黄 24 g袁山药 12 g袁
山茱萸 12 g袁泽泻 9 g袁茯苓 9 g袁牡丹皮 9 g冤购
于湖南中医药大学第一附属医院门诊中药房遥 注射

selected as the blank group, and the remaining mice were injected with adriamycin (0.01 g窑kg-1) via the tail vein to replicate the
ADRN model. Two weeks later, the successfully modeled mice were randomized into the model group, the benazepril group, and the
low-, medium-, and high-dose LWDHD groups, with 5 mice in each group. The blank and model groups were given an equal
volume of water for injection by gavage. The benazepril group was given 0.001 3 g窑kg-1 benazepril by gavage, while the low-,
medium-, and high-dose LWDHD groups were given 9.75, 19.5, and 39 g窑kg-1 LWDHD by gavage respectively, once a day for 8
consecutive weeks. Automatic biochemical analyzer was used to check the 24-hour urine protein quantification, and the serum
levels of albumin, creatinine, and potassium in mice. HE staining and electron microscopy were used to observe renal pathological
changes and foot process morphology. Immunohistochemistry and Western blot were used to examine the expressions of
phosphorylated p38 MAPK (p-p38 MAPK), 琢-actin-4, and synaptopodin proteins in mice kidneys. RT-PCR was used to examine the
expressions of 琢-actin-4 and synaptopodin mRNA in mice kidneys. Results Compared with the blank group, the body weight, 24-
hour urine volume, and serum albumin level of the model group decreased, while the 24-hour urine protein quantification increased
(P<0.05); hyperplasia of glomerular mesangial cells, partial mesangial area expansion, renal tubular protein casts, and interstitial
inflammatory cell infiltration were observed, with extensive fusion of foot processes; the expressions of 琢-actinin-4 protein and
mRNA, and p-p38 MAPK protein increased (P<0.05), while the expressions of synaptopodin protein and mRNA decreased (P<0.05).
Compared with the model group, the pathological changes and foot process fusion in each intervention group were improved to
varying degrees. The quantitative reduction of 24-hour urine protein was observed in the benazepril group as well as the medium-
and high-dose LWDHD groups. The expression of p-p38 MAPK protein decreased in the high-dose LWDHD group (P<0.05), while
the expressions of synaptopodin protein and mRNA increased in the low-, medium-, and high-dose LWDHD groups (P<0.05). There
was no statistically significant difference in various indicators among benazepril group and the low-, medium-, and high-dose
LWDHD groups (P>0.05). Conclusion LWDHD may relieve renal pathological changes and foot process fusion, alleviate foot cell
damage, and reduce urine protein in mice with ADRN, by inhibiting the activation of the p38 MAPK pathway and upregulating the
protein and mRNA expressions of 琢-actin-4 and synaptopodin.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Liuwei Dihuang Decoction; proteinuria; p-p38 MAPK; 琢-actinin-4; synaptopodin
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用水加热后溶解中药超微颗粒袁水浴恒温器浓缩

1.5 g窑mL-1渊每毫升药液含生药 1.5 g冤袁离心后高压

灭菌袁4 益冷藏备用遥注射用盐酸多柔比星渊阿霉素袁
深圳万乐药业有限公司袁10 mg/支冤购自湖南中医药

大学第一附属医院门诊西药房袁1 支溶解于注射用

水 5 mL 中袁每毫升药液含 2 mg 阿霉素遥 贝那普利

片剂渊上海新亚药业闵行有限公司袁10 mg/片冤购自湖

南中医药大学第一附属医院门诊西药房遥 苏木精

渊货号院H8070袁北京索莱宝科技有限公司冤曰曙红 Y
[醇溶袁货号院A600190袁生工生物工程渊上海冤股份有

限公司]曰p-p38 MAPK渊货号院WL03428袁沈阳万类生

物科技有限公司冤曰琢-actinin-4渊货号院Bs-1741R袁北
京博奥森生物技术有限公司冤曰synaptopodin渊货号院
WL04397袁沈阳万类生物科技有限公司冤曰HRP 标记

山羊抗兔 IgG渊货号院#31460袁赛默飞世尔科技公司冤曰
DAB 显色液渊货号院DAB-1031袁福州市迈新生物技

术开发公司冤曰全蛋白提取试剂盒渊货号院WLA019袁
沈阳万类生物科技有限公司冤曰BCA 蛋白浓度测定

试剂盒渊货号院WLA004袁沈阳万类生物科技有限公

司冤曰茁-actin渊货号院WL01372袁沈阳万类生物科技有

限公司冤等遥
1.3 主要仪器

QH01-9030A 型电热恒温鼓风干燥箱渊上海精

宏实验设备有限公司冤曰RM22354 型石蜡切片机渊德
国莱卡公司冤曰7170 型自动化分析仪尧H-600 型透射

电镜渊日本日立公司冤曰NW10LVF 型超纯水系统渊力
康生物医疗科技控股有限公司冤曰H-2050R 型超速

冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公司冤曰
Exicycler 96 型荧光定量 PCR 仪渊韩国 BIONEER 公

司冤曰DYY-7C 型电泳仪尧DYCZ-40D 型电泳槽尧WD-
9413B 型凝胶成像系统渊北京六一生物科技有限公

司冤曰ELX-800 型酶标仪渊美国伯腾仪器有限公司冤曰
BX53 型显微镜尧DP73 型显微镜拍照系统渊日本奥林

巴斯公司冤遥
2 方法

2.1 动物分组及造模

30 只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠适应性喂养 1
周袁弃去尿蛋白试纸阳性小鼠袁以体质量编号袁采用

随机数字表法分为空白组渊5 只袁不做处理冤尧造模组

渊25 只袁尾静脉注射阿霉素冤遥 2 周后将造模成功小

鼠分为模型组尧贝那普利组尧低剂量六味地黄汤组

渊低六味组冤尧中剂量六味地黄汤组渊中六味组冤及高

剂量六味地黄汤组渊高六味组冤袁每组 5 只遥

ADRN 小鼠模型的制备参考前期工作基础 [4]院
以温水纱布包裹造模组小鼠的鼠尾 45 s袁再以 75%
乙醇反复擦拭小鼠尾静脉袁消毒并使其充盈袁以0.01
g窑kg-1 剂量一次性尾静脉注射阿霉素袁注射后快速

抽出针头袁无菌纱布按压针孔少许袁防止药液外渗袁2
周后小鼠尿蛋白试纸阳性为模型复制成功遥
2.2 动物给药

参照叶中药药理研究方法学曳[5]中动物与人体表

面积等效剂量比值表袁根据 60 kg 成人的用量袁结合

野小鼠药量=成人剂量伊0.0026冶尧临床药量及预实验结

果换算出小鼠等效剂量袁贝那普利组渊0.001 3 g窑kg-1冤
及低尧中尧高六味组渊9.75尧19.5尧39 g窑kg-1冤袁空白组尧
模型组以等体积注射用水灌胃袁每日 1 次袁连续灌胃

8 周遥 8 周末将小鼠放入代谢笼袁收集 24 h 尿液袁称
重袁以 3%戊巴比妥钠麻醉小鼠后心脏取血袁分离血

清-20 益冻存袁肾脏标本-80 益冻存遥
2.3 指标检测及方法

2.3.1 观察小鼠的一般情况 观察小鼠精神状态尧
活动度尧体质量尧尿量尧粪便性状尧背毛色泽等遥
2.3.2 检测小鼠血尧尿生化指标 小鼠血液尧尿液标

本以自动化分析仪检测 24 h 尿蛋白定量尧血清白蛋

白尧肾功能尧血钾等遥
2.3.3 HE 染色法观察小鼠肾组织形态学改变 肾

组织以 4%多聚甲醛固定 24 h袁石蜡包埋袁肾组织切

片脱蜡至水袁依次进行苏木精染色尧伊红染色尧脱水

封片袁光镜下观察拍照袁选择视野观察肾小球尧肾小

管尧肾间质等形态及肾间质有无炎性细胞浸润遥
2.3.4 透射电镜观察小鼠足细胞足突超微结构 取

新鲜肾皮质组织剪成 1 mm3 的组织块袁4 益 2.5%
戊二醛固定 2 h袁0.1 mol窑mL -1 磷酸缓冲液 PBS
渊pH=7.4冤漂洗 3 次袁1%锇酸室温固定 2 h袁然后依

次脱水尧渗透尧包埋尧切片尧染色后透镜下观察足细胞

足突超微结构遥
2.3.5 免疫组织化学法检测肾脏 p-p38 MAPK尧琢-
actinin-4尧synaptopodin 蛋白阳性表达 肾组织蜡块

切片袁厚度约 4 滋m袁依次脱蜡至水袁抗原热修复尧3%
过氧化氢孵育后滴加 1% BSA袁室温孵育 15 min袁
一抗以 1% PBS 按1颐100 稀释袁湿盒内 4 益过夜袁
HRP 标记二抗以 1% PBS 按 1 颐500 稀释袁湿盒内

37 益孵育 60 min袁DAB 显色尧苏木素复染袁中性树

胶封片后显微镜下观察尧拍照袁Image J 软件分析积

分光密度值渊IOD冤袁计算面积渊Area冤袁以 IOD/Area 表

示蛋白阳性表达情况遥
2.3.6 RT -PCR 法检测肾脏 琢 -actinin -4尧synap鄄
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topodin mRNA 表达 按照试剂盒说明抽提肾组织

总 RNA袁紫外分光光度计 NANO 2000 测定各样本中

RNA 的浓度袁按照试剂盒说明将总 RNA 反转录为

cDNA袁将 cDNA 模板加入反应体系袁反应条件院95 益
预变性 5 min袁95 益变性 10 s袁60 益退火 10 s袁72 益
延伸 15 s袁共 40 个循环袁ExicyclerTM 96 荧光定量仪

进行荧光定量分析袁本实验分析方法利用 2-吟吟CT 法遥
引物序列详见表 1遥

2.3.7 Western blot 法检测肾脏 p-p38 MAPK尧琢-
actinin-4尧synaptopodin 蛋白表达水平 肾皮质剪碎

后放入匀浆器袁加入组织蛋白裂解液袁冰上匀浆 5 min袁
转入离心管袁4 益尧12 000 r/min 离心 10 min 得到

蛋白提取液袁BCA 法测定蛋白浓度袁取 40 滋g 蛋白袁
根据目的蛋白分子量大小选用对应浓度的聚丙烯酰

胺凝胶袁本次实验浓缩胶浓度为 5%袁分离胶浓度为

8%尧12%袁将蛋白转移至 PVDF 膜上袁TBST 缓冲液

配制 5%渊M/V冤脱脂奶粉室温封闭 1 h袁加入稀释后

的一抗[p-p38 MAPK渊1颐500冤尧synaptopodin渊1颐500冤尧
琢-actinin-4渊1颐1 000冤尧茁-actin渊1颐1 000冤]袁4 益孵育

过夜袁次日孵育一抗后的 PVDF 膜从杂交袋中取出袁
浸入 TBST 中袁摇床摇动 5 min袁重复 4 次袁加入二

抗渊羊抗兔 IgG-HRP袁1颐5 000冤37 益孵育 45 min袁
孵育二抗后的 PVDF 膜从杂交袋中取出袁浸入 TBST
中袁摇床摇动 5 min袁重复 6 次袁ECL 底物发光袁将胶

片进行扫描袁凝胶图象处理系统渊Gel-Pro-Analyz鄄
er 软件冤分析目标条带的光密度值袁以 茁-actin 为内

参对照袁计算目的蛋白相对表达袁统计分析遥
2.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 进行统计处理遥 计量资料符合

正态分布和方差齐性者袁用野曾依s冶表示袁多组间比较

用单因素方差分析袁组间比较用 LSD 检验袁不符合

正态性和方差齐性者用 Tamhane's T2 检验袁以 P约
0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组小鼠一般情况比较

尾静脉注射阿霉素 2 d 后袁小鼠相继出现团缩尧
腹泻尧脱毛尧烂尾尧饮食饮水减少等袁1 周后逐渐改

善袁2周后可见部分 ADRN小鼠阴囊水肿袁空白组未出

现上述情况遥灌胃 4 周袁ADRN 小鼠活跃度减低袁喜团

缩尧拱背袁垫料气味秽浊袁脱毛明显袁饮食饮水减少曰
灌胃 8 周袁ADRN 小鼠倦怠袁形体消瘦袁扎堆团缩遥
3.2 各组小鼠体质量尧24 h 尿量及血尧尿生化指标

比较

与空白组比较袁模型组尧贝那普利组尧低六味组尧
中六味组及高六味组小鼠体质量尧24 h 尿量尧血清

白蛋白均降低渊P约0.05冤袁24 h 尿蛋白定量升高渊P约
0.05冤曰与模型组比较袁贝那普利组尧中六味组及高六

味组 24 h 尿蛋白定量降低渊P约0.05冤曰贝那普利组及

低六味组尧中六味组尧高六味组组间比较袁体质量尧24 h
尿量尧血清白蛋白及 24 h 尿蛋白定量差异均无统计

学意义渊P跃0.05冤曰各组间血钾尧血肌酐差异无统计学

意义渊P跃0.05冤遥 详见表 2遥

表 1 引物序列

Table 1 Primer Sequence
基因

琢-actinin-4

synaptopodin

茁-actin

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列渊5'寅3'冤
CTACCACGCAGCGAACC
GCCCATCCCTGAAGTCC
GGGAAGACGACAGTTTGGAG
GGGAGACCTAACCCGAGAA
CATCCGTAAAGACCTCTATGCC
ATGGAGCCACCGATCCACA

长度/bp
239

232

171

表 2 各组小鼠体质量尧24 h 尿量及血尧尿生化指标比较渊曾依s袁n=5冤
Table 2 Comparison of body weight, 24-hour urine output, blood and urine biochemical indicators among

different groups of mice (曾依s袁n=5)
组别

空白组

模型组

贝那普利组

低六味组

中六味组

高六味组

体质量/g
31.0依4.53
22.0依2.45#

22.0依3.67#

23.6依1.52#

25.4依1.82#

22.6依1.14#

24 h 尿量/mL
5.16依0.78
2.22依0.47#

1.98依0.38#

1.90依0.51#

2.00依0.45#

2.24依0.58#

24 h 尿蛋白定量/渊mg/24 h冤
0.46依0.16
1.97依0.51#

1.36依0.53#*
1.49依0.42#

1.41依0.39#*
1.43依0.22#*

血清白蛋白/渊g/L冤
29.48依2.36
23.42依1.97#

23.20依3.21#

23.38依2.67#

25.98依2.08#

24.10依2.80#

血钾/渊mmol/L冤
4.37依0.54
4.01依0.50
4.33依0.70
4.06依0.87
4.55依0.62
4.46依0.55

血肌酐/渊滋mol/L冤
15.21依1.03
16.33依1.65
16.74依1.56
16.62依1.67
16.51依1.51
16.60依1.56

注院与空白组比袁#P约0.05曰与模型组比袁*P约0.05遥
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3.3 各组小鼠肾组织病理形态改变

空白组小鼠肾小球尧肾小管尧肾间质形态基本正

常袁其余五组 ADRN 小鼠肾脏病理见不同程度的肾

小球系膜细胞增生袁部分系膜区扩大尧肾小管蛋白管

型袁间质可见炎性细胞浸润遥 详见图 1遥
3.4 各组小鼠足细胞足突超微结构改变

电镜下空白组小鼠足突结构整齐清晰袁基底膜

结构完整遥 模型组可见足细胞足突增宽尧回缩尧融合

甚至消失遥 灌胃 8 周袁与模型组比较袁各干预组上述

结构改变均得到不同程度改善遥 详见图 2遥
3.5 各组小鼠肾脏 p -p38 MAPK尧琢 -actinin -4尧
synaptopodin蛋白阳性表达水平的影响

与空白组比较袁模型组及各药物干预组小鼠肾

脏 p-p38 MAPK尧琢-actinin-4蛋白表达升高渊P约0.05冤袁
synaptopodin 蛋白表达降低渊P约0.05冤曰与模型组比较袁
贝那普利组尧高六味组 p-p38 MAPK 蛋白表达降低

渊P约0.05冤袁贝那普利组尧中六味组及高六味组 synap鄄
topodin 蛋白表达升高渊P约0.05冤遥 贝那普利组及低六

味组尧中六味组尧高六味组组间比较袁p-p38 MAPK尧
琢-actinin-4尧synaptopodin 蛋白表达差异无统计学意

义渊P跃0.05冤遥 详见图 3尧表 3遥
3.6 各组小鼠肾脏 琢-actinin-4尧synaptopodin mR鄄
NA 表达比较

与空白组比较袁模型组及各药物干预组小鼠肾

脏 琢-actinin-4 mRNA表达升高渊P约0.05冤袁synaptopodin
mRNA 表达降低渊P约0.05冤曰与模型组比较袁贝那普利

组尧中六味组及高六味组 synaptopodin mRNA 表达

升高渊P约0.05冤遥 贝那普利组及低六味组尧中六味组尧
高六味组组间比较袁琢-actinin-4尧synaptopodin mR鄄
NA 表达差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 4遥
3.7 各组小鼠肾脏 p -p38 MAPK尧琢 -actinin -4尧
synaptopodin 蛋白表达比较

与空白组比较袁模型组及各药物干预组小鼠肾脏

p-p38 MAPK尧琢-actinin-4 蛋白表达升高渊P约0.05冤袁
synaptopodin 蛋白表达降低渊P约0.05冤曰与模型组比

较袁贝那普利组尧高六味组 p-p38 MAPK 表达降低

渊P约0.05冤袁贝那普利组尧低六味组尧中六味组及高六

味组 synaptopodin 蛋白表达升高渊P约0.05冤曰贝那普

利组及低六味组尧中六味组尧高六味组组间比较袁p-
p38 MAPK袁琢-actinin-4袁synaptopodin 蛋白表达差

异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见图 4尧表 5遥

组别

空白组

模型组

贝那普利组

低六味组

中六味组

高六味组

p-p38 MAPK
21.56依2.48
40.31依3.46#

35.48依3.25#*
38.08依4.60#

37.00依3.64#

35.26依3.23#*

琢-actinin-4
27.87依2.10
40.30依2.13#

40.74依3.22#

39.83依1.96#

41.59依3.11#

42.63依2.82#

synaptopodin
48.95依4.58
29.43依2.55#

33.84依1.89#*
32.03依3.31#

34.77依3.25#*
35.57依3.47#*

表 3 各组小鼠肾脏 p-p38 MAPK尧琢-actinin-4尧synaptopodin
蛋白阳性表达水平渊IOD/AREA袁曾依s袁n=5冤

Table 3 Positive expression levels of p-p38 MAPK, alpha-
actin-4, and synaptopodin proteins in the kidneys of mice

in each group (IOD/AREA袁曾依s袁n=5)

注院与空白组比袁#P约0.05曰与模型组比袁*P约0.05遥

图 1 各组小鼠肾脏病理改变渊HE袁伊400冤
Fig.1 Pathological changes in the kidneys of mice in each group (HE staining, 伊400)

图 2 各组小鼠足细胞足突微结构渊电镜图袁2 滋m冤
Fig.2 Ultrastructure of foot processes in mice foot cells of each group (electron microscope, 2 滋m)
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组别

空白组

模型组

贝那普利组

低六味组

中六味组

高六味组

p-p38 MAPK
0.150依0.039
0.848依0.129#

0.734依0.044#*
0.790依0.039#

0.768依0.053#

0.728依0.045#*

琢-actinin-4
0.416依0.038
0.814依0.056#

0.826依0.038#

0.856依0.052#

0.874依0.070#

0.884依0.062#

synaptopodin
0.768依0.055
0.328依0.029#

0.412依0.030#*
0.406依0.039#*
0.434依0.038#*
0.474依0.044#*

表 5 各组小鼠肾脏 p-p38 MAPK尧琢-actinin-4尧synaptopodin
蛋白表达比较渊条带相对灰度值袁曾依s袁n=5冤

Table 5 Comparison of renal p-p38 MAPK, alpha-actin-4,
and synaptopodin protein expression in different groups of

mice (relative grayscale value of stripes袁曾依s袁n=5)

注院与空白组比袁#P约0.05曰与模型组比袁*P约0.05遥

图 3 各组小鼠肾脏 p-p38 MAPK尧琢-actinin-4尧synaptopodin蛋白免疫组织化学图渊DAB袁伊400冤
Fig.3 Immunohistochemical maps of p-p38 MAPK, alpha-actin-4, and synaptopodin proteins in

the kidneys of mice in each group (DAB, 伊400)

图 4 各组小鼠肾脏 p-p38 MAPK尧琢-actinin-4尧synaptopodin蛋白电泳条带图

Fig.4 Electrophoretic bands of p-p38 MAPK, alpha-actin-4, and synaptopodin proteins in the kidneys of
mice in each group

表 4 各组小鼠肾脏 琢-actinin-4尧synaptopodin mRNA
比较渊曾依s袁n=5冤

Table 4 Comparison of alpha-actin-4 and synaptopodin
mRNA in the kidneys of mice in each group

(曾依s袁n=5)
组别

空白组

模型组

贝那普利组

低六味组

中六味组

高六味组

琢-actinin-4
0.486依0.068
0.980依0.095#

0.984依0.156#

0.970依0.168#

0.992依0.201#

1.082依0.213#

synaptopodin
1.228依0.202
0.580依0.066#

0.712依0.052#*
0.680依0.038#

0.710依0.057#*
0.724依0.067#*

注院与空白组比袁#P约0.05曰与模型组比袁*P约0.05遥

4 讨论

1994 年袁Williams 指出蛋白尿是判断 CKD 病情

进展的关键指标之一[6]遥 此后多项研究均表明蛋白

尿是 CKD 进展的独立危险因素之一袁可促进肾小管

间质纤维化尧肾小球硬化[7]遥 大量蛋白尿的持续存

在也是导致肾组织损伤进行性加重的重要因素 [1]遥
因此袁蛋白尿成为肾脏病治疗和疗效判断的重要指

标之一遥 足细胞损伤是导致蛋白尿及肾功能受损的

关键[8-9]袁随着对足细胞损伤相关疾病发病机制的了

解袁野保护足细胞冶是当前肾脏病领域研究热点之

一遥足突融合是足细胞损伤最主要的改变袁可引起肾
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小球对大分子物质通透性的增加袁蛋白大量漏出袁融
合的足突与肾小球基膜 渊glomerular basement mem鄄
brane, GBM冤粘连袁足突下间隙面积减小袁肾小球滤

过率下降[10-11]遥 足细胞特殊结构的维持依赖于肌动

蛋白为主的细胞骨架系统袁最重要的肌动蛋白调控

蛋白是 琢-actinin-4 与 synaptopodin[12]遥 琢-actinin-4
是细胞骨架 F-肌动蛋白渊actin冤交联蛋白袁保持足突

的形态尧赋予足细胞韧性和强度袁维持足细胞细胞

骨架稳定[13-16]袁编码 琢-actinin-4 的基因 ACTN4 突

变可导致常染色体显性家族遗传性局灶阶段性肾小

球硬化[17]遥 synaptopodin 蛋白表达于成熟的足细胞足

突袁调节足突形状和足突运动袁在微小病变尧局灶节

段性肾小球硬化和膜性肾病患者袁肾小球足细胞

synap topodin 的表达明显减少[18-20]遥MAPK 通路参与

调节足细胞细胞骨架聚合及稳定性袁其异常活化与

足细胞损伤尧足突融合和蛋白尿的发生密切相关[21]遥
在伴有足细胞损伤的临床肾小球疾病尧嘌呤霉素氨

基核苷渊puromycin aminonucleoside, PAN冤肾病大

鼠尧ADRN 小鼠袁均发现肾脏 p-p38 MAPK 表达增

加袁伴随有肌动蛋白重组袁使用 p38 MAPK 抑制剂

可改善 PAN 肾病尧ADRN 模型动物肾脏足细胞损

伤袁减轻蛋白尿及肾小球硬化[22]遥
中医学无野蛋白尿冶论述袁叶素问窑金匮真言论篇曳

曰院野夫精者身之本也遥 冶中医之野精冶与西医之野蛋白

质冶均是构成人体和维持机体生命活动的物质基础遥
叶素问窑六节藏象论篇曳曰院野肾者袁主蛰袁封藏之本袁精
之处也遥 冶叶素问窑上古天真论篇曳曰院野肾者主水袁受
五脏六腑之精而藏之遥 冶故肾主藏精袁宜藏不宜泄遥
叶诸病源候论窑虚劳病诸候曳指出院野劳伤肾虚袁不能藏

于精袁故因小便而精微出也遥 冶因此袁足细胞是野肾失

封藏尧精微外泄冶的微观结构基础袁足细胞损伤导致

蛋白野精冶泄而不藏遥 六味地黄丸记载于宋代钱乙

叶小儿药证直诀曳袁亦可为汤剂袁由熟地黄尧山茱萸尧山
药尧泽泻尧牡丹皮尧茯苓 6 味中药组成袁方中熟地黄滋

肾阴尧益精髓袁山茱萸滋肾尧益肝尧涩精袁山药滋肾尧补
脾袁是为野三补冶曰泽泻利湿泄浊袁茯苓淡渗脾湿袁牡丹

皮清泻相火袁是为野三泻冶遥 应用数据挖掘技术研究

当代中医治疗慢性肾炎蛋白尿的证治方药规律袁结
果显示核心中药主要为补气健脾药与补肾涩精药袁
六味地黄汤是临床使用频率较高的方剂[23]遥 六味地

黄汤联合来氟米特尧泼尼松能明显减低 IgA 模型大

鼠尿蛋白袁减轻肾组织病理损害袁与上调足细胞裂

孔膜蛋白 nephrin尧podocin 的表达有关[24-25]遥
本研究采用的 ADRN 小鼠模型为局灶节段性

肾小球硬化的一个经典动物模型袁主要是对肾小球

足细胞的损伤袁亦是目前公认的能较好的模拟肾小

球疾病的模型之一[26]遥本研究结果显示袁与空白组对

比袁模型组小鼠血清白蛋白降低袁24 h 尿蛋白定量

升高曰HE 染色可见肾小球系膜细胞增生袁部分系膜

区扩大尧肾小管蛋白管型袁间质可见炎性细胞浸润曰
透射电镜可见明显的足突融合袁足细胞骨架蛋白 琢-
actinin-4 mRNA及蛋白表达增加袁synaptopodin mRNA
及蛋白表达降低袁提示 ADRN 小鼠足突融合与骨架

蛋白 琢-actinin-4尧synaptopodin 表达异常相关袁而 p-
P38 MAPK 蛋白表达增加袁提示 p38 MAPK 通路活

化参与足突融合遥六味地黄汤干预 8 周后袁ADRN 小

鼠 24 h 尿蛋白定量下降袁足突融合改善袁上调 琢-
actinin-4尧synaptopodin 蛋白及 mRNA 的表达袁下调

p-p38 MAPK 蛋白表达袁表明六味地黄汤可能通过

抑制 p38 MAPK 通路活化袁稳定足细胞骨架蛋白袁
干预足突融合袁减轻足细胞损伤袁减少尿蛋白漏出遥

综上所述袁六味地黄汤是临床治疗慢性肾脏病

的有效方剂袁本课题组前期研究显示六味地黄汤可

减轻 5/6 肾切除大鼠蛋白尿 [27]袁与调控凋亡相关蛋

白 B 细胞淋巴瘤-2渊B-cell lymphoma-2, Bcl-2冤和
Bcl-2 相关 X 蛋白渊Bcl-2 associated X protein, Bax冤
的表达袁减轻肾脏固有细胞凋亡有关[28]袁亦可通过降

低转化生长因子-茁1渊transforming growth factor-茁1,
TGF-茁1冤袁促进补体受体 1渊complement receptor, CR1冤
的表达袁减少 IgA 肾病大鼠蛋白尿[29]遥 本研究探究了

六味地黄汤对 ADRN 小鼠尿蛋白的作用及调控机

制遥 结果显示袁六味地黄汤可有效抑制 p38 MAPK通
路活化袁上调 琢-actinin-4尧synaptopodin 蛋白及 mR鄄
NA 的表达袁改善足突融合袁减轻足细胞损伤袁发挥

减少尿蛋白的作用遥 其具体调控机制及关键分子有

待进一步研究遥
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