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也摘要页 目的 探讨益元饮通过调节转化生长因子-茁1渊TGF-茁1冤/磷脂酰肌醇 3 激酶渊PI3K冤/蛋白激酶 B渊Akt冤信号通路治疗糖

尿病肾病的作用机制遥 方法 75 只 SPF 级雄性 Wistar 大鼠随机分为 5 组袁包括正常组尧模型组尧益元饮组渊23.52 g窑kg-1窑d-1冤尧胰激肽

原酶片组渊36 U窑kg-1窑d-1)尧真武汤组渊4.2 g窑kg-1窑d-1冤袁每组 15 只遥 除正常组外,其余通过高糖高脂饮食喂养 4周后袁联合腹腔注射链脲

佐菌素渊STZ冤渊30 mg窑kg-1窑d-1冤构建糖尿病肾病大鼠模型袁连续干预 8 周遥 观察各组大鼠的一般情况曰HE 与 Masson 染色观察肾脏组

织病理改变曰记录各组大鼠随机血糖渊GLU冤尧24 h 尿蛋白定量(24 hUTP)尧尿白蛋白/肌酐渊UACR冤曰Western blot 检测肾组织 TGF-
茁1尧PI3K尧Akt尧磷酸化 PI3K渊p-PI3K冤尧磷酸化 Akt渊p-Akt冤及纤维连接蛋白渊FN冤的表达水平遥 结果 正常组大鼠一般情况良好袁精神尧
饮食尧活动尧饮水量与排泄量正常曰模型组大鼠精神萎靡袁毛发光泽差袁出现多饮尧多食尧多尿症状曰益元饮组大鼠精神状态尧活动度尧对
外界刺激应答等表现有显著恢复袁饮水量与尿量较模型组减少袁体重稳定增长曰胰激肽原酶片组大鼠精神状态及活动度等表现恢复

较好袁真武汤组大鼠精神较活跃袁但仍嗜卧倦怠袁对外界刺激反应较为迟滞遥 正常组大鼠肾小球形态规整袁肾间质仅见少量蓝染胶原

纤维曰模型组第 8周出现肾脏肾小球系膜基质显著增生袁肾小管上皮细胞水肿袁肾间质胶原纤维大量沉积曰真武汤组恢复效果居中曰
益元饮组及胰激肽原酶片组袁肾小球和肾小管形态恢复较好袁肾间质纤维化程度明显下降遥 与正常组比较袁模型组大鼠体质量降低

渊P<0.05冤尧GLU 升高渊P<0.05冤尧24 hUTP 水平升高渊P<0.05冤尧UACR 水平升高渊P<0.05冤袁肾组织中 TGF-茁1尧p-PI3K尧p-Akt 和 FN 蛋白

表达上调渊P<0.01冤遥 与模型组比较袁各治疗组体质量有所增加渊P<0.05冤袁肾脏肥大指数均降低渊P<0.05冤,24 hUTP水平尧UACR 水平均

下降渊P<0.05冤袁且各治疗组均能显著抑制 TGF-茁1 的表达渊P<0.01冤袁并降低 PI3K尧Akt 的磷酸化水平渊P<0.05袁P<0.01冤袁同时下调 FN
蛋白表达水平渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与真武汤组比较袁胰激肽原酶片组 24 hUTP水平尧UACR 水平均下降渊P<0.05冤曰益元饮组体质量升

高渊P<0.05冤袁24 hUTP水平尧UACR水平均下降渊P<0.05冤遥益元饮组上述指标改善程度与胰激肽原酶片组相当渊P>0.05冤遥结论 益元饮

能够降低 DKD 大鼠的血糖水平尧改善肾功能尧改善肾脏病理损伤袁延缓 DKD 进程袁其作用机制可能与抑制 TGF-茁1/PI3K/Akt 信号

通路激活有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of action by which Yiyuan Drink treats diabetic kidney disease (DKD)
by regulating the transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1)/phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway.
Methods Seventy-five SPF male Wistar rats were randomly divided into five groups: control group, model group,Yiyuan Drink group
(23.52 g窑kg-1窑d-1), pancreatic kininogenase tablets group (36 U窑kg-1窑d-1), and Zhenwu Decoction group (4.2 g窑kg-1窑d-1), with 15 rats in
each group. Except for the control group, the remaining rats were fed with a high-sugar and high-fat diet for 4 weeks, followed by
intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ, 30 mg窑kg-1窑d-1) to establish the DKD model. Treatments were administered for 8
successive weeks. The general conditions of rats in each group were observed. Renal histopathological changes were examined by
HE and Masson staining. Random blood glucose (GLU), 24-hour urinary protein (24 hUTP), and urinary albumin-to-creatinine ratio
(UACR) in each group were measured. Western blot analysis was performed to test the expression levels of TGF-茁1, PI3K, Akt,
phosphorylated PI3K (p-PI3K), phosphorylated Akt (p-Akt), and fibronectin (FN) in renal tissues. Results Rats in the control group
exhibited good overall conditions, including normal mental state, appetite, activity levels, water intake, and excretion. Rats in the
model group exhibited lethargy, lusterless hair, and polydipsia, polyphagia, and polyuria. Rats in the Yiyuan Drink group showed
significant improvement in mental state, activity levels, and responses to external stimuli; their water intake and urine output were
reduced compared to the model group, and their body weight increased steadily. Rats in the kininogenase tablet group showed
relatively good recovery in mental state and activity levels. Rats in the Zhenwu Decoction group were relatively active but still
exhibited a tendency to lie down and appeared lethargic, with sluggish responses to external stimuli. Histopathological examination
revealed that rats in the control group had regular glomerular morphology and minimal collagen deposition in the renal interstitium.
In contrast, rats in the model group showed marked mesangial matrix proliferation, tubular epithelial cell edema, and massive
collagen deposition in the renal interstitium by week 8. The Zhenwu Decoction group showed moderate recovery, while the Yiyuan
Drink and the pancreatic kininogenase tablets groups showed improved renal morphology and reduced renal interstitial fibrosis.
Compared with the control group, rats in the model group exhibited reduced body weight (P<0.05), elevated GLU levels (P<0.05),
increased 24-hUTP levels (P<0.05), and elevated UACR (P<0.05), along with significantly upregulated expressions of TGF-茁1, p-
PI3K, p-Akt, and FN (P<0.01) in renal tissues. Compared with the model group, all treatment groups exhibited increased body weight
(P<0.05), decreased renal hypertrophy index (P<0.05), reduced 24-h UTP and UACR levels (P<0.05). Furthermore, all treatment groups
significantly suppressed TGF-茁1 expression (P<0.01) and reduced the phosphorylation levels of PI3K and Akt (P<0.05, P<0.01), while
simultaneously downregulating the expression levels of the FN protein (P<0.05, P<0.01). Compared with the Zhenwu Decoction group,
the pancreatic kininogenase tablets group showed decreased levels of 24-h UTP and UACR (P<0.05). In the Yiyuan Drink group, body
weight increased (P<0.05), while the levels of 24-h UTP and UACR were reduced (P<0.05). The degree of improvement in the afore鄄
mentioned indicators in the Yiyuan Drink group was comparable to that in the Pancreatin kininogenase tablets group (P>0.05).
Conclusion Yiyuan Drink can reduce GLU levels, improve renal function, and alleviate pathological damage in DKD rats, thereby
delaying the progression of DKD. Its underlying mechanism of action may be related to inhibiting the activation of the TGF-茁1/
PI3K/Akt signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 diabetic kidney disease; renal fibrosis; Yiyuan Drink; TGF-茁1/PI3K/Akt signaling pathway; streptozotocin

糖尿病肾病渊diabetic kidney disease, DKD冤是
糖尿病最常见的微血管并发症袁其核心病理环节是

肾小管间质纤维化渊tubulointerstitial fibrosis, TIF冤[1-3]遥
据统计袁预计到 2045 年袁成年糖尿病患者比例将达

12.5%袁其中 30%耀40%将出现不同程度的肾功能损

害袁并发展为DKD[4-5]遥 临床上袁常规降糖药物渊如双

胍类尧磺酰脲类等冤在长期应用中常伴随消化道反

应尧低血糖及肝肾损伤等风险[6]遥 尽管常规降糖药物

可通过控制高血糖延缓 DKD 的病程袁但仍会使部

分DKD 患者最终发展到终末期肾衰竭[7]遥 而中医药

在该领域显示出独特优势[8-9]遥 中医学将 DKD 归属

于野水肿冶野虚劳冶等范畴袁核心病机以气阴两虚为本袁
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以瘀血浊毒阻络为标[10-11]遥 宫成军教授基于郭恩绵

教授所创野肾衰饮冶并结合自身临床经验化裁出野益
元饮冶袁据此立益气养阴尧活血通络之法袁该方由黄

芪尧黄精尧山药尧山茱萸尧丹参等 12 味药组成遥现代药

理研究证实袁其组方核心成分渊黄芪尧白术冤具有调节

糖代谢尧抑制炎症与氧化应激尧抗肾脏纤维化等作

用[12-13]袁为本方应用提供了药理学依据遥
研究表明袁DKD 肾纤维化的关键驱动因子是转

化生长因子-茁1渊transforming growth factor-茁1, TGF-
茁1冤袁其可通过诱导上皮-间质转化渊epithelial-mes鄄
enchymal transition, EMT冤等机制促进细胞外基质

渊extracellular matrix, ECM冤沉积[14-15]遥 TGF-茁1 的促

纤维化效应与磷脂酰肌醇 3 激酶渊phosphatidylinosi鄄
tol 3-kinase, PI3K冤/蛋白激酶 B渊protein kinase B,
Akt冤信号通路的激活密切相关袁该通路是调控细胞

生长尧代谢的核心枢纽[16]袁PI3K/Akt 通路激活还能进

一步加剧炎症反应并抑制保护性的细胞自噬袁从而

共同推动肾纤维化进程[17-18]遥 课题组前期网络药理

学预测发现袁益元饮核心活性成分渊如槲皮素[19]尧山
柰酚[20]等冤的作用靶点显著富集于 PI3K/Akt 等信号

通路遥 基于上述研究背景袁本研究提出核心假说院益
元饮可通过干预 TGF-茁1/PI3K/Akt信号轴袁 从而延缓

肾纤维化袁发挥治疗 DKD 的作用遥 然而袁该复方对

此通路中具体分子事件的调控方式尚未完全阐明遥 因

此袁本研究通过构建链脲佐菌素渊streptozocin, STZ冤
诱导的 DKD 大鼠模型袁重点观察益元饮对该信号通

路关键蛋白表达的影响袁以期从现代药理学角度验

证假说袁深入阐释其野方证相应冶的作用机制遥
1 材料

1.1 动物来源

75只 SPF级雄性Wistar大鼠袁体质量渊200依20冤 g袁
购自辽宁长生生物技术股份有限公司袁生产许可证

号院SCXK渊辽冤2020-0001遥 大鼠在室温 20 益左右尧
湿度 50%左右下饲养袁明暗周期 12 h袁适应性喂养

1 周袁自由饮食饮水袁实验室光源充足袁通风良好遥 本

实验经辽宁中医药大学伦理委员会批准实施袁伦理

审批号院21000042020053遥
1.2 药物

益元饮组方院黄芪 30 g袁黄精 20 g袁白术 15 g袁
山药 20 g袁山茱萸 20 g袁丹参 20 g袁金樱子 20 g袁灵
芝 15 g袁钩藤 20 g袁半枝莲 20 g袁僵蚕 15 g袁鳖甲

20 g遥真武汤组方院茯苓 9 g袁白芍 9 g袁白术 6 g袁生姜

9 g袁炮附子 9 g遥 上述药物均购自辽宁中医药大学附

属医院中药局遥根据叶中华人民共和国药典曳渊2020年
版冤的方法制备袁将药材置于8倍量冷水中浸泡 30 min袁
随后煎煮 30 min袁重复煎煮 2 次曰合并两次煎煮液袁过
滤后浓缩袁分别制备成浓度为 1.3 g/mL 和 0.23 g/mL
的药液遥 胰激肽原酶片渊规格院240 U伊24 片冤购自常

州千红生化制药股份有限公司遥
1.3 主要试剂

柠檬酸钠缓冲液渊福州飞净生物科技有限公司袁
0.1 mol/L尧pH=4.5袁货号院PH1716冤曰链脲佐菌素渊上
海陶术生物科技有限公司袁货号院T1507冤曰TGF-茁1尧
PI3K尧磷酸化 PI3K渊phosphorylated PI3K, p-PI3K冤尧
磷酸化 Akt渊phosphorylated Akt, p-Akt冤尧纤维连接

蛋白渊fibronectin, FN冤抗体渊武汉博士德生物科技

有限公司袁货号院BA0290尧AF3241尧A00318尧BM4390尧
BA1772冤曰Akt 抗体渊武汉爱博泰克生物科技有限公

司袁货号院A11027冤曰HE 染色试剂盒渊北京索莱宝生

物科技有限公司袁货号院G1280冤曰Masson 染色试剂盒

渊武汉赛维尔生物科技有限公司袁货号院G1006冤曰无
水乙醇尧二甲苯渊国药集团化学试剂有限公司袁货号院
10009259尧10023428冤遥
1.4 主要仪器

电子体质量秤渊北京宝元兴业科技有限公司袁型
号院By-dzc冤曰血糖仪尧试纸渊强生医疗器械有限公司袁
货号院HC01200195尧V271932冤曰高速冷冻离心机渊四川

蜀科仪器有限公司袁型号院TGL-1850冤曰组织自动脱水

机尧石蜡包埋机尧石蜡切片机渊德国徕卡公司袁型号院
ASP300S尧EG1150H尧RM2235冤曰化学发光成像系统

渊上海天能科技有限公司袁型号院5200冤曰SDS-PAGE凝
胶电泳系统尧蛋白湿式转印系统尧化学发光成像系统

配套电泳电源[伯乐生命医学产品渊上海冤有限公司袁
型号院Mini-PROTEAN Tetra尧Mini Trans-Blot尧Pow鄄
erPac Basic]遥
2 方法

2.1 造模分组与给药

本课题组根据叶药理实验方法学曳[21]袁基于体表

面积的人和动物间等效剂量比值袁在前期预实验中确

定了动物给药量的计算方法袁即院大鼠剂量渊mg/kg冤=
成人剂量渊mg/kg冤伊6.25渊成人体质量按 70 kg 计算冤遥
其中袁益元饮组为 23.52 g窑kg-1窑d-1渊按生药量计算袁
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后同冤袁真武汤组为 4.2 g窑kg-1窑d-1袁胰激肽原酶片组

为 36 U窑kg-1窑d-1遥
适应性饲养 1 周后袁将 75 只大鼠随机取 15 只

为正常组渊普通饲料冤袁其余 60 只为造模组渊高糖高

脂饲料冤遥 4 周后袁正常组腹腔注射生理盐水曰造模组

腹腔注射 30 mg/kg STZ 构建 DKD 大鼠模型袁连续

3 d 血糖逸16.7 mmol/L 者为 DKD 大鼠造模成功[22]遥
最终造模成功 52 只袁造模成功率 86.7%袁将其随机

分为模型组尧益元饮组尧真武汤组尧胰激肽原酶片组

渊西药组冤袁每组 13 只遥 实验过程中因动物死亡等原

因造成部分样本脱落袁最终每组 9 只纳入统计分

析遥 益元饮组尧真武汤组分别按 23.52尧4.2 g窑kg-1窑d-1

剂量给药曰胰激肽原酶片组按 36 U窑kg-1窑d-1 剂量

给药曰模型组与正常组给予等体积蒸馏水遥 之后每2
周根据大鼠体质量调整用药剂量袁用药周期为 8周遥
2.2 动物处死和肾脏组织处理

实验结束时袁大鼠禁食渊不禁水冤12 h 称重后袁
经 CO2 麻醉后处死遥 快速完整取出肾脏袁右肾放入

生理盐水中洗净袁无菌纱布擦干袁称量右肾质量以

计算肾脏肥大指数遥 肾脏肥大指数=渊右肾质量/最终

体质量冤伊100%遥 再取 1/2 左肾组织经 4%多聚甲醛

固定曰剩余肾脏切成小块袁置于液氮中袁转至-80 益
冰箱冷冻保存遥
2.3 一般情况观察

实验过程中袁每天观察大鼠的毛色光泽度尧精
神状态尧摄食与饮水量的变化尧体质量变化尧二便量

及日常活动情况遥 每隔 2 周袁各组大鼠进行一次称

重与尾静脉取血测定随机血糖袁并记录遥每隔 4周袁
应用大鼠代谢笼收集各组大鼠渊禁食不禁水冤24 h
尿液袁记录饮水量及尿量袁留取尿液标本送检遥
2.4 肾脏组织病理学变化

2.4.1 HE 染色 取经脱水尧包埋尧切片尧脱蜡尧脱苯

后的大鼠肾脏组织袁进行 HE 染色袁经乙醇梯度脱

水袁透明后袁滴加中性树胶袁盖上盖玻片袁自然晾干或

烘干袁于光镜下观察并拍摄袁重点观察肾小球细胞增

生尧硬化以及肾小管与间质损伤等遥
2.4.2 Masson 染色 大鼠肾组织切片经脱蜡处理

及梯度水化至蒸馏水状态袁经细胞核染色尧分化与返

蓝尧细胞质与纤维染色尧分化与分色尧胶原纤维复染尧

脱水后袁经二甲苯透明化并以树脂封固袁于显微镜下

观察染色结果遥 肾小球的结构损伤越大尧蓝染越深袁
说明肾小球硬化程度越重曰肾小管之间的蓝色胶原

填充范围越大袁说明肾间质纤维化程度越重遥
2.5 Western blot 测定大鼠肾脏组织中 TGF-茁1尧
PI3K尧Akt尧p-PI3K尧p-Akt尧FN 蛋白表达水平

取出于-80 益冷冻保存的肾脏样本袁裂解提取

总蛋白袁采用 BCA 法测定蛋白浓度遥 沸水浴中处理

10 min 变性遥 取 20 滋g 变性蛋白上样袁转移至PVDF/
NC 膜上袁室温封膜1 h遥一抗孵育院5% TBST 奶粉稀

释的 TGF-茁1渊1颐1 000冤尧PI3K渊1颐1 000冤尧Akt渊1颐1 000冤尧
p-PI3K渊1颐1 000冤尧p-Akt渊1颐1 000冤及 FN渊1颐1 000冤
抗体袁于 4 益孵育过夜遥 次日袁将膜在室温复温 20 min袁
TBST 洗涤 3 次袁每次 5 min遥 加入 5%脱脂奶粉TBST
溶液稀释渊1颐10 000冤HRP 标记的羊抗兔二抗袁37 益袁
孵育 1 h袁TBST洗涤 3次袁每次 5 min遥 最后袁采用ECL
法进行曝光显影袁利用 ImageJ 软件分析目标条带的

灰度值袁以 茁-actin 作为内参袁计算各目标蛋白的相

对表达水平遥
2.6 统计学方法

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据分析遥 计量

资料以野曾依s冶表示遥 多组间比较采用单因素方差分

析曰若方差齐性袁组间两两比较采用 LSD 法曰若方差

不齐袁则采用 Tamhane's T2 法遥 以 P<0.05 为差异有

统计学意义遥
3 结果

3.1 各组大鼠一般状况以及肾脏肥大指数比较

实验期间袁正常组大鼠一般情况良好袁精神尧饮
食尧活动尧饮水量与排泄量正常曰模型组大鼠第 8 周

出现精神萎靡袁毛发光泽差袁出现多饮尧多食尧多尿症

状曰益元饮组大鼠精神状态尧活动度尧对外界刺激应

答等表现有显著恢复袁饮水量与尿量较模型组减少袁
体质量稳定增长曰胰激肽原酶片组大鼠精神状态及

活动度等表现恢复较好曰真武汤组大鼠精神较活跃袁
但仍嗜卧倦怠袁对外界刺激反应较为迟滞遥

实验结束时袁与正常组相比袁模型组体质量降低

渊P<0.05冤袁肾脏肥大指数升高渊P<0.05冤遥 与模型组对

比袁各治疗组体质量在治疗 4尧6尧8 周末均有所增加
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注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05遥

组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

肾脏肥大指数

3.13依0.18
4.84依0.24*
3.57依0.25*#

3.66依0.35*#

4.03依0.26*#

表 2 各组大鼠肾脏肥大指数比较渊mg/g袁曾依s袁n=9冤
Table 2 Comparison of kidney hypertrophy indexes

among different groups of rats (mg/g, 曾依s, n=9)

图 1 各组大鼠肾脏组织 HE 染色结果渊伊100冤
Fig.1 HE staining results of renal tissues in each group of rats (伊100)

正常组 模型组 益元饮组

真武汤组 胰激肽原酶片组

渊P<0.05冤遥与真武汤组相比袁胰激肽原酶片组体质量

在治疗 2尧4尧6尧8 周末均有所升高袁但差异无统计学

意义渊P>0.05冤曰而益元饮组在治疗期间体质量较真

武汤组升高袁且在治疗 8 周末时体质量有显著差异

渊P<0.05冤遥益元饮组在治疗 2尧4尧6尧8 周末体质量均高

于胰激肽原酶片组袁但差异无统计学意义渊P>0.05冤遥
详见表 1遥

与正常组对比袁模型组的肾脏肥大指数均升高

渊P<0.05冤曰与模型组对比袁各治疗组肾脏肥大指数均

降低渊P<0.05冤遥胰激肽原酶片组低于益元饮组袁但差

异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 2遥
3.2 肾脏组织病理学变化

3.2.1 HE 染色结果 正常组大鼠肾脏结构正常袁
分布均匀袁纹理清楚袁肾小球形态规整袁系膜区无增

宽袁肾小管及集合管上皮细胞结构清晰遥与正常组相

比袁模型组大鼠肾脏肾小球系膜基质显著增生袁肾小

管上皮细胞水肿尧炎症浸润较重遥 经药物干预后袁益

元饮组及胰激肽原酶片组肾小球和肾小管形态恢复

较好袁炎性浸润改善袁真武汤组上述效果居中遥 详见

图 1遥
3.2.2 Masson 染色结果 正常组肾间质仅见少量

蓝染胶原纤维袁分布正常遥模型组肾小球周围及肾间

质出现大量蓝染胶原纤维沉积遥经药物干预后袁各治

疗组均观察到肾间质纤维化程度减轻袁益元饮组与

胰激肽原酶片组肾小球结构改善袁系膜增生减轻袁肾

表 1 各组大鼠体质量比较渊g袁曾依s袁n=9冤
Table 1 Comparison of body weight among groups of rats (g, 曾依s, n=9)

组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

治疗前

360.08依4.08
361.30依7.52*
360.89依6.87*
359.67依8.86*
361.10依6.62*

治疗 2 周末

373.20依4.78
360.30依7.85*
369.78依9.40*
370.33依11.09*
367.00依7.56*

治疗 4 周末

386.30依5.12
351.30依8.25*
377.67依9.31*#

381.00依12.46*#

374.00依8.23*#

治疗 6 周末

402.30依9.52
340.60依8.19*
387.22依10.16*#

393.78依12.36*#

382.30依7.80*#

治疗 8 周末

419.80依10.29
332.10依7.30*
397.11依9.56*#

406.67依13.33*#荭

389.80依8.66*#

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与真武汤比较袁荭P<0.05遥
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图 2 各组大鼠肾脏组织 Masson 染色结果渊伊100冤
Fig.2 Masson staining results of renal tissues in each group of rats (伊100)

正常组 模型组 益元饮组

真武汤组 胰激肽原酶片组

间质纤维化程度明显下降袁 真武汤组上述效果

居中遥 详见图 2遥
3.3 各组大鼠 GLU水平比较

正常组大鼠 GLU 水平稳定在正常区间遥与正常

组相比袁模型组与各治疗组大鼠 GLU 水平均升高

渊P<0.05冤遥与模型组相比袁各治疗组在治疗 6尧8 周末

GLU 水平均显著下降渊P<0.01冤遥 与真武汤组对比袁胰
激肽原酶片组与益元饮组大鼠 GLU 水平均下降袁但
差异无统计学意义渊P>0.05冤袁且胰激肽原酶片组与

益元饮组大鼠 GLU 水平相当渊P>0.05冤遥 详见表 3遥
3.4 各组大鼠 24 h 尿蛋白定量水平尧尿白蛋白/肌
酐水平比较

与正常组相比袁模型组与各治疗组大鼠 24 hUTP尧
UACR 水平均增加渊P<0.05冤遥 治疗 8 周末袁与模型组

对比袁各治疗组大鼠 24 hUTP尧UACR 水平均下降

渊P<0.05冤曰与真武汤组对比袁益元饮组与胰激肽原酶

片组 24 hUTP尧UACR 水平均下降渊P<0.05冤曰益元饮

组 24 hUTP 水平尧UACR 水平均低于胰激肽原酶片

组袁但差异无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 4要5遥
3.5 各组大鼠肾脏组织中 TGF-茁1尧PI3K尧Akt尧p-
PI3K尧p-Akt尧FN蛋白表达水平比较

与正常组相比袁模型组大鼠肾组织中 TGF-茁1尧
p-PI3K尧p-Akt 及 FN 蛋白表达水平均显著升高渊P<
0.01冤遥 与模型组相比袁各治疗组均能抑制TGF-茁1
的表达袁降低 PI3K尧Akt 的磷酸化水平袁下调 FN 蛋

白表达水平渊P<0.05袁P<0.01冤遥益元饮组与胰激肽原

酶片组效果优于真武汤组袁两组差异无统计学意义

渊P>0.05冤遥 详见图 3尧表 6遥
4 讨论

中医学将 DKD 归结为野消瘅冶野肾消冶野水肿冶
野尿浊冶等范畴袁其基本病机在于脾肾之气阴两虚袁
兼夹血瘀袁属本虚标实之证[23-24]遥 本研究基于野益气

养阴尧活血通络冶治法组方益元饮袁与临床治疗 DKD
的高频用药规律渊如黄芪尧山药尧山茱萸尧丹参等冤相

表 3 各组大鼠血糖情况比较渊mmol/L袁曾依s袁n=9冤
Table 3 Comparison of blood glucose levels in each group of rats (mmol/L, 曾依s, n=9)

组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

治疗前

9.42依1.68
28.26依3.03*
27.86依2.52*
28.76依2.76*
30.04依3.89*

治疗 2 周末

9.93依2.02
27.41依1.76*
25.78依2.22*
25.31依2.32*
26.55依2.99*

治疗 4 周末

9.43依2.20
27.68依0.92*
25.54依1.78*
23.82依3.11*
26.08依2.86*

治疗 6 周末

9.57依1.50
27.51依0.69*
23.34依3.26*##

21.06依3.17*##

23.14依2.89*##

治疗 8 周末

10.33依1.95
28.37依0.74*
21.49依3.45*##

19.10依3.18*##

21.98依4.04*##

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁##P<0.01遥
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组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

治疗 4 周末

14.12依5.68
115.04依76.19*
82.13依4.86*
84.24依7.57*

103.86依8.87*

治疗 8 周末

11.60依4.02
131.84依25.34*
58.05依6.27*#荭

56.76依5.70*#荭

87.78依6.50*#

表 4 各组大鼠 24 h 尿蛋白定量的比较渊mg/24 h袁曾依s袁n=9冤
Table 4 Comparison of 24-h urinary protein quantification

among different groups of rats (mg/24 h, 曾依s, n=9)

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与真武汤

组比较袁荭P<0.05遥

表 5 各组大鼠 UACR水平比较渊mg/g袁曾依s袁n=9冤
Table 5 Comparison of UACR levels among different

groups of rats (mg/g, 曾依s, n=9)
组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

注院与正常组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与真武汤组

比较袁荭P<0.05遥

治疗 4 周末

6.93依1.35
183.58依20.16*
119.19依13.47*
118.56依21.04*
142.12依9.56*

治疗 8 周末

8.53依1.28
211.29依34.04*
87.66依7.16*#荭

85.97依6.41*#荭

110.96依13.08*#

组别

正常组

模型组

胰激肽原酶片组

益元饮组

真武汤组

n
3
3
3
3
3

TGF-茁1/茁-Actin
1依0.19

4.86依0.42**
1.77依0.19**##

2.49依0.16**##

3.37依0.31**##

p-Akt/Akt
1依0.16

2.11依0.17**
1.13依0.10**##

1.22依0.11**##

1.53依0.14**#

p-PI3K/PI3K
1依0.14

5.15依0.25**
3.03依0.10**##

3.62依0.36**##

4.16依0.40**#

FN/茁-Actin
1依0.16

3.21依0.27**
1.35依0.24**##

1.79依0.29**##

2.22依0.25**#

表 6 各组大鼠肾组织中 TGF-茁1尧p-PI3K尧p-Akt尧FN蛋白表达水平比较渊曾依s袁n越3冤
Table 6 Comparison of protein expression levels of TGF-茁1, p-PI3K, p-Akt, and FN

in renal tissues among different groups of rats 渊曾依s, n越3冤

注:与正常组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

符[25]遥 方中黄芪尧黄精共为君药袁益气健脾尧滋阴固

肾曰山药尧山茱萸尧白术尧灵芝为臣药袁助君药补肾涩

精尧健脾益气曰丹参尧僵蚕尧鳖甲共为佐药袁活血祛瘀尧
通络散结曰钩藤尧半枝莲尧金樱子共为使药袁清热平

肝尧固精缩尿遥 全方扶正祛邪并举袁旨在补益亏损之

气阴尧疏通瘀阻之肾络袁契合 DKD 的基本病机演变遥
同时袁本研究选用温阳利水的经典方剂真武汤作为

中药对照袁 该方虽能通过调节相关通路改善肾功

能尧减少蛋白尿袁但其证治要点侧重于 DKD 晚期

的脾肾阳虚证[26-27]遥 实验结果显示袁DKD 模型大鼠

表现为多饮尧消瘦尧乏力等袁与中医学野气阴两虚尧络

脉瘀阻冶证候特点高度吻合袁且益元饮在改善上述证

候方面袁效果优于真武汤遥
相关研究表明袁TGF-茁 是纤维化的关键调控因

子遥它一方面可直接激活肾脏间质中的成纤维细胞袁
使其转化为具有收缩功能并能大量合成胶原的肌成

纤维细胞曰另一方面袁也能刺激肾小管上皮细胞袁促
进 ECM 相关蛋白的生成[28-29]遥研究进一步表明袁TGF-
茁1 可特异性上调 FN 及玉型胶原等 ECM 关键成分

的表达与分泌袁从而共同推动肾脏结构与功能的纤

维化重构[30-31]遥 PI3K/Akt 通路也参与调节肾小管上

皮细胞生长尧EMT 及脂质代谢等过程袁这些过程与肾

脏纤维化的发生密切相关[32]遥 此外袁长期高糖环境下

的 PI3K/Akt 通路异常激活袁还可能促进局部免疫炎

症反应袁加剧肾小球基底膜等结构的损害[33]遥 本研究

结果表明袁益元饮的干预有效缓解了 DKD 模型大鼠

精神萎靡尧多饮多尿等野三多一少冶症状袁毛色与活动

度显著恢复曰在改善 GLU尧24 hUTP尧UACR 水平方

面效果显著遥 病理学观察进一步证实袁益元饮组肾

图 3 各组大鼠肾组织中 TGF-茁1尧p-PI3K尧p-Akt尧FN蛋白

表达水平比较

Fig.3 Comparison of protein expression levels of TGF-茁1,
p-PI3K, p-Akt, and FN in renal tissues among different

groups of rats
注院A.正常组曰B.模型组曰C.益元饮组曰D.胰激肽原酶片组曰E.真武汤组遥

Akt
p-Akt
PI3K

p-PI3K
TGF-茁1

FN
茁-Actin
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小球和肾小管形态恢复较好袁肾间质纤维化程度明

显下降遥 Western blot 检测证实袁经益元饮干预后袁
DKD 模型大鼠肾皮质中 TGF-茁1 的蛋白表达显著

下调袁同时降低其下游信号分子 p-PI3K 与 p-Akt 水
平袁并减少 FN 表达遥 这些结果提示袁益元饮能同步

抑制纤维化枢纽因子 TGF-茁1 及其下游 PI3K/Akt
信号通路的磷酸化水平袁并减少 ECM 主要成分 FN
的沉积遥

以上结果表明袁益元饮的抗肾脏纤维化作用可

能与其能够有效抑制 TGF-茁1/PI3K/Akt 信号轴的过

度活化密切相关遥 这一整体调控效应袁恰是益元饮

作为复方野多成分-多靶点-多通路冶协同作用的体

现遥 进一步分析认为袁方中多种活性成分可能从不

同层面协同发挥效应遥 渊1冤针对核心轴的上游驱动

因素院君药黄芪尧黄精中的多糖类成分渊黄芪多糖尧
黄精多糖冤已被报道可通过抑制 TGF-茁/Smad等通

路活性袁从源头弱化纤维化启动信号[12-13]袁这可能间

接减缓了对 PI3K/Akt 通路的驱动遥 渊2冤作用于核心

轴的微环境院臣药白术尧山药中的多糖成分渊白术多

糖尧山药多糖冤在改善糖代谢尧减轻氧化应激与炎症

方面具有协同作用[13袁34]袁而高糖与氧化应激正是持续

激活 PI3K/Akt 等通路的重要病理基础[33]遥 佐使药丹

参的核心成分丹参酮域A袁则被证实可抑制STAT3 等

炎症相关通路袁减轻肾细胞损伤[35]袁其可能通过通路

间的交互作用辅助改善 PI3K/Akt 通路的异常状态遥
渊3冤多途径直接或间接保护肾单位院方中山柰酚尧槲
皮素尧小檗碱等小分子化合物袁分别通过抗凋亡尧调
节脂代谢尧激活保护性自噬等多重途径袁共同维护肾

小管上皮细胞等靶细胞的稳态[36-39]袁增强了组织对

纤维化刺激的抵抗能力遥
综上所述袁本研究初步阐明袁中药复方益元饮可

通过下调 TGF-茁1/PI3K/Akt 信号通路活性袁抑制肾

脏细胞外基质积累袁从而改善 STZ 诱导的 DKD 大

鼠肾功能及病理损伤遥 其疗效机制体现了野益气养

阴治其本袁活血通络治其标冶中医治法与现代医学抗

纤维化机制的融合遥 本研究实验周期较短袁未能观

察长期疗效袁未来研究可进一步分离鉴定益元饮中

调控该通路的核心活性成分群袁并在细胞模型上进

行更深入的靶点验证遥
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