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  [ 摘要]  目的:观察真武汤对肾间质纤维化大鼠的作用, 并通过观察真武汤对肾脏Ⅰ, Ⅲ型胶原纤维的影响, 探讨真武汤

抗肾间质纤维化的作用机制。方法: 采用“单肾切除加腺�呤灌胃法”建立大鼠慢性肾衰竭模型。治疗组予真武汤 9. 8, 2. 45

g·kg - 1 ig,对照组予尿毒清溶液 ig。给药 4周后处死大鼠取血测肌酐( Cr) ,尿素氮( BUN) , 钙( Ca2 + )、磷( P3 + ) ,肾脏切片分别

进行 HE染色、PASM染色、Masson染色、Sirius Red染色、Mallory染色, 光镜下观察大鼠肾组织的病理形态学改变, HE染色进行

肾小管间质病变半定量分析, PASM染色、Masson染色、Sirius Red染色进行肾脏组织病理学图像分析。结果:在肾间质纤维化

面积、肾小球系膜积分吸光度等方面,真武汤高、低剂量组的作用优于模型组和尿毒清组, P < 0. 05。真武汤高、低剂量组在肾

间质中Ⅰ, Ⅲ型胶原分布面积等方面的作用与模型组比, P < 0. 05。结论:真武汤具有抗肾间质纤维化的作用,其作用途径可能

与抑制Ⅰ, Ⅲ型胶原纤维增生有关。
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[ Abstract]  Objective: Observing the protective effect of Zhenwu Decoction on renal interstitial fibrosis in

rat, to explore its role of anti-renal fibrosis and Ⅰ,Ⅲ collagen fibers affected in renal fibrosis. Method: The rat

model of chronic renal failure was used. Niaoduqing control group was treated by Niaoduqing solution, Zhenwu

Decoction group was treated by Zhenwu Decoction concentrated solution, up to 28 days. After 4 weeks, blood

samples were taken from the femoral artery. Serum creatinine, blood urea nitrogen, serum calcium and phosphorus

were detected. Renal pathological staining for paraffin sections was carried out by hemotoxylin and eosin staining,

periodic acid-silver methenamine ( PASM) staining, Masson staining, Sirius red staining, Mallory staining. HE

staining was randomly selected for semi-quantitative analysis in tubulointerstitial lesions. Periodic acid-silver

methenamine staining, Masson staining, Sirius red staining, Mallory staining were randomly selected for kidney

pathology analysis. Result: In PASM mesangial integral optical density quantitative model of mesangial proliferative,

Masson staining fibrosis in the area of renal interstitial, Low-dosage Zhenwu Decoction and High-dosage Zhenwu
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Decoction group appeared to be better than model group and Niaoduqing control group ( P < 0. 05) . Low-dosage

Zhenwu Decoction and High-dosage Zhenwu Decoction group appeared to be less than model group in renal

interstitial of type Ⅰ andⅢ distribution area ( P <0. 05) . Conclusion: Zhenwu Decoction shows effect of anti-renal

interstitial fibrosis. And it inhibit Ⅰ, Ⅱ collagen fibers proliferation, which may be the mechanism for Zhenwu

Decoction to treat renal interstitial fibrosis and chronic renal failure.

[ Key words]  Zhenwu Decoction; chronic renal failure; rat; renal interstitial fibrosis

  真武汤是中医临床治疗脾肾阳虚型慢性肾衰竭

的常用方剂之一,但尚未见真武汤原方抗肾间质纤

维化作用的报道
[ 1]
。本研究采用符合中医脾肾阳虚

证候特征的慢性肾纤维化病证结合动物模型, 观察

真武汤对肾间质纤维化大鼠的作用以及对肾脏Ⅰ,

Ⅲ型胶原纤维的影响。

1 材料

1.1 动物 Wistar雄性健康大鼠 65 只, 6 周龄,清

洁级,体重( 200 ±20) g,由中国医学科学院试验动

物研究所提供,合格证号 SCXR( 京) 2005-0013。

1.2 药物  真武汤,参考全国高等医药院校教材

《方剂学》,组方:炮附片 9 g,茯苓 9 g,白芍 9 g,白术

6 g,生姜 9 g,制备成含生药 0. 245, 0. 98 g·mL的浓

缩液;腺�呤,购自北京化学试剂公司, 临用前用蒸

馏水配制成 20 g·L的混悬液;尿毒清颗粒,由广州

康臣药业有限公司生产 ( 批号 20060207) 。参考文

献[ 3] 剂量, 将尿毒清颗粒以蒸馏水配制成含药量

为 3. 75 g·L的溶液。

2 方法

2.1 造模 采用“单肾切除加腺�呤灌胃法”建立

大鼠慢性肾衰竭模型
[ 4]
。大鼠行左肾切除术 1 周

后,以 200 mg·kg - 1
·d - 1
腺�呤混悬液 ig 造模,连续

28 d。

2.2 分组与给药 65 只大鼠按随机数字表法抽取

10 只为正常组, 10 只为假手术组, 45 只行左肾全切

术。术中及术后 1 周死亡大鼠 5 只,术后 1 周,将存

活的 40 只大鼠按随机数字表法随机分为模型组、真

武汤低剂量组 ( 2. 45 g·kg - 1 , 为临床剂量的 3. 5

倍) 、真武汤高剂量组( 9. 8 g·kg
- 1

,为临床剂量的 14

倍)、尿毒清组( 3. 75 g·kg - 1 ) 各 10 只。

治疗各组于术后分组当天开始 ig, 1 次 / d,连续

28 d。

2.3 观察指标

2.3.1 血清生化指标 给药 4 周后,从股动脉抽血

测血肌酐 ( Cr) 、尿素氮 ( BUN) 、钙 ( Ca
2 +

) 、磷

( P
3 +

) 。

2.3.2 肾脏病理染色  肾脏石蜡切片, 分别进行

HE染色、PASM染色、Masson染色、Sirius Red染色、

Mallory染色,光镜下观察大鼠肾组织的病理形态学

改变。

2.3.3 肾小管间质病变半定量分析  根据 Sergio

的半定量分级标准,随机选取 HE染色切片镜下 20

个视野,进行半定量分析。

2.3.4 肾脏组织病理学图像分析  在每组 PASM

染色切片随机选取 200 倍光镜下 10 个视野,用 Meta

Morph 图像分析系统对所选取视野中 PASM染色肾

小球系膜阳性目标吸光度 ( A) 进行测定。每组

Masson染色切片在光镜 200 倍视野下分别观察 10

个互不重叠的皮质视野, 借助 HMIAS-2000 高清晰

彩色病理图文报告分析系统拍照,计算纤维化的面

积( 每张切片测量 10 个视野,取平均值) 占整个视

野间质面积 ( 排除肾小球、肾小管、血管所占面积)

的百分比值。在偏振光显微镜 200 倍视野下, 观察

Sirius Red染色切片 10 个互不重叠的皮质视野中的

Ⅰ和Ⅲ型胶原,并采用 OLYMPUS-DP60 高清晰彩色

病理图象分析系统分析。

2.4 统计学方法 应用 SPSS( V 15. 0) 统计软件进

行统计学处理分析。计量资料以 珋x ±s表示,组间差

异采用单因素方差分析,组间两两比较用 LSD检验

法,方差不齐时采用秩和检验。等级资料的比较采

用秩和检验。P <0. 05 为差异有显著性意义。

3 结果

3.1 真武汤对大鼠血清 Cr, BUN, Ca2 + , P3 +
含量的

影响 治疗各组 Cr较模型组显著降低, P <0. 05;尿

毒清组、真武汤高剂量组 BUN比模型组显著降低, P

< 0. 05,真武汤高、低剂量组血钙比模型组升高, P <

0. 05,而尿毒清组血钙较模型组无明显差异;治疗各

组血磷较模型组显著降低, P < 0. 05;其中以真武汤

高剂量组的作用最明显。见表 1。
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表 1 真武汤对大鼠血液生化指标的影响 ( 珋x±s)

组别
剂量

/g·kg - 1
n

SCr

/μmol·L - 1

BUN

/mmol·L - 1

Ca2 +

/mmol·L - 1

P3 +

mmol·L - 1

正常 - 10 65. 98 ±11. 02 1, 2) 6. 71 ±0. 41, 2) 2. 35 ±0. 121) 1. 34 ±0. 141)

假手术 - 10 66. 95 ±11. 39 1, 2) 7. 64 ±1. 211, 2) 2. 46 ±0. 301, 2) 1. 32 ±0. 131)

模型 - 6 251. 33 ±42. 78 35. 58 ±12. 9 2. 16 ±0. 03 1. 54 ±0. 11

尿毒清 3. 75 6 208. 28 ±38. 70 1) 26. 19 ±4. 691) 2. 25 ±0. 01 1. 39 ±0. 081)

真武汤 9. 8 6 203. 12 ±30. 10 1) 26. 16 ±3. 191) 2. 45 ±0. 051, 2) 1. 35 ±0. 111)

2. 45 6 209. 98 ±20. 42 1) 27. 83 ±4. 58 2. 43 ±0. 061, 2) 1. 36 ±0. 121)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05; 与尿毒清组比较2) P < 0. 05 ( 表 4 ～6 同 ) 。

3.2 肾脏大体观察情况 模型组右肾明显增大,苍

白色,质地坚硬无光泽,皮质明显变薄、皮髓质分界

不清,包膜增厚。真武汤高、低剂量组右肾轻度增

大,浅褐色,质地较硬无光泽,皮质变薄、皮髓质分界

线可辨,包膜增厚。尿毒清组右肾轻度增大, 浅褐

色,质地较硬无光泽,皮质变薄、皮髓质分界不清,包

膜增厚。

3.3 真武汤对大鼠肾组织病理变化的影响  真武

汤对大鼠肾脏组织形态学的影响见表 2。

表 2 真武汤对大鼠肾脏组织形态学的影响

组别 肾小球 肾小管 肾间质

正常 系膜细胞无增殖 上皮细胞正常 , 无灶状萎缩及肥大 未见单核细胞浸润

假手术 系膜细胞无增殖 上皮细胞正常 , 无灶状萎缩及肥大 未见单核细胞浸润

模型

 

部分呈轻度系膜增殖

 

 大量上皮细胞坏死、变性 , 大部分肾小管极度扩张 ,

内有大量腺�呤结晶沉积 , 管腔内有蛋白管型

 有大量炎细胞浸润 , 重度纤维

组织增生

尿毒清

 

部分呈轻度系膜增殖

 

 少量上皮细胞坏死、变性 , 大部分肾小管轻度扩张 ,

内有少量腺�呤结晶沉积

 有少量炎细胞浸润 , 轻度纤维

组织增生

真武汤 ( 高 )

 

少量呈轻度系膜增殖

 

 少量上皮细胞坏死、变性 , 大部分肾小管轻度扩张 ,

内有少量腺�呤结晶沉积

 有少量炎细胞浸润 , 轻度纤维

组织增生

真武汤 ( 低 )

 

部分呈轻度系膜增殖

 

 少量上皮细胞坏死、变性 , 大部分肾小管中度扩张 ,

内有少量腺�呤结晶沉积

 有少量炎细胞浸润 , 轻度纤维

组织增生

3.4 真武汤对大鼠肾小管间质病变的影响  尿毒

清组、真武汤高、低剂量组肾小管间质损害较模型组

轻, P < 0. 01,见表 3。
表 3 真武汤对大鼠肾小管间质病变 (半定量分级 ) 的影响

组别 剂量 / g·kg - 1 0 级 Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级

正常 - 20 0 0 0

假手术 - 20 0 0 0

模型 - 0 0 3 17

尿毒清 3. 75 0 8 11 1

真武汤 9. 81) 0 14 6 0

2. 451) 0 12 7 1

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 01。

3.5 真武汤对大鼠肾小球系膜增生的影响  模型

组系膜增生最明显, 阳性目标 IA最大, 与正常组比

较,有显著差异, P <0. 05;各治疗组系膜增生轻于模

型组, P < 0. 05;而真武汤高、低剂量组的系膜增生显

著轻于尿毒清组。P <0. 05,见表 4。
表 4 真武汤对大鼠肾小球系膜 IA的影响 ( 珋x±s)

组别 剂量 /g·kg - 1 系膜积分 / IA

正常 - 33. 77 ±9 . 831, 2)

假手术 - 25. 68 ±7 . 492)

模型 - 266. 78 ±58. 22

尿毒清 3. 75 139. 44 ±19. 021)

真武汤 9. 8 61. 23 ±16. 791, 2)

2. 45 59. 15 ±29. 271, 2)

3.6 真武汤对大鼠肾间质纤维化面积的影响 模

型组的纤维化面积最大,与正常组比较 P < 0. 05;真

武汤高、低剂量组肾间质中纤维化面积显著低于模

型组, P <0. 05;尿毒清组虽也低于模型组,但无显著

差异,真武汤高、低剂量组肾间质中纤维化面积显著

低于尿毒清组, P <0. 05。见表 5。
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表 5 真武汤对大鼠肾间质纤维化面积的影响 ( 珋x±s)

组别 剂量 / g·kg - 1 纤维化面积 / %

正常 - 11. 40 ±7 . 731, 2)

假手术 - 12. 10 ±6 . 991, 2)

模型 - 56. 10 ±18. 34

尿毒清 3 . 75 52. 90 ±9 . 48

真武汤 9 . 8 25. 70 ±6 . 251, 2)

2 . 45 39. 90 ±9 . 341, 2)

3.7 真武汤对大鼠肾间质Ⅰ,Ⅲ型胶原的分布面积

的影响 模型组肾间质中Ⅰ,Ⅲ型胶原分布面积较

大,与正常组比较, P < 0. 05。真武汤高、低剂量组、

尿毒清组肾间质中Ⅰ,Ⅲ型胶元分布面积显著小于

模型组, P < 0. 05。见表 6。
表 6 真武汤对大鼠Ⅰ和Ⅲ型胶原分布面积的影响 ( 珋x±s) %

组别
剂量

/g·kg - 1
Ⅰ型胶原 Ⅲ型胶原

正常 - 1. 27 ±0. 691) 0. 46 ±0. 08 1, 2)

假手术 - 0. 94 ±0. 511, 2) 0. 56 ±0. 12 1, 2)

模型 - 5. 45 ±3. 051, 2) 1. 81 ±0. 47

尿毒清 3. 75 1. 96 ±1. 172) 1. 38 ±0. 07 1)

真武汤 9. 8 1. 66 ±0. 932) 1. 24 ±0. 78 1)

2. 45 1. 92 ±1. 332) 1. 28 ±0. 63 1)

4 讨论

本试验结果显示: 大鼠单肾切除术加腺�呤灌

胃法建立的慢性肾衰竭模型出现肾间质重度纤维化

增生,肾间质可见大量炎细胞浸润, 与文献报道相

符
[ 5]
。真武汤高、低剂量组肾间质中纤维化面积显

著低于模型组,说明真武汤有抗肾间质纤维化的作

用。近年来,肾小管间质的损害日益受到国内外学

者的重视。肾小管间质纤维化程度预示着肾功能受

损程度,决定着慢性肾衰竭的预后。因此,无论是肾

小球疾病或小管间质疾病,减轻肾小管间质损害是

延缓疾病进展的关键所在
[ 6]
。因此,真武汤的抗肾

间质纤维化作用对慢性肾衰竭大鼠肾脏的保护具有

重要意义。

肾纤维化是各种肾脏疾病发展到慢性肾衰竭的

共同病理过程,肾小管间质损伤在肾脏病的进展过

程中起重要作用,肾小球病变程度相同的患者,如果

小管病变程度不同,预后可相差很大。肾间质纤维

化是指细胞外基质,主要是Ⅰ型、Ⅲ型胶原的增加和

沉积,其主要病理表现是肾小管上皮细胞减少和间

质中出现大量肌成纤维细胞
[ 7]
。现已知肌成纤维细

胞除能由成纤维细胞分化产生外,也能部分地来源

于血管周围细胞的增生和迁移及肾小管上皮细胞在

病理状态下的转分化。肌成纤维细胞能合成及分泌

Ⅰ,Ⅲ型胶原,促进肾间质纤维化的发生 [ 8 ]
。邹万忠

等采用腺�呤致大鼠肾小管间质纤维化模型, 发现

给药 3 d后腺�呤代谢产物 2, 8-二羟基腺�呤结晶

沉积于肾小管,受累小管变性坏死,间质内可见中性

粒细胞为主的炎细胞浸润;给药 1 ～2 周,受累小管

不断增多,间质中性粒细胞渐少,淋巴细胞和单核细

胞逐渐增多;给药 3 ～5 周,各级肾小管弥漫扩张,上

皮萎缩,间质弥漫淋巴单核细胞浸润,成纤维细胞增

生,细胞外基质大量形成, 出现肾小管间质纤维化。

其中,给药 3 ～5 周时, 2, 8-二羟基腺�呤结晶周围

形成以单核巨噬样细胞增生为特征的肉芽肿性病

变
[ 5 ]
。肾间质纤维化和肉芽肿形成, 可压迫小管间

毛细血管,使管腔狭窄, 血管阻力增加, 肾小球血流

量减少,导致进行性肾功能损害。因此,抑制炎症反

应和促炎症细胞因子的分泌,以抑制胶原的合成,是

防治肾间质纤维化的关键
[ 7 ]
。

本试验研究发现,造模后大鼠肾间质Ⅰ,Ⅲ型胶

原染色明显增强,真武汤高,低剂量组、尿毒清组肾

间质中Ⅰ,Ⅲ型胶元增生显著低于模型组, P < 0. 05;

提示真武汤抑制Ⅰ,Ⅲ型胶原纤维的增生是抗肾间

质纤维化作用的重要途径,但真武汤抑制Ⅰ,Ⅲ型胶

原纤维增生的机制,仍有待进一步研究。
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