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芪水煎对糖尿病肾病小鼠肝、肾组织细胞
外基质调节因子表达的影响

刘晔摇 车念聪摇 杜宇琼摇 王金光摇 李文新

揖摘要铱 摇 目的 摇 基于肝肾同源理论,观察糖尿病肾病(kk鄄ay)小鼠后期谷丙转氨酶(alanine
aminotransferase,ALT)、谷草转氨酶含量(aspartate transaminase,AST)变化以及芪水煎对肝、肾基质

金属蛋白酶鄄9(Matrix metalloe proteinas鄄9,MMP鄄9)及基质金属蛋白酶组织抑制因子鄄1(tissue inhibitor
of metalloproteinase鄄1,TIMP鄄1)表达的影响。 方法摇 采用 kk鄄ay 小鼠高糖高脂饮食 4 周建立糖尿病肾

病模型后,随机分为模型组、黄芪水组、通心络组,设立 C57BL / 6J 小鼠作为对照组。 予芪水煎及通

心络干预 12 周后,监测各组小鼠血 ALT、AST,采用 Western Blot、Realtime鄄PCR 检测肝、肾组织

MMP鄄9和 TIMP鄄1 蛋白含量及 mRNA 表达水平。 结果 摇 与模型组比较,芪水煎组 AST 显著降低

(P<0. 01)、ALT 呈下降趋势(P>0. 05),肝 MMP鄄9 蛋白及 mRNA 表达显著升高(P<0. 01),TIMP鄄1 蛋

白显著降低(P<0. 01),mRNA 表达降低(P<0. 05),肾 MMP鄄9 蛋白及 mRNA 表达升高(P<0. 05),
TIMP鄄1 蛋白及 mRNA 表达降低(P<0. 05)。 结论摇 kk鄄ay 小鼠后期会出现肝损伤,芪水煎对 kk鄄ay 小

鼠肝、肾损伤具有一定的保护作用。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the content changes of alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST) of diabetic nephropathy (kk鄄ay) mice in later stage, and to investigate
the influence of Qishui decoction on the expression of MMP鄄9, TIMP鄄1 in the hepatic and nephritic tissues
based on the theory of “homogeny of liver and kidney冶. Methods摇 The diabetic nephropathy model was
established by kk鄄ay mice with high glucose and high fat diet for 4 weeks. The mice were randomly divided
into model group, Qishui group and Tongxinluo group, and C57BL / 6J mice were used as control group.
After 12 weeks of drug intervention, the level of ALT and AST was detected, and the protein and mRNA
expressions of MMP鄄9 and TIMP鄄1 in liver and kidney were detected by Western Blot and realtime鄄PCR.
Results摇 Compared with the model group, the level of AST in Qishui group was significantly decreased
(P<0. 01), while the level of ALT was decreased (P>0. 05). The protein and mRNA expression of
MMP鄄9 in liver was significantly increased ( P < 0. 01 ), while the protein expression of TIMP鄄1 was
significantly decreased (P < 0. 01), and mRNA was decreased ( P < 0. 05). The protein and mRNA
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expression of MMP鄄9 in kidney was increased (P<0. 05), while the protein and mRNA expression of
TIMP鄄1 was decreased (P<0. 05). Conclusion摇 kk鄄ay mice have liver injury in the later stage of diabetic
nephropathy, and Qishui decoction has protective effects on liver and kidney injury in kk鄄ay mice.

揖Key words铱 摇 Astragalus membranaceus;摇 Fructus polygoni orientalis; 摇 Homogeny of liver and
kidney;摇 Hepatic injury;摇 Matrix metalloproteinase鄄9;摇 Tissue inhibitor of metalloproteinase鄄1

摇 摇 糖尿病以代谢紊乱和高血糖为主要特征,由于

长期存在的血糖代谢障碍,会导致多个脏腑器官受

累。 糖尿病常见并发症首先当属肾损伤,其危害性

表现为发病率高,病情预后较差;此外,肝脏作为糖

代谢的功能器官,长期的代谢异常亦会对肝脏造成

损害,由于其代偿能力较强,肝损伤早期并不明显,
但到后期肝损伤随着病情发展严重将无法逆转[1]。
反之,肝脏功能受损亦会糖、脂代谢紊乱,从而形成

恶性循环[2鄄3]。 肝肾同属人体重要器官,病理上互

相影响,发病机制复杂,病情发生发展过程中相互

作用也不是简单的因果关系,相关性的具体机制目

前尚不清楚[4]。 认识不足、手段有限使现代医学在

治疗糖尿病肝肾并发症时并不理想。 而中医基础

理论早已揭示了肝肾之间物质基础和生理作用上

密切关联,所以在整体观念指导下的“肝肾同源冶和
络病理论给复杂病情治疗提供新的思维。 在糖尿

病肝肾损伤中,都能观测到与基质金属蛋白酶

(matrix metallo proteinas,MMPs)和金属蛋白酶组织

抑制剂( tissue inhibitor of metalloproteinases,TIMPs)
的平衡改变密切相关。 TIMP鄄1 升高则会抑制

MMP鄄9活性,平衡打破,提示脏器受到损伤[5]。 基于

此,本实验在上述中医理论的指导下,通过观察芪

水煎对 kk鄄ay 小鼠肝肾 TIMP鄄1、MMP鄄9 治疗前后表

达的影响,探讨芪水煎对肝损伤的作用,进而探讨

肝肾同源性理论,从而指导临床。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

雄性 kk鄄ay 小鼠 24 只(生产许可号:SXCK 京

2015鄄0008),8 周龄,体重 20 ~ 30 g,购自北京华阜康

生物科技股份有限公司,饲养在首都医科大学实验

动物科学部 SPF 级动物室。 实验小鼠随机分为 3
组,即模型组、通心络组、黄芪水红花子组,每组 8
只;设立 C57BL / 6J 小鼠 8 只为空白对照组。
1. 2摇 药物

芪水煎(临床常用成人剂量为黄芪 20 g、水红

花子 5 g,购于北京同仁堂),按等效剂量换算,小
鼠水红花子生药量 0. 75 g / ( kg·d),黄芪生药

3 g / (kg·d),按照每 100 g 小鼠灌胃 2 mL 的体积

配成相应浓度,取黄芪和水红花子加相当于药材

量 5 倍的冷水浸泡 1 ~ 2 小时,煮沸 30 分钟,过滤。
药渣加 3 倍量水继续煎煮,煮沸 20 分钟,过滤,合
并 2 次滤液。 冷却装入灭菌药瓶,高温灭菌后,置
4益冰箱保存备用。 通心络超微粉(主药为人参、
水蛭、全蝎、土鳖虫、蜈蚣、蝉蜕、赤芍等,由河北以

岭医药研究院有限公司提供)将通心络超微粉溶

解,按照每 100 g 小鼠灌胃 2 mL 的体积,配成相应

浓度,冷却装入灭菌药瓶,高温灭菌后,置 4益冰箱

保存备用 0郾 9% ,氯化钠溶液购自北京市普京康利

科技有限公司,批号:150526。
1. 3摇 试剂

MMP鄄9 antibody ( Abcam、 Ab38898 )、 TIMP鄄1
antibody(Abcam、Ab38978)、Goat anti rabbit IgG,(H
+ L ) HRP 二 抗 ( Jackson、 111鄄035鄄003、 B鄄Actin
antibody (Abcam、Ab8227);RNA 抽提试剂盒、oligo鄄
( dT )、 Ribonuclease Inhibitor、 M鄄MLV Reverse
Transcriptase、M鄄MLV Reverse Transcriptase 均购于

Takara. 。
1. 4摇 仪器和设备

摇床 ( 其林贝尔、 TS鄄92 )、 电泳仪 ( Bio鄄rad、
165鄄8004)、旋涡混合器(其林贝尔、QL鄄901)、Line鄄
gene 荧光定量 PCR 检测系统(杭州博日科技有限公

司)、台式高速冷冻离心机 TGL鄄16(湘仪离心机)、
DYY鄄7C 型电泳仪(北京六一仪器厂)。
1. 5摇 动物模型制备及分组

本实验采用 8 周龄 2 型糖尿病 kk鄄ay 小鼠建立

糖尿病肾病模型,设立 C57BL / 6J 小鼠 8 只为空白

组,空白组 C57BL / 6J 小鼠予以普通饲料喂养、kk鄄ay
小鼠予以高脂饲料喂养 4 周。 4 周后 kk鄄ay 小鼠随

机分为 3 组,即模型组、通心络组、黄芪水红花子组,
每组 8 只。 在保持造模不变的情况下,开始予药物

治疗,黄芪水红花子予芪水煎溶液 2 mL / 100 g 灌

胃,通心络组予通心络溶液 2 mL / 100 g 灌胃,同时

正常组及模型组予等量生理盐水灌胃。 治疗

1 次 /日,共 11 周。 每周一称量小鼠体重,随体重

变化更改造模及治疗剂量。
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1. 6摇 样本采集及处理

治疗 11 周后,小鼠麻醉后,眼球取血,3500 r / min
离心 10 分钟,取上清分装。 打开腹腔,分离肝脏、肾
脏,观察形态,称重。 取肝、肾组织,分装入冻存管,
-80益低温冰箱冷藏。
1. 7摇 肝功监测

检测血清 ALT、AST 等肝功能指标。
1. 8摇 Western Blot 法检测小鼠肝、肾组织中 MMP鄄9
和 TIMP鄄1 蛋白含量

取肝、 肾 组 织, BCA 法 蛋 白 定 量, 在 10%
SDS鄄PAGE胶上电泳分离之后转印至 PVDF 膜上,用
5%脱脂奶粉封闭振荡,一抗 4益孵育过夜,TBST 摇

床洗膜 5 分钟伊3 次,二抗孵育,TBST 摇床洗膜 5 分

钟伊3 次,ECL 试剂暗室内胶片曝光,扫描胶片,用图

像分析软件分析目标条带。
1. 9 摇 Quantitative Real鄄time PCR 检测小鼠肝、肾组

织 MMP鄄9 和 TIMP鄄1 的 mRNA 表达水平

取肝、肾组织,加入 1 mL 的 Trizol,抽取待测样

品的 RNA 并进行质量检测,采用 oligo鄄( dT) 试剂

盒,将样品 RNA 逆转录为 cDNA 并进行扩增,记录

相应的 Ct 值。 基因相应表达量采用公式 2-驻驻Ct方法

计算。 引物序列如下。

表 1摇 引物序列

基因名称 引物序列(5忆to 3忆)

MMP鄄9
上游: 5忆鄄AGCCGACTTTTGTGGTCTTC 鄄3忆
下游: 5忆鄄ATGGCCTTTAGTGTCTGGCTG鄄3忆

TIMP鄄1
上游: 5忆鄄CAACTCGGACCTGGATGCTAA 鄄3忆
下游: 5忆鄄 CTCTTCACTGCGGTTCTGG鄄3忆

ACTIN
上游: 5忆鄄CTGAGCTGCGTTTTACACCCT 鄄3忆
下游: 5忆鄄CGCCTTCACCGTTCCAGTT鄄3忆

1. 10摇 统计学处理

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计处理,结果用均

数依标准差(x依s)表示,多组间比较采用单因素方差

分析,组间两两比较采用最小显著性差异法( LSD
法),P<0. 05 为差异有统计学意义,P<0. 01 为有显

著性差异。

2摇 结果

2. 1摇 各组小鼠血清 ALT、AST 检测结果对比

与正常组相比,模型组 ALT 升高(P <0. 05),
AST 显著升高(P<0. 01);与模型组相比,芪水煎组

AST 显著降低(P<0. 01),ALT 呈下降趋势,没有统

计意义;与模型组相比,通心络组 ALT、AST 显著升

高(P<0. 01);与通心络组相比,芪水煎组 ALT、AST
显著降低(P<0. 01),见表 2。

表 2摇 小鼠 ALT、AST 比较(n=8,x依s,U / L)

组别 ALT AST

正常组 10. 80依1. 57 23. 50依2. 38

模型组 37. 37依1. 62a 46. 50依1. 37b

芪水煎组 27. 03依2. 97d 30. 41依4. 23cd

通心络组 165. 90依29. 64c 103. 80依12. 93c

注: 与正常组相比,aP<0. 05,bP<0. 01;与模型组相比,cP<0. 01;与
通心络组相比,dP<0. 01。

2. 2 摇 各组小鼠肝、肾 MMP鄄9、TIMP鄄1 mRNA 表达

检测

与正常组相比,模型组肝、肾 MMP鄄9 表达显著

降低(P<0. 01),TIMP鄄1 表达升高(P<0. 05);与模

型组相比, 芪水煎组肝 MMP鄄9 表达显 著 升 高

(P<0. 01),肾表达升高(P<0. 05),肝、肾 TIMP鄄1 表

达降低 ( P < 0. 05);与模型组相比,通心络组肝

MMP鄄9 表达显著升高 ( P < 0. 01 ), 肾表达升高

(P<0. 05),肝、肾 TIMP鄄1 表达降低(P<0. 05);与通

心络 组 相 比, 芪 水 煎 组 肝 TIMP鄄1 表 达 降 低

(P<0. 05),其他指标没有统计学意义。 见表 3。
2. 3摇 各组小鼠肝、肾 MMP鄄9、TIMP鄄1 的蛋白表达

检测

与正常组相比,模型组肝、肾 MMP鄄9 蛋白表达

显著降低(P<0. 01),肝、肾 TIMP鄄1 蛋白表达显著升

高(P<0. 01);与模型组相比,芪水煎组肝 MMP鄄9 蛋

白表达显著升高(P<0. 01)、 肾 MMP鄄9 蛋白表达升

表 3摇 小鼠肝、肾 MMP鄄9、TIMP鄄1 mRNA 比较(n=8,x依s)

组别 肝 MMP鄄9 肝 TIMP鄄1 肾 MMP鄄9 肾 TIMP鄄1

正常组 1. 13依0. 06 1. 05依0. 12 1. 15依0. 15 0. 88依0. 12

模型组 0. 34依0. 12b 1. 77依0. 24a 0. 16依0. 07b 1. 98依0. 30a

芪水煎组 0. 86依0. 04d 1. 44依0. 23ce 0. 44依0. 04c 0. 99依0. 05c

通心络组 0. 97依0. 03d 1. 29依0. 19c 0. 42依0. 04c 1. 05依0. 16c

注: 与正常组相比,aP<0. 05,bP<0. 01;与模型组相比,cP<0. 05,dP<0. 01;与通心络组相比,eP<0. 05。
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高(P<0. 05),肝 TIMP鄄1 蛋白显著降低(P<0. 01),
肾表达降低(P<0. 05);与模型组相比,通心络组肝

MMP鄄9 蛋白表达显著升高(P<0. 01)、肾 MMP鄄9 蛋

白表达升高(P<0. 05),肝、肾 TIMP鄄1 蛋白显著降低

(P<0. 01);与通心络组相比,芪水煎组肝 TIMP鄄1 蛋

白表达降低(P<0. 05)。 见图 1。

注: A:正常组;B:模型组;C:芪水煎组;D:通心络组

图 1摇 小鼠肝、肾 MMP鄄9、TIMP鄄1 蛋白表达水平

3摇 讨论

《素问·阴阳应象大论》 曰 “肾生骨髓,髓生

肝冶,明代李中梓《医宗必读》提出“乙癸同源,肝肾

同源冶理论,肝肾同居下焦,精血互生,母子相生[6],
中医理论揭示了肝肾在物质方面相生相养,生理功

能上相互为用,互相调节制约的密切关系。 正因如

此,肝肾两脏母子相生,精血相互转化中一环出现

问题,必然在病理上渐渐展现出肝肾同病的趋势。
在糖尿病发生发展慢性病程中,日久侵袭肾络,导
致肾络瘀滞,中医认为肝肾之气互通、精血互化,故
肾络病变必然会导致肝的疏泄和藏血等功能受损,
终致肝血行不畅从而发生肝络瘀阻[7]。 实验中糖

尿病肾病模型小鼠 AST、ALT 升高,证明糖尿病肾病

后期存在肝损伤,佐证了“肝肾同源冶理论。
其次,糖尿病肝肾合病病理上关系复杂,两者

可互为因果,治疗起来颇为棘手。 临床用药亦需要

兼顾疾病与防止肝肾功能损害。 根据本课题组前

期实验研究,临床常用成人剂量黄芪 20 g、水红花子

5 g 效果最优,故本实验选用黄芪和水红花子 4 颐 1
的配比组成的芪水煎进行治疗,黄芪、水红花子是

名老中医关幼波临床治疗肝病方子中常用的中草

药,后经钱英教授总结出来的药对,实验发现黄芪

可以缓解水钠潴留,临床上多用于治疗糖尿病[8],
黄芪多糖可有效保护糖尿病大鼠肝功,缓解肝细胞

的损伤[9],水红花子可以改善大鼠血清肝纤维指

标[10],依据络病理论,糖尿病肝损伤的基本病机为

气虚血瘀,中医理论认为气虚则血行无力,血行缓

慢滞而为瘀,故瘀阻脉络,故用益气活血通络的黄

芪,解毒通络的水红花子,两者配伍益气活血通络。
糖尿病肾病主要的病理特征是肾小球及肾间

质的细胞外基质(extracellular matrix,ECM)沉积,导
致肾小球硬化及肾间质纤维化,因此改善糖尿病肾

病可以从 ECM 降解系统着手[11],高糖状态下,
TIMP鄄1 表达增加,MMPS / TIMPS 失衡,大鼠肝纤维

化程度加重[12]。 MMPS / TIMPS 是参与 ECM 降解过

程的重要酶系,MMPs 及其组织抑制剂在细胞外基

质的合成、降解及组织重塑过程中起决定性调节作

用。 MMPs 属于降解酶系,其中 MMP鄄9 是降解郁型

胶原的最主要成分。 TIMPs 是 MMPs 的天然抑制

剂,目前对 TIMP鄄1 的研究较为深入,在细胞因子的

诱导下产生,与激活后的 MMP鄄9 以 1 颐 1 的方式形

成复合体,从而抑制 MMP鄄9 的活性,阻断其对 ECM
的降解,引起 ECM 沉积,使纤维化加重[13]。 本研究

结果显示,经芪水煎治疗后小鼠肝、肾组织 TIMP鄄1
降低,减轻 TIMP鄄1 对 MMP鄄9 的抑制作用,MMP鄄9 /
TIMP鄄1 失衡有所改善,促进细胞外基质的降解,减
少细胞外基质的合成,改善肝、肾纤维化,提示芪水

煎能够抑制 kk鄄ay 小鼠肝、肾组织纤维化,延缓

病程。
实验研究表明,kk鄄ay 小鼠后期存在肝损伤,为

肝肾同源理论提供实验依据。 芪水煎通过调控

ECM 降解酶系 MMP鄄9 / TIMP鄄1 蛋白及 mRNA 表达,
减少肝、肾组织 ECM 沉积,保护肝肾功,具有减少用

药造成的肝肾损伤的优势。 此外,作为诱发肝肾损

伤的危险因素高血糖,芪水煎对血糖代谢作用有待

深入研究。
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侵袭性肺部真菌感染的中医证素特点研究

李昕原摇 梁腾霄摇 王兰

揖摘要铱 摇 目的摇 总结侵袭性肺部真菌感染患者中医证素特点。 方法摇 收集北京中医药大学东

直门医院 2012 年 1 月 1 日至 2013 年 12 月 31 日符合侵袭性肺部真菌感染临床诊断住院患者进行

回顾性调查,选取其中病例记录全面详实、能完整体现患者整体状态、符合纳入标准者共 175 例,统
计分析患者侵袭性肺部真菌感染前后及感染不同真菌菌属后证素变化,总结中医证素特点。 结果

摇 (1)侵袭性肺部真菌感染病人病位证素涉及广泛,主要在肺、脾、胃、肾等。 (2)病性虚实夹杂,以
虚为主,证素在痰、湿、热、气虚、阳虚、血虚、阴虚、血瘀等。 (3)白假丝酵母菌与非白假丝酵母菌在

病位证素脾、胃、肾及病性证素湿、气虚、阳虚、血虚、阴虚、血瘀上均存在统计学差异(P<0. 05)。 结

论摇 侵袭性肺部真菌感染患者有其中医证素特点,值得进一步挖掘,同时也应加强对不同真菌菌属

相应特点的研究,更好的服务临床。
揖关键词铱 摇 肺部感染;摇 真菌;摇 中医证候;摇 白假丝酵母菌
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Study on the characteristics of TCM syndrome factors of invasive pulmonary fungal infection摇 LI
Xinyuan, LIANG Tengxiao, WANG Lan. 摇 Dongzhimen hospital of Beijing University of Chinese Medicine,
100700 Beijing,China
Corresponding author: LINANG Tengxiao, E鄄mail: 13601133923@ 163. com

揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To summarize characteristics of TCM syndrome factors of patients with
invasive pulmonary fungal infections. Methods 摇 Retrospective study of patients with invasive pulmonary
fungal infection were selected from January 1, 2012 to December 31, 2013 in Dongzhimen hospital of
Beijing University of Chinese Medicine. 175 cases of complete case notes were accordance with the
inclusive criteria. The changes of TCM syndrome factors at before and after infection were analyzed,and the
characteristics of TCM syndrome elements was summarized. Results 摇 (1) Disease location of syndrome


