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保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠尿蛋白
及尿 Nephrin、Podocin 排泄的影响

唐珑摇 王悦芬摇 赵文景摇 孙雪艳摇 崔方强摇 孟元摇 赵静摇 蔡朕摇 王晖摇 申子龙

揖摘要铱 摇 目的摇 观察不同剂量的保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠尿蛋白、尿 Nephrin、尿
Podocin 排泄的影响,探讨本方对糖尿病肾病的作用机制及最佳剂量。 方法 摇 将链脲佐菌素

(streptozocin,STZ)建立的早期糖尿病肾病大鼠模型随机分为正常组、模型组及中药高、中、低剂量

组。 用药 8 周后,检测各组大鼠血糖、尿糖、尿白蛋白及尿 Nephrin、Podocin 的水平,并将尿 Nephrin、
Podocin 的排泄浓度与尿白蛋白做相关性分析。 结果摇 药物干预 8 周后,中药各剂量组大鼠的血糖、
尿糖、尿白蛋白水平较模型组有降低趋势,但组间差异无统计学意义(P>0. 05);中药各剂量组大鼠

尿 Nephrin、Podocin 排泄均低于模型组,其中中药中剂量组、中药高剂量组尿 Nephrin 排泄明显低于

模型组(P<0. 05),但二者组间差异无统计学意义(P>0. 05);Pearson 相关分析显示尿 Nephrin、尿
Podocin 排泄呈正相关( r=0. 517,P<0. 05),且二者均与尿白蛋白水平呈正相关( r=0. 746,P<0. 05)。
结论摇 保肾通络方对早期糖尿病肾病大鼠足细胞可能存在保护作用,其中对尿 Nephrin 排泄的影响

可能先于尿白蛋白出现。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To observe the effects of different doses of Baoshen Tongluo recipe on
urinary protein, urinary nephrin、podocin excretion in early diabetic nephropathy rats, and investigate its
protection of diabetic nephropathy and the optimal dose. Methods摇 Early diabetic nephropathy rats model
was induced by streptozotocin(STZ), and the rats were randomly divided into normal group, model group
and different dose traditional Chinese medicine groups. After treatment for 8 weeks, blood glucose, urine
glucose, urinary albumin and urinary excretion of nephrin、podocin were detected, and correlation analysis
was conducted between the concentration of nephrin and podocin in urine and urinary albumin. Results摇
After 8 weeks of drug intervention, the levels of blood glucose, urine glucose,urinary albumin in different
dose of Chinese medicine group were lower than those of model group, but there were no significant
differences among intervention groups (P>0. 05). The urinary nephrin and podocin excretion in traditional
Chinese medicine groups were lower than those in the model group, and the excretion of urinary nephrin in
high and middle dose of traditional Chinese medicine groups were significantly lower than that of model
group (P<0. 05), but there were no differences between the high dose group and middle dose group of tra鄄
ditional Chinese medicine. Pearson correlation analysis showed that urinary nephrin, urinary podocin
excretion was positively correlated ( r=0. 517, P<0. 05), and two of them were positively correlated with
urinary protein level ( r= 0. 746, P<0. 05). Conclusion 摇 Baoshen Tongluo recipe may have protective
effect on glomerular podocyte in rats with early diabetic nephropathy, the effect on urinary nephrin excretion
may be prior to urinary albumin excretion.

揖Key words铱摇 Diabetic nephropathy;摇 Baoshen Tongluo recipe;摇 Urine nephrin;摇 Urine podocin;
摇 Podocyte

摇 摇 糖尿病肾病( diabetic nephropathy,DN) 早期

的临床表现以微量白蛋白尿为主,研究证明蛋白

尿不仅是肾小球足细胞功能紊乱的结果,也是肾

损害进展的独立危险因素 [1] 。 如果得不到及时

有效的治疗,患者很快会出现大量蛋白尿,并伴

有肾功能进行性下降,最终进展至终末期肾衰

竭,一定程度上增加了患者的病死率 [2鄄3] 。 足细

胞及其相关分子的损伤在糖尿病肾病早期及微

量蛋白尿的发生发展中起着关键的作用,其中

Nephrin、Podocin 作为足细胞裂孔隔膜上的跨膜

蛋白,在维持足细胞形态及肾小球滤过屏障功能

中意义重大。 保肾通络方是在北京中医医院肾

病科协定处方保肾方域号(生黄芪、生地黄、女贞

子、水蛭等)加用虫类药(蝉蜕、地龙、全蝎)组方

而成,基础研究与临床应用均验证其为治疗糖尿

病肾病有效中药方剂,本研究旨在通过观察不同

剂量 的 保 肾 通 络 方 对 早 期 DN 大 鼠 尿 液 中

Nephrin、Podocin 排泄的影响,初步探讨保肾通络

方对早期糖尿病肾病大鼠足细胞的保护作用与

最佳治疗剂量。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物与药物

SPF 级健康雄性 SD 大鼠 35 只,体重 200 ~240 g,
鼠龄 6 ~ 8 周龄,由北京市中医研究所动物室提供

(合格证书编号:11400500012601)。
保肾通络方由生黄芪 30 g、党参 15 g、生地黄

30 g、女贞子 20 g、菟丝子 20 g、鬼箭羽 15 g、三棱

10 g、水蛭 5 g、蝉蜕 9 g、地龙 6 g、全蝎 6 g 组成,水
煎剂,4益冰箱保存,每 3 天配置一次。 药材由首都

医科大学附属北京中医医院中药房提供;盐酸贝那

普利片,由北京诺华制药有限公司生产 (规格:
10 mg伊14 片,国药准字:H20030514)。
1. 2摇 实验试剂与仪器

链脲佐菌素(streptozocin,STZ,美国,Sigma);柠
檬酸、柠檬酸钠(国药集团化学试剂有限公司);尿
Nephrin Elisa 试剂盒、尿 Podocin Elisa 试剂盒(北京

鸿跃创新科技有限公司)等。 FreeStyle襆血糖仪及试

纸 ( 美 国, Abbott ); 低 温 冰 箱 ( 美 国, Thermo );
MultiSkan3 酶标仪(美国,Thermo);全自动生化分析

仪(美国,Beckman Coulter)。
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1. 3摇 动物模型的建立与分组

大鼠适应性饲养 1 周,随机抽取 7 只为空白

组,其余为模型组。 造模前禁食不禁水 4 小时,模
型组单次左下腹腔注射 1% 链脲佐菌素溶液(以

0. 1 mol / L 柠檬酸缓冲液冰上配置,pH 4. 2 ~ 4. 5)
55 mg / kg,空白组注射等量的柠檬酸缓冲液。 造模

48 小时内给予 5% 葡萄糖饮水,72 小时后尾尖采

血,血糖仪测定随机血糖浓度逸16. 7 mmol / L 且血

糖水平维持一周者确定为糖尿病大鼠模型。 将糖

尿病模型大鼠随机分为五组,每组 7 只。 其中中药

组给予保肾通络方(高剂量组 20. 4 mg·kg-1·d-1、
中剂量组 10. 2 mg·kg-1·d-1、低剂量组 5. 1 mg·
kg-1·d-1灌胃,正常组及模型组给予等量蒸馏水灌

胃。 每日 1 次,连续给药 8 周。
1. 4摇 标本采集与检测

给药后的第 8 周末,血糖仪测取大鼠尾尖随机

血糖(blood glucose,BG);所有大鼠分别放置代谢笼

12 小时,收集并记录尿量,3000 r / min 离心 10 分钟,
全自动生化分析仪测定尿糖( urine glucose,UG)。
按 Elisa 试剂盒说明用酶联免疫吸附法测定大鼠尿

Nephrin 浓 度、 尿 Podocin 浓 度、 尿 白 蛋 白 浓 度

(urinary albumin,U鄄ALB)。 全自动生化分析仪测定

尿肌酐(urea creatinine,Ucr);为减少尿量的影响,尿
Nephrin、尿 Podocin 及尿白蛋白浓度均以尿肌酐校

正, 分 别 表 示 为 UALB / Ucr ( UACR )、 UNE / Ucr
(UNECR)、UPO / Ucr(UPOCR);分别比较 UNECR、
UPOCR 与 UACR 的相关性。
1. 5摇 统计学处理

数据采用 SPSS 20. 0 统计软件处理,计量资料

以均数依标准差( x依s)表示,统计数据经检验,服从

正态分布,具有方差齐性,采用单因素方差分析进

行组间比较。 相关性采用 Pearson 相关系数分析

(相关系数绝对值越接近于 1,相关度越强,相关系

数越接近于 0,相关度越弱)。 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 一般情况

实验期间,模型组大鼠逐渐出现不同程度的进

食及饮水量增加,尿量明显增多,消瘦,毛色泽枯

黄,活动迟缓。 后期相继出现白内障、口足溃疡等

并发症,中药各剂量组以上情况均有不同程度的

改善。

2. 2摇 各组大鼠血糖与尿糖的比较

模型组的血糖与尿糖均高于正常组,证明造模

成功;经治疗后,模型组及中药各剂量组的血糖与

尿糖水平明显高于正常对照组(P<0. 05);与模型组

比较,中药组血糖与尿糖均有所下降,但组间差异

无统计学意义(P>0. 05)。 见表 1。

表 1摇 各组大鼠血糖及尿糖比较(x依s,mmol / L)

组别 n BG UG

正常组 7 5. 27依1. 30 0. 22依0. 10

模型组 7 23. 89依4. 74a 356. 06依102. 04a

中药低剂量组 7 21. 44依3. 49a 342. 51依40. 35a

中药中剂量组 7 21. 74依4. 91a 315. 55依67. 54a

中药高剂量组 7 22. 83依2. 85a 329. 55依134. 38a

注: 与正常组比较,aP<0. 05。

2. 3摇 各组大鼠尿白蛋白排泄的比较

8 周末,模型组及中药组大鼠 UACR 明显高于

正常组(P<0. 05);各剂量中药组 UACR 均较模型组

有所降低(P>0. 05),其中中药中剂量组分别低于中

药低剂量组与中药高剂量组(P>0. 05),但中药各剂

量组组间差异无统计学意义。 见表 2。
2. 4摇 各组大鼠尿 Nephrin、Podocin 排泄的比较

8 周 末, 模 型 组 及 中 药 组 大 鼠 UNECR 及

UPOCR 明显高于正常组(P<0. 05);中药各剂量组

UNECR 较模型组减少,其中中药中剂量组、中药高

剂量组较模型组明显下降(P<0. 05),中药中剂量组

与高剂量组组间差异无统计学意义(P>0. 05);中药

各剂量组 UPOCR 较模型组减少,但差异无统计学

意义(P>0. 05);其中中药中剂量组 UPOCR 低于中

药低剂量组与中药高剂量组,但组间差异无统计学

意义(P>0. 05)。 见表 2。
2. 5摇 大鼠 UNECR、UPOCR 与 UACR 相关分析

经 Pearson 相关分析,UNECR 与 UACR 呈正相

关( r=0. 746,P<0. 05);UPOCR 与 UACR 呈正相关

( r=0. 517,P<0. 05)。 见图 1、2。

表 2摇 各组大鼠 UACR、UNECR、UPOCR 比较(x依s)

组别 n UACR UNECR UPOCR

正常组 7 8. 38依4. 12 10. 76依7. 47 1. 18依0. 24

模型组 7 79. 69依33. 05a 48. 88依16. 73a 2. 94依1. 27a

中药低剂量组 7 70. 46依30. 24a 41. 07依14. 03a 2. 81依1. 88a

中药中剂量组 7 54. 02依22. 70a 32. 41依14. 36ab 2. 52依1. 73a

中药高剂量组 7 56. 11依24. 70a 33. 60依5. 71ab 2. 61依0. 80a

注: 与正常组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。
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图 1摇 尿 Nephrin 与尿微量白蛋白的相关性分析

图 2摇 尿 Podocin 与尿微量白蛋白的相关性分析

3摇 讨论

Nephrin、Podocin 是足细胞裂孔隔膜的主要跨

膜蛋白,参与细胞信号传导、调节细胞骨架重塑,在
维持足细胞与肾小球滤过屏障完整性上发挥了重

要的作用[4]。 足细胞相互交叉的足突与隔膜裂孔

共同覆盖在肾小球基底膜的表面,维持着较大的滤

过面积,是阻止蛋白渗漏入尿的最后一道屏障[5]。
足细胞相关分子的异常表达已被证明与糖尿病肾

损伤及蛋白尿相关[6鄄8]。 各种原因引起的 Nephrin、
Podocin 的损伤、移位或表达减少都会影响足细胞内

骨架蛋白重排和相连蛋白功能,导致足突变宽、融
合,裂孔隔膜破坏、疏松甚至消失,最终产生蛋白

尿。 近年来,大量证据表明糖尿病肾病患者及动物

模型的肾脏组织中 Nephrin、Podocin 表达下降,而尿

中足细胞相关因子的研究也逐渐成为热点[9]。 研

究证明足细胞损伤并脱落进入尿液是糖尿病肾病

蛋白尿发生的一个重要因素[10]。 动物实验发现尿

Nephrin 的表达可以作为肾小球损伤的早期迹象,并
且常常先于蛋白尿出现。 临床研究亦证明尿

Nephrin 水平与尿蛋白呈统计学相关性,糖尿病患者

尿 Nephrin 排泄明显高于非糖尿病患者,并与足细

胞损伤的严重程度呈正相关[8,11鄄12]。 尿中 Podocin
会随 DN 的进展而增加,Podocin 与血肌酐呈正相

关,在一定程度上反映了 DN 进展中蛋白尿和肾功

能损害的严重程度[13]。 Wickman 等[14] 通过临床对

比发现通过尿肌酐校正后的尿 Podocin(UPOCR)表
达与肾小球的损伤程度密切相关,UPOCR 值会随着

蛋白尿的减少而降低,并且高 UPOCR 表达者往往

会有较高的尿蛋白 /肌酐比值,并在疾病的活动期、
急性期表现尤为显著。 这标志着尿 Nephrin、Podocin
等足细胞相关分子的检测可以作为糖尿病肾病的

早期生物学标志物。
中医古籍关于糖尿病有较多描述,《素问》首称

其为消渴病,日久兼见“肺痨冶 “雀盲冶 “痈疽冶 “水
肿冶“关格冶等并发症。 其中“水肿冶 “尿浊冶 “关格冶
等与糖尿病肾病的表现尤为相近。 笔者结合临床

治疗经验与各家中医见解,认为糖尿病日久损及肾

脏,病机以气阴两虚为本,兼夹水湿、浊毒、瘀血等

病邪,发展至糖尿病肾脏病期,肾络瘀阻既为发病

之故,又为病久之果,因此在治疗上更加注重滋补

肾阴,益气活血通络,并总结出基础方剂保肾方域
号,由生黄芪、生地黄、丹参、女贞子、水蛭等组成,
保肾通络方是在保肾方域号基础上加用虫类药(蝉
蜕、地龙、全蝎)组方而成,DN 病程较长,缠绵难愈,
根据中医理论,久病入络,久病必瘀,故 DN 患者往

往存在肾络瘀滞。 现代医学从肾脏病理角度已证

实了肾络瘀滞的存在,如肾小球硬化、间质纤维化、
肾小球及小动脉内微血栓形成等均可认为是肾络

瘀滞的表现,所以很多医家已形成共识,活血化瘀

应贯穿糖尿病肾病治疗的始终。 而入络成瘀,一般

草木类药物不能到达病所,唯用虫类药疏络剔邪,
才能松动病根,所以从肾络瘀滞角度来看,应用虫

类药治疗 DN 符合其中医病机特点。 现代药理研究

也证实虫类药多具有调节免疫、抗炎、抗组胺、改善

高凝状态等作用,能针对上述因素而发挥作用。 保

肾通络方以生地黄、黄芪为君药益气滋阴,联合党
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参、枸杞子增强养阴益气之功,三棱、鬼箭羽活血化

瘀,配合水蛭、蝉蜕、地龙、全蝎、虫蚁通络,全方攻

补兼施,扶正祛邪,经临床及实验研究证明疗效确

切[15鄄16]。 课题组前期研究发现,保肾方域号可有效

降低糖尿病肾病大鼠尿白蛋白排泄率,上调 MMP鄄
2、TIMP鄄2 的表达,在一定程度上改善肾功能及肾脏

病理的进展。 临床研究则发现应用保肾方域号治

疗糖尿病肾病患者,可在降低蛋白尿,改善临床症

状的同时有稳定血糖,减少胰岛素用量的优势。 临

床观察同时发现:虫类药具有益肾固本、祛风散邪、
清热利湿、活血化瘀的作用,其配合健脾补肾、活血

益气药物可明显改善慢性肾炎患者症状,减少蛋白

尿,安全性好[17]。
本研究通过腹腔注射链脲佐菌素复制糖尿病

动物模型,在对比蛋白尿的同时,比较尿 Nephrin、
Podocin 排泄, 发现模型组大鼠尿微量白蛋白、
Nephrin、Podocin 的排泄率均明显增加。 对早期糖

尿病肾病的及时发现、糖尿病患者检测指标的完善

有进一步指导意义。 通过不同剂量的保肾通络方

治疗后,大鼠尿 Nephrin 的排泄率明显低于模型组,
其中中药中剂量虽然与其他剂量组相比差异无统

计学意义,但效果呈现较优趋势,不除外低剂量药

效不够,高剂量组浓度较高加重肾脏负担可能。 虽

然 UACR 与 UPOCR 的水平与模型组相比无统计学

差异,但是呈现下降趋势,考虑治疗时间较短的缘

故,同时也与糖尿病肾病尿 Nephrin 的排泄先于白

蛋白出现这一结论相符。 相关性分析显示 UACR
与 UNECR、UPOCR 呈正相关,推测糖尿病尿白蛋白

的增加与 Nephrin、Podocin 蛋白从尿中丢失相关。
虽然控制血糖是治疗糖尿病肾病的重要手段,但以

上研究提示调节 Nephrin、Podocin,降低蛋白尿也可

作为中药保护肾脏的靶点之一,该保护作用可能与

血糖、尿糖的降低无绝对关系。 同时也为尿足细胞

的测定作为糖尿病肾病生物学标志提供了有力的

证据。
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