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［摘要］　目的　探讨中药健脾方对糖尿病大鼠肾组织骨桥蛋白（ＯＰＮ）的表达及对肾脏病理的影响。方
法　取５０只健康雄性大鼠随机分成健康对照组及实验组，实验组喂养高脂饲料，采取链脲佐菌素（ＳＴＺ）一次
性腹腔注射３５ｍｇ／ｋｇ造模。将成模大鼠随机分成模型组、吡咯列酮组、中药健脾方组（简称中药组）。各给
药组予相应药物灌胃８周，在第２、４、８周末测血糖，８周末测血脂，并做肾组织ＯＰＮ的检测及肾脏病理。结果
与模型组对比，中药组、吡格列酮组大鼠血脂、各时段血糖水平降低（Ｐ＜０．０１）；模型组大鼠肾组织病变显著，
ＯＰＮ的表达明显升高，各给药组大鼠肾组织病变明显减轻，ＯＰＮ表达降低，与模型组比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论　中药健脾方可能通过降低肾组织 ＯＰＮ的高表达，减轻糖尿病大鼠肾组织的
损伤。
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　　糖尿病肾病（ＤＫＤ）是糖尿病（ＤＭ）常见的严重
慢性并发症之一，２０％ ～４０％的糖尿病患者发展成
慢性肾脏病，是糖尿病患者肾衰竭的主要原因［１］。

骨桥蛋白（ＯＰＮ）是一种具有细胞粘附和迁移功能

的分泌型磷酸化糖蛋白，可作为肾小管间质的一种

重要趋化因子，通过介导该部位的巨噬细胞浸润、蛋

白尿漏出、肾小球硬化等机制促进ＤＫＤ的发生与发
展［２］。降低糖尿病肾病骨桥蛋白的表达，抑制巨噬
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细胞驱化，改善早期肾脏病变程度，是延缓糖尿病肾

损害的一个新途径［３］。本次实验旨在研究中药健

脾方对糖尿病大鼠肾组织 ＯＰＮ的表达及对肾脏病
理的影响，分析讨论健脾活血中药对肾脏的调节机

制。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　取正常雄性大鼠５０只，体质量
（１９０±２０）ｇ，由安徽医科大学动物实验中心供应，
合格证号：０００１８４１。饲养房空气流通，温度维持在
１８～２５℃，相对湿度保持在４０％ ～７０％，动物自由
进食和饮水，适应性饲养１周。
１．１．２　药物与试剂　中药健脾方由黄芪２０ｇ、山药
１５ｇ、白术１０ｇ、茯苓１０ｇ、生地１０ｇ、丹参１５ｇ、菝葜
１５ｇ、地龙１０ｇ、五味子５ｇ、黄连１０ｇ组成，饮片由
安徽中医药大学第一附属医院中药房提供；盐酸吡

咯列酮（杭州中美华东制药有限公司生产，批号：

Ｈ２００５０５００）；链脲佐菌素（ＳＴＺ）（购自美国Ｓｉｇｍａ公
司，批号：Ｓ０１３０）；水合氯醛（青岛宇龙海藻有限公
司生产，批号：Ｈ３７０２６７３）；通用型二抗试剂盒（购自
北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：１３１２０８Ｋ）。
１．１．３　主要仪器与设备　血糖监测仪（美国强生
公司，型号：稳豪型）；ＪＤ８０１形态学图像分析系统
（江苏省捷达科技发展有限公司）；全自动生化仪

（日本株式会社，型号：日立 ７６００）。
１．２　实验干预与分组　将５０只健康雄性大鼠予基
础饲料（蛋白质１６％，碳水化合物５０％，脂肪８％）
饲喂１周，随机抽取１０只作为健康对照组，其余大
鼠作实验组。对照组予基础饲料饲喂至本实验终

止；实验组予高脂饲料（其中蛋白质 １５％，脂肪
２５％，碳水化合物４５％，胆固醇５％，猪油１０％）喂
养，４周后造模，禁食８ｈ后，将ＳＴＺ用０．１ｍｏｌ／Ｌ的
柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ值为４．４）配成２％
浓度，按３５ｍｇ／ｋｇ剂量于大鼠左下腹一次性腹腔注
射，１２０ｈ后取鼠尾静脉测血糖，血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
视为造模成功。将造模失败的５只大鼠剔去，成模的
４５只大鼠随机分成模型组１１只，中药组１２只，吡格
列酮组１２只。按人与鼠的单位体质量折算系数算出
各组的药用剂量，其中中药组按３ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１予健
脾方灌胃，吡格列酮组按１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，健
康对照组和模型组按５ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１予０．９％氯化
钠溶液灌胃，各组持续饲喂８周直至本实验完成。
１．３　指标检测与方法　连续灌胃，分别在第２、４周

末测定各组大鼠血糖并记录，８周末测定血糖及血
脂［低密度脂蛋白 －胆固醇（ＬＤＬＣ）、三酰甘油
（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）］，禁食不禁水８ｈ，再以３％
水合氯醛按１０ｍｇ／ｋｇ给大鼠腹腔注射麻醉，迅速分
离双肾，将新鲜组织放在冻存管内，并保存于液氮

中，按免疫组织化学法操作标准完成。采取 ＪＤ８０１
形态分析系统分析肾组织ＯＰＮ的表达图，以阳性面
积及平均吸光度来表示 ＯＰＮ的表达强度。高倍镜
（×４００）下观察并记录切片中肾组织不重叠视野下
的阳性细胞数。病理切片采取 ＨＥ染色法，光镜下
观察并比较肾组织病理学变化程度。

１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件处理数据，
计量资料以ｘ±ｓ表示，组间比较采用方差分析进行
处理。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果

实验期间模型组、吡格列酮组、中药组因血糖过

高各死亡１只，两药物组因大鼠打斗各死亡１只。
２．１　各组大鼠肾组织ＯＰＮ的比较　高倍镜观察显
示：正常组大鼠 ＯＰＮ在肾组织中未见明显表达；模
型组ＯＰＮ的表达较正常组显著升高，多呈强阳性，
尤其以肾小管与肾间质细胞中较明显；与模型组对

比，中药组、吡格列酮组大鼠肾组织中 ＯＰＮ的表达
有不同程度的下降，多呈弱阳性，差异较为明显。

与健康对照组相比，模型组大鼠肾组织 ＯＰＮ的
阳性面积、平均吸光度及阳性细胞数均明显增高

（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，中药组和吡咯列酮组
ＯＰＮ阳性面积、平均吸光度、阳性细胞数显著降低
（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５），差异有统计学意义。见图
１，表１。
２．２　各组大鼠肾组织病理学的改变　光镜观察显
示：正常组大鼠肾组织形态规则，肾小球结构完整，

基底膜较薄，肾小管形态完整清晰，未见炎性细胞浸

润。同正常组比较，模型组大鼠肾组织形态欠规则，

毛细血管袢结构不清晰，肾小球体积显著增大，可见

肾小球囊腔增大、结构不规整，基底膜增厚，肾小管

部分萎缩、部分扩张，间质血管有不同程度的增生，

细胞外基质明显增多，肾间质内可见大量的炎性细

胞浸润。同模型组比较，中药组、吡格列酮组大鼠肾

组织病变有不同程度的改善，肾小球结构清晰、规

则，基膜增厚减轻，可见部分肾小球体积增大，肾小

管腔轻度扩张，肾小球内的细胞数目稍增多，细胞外

基质增多降低，肾间质内见少许的炎性细胞浸润。

见图２。
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表１　各组大鼠肾组织中ＯＰＮ阳性面积、
平均吸光度、阳性细胞数的比较（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 （只）阳性面积（μｍ２） 平均吸光度 阳性细胞数（个）

正常组 １０ １．０２±０．１０ ４０．１６±５．２１ ９６．５１±１０．３１

模型组 １０ ４．８１±１．８０ａ ９５．９１±１３．３８ａ ４６４．６±６３．６７ａ

吡格列酮 １０ １．９７±０．２５ｂ ８５．５４±７．８６ｃ １６５．８６±１５．８５ｂ

中药组 １０ ２．９０±１．４９ｂ ６９．２２±５．８７ｂ ２７２．０６±２０．７１ｂ

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．０５

２．３　各组大鼠血糖、血脂的比较　与正常组相
比，模型组各时段血糖、血脂（ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ）水平
明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，中药组和吡
格列酮组血糖及血脂水平显著降低（Ｐ＜０．０１）。
见表２，３。

表２　各组大鼠血脂的比较（ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 鼠数（只） ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ

正常组 １０ １．５１±０．２８ ０．４０±０．２１ ０．３０±０．０８

模型组 １０ ２．９０±１．００ａ ０．８９±０．４２ａ ０．６１±０．５４ａ

吡格列酮 １０ １．６４±０．３５ｂ ０．４５±０．２９ｂ ０．３２±０．１２ｂ

中药组 １０ １．６３±０．３５ｂ ０．５５±０．２１ｂ ０．３３±０．１０ｂ

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１

表３　各组大鼠不同时段血糖的比较（ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 鼠数（只） ２周后 ４周后 ８周后
正常组 １０ ５．０８±０．６０ ５．２３±０．５６ ６．３０±０．５８
模型组 １０ １６．１７±６．５４ａ １８．４８±７．０９ａ １５．８９±６．９２ａ

吡格列酮 １０ ８．５６±４．７３ｂ ７．８４±４．０１ｂ ６．３３±０．９５ｂ

中药组 １０ ８．００±４．３４ｂ ７．５８±４．３７ｂ ６．４９±０．６５ｂ

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０１；与模型组比较，ｂＰ＜０．０１

３　讨论
目前多数学者认为 ＤＫＤ的发病机制为糖脂代

谢紊乱、遗传易患性、氧化应激、炎性反应等多种因

素共同作用，导致细胞外基质增多、基膜变厚、微血

管病变、肾组织纤维化等病理变化［４］。研究发现，

ＯＰＮ大量表达于肾脏及骨骼中，肾组织中ＯＰＮ可由
肾小管上皮细胞合成、分泌，高糖可诱导 ＯＰＮ合成
增加［５］。肾组织ＯＰＮ进一步介入到巨噬细胞趋化、
蛋白尿渗出及肾小球硬化等多个环节，促使ＤＫＤ的
发生与发展。故早期阻断肾组织中 ＯＰＮ的表达，对
ＤＫＤ的治疗有重要意义［６７］。

本次实验注意到模型组大鼠肾组织 ＯＰＮ的表
达明显增加，多呈强阳性。中药组大鼠肾组织 ＯＰＮ
的表达显著下降，多数不表达或呈弱阳性表达。同

时，提示模型组大鼠肾组织ＯＰＮ的阳性面积、平均

Ａ１：健康对照组；Ｂ１：模型组；Ｃ１：中药组；Ｄ１：吡格列酮组

图１　各组ＯＰＮ在高倍镜下的显示（×４００）

Ａ２：健康对照组；Ｂ２：模型组；Ｃ２：中药组；Ｄ２：吡格列酮组

图２　各组肾脏病理情况的光镜下显示（ＨＥ染色，×４００）
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吸光度、阳性细胞数目均显著增加；中药组和吡咯列

酮组上述指标明显下降，表明中药健脾方可显著抑

制ＯＰＮ的表达。肾脏病理结果提示，模型组大鼠肾
脏受损较为严重，予中药健脾方治疗后大鼠肾组织

病变明显减轻，提示本方可减轻糖尿病大鼠肾脏病

理损伤，对肾脏早期损伤具有良好的保护作用。同

时实验结果显示出模型组大鼠的血糖、ＴＣ、ＴＧ等水
平显著增高，予中药健脾方后大鼠的血糖、血脂水平

较模型组明显降低。分析本方的作用机制，可能是

通过减少炎性因子的刺激，减轻糖脂毒性对内皮细

胞功能的损害，进而降低肾组织 ＯＰＮ的高表达，减
缓肾脏的病理损害，抑制ＤＫＤ的进展。

近几年，课题组从临床调查入手，发现糖尿病肾

病患者中脾虚血瘀型增多。如名老中医曹恩泽主任

认为，脾肾亏虚是ＤＫＤ的病理基础，瘀血是ＤＫＤ发
病的重要病理因素［８］。糖尿病肾病虽病本在肾，但

与脾胃关系密切。祖国医学认为，脾胃为乃后天之

本，气血生化之源；肾是先天之本，为精血之海，生命

之根［９１０］。脾肾二脏在生理上相互滋生，在病理上

亦互为因果，彼此影响。同时，“久病入络”“久病致

瘀”，瘀血阻络贯穿着 ＤＫＤ的始终，既是 ＤＫＤ的病
理产物，又可作为其致病因素。故治疗糖尿病肾病

应注意调养脾肾，活血化瘀。本实验选择健脾益气

活血方符合临床实际。方中黄芪、白术、茯苓益气健

脾利湿，山药健脾补肾，养胃生津；生地清热凉血，滋

肾养阴；黄连清热燥湿解毒；丹参活血祛瘀，五味子

滋肾生津，菝葜健脾利湿解毒，地龙活血通络、
"

剔

驱邪。诸药合用，达到健脾补肾，益气活血之效，全

方阴阳互济，攻补兼施，扶正祛邪，使机体阴阳平，瘀

浊去，肾络通。

药理研究证实，丹参、黄芪等能够降低血糖和改

善胰岛素抵抗（ＩＲ）［１１１２］；黄芪甲苷能够修复高糖诱
导的平滑肌细胞和内皮细胞的功能障碍，故能在一

定程度上保护糖尿病血管重构［１３］，且黄芪通过减少

肾脏局部ＴＧＦβ１、ＯＰＮ的表达和巨噬细胞驱化，减
轻组织损伤，保护肾脏功能，对患者整体起着矫正蛋

白质及脂质代谢紊乱的作用；丹参可明显下调肾脏

ＯＰＮ的合成与分泌［１４］；黄连中的小檗碱能增强胰岛

素的敏感性，且能下调血清中游离脂肪酸，改善大鼠

的高糖高脂状态，调节胰岛素分泌及改善 ＩＲ［１５］。
山药多糖对胰岛细胞起到保护和修复作用，并能降

低胰高血糖素的水平，使胰岛素的分泌增加［１６］；白

术能够减轻四氧嘧啶损害胰岛 Ｂ细胞，或能改善胰

岛Ｂ细胞功能，达到降糖效果［１７］；茯苓多糖能显著

升高２型糖尿病小鼠肾脏中超氧化物岐化酶及谷胱
甘肽过氧化物酶的水平，减少丙二醛的含量，增强肾

组织的抗氧化能力，降低脂质过氧化，改善自由基所

致氧化损伤，抑制 Ｔ２ＤＭ小鼠肾脏中 Ｂａｘ基因的表
达，进而减缓肾组织细胞凋亡趋势，保护肾脏［１８］；地

龙能改善 ＤＫＤ患者的脂质代谢紊乱，保护内皮细
胞，清除氧自由基，降低过氧化脂质水平［１９］；生地

黄、北五味子可增强抗氧化能力、加速自由基的清

除［２０］。菝葜提取物对于小鼠蛋清致足肿、醋酸致腹

膜炎等有良好的抗炎、消肿作用，大大降低炎症部位

的炎症介质，并有不同程度的免疫调节作用［２１］。

综上所述，中药健脾方可能是通过多环节、多靶

点提高机体免疫功能，减少炎性反应，清除氧自由

基，改善血液高粘、高聚状态，抑制糖尿病肾脏病理

炎症状态，调节糖脂代谢紊乱，降低肾脏骨桥蛋白的

高表达，从而起到延缓糖尿病肾脏损伤，保护肾脏功

能的作用。
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