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参地颗粒对系膜增生性肾小球肾炎大鼠单个核

细胞凋亡及炎症紊乱的干预作用

茅燕萍１，王恩静２，金　华１，魏　玲１，张　磊１，王亿平１
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［摘要］目的　观察参地颗粒作用于系膜增生性肾小球肾炎（ｍｅｓａｎｇｉａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，

ＭｓＰＧＮ）大鼠后，外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）的凋亡，Ｂ淋巴细胞瘤２

（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）蛋白、Ｆａｓ蛋白的表达，单核细胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，

ＭＣＰ１）、转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）水平的变化，探讨其作用机制。

方法　从６０只ＳＤ大鼠中随机抽取１０只作为正常组，剩余５０只均用于 ＭｓＰＧＮ模型复制，模型制作成功

后，再分为模型组（１１只）、缬沙坦组（１０只）、参地颗粒组（１０只）。各组大鼠在模型复制完成后第２１天开始

给药，缬沙坦组每日予缬沙坦溶液灌胃，参地颗粒组予参地颗粒溶液灌胃，模型组、正常组予生理盐水灌胃，

连续干预１２周。光学显微镜下观察各组大鼠病理损伤情况，实验室方法检测各组大鼠２４ｈ尿蛋白（２４

ｈｏｕｒｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，２４ｈＵＰｒ）、ＰＢＭＣｓ凋亡率、Ｂｃｌ２蛋白、Ｆａｓ蛋白表达水平及血清ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平。

结果　治疗第８、１２周参地颗粒组２４ｈＵＰｒ水平较缬沙坦组显著降低（犘＜０．０５）。与正常组比较，模型组大

鼠ＰＢＭＣｓ凋亡率、血清 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平升高（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达水平下降，Ｆａｓ蛋白表达水平

上升（犘＜０．０５）；与模型组比较，缬沙坦组、参地颗粒组ＰＢＭＣｓ凋亡率、ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平均降低（犘＜

０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达水平上升，Ｆａｓ蛋白表达水平下降（犘＜０．０５）；参地颗粒组ＰＢＭＣｓ凋亡率、血清ＴＧＦ

β１水平低于缬沙坦组（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达水平上升程度大于缬沙坦组（犘＜０．０５）。参地颗粒组

ＭｓＰＧＮ大鼠肾脏系膜细胞增生被明显抑制。结论　参地颗粒可以减轻肾脏炎症反应，消减尿蛋白，改善

ＭｓＰＧＮ大鼠的肾脏病理损害，其机制可能是通过调节凋亡调控蛋白Ｂｃｌ２、Ｆａｓ蛋白表达水平，降低ＭｓＰＧＮ

大鼠ＰＢＭＣｓ凋亡率，下调 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１的表达水平实现的。
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　　最新研究
［１］显示，２００３－２０１４年间，中国肾病

疾病谱发生很大的变化，在中国原发性肾小球疾病

病理类型中，系膜增生性肾小球肾炎（ｍｅｓａｎｇｉａｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，ＭｓＰＧＮ）排名第５

位。许多国内外研究也已证实细胞凋亡参与

ＭｓＰＧＮ的病程始终，高表达的凋亡细胞和细胞凋

亡因子在增生性肾小球肾炎的病理解剖中被发现。

少许的细胞凋亡可存在于正常肾组织内，从而维持

肾脏细胞的动态平衡。当肾脏免疫炎症刺激并诱导

大量淋巴细胞、单核巨噬细胞等外周血单个核细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）在肾

脏蓄积，各种刺激均可导致凋亡调控蛋白失衡，蓄
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导师，ｗｙｐｗｙｐ５４＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

积在肾脏的细胞发生程序性死亡，继之诱发抗原抗

体反应，产生或加重肾脏的免疫炎症紊乱，导致疾病

的发生。当有严重的肾小球系膜增殖病变时，大量

系膜外基质的合成以及肾间质炎症细胞因子浸润，

导致肾间质纤维化的形成，进一步加重肾小球的硬

化和萎缩。本研究从免疫炎症紊乱方面探讨参地颗

粒对 ＭｓＰＧＮ模型大鼠的干预作用，探究参地颗粒

的作用机制。

１　材料

１．１　实验动物　６０只清洁级雄性ＳＤ大鼠，体质量

２００ｇ左右，购自上海杰思捷实验动物有限公司［生

产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３０００６］。大鼠饲养环

境：室内温度（２３±１）℃，湿度为４０％～５５％。

１．２　实验用药　参地颗粒（皖药制字ＢＺ２００８００２５，

批号２０１６０５９，每袋１０ｇ）：安徽中医药大学第一附

属医院的院内复方制剂，加工生产均由医院药剂科

进行。实验时用温开水溶解，按４．０ｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量

（相当于成人的正常剂量３０ｇ／ｄ）灌胃。缬沙坦胶

囊（每粒８０ｍｇ，诺华制药，国药准字 Ｈ２００４０２１７）：
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购自安徽中医药大学第一附属医院，实验时用温开

水溶解，按１０．３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量（相当于成人的正

常剂量８０ｍｇ／ｄ）灌胃。模型组大鼠于同一时点给

予生理盐水灌胃。

１．３　实验试剂　大鼠外周血淋巴细胞分离液（批号

ＬＴＳ１０８３）：天津灏洋；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒

（批号Ａ００５４）：美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；大鼠ＭＣＰ１

ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （批 号 ＥＥＬＲ０６３３ｃ）、ＴＧＦβ１

ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号ＥＥＬＲ００８４ｃ）：Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公

司；ｔｈｙ１抗体（货号 ＭＡＢ４１１０）：上海源叶生物技

术有限公司。

２　方法

２．１　动物模型制备及分组　参照Ｇｅｎｇ等
［２］的方

法复制抗 Ｔｈｙ１抗体肾炎大鼠模型。首先切除左

侧肾脏，分别于术后第７、１４、２１、２８天予以尾静脉注

射抗Ｔｈｙ１抗体（２．５ｍｇ／ｋｇ）。结果共获得３１只

ＭｓＰＧＮ模型大鼠，将其分为参地颗粒组、缬沙坦组

各１０只，模型组１１只；另设１０只大鼠作为正常组。

２．２　标本留取　分别于模型复制结束后０、４、８、１２

周收集大鼠的２４ｈ尿液，检测２４ｈ尿蛋白（２４ｈｏｕｒ

ｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，２４ｈＵＰｒ）。１２周后，统一于腹主动

脉采集各组大鼠的血液，脱臼处死大鼠，一部分血液

采用流式细胞仪检测ＰＢＭＣｓ凋亡率，一部分血液

用于分离血清，并保存于－８０℃冰箱中备用。采集

新鲜肾组织，切取部分肾组织，于１０％中性甲醛中

固定；将剩余肾组织保存于ＥＰ管中，储存于－８０℃

液氮中，用于蛋白提取。

２．３　观察指标及方法　采用常规生化法检测

２４ｈＵＰｒ，采用ＥＬＩＳＡ法检测血清单核细胞趋化蛋

白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）、转

化生长 因 子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，

ＴＧＦβ１）表达水平，采用流式细胞术检测ＰＢＭＣｓ

凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＢＭＣｓ凋亡调控蛋白Ｂ

淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、Ｆａｓ蛋白

表达水平。应用 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色、ＰＡＳ染色

技术观察肾脏病理改变。

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２２．０软件包进行统

计学处理。计量资料均采用“均数±标准差（珚狓±狊）”

表示。计量资料两组间比较采用狋检验；若资料不

符合正态分布或方差不齐则采用非参数检验。多组

间均数比较及重复测量数据的比较采用方差分析。

检验水准取ɑ＝０．０５，犘＜０．０５表示差异有统计学

意义。

３　结果

３．１　各组大鼠２４ｈＵＰｒ水平比较　与正常组比较，

模型组大鼠２４ｈＵＰｒ水平升高（犘＜０．０５）。与模型

组比较，缬沙坦组和参地颗粒组大鼠治疗４、８、１２周

２４ｈＵＰｒ水平均显著降低（犘＜０．０５）。与缬沙坦组

比较，参地颗粒组大鼠治疗８、１２周２４ｈＵＰｒ水平均

显著降低（犘＜０．０５）；且缬沙坦、参地颗粒消减尿蛋

白的水平呈时间依赖性，随着治疗时间的延长，

２４ｈＵＰｒ水平均逐步降低（犘＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠２４ｈＵＰｒ水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
２４ｈＵＰｒ／ｍｇ

治疗前 治疗４周 治疗８周 治疗１２周

正　常 １０ ４．４５±０．１７ ４．６２±０．２１ ４．５８±０．１６ ４．５４±０．１３

模　型 １１ １７．４５±０．３９ １７．４２±０．６８ １７．０６±０．５９ １７．４８±０．５７

缬沙坦 １０ １７．１７±０．７６ １４．８９±０．７３＃ａ １２．７１±０．８２＃ａｂ １０．２９±０．６５＃ａｂｃ

参地颗粒 １０ １７．７２±０．７３ １３．８５±０．７１＃ａ １０．８０±０．６８＃△ａｂ ７．１６±１．４４＃△ａｂｃ

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与缬沙坦组比较，△犘＜０．０５；与治疗前比较，ａ犘＜０．０５；与治疗４

周比较，ｂ犘＜０．０５；与治疗８周比较，ｃ犘＜０．０５

３．２　各组大鼠ＰＢＭＣｓ凋亡率和肾组织中Ｂｃｌ２、

Ｆａｓ蛋白表达水平比较　与正常组比较，模型组大鼠

ＰＢＭＣｓ凋亡率升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，缬沙坦

组、参地颗粒组ＰＢＭＣｓ凋亡率均降低（犘＜０．０５），且参

地颗粒组低于缬沙坦组（犘＜０．０５）。与正常组比较，模

型组Ｂｃｌ２蛋白表达水平下降，Ｆａｓ蛋白表达水平上升

（犘＜０．０５）；与模型组比较，缬沙坦组、参地颗粒组Ｂｃｌ２

蛋白表达水平上升，Ｆａｓ蛋白表达水平下降（犘＜０．０５），

且参地颗粒组Ｂｃｌ２蛋白表达水平高于缬沙坦组（犘＜

０．０５）。见表２、图１。

表２　各组大鼠ＰＢＭＣｓ凋亡率和肾组织中Ｂｃｌ２、Ｆａｓ蛋白表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＰＢＭＣｓ凋亡率／％ Ｂｃｌ２ Ｆａｓ

正　常 １０ １０．６２±０．５９ １．０１８４±０．６７００ １．００００±０．００１８

模　型 １１ ３５．０６±４．２１ ０．２６０９±０．００７３ ２．３３２７±０．１９０７

缬沙坦 １０ ２５．８９±３．１２＃ ０．４２３４±０．０９０１＃ １．３５４０±０．０７０２＃

参地颗粒 １０ ２０．６３±２．２１＃△ ０．５８５８±０．１５２６＃△ １．３９０５±０．１４２５＃

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与缬沙坦组比较，△犘＜０．０５
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图１　各组大鼠Ｂｃｌ２、Ｆａｓ蛋白表达水平

３．３　各组大鼠血清 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平比较　与

正常组比较，模型组大鼠血清 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平

升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，缬沙坦组、参地颗

粒组 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平均降低（犘＜０．０５），且参

地颗粒组血清 ＴＧＦβ１水平低于缬沙坦组（犘＜

０．０５）。见表３。

３．４　各组大鼠肾组织病理检测结果比较　与正常

组比较，模型组大鼠肾小球内可见增生的系膜细胞

（每个系膜区３～５个系膜细胞）与系膜基质，肾小球

体积增大，毛细血管管腔狭窄，镜下可见肾间质有淋

巴细胞浸润，部分间质出现轻度纤维化。参地颗粒

组与缬沙坦组大鼠肾小球内均有轻度系膜细胞增多

（每个系膜区可见２～３个系膜细胞），系膜基质并不

明显，间质出现少量淋巴细胞浸润，但参地颗粒组系

膜细胞增生及系膜基质增多均较缬沙坦组轻，说明

参地颗粒有抑制 ＭｓＰＧＮ大鼠肾脏系膜细胞增生的

作用。见图２。

表３　各组大鼠血清 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ１水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＭＣＰ１／（ｎｇ／ｍＬ） ＴＧＦβ１／（ｎｇ／ｍＬ）

正　常 １０ ０．１６４±０．４２３ ３４．７１３± ７．４１７

模　型 １１ ０．５７８±０．９５５ ７３．０６６±１２．６８４

缬沙坦 １０ ０．４２１±０．１１５＃ ６０．３６０±１０．２７３＃

参地颗粒 １０ ０．３９７±０．６６９＃ ４９．９０３± ７．８１８＃△

　　注：与正常组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜

０．０５；与缬沙坦组比较，△犘＜０．０５

图２　各组大鼠肾组织病理染色结果（１０×４０倍）

４　讨论

ＭｓＰＧＮ在中国原发性肾小球疾病中发病率位

列第５位，因此复制贴近临床的 ＭｓＰＧＮ动物模型

对临床及科研工作者深入了解该病的发病机制、临

床治疗具有重要意义。Ｔｈｙ１抗原是一种高度表达

于鼠类胸腺细胞表面的糖蛋白，在大鼠系膜细胞表

面也发现有其表达。１９８０年，Ｉｓｈｉｋａｋｉ
［３］首次报道

在系膜病变大鼠模型中使用了抗胸腺细胞抗体。该

模型具有快速修复的特点，自然病程为３５～４０ｄ，与

临床常见的不可逆性的 ＭｓＰＧＮ有很大差异，因此

许多研究者开始探索接近于 ＭｓＰＧＮ的不可逆的大

鼠肾炎模型。目前国内外研究已证实，单克隆抗体

在纯度、特异性及可重复性方面优于多克隆抗体。

１９９２年，Ｋａｗａｃｈｉ等
［４］首次报道了应用多次尾静脉

注射的方法建立慢性抗Ｔｈｙ１肾炎大鼠模型；１９９５

年，Ｃｈｅｎｇ等
［５］首次报道了单肾切除后给予尾静脉

注射抗Ｔｈｙ１抗体建立慢性不可逆性肾炎大鼠模

型。这种模型比较成熟，接近于人类 ＭｓＰＧＮ，普遍

地被国际上的研究采用和认可。本实验采用国产抗

Ｔｈｙ１抗体，给予单肾切除后，连续４次予大鼠尾静

脉注射抗Ｔｈｙ１抗体，建立慢性不可逆的 ＭｓＰＧＮ

大鼠模型。

庞欣等［６］发现，ＭｓＰＧＮ大鼠肾小球细胞发生

十分显著的凋亡现象，而凋亡调控蛋白Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

２７
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表达紊乱导致细胞凋亡增多，ＭｓＰＧＮ组凋亡抑制

因子Ｂｃｌ２下调，促凋亡因子Ｂａｘ及Ｂａｘ／Ｂｃｌ２显著

上升。李春香等［７］研究表明，肾脏病大鼠肾组织中

Ｆａｓ／ＦａｓＬ蛋白表达水平上升，导致肾组织中细胞的

凋亡，进而引起肾小球内细胞数量的减少，加重肾组

织的纤维化进展。陈浩等［８］研究发现，ＭＣＰ１阳性

表达的相对面积随系膜增生严重程度而增加，同时

也观察到 ＭＣＰ１在炎症细胞浸润较重的部位呈强

表达。Ｙｕ等
［９］研究发现，抑制肾组织中趋化因子的

表达，可以改善肾小球系膜细胞增殖，改善细胞外基

质的积累以及抗 Ｔｈｙ１大鼠尿蛋白的分泌。徐文

燕等［１０］研究发现，ＭｓＰＧＮ大鼠肾组织存在 ＴＧＦ

β１和ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶信号通路的活化，该

信号通路是机体重要的炎症反应通路之一，可以加

速炎症反应。

参地颗粒组方源自安徽省名中医王亿平创立的

人参汤，人参汤可有效降低脾肾亏虚型慢性肾炎患

者的尿蛋白水平［１１］。参地颗粒是由人参汤核心组

方（红参、熟地黄、茯苓、五味子、桑螵蛸、鸡内金、川

芎）转化而成，临床主要应用于慢性肾炎脾肾亏虚证

的治疗。临床研究［１２］表明，参地颗粒能降低脾肾亏

虚证慢性肾炎患者中医证候积分，改善临床症状，降

低２４ｈＵＰｒ和尿红细胞计数。相关机制研究
［１３］发

现，参地颗粒对系膜增生性肾小球肾炎大鼠ＣＴＬＡ

４／Ｂ７１介导的免疫炎症紊乱、大鼠 Ｔ细胞亚群平

衡［１４］、ＮＦκＢ信号通路
［１５］和肾脏基质金属蛋白酶９

和金属蛋白酶组织抑制剂１
［１６］的表达均有不同程

度的干预作用。本次研究发现，参地颗粒具有减轻

肾脏炎症反应，消减尿蛋白、改善 ＭｓＰＧＮ大鼠的肾

脏病理损害的作用，其机制可能是通过调节凋亡调

控蛋白Ｂｃｌ２、Ｆａｓ蛋白表达水平，降低 ＭｓＰＧＮ大

鼠ＰＢＭＣｓ凋亡率，下调血清炎症递质 ＭＣＰ１、

ＴＧＦβ１表达水平实现的。
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