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黄芪甲苷对局灶节段性肾小球硬化小鼠尿蛋白的影响*

于晓霞,吴 华,边 艳,郑明楠,朴明姬,朱 虹,高弼虎△

(大连大学附属中山医院肾内科,辽宁大连
 

116001)

  [摘要] 目的 观察黄芪甲苷对局灶节段性肾小球硬化(FSGS)小鼠尿蛋白的影响。方法 将30只雄性

BALB/c小鼠采用抽签法随机分为对照组、模型组和黄芪甲苷组,每组10只。采用球后注射阿霉素建立FSGS
小鼠模型,黄芪甲苷组从造模后第2周开始每天灌胃给药,共给药8周。10周时检测各组小鼠尿清蛋白/肌酐

(ACR)、总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇、凝血酶原时间

(PT)、活化部分凝血活酶时间(APTT)及纤维蛋白原(Fg)。肾组织行过碘酸雪夫反应、苏木精-伊红染色,并计

算肾小球硬化指数(GSI)。结果 与对照组比较,模型组小鼠第10周末ACR明显升高,黄芪甲苷治疗后小鼠

ACR较模型组明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。与模型组比较,黄芪甲苷组小鼠TC、TG、LDL-C
水平明显降低,PT、APTT明显延长,Fg明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。模型组小鼠可见多处肾

小球硬化,GSI明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),黄芪甲苷组小鼠GSI较模型组明显下降,差异

有统计学意义(P<0.05)。结论 黄芪甲苷可降低FSGS小鼠尿蛋白量,同时降低FSGS小鼠血脂水平,改善

FSGS小鼠的高凝状态,减轻肾小球硬化程度,发挥肾脏保护作用。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

on
 

the
 

urine
 

protein
 

in
 

focal
 

segmental
 

glomurular
 

sclerosis(FSGS)
 

mice.Methods Thirty
 

male
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

con-
trol

 

group,model
 

group
 

and
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

group
 

by
 

adopting
 

the
 

lottery
 

method,10
 

cases
 

in
 

each
 

group.
The

 

FSGS
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

by
 

the
 

retrobulbar
 

injection
 

of
 

adriamycin.In
 

the
 

second
 

week
 

after
 

modeling,the
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

group
 

began
 

to
 

intragastric
 

administration
 

per
 

day
 

for
 

8
 

weeks.The
 

urine
 

albu-
min

 

to
 

creatinine(ACR),serum
 

TC,TG,LDL-C,HDL-C,PT,APTT
 

and
 

fibrinogen
 

(FIB)
 

were
 

detected
 

in
 

10
 

weeks.The
 

renal
 

tissue
 

conducted
 

the
 

PAS
 

and
 

HE
 

staining.The
 

glomerrular
 

sclerosis
 

index
 

(GSI)
 

was
 

clacu-
lated.Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,ACR
 

at
 

the
 

10
 

weekend
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

increased,ACR
 

after
 

the
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

treatment
 

was
 

significantly
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,serum
 

TC,TG
 

and
 

LDL-C
 

levels
 

in
 

the
 

as-
tragaloside

 

Ⅳ
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased,PT
 

and
 

APTT
 

were
 

significantly
 

prolonged,Fg
 

was
 

signifi-
cantly

 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Multiple
 

glomerulosclerosis
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

model
 

group,GSI
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),GSI
 

in
 

the
 

astragaloside
 

Ⅳ
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

with
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).Conclusion Astragaloside
 

Ⅳ
 

can
 

re-
duce

 

the
 

urinary
 

protein
 

amount
 

and
 

blood
 

lipid
 

level,improve
 

the
 

high
 

blood
 

coagulation
 

state,alleviate
 

the
 

glomerrular
 

sclerosis
 

degree
 

and
 

play
 

the
 

renal
 

protective
 

effect.
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  局灶节段性肾小球硬化(focal
 

segmental
 

glomer-
ulosclerosis,FSGS)是全球范围内终末期肾脏病的重

要病因之一[1]。病理主要表现为局灶、节段肾小球硬

化及小管间质纤维化,以蛋白尿或肾病综合征为主要

特征。FSGS为难治性肾病综合征的主要病理类型,
对激素治疗不敏感,预后不佳,多数患者5~10年后

进展为终末期肾脏病[2],因此,迫切需要有效的治疗

手段。
黄芪是我国传统中药,具有补益脾肾、益气升阳、

行气利水等功效,已被广泛用于治疗慢性肾脏病。黄

芪甲苷是黄芪的主要药理活性成分之一,具有抗炎、
抗免疫、抗凝等作用[3-4]。近年来有研究发现,黄芪甲

苷能从多种途径减少足细胞损伤,发挥肾脏保护作

用[5-6]。因此,本研究通过眼球后注射阿霉素建立

FSGS小鼠模型,通过观察黄芪甲苷对其尿蛋白的影

响,初步探讨了黄芪甲苷对FSGS小鼠的保护作用,
旨在为其进一步临床应用提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 动物及分组

健康 SPF 级 雄 性 BALB/c小 鼠 30 只,体 重
(20.62±2.41)g,由辽宁长生生物技术有限公司提供
[实验动物生产许可证号:SCXK(辽)2020-0001]。在

大连大学附属中山医院动物实验中心饲养[实验动物

使用许可证号:SYXK(辽)2018-0005]。采用抽签法

分为对照组、模型组和黄芪甲苷组,每组10只。实验

过程严格按大连大学附属中山医院动物实验伦理委

员会的条例执行。
1.2 药物及试剂

阿霉素注射粉剂购自北京索莱宝科技有限公司
(批号:D8740),异氟烷购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司(批号:B2028066),戊巴比妥那购自美国

Sigma公司(批号:P3761),尿清蛋白/肌酐(albumin
 

to
 

creatinine,ACR)检测试剂盒购自南京建成有限公

司(批号:20190722)。
1.3 仪器

全 自 动 生 化 分 析 仪 (日 本 Olympus 公 司
 

AUA640)、光学显微镜(日本 Olympus公司
 

CX41)、
切片机(德国徕卡公司

 

UC7)、低温离心机(德国Sig-
ma公司

 

8K)等。
1.4 方法

1.4.1 模型制备及给药

(1)FSGS模型组:经眼球后注射阿霉素(10
 

mg/
kg)建立实验FSGS小鼠模型。术前及注射阿霉素后

第1周(实验第1周)开始留取尿液,模型组小鼠ACR
与正常组比较,差异有统计学意义(P<0.05)为造模

成功。(2)对照组:眼球后注射与阿霉素同等剂量生

理盐水。(3)黄芪甲苷组:造模方法同模型组相同。
参照文献[7]报道的剂量,实验第2周开始每天给予

黄芪甲苷40
 

mg·kg-1·d-1(用1%羧甲基纤维素钠

溶解)灌胃,共8周。对照组及FSGS模型组均给予

含1%羧甲基纤维素钠的生理盐水灌胃。

1.4.2 ACR检测

造模前,实验第1、10周末分别收集各组小鼠尿

液,低速低温离心,去除沉渣,按试剂盒说明书采用酶

联免疫吸附测定法测定小鼠尿清蛋白和肌酐,计算

ACR。
1.4.3 生化指标检测

第10周末用3%戊巴比妥那麻醉各组小鼠后心

脏穿刺采血,血液标本置于含抗凝剂乙二胺四乙酸的

离心管中,离心取上清液置于-20
 

℃冰箱保存,使用

全自动生化分析仪测定总胆固醇(total
 

cholesterol,
TC)、三酰甘油(triglyceride,TG)、低密度脂蛋白胆固

醇(low
 

density
 

liptein
 

cholesterol,LDL-C)、高密度脂

蛋白胆固醇(high
 

density
 

liptein
 

cholesterol,HDL-C)
等。使用全自动血凝分析仪检测凝血酶原时间(pro-
thrombin,PT)、活化部分凝血活酶时间(activated

 

partial
 

thromboplastin
 

time,APTT)、纤维蛋白原(fi-
brinogen,Fg)等。
1.4.4 肾脏取材及病理学检查

10周末将各组小鼠麻醉后处死,取左侧肾脏用磷

酸盐缓冲溶液冲洗后去除包膜,左肾经4%多聚甲醛

固定24
 

h,75%~100%乙醇逐步脱水,浸蜡,石蜡包

埋,连续切片(厚度2
 

μm),行过碘酸雪夫反应染色
(PAS),光镜观察肾组织形态学改变。
1.4.5 计算肾小球硬化指数(GSI)

取各组小鼠包埋好的肾脏石蜡标本进行连续切

片(厚度2
 

μm),行苏木精-伊红染色,并应用半定量法

评估肾小球硬化程度[8]。肾小球硬化的定义为肾小

球毛细血管腔塌陷和(或)玻璃样变性,每张切片观察

大于或等于30个肾小球,依据肾小球硬化面积占肾

小球比例分为0~4级:(1)0级为肾小球基本正常;
(2)1级为肾小球硬化面积小于25%;(3)2级为肾小

球硬化面积占25%~<50%;(4)3级为肾小球硬化

面积占50%~75%;(5)4级为肾小球硬化面积大于

75%。GSI=[(1N1+2N2+3N3+4N4)/每张切片肾

小球总数]×100%,N1、N2、N3、N4分别为1、2、3、4
级肾小球硬化个数。
1.5 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行数据分析,计量资

料采用x±s 表示,组间比较采用独立样本t 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 生存情况

对照组小鼠在实验中未出现死亡;模型组小鼠于

注射阿霉素后第2天死亡1只,第5周死亡1只;黄芪

甲苷组小鼠于实验第3周死亡1只。
2.2 ACR变化

各组小鼠造模前 ACR比较,差异无统计学意义
(P>0.05);模型组和黄芪甲苷组小鼠造模后第1周

末ACR均较对照组明显升高,差异均有统计学意义
(P<0.05),提示造模成功。与对照组比较,模型组小

鼠第10周末 ACR明显增加,黄芪甲苷治疗后小鼠
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ACR水平 明 显 降 低,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见图1。

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图1  各组小鼠ACR比较

2.3 3组小鼠血脂水平比较
 

与对照组比较,模型组小鼠第10周末TC、TG、
LDL-C水平均明显增加,HDL-C

 

水平下降,差异均有

统计学意义(P<0.05);黄芪甲苷组小鼠 TC、TG、
LDL-C水平均较模型组明显降低,差异均有统计学意

义(P<0.05),HDL-C水平略升高,但差异无统计学

意义(P>0.05),见表1。
表1  各组小鼠血脂水平比较(x±s,mmol/L)

组别 n TC TG LDL-C HDL-C
对照组 10 1.63±0.17 0.82±0.13 0.34±0.20 1.37±0.32
模型组 8 4.77±0.82a 1.35±0.23a 3.52±1.28a 0.88±0.27a

黄芪甲苷组 9 3.73±1.26ab 0.99±0.17ab 2.28±1.04ab 0.91±0.18a

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

2.4 3组小鼠凝血功能比较
 

与对照组比较,模型组小鼠第10周末PT、APTT

明显缩短,Fg明显增加,差异均有统计学意义(P<
0.05);黄芪甲苷组小鼠Fg较对照组略升高,但差异

无统计学意义(P>0.05)。与模型组比较,黄芪甲苷

组小鼠PT、APTT明显延长,Fg明显降低,差异均有

统计学意义(P<0.05),见表2。
表2  各组小鼠凝血功能比较(x±s)

组别 n PT(s) APTT(s) Fg(g/L)
对照组 10 14.53±1.87 21.92±3.13 2.21±0.70
模型组 8 13.13±1.82a 16.82±1.13a 3.82±1.38a

黄芪甲苷组 9 16.83±2.13ab 19.97±2.17ab 2.71±0.72ab

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

2.5 肾脏组织形态学观察

对照组小鼠肾小球偶见局灶、节段性肾小球系膜

细胞及系膜基质增生,偶见肾小球局灶、节段性硬化,
小管间质未见明显异常。模型组小鼠可见弥漫肾小

球系膜细胞及系膜基质增多,多个肾小球局灶、节段

性硬化,肾间质可见灶状单个核细胞浸润,肾小管上

皮细胞空泡变性,部分肾小管上皮细胞脱落。黄芪甲

苷组小鼠肾小球见轻度系膜细胞及系膜基质增生,部
分肾小球可见局灶、节段性硬化,肾小管及肾间质未

见明显病理改变,见图2。
2.6 3组小鼠GSI比较

对照组小鼠肾小球毛细血管袢开放良好,每个系

膜区不超过3个系膜细胞,偶见肾小球硬化。与对照

组比较,模型组小鼠肾小球硬化数量明显升高,GSI
明显增加,差异有统计学意义(P<0.05);黄芪甲苷组

小鼠可见部分肾小球硬化,GSI较模型组明显降低,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3。

  A:对照组;B:模型组;C:黄芪甲苷组。

图2  3组小鼠肾脏组织形态学观察(PAS,400×)

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图3  3组小鼠GSI比较

3 讨  论

  FSGS是难治性肾病综合征和终末期肾病的常见

原因。目前,原发性FSGS虽然有大量的治疗手段,
如糖皮质激素、免疫抑制剂、血管紧张素转换酶抑制

剂/受体拮抗剂等,但很多患者对糖皮质激素及免疫

抑制剂治疗反应不佳,导致疾病进展出现肾小球硬化

和肾间质纤维化,最终发展至ESRD,严重影响患者的

生活质量[9-10]。近年来,随着中医药的优势逐渐被重

视,中西医结合治疗肾小球疾病已在临床广泛应用。

1363重庆医学2021年11月第50卷第21期



中医认为,FSGS属本虚标实,肾虚为主,常将其归属

于“肾风”“尿血”等范畴[11]。吕静等[12]认为,FSGS病

变初期病机为肾络虚滞,病变后期病机转为肾络瘀

阻,治疗方面应以益气化瘀疗法为治则。作为补气中

药的代表,黄芪性甘,微温,归脾、肺经,具有补气健

脾、升阳举陷、益胃固表、利尿消肿、托毒生肌等功效,
已被广泛用于治疗各类肾脏疾病[12-13]。黄芪甲苷作

为黄芪的主要活性成分,其药效也被大量的临床观察

所证实,因此,本研究观察了黄芪甲苷对FSGS模型

小鼠尿蛋白等指标的影响。
本研究采用注射阿霉素的方法建立FSGS小鼠

模型,也是目前常用的模拟人类FSGS的动物模型。
阿霉素是一种强效的细胞毒类抗肿瘤药,可同时抑制

细胞DNA、RNA合成,诱导细胞凋亡,对肾小球脏层

上皮细胞、毛细血管内皮细胞、肾小管上皮细胞均具

有明显毒性损伤,最终导致FSGS。本研究给予阿霉

素球后静脉注射后模型组小鼠病理学检查可见多个

肾小球局灶节段性硬化,支持造模成功。
FSGS的主要临床特征为大量蛋白尿。蛋白尿既

是慢性肾脏病的始动因素又是慢性肾脏病的加重因

素,因此,积极防治蛋白尿一直是FSGS研究的重点。
目前认为,24

 

h尿蛋白定量或过夜时段尿清蛋白排泄

率是诊断蛋白尿的金标准,但上述2种检查不仅耗时

耗力,而且尿液留取及测量的准确性较难保障。ACR
是分别检测尿液中微量清蛋白和肌酐含量,计算二者

比值来反映清蛋白的排泄情况,ACR具有很好的稳

定性,检测结果与尿清蛋白排泄率具有一致性,而且

留取方便,是一项简单、快捷、准确反映尿微量清蛋白

排泄的指标[14]。本研究结果显示,模型组小鼠ACR水

平较对照组明显升高,应用黄芪甲苷治疗后ACR水平

明显下降,肾脏的病理损伤程度及GSI均明显降低。
表明黄芪甲苷治疗具有降低FSGS小鼠尿蛋白,并减轻

肾脏病理损伤的作用,与HE等[15]研究结果一致。
1982年 MOORHEAD等[16]首次提出,高脂血症

是肾小球硬化发生、发展的独立致病因素。低密度脂

蛋白升高是高脂血症的重要表现,而在体内氧化低密

度脂蛋白是低密度脂蛋白的氧化修饰形式,氧化低密

度脂蛋白可通过引起脂质积累、炎性反应等直接或间

接损伤足细胞,导致FSGS的发生。本研究也发现,
模型组小鼠 TC、TG、LDL-C、HDL-C水平均明显高

于对照组,而黄芪甲苷治疗可一定程度降低FSGS小

鼠的血脂水平。
凝血是机体重要的生理过程,目前,大量临床资

料已证实,凝血与纤溶功能平衡紊乱是肾小球硬化及

间质纤维化病变发展过程中的重要病理生理改变。
PT、APTT分别反映外源性凝血系统和内源性凝血

系统功能状况,Fg是血浆中含量最高的凝血因子,其
水平增高提示血液处于高凝状态。本研究结果显示,

模型组小鼠PT、APTT明显缩短而Fg明显升高,提
示FSGS小鼠血液处于高凝状态,黄芪甲苷可延长

FSGS小鼠PT及 APTT,降低Fg,改善模型小鼠的

高凝状态。
综上所述,黄芪甲苷可降低FSGS小鼠尿蛋白水

平,减轻肾脏病理损伤,降低其血脂水平,同时还能改

善模型小鼠的高凝状态,为黄芪甲苷进一步在临床合

理应用提供了实验依据。
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