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［摘要］ 目的 观察清热化湿、活血泻浊法对肾小球硬化大鼠肾组织病理的影响。方

法 将大鼠分为正常组、假手术组、模型组、尿毒清组、经验方组，后 3 组采用 5 /6 肾切除法制

作肾小球硬化大鼠模型，并给予相应药物灌胃 4 周，取肾组织切片，行 HE、PAS 染色，观察大

鼠肾脏病理变化，计算肾小球硬化指数( GSI) ;采用数码医学图像分析系统求得基质阳性面

积比值。结果 与正常组及假手术组比较，模型组 GSI、基质阳性面积比值均升高( P 均 ＜

0. 05) 。与模型组比较，经验方组 GSI、基质阳性面积比值有降低( P 均 ＜ 0． 05) ;而尿毒清组

差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) 。结论 清热化湿、活血泻浊组成的经验方能够改善模型大鼠

肾脏病理，降低 GSI及基质阳性面积比值，改善肾小球硬化的程度。
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Effect of therapy of clearing heat and removing dampness and promoting blood circulation purging turbid
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Abstract: Objective It is to observe the effect of clearing heat and removing dampness and removing promoting blood cir-

culation purging turbid on rat renal glomerular sclerosis tissue pathology． Methods The rats were randomly divided into normal

group，sham-operated group，model group，Niaoduqing group，the rat models of renal glomerular sclerosis were established in

the latter three group by 5 /6 nephrectomy． All the groups were given experimental prescription respectively for 4 weeks by in-

tragastric administration，then section of renal tissue was made to do HE and PAS staining，kidney pathological changes of the

rats were observed and glomerular sclerosis index ( GSI) was calculated; matrix positive area ratio was obtained using digital

medical image analysis system． Ｒesults Compared with normal group and sham-operated group，in model group GSI，the ma-

trix positive area ratio increased，the difference was statistically significant ( P ＜ 0． 05 ) ． Party group compared with model

group，experimental prescription group GSI，matrix positive area ratio were lower，the difference was statistically significant

( P ＜ 0． 05) ; And no significant differences was found in Niaoduqing group ( P ＞ 0． 05 ) ． Conclusion The experiential pre-

scription of method of clearing heat and removing dampness and promoting blood circulation purging turbid could improve mod-

el rat renal pathology，reduce glomerular sclerosis index and positive area ratio，improve the degree of glomerular sclerosis．

Key words: clearing heat and removing dampness; promoting blood circulation purging turbid; rats; 5 /6 nephrectomy;

glomerular sclerosis
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肾小球硬化( GS) 是慢性肾衰竭( CＲF) 的重要病理特征，

防治 GS 的发生和发展将有效地延缓 CＲF 的病程进展。近年

来的研究显示湿热、瘀血是影响 CＲF 进展与转归的重要因

素［1］。本研究秉承“湿热伤血”理论及赵绍琴教授辨治慢性

肾脏病的学术思想［2］，在临床观察及实验研究以清热化湿、

活血泻浊为治法的经验方有效延缓 CＲF 进展的基础上［3 － 4］，

初步探讨该组方对 GS 大鼠肾组织病理的影响，以便为临床

运用提供进一步的实验依据，同时也为今后研究其分子生物

学机制打下基础。

1 实验资料

1. 1 实验动物及饲料 实验用远交原种 Wistar 系雄性大鼠

60 只，6 周龄，清洁级，体质量( 200 ± 20) g，由中国药品生物制

品检定所实验动物资源中心提供。实验大鼠用实验动物笼分
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笼饲养，每笼 5 只。实验期间所有大鼠给予繁殖颗粒饲料喂

饲。整个实验过程中大鼠均自由摄食和饮用纯净水。实验环

境为屏障环境动物实验室。

1. 2 实验药物 赵绍琴教授经验方: 荆芥炭 10 g、大黄炭 10

g、防风 6 g、生地榆 10 g、炒槐花 10 g、丹参 12 g、焦三仙各 10 g，

将此剂量设为正常成人 60 kg 体质量的 1 d 剂量，再根据文献

［5］的方法进行大鼠用药剂量的换算，大鼠与人体的每千克

体质量剂量折算系数为 6． 25，由此得出每天每只大鼠的灌胃

剂量，即 9． 17 g / ( kg·d) 。饮片购自北京同仁堂饮片有限责

任公司，由中国中医科学院望京医院药理实验室制备汤剂。

制备过程: 将上述药物用自来水浸泡 30 min，煎煮 1 h 后，纱布

滤过，再浓缩制成含生药量为 917 g /L 的浓缩液。冷却后分

别盛于消毒后的磨口玻璃瓶中，密封储存于 4 ℃冰箱内备用。

对照药物: 尿毒清颗粒，由广州康臣药业有限公司生产( 批

号: 20090422) ，根据上述折算方法，大鼠使用尿毒清的剂量为

3． 75 g / ( kg·d) 。使用时将尿毒清颗粒以蒸馏水配制成 375

g /L 的溶液。

1. 3 分组及模型制作 60 只大鼠根据体质量随机分为正常

组 9 只、假手术组 9 只，其余 42 只进行造模，造模大鼠 4 周

后，眼眶后静脉丛取血，检测血肌酐，确认模型制作成功 32

只，根据体质量随机分为模型组 10 只、经验方组 11 只、尿毒

清组 11 只。模型制作采用 5 /6 肾切除法［6］，实验大鼠适应性

饲养 3 d 后开始造模。模型组: 第一步，左肾 2 /3 切除: 称重后

按 2%戊巴比妥钠 40 mg /kg 腹腔注射麻醉，入睡后术区剪毛，

俯卧位固定，消毒，背部脊柱旁切开皮肤后，向左于皮下背肌

红白交界处做小切口，平行脊柱，然后向深部分离肾周脂肪组

织，在腹膜外分离出肾脏。剥离肾包膜，于上极和下极以与垂

直线呈 30°角等量切除肾组织，切除总量占左肾 2 /3。明胶海

绵贴于创面止血，轻轻还纳，缝合肌层。第二步，右肾全切除:

循原皮肤切口向右背肌红白交界处做平行脊柱的小切口，剥

离肾包膜至肾蒂近端，钳夹肾蒂，结扎，于远端切除肾脏，缝合

肌层、皮肤。假手术组: 只分离出肾脏，剥离肾包膜，不做任何

切除即还纳肾脏，缝合切口。术后当日始腹腔注射青霉素 72

万 IU /kg，每天 1 次，连用 3 d。

1. 4 灌胃方法 模型组予蒸馏水 1 mL，100 g /d; 经验方组予

赵绍琴教授经验方 917 g /L 的浓缩液 100 g /d; 尿毒清组予尿

毒清颗粒 375 g /L 的浓缩液 100 g /d; 正常组及假手术组给予

蒸馏水 1 mL，100 g /d。各组均按每周体质量情况调整药物和

蒸馏水的用量，共灌胃 4 周。

1. 5 肾脏组织标本的采集及制作 观察期满，处死全部大

鼠，采集肾脏组织标本，10% 甲醛固定，脱水，石蜡溶液包埋，

切片厚 3 μm，苏木素伊红( HE) 染色全面观察肾组织的基本

结构，分析病变情况、分辨细胞种类以及炎症细胞浸润情况，

过碘酸雪夫( PAS) 染色在光镜下观察肾小球及肾小管间质的

病理变化。

1. 6 病理学检查 通过图像采集软件( MVC2000 － 39 Micro-

view) 采集病理图片，计算肾小球硬化指数( GSI) ; 采用 Motic

Med 6． 0 数码医学图像分析系统分析肾小球 PAS 染色阳性的

基质面积、肾小球总面积，以求得基质阳性面积比值( 阳性面

积 /肾小球总面积) 。肾小球硬化定义为毛细血管腔塌陷和 /

或玻璃样变。采用 Ｒaij 等［7］的半定量方法评估肾小球硬化

程度。在光镜( × 200 ) 视野下，每张切片观察 40 个肾小球，

根据肾小球硬化灶所占肾小球比例分为 0 ～ 4 级，0 级表示肾

小球无硬化，1 级表示 1 个肾小球的 25%受损，2 级表示 26% ～

50%受损，3 级表示 51% ～ 75% 受损，4 级表示 76% ～ 100%

受损。然后计算 GSI，如 40 个肾小球中有 5 个肾小球为 + ，5

个肾小球为，其他 30 个肾小球正常，其 GSI = ［( 1 × 5/40) +

( 3 × 5 /40) ］× 100 = 50。基质阳性面积比值: 根据朱戎等［8］

提供的方法，对 PAS 染色切片光镜( × 200) 视野下，连续随机

选取面积相似的肾皮质部分 5 个肾小球，摄取图像，采用 Motic

Med 6． 0 数码医学图像分析系统分析每个肾小球 PAS 染色阳

性的基质面积、肾小球总面积，求得基质阳性面积比值。

1. 7 统计学方法 应用 SPSS( V 15． 0) 统计软件进行统计学

处理分析。计量资料以均数 ± 标准差表示。采用 Shapiro －

Wilk 法对各组数据进行正态性检验; levene 法进行方差齐性

检验; 各组数据均服从正态分布且方差齐者，采用单因素方差

分析进行组间比较，差异有统计学意义时，进行两两比较，采

用 LSD 法; 资料不服从正态分布或方差不齐时采用秩和检

验，差异有统计学意义时采用 Nemeny 法进行两两比较。P ＜

0． 05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 各组大鼠肾脏外观情况 观察期间经验方组及尿毒清

组各死亡 2 只。正常组和假手术组肾脏体积均正常，颜色为

褐红色，质地坚实有光泽，切面正常; 模型组和尿毒清组残肾

明显增大，颜色为灰褐色，质地坚硬无光泽，模型组切面皮质

明显变薄，尿毒清组切面皮髓质分界不清; 经验方组残肾明显

增大，颜色为浅褐色，质地较硬无光泽，切面皮髓质分界不清。

2. 2 肾脏组织 HE、PAS 染色光镜下病理变化情况 HE 染色

正常组和假手术组大鼠的肾小球、肾小管结构基本正常。模

型组大鼠可见肾组织结构紊乱，部分肾小球呈弥漫性球性硬

化、纤维化，部分肾小球呈代偿性肥大，肾小球内系膜细胞重

度增生，细胞增多，肾小球囊壁增厚，肾小囊腔扩张，见图 1。

尿毒清组肾小球呈局灶节段性硬化，部分肾小球呈代偿性肥

大，系膜中、重度增生，肾小囊腔扩张，见图 2。经验方组肾小

球呈局灶节段硬化，受累肾小球比例较模型组及尿毒清组低，

肾小球内系膜细胞轻度增生，个别肾小球囊腔扩张，见图 3。

PAS 染色正常组、假手术组肾小球系膜基质无明显增生，呈细

线状分布。模型组大鼠肾小球系膜基质重度增生，见图 4。

尿毒清组大鼠肾小球系膜基质中、重度增生，见图 5。经验方

组大鼠肾小球系膜基质轻中度增生，呈线状分布，见图 6。

2. 3 肾小球硬化等级分布情况 正常组与假手术组比较差

异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ; 正常组及假手术组与模型组、尿

毒清组、经验方组比较差异均有统计学意义( P 均 ＜ 0． 05) ; 与

模 型 组 比 较 ，尿 毒 清 组GSI有 下 降 ，但 差 异 无 统 计 学 意 义
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图 1 模型组 HE 染色表现( × 200)

图 2 尿毒清组 HE 染色表现( × 200)

图 3 经验方组 HE 染色表现( × 200)

图 4 模型组 PAS 染色表现( × 200)

图 5 尿毒清组 PAS 染色表现( × 200)

图 6 经验方组 PAS 染色表现( × 200)

( P ＞ 0． 05) ，而经验方组 GSI 降低明显( P ＜ 0． 05) ; 与尿毒清

组比较，经验方组 GSI 明显降低( P ＜ 0． 05) 。见表 1。

表 1 肾小球硬化等级分布情况

组别 n 0 级 1 级 2 级 3 级 4 级 硬化的肾小球比例 /%

正常组 9 320 40 0 0 0 11． 11

假手术组 9 311 47 2 0 0 13． 61

模型组 10 202 102 71 20 5 49． 50

尿毒清组 9 210 72 59 16 3 41． 67

经验方组 9 236 62 61 0 1 34． 44

2. 4 各组 GSI 及基质阳性面积比值情况 各组大鼠基质阳

性面积比值差异有统计学意义( F = 109． 938，P ＜ 0． 05 ) 。正

常组与假手术组比较，GSI 及基质阳性面积比值差异均无统

计学意义; 与正常组及假手术组比较，模型组、尿毒清组、经验

方组 GSI 及基质阳性面积比值增高明显( P 均 ＜ 0． 05 ) ; 与模

型组比较，尿毒清组 GSI 及基质阳性面积比值有减少，但差异

无统计学意义，而经验方组 GSI 及基质阳性面积比值明显减

少( P 均 ＜ 0． 05) ; 与尿毒清组比较，经验方组 GSI 及基质阳性

面积比值减少( P 均 ＜ 0． 05) 。见表 2。

表 2 大鼠 GSI 及基质阳性面积比值( 珋x ± s)

组别 n GSI 基质阳性面积比值 /%

正常组 9 11． 11 ± 3． 97 11． 38 ± 2． 00

假手术组 9 14． 17 ± 5． 30 12． 15 ± 0． 80

模型组 10 78． 00 ± 13． 48① 42． 66 ± 5． 20①

尿毒清组 9 70． 28 ± 13． 60① 40． 27 ± 7． 60①

经验方组 9 52． 22 ± 11． 28①②③ 22． 43 ± 1． 80①②③

注:①与假手术组比较，P ＜ 0． 05; ②与模型组比较，P ＜ 0． 05; ③

与尿毒清组比较，P ＜ 0． 05。

3 讨 论

肾小球硬化是所有慢性肾脏疾病进行性发展的最终结

局，其主要病理改变为正常肾单位的丢失，取而代之以大量成

纤维细胞及肌成纤维细胞的增生，细胞外基质如胶原纤维和

纤黏连蛋白的产生和堆积而导致肾小球硬化，最终肾脏功能

丧失［9］。中医古籍中没有肾小球硬化的病名或病证，根据其

发病及发展过程中的临床表现和特点，属于中医学的“水

肿”、“癃闭”、“关格”、“溺毒”等范畴。目前多认为肾小球硬

化的病机为“虚”、“湿”、“毒”、“瘀”4 个方面，初期脾肾虚损，

水湿不化，湿毒内停，继则湿浊生热酿毒、挟瘀血堵塞三焦，累

及五脏，导致死亡［10］。张丽芬等［11］认为少阳三焦枢机不利、

气化失司是肾小球硬化的病机关键，并将其病机归纳为“少

阳三焦枢机不利”、“脾肺肾虚损”、“湿浊瘀毒蕴结”3 个方

面。赵绍琴教授更提出“慢性肾脏病非肾虚论”的观点［2］，总

结多年临床经验形成治疗慢性肾脏病的经验方，认为慢性肾

衰竭基本病机为湿热内蕴，阻遏三焦，深入营血，络脉瘀阻，气

机不畅，日久蕴郁成毒，其病虽表现为虚实夹杂，实为因实致

虚，以实为本，治疗上主张祛邪治病，以清热化湿、活血泻浊、

疏调三焦为主要治法组方，使气机通调，邪气外出有路。
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肾小球硬化模型以 5 /6 肾切除模型应用最广［12］。其机

制为直接减少肾单位，增加肾脏血流量，使残余肾脏组织的肾

小球滤过率升高，肾小球囊内压升高，肾实质内细胞浸润，尿

蛋白和血压升高，最终导致肾小球硬化。通过对 5 /6 肾切除

大鼠肾脏病理学动态观察发现，5 /6 肾切除模型大鼠的肾脏

病理变化与中医“瘀血”、“瘀浊”的特点相符，相当于中医的

“瘀血”、“瘀浊”证［13］。本研究所观察的赵绍琴教授经验方，

正是针对慢性肾衰湿热浊瘀证立法组方，因而 5 /6 肾切除模

型较符合本研究的中医证候特点。

GSI 是实验研究中评价肾小球硬化程度的常用方法。本

研究显示，正常组有 11． 11% 肾小球发生硬化，而模型组达

49． 5%，尿毒清组为 41． 67%，经验方组为 34． 44%。在硬化

的肾小 球 中，正 常 组 均 为 l 级 硬 化; 经 验 方 组 l 级 硬 化 占

50%，2 级硬化占 49． 19%，个别肾小球 4 级硬化; 尿毒清组与

模型组近似，肾小球 3 级以上硬化均达 10% 以上。经验方组

肾小球无论在硬化数量还是硬化程度上均低于模型组与尿毒

清组; 经验方组 GSI 明显低于模型组、尿毒清组。可见清热化

湿、活血泻浊法组成的经验方能够有效延缓 5 /6 肾切除大鼠

肾小球硬化的进展。

PAS 染色可显示肾小球基底膜以及增生的系膜基质等细

胞外基质，并可根据基底膜的轮廓判断固有细胞的种类，因而

成为研究中观察细胞外基质( ECM) 积聚的常用方法。一些

研究采用电子计算机图像分析技术测量 PAS 染色呈阳性的

基质面积以及肾小球总面积，并通过基质阳性面积与肾小球

总面积的比值来反映 ECM 积聚的程度［14］。有研究显示，正

常大鼠肾小球 PAS 染色基质阳性的面积约占肾小球总面积

的 10%，而模型大鼠由于 ECM 增生，造成 PAS 染色基质阳性

面积明显增大，与肾小球总面积的比值有时甚至可达 50% 以

上［8］。本研究中，正常组大鼠基质阳性面积占肾小球总面积

的 11． 38%，而模型组为 42． 66%，经验方组为 22． 43%，与相

关研究结果基本一致。说明清热化湿、活血泻浊法组成的经

验方能够有效抑制 5 /6 肾切除大鼠残肾组织肾小球内 ECM

过度积聚。

尿毒清颗粒可从基因转录和蛋白翻译两个水平抑制肾小

球系膜细胞和肾小管上皮细胞 TGF － β1 及其下游基因 mＲ-

NA 的表达来发挥其延缓肾小球及间质纤维化、改善肾功能

的作用［15］。相关药理研究显示，大黄具有改善肾功能，延缓

肾小球硬化，抑制肾脏代偿性肥大和高代谢状态的作用［16］。

进一步研究证实，大黄中所含的大黄酸能明显抑制 TGF － β1

诱导胶原和纤黏连蛋白的合成; 大黄蒽醌类化合物能明显抑

制系膜及小管上皮细胞的过度生长，同时也减少其基质合

成［17］。丹参中的丹参酚酸 B 可调节肾组织 MMP －2 和 TIMP －

2 的蛋白表达水平［18］，丹参酮ⅡA 能显著抑制肾脏组织和血

清 TGF － β1 的表达［19］，两者均有助于延缓肾小球硬化的进

展。经验方与尿毒清颗粒的药物组成中均含有大黄、丹参，但

在本研究中显示，清热化湿、活血泻浊法组成的经验方减低

GIS 及基质阳性面积作用优于尿毒清颗粒，推测其组方协同

作用更强，其分子生物学作用机制有待今后进一步研究。
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