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加减补阳还五汤通过 ＳＩＲＴ３调控线粒体动力学
改善糖尿病肾病小鼠肾损伤的研究
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摘要：目的　探讨加减补阳还五汤是否通过调控线粒体动力学改善糖尿病肾病
（ＤＫＤ）小鼠肾组织损伤。方法　将 ｄｂ／ｄｂ小鼠随机分为模型组（蒸馏水 ０２
ｍＬ·ｄ－１）和低、高剂量实验组（１６０、３２０ｇ·ｋｇ－１加减补阳还五汤），每组８只；
另取８只ｄｂ／ｍ组小鼠作为正常组（蒸馏水０２ｍＬ·ｄ－１）。４组小鼠每天灌胃
给药１次，连续给药８周。实验结束后，检测总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、尿
素氮（ＢＵＮ）、肌酸酐（ＳＣｒ）、尿微量白蛋白（ｍＡＬＢ）水平；用蛋白质印迹法检测小
鼠肾组织线粒体融合蛋白１（Ｍｆｎ１）、线粒体融合蛋白２（Ｍｆｎ２）、视神经萎缩蛋白
１（ＯＰＡ１）、线粒体分裂蛋白１（Ｆｉｓ１）、线粒体动力相关蛋白１（Ｄｒｐ１）、沉默信息调
节因子 ３（ＳＩＲＴ３）、转化生长因子 －β１（ＴＧＦ－β１）、α－平滑肌肌动蛋白
（α－ＳＭＡ）、Ⅲ型胶原抗体（Ｃｏｌ－Ⅲ）和纤连蛋白（ＦＮ）的表达水平。结果　低、
高剂量实验组和模型组、正常组的 ＴＧ水平分别为 （１９８±０１３）、
（１６９±０１３）、（３３８±０５９）和（１２５±０１６）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＴＣ水平分别为
（３８６±０１４）、（３１９±０１５）、（５４１±０６１）和（１４６±０１９）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＵＮ
水平分别为（１００４±２２１）、（８７９±１７５）、（１６９２±４５７）和（４７８±１０７）
ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＳＣｒ水平分别为（１９１７±２２５）、（１７１６±２０３）、（２７９２±４１３）和
（１３３７±１７７）μｍｏｌ·Ｌ－１，ｍＡＬＢ水平分别为（２６９２±４６１）、（２０５４±２３１）、
（４６７８±７３２）和（６１４±１１３）ｍｇ·Ｌ－１，ＴＧＦ－β１蛋白相对表达水平分别为
０７３±００９、０５９±００５、１０１±０１４和０４８±００５，α－ＳＭＡ蛋白相对表达水
平分别为０７９±００９、０５６±００５、１１２±０１１和０５５±００４，ＦＮ蛋白相对表达
水平分别为０６１±００３、０５５±００５、０８３±００９和０２２±００３，Ｃｏｌ－Ⅲ蛋白相
对表达水平分别为０５３±００６、０３５±００５、０７３±００９和０１７±００３，ＳＩＲＴ３
蛋白相对表达水平分别为０６５±００７、０４１±０１４、０２３±０１２和０９１±００４，
Ｄｒｐ１蛋白相对表达水平分别为 ０５４±００８、０４９±００９、０９８±０１１和
０３７±００３，Ｆｉｓ１蛋白相对表达水平分别为 ０７１±００５、０５１±００３、
１１４±０１１和 ０３５±００５，Ｍｆｎ１蛋白相对表达水平分别为 ０６１±００４、
０９５±００５、０４３±００５和１０２±００７，Ｍｆｎ２蛋白相对表达水平分别为
０６７±００６、０８９±００９、０５２±００３和１０８±００５，ＯＰＡ１蛋白相对表达水平分
别为０７７±００６、０７９±００９、０５２±００３和１１３±０１１。低、高剂量实验组的
上述指标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
同时，肾病理损伤程度显著改善，线粒体损伤减轻。结论　加减补阳还五汤可以
通过维持ＤＫＤ小鼠肾组织线粒体动力学平衡，降低尿蛋白，减轻肾损伤和肾纤
维化，其机制可能与调控ＳＩＲＴ３蛋白表达有关。
关键词：加减补阳还五汤；糖尿病肾病；沉默信息调节因子３；线粒体动力学；纤

维化

ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２５０９０１４

中图分类号：Ｒ２８　　　文献标志码：Ａ

文章编号：１００１－６８２１（２０２５）０９－１２８０－０６



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１２８１　
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ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（０２ｍＬ·ｄ－１ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ）Ｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｏｒａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ８ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ
ｗｅｅｋｓＴｈｅｎ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ），ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ），ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ），ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ
（ＢＵＮ），ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（ＳＣｒ），ａｎｄｕｒｉｎａｒｙｍｉｃｒｏａｌｂｕｍｉｎ（ｍＡＬＢ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔＴｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｔｏｆｕｓｉｎ１（Ｍｆｎｌ），ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ２（Ｍｆｎ２），ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１（Ｏｐａ１），ｄｙｎａｍｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｄｒｐ１），
ｆｉｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｆｉｓ１），ｓｉｒｔｕｉｎ３（ＳＩＲＴ３），ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１（ＴＧＦ－β１），α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ
（α－ＳＭＡ），ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ （Ｃｏｌ－Ⅲ）ａｎｄｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（ＦＮ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１９８±０１３），（１６９±０１３），
（３３８±０５９）ａｎｄ（１２５±０１６）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＣｗｅｒｅ（３８６±０１４），（３１９±０１５），（５４１±０６１）
ａｎｄ（１４６±０１９）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＢＵＮｗｅｒｅ（１００４±２２１），（８７９±１７５），（１６９２±４５７）ａｎｄ
（４７８±１０７）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＣｒｗｅｒｅ（１９１７±２２５），（１７１６±２０３），（２７９２±４１３）ａｎｄ
（１３３７±１７７）μｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍＡＬＢｗｅｒｅ（２６９２±４６１），（２０５４±２３１），（４６７８±７３２）ａｎｄ
（６１４±１１３）ｍｇ·Ｌ－１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦ－β１ｗｅｒｅ０７３±００９，０５９±００５，１０１±０１４ａｎｄ
０４８±００５；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆα－ＳＭＡｗｅｒｅ０７９±００９，０５６±００５，１１２±０１１ａｎｄ０５５±００４；
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦＮｗｅｒｅ０６１±００３，０５５±００５，０８３±００９ａｎｄ０２２±００３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌ－Ⅲ ｗｅｒｅ０５３±００６，０３５±００５，０７３±００９ａｎｄ０１７±００３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＳＩＲＴ３ｗｅｒｅ０６５±００７，０４１±０１４，０２３±０１２ａｎｄ０９１±００４；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤｒｐ１
ｗｅｒｅ０５４±００８，０４９±００９，０９８±０１１ａｎｄ０３７±００３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦｉｓ１ｗｅｒｅ０７１±００５，
０５１±００３，１１４±０１１ａｎｄ０３５±００５；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｆｎ１ｗｅｒｅ０６１±００４，０９５±００５，
０４３±００５ａｎｄ１０２±００７；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｆｎ２ｗａｓ０６７±００６，０８９±００９，０５２±００３ａｎｄ
１０８±００５；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯＰＡ１ｗｅｒｅ０７７±００６，０７９±００９，０５２±００３ａｎｄ１１３±０１１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ，ｔｈｅｒｅｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄａｍａｇｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＴｈｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｔａｎｇｃａｎｍａｉｎｔａｉｎｔｈｅｂａｌａｎｃｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓ，ｔｈｅｒｅｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｕｒｉｎａｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓＩｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＩＲＴ３ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｔａｎｇ；ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ；Ｓｉｒｔｕｉｎ３；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓ；ｆｉｂｒｏｓｉｓ

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是导
致患者进展至终末期肾病最终行肾替代治疗的主要

原因之一。中药复方已被临床证实具有延缓 ＤＫＤ进
展的作用。研究发现，气虚血瘀是 ＤＫＤ的主要病
机［１－２］。因此，益气化瘀通络法是治疗 ＤＫＤ的主要
方法。补阳还五汤是益气化瘀通络法的经典代表方

剂。研究表明，以补阳还五汤为基础加减的方剂治疗

ＤＫＤ疗效显著［３］。实验研究表明，加减补阳还五汤中

的化瘀通络中药可以抑制ＤＫＤ肾组织氧化应激和炎症
因子的表达［４］，而线粒体是氧化应激的主要靶标，其可

以通过多个途径导致线粒体损伤［５］。本研究拟探讨加

减补阳还五汤对 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾组织线粒体损伤的影
响，及其是否与调控沉默信息调节因子 ３（ｓｉｒｔｕｉｎ３，

ＳＩＲＴ３）表达有关，为该方治疗ＤＫＤ提供实验依据。

材料与方法

１　材料
动物 　 雄 性 ＳＰＦ级 ｄｂ／ｍ 小 鼠，体 质 量

（２２１４±０７５）ｇ，ｄｂ／ｄｂ小鼠，体质量（３６１９±０８５）ｇ，
鼠龄均为８周，均购自江苏常州卡文斯实验动物有限
公司。动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２１－００１３。本实
验经河北中医药大学实验动物伦理委员会批准（伦理

批号：ＤＷＬＬ２０２２０３１１７）。
药品与试剂　生地，批号：０１０１９６３，产地：河南，

黄芪，批号：００９３２５３，产地：内蒙古，丹参，批号：
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８０８０９７１，产地：四川，当归，批号：００９３１０３，产地：甘
肃，川芎，批号：８１２２５６１，产地：四川，地龙，批号：
７１２５７０１，产地：广东，水蛭，批号：８０８１３５１，产地：山
东，均购自广东一方药业有限公司（佛山），均经河北

中医药大学第一附属医院相聪坤教授鉴定为正品。

尿微量白蛋白（ｍｉｃｒｏ－ａｌｂｕｍｉｎ，ｍＡＬＢ）试剂盒，购自
南京建成生物工程研究所；线粒体融合蛋白１（ｍｉｔｏ
ｆｕｓｉｎ１，Ｍｆｎ１）、Ｍｆｎ２、视神经萎缩蛋白１（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ
１，ＯＰＡ１）、线粒体分裂蛋白１（ｆｉｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｆｉｓ１）、
线粒体动力相关蛋白 １（ｄｙｎａｍｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｄｒｐ１）、β－ａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ－山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ
抗体，均购自武汉三鹰生物技术有限公司；转化生长

因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１），购
自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司；纤连蛋白抗体（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，
ＦＮ）、α－平滑肌肌动蛋白（α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，
α－ＳＭＡ）、Ⅲ型胶原抗体（ｃｏｌｌａｇｅｎ－Ⅲ，Ｃｏｌ－Ⅲ），均
购自英国Ａｂｃａｍ公司。

仪器　ＩｍａｇＱｕａｎｔＬＡＳ４０００凝胶成像系统，美国
通用ＧＥ公司产品；ＰｏｗｅｒＰａｃＨＣ电泳仪，美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司产品；Ｈ－７６５０透射电镜，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ株
式会社产品；ＢＸ６３＋ＤＰ７２正置研究级显微镜，日本
ＯＬＹＭＰＵＳ株式会社。
２　实验方法
２１　药物制备

取黄芪３０ｇ、生地黄３０ｇ、丹参１５ｇ、川芎１２ｇ、当
归１５ｇ、水蛭６ｇ、地龙１５ｇ制成加减补阳还五汤颗粒
剂，溶于蒸馏水中，充分混匀后，配制成质量浓度为

８ｇ·ｍＬ－１的溶液，置于４℃冰箱保存，备用。
２２　模型构建、动物分组与给药方法

ｄｂ／ｄｂ小鼠是 ＤＫＤ模型小鼠，以 ｄｂ／ｄｂ小鼠尿
ｍＡＬＢ含量高于ｄｂ／ｍ小鼠，且空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）≥１１１ｍｍｏｌ·ｍＬ－１判定造模成功［６］。

然后，将 ｄｂ／ｄｂ小鼠随机分为模型组和低、高剂量
实验组，每组 ８只；另取 ８只 ｄｂ／ｍ小鼠作为正常
组。参照文献［７］的方法，低、高剂量实验组分别
灌胃给予１６０、３２０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的加减补阳还
五汤溶液。ｄｂ／ｍ组及模型组均灌胃给予蒸馏水
０２ｍＬ·ｄ－１。４组小鼠每天给药 １次，连续给药
８周。实验结束后收集血、尿及肾组织标本用于后
续实验检测。

２３　检测各组小鼠ｍＡＬＢ［７］

实验结束时，将小鼠置于代谢笼收集的 ２４ｈ尿
液，在４℃下，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集上
清液，根据试剂盒说明书检测小鼠ｍＡＬＢ浓度。

２４　检测各组小鼠生化指标［７］

用全自动血生化分析仪测定小鼠 ＦＢＧ、总胆固醇
（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、三酰甘油（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、尿
素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）和肌酸酐（ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）水平。
２５　各组小鼠肾组织病理变化［８］

将固定在４％多聚甲醛中的小鼠肾组织石蜡包埋
切片，二甲苯脱蜡透明，乙醇脱水，进行苏木精 －伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）和马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色，观察
肾组织病理学变化并拍照。

２６　免疫组化法检测肾组织 ＦＮ和 Ｃｏｌ－Ⅲ的表达
水平［９］

取固定完全的肾组织，经包埋、切片、脱蜡、脱水

等处理，加入一抗ＦＮ、Ｃｏｌ－Ⅲ孵育过夜；然后滴加二
抗，室温孵育；ＤＡＢ显色，树脂封片，在显微镜下观察
并拍照。

２７　蛋白质印迹法检测线粒体动力学及纤维化相关
蛋白的表达水平［８］

小鼠肾组织１００ｍｇ经研磨、裂解、离心等提取总
蛋白，制胶上样，经电泳、封闭，加入一抗 Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２、
ＯＰＡ１、Ｆｉｓ１、Ｄｒｐ１、ＦＮ、ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ、Ｃｏｌ－Ⅲ和
β－ａｃｔｉｎ孵育过夜，加入二抗，ＥＣＬ显影，观察并拍照。
２８　透射电镜观察肾线粒体超微结构［１０］

将肾组织固定于４％戊二醛中４ｈ，磷酸盐缓冲液
冲洗并加入１％锇酸固定２ｈ，乙醇脱水，丙酮和环氧
树脂包埋后切片，依次滴加醋酸铀、柠檬酸铅溶液进

行双重电子染色，用透射电镜观察并拍照。

２９　免疫荧光法检测肾组织ＳＩＲＴ３的表达水平［１１］

取固定完全的肾组织，经包埋、切片、脱蜡、脱水、

抗原修复等处理，加入一抗 ＳＩＲＴ３孵育过夜；然后滴
加荧光二抗，室温孵育；ＤＡＰＩ染核，抗荧光淬灭剂的
封片液封片，在显微镜下观察并拍照。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。数据以 珋ｘ±ｓ

表示。先进行方差齐性检验，方差齐选择单因素方差

分析，方差不齐选择秩和检验，组间比较用 Ｍａｎｎ－
Ｗｈｉｔｅｎｅｙ法。

结　　果

１　加减补阳还五汤对 ＤＫＤ小鼠 ＦＢＧ、ＴＧ、ＴＣ的
影响

低、高剂量实验组分别给予１６０、３２０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

的加减补阳还五汤；模型组和正常组均给予蒸馏水

０２ｍＬ·ｄ－１。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１２８３　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

模型组与正常组比较，小鼠 ＦＢＧ、ＴＧ和 ＴＣ均显
著升高，在统计学上差异均有统计学意义 （均

Ｐ＜００１）；低、高剂量实验组与模型组比较，小鼠的

ＴＧ、ＴＣ均显著降低，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜００１），而ＦＢＧ在统计学上差异均无统计学意
义（均Ｐ＞００５）。结果见表１。

表１　加减补阳还五汤对糖尿病肾疾病（ＤＫＤ）小鼠空腹血糖（ＦＢＧ）和血脂水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｔａｎｇｏｎｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ）ａｎｄｂｌｏｏｄｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ
（ＤＫＤ）ｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｇ·ｋｇ－１） ｎ ＦＢＧ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＴＧ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＴＣ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ － ８ ６１８±１８１ １２５±０１６ １４６±０１９
Ｍｏｄｅｌ － ８ ２７１８±４４１ ３３８±０５９ ５４１±０６１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌ １６０ ８ ２６１３±３９１ １９８±０１３＃＃ ３８６±０１４＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｈ ３２０ ８ ２６８２±４１７ １６９±０１３＃＃ ３１９±０１５＃＃

ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

２　加减补阳还五汤对ＤＫＤ小鼠ｍＡＬＢ及肾功能影响
模型组与正常组比较，小鼠ｍＡＬＢ、ＢＵＮ和ＳＣｒ均

显著升高，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００１）；低、高剂量实验组与模型组比较，小鼠
ｍＡＬＢ、ＢＵＮ和ＳＣｒ均显著降低，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００１）。结果见表２。

表２　加减补阳还五汤对 ＤＫＤ小鼠微量白蛋白（ｍＡＬＢ）及肾
功能影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｔａｎｇｏｎｍｉｃｒｏ
－ａｌｂｕｍｉｎ（ｍＡＬＢ）ａｎｄｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＤＫＤｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＳＣｒ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ｍＡＬＢ

（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ４７８±１０７ １３３７±１７７ ６１４±１１３
Ｍｏｄｅｌ １６９２±４５７ ２７９２±４１３ ４６７８±７３２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌ １００４±２２１＃＃ １９１７±２２５＃＃ ２６９２±４６１＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｈ ８７９±１７５＃＃ １７１６±２０３＃＃ ２０５４±２３１＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＳＣｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉ

ｎｉｎｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

３　加减补阳还五汤对ＤＫＤ小鼠肾病理变化的影响
正常组小鼠肾结构清晰；模型组小鼠肾组织

病变严重，表现为肾小球肥大，基底膜增厚，系膜

基质增生，淋巴及单核细胞浸润，间质纤维化；

低、高剂量实验组小鼠肾损伤均有不同程度改

善。结果见图 １。
４　加减补阳还五汤对ＤＫＤ小鼠肾纤维化的影响

低、高剂量实验组和正常组、模型组的 ＴＧＦ－β１
蛋白相对表达水平分别为０７３±００９、０５９±００５、
０４８±００５和１０１±０１４，α－ＳＭＡ蛋白相对表达水
平分别为 ０７９±００９、０５６±００５、０５５±００４和
１１２±０１１，ＦＮ 蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
０６１±００３、０５５±００５、０２２±００３和０８３±００９，
Ｃｏｌ－Ⅲ蛋白相对表达水平分别为 ０５３±００５、
０３５±００５、０１７±００３和０７３±００９。模型组与正
常组比较，ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ、ＦＮ及 Ｃｏｌ－Ⅲ蛋白相
对表达水平均显著升高（均Ｐ＜００１）；低、高剂量实验
组与模型组比较，ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ、ＦＮ及 Ｃｏｌ－Ⅲ蛋
　　

图 １　加减补阳还五汤对ＤＫＤ小鼠肾组织病理变化的影响（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｔａｎｇｏｎｒｅｎａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎＤＫＤｍｉｃｅ（×４００）
ＨＥ：Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ；Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ－Ｌ，Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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图 ２　ＤＫＤ小鼠肾组织中纤维化相关蛋白表达（ａ）和纤连蛋白抗体（ＦＮ）、Ⅲ型胶原抗体（Ｃｏｌ－Ⅲ）的免疫组化染色（ｂ，×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ａ）ａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（ＦＮ）ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎ－
Ⅲ （Ｃｏｌ－Ⅲ；ｂ，×２００）ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＤＫＤｍｉｃｅ
ＴＧＦ－β１：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１；α－ＳＭＡ：α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

图 ３　各组小鼠肾组织细胞线粒体超微结构变化（透射电子显微镜，×３０×１０４）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｏｆａｌｌｇｒｏｕｐｓ（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×３０×１０４）
Ｃｌｉｐｐｅｒｐｏｉｎｔｓｔｏｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

图 ４　ＤＫＤ小鼠肾组织沉默信息调节因子３（ＳＩＲＴ３）及线粒体
动力学蛋白表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｒｔｕｉｎ３（ＳＩＲＴ３）ａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｎａｍｉｃｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＤＫＤｍｉｃｅ
Ｄｒｐ１：Ｄｙｎａｍｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；Ｆｉｓ１：Ｆｉｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１；ＯＰＡ１：Ｏｐｔｉｃ

ａｔｒｏｐｈｙ１；Ｍｆｎ１：Ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ１；Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

白相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００１）。同时，免
疫组化结果也显示，低、高剂量实验组的 ＦＮ和
Ｃｏｌ－Ⅲ表达水平均较模型组降低。结果见图２。

５　加减补阳还五汤对 ＤＫＤ小鼠肾线粒体超微结构
的影响

正常组小鼠肾线粒体结构清晰；模型组小鼠肾线

粒体空泡肿胀，线粒体脊断裂，边界模糊，排列紊乱，

低、高剂量组小鼠肾线粒体损伤减轻，并一定程度上

恢复了线粒体的“长丝状”形态，见图３。
６　加减补阳还五汤对 ＤＫＤ小鼠肾 ＳＩＲＴ３、Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２、ＯＰＡ１、Ｆｉｓ１和Ｄｒｐ１蛋白表达的影响

如图４所示：低、高剂量实验组和正常组、模型组
的 ＳＩＲＴ３蛋白相对表达水平分别为 ０６５±００７、
０４１±０１４、０９１±００４和０２３±０１２，Ｄｒｐ１蛋白相
对表达水平分别为 ０５４±００８、０４９±００９、
０３７±００３和０９８±０１１，Ｆｉｓ１蛋白相对表达水平分别
为０７１±００５、０５１±００３、０３５±００５和１１４±０１１，
Ｍｆｎ１蛋白相对表达水平分别为 ０６１±００４、
０９５±００５、１０２±００７和０４３±００５，Ｍｆｎ２蛋白相
对表达水平分别为 ０６７±００６、０８９±００９、
１０８±００５和０５２±００３，ＯＰＡ１蛋白相对表达水平
分别为 ０７７±００６、０７９±００９、１１３±０１１和
０５２±００３。模型组与正常组比较，ＳＩＲＴ３、Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２和ＯＰＡ１蛋白相对表达水平均显著降低，Ｆｉｓ１、
Ｄｒｐ１蛋白相对表达水平均显著增加（均Ｐ＜００１）；
低、高剂量实验组与模型组比较，ＳＩＲＴ３、Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２、
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

ＯＰＡ１蛋白相对表达水平均显著增加，Ｆｉｓ１、Ｄｒｐ１蛋白
相对表达水平均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），同
时，免疫荧光也显示ＳＩＲＴ３表达有所恢复。

讨　　论

线粒体是细胞的能量工厂，在多种急、慢性肾病

发病和进展中起着重要作用。线粒体通过不断进行

分裂和融合（线粒体动力学）维持其质量和稳态，

Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２和Ｏｐａ１是促进线粒体融合的关键蛋白。
研究发现，糖尿病小鼠肾中 Ｍｆｎ１与 Ｍｆｎ２水平降低，
导致线粒体融合缺陷，线粒体膜电位和氧化磷酸化水

平降低，ＡＴＰ合成减少［１２］。与之相反，Ｆｉｓ１、Ｄｒｐ１是介
导线粒体分裂的关键蛋白，在高糖、氧化应激等刺激

下，Ｄｒｐ１活化并随之由细胞质异位到线粒体，启动线
粒体分裂。此外，研究表明，ＳＩＲＴ３表达于线粒体基
质，是调控线粒体动力学的重要因子。ＨＵＡＮＧ等［１３］

研究发现，在急性肾损伤模型 ＳＩＲＴ３表达下调，同时
伴随着线粒体外膜中Ｄｒｐ１和ＭＦＦ表达增加，而ＯＰＡ１
表达降低，这引起线粒体分裂和碎片化增加，肾损伤

加重。同样，ＳＩＲＴ３基因敲除加剧了脂多糖诱导的线
粒体功能障碍和线粒体动力学的紊乱。反之，ＳＩＲＴ３
过表达可以通过上调ＯＰＡ１的表达，促进线粒体融合，
抑制线粒体分裂，减轻肾小管上皮细胞线粒体功能障

碍［１４］。本研究证实，ＤＫＤ小鼠肾组织 ＳＩＲＴ３表达降
低，线粒体空泡肿胀，线粒体脊断裂，排列紊乱；线粒

体分裂蛋白 Ｄｒｐ１、Ｆｉｓ１表达增加，线粒体融合蛋白
Ｍｆｎ１、Ｍｆｎ２和ＯＰＡ１表达降低。给予加减补阳还五汤
干预后，逆转了这一趋势，恢复了线粒体正常的“长丝

状”形态。

线粒体损伤是肾小球硬化及间质纤维化形成和

进展的重要病理机制。ＴＧＦ－β１被认为是最有效的
纤维化分子，其可以增强细胞外基质的合成介导ＤＫＤ
肾小球硬化和间质纤维化。α－ＳＭＡ是肌成纤维细胞
的标志蛋白。本研究发现，加减补阳还五汤可以抑制

ＤＫＤ小鼠肾组织中 ＴＧＦ－β１的表达，纤连蛋白及
α－ＳＭＡ的表达也降低。同时，肾组织病理损害也明
显减轻。

本研究提示：加减补阳还五汤可以通过调控ＤＫＤ
小鼠肾组织 ＳＩＲＴ３蛋白表达，维持线粒体动力学平

衡，降低尿蛋白，减轻肾损伤和肾纤维化。
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２０７８—２０８２

［７］　杨帆，张晓云，张亚京等补阳还五汤加味通过抑制炎症和纤

维化改善糖尿病肾病小鼠肾脏损伤［Ｊ］中国实验方剂学杂志，

２０２２，２８（２４）：１１４—１２１

［８］　杜丽东，王颖，辛蕊华，等乌梅丸调控 Ｋｅａｐ－１－Ｎｒｆ２／ＨＯ－１

信号通路抑制溃疡性结肠炎小鼠氧化应激损伤［Ｊ］中国临床

药理学杂志，２０２４，４０（１４）：２０８８—２０９２

［９］　裴贵兵，张波，陈志成，等济川煎对慢传输型便秘大鼠肠道功

能的影响及作用机制的研究［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２４，

４０（８）：１１８９—１１９３

［１０］　张磊，金智生，万生芳，等红芪多糖对 ｏｂ／ｏｂ小鼠肝蛋白激酶

Ｒ样内质网激酶－转录因子ＮＦ－Ｅ２相关因子２信号通路的影

响［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２２，３８（１７）：２０３４—２０３８

［１１］　雷静文，郭小莉，宋丽华，等香叶木素对高糖诱导的血管内皮

细胞损伤的保护作用［Ｊ］中国临床药理学杂志，２０２２，３８

（２２）：２６７９—２６８３

［１２］　ＹＡＯＬ，ＬＩＡＮＧＸ，ＱＩＡＯＹ，ｅｔａｌＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｉａ

ｂｅｔｉｃｔｕｂｕｌｏｐａｔｈｙ［Ｊ／ＯＬ］Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２０２２，１３１：１５５１９５

２０２２－０３－２８［２０２４－０８－０６］ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈｇｏｖ／３５３５８４９７／

［１３］　ＨＵＡＮＧＨ，ＬＩＤ，ＨＵＡＮＧＸ，ｅｔａｌＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｎｄ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ＡｎｎＣｌｉｎ

ＬａｂＳｃｉ，２０１９，４９（４）：４８８—４９５

［１４］　ＸＵＨ，ＨＥＲＴＺＥＬＡＶ，ＳＴＥＥＮＫＡ，ｅｔａｌＬｏｓｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ４／ａＰ２ｒｅｄｕｃｅｓｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｏｆＳＩＲＴ３［Ｊ］ＭｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１６，３０（３）：３２５—３３４

（收稿日期２０２４－１２－０２）


