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六味地黄汤通过缺氧诱导因子１α途径对５／６肾切除

大鼠肾间质纤维化的抑制作用
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　　摘　要：目的　探讨六味地黄汤对缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）在慢性肾间质纤维化中的表达及作用。方法　选择清洁级雄性

ＳＤ大鼠３０只，随机分为分假手术组、模型组和六味地黄汤组各１０只。假手术组打开腹腔暴露肾脏，但不切除肾脏。模型组、六

味地黄汤组大鼠均在无菌条件下进行５／６肾切除术复制慢性肾间质纤维化模型，术后８周，比较３组肾脏组织病理变化，ＨＩＦ１α、

结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）在肾组织中的蛋白表达水平。结果　与六味地黄汤组比较，模型组肾组织中 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ蛋白表达

水平均明显升高（犘＜０．０５）。结论　ＨＩＦ１α通过调节ＣＴＧＦ的表达促进肾间质纤维化，而六味地黄汤可降低 ＨＩＦ１α的表达，从

而减轻肾间质纤维化。
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　　研究指出，肾小管间质部分的慢性氧缺失是促进肾脏疾病

进展和纤维化的重要原因［１］。体外实验证明，缺氧可刺激肾小

管上皮细胞和间质成纤维细胞向肌成纤维细胞表型转分化，参

与肾间质纤维化的发生、发展［２］，缺氧主要通过缺氧诱导因子

１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）发挥作用
［３］，后者可调

控结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）

表达。现将本研究探讨 ＨＩＦ１α在慢性肾间质纤维化中的作

用以及六味地黄汤对其表达的影响报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　清洁级雄性ＳＤ大鼠３０只，体质量（２００±１０）

ｇ，由湖南中医药大学实验动物中心提供并饲养于湖南中医药

大学ＳＰＦ级动物房。

１．１．２　药物　六味地黄汤（熟地黄２４ｇ，山药１２ｇ，山茱萸１２

ｇ，泽泻９ｇ，茯苓９ｇ，牡丹皮９ｇ）购自湖南中医药大学第一附

属医院药剂科。先将药材用相当于药材５倍的自来水浸泡２

ｈ，煮沸后再微火煎熬３０ｍｉｎ，过滤后收集煎液，原药渣加少量

水煎煮，取二煎液。将两煎液混合，于水浴恒温器上浓缩药液

至含生药１ｇ／ｍＬ。

１．１．３　主要试剂　一抗为兔抗大鼠 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ多克隆抗

体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ），兔二步法检测试剂盒（ＰＶ６００１）、二抗为

非生物素标记山羊抗兔ＩｇＧ抗体（北京中杉金桥公司），ＤＡＢ

显色试剂盒（武汉博士德公司），ＥＣＬ化学发光试剂（美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司）。

１．２　方法

１．２．１　造模　ＳＤ雄性大鼠适应性喂养１周后随机分为假手
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术组（１０只）、模型组（１０只）和六味地黄汤组（１０只）。假手术

组打开腹腔暴露肾脏后避免牵拉肾脏，不切除肾脏。模型组、

六味地黄汤组大鼠均在无菌条件下进行５／６肾切除术，以

１０％水合氯醛０．３０ｍＬ／１００ｇ腹腔注射麻醉大鼠，常规消毒铺

巾，从左腹部切口，打开腹腔，静脉夹夹住肾蒂后迅速切除左肾

上下极（切除２／３），以吸收性明胶海绵压迫止血，复位肾脏。１

周后进行第２次手术，切除右侧肾脏。右肾摘除术后第２天，

六味地黄汤组予以六味地黄汤灌胃（生药含量按公式：人的剂

量×０．０１８×５／ｋｇ体质量计算），每天１次，至处死为止；模型

组、假手术组以等容积蒸馏水灌胃，给药８周后全部处死，中途

死亡的大鼠直接剔除。

１．２．２　标本收集　各组大鼠分别于灌胃第８周后处死，处死

前收集２４ｈ尿量，酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测２４ｈ尿清蛋白（２４ｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕ

ｍｉｎ，２４ｈＵＡｌｂ）。腹主动脉采血分离血清，酶法测定血肌酐

（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）浓度，尿素酶ＧＬＤＨ 法测定血尿素氮

（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）浓度。肾组织分为两部分处理：

（１）光镜观察。标本用４％多聚甲醛固定，分别行 ＨＥ染色、

Ｍａｓｓｏｎ染色及免疫组织化学检测。（２）肾组织取出后立即放

入液氮罐中，随后转入－８０℃冰箱保存待用。

１．２．３　肾脏组织学检查　肾组织经４％多聚甲醛固定，梯度

乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片（厚度为３～４μｍ）后，

分别进行 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色，Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜观察并

拍照。

１．２．４　免疫组织化学染色　免疫组织化学采用兔二步法检测

试剂盒（ＰＶ６００１），一抗用兔抗大鼠抗体，一抗及工作浓度：

ＨＩＦ１α（１∶１００）、ＣＴＧＦ（１∶２００），二抗用相应羊抗兔抗体，染

色呈棕褐色者为阳性染色。

１．２．５　图像分析　Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜观察肾组织病理变化并拍

照，每张切片随机选取５个视野，用麦克奥迪数码医学分析系

统（ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０）进行图像分析。测定视野内免疫阳性细胞

的平均灰度值，以灰度值进行定量分析，测得组织细胞平均灰

度值愈小，其蛋白水平愈高。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　常规提取蛋白质样品，ＢＣＡ法进

行蛋白质定量。每泳道５０μｇ蛋白，１０％十二烷基磺酸钠聚

丙烯酰胺（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳分离后湿转至ＰＶＤＦ膜，封闭，

加一抗，一抗及工作浓度：ＨＩＦ１α（１∶２００）、ＣＴＧＦ（１∶３００），４

℃孵育过夜。洗膜，加相应二抗（１∶２０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ

试剂在暗室中发光，Ｘ线胶片曝光、显影、定影。扫描测定条带

密度值，以与βａｃｔｉｎ的比值作为表达强度。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据处理，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　六味地黄汤对５／６肾切除大鼠肾脏功能的影响　见

表１。

２．２　六味地黄汤对５／６肾切除大鼠肾组织形态学的影响　

ＨＥ染色下，假手术组肾小球和肾小管结构清晰，未见明显异

常；模型组肾小球系膜细胞明显增生，硬化增多，肾小管明显萎

缩、消失，部分肾小管发生代偿性扩张，可见蛋白管型，肾间质

纤维化明显，大量淋巴细胞浸润。六味地黄汤组病变程度较模

型组明显减轻（图１）。Ｍａｓｓｏｎ染色下，假手术组肾小球和肾

小管仅基底膜染成蓝色，肾间质无明显胶原纤维；模型组肾间

质见大量染成蓝色的胶原纤维；六味地黄汤组肾间质可见少量

胶原纤维，胶原沉积较模型组明显减轻（图２）。

２．３　六味地黄汤对５／６肾切除大鼠肾组织 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ表

达的影响

２．３．１　ＨＩＦ１α的表达　假手术组 ＨＩＦ１α微量表达，主要在

肾皮髓质交界处，模型组和六味地黄汤组肾小管上皮细胞、间

质细胞胞质和胞核中均表达增加，肾小球表达不明显（图３）。

表１　　３组大鼠肾脏功能检测结果（狓±狊）

组别 狀 ２４ｈＵＡｌｂ（ｍｇ）ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

假手术组 １０ ３．６０±１．４０ ６．４９±０．９８ ５９．６０±５．８２

模型组 ７ ２２．１２±１．０５ １３．５４±１．３３ ８７．４２±６．９２

六味地黄汤组 ９ １９．０８±２．０２ １１．６６±１．２０ ７７．４４±５．６８

　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

２．３．２　ＣＴＧＦ的表达　假手术组ＣＴＧＦ表达不明显，模型组

和六味地黄汤组肾小管上皮细胞、间质细胞胞质和胞核中

ＣＴＧＦ均表达明显增加，肾小球表达不明显（图４）。

２．３．３　肾组织 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ表达半定量分析　３组肾组织

ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ表达在模型组最强，六味地黄汤组次之，假手术

组最弱。与六味地黄汤组比较，模型组 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ的表达

明显升高（犘＜０．０５），见表２。

　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：六味地黄汤组。

图１　　３组大鼠肾脏的病理改变（ＨＥ染色，×２５０）
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　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：六味地黄汤组。

图２　　３组大鼠肾脏的病理改变（Ｍａｓｓｏｎ染色，×２５０）

　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：六味地黄汤组。

图３　　３组大鼠肾组织 ＨＩＦ１α的蛋白表达水平（ＩＨＣ，×４００）

　　Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：六味地黄汤组。

图４　　３组大鼠肾组织ＣＴＧＦ的蛋白表达水平（ＩＨＣ，×４００）

　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

图５　　３组大鼠肾组织 ＨＩＦ１α蛋白表达电泳图

表２　　３组大鼠肾组织 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ表达的平均

　　　灰度值（狓±狊）

组别 狀 ＨＩＦ１α ＣＴＧＦ

假手术组 １０ ２１５．３０±２４．６０ ２２３．００±２１．５０

模型组 ７ １４１．００±１２．２０ １３７．６０±１４．１０

六味地黄汤组 ９ １７０．７０±１０．９０ １８４．２０±１１．４０

　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

２．４　六味地黄汤对５／６肾切除大鼠肾组织 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ蛋

白水平的影响　与六味地黄汤组比较，模型组 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ

蛋白表达水平均明显升高（犘＜０．０５）。见图５～８。

　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

图６　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组 ＨＩＦ１α的表达
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　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

图７　　３组大鼠肾组织ＣＴＧＦ蛋白表达电泳图

　　：犘＜０．０５，与六味地黄汤组比较。

图８　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组ＣＴＧＦ的表达

３　讨　　论

ＨＩＦ１是１９９２年Ｓｅｍｅｎｚａ等在低氧诱导的肝细胞癌细胞

株 Ｈｅｐ３Ｂ细胞核提取物中发现的一种蛋白质，是迄今为止发

现的惟一能在缺氧状态下发挥活性的特异性转录因子。已有

研究表明，缺氧激活的转录因子 ＨＩＦ１α在纤维化发展中起至

关重要的作用［４］。慢性肾衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ，ＣＲＦ）是

各种肾脏疾病持续进展的最终结局，其主要病理学特征为肾小

球硬化和肾间质纤维化。慢性缺氧可诱发 ＨＩＦ１α持续表达，

后者上调一系列促纤维化靶基因导致肾间质纤维化。因此，慢

性缺氧是引起肾间质纤维化的一个关键因素［５］，而 ＨＩＦ１α是

导致肾间质纤维化的关键因子［６７］。

５／６肾切除大鼠是目前研究慢性肾脏病进展的理想动物

模型。已有研究表明，５／６肾切除的大鼠肾脏组织中存在小动

脉病变，这种小动脉病变可导致肾小球后毛细血管血流减少和

肾小管间质缺血，而缺血就意味着低氧。Ｍａｎｏｔｈａｍ等
［８］研究

证实，在５／６肾切除大鼠模型中，在发生肾小管纤维化前，肾小

管已存在明显的缺氧。Ｚｈａｎｇ等
［９］研究证实，管周毛细血管丢

失和肾小管间质缺氧在肾间质纤维化不明显之前的早期阶段

（术后第３周）已经很严重，并且持续存在于肾间质纤维化的发

展过程中。Ｚｅｎｇ等
［１０］研究发现，ＨＩＦ１α在５／６肾切除大鼠肾

组织中显著升高，这一结果证实慢性缺氧存在于５／６肾切除模

型。俞小芳等［１１］研究５／６肾切除大鼠亦发现在早期阶段（术

后第１周末），ＨＩＦ１α在肾内表达即开始增加，在术后１２周仍

有持续表达。Ｋｉｍｕｒａ等
［６］通过应用５／６肾切除的基因敲除小

鼠模型证实了 ＨＩＦ１α具有促进肾纤维化的作用，认为抑制

ＨＩＦ１α的表达是治疗肾脏纤维化的靶点。此外，ＣＴＧＦ是目

前公认的较强的促纤维化生长因子，其表达受 ＨＩＦ１α调

控［１２］。本研究显示模型组存在明显的纤维化，且与假手术组

比较，模型组肾组织中 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ蛋白表达水平均明显升

高，说明 ＨＩＦ１α可能通过调节ＣＴＧＦ的表达，促进肾间质纤

维化。

六味地黄丸是临床上治疗肾阴虚证型慢性肾小球肾炎的

有效方剂［１３］。其临床疗效肯定，但其作用机制缺乏深入研究。

何泽云等［１４］研究发现５／６肾切除大鼠在术后８周，留存肾不

可避免地发生了间质纤维化。给５／６肾切除大鼠灌胃六味地

黄汤８周后，其ＢＵＮ、Ｓｃｒ的水平明显低于模型组，并能减少留

存肾系膜细胞的增生及间质纤维化，使肾切除大鼠生存期延

长［１５］。蔡惠芳等［１６］研究发现，六味地黄丸具有改善５／６肾切

除大鼠残肾肾功能的作用，其改善残肾肾功能的作用与六味地

黄丸提高肾小球的体积密切相关。李万斌等［１７］研究认为，六

味地黄丸可能通过促进 ＭＭＰ２的表达，对抗Ⅳ胶原的过度沉

积，减轻硬化程度，达到保护肾脏、延缓肾衰竭进程的积极作

用。目前，从缺氧的角度探讨六味地黄汤延缓肾间质纤维化的

机制研究尚未见报道，缺氧是导致肾间质纤维化的重要原因，

而六味地黄汤具有耐缺氧、抗氧化的作用，为本研究提供了坚

实的理论依据。本研究结果显示，与模型组比较，六味地黄汤

组 ＨＩＦ１α、ＣＴＧＦ蛋白表达水平均明显降低，提示六味地黄汤

延缓肾间质纤维化的作用机制可能是通过改善缺氧从而抑制

ＨＩＦ１α的表达，进而下调ＣＴＧＦ的蛋白水平，从而减轻肾间质

纤维化。
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论与相关研究一致。这充分地说明了异氟醚具有抗炎作用，能

够抑制促炎细胞因子的产生，在一定的程度上减缓了炎症反

应。Ａｄａｍｓ等
［６］研究也表明，大鼠腹腔注射吸入麻醉药能够

降低脂多糖诱导的ＩＬ６／ＩＬ１０的比率并能减轻炎症反应。薛

纪秀等［７］研究表明丙泊酚和异氟醚能减少胰岛素（ＩＮ）、ＴＮＦ

α、ＩＬ６和胰岛素抵抗指数及在一定程度上减轻了应激反应。

因此。这对今后临床上麻醉药物的使用提供了理论指导和现

实基础。也有研究表明，利多卡因预处理可抑制内毒素诱导的

兔促炎因子ＩＬ６、ＴＮＦα的释放和减轻内毒素诱发的兔肺毛

细血管通透性增加、肺部炎症细胞浸润及内皮细胞损伤［８］。但

也有实验显示，直接给予大鼠异氟醚上调了大鼠肺脏炎性因子

的水平［９］。这可能与实验条件及炎症模型不同有关。尽管有

点矛盾，但更多的研究证明，卤族类吸入性麻醉剂预处理对肺

缺血再灌注损伤和神经具有保护作用［１０１１］。

Ｆｌｏｎｄｏｒ等
［１２］研究表明，大鼠静脉注射内毒素脂多糖后用

吸入性麻醉药异氟烷处理可以抑制促炎细胞因子 ＴＮＦα及

ＩＬ１β的释放，产生抗炎作用。同时，体外研究也表明，麻醉药

丙泊酚和氯胺酮可抑制脂多糖刺激的ＰＢＭＣ细胞因子的表

达［１３］。Ｗｅｂｅｒ等
［１４］研究表明，异氟烷能有效抑制人的脐静脉

内皮细胞所产生的ＴＮＦα和血管细胞黏附分子１的分泌。与

本研究结果一致。

目前，不同的麻醉药物对细胞因子产生的影响还存在一定

的争议，其机制不是十分清楚。本研究表明了吸入麻醉药预处

理通过抑制促炎细胞因子产生抗炎作用，可应用于手术上的免

疫和抗感染等方面。因此，根据患者病情、手术大小，尤其是那

些免疫功能异常、感染、创伤的高危手术患者，选择合适的麻醉

药物维持细胞因子平衡，以调节机体免疫，具有重要的临床

意义。
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