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自拟益气清热解毒化瘀方对膜性肾病

及Wnt1/β-catenin信号通路的影响
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摘要      该研究旨在探讨自拟益气清热解毒化瘀方(SDYF)对膜性肾病的肾脏保护作用及潜

在机制。在临床研究部分中, 该研究纳入80例膜性肾病患者, 根据随机数字表法分为对照组和观

察组, 每组40例。对照组给予基础治疗联合盐酸贝那普利, 观察组在对照组治疗基础上加服SDYF, 
两组均持续用药6个月。收集两组患者的临床资料, 检测两组患者治疗前后的肾功能指标[24小时

尿蛋白定量(24 h UTP)、血清白蛋白(ALB)、尿素氮(BUN)、血肌酐(Scr)]、血脂指标[总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)]及抗磷脂酶A2受体(PLA2R)抗体水平, 比较两组患者中医证候评分和临床疗

效。在动物实验部分中, 该研究采用阳离子化牛血清白蛋白(CBSA)尾静脉注射法成功复制膜性肾

病大鼠模型, 采用随机数字表法将造模成功的大鼠分为模型组、西药组(盐酸贝那普利10 mg/kg)、
SDYF低剂量组(11.65 g/kg)、SDYF高剂量组(23.31 g/kg), 每组10只; 另设正常对照组(未造模、不给

药), 每组10只。各给药组连续给药4周后, 检测各组大鼠肾功能及血脂指标水平; 采用HE、Masson
和过碘酸–雪夫(PAS)染色观察肾组织病理变化; 免疫组化法检测大鼠肾脏组织α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)、I型胶原(Col-I)、纤连蛋白(fibronectin)蛋白表达水平; 免疫荧光染色观察IgG、C5b-9沉
积情况; 透射电子显微镜(TEM)观察足细胞结构; Western blot检测肾脏组织中足细胞损伤相关蛋白[肾
母细胞瘤蛋白1(WT-1)、nephrin、足细胞素(podocin)]以及Wnt1/β-catenin信号通路相关蛋白[Wnt1、β-
连环蛋白(β-catenin)、c-Myc、基质金属蛋白酶7(MMP-7)]表达情况。结果显示, 治疗后, 两组的24 h 
UTP、TC、TG、BUN、Scr、抗PLA2R抗体水平明显降低, 中医证候评分明显下降(P<0.05), ALB
水平明显升高(P<0.05), 且观察组临床总有效率高于对照组(P<0.05)。在动物实验中, 相比于对照

组, 模型组大鼠肾脏组织病理损伤明显, IgG、C5b-9沉积增加, 足细胞损伤加重, 24 h UTP, 血清TC、
TG水平, 肾脏组织α-SMA、Col-I、fibronectin阳性表达水平以及Wnt1/β-catenin通路相关蛋白表达

水平显著升高(P<0.05), 血清ALB水平、足细胞损伤相关蛋白表达水平显著降低(P<0.05)。相比于

模型组, 西药组、SDYF低剂量组、SDYF高剂量组肾脏组织病理损伤明显减轻, IgG、C5b-9沉积减少, 
足细胞损伤减轻, 24 h UTP, 血清TC、TG水平, 肾脏组织α-SMA、Col-I、fibronectin阳性表达水平

以及Wnt1/β-catenin通路相关蛋白表达水平显著降低(P<0.05), 血清ALB水平、足细胞损伤相关蛋

白表达水平显著升高(P<0.05), 其中SDYF高剂量组改善效果最佳。综上, SDYF可减轻膜性肾病引

起的肾脏损伤, 其作用机制可能与抑制Wnt1/β-catenin信号通路有关。
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Abstract       This study aims to investigate the renal protective effects and potential mechanisms of the SDYF 
(self-designed Yiqi Qingre Jiedu Huayu formula) on membranous nephropathy. In the clinical study, 80 patients 
with membranous nephropathy were enrolled and randomly divided into a control group and an observation group, 
with 40 patients in each group. The control group received basic treatment combined with benazepril hydrochlo-
ride, and the observation group received SDYF on the basis of the control group’s treatment. Both groups were 
treated  continuously for 6 months. Clinical data were collected from both groups. Renal function parameters [24 h 
UTP (24-hour urine protein quantification), serum ALB (albumin), BUN (blood urea nitrogen), Scr (serum creati-
nine)], serum lipid profile [TC (total cholesterol), TG (triglycerides)], and anti-PLA2R (phospholipase A2 recep-
tor) antibody levels were measured before and after treatment in both groups. TCM (traditional Chinese medicine) 
syndrome scores and clinical efficacy were also compared between the two groups. In the animal study, a rat model 
of membranous nephropathy was successfully established by the method of injecting CBSA (cationized bovine 
serum albumin) via the tail vein. Rats with successful modeling were randomly divided into five groups: a normal 
control group (without modeling or drug administration), a model group, a western medicine group (treated with 
benazepril hydrochloride at 10 mg/kg), a low-dose SDYF group (administered at 11.65 g/kg), and a high-dose 
SDYF group (administered at 23.31 g/kg), with 10 rats in each group. After 4 weeks of continuous drug adminis-
tration, renal function parameters and lipid parameters were determined in each group. Renal tissue pathology was 
observed through HE (hematoxylin and eosin), Masson staining, and PAS (periodic acid-Schiff) staining. Immuno-
histochemistry was used to detect the expression levels of α-SMA (α-smooth muscle actin), Col-I (type I collagen), 
and fibronectin in rat kidney tissue. Immunofluorescence staining was used to observe IgG and C5b-9 deposition. 
TEM (transmission electron microscopy) was used to observe the podocyte structure. Western blot analysis was 
performed to detect the expression of podocyte injury-related proteins [WT-1 (Wilms’ tumor protein 1), nephrin, 
and podocin] as well as Wnt1/β-catenin signaling pathway-related proteins [Wnt1, β-catenin, c-Myc, and MMP-7 
(matrix metalloproteinase 7)] in renal tissue. The results showed that after treatment, both groups exhibited sig-
nificantly reduced levels of 24 h UTP, TC, TG, BUN, Scr, and anti-PLA2R antibody, as well as significantly de-
creased TCM syndrome scores (P<0.05). Concurrently, ALB levels demonstrated a significant increase (P<0.05). 
Furthermore, the observation group achieved a higher overall response rate than the control group (P<0.05). In 
animal experiments, compared with the control group, the rats in the model group exhibited significant pathologi-
cal damage to the renal tissue, increased deposition of IgG and C5b-9, and aggravated podocyte injury; the levels 
of 24 h UTP, TC, and TG, as well as the positive expression levels of α-SMA, Col-I, fibronectin, and the expression 
levels of Wnt1/β-catenin pathway-related proteins in the renal tissue, were significantly elevated (P<0.05). Addi-
tionally, serum ALB levels and the expression levels of podocyte injury-related proteins were significantly reduced 
(P<0.05). Compared with the model group, the renal tissue pathological damage in the western medicine control 
group, low-dose SDYF group, and high-dose SDYF group was significantly reduced, with decreased deposition 
of IgG and C5b-9 and reduced podocyte injury; the levels of 24 h UTP, serum TC, and TG, as well as the positive 
expression levels of α-SMA, Col-I, and fibronectin in the renal tissue, and the expression levels of Wnt1/β-catenin 
pathway-related proteins, were significantly decreased (P<0.05), while serum ALB levels and the expression levels 
of podocyte injury-related proteins were significantly increased (P<0.05). Among them, the high-dose SDYF group 
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膜性肾病 (membranous nephropathy, MN)是成

人肾病综合征的常见病理类型 , 以肾小球基底膜上

皮侧免疫复合物沉积及足细胞损伤为主 , 最终可导

致蛋白尿进行性加重 , 甚至引发肾功能衰竭 [1-2]。目

前临床主要依赖糖皮质激素联合免疫抑制剂治疗 , 
但存在复发率高、药物抵抗及继发感染等风险 [3], 
亟需探索更安全有效的干预策略。近年研究发现 , 
Wnt/β-连环蛋白 (β-catenin)信号通路的异常激活是

MN所致肾损伤的核心机制之一 [4]。在MN病理条

件下 , 持续活化的β-catenin可诱导足细胞损伤 , 下调

裂孔隔膜蛋白 [如nephrin、足细胞素 (podocin)]的表

达, 破坏滤过屏障完整性; 同时上调纤维化标志物如

α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA)
等的表达 , 可加速肾纤维化进程 [4]。研究表明 , 阻断

Wnt/β-catenin信号通路可减轻并修复MN所致足细

胞损伤, 进而减缓MN的病理改变进展、保护肾脏[5]。

由此可见, 靶向抑制该通路可成为缓解MN进展的新

方向。

中医秉持辨证论治的核心理念, 认为MN的发生

与“脾肾阳虚、湿邪侵袭”密切相关 , 临床治疗以“补
肾健脾益气、清热解毒利湿”为主要治法 [6-7]。据此 , 
本课题组制定了益气清热解毒化瘀方(self-designed 
Yiqi Qingre Jiedu Huayu formula, SDYF), 由黄芪、

党参、烫水蛭、地龙、茯苓等多种药材组成。基础

研究显示 , 由黄芪、党参、水蛭、地龙等药物组成

的中药方剂可显著降低MN大鼠尿蛋白水平、减轻

肾脏损伤[8-9], 从而延缓肾脏慢性病理进展。但SDYF
是否可通过Wnt/β-catenin信号通路对MN发挥作用

尚不清楚。因此 , 本课题通过探讨SDYF对MN的治

疗影响及其对Wnt1/β-catenin信号通路的调控作用 , 
为SDYF治疗MN提供一定的实验依据。

1   材料与方法
1.1   临床研究

1.1.1   研究对象      选择就诊于本院且符合纳入标

准的MN患者共计80例 , 按照随机数字表法分为对

照组和观察组, 每组40例。两组患者的性别、年龄、

体质量指数 (body mass index, BMI)、吸烟史、饮酒

史及合并症等指标均无明显差异 (P>0.05), 具有可

比性 , 本研究已经张家口市中医院医学伦理委员会

批准(批件号: 2300251)。见表1。
1.1.2   纳入、排除标准      纳入标准: (1) 年龄18~65
岁; (2) 符合西医《肾脏病学》[10]中MN的诊断标准, 均
为 II期病变 , 且经肾活检病理检查有明确的病理诊

断 ; (3) 符合中医《中药新药临床研究指导原则》[11]

中水肿或尿浊病的诊断标准 , 且满足相关主症 2项
及以上; (4) 24小时尿蛋白定量(24-hour urine protein 
quantification, 24 h UTP)<8.0 g/d, 免疫抑制治疗未使

用或已停用≥6个月; (5) 患者自愿签署知情同意书。

排除标准: (1) V型狼疮性肾炎、乙肝相关性肾

炎等继发性膜性肾病者 ; (2) 合并血栓、肝肾功能

不全、肿瘤、传染病等疾病者 ; (3) 妊娠期、哺乳

期妇女。

1.1.3   药物、试剂与仪器      盐酸贝那普利 (货号 : 
X2208, 规格10 mg/片)购自北京诺华制药有限公司; 
SDYF(30 g黄芪、15 g党参、6 g烫水蛭、30 g丹参、

表1   两组患者临床资料对比

Table 1   Comparison of clinical data between the two groups
项目

Item
对照组(n=40)
Control group (n=40)

观察组(n=40)
Observation group (n=40)

t/χ2值

t/χ2 value
P值
P value

Gender (male/female) 23/17 25/15 0.208 0.648

Age /years 46.95±7.54 48.12±9.28 0.619 0.538

BMI /kg·m–2 23.18±1.42 23.57±1.19 1.331 0.187

Smoking history (cases /%) 15 (37.5) 16 (40.0) 0.053 0.818

Drinking history (cases /%) 12 (30.0) 10 (25.0) 0.251 0.617

Hypertension (cases /%)   8 (20.0) 10 (25.0) 0.287 0.592

Diabetes (cases /%)   3 (7.5)   2 (5.0) 0.213 0.644

showed the best improvement. In summary, SDYF alleviates renal injury caused by membranous nephropathy, and 
its mechanism of action may be related to inhibiting the Wnt1/β-catenin signaling pathway.

Keywords       membranous nephropathy; self-designed Yiqi Qingre Jiedu Huayu formula; Wnt1; β-catenin
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20 g茯苓、20 g川牛膝、24 g生地黄、20 g猪苓、

15 g泽泻、12 g地龙、15 g薏苡仁、15 g白花蛇舌草)
由本院中药房提供。抗磷脂酶A2受体(phospholipase 
A2 receptor, PLA2R)抗体试剂盒(货号: CB11019-Hu)
购自上海科艾博生物技术有限公司。BS-2800M全

自动生化分析仪购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有

限公司; LC-1000全自动尿液分析仪购自重庆普西医

疗设备有限公司。

1.1.4   治疗方法      对照组患者给予基础治疗(包括

休息、运动、饮食控制等 ), 并口服用盐酸贝那普利

10 mg/d。观察组在对照组治疗基础上加服SDYF, 
每日1剂, 水煎2次, 滤液合并并定容至200 mL, 均分

两份, 早晚各服用1次, 持续治疗6个月。

1.1.5   指标检测与方法      关键指标检测与方法如

下。(1) 肾功能指标、血脂指标及血清抗PLA2R抗
体水平。分别在治疗前后采集患者空腹状态下的静

脉血3 mL。经4 ℃、3 000 r/min离心15 min取上清液, 
用全自动生化分析仪检测血清中白蛋白 (albumin, 
ALB)、尿素氮 (blood urea nitrogen, BUN)、血肌酐

(serum creatinine, Scr)、总胆固醇 (total cholesterol, 
TC)、甘油三酯 (triglyceride, TG)含量。按照酶联

免疫吸附试验 (enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)试剂盒说明书操作检测两组患者血清中抗

PLA2R抗体水平。从早晨7点起, 连续24 h收集患者

每次排尿的中段尿 , 混匀后取5 mL, 用尿液分析仪

测24 h UTP总量。(2) 中医证候评分。对两组患者

在治疗前后的主证与次证状况予以记录。主证涵盖

乏力、浮肿、面色黧黑, 按无(0分)、轻(2分)、中(4
分)、重(6分)计分; 次证包括腹胀、腰痛、尿频、便溏, 
分值为无(0分)、轻(1分)、中(2分)、重(3分), 最后统

计各证候的总积分 [11]。(3) 临床疗效评价。膜性肾

病综合疗效判定标准如下。①痊愈 : 尿蛋白持续阴

性, 或24 h UTP<0.3 g, 肾功能正常; ②显效: 尿蛋白

减2个“+”, 或24 h UTP下降≥40%, 肾功能接近正常; 
③有效: 尿蛋白减1个“+”, 或24 h UTP下降<40%, 肾
功能改善; ④无效: 临床表现及上述检测指标均无改

善或加重。(4) 中医证候疗效判定标准如下。① 痊愈: 
中医临床症状、体征症状消失或基本消失 , 证候疗

效指数(n)≥95%; ②显效: 中医临床症状、体征症状

明显改善, 70%≤n<95%; ③有效: 中医临床症状、体

征症状均有好转 , 30%≤n<70%; ④无效 : 中医临床

症状、体征症状均无明显改善 , 甚至加重 , n<30%。

采用尼莫地平法计算疗效指数 n=[(治疗前积分 –治
疗后积分)/治疗前积分]×100%。

1.2   动物实验

1.2.1   实验动物      6周龄左右的 SPF级 SD雄性

大鼠 [SCXK(京 ) 2021-0011] 60只 , 体质量范围为

160~180 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限公

司。饲养于SPF级动物房 , 温度约23 ℃, 湿度约55%, 
12 h光/12 h暗循环。实验开始前进行1周的适应性饲

养, 自由饮水及进食, 检测尿蛋白均为阴性后用于后

续实验。本研究已经张家口市中医院动物伦理委员

会批准(批件号: 2300130)。
1.2.2   主要试剂及仪器      阳离子化牛血清白蛋

白 (cationized bovine serum albumin, CBSA)(货号

SA8130)购自北京索莱宝生物科技有限公司 ; 弗
氏不完全佐剂 (货号 P6556)、兔抗大鼠 α-SMA抗

体 (货号 A547)、兔抗大鼠 Col-I蛋白抗体 (货号

SAB4200678)、兔抗大鼠纤连蛋白 (fibronectin)
抗体 (货号SAB5700724)、兔抗 podocin抗体 (货号

HPA004194)购自美国Sigma公司 ; 兔抗大鼠C5b-9
抗体 (货号 bs-2673R)购自北京博奥森生物技术有

限公司 ; 兔抗大鼠 IgG抗体 (货号 ab150153)、兔源

肾母细胞瘤蛋白1(Wilms’ tumor 1, WT-1)抗体 (货号

ab89901)购自英国Abcam公司 ; 兔抗nephrin抗体 (货
号5653S)购自美国CST公司; 兔抗Wnt1(货号27935-
1-AP)、β-catenin(货号 51067-2-AP)、β-actin(货号

20536-1-AP)、c-Myc(货号 10057-1-AP)、MMP-
7(货号10374-2-AP)一抗及山羊抗兔HRP二抗 (货号

SA00001-2)购自武汉三鹰生物技术有限公司 ; 苏木

精–伊红 (hematoxylin and eosin, HE)染色试剂盒 (货
号C0105S)、Masson染色试剂盒 (货号C0189S)、过

碘酸–雪夫(periodic acid-Schiff, PAS)染色试剂盒(货
号C0142S)购自碧云天生物技术有限公司 ; CX41光
学显微镜购自日本Olympus公司 ; Amersham Imager 
600化学发光成像仪购自美国Cytiva公司。除此之外, 
其他药物、试剂与仪器同1.1.3。
1.2.3   模型建立及处理      从大鼠群体中随机选取

10只作为对照组, 其余50只参照文献[12]采用阳离子

化牛血清白蛋白 (CBSA)注射法复制MN大鼠模型。

在第1天, 多次皮下注射含有1.0 mg CBSA、0.5 mL生
理盐水和0.5 mL弗氏不完全佐剂的混合液体进行预免

疫。将CBSA溶于生理盐水中制备2.0 mg/mL的CBSA
溶液 , 7天后 , 每隔1天尾静脉注射CBSA 16 mg/kg, 连
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续2周。随后 , 每隔1天尾静脉注射25 mg/kg CBSA, 连
续4周。对照组大鼠注射等量生理盐水。在代谢笼中

收集造模前、给药前和给药后的24 h尿液 , 给药后大

鼠24 h UTP≥20 mg为造模成功。造模成功大鼠共44
只, 随机选取40只纳入实验, 再采用随机数字表法将

其分为模型组、西药组、SDYF低剂量组和 SDYF
高剂量组 , 每组10只。西药组灌胃10 mg/kg盐酸贝

那普利 [13]、SDYF低剂量组灌胃11.65 g/kg SDYF、
SDYF高剂量组灌胃23.31 g/kg SDYF, 灌胃体积均为

2 mL, 每日1次, 持续4周。对照组和模型组每日灌胃

等量生理盐水。

1.2.4   指标检测与方法      关键指标检测与方法如

下。(1) 肾功能指标及血脂指标检测。给药前和给

药后各组大鼠分别用代谢笼收集24 h尿液并记录尿

量, 4 ℃、3 000 r/min离心15 min后取上清液, –20 ℃
保存备用。腹主动脉采血收集血清 , 相同条件离

心取上清 , –20 ℃保存备用。使用尿液分析仪测

定 24 h UTP; 使用全自动分析仪检测ALB、Scr、
BUN、TC、TG含量。(2) 组织学染色观察肾脏病

理形态。磷酸盐缓冲液洗涤肾皮质组织后用10%多

聚甲醛室温固定过夜。以不同浓度乙醇梯度脱水 , 
透明后再将组织包埋在石蜡中并切片 (3 μm), 脱蜡

和水合处理后 , HE染色需将部分切片经苏木精和伊

红染液依次染色 , 脱水透明后封片观察组织结构。

Masson染色则需切片脱蜡至水后 , 用丽春红 –品红

染液染肌纤维等呈红色 , 再经磷钼酸分化、苯胺蓝

染胶原纤维呈蓝色 , 最后脱水封片以明确纤维化程

度。PAS染色需切片脱蜡至水后, 用过碘酸氧化糖类, 
再用雪夫试剂染色使糖原及基底膜呈紫红色 , 脱水

封片后可清晰观察肾小球基底膜等变化。(3) 免疫

组化法检测肾脏组织中α-SMA、Col-I和 fibronectin
的表达水平。石蜡切片经烘烤、脱蜡及水化后 , 以
枸橼酸盐酸缓冲液进行抗原修复 ; 再使用 10%山

羊血清于 37 ℃封闭切片上的非特异性位点 ; 滴加

α-SMA(1200׃)、Col-I(1100׃)和 fibronectin(1100׃)一
抗 , 4 ℃孵育过夜 ; 洗涤后滴加HRP标记的山羊抗

鼠 IgG二抗 并于室温孵育1 h, 再次洗涤后用(500׃1)

DAB溶液进行显色 , 显微镜下观察阳性表达情况并

分析平均光密度值。每张切片随机选取 5个视野。

(4) 免疫荧光染色观察肾脏组织 IgG、C5b-9沉积情

况。取脱蜡后的切片 , 在柠檬酸缓冲液中煮沸以

提取抗原 , 自然冷却后 , 在4 ℃下与Alexa Fluor 488

结合的抗鼠 IgG(1200׃)、C5b-9(1100׃)抗体孵育过

夜。滴加含有DAPI的抗荧光淬灭剂封片。在荧光

显微镜下观察并拍照记录 , 利用 ImageJ软件定量荧

光强度。(5) 透射电子显微镜 (TEM)观察肾脏组织

足细胞结构。将肾脏组织切成约1 cm×1 cm×1 cm的

小块 , 固定于2.5%戊二醛中4 h, 然后经梯度乙醇脱

水、包埋 (常规条件 )。利用半薄切片技术 (约1 μm)
对包埋块进行定位。通过光学显微镜观察半薄切

片 , 标记肾小球区域。定位后 , 使用超薄切片机切

取70~90 nm厚的超薄切片 , 经醋酸铀和枸橼酸铅双

重染色 , 置于透射电子显微镜中观察足细胞结构。

(6) Western blot测定Wnt1/β-catenin信号通路相关蛋

白表达情况。使用RIPA裂解液从肾组织中提取蛋

白, BCA法测定蛋白浓度后定量, 随之进行金属浴变

性。通过10% SDS-PAGE凝胶电泳将蛋白分离 , 而
后转移至PVDF膜上, 裁剪PVDF膜并将条带置于5%
脱脂奶粉中室温封闭 1 h, 4 ℃过夜孵育一抗 WT-
、(000 2׃1)podocin、(000 2׃1)nephrin、(000 2׃1)1
Wnt1(11000׃)、β-catenin(1000 1׃)、c-Myc(1000 1׃)、
MMP-7(1000 1׃)和 β-actin(1000 5׃), 次日室温孵育

山羊抗兔HRP二抗 h, 而后将配制好 1 (000 10׃1)

的显影液滴加于 PVDF膜上并静置 1 min, 立即使

用化学发光成像仪采集图像 , 利用软件 ImageJ进
行灰度分析。

1.3   统计学方法

数据使用SPSS 20.0统计软件进行分析。采用

Shapiro-Wilk检验评估数据正态性 , 并通过Levene检
验判断方差齐性。结果均符合正态分布, 计量资料用

平均值±标准差(x
_
±s)表示, 两组间样本比较采用t检验; 

多组间样本比较采用单因素方差分析, 进一步两两比

较采用LSD-t法; 计数资料以[例(%)]表示, 两组间样本

比较采用χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   SDYF对MN患者肾功能指标、血脂指标及

血清抗PLA2R抗体水平的影响

治疗前 , 两组患者肾功能指标、血脂指标及

血清抗PLA2R抗体水平均无明显差异 (P>0.05), 具
有可比性。治疗后 , 两组患者24 h UTP水平和血清

BUN、Scr、TC、TG、抗PLA2R抗体水平明显降低

(P<0.05), 血清ALB水平明显升高 (P<0.05), 且观察

组效果优于对照组(P<0.05)。见表2。



1028 · 研究论文 ·

2.2   SDYF对MN患者中医证候评分的影响

治疗前 ,  两组中医证候积分均无显著差异

(P>0.05), 具有可比性。治疗后 , 两组中医证候积

分均显著降低 (P<0.05), 且观察组明显优于对照组

(P<0.05)。见表3。
2.3   SDYF对MN患者临床疗效的影响

综合疗效分析和中医证候分析结果显示 , 观察

组的总有效率显著高于对照组 (P<0.05)。见表 4和

表2   两组MN患者肾功能指标、血脂指标及血清抗PLA2R抗体水平的比较

Table 2    Comparison of renal function indicators, lipid indicators, and serum anti-PLA2R antibody levels 
in two groups of MN patients 

项目

Item

对照组

Control group
观察组

Observation group

治疗前

Before treatment
治疗后

After treatment
治疗前

Before treatment
治疗后

After treatment

24 h UTP /g     5.75±1.81   2.95±0.61*     5.19±1.54   1.91±0.59*#

ALB /g·L–1   24.98±3.57 36.85±4.41*   24.54±4.32 42.47±3.36*#

BUN /mmol·L–1     9.56±1.36   7.24±0.86*     9.71±1.80   5.56±0.78*#

Scr /μmol·L–1   89.51±12.47 79.62±8.38*   89.04±13.93 65.32±6.43*#

TC /mmol·L–1     7.23±2.01   5.24±1.16*     7.51±2.40   4.27±1.30*#

TG /mmol·L–1     3.14±0.67   1.72±0.39*     2.96±0.89   1.24±0.26*#

anti-PLA2R antibody /RU·mL–1 135.29±2.95 32.49±1.77* 138.68±3.43 21.56±1.01*#

*P<0.05, 与治疗前相比; #P<0.05, 与对照组治疗后相比。x
_
±s, n=40。

*P<0.05 compared with before treatment; #P<0.05 compared with the control group after treatment. x
_
±s, n=40.

表3   两组MN患者中医证候积分的比较

Table 3   Comparison of traditional chinese medicine syndrome scores in two groups of MN patients

症状

Symptoms

对照组

Control group
观察组

Observation group

治疗前

Before treatment
治疗后

After treatment
治疗前

Before treatment
治疗后

After treatment

Main certificate

   Fatigue 3.18±0.93 1.87±0.31* 3.12±0.82 1.28±0.25*#

   Edema 3.55±1.10 2.31±0.95* 3.67±1.09 1.51±0.34*#

Sallow complexion 2.83±0.51 1.34±0.33* 2.78±0.47 1.01±0.26*#

Secondary certificate

   Bloating 2.81±0.69 1.47±0.36* 2.93±0.71 1.20±0.25*#

   Back pain 2.43±0.73 1.54±0.26* 2.39±0.68 1.04±0.19*#

   Frequent urination 2.67±0.78 1.62±0.50* 2.69±0.64 1.30±0.18*#

Loose stools 2.52±0.43 1.69±0.37* 2.36±0.82 1.27±0.32*#

*P<0.05, 与治疗前相比; #P<0.05, 与对照组治疗后相比。x
_
±s, n=40。

*P<0.05 compared with before treatment; #P<0.05 compared with the control group after treatment. x
_
±s, n=40.

表4   两组综合疗效分析

Table 4   Analysis of the overall efficacy of the two groups
组别

Group
痊愈

Recovery
显效

Significant effect
有效

Effective
无效

Invalid
总有效率/%
Overall effectiveness /%

Control group 5 (12.5) 13 (32.5)   9 (22.5) 13 (32.5) 27 (67.5)

Observation group 8 (20.0) 17 (42.5) 11 (27.5)   4 (10.0) 36 (90.0)

χ2 6.050

P 0.014

例(%), n=40。
Cases (%), n=40.
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表5。
2.4   SDYF对MN大鼠24 h UTP水平的影响

造模前, 各组大鼠24 h UTP均保持在极低水平, 
且各组大鼠间无统计学差异 (P>0.05)。与造模前相

比, 造模后除对照组以外, 其余各组大鼠尿液中24 h 
UTP水平显著升高(P<0.05)。治疗后, 与模型组相比, 
西药组和SDYF低、高剂量组大鼠24 h UTP水平明

显降低 (P<0.05)。与SDYF低剂量组相比 , SDYF高
剂量组中24 h UTP水平明显降低(P<0.05)。见表6。
2.5   SDYF对MN大鼠血清中肾功能指标和血脂

指标水平的影响

与对照组相比 , 模型组大鼠血清中ALB水平

明显降低 (P<0.05), BUN、Scr、TC、TG水平明显

升高 (P<0.05)。与模型组相比 , 西药组和SDYF低、

高剂量组大鼠血清中ALB水平明显升高 (P<0.05), 
BUN、Scr、TC、TG水平明显降低 (P<0.05)。与

SDYF低剂量组相比 , SDYF高剂量组中ALB水平明

显升高 (P<0.05), BUN、Scr、TC、TG水平明显降

低(P<0.05)。见表7。
2.6   SDYF对MN大鼠肾脏病理形态的影响

HE染色显示 , 对照组中肾组织完整 , 结构正常 , 
无异常病变。与对照组相比 , 模型组大鼠肾组织中

出现炎性细胞浸润 , 肾小球毛细血管基底膜增厚、

肾小球体积增大。与模型组相比 , 其他给药组肾小

球毛细血管基底膜增厚程度均有减轻 , 炎性细胞浸

润减少。

Masson染色显示 , 与对照组相比 , 模型组大

鼠肾组织细胞外胶原纤维沉积增加。与模型组相

比 , 其他给药组细胞外胶原纤维沉积有不同程度

减少。

PAS染色显示, 与对照组相比, 模型组大鼠肾小

球基底膜增厚 , 糖原沉积增加。与模型组相比 , 其
他给药组上述变化有不同程度改善。见图1。
2.7   SDYF对MN大鼠肾脏组织中α-SMA、Col-I
和fibronectin水平的影响

与对照组相比, 模型组中α-SMA、Col-I和fibro-
nectin阳性表达水平显著升高 (P<0.05)。与模型组

相比, 西药组和SDYF低、高剂量组大鼠肾脏组织中

α-SMA、Col-I和 fibronectin阳性表达水平明显降低

(P<0.05)。与SDYF低剂量组相比 , SDYF高剂量组

中α-SMA、Col-I和 fibronectin阳性表达水平明显降

低(P<0.05)。见图2和表8。
2.8   SDYF对MN大鼠肾脏组织中IgG、C5b-9沉
积以及足细胞结构的影响

免疫荧光结果显示 , 与对照组相比 , 模型组大

鼠肾小球中 IgG、C5b-9沉积增加 , 且沿毛细血管壁

表5   两组中医证候分析

Table 5   Analysis of traditional chinese medicine syndromes in two groups 
组别

Group
痊愈

Recovery
显效

Significant effect
有效

Effective
无效

Invalid
总有效率/%
Overall effectiveness /%

Control group 2 (5.0) 15 (37.5) 12 (30.0) 11 (27.5) 29 (72.5)

Observation group 4 (10.0) 20 (50.0) 14 (35.0)   2 (5.0) 38 (95.0)

χ2 7.440

P 0.006

例(%), n=40。
Cases (%), n=40.

表6   各组大鼠24 h UTP水平比较

Table 6   Comparison of 24-hour UTP levels in rats of each group
组别

Group
造模前/mg
Before modeling /mg

造模后/mg
After modeling /mg

治疗后/mg
After treatment /mg

Control group 4.52±0.48   4.82±0.49   4.75±0.45

Model group 4.38±0.42 54.78±5.12* 52.16±4.93*

Western medicine group 4.13±0.43 53.24±4.37* 34.37±3.65#

Low-dose SDYF group 4.22±0.35 52.95±4.46* 36.24±3.25#

High-dose SDYF group 4.61±0.45 55.54±5.08* 30.04±3.93#&

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与模型组相比; &P<0.05, 与SDYF低剂量组相比。x
_
±s, n=10。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the model group; &P<0.05 compared with the low-dose SDYF group. x
_
±s, n=10.
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表7   各组大鼠血清中肾功能指标和血脂指标水平比较

Table 7   Comparison of renal function and blood lipid levels in the serum of rats in each group
组别

Group
ALB /g·L–1 BUN /mmol·L–1 Scr /μmol·L–1 TC /mmol·L–1 TG /mmol·L–1

Control group 32.83±4.26   5.15±0.63 23.87±3.36 1.50±0.13 0.48±0.06

Model group 23.56±3.21* 10.40±1.02* 47.12±5.16* 2.41±0.34* 1.27±0.16*

Western medicine group 29.42±3.36#   5.29±0.61# 26.65±4.31# 2.01±0.36# 0.71±0.07#

Low-dose SDYF group 26.99±3.84#   8.04±0.83# 36.71±4.22# 2.11±0.20# 1.13±0.11#

High-dose SDYF group 30.26±2.63#&   5.35±0.72#& 25.42±2.76#& 1.91±0.21#& 0.78±0.08#&

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与模型组相比; &P<0.05, 与SDYF低剂量组相比。x
_
±s, n=10。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the model group; &P<0.05 compared with the low-dose SDYF group. x
_
±s, n=10.

A: 对照组; B: 模型组; C: 西药组; D: SDYF低剂量组; E: SDYF高剂量组。红色箭头为炎性细胞浸润。

A: control group; B: model group; C: western medicine group; D: SDYF low-dose group; E: SDYF high-dose group. Red arrows indicate inflammatory 
cell infiltration.

图1   各组大鼠肾组织病理切片染色

Fig.1   Histopathological staining of kidney tissue sections from each group of rats 

A B C D E

HE

Masson

PAS

A: 对照组; B: 模型组; C: 西药组; D: SDYF低剂量组; E: SDYF高剂量组。

A: control group; B: model group; C: western medicine group; D: SDYF low-dose group; E: SDYF high-dose group.
图2   IHC检测各组大鼠肾组织中α-SMA、Col-I和fibronectin的阳性表达情况

Fig.2   IHC detection of positive expression of α-SMA, Col-I, and fibronectin in the kidney tissues of rats in each group

A B C D E

α-SMA

Co1-I

Fibronectin
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分散分布, 荧光强度增强。与模型组相比, 西药组和

SDYF低、高剂量组大鼠肾小球中 IgG、C5b-9沉积

减少, 荧光强度降低。见图3。
TEM结果显示 , 与对照组相比 , 模型组大鼠足

细胞发生广泛坏死, 结构消失, 细胞膜破损明显, 足
突数量减少 , 并出现融合和增宽现象。与模型组相

比 , 西药组和SDYF高剂量组足细胞仅呈轻度肿胀 , 
足突偶见融合; SDYF低剂量组细胞中度水肿 , 足突

部分融合 , 病变程度介于模型组与SDYF高剂量组

之间。见图3。
2.9   SDYF对MN大鼠肾脏组织中足细胞损伤相

关蛋白表达水平的影响

与对照组相比 , 模型组大鼠肾脏组织中WT-1、
nephrin、podocin蛋白水平明显降低 (P<0.05)。与

模型组相比 ,  西药组和 SDYF低、高剂量组大鼠

WT-1、nephrin、podocin蛋白水平明显升高(P<0.05)。

与 SDYF低剂量组相比 , SDYF高剂量组中WT-1、
nephrin、podocin蛋白水平明显升高 (P<0.05)。见图4
和表9。
2.10   SDYF对MN大鼠肾组织中Wnt1/β-catenin
通路相关蛋白表达的影响

与对照组相比 , 模型组大鼠肾脏组织中Wnt1、
β-catenin、c-Myc和MMP-7蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)。与模型组相比 , 西药组和SDYF低、高

剂量组大鼠肾脏组织中Wnt1、β-catenin、c-Myc和
MMP-7蛋白表达水平明显降低 (P<0.05)。与SDYF
低剂量组相比 , SDYF高剂量组中Wnt1、β-catenin、
c-Myc和MMP-7蛋白表达水平明显降低 (P<0.05)。
见图5和表10。

3   讨论
MN的核心病理表现为肾小球基底膜免疫复合

表8   各组大鼠肾组织α-SMA、Col-I和fibronectin阳性表达情况

Table 8   Positive expression of α-SMA, Col-I, and fibronectin in renal tissues of rats in each group 
组别

Group
α-SMA Col-I Fibronectin

Control group 0.18±0.02 0.14±0.01 0.16±0.02

Model group 0.39±0.04* 0.32±0.03* 0.28±0.03*

Western medicine group 0.21±0.02# 0.23±0.02# 0.21±0.02#

Low-dose SDYF group 0.31±0.02# 0.25±0.01# 0.21±0.02#

High-dose SDYF group 0.23±0.02#& 0.20±0.02#& 0.18±0.02#&

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与模型组相比; &P<0.05, 与SDYF低剂量组相比。x
_
±s, n=5。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the model group; &P<0.05 compared with the low-dose SDYF group. x
_
±s, n=5.

A B C D E

IgG

C5b-9

TEM

A: 对照组; B: 模型组; C: 西药组; D: SDYF低剂量组; E: SDYF高剂量组。黄色框表示足突。

A: control group; B: model group; C: western medicine group; D: SDYF low-dose group; E: SDYF high-dose group. The yellow box indicates the foot 
process.

图3   各组大鼠肾脏组织免疫荧光染色及TEM代表图像

Fig.3   Representative images of immunofluorescence staining and TEM of kidney tissues from each group of rats
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物沉积及继发性增厚。患者因免疫紊乱、血液高凝

状态及肾功能损伤 , 多表现为组织水肿、大量蛋白

尿, 且易并发血栓、感染, 严重时可进展为肾衰竭[14]。

目前常规使用的药物、免疫抑制剂及血液透析等方

法, 常伴随骨髓抑制、感染等副作用, 严重影响患者

生活质量[15]。因此, 针对MN的发病机制开发新型治

疗药物 , 对控制病情进展、改善患者预后具有重要

意义。SDYF是基于中医对MN“水肿”、“尿浊”、“虚
劳 ”等病机的认识 , 以 “益气、清热、解毒、化瘀 ”
为治疗原则 , 参考以往经典方剂及临床经验化裁而

A: 对照组; B: 模型组; C: 西药组; D: SDYF低剂量组; E: SDYF高剂量组。

A: control group; B: model group; C: western medicine group; D: SDYF low-dose group; E: SDYF high-dose group.
图4   各组大鼠肾组织中WT-1、nephrin、podocin蛋白表达条带图

Fig.4   Protein expression bands of WT-1, nephrin, and podocin in kidney tissues of rats in each group

A B C D E

  WT-1

Nephrin

Podocin

β-actin

    57 kDa

135 kDa

    50 kDa

    42 kDa

A: 对照组; B: 模型组; C: 西药组; D: SDYF低剂量组; E: SDYF高剂量组。

A: control group; B: model group; C: western medicine group; D: SDYF low-dose group; E: SDYF high-dose group.
图5   各组大鼠肾组织中Wnt1/β-catenin通路相关蛋白表达条带图

Fig.5   Bands of Wnt1/β-catenin pathway-related protein expression in kidney tissues of rats from each group

A B C D E

β-actin

Wnt1

β-catenin

c-Myc

MMP-7

41 kDa

92 kDa

49 kDa

29 kDa

42 kDa

表9   各组大鼠肾组织中WT-1、nephrin、podocin蛋白表达水平

Table 9   Expression levels of WT-1, nephrin, and podocin proteins in kidney tissues of rats in each group 
组别

Group
WT-1/β-actin Nephrin/β-actin Podocin/β-actin

Control group 1.12±0.10 1.00±0.09 1.20±0.08

Model group 0.29±0.03* 0.31±0.02* 0.24±0.02*

Western medicine group 1.01±0.07# 0.87±0.08# 0.97±0.09#

Low-dose SDYF group 0.53±0.05# 0.56±0.05# 0.61±0.07#

High-dose SDYF group 0.98±0.08#& 0.83±0.07#& 0.94±0.10#&

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与模型组相比; &P<0.05, 与SDYF低剂量组相比。x
_
±s, n=5。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the model group; &P<0.05 compared with the low-dose SDYF group. x
_
±s, n=5.
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成 [16-17]。方中黄芪、党参健脾益肾, 助运水液, 为活

血利水提供动力 ; 烫水蛭、地龙通络逐瘀 , 与黄芪、

党参相配, 攻补兼施, 共为君药。臣药分两组协同增

效: 茯苓、猪苓、泽泻、薏苡仁淡渗利湿、健脾消肿; 
丹参、川牛膝活血利水, 生地黄滋阴清热, 白花蛇舌

草清热解毒利湿。诸药合用 , 共奏益气健脾、活血

通络、清热利湿之效。临床研究显示 , 以黄芪、地

龙为主药的方剂对特发性MN有显著疗效 [18]。本研

究临床实验结果亦显示, 加服SDYF的观察组患者中

医证候积分明显低于对照组 , 临床疗效总有效率更

高, 说明SDYF可有效改善MN患者的临床症状。

肾功能指标是评估MN肾脏功能与损伤的关键, 
其病理基础在于肾小球滤过膜通透性增加 , 导致出

现大量蛋白尿, 继而引起血清ALB水平下降及Scr水
平升高 [19]。研究显示 , 含有黄芪、党参、茯苓、水

蛭等药物的加减补阳还五汤可显著降低患者 24 h 
UTP, 提高血浆ALB水平, 有效缓解MN临床症状[20]。

本研究临床结果显示 , 治疗后观察组患者肾功能指

标的改善情况优于对照组。动物实验进一步显示 , 
SDYF干预可降低MN大鼠24 h UTP、BUN、Scr水
平 , 升高ALB水平 , 且HE染色提示肾脏病理损伤减

轻 , 说明SDYF能够改善肾功能、减少尿蛋白排泄。

血清抗PLA2R抗体是MN患者的一种特殊性抗体 , 
其水平可反映患者病情严重程度。该抗体阳性以及

肾小球抗PLA2R抗体沉积与血清TC水平相关, 研究

表明 , TC、TG降低常预示MN患者蛋白尿症状的缓

解[21-22]。本研究临床数据显示, 两组治疗后血清TC、
TG及抗PLA2R抗体水平均下降 , 且观察组效果更

优。动物实验亦证实SDYF可降低MN大鼠TC、TG
水平, 提示该方可能通过调节血脂水平来缓解MN。

肾间质纤维化和足细胞损伤是MN发生发展的

重要因素。α-SMA、Col-I、fibronectin是肾纤维化

的标志物 , 在MN状态下其表达量会显著增加 , 从而

加重肾脏损伤 [23-24]。Podocin和 nephrin分别是足细

胞裂隙隔膜和细胞体上的重要蛋白质 , 在维持足细

胞的正常形态和功能中起着核心作用 [25]。WT-1是
肾脏早期发育的关键锌指转录因子 , 存在于足细胞

核中 , 通过特异性标记可确定足细胞位置和数量 [26]。

研究表明 , 含有黄芪、地黄、泽泻的加味芪黄饮可

提高WT-1的蛋白表达水平 , 保护MN大鼠肾脏足细

胞 , 缓解肾功能损伤 [27]。此外 , IgG是MN中主要的

免疫球蛋白 , 其沉积于肾小球基底膜上皮侧是MN
的典型病理特征 [28]。IgG沉积后 , 可通过旁路途径

激活补体系统 , 形成C5b-9膜攻击复合物 , 进而损伤

足细胞, 破坏肾小球滤过屏障, 导致蛋白尿[29]。在本

研究中 , 模型组大鼠肾脏组织 IgG、C5b-9沉积以及

α-SMA、Col-I、fibronectin表达量增加 , 足细胞损伤

加重 , WT-1、nephrin、podocin蛋白表达水平降低 , 
而SDYF治疗后上述结果均有明显改善 , 提示SDYF
可减轻MN大鼠的肾间质纤维化和足细胞损伤, 对肾

脏发挥保护作用。

Wnt1/β-catenin信号通路是一条高度保守且复

杂的信号通路 , 在MN、慢性肾炎、肾脏纤维化等

肾脏疾病中发挥重要作用 [30]。Wnt1配体与受体结

合 , 可阻止β-catenin的磷酸化降解 , 使其在胞质中积

累并转入细胞核, 进而与TCF/LEF转录因子结合, 激
活下游靶基因[31]。其中, c-Myc和MMP-7是该通路的

关键下游基因。研究表明 , c-Myc可促进细胞周期

蛋白表达 , 驱动细胞异常增殖 , 加剧肾组织损伤 [32]。

MMP-7则能降解细胞外基质成分 , 破坏肾小球滤过屏

障结构 , 并激活其他MMPs, 促进肾组织纤维化 [33]。在

MN大鼠模型中, β-catenin蛋白表达量显著增加[34], 而抑

制Wnt1/β-catenin信号通路可降低nephrin、podocin
蛋白表达水平 , 减轻足细胞损伤 [35]。SU等 [36]则发现

表10   各组大鼠肾组织中Wnt1/β-catenin通路相关蛋白表达的比较

Table 10   Comparison of the expression of Wnt1/β-catenin pathway-related proteins in kidney tissues of rats in each group
组别

Group
Wnt1/β-actin β-catenin/β-actin c-Myc/β-actin MMP-7/β-actin

Control group 0.12±0.03 0.14±0.03 0.21±0.03 0.18±0.02

Model group 1.15±0.06* 0.90±0.05* 1.03±0.09* 0.97±0.10*

Western medicine group 0.26±0.03# 0.23±0.05# 0.36±0.04# 0.32±0.03#

Low-dose SDYF group 0.67±0.04# 0.52±0.05# 0.71±0.09# 0.60±0.07#

High-dose SDYF group 0.25±0.03#& 0.28±0.03#& 0.42±0.05#& 0.35±0.04#&

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与模型组相比; &P<0.05, 与SDYF低剂量组相比。x
_
±s, n=5。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the model group; &P<0.05 compared with the low-dose SDYF group. x
_
±s, n=5.
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抑制Wnt1/β-catenin信号通路是减轻肾纤维化有前

途的治疗靶点。这些证据均表明, 抑制Wnt1/β-catenin
信号通路是防治MN的有效手段。现代药理学研究提

示 , SDYF中的部分药物如黄芪、丹参提取物丹酚多

酚酸盐可通过干预Wnt/β-catenin信号通路 , 延缓大鼠

肾间质纤维化的进程 , 从而发挥肾脏保护作用 [37]。与

本研究发现一致, 在MN模型大鼠中, SDYF治疗可显

著抑制Wnt1/β-catenin通路相关蛋白表达 , 提示该方

剂对 Wnt1/β-catenin信号通路具有抑制效应。此

外 ,  最新研究发现 ,  升清降浊胶囊也可通过抑制

Wnt1/β-catenin通路的激活减轻 MN大鼠的肾脏

损伤 [38]。与之不同的是 , 本研究中SDYF缓解肾组

织纤维化的作用, 同样与调控该通路有关, 这可能源

于不同中药复方在配伍与作用机制上的差异。

综上所述 , SDYF能减少尿蛋白排泄 , 减轻肾间

质纤维化 , 缓解足细胞损伤 , 从而对MN大鼠的肾脏

发挥保护作用 , 其机制可能与Wnt1/β-catenin信号通

路的抑制有关。然而, 本研究未能设计挽救实验, 也
未检测Wnt1/β-catenin信号通路上下游相关分子 , 以
进一步验证其在MN中的具体作用, 这些均为后续研

究需要完善和深入的内容。
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