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益肾化瘀汤对糖尿病肾病大鼠肾功能及外周血腺苷脱氨酶表达的影响 *
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摘要 目的：研究益肾化瘀汤对糖尿病肾病（diabetic kidney disease, DKD）大鼠肾功能及外周血腺苷脱氨酶（adenosine deaminase,

ADA）表达的影响。方法：将 30只大鼠随机分为空白组、模型组和治疗组，每组 10只。模型组和治疗组均建立 DKD模型，治疗组

给予益肾化瘀汤治疗 30 d。分别于给药后的第 1 d、第 10 d、第 20 d和第 30 d检测各组大鼠的血糖水平、肾功能指标和血清 ADA

的表达水平，HE染色观察肾组织病理学变化。结果：模型组大鼠出现多饮多尿体重减轻的糖尿病症状，治疗组在给予益肾化瘀汤

后上述症状均有所好转。模型组和治疗组的空腹血糖值（fasting blood glucose，FBG）水平均显著高于空白组（P＜0.05），自第 10 d

开始治疗组大鼠 FBG水平显著低于模型组（P＜0.05）。模型组和治疗组大鼠血清肌酐（serum creatinine, SCr）和血尿素氮（blood

urea nitrogen, BUN）的表达水平显著高于空白组（P＜0.05），自第 10 d开始治疗组大鼠的 Scr和 BUN显著低于模型组（P＜0.05）。

模型组和治疗组大鼠血清 ADA的表达水平显著高于空白组（P＜0.05），自第 10 d开始治疗组大鼠 ADA的表达显著低于模型组

（P＜0.05）。结论：益肾化瘀汤可显著改善 DKD大鼠的血糖水平、肾功能及血清 ADA表达水平，具有一定的临床应用价值。
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Effect of Yishen Huayu Decoction on Renal Function and Expression of
Peripheral Dlood Adenosine Deaminase in the Treatment of

Diabetic Kidney Disease*

To study the effect of Yishen Huayu decoction on renal function and expression of peripheral blood adeno-

sine deaminase(ADA) in the treatment of diabetic kidney disease(DKD). 30 rats were randomly divided into blank group, model

group and treated group, with 10 rats in each group.The model group and treated group were established DKD model, the treated group

were administrated with Yishen Huayu decoction for 30 days. The fasting blood glucose, renal function indexes and expression level of

serum ADA of each group were detected at 1 d, 10 d, 20 d and 30 d after drug delivered, pathological changes of renal tissue were

observed by HE staining. Diabetic symptoms of polydipsia, polyuria, weight loss were appeared with model group and treated

group, and the treated group was improved after drug delivered. The FBG of model group and treated group were higher than blank group

(P＜0.05), and the treated group was lower than model group from 10 d after drug delivered (P＜0.05). The serum creatinine (SCr) and

blood urea nitrogen (BUN) of model group and treated group were higher than blank group (P＜0.05), and the treated group was lower

than model group from 10 d after drug delivered (P＜0.05). The expression level of ADA of model group and treated group were higher

than blank group (P＜0.05), and the treated group was lower than model group from 10 d after drug delivered (P＜0.05).

Yishen Huayu decoction could significantly alleviate the blood glucose level, renal function and expression of ADA of DKD rats, which

had certain clinical application value.
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前言
糖尿病（diabetes mellitus, DM）是由环境、遗传和免疫等多

种因素引发的以胰岛素绝对或相对不足所致高血糖为主要特
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征的一种全身内分泌代谢疾病[1,2]。流行病学调查[3]显示，我国

DM发病率呈急剧上升的趋势，目前成人患病率已高达 12.8%。

DM患者长期的高血糖状态可导致眼、肾、心血管及神经等多

器官系统的损伤，诱发多种并发症。糖尿病肾病（diabetic kid-

ney disease, DKD）为其常见的微血管病变所致的并发症之一，

约 20-40%的 DM患者将逐步发展至 DKD[4,5]。其早期主要表现

为肾小球滤过下降、尿蛋白增加、肾组织结构损害，若不及时有

效干预，则可进一步恶化为不可逆的终末期肾病，严重威胁患

者的生命健康[6,7]。DKD的发病机制较为复杂，尚未研究透彻，

目前临床治疗主要以控制血糖和血压、改善循环和对症治疗

等，但疗效并不理想[8,9]。传统中医药在防治 DM及其相关并发

症方面已积累了丰富的临床经验，借助辩证论治和整体观的优

势，可通过多靶点、多通路，对 DM及其并发症发挥良好的疗

效[10]。传统医学认为，DKD属 "消渴病久、肾气受伤、肾气虚衰、

气化失常、开阖不利 "之范畴，故治疗应以补肾益气、健脾化瘀

为本[11]。既往多项研究[12,13]表明，腺苷脱氨酶（adenosine deami-

nase, ADA）在免疫通路调控方面发挥重要作用，与糖尿病、肝

病、结核病、恶性血液系统疾病及自身免疫系统疾病等多种疾

病均密切相关。因此，本研究通过构建 DKD大鼠模型，观察自

拟益肾化瘀汤对 DKD大鼠血糖水平、肾功能及血清 ADA表

达水平的影响，旨在为其临床应用提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 6周龄 SPF级雄性 SD大鼠 40只，体

重 180~200 g，由我院中心实验室提供，许可证号：SYXK（苏）

2022-0107，常规饲养于恒温恒湿洁净动物房内，正常昼夜交

替，自由摄食饮水，实验开始前适应性饲养一周。本研究中动物

使用及饲养均严格按照伦理相关文件实施。

1.1.2 主要试剂 链脲佐菌素（streptozotocin, STZ）、柠檬酸、

柠檬酸三钠：美国 Sigma-Aldrich公司；尿微量白蛋白（microal-

buminuria, MAU）、血清肌酐（serum creatinine, SCr）、血尿素氮

（blood urea nitrogen, BUN）试剂盒：上海碧云天生物技术有限

公司；ELISA试剂盒：Rapid Bio Lab公司。

1.1.3 主要仪器 低温冰箱：美国 Thermo公司；石蜡组织切片

机：德国 Leica公司；低温高速离心机：美国 Sigma公司；全自

动生化分析仪：美国 Beckman Coulter公司；全自动酶联免疫分

析仪：美国 BioTek公司。

1.2 实验方法

1.2.1 益肾化瘀汤的配制 益肾化瘀汤由黄芪、山药、山萸肉、

金樱子、仙灵脾、丹皮、泽泻、姜黄、僵蚕、赤芍、茯苓和丹参共十

二味中药构成，上述中药材饮片均购自江苏省医药有限公司，

经检验符合 2020版中国药典的相关质量标准。取黄芪 30 g、山

药 15 g、山萸肉 15 g、金樱子 20 g、仙灵脾 15 g、丹皮 15 g、泽泻

15 g、姜黄 15 g、僵蚕 15 g、赤芍 15 g、茯苓 15 g、丹参 15 g，以

30 %乙醇水混合溶剂 1.5 L煎煮回流提取 2 h，再以 1L溶剂再

次煎煮回流提取 1 h，合并两次提取所得药液，过滤，置于水浴

加热浓缩，最终得到相当于生药含量 1 g/mL的药液，冷藏备用。

1.2.2 STZ药液的配制 称取适量 STZ药粉溶于 pH 4.5的柠

檬酸 -柠檬酸三钠缓冲溶液中，配制成浓度为 2%的 STZ药液，

现配现用，配制后不超过 30 min，并在冰浴避光条件下保存。

1.2.3 DKD模型的建立 随机选取 30只大鼠，以高糖高脂饲

料喂养，禁食不禁水 12 h，腹腔注射 55 mg/kg的 STZ溶液，注

射后第 7 d时，禁食 12 h，检测各只大鼠空腹血糖值（fasting

blood glucose，FBG），若 FBG逸13.9 mmol/L则提示糖尿病（dia-

betes mellitus, DM）模型造模成功，剔除造模失败大鼠。DM造

模成功后继续喂养大鼠，分别于第 6、8、10周采用MAU试剂

盒检测各只大鼠 24 h的 MAU，若 MAU逸30 mmol/L即提示

DKD模型造模成功，剔除造模失败大鼠。

1.2.4 分组及给药 在上述 DKD造模成功的大鼠中随机选取

10只作为治疗组，按照人与动物给药剂量 20倍换算，灌胃给

予益肾化瘀汤 8.4 g/（kg·d），连续给药 30 d；另在上述 DKD造

模成功的大鼠中随机选取 10只作为模型组，灌胃给予等体积

的生理盐水溶液；随机选取 10只大鼠作为空白组，以普通饲料

喂养，腹腔注射等体积的柠檬酸 -柠檬酸三钠缓冲溶液后，同

样灌胃给予等体积的生理盐水溶液共 30 d。

1.3 观察指标

1.3.1 血糖变化 分别于给药后的第 1 d、第 10 d、第 20 d、第

30 d时禁食不禁水 12 h后，取各只大鼠尾静脉血约 1 mL，采用

葡萄糖氧化酶法检测其 FBG值。

1.3.2 肾功能指标变化 分别于给药后的第 1 d、第 10 d、第

20 d、第 30 d时禁食 12 h后，眼眶取血 4 mL，4000 rpm低温离

心 10 min分离血清，全自动生化分析仪检测其中 SCr和 BUN

的浓度。

1.3.3 血清 ADA表达水平的变化 分别于给药后的第 1 d、第

10 d、第 20 d、第 30 d时禁食 12 h后，眼眶取血 4 mL，4000 rpm

低温离心 10 min分离血清，采用 ELISA法检测其中 ADA的

表达水平。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 23.0软件对数据进行统计分析，计量资料以均

数± 标准差（x± s）表示，比较采用 t检验，以 P＜0.05表示有统

计学差异。

2 结果

2.1 大鼠一般情况观察

实验期间，空白组大鼠饮食饮水正常，排泄正常，体毛光

泽，活泼好动；模型组大鼠饮食饮水量相比空白组大鼠明显增

多，尿量亦显著增加，但体毛干枯失去光泽，身体消瘦，精神萎靡

不振，不喜运动；治疗组与模型组相比，随着治疗时间的延长，饮

水量和尿量均逐渐减少，体毛恢复光泽，精神状态有所好转。

体重变化方面，空白组大鼠的体重随着实验进度的推进呈

现稳定上升的趋势，显著高于同时间点的模型组和治疗组大鼠

（P＜0.05）；模型组大鼠体重持续降低；治疗组大鼠相比模型组

大鼠体重有所增加，自第 10 d开始显著高于模型组大鼠（P＜
0.05），见图 1。

2.2 各组大鼠血糖变化情况

空白组大鼠在实验期间 FBG稳定维持在正常水平，显著

低于同时间点的模型组和治疗组大鼠（P＜0.05）；模型组和治

疗组大鼠在第 1 d时 FBG水平无显著差异（P＞0.05），模型组

大鼠在实验期间 FBG水平持续上升；治疗组大鼠随着给药时
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间 FBG水平持续下降，自第 10 d开始显著低于模型组大鼠 （P＜0.05），见图 2。

图 1 各组大鼠体重变化趋势

Fig.1 Variation trend of rats' body weights of each group

图 2 各组大鼠 FBG变化趋势

Fig.2 Variation trend of FBG of each group

2.3 血清 SCr和 BUN表达水平比较

空白组大鼠 Scr和 BUN的表达水平在实验期间稳定维持

在正常水平，无明显变化；模型组大鼠 Scr和 BUN的表达水平

呈逐渐升高的趋势，且显著高于同时间点的空白组大鼠（P＜0.05）；

治疗组与模型组大鼠在第 1 d时 Scr和 BUN的表达水平无明

显差异（P＞0.05），自第 10 d开始显著低于同时间点的模型组

大鼠（P＜0.05），见表 1。

Note: *P＜0.05 vs blank group at same time point; #P＜0.05 vs model group at same time point. Same below.

表 1 血清 Scr和 BUN表达水平比较（x± s）
Table 1 Comparison of expression levels of Scr and BUN（x± s）

Indexes n 1 d 10 d 20 d 30 d

Scr(滋mol/L)

Blank group 10 27.12± 4.13 27.57± 3.75 26.88± 3.72 27.04± 4.33

Model group 10 43.78± 3.88* 49.75± 4.19* 57.34± 4.51* 68.04± 5.33*

Treared group 10 43.67± 3.08* 45.45± 3.79*# 49.21± 4.11*# 53.38± 4.59*#

F 66.286 90.266 146.125 189.789

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

BUN(mmol/L)

Blank group 10 6.99± 0.43 7.07± 0.61 7.03± 0.45 7.01± 0.52

Model group 10 9.49± 0.72* 11.57± 0.93* 13.18± 1.03* 15.94± 1.18*

Treared group 10 9.44± 0.66* 10.32± 0.83*# 11.32± 1.09*# 12.52± 1.21*#

F 53.802 84.052 121.734 194.764

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.4 血清 ADA表达水平的变化

空白组大鼠血清 ADA的表达水平在实验期间维持在稳定

状态；模型组和治疗组大鼠在第 1 d时血清 ADA的表达水平

无显著差异（P＞0.05），而在第 10 d开始，模型组大鼠 ADA的

表达均显著高于同时间点的治疗组大鼠（P＜0.05），见表 2。

表 2 血清 ADA表达水平比较（x± s, U/mL）
Table 2 Comparison of expression levels of ADA（x± s, U/mL）

Indexes n 1 d 10 d 20 d 30 d

Blank group 10 15.32± 1.15 15.47± 1.07 15.38± 1.02 15.34± 1.13

Model group 10 21.38± 1.48* 23.96± 1.29* 26.94± 1.52* 29.14± 1.63*

Treared group 10 21.67± 1.28* 22.55± 1.49*# 24.11± 1.21*# 25.88± 1.49*#

F 74.865 123.476 226.230 253.627

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
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3 讨论

DKD是 DM的主要并发症之一，是导致慢性肾功能衰竭

的常见诱因，从早期 DKD发展至终末期肾病是一个迁延不断

进展的过程，其发生以微血管的血流动力学改变为起点，进而

发展为以毛细血管基底膜增厚和系膜基质扩展为特点的肾小

球硬化[14,15]。虽然目前西医治疗可通过控制血糖、血压、抗水肿

等方式达到降低尿蛋白、减轻临床症状、改善肾功能等目的，然

而治疗效果并不理想，且药物的长期应用存在较多不良反应，

因此寻求针对 DKD安全有效的治疗方法成为目前亟待解决的

问题之一[16]。传统医学认为，DKD属 "水肿 "、"虚劳 "、"腰痛 "

等范畴，病机多为本虚标实、肾虚为本、正虚邪实，正虚者，为气

血阴阳虚惫，邪实者，为肺脾肾等虚衰，虚中夹实，诸脏同病，肾

虚血瘀互为因果，湿热瘀浊交结难解至气血阴阳俱衰、血行迟

滞、气血不畅、病程缠绵[17]。此外祖国医学还有 "肾虚血必瘀、

瘀血必归肾、补肾需活血、血活肾易复 "的认识，血与气互相依

存、互相滋生、互为共用，活血补气化瘀为治疗本病的大法[18]，

因此，本研究拟定以补肾益气、活血化瘀为治则的益肾化瘀汤

用于 DKD大鼠的治疗。

益肾化瘀汤中均为补肾要药，其中黄芪行健脾益气，利水

化湿、扶正固本之功效；山药健脾补肾；山萸肉具有滋阴补肾、

固涩精气的功效；金樱子可活血化瘀、解毒收敛、祛风除湿；仙

灵脾具补肾壮阳、祛风除湿之功效；丹皮可清热、凉血、祛湿；泽

泻利湿消肿；姜黄可行气破瘀，通经止痛；僵蚕具有祛风止痛、

化痰散结之功效；赤芍能养血敛阴，活血止痛；茯苓可利水渗

湿、健脾凝心、顾护中焦；丹参长于活血化瘀，宁心安神；诸药合

用，共奏补肾祛瘀、健脾益气、活血化瘀、填精壮阳之功[19,20]。本

研究通过构建 DKD大鼠模型，并给予中药益肾化瘀汤进行治

疗，结果显示，治疗组大鼠多饮多尿的症状明显改善，同时体重

也有所增加，且 FBG水平相较于模型组显著降低，提示益肾化

瘀汤可显著改善 DKD大鼠的糖尿病症状和高血糖水平。

DKD患者由于长期的高血糖和高渗状态，导致细胞外液

容量扩充，肾组织毛细血管持续扩张，通透性改变，从而引发蛋

白尿；蛋白在毛细血管的沉积又可导致血管壁进行性增殖，进

而引发管腔闭合和血栓形成[21]。本研究中，肾组织病理学观察

可见，治疗组大鼠炎性和淋巴细胞浸润、肾小管萎缩坏死、肾间

质纤维化等肾组织损伤情况较模型组明显改善，上述结果提示

益肾化瘀汤可显著改善 DKD大鼠的肾损伤程度。另外，现代药

理学研究[22-24]表明，黄芪可减少肾小球细胞外基质的沉积，修复

肾小球基底膜，从而显著降低血清 Scr和 BUN的水平，减少尿

蛋白，提高肾小球滤过率，改善肾功能；同时可提高机体抗氧化

能力，保护残余肾功能。丹参可舒张血管，抑制血小板聚集，降

低血液粘稠度，从而改善微循环，增加肾血流量，保护肾功能。

泽泻可增加尿量，具有显著的利尿作用，可促进尿素和水钠排

泄。本研究中结果显示：治疗组与模型组大鼠在第 1 d时 Scr和

BUN的表达水平无明显差异（P＞0.05），自第 10 d开始显著低

于同时间点的模型组大鼠（P＜0.05），结合上述研究[21-23]分析可

知：本汤剂在整体调理肾脏功能、改善临床症状方面具有显著

功效，从而可进一步延缓 DKD病情进展。

ADA是一种与机体细胞免疫和能量代谢相关的核酸分解

代谢酶，广泛分布于胸腺、肝、肾、脾脏、盲肠等多种组织器官

中，其中以淋巴组织中活性最高，其作用为催化腺苷水解生成

肌苷和氮，而肌苷为人体免疫反应重要的负调控因子，在单核

细胞、淋巴细胞的分化成熟和激活中发挥关键作用，维持机体

免疫稳态，避免机体遭受自身免疫系统的攻击[25]。因此，ADA

的表达异常被认为与自身免疫系统疾病有关，是细胞介导的免

疫反应的重要指标之一，近年来已在众多疾病的早期诊断及发

病机制的研究中备受关注[26]。既往研究[27,28]表明，DM患者同样

存在血清 ADA异常表达的情况，ADA可调节细胞内外腺苷酸

的浓度，而腺苷酸作为腺嘌呤核苷酸的代谢产物，可影响葡萄

糖转运、脂质的合成以及丙酮酸激酶的活性，从而影响胰岛素

活性。Khan等[29]的研究表明，DM患者血清 ADA的表达水平

与血糖、糖化血红蛋白水平呈正相关，且 DM并发症患者 ADA

升高更为显著，分析其原因，伴有并发症的 DM患者由于长期

的高血糖水平，机体多组织器官受损，导致血清 ADA活性升

高，而高表达的 ADA使 CD4+T淋巴细胞处于旺盛的增殖状

态，干扰素 -酌（interferon-酌, IFN-酌）和白介素 -2（interleukin-2,

IL-2）等细胞因子大量释放，加快了 DKD的发生发展。另有学

者研究[30]发现，ADA与 MAU水平呈明显正相关，而 MAU为

DKD的早期指标之一，提示 ADA水平越高，DM患者发生肾

损伤的可能性越大，血清 ADA表达水平的测定对于监测 DKD

的发生发展具有重要的意义。在本研究中，模型组和治疗组大

鼠血清 ADA 的表达水平均显著高于空白组大鼠，提示血清

ADA的表达水平与 DKD密切相关；治疗组大鼠随着给药时间

的延长，其血清 ADA的表达水平逐渐下降，显著低于同时间的

模型组大鼠，与上述研究结论类似，同时，该结果提示益肾化瘀

汤对 DKD大鼠发挥了良好的疗效。

综上所述，本研究表明，益肾化瘀汤可显著改善 DKD大鼠

的血糖水平、肾功能及血清 ADA表达水平，具有一定的临床应

用价值，然而其具体作用机制仍有待进一步的研究。
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