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加味六味地黄汤对大鼠肾间质纤维化的干预机制
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摘要：【目的】探讨加味六味地黄汤对大鼠肾间质纤维化的干预机制。【方法】将120只健康成年SD大鼠随机分为假手术组、

模型组、中药组、缬沙坦组等4组，4组组内再按7、14、28 d 3个时间点分组，每组10只。除假手术组，其他组别大鼠均采

用结扎输尿管法构建单侧输尿管梗阻模型。假手术组除不结扎输尿管外其他手术步骤均与上述造模方法相同。成功造模

后，中药组术后24 h给予加味六味地黄汤2.376 g·kg-1·d-1灌胃，缬沙坦组术后24 h给予缬沙坦30 mg·kg-1·d-1灌胃，假手术组

和模型组均在术后 24 h给予等体积生理盐水灌胃，每日 1次，直至相应实验时间点处死。采用免疫组织化学法检测肾组

织 c-myc、纤维连接蛋白（Fn）的表达，蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测肾组织Wnt4、β-连环蛋白（β-catenin）、磷酸化糖

原合成激酶 3β（p-GSK-3β）、磷酸化T细胞因子/淋巴增强因子（p-TCF/LEF）的表达。【结果】与假手术组相同时间点比较，模

型组大鼠肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-TCF/LEF、Fn和 c-myc蛋白表达水平显著上调，差异均有统计学意义（P <
0.01）；与模型组相同时间点比较，中药组和缬沙坦组大鼠肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-LEF/TCF、Fn和c-myc蛋

白的表达水平下调，差异均有统计学意义（P < 0.05或P < 0.01），且 2个治疗组组间比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。

【结论】加味六味地黄汤具有抗肾间质纤维化作用，其机制可能与阻断Wnt4/β-catenin信号通路的活化，下调Fn和 c-myc蛋

白的表达有关。
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Intervention Mechanism of Modified Liuwei Dihuang Tang for Renal
Interstitial Fibrosis in Rats with Unilateral Ureteral Obstruction
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Abstract：Objective To explore the intervention mechanism of modified Liuwei Dihuang Tang for renal interstitial
fibrosis in rats with unilateral ureteral obstruction（UUO）. Methods One hundred and twenty healthy adult SD rats
were randomly divided into 4 groups，namely sham operation group，model group，Chinese medicine group and
valsartan group，the above each group was further divided into 3 sub-groups according to 3 time points including
7，14，28 days，10 rats in each group. Apart from the sham operation group，the rats of the other groups were
induced into UUO model by ligation of ureter. The sham operation group was given the same other operation except
for ligation of ureter. After successful modeling， the rats in Chinese medicine group were given intragastric
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administration of modified Liuwei Dihuang Tang of 2.376 g·kg-1·d-1 hour 24 after operation，the valsartan group
was given intragastric administration of valsartan of 30 mg·kg-1·d-1 hour 24 after operation，and the sham operation
group and model group were given intragastric administration of the same volume of normal saline hour 24 after
operation，once a day，reaching at corresponding detection time points for killing. The protein expression levels of
c- myc and fibronectin（Fn） in rat kidney tissue were detected by immunohistochemistry， and the protein
expression levels of Wnt4，β-catenin，phosphorylated glycogen synthase kinase 3β（p-GSK-3β），phosphorylated
T- cell factor/lymphoid enhancer- binding factor（p- TCF/LEF） in rat kidney tissue were detected by Western
blotting assay. Results Compared with the sham operation group at the corresponding time points， the protein
expression levels of Wnt4，β-catenin， p-GSK-3β， p-LEF/TCF，Fn and c-myc in rat kidney tissue were
up-regulated in the model group， the difference being significant（P < 0.01）. Compared with the model group at
the corresponding time points，the protein expression levels of Wnt4，β-catenin，p-GSK-3β，p-LEF/TCF，Fn
and c-myc in rat kidney tissue were down- regulated in the Chinese medicine group and valsartan group， the
difference being significant（P < 0.05 or P < 0.01），and there were no differences between the two treatment groups
（P > 0.05）. Conclusion Modified Liuwei Dihuang Tang has anti-renal interstitial fibrosis role，whose mechanism
is related with blocking the activation of Wnt4/β- catenin signaling pathway and down- regulating the protein
expression of Fn and c-myc.
Keywords：modified Liuwei Dihuang Tang；renal interstitial fibrosis；unilateral ureteral obstruction；Wnt4/β-

catenin signaling pathway；fibronectin（Fn）；c-myc；rats

我们的前期临床研究表明，加味六味地黄汤

（又名怡肾汤）能减少慢性肾衰竭患者蛋白尿，改

善肾功能，调节免疫功能[1]；肾纤维化是慢性肾脏

病进展到终末期肾衰竭的共同路径，动物实验研

究表明，该方能改善单侧输尿管梗阻（unilateral
ureteral obstruction）大 鼠 肾 间 质 纤 维 化（renal
interstitial fibrosis），保护肾功能，其机制可能与阻

断 Wnt4/β-连环蛋白（β-catenin）信号通路的活

化，下调纤维生长因子 23（FGF-23）的表达有

关 [2]。Wnt/β-catenin是进化上高度保守的信号通

路，其生物学作用广泛，参与细胞增生、分化、

凋亡、三维组织器官的形成、生长发育等过程 [3]。

经典的Wnt/β-catenin信号通路主要由细胞外因子

Wnt 蛋白、β-catenin、糖原合成激酶 3β（GSK-3β）、
结肠腺瘤性息肉蛋白（APC）、核内转录因子T细胞

因子/淋巴增强因子（TCF/LEF）等信号分子组成 [4]。

其中，Wnt4蛋白主要表达于泌尿生殖系统，对泌

尿生殖系统发育至关重要 [5]。近年来的研究表明，

纤维连接蛋白（Fn）、原癌基因c-myc不仅参与了细

胞外基质的积聚形成，而且还是Wnt4/β-catenin信
号通路靶基因，Wnt4/β-catenin信号通路活化后可

通过调控Fn和 c-myc表达增多参与肾间质纤维化

过程[6]。本研究中，我们进一步观察单侧输尿管梗阻

大鼠肾组织Wnt4/β-catenin信号分子磷酸化GSK-3β
（p-GSK-3β）、磷酸化 LEF/TCF（p-LEF/TCF）以及

Fn和 c-myc的表达变化以及加味六味地黄汤的干

预作用，以明确加味六味地黄汤抗肾间质纤维化

新的作用机制和靶点，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 120只清洁级健康 10~12周龄雄

性 SD（Sprasue-Dawley）大鼠，体质量（210 ± 34）g，
购自上海斯莱克景达实验动物有限公司，动物质

量合格证号：SCXK（湘）2013-0004。在广西中医

药大学实验动物学部按标准条件饲养，室内温度

为 18 ~ 22 ℃，每天保证 12 h照明，并每日定时清

洗笼舍，保证实验大鼠能自由摄食、饮水。

1. 2 实验药物及制备 加味六味地黄汤由熟地黄

10 g、山茱萸 10 g、干山药 15 g、泽泻 10 g、茯苓

12 g、丹皮 10 g、黄芪 30 g、桂枝 10 g、大黄 10 g、
丹参 15 g组成。以上中药材均购自广西中医药大

学附属瑞康医院药剂科。将以上中药材浸泡 2 h
后，急火煮沸，再微火煎煮至少30 min。每剂药煎

熬2次，置于容器，混匀浓缩为含生药 1 g/mL的药

广州中医药大学学报 2021年第38卷2198



液，-20 ℃冰箱保存备用。

1. 3 试剂 小鼠源性Wnt4多克隆抗体、小鼠源

性β-catenin多克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；小

鼠源性 p-GSK-3β多克隆抗体（美国Abcam公司）；

小鼠源性 p-TCF/LEF多克隆抗体、小鼠源性Fn多
克隆抗体、小鼠源性 c-myc多克隆抗体（北京博奥

森生物公司）；SP免疫组织化学试剂盒（北京中杉

金桥生物技术有限公司）；蛋白提取试剂盒（上海

申能博彩生物技术公司）；二喹啉甲酸（BCA）蛋白

定量试剂盒、苯甲基磺酰氟（PMSF）（江苏碧云天生

物技术公司）；聚偏氟乙烯（PVDF）膜（苏州广惠科

技有限公司）。

1. 4 仪器 生物光学显微镜、RM2125 型石蜡切

片机、UCT 型超薄切片机、H1650R型台式高速冷

冻离心机、SPECTRA max Plus 384 酶标仪（美国

Molecular Devices 公司）；ChemiDoc XRS+ System
凝胶成像仪（美国Bio-Rad公司）。

1. 5 分组、造模与给药 将 120只大鼠随机分为

假手术组、模型组、中药组、缬沙坦组等4组，每

组30只，然后各组组内再分成7、14、28 d 等3个
时间点，每个时间点 10只大鼠。除假手术组，其

他组别大鼠均构建单侧输尿管梗阻模型。单侧输尿

管梗阻大鼠模型是经典的肾间质纤维化模型，造

模方法按照本课题组前期研究 [6]报道的步骤进行。

步骤简述如下：用100 g/L的水合氯醛（3 mL/kg）腹

腔注射麻醉大鼠后，从左肋下钝性分离暴露左肾，

左侧输尿管上段行双线（4号丝线）结扎并在两结扎

点间剪断输尿管。假手术组除不结扎输尿管外其

他手术步骤均与上述造模方法相同。术后24 h，中

药组即开始给予加味六味地黄汤 2.376 g·kg-1·d-1

（2 mL/d）灌胃，缬沙坦组给予缬沙坦30 mg·kg-1·d-1

（2 mL/d）灌胃，同时，假手术组和模型组均给予生

理盐水2 mL/d灌胃，每日1次，直至相应实验时间

点处死。

1. 6 观察指标与方法

1. 6. 1 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测大鼠肾

组织 Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-TCF/LEF
蛋白的表达 取备检的大鼠肾组织剪成碎片，加

入蛋白裂解液提取总蛋白，用BCA定量试剂盒检

测蛋白浓度。电泳，转膜，封闭，Wnt4多克隆抗

体（1∶100稀释）孵育，二抗孵育。用 IPP图像分析

软件测量蛋白条带的光密度（OD）值，以β-actin蛋

白为内参照，计算OD目的蛋白/ODβ-actin比值作为目的蛋

白的表达量。 β- catenin 多克隆抗体（1∶200 稀

释）、 p-GSK-3β 多克隆抗体（1∶200 稀释）、

p-TCF/LEF 多克隆抗体（1∶200稀释）、β-actin多

克隆抗体（1∶3 000稀释）的检测步骤同前。

1. 6. 2 免疫组织化学法检测大鼠肾组织 c-myc、
Fn蛋白的表达 将肾组织切片常规脱蜡至水，用

体积分数 3%H2O2 阻断灭活内源性过氧化物酶，

0.01 mol/L枸橼酸缓冲液煮沸修复抗原，羊血清工

作液封闭，滴加 c-myc多克隆抗体（1∶150稀释），

4 ℃过夜，滴加二抗 37 ℃孵育 30 min，二氨基联

苯胺（DAB）显色 5～20 min。显微镜（200 ~ 400倍）

下观察大鼠肾组织蛋白表达的量及部位，肾小管

上皮细胞胞浆有棕黄色颗粒为阳性，不着色者为

阴性，测量阳性表达蛋白的OD值。Fn多克隆抗体

（1∶150稀释）的检测步骤同前。

1. 7 统计方法 采用SPSS 20.0统计软件进行数据

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示。若方

差齐性，多组比较采用单因素方差分析，组间比

较用 LSD法进行多重比较；如方差不齐，则用非

参数检验。以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、
p-TCF/LEF表达比较 图 1和表 1结果显示：假手

术 组 大 鼠 肾 组 织 可 见 少 量 Wnt4、 β-catenin、
p-GSK-3β、p-LEF/TCF 蛋白表达，模型组大鼠

第 7 天肾组织即可见明显的 Wnt4、β-catenin、
p-GSK-3β、p-LEF/TCF表达，至 14 d达高峰。与

假手术组相同时间点比较，模型组大鼠肾组织

Wnt4
β-catenin

P-GSK-3β
p-TCF/LEF

β-actin

37 kDa
86 kDa
47 kDa
48 kDa
42 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.假手术组 14 d；2 ~ 4分别表示模型组 7、14、28 d；
5 ~ 7分别表示中药组7、14、28 d；8~10分别表示缬沙坦组

7、14、28 d
图1 各组大鼠肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、

p-TCF/LEF电泳条带

Figure 1 The electrophoresis strips of Wnt4，β-catenin，
p-GSK-3β，p-TCF/LEF in kidney tissue of various groups
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表1 各组大鼠肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-TCF/LEF蛋白相对表达量比较

Table 1 Comparison of the relative protein expression levels of Wnt4，β-catenin，p-GSK-3β，
p-TCF/LEF in kidney tissue of various groups （x ± s）

组别

假手术组

模型组

中药组

缬沙坦组

时间点（d）
14
7

14
28
7

14
28
7

14
28

鼠数（只）

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Wnt4蛋白相对
表达量

0.25 ± 0.11
0.52 ± 0.12①

1.36 ± 0.38①

1.07 ± 0.24①

0.26 ± 0.10③

1.03 ± 0.22②

0.78 ± 0.12②

0.21 ± 0.09③

0.94 ± 0.25②

0.69 ± 0.16③

β-catenin蛋白相对
表达量

0.22 ± 0.09
0.52 ± 0.12①

1.18 ± 0.41①

0.65 ± 0.14①

0.24 ± 0.08③

0.85 ± 0.18③

0.67 ± 0.35
0.18 ± 0.10
0.83 ± 0.31③

0.16 ± 0.05③

p-GSK-3β蛋白相对
表达量

0.07 ± 0.03
0.18 ± 0.06①

1.14 ± 0.36①

0.31 ± 0.02①

0.08 ± 0.02③

0.32 ± 0.11③

0.15 ± 0.08③

0.07 ± 0.01③

0.25 ± 0.12③

0.09 ± 0.03③

p-TCF/LEF蛋白相对
表达量

0.06 ± 0.02
0.18 ± 0.12①

0.72 ± 0.22①

0.32 ± 0.13①

0.08 ± 0.04③

0.43 ± 0.12③

0.18 ± 0.09②

0.09 ± 0.05③

0.41 ± 0.13③

0.22 ± 0.11②

①P < 0.01，与假手术组相同时间点比较；②P < 0.05，③P < 0.01，与模型组相同时间点比较

a. 假手术组

b. 模型组

c. 中药组

d. 缬沙坦组

图2 各组大鼠肾组织c-myc蛋白表达分布比较（免疫组织

化学法，×200）
Figure 2 Comparison of distribution of c-myc
expression in kidney tissue of various groups
（by immunohistochemical method，×200）

7 d 14 d 28 d

Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-LEF/TCF表达量

明显上调，差异均有统计学意义（P < 0.01）；与模

型组相同时间点比较，中药组和缬沙坦组大鼠肾

组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-TCF/LEF蛋

白表达量明显下调，差异均有统计学意义（P <
0.05或P < 0.01），且中药组与缬沙坦组比较，差

异无统计学意义（P > 0.05）。
2. 2 各组大鼠肾组织c-myc、Fn蛋白表达比较 图2、
图3和表2结果显示：假手术组大鼠肾组织可见少

量 c-myc、Fn蛋白分布；模型组大鼠第7天肾小管

间质胞浆即可见明显的c-myc、Fn蛋白分布，表达

水平高于假手术组（P < 0.05或P < 0.01），至 14 d
达高峰；中药组和缬沙坦组肾小管间质c-myc、Fn
蛋白分布面积减少，表达水平低于模型组（P <
0.05或P < 0.01）。

3 讨论

Wnt/β-catenin是一重要的高度保守细胞信号

通路，其生理作用广泛，涉及细胞的增生、分

化、细胞命运的决定、组织器官的生长发育等。

Wnt和β-catenin是该信号通路的核心分子，无Wnt
信号刺激时，β-catenin 可与轴蛋白（axin）/APC/
GSK-3β形成β-catenin 降解复合体，结合游离的

β-catenin并使其泛素化，使得胞浆内的β-catenin
维持在比较低的水平。一旦有Wnt与细胞膜上受

体 Frizzled及辅助受体与辅助受体-低密度脂蛋白

受体相关蛋 5/6（LRP5/6）结合，GSK-3β磷酸化，

将信号从胞外传至胞浆内，使β-catenin 降解复合

体解离，游离的β-catenin增多，并转位至细胞核

与LEF/TCF相互作用，TCF/LEF发生磷酸化，促进

下游靶基因Fn、c-myc的转录增多，参与一系列生

理病理反应 [7-8]。最近的研究表明，Wnt/β-catenin
信号通路参与了肾纤维化过程。有研究 [9]发现，

高糖可诱导人类肾小管上皮细胞（HK2）的 Wnt/
β-catenin 信号通路活化，同时平滑肌动蛋白

（β-smooth muscle actin，α-SMA）表达增多，E钙

广州中医药大学学报 2021年第38卷2200



黏素表达减少，而Wnt/β-catenin信号通路抑制剂

DKK-1可以逆转这种改变，提示Wnt/β-catenin信

号通路活化参与了糖尿病肾病肾小管上皮-肌成纤维

转分化（epithelial-to-mesenchymal transition，EMT）
过程。而研究 [10]发现， 单侧输尿管梗阻大鼠肾间

质的Wnt/β-catenin信号通路活化，可通过促使巨

噬细胞M2型极化参与肾间质纤维化过程。

本研究结果发现，假手术组大鼠肾组织仅存

在少量的Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-LEF/
TCF表达，而单侧输尿管梗阻大鼠第7天即开始出

现肾组织Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-LEF/
TCF 明显的表达上调，第 14 天达到高峰，表明

单侧输尿管梗阻可诱导大鼠肾间质经典 Wnt4/
β-catenin信号途径活化，促使其下游的信号分子

GSK-3β和 LEF/TCF磷酸化增强，参与了促肾间

质纤维化的发生和发展，这与Abbas和 Sun等学者

的研究 [11-12]一致。前已述及，Fn、c-myc是Wnt4/
β-catenin信号途径下游的靶基因。Fn是细胞外基

质（extra cellular matrix，ECM）的重要组成部分，

它们的过度沉积是肾间质纤维化形成的最基本病

理改变 [13]。而 c-myc是原癌基因，主要功能为促

进细胞的增殖，在正常肾组织仅有低表达，单侧

输尿管梗阻大鼠模型肾组织可见 c-myc明显增加，

参与肾纤维化的形成和发展[14]。本研究结果发现，

假手术组大鼠肾组织仅存在少量Fn、c-myc表达，

而单侧输尿管梗阻大鼠肾组织Fn、c-myc的表达明

显上调，并且其高峰时间与Wnt4/β-catenin信号通

路活化一致，均为14 d，提示Wnt4/β-catenin信号

通路活化导致下游的致纤维化因子Fn、c-myc转录

增多，参与了肾间质纤维化的过程。

目前中医学认为，肾间质纤维化的病因病机

为本虚标实，本虚为脾肾两虚，标实为水湿瘀

毒，病理改变具有“虚、瘀、湿、毒”的特点。

我们根据单味药研究的结果，在六味地黄汤的基

础上加入桂枝、大黄、黄芪、丹参，取桂枝通阳

利水湿、大黄通便以排毒、黄芪益气健脾利水、

丹参活血化瘀，取名加味六味地黄汤，全方共奏

补肾、利水活血、排毒的功能 [6]。既往我们的研

究[6]结果已证实，加味六味地黄汤能够降低单侧输

尿管梗阻大鼠尿 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶

（NAG）酶、尿素氮（BUN）和血清肌酐（SCr）水平，

改善肾纤维化，加味六味地黄汤具有较强的抗肾

间质纤维化的作用。本研究中，我们进一步探讨

了加味六味地黄汤对肾间质纤维化Wnt4/β-catenin
信号分子（磷酸化 GSK-3β、 LEF/TCF）以及 Fn
和 c-myc表达的影响。本研究结果发现，加味六

味地黄汤干预后，单侧输尿管梗阻大鼠肾组织

Wnt4、β-catenin、p-GSK-3β、p-TCF/LEF、Fn和

表2 各组大鼠肾组织c-myc、Fn蛋白表达水平比较

Table 2 Comparison of the protein expression levels of
c-myc and Fn in kidney tissue of various groups（x ± s）

组别

假手术组

模型组

中药组

缬沙坦组

时间点（d）
7

14
28
7

14
28
7

14
28
7

14
28

鼠数（只）

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

c-myc OD值

0.12 ± 0.03
0.13 ± 0.04
0.15 ± 0.05
0.29 ± 0.11①

0.76 ± 0.23①

0.54 ± 0.17①

0.17 ± 0.08③

0.55 ± 0.16②

0.42 ± 0.14②

0.19 ± 0.10②

0.48 ± 0.13②

0.38 ± 0.11②

Fn OD值

0.11 ± 0.04
0.12 ± 0.05
0.13 ± 0.03
0.26 ± 0.13①

0.64 ± 0.21①

0.53 ± 0.14①

0.16 ± 0.04③

0.50 ± 0.13②

0.39 ± 0.11②

0.15 ± 0.07②

0.47 ± 0.12②

0.36 ± 0.09②

①P < 0.01，与假手术组相同时间点比较；②P < 0.05，
③P < 0.01，与模型组相同时间点比较

图3 各组大鼠肾组织Fn表达分布比较（免疫组织

化学法，×200）
Figure 3 Comparison of distribution of Fn expression in
kidney tissue of various groups（by immunohistochemical

method，×200）

a. 假手术组

b. 模型组

c. 中药组

d. 缬沙坦组

7 d 14 d 28 d
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c-myc蛋白的表达水平均显著下调，表明加味六味

地黄汤可阻断大鼠肾间质纤维化Wnt/β-catenin信

号的活化，抑制下游信号分子GSK-3β和TCF/LEF
的磷酸化，继而减少了下游靶基因Fn和 c-myc的
转录，提示这可能是加味六味地黄汤新的抗肾间

质纤维化机制。

综上所述，加味六味地黄汤可能通过阻断

Wnt4/β-catenin信号通路的活化，下调Fn和 c-myc
蛋白的表达，发挥抗肾间质纤维化的作用。
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