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摘要: 目的 观察槐杞黄颗粒 ( 槐耳菌、枸杞子、黄精) 对过敏性紫癜肾炎大鼠血尿、蛋白尿和肾组织 TGF-β1 表达

的影响，探讨其益气养阴的治疗作用及机理。方法 将 18 只雄性 SD 大鼠用随机数字表法均分为空白组、模型组和槐

杞黄组。模型组及槐杞黄组建立过敏性紫癜肾炎模型，槐杞黄组给予槐杞黄颗粒治疗。取大鼠血、尿及肾组织标本，

用尿沉渣计数法检测尿红细胞个数; 蛋白浓度测定试剂盒法 ( BCA) 进行 24 h 尿蛋白定量; 光镜下观察肾小球系膜

变化; 酶联免疫吸附法 ( ELISA) 检测肾小球中 TGF-β1 的水平; 聚合酶链反应 ( PCＲ) 检测肾皮质 TGF-β1 mＲNA 的

表达。结果 模型组镜下尿红细胞计数、24 h 尿蛋白定量均显著高于空白组 ( 前者 P ＜ 0. 05，后者 P ＜ 0. 01) ; 与模

型组比，槐杞黄组蛋白尿程度改善 ( P ＜ 0. 05) ，尿红细胞计数虽有下降趋势，但差异无统计学意义，且大鼠肾组织病

的系膜增生及炎性浸润较轻。ELISA 结果显示槐杞黄组大鼠肾组织 TGF-β1 的水平降低，PCＲ 表明 TGF-β1 mＲNA 的表

达升高，差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。结论 槐杞黄颗粒的益气养阴作用能影响肾组织 TGF-β1 mＲNA 的表达来

降低过敏性紫癜肾炎大鼠血尿及蛋白尿水平，进一步改善肾脏炎症反应。
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Effect of Huaiqihuang Granules on proteinuria and expression of TGF-beta 1 of
nephridial tissue in rats with HSPN
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ABSTＲACT: AIM To explore the effect of Huaiqihuang Granules ( Trametes robiniphila Murr，Lycii Fructus，
Polygonati Ｒhizoma) on hematuria，proteinuria and renal tissue expression of TGF-beta 1 in rats with allergic pur-
pura nephritis ( Henoch -Schonlein purpura nephritis，HSPN) and discuss their therapeutic effect and the mecha-
nism of tonifying qi and yin． METHODS A total of 18 SD male rats were divided into three groups randomly:

blank group ( n = 6) ，model group ( n = 6) and Huaiqihuang Granules group ( n = 6) ． The latter two groups were
built into IgA nephropathy model to simulate HSPN by the combination of BSA，LPS and CCl4 ． After the molding
and treatment，samples were taken from the blood，urine and nephridial tissue of rats． Ｒed blood cells number in
urine was tested by urine sediment counting method． Urinary protein ratio was measured by BCA method． The glo-
merular mesangial changes were observed under light microscope． The expression of TGF-beta 1 in glomerulus was
detected by ELISA method and the expression of TGF-beta 1 mＲNA of renal cortical was detected by the PCＲ meth-
od． ＲESULTS The microscopic red blood cells count and 24 h urine protein quantity in the model group were
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obviously more than those in the normal group ( the former was P ＜ 0. 05，the latter was P ＜ 0. 01) ． Compared with
the normal group，24 h urine protein quantity significantly reduced ( P ＜ 0. 05) and red blood cells count was less
in Huaiqihuang group，but difference was not statistically significant． Mesangial proliferative changes and inflamma-
tory infiltration of kidney tissues of rats in Huaiqihuang group reduced． ELISA results showed the TGF-beta 1 con-
tent of Huaiqihuang group was lower as compared with the model group while TGF-beta 1 mＲNA expression in Hua-
iqihuang group increased ( P ＜ 0. 05 ) by PCＲ． CONCLUSION Huaiqihuang Granules can tonify qi and yin
and up-regulate the expression and distribution of mＲNA of TGF-beta 1． It plays a key role in repairing tissues，de-
creasing urinary protein and urine red blood cells count，and improving kidney inflammation．
KEY WOＲDS: Huaiqihuang Granules; Henoch-Schonlein purpura nephritis; TGF-beta 1

过 敏 性 紫 癜 肾 炎 ( Henoch-Schonlein purpura
nephritis) 是儿科常见的继发性肾病，一般认为在

过敏性紫癜患儿中有 20% ～ 55%［1］可发生肾脏损

伤。也有报道称［2］，过敏性紫癜患儿患病 6 个月后

肾活检示不同程度的肾损害几乎占 100%。本病大

多预后良好，但部分病程迁延、少数还可发展至慢

性肾功能不全［3］。目前西医治疗尚缺乏特异性方

案，中医药在提高免疫力，改善蛋白尿等方面有独

特优势。对免疫功能具有双向调节作用［4］的中药

制剂槐杞黄颗粒是由槐耳菌质配伍枸杞子、黄精制

成的颗粒剂，具有益气养阴之功效，临床实验已证

实其对改善微循环及减少尿蛋白有良好效果。本实

验通过建立过敏性紫癜肾炎大鼠模型，观察槐杞黄

颗粒对 过 敏 性 紫 癜 肾 炎 的 大 鼠 蛋 白 尿 及 肾 组 织

TGF-β1 表达的影响，探讨槐杞黄颗粒治疗过敏性

紫癜肾炎的作用机制，以期为过敏性紫癜肾炎的临

床治疗提供理论依据。
1 实验材料

1. 1 实验动物及分组 选取健康清洁级 6 周龄雄

性 SD 大鼠 18 只 ( 购于南京青龙山动物繁殖场，

合格 证 号: SCXKZ2009-0001 ) ，体 质 量 约 120 ～
150 g，适应性喂养 1 周，所有大鼠造模前两次尿

蛋白定性试验均呈阴性 ( 试纸条法) 。将大鼠按随

机数字表法分为空白组、模型组和槐杞黄组，每组

6 只。实验结束时 ( 第 16 周末) 处死所有大鼠。
1. 2 实验药物 牛血清白蛋白 ( BSA) 、脂多糖

( LPS) 购自美国 Sigma 公司; 四氯化碳 ( CCl4 ) 、
蓖麻油由南京顶德生物科技有限公司提供; 干姜及

槐杞黄颗粒 ( 启东盖天力药业有限公司) 由江苏

省中医院提供。
1. 3 主要实验器材 ELISA 试剂盒购自美国 Ｒ＆D
公司; BCA 试剂盒购自 Thermo Pierce 公司; Trizol
及逆转录试剂 盒、荧 光 定 量 PCＲ 试 剂 盒 均 购 自

TaKaＲa 公司; PCＲ 内 参 及 引 物 由 生 工 生 物 工 程

( 上海) 股份有限公司合成。所有实验耗材及仪器

均由南京中医药大学第一临床医学院实验室提供。
2 实验方法

2. 1 过敏性紫癜肾炎大鼠模型的建立 参考张晓

强等［5］关于过敏性紫癜动物模型的研制思路，综

合模拟 IgA 肾病与血热证动物模型，复合成为过敏

性紫癜肾炎大鼠模型。模型组及槐杞黄组运用 BSA
灌胃，LPS 尾静脉注射，结合 CCl4 皮下注射造就

IgA 肾病模型。用蒸馏水配制 10%免疫原 BSA，隔

天灌胃 4 mL /kg，持 续 8 周; 皮 下 注 射 蓖 麻 油

0. 3 mL + CCl4 0. 1 mL，每周 1 次，持续 9 周; 用

等渗盐水配制 0. 025% LPS，分别于第 6、8、10、
12 周尾静脉注射 0. 2 mL; 模型组同时造就血热模

型，复合为过敏性紫癜肾炎大鼠模型，于第 9 周开

始隔天灌服 25% 干姜水 10 mL /kg，建模期间室温

维持在 30 ℃。空白组给予等量蒸馏水灌胃，等量

等渗盐水皮下注射及尾静脉注射，环境温度为室

温。至 12 周末造模结束。
2. 2 给药方法及剂量 根据施新猷［6］动物药物剂

量换算公式 “大鼠剂量 ( mg /kg ) = 成年人剂量

( mg /kg) × 折算系数 ( 6. 25) ”，槐杞黄组自第 13
周起灌服槐杞黄颗粒 12. 6 g /kg，配制为 25% 的溶

液。每天早晚各 1 次，连续 4 周; 空白组及模型组

在第 13 周起给予相应等量蒸馏水灌胃。所有大鼠

均予标准饮食。
2. 3 血尿及蛋白尿检测 实验结束 ( 第 16 周末)

用代谢笼分别收集所有实验大鼠 24 h 尿液，并记

录尿量。观察肉眼血尿程度，并采用定量尿沉渣计

数法检测尿红细胞个数，BCA 法检测大鼠 24 h 尿

蛋白定量。
2. 4 肾脏病理检查 尿液收集后，用 10%水合氯醛

麻醉并处死所有实验大鼠，取出肾脏，并分离肾皮

质，用 4%甲醛固定肾皮质，常规石蜡包埋，切片厚

4 ～5 μm，PAS 染色，光镜下观察肾组织病理改变。
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2. 5 ELISA法检测肾组织中 TGF-β1 的水平 取各

组肾组织，制成 10% 匀浆，采用酶联免疫吸附法

( ELISA 法) 检测肾组织 TGF-β1 水平，操作顺序

严格按照试剂盒说明书进行。
2. 6 实时荧光定量 PCＲ 检测肾皮质 TGF-β1 mＲ-
NA的表达 以 GAPDH 为内参 ( 内参及引物序列

见表 1) 。Trizol 抽提肾组织皮质总 ＲNA，紫外分光

光度仪测 ＲNA 浓度、A260 /280 及 A260 /230，严

格按逆转录试剂盒说明配制逆转录试剂，将 ＲNA
逆转 录 为 cDNA，取 2 μL cDNA 加 入 总 体 积 为

20 μL的 PCＲ 反应体系中 ( 反应液按试剂盒说明配

制) ，7500 全自动荧光定量 PCＲ 仪按 95 ℃，30 s;
95 ℃，5 s; 57 ℃，34 s; 95 ℃，15 s; 60 ℃，

1 min; 95 ℃，5 s 反应条件循环 40 次进行实时定

量 PCＲ 反应，退火温度为 57 ℃。取各样本 CT 值，

按 ( 实验组目的基因 － 实验组内参基因) － ( 空

白组目的基因 － 空白组内参基因) 公式计算 2 －
ΔΔCT 值，以空白组为对照 ( 空白组 2 － ΔΔCT 值

为 1) ，实验组 2 － ΔΔCT 值≥2 认为目的基因表达

增加，实验组 2 － ΔΔCT 值 ＜ 0. 5 认为表达下降，

重复至少 3 次以上用以统计。
表 1 ＲT-PCＲ 引物序列

Tab. 1 Primer sequences of ＲT-PCＲ

名称 引物序列

TGF-β1 正向 5'-GGGCTACCATGCCAACTTCTG-3'

反向 5'-GAGGGCAAGGACCTTGCTGTA-3'

GAPDH 正向 5'-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3'

反向 5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3'

3 统计学处理

采用 SPSS 17. 0 统计软件进行统计学处理，正

态分布数据用均数 ± 标准差 ( x ± s) 表示，偏态分

布用中位数 ( 四分位间距) ，即 M ( QＲ) 表示。

资料正态分布且方差齐时，采用单因素方差分析

( One-Way ANOVA) ，组间两两比较采用最小显著

差异法 ( LSD) ; 资料偏态分布时，采用秩和检验

( Kruskal-Wallis ) 。以 P ＜ 0. 05 为 差 异 有 统 计 学

意义。
4 实验结果

4. 1 血尿及蛋白尿 3 组大鼠尿红细胞计数差异

有统计学意义 ( P = 0. 009) ，其中模型组和空白组

相比，红细胞计数明显增高 ( P = 0. 013) ，槐杞黄

组较模型组红细胞数量有减少趋势，但无统计学意

义 ( P = 0. 334) ; 3 组大鼠 24 h 尿蛋白定量不全相

等 ( P = 0. 018 ) ，其 中 模 型 组 显 著 高 于 空 白 组

( P = 0. 000) ，槐杞黄组蛋白尿较模型组明显缓解

( P = 0. 016 ) 。见表 2 ［红细胞计数呈偏态分布，

数据用中位数 ( 四分位间距) ，即 M ( QＲ) 表示;

尿蛋 白 定 量 呈 正 态 分 布，数 据 用 均 数 ± 标 准 差

( x ± s) 表示］。
表 2 大鼠尿红细胞计数及 24 h 尿蛋白定量

Tab. 2 Count of urinary red cells and 24-hour urinary
protein quantity

组别 动物数
平均红细胞计数 /

( 个 /高倍视野)

平均尿蛋白定量 /

( g /24 h)

空白组 6 0. 9( 3. 4) 0. 42 ± 0. 11
模型组 6 21. 75( 22. 9) * 2. 06 ± 0. 64＊＊

槐杞黄组 6 15. 8( 23. 4) 0. 91 ± 0. 23#

P 值 0. 009 0. 018

注: 与空白组相比，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组相比，
#P ＜ 0. 05

4. 2 光镜下肾组织病理改变 光镜下，空白组肾

小球系膜、基底膜无增生，肾小球未见硬化; 模型

组可见肾小球系膜明显增生，肾小管肿胀，伴见节

段性肾小球硬化，肾小球血管襻坍陷，血管周围有

炎性细胞浸润; 槐杞黄组肾小球系膜增厚，但较模

型组好转，有少量炎症细胞浸润。见图 1。

图 1 各组大鼠肾组织病理 ( PAS 染色 ×200)

Fig. 1 Ｒenal histopathology of each group ( PAS staining ×200)

4. 3 ELISA法检测肾组织中 TGF-β1 的水平 模型

组大鼠肾组织皮质 TGF-β1 的水平较空白组明显升

高，槐杞黄组 TGF-β1 的水平较模型组有所降低，

差异均有统计学意义 ( 前者 P = 0. 005，后者 P =
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0. 042) ，见表 3。标准曲线图见图 2。

图 2 ELISA 标准曲线图

Fig. 2 Canonical plotting of ELISA

表 3 肾组织中 TGF-β1 测定

Tab. 3 TGF-β1 content in nephridial tissue

组别 动物数 TGF-β1 / ( ng·mL －1 )

空白组 6 0. 507 ± 0. 202
模型组 6 0. 983 ± 0. 319*

槐杞黄组 6 0. 634 ± 0. 089#

P 0. 024

注: 与空白组相比，* P ＜ 0. 01; 与模型组相比，#P ＜ 0. 05

4. 4 肾组织 TGF-β1 mＲNA的表达 ( 见表 4) 模

型组大鼠肾组织皮质 TGF-β1 mＲNA 的表达较空白

组明显提高，而槐杞黄组 TGF-β1 mＲNA 的表达较

模型组显著降低，差异均有统计学意义 ( 前者 P =
0. 026，后者 P = 0. 040) 。

表 4 肾组织 TGF-β1 mＲNA 表达量 2 － ΔΔCT

Tab. 4 2 － ΔΔCT value of mＲNA expression quantity about
TGF － β1

组别 动物数 TGF-β1 mＲNA
空白组 6 1
模型组 6 4. 208 ± 2. 611*

槐杞黄组 6 1. 330 ± 0. 166#

P 0. 037

注: 与空白组相比，* P ＜ 0. 01; 与模型组相比，#P ＜ 0. 05

5 讨论

过敏性紫癜是一种由免疫复合物介导的系统性

小血管炎，过敏性紫癜肾炎也属免疫复合物性肾

病，临床以血尿和蛋白尿为主，多发生于皮肤紫癜

后一个月内，可以同时并见皮肤紫癜、腹痛、关节

肿痛、便血等，有的仅是无症状性的尿异常。目前

对于过敏性紫癜的发病机制，认为与体内免疫功能

紊乱相关［7］，主要通过体液免疫，但也涉及细胞

免疫，一些细胞因子和炎症介质，凝血机制均参与

本病发病。

过敏性紫癜肾炎主要为系膜增生性肾小球肾

炎，常伴节段性肾小球毛细血管袢坏死、新月体形

成等血管炎表现。系膜细胞的增殖与细胞外基质的

过度沉积是各种系膜增殖性肾病的病理基础。肾小

球系膜细胞能分泌 TGF-β1，TGF-β1 通过与系膜细

胞上相应的受体结合来调节其增殖速度和基质蛋白

的合成。不难看出，TGF-β1 是各种肾脏病 ( 如肾

间质纤维化和肾小球硬化) 发生、发展的必要因

子，其最大特点是能够使多种细胞停留在 G1 期，

从而抑制细胞生长［8］。在体外，外源 TGF-β1 可诱

导正常的肾小球、肾小球膜和非肾细胞产生细胞外

间质，且抑制蛋白酶的活性，同时其中和抗体可阻

止大白鼠肾组织中细胞外基质的积累［9］，因此，

TGF-β1 过度产生在许多肾脏病中引起了不可逆的

肾间质纤维化［10］，抑制 TGF-β1 表达是治疗甚至预

防其发生、发展的关键［11］。
目前西医治疗以激素和免疫抑制剂为主，但这

种免疫性炎症因为受免疫因子的影响，对炎症的过

度抑制或抑制不足都可能促进炎症的发展。使用外

源性免疫抑制剂的剂量与组织的炎症程度很难做到

恰到好处，这为彻底控制炎症带来极大困难，效果

也不十分理想。因此探索中药对过敏性紫癜肾炎的

治疗具有很大的临床价值。
本实验采用综合模拟瘀热证与 IgA 肾病动物模

型，复合成为过敏性紫癜肾炎大鼠模型的造模方

式，结果显示模型组大鼠出现较为严重的血尿、蛋

白尿，而且肾病理显示肾小球系膜细胞增生及节段

性肾小管硬化，间接免疫荧光及 ＲT-PCＲ 均表现模

型组肾组织皮质 TGF-β1 水平及 TGF-β1 mＲNA 表

达升高，这都说明了模型组大鼠存在肾损害，造模

较成功。
中医认为，本病的病机除了瘀热，还与气阴亏

损体质密切相关。小儿肾常虚，肾阳未充，封藏失

司，阴精外泄，或肾病日久，温阳太过伤损于阴，

肾水匮乏，水不涵木，肝肾阴虚火旺，灼伤血络而

见血尿，虚火迫血妄行，外溢肌肤而发紫癜，久病

气虚无以固肾，精微下泄则产生蛋白尿［12］。而且

肾脏疾病通过激素治疗后往往加重气阴亏损表现。
精不化气而化水，水停则气阻，气滞则血瘀，气阴

亏损，无力推动血液运行，加重血行瘀阻而致血瘀

的症状，而血不利则病水，形成恶性循环。气阴亏

损若能得到改善，气行推动血行，血瘀症状也将有

所好转，这和槐杞黄颗粒临床研究中提示其能改善

微循环的结论是一致的。所以益气养阴法为治疗过
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敏性紫癜肾炎的方法之一。槐杞黄颗粒以功擅益气

强壮的槐耳为君药，配合臣药枸杞子滋养肾阴、黄

精补气而兼润养，药均和平，平补气阴，平中寓

奇，共奏益气养阴之功，有效改善微循环及过敏性

紫癜肾炎大鼠蛋白尿水平。
结合 本 实 验，槐 杞 黄 组 TGF-β1 及 TGF-β1

mＲNA 表达显著低于模型组，说明槐杞黄颗粒的益

气养 阴 之 功 能 有 效 下 调 TGF-β1 mＲNA 的 表 达，

TGF-β1 的水平下降也体现在槐杞黄组肾小球系膜

增厚、节段性肾小球硬化及血管周围有炎性细胞浸

润等病理表现都较模型组好转，而病理表现从另一

方面也充分证明了槐杞黄颗粒可以促进组织修复，

有效减少微循环梗塞，延缓过敏性紫癜肾炎的进

展，减少蛋白尿。作为中药复方制剂，槐杞黄颗粒

成分相对复杂，目前应用的方法不能对全部 ( 或

大部分) 成分进行研究和观察，且作用机制比较

复杂［13］，需进一步研究，当然，有效成分组的研

究还存在许多尚解决的问题，如选择生物活性检测

的指标，分析活性筛选的结果，多种活性成分的综

合分析以及作用机理研究等等，都有待在实践中进

行探讨［14-15］。另外，因过敏性紫癜肾炎动物模型

还不成熟且该实验样本较少，益气养阴法是否通过

其他通路途径改善过敏性紫癜肾炎肾损害及其纠正

肾损害的具体机制还需进一步实验研究。而且试验

中槐杞黄组血尿水平虽较模型组降低，但不具统计

学意义，因此槐杞黄颗粒能否改善血尿水平亦有待

进一步实验验证。
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