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海昆肾喜对糖尿病肾病大鼠肾保护及

对肾单核细胞趋化蛋白-1 及其 mRNA 表达的影响
于浩天1，李 杨1

［摘要］目的:探讨海昆肾喜对糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 大鼠肾组织单核细胞趋化蛋白-1 ( MCP-1) 及 mRNA 表达

的影响。方法:60 只大鼠随机分为正常组 10 只和造模组 50 只。造模组采用空腹一次性腹腔注射链脲佐菌素复制糖尿病模

型。将造模成功的大鼠按血糖高低随机分为模型组、厄贝沙坦组、海昆小剂量组和海昆大剂量组，给药 12 周。第 4、8、12 周末

收集大鼠 24h 尿量并检测尿蛋白量。12 周末处死大鼠，取血并分离血清检测肌酐( Scr) 、尿素氮( BUN) 和甘油三酯( TG) ; 取

肾脏采用苏木精 － 伊红染色、Mallory 染色及六胺银染色观察肾组织病理改变，并应用免疫组织化学方法及原位杂交方法检测

肾组织 MCP-1 及 mRNA 的表达。结果:海昆肾喜能够减少糖尿病大鼠的蛋白尿，增加体重，降低 Scr 和 BUN，改善肾功能，调

节 TG，改善脂代谢紊乱，并且能够降低糖尿病大鼠肾小管上皮细胞、肾间质细胞内的 MCP-1 及其 mRNA 在细胞质内的表达

( P ＜ 0． 01) 。结论:海昆肾喜可能抑制 MCP-1 及 mRNA 的过表达，进而减缓 DN 的病程进展。
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Effect of haikunshenxi on the protection for kidney and
the monocyte chemoattractant protein-1 and mRNA expression in kidney of diabetic rats

YU Hao-tian1，LI Yang1

( Department of Scientific Training，The 309th Hospital of PLA，Beijing 100091，China)

［Abstract］Objective: To study the expression of monocyte chemoattractant protein-1 ( MCP-1 ) and mRNA in the renal tubules of
STZ- induced diabetic nephropathy rats． Methods: Sixty SD rats were randomly divided into two groups: normal control( n = 10) and
diabetic nephropathy group( n = 50 ) ． Diabetes was induced by intraperitoneal injection of STZ． And the diabetic rats were randomly
divided into model group，irbesartan treatment group，haikunshenxi at low and high doses treatment group． Twenty four-hour urine
volume，24-hour urinary protein excretion were examined at weeks 4，8，and 12． All rats were sacrificed at week 12; body weight，kidney
weight，and serum excretion，serum creatinine，blood urea nitroge were improved by haikunshenxi preparation． The expression of MCP-1
and mRNA in rat kidney were detected respectively by immunohistochemistry and in situ hybridization． Results: The expression of MCP-
1and mRNA in haikunshenxi treatment group was depressed greatly in the renal tubular epithelial cell and renal interstitial cell( P ＜
0． 01) ． Conclusions: Haikunshenxi can inhibit the overexpression of MCP-1 and mRNA in kidney of diabetic rats and delay the
progress of diabetic nephropathy．
［Key words］diabetic nephropathy; haikunshenxi; monocyte chemottract antprotein-1; rats

糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 是糖尿

病( diabetes mellitus，DM ) 最常见的慢性并发症之

一，也是 DM 患者致残致死的重要原因之一［1］。有

研究［2］报道，DN 大鼠的肾小球组织有明显单核 /巨
噬细胞浸润，但机制尚不清楚。单核细胞趋化蛋白-1
( monocyte chemoattractant protein-1，MCP-1 ) 是针对

单核细胞的趋化因子，可能在 DN 的发生中起重要

作用［3］。本 实 验 通 过 观 察 海 昆 肾 喜 对 MCP-1 及

mRNA 表达的影响，旨在探讨海昆肾喜防治 DN 的

作用机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 雄性 SD 大鼠 60 只购自北京市维

通利华实验动物技术有限公司( 许可证编号: SCXR
京 2004-0006) ，体重( 200 ± 20 ) g，饲养于通风清洁

橱中。适应性喂养 1 周，测体重、尿蛋白阴性后进入

实验。实验期间，自由饮水，进食普通饲料。
1． 2 药品 海昆肾喜( 吉林省辉南长龙生化药业

股 份 有 限 公 司 提 供，批 准 文 号: 国 药 准 字

Z20030052) ; 链脲佐菌素( STZ) ( 北京博爱科贸有限
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责任公司，SigmaS0130) ; 厄贝沙坦( 浙江华海药业股

份有限公司，批准文号: 国药准字 H20030026) 。
1． 3 模型复制与分组 60 只大鼠适应性喂养 1 周

后随机分为正常组 10 只和造模组 50 只。造模组按

55 mg /kg 空腹一次性腹腔注射 STZ，72 h 后测血糖

和尿糖，血糖≥16． 7 mmol /L，尿糖≥4 + 者为造模成

功［4］。将造模成功的大鼠随机分为模型组 11 只、厄
贝沙 坦 组 ( 17． 5 mg /kg ) 13 只、海 昆 小 剂 量 组

( 0． 77 mg /kg) 13 只和海昆大剂量组( 3． 08 mg /kg)

13 只。
造模成功后，厄贝沙坦组、海昆小剂量组及海昆

大剂量组大鼠给予相应药物灌胃治疗; 其余各组给

予等量生理盐水灌胃。均分笼饲养，给予普通饲料

及自由饮水，每天更换垫料，用药 12 周。12 周末处

死大 鼠，无 菌 取 肾 脏，进 行 肾 组 织 苏 木 精 － 伊 红

( HE) 染色、Mallory 染色及六胺银( PASM) 染色，观

察肾组织病理形态学改变，采用免疫组织化学方法

及原位杂交方法检测肾组织 MCP-1 及 mRNA 的表

达情况。
1． 4 观察方法与指标

1． 4． 1 一般状态 观察大鼠的精神状态、体重、体
毛、饮水量、大小便及活动情况等，每周称体重 1 次。
1． 4． 2 24h 尿蛋白定量 实验 4、8、12 周末用代谢

笼收集 24h 尿液，记录尿量; 用考马斯亮兰法测 OD
值，计算 24h 尿蛋白含量。
1． 4． 3 血液生化指标测定 用药第 12 周末，取大

鼠颈动脉血，分离血清，检测血肌酐( Scr) 、血尿素氮

( BUN) 和甘油三酯 ( TG) 。
1． 4． 4 免疫组织化学方法 石蜡切片脱蜡至水;

0． 01%曲拉通 15 min 37 ℃ ; 3% H2O2-甲醇 20 min;

微波修复 90 ～ 98 ℃15 min; 山羊血清封闭 20 min;

滴加一 抗 ( 1 ∶ 200 ) ，4 ℃ 过 夜; 滴 加 二 抗 30 min
37 ℃ ; 滴加 SABC 30 min 37 ℃ ; DAB 显色; 梯度脱

水封片。阴性对照，一抗用 PBS 代替。
1． 4． 5 原位杂交方法 大鼠 MCP-1 的寡核苷酸探

针序 列: 上 游 引 物 为 5'-CAC CTG CTG CTA CTC
ATT CAC-3'，下游引物为 5'-GTT CTC TGT CAT ACT
GGT CAC TTC-3'。取出 － 70 ℃ 冰箱中组织切片，

－ 20 ℃、4 ℃各 30 min 逐渐复温，按天津颢洋生物

工程有限公司提供的 MCP-1 mRNA 原位杂交试剂

盒方法操作。以 0． 01 mol /L PBS 代替原位杂交液

作为阴性对照。
1． 4． 6 肾组织图像分析 使用 ICMIAS 系列多功

能图像分析系统对肾组织 MCP-1 及 mRNA 结果进

行分析，按每组大鼠随机选取 5 个视野观察肾组织

的病变情况。
1． 5 统计学方法 采用方差分析和 q 检验。

2 结果

2． 1 海昆肾喜对大鼠一般状态的影响 实验期间，

模型组大鼠均出现多饮、多食、多尿及消瘦等代谢紊

乱的症状，体毛减少、凌乱，活动减少; 并随时间的推

移出现 DM 的各种并发症状，如眼部出现白内障以

及面部、颈部、生殖器及尾部等的感染症状等。各治

疗组大鼠的整体状况均有改善，其中以海昆大剂量

组为优。
2． 2 海昆肾喜对 DN 大鼠体重和肾脏肥大指数( 肾

重体重比) 的影响 造模后各组大鼠的体重与正常

组比较，每周体重均明显减少，厄贝沙坦组大鼠、海
昆小剂量组及海昆大剂量组大鼠的体重较模型组有

所提高，肾脏肥大指数也较模型组显著减小( P ＜
0． 01) ( 见表 1) 。

表 1 各组大鼠每周体重变化及肾脏肥大指数( g; x ± s)

分组 n 第 2 周 第 4 周 第 6 周 第 8 周 第 10 周 第 12 周 肾脏肥大指数

正常组 10 336． 4 ± 6． 73 431． 1 ± 7． 98 521． 5 ± 10． 73 545． 6 ± 10． 77 563． 5 ± 11． 82 577． 9 ± 13． 88 3． 278 ± 0． 322

模型组 11 268． 11 ± 9． 36▲▲ 254． 63 ± 9． 47▲▲ 233． 5 ± 12． 20▲▲ 232． 5 ± 14． 22▲▲ 226． 17 ± 10． 7▲▲ 224． 5 ± 7． 43▲▲ 7． 433 ± 0． 338▲

厄贝沙坦组 13 275． 18 ± 9． 13▲▲ 254． 64 ± 10． 73▲▲ 234． 64 ± 13． 66▲▲ 246． 00 ± 11． 56▲▲＊＊ 259． 14 ± 19． 93▲▲＊＊ 254． 17 ± 21． 90▲▲＊＊ 6． 050 ± 0． 654▲＊＊
海昆小剂量组 13 282． 5 ± 12． 66▲▲＊＊ 252． 0 ± 3． 54▲▲ 240． 0 ± 4． 93▲▲ 247． 33 ± 8． 15▲▲＊＊ 255． 6 ± 3． 98▲▲＊＊ 258． 71 ± 12． 89▲▲＊＊ 6． 546 ± 0． 632▲＊＊
海昆大剂量组 13 281． 11 ± 7． 28▲▲＊＊ 263． 56 ± 7． 27▲▲＊ 258． 17 ± 6． 42▲▲＊＊ 268． 6 ± 6． 46▲▲＊＊ 266． 6 ± 8． 78▲▲＊＊ 262． 2 ± 5． 64▲▲＊＊ 5． 662 ± 0． 614▲▲＊＊

F — 87． 61 964． 85 1 626． 25 1 705． 06 1 352． 45 1 189． 67 84． 02

P — ＜0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 — 88． 060 66． 112 100． 909 108． 500 150． 617 189． 396 0． 301

q 检验: 与正常组比较▲P ＜0． 05，▲▲P ＜0． 01; 与模型组比较* P ＜0． 05，＊＊P ＜0． 01

2． 3 海昆肾喜对 DN 大鼠 24h 尿蛋白的影响 造 模大鼠在造模 4 周后，24h 尿蛋白显著增多，而且逐
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周加重。厄贝沙坦组、海昆小剂量组及海昆大剂量

组大鼠 24h 尿蛋白的排泄量均较模型组有所改善，

在各时间段，厄贝沙坦组和海昆大剂量组大鼠的尿

蛋白均较模型组减少( P ＜ 0． 01) ( 见表 2) 。

表 2 各组大鼠 24h 尿蛋白定量( mg; x ± s)

分组 n 第 4 周 第 8 周 第 12 周

正常组 10 13． 77 ± 2． 06＊＊ 15． 98 ± 1． 69＊＊ 13． 54 ± 1． 50＊＊

模型组 11 53． 83 ± 3． 84 67． 84 ± 4． 27 103． 39 ± 8． 36

厄贝沙坦组 13 35． 46 ± 4． 70＊＊ 43． 33 ± 2． 28＊＊ 65． 86 ± 7． 27＊＊

海昆小剂量组 13 45． 87 ± 4． 13＊＊ 61． 37 ± 3． 40＊＊ 80． 38 ± 7． 32＊＊

海昆大剂量组 13 35． 64 ± 5． 28＊＊ 44． 64 ± 2． 50＊＊ 68． 79 ± 6． 52＊＊

F — 132． 98 491． 88 249． 57

P — ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 — 17． 999 8． 802 45． 573

q 检验: 与模型组比较＊＊P ＜ 0． 01

2． 4 海昆肾喜对 DN 大鼠血液生化指标的影响

模型组与正常组比较，大鼠 Scr、BUN 和 TG 均明显

增高( P ＜ 0． 01 ) ，可以看出模型组大鼠存在肾功能

损害和脂代谢紊乱，而厄贝沙坦组、海昆小剂量组及

海昆大剂量组大鼠 Scr、BUN 和 TG 均较模型组减低

( P ＜ 0． 01) 。海昆大剂量组降血脂的作用优于小剂

量组( 见表 3) 。

表 3 各组大鼠血液生化指标检测结果( x ± s)

分组 n Scr( μmol /L) BUN( mmol /L) TG( mmol /L)

正常组 10 60． 05 ± 2． 87＊＊ 6． 48 ± 0． 49＊＊ 1． 07 ± 0． 07*

模型组 11 76． 11 ± 3． 44 11． 97 ± 0． 63 4． 49 ± 0． 44

厄贝沙坦组 13 65． 11 ± 2． 08＊＊ 8． 62 ± 0． 92＊＊ 3． 57 ± 0． 32*

海昆小剂量组 13 70． 71 ± 2． 95＊＊ 7． 64 ± 1． 23＊＊ 3． 60 ± 0． 41*

海昆大剂量组 13 63． 33 ± 3． 30＊＊ 7． 65 ± 0． 44＊＊ 2． 97 ± 0． 64*

F — 51． 49 71． 93 92． 50

P — ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 — 8． 718 0． 668 0． 184

q 检验: 与模型组比较* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

2． 5 海昆肾喜对肾脏病理变化的影响 正常组可

见正常结构的肾小球和肾小管。模型组大鼠肾小球

球囊壁粘连增厚，肾小囊扩张，系膜细胞及基质重度

增生，毛细血管腔重度扩张，肾小球重度纤维化; 肾

小管扩张，上皮细胞空泡样变。厄贝沙坦组肾小球

球囊壁轻度粘连增厚，系膜细胞及基质中度增生，毛

细血管腔轻度扩张，肾小球中度纤维化，个别肾小管

上皮细胞空泡样变。海昆组肾小球系膜基质轻度增

厚，球囊壁轻度增厚，肾小囊轻度扩张，个别肾小管

上皮细胞空泡样变，肾小球轻、中度纤维化，并以海

昆大剂量组改善明显( 见图 1) 。

A B C

D E

A:正常组；B:模型组;C:厄贝沙坦组；D:海昆小剂量组；E:海昆大剂量组（均为 HE染色）

图 1 DN 大鼠肾脏病理变化

2． 6 海昆肾喜对 DN 大鼠 MCP-1 及 mRNA 表达的

影响 正常组大鼠肾组织中肾小管上皮细胞、肾间

质细胞及肾小球系膜细胞胞质中有少量的 MCP-1

及 mRNA 表达; 模型组与正常组比较，肾小管上皮

细胞和肾间质细胞胞质中 MCP-1 及 mRNA 呈强阳

性表达，也有一些肾小球系膜细胞胞质内 MCP-1 及
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mRNA 表达上调; 厄贝沙坦组和海昆小、大剂量组

MCP-1 及 mRNA 的表达与模型组相比均显著减少

( P ＜ 0． 01) ( 见表 4 及图 2) 。

表 4 大鼠肾组织中 MCP-1 及 mRNA 的表达( x ± s)

分组 n MCP-1 MCP-1 mRNA

正常组 5 0． 13 ± 0． 01＊＊ 0． 18 ± 0． 04＊＊

模型组 5 0． 47 ± 0． 05 0． 37 ± 0． 05

厄贝沙坦组 5 0． 22 ± 0． 04＊＊ 0． 23 ± 0． 03＊＊

海昆小剂量组 5 0． 23 ± 0． 04＊＊ 0． 29 ± 0． 05＊＊

海昆大剂量组 5 0． 15 ± 0． 02＊＊ 0． 24 ± 0． 04＊＊

F — 74． 19 14． 20

P — ＜0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 — 0． 001 0． 002

q 检验: 与模型组比较＊＊ P ＜0． 01

3 讨论

MCP-1 是趋化性细胞因子 C-C 亚家族成员之

一，由单核细胞及其他非白细胞所分泌［5］，其主要

功能是趋化单核 /巨噬细胞至炎症部位［6］。正常肾

组织中系膜细胞、肾小管上皮细胞、肾小球内皮细胞

等均可分泌微量的 MCP-1，炎症时表达升高，其表达

依赖于细胞核因子 κB 及转录因子 AP-1 的协调作

用［7］。DM 患者及 DM 鼠的肾组织中 MCP-1 及基因

的表达明显增高，是 DN 进展的重要特点［8］。DM
过程中很多因素都可以上调 MCP-1 及 mRNA 的表

达，如高血糖、蛋白尿、非酶糖基化蛋白、肾素-血管

紧 张素系统、氧化应激等［9］。DM时肾脏固有细胞

A B C

D E

A:正常组；B:模型组;C:厄贝沙坦组；D:海昆小剂量组；E:海昆大剂量组（均为 HE染色）

图 2 DN 大鼠肾脏病理变化

分泌 MCP-1 增强，大量 MCP-1 可促使单核 /巨噬细

胞在肾脏广泛积聚，促进肾脏表达多种生长因子

( 如 IL-6、黏附分子-1 等) ，诱导肾脏固有细胞增生、
活化，产生大量胶原和细胞外基质沉积，最终导致

DN 的发生、发展［10］。
海昆肾喜的主要成分是褐藻多糖硫酸酯［11］，是

褐藻类海藻特有的化学物质，是一种水溶性杂聚糖，

是治疗慢性肾衰竭和早期尿毒症的国家二类中药新

药［12］，其主要成分是 L-褐藻糖-4-硫酸酯，其次还伴

随有少量的半乳糖、甘露糖、木糖、葡萄糖、蛋白质及

钾、钠、钙、镁等金属离子，它的结构特征为 1，2-联
结的聚-α-L-吡喃褐藻糖，而硫酸酯在 C-4 位的羟基

上。有实验研究［13］显示，褐藻多糖硫酸酯能够中和

清除代谢废物，不仅具有降低血脂、抗血小板聚集、
改善血液流变学的作用，而且具有重建受伤的肾小

球基膜负电荷屏障的作用，能够防止系膜基质扩张

和基膜增生，从而减少尿蛋白量，保护肾功能; 此外

临床研究［14］表明，海昆肾喜能够增加肾脏血流量、
增强免疫，还能促进受损细胞修复，能明显改善各种

原因( 包括 DN) 导致的慢性肾衰竭患者的消化道症

状，降低 Scr 和 BUN，同时升高血红蛋白和血浆白蛋

白，使肾衰竭患者营养状况得到明显改善。由此可

见，无论是动物实验还是临床试验都说明海昆肾喜

对于 DN 有确切疗效，因此我们采用其作为实验用药。
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本研究发现，海昆肾喜能够改善 DN 大鼠体重

减轻、体毛凌乱、饮食活动、各种感染等整体状态; 能

够明显减少 DN 大鼠 24h 尿蛋白的排泄，调节 DN 大

鼠血脂异常，降低血清中 TG 的浓度( 且存在一定的

量效关系，大、小剂量之间存在差异) ，能够降低 DN
大鼠 Scr 和 BUN，改善肾功能; 能够抑制 DN 大鼠肾

小球系膜细胞及基质增生、球囊壁增厚以及肾小管

细胞的扩张和空泡样变，延缓肾脏纤维化的进程; 对
DN 大鼠肾脏保护作用的机制可能是通过抑制肾组

织 MCP-1 及 mRNA 过表达，进而延缓 DN 的病程进

展。而至于海昆肾喜抑制 MCP-1 及 mRNA 过表达

的具体作用机制、信号转导通路以及其作用的靶细

胞都需要我们今后进一步探讨。
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