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慢性肾脏疾病（Chronic kidney disease，CKD）是一种逐渐

发展且难以逆转的衰退性疾病，其迁延不愈，引起肾功能严重

受损，最终导致肾脏终末期发展[1]。CKD患者普遍存在着炎症

反应，其肾功能下降伴随有肾小球炎性细胞的浸润，炎性损伤

是引起肾功能下降的关键因素[2]。近年来，越来越多的研究表

明，中药可以明显延缓肾脏终末期发展[3]。

丹参首载于《神农本草经》，可活血祛瘀、安神除烦、凉血

消痈。现代药理研究表明，丹参具有保护血管内皮细胞、改善

微循环、抗炎等作用[4]，这些作用提示丹参可能对CKD中肾功

能的衰退和炎症反应有一定的缓解作用。5/6肾切除是经典的

CKD动物模型，在此模型的进展中，多种炎性细胞因子起着重

要的调控作用。炎性细胞因子直接刺激肾小球系膜细胞增

殖，使其参与介导合成、分泌更多的细胞外基质，也可诱导炎

性细胞向肾内浸润，使系膜细胞增殖，细胞外基质成分合成增

加、积聚，最终导致肾小球硬化和肾间质纤维化[5]。已有临床

研究证实，丹参注射液可以有效地延缓慢性肾功能衰竭进程[6]。

目前丹参注射液对 5/6肾切除导致的慢性肾功能衰竭和炎性

损伤的改善作用研究尚未见报道。因此，本实验主要从肾功

能、炎性细胞因子、病理形态学等方面综合探讨丹参注射液对

5/6肾切除导致的CKD炎性损伤模型大鼠的保护作用。
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摘 要 目的：研究丹参注射液对5/6肾切除致肾功能炎性损伤模型大鼠的保护作用。方法：将50只大鼠随机均分为假手术（等

体积蒸馏水）组、模型（等体积蒸馏水）组、阳性对照[卡托普利5 mg/（kg·d）] 组和丹参注射液低、高剂量[1.6、4.8 ml/（kg·d）]组。除

假手术组外，其余各组大鼠采用5/6肾切除方法复制模型，第6周起连续给药4周。每周检测各组大鼠24 h尿蛋白，末次给药后测

定大鼠血清中肌酐、尿素氮、白细胞介素 1β（IL-1β）、IL-2和 IL-10的含量，观察大鼠肾组织病理学变化和巨噬细胞 CD68浸润程

度。结果：与假手术组比较，模型组大鼠给药1～4周时24 h尿蛋白增加，肾组织病理变化明显，给药后血清中肌酐、尿素氮、IL-1β、

IL-2、IL-10含量和CD68阳性表达均增加；与模型组比较，阳性对照组和丹参注射液低、高剂量组大鼠给药2～4周时24 h尿蛋白降

低，肾组织病理变化改善，血清中肌酐、尿素氮、IL-1β含量和CD68阳性表达均降低，IL-10含量增加，IL-2含量仅阳性对照组大鼠降低，

以上差异均具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结论：丹参注射液可改善5/6肾切除模型大鼠肾组织病理变化、减轻炎性损伤。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effects of Danshen injection on 5/6 nephrectomiy induced model rats with in-

flammatory renal injury. METHODS：50 rats were equally randomized into a sham-operation（isometric distilled water）group，a

model（isometric distilled water）group，a positive control [captopril 5 mg/（kg·d）] group and Danshen injection low-dose and

high-dose [1.6，4.8 ml/（kg·d）] groups. Models were established by performing 5/6 nephrectomy on the rats in all groups except the

sham-operation group. The rats were given drugs for 4 consecutive weeks from the 6th week. 24 h urine protein was determined for

all rats every week. After the last administration，the contents of creatinine，urea nitrogen and interleukins 1β（IL-1β），IL-2 and

IL-10 in rats’serum were determined. Pathological changes and infiltration of macrophages CD68 in rats’kidney tissues were ob-

served. RESULTS：Compared to the sham-operation group，those in the model group had more 24 h urine protein and more obvi-

ous renal pathologic changes during 1-4 weeks of administration，and higher contents of creatinine，urea nitrogen，IL-1β，IL-2 and

IL-10 and CD68 positive expression in serum. Compared to the model group，during 2-4 weeks of administration，those in the posi-

tive control group and Danshen injection low-dose and high-dose groups had less 24 h urine protein，milder renal pathologic chang-

es，and lower contents of creatinine，urea nitrogen，IL-1β and CD68 positive expression in serum，and higher content of IL-10，

and only the rats in the positive control group demonstrated lower IL-2 content. There of the above were statistical differences（P＜

0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：Danshen injection can alleviate renal pathologic changes and reduce inflammatory injury of the

kidneys of 5/6 nephrectomiy induced model rats.
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··3518



中国药房 2015年第26卷第25期 China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 25

TP1020组织脱水机、EG1160石蜡包埋机、RM2135轮转切

片机（德国Leica公司）；7180全自动生化分析仪（日本Hitachi

公司）；TE2000-S倒置显微镜[日本尼康仪器（上海）有限公司]；

Multiskan GO 1510全波长酶标仪（赛默飞世尔科技有限公

司）；REF-338960流式细胞仪（美国BD公司）。

1.2 药品与试剂

丹参注射液（正大青春宝药业有限公司，批号：140625，规

格：每支 10 ml）；卡托普利片[中美（上海）施贵宝制药有限公

司，批号：140423，规格：每片 12.5 mg]；水合氯醛（天津市科密

欧化学试剂有限公司，批号：20131114）；PV-9000二步法免疫

组化检测试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

WP140612）；Anti-CD68 抗体（北京博奥森有限公司，批号：

bs-0649R）；流式微球技术（CBA）试剂盒（美国 Biosciences 公

司，批号：4220729）。

1.3 动物

SPF 级SD 大鼠，♂，体质量 250～300 g，购于广州中医药

大学实验动物中心，许可证号为SCXK（粤）2013-0020，粤监证

字 2008A003。自由摄食，动物房室温 20～25 ℃，相对湿度

50％～70％，12 h光照维持，昼夜循环。实验开展已获得广东

省动物伦理委员会的同意，实验过程严格按照动物福利等相

关要求实施。

2 方法
2.1 分组与给药

取大鼠 50只，适应性喂养 1周后，随机均分为假手术（等

体积蒸馏水）组、模型（等体积蒸馏水）组、阳性对照[卡托普利

5 mg/（kg·d）] 组和丹参注射液低、高剂量[1.6、4.8 ml/（kg·d）]

组。除假手术组行假手术外，其余各组大鼠采用5/6肾切除方

法复制CKD模型。复制模型第 6周起开始给药，除阳性对照

组大鼠 ig给药外，其余各组大鼠 ip相应药物，每天1次，连续4

周。给药剂量参考已有文献[7]及预试验。

2.2 标本收集

每周收集各组大鼠24 h尿液（禁食不禁水）。末次给药后

禁食 12 h，ip 10％水合氯醛（3 ml/kg）麻醉大鼠，腹主动脉取

血，3 000 r/min（离心半径12 cm）离心10 min，取血清于－80 ℃

保存待测。沿肾蒂剪下残余肾脏，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗后

用福尔马林溶液固定。

2.3 24 h尿蛋白的测定

采用Bradford法测定各组大鼠24 h尿液中的尿蛋白量。

2.4 血清中肌酐、尿素氮含量的测定

采用全自动生化分析仪测定各组大鼠血清中肌酐、尿素

氮的含量。

2.5 血清中 IL-1β、IL-2、IL-10含量的测定

根据CBA试剂盒说明书操作，采用流式细胞仪检测各组

大鼠血清中白细胞介素1β（IL-1β）、IL-2、IL-10的含量。

2.6 肾组织病理学观察

取固定好的肾组织，经脱水、透明、浸蜡和包埋后，切片，

HE染色，显微镜下观察各组大鼠肾小球病变、系膜基质增生

以及肾小管病变情况。

2.7 肾组织中巨噬细胞浸润情况观察

按照PV-9000二步法免疫组化检测试剂盒说明书操作，取

各组大鼠肾组织石蜡切片，脱蜡后经3％H2O2封闭内源性过氧

化物酶；微波抗原修复后孵育Anti-CD68 抗体，4 ℃过夜，PBS

洗片；滴加试剂 1，37 ℃孵育 20 min；PBS 洗片后滴加试剂 2，

37 ℃孵育 30 min；应用二氨基联苯胺（DAB）显色 3 min，蒸馏

水终止显色。Mayor’s 苏木素染核，自来水冲洗返蓝。另选一

切片，以一抗稀释液代替一抗，其他操作同前，作为阴性对

照。在显微镜下观察，阳性结果以CD68表达呈现黄棕色为标

准。40倍镜下随机选取 10个视野，运用 Image-Pro Plus 6.0 软

件分析阳性表达区域积分光密度（IOD）。

2.8 统计学处理

运用SPSS 22.0统计学软件进行数据分析。数据均用x±s

表示，两两比较采用 t检验，组间差异性比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA）。P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 丹参注射液对大鼠24 h尿蛋白的影响

与假手术组比较，模型组大鼠给药 1～4周时 24 h尿蛋白

增加；与模型组比较，阳性对照组和丹参注射液低、高剂量组

大鼠给药 2～4周时 24 h尿蛋白降低，差异有统计学意义（P＜

0.01或P＜0.05）。这提示丹参注射液可以减轻CKD模型大鼠

尿蛋白症状。各组大鼠给药 4周内的 24 h尿蛋白测定结果见

表1。

表1 各组大鼠给药4周内的24 h尿蛋白测定结果（x±±s，n＝

10，mg/kg）

Tab 1 24 h urine protein of all groups of rats within 4 weeks

of administration（x±±s，n＝10，mg/kg）

组别
假手术组
模型组
丹参注射液高剂量组
丹参注射液低剂量组
阳性对照组

药后第1周
5.19±0.29

18.55±2.79＊

17.80±1.86

18.86±3.51

17.41±3.41

药后第2周
5.59±0.61

21.09±3.72＊

17.82±1.09#

18.97±3.62#

17.07±1.44#

药后第3周
5.16±0.57

23.57±3.71＊

19.52±3.05#

20.34±1.39#

18.02±2.8##

药后第4周
6.24±0.74

20.79±5.49＊

16.75±3.61#

18.61±1.68#

16.44±2.16##

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 丹参注射液对血清中肌酐、尿素氮含量的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清中肌酐、尿素氮含量增

加；与模型组比较，阳性对照组和丹参注射液低、高剂量组大

鼠血清中肌酐含量减少，阳性对照组和丹参注射液高剂量组

大鼠血清中尿素氮含量减少，差异有统计学意义（P＜0.01或

P＜0.05）。这提示丹参注射液可在一定程度上保护肾功能。

各组大鼠血清中肌酐、尿素氮含量的测定结果见表2。

表 2 各组大鼠血清中肌酐、尿素氮含量的测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 2 Contents of creatinine and urea nitrogen in serum of

all groups of rats（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丹参注射液高剂量组
丹参注射液低剂量组
阳性对照组

剂量

4.8 ml/（kg·d）

1.6 ml/（kg·d）

5 mg/（kg·d）

肌酐，μmol/L

42.63±8.16

70.63±10.04＊

61.00±7.67#

61.75±4.92#

50.75±5.99#

尿素氮，μmol/L

4.36±0.30

6.61±0.88＊

5.78±0.38#

5.89±0.53

5.10±0.41#

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05
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3.3 丹参注射液对血清中 IL-10、IL-1β和 IL-2含量的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 IL-1β、IL-2和 IL-10

含量增加；与模型组比较，阳性对照组和丹参注射液低、高剂

量组大鼠血清中 IL-10含量增加、IL-1β含量降低，IL-2含量仅

阳性对照组大鼠降低，差异具有统计学意义（P＜0.01或 P＜

0.05）。这提示丹参注射液可以通过上调 IL-10的表达从而抑

制大鼠炎症反应。各组大鼠血清中 IL-10、IL-1β和 IL-2含量的

测定结果见表3。

表 3 各组大鼠血清中 IL-10、IL-1β和 IL-2含量的测定结果

（x±±s，n＝10）

Tab 3 Contents of IL-10，IL-1 β and IL-2 in serum of all

groups of rats（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丹参注射液高剂量组
丹参注射液低剂量组
阳性对照组

剂量

4.8 ml/（kg·d）

1.6 ml/（kg·d）

5 mg/（kg·d）

IL-10，pg/ml

157.53±52.31

229.59±38.82＊

283.06±45.15#

298.73±49.25#

316.96±54.64##

IL-1β，pg/ml

89.85±35.50

193.05±63.83＊

110.12±19.50#

117.17±33.09#

75.14±16.84##

IL-2，pg/ml

8.65±2.19

14.73±5.12＊

11.11±2.09

10.20±3.14

9.49±2.26#

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.4 肾组织病理学变化

假手术组大鼠可见肾皮质部的肾小球和周围的肾小管，

肾小球主要由毛细血管组成，球囊腔清晰可见。模型组大鼠

肾皮质中间质中有明显炎性细胞浸润，血管充血明显，肾小球

发生硬化萎缩和纤维化，肾小管扩张明显，间质中可见呈褐色

的病理沉积物。阳性对照组和丹参注射液各组大鼠以上特征

有一定程度的减轻。各组大鼠肾组织病理学切片图见图1。

3.5 丹参注射液对肾组织巨噬细胞浸润的影响

与假手术组比较，模型组大鼠肾组织的CD68阳性表达增

加；与模型组比较，阳性对照组和丹参注射液高、低剂量组大鼠

肾组织的CD68阳性表达降低，差异有统计学意义（P＜0.01或

P＜0.05）。这提示丹参注射液可减轻肾组织巨噬细胞的浸润，

抑制模型大鼠的炎症反应。各组大鼠肾组织巨噬细胞浸润切

片图见图2，肾组织中CD68阳性表达的 IOD测定结果见表4。

4 讨论
CKD已成为我国重大公共卫生问题，如何有效控制CKD

的发病和进展是当前亟待解决的问题。传统中医认为，肾脏

为先天之本，主藏精，化生元气。在CKD的病理发展过程中，

血脂异常、血液黏度增高、纤维蛋白溶解系统失调，从而引起

肾脏微循环障碍、肾功能下降 [8]，符合中医淤血内阻病机，因

此，血瘀是该病进展的重要影响因素之一。

丹参是活血化瘀的药物，疗效确切。已有大量实验和临

床数据表明，丹参对肾脏具有很好的保护作用，如改善肾脏微

循环、抗炎和免疫调节作用，调节血脂水平和清除氧自由基

等，能有效延缓 CKD 进展至肾脏终末期病程 [9-10]。有研究证

实，丹参酮ⅡA可以改善5/6肾切除后肾功能异常，减轻肾功能

损伤[11]；Lu HY等[12]对丹参的另一主要活性成分丹酚酸B进行

肾保护作用研究，结果表明丹酚酸B可以显著抑制肾间质纤维

化的进展；在临床观察中发现，丹参川芎注射液等可以有效改

善糖尿病患者的肾功能和临床症状，疗效确切[13]。本研究旨在

建立5/6肾切除诱导大鼠CKD模型的基础上，进一步研究拓展

丹参注射液对肾功能的保护作用。从 24 h尿蛋白数据来看，

复制模型后 6周大鼠均出现了稳定的尿蛋白，提示CKD模型

已建立，此时开始给予药物进行干预。考虑到这是一种慢性

疾病，为更好地观察药物疗效，选择连续给药 4周作为给药周

期。从肾功能评价指标上来看，5/6肾切除大鼠经长期给予丹

参注射液后，与模型组比较，24 h尿蛋白、肌酐、尿素氮 3个指

标均有明显降低，提示丹参注射液对肾功能具有很好的保护

作用。从病理学上看，肾小管间质纤维化是引起慢性肾功能

衰竭的主要机制，在5/6肾切除后第8周，模型组大鼠可见明显

图1 各组大鼠肾组织病理学切片图（HE，×200）

Fig 1 Pathological sections of renal tissues of all groups of

rats（HE，×200）

假手术组 模型组 阳性对照组

丹参注射液低剂量组 丹参注射液高剂量组

图2 各组大鼠肾组织巨噬细胞浸润切片图（×400）

Fig 2 Invasion sections of macrophages in renal tissues of

all groups rats（×400）

假手术组 模型组 阳性对照组

丹参注射液低剂量组 丹参注射液高剂量组 阴性对照

表 4 各组大鼠肾组织中 CD68阳性表达的 IOD 测定结果

（x±±s，n＝10）

Tab 4 IOD of CD68 positive expression in renal tissues of

all groups of rats（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丹参注射液高剂量组
丹参注射液低剂量组
阳性对照组

剂量

4.8 ml/（kg·d）

1.6 ml/（kg·d）

5 mg/（kg·d）

IOD

0.16±0.06

0.44±0.06＊

0.23±0.04##

0.34±0.04#

0.29±0.03#

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham-operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01
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的肾小球间质纤维化的病变，肾小球出现肿大，偶见肾小球硬

化，表现出与人类肾脏纤维化相一致的病理过程。给予高、低

剂量丹参注射液后，这些病理改变均有一定程度的减轻。

CKD多数都伴随有炎性细胞因子浸润于肾小球和肾间质

的现象，有学者称之为“微炎症”状态，它是单核-巨噬系统持续

活化的结果，与肾功能下降程度关系密切，是CKD难以根治的

主要原因[14]。在CKD过程中，IL-1、IL-6等炎症因子刺激内皮

细胞分泌炎性介质，增加炎性渗出和中性粒细胞溶酶体酶释

放及氧自由基产生，从而促进炎症的发生与发展[15]。有报道

称，对慢性肾衰竭患者的炎症因子变化情况进行研究后发现，

IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子α（TNF-α）这些因子的水平显著增

加 [16]，提示炎症反应在 CKD 中起了重要的作用。本实验从

IL-2、IL-1β、IL-10和巨噬细胞浸润等方面综合考察丹参注射

液对5/6肾切除大鼠炎症反应的改善作用。实验结果表明，大

鼠经 5/6肾切除 9周后，肾小球和肾小管出现了明显的巨噬细

胞浸润，提示炎症反应参与CKD的发病发展。此外，大鼠血清

中促炎因子 IL-2、IL-1β和抗炎因子 IL-10的水平均出现显著增

加。IL-10是体内一类重要的抗炎因子，对炎症失衡状态的恢

复具有重要意义。在模型组中，IL-10也呈现显著上调，笔者认

为这应该是机体对炎症反应的一种自我保护反馈调节。大鼠

给予丹参注射液后，促炎因子 IL-1β、IL-2的血清水平有一定程

度下降，而抗炎因子 IL-10的含量出现了明显增加，肾小球和

肾小管中巨噬细胞的浸润有一定程度减轻，提示丹参注射液

可以通过升高 IL-10的水平，继而减轻 5/6肾切除后大鼠的炎

症反应。

综上，丹参注射液可减少尿蛋白、降低血清肌酐和尿素氮

水平，对 5/6肾切除大鼠肾功能具有很好的保护作用；可以通

过升高抗炎因子 IL-10的水平、抑制促炎因子的释放、减轻肾

脏巨噬细胞的浸润，抑制 5/6肾切除后大鼠的炎症反应；还可

以减轻肾组织病理损伤，延缓肾小球间质纤维化、肾小球硬化

等病理进展。本研究阐述了丹参注射液对大鼠肾功能的保护

和对炎症反应的抑制作用，可为丹参注射液的临床运用提供

必要的药理实验依据。
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