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温补肾阳法治疗肾阳虚模型大鼠多尿症状的机制研究 *
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摘要 目的：探讨温补肾阳法治疗肾阳虚模型大鼠多尿症状的作用机制。方法：90只雄性 SD大鼠随机分成干预组、抑制剂组、空

白组、模型组，干预组根据中药剂量分为高剂量组、中剂量组、低剂量组。模型组、干预组及抑制剂组接受肾阳虚模型制备，干预组

在成模后每日接受 7 g/kg、14 g/kg、28 g/kg剂量中药灌胃，连续灌胃 14 d。抑制剂组大鼠接受尾静脉注射通路抑制剂 H-89。干预结

束后比较各组脏器指数、24 h尿量、24 h尿蛋白水平以及尿液钠离子（Na+）、钾离子（K+）、氯离子（Cl-）浓度、肾脏病理变化、血清醛

固酮（ALD）、乙醇脱氢酶（ADH）、促肾上腺皮质激素释放因子（CRF）、大鼠促肾上腺皮质激素（ACTH）、大鼠皮质醇（CORT）、蛋白

激酶 A（PKA）、蛋白激酶 A（cAMP）含量、肾脏组织水通道蛋白 2（AQP-2）蛋白表达的变化。结果：温补肾阳法可明显减少肾阳虚

模型大鼠尿量，改善临床症状，且具有一定的剂量依赖性（P<0.05）。经过中药干预后大鼠 24 h尿蛋白、脏器指数、尿液 Na+、Cl-均

下降，尿液 K+、血清 ALD、ADH、CRF、ACTH、CORT、PKA、cAMP含量、肾脏组织 AQP-2蛋白表达上调（P<0.05），且抑制剂 H-89

可阻断该作用。结论：温补肾阳法可明显改善肾阳虚模型大鼠多尿症状，其作用机制可能通过 cAMP-PKA-AQP2通路介导。
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Study on the Mechanism of Warming and Tonifying Kidney Yang in the
Treatment of Polyuria in Rat Model of Kidney Yang Deficiency*

To explore the mechanism of Warming and Tonifying Kidney Yang in the treatment of polyuria in rats with

kidney yang deficiency. 90 male SD rats were randomly divided into intervention group, inhibitor group, blank group and

model group. The intervention group was divided into high dose group, medium dose group and low dose group according to the dose of

traditional Chinese medicine. Model group, intervention group and inhibitor group received kidney yang deficiency model, and interven-

tion group received 7 g/kg, 14 g/kg, 28 g/kg dose of traditional Chinese medicine intragastric administration after model establishment,

for continuous gavage for 14 days. Rats in the inhibitor group received tail-vein injection of the pathway inhibitor H-89. After the inter-

vention, each viscera index, 24 h urine output, 24 h urine protein levels and urine (Na+), potassium(K+), chloride(Cl-) concentration, kid-

ney pathological changes, serum aldosterone (ALD), alcohol dehydrogenase (ADH), adrenocorticotropic hormone releasing factor

(CRF), adrenocorticotropic hormone of rats (ACTH), cortisol (CORT), protein kinase A (PKA), protein kinase A (cAMP) and kidney

aquaporin 2 (AQP-2) protein expression were compared in each group. Warming and Tonifying kidney yang could significantly

reduce urine volume and improve clinical symptoms of kidney yang deficiency model rats, and it had a certain dose dependence(P<0.05).
After Chinese medicine intervention, 24 h urine protein, organ index, urine Na+, Cl- were decreased, urine K+, serum ALD, ADH, CRF,

ACTH, CORT, PKA, cAMP content and kidney tissue AQP-2 protein expression were increased, the above effects were dose-dependent

(P<0.05), and the inhibitor H-89 could block the effect. Warming and tonifying kidney yang can significantly improve

polyuria in kidney yang deficiency rat model, and its mechanism may be mediated by the cAMP-PKA-AQP2 pathway.
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前言

肺气宣发肃降、脾气传导运化、肾气的气化蒸腾、肝疏泄气

机以及三焦的通调是调节机体津液代谢的基础[1]。《素问》云："

肾者水藏，主津液 "，认为肾气的蒸化推动在整个津液代谢中

发挥重要作用[2]。不同原因导致的肾阳虚可引起精神萎靡、腰膝

酸软、形寒肢冷、尿频多等人体水液代谢紊乱症状，见于慢性肾

炎、甲状腺功能减退、糖尿病肾病等临床常见疾病[3]。大量水通
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道蛋白分布于肾脏，有研究[4]显示大部分肾小管末端的水分是

通过水通道蛋白 2 （AQP2） 重吸收，而 AQP2 上游受

cAMP-PKA通路调控，形成的 cAMP-PKA-AQP2通路在机体

肾脏原尿形成过程中发挥重要作用。温补肾阳法是治疗肾阳虚

的重要原则，本研究根据肾阳虚的病因病机，总结出温补肾阳

方，包含补骨脂、仙灵脾、金樱子、菟丝子，整方共奏温补肾阳之

功[5]。通过临床实践表明其可改善肾阳虚患者临床症状[6]，但有

关机制尚未明确，基于此本研究利用肾阳虚模型鼠进一步深入

探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药物 温补肾阳法处方组成：仙灵脾 10 g，金樱子 15 g，

补骨脂 12 g，菟丝子 10 g。按传统煎药法煎取药液，再按照《药

理实验方法学》对药量进行折算，将中药配制成 2.0 g/mL混悬

液，对悬浊液进行去药渣浓缩，再用波美度计算法对浓缩后药

液进行浓度计算，使最终药液浓度为 1.06 g/mL。

1.1.2 试剂及仪器 盐酸多柔比（爱必信（上海）生物科技有

限公司，货号：39283-02）；氢化可的松（货号：C-106，西格玛奥

德里奇(上海)贸易有限公司）；钠离子（Na+）检测试剂盒（福建福

缘生物有限公司，货号：190723-02）；钾离子（K+）检测试剂盒

（福建福缘生物有限公司，货号：E-BC-K279-M）；氯离子（Cl-）

检测试剂盒（上海沪震实业有限公司，货号：1234-00-00）；醛固

酮（ALD）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（货号：

ZY-ALD-Ge，上海泽叶生物科技有限公司）；蛋白激酶 A(PKA)

活性检测试剂盒（美国 abcam公司 ，货号：ab139435）；乙醇脱

氢酶(ADH)活性检测试剂盒（货号：BC1085，北京索莱宝科技有

限公司）。环磷酸腺苷 （cAMP）ELISA 试剂盒 （货号：

E-EL-0056c，武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司），PKA通

路抑制剂 H-89（Sigma-Aldrich ，批号：0130964352），水通道蛋

白 2（AQP2）检测试剂盒（货号：3487S，美国 CST公司）。大鼠

促肾上腺皮质激素释放因子 (CRF)ELISA 试剂盒（批号

ER0388，中国菲恩生物科技有限公司），大鼠皮质醇（CORT）

ELISA试剂盒（产品编号 ER02070，中国菲恩生物科技有限公

司），大鼠促肾上腺皮质激素（ACTH）ELISA试剂盒（产品编号

ER03412，中国菲恩生物科技有限公司）；切片机（德国莱卡公

司，型号：CM3050S）；高速冷冻离心机（型号：H2100R，湖南湘

仪离心机仪器有限公司）；全自动酶标仪（上海闪谱生物科技公

司，型号：SuPerMax 3100型）。

1.2 实验动物

纳入 3月龄 SD大鼠 90只，体重（250± 10）g。所有大鼠均

购自斯贝福 (北京) 生物技术有限公司（合格证号：京科动检

2021(3)-7 SCXK（京）2019-0004）。于新疆医科大学实验动物中

心饲养所有大鼠，自由饮水摄食，正常光照，适应性喂养 1周。

本研究方案经新疆医科大学动物管理制度和使用委员会批准

（伦理号：3292839）。

1.3 实验方法

1.3.1 肾阳虚模型制备 肾阳虚模型制备方法[7]：于第 1 d及

第 8 d对大鼠尾静脉注射盐酸多柔比，剂量分别为 4 mg/kg、

3.5 mg/kg，同时大鼠每日接受 3.75 mg/kg氢化可的松臂部肌肉

注射，连续注射 14日至成模。成模判定标准：造模过程中大鼠

逐渐出现体重下降、食欲减退、体温降低、拱背畏寒、蜷缩、毛发

枯槁、反应迟钝、尿量减少、大便稀薄等体征，并对大鼠的 24 h

尿蛋白进行检测，将 24 h尿蛋白量≥ 20 mg且存在上述临床表

现的大鼠视为造模成功。

1.3.2 分组及药物干预方法 90只 SD大鼠按照随机数字表

法分成空白组、模型组、干预组、抑制剂组，其中干预组根据中

药剂量分为低剂量组、中剂量组及高剂量组：（1）空白组（n=15

只）：未进行模型制备，第 15日起每日仅进行模拟抓取。（2）模

型组（n=15只）：进行模型制备，第 15日起每日仅进行模拟抓

取。（3）低剂量组（n=15只）：进行模型制备，第 15日起每日接

受 7 g/kg剂量中药灌胃，连续灌胃 14 d。（4）中剂量组（n=15

只）：进行模型制备，第 15日起每日接受 14 g/kg剂量中药灌

胃，连续灌胃 14 d。（5）高剂量组（n=15只）：进行模型制备，第

15日起每日接受 28 g/kg剂量中药灌胃，连续灌胃 14 d。（6）抑

制剂组（n=15只）：进行模型制备，第 15日起每日接受 14 g/kg

剂量中药灌胃，连续灌胃 14 d，灌胃第 11d时使用浓度为 0.4

mg/mL浓度的 H-89 溶液按照 400 Hg/Kg 比例进行尾静脉注

射，1次 /日，连续注射 3 d。

1.4 观察指标

1.4.1 大鼠一般症状观察和脏器指数的计算 观察各组大鼠

体重、肛温、进食量的变化，以及在日常抓取中各组大鼠激惹反

应的变化。干预结束后每组随机抓取 3只大鼠，充分麻醉后于

冰上快速分离肾、肾上腺、下丘脑、垂体，对各个脏器的湿重进

行称量后计算出脏器指数，脏器指数 =脏器湿重 /体重。称重

完成后将脏器置于液氮中保存备用。

1.4.2 24 h尿量、24 h尿蛋白水平以及尿液 Na+、K+、Cl-浓度检

测 干预完成后将大鼠置于代谢笼中，禁食不禁水 24 h，收集

尿量，将尿液置于 4℃、5000× g条件下离心 7 min，取上清待

测，尿液中的 Na+、K+、Cl-浓度采用 ELISA法检测，严格按照说

明书进行有关操作。

1.4.3 HE染色观察肾脏病理变化 干预结束后每组随机抓取

3只大鼠，充分麻醉后采用事先配置好的多聚甲醛溶液对大鼠

进行灌流，灌流结束后在冰上快速取出左侧肾脏，再将肾脏组

织修剪成大小约 2 cm3，使用 PBS将样本表面残留物彻底清洗

后置于梯度乙醇中充分脱水，利用石蜡对样本进行包埋，切片、

修片、烤片后再利用二甲苯对样本进行脱蜡，脱蜡结束后将样

本置于苏木素中染色 2 min，再用流动水对浮色进行冲洗后再

进行酒精伊红染色 3 min，再次用流动水清洗浮色后将样本置

于梯度乙醇中进行再次脱水 5 min，透明处理、树脂封片，肾脏

的病理学改变经光镜下观察获取。

1.4.4 血清 ALD、ADH、CRF、ACTH、CORT、PKA、cAMP 含量

检测 干预结束后每组随机抓取 3只大鼠，充分麻醉后置于

冰上，取腹主动脉血约 5 min，将收集的血液经过室温下静置后

4℃、5000× g条件下离心 10 min，取上清液，将上清液加入至

预先包被抗体的反应孔中，再加入经过辣根过氧化酶标记的靶

抗体（ALD、ADH、CRF、ACTH、CORT、PKA、cAMP），将反应孔

封闭后室温下静置 60 min，再将孔板重复冲洗 3次后拍干，加

入 50 滋L底物 A、B，在室温下避光静置 15 min，每个反应孔加

入终止液，严格按照说明书进行操作。

1.4.5 蛋白质印迹（Western blotting）法测定肾脏组织 AQP-2蛋

白表达水平 干预结束后每组随机抓取 3只大鼠，充分麻醉
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后于冰上快速取出左侧肾脏，修切成重量约 200 mg，加入 1 mL

含蛋白酶抑制剂（PMSF）裂解缓冲液于冰上进行匀浆，匀浆离

心后取上清液进行 BCA蛋白浓度测定。使用 10%SDS-PAGE

聚丙烯酰胺凝胶在适当条件下进行电泳，结束电泳后转印到

PVDF膜上，转膜时间依据目标蛋白分子量而定。取出转印好

的 PVDF膜用 TBST清洗，5%脱脂牛奶封闭液常温摇床封闭 2 h。

封闭结束后再用 TBST荡洗 5 min，而后加入按比例稀释的一

抗 AQP-2（1：1000）、茁-actin（1：3000），在 4℃低温操作室摇床孵

育过夜。取出 PVDF膜在 TBST荡洗 3次，5 min后加入二抗山

羊抗兔 IgG二抗（1：10000）,孵育 1 h。TBST荡洗 3次，10 min

后加入显影液。使用 Image(BIO-RAD公司)图像进行分析，以

茁-actin作为内参，计算 AQP-2蛋白表达水平。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 22.0软件统计分析，用（x± s）描述计量资料，组
间两两比较行 LSD-t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

检验水准为 琢=0. 05。

2 结果

2.1 一般症状

与空白组大鼠相比，成模后大鼠体重明显下降，肛温降低，

且在日常抓取中，经过模型制备的大鼠激惹反应明显削弱；经

过温补肾阳法中药干预后高、中、低剂量组大鼠的进食量明显

增多，肛温及体重有所回升，与模型组比较差异有统计学意义

（P<0.05），并具有一定的剂量依赖性；与中剂量组比较，抑制剂
组肛温降低，体重下降（P<0.05），具体见表 1。

Note:*means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, & means compared with the inhibitor group P<0.05.

表 1 各组大鼠一般症状的变化（x± s）
Table 1 Changes of general symptoms of rats in each group（x± s）

Groups Anal temperature（℃） Food intake（g） Weight（g）

Blank group（n=3） 37.23± 0.04 10.44± 1.52 250.78± 10.78

Model group（n=3） 35.92± 0.02* 4.29± 0.59* 212.65± 4.37*

Low dose group（n=3） 36.13± 0.01*# 4.41± 0.28*# 214.57± 2.84*#

Medium dose group（n=3） 36.34± 0.03*#& 6.12± 0.72*#& 225.88± 7.27*#&

High dose group（n=3） 36.94± 0.05*# 8.14± 0.72*# 236.72± 7.89*#

Inhibitor group（n=3） 35.78± 0.02* 4.28± 0.55* 211± 3.95*

2.2 各组大鼠脏器指数比较

与空白组相比，经过模型制备的各组大鼠脏器指数均明显

升高（P<0.05）；与模型组相比，高、中、低剂量组大鼠脏器指数

均下降（P<0.05），具有剂量依赖性。与中剂量组相比，抑制剂组
大鼠脏器指数升高（P<0.05），具体见表 2。

Note:*means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, &means compared with the inhibitor group P<0.05.

表 2 各组大鼠脏器指数的变化（x± s）
Table 2 Changes of organ index of rats in each group（x± s）

Groups Kidney（%） Adrenal gland（%） Hypothalamus（%） Pituitary（%）

Blank group（n=3） 6.98± 0.95 13.29± 2.13 12.38± 1.28 11.23± 2.31

Model group（n=3） 28.38± 3.94* 30.23± 8.01* 31.23± 3.12* 29.38± 3.33*

Low dose group（n=3） 21.23± 3.01*# 25.67± 6.58*# 28.38± 2.77*# 25.28± 2.87*#

Medium dose group（n=3） 19.01± 1.78*#& 21.02± 4.28*#& 24.28± 2.01*#& 21.23± 2.32*#&

High dose group（n=3） 12.37± 1.02*# 18.23± 3.02*# 16.28± 1.65*# 16.23± 2.78*#

Inhibitor group（n=3） 27.89± 3.88* 29.98± 7.97* 30.89± 3.23* 29.34± 3.24*

2.3 各组大鼠 24 h尿量与 24 h尿蛋白水平比较

与空白组相比，模型组 24 h尿量增多，24 h尿蛋白水平升

高，差异有统计学意义（P<0.05）；经过温补肾阳法中药干预后
高、中、低剂量组大鼠 24 h尿量有所减少，24 h尿蛋白水平逐

渐下降，与模型组相比有统计学差异（P<0.05），具有剂量依赖
性。与中剂量组相比，抑制剂组 24 h尿蛋白、24 h尿量水平均

升高（P<0.05），具体见表 3。

2.4 各组大鼠尿液 Na+、K+、Cl-浓度比较

与空白组相比，经过模型制备的各组大鼠尿液 Na+、Cl-均

明显升高，K+浓度下降（P<0.05）；与模型组相比，高、中、低剂量
组大鼠尿液 Na+、Cl-均下降，K+浓度上调（P<0.05），具有剂量依
赖性。与中剂量组相比，抑制剂组大鼠尿液 Na+、Cl-均升高，K+

浓度下降（P<0.05），具体见表 4。

2.5 各组大鼠肾组织病理学变化

通过 HE染色可见，空白组大鼠肾脏组织存在大量的肾小

球，毛细血管走形清晰，皮髓质具有明显的分界，肾小管排列整

齐，上皮细胞未见畸形。模型组大鼠的肾脏明显肿胀，体积明显

增大，皮髓质分界模糊不清，肾小球数量明显减少，肾小管明显
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图 1 各组大鼠肾脏组织 HE染色结果（× 200）

Fig.1 HE staining results of kidney tissue of rats in each group (× 200)

Note: A: blank group; B: Model group; C: Inhibitor group; D: Low dose group; E: Medium dose group; F: High dose group

萎缩，并可见大量肉芽组织，结构紊乱，上皮细胞胞质出现大量

空泡，部分肾小管管腔内存在炎性细胞；与模型组相比，各剂量

组肾组织病理学形态改善程度不同，肾小球数量增多，组织结构

仍紊乱但程度有一定改善，肾小管结缔组织的增生较模型组缓

解，炎症细胞浸润程度下降，其中以高剂量组改善最为明显；抑

制剂组肾脏组织的病理学改变程度与模型组相仿。具体见图 1。

Note: *means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, &means compared with the inhibitor group P<0.05.

Note:*means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, &means compared with the inhibitor group P<0.05.

表 3各组大鼠 24 h尿量及 24 h尿蛋白水平的变化（x± s）
Table 3 Changes of 24 h urine volume and 24 h urinary protein level of rats in each group（x± s）

Groups 24 h urine volume（mL /100 g） 24 h urinary protein（g/24 h）

Blank group（n=3） 4.45± 1.17 11.25± 3.22

Model group（n=3） 5.92± 2.16* 329.39± 11.29*

Low dose group（n=3） 5.91± 2.21# 318.23± 12.38#

Medium dose group（n=3） 5.81± 2.05#& 188.23± 11.32#&

High dose group（n=3） 4.98± 1.24# 201.28`± 9.87#

Inhibitor group（n=3） 5.89± 2.12 321.56± 11.87

表 4 各组大鼠尿液 Na+、K+、Cl-浓度的变化（x± s）
Table 4 Changes of urine Na+, K+, Cl- concentrations in rats of each group（x± s）

Groups Na+（mmol/L） K+（mmol/L） Cl-（mmol/L）

Blank group（n=3） 0.52± 0.01 1.94± 0.08 0.61± 0.01

Model group（n=3） 1.02± 0.04* 1.07± 0.03* 1.02± 0.04*

Low dose group（n=3） 0.92± 0.02*# 1.21± 0.03*# 0.89± 0.03*#

Medium dose group（n=3） 0.86± 0.02*#& 1.37± 0.04*#& 0.81± 0.01*#&

High dose group（n=3） 0.72± 0.01*# 1.57± 0.06*# 0.75± 0.01*#

Inhibitor group（n=3） 1.01± 0.03* 1.05± 0.04* 0.99± 0.01*
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2.6 各组大鼠血清 ALD、ADH、CRF、ACTH、CORT含量

与空白组相比，经过模型制备的大鼠血清 ALD、ADH、

CRF、ACTH、CORT含量均有不同程度下调（P<0.05），中药干

预后，高、中、低剂量组上述指标含量较模型组均有所上调，其

中高剂量组上调趋势最明显（P<0.05），而中药的作用被抑制剂
组阻断（P<0.05），具体见表 5。

Note:*means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, &means compared with the inhibitor group P<0.05.

表 5 各组大鼠血清 ALD、ADH、CRF、ACTH、CORT含量的变化（x± s）
Table 5 Changes of serum ALD, ADH, CRF, ACTH and CORT in rats of each group（x± s）

Groups CRF（滋g/L） ACTH（滋g/L） CORT（滋g/L） ALD（滋g/L） ADH（滋g/L）

Blank group（n=3） 201.28± 0.97 97.57± 0.59* 212.38± 3.21 108.23± 5.39 110.23± 4.39

Model group（n=3） 95.57± 0.34* 22.39± 0.11* 116.32± 0.89* 31.28± 1.28* 21.28± 1.02*

Low dose group（n=3） 104.38± 0.51*#& 31.23± 0.19*#& 122.39± 0.96*#& 42.23± 1.98*#& 39.39± 1.87*#&

Medium dose group（n=3） 117.28± 0.59*#& 42.35± 0.21*#& 148.39± 1.02*#& 55.34± 2.76*#& 54.34± 2.05*#&

High dose group（n=3） 169.28± 0.66*#& 58.28± 0.36*#& 179.29± 2.21*#& 79.38± 3.01*#& 76.38± 2.98*#&

Inhibitor group（n=3） 99.18± 0.36* 23.18± 0.23* 120.34± 0.92* 29.39± 1.57* 23.19± 1.18*

2.7 各组大鼠 cAMP-PKA-AQP2通路相关指标变化

与空白组相比，经过模型制备的大鼠血清 cAMP、PKA和

肾脏组织 AQP-2蛋白表达均有不同程度下调（P<0.05），中药干

预后，高、中、低剂量组上述指标较模型组均有所上调（P<0.05），
其中高剂量组上调趋势最明显，而中药的作用被抑制剂组阻断

（P<0.05），具体见表 6，AQP-2蛋白表达图见图 2。

Note:*means compared with the blank group P<0.05, #means compared with the model group P<0.05, &means compared with the inhibitor group P<0.05.

表 6 各组大鼠 cAMP、PKA、AQP-2的变化（x± s）
Table 6 Changes of cAMP, PKA and AQP-2 in rats of each group（x± s）

Groups cAMP（pg/L） PKA（pg/L） AQP-2/internal reference IOD ratio

Blank group（n=3） 29.39± 0.57 35.38± 9.29* 39.46± 1.36

Model group（n=3） 1.28± 0.11* 9.28± 2.12* 3.54± 0.35*

Low dose group（n=3） 8.29± 0.19*#& 13.28± 2.67*#& 7.25± 1.23*#&

Medium dose group（n=3） 15.38± 0.21*#& 17.29± 2.98*#& 15.23± 3.23*#&

High dose group（n=3） 18.28± 0.28*#& 22.38± 3.28*#& 19.29± 5.32*#&

Inhibitor group（n=3） 1.58± 0.09* 10.29± 1.98* 4.01± 0.22*

图 2 各组肾脏组织 AQP-2蛋白表达检测结果

Fig.2 Detection results of AQP-2 protein expression in renal tissues of each group

3 讨论

《黄帝内经》云：肾藏精，可化气生血，肾又主一身阴阳，是

先天之本，肾与精、气、血、阴、阳等重要生命物质都有密切关

系[1]。肾阳亏虚，日久气化不利，水液代谢紊乱而产生一系列疾

病，甚者影响生命安全。针对肾阳虚的病因病机，本研究总结出

温补肾阳方进行温补肾阳，包含补骨脂、仙灵脾、金樱子、菟丝

子，其中补骨脂有补肾助阳之功[8]，仙灵脾又名淫羊藿，具有除

湿祛风、壮阳补肾、强筋健骨之效[9]，金樱子可固精缩尿[10]，菟丝

子可补肾益精[11,12]，整方共奏温补肾阳之功[13]。

本研究对模型鼠的一般情况进行观察，结果发现造模后大

鼠体重明显下降，肛温降低，尿量明显增多，且在日常抓取中，

经过模型制备的大鼠激惹反应明显削弱，上述症状与文献资

料[14,15]一致，提示本研究造模成功。经过温补肾阳方灌胃后大鼠

精神、饮食、体重逐渐改善，多尿症状得到纠正，24 h尿蛋白亦

有明显减少，这说明温补肾阳方可明显纠正肾阳虚导致的一系

列临床症状，并具有一定的剂量依赖性。本研究利用 HE染色

对各组大鼠肾脏组织的病理进行观察，结果发现肾阳虚模型大
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鼠肾脏出现明显肿胀，肾小球数量明显减少，肾小管萎缩严重，

并且可见大量上皮细胞受破坏及炎性浸润征象，经过温补肾阳

方干预后大鼠肾脏病理得到不同程度的改善，并具有一定的剂

量依赖性，可见温补肾阳方具有明显的肾脏保护效应。

Na+、Cl-是细胞外液的重要电解质，K+是细胞内液的电解

质成分，Na+、K+与 Cl-共同调控体液的渗透压及酸碱平衡[16,17]，

肾阳虚模型鼠电解质紊乱类型表现为 Na+、Cl-均明显升高，K+

浓度下降，温补肾阳方干预后大鼠 Na+、Cl-均下降，K+浓度上

调，提示温补肾阳方可纠正肾阳虚模型鼠机体电解质紊乱。

ALD、ADH是调节电解质、机体血容量的重要激素，其中 ALD

可通过调节肾脏对 Na+重吸收功能而介导机体的水盐代谢，通

过保钠排钾功能维持机体的体液容量及渗透压水平，当 ALD

水平下降时 Na+重吸收减少，排出增多，导致尿量增多[18]。ADH

可促进肾小管对水的重吸收，避免水分大量外流，具有显著的

抗利尿作用，ADH的含量决定缩尿作用[19-21]。本研究发现模型

鼠血清 ALD、ADH明显减少，经过中药干预后 ALD、ADH明

显升高，可见温补肾阳方可通过调节激素水平而实现缩尿作

用。下丘脑 -垂体 -肾上腺轴（HPA轴）功能紊乱是肾阳虚病理

基础[22]，下丘脑激素 CRH在维持 HPA轴功能完整性中作用重

大[23,24]，ACTH是调节皮质激素分泌的重要因子，对肾上腺皮质

的发育及机能有刺激效应[25,26]，CORT是糖皮质激素，是肾上腺

维持正常功能、形态的重要指标。文献[27]研究显示 CRF、ACTH、

CORT可通过调节 HPA轴的稳态而实现调节水液代谢的目

的。本研究发现模型大鼠血清 CRF、ACTH、CORT均有不同程

度下调，提示肾阳虚发生时大鼠 HPA轴功能受损，经过温补肾

阳方干预后 CRF、ACTH、CORT水平上调，提示温补肾阳方有

修复 HPA轴的作用。

文献显示[4]cAMP-PKA-AQP2通路与肾阳虚多尿症关系密

切，cAMP活化后可激活相应蛋白激酶 PKA[28]，由此释放大量

的促酶活性物质，在经过一定的生物活化效应后促使小泡被膜

上的水通道蛋白 AQP2与集合管细胞的管腔膜相嵌合。AQP2

是尿液调节生成的重要蛋白，AQP2大量嵌合至管腔膜后导致

细胞膜通透性增加，当肾髓质集合管内外存在明显的渗透浓度

差时，即可促进集合管对水液进行大量的重吸收[29]。因此，当

cAMP-PKA-AQP2通路被抑制时，集合管对水的重吸收能力被

削弱，从而导致尿液大量排出 [30]。本研究发现模型鼠 cAMP、

AQP2、PKA 表达均下降，由此可见肾阳虚发生时，影响了

cAMP-PKA-AQP2通路活性，从而影响了集合管对水的重吸收

能力，经过温补肾阳方干预后，cAMP-PKA-AQP2通路活性被

激活，从而提高了集合管对水的重吸收能力，改善了多尿症状，

而温补肾阳方这一作用可被 H-89所抑制，这进一步说明了温

补肾阳方改善肾阳虚确实通过 cAMP-PKA-AQP2通路实现。

综上，温补肾阳方明显减少了肾阳虚模型大鼠的尿量，这

说明温补肾阳方确有缩尿作用，发挥缩尿作用可能是增加了血

清中 ADH、ALD含量，激活了 cAMP-PKA-AQP2通路活性，由

此改善了机体的电解质代谢水平。
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