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基于“心肾相关”理论研究三黄一龙汤调控水通道蛋白
防治佐剂性关节炎模型大鼠心肌纤维化的机制
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摘要：目的　从 “心肾相关”理论出发，探讨三黄一龙汤（SYD）对佐剂性关节炎（AA）大鼠心血管损伤的

改善作用及机制。方法　将 70 只 Wistar 雌性大鼠随机分为正常组、模型组、SYD 低、中、高剂量组（19.8g/kg、

39.6g/kg、79.2g/kg）、来氟米特组（2.1mg/kg）和安慰剂组（等量生理盐水）。将弗氏完全佐剂（CFA）注射到除正

常组外所有大鼠皮下，建立 AA 模型。在给药连续灌胃 4 周后，取每组大鼠血清、心肾组织。通过 Masson 染色观

察心脏纤维化程度，用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测外周血成纤维细胞生长因子 23（FGF23）、α 平滑肌肌

动蛋白（α-SMA）、纤维连接蛋白（FN）蛋白水平，用蛋白印迹法（Western Blot）和免疫荧光染色法检测心脏组

织 AQP1 水平，肾脏组织 AVP 及 AQP2 蛋白含量。结果　（1）Masson 染色结果显示，模型组大鼠心脏组织出现纤

维化改变，主要以蓝色胶原纤维沉积为主要特征，促心肌纤维化相关因子 FGF23、α-SMA 及 FN 蛋白水平显著升

高（P<0.05）。（2）SYD 能够显著减轻心脏组织纤维化改变，降低 FGF23、α-SMA 及 FN 蛋白水平，下调心脏组织 

AQP1 和肾脏组织 AVP、AQP2 的表达（P<0.05）。结论　SYD 可能通过抑制 AVP 蛋白活性，减少肾脏 AQP2 的产

生和转运，降低心脏 AQP1 蛋白的表达，减轻体内水液潴留，下调促心肌纤维化相关因子 FGF23、α-SMA 、FN 蛋

白表达，缓解 AA 诱发的心脏损伤以及心肌纤维化改变，体现了 “心肾相关” 的中医理论。
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Based on theory of "heart-kidney correlation", to study the mechanism of Sanhuang Yilong Decoction 

regulating aquaporins and preventing myocardial fibrosis in adjuvant arthritis model rats
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Abstract:  Objective　Based on the "heart-kidney correlation" theory, this article explores the improving effect 

and mechanism of Sanhuang Yilong Decoction (SYD) on cardiovascular injury in AA model. Methods　Seventy Wistar 
female rats were randomly divided into contral group, AA group, SYD low, medium and high dose groups (19.8g/kg,  
39.6g/kg, 79.2g/kg), leflunomide group (2.1mg/kg) and placebo group (equal volume of normal saline). Complete Freund's 
adjuvant (CFA) was injected subcutaneously into all rats except the contral group to establish AA model. After continuous 
intragastric administration for 4 weeks, the serum, heart and kidney tissues of rats in each group were collected. Masson 
staining was used to observe the degree of cardiac fibrosis, enzyme-linked immunosorbent assay was used to detect 
peripheral blood AQP1, AQP2 and AVP levels, Western blotting and immunofluorescence staining were used to detect 
AQP1 levels in heart tissue, and kidney Tissue AVP and AQP2 protein level. Results　Masson staining results showed that 
the heart tissue of AA rats showed fibrotic changes, mainly characterized by blue collagen fiber deposition, the levels of 
FGF23, α-SMA and FN protein were significantly increased. SYD can significantly reduce the fibrosis changes in cardiac 
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）是

一种与慢性炎症相关的，逐渐导致关节破坏、畸形、

残疾，甚至死亡的系统性自身免疫性疾病［1］。RA 作

为一种全身性疾病，通常对关节以外的其他组织和

器官造成损害，包括心、肺、肾、消化系统、眼睛、

皮肤、神经系统等［2,3］。研究表明，30%−60% 的 RA

患者会发生心脏损伤，主要涉及心包炎、心肌炎、

心力衰竭、心肌梗死等［4,5］，是 RA 患者住院甚至死

亡的主要原因［6］。对无已知心血管疾病的类风湿关

节炎患者观察发现，高达 39% 的 RA 患者存在心肌

水肿症状，容易诱发心血管疾病以及心肌纤维化［7］。

因此，研究如何防治心肌水肿可能对减缓或阻止 RA

继发心肌纤维化有积极作用，还可能减少患者住院

次数及费用、降低 RA 患者死亡率。

水通道蛋白（Aquaporin，AQPs）在机体水平

衡、细胞信号传导、水和溶质迁移等相关疾病中

起着关键作用［8］。在心脏中差异表达的水通道蛋

白 1（AQP1）是维持心脏稳态的重要物质［9］。此

外，肾脏是调节体内水分平衡的重要器官之一，

通过调节尿液的生成与排泄，维持体内水分的稳

定［10］。RA 的炎症状态促进促炎因子白细胞介素 -1β
（Interleukin-1 beta，IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-6）、肿

瘤坏死因子 -α（Tumor necrosis factor alpha，TNF-α）
的释放，并激活下丘脑产生精氨酸抗利尿激素

（ArginineVasopressin，AVP）［11］。AVP 与 受 体 结

合后促进肾脏细胞内 AQP2 的根尖运输［12］，进一

步导致水潴留并加重心血管损伤［13,14］。三黄一龙

汤（Sanhuang Yilong Decoction，SYD）是西部战

区总医院中西医结合风湿病诊治中心应用二十年治

疗 RA 的经验方［15］，前期研究发现其不仅可以减

轻 RA，还能防治肾损伤［16］，但是能否通过调控水

通道蛋白，减轻心肌水肿并抑制 RA 继发心血管损

伤尚不清楚。本研究建立佐剂性关节炎（Adjuvant 
arthritis，AA）大鼠模型，观察 SYD 干预下 AA 

大鼠心脏纤维化改变，血清成纤维细胞生长因子 

23（Fibroblast Growth Factor 23，FGF23）、α 平滑

肌肌动蛋白（Alpha-smooth muscle actin，α-SMA）、

纤维连接蛋白（Fibronectin，FN）水平，心脏组织

中 AQP1、肾脏组织中 AQP2 和 AVP 的表达变化，

探究 SYD 防治 AA 心肌纤维化的作用机制。

1　材料和方法

1.1　实验动物
雌性 6 周龄 SPF 级 Wistar 大鼠 70 只，（165± 

15）g，购自成都达硕实验动物有限公司（SCXK（川）

2015-030），中国人民解放军西部战区总医院动物

伦理委员会批号：2020ky75。
1.2　主要试剂与仪器

三 黄 一 龙 汤 由 西 部 战 区 总 医 院 中 药 房 煎

制，药材购自华润三九医药股份有限公司，批号：

2112001C。由黄芩、黄连、黄柏、地龙各 9g，茯

苓、威灵仙、秦艽、白芍各 18g，细辛、甘草各 3g

组成。准确称取处方量药材后煎制，按照低、中、

高剂量浓缩成含生药 0.99、1.98、3.96g/mL 的药液，

4℃ 保存。来氟米特片购自福建汇天生物药业有限

公 司， 批 号：191209， 规 格 10mg。 大 鼠 FGF23 

ELISA 试剂盒购自上海研启生物，货号：YQ-3832；
大鼠 α-SMA ELISA 试剂盒购自上海研启生物科技

有限公司，货号：YQ-3720；大鼠 FN ELISA 试剂

盒 YQ-4428；AQP1 抗体购自美国 Genetex，批号：

GTX132870；AQP2 抗体购自美国 abcam，批号：

ab199975；AVP 购自美国 abcam，批号：ab213708；
弗氏完全佐剂（complete freund's adjuvant，CFA）

购自美国 Sigma，批号：F5881；Masson 染色试剂

盒购自碧云天，批号：C0189S；BCA 蛋白定量试

剂盒购自中国凯基生物，批号：KGPBCA；全蛋白

提取试剂盒购自中国凯基生物，批号：KGP2100；

羊抗兔二抗购自中国博奥森，批号：bs-0295G；

β-actin 抗体购自 Affinity，批号：T0022。动物麻

醉机（中国瑞沃德，R580S）；凝胶成像系统（美国 

Bio-Rad，ChemiDoc XRS+）；台式低温高速离心

机（美国 Thermo，ST16R）；超低温冰箱（日本松

下，MDF-U53V）；金属浴（美国 Scilogex，OSE-

tissue, decrease the levels of FGF23, α-SMA and FN protein, and down-regulate the expression of AQP1 in cardiac tissue 
and AVP and AQP2 in renal tissue (P<0.05). Conclusion　SYD can inhibit the activity of AVP, reduce the production and 
transport of AQP2 in the kidney, inhibit the expression of aquaporin AQP1 in the heart, reduce water retention in the body, 
down-regulate the expression of FGF23, α-SMA and FN proteins related to promoting myocardial fibrosis, and alleviate the 
cardiac injury and myocardial fibrosis induced by AA. This reflects the theory of "heart-kidney correlation" in TCM.

Keywords: Adjuvant arthritis; Sanhuang Yilong Decoction; Heart-Kidney correlation; Cardiovascular injury; 
Aquaporin
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DB-03）；低温离心机（中国恒诺，TGL16M）；酶标

仪（中国普朗，DNM-9602）。
2　方　法

2.1　构建AA模型并分组
适应性喂养 1 周后，将所有大鼠随机分为正常

组 10 只和模型组 60 只。于第 1 天及 21 天在 60 只

大鼠左、右后足跖皮下注射 0.15mL/kg CFA，第 

28 天模型组大鼠足跖部明显肿胀、溃烂，则造模

成功［17］。随后随机分成模型组、SYD 低剂量组、

SYD 中剂量组、SYD 高剂量组、来氟米特组和安

慰剂组（n=10）。在实验过程中对参与实验实施的

研究员实施盲法。各组进行灌胃干预 4 周，其中 

SYD 高剂量组灌胃生药量 79.2g · kg
-1 · d-1，中剂量

组 39.6g · kg
-1 · d-1，低剂量组 19.8g · kg

-1 · d-1，来氟

米特组给予来氟米特片 2.1mg · kg
-1 · d-1［16］，安慰剂

组每天灌胃等量生理盐水。4 周灌胃结束后，将各

组大鼠麻醉，腹主动脉取血，心脏和肾脏组织备用。

2.2　心脏 Masson 染色
将心脏组织浸泡于 4% 多聚甲醛中固定 24h，

石蜡包埋后，每个样本随机间断切片（4μm）行 

Masson 染色，按说明书操作后普通光学显微镜

（×200）拍照观察。

2.3　ELISA检测血清 FGF23、α-SMA 及 FN 蛋白
表达

各组大鼠血液室温凝固 2h，随后分离血清

（4000r/min，20min）。根据 ELISA 试剂盒说明书对

各组大鼠血清中 FGF23、α-SMA 及 FN 含量进行测

定分析。

2.4　免疫荧光染色检测心肾组织 AQPs 相关蛋白
表达

用 4% 多聚甲醛将心、肾组织固定 24h，切片

（4μm），脱蜡复水后进行抗原修复，5% 山羊血清

封 闭 1h，anti-AQP1、anti-AQP2、anti-AVP 稀 释

比例 1∶100，4℃ 孵育过夜，PBS 清洗。然后加入

二抗 1∶1000，在室温下黑暗孵育 50 分钟。细胞

核用 DAPI 反染，加入自荧光猝灭剂 5min，活水

冲洗 10min，干燥后用抗荧光猝灭介质贴片，荧光

显微镜（×200）观察，紫外激发下细胞核呈蓝色，

AQP1、AQP2、AVP 呈红色。最后通过 Image J 软

件对各组红 / 蓝光比值进行统计分析。

2.5　Western Blot 检测大鼠心脏组织 AQP1 和肾脏
组织 AQP2、AVP蛋白表达

提取蛋白后通过 BCA 法蛋白定量。分离胶和

浓缩胶浓度分别为 10%、5%；恒压电泳设定 80V；

随后 300mA 转膜恒流湿转；室温封闭 30min；一

抗：AQP1、AQP2、AVP 稀 释 比 例 1∶1000，4℃
冰箱孵育过夜；清洗后羊抗兔二抗 1∶4000 室温孵

育 50min；再次清洗，通过凝胶成像系统采集图像，

Image J 软件对各组灰度值进行统计分析。

2.6　统计学处理
统计学分析采用 SPSS 25.0 软件，正态检验后

以（x
-
±s）表示计量资料。若符合参数检验，组间比

较采用 One-Way ANOVA，两两比较采用 LSD 检验，

若不符合，则用非参数检验进行分析，P<0.05 表示

差异有统计学意义。

3　结　果

3.1　心脏组织 Masson 染色病理学变化
Masson 染色结果所示，与正常组大鼠相比，

其余各组大鼠心脏组织发生不同程度蓝色胶原纤维

沉积及纤维灶形，以模型组和安慰剂组更为明显。

与模型组大鼠相比，来氟米特组及 SYD 高、中、

低剂量组对 AA 模型大鼠心肌纤维化均有不同程度

的改善，见图 1。

3.2　血清 FGF23、α-SMA 及 FN 蛋白 ELISA 检测
结果

如图 2 所示，与正常组比较，模型组血清 

FGF23、α-SMA 及 FN 表达水平升高（P<0.05）；

与模型组比较，来氟米特组和 SYD 高、中、低

剂量组血清 FGF23、α-SMA 及 FN 表达水平降

低（P<0.05）。安慰剂组与模型组相比无明显变化

（P>0.05）。

3.3　心肾组织免疫荧光染色结果
免疫荧光染色结果显示与正常组比较，模型组

心脏组织 AQP1、肾脏组织中 AQP2 和 AVP 蛋白表

达显著升高（P<0.05）。与模型组比较，来氟米特

组及 SYD 高、中、低剂量组心脏组织 AQP1、肾

脏组织中 AQP2 和 AVP 表达降低（P<0.05），见 

图 3−5。

3.4　心脏组织中 AQP1、肾脏组织中 AQP2 和 AVP 

蛋白表达结果
Western Blot 结果同样显示模型组与正常组相

比，心脏组织 AQP1、肾脏组织中 AQP2 和 AVP 蛋

白表达显著升高（P<0.05）。来氟米特组及 SYD 高、

中、低剂量组心脏组织 AQP1、肾脏组织中 AQP2 

和 AVP 表达较模型组降低（P<0.05），见图 6。
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图 2　血清 FGF23、α-SMA、FN 蛋白 ELISA 检测结果
注：与正常组比较，*

 P<0.05；与模型组比较，#
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4　讨　论

RA 属于中医学“痹病”范畴。传统中医理论

认为湿邪是 RA 的主要病因之一。从而逐渐形成

“湿毒入络”的病因学学说［18］。心肾在水液代谢过

程中具有重要的作用。《针灸甲乙经 ·五脏六腑官第

四》中提出“夫心者火也，肾者水也，水火既济”。

在正常生理条件下，心阳（火）下降暖肾水，使肾

水不寒；肾阴（水）上济于心，使心阳不亢。但在

RA “湿毒入络”的病理情况下，湿毒弥漫三焦，使

心火不能下降暖肾水，影响肾化气利水，加重水液

潴留，湿滞更甚；肾水不能上济于心降心火，心火

更旺，热与湿结，进一步阻滞三焦，形成恶性循环。

SYD 中以黄芩、黄连、黄柏为君药，清三焦之湿热，

恢复心肾交泰，使肾气化功能正常，维持水液代谢

平衡，减轻对心脏的损害。现代研究发现，黄芩苷、

黄连素和黄柏可以降低 AQP1、AVP、AQP2 的含量，

发挥调节水液代谢的作用［19-21］。因此，本研究推测 

SYD 在防治 RA 继发心血管损伤具有一定作用。

本研究建立 AA 大鼠模型，通过 Masson 染色

观察 AA 大鼠心脏病理组织学改变，主要表现为心

脏出现蓝色胶原纤维沉积；采用 ELISA 检测提示血

清中促心肌纤维化相关蛋白 FGF23、α-SMA 、FN 

表达升高；Western Blot 和免疫荧光染色法发现 AA 

模型大鼠心脏组织中 AQP1、肾脏组织中 AQP2 和 

AVP 的表达上调。本实验结果说明模型大鼠血清中

促心肌纤维化相关蛋白 FGF23、α-SMA 、FN 被激

活，心肌出现纤维化趋势。AA 模型大鼠肾组织中

AVP、AQP2 蛋白表达上调，心肌 AQP1 蛋白表达

增加，机体水液潴留，心脏负担增加，进而诱发心

脏损伤，诱导心肌纤维化改变，体现了“心肾相关”

的中医理论。已有文献报道，RA 会导致 AQP1 表

达升高［22］，同时 RA 引起的肾损伤还能导致 AVP 

和 AQP2 表达的上升［23］，与本研究结果基本一致。

AQP1 可介导水、二氧化碳、一氧化氮跨膜转

图 1　心脏组织 Masson 染色结果
注：A 为正常组；B 为模型组；C 为来氟米特组；D 为低剂量组；E 为中剂量组；F 为高剂量组；G 为安慰剂组。
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图 3　心脏 AQP1 蛋白免疫荧光染色结果
注：A 为正常组；B 为模型组；C 为来氟米特组；D 为低剂量组；E 为中剂量组；F 为高剂量组；G 为安慰剂组；与正常组比较，*

 P<0.05；与

模型组比较，#

 P<0.05。
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图 4　肾脏 AQP2 蛋白免疫荧光染色结果
注：A 为正常组；B 为模型组；C 为来氟米特组；D 为低剂量组；E 为中剂量组；F 为高剂量组；G 为安慰剂组；与正常组比较，*

 P<0.05；与

模型组比较，#

 P<0.05。
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运进入心血管组织，调节心脏兴奋传导、心血管收

缩、舒张等多种心血管功能［24］。AQP2 通过调节水

钠代谢，影响心力衰竭的发生和发展［25］。AVP 通

过调节 AQP2 的表达和转运，从而增加 AQP2 的蛋

图 6　心脏 AQP1、肾脏 AQP2 和 AVP 蛋白 Western Blot 结果
注：A 为正常组；B 为模型组；C 为来氟米特组；D 为低剂量组；E 为中剂量组；F 为高剂量组；G 为安慰剂组；与正常组比较，*

 P<0.05；与

模型组比较，#

 P<0.05。
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图 5　肾脏 AVP 蛋白免疫荧光染色结果
注：A 为正常组；B 为模型组；C 为来氟米特组；D 为低剂量组；E 为中剂量组；F 为高剂量组；G 为安慰剂组；与正常组比较，*

 P<0.05；与

模型组比较，#

 P<0.05。
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图 7　SYD 减轻 AA 大鼠心血管损伤机制示意图

白表达和细胞膜表达，增强水分子的再吸收。本研

究观察了 SYD 低、中、高剂量干预可能通过抑制 

AVP 蛋白活性，减少肾脏 AQP2 的产生和转运，降

低与心血管疾病密切相关的 AQP1 蛋白的表达，促

进水液代谢，减轻心脏负荷和心肌细胞损伤，下调

血清 FGF23、α-SMA 及 FN 蛋白水平，缓解 AA 诱

发的心脏损伤以及心肌纤维化改变，体现了“心肾

相关”的中医理论（图 7）。

5　小　结

综上所述，我们得出初步结论：SYD 可以缓

解 AA 诱发的心肌纤维化改变，其机制与调控肾脏 

AVP/AQP2 和 心脏 AQP1 蛋白的表达有关。虽然体

现了“心肾相关”的初步结果，但因为 AVP 蛋白

受到神经体液的调节，SYD 对机体的整体影响有待

后续实验进一步探讨。
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