
慢性肾脏病（CKD）患者进展至慢性肾功能衰竭

（CRF）期常伴随蛋白-能量消耗（PEW），表现为机体蛋

白质合成减少、分解增加［1-2］。骨骼肌萎缩是PEW重要

临床表现［3-4］。目前已证实PEW状态显著增加CRF患

者心血管事件发生率，并与死亡事件密切相关［5-6］。肾衰

营养胶囊是魏连波教授经验方，具有健脾补肾、益气养

血、通腑泻浊功效，临床上用于预防和治疗CRF相关

PEW、改善CRF导致的骨骼肌萎缩具有较好的临床效

果，但其机制尚不明确。近年研究发现 Wnt7a-Akt/

mTOR信号通路能够调节骨骼肌的发育及蛋白质代谢，

是CRF患者PEW状态的潜在干预靶点［7-9］。本课题拟

通过检测CRF-PEW模型大鼠胫骨前肌（TA）组织病理

及 Wnt7a-Akt/mTOR 信号，观察肾衰营养胶囊对

CRF-PEW状态下骨骼肌的影响，并探讨其预防和治疗

CRF相关PEW的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性SD大鼠40只，体质量200~250 g，

SPF级，由南方医科大学实验动物中心提供（实验动物中

心许可证号：SCXK 2006-0015），合格证号：NO.0048741。
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摘要：目的 探讨Wnt7a-Akt/mTOR信号通路在肾衰营养胶囊改善慢性肾衰竭（CRF）大鼠骨骼肌萎缩中的作用及机制。方法

采用切除5/6肾的方法制作CRF模型，予4%酪蛋白饲料喂养制作CRF营养不良大鼠模型。将大鼠随机分为正常组、模型组、中

药组和开同组。采用组织病理学检测TA横截面积并计算肌纤维面积分布；采用同位素 14+C-苯丙氨酸掺入法检测肌肉蛋白合

成；采用Western blot检测Wnt7a-Akt/mTOR信号通路中的蛋白表达。结果 肾衰营养胶囊增加了CRF大鼠体质量和骨骼肌质

量的作用，形态学表现为TA横截面积增加，促进蛋白质合成增加以及骨骼肌组织Wnt7a-Akt/mTOR信号通路中蛋白表达上

调。结论肾衰营养胶囊具有改善CRF模型大鼠骨骼肌萎缩的作用，其机制可能上调骨骼肌Wnt7a-Akt/mTOR信号通路和促进

骨骼肌蛋白质合成相关。
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Abstract: Objective To observe the effect of Shenshuai Yingyang Capsule (SSYYJN) in ameliorating muscle atrophy in rats
with chronic renal failure (CRF) and explore the role of Wnt7a-Akt/mTOR signal pathway in mediating this effect. Methods
Male rats were randomly assigned to 5/6 nephrectomy group and sham-operated group, and the former group was further
randomly divided into CRF model group, KA group, and SSYYJN group. The size of anterior tibia muscle was examined
microscopically with HE staining. Protein synthesis in the soleus muscle was investigated by 14C-phenylalanine experiment,
and the expression of Wnt7a, frizzled-7, phospho-Akt, phospho-mTOR and GAPDH were detected with Western blotting.
Results The body weight, the wet and dry weight, cross-sectional area, and muscle protein synthesis of the anterior tibia
muscles, and expressions of the proteins in the Wnt7a/Akt signaling pathway all increased significantly in SSYYJN and KA
groups as compared with those in the model group. Conclusion SSYYJN can effectively improve muscle atrophy in the rat
model of CRF possibly by reversing the reduction in the expressions of Wnt7a/Akt signaling pathway proteins in the skeletal
muscles.
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1.1.2 受试药品 肾衰营养胶囊由党参、白术、茯苓、甘

草、黄芪、当归、杜仲、大黄、春砂仁组成（广东省药材公

司提供），经本校中药制剂室鉴定，由本校中药新药实验

室按处方比例提取制成胶囊，每克成药含生药5.67 g，

成人用量每日成药15 g, 换算成大鼠用量8 g/（kg·d）。

开同（北京费森尤斯卡比医药有限公司，批号：U1430）

规格0.63 g/片，成人用量7.56~15.12 g/d，换算成大鼠用

量1 g/（kg·d）。酪蛋白（广东捷倍斯生物科技公司提供，

批号分别为200903225），按4%酪蛋白比例配成饲料。

1.1.3 试剂 anti-Wnt7a mouse monoclonal（批号 06/

2013，Santa Cruz）、Frizzled-7（批号 06/2013，Santa

Cruz）、anti-phospho-Akt（Ser473）rabbit monoclonal

（批 号 09/2013，美 国 Cell Signaling Technology），

phospho-mTOR（批号 09/2013，美国 Cell Signaling

Technology）、GAPDH（批号06/2013，Santa Cruz）。

1.2 方法

1.2.1 动物造模、分组和标本采集 大鼠适应性饲养1周

后随机分为手术组（n=30）和假手术组（n=10）。手术组

行5/6肾切除术，具体为左肾2/3切除术，切除左肾上下

极各1/3的组织；右肾全切术，摘除右肾。假手术组大鼠

同期进行两次手术，仅剥离肾包膜，不做肾切除。

术后1周手术组随机分为模型对照组（Model，n=

10），肾衰营养胶囊组（SSYYJN，n=10）和开同组（KA，

n=10），假手术组作为正常对照组（Control，n=10）。分

别给予Model组、SSYYJN组和KA组低蛋白饮食（4%

酪蛋白），假手术组给予正常蛋白饮食。各组大鼠均自

由饮水。

1.2.2 骨骼肌组织制备 药物干预16周后处死大鼠。腹

主动脉采血后，迅速取双侧完整TA称重后浸入固定液

（4% PA液），于4 ℃后固定6~8 h。固定处理后做冰冻

组织，移入 30%蔗糖溶液（0.1 mol/L PB配制，pH7.2~

7.4）中，于4 ℃保存，待标本沉底即可进行切片。经后固

定做石蜡切片的组织标本，以流水冲洗24 h，充分去除

残存的固定剂，之后将组织进行修块（肌组织修切成长

方体，其长轴与肌纤维的纵轴一致），剔除明显的脂肪和

结缔组织。部分新鲜组织，立即行蛋白质合成和分解代

谢检测；部分骨骼肌组织液氮冷冻后，置-80 ℃冰箱保

存待检。

1.2.3 TA肌纤维横截面积测定 TA标本横切面经HE

染色后，用Leica Qwin图像分析系统测量肌纤维的横

截面积。每个标本取4个切面，每个切面随机选取4个

高倍镜视野，用Leica Dc 300彩色数码相机采图，所得

图像用Leica Qwin分析软件分析。测量每标本各视野肌

纤维的面积，所有测量值的均数作为该标本的横截面积。

1.2.4 TA蛋白合成代谢检测 将TA置于DMEM（5 mL）

中37 ℃充氧孵育30 min，然后在含放射性同位素 14+C-

苯丙氨酸的DMEM中继续孵育1 h。PBS洗3次，肌肉

进行匀浆，加入10% TCA沉淀蛋白质，吸弃上清，加入

0.5 N NaOH溶解沉淀的蛋白，取90%加入闪烁液进行

液闪计数，取10%测蛋白质浓度，检测单位时间内掺入

的 14+C-苯丙氨酸的放射性含量，分析蛋白合成率。

1.2.5 Western blot 检 测 TA 中 Wnt7a、Frizzled-7、

phospho-Akt、phospho-mTOR、GAPDH水平 处理后提

取TA总蛋白，每个标本取80 μg蛋白质，BCA法检测蛋

白含量，每个孔上样量为30 μg，加上样缓冲液，PCR仪

99.9 ℃变性5 min，4 ℃备用。制备12%分离胶和5%浓

缩胶，上样电泳，进行SDS-PAGE分离，电泳结束后将蛋

白质转移到PVDF膜上，100 mA转膜1 h，5%脱脂奶粉

封闭1 h，TBST、TBS洗膜后一抗Wnt7a（1∶200稀释）、

Frizzled-7（1∶200稀释）、phospho- Akt（1∶1000稀释）、

phospho-mTOR（1∶1000稀释）、GAPDH（1∶200稀释）

4 ℃过夜。次日TBST、TBS洗膜后二抗室温孵育1 h，

经过 ECL 化学发光，采集图像光密度，获得图像用

Image Tool 3.0 测定并分析条带吸光度（IA），以

GAPDH为内参。

1.3 统计学处理

计量资料数据均以均数±标准差表示，组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较，方差齐采用LSD法，

方差不齐采用Dunnetts'S T3法；两样本均数间比较用 t
检验，用SPSS 11.5统计软件进行统计学处理。P<0.05

认为存在统计学差异。

2 结果

2.1 肾衰营养胶囊对大鼠TA湿重、干重及干重体质量

比的影响

经统计学分析，与Control组相比，Model组动物

TA的湿重、干重皆不同程度的降低（P<0.01），SSYYJN

和KA组干预后使TA的湿重、干重显著增加（P<0.01），

但 SSYYJN 组与 KA 组之间比较无统计学差异（P>

0.05）；与Control组相比，Model组动物TA干重体质量

比降低（P<0.01），而与Model组相比，SSYYJN组和KA

组大鼠TA干重体质量比明显增加（P<0.01），SSYYJN

组增加的更加显著。上述结果提示肾衰营养胶囊能增

加CRF大鼠TA湿重、干重及干重体质量比，效果优于

开同，因而对CRF肌萎缩有较好的防治作用（表1）。

2.2 肾衰营养胶囊对大鼠TA横截面积的影响

TA标本经HE染色后，用图像分析系统测量肌纤维

的横截面积，结果如下：与Control组相比，Model组动

物 TA 的横截面积减小（P<0.01）；相比 Model 组，

SSYYJN 组和 KA 组 TA 的横截面积显著增加（P<

0.01）。上述结果提示肾衰营养胶囊能增加TA横截面

积，具有改善CRF肌萎缩的作用（图1、2）。
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Group

Control

Model

SSYYJN

KA

F

P

n

10

8

9

9

Natural Weight（mg）

1000.3±54.0

586.5±58.7**

806.1±53.6**##

759.4±39.9**##

98.864

<0.001

Dry Weight（mg）

269.4±12.7

164.0±8.7**

215.1±17.9**##

217.1±11.7**##

94.197

<0.001

Natural/Dry Weight（mg/g）

0.45±0.02

0.35±0.01**

0.42±0.03**##ΔΔ

0.38±0.03**#

28.631

<0.001

表1 各组大鼠TA湿质量、干质量及干质量体质量比变化
Tab.1 Wet weight, dry weight, and dry/body weight ratio of the anterior tibia
muscle in different groups (Mean±SD)

**P<0.01 vs Control group; #P<0.05, ##P<0.01 vs Model group; ΔΔP<0.01 vs KA
group.

2.3 肾衰营养胶囊对大鼠TA蛋白合成代谢的影响

经统计学分析，与Control组相比，Model组动物蛋

白质合成代谢降低（P<0.01）；相对Model组，SSYYJN

组和KA组蛋白质合成代谢明显上升（P<0.01），且KA

组蛋白质合成代谢更显著（P<0.01）。上

述结果提示在CRF状态下，骨骼肌蛋白质

合成代谢降低，肾衰营养胶囊能增加肌肉

蛋白合成率，因而对CRF肌萎缩有一定的

治疗作用（图3）。

2.4 肾衰营养胶囊对大鼠TA中Wnt7a蛋

白表达的影响

经统计学分析，与 Control 组相比，

Model 组 TA 的 Wnt7a 蛋白的表达下降

（P<0.01），相对 Model 组，SSYYJN 组和

KA组TA组织Wnt7a蛋白的表达均不同

程度的增加（P<0.01），SSYYJN组增加的

更加显著，与KA组比较有统计学差异

（P<0.05）。上述结果提示肾衰营养胶囊

能增加TA 的Wnt7a蛋白的表达，其改善

CRF骨骼肌萎缩的作用可能与上调骨骼

肌Wnt7a蛋白的表达有关（图4）。

2.5 肾衰营养胶囊对大鼠TA Frizzled-7蛋

白表达的影响

经统计学分析，与 Control 组相比，

Model组动物TA的Frizzled-7蛋白的表

达下降（P<0.01），相对Model组，SSYYJN

组和KA组TA的Frizzled-7蛋白的表达均

不同程度的增加（P<0.01或P<0.05），但

SSYYJN组与KA组之间差异无统计学意

义（P>0.05）。上述结果提示肾衰营养胶

囊能增加TA的Frizzled-7蛋白的表达，其

改善CRF骨骼肌萎缩的作用可能与上调

骨骼肌Frizzled-7蛋白的表达有关（图5）。

2.6 肾衰营养胶囊对大鼠TA中p-Akt蛋白表达的影响

经统计学分析，与Control组相比，Model组TA骨

骼肌p-Akt蛋白的表达下降（P<0.01），相对Model组，

SSYYJN组和KA组骨骼肌p-Akt蛋白的表达均不同程

度的增加（P<0.01或P<0.05），KA组增加的更加显著，

与相比SSYYJN组比较有统计学差异（P<0.05）。上述

结果提示肾衰营养胶囊能增加TA p-Akt蛋白的表达，

其改善 CRF 骨骼肌萎缩的作用可能与上调骨骼肌

p-Akt蛋白的表达有关（图6）。

2.7 肾衰营养胶囊对大鼠TA p-mTOR蛋白表达的影响

经统计学分析，与 Control 组相比，Model 组 TA

p-mTOR 蛋白的表达增加（P<0.01），相对 Model 组，

SSYYJN组和KA组TA p-mTOR蛋白的表达均不同程

度的增加（P<0.05），但SSYYJN组与KA组之间比较无

统计学差异（P>0.05）。上述结果提示肾衰营养胶囊能

增加TA p-mTOR蛋白的表达，其改善CRF骨骼肌萎缩的

作用可能与上调骨骼肌p-mTOR蛋白的表达有关（图7）。
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图1 HE染色法观察各组骨骼肌肌纤维面积
Fig.1 Cross-sectional area of the muscles measured microscopically with HE
staining in different groups (Original magnification: ×200). A: Control; B: Model;
C: SSYYJN; D: KA.
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图2 统计各组骨骼肌肌纤维面积
Fig.2 Cross-sectional area of muscles in different groups. **P<
0.01 vs Control group; ##P<0.01 vs Model group; ΔΔP<0.01 vs KA
group.
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3 讨论

研究报道，超过半数的血液透析和腹膜透析患者由

于肾功能衰竭出现营养不良［10］，由此导致的肌萎缩是骨

骼肌蛋白能量消耗的重要表现形式，也是预测CRF患

者死亡的敏感指标之一。CRF病理损伤一旦形成很难

逆转，早期治疗尤为重要。

肾衰营养胶囊（原肾衰养真胶囊/肾衰养真颗粒）是

我课题组经多年临床观察，自拟治疗CRF营养不良的

协定方药［11］。该药由党参、白术、茯苓、甘草、黄芪、当

归、杜仲、大黄、砂仁组成，具有健脾补肾，益气养血之

效，能显著改善CRF营养不良模型大鼠的肾功能及提

高营养不良炎性反应评分［12］。本研究中观察到肾衰营

养胶囊具有改善PEW导致的骨骼肌萎缩的效果，表现

为大鼠TA湿重及干重增加，肌横截面积增大，骨骼肌蛋

白质合成率升高，提示该药对CRF-PEW所致骨骼肌萎

缩有一定的治疗作用，其效果优于阳性对照药物开同

（复方α-酮酸片）。

Wnt7a-Akt/mTOR信号下调与骨骼肌活性下降及

骨骼肌萎缩密切相关。Wnt信号是肌细胞终末分化的

关键调控因子，能调控不同类型肌纤维［13］。骨骼肌细胞

内Wnt7a通过结合其受体Frizzled，进而激活下游Akt/

mTOR信号通路，促进肌管分化和肌纤维肥大［8］。在杜

氏肌营养不良小鼠模型中观察到通过注射Wnt7a可诱

导小鼠肌蛋白含量增加近2倍。本研究提取各组大鼠

TA中的Wnt7a和Frizzled蛋白表达进行对比，发现CRF

大鼠的TA的相关表达明显下降，肾衰营养胶囊和开同

干预后，其蛋白表达增加，其中SSYYJN组结果最为显

著。我们继而观测该信号通路的下游磷酸化Akt和

mTOR的蛋白表达。Akt是调节肌肉蛋白合成代谢的

重要因子，在磷酸化状态下具有激活下游底物mTOR蛋
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图3 同位素 14+C-苯丙氨酸掺入法检测各组TA蛋白合成
代谢变化
Fig.3 Muscle protein synthesis detected by incorporation
of 14C-phenylalanine experiment in different groups. **P<
0.01 vs Control group; ##P<0.01 vs Model group; ΔΔP<0.01
vs KA group.
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图4 Western Blot检测各组骨骼肌Wnt7a蛋白水平变化
Fig.4 Expression of Wnt7a protein detected by
immunoblotting in different groups. **P<0.01 vs Control
group; #P<0.01, ##P<0.01 vs Model group.
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图5 Western Blot检测各组骨骼肌Frizzled-7蛋白水平变化
Fig.5 Expression of Frizzled-7 protein detected by
immunoblotting in different groups. **P<0.01 vs Control
group; #P<0.05, ##P<0.01 vs Model group.
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图6 Western Blot检测各组骨骼肌p-Akt蛋白水平变化
Fig.6 Expression of p-Akt protein detected by
immunoblotting in different groups. *P<0.05, **P<0.01 vs
Control group; #P<0.05, ##P<0.01 vs Model group; ΔP<0.05.
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白，进而调控骨骼肌的生长代谢［14-15］。本研究发现CRF

大鼠的骨骼肌组织中磷酸化Akt和mTOR蛋白表达均

有所下降，这与 CRF 状态下其上游蛋白 Wnt7a 和

Frizzled的表达下降的相符，提示CRF大鼠骨骼肌肌肉

萎缩与Wnt7a-Akt/mTOR信号通路活性减弱相关。采

用肾衰营养胶囊和开同干预后，Akt/mTOR信号放大，

而Wnt7a-Frizzled为药物启动靶点之一，提示肾衰营养

胶囊和开同对CRF营养不良大鼠肌萎缩的改善作用与

该信号通路的蛋白表达强弱相关。

本研究中肾衰营养胶囊对CRF大鼠肌萎缩的改善

效果显著优于治疗CRF的经典西药开同。我们分析这

可能与该复方药中多味中药具有激活该信号通路的作

用相关。黄芪是肾衰营养胶囊的主要有效成分之一。

我们前期研究发现其有效成分黄芪多糖在体外能够通

过激活Akt/mTOR信号通路防止骨骼肌细胞凋亡［16］。藁

本内酯是肾衰营养胶囊中当归的主要活性成分，也被证明

其能抗骨骼肌凋亡，其机制与上调磷酸化Akt有关［17］。本

研究在动物实验中证实了肾衰营养胶囊具有改善CRF

大鼠的骨骼肌萎缩的功效，并与Wnt7a表达的升高，磷

酸化Akt蛋白及mTOR蛋白水平的增多相关。综上，肾

衰营养胶囊改善CRF营养不良状态的机制可能通过上

调Wnt7a- AKT/mTOR信号通路完成，为CRF肌萎缩的

治疗提供理论基础及实验依据。
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图7 Western Blot检测各组骨骼肌p-mTOR蛋白水平变化
Fig.7 Expression of p-mTOR protein detected by
immunoblotting in different groups. **P<0.01 vs Control
group; #P<0.05 vs Model group.
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