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益气固肾汤通过调控 TGF-β1/CTGF 通路改善压力性尿失禁大鼠

阴道损伤及排尿功能障碍
姜 敏 徐福利 兰叶平

山西中医药大学附属医院 山西 太原 030000

【摘 要】：目的：基于转化生长因子-β1(TGF-β1)/结缔组织生长因子(CTGF)通路，探究益气固肾汤对压力性尿失禁（SUI）大

鼠盆底损伤及排尿功能的影响。方法：以 SD雌性未育大鼠为研究载体，通过模拟产伤联合双侧卵巢切除法建立 SUI大鼠模型。

随机分为空白对照组、模型组、益气固肾汤低剂量、益气固肾汤中剂量、益气固肾汤高剂量及阳性对照组。各组大鼠给予不同给

药处理，给药（28天）结束后进行喷嚏实验及尿流动力学指标检测。采用 HE染色和Masson染色观察大鼠阴道组织形态学变化。

ELISA检测大鼠阴道组织MDA、总 SOD、GSH-Px和 CAT水平。TUNEL染色检测盆底肌细胞凋亡水平。PCR检测阴道组织MMPs、

TIMPs、TGF-β1及 CTGF mRNA表达水平。结果：经益气固肾汤治疗后，SUI大鼠的漏尿点压力（LPP）及腹压漏尿点压力（ALPP）

水平增加。HE染色及Masson染色结果显示，益气固肾汤减轻了 SUI大鼠阴道组织固有层胶原纤维及肌层平滑肌变细断裂的现象。

益气固肾汤提高了 SUI大鼠阴道组织 SOD、GSH-Px及 CAT水平，降低了 SUI大鼠阴道组织MDA水平。Tunel染色结果显示，

益气固肾汤显著降低 SUI大鼠盆底肌细胞凋亡水平。PCR结果中，益气固肾汤组降低 SUI大鼠的MMP-2 mRNA表达水平，增加

TIMP-2、TGF--β1及 CTGF mRNA表达水平。中剂量及高剂量益气固肾汤组相比低剂量组作用效果更好，呈剂量依赖性。结论：

益气固肾汤通过调节 TGF-β1/CTGF通路抑制 ECM降解，同时降低阴道组织氧化应激及凋亡水平，从而改善 SUI大鼠的阴道损伤

及排尿功能障碍。
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压力性尿失禁（stress urinary incontinence，SUI）这一现象

指的是在诸如咳嗽、打喷嚏、运动等致使腹压增大的情况时尿

液不自主地从尿道外口溢出的情况[1]，在我国其女性发病率高

达 18.9%且以中老年女性为主[2]。SUI 的主要治疗手段包括手

术治疗或非手术治疗，但均只能缓解症状，不能改变根本病因，

且长期疗效不理想[3]。SUI 不仅是一种生理疾病，还会引起各

种心理问题，严重影响患者的生活质量。因此探寻更加有效的

治疗方法对于治疗 SUI具有重要的临床和社会意义。

益气固肾汤是一种针对产后压力性尿失禁的中药方剂，通

过在补中益气汤基础上加入桑螵蛸、覆盆子、益智仁、金樱子

和芡实等药物，发挥固精缩尿与滋脾益肾的功效，从而实现补

脾温阳、强肾固涩的治疗目标，调节膀胱开合功能，恢复排尿

控制能力。从中医理论角度来看，尿失禁症状主要源于脾脏功

能衰弱导致的中焦气机不足，以及肾脏封藏功能减退引起的膀

胱气化失常，最终表现为泌尿系统的固摄能力下降。杨冬梅等

指出，对压力性尿失禁患者而言，结合盆底肌训练与自拟益气

固肾汤的综合疗法能够展现出显著的治疗效果[4]。本研究基于

TGF-β1/CTGF 通路探究益气固肾汤对 SUI 大鼠阴道损伤及排

尿功能的影响及可能机制。

1 材料与方法

1.1材料

1.1.1实验动物

本研究获得山西中医药大学第二临床学院伦理委员会批

准后，从持有 SCXK（川）-2020-030生产许可证的成都达硕生

物科技有限公司采购了 36只体重为 200±20克的 8周龄雌性

未交配 SD大鼠作为实验对象（批准编号：2021DW215）。

1.1.2药物、主要试剂与仪器

益气固肾汤药物构成：黄芪 30 g，党参 15g，益智仁 15 g，

覆盆子 15 g，北柴胡 9 g，桑螵蛸 15 g、金樱子 9 g、芡实 15 g、

升麻 6 g、白术 9g、山药 9g。

研究中使用的关键物质包括盐酸米多君（由国药集团川抗

制药有限公司生产，批准文号国药准字 H20060551），这是一

种具有生物活性的药物试剂。组织学研究中必不可少的染色剂

则包括武汉塞维尔生物科技有限公司生产的苏木素染液

（G1004）和Masson三色染色液（G1006），以及合肥博美生

物科技有限公司的伊红染液（YE2080）。

评估细胞氧化状态的专业试剂盒主要来自南京建成生物

工程研究所，包括测定超氧化物歧化酶（SOD，A003-1-1）、

丙二醛（MDA，A003-1-1）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX，

A005-1-1）和过氧化氢酶（CAT，A007-1-1）的系列产品。细

胞 凋 亡 的 检 测 则 依 赖 瑞 士 罗 氏 公 司 的 Tunel 试 剂 盒
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（1168479590）。

实验数据的采集和分析离不开一系列高精度仪器：

3DHISTECH公司的数字切片扫描仪（Pannoramic 250）将组织

切片数字化；麦克奥迪实业有限公司的数码三目摄像显微镜

（BA210Digital）用于微观观察；美谷分子仪器有限公司的酶

标 仪 （ SpectraMAX Plus384） 精 确 测 量 生 化 反 应 ； 而

ThermoFisher 仪器有限公司的实时荧光定量仪（QuantStudio

TM3）则用于基因表达水平的精确检测。

1.2方法

1.2.1压力性尿失禁模型大鼠建立

采用模拟产伤联合双侧卵巢切除的方法建立 SUI 大鼠模

型[5]。通过腹腔给予 10%水合氯醛溶液对实验大鼠进行全身麻

醉处理后，经阴道途径置入 8号法式导尿管，随后利用注射器

吸取 0.3毫升无菌生理盐水并向导管气囊内注入部分液体以固

定导管位置。在实验平台边缘放置实验动物，确保其骨盆结构

与平台边缘精确对齐，向导管内完全灌注 5毫升生理盐水并在

末端附加 150毫克测试重物，从而建立标准化的生理测量模型，

4h后，撤出导尿管。一周后重复上述步骤。两周后麻醉大鼠，

剥离组织并将双侧卵巢结扎及剪除。然后向大鼠膀胱注入美兰

指示剂，随后使用胡椒粉刺激其鼻部引发喷嚏反射，观察腹压

骤增时是否导致染料从尿道溢出，以此验证压力性尿失禁动物

模型的建立效果。

1.2.2分组与治疗

空白组仅将 8Fr弗莱氏导尿管插入阴道，不进行球囊扩张

与卵巢切除作为假手术组，并在试验期间每日灌胃生理盐水。

其余组进行球囊扩张及卵巢切除术以造模。其中模型组每日灌

胃生理盐水，低剂量组每日灌胃 5.7 g/(kg·d)益气固肾汤，中剂

量组每日灌胃 11.4 g/(kg·d)益气固肾汤，高剂量组每日灌胃 22.8

g/(kg·d)益气固肾汤，阳性对照组每日灌胃给予 200 mg/(kg·d)

盐酸米多君。各组大鼠灌胃干预每日 1次，共计 28天。

1.2.3尿动力学指标检测

在末次给药完成后，研究人员通过两项连续测量来评估大

鼠的膀胱功能。测量过程始于排空大鼠膀胱，随后经导尿管注

入无菌生理盐水。当尿道口呈现第一滴尿液时，研究者记录此

时的膀胱内压力，这一数值被定义为漏尿点压力（LPP）。完

成这一测量后，研究者再次排空膀胱并注入生理盐水，接着采

用缓慢按压大鼠腹部的方式使腹内压力逐步升高。当压力达到

足以使尿道口出现液体溢出的临界点时，记录的压力值即为腹

压漏尿点压（ALPP）[6]。这两项指标通过系统测量方法获得，

共同反映了大鼠泌尿系统的压力特性。实验重复三次取均值。

1.2.4 HE染色和Masson染色

科学家通过显微镜观察大鼠阴道组织病理变化的过程：先

将组织制成薄片，经过脱蜡、脱水等处理，再用苏木精-伊红染

色使细胞结构可见，最后在显微镜下采集图像进行分析研究。

组织切片固定后，经全自动脱水机脱水，包埋，切片。切

片脱蜡至水后，经重铬酸钾孵育过夜。使用苏木素染液分化、

返蓝，丽春红品红染色液滴染后冲洗，磷钼酸溶液处理至胶原

纤维褪色，苯胺蓝染色使得胶原纤维上色。通过显微镜观察和

图像采集的方式，对经过中性树胶封装、二甲苯处理使其透明

化以及梯度酒精逐步脱水等预处理步骤的样本进行检测分析。

1.2.5 ELISA检测

根据 ELISA试剂盒说明书，检测各组大鼠阴道组织MDA、

总 SOD、GSH-Px和 CAT的浓度以评估氧化应激水平。

1.2.6 TUNEL染色

切片组织固定后经全自动脱水机脱水，包埋，切片。脱蜡

至水，柠檬酸微波修复，PBS洗涤。加入荧光 tunel孵育液，

在 37℃条件下孵育 1h。PBS洗涤，加入 DAPI进行核染。PBS

再次冲洗后，甘油明胶封片。使用数字切片扫描仪扫描并采集

图像，统计凋亡细胞率。

1.2.7 PCR检测

科研人员通过特定技术检测基因表达水平，首先从实验鼠

阴道组织中提取遗传物质，再利用逆转录将信使 RNA转化为

可分析的形式，随后应用实时荧光 PCR 技术在特定温度条件

下（95°C预热，随后在 95°C和 72°C间循环 40次）量化

几种与组织重塑相关的重要基因（MMP-2、TIMP-2、TGF-β1

及 CTGF）的活性，最终采用相对定量方法计算这些基因的表

达变化。

表 1 引物序列

引物 序列（5’-3’）

MMP-2
F:CTAATGGTGGACCGCAACAAC

R:CACTGCTTCCCGAATGTCTGA

TIMP-2
F:ATCCCTGCGACCCACACAAG

R:CAACTGCTTTGGAAGGACTCGC

TGF-β1
F:TCAACCCAGCCGTCACAC

R:CCTGGCCTGAGTTCACAC

CTGF
F:GTTCCGTGGCTCAAGTGGTGCTCAG

R:GCAGGGTTCAAGTGGGCTCCAGACA

β-actin
F:AGGAGCGAGACCCCACTAACA

R:AGGGGGGCTAAGCAGTTGGT

1.3统计学处理

所有数据经过 SPSS 24.0软件进行分析，数据以均数±标

准差表示，多组数据均数比较行方差齐性检验，组间比较采用
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单因素方差分析，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1益气固肾汤对 SUI大鼠尿动力学指标的影响

益气固肾汤中高剂量组能显著提升大鼠 LPP 和 ALPP 水

平，而病理模型组这两项指标明显降低（P<0.01），益气固肾

汤低剂量组无显著变化。详见表 2。

表 2 各组大鼠尿动力学指标水平比较（n=3，x±SD）

组别 LPP(mmHg) ALPP(mmHg)

空白对照组 30.35±0.76 32.79±1.58

模型组 12.61±1.66## 15.57±1.48##

低剂量组 13.69±0.49 17.67±1.20

中剂量组 20.19±1.54** 23.33±0.78**

高剂量组 23.24±1.25** 25.20±1.60**

阳性对照组 22.75±2.29** 24.54±2.26**

注：与空白对照组比较，##P<0.01；与模型组比较，

**P<0.01。

2.2益气固肾汤对 SUI大鼠阴道组织损伤的影响

空白对照组大鼠固有层内见排列紧密的胶原纤维。肌层平

滑肌排列整齐。未见明显炎性细胞浸润和纤维组织增生。模型

组大鼠固有层内胶原纤维数量减少，排列紊乱，可见局部胶原

纤维断裂，部分胶原纤维变性坏死、结构疏松，且有炎性细胞

浸润。肌层平滑肌变细断裂，数量减少且排列紊乱。益气固肾

汤低剂量及中剂量组阴道组织固有层胶原纤维排列紊乱现象

减少，数量相比模型组增多，仍有少量炎性细胞浸润。肌层平

滑肌仍有变细断裂及排列紊乱。益气固肾汤高剂量组级阳性对

照组大鼠阴道组织固有层内胶原纤维排列整齐，胶原纤维结构

致密，仅见少量中性粒细胞浸润。肌层平滑肌纤维排列整齐，

形态正常，相比模型组损伤显著减轻。详见图 1。

与空白对照组比较，模型组纤维组织表达百分比明显降低

（P<0.01）。与模型组相比，益气固肾汤低剂量及中剂量组纤

维组织表达百分比增加（P<0.05），益气固肾汤高剂量组及阳

性对照组纤维组织表达百分比明显增加（P<0.01）。详见图 2。

图 1 HE染色观察各组大鼠阴道组织病理损伤（×200）

图 2 Masson 染色观察各组大鼠阴道组织内纤维组织表达

（×400）胶原纤维呈蓝色，肌纤维呈红色。

表 3 纤维组织面积表达百分比（%，x±SD）

组别 n 面积表达百分比

空白对照组 3 36.17±0.40

模型组 3 12.14±0.38##

低剂量组 3 21.71±1.15*

中剂量组 3 24.67±4.12*

高剂量组 3 29.05±0.60**

阳性对照组 3 31.50±1.50**

注：与空白对照组比较，##P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，
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**P<0.01。

2.3益气固肾汤对 SUI大鼠阴道组织氧化应激水平的影响

模型组大鼠阴道组织内 SOD、GSH-PX及 CAT水平显著

低于对照组（P<0.01），MDA水平显著大于对照组（P<0.01）。

与模型组比较，益气固肾汤低剂量组大鼠阴道组织内 SOD、

GSH-PX及 CAT水平增加（P<0.05），MDA水平降低（P<0.05）。

益气固肾汤中剂量、高剂量组以及阳性对照组大鼠阴道组织

SOD、GSH-PX及 CAT水平显著增加（P<0.01），MDA水平

显著降低（P<0.01）。详见图 3。

图 3 ELISA检测各组大鼠阴道组织 SOD、MDA、GSH-PX及

CAT水平与空白对照组比较，##P<0.01；与模型组比较，

*P<0.05，**P<0.01。

2.4益气固肾汤对 SUI大鼠盆底肌细胞凋亡的影响

与空白对照组相比，模型组大鼠盆底肌细胞凋亡率明显升

高（P<0.01）。与模型组比较，益气固肾汤低剂量组、中剂量

组、高剂量组及阳性对照组大鼠盆底及细胞凋亡百分率则明显

降低（P<0.01），具有显著性差异。详见图 4。

图 4 TUNEL染色检测各组大鼠盆底肌细胞凋亡水平（×400）

表 4 各组细胞凋亡情况（%，x±SD）

组别 n 凋亡率

空白对照组 3 0.14±0.12

模型组 3 23.89±0.38##

低剂量组 3 7.04±0.78**

中剂量组 3 2.49±0.70**

高剂量组 3 1.40±0.34**

阳性对照组 3 0.77±0.09**

注：与空白对照组比较，##P<0.01；与模型组比较，

**P<0.01。

2.5益气固肾汤对 SUI大鼠阴道组织相关因子表达的影响

益气固肾汤的中高剂量可逆转疾病模型大鼠阴道组织中

的基因异常表达，通过降低升高的MMP-2 mRNA水平并提升

降低的 TGF-β1和 CTGF mRNA表达（P<0.05）。阳性对照组

MMP-2 mRNA表达水平显著降低（P<0.01），TIMP-2表达水

平增加（P<0.05），TGF-β1 及 CTGF mRNA 表达水平显著增

加（P<0.01）。详见图 5。

图 5 PCR检测各组大鼠阴道组织MMP-2、TIMP-2、TGF-β1
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及 CTGF mRNA表达水平与空白对照组比较，##P<0.01；与模

型组比较，*P<0.05，**P<0.01。

3 讨论

压力性尿失禁（SUI）本质上是一种由于尿道"开关-阀门"

机制失效而导致的控尿功能障碍性疾病，其发病机理涉及多个

复杂因素且尚未完全明确，主要包括妊娠分娩过程对盆底组织

的损伤、雌激素水平下降引起的组织萎缩、阴道壁支撑结构薄

弱以及尿道括约肌功能缺陷等病理改变[7-8]。临床表现为腹压增

加致使膀胱内压力增高，而尿道阻力无法对抗尿液外流致使尿

液不自主流出。LPP和 ALPP可用于检测压力性尿失禁模型尿

道阻力[9]。本研究结果显示，中剂量及高剂量组益气固肾汤治

疗显著增加 SUI大鼠 LPP及 ALPP水平，益气固肾汤可以增强

SUI大鼠的尿道阻力，恢复 SUI大鼠的排尿功能，且呈剂量依

赖性。

部分女性在分娩过程中发生会阴裂伤，致使盆底肌肉、血

管和神经损伤，是 SUI的重要危险因素之一[10]。Duran[11]等人

研究发现，在产后受损的大鼠中，研究发现尿道括约肌发生了

多种结构性损伤，主要表现为肌纤维断裂和肌节异常拉伸。本

研究 HE染色结果显示，模型组大鼠的固有层胶原纤维及肌层

平滑肌均出现变细断裂及排列紊乱现象，Masson 染色结果显

示模型组大鼠阴道组织纤维组织百分比明显降低。经较高剂量

益气固肾汤及盐酸米多君治疗后，纤维断裂现象明显减轻，纤

维组织百分比增加，大鼠阴道组织损伤减轻。

机械损伤所致的盆底组织氧化应激是 SUI 的重要病理因

素之一[12-14]。MDA是氧化损伤的标志物之一，CAT、SOD与

GSH-Px是抗氧化系统中的关键酶。李文婷的研究证明[15]，SOD

及 GSH-Px水平升高时，盆底肌力显著改善。ELISA检测结果

显示，SUI大鼠阴道组织氧化应激水平明显增加，经高剂量益

气固肾汤或米多君治疗后，氧化应激水平降低，抗氧化蛋白水

平增加。盆底肌组织受到机械应力后会产生活性氧，活性氧堆

积则会引发细胞凋亡。凋亡导致尿道括约肌收缩功能减弱，控

尿能力受损，也是引发 SUI 的因素之一[16,17]。Tunel染色结果

显示，SUI大鼠的盆底肌细胞凋亡水平显著增加，益气固肾汤

治疗可以显著降低 SUI 大鼠盆底肌细胞凋亡率，呈剂量依赖

性。

基质金属蛋白酶（MMPs）可以导致 ECM 中胶原及其他

各种蛋白降解。基质金属蛋白酶组织抑制因子（TIMPs）则可

以与 MMPs特异性结合使其失活，从而抑制 ECM 降解。SUI

患者尿道组织中MMP-1、2、9表达均上调，且MMP与 TIMP

比值显著升高[18]。本研究结果显示，SUI 大鼠 MMP-2表达上

调，TIMP-2表达下调，而益气固肾汤的治疗可以降低 SUI大

鼠 MMP-2表达水平且增高 TIMP-2表达水平。益气固肾汤抑

制了 SUI大鼠阴道组织细胞外基质的降解，增强了阴道组织的

支撑。

转化生长因子-β(transforming growth factor-β，TGF-β)通过

促进成纤维细胞增殖、胶原合成和激活 CTGF蛋白表达，在盆

底组织损伤修复中发挥关键调节作用[19,20]。而在 TGF-β1的激

活下，成纤维细胞还会合成并释放富含半胱氨酸的 CTGF蛋白

[21,22]。张凯敏等人[5]的实验证明，应力性尿失禁模型中的排尿

障碍可通过人参皂甙复合物得到缓解，其作用机制是促进两种

关键蛋白(TGF-β1/CTGF)合成，进而修复受损尿道组织。PCR

实验结果显示，模型组 SUI大鼠 TGF-β1及 CTGF表达水平低

于空白组大鼠，而高剂量益气固肾汤组大鼠 TGF-β1及 CTGF

表达水平高于模型组，益气固肾汤可能是通过调控

TGF-β1/CTGF通路抑制 ECM降解，从而减轻 SUI大鼠阴道损

伤。

综上所述，益气固肾汤可能是通过调节 TGF-β1/CTGF 通

路相关分子表达抑制 ECM降解，同时降低阴道组织氧化应激

及凋亡水平，从而减轻 SUI大鼠的阴道组织损伤，改善排尿功

能障碍。本研究结果可为益气固肾汤应用于治疗压力性尿失禁

提供理论依据，奠定基础。
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