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姜黄素对 5 / 6 肾结扎诱导的慢性肾病小鼠模型
肾纤维化的保护作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究姜黄素对慢性肾病(CKD)肾纤维化的保护作用,并探讨可能作用机制。 方法　 30 只

C57BL / 6 J 小鼠随机分成假手术对照组(NC)、5 / 6 肾结扎模型组(LIG)和姜黄素治疗组(LIG+CUR),每组 10 只,按
照改良的 5 / 6 肾结扎方法制作 CKD 动物模型,姜黄素组小鼠给予含姜黄素饲料(每日 100 mg / kg),其余组给予正

常饲料,三月后牺牲小鼠,检测纤维化指标 α-SMA 及参与慢性肾病纤维化的 Hippo 通路转录激活子 Yap。 结果

肾功能检测结果显示,与假手术组相比,结扎组中的尿素氮(BUN)、血肌酐(Scr)显著增高,给予姜黄素可以有效保

护肾功能受损;H&E、Masson 和免疫组化结果均显示,结扎组小鼠的肾出现明显肾小管病变和一定程度的纤维化改

变,给予姜黄素后纤维化程度显著减轻(P < 0. 05);而 Yap 蛋白在造模后 mRNA 和蛋白水平均出现升高,姜黄素处

理后则显著下降(P < 0. 05)。 结论　 姜黄素可有效改善 5 / 6 肾结扎诱导的慢性肾病病症和减轻纤维化病变,机制

研究结果初步提示可能与降低 Hippo 信号通路中的 Yap 表达有关。
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【Abstract】　 Objective 　 To study the protective effect of curcumin on renal fibrosis in chronic kidney disease
(CKD) and explore its possible mechanism of action. Methods 　 Thirty C57BL / 6 J mice were randomly divided into a
sham-operated control group (NC), 5 / 6 kidney ligation model group (LIG) and curcumin treatment group (LIG + CUR),
with 10 mice in each group. The CKD animal model was prepared according to the modified 5 / 6 kidney ligation method.
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The curcumin group was given a curcumin-containing diet (100 mg / (kg·d) and the other groups were given normal feed.
The mice were euthanized after 3 months. The levels of the fibrosis index α-SMA and the Hippo pathway transcriptional
activator Yap involved in fibrosis in CKD were determined. Results　 Renal function tests showed that urea nitrogen (BUN)
and serum creatinine ( Scr) were significantly increased in the LIG group compared with the NC group, and that the
administration of curcumin effectively protected kidney function. H&E, Masson and immunohistochemical staining showed
that the LIG kidneys had obvious tubular lesions and some fibrotic changes, and that the degree of fibrosis was significantly
reduced after the administration of curcumin (P<0. 05). The mRNA and protein levels of Yap increased after modeling,
and decreased significantly after curcumin treatment (P<0. 05). Conclusions　 Curcumin can significantly ameliorate the
mouse CKD induced by 5 / 6 kidney ligation, and its mechanism may be related to a decrease of Yap in the Hippo signaling
pathway.

【Keywords】　 Chronic renal disease; 5 / 6 kidney ligation; curcumin; Yap; mouse
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　 　 近年来,随着糖尿病、高血压、血管性疾病的增

多,并发的慢性肾病( chronic kidney disease,CKD)
的发病率也呈上升趋势。 Zhang 等[1] 对我国 13 个

省市进行多阶段随机抽样调查证实我国 CKD 患病

率约 10. 8%,约有 1. 2 亿成年人罹患 CKD,严重影

响患者的劳动能力和生活质量,占用了大量的医疗

资源,给社会和家庭带来了沉重的经济负担。
姜黄素是一种植物多酚,是姜黄的主要成分,

其具有广泛的生物学活性,包括抗炎、抗肿瘤及抗

氧化等作用。 已有的研究报道,姜黄素可以通过抑

制 PI3K / AKT 和 CYP2E / Nrf2 / ROS 通路相应蛋白的

表达治疗由 LPS 诱导的败血症和肝衰竭[2]。 Liu
等[3]研究发现联合使用姜黄素和白藜芦醇可以显

著的提高苯并芘诱导的小细胞肺癌的抗氧化物酶

水平,改善肺部组织变化。 Zhao 等[4] 研究发现姜黄

素具有治疗肝纤维化小鼠模型的作用,其作用机制

可能与抑制巨噬细胞极性转化和枯否细胞活化、减
少单核细胞相关的细胞因子分泌有关。 关于姜黄

素在肾纤维化方面研究甚少,有研究应用含姜黄素

代谢产物的四氢姜黄素饮食饲料喂养 5 / 6 肾切除模

型所致慢性肾疾病 SD 大鼠,发现具有改善大鼠蛋

白尿、减轻纤维化程度、增加抗氧化蛋白和过氧化

物酶的效果[5-6]。 但是,姜黄素在防治慢性肾疾病

中的具体机制依然不明,而姜黄素作为一种在治疗

多种疾病方面极具潜力的天然药物,大力开发其应

用价值尤其在肾领域方面的研究极为重要。 本课

题组运用改良的 5 / 6 肾结扎方式造模[7],通过消融

肾实质使肾单位减少从而诱导 CKD 模型,进一步探

讨姜黄素对 CKD 的防治效果并初步揭示其相应的

保护作用机制,为临床防治 CKD 提供一定参考,具
体研究报告如下。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 J 雄性小鼠,8 周龄,体重 20 ~
25 g,购自成都达硕实验动物有限公司【SCXK(川)
2015-030】,饲养于西南医科大学动物实验中心

【SYXK(川)2018-065】。 将小鼠饲养在恒温 20 ~
22℃,湿度 50% ~ 60%环境中,每天光照黑暗各 12
h 交替处理,适应性饲养一周。 所有操作均符合实

验动物伦理学要求(伦理审批号:2017DW027)。
1. 1. 2　 试剂

姜黄素购自西安开来生物技术有限公司(纯度

98. 15%);总 RNA 提取试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司;逆转录试剂盒购自上海普洛麦格

生物产品有限公司;Real-time PCR 试剂盒购自上海

普洛麦格生物产品有限公司;血肌酐,尿素氮试剂

盒购自南京建成生物工程研究所;Yap 购自美国

Cell Signaling Technology;α-SMA 购自 Invitrogen。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组及造模

30 只 C57BL / 6 J 小鼠随机分成假手术对照组

(NC)、5 / 6 肾结扎组(LIG)、姜黄素组(LIG+CUR)。
5 / 6 肾结扎模型:在无菌环境中用 1%戊巴比妥钠麻

醉小鼠,背脊柱右侧腹切口暴露右肾并切除,一周

后,背脊柱左侧腹切口暴露左肾,根据长度大致分

成上中下三部分,用 3-0 不可吸收的缝合线结扎上

下段,结扎至线圈直径为肾的 1 / 2。 术后,立即给予

姜黄素组每日喂养含 100 mg / kg 姜黄素含药饲料,
其余小鼠自由饮水摄食普通养殖饲料,于肾结扎后

三月处死取材,取相应的血尿及其组织标本用于实

验室分析。 姜黄素饲料配制方式:按照口服姜黄素
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剂量为每日 100 mg / kg 制作含药饲料[8],姜黄素组

每只小鼠体重约 20 g,则每只小鼠每日需要口服姜

黄素 2 mg,根据小鼠每日摄食量约 5 g[9],因此配置

成 2 mg / 5 g 姜黄素饲料,单笼喂养,先喂养含姜黄

素的饲料,再换正常饲料,每日精确记录含姜黄素

饲料的摄入情况。 制作方法:常规小鼠饲料打粉,
按照上述比例添加姜黄素,搅拌均匀后加入一定量

灭菌水,成团后用面条机制出圆柱形粗面条状饲

料,切割成 1 cm 的小颗粒,48℃烘烤 24 h 后投食或

4℃冷藏保存。
1. 2. 2　 观察指标

(1)一般情况

观察小鼠的精神状态、活动、饮食及饮水、皮
毛、二便等情况变化。

(2)生化指标检测

心脏穿刺取血处死,用血肌酐、尿素氮试剂盒

测定生化指标。
(3)组织病理学与免疫组化观察

新鲜组织固定脱水包埋后切片,脱蜡复水用于

常规病理学 H&E 染色、Masson 染色观察肾小球硬

化肾小管扩张情况及其纤维化程度,免疫组织化学

法检测 α-SMA 和 Yap 表达情况。
免疫组化:制作石蜡切片脱蜡复水,放入pH 6. 0的

柠檬酸缓冲液中微波抗原修复,自然冷却至室温,用
3%过氧化氢孵育 10 min,PBS 洗涤 3 次,3 min /次。
滴加用 5%BSA 封闭 10 min,滴加一抗,4℃ 湿盒孵

育过夜。 PBS 洗涤 3 次,3 min /次,滴加辣根过氧化

物酶标记的二抗,室温孵育 1 h, PBS 洗涤 3 次,
3 min /次,DAB 显色,镜下控制显色时间,蒸馏水冲

洗终止反应。 苏木素染核,水洗,无水乙醇脱水

1 min,二甲苯透明 10 min,中性树胶封片。
(4)Western blot 检测蛋白质

液氮研磨肾皮质部分,冰浴上裂解 30 min,离
心取上清,测定相应的蛋白浓度,加入上样缓冲溶

液进行封闭,10 min 沸水浴,-20℃保存。 以 50 μg
总蛋白样品上样,聚丙烯酰胺凝胶电泳,转至

PVDF 膜,脱脂奶粉封闭 1 h,TBST 洗 3 次,10 min /
次,一抗孵育 4℃过夜,TBST 洗 3 次,10 min /次,二
抗室温 37℃孵育 1 h,TBST 洗 3 次,10 min /次,用
等体积的 A 液和 B 液混匀显色,暗室中操作,置于

暗盒中曝光,根据目的蛋白荧光信号强弱选择合

适的曝光时间,显影定影,用 Gel-Pro Analyzer 软件

分析结果。
(5)总 RNA 提取和实时荧光定量 PCR
设计引物送至上海生物工程有限公司合成,Yap

基因 上 游 ( 5􀆳 - 3􀆳 ): TGAGATCCCTGATGATGTAC
CAC;Yap 基因下游(5􀆳 -3􀆳):TGTTGTTGTCTGATCG
TTGTGAT; α-SMA 基 因 上 游 ( 5􀆳 - 3􀆳 ): GTCCCA
GACATCAGGGAGTAA; α-SMA 基因下游(5􀆳 - 3􀆳):
TCGGATACTTCAGCGTCAGGA;GAPDH 基因上游(5􀆳
-3􀆳): AGGTCGGTGTGAACGGATTTG; GAPDH 基因

下游(5􀆳-3􀆳):GGGGTCGTTGATGGCAACA。 取肾皮

质提取 RNA,逆转录为 cDNA,并按照试剂盒说明书

进行 Real-time PCR,反应条件:95℃ 2 min,40 个循

环;95℃ 15 s; 60℃ 1 min。 以 GAPDH 为内参进行

校正后,比较循环阈值 ( CT) 的方法对靶基因的

mRNA 表达水平进行相对定量。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 统计学软件进行实验数据统

计,处理,分析。 计量资料采用 􀭰x ±s表示, 三组间比

较用方差分析和 Shapiro-Wilk 检验进行两两比较,
检验水准 α= 0. 05,P< 0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 5 / 6 肾结扎小鼠造模及其一般情况观察

实验期间假手术组精神状态良好,毛发光泽,
行动自如,反应灵敏,进食,饮水,排尿排便正常。
结扎组小鼠出现食欲不振,精神状态萎靡,活动欠

佳等表现,姜黄素治疗一月后出现食欲好转,精神

状态相对活跃,饮食饮水状态相对改善。 由图 1 结

果可见,与假手术组相比,结扎组肾上下极出现明

显萎缩吸收。
2. 2　 CKD 小鼠肾功能改变

与假手术组相比,结扎组血肌酐以及尿素氮明

显升高,而姜黄素治疗后血肌酐与尿素氮值明显下

降,各组间差异均具有统计学意义(P< 0. 001)。 见

图 2。
2. 3　 姜黄素治疗后的肾病理学改变

H&E 染色结果显示为肾皮质部分,可见,假手

术组肾小球毛细血管腔无扩张,肾小管结构清晰,
排列紧密,上皮细胞基底膜完整,间质未见炎性细

胞浸润,结扎组肾小球肥大变形,肾小管扩张明显,
炎性浸润增多,姜黄素组肾小球和肾小管相应的结

构变化得到明显改善(见图 3)。
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图 1　 5 / 6 肾结扎造模示意图

Figure 1　 Comparison of the kidney of normal control and
5 / 6 kidney ligation model mice

2. 4　 姜黄素对纤维化的影响作用

Masson 染色和 α-SMA 免疫组化结果显示部位

均为肾皮质,可见,与假手术组相比,结扎组出现一

定程度纤维化改变,应用姜黄素后,Real-time PCR
和 Western blot 结果显示,α-SMA 在基因和蛋白表

达水平均出现降低,表明以 5 / 6 肾结扎的造模方式

同样可以诱导肾纤维化,且经过姜黄素治疗后可以

减缓肾纤维化程度(见图 4)。
2. 5　 姜黄素通过降低 Yap 的表达减缓 CKD 进程

喂食姜黄素三月后各组小鼠肾皮质的免疫组

化结果显示:假手术组的肾组织中,仅有少量 Yap
表达于远曲小管上皮细胞的细胞质和细胞核内,而
结扎组则出现 Yap 入核增多、阳性表达增强现象,
集中表达于肾近端小管和远曲小管中,姜黄素治疗

后细胞核阳性表达区域显著减少;Real-time PCR 和

Western Blot 检测结果可见,与假手术组相比,结扎

组 Yap 在基因和蛋白水平的表达均显著升高,而姜

黄素治疗后表达下降(见图 5)。

注: NC:假手术对照组;LIG:5 / 6 肾结扎模型组;LIG+CUR:姜黄素治疗组;Serum creatinine:血肌酐;Urea

nitrogen:尿素氮.∗∗∗∗P<0. 0001,∗∗∗P<0. 001.

图 2　 三组小鼠血肌酐与尿素氮水平检测

Note. NC.Sham operated control group. LIG: 5 / 6 kidney ligation model group. LIG + CUR: The ligation group

treated with curcumin.∗∗∗∗P<0. 0001,∗∗∗P<0. 001.

Figure 2　 Detection of serum creatinine and urea nitrogen levels in the three groups of mice

图 3　 三组小鼠肾病理组织 H&E 染色

Figure 3　 Histological changes in renal tissues of the three groups of mice(H&E staining)
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　 　 　 注:A-F 为 Masson 染色结果;G-L 为 α-SMA 免疫组化结果;M-N 为 α-SMA 蛋白表达结果;O 为 α-SMA RT-PCR 结果

　 　 　 ∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。

图 4　 三组小鼠肾脏组织 Masson 染色和 α-SMA 基因与蛋白的表达情况

Note. A-F: Masson staining. G-L: Results of α-SMA immunohistochemical staining. M-N: α-SMA protein expression, and O: Results of α-SMA RT-PCR.
∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。

Figure 4　 Changes of histology and expression of α-SMA gene and protein in renal tissues of the three groups of mice
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注:A-F 为 Yap 免疫组化结果;G-H 为 Yap 蛋白表达结果;I 是 Yap RT-PCR 结果。∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 5　 Yap 在各组小鼠肾组织中基因和蛋白表达情况

Note. A-F: Yap expression, immunohistochemistry. G-H: Yap protein expression. I: Results of Yap RT-PCR.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.

Figure 5　 Gene and protein expression of Yap in kidney tissues of the mice

3　 讨论

在本研究中,我们报道了姜黄素可以有效的减

缓由改良的 5 / 6 肾结扎方式所诱导的慢性肾病纤维

化进程,降低血清肌酐和尿素氮水平,下调纤维化

指标 α-SMA 的表达,其机制可能与下调 Hippo 信号

通路中 Yap 蛋白的表达有关。
CKD 动物模型制备方法有多种,可以通过反复

注射顺铂或喂养阿霉素等化学方式诱导[10-11],也可

以通过手术方式诱导,其中以 5 / 6 肾切除模型最为

常见,采用的是左侧肾切除上下极,一周后切除右

侧肾的方式[5]。 然而以该方法造模会导致动物在

术中或术后大量出血,严重影响动物术后的生存

率。 随后有研究用电凝止血法对切除后的肾止血,
但依然会产生约 20%的死亡[12]。 而本实验模拟 5 /
6 肾切除模型的机制,采用新型改良的 5 / 6 肾结扎

模型制备方法,通过结扎肾上下极,使肾单位减少,
残存的肾组织超负荷,致使肾小球出现高灌注、高
滤过、肥大增生,进一步出现萎缩硬化。 该方法可

有效的减少动物在造模过程中的大出血,降低动物

术后死亡率至 10%以下。 免疫组化和 Masson 染色

的结果显示,结扎组小鼠肾还出现纤维化改变,说
明该改良造模方式不仅能诱导 CKD 模型,还能导致

纤维化改变,更加贴近 CKD 患者的病理生理过程,
具体研究数据已另成文,在本文中不再赘述。

针对慢性肾疾病的肾纤维化治疗,Wang 等[13]

采用高内容筛选(HCS)方法筛选出了具有潜在抗

纤维化作用的 16 种化合物,其中包含有姜黄素,提
示其可能在抗纤维化方面具有一定开发价值。 姜

黄素是从姜黄根茎部提取出来的一种疏水性多酚,
具有广泛的生物药理学作用,如抗炎、抗肿瘤等。
现有研究表明姜黄素对慢性肾损伤动物模型具有

一定的治疗作用。 在本研究中我们应用姜黄素治

疗新型的 5 / 6 肾结扎方式诱导的 CKD 纤维化模型,
结果显示,姜黄素可以显著减缓 CKD 进程,减慢肾

纤维化进展,有利于肾功能恢复,与 Lau 等采用四氢

姜黄素的实验结果一致。 四氢姜黄素作为姜黄素

在生物体内的主要代谢产物,研究发现其在抗氧化
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方面的药理活性优于姜黄素,据此推测本研究中姜

黄素的抗肾纤维化作用可能与姜黄素的代谢产物

有关。
对于姜黄素抗纤维化的机制研究多集中于氧

化应激方面[14]。 近年来,有关 Yap 与器官纤维化关

系的研究日益受到关注。 Yes 相关蛋白(Yap) 是

Hippo 通路中最主要的转录共激活因子,Lats1 存在

于 Yap 的上游,Last1 / 2-Mob1 复合物被磷酸化而激

活,进而使下游的 Yap / Taz 磷酸化,磷酸化的 Yap 与

控制蛋白亚细胞定位的调节蛋白结合,继而滞留在

细胞质中,导致 Yap / Taz 沉默,从而抑制下游因子细

胞周期素 E 等表达来维持组织稳态,若 Hippo 通路

被抑制,导致 Yap 过分活化,迁移进入细胞核,激活

下游靶基因从而导致细胞增殖活跃。 它们之间相

互作用参与许多病理生理过程,与调控器官体积、
细胞增殖分化凋亡相关。 Liu 等[15-16] 从人肺组织和

细胞实验研究中得出 Yap 能够通过介导成纤维细

胞活化和基质形成促进肺纤维化进程。 Zeng 等[17]

通过 UUO 和缺血再灌注构建的小鼠模型发现,随着

损伤时间延长,Yap 在细胞核表达的阳性率升高。
Anorga S 等[18]通过三种模型发现在 UUO 模型诱导

的 CKD 疾病中存在 Yap 的高表达。 以上研究均提

示,Yap 高表达与肾纤维化进展存在一定相关性。
我们在研究中发现,无论是基因还是蛋白水平,Yap
在结扎组小鼠中均出现表达升高,而在姜黄素治疗

后均显著性降低。 据此初步推测,采用姜黄素治疗

CKD 的机制可能涉及到 Hippo 信号通路,但对于确

切的机制研究还需要在细胞水平上进一步证实和

深入性探讨。
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