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　 　 【摘要】 　 目的　 研究虎杖醇提物（ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ，ＰＣＥ）对小鼠肾间质纤维化的保护

作用及其潜在分子机制。 方法　 将 ５０ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠随机分为 ５ 组（ｎ ＝ １０）：正常对照组、模型组、虎杖醇

提物低、中、高（７５、１５０、３００ ｍｇ ／ ｋｇ）剂量组。 除正常对照组外，其他各组灌胃腺嘌呤构建肾间质纤维化模型，虎杖

醇提物低、中、高剂量组同时灌胃给予不同剂量的虎杖醇提物混悬液。 各组经灌胃给药 ４２ ｄ 后用生化试剂盒测定

血清肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｓｃｒ）和尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ）水平，通过苏木精伊红染色和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染

色分别观察小鼠肾组织病理学变化及胶原沉积情况，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测小鼠肾组织中转化生长因子－β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）、Ｓｍａｄ６、α 平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）、Ｉ 型胶原蛋白

（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ）的表达情况。 结果　 与正常对照组比较，模型组小鼠 ＢＵＮ、Ｓｃｒ 水平显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 肾组织病理

学 ＨＥ 染色可见肾小管结构破坏，炎细胞浸润肾间质，完整的健存肾单位明显减少；Ｍａｓｓｏｎ 染色可见胶原纤维蓝色

阳性染色面积明显增多。 肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 的表达明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６
的表达显著下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 上皮 －间充质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 标志蛋白之一

α⁃ＳＭＡ、细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）蛋白之一 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的表达明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组相比，虎
杖醇提物各给药组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ 水平以及肾组织 ＴＧＦ⁃β１、α⁃ＳＭＡ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的蛋白表达水平呈剂量依赖性降低，
Ｓｍａｄ６ 的表达水平呈剂量依赖性升高。 肾组织的病理改变及纤维沉积面积均有不同程度的改善。 结论　 虎杖醇

提物能减轻腺嘌呤诱导的小鼠肾功能损伤，改善肾间质纤维化，其机制与干预 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路，抑制 ＥＭＴ
及 ＥＣＭ 蛋白沉积有关。
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ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｍａｄ６ ｐｒｏｔｅｉｎ； ａｎｄ ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＣＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＥＭＴ ａｎｄ ＥＣＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ； ＴＧＦβ１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性肾疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）具有

发病率高、知晓率低、预后差、医疗费用高等特点，
是心脑血管疾病、糖尿病、和恶性肿瘤之外又一严

重危害人类健康的疾病，近年来，ＣＫＤ 患病率逐年

上升，全球一般人群患病率已达 １４􀆰 ３％［１］。 ＣＫＤ 是

由多种肾疾病，如肾盂肾炎、肾小球肾炎、肾结石，
非肾疾病如痛风、糖尿病、高血压以及药物毒副作

用引起的缓慢性进行性肾功能不全的临床综合

征［２］，ＣＫＤ 的发生又会增加痛风、糖尿病、高血压的

发病率及死亡率，从而引发公共卫生问题。
ＣＫＤ 的治疗方法有限，通常通过控制潜在的病

因来减缓其进展，当 ＣＫＤ 进展为终末期肾衰竭时

（ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ），通常使用肾替代治

疗方法：透析和肾移植［１］。 然而，透析对 ＥＳＲＤ 的肾

功能损伤及肾组织的病理改变修复作用有限；肾移

植存在着供体短缺，不易获得、易发生移植排斥反

应、价格昂贵等缺点［３］。 因此，人们需要寻找更有

效的治疗方法来治疗 ＣＫＤ，并减少医疗支出。
肾间质纤维化（ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）几

乎是所有肾疾病进展到 ＥＳＲＤ 的共同病理途径［４］，
因此，深入探讨 ＲＩＦ 疾病机制，积极寻找可以早期阻

止甚至逆转 ＲＩＦ 的药物具有重要的意义。 许多信号

转导分子和途径参与肾间质纤维化的发展，转化生

长因子－β（ＴＧＦ⁃β）超家族信号转导通路是肾组织

纤维化的中心介质，ＴＧＦ⁃β 可通过 Ｓｍａｄ 和非 Ｓｍａｄ
依赖途径促进肾纤维化的进展。 因此干预 ＴＧＦ⁃β
通路及其下游靶点就成为治疗肾纤维化的理想选

择。 天然植物具有较好的抗纤维化效果，且价格低

廉，容易获取，因此成为近年来研究的热点。
中医古籍中无 ＣＫＤ 对应的病名，也无对应的文

献记载，根据其临床表现及发病特点，当属“水肿”、
“肾水”、 “肾劳”、 “肾积”、 “腰痛”、 “虚劳”、 “关

格”、“尿浊”等。 ＣＫＤ 起源于脾肾之气亏虚，日久由

虚致实，可见湿热、湿邪、淤血等各种病理之气交

杂。 故在治疗上主张补益脾肾，益气养血以固其

本，兼以清热利湿，活血化瘀以治其标［５］。 中药虎

杖为蓼科多年生草本植物虎杖的干燥根茎和根，味
微苦，性微寒，归肝、胆、肺经。 具有利湿退黄、清热
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解毒、散瘀止痛和止咳化痰等功效。 用于湿热黄

疸、淋浊、带下、风湿痹痛、痈肿疮毒、水火烫伤、经
闭、癥瘕、跌打损伤、肺热咳嗽［６］。 临床上取其清热

利湿、散瘀止痛的功效，用于治疗慢性肾病证属湿

热瘀血者［７］。 尽管中医使用虎杖治疗慢性肾病的

临床疗效确定，但其用于治疗 ＣＫＤ 的作用机制尚不

清楚。
现代药理学研究表明：虎杖中主要含有蒽醌

类、二苯乙烯类、黄酮类、香豆素类以及一些脂肪酸

类化合物，其主要活性成分白藜芦醇和虎杖苷具有

抗氧化、抗炎、免疫调节作用［８］。 虎杖有效成分大

黄素、白藜芦醇可以不同程度改善糖尿病肾病小鼠

肾组织病理损伤，改善肾小管、肾小球病变，延缓肾

小球细胞外基质增生，抑制肾小球硬化以及肾组织

纤维化［９］。 虎杖苷可以通过调节 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４） ／核转录因子（ＮＦ⁃κＢ）信号通路，下调炎症

因子表达水平，改善糖尿病肾病大鼠肾的炎性

损伤［１０］。
我们的研究使用腺嘌呤诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠肾

间质纤维化，并用虎杖醇提物（ ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ
Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ，ＰＣＥ）对其进行药物干预，观
察 ＰＣＥ 对肾间质纤维化模型小鼠肾功能指标及组

织病理学变化的影响，以及其对 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号

通路相关信号分子、ＥＭＴ 和 ＥＣＭ 蛋白沉积的干预

作用，从而评估虎杖醇提物对腺嘌呤诱导的肾间质

纤维化的保护作用，探讨其逆转肾间质纤维化的分

子机制及可能的治疗靶点。 为虎杖的临床用药和

新药开发提供实验依据，为治疗 ＣＫＤ 的新药开发提

供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠 ５０ 只，体重 ２４ ～
３０ ｇ，１２ 周龄，购于浙江维通利华实验动物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】，饲养于杭州医学院安

全性评价研究中心 ＳＰＦ 级屏障系统 【 ＳＹＸＫ（浙）
２０１７－００１０】，屏障系统具有 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环周

期，温度为 ２０ ～ ２５℃，湿度为 ４０％ ～ ５％。 饲养期

间，自由饮水，饲喂普通维持饲料由北京科澳协力

饲料有限公司提供。 饲养管理符合国际 ＡＡＡＬＡＣ
认证的要求。 实验设计经杭州医学院安全性评价

研究中心实验动物管理和使用委员会（ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＩＡＣＵＣ）批准（ＫＹ⁃
２０２１⁃０２０）。 所有实验均按照相关指南和规定进行。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

腺嘌呤：每瓶 ２５ ｇ，纯度＞ ９９％，购自 Ｓｉｇｍａ 公

司，批号：ＷＸＢＤ２５７６Ｖ；磷钼酸水合物、酸性品红、亮
绿 ＳＦ、苯胺蓝、伊红 Ｙ 购自上海阿拉丁；肌酐测定试

剂盒（苦味酸法，批号：１７１０４４ ／ ５０００５５４７）、尿素氮

测定 试 剂 盒 （ 谷 氨 酸 脱 氢 酶 法， 批 号： ２７３２４ ／
６０１３４６６１）购自德赛诊断系统有限公司；兔单克隆

抗体： Ａｎｔｉ⁃ＴＧＦ⁃β１ （货号： ａｂ２１５７１５） 、 Ａｎｔｉ⁃Ｓｍａｄ６
（货号： ａｂ２７３１０６）、Ａｎｔｉ⁃α⁃ＳＭＡ（货号： ａｂ１２４９６４）、
Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ （货号： ａｂ２７０９９３）、Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ（货

号：ａｂ１８１６０３） 购自 Ａｂｃａｍ 公司（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ， ＵＫ）；
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ） （货号：
Ａ０２０８）、ＲＩＰＡ 裂解液（货号：Ｐ００１３Ｂ）、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
蛋白上样缓冲液（５Ｘ） （货号：Ｐ００１５Ｌ）、ＰＭＳＦ（货

号：ＳＴ５０６）、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 （货号：
Ｐ１０４５）、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０）、
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒（货号：Ｐ００１２Ａ）、脱脂

奶粉（货号：Ｐ０２１６）、ＢｅｙｏＥＣＬ Ｓｔａｒ（货号：Ｐ００１８ＡＳ）
购于上海碧云天生物技术有限公司；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ 预染

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（货号：２６６１６）购于赛默飞世尔科技（中
国）有限公司。

ＨＩＴＡＣＨＩ ７１００ 全自动生化仪 （日立公司，日

本）， Ｂｉｏ Ｔｅｋ 􀳏 Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴ 全自动荧光酶标仪

（ＢｉｏＴｅｋ 公司，美国），ＤＭ３０００ 显微镜等病理全套设

备（Ｌｅｉｃａ 公司，德国）；ＩＫＡ 组织匀浆机（ ＩＫＡ 公司，
德国）； Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 蛋白电泳系统 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美

国）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４Ｒ 高速冷冻离心机（ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司，德国）；ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ ６０００ 化学发光成像仪（上
海勤翔科技有限公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 虎杖醇提物的制备及给药剂量的确定

虎杖购自浙江中医药大学中药饮片厂，取 １５０ ｇ
虎杖饮片粉碎后过 ３ 号筛，以 ６５％乙醇，料液比

１ ∶４０，功率 ３５０ Ｗ，频率 ５５ ｋＨｚ 超声提取 ２０ ｍｉｎ，提
取液旋蒸后冷冻干燥，冻干粉冷藏，得到虎杖醇提

物 ３２􀆰 ３ ｇ，得率为 ２１􀆰 ５％。 根据中国药典 ２０２０ 年版

一部［６］，虎杖的人用量为 ９ ～ １５ ｇ，中药饮片对小鼠

的等效剂量为 １􀆰 １６ ～ １􀆰 ９３ ｇ ／ ｋｇ，相当于虎杖醇提

物 ２４９ ～ ４１４ ｍｇ ／ ｋｇ。 结合预实验，最终确定虎杖醇
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提物低剂量组、中剂量组、高剂量组的给药剂量分

别为 ７５、１５０、３００ ｍｇ ／ ｋｇ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组、造模及给药

５０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠进入屏障系统后适应性

喂养 １ 周，随机分为 ５ 组：正常对照组、模型组、虎杖

醇提物低剂量组 （ ＰＣＥ⁃Ｌ， ７５ ｍｇ ／ ｋｇ）、中剂量组

（ＰＣＥ⁃Ｍ， １５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、高剂量组（ＰＣＥ⁃Ｈ， ３００ ｍｇ ／
ｋｇ），每组 １０ 只。 各组小鼠每天称重 １ 次，按体重

１０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃，每天上午虎杖醇提物低、中、高剂量

组分别给予相应浓度的虎杖醇提物混悬液，正常对

照组和模型组按体重给予纯水。 下午对照组按体

重给予纯水，其他各组均灌胃给予 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 的腺嘌

呤混悬液，连续给药 ４２ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集及取材

第 ４２ 天给药后，禁食不禁水 １２ ｈ，所有动物在

第 ４３ 天麻醉，从腹主动脉获取血液，并在 ４℃下以

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 分离血清，以进行生化分

析。 采血后，取下肾，冲洗并快速称重，观察 ＰＣＥ 对

肾表观的影响。 肾组织分为两组，左肾福尔马林固

定用于组织病理学评估、右肾液氮快速冷冻后，在
－８０℃下保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 常规肾损伤生化指标检测

按照试剂说明书的方法，使用全自动生化分析

仪检测各组小鼠的血清尿素氮、肌酐水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肾组织病理形态学观察

取肾，用生理盐水冲洗后福尔马林固定，梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，用切片机将包埋

好的组织进行连续切片，切片厚度为 ４ ～ ５ μｍ。 切

片用苏木素和伊红染色（ＨＥ）以观察肾组织病理学

改变， Ｍａｓｓｏｎ 三色染色以观察肾间质纤维化胶原沉

积程度， 蓝色线状或颗粒状沉积物计为胶原蛋白阳

性。 每个实验组随机选择 ３ 个肾的 Ｍａｓｓｏｎ 染色病

理切片，在 ２００ 倍放大率下每个肾随机选择不重叠

的 １０ 个视野，避开肾内大血管，将呈现蓝色的纤维

化区域作为阳性目标，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算阳性面

积与整个视野总面积的比值，对 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色胶

原沉积面积进行量化并使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进

行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路相

关信号分子及 ＥＭＴ、ＥＣＭ 相关蛋白表达水平

分别取各实验组小鼠肾组织置于预冷的 ＲＩＰＡ
裂解缓冲液中，用电动匀浆机匀浆，匀浆后在 ４℃下

持续震荡 １ ｈ，随后 ４℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，
从离心机中取出离心管置于冰上，吸取上清液采用

ＢＣＡ 蛋白定量法测蛋白浓度，加上样缓冲液及

ＲＩＰＡ 缓冲液制备样品，使得 ５ 组蛋白样品浓度达到

一致。 每组上样量为 ２１ μｇ，经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳分离蛋白质，用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 转膜装置将凝胶中的蛋

白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 在室温下用 ５％脱脂牛奶

封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈ，然后在 ４℃ 下与一抗孵育过夜

［抗体稀释浓度： ＴＧＦ⁃β１ （ １ ∶ １０００）、 Ｓｍａｄ６ （ １ ∶
１０００）、 α⁃ＳＭＡ （ １ ∶ １００００）、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ （ １ ∶ １０００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶１００００）］。 次日在室温下与辣根过氧化

物酶偶联的二抗孵育 １ ｈ。 用特超敏 ＥＣＬ 化学发光

试剂盒显影，化学发光显影仪进行曝光、扫描。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件根据目的条带与

内参的灰度值比值进行半定量分析。 上述实验均

使用来自不同小鼠的肾组织至少重复 ３ 次。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进行分析，计量资料

数据采用平均值±标准差 （􀭰ｘ ± ｓ） 表示。 选用单因

素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行显著性分析，总
体组间差异有统计学意义 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，进行组间两

两比较。 当方差齐性时，组间两两比较采用 ＬＳＤ 法

分析，当方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

一般精神状况和体重变化的影响

实验期间，正常对照组小鼠反应灵敏，毛发光

泽顺滑，生长、进食及二便正常，模型组在灌服腺嘌

呤后出现活动量减少，喜静蜷卧，反应迟钝，进食减

少，日益消瘦，皮毛枯槁无光泽，小便增多等症状。
ＰＣＥ 给药各剂量组能不同程度地改善腺嘌呤给药

后的一般状况，且呈剂量依赖性。
随机分组时，各组小鼠的体重差异无统计学意

义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），正常对照组在给药期间，体重一直呈

自然增长，其他各组小鼠体重均有不同程度下降，
实验第四周时，模型组小鼠体重明显低于同期对照

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 低、中、高剂量组对腺嘌呤造模

导致的体重下降具有改善作用，且呈剂量依赖性，
其中 ＰＣＥ 高剂量组与同期模型组相比，差异具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 １）。
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表 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小鼠体重变化的影响（ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ｎ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重（ｇ）
Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

第 １ 周 第 ２ 周 第 ３ 周 第 ４ 周 第 ５ 周 第 ６ 周

Ｗｅｅｋ １ Ｗｅｅｋ ２ Ｗｅｅｋ ３ Ｗｅｅｋ ４ Ｗｅｅｋ ５ Ｗｅｅｋ ６
正常对照组

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２５． ８４ ± ２． ００ ２７． ０１ ± １． ９７ ２７． ０８ ± １． ７８ ２７． １０ ± ２． ３０ ２７． ２７ ± ２． １７ ２７． ２０ ± ２． ０６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２５． ９６ ± １． ４７ ２６． ７６ ± １． ５２ ２６． ４６ ± １． ６４ ２４． ７９ ± １． ８５＃＃ ２２． ８１ ± ２． ７８＃＃ ２２． ７２ ± １． ７３＃＃

ＰＣＥ⁃Ｌ 组
ＰＣＥ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ２５． １０ ± １． ６７ ２６． ６３ ± １． ８９ ２４． ８９ ± ２． ５０＃ ２４． ０４ ± ２． ８９＃＃ ２３． ７５ ± ２． ７５＃＃ ２３． １８ ± ２． ９０＃＃

ＰＣＥ⁃Ｍ
ＰＣＥ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ２５． ４３ ± １． ５６ ２７． ０５ ± １． ５０ ２５． ５８ ± １． ５４＃ ２４． ６２ ± ２． ２６＃＃ ２３． ８３ ± ２． ２８＃＃ ２３． ５２ ± １． ８７＃＃

ＰＣＥ⁃Ｈ
ＰＣＥ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ２５． ２６ ± １． ２１ ２６． ５０ ± １． ８５ ２５． ９７ ± １． ６８ ２５． ５２ ± １． １１ ２５． ８１ ± １． ５９∗∗ ２５． １２ ± １． ８８∗∗

注：与正常对照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１。 （下表 ／ 图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃ Ｐ ＜ ０． ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０． ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

图 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小鼠肾大体外观的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ

２􀆰 ２　 虎杖醇提物对腺嘌呤诱导的肾间质纤维化小

鼠血清肌酐、尿素氮水平的影响

由表 ２ 可见，与对照组相比，模型组血清肌酐、
尿素氮（Ｓｃｒ、ＢＵＮ）水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 虎杖

醇提物各给药组小鼠血清肌酐、尿素氮与对照组相

比，仍有不同程度的增高，但与模型组相比，血清肌

酐、尿素氮水平呈剂量依赖性降低，其中虎杖醇提

物高剂量组对腺嘌呤所导致的肌酐、尿素氮升高具

有明显改善作用，与模型组相比差异具有统计学意

义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 肾形态学改变

２􀆰 ３􀆰 １　 肉眼观察

正常对照组小鼠肾大小适中，颜色褐红，表面

光洁、质地坚韧；而模型组小鼠肾略肿大，呈淡棕褐

色，表面凹凸不平，可见颗粒状隆起。 虎杖醇提物

各给药组对肾外观具有不同程度的改善作用，呈剂

量依赖性，以虎杖醇提物高剂量组对肾大体外观改

善最明显（见图 １）。

表 ２　 ＰＣＥ 对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠血清尿素氮、
肌酐的影响（ｎ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ（ｎ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｓｃｒ（μｍｏｌ ／ Ｌ）

血尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｂｕｎ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３８􀆰 ９５ ± ８􀆰 ５０ １４􀆰 ００ ± ５􀆰 ５０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８９􀆰 １９ ± １５􀆰 ３０＃＃ ４５􀆰 ４６ ± ８􀆰 ０４＃＃

ＰＣＥ⁃Ｌ 组
ＰＣＥ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ８４􀆰 ７４ ± ８􀆰 ０９＃＃ ４４􀆰 ８２ ± ３􀆰 ３５＃＃

ＰＣＥ⁃Ｍ 组
ＰＣＥ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ７１􀆰 ２４ ± １４􀆰 １７＃＃ ３７􀆰 ４３ ± １０􀆰 １９＃＃

ＰＣＥ⁃Ｈ 组
ＰＣＥ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ５６􀆰 ６５ ± １３􀆰 ４６＃∗∗ ２６􀆰 ３１ ± １１􀆰 ０５∗∗

注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表 ／ 图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅｓ）
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２􀆰 ３􀆰 ２　 肾组织病理形态学观察

（１）肾组织 ＨＥ 染色结果

如图 ２ 所示，正常对照组小鼠肾组织结构正常，
皮髓质分界清楚，肾小管上皮细胞大小一致、形态

饱满、排列整齐，呈单层立方形结构，肾小管以背对

背（ｂａｃｋ ｔｏ ｂａｃｋ）的方式排列，间质空间几乎不存

在。 模型组小鼠肾小管结构破坏，出现坏死，高度

扩张的肾小管和萎缩的肾小管并存，部分肾小管上

皮细胞扁平、缺失、坏死，脱落的肾小管上皮细胞在

管腔内形成细胞碎片或细胞管型，肾小管分离，出
现间质间隔。 炎细胞浸润肾间质，完整的健存肾单

位明显减少。 与模型组相比，ＰＣＥ 各剂量给药组的

组织病理学改变有不同程度的改善，呈剂量依赖

性。 高剂量组肾小管上皮细胞大小一致，排列整

齐，细胞形态饱满，高度扩张的肾小管和萎缩的肾

小管较模型组明显减少。 肾小球形态规则，未见炎

细胞浸润，完整的健存肾单位较模型组有显著增

多，对腺嘌呤所致肾组织的病理改变有很好的改善。
（２）肾组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

Ｍａｓｓｏｎ 染色是肾纤维化的主要染色方法之一。

主要用于区分胶原纤维和肌原纤维，在肾穿刺活检

标本中，用于显示肾小球沉淀的免疫复合物和基底

膜、系膜基质及胶原纤维等［１１］。 Ｍａｓｓｏｎ 染色后，肾
小球基底膜沉积物（免疫复合物）呈红色。 基底膜、
系膜、胶原纤维呈蓝色，肾小管管腔、胞质、红细胞

呈鲜红色，细胞核呈棕褐色［１２］。 肾间质纤维化发生

时，肾间质中大量胶原纤维沉积，因此，蓝色阳性染

色面积明显增多，通过比较每组蓝色区域的面积来

确定肾病变产生纤维化的程度。
如图 ３、图 ４ 所示，正常对照组肾小球和肾小管

形态规则，肾小管上皮细胞排列规则整齐，无系膜

增生，间质正常，除了肾内动脉周围、基底膜、系膜

有预期的蓝色染色外，几乎没有蓝色染色；模型组

小鼠肾间质显示出大量胶原纤维条纹，染色呈蓝

色，提示明显的肾间质纤维化，与模型组相比，虎杖

醇提物低、中、高剂量组蓝色阳性染色面积均有不

同程度的减少，肾组织胶原沉积及肾间质纤维化较

模型组改善。 经统计学分析显示，虎杖醇提物低、
中、高剂量组对腺嘌呤所致小鼠肾组织胶原沉积面

积增加均有明显的改善作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：黄色箭头：高度扩张的肾小管；绿色箭头：萎缩的肾小管；红色箭头：炎细胞浸润。

图 ２　 肾切片的 ＨＥ 染色代表性显微图像反映虎杖醇提物对小鼠肾组织病理学变化的影响

Ｎｏｔｅ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ． Ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｅｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗｓ． Ａｔｒｏｐｈｉｅｄ ｔｕｂｕｌｅｓ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｒｅｆｌｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ

注：黄色箭头：肾间质纤维化和胶原沉积。

图 ３　 肾组织切片的代表性 Ｍａｓｓｏｎ 染色显微图像反映虎杖醇提物对肾间质纤维化小鼠胶原沉积的影响

Ｎｏｔｅ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ． Ａｒｅａｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｒｅｆｌｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ
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图 ４　 ＰＣＥ 对肾间质纤维化小鼠胶原沉积面积的影响（ｎ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

ａｒｅａ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ（ｎ＝ ３）

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测所得小鼠肾中 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的代表性条带；Ｂ，Ｃ：α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白印迹的半定量分析。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带反映虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠肾组织中的 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
蛋白水平的影响（ｎ＝ ３）

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙｓ． Ｂ， Ｃ． α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ３）

２􀆰 ４　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

的 ＥＭＴ、ＥＣＭ 蛋白沉积的影响

肾小管上皮细胞向间充质或成纤维细胞表型

的 转 化 或 转 分 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ）是肾纤维化过程中的关键因

素，其特征是肾小管细胞失去上皮表型，如 Ｅ⁃钙粘

蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ），并获得间充质性质的新特征如

波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）
等［１３］。 所有纤维化疾病的共同特征是激活产生细

胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）蛋白的肌成纤

维细胞［１４］，在信号通路的参与下，经过 ＥＭＴ 后的肾

小管上皮细胞丢失了上皮表型、获得间质细胞表

型，进而活化为肌成纤维细胞，肌成纤维细胞能分

泌细胞 ＥＣＭ 蛋白，主要包括 Ｉ 型和 ＩＶ 型胶原蛋白、
层粘连蛋白、纤维连接蛋白等［１５］。 当 ＥＣＭ 合成增

多或分解减少时，器官便会发生纤维化，甚至发生

硬化［１５］。
为检测虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小

鼠的 ＥＭＴ、 ＥＣＭ 蛋白沉积的影响， 本研究使用

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 对 ＥＭＴ 标志性蛋白 α 平滑肌肌动蛋白

（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ），ＥＣＭ 的重要组成

部分 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 进行了检测。
如图 ５ 所示，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测，与对照组相

比，模型组小鼠给予腺嘌呤造模后肾组织中 α⁃
ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的蛋白表达水平显著增加，（均为 Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 表明腺嘌呤成功激活了肾小管上皮细胞

上皮－间充质转化（ＥＭＴ），导致细胞外基质（ＥＣＭ）
蛋白过度沉积。 与模型组比，虎杖醇提物给药组呈

剂量依赖性的抑制腺嘌呤诱导的 α⁃ＳＭＡ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
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Ｉ 蛋白高表达，ＰＣＥ⁃Ｍ 和 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能显著抑制 α⁃
ＳＭＡ 蛋白表达水平的升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＰＣＥ⁃Ｈ 组能

显著抑制 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达水平的升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 因此虎杖醇提物可以抑制腺嘌呤所致的肾

间质纤维化小鼠肾小管上皮细胞 ＥＭＴ，减少 ＥＣＭ
蛋白沉积，从而减轻肾间质纤维化进程，发挥肾保

护作用。

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测所得小鼠肾组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白的代表性条带；Ｂ，Ｃ：ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白印迹的半定量分析。 与模型组相

比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带反映虎杖醇提物对小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白水平的影响（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ６ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ，Ｃ． α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ６
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ３）

２􀆰 ５　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

的 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路相关信号分子的影响

转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）超家族信号转导通路

是肾组织纤维化的中心介质。 哺乳动物体内存在 ３
种 ＴＧＦ⁃β 亚型：ＴＧＦ⁃β１、ＴＧＦ⁃β２ 和 ＴＧＦ⁃β３，其中

ＴＧＦ⁃β１ 在肾中表达最多。 ＴＧＦ⁃β 通过转化生长因

子⁃β 受体 ＩＩ （ ＴβＲＩＩ ）、 转化生长因子⁃β 受体 Ｉ
（ＴβＲＩ）及其细胞内介质 Ｓｍａｄｓ 诱发 ＥＭＴ，并增加

ＥＣＭ 蛋白如：Ｉ 型和 ＩＶ 型胶原蛋白、层粘连蛋白、纤
维连 接 蛋 白 的 合 成 和 分 泌， 发 挥 其 促 纤 维 化

作用［１６］。
Ｓｍａｄｓ 蛋白是将 ＴＧＦ⁃β 信号从细胞质转移到细

胞核的中转分子。 Ｓｍａｄｓ 家族依据其不同的作用被

划分为 ３ 类：受体调控的 Ｓｍａｄｓ（Ｒ⁃Ｓｍａｄ：Ｓｍａｄ １、２、
３、５、８），共调节 Ｓｍａｄｓ（Ｃｏ⁃Ｓｍａｄｓ：Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ１０），
抑制性 Ｓｍａｄｓ（ Ｉ⁃Ｓｍａｄ ：Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７）。 磷酸化的

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 与 Ｃｏ⁃Ｓｍａｄ（ Ｓｍａｄ４）形成复合物，并
转移到细胞核，调节下游促纤维化因子的表达［１７］。
Ｉ⁃Ｓｍａｄｓ（Ｓｍａｄ６ 和 Ｓｍａｄ７）与活化的 ＴβＲＩ 结合并竞

争性阻止 ＴβＲＩ 激活 Ｒ⁃Ｓｍａｄｓ。 此外，Ｓｍａｄ６ 还可与

激活的 Ｒ⁃Ｓｍａｄｓ 相互作用并干扰其与 Ｓｍａｄ４ 形成

复合物，抑制 Ｒ⁃Ｓｍａｄ 的磷酸化，从而减弱 ＥＭＴ 诱

导［１８］。 为检测 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路是否参与了

ＰＣＥ 的抗肾纤维化作用，本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测了各组小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白表

达水平。
如图 ６ 所示，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带所示：腺

嘌呤造模 ４２ ｄ 后，模型组小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１
水平显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 给药组能呈

剂量依赖性的抑制腺嘌呤给药导致的 ＴＧＦ⁃β１ 水平

升高；与模型组相比，ＰＣＥ⁃Ｍ 组和 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能显著

抑制 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达 （分别为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与对照组相比，模型组小鼠肾组织中 ＴＧＦ⁃
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β 信号通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 给药组能呈剂量依赖性的改善腺

嘌呤给药导致的 Ｓｍａｄ６ 水平降低，其中 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能

显著逆转 Ｓｍａｄ６ 蛋白表达水平的降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
因此，ＰＣＥ 可通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路发挥抗肾

间质纤维化的作用。

３　 讨论

肾间质纤维化是由肌成纤维细胞在慢性炎症

反应中过度沉积细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）蛋白引起的疤痕和组织硬化［１４］。 本研究采用

腺嘌呤持续灌胃建立小鼠 ＣＫＤ 肾间质纤维化模型，
目前常用的慢性肾损伤造模方法有生物法、化学法

和物理法［１９］。 早在 １９８６ 年，日本学者 Ｙｏｋｏｚａｗｚ
等［２０］就提出了用腺嘌呤饲养或灌胃的方式构建慢

性肾损伤模型。 当机体摄入大量腺嘌呤时，异常高

浓度的腺嘌呤在黄嘌呤氧化酶的作用下转化为极

难溶于水的 ２，８ 二羟基腺嘌呤（２，８⁃ＤＨＡ），沉积于

肾小管，使肾小管梗阻，肾单位大量丧失，导致氮质

血症、电解质和氨基酸代谢紊乱，从而引起肾间质

纤维化和肾功能损伤［２１］。 本研究选用腺嘌呤诱导

小鼠肾功能损伤，和人类的慢性肾功能损伤病理过

程相似，且具有造模成功率高、操作方便的优点。
经过多次预实验和众多文献的参考，最终选择 ６０
ｍｇ ／ ｋｇ 的腺嘌呤连续灌胃给药 ４２ ｄ，经生化检测血

清肌酐、尿素氮的含量及电镜观察组织病理学形

态，显示造模成功。
小鼠经腺嘌呤给药后出现活动量减少，喜静蜷

卧，反应迟钝，进食量减少，日益消瘦等脾气亏虚的

症状，以及皮毛枯槁无光泽，小便增多等肾气虚损

的症状。 脾主运化水湿，脾虚则运化失调，水湿痰

饮之邪内困；气为血之帅，气能行血，脾肾气虚则气

不能行血，血行不畅则瘀血内生。 久之则痰湿、血
瘀、浊毒内阻，损伤肾络，导致肾功能下降，肾间质

纤维化等病变。 其中痰浊为肾纤维化的病理代谢

产物，瘀血为邪实之首，既是病理产物，又是加重病

变发展的致病因素［２２］。 本研究以中药虎杖清热利

湿、活血散瘀为主要治疗原则，祛除痰浊、瘀血等病

理产物，从而改善肾功能，延缓肾纤维化的进展。
本研究显示：虎杖醇提物高剂量组 （３００ ｍｇ ／

ｋｇ）对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠的一般状况、
体重、血清肾功能指标（ＢＵＮ、Ｓｃｒ）以及肾组织病理

学及胶原沉积面积的改变具有明显改善作用。 且

可逆转模型组小鼠肾组织的 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白高表达，
ＴＧＦ⁃β 信号通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的低表达，以
及 ＥＭＴ、ＥＣＭ 相关蛋白：α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的

高表达。 研究结果表明虎杖醇提物可通过抑制

ＴＧＦ⁃β１ 的表达，阻断 ＴＧＦ⁃β 下游信号效应因子的

表达，并增加负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的表达，抑制 Ｒ⁃
Ｓｍａｄ 的磷酸化，减弱 ＥＭＴ 诱导及 ＥＣＭ 蛋白沉积，
从而发挥抑制肾纤维化保护肾的作用。 本研究结

果为中药虎杖的临床应用提供了一定的实验和理

论依据，但本实验仅选取了 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路

的部分信号分子进行了研究，未对 Ｓｍａｄ６ 是否与 Ｒ⁃
Ｓｍａｄｓ 相互作用并干扰其与 Ｓｍａｄ４ 形成复合物，抑
制 Ｒ⁃Ｓｍａｄ 的磷酸化机制作进一步验证，也未对非

Ｓｍａｄ 依赖途径如 Ｅｒｋ、ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ 和 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通

路，以及与肾间质纤维化相关的其他通路如：Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路作进一步研究。 此外，本次研究

数据略显不足，后续将进一步针对以上不足扩大研

究范围，进行更加深入的研究，为中药虎杖治疗肾

间质纤维化提供更加具体的干预环节和治疗靶点，
为开发肾间质纤维化的新药提供新思路。
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ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎ Ｖｉｖｏ， ２０１７， ３１（１）： １－２２．

［２０］ 　 Ｙｏｋｏｚａｗａ Ｔ， Ｚｈｅｎｇ ＰＤ， Ｏｕｒａ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｐｈｒｏｎ，
１９８６， ４４（３）： ２３０－２３４．

［２１］ 　 Ｏｋａｂｅ Ｃ， Ｂｏｒｇｅｓ ＲＬ， ｄｅ Ａｌｍｅｉｄａ ＤＣ， ｅｔ ａｌ． ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｃｒｙｓｔａｌ ｔｒａｎｓｌｏ⁃ｎｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｄｅｎｉｎｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０１３， ３０５（２）： Ｆ１５５－Ｆ１６３．

［２２］ 　 江铭倩， 王利， 彭文， 等． 黄芪汤抗肾纤维化机制探讨 ［ Ｊ］ ．
吉林中医药， ２０１６， ３６（７）： ７３３－７３６．
Ｊｉａｎｇ ＭＱ， Ｗａｎｇ Ｌ， Ｐｅｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｊｉｌｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１６， ３６（７）： ７３３－７３６．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０９－２６
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