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　 　 【摘要】 　 目的　 评估中药复方肾纤康对肾损伤和纤维化的保护作用,并探讨其可能的作用机制。 方法

采用单侧输尿管梗阻(unilateral
 

ureteral
 

obstruction,UUO)建立慢性肾病( chronic
 

kidney
 

disease,CKD)小鼠模

型,并随机分为假手术组、模型组及肾纤康低、高剂量组(1500、4500
 

mg / (kg·d)),每组 8 只。 肾纤康各组每天

灌胃不同剂量的肾纤康,其余小鼠灌胃等量的生理盐水,持续 7
 

d。 实验结束后,收集肾组织,通过苏本素-伊
红(HE)和 Masson 染色评估肾损伤和纤维化。 用 Real-time

 

PCR、免疫组化和 Western
 

Blot 检测纤维化标志物、
上皮膜蛋白 3(epithelial

 

membrane
 

protein
 

3,Emp3)及 Tgf-β / Smad 信号通路相关蛋白的表达。 细胞实验中,通
过 Emp3 回复实验和 Co-IP 分析肾纤康对 Emp3 / Tgf-β / Smad3 通路及其与转化生长因子 β 受体 2( TGF-beta

 

receptor
 

R2,Tgfβ2)相互作用的影响。 结果　 肾纤康干预显著改善了 UUO 模型组中的免疫细胞浸润和肾小管

萎缩,降低了肾损伤分子 1(kidney
 

injury
 

molecule
 

1,Kim1)和脂质运载蛋白 2(lipocalin
 

2,Lcn2)的表达,验证了

其在减轻肾损伤方面的效果。 Masson 染色及纤维化标志物纤连蛋白( fibronectin,Fn)和 α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth
 

muscle
 

actin,α-SMA)的检测结果显示,肾纤康能有效抑制 UUO 诱导的纤维化进程。 机制研究发

现,肾纤康通过特异性下调 Emp3 / Tgf-β / Smad3 信号通路的异常活化发挥作用,细胞实验进一步证实了肾纤康

通过调节 Emp3 来影响 Tgf-β / Smad3 信号传导。 Co-IP 实验结果显示,肾纤康通过调控 Emp3 与 Tgfβ2 的相互

作用来发挥作用。 结论　 肾纤康对慢性肾病小鼠模型表现出显著的保护作用,能够有效减轻肾损伤和纤维化。
其机制可能与下调 Emp3 / Tgf-β / Smad3 信号通路的活化有关,提示肾纤康在肾保护方面具有潜在的治疗价值。
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

evaluate
 

the
 

protective
 

effects
 

of
 

the
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

formula
 

Shenxiankang
 

on
 

renal
 

injury
 

and
 

fibrosis,
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

potential
 

mechanisms
 

of
 

action.
 

Methods 　 Chronic
 

kidney
 

disease
 

(CKD)
 

model
 

was
 

established
 

in
 

mice
 

using
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction
 

(UUO).
 

The
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:
 

sham,
 

UUO,
 

and
 

Shenxiankang(SXK)
 

Low / High
 

dose
 

groups
 

(1500,
 

4500
 

mg /
(kg·d)),

 

each
 

comprising
 

eight
 

mice.
 

The
 

each
 

SXK
 

groups
 

received
 

daily
 

oral
 

administration
 

of
 

Shenxiankang,
 

and
 

the
 

remaining
 

mice
 

were
 

gavaged
 

equivalent
 

volumes
 

of
 

saline
 

for
 

7 d.
 

After
 

the
 

experiment,
 

renal
 

tissues
 

were
 

collected
 

for
 

assessment
 

of
 

renal
 

injury
 

and
 

fibrosis
 

using
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

fibrosis
 

markers
 

and
 

proteins
 

involved
 

in
 

the
 

epithelial
 

membrane
 

protein
 

3
 

(Emp3)
 

and
 

Tgf-β / Smad3
 

signaling
 

pathway
 

were
 

determined
 

by
 

Real-time
 

PCR,
 

immunohistochemistry,
 

and
 

Western
 

Blot.
 

In
 

cell-based
 

experiments,
 

the
 

effects
 

of
 

Shenxiankang
 

on
 

the
 

Emp3 / Tgf-β / Smad3
 

pathway
 

and
 

its
 

interaction
 

with
 

TGF-beta
 

receptor
 

R2
 

(Tgfβ2)
 

were
 

further
 

analyzed
 

using
 

an
 

Emp3
 

knockdown
 

and
 

Co-IP
 

assays.
 

Results 　 Shenxiankang
 

significantly
 

reduced
 

immune
 

cell
 

infiltration
 

and
 

tubular
 

atrophy
 

in
 

the
 

UUO
 

model
 

group
 

and
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

kidney
 

injury
 

markers
 

kidney
 

injury
 

molecule
 

1
 

(Kim1)
 

and
 

Lipocalin
 

2
 

(Lcn2),
 

confirming
 

its
 

efficacy
 

in
 

alleviating
 

renal
 

injury.
 

Masson
 

staining
 

and
 

analysis
 

of
 

fibrosis
 

markers
 

Fibronectin
 

(Fn)
 

and
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

indicated
 

that
 

Shenxiankang
 

effectively
 

suppressed
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

UUO.
 

Mechanistic
 

studies
 

revealed
 

that
 

Shenxiankang
 

exerted
 

its
 

effects
 

by
 

selectively
 

downregulating
 

the
 

abnormal
 

activation
 

of
 

the
 

Emp3 / Tgf-β / Smad3
 

signaling
 

pathway,
 

a
 

finding
 

further
 

supported
 

by
 

cellular
 

experiments
 

showing
 

that
 

Shenxiankang
 

modulates
 

Tgf-β / Smad3
 

signaling
 

through
 

Emp3
 

regulation.
 

Moreover,
 

the
 

Co-IP
 

experiment
 

result
  

indicate
 

that
 

Shenxiankang
 

exerts
 

its
 

effects
 

by
 

regulating
 

the
 

interaction
 

between
 

Emp3
 

and
 

Tgfβ2.
 

Conclusions　 Shenxiankang
 

exhibits
 

significant
 

protective
 

effects
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

chronic
 

kidney
 

disease,
 

effectively
 

reducing
 

renal
 

injury
 

and
 

fibrosis.
 

These
 

effects
 

are
 

likely
 

mediated
 

through
 

the
 

downregulation
 

of
 

the
 

Emp3 / Tgf-β / Smad3
 

signaling
 

pathway,
 

suggesting
 

Shenxiankang ’ s
 

potential
 

therapeutic
 

value
 

in
 

renal
 

protection.
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Tgf-β / Smad3
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　 　 慢性肾疾病( chronic
 

kidney
 

disease,CKD)是

由多种因素引起的肾结构和功能损伤的非传染

性疾病,其发病率和死亡率正在稳步上升[1] 。 据

2019 年一项调查显示,中国 CKD 的总体患病率

已高达 15. 9%
  

~
  

16. 8%[2] 。 肾纤维化 ( renal
 

fibrosis,RF) 是 CKD 发展过程中的关键病理特

征,其主要表现为结缔组织在肾结构中的异常增

生和沉积[3] 。 在 CKD 患者中,肾纤维化是导致肾

功能丧失的主要原因,并被视为终末期肾病( end
 

stage
 

renal
 

disease,ESRD)的重要病理特征[4] 。
大量研究表明,中医药在 CKD 的治疗中具有

独特的优势,能够通过调整阴阳平衡、改善气血

循环及提供针对性治疗,有效延缓肾间质纤维化

的进展[5] 。 肾纤康是一种基于“肾内微癥积” 理

论的中药复方,已在临床上被证实对延缓肾纤维

化具有显著效果, 其作用机制可能与 TGF-β /
Smad 信号通路密切相关[6] 。 转化生长因子 β 受

体 2(TGF-beta
 

receptor
 

R2,Tgfβ2)是 TGF-β / Smad
信号通路中启动信号传导的关键因子[7] ,在肾纤

维化过程中通过调控细胞转化、基质合成和纤维

细胞的增生,发挥重要作用。 当 TGF-β 与细胞表

面的 Tgfβ2 结合后,Tgfβ2 会招募并激活 TGF-β
受体 1(TGF-beta

 

receptor
 

R1,Tgfβ1),后者进一步

磷酸化下游的 Smad3 蛋白。 磷酸化的 Smad3 与
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Smad4 结合形成复合物,随后转运至细胞核中,调
控与纤维化、细胞生长及分化相关的基因表达,
从而促进纤维化的发展[8-9] 。 此前有研究表明,
在肺癌细胞中上皮膜蛋白 3( epithelial

 

membrane
 

protein
 

3,Emp3)通过与 Tgfβ2 相互作用调节 Tgf-
β / Smad 信 号 通 路 活 化, 影 响 上 皮-间 质 转 化

(epithelial-mesenchymal
 

transition,EMT) [10] 。
基于此发现,本课题假设肾纤康改善 CKD 的

潜在机制可能涉及通过调控 Tgfβ2 和 Emp3 相互

作用,从而调控 Tgf-β / Smad 信号通路的激活有

关。 为验证此假设,本研究建立了单侧输尿管结

扎(unilateral
 

ureteral
 

obstruction,UUO)模型,并检

测了肾组织中的病理损伤、纤维化及 Tgf-β / Smad
信号通路相关蛋白的变化。 此外,本实验利用蛋

白质免疫共沉淀( co-immunoprecipitation,Co-IP )
技术检测肾纤康对 Emp3 与 Tgfβ2 相互作用的影

响,旨在明确肾纤康改善肾损伤的作用机制,为
进一步的临床应用提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物　
选用 8 周龄 SPF 级 C57BL / 6 小鼠 32 只,体

质量约为 25
 

g,由成都药康生物科技有限公司提

供【SCXK(川) 2022-034】,小鼠饲养于西南医科

大学实验动物中心 SPF 级动物房 【 SYXK ( 川)
2023-0065】。 饲养条件为:温度(25

  

±
  

0. 5)℃ 、湿
度 50%

  

~
  

60%、每天光照 12
 

h、给予充足的水和

饲料。 本实验严格遵循西南医科大学动物伦理

委员会的指导方针并通过伦理审批(2022-1001-
005),确保实验的伦理合规性。
1. 1. 2　 细胞

小 鼠 肾 小 管 上 皮 细 胞 ( transformed
 

C3H
 

mouse
 

kidney-1,TCMK1,Cat#CL0440)购于丰晖生

物,人胚肾细胞( 293FT,Cat #BNCC342056) 购于

北纳生物。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

肾纤康购于西南医科大学附属中医医院制

剂室(生大黄 9
 

g,水蛭 3
 

g,白花蛇舌草 12
 

g,淫羊

藿 15
 

g,黄芪 30
 

g,当归 12
 

g,莪术 12
 

g);苏木素-
伊红(HE)染色试剂盒( C0105s)、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒(P0012)与 RIPA 裂解液(P0013C)购

于 Beyotime;Masson 三色染色液(BA-4079B)购于

珠海贝索;免疫组化所用通用二步法试剂盒、DAB
显色液(PV-9000

 

、ZLI-9019)购于中杉金桥;GFP
磁珠 ( KTSM1334 ) 购 于 康 体 生 命; Emp3 ( Sc-
518092 ) 购 于 Santa

 

Cruz; phospho-Smad3 ( p-
Smad3 )、 Smad3、 phospho-Smad2

 

( p-Smad2 )、
Smad2

 

( AF1759、
 

AF1501、AF2545、AF1300)均购

于 Beyotime; Gapdh ( AB0037 ) 购于 Abways; Fn
(T59537)购于 abmart;α-SMA(23081-1-AP)购于

proteintech。
实时荧光定量 PCR 仪(美国 Thermo

 

Fisher
公司);蛋白质电泳转印系统( Bio-Rad);e-BLOT
化学发光成像系统(易孛特生命科学);Nikon 正

置光学显微镜(日本尼康);石蜡组织切片机(德

国莱卡);全波长酶标仪(杭州奥盛);超微量紫外

分光光度计(美国 Therm)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 肾功能检测

收集 2024 年西南医科大学附属中医医院肾

病科确诊 CKD 患者 20 例,在一个周期治疗阶段

随机给于 10 例肾纤康干预作为肾纤康组,另外

10 例给于安慰剂(原方稀释 15 倍的相同性状,气
味的药品)作为对照组。 治疗前后收集患者空腹

静脉血 5
 

mL,分离血清后检测肾功能指标(血清

肌酐、尿素氮、肾小球滤过率)。 本研究通过西南

医科 大 学 附 属 中 医 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

(KY2023020-FS01)。
1. 2. 2　 动物造模及给药

 

小鼠经适应性喂养 1 周后随机分为 4 组:假
手术(Sham) 组、模型( UUO) 组、肾纤康低、高剂

量( SXK-Low / High
 

dose,1500 / 4500
 

mg / ( kg·d))
组。 除假手术组外,其余小鼠按照文献所述造单

侧输尿管梗阻建立 CKD 模型[11-12] 。 具体操作如

下:根据小鼠体质量腹腔注射适量 1%戊巴比妥

钠麻醉小鼠,备皮后切开背部皮肤,暴露左侧肾

及输尿管,并用手术线将输尿管两端结扎,随后

剪断输尿管中段。 假手术组不进行输尿管结扎

及剪断,其他操作与模型组一致。 造模后,肾纤

康低 / 高剂量组每天灌胃相应剂量的药物,连续

7
 

d。 其余小鼠则灌胃等体积的生理盐水。 实验

结束后,麻醉并处死小鼠,收集肾组织的 1 / 4 进行

石蜡包埋,而剩下的肾组织经液氮速冻后提取蛋

305



中国实验动物学报 2025 年 4 月第 33 卷第 4 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,April
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

4

白和 RNA 进行后续实验分析。
1. 2. 3　 病理染色与免疫组化

组织切片经脱蜡复水后进行病理染色和免

疫组化。 HE 染色按照试剂盒所述步骤进行,具
体染色步骤:将组织浸于苏木素染料中 5

 

min,经
75%乙醇分色后马上用伊红染料染色 45

 

s,最后

封片并在显微镜下观察肾小管损伤情况并采集

具有代表性的图片。 Masson 染色主要步骤:铁苏

木素浸染 5
 

min、 丽春红 10
 

min、 磷钼酸分色

1
 

~
 

5
 

min、然后用甲苯胺蓝染色 1
  

~
  

5
 

min,最后

用 1%冰醋酸清洗至没有蓝色染料流出为止。 待

切片风干后封片并在显微镜下观察胶原纤维染

色情况, 拍摄具有代表性的染色图片并使用

Image
 

J
 

1. 51 软件计算胶原纤维蓝染面积占总面

积的百分比。 免疫组化首先是将脱蜡复水后的

切片放置在加热沸腾后的 pH
  

=
  

6. 0 柠檬酸三钠

缓冲液中,并持续加热 10
 

min 进行抗原修复,冷
却后滴加过氧化物酶孵育 20

 

min 阻断非特异性

染色,然后用 5%
 

BSA 封闭 30
 

min,滴加待测抗体

4
 

℃孵育过夜。 第 2 天根据 DAB 显色试剂盒进

行抗体显色,然后经苏木素复染 20
 

s 后封片。 最

后在显微镜下观察并拍摄抗体表达位置(200 倍

放大倍数),并用 Image
 

J
 

1. 51 软件计算抗体表达

面积占总面积的百分比。
1. 2. 4　 Real-time

 

PCR 检测纤维化标志物、Emp3
及 Tgf-β / Smad 信号通路相关 mRNA 的表达

收集约 25
 

mg 肾组织,提取总 RNA,然后用

紫外超微量分光光度计测定 RNA 浓度和质量。
取 1

 

μg
 

RNA,逆转录合成 cDNA。 以 cDNA 为模

板,结合 ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix
和相应基因引物,配置 Real-time

 

PCR 反应体系,
PCR 设置条件为: 95

 

℃
 

30
 

s 变性, 然后设置

(95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

15
 

s)运行 40 个循

环,最后 72
 

℃延伸 5
 

min。 以 Gapdh 作为内参基

因,通过 2-ΔΔCT 法计算靶基因的相对表达量。 引

物序列见表 1。
1. 2. 5　 Western

 

Blot 检测纤维化标志物、Emp3 及

Tgf-β / Smad 信号通路相关蛋白的表达

切取适当肾组织提取总蛋白,用 BCA 蛋白浓

度测定试剂盒测量蛋白浓度。 SDS-PAGE 胶中每

孔上样 30
 

μg 进行蛋白分离,通过湿转的方式将

分离的蛋白转移到 PVDF 膜上,然后用 5%
 

BSA

　 　 　 　 　 　 表 1　 引物信息

Table
 

1　 Primers
 

information

基因名称
Gene

 

name
引物名称

Primer
 

name
引物序列(5’-3’)

Primer
 

sequences
 

(5’-3’)

Fn
Fn-F ATGTGGACCCCTCCTGATAGT

Fn-R GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG

α-SMA
α-SMA-F GTCCCAGACATCAGGGAGTAA

α-SMA-R TCGGATACTTCAGCGTCAGGA

Gapdh
Gapdh-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

Gapdh-R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

室温封闭 1
 

h,随后加入特异性一抗 4
 

℃ 孵育过

夜。 按一抗抗体来源加入抗鼠 / 兔辣根过氧化物

酶标记的二抗(1 ∶ 5000),室温孵育 1
 

h。 最后,
使用 e-BLOT 化学发光成像分析系统对结果进行

扫描分析,然后用 Image
 

J
 

1. 51 软件读取各条带

灰度值,并以假手术组数值化为一做统计学分析。
1. 2. 6　 TCMK1 培养与干预处理

取对数生长期的 TCMK1 细胞(10%
 

FBS 的

DMEM 高糖培养基),经过计数稀释,使 100 μL 培

养基中包含 8000 个细胞,每孔接种 100
 

μL 于 96
孔培养板中,分别加入 25

  

~
  

400
 

μg / mL 肾纤康药

物处理,24
 

h 后检测细胞活力。 每孔加入总培养

基 1 / 10 体积的 CCK-8 试剂,37
 

℃ 孵育 1
  

~
  

4
 

h
后,在 450

 

nm 波长检测 OD 值。 此外,将 TCMK1
细胞接种于 6 孔板,并分为 4 组:对照(NC)、过表

达(OE-Emp3)组、过表达 Emp3
 

+
 

低浓度肾纤康

(50(μg / mL))组和高浓度肾纤康(100(μg / mL))
组。 使用聚乙烯亚胺将 mCherry-Emp3 质粒转染

至细胞中,转染 6
 

h 后分别加入不同浓度的肾纤

康处理细胞。 处理 42
 

h 后,收集细胞样品,并通

过 Western
 

Blot 分析蛋白表达水平,以验证药物

干预的效果。
1. 2. 7　 Co-IP 分析肾纤康对 Emp3 / Tgf-β / Smad3
通路及其与 Tgfβ2 相互作用的影响

 

293FT 细胞( 10%
 

FBS
 

的 DMEM 高糖培养

基)培养至 6
 

cm 细胞皿中,当细胞密度达到 60%
  

~
  

70% 时, 按 照 PEI 转 染 试 剂 所 述 步 骤 将

mCherry-Emp3 和 GFP-Tgfβ2 共转染 6
 

h 后加入不

同剂量肾纤康处理 42
 

h 收样。 使用 1
 

mL
 

Co-IP
裂解液 ( 50

 

mmol / L
 

Tris, 150
 

mmol / L
 

NaCl, 1%
 

Trixton,1
 

mmol / L
 

EDTA,pH
 

=
 

7. 5) 于冰上裂解

405



中国实验动物学报 2025 年 4 月第 33 卷第 4 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,April
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

4

30
 

min。 离心取上清与 GFP
 

磁珠在 4
 

℃ 下旋转

孵育 2
 

h,用裂解液洗涤 5 次。 然后加入 50
 

μL
 

蛋

白上样缓冲液重悬磁珠,95
 

℃ 金属浴 10
 

min,离
心取上清进行免疫印迹分析。
1. 3　 统计学分析

采用
 

SPSS
 

21. 0
 

对数据进行统计分析,计量

资料以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示。 组间差异

性的比较,服从正态分布且方差齐则采用非配对

t 检验,多组数据采用单因素方差分析方法。 各

组资料不符合正态分布或方差不齐,采用 Kruskal-
Wallis

 

H 检验,若提示组间存在差异,进一步采用

独立样本的非参数检验(Mann-Whitney
 

U)进行组

间两两比较,P
  

<
  

0. 05 为具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 肾纤康对临床 CKD 患者肾功能和小鼠肾

病理变化的影响

收集整理本研究纳入病例治疗前后血清肌

酐、尿素氮和肾小球滤过率数据发现,肾纤康治

疗后患者血清肌酐明显降低,并且其肾小球滤过

率也得到明显改善(P
  

<
  

0. 001),见图 1。 根据

HE 染色结果显示,假手术组肾小球形态正常,肾
小管管腔完整,而模型组肾小管明显扩张且上皮

细胞脱落、肾小球皱缩或扩张使形态大小不一(P
  

<
  

0. 01),这些变化符合 CKD 相关的病理特征。
经肾纤康治疗后肾小管管腔扩张得到明显改善,
且肾小球的形态也较模型均一,该变化具有统计

学意义(P
  

<
  

0. 05)。 根据免疫组化结果显示,与
假手术组相比,模型组肾损伤标志物肾损伤分子-
1( kidney

 

injury
 

molecule-1,Kim1) 和中性粒细胞

明胶酶相关脂质运载蛋白( lipocalin-2,Lcn2)的表

达显著上升(P
  

<
  

0. 001),且主要表达于扩张的肾

小管腔上;肾纤康治疗后,这些标志物的表达明

显降低。 Western
 

Blot 结果进一步验证了免疫组

化的发现。 这些结果表明,肾纤康能够有效改善

CKD 小鼠的肾病理损伤,具有潜在的保护作用。
2. 2　 肾纤康对小鼠肾纤维化程度的影响

假手术组 Masson 染色组织结构清晰,少许蓝

色胶原纤维沉积(图 2)。 模型组肾间质中胶原纤

维沉积显著增加,而肾纤康治疗后,蓝色的胶原

纤维面积和强度均显著降低(P
  

<
  

0. 001)。 进一

步的免疫组化分析显示,治疗组的纤维化标志物

Fn 和 α-SMA 的表达水平也显著低于模型组

(P
  

<
  

0. 01,
 

P
 

<
 

0. 001)。 同 时, Real-time
 

PCR
和 Western

 

Blot 结果显示,在 RNA 和蛋白水平上,
模型组 Fn 和 α-SMA 均明显高于假手术组,治疗

后两个指标明显下降(P
  

<
  

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 以

上结果表明,肾纤康处理能够有效减轻 CKD 小鼠

的肾间质纤维化程度。
2. 3 　 肾纤康对 CKD 小鼠肾 Emp3 / Tgf-β/
Smad3 信号通路的影响

Western
 

Blot 结果显示(图 3),模型组 Tgf-β /
Smad3 信号通路蛋白中的 Tgfβ2、Smad3 及 Smad2
磷酸化( p-Tgfβ2、p-Smad3 及 p-Smad2) 水平明显

增高(P
  

<
  

0. 05,P
  

<
 

0. 01,P
  

<
 

0. 001)。 肾纤康干

预呈现剂量依赖性降低 p-Tgfβ2 和 p-Smad3 水平

的效果,而对 p-Smad2 水平没有显著影响。 同时,
Real-time

 

PCR 和 Western
 

Blot 结果显示,模型组

Emp3 的 RNA 和蛋白表达量显著高于正常组织,
而肾纤康治疗后 Emp3 表达在 RNA 和蛋白水平

上显著降低(P
 

<
 

0. 001),在免疫组组化水平显著

降低(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 001)。 免疫组化结果进一

步验证了这一发现,并显示 Emp3 主要表达于扩

张的肾小管上皮细胞。 以上结果表明,肾纤康能

够选择性抑制 Tgf-β / Smad3 信号通路的异常激

活,并减少 Emp3 的异常表达。
2. 4　 Emp3 过表达拮抗肾纤康对 Tgf-β/ Smad3
信号通路及纤维化的调控作用

为进一步探讨肾纤康延缓 CKD 纤维化的机

制是否与 Emp3 / Tgf-β / Smad3 信号通路有关,作
者在 TCMK1 细胞中过表达 Emp3,并检测肾纤康

在 Emp3 过表达情况下的抗纤维化效果。 首先,
通过 CCK-8 实验确定了适当的药物处理浓度,结
果显示肾纤康在 400

 

μg / mL 的浓度下未引起明

显的细胞毒性 ( 图 4 )。 在此基础上, 作者在

TCMK1 细胞中过表达了 Emp3,Real-time
 

PCR 和

Western
 

Blot 结果发现 Emp3 过表达能促进纤维

化标志物 Fn 的蛋白水平升高;在 Emp3 过表达的

情况下,50、100
 

μg / mL 的肾纤康药物干预废除了

其原有的抗纤维化效果。 进一步检测 Emp3 对

Tgf-β / Smad3 信号通路的影响,Western
 

Blot 结果

进一步表明,Emp3 过表达显著增强了 p-Tgfβ2 和

p-Smad3 的水平。 在
 

Emp3 过表达的情况下,50、
100

 

μg / mL 的肾纤康干预不能减弱 Emp3 对 p-
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注:与肾纤康治疗前相比, $$$ P
  

<
  

0. 001;与假手术组相比,∗∗P
  

<
  

0. 01,∗∗∗P
  

<
  

0. 001;与模型组相比,#P
  

<
  

0. 05,##P
  

<
  

0. 01,###P
  

<
  

0. 001。 (下图同)

图 1　 肾纤康对临床 CKD 患者肾功能和小鼠肾病理变化的影响( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)
Note.

 

Compared
 

with
 

before
 

SXK
 

group,
 $$$ P

  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

UUO
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01,
 ###P

  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

SXK
 

on
 

renal
 

function
 

in
 

clinical
 

CKD
 

patients
 

and
 

renal
 

pathological
 

changes
 

in
 

CKD
 

mice
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)

Tgfβ2 和 p-Smad3 水平的抑制作用。 综上所述,
肾纤康通过调控 Emp3,抑制异常激活的 Tgfβ2 /

Smad3 信号通路,进而延缓了 TCMK1 细胞的纤维

化进程。
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图 2　 肾纤康延缓 CKD 小鼠肾纤维化的进程( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)
Figure

 

2　 SXK
 

delayed
 

the
 

progression
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

in
 

CKD
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)

2. 5　 肾纤康干预调节 Emp3 与 Tgfβ2 相互作用

有研究表明, Emp3 在肺癌细胞中通过与

Tgfβ2 的相互作用调控 Tgf-β / Smad 信号通路的活

化,进而影响上皮-间质转化[10] 。 基于此,本课题
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图 3　 肾纤康抑制 CKD 小鼠肾 Emp3 / Tgf-β / Smad3 通路蛋白的表达( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)
Figure

 

3　 SXK
 

inhibited
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Emp3 / Tgf-β / Smad3
 

pathway
 

in
 

kidney
 

of
 

CKD
 

mice( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

8)
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注:与 NC 组相比,@
 

P
  

<
  

0. 05,@ @ @ P
  

<
  

0. 001;与过表达组相比,&&P
  

<
  

0. 01,&&&P
  

<
  

0. 001。 (下图同)

图 4　 肾纤康通过抑制 Emp3 / Tgf-β / Smad3 信号激活来抑制细胞纤维化( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
Note.

 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 @

 

P
  

<
  

0. 05,
 @ @ @

 

P
  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

OE-Emp3
 

group,
 &&P

  

<
  

0. 01,
 &&&P

  

<
 

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 SXK
 

inhibited
 

fibrosis
 

by
 

inhibiting
 

Emp3 / Tgf-β / Smad3
 

signaling
 

activation( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
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通过 Co-IP 实验进一步探讨了肾纤康在调控

Emp3 与 Tgfβ2 相互作用中的作用。 实验结果揭

示,Emp3 与 Tgfβ2 之间存在显著的相互作用,且

在肾纤康处理后,这种相互作用被显著抑制(图

5)。 无论是高剂量还是低剂量的肾纤康,均表现

出相似的抑制效果,表明该作用并未呈现出明显

图 5　 肾纤康抑制 Emp3 和 Tgfβ2 的相互作用( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)
Figure

 

5　 SXK
 

inhibits
 

the
 

interaction
 

between
 

Emp3
 

and
 

Tgfβ2( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

3)

的剂量依赖性。 这一结果暗示,肾纤康在达到有

效浓度后即可阻断 Emp3 与 Tgfβ2 的相互作用,
且进一步增加药物剂量不会显著增强抑制。

3　 讨论

CKD 已成为全球健康的重大负担,其发病率

随着全球人口老龄化及慢性疾病增加而持续上

升[13] 。 RF 是导致肾功能逐步丧失的关键病理进

程,当肾疾病进展至末期时可能需通过透析或肾

移植来维持生命[14] 。 因此,发展能够有效延缓或

逆转 RF 的治疗策略对于改善 CKD 患者的生存

质量和预后具有至关重要的意义。 在此背景下,
由于传统中药的独特治疗优势和较低副作用,其
在 CKD 的治疗中日益受到关注[15] 。 特别是肾纤

康这一基于中药的复方制剂,在作者前期的研究

中显示了显著的抗纤维化效果。
Tgf-β / Smad 信号通路在胚胎发育、免疫调节

和组织修复中起关键作用,但其异常激活与癌

症、纤维化等多种疾病密切相关[16-17] 。 Tgf-β 与

Tgfβ2 结合后,激活 Tgfβr1,进而磷酸化 Smad 蛋

白,形成 R-Smad / Co-Smad 复合物,进入细胞核调

控基因转录。 因此,Tgfβ2 的活化在这一信号通

路的启动过程中至关重要。 针对 Tgfβ2 的异常活

化,调控其信号传递可能是抑制纤维化进程的关

键靶点之一。 已有研究表明,Emp3 通过与 Tgfβ2
的相互作用,促进了 Tgf-β 信号的激活[18] 。 在本

研究中,课题组发现 Emp3 在 UUO 诱导的 CKD
模型中显著上调,而肾纤康干预能够显著调节

Emp3 的表达。 这一发现提示肾纤康可能通过调

控 Emp3 / Tgf-β / Smad 信号通路发挥其抗纤维化

作用。 进一步通过 Real-time
 

PCR、免疫组化和

Western
 

Blot 实验,证实肾纤康在 UUO 模型中显

著降低了 Emp3、p-Tgfβ2 和 p-Smad3 的表达,表明

肾纤康有效抑制了异常激活的 Emp3 / Tgf-β / Smad
信号通路。 为了进一步验证这一机制,作者在

TCMK1 肾小管上皮细胞中过表达了 Emp3。 结果

显示,Emp3 过表达显著增加了纤维化标志物的

表达,并上调了 p-Tgfβ2 和 p-Smad3 的水平。 然

而,在 Emp3 过表达的 TCMK1 细胞中,肾纤康的

抗纤维化效果被废除。 此外,通过 Co-IP 实验进

一步确认,肾纤康不仅降低了 Emp3 和 Tgfβ2 的

蛋白表达水平,还显著减弱了它们之间的相互作

用,提示肾纤康在一定程度上通过调控 Emp3 与

Tgfβ2 的相互作用来发挥其抗纤维化作用。
总的来说,本课题的研究表明,肾纤康通过

抑制 Emp3 / Tgfβ2 相互作用及 Tgf-β / Smad 信号通

路的异常激活,能够有效减缓肾纤维化。 这一发

现为肾纤康作为 CKD 治疗的潜在药物提供了新
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的机制依据。 然而,肾纤康作为一种复方制剂,
含有多种生物活性成分, 但其中具体作用于

Emp3 调控的机制仍有待进一步阐明。 尽管本研

究显示肾纤康能够显著降低 Emp3 的表达,并通

过调控 Tgf-β / Smad 信号通路抑制肾纤维化,但这

些生物活性成分如何具体作用于 Emp3 及其下游

信号尚不明确。 因此,未来的研究应进一步聚焦

于肾纤康的关键成分,探讨它们在调控 Emp3 表

达及信号传导中的作用机制,这将为更精准的药

物开发提供依据。
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