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摘要： 目的　 探讨益肾排毒方对慢性肾衰竭 （ＣＲＦ） 大鼠微炎症状态的改善作用。 方法　 通过连续 ２１ ｄ 给予含 ０􀆰 ５％
腺嘌呤的饲料构建 ＣＲＦ 大鼠模型， 将建模成功的大鼠分为模型组、 益肾排毒方低、 中、 高剂量组 （１􀆰 ８７５、 ３􀆰 ７５、 ７􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ） 和激活剂组 （７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 益肾排毒方＋１ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＬ⁃６）， 每组 １０ 只， 另选择 １０ 只正常饲养的大鼠为对照组， 各组

灌胃给予相应剂量药物， 对照组和模型组灌胃等体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ３０ ｄ。 给药结束后， 检测血肌酐

（Ｓｃｒ）、 尿素氮 （ＢＵＮ）、 ２４ ｈ 尿蛋白 （２４ ｈ ＵＴＰ） 等生化指标； ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾组织病理形态变化， 计算后

者的胶原容积分数 （ＣＶＦ）； ＴＵＮＥＬ 染色观察肾小管上皮细胞凋亡； ＥＬＩＳＡ 法检测血清白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃１０）、 肿瘤

坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 Ｃ 反应蛋白 （ＣＲＰ） 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表

达。 结果　 与对照组比较， 模型组大鼠肾小管和肾小球变性细胞排列紊乱， 可见大量炎症细胞浸润和胶原纤维沉积，
Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ、 ＣＶＦ、 肾小管上皮细胞凋亡率、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ、 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾排毒方各剂量组肾小球和肾小管形态改善， 炎症细胞浸润和胶原纤维沉积减少， Ｓｃｒ、
ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ、 ＣＶＦ、 肾小管上皮细胞凋亡率、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ、 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与益肾排毒方高剂量组比较， 激活剂组肾小球和肾小管形态进一步紊乱， 炎性细胞浸润和胶原纤积沉积增加，
Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ、 ＣＶＦ、 肾小管上皮细胞凋亡率、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ、 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肾排毒方可以改善 ＣＲＦ 大鼠的微炎症状态， 其机制可能是抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路。
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　 　 慢性肾功能衰竭 （ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ， ＣＲＦ）
是指各种因素引起的慢性进行性肾实质损害， 对人

类健康构成严重威胁［１⁃２］。 微炎症是指各种炎症介

质的持续、 低水平释放， 可诱导胆固醇从外周组织

转移到肝脏， 从细胞外到细胞内区域重新分布， 导

致低脂血症， 加速肾损伤， 是 ＣＲＦ 进展的重要原

因［３］。 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ （ ＪＡＫ２） ／信号转导和转录激

活因子 ３ （ＳＴＡＴ３） 信号通路介导炎症反应， 在肾

损伤过程中发挥重要作用［４］。 因此， 靶向抑制

ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号有望抑制 ＣＲＦ 微炎症及其相关损

伤的关键环节。 目前， 临床治疗 ＣＲＦ 的方法包括

透析、 肾移植和其他替代疗法， 但并非所有患者都

能获得或负担这些治疗， 特别是对于有其他并发症

的老年患者［５］。 因此， 迫切需要新的策略来调节

ＣＲＦ 的微炎症状态， 以防止疾病进展， 提高 ＣＲＦ

患者的生活质量。 临床研究和临床试验都表明了中

医药具有治疗 ＣＲＦ 的潜力［６⁃７］。 益肾排毒方是基于

肾虚血瘀这一基本病， 根据参芪地黄汤加减而创

立， 临床试验表明其对于肾脏病变具有显著疗

效［８］。 因此， 本研究通过构建 ＣＲＦ 大鼠模型， 基

于 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路探讨益肾排毒方对 ＣＲＦ
大鼠的作用， 以期为提高 ＣＲＦ 的临床治疗效能提

供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ６ ～ ８ 周龄， 体

质量 ２００～２５０ ｇ， 购买并饲养于武汉华联科生物技

术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂）
２０２３⁃００３３， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （鄂）
２０２３⁃０１０４］， 环境温度（２１±２）℃， 相对湿度 （５５±
２）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗循环。 本动物实验经武
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汉华联科生物技术有限公司伦理委员会批准通过

（伦理号 ＨＬＫ⁃２０２４０５７８）。
１􀆰 ２　 药物 　 益肾排毒方组方药材牡丹皮 （批号

２０２３０１０５１）、 大黄 （批号 ２０２３０２１８３）、 陈皮 （批
号 ２０２３０３１０２） 各 ６ ｇ， 黄芪 （批号 ２０２３０５２２４） ３０
ｇ， 党 参 （ 批 号 ２０２３０７１５６ ）、 茯 苓 （ 批 号

２０２３０８０８８）、 枸杞子 （批号 ２０２３１０３０７）、 川芎

（批号 ２０２３０４２１６）、 淫羊藿 （批号 ２０２３１２１２３）、
丹参 （批号 ２０２３０９３０４） 各 １５ ｇ， 熟地黄 （批号

２０２３０８１４２）、 山茱萸 （批号 ２０２３０６１９８）、 白术

（批号 ２０２３０７３３５）、 当归 （批号 ２０２３１０２５５） 各 １０
ｇ， 山 药 （ 批 号 ２０２３１１０７２ ）、 积 雪 草 （ 批 号

２０２３０４２８９） 各 ２０ ｇ， 均由武汉市中医医院中药房

提供， 经武汉市中医医院陈武副主任药师鉴定为

正品。
１􀆰 ３　 试剂　 ＪＡＫ２ 激活剂白细胞介素 （ＩＬ） ⁃６ （武
汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司， 货 号 ＣＳＢ⁃
ＡＰ００３３２１ＭＯ）； 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色、 马松

（Ｍａｓｓｏｎ） 染色、 原位末端标记法 （ＴＵＮＥＬ） 染色

试剂盒 （上海信帆生物科技有限公司， 货号

Ｇ１１２０⁃１００、 ＸＦ⁃Ｊ６３８０、 ＹＸ３９６７）； ＩＬ⁃１０、 肿瘤坏

死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 Ｃ 反应蛋白 （ＣＲＰ） 酶联免

疫吸附测定 （ＥＬＩＳＡ） 试剂盒 （上海吉泰依科赛生

物 科 技 有 限 公 司， 货 号 ＥＲ００４⁃９６、 ＥＲ００６、
ＥＲＣ０７⁃９６ ）； β⁃ａｃｔｉｎ、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、
ＳＴＡＴ３、 山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ＨＲＰ） 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ６２７６、 ａｂ３２１０１、 ａｂ１０８５９６、
ａｂ２６７３７３、 ａｂ６８１５３、 ａｂ２０５７１８）。
１􀆰 ４　 仪器　 倒置显微镜 （型号麒麟 ＱＬ， 南京麒麟

科学仪器集团有限公司）； 高速离心机 （型号

ＶＯＲＴＥＸ １０Ｋ， 湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组与给药　 随机选择 １０ 只正常饲养

的大鼠为对照组， 剩余大鼠给予含 ０􀆰 ５％ 腺嘌呤的

饲料喂养， 为造模组， 连续 ２１ ｄ， 当大鼠出现血肌

酐 （Ｓｃｒ）、 尿素氮 （ＢＵＮ） 水平升高， 取对照组

和造模组大鼠各 ２ 只进行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，
肾脏出现肾间质纤维化和大量炎性细胞浸润等严重

病理表现， 则说明 ＣＲＦ 大鼠模型构建成功［９］。 将

建模成功的大鼠随机分为模型组， 益肾排毒方低、
中、 高剂量组 （１􀆰 ８７５、 ３􀆰 ７５、 ７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 益肾排毒

方［１０］） 及 激 活 剂 组 （ ７􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 益 肾 排 毒 方 ＋
１ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＬ⁃６［１１］）， 各组灌胃给予相应剂量药物，

对照组和模型组灌胃等体积生理盐水， 每天 １ 次，
连续 ３０ ｄ。 给药结束后次日， 大鼠腹腔注射 ３０
ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉并处死， 取肾组织， 一部分

置于 ４％ 多聚甲醛中固定， 用于组织病理学染色，
剩余部分于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ２　 生化指标检测　 采用全自动生化分析仪检测

大鼠股动脉血中 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ 水平； 采用全自动血细

胞分析仪检测血常规。 收集大鼠 ２４ ｈ 尿液， 采用

考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 检测 ２４ ｈ 尿蛋白 （２４ ｈ ＵＴＰ）
水平。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾组织病理变

化　 取于 ４％ 多聚甲醛中固定的肾组织， 石蜡包埋

并制备 ４ μｍ 组织切片， 进行常规 ＨＥ 染色、
Ｍａｓｓｏｎ 染色， 在光学显微镜下观察并拍照， 计算

Ｍａｓｓｏｎ 染色的胶原容积分数 （ＣＶＦ）， 以评估肾小

管间质的纤维化程度， 公式为 ＣＶＦ ＝胶原面积 ／切
片组织总面积。
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 染色观察肾小管上皮细胞凋亡　 取肾

组织石蜡切片， 脱蜡， 用 ９０％ 、 ８０％ 、 ７０％ 乙醇水

化， ４％ 多聚甲醛固定 ９ ｍｉｎ， 用蛋白酶 Ｋ （ ２０
μｇ ／ ｍＬ） 处理， 加入含有荧光素⁃１２⁃ｄＵＴＰ 和 ＴｄＴ
的核苷酸混合物， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 用 ４， ６⁃二氨基⁃
２⁃苯基吲哚在室温下对细胞核染色 ５ ｍｉｎ， 于显微

镜下观察并拍照。
２􀆰 ５ 　 ＥＬＩＳＡ 法 检 测 血 清 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水

平　 取大鼠股动脉血， 离心分离得到血清， 按相关

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作， 通过酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波

长处测定吸光度， 检测 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达 　 取肾组织适量， 加入

ＲＩＰＡ 裂解缓冲液， 在冰上匀浆 ３０ ｍｉｎ， 离心 １５
ｍｉｎ 后收集上清， ＢＣＡ 法测定蛋白含量并进行蛋白

变性， 通过 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧ 分离蛋白质， 并将其转

移到 ＰＶＤＦ 膜上， 用脱脂牛奶封闭 １ ｈ， 加入 β⁃
ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５ ０００）、 ｐ⁃ＪＡＫ２ （ １ ∶ １ ０００）、 ＪＡＫ２
（１ ∶ ５ ０００）、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ （１ ∶ １ ０００）、 ＳＴＡＴ３ （１ ∶
１ ０００） 抗体， ４ ℃ 孵育过夜， 加入二抗 （ １ ∶
２ ０００）， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 利用增强 ＥＣＬ 试剂进行显

影， 并通过凝胶成像系统进行观察， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析蛋白条带灰度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间

比较采用单因素方差分析， 组间两两比较采用

ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ
水平的影响 　 与对照组比较， 模型组大鼠 Ｓｃｒ、
ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 益肾排毒方各剂量组大鼠 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ
ＵＴＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾排毒方高剂量组

比较， 激活剂组大鼠 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １。
表 １　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 Ｓｃｒ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２４ ｈ ＵＴＰ ／ （ｍｇ·２４ ｈ－１）
对照组 １３􀆰 ５７±２􀆰 ０３ ５􀆰 ０８±１􀆰 １５ ７􀆰 ４９±１􀆰 ６３
模型组 ４８􀆰 ６２±５􀆰 ３７∗∗ ２３􀆰 ９７±２􀆰 ７２∗∗ ３９􀆰 ９６±４􀆰 ２８∗∗

益肾排毒方低剂量组 ３７􀆰 １９±３􀆰 ９７＃＃ １６􀆰 ４５±２􀆰 ０８＃＃ ２７􀆰 ５９±３􀆰 ０７＃＃

益肾排毒方中剂量组 ２６􀆰 ５７±２􀆰 ８４＃＃ １２􀆰 １８±１􀆰 ７４＃＃ １８􀆰 ４３±２􀆰 ３１＃＃

益肾排毒方高剂量组 １５􀆰 ３２±２􀆰 １８＃＃ ６􀆰 ２３±１􀆰 ３４＃＃ ８􀆰 ３４±１􀆰 ８６＃＃

激活剂组 ４３􀆰 ２５±４􀆰 ８６△△ ２０􀆰 ７１±２􀆰 ５８△△ ３３􀆰 ７５±３􀆰 ７１△△

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益肾排毒方高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠肾组织病理形态的

影响

３􀆰 ２􀆰 １　 ＨＥ 染色　 对照组大鼠肾组织形态结构完整；
与对照组比较， 模型组大鼠肾小球固缩、 肾小管萎

缩， 细胞排列紊乱， 可见大量炎症细胞浸润； 与模

型组比较， 益肾排毒方各剂量组大鼠肾小球、 肾小

管形态改善， 存在部分炎症细胞浸润； 与益肾排毒

方高剂量组比较， 激活剂组大鼠肾小球固缩， 肾小

管形态进一步紊乱， 炎性细胞浸润增加， 见图 １。

３􀆰 ２􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 对照组大鼠肾组织形态结构

完整； 与对照组比较， 模型组大鼠肾小管发生变

性， 间质中单核与淋巴细胞浸润及胶原纤维较多，
ＣＶＦ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾排毒方

各剂量组大鼠肾小管及间质的变性得到改善， 胶原

纤维沉积减少， ＣＶＦ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾排毒

方高剂量组比较， 激活剂组大鼠肾小管及间质的变

性进一步加重， 胶原纤维沉积增加， ＣＶＦ 升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １、 表 ２。

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为益肾排毒方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为激活剂组。 ＨＥ 染色中黑色箭头指示肾小球固缩， 红

色箭头指示肾小管， 绿色箭头指示炎症细胞； Ｍａｓｓｏｎ 染色中黑色箭头指示胶原纤维。

图 １　 各组大鼠肾组织病理形态

表 ２　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠 ＣＶＦ 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＣＶＦ ／ ％
对照组 ５􀆰 ４８±１􀆰 ３１
模型组 ４０􀆰 ２７±４􀆰 ２８∗∗

益肾排毒方低剂量组 ２９􀆰 ０４±３􀆰 １５＃＃

益肾排毒方中剂量组 １７􀆰 ５９±２􀆰 ８３＃＃

益肾排毒方高剂量组 ７􀆰 ３４±１􀆰 ７２＃＃

激活剂组 ３５􀆰 １６±３􀆰 ７２△△

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

益肾排毒方高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠肾小管上皮细胞凋亡

的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠肾小管上皮细

胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益肾排

毒方各剂量组大鼠肾小管上皮细胞凋亡率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾排毒方高剂量组比较， 激活剂

组大鼠肾小管上皮细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ２、 表 ３。
３􀆰 ４　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、

７４３１
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为益肾排毒方低、 中、
高剂量组， Ｆ 为激活剂组。 红色箭头为凋亡细胞信号位置。

图 ２　 各组大鼠肾小管上皮细胞凋亡情况 （ＴＵＮＥＬ 染色，
×４００）

　 　 　

ＣＲＰ 水平的影响 　 与对照组比较， 模型组大鼠血

清 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 益肾排毒方各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１０、
ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与益肾排毒方

高剂量组比较， 激活剂组大鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、
ＣＲＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
表 ３　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠肾小管上皮细胞凋亡的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 凋亡率 ／ ％

对照组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ２１
模型组 ４０􀆰 ５７±４􀆰 ８４∗∗

益肾排毒方低剂量组 ２９􀆰 １６±３􀆰 ２５＃＃

益肾排毒方中剂量组 １５􀆰 ３８±２􀆰 ０８＃＃

益肾排毒方高剂量组 ７􀆰 ２３±１􀆰 ３２＃＃

激活剂组 ３６􀆰 ３４±４􀆰 ２７△△

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

益肾排毒方高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５ 　 益 肾 排 毒 方 对 ＣＲＦ 大 鼠 肾 组 织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／
ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响 　 与对照

组比较， 模型组 大 鼠 肾 组 织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 益肾排毒方各剂量组大鼠肾组织 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／
ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与益肾排毒方高剂量组比较， 激活剂组大鼠肾组织

ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋 白 表 达 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５、 图 ３。

表 ４　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＩＬ⁃１０ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＣＲＰ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

对照组 １８􀆰 ７５±２􀆰 ３４ ７２􀆰 １８±１４􀆰 １２ ２８􀆰 ３４±５􀆰 １４
模型组 ７６􀆰 ２８±７􀆰 ９２∗∗ １８７􀆰 ５１±１９􀆰 ０５∗∗ １０９􀆰 ５７±１０􀆰 ２７∗∗

益肾排毒方低剂量组 ５７􀆰 ３６±５􀆰 ９８＃＃ １５４􀆰 ２８±１７􀆰 ３１＃＃ ８２􀆰 １５±８􀆰 ４９＃＃

益肾排毒方中剂量组 ３８􀆰 ０５±４􀆰 ２０＃＃ １２５􀆰 ７６±１６􀆰 ２８＃＃ ５３􀆰 ２７±７􀆰 ２３＃＃

益肾排毒方高剂量组 ２１􀆰 ５９±３􀆰 １５＃＃ ８１􀆰 ９３±１５􀆰 ０９＃＃ ３７􀆰 ８５±６􀆰 ０１＃＃

激活剂组 ６３􀆰 １３±６􀆰 ８２△△ １６８􀆰 ０９±１８􀆰 ３４△△ ９１􀆰 ２６±９􀆰 ８６△△

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与益肾排毒方高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 益肾排毒方对 ＣＲＦ 大鼠肾组织中 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号

通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ｐ⁃ＪＡＫ２ ／ ＪＡＫ２ ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３

对照组 ０􀆰 ２３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０８
模型组 ０􀆰 ９７±０􀆰 １３∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 １６∗∗

益肾排毒方低剂量组 ０􀆰 ７０±０􀆰 １０＃＃ １􀆰 ０１±０􀆰 １６＃＃

益肾排毒方中剂量组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ７３±０􀆰 １２＃＃

益肾排毒方高剂量组 ０􀆰 ３１±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １０＃＃

激活剂组 ０􀆰 ８４±０􀆰 １１△△ １􀆰 ２４±０􀆰 １４△△

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

益肾排毒方高剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

微炎症状态在 ＣＲＦ 患者中很常见， 与 ＣＲＦ 的

疾病进展和高死亡率密切相关［１２］。 微炎症状态是

一种以单核细胞巨噬细胞系统激活为中心的轻度、
缓慢、 持续的免疫炎症反应， 是由非病原微生物感

染引起的， 主要表现为循环促炎细胞因子如 ＩＬ⁃１０、
ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 等表达升高［１３］。 本研究构建 ＣＲＦ 大

鼠模型， 发现其肾小管和肾小球发生变性细胞排列

紊乱， 可见大量炎症细胞浸润和胶原纤维沉积， 促

炎因子 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 水平升高， 肾小管上

皮细胞凋亡率升高， 肾功能和肾损伤指标 Ｓｃｒ、
ＢＵＮ、 ２４ ｈ ＵＴＰ 水平升高， 提示持续的微炎症状

态直接激活肾脏固有细胞内的促炎和促纤维化信号

８４３１
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为益肾排毒方低、 中、
高剂量组， Ｆ 为激活剂组。

图 ３ 　 各组大鼠肾组织 ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 蛋白条带

通路， 诱导肾小管上皮细胞凋亡， 加剧肾组织炎症

浸润与胶原沉积， 导致肾单位结构破坏， 最终表现

为肾功能指标的恶化。
ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路在多种细胞和组织中表

达， 在细胞因子等配体与受体结合后激活 ＪＡＫ２ 并

使其发生磷酸化， 进而激活 ＳＴＡＴ３ 形成二聚体并

转运至细胞核， 通过结合靶基因启动子中的特异性

应答元件， 调控相关靶基因的表达， 参与多种肾脏

疾病的进展［１４］。 Ｗｕ 等［１５］ 发现， 饱和氢通过抑制

ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号传导， 减少氧化应激及 ＴＮＦ⁃α 等

促炎因子的表达， 从而预防急性肾损伤。 Ｔａｎ
等［１６］发现， 果胶素通过抑制 ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 的磷

酸化， 减轻线粒体功能障碍， 改善脓毒症引起的急

性肾损伤。 Ｑｉｎ 等［１７］ 发现， 肾康通过抑制 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路抑制肾间质成纤维细胞活化， 进而

抑制肾纤维化。 本研究发现， 在 ＣＲＦ 大鼠模型中

ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平升高， 且与微炎症状态

指标 （如 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲ） 升高一致， 提示

ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路可能通过正反馈机制加剧微

炎症反应， 形成促炎、 促纤维化恶性循环， 介导

ＣＲＦ 的疾病进展。
研究表明， 益肾排毒方对肾脏疾病具有良好的

治疗效果［１８］。 胡溪等［１９］ 发现， 益肾排毒方对肾衰

竭具有较好的疗效， 能够改善患者内皮和氧化应激

功能。 冯雪等［２０］ 发现， 益肾排毒方可降低患者炎

症因子水平， 降低 ２４ ｈ ＵＴＰ、 β２⁃微球蛋白， 改善

老年糖尿病肾病患者的肾功能和血管内皮功能。 栗

睿等［２１］发现， 益肾排毒方可降低纤维化水平， 提

高抗氧化， 抑制腺嘌呤诱导的 ＣＲＦ 大鼠肾间质纤

维化。 本研究发现， 益肾排毒方可抑制 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 信号通路， 减轻炎症反应、 细胞凋亡及肾功

能损伤， 而 ＪＡＫ２ 激活剂则可以逆转益肾排毒方的

作用， 提示益肾排毒方可能通过抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３
信号通路， 改善 ＣＲＦ 大鼠的微炎症状态。
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摘要： 目的　 通过体内外实验探讨血必净注射液的抗病毒作用。 方法　 体外构建流感病毒感染 ＭＤＣＫ 细胞模型， 设置

正常组、 病毒组和血必净注射液 １􀆰 ５６２ ５、 ３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 组， 同时设奥司他韦组为阳性对照； 采

用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率以评估药物细胞毒性及细胞病变抑制效果， 噬斑减少实验检测病毒噬斑形成情况， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测病毒核蛋白 （ＮＰ） ｍＲＮＡ 和蛋白表达， 对比预防性、 同时性、 治疗性 ３ 种给药方式

（均干预 ４８ ｈ） 的抗病毒效果。 体内建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠感染模型， 将 ６０ 只小鼠随机分为正常组 （生理盐水滴鼻）、 模

型组 ［滴鼻感染 ２×半数致死量 （ＬＤ５０） Ｈ１Ｎ１ 病毒］、 奥司他韦组 （每天 ５×１０－３ ｍｇ ／ ｇ 灌胃） 和血必净注射液低、 高

剂量组 （每天 ５、 １０ ｍｇ ／ ｇ 尾静脉注射）， 每组 １２ 只， 感染后 ２ ｈ 开始给药， 每天 １ 次， 连续 ６ ｄ； 采用生存实验记录

１４ ｄ 内小鼠存活情况， 检测肺指数、 湿 ／干重比并进行肺组织病理评分， 流式细胞术检测血清肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃
α）、 白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 水平， 噬斑法检测肺组织病毒滴度， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＮＰ 蛋白表达。 结果　 体外

实验显示， 血必净注射液 （１􀆰 ５６２ ５～５０ ｍｇ ／ ｍＬ） 可抑制 ＭＤＣＫ 细胞病变， 减少噬斑形成， 降低 ＮＰ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且治疗性给药模式效果最优。 体内实验显示， 血必净注射液可提高感染小鼠存活率 （高剂量组 ４０％ ）， 改

善肺指数、 湿 ／干重比及病理损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平和肺组织 ＮＰ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 血必净注射液对甲型流感病毒具有明确抗病毒作用， 其机制可能是抑制病毒蛋白表达， 进而减轻肺部

炎症损伤。
关键词： 血必净注射液； 甲型流感病毒； 抗病毒； 肺损伤； 炎症因子； 核蛋白 （ＮＰ）
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