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摘要： 目的　 研究异鼠李素对单侧输尿管梗阻 （ＵＵＯ） 大鼠肾脏纤维化的影响及机制。 方法　 大鼠分为假手术组、 模

型组、 异鼠李素组 （１０、 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和依那普利 （阳性药） 组， ＵＵＯ 手术后连续给药 ２ 周， Ｍａｓｓｏｎ 染色检测异鼠李

素对胶原纤维沉积的影响， 免疫组化检测异鼠李素对 α⁃ＳＭＡ 表达和分布的影响， 试剂盒检测异鼠李素对血清内源性

硫化氢 （Ｈ２Ｓ） 水平的影响。 建立血管紧张素Ⅱ （ＡｎｇⅡ） 诱导的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞纤维化模型， ＣＣＫ⁃８ 检测异鼠李素对

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测异鼠李素对 α⁃ＳＭＡ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｃｘ４３ 表达的影响， 试剂盒检测

异鼠李素对活性氧和超氧化物水平的影响。 结果　 在大鼠 ＵＵＯ 肾脏纤维化模型中， 异鼠李素可改善大鼠肾脏形态及

皮质厚度， 抑制胶原纤维沉积， 降低 α⁃ＳＭＡ 表达， 升高血清 Ｈ２Ｓ 水平； 在 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞纤维化模型中， 异鼠李素可

抑制大鼠 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖， 降低 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｃｘ４３ 表达， 升高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达， 降低细胞 ＲＯＳ 水平。 结论　
异鼠李素能抑制上皮细胞⁃间充质转化 （ＥＭＴ） 形成， 降低细胞外基质 （ＥＣＭ） 沉积， 从而对 ＵＵＯ 所致的大鼠肾脏纤

维化具有保护作用。
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　 　 肾脏纤维化是所有慢性肾脏病病变发展至终末期肾脏

疾病的最后共同通路， 是慢性肾脏病的主要病理基础。 目

前临床上用于治疗的一线药物主要有血管紧张素转换酶抑

制剂 （ＡＣＥＩ） 和血管紧张素受体拮抗剂 （ＡＲＢ） 等， 尽管

有这些药物， 但是仍不能有效阻止肾纤维化发生发展， 还

会出现一系列的不良反应， 如 ＡＣＥＩ 所致咳嗽和严重的高

血钾症等［１］ 。 因此， 寻找有效减缓肾脏纤维化进程的活性

成分已成为抗肾脏纤维化治疗的关键。
异鼠李素是从银杏、 沙棘等药用植物中分离提纯的黄

酮类化合物， 研究表明， 异鼠李素具有广泛的药理作用，
在治疗心脑血管疾病、 抑制脂肪细胞分化、 抗病毒、 抗炎、
耐缺氧、 降糖等方面扮演了较为重要的角色［２］ 。 近年来，
有关异鼠李素的研究越来越多。 Ｙａｎｇ 等［３］ 发现异鼠李素通

过抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号转导和减少氧化应激， 从而减缓

肝脏纤维化； Ｚｈｅｎｇ 等［４］ 发现异鼠李素通过抑制内质网应

激和上皮细胞⁃间充质转化 （ＥＭＴ） 的形成保护争光霉素诱

导的肺纤维化； Ｌｉｕ 等［５］ 人发现异鼠李素通过 ＴＧＦ⁃β１ ／

Ｓｍａｄ３ 和 ＴＧＦ⁃β１ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路抑制自噬和细胞外基质

（ＥＣＭ） 的形成进而抑制肝脏纤维化， 也有研究报道异鼠

李素可减轻小鼠非酒精性脂肪肝炎引起的脂肪变性和肝脏

纤维化［６］ 。 异鼠李素具有抗肺纤维化和肝纤维化的作用，
那么是否具有抗肾脏纤维化的作用研究还未见报道， 本研

究建立单侧输尿管梗 阻 （ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ，
ＵＵＯ） 大鼠肾脏纤维化和 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞纤维化模型， 从体

内和体外研究了异鼠李素对肾脏纤维化的作用及其机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 大鼠肾小管上皮细胞 ＮＲＫ⁃５２Ｅ， 购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞研究所。
１􀆰 ２　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２００±１０） ｇ， 购自成

都达硕实验动物有限公司， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （川）
２０２０⁃０３０。
１􀆰 ３　 试剂与药物　 异鼠李素对照品， 中国食品药品检定研

究院 （批号 １１０８６０⁃２０１６１１５， 纯度 ９９􀆰 ８％ ）。 血管紧张素Ⅱ
（批号 ４４７４⁃９１⁃３）， 购自美国 Ｍｅｄｃｈａｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司； α⁃
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ＳＭＡ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ （ 货 号 １４９６８ｓ、 １４４７２ｓ、
３５１２ｓ）， 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； β⁃ａｃｔｉｎ
（货号 ３６１４３８ｗｓ）， 购自美国 ＣＭＣＴＡＧ 公司； ＴＧＦ⁃β１ （货
号 ２１８９８⁃１⁃ＡＰ）， 购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； 山羊抗小鼠二

抗、 山 羊 抗 兔 二 抗 （ ＨＲＰ 标 记， 货 号 １０２６１８１９０２２６、
１２１９１８１９０２１３）， 购自上海碧云天生物技术有限公司；
ＲＯＳ ／超氧化物检测试剂盒， 购自美国 Ｅｎｚｏ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司； 内源性 Ｈ２Ｓ 检测试剂盒 （货号 Ａ１４６⁃１⁃１）， 购自南京

建成生物工程研究所。
１􀆰 ４　 仪器　 ３１１ 型细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＳＷ⁃
ＣＪ⁃２ＦＤ 型 超 净 工 作 台 （ 江 苏 苏 净 集 团 有 限 公 司 ）；
ＤＳＺ２０００Ｘ 型倒置显微镜 （重庆澳浦光电技术有限公司）；
ＬＤ５⁃２Ａ 型低速离心机 （北京雷博尔离心机有限公司）；
Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 曝 光 仪 器 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ ＋ （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １ 　 造 模、 分 组 及 给 药 　 造模组用 １％ 戊巴比妥钠

（３５ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉大鼠， 在腹部左侧切口， 分离左侧输尿管，
输尿管在近端中上 １ ／ ３ 处双结扎， 然后在 ２ 个结扎处之间

将输尿管剪断， 最后逐层缝合腹腔； 假手术组只需将输尿

管分离出来， 不进行结扎和剪断输尿管操作。 实验分为假

手术组、 ＵＵＯ 组、 依那普利 ＋ ＵＵＯ 组、 异鼠李素 （ １０、
３０ ｍｇ ／ ｋｇ） ＋ ＵＵＯ 组， 每组 １０ 只， 手术前 ３ 天给药， 术后

连续给药 ２ 周。
２􀆰 ２　 取材　 术后 ２ 周， 用 １％ 戊巴比妥钠 （３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻

醉大鼠， 摘除眼球采血， 分离血清， 密闭保存于－８０ ℃冰

箱。 摘取肾脏， 除去肾包膜， 用 ４ ℃生理盐水冲洗， 从中

间纵切， １ ／ ２ 固定于 ４％ 多聚甲醛缓冲液， １ ／ ２ 制备蛋白

匀浆。
２􀆰 ３　 肾组织形态学观察

２􀆰 ３􀆰 １　 肾脏皮质厚度测量　 将固定后的 １ ／ ２ 肾脏取出， 观

察 ＵＵＯ 导致大鼠肾脏大小和肾盂扩张情况， 肾脏纵切面测

量肾皮质厚度。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 大鼠肾组织用 ４％ 多聚甲醛缓冲液固

定 ２４ ｈ， 石蜡包埋、 切片， 进行 Ｍａｓｓｏｎ 染色。 观察肾小管

扩张、 管型形成和间质细胞外基质沉积， 并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件对胶原纤维的蓝色阳性染色进行定量分析。
２􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组化　 石蜡切片脱蜡、 水化后， 置于枸橼酸缓

冲液中煮沸 １５ ｍｉｎ， 置 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中灭活， ３％ ＢＳＡ 室温封

闭 １ ｈ， 孵育 α⁃ＳＭＡ 一抗， 置于 ４ ℃冰箱中过夜， 室温孵

育二抗 １ ｈ， 按 ＤＡＢ 显色试剂盒说明配制显色液， 滴加后

镜下控制反应时间， 洗涤、 苏木素复染、 脱水、 透明、 封

片， 阳性表达呈棕黄色或深棕色染色。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件，
对阳性表达进行定量分析。
２􀆰 ４　 细胞培养　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞置于含 ５％ 胎牛血清的高糖

ＤＭＥＭ 培养基中， 加入双抗 （青霉素 １００ Ｕ ／ ｍＬ、 链霉素

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱内常规

培养。
２􀆰 ５　 细胞增殖检测 　 取对数生长期 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞， 以

２􀆰 ５×１０８ ／ ｍＬ 密度接种在 ９６ 孔培养板中，培养 ２４ ｈ 至细胞贴

壁并长满。 加入异鼠李素（０、１、２􀆰 ５、５、１０、２５、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
７２ ｈ后每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 检测溶液，显色后采用多功能

酶标仪在 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光度，进行统计分析。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 将细胞接种于 １２ 孔培养板中， 长

满后加药刺激， 刺激结束后加入含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
裂解液， 提取总蛋白， 采用 ＢＣＡ 试剂盒定量， 取 ５０ μｇ 蛋

白样品， 经 １０％ ＳＤＳ ⁃ＰＡＧＥ 电泳、 转膜、 封闭， 一抗 ４ ℃
过夜， ＰＢＳＴ 洗膜， 加入二抗， 孵育 １ ｈ， 洗膜后 ＥＣＬ 发光

试剂显影， 凝胶成像系统拍照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件， 对所得

条带进行定量， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 血清 Ｈ２Ｓ 水平检测 　 取 ６００ μＬ 血清， 按照内源性

Ｈ２Ｓ 检测试剂盒说明操作， 显色后在 ６６５ ｎｍ 波长处检测吸

光度， 并进行统计分析。
２􀆰 ８　 活性氧、 超氧化物水平检测 　 将细胞接种于 ９６ 孔培

养板中， 长满后加药刺激 ２４ ｈ， 加入活性氧 （ＲＯＳ） 检测

试剂 （绿色） 或超氧化物检测试剂 （橙色） 与细胞孵育

２０ ｍｉｎ， 按照试剂盒说明书进行后续操作， 在荧光显微镜

下拍照。 采用多功能酶标仪， 检测 ＲＯＳ （４９０ ／ ５２５ ｎｍ）、 超

氧化物 （５５０ ／ ６２０ ｎｍ） 水平。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间两两比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 异鼠李素改善 ＵＵＯ 大鼠肾组织形态和皮质厚度 　 表

１、 图 １ 显示， ＵＵＯ 大鼠肾脏增大、 肾盂扩张、 皮质变薄，
在造模第 １４ 天更明显； 给予异鼠李素干预后， 可显著改善

大鼠肾脏形态和皮质厚度 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 １　 异鼠李素对 ＵＵＯ 大鼠肾脏皮质厚度的影响 （ ｃｍ，

ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 造模第 １４ 天

假手术组 — ０􀆰 ３６±０􀆰 ０１
ＵＵＯ 组 — ０􀆰 １７±０􀆰 ０２＃＃

依那普利组 １０ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１∗∗

异鼠李素组 １０ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０１∗∗

异鼠李素组 ３０ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０１∗∗

　 　 注：与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＵＵＯ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 异鼠李素对 ＵＵＯ 大鼠肾脏形态的影响
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３􀆰 ２　 异鼠李素减少 ＵＵＯ 大鼠胶原纤维的沉积　 图 ２ 显示，
与假手术组比较， ＵＵＯ 组大鼠肾脏胶原纤维大量沉积 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 表明造模成功； 与 ＵＵＯ 组比较， 异鼠李素高、 低

剂量组大鼠胶原纤维减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中高剂量组效果

优于依那普利组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： ａ～ｅ 分别为假手术组、 ＵＵＯ 组、 依那普利组、 异鼠李素 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）

组、 异鼠李素 （ ３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组。 与假手术组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与

ＵＵＯ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依那普利组比较，◆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 异鼠李素对 ＵＵＯ 大鼠肾脏组织胶原纤维沉积的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３􀆰 ３　 异鼠李素抑制 ＵＵＯ 大鼠 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达 　 图 ３ 显

示， 与假手术组比较， ＵＵＯ 组大鼠肾脏组织 α⁃ＳＭＡ 表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＵＵＯ 组比较， 异鼠李素高、 低剂量组大

鼠肾脏组织 α⁃ＳＭＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中高剂量组效

果优于依那普利组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 异鼠李素升高 ＵＵＯ 大鼠血清 Ｈ２Ｓ 水平 　 图 ４ 显示，
与假手术组比较， ＵＵＯ 组大鼠血清 Ｈ２Ｓ 水平下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与 ＵＵＯ 组比较， 异鼠李素组大鼠血清 Ｈ２Ｓ 水平上

升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 异鼠李素抑制 ＵＵＯ 大鼠 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞的增殖　 图 ５
显示， 与对照组比较， ２􀆰 ５～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异鼠李素对 ＵＵＯ 大

鼠 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞有抑制作用 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 在

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 下最明显。
３􀆰 ６　 异鼠李素抑制 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞上皮细胞⁃间充质转化的

形成　 图 ６Ａ～ ６Ｃ 显示， 不同浓度 （１􀆰 ０×１０－９、 １􀆰 ０×１０－８、
１􀆰 ０ × １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ） Ａｎｇ Ⅱ 能升高 α⁃ＳＭＡ 表达， 降低 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 表明模型建立成功；
图 ６Ｄ～６Ｆ 显示， １０、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异鼠李素干预后， 可

抑制 α⁃ＳＭＡ 表达升高、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
图 ６Ｇ ～ ６Ｈ 显示， 异鼠李素能降低 ＴＧＦ⁃β１ 表达 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

注： ａ～ｅ 分别为假手术组、 ＵＵＯ 组、 依那普利组、 异鼠李素 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）

组、 异鼠李素 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组。 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＵＵＯ

组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与依那普利组比较，◆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 异鼠李素对 ＵＵＯ 大鼠肾脏组织 α⁃ＳＭＡ 表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： ａ～ ｅ 分别为假手术组、 ＵＵＯ 组、 依那普利组、 异鼠李

素 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组、 异鼠李素 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组。 与假手术

组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＵＵＯ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 异鼠李素对 ＵＵＯ 大鼠血清 Ｈ２Ｓ 水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝７）

注： 与对照组 （异鼠李素 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 异鼠李素对 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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注： 与血管紧张素Ⅱ （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。 ａ～ ｄ 分别为血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管

紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）

组、 血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组。 与 ａ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 异鼠李素对血管紧张素Ⅱ诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞上皮细胞⁃间充质转化形成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ７　 异鼠李素降低 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞活性氧水平　 图 ７ 显示，
异鼠李素干预 ２４ ｈ 后可抑制 ＲＯＳ 的产生 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 但对超氧化物水平无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

在肾脏纤维化进展过程中， 许多细胞因子和信号通路

参与其中， 其中 ＴＧＦ⁃β１ 在纤维化的进展中起关键作用。
ＴＧＦ⁃β１ 主要介导 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 和非 Ｓｍａｄ 信号通路的激

活， 从而引起 ＥＭＴ 的形成， 它的形成表现为上皮标志物 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下降， 肌成纤维细胞标志 α⁃ＳＭＡ 表达增加，
使系膜细胞和肾小管上皮细胞等转化成肌成纤维细胞， 最

终导致 ＥＣＭ 进行性积聚， 而 ＥＣＭ 的降解减少， 将导致肾

小球硬化、 肾小管间质纤维化， 最终导致肾功能丧失［１，７］ 。
３􀆰 ８　 异鼠李素抑制 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞中 Ｃｘ４３ 的表达　 图

８ 显示， 异鼠李素能抑制细胞间隙连接蛋白 Ｃｘ４３ 表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性。
肾脏纤维化是所有慢性肾脏病主要病理基础， 本研究建立

经典的大鼠 ＵＵＯ 模型， 通过单侧结扎大鼠输尿管， 造成一

个典型的肾间质纤维化病理变化。 异鼠李素给予干预， 结

果表明异鼠李素抑制 ＵＵＯ 大鼠肾脏组织中胶原纤维的形成

和 α⁃ＳＭＡ 的表达， 其中异鼠李素高剂量 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组效

果强于异鼠李素低剂量 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组， 且高、 低剂量组
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注： Ａ 为细胞活性氧和超氧化物荧光染色， Ｂ 为细胞活性氧水平， Ｃ 为细胞超氧化物水平， ａ～

ｄ 分别为血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管紧张素

Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组。 与 ａ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 异鼠李素对血管紧张素Ⅱ诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞中活性氧和超氧化物的水平的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： ａ～ ｄ 分别为血管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管紧

张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血管

紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 血

管紧张素Ⅱ （１􀆰 ０×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋异鼠李素 （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组。

与 ａ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 异鼠李素对血管紧张素Ⅱ诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞中

Ｃｘ４３ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

效果均强于阳性药依那普利 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 提示异鼠李素可

有效抑制 ＥＭＴ 的形成和 ＥＣＭ 的沉积， 具有抗肾脏纤维化

的作用。
Ｈ２Ｓ 是继一氧化氮、 一氧化碳后被发现的第三种人体

内重要的气体信号分子。 临床研究表明慢性肾脏病患者血

清 Ｈ２Ｓ 水平下降［８］ ， 动物实验研究表明 ＵＵＯ 大鼠的 Ｈ２Ｓ
水平相比于假手术组降低， Ｈ２Ｓ 具有显著的抗肾脏纤维化

作用［９］ 。 本研究发现异鼠李素可上调 ＵＵＯ 大鼠血清 Ｈ２Ｓ 水

平， 异鼠李素对 Ｈ２Ｓ 相关酶表达的影响以及如何通过上调

Ｈ２Ｓ 具有抗肾脏纤维化的作用还需进一步的研究。
肾小管上皮细胞在肾脏纤维化的形成中起重要作用。

因此， 本研究建立 ＡｎｇⅡ诱导的肾小管上皮细胞 ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞纤维化模型， 明确异鼠李素对 ＮＲＫ⁃５２ 细胞纤维化的

影响及其机制。 结果表明异鼠李素抑制肾小管上皮细胞

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 的增殖， 抑制 α⁃ＳＭＡ 的表达， 上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的

表达， １０～５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内呈剂量依赖性， 提示异鼠

李素抑制 ＡｎｇⅡ诱导的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＥＭＴ 的形成。 除此之

外， 异鼠李素降低 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。 但是异鼠李素抗肾脏

纤维化作用是否通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号通路或者其他途

径还需进一步的研究证实。
氧化应激是引起肾脏纤维化的重要因素。 肾脏在各种

诱因 （感染、 损伤、 化学物质和辐射等） 下引起自由基和

超氧化物等的过度生成诱导各种细胞因子的分泌和释放，
进而引发肾脏纤维化的发生发展［１０］ 。 异鼠李素是否影响氧

化应激而具有抗肾脏纤维化的作用， 本研究检测异鼠李素

对 ＲＯＳ 和超氧化物的影响， 结果发现在异鼠李素刺激 ２４ ｈ
时， 可显著抑制 ＲＯＳ 的产生， 但对超氧化物无明显影响。
表明异鼠李素可能通过抑制氧化应激而具有抗肾脏纤维化

的作用。
细胞间隙连接或称缝隙连接， 广泛分布于多种细胞，

影响细胞的代谢、 繁殖、 迁移和生存， 在维持组织完整性

中起重要的作用。 Ｃｘ４３ 蛋白是主要的间隙连接组成蛋

白［１１］ 。 １９８９ 年 Ｂｅｙｅｒ 等［１２］首次在大鼠肾脏中发现 Ｃｘ４３ 的

存在， 从此开启了 Ｃｘ４３ 与肾脏疾病的相关研究。 近年来有

研究证实 Ｃｘ４３ 在高血压性肾病和梗阻性肾病的早期表达增

加， 抑制 Ｃｘ４３ 表达降低了炎症细胞浸润和肾纤维化， 并明

６７１３

２０２１ 年 １１ 月

第 ４３ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． １１



显改善了肾脏的结构和功能， Ｃｘ４３ 被认为是治疗慢性肾脏

病的新靶点［１１， １３⁃１５］ 。 本研究中发现异鼠李素剂量依赖地抑

制 ＡｎｇⅡ诱导的 Ｃｘ４３ 表达， 表明异鼠李素抗肾脏纤维化作

用很可能是通过 Ｃｘ４３ 调控。 除此之外， 异鼠李素对 Ｃｘ４３
的调节作用， 也提示异鼠李素很可能对 Ｃｘ４３ 介导的其他相

关疾病也有治疗作用， 如心血管疾病、 肿瘤、 创伤愈合及

某些生殖、 消化、 神经系统相关疾病等。
综上所述， 异鼠李素对大鼠 ＵＵＯ 模型肾间质纤维化及

ＡｎｇⅡ诱导的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞纤维化具有保护作用， 主要通

过抑制 ＥＭＴ 的形成和降低 ＥＣＭ 的沉积。 本研究发现异鼠

李素抗肾脏纤维化作用可能与降低 ＴＧＦ⁃β１ 的表达， 升高

内源性 Ｈ２Ｓ 水平和抑制氧化应激有关。 异鼠李素有可能发

展为潜在的抗肾脏纤维化的治疗药物。
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