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益气活血中药对肾间质纤维化大鼠转化生长因
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【摘要】 目的 探讨益气活血中药对肾间质纤维化大鼠转化生长因子一p(TGF—p)、Smad2和Smad3表达

的影响。方法将36只雄性Wistar大鼠随机分为假手术组、模型组、西药对照组及中药大、中、小剂量组，每组

6只。采用单侧输尿管结扎术建立肾间质纤维化动物模型。西药对照组及中药大、中、小剂量组于术前2 d灌胃

福辛普利钠(10 mg·kg-1·d-1)及中药提取液(7．2、3．6、1．8 ml·kg-1·d-1)各2 ml；假手术组和模型组给予

等量生理盐水。各组于术后3周处死大鼠取肾组织，用实时聚合酶链反应(real—time PCR)和蛋白质免疫印迹法

(Western blotting)检测TGF—p、Smad2和Smad3的mRNA和蛋白表达。结果模型组大鼠肾组织TGF—p、

Smad2和Smad3的mRNA和蛋白表达较假手术组均明显升高(P<0．05或P<0．01)；益气活血中药各剂量组

可以明显抑制模型大鼠肾组织TGF—B、Smad2和Smad3的mRNA和蛋白表达，其中除中药小剂量组对Smad3

mRNA的抑制作用较大、中剂量组明显降低外(均P<0．05)，其余指标各剂量组间比较差异均无统计学意义。

结论益气活血中药可能通过抑制TGF一．B／Smad信号通路中TGF—p、Smad2和Smad3等表达起到治疗作用。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of Chinese medicine for invigorating qi and promoting

blood circulation(益气活血)，Yiqi Huoxue formula(YQHXF，益气活血方)，on the expressions of

transforming growth factor—B(TGF一8)，Smad2 and Smad3 in rats with renaI interstitial fibrosis．Methods

Thirty—six male Wistar rats were randomly divided into six groups：sham operation group，model group，

western medicine control group，high—dose，medium—dose and low-dose YQHXF groups(each，n一6)．

Unilateral ligation of ureter was carried out to establish the rat model of renal interstitiaI fibrosis．Two days

before the operation，intragastrically，fosinopril sodium(10 mg·kg一1·d一1)was given to the western

medicine control group，and 2 ml of each of the following doses of YQHXF：7．2，3．6，1．8 ml·kg一1·d一1 was

administered into the high，medium and low dosage groups，respectively．Sham operation group and model

group received the same amount of normal saline with the same method．All rats were administered with

corresponding drugs for 3 weeks．After the last administration，the animal was sacrificed and its kidney tissue

was taken out，the mRNA and protein expressions of TGF一8，Smad 2，Smad3 were measured by the real—time

polymerase chain reaction(PCR)and Western blotting．Results The mRNA and protein expressions of

TGF—B，Smad2 and Smad3 in model group were higher than those in sham operation group(P<O．05 or P<

0．01)，YQHXF treatment could down-regulate the mRNA and protein expressions of TGF—B，Smad2 and

Smad3，and in low—dose YQHXF group，the down—regulation of Smad3 mRNA was more obvious than that in

high and medium dosage groups(both P<0．05)．No significant difference in effect on other indexes was

observed among the three YQHXF groups．Conclusion YQHXF might play a role in the treatment of renal

interstitial fibrosis via inhibiting the mRNA and protein expressions of TGF—B，Smad2 and Smad3 in the

TGF—f]／Smad signaling transduction pathway．

[Key words]Yiqi Huoxue formulaf Renal interstitial fibrosis；Transforming growth factor一8，Smad2；

Smad3

肾问质纤维化表现为肾小管萎缩和消失，肾问

质淋巴和单核细胞浸润及纤维组织增生，许多证据

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30873251)；北京市自然

科学基金资助项目(7062057)

通信作者：刘文军，Email：liuwenjunlyzh@263．net

作者简介；刘咏梅(1967～)，女(汉族)，山东省人，医学博士，副

研究员。

显示转化生长因子一／3(TGF—p)是肾脏纤维化发生发

展中的关键因子[1]，Smad蛋白是目前所知惟一的

TGF—p受体胞内激酶底物，介导了TGF—B的胞内信

号转导，以Smad信号通路为靶目标阻断这一过程

可能会提供一种新的治疗肾纤维化的手段。赵爱青

等【2]研究显示，中药姜黄素可以通过干预肾间质纤

维化大鼠肾组织TGF一阻的上调而减轻肾间质纤维
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化。孙元莹等[3]研究也显示，采用黄芪、坤草、丹参、

枸杞等组成的益肾康治疗糖尿病肾病大鼠，可以通

过下调肾组织TGF一61的表达，减少肾组织中细胞

外基质(ECM)沉积，从而减轻肾间质纤维化。临床

观察发现，由黄芪、当归、川芎、赤芍、丹参等中药组

成的益气活血方剂，可以益气活血、健脾利水，保护

肾功能。本研究中以大鼠单侧输尿管结扎术(UU0)

建立肾间质纤维化动物模型，观察益气活血法对肾

间质纤维化大鼠肾脏TGF—p／Smad通路中TGF—p、

Smad2和Smad3表达的影响，探讨益气活血法在抗

肾问质纤维化中的作用机制。

1材料与方法

1．1 实验动物及分组：清洁级健康雄性Wistar大

鼠36只，体重180"--200 g，由中国医学科学院实验

动物中心提供(许可证号：SCXK一京一2005—0013)。采

用随机数字表法将大鼠分为假手术组、模型组、西药

对照组及中药大、中、小剂量组，每组6只。自由进食

和饮水，适应性饲养1周。实验过程中动物处置方法

符合动物伦理学要求。

1．2实验药物及主要试剂：福辛普利钠(商品名：

蒙诺，购于中美上海施贵宝制药有限公司，批号：

0607088)；益气活血法中药提取液(生黄芪15 g，当

归10 g，赤芍10 g，白芍10 g，丹参30 g，黄芩10 g，

车前草15 g，牛膝15 g等)经水提醇沉得4．4 kg／L

生药提取液，由本院制剂室提供。TRIzol试剂购自

美国Invitrogen公司，逆转录试剂盒购自美国MBI

公司；SYBR Green荧光染料试剂购自美国应用生

物公司；Smad2、Smad3、TGF—B及p肌动蛋白

(pactin)引物序列由北京赛百盛基因技术有限公司

合成，引物序列见表1。Smad2、Smad3、TGF—p及

pactin羊抗兔单克隆抗体均为美国Santa Cruz产

品；Bradford蛋白浓度测定试剂购自北京天根生化

科技有限公司。

裹1 real-time PCR引物序列

注：real—time PCR：实时聚合酶链反应

1．3模型制作及分组给药：采用UUO制备大鼠肾

小管间质纤维化模型。用2％戊巴比妥40 mg／kg腹

腔注射麻醉大鼠，固定、去毛备皮，开腹结扎左侧输

尿管后缝合，关腹；假手术组仅分离左侧输尿管、不

结扎。西药对照组及中药大、中、小剂量组分别于术

前2 d灌胃福辛普利钠10 mg·k91·d-1(相当于

人剂量的20倍)或7．2、3．6、1．8 m1·kg_·d_中

药提取液(分别为人服用量的20、10、5倍)，均用生

理盐水补充至2 ml，每日1次，连续3周。假手术组

及模型组灌胃等量生理盐水。

1．4观察指标及检测方法：各组分别于术后3周处

死大鼠，灌流左侧肾脏，取约100 mg肾组织，加

TRIzol试剂于一80℃保存。

1．4．1采用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)

检测肾组织TGF—B、Smad2和Smad3的蛋白表达：

提取大鼠肾组织总蛋白质，采用Bradford比色法

测定蛋白质浓度。取等量蛋白经15％十二烷基硫酸

钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)后转移至聚

偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用含10％脱脂奶粉的

Tris—HCI缓冲盐溶液(TBS)室温封闭1 h，然后加

入一抗工作液(1 s 2 000稀释)，室温平缓摇动1 h，

4℃过夜；用含吐温20的TBS缓冲液(TBST)室温

洗膜10 min，共2次；加入相应的辣根过氧化物酶

标记的二抗工作液(1 l 2 000，TBST稀释)，室温平

缓摇动孵育1 h TBST室温洗膜10 min，共2次；化

学发光试剂(ECL)各取0．5 ml混合后显色1 min，

置人暗匣中，显影1～5 min，定影1 min，冲洗，晾

干。采用图像分析系统扫描确定X线片上杂交条带

的A值。

1．4．2 real—time PCR检测肾组织TGF—p、Smad2、

Smad3的mRNA表达：按照TRlzol试剂说明书提

取肾组织总RNA，紫外分光光度计测定波长为

280 nm和260 nm处吸光度值(A280 A：6。)，定量并检

测其纯度，提取的总RNA用1．2％琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定；将RNA逆转录为cDNA；PCR反应体

系：cDNA 1肛l，上、下游引物各1 p1，2×SYBR

Green荧光染料试剂10弘l，加焦碳酸二乙酯

(DEPC)水至20弘l。反应条件：94℃预变性3 min；

94℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃延伸45 S，共

40个循环；72℃后延伸8 min。琼脂糖凝胶电泳观

察扩增结果。根据双标准曲线法，以目的基因与

p-actin基因mRNA水平比值作为目的基因mRNA

的相对表达量[4]。

1．5统计学方法：采用SPSS 11．0软件，计量资料

用均数士标准差(z土s)表示，进行单因素方差分析，

P<o．05为差异有统计学意义。
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2结 果

2．I各组大鼠肾组织TGF—p、Smad2、Smad3的蛋

白表达比较(表2；图1)：模型组大鼠肾皮质TGF—p、

Smad2、Smad3的蛋白表达均较假手术组显著升高

(均P<0．01)；益气活血中药大剂量组能明显抑制

模型大鼠肾组织TGF—p、Smad2、Smad3的蛋白表达

(P<0．05或P<O．01)；而各剂量组问比较差异无

统计学意义(均P>O．05)。西药对照组可明显抑制

TGF—p、Smad2的蛋白表达，而对Smad3蛋白无显

著抑制作用。

表2各组大鼠肾组织TGF—p、Smad2、

Smad3的蛋白表达比较(；士j)

注：与假手术组比较，6P<O．01，与模型组比较，‘P<O．05，

4P<O．01；与西药对照组比较,fP<O．01

术组明显升高(P<o．05或P<O．01)；益气活血中

药可明显抑制模型大鼠肾组织TGF—B、Smad2和

Smad3的mRNA表达(P<O．05或P<0．01)，而各

剂量组间除小剂量组Smad3 mRNA表达较大、中

剂量组明显降低外(均P<O．05)，其余各剂量组间

指标比较差异无统计学意义。西药对照组可明显抑

制Smad3 mRNA表达，而对TGF—p、Smad2的抑制

作用不明显。

表3各组大鼠肾组织TGF—B、Smad2、

Smad3的mRNA表达比较(；士s)

注：与假手术组比较，aP<O．05，“P<O．Ol I与模型组比较，。P<

0．05，。P<O．01I与西药对照组比较，。P<O．05，‘P<0．01}

与中药大剂量组比较，sP<o．05，与中药中剂量组比较，

bP<O．05

3讨论

TGF—p表达上调是肾间质纤维化特征之一，在

肾小管间质纤维化发展的过程中起重要作用。有研

究表明，TGF一口是肾脏疾病中发生小球硬化及间质

纤维化的中枢趋动因子，TGF一8在使基质蛋白合成

增加的同时又阻断了其降解口3；在肾脏疤痕形成过

程中，TGF一8的持续活化造成了ECM的不断沉积

与组织损伤，实验证明抑制TGF邛的生物活性，能

够减轻ECM的沉积及纤维化的进程[6{]。肾小管间

质纤维化是多种慢性肾脏病发展的共同结局，UUO

模型是目前常用的肾小管间质损伤模型之一。肾间
圈1 Western b1砒廿ng检测各组大_ 质纤维化使肾脏结构改变，与肾功能减退有更密切
TGF—p、sm802、8md3的蛋白表达

的关系‘61。朱辟疆等㈨采用大黄和活血化瘀中药的

2．2 各组大鼠肾组织TGF—B、Smad2、Smad3的 组方肾衰康治疗肾间质纤维化，结果表明，肾衰康可

mRNA表达比较(表3；图2)：模型组大鼠肾组织 通过降低模型大鼠血中TGF一61、纤维连接蛋白

TGF—p、Smad2和Smad3的mRNA表达均较假手 (FN)和层黏连蛋白(LN)以减轻肾脏损害，抑制肾

A：B-aetin，B：TGF—p，C：Smad2，D：Smad3}1：Marker；2～7依次为：假手术组，模型组，中药大、中、小剂量组，西药对照组

圈2 PCR检测各组大鼠TGF—B、Smad2、Smad3的mRNA裹达
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间质纤维化，从而延缓肾衰竭的进展。本实验中采用

益气活血中药，结果显示，模型组TGF一8蛋白及

mRNA表达均较假手术组明显升高，经益气活血中

药治疗后，TGF—p蛋白及mRNA表达均较模型组

显著降低。表明益气活血中药能够通过抑制TGF一口

的表达，从而延缓UU0模型大鼠肾间质纤维化的

进展。

Smad信号通路是TGF—p致肾间质纤维化的一

条十分重要的信号通路，其基本过程为：TGF—p信

号转导先由TGF—p配体结合到细胞表面的TGF—p

受体I(T限I)上，再激活T陬I的丝氨酸／苏氨酸
激酶区从而活化T限I，形成异源三聚体，T限I再

磷酸化而激活Smad2、Smad3蛋白，激活的Smad2、

Smad3蛋白与Smad4形成有活性的转录复合物进

入核内，从而将信号从胞质转导到细胞核，并和其他

的核协同或抑制因子结合，调节目的基因转录[11|。

Smad蛋白是TGF一陋胞内激酶底物，参与TGF—p

家族信号从受体的细胞内转导。Smad2、Smad3是受

体调节性Smads(R—Smads)，为T口R复合物的下游

信号分子。TGF—B在细胞膜上与其受体结合后，能

引起Smad2、Smad3的磷酸化，磷酸化Smad2和

Smad3(p—Smad2、P—Smad3)与Smad4形成复合物，

转移至核内，激活其致纤维化靶基因的表达，加速纤

维化的进展[12。1引。Smad2、Smad3蛋白表达的多少意

味着Smad信号转导通路激活的程度[14|。本研究显

示，模型组大鼠肾组织TGF—B、Smad2和Smad3的

蛋白和mRNA表达明显增加，同时伴有严重的肾问

质纤维化。用益气活血中药干预后，TGF一8、Smad2

和Smad3的蛋白和mRNA表达则明显降低。进一

步表明TGF—p／Smad信号通路是导致肾小管间质

纤维化的关键通路，肾纤维化受Smad2和Smad3

正向调节。益气活血中药可能是通过调节TGF一8／

Smad信号通路起到治疗作用。
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