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甲状腺激素受体激动剂对大鼠慢性肾纤维化的作用研究

龙 倩，关海霞，余超伦
（南方医科大学附属广东省人民医院内分泌科，广州 510080）

【摘 要】目的：研究甲状腺激素受体 β（thyroid hormone receptor-β，THR-β）激动剂对 5/6肾切除大鼠模型慢性肾纤维化的作

用。方法：将构建的 5/6肾切除大鼠模型分为对照组与THR-β激动剂实验组，每组 6只。对照组每日腹腔注射 1 mL生理盐水；

实验组每日腹腔注射含THR-β激动剂 1 μg/（g·d）的溶剂 1 mL，持续给药 10周。结果：与对照组比较，THR-β激动剂组大鼠在

5/6肾切除第 2~6周血肌酐水平有改善（P<0.05），第 10周时体质量增加（P<0.05），而血脂水平降低（甘油三酯P<0.01，低密度脂

蛋白P<0.001），胆红素水平也下降（总胆红素与直接胆红素，均P<0.05）。2组大鼠肾脏组织的Masson染色与α-平滑肌肌动蛋

白（alpha-smooth muscle actin，α-SMA）免疫组化染色结果显示，纤维化未见明显差异；THR-β 激动剂组的增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）免疫组化染色阳性细胞数增多，提示肾小管细胞增殖活跃。结论：THR-β激动剂未能

明显改善5/6肾切除大鼠的慢性肾脏纤维化，但可能具有促进肾小管细胞增殖的作用。
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Effects of thyroid hormone receptor-β agonist on chronic renal fibrosis 
in 5/6 nephrectomized rats
Long　Qian，Guan　Haixia，Yu　Chaolun

（Department of Endocrinology，Guangdong Provincial People’s Hospital，Guangdong Academy of Medical Sciences，
Southern Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate the effect of thyroid hormone receptor- β（THR- β） agonist on chronic renal fibrosis in 5/6 
nephrectomized rats. Methods：A rat model of 5/6 nephrectomy was established，and the rats were divided into control group and THR-
β agonist-treated experimental group，with 6 rats in each group. The rats in the control group were given intraperitoneal injection of 
1 mL saline every day，while those in the experimental group were given intraperitoneal injection of 1 mL THR-β agonist every day 
1 μg/（g·d）；both groups were treated for 10 consecutive weeks. Results：Compared with the control group，the experimental group had 
a significant improvement in serum creatinine at weeks 2-6 after 5/6 nephrectomy（P<0.05），as well as a significant increase in body 
weight（P<0.05） and significant reductions in blood lipids（P<0.01 for triglycerides and P<0.001 for low-density lipoprotein） and bili⁃
rubin（P<0.05 for both total bilirubin and direct bilirubin） at week 10. Masson staining of renal tissue and immunohistochemical stain⁃
ing for alpha-smooth muscle actin showed no significant difference in renal fibrosis between the two groups，while for the experimental 
group，immunohistochemical staining for proliferating cell nuclear antigen（PCNA） showed an increase in the number of PCNA-
positive cells and active proliferation of renal tubular cells. Conclusion：THR- β agonist cannot significantly improve chronic renal 
fibrosis in 5/6 nephrectomized rats，but it can promote the proliferation of renal tubular cells.
【Key words】thyroid hormone receptor-β agonist；5/6 nephrectomy；chronic renal fibrosis

慢性肾脏病（chronic kidney disease，CKD）已成

为全球重要的公共卫生问题，每年导致约 120万例

死亡[1]。其中肾脏纤维化是CKD进展中的普遍病理

生理过程和病理结局，其形态学特征主要包括肾小

球硬化、肾小管萎缩、慢性炎症及细胞外基质过度

沉积所致的纤维化[2]。当肾功能受损时，局部的成

纤维细胞和周细胞等间质细胞被激活，通过分泌炎

症介质并合成细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）从而促进损伤修复，当肾脏遭受持续和严重

损伤时，ECM过度生成与沉积，形成瘢痕组织，导致
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异常修复，最终进展为慢性肾脏纤维化与器官功能

衰竭[3]。然而目前临床上缺乏治疗肾脏纤维化的有

效药物，仍需继续探索新的靶点和药物阻断甚至逆

转肾脏纤维化[4]。
甲状腺激素（thyroid hormone，TH）除了调节新

陈代谢外，还参与细胞增殖和分化，在生长发育和

维持内环境稳定等生理过程中起不可或缺的作

用[5-7]。既往研究证实甲状腺激素受体 β（thyroid 
hormone receptor-β，THR-β）激动剂可抑制肺和肝

脏的纤维化进程，THR-β激动剂 Sobetirome 可作用

于小鼠肺部的 THR-β，激活 THR-β-KLF2/CEBPA
轴调节肺泡 2型（alveolar type-2，AT2）的细胞周期，

提供了一种促进肺再生和治疗肺纤维化的潜在治

疗策略[8]，也有研究表明 THR-β选择性激动剂可为

非酒精性脂肪性肝炎（non-alcoholic fatty hepatitis，
NASH）和肝纤维化患者提供新的治疗靶点[9]。在肾

脏中，THR-β 同样作为主要表达的甲状腺激素受

体，但目前尚未有研究探索THR-β激动剂对肾脏纤

维化的作用和治疗效果。5/6肾脏切除大鼠模型是

最常用的CKD和慢性肾脏纤维化模型之一。5/6肾

切除直接导致肾单位大量减少，残存肾小球高灌

注、肾动脉高压，进而引起肾小动脉壁增厚，系膜细

胞、基质增生，最终导致肾脏纤维化。因此，本研

究拟使用 5/6肾切除大鼠模型，探讨 THR-β激动剂

对慢性肾脏纤维化的作用，为肾脏纤维化的治疗

提供新方法。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验动物　12 只 SPF 级雄性 Sprague-Dawley（SD）大

鼠，8~10周龄，体质量（200±20） g，由广东省医学实验动物

中心提供。实验动物生产许可证号：SCXK（粤）2022-0002；
实验动物使用许可证号：SYXK（粤）2022-0002。本研究方

案经机构伦理委员会批准（审批号：KY-N-2022-050-03）。

所有动物在标准SPF级环境下分笼饲养，自由摄食与饮水。

1.1.2　药物与试剂　THR-β 激动剂 ECC4984 购自诚益生

物。尿白蛋白测定试剂盒（货号 E111-125）购自 Bethyl 公
司；肌酐测定试剂盒（货号 80350）购自 Crystal Chem 公司。

尿素氮、尿酸、肝功能、血脂及电解质测定试剂盒均由武汉赛

维尔生物科技有限公司提供。α-平滑肌肌动蛋白（alpha-
smooth muscle actin，α -SMA）抗体（产品编号 A2547）购自

Sigma-Aldrich 公 司 ；增 殖 细 胞 核 抗 原（proliferating cell 
nuclear antigen，PCNA）抗体（产品编号 13110）购自 Cell Sig⁃
naling Technology 公司。Masson 三色染色试剂盒、免疫组化

试剂盒、4%多聚甲醛、牛血清白蛋白及苏木素染液由广东省

人民医院实验室提供。

1.2　实验方法

1.2.1　慢性肾脏纤维化模型的建立　选用 8~10 周龄雄性

SD大鼠，在正常条件下饲养，在 25 ℃、40%湿度和每小时 12
次空气交换条件下，以 12∶12 h的光暗周期饲养。适应性喂

养 1周后，将大鼠麻醉后俯卧位固定，局部剪毛、常规皮肤消

毒，暴露背部左肾区，从距左脊肋骨 1.5 cm行斜向外下方（肾

区）切口，充分暴露左侧肾脏，剥离肾包膜，切除肾上下级及

左肾外缘约 2/3 肾组织，用明胶海绵止血片刻。1 周后以相

同方式行二期手术，完整切除右肾。2 次手术累计切除约

5/6肾组织。术后待大鼠苏醒，单独饲养，每日观察其精神状

态、活动情况、毛发状态、摄食量及生存情况。

1.2.2　分组给药及取材　将构建的 5/6 肾切除动物模型分

为对照组 6只（生理盐水腹腔注射，每日 1 mL），实验组 6只

[THR-β激动剂 1 μg/（g·d），腹腔注射，每日 1 mL]，在术后第

0、14、28、42、56、70天分别留取 200 μL全血，离心分离血清；

同时收集禁食 8 h后的随机尿样本 200 μL。术后第 70天处

死全部大鼠，留取 1 mL全血，分离血清进行后续生化检测；

取出剩余 1/6 肾脏标本并分为三等份，分别进行石蜡包埋、

冰冻包埋与组织冻存，以便后续进行肾脏组织病理、免疫组

织化学分析等相关实验使用。

1.3　标本收集及检测

1.3.1　血清检测　术后第 0、14、28、42、56天，对 2组大鼠进

行眼眶采血，第 70天对 2组大鼠进行腹主动脉取血，离心获

取血清，使用试剂盒检测血肌酐、血尿素氮、血尿酸、血脂、肝

功能、电解质等指标。

1.3.2　尿液检测　禁食 8 h后收集 2组大鼠 200 μL随机尿，

使用试剂盒检测尿白蛋白、尿肌酐含量。

1.3.3　肾脏组织 Masson 染色　肾组织石蜡切片经脱蜡、水

化处理：依次浸入二甲苯Ⅰ（20 min）、二甲苯Ⅱ（20 min）、无

水乙醇Ⅰ（10 min）、无水乙醇Ⅱ（10 min）、95%乙醇（5 min）、

90%乙醇（5 min）、80%乙醇（5 min）、70%乙醇（5 min），最后

蒸馏水冲洗。随后进行染色：Weigert氏铁苏木素染色5 min，
自来水冲洗，1%盐酸乙醇分化数秒，自来水冲洗，流水冲洗

返蓝；丽春红酸性品红液染色 5~10 min，蒸馏水快速漂洗；磷

钼酸水溶液处理 3~5 min；苯胺蓝液复染 5 min，1%冰醋酸处

理 1 min。染色完成后，将切片依次经 95% 乙醇Ⅰ（5 min）、

95% 乙醇Ⅱ（5 min）、无水乙醇Ⅰ（5 min）、无水乙醇Ⅱ
（5 min）、二甲苯Ⅰ（5 min）、二甲苯Ⅱ（5 min）脱水透明，取出

后稍晾干，中性树胶封片。最后于显微镜下观察并采集图像

进行分析。

1.3.4　肾脏组织中 α-SMA、PCNA 蛋白检测　将 4 μm 肾脏

组织石蜡切片置于 70 ℃烘箱中烘烤 1 h，然后使用二甲苯Ⅰ
和Ⅱ各浸泡 10 min，接着使用梯度乙醇（100%、95%、80%、

70%）各浸泡 5 min，最后用 PBS 洗 5 min，共 2 次。将切片置

于枸橼酸钠缓冲液（pH=8.0），高压锅内煮沸，煮沸 3 min 后

缓慢冷却，待玻片恢复到室温后使用 3%过氧化氢溶液在室

温下孵育 10 min，PBS 缓冲液洗涤 5 min，重复 3 次。使用

5%BSA 室温封闭 1 h。封闭后用 PBS 洗涤 5 min，重复 3 次。

将一抗滴加到组织上，4 ℃孵育过夜。孵育后用 PBS 洗涤

5 min，重复 3次。加入二抗，室温孵育 1 h。然后用PBS洗涤
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5 min，重复 3次。使用DAB溶液进行显色反应，显微镜下观

察 5 min。显色后用苏木素复染，最后用中性树胶封固，晾干

后观察。

1.4　统计学方法

本研究的统计学分析采用 SPSS 22.0软件完成。计量资

料经 Shapiro-Wilk 检验证实符合正态分布后，以均数±标

准差（x±s）表示；组间比较采用独立样本 t 检验，检验水准

α=0.05。

2　结 果

2.1　体质量、肾功能长期变化

本研究探讨THR-β激动剂对慢性肾纤维化的作用。与

对照组比较，THR-β激动剂组大鼠在肾切除早中期，即第 2
周（t=4.140，P=0.002）、第 4 周（t=3.860，P=0.003）、第 6 周

（t=3.522，P=0.003）血肌酐水平明显改善，第 6周后差异无统

计学意义；而体质量在第 4 周（t=2.490，P=0.032）、第 8 周

（t=2.234，P=0.049）、第 10 周（t=2.541，P=0.029）明显上升；

2 组尿蛋白差异无统计学意义，见图1。

2.2　血生化指标

5/6肾切除第 10周时，THR-β激动剂组大鼠血脂显著改

善，甘油三酯、低密度脂蛋白下降（t=4.452，P=0.001；t=
6.046，P<0.001）；总胆红素、直接胆红素下降（t=2.385，P=
0.038；t=2.264，P=0.047）；肾功能差异无统计学意义，见图2。

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与对照组比较，P<0.01；ns，P>0.05
图 1　2 组大鼠第 0~10 周体质量、尿白蛋白/肌酐比、血肌酐变化

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与对照组比较，P<0.01；c，与对照组
比较，P<0.001；ns，P>0.05

图 2　2 组大鼠第 10 周血生化指标
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2.3　肾脏病理

2 组大鼠肾脏组织第 10 周 Masson 病理染色，α-SMA 免

疫组化染色及其定量分析差异无统计学意义；但 THR-β激

动剂组大鼠肾脏 PCNA 染色阳性细胞数量明显增加（F=
8.202，P<0.001），细胞增殖活跃，且主要集中在肾小管细

胞，如图 3。

                            注：a，与对照组比较，P<0.001；ns，P>0.05
图 3　2 组大鼠第 10 周肾脏组织 Masson、α-SMA、PCNA 染色及其定量统计
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3　讨 论

CKD 是一种以肾脏损伤为表现的慢性进行性

疾病，是指由各种原因导致肾脏的结构和功能发

生变化。CKD 通常被定义为肾功能下降，估算肾

小球滤过率低于 60 mL/（min·1.73 m²）或肾脏损伤

指标如白蛋白尿、血尿等试验检查异常，持续时间

>3个月[10]。
肾脏纤维化是 CKD 进展为终末期肾病（end 

stage renal disease，ESRD）过程中的典型病理生理过

程，也是 ESRD 的主要组织病理学表现[11]。轻度损

伤时，ECM 的适度增生可能有助于组织修复，并在

后续修复过程中被吸收，然而当肾脏持续损伤时，

会引起ECM的持续沉积并引起瘢痕增生，肾脏正常

结构被破坏、血供减少，最终导致肾脏纤维化和肾

衰竭[12-14]。已有研究表明自噬、转化生长因子-β信

号通路、上皮间充质转化、氧化应激和免疫炎症等

均可能参与了肾脏的纤维化[15-16]。但目前的治疗方

法只能减轻或延缓肾脏纤维化的进展，缺少阻断甚

至逆转肾脏纤维化的有效方法，因此本课题组仍需

探索新的靶点或药物治疗肾脏纤维化，对于避免或

延缓CKD进展为ESRD具有重要的临床意义。

甲状腺激素几乎影响所有器官的生长、代谢和

生理功能[17]，通过激活核受体调节众多靶基因的表

达[18-19]。既往在小鼠中的研究表明，THR-α是心脏

的主要受体，激活后可对心血管功能进行调节[20]，而
THR-β 则是肝脏、肾脏等器官中的主要受体，被证

实参与调节血脂、降低胆固醇[21]。THR-β在肝脏和

肾脏组织均有大量表达，多项研究证实THR-β激动

剂在 MASH 患者中具有良好的疗效[22-23]，对肝纤维

化的治疗有重要临床价值，目前已作为肝脏纤维化

治疗药物进入Ⅲ期临床研究[8-9]。肝脏和肾脏作为

人体最大的代谢器官，两者存在许多相似的病理生

理机制和诱因，因此，THR-β 激动剂可能是一个治

疗肾脏纤维化的潜在靶点[24]。目前针对肾脏纤维化

尚无有效药物和治疗方法，THR-β激动剂能否治疗

肾脏纤维化尚无研究，本研究以 5/6 肾切除大鼠为

研究对象，探究THR-β激动剂对慢性肾纤维化的治

疗效果。

本研究结果显示，THR-β激动剂组大鼠血脂明

显改善，甘油三酯、低密度脂蛋白下降，与既往研究

一致。THR-β激动剂GC-1可降低胆固醇喂养大鼠

和食蟹猴的低密度脂蛋白胆固醇[25]；在饮食诱导的

肥胖小鼠中，肝脏靶向 THR-β 激动剂 MB07811 降

低了血清和肝脏甘油三酯，且对体质量无影响[26]；肝
脏靶向THR-β激动剂Resmetirom（MGL-3196）治疗

对 NASH 肝纤维化小鼠体质量无影响，但明显降低

了肝脏重量、肝脂肪变性、肝纤维化程度、血浆谷丙

转氨酶活性、肝脏和血浆胆固醇及血糖[27]。除已明

确降低血脂和抑制肝脏纤维化的治疗作用外，本研

究发现THR-β激动剂组大鼠总胆红素、直接胆红素

相比对照组均有下降，也显示出THR-β激动剂可能

通过肝胆代谢途径对肝脏的潜在保护作用，有待临

床长期随访和后续研究进一步证实。

在肾脏中，本研究显示 2组大鼠在第 10周血肌

酐、血尿素氮水平及 Masson病理染色、α-SMA免疫

组化染色所示肾脏纤维化指标均未见明显差异。

有研究显示甲状腺素（triiodothyronine，T3）通过激活

PI3K 信号通路减少 db/db 小鼠的蛋白尿、肾脏胶原

沉积和系膜细胞外基质沉积[28]，相反也有研究证实

注射了T3的大鼠出现肾脏皮质缺氧，并且出现了显

著的蛋白尿和肾间质纤维化[29]，目前对T3在不同肾

脏疾病中的效果尚无定论，THR-β激动剂在肾脏纤

维化中的作用也缺乏有效证据。进一步对 2组大鼠

肾脏进行PCNA免疫组化染色，结果显示THR-β激

动剂组大鼠肾脏 PCNA 染色阳性细胞数量明显增

加，与对照组相比存在明显差异，且主要集中于肾

脏小管细胞。既往研究证实 CKD 患者肾小管上皮

细胞 HIF 信号通路被激活后可结合 THR-β 启动子

从而调控细胞周期[30]，同时本研究显示THR-β激动

剂组大鼠在肾脏纤维化早期出现血肌酐水平改善，

由于早期肾脏纤维化多发生于肾小管及肾间质区

域，说明在肾脏纤维化进程中，THR-β 激动剂可能

作用于肾小管细胞。基于既往对 THR-β激动剂的

研究均集中于治疗肝脏纤维化及开发以肝脏为靶

点的药物，在将来研究中可尝试开发特异性针对

肾脏 THR-β 受体或肾小管细胞 THR-β 受体的靶

向药物。

本研究也存在一定局限性。首先，本研究使用

的 5/6肾切除大鼠为慢性肾脏纤维化模型，第 10周

时肾小管、肾间质已进入纤维化晚期不可逆阶段，

丧失绝大部分再生修复及增殖能力，THR-β激动剂

对早、中期肾脏纤维化和急性肾小管坏死的治疗效

果有待进一步研究。因此，使用 AKI、UUO 等肾脏

早期纤维化模型[31]，探究THR-β激动剂对早期肾脏

纤维化是否具有更好的治疗效果，可能是未来研究

方向。其次，本研究仅使用单一剂量 1 μg/（g·d） 
THR-β 激动剂与单一时间点（第 10 周）5/6 肾切除

大鼠模型，研究前期结果发现THR-β激动剂组大鼠
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在肾切除第 2~6周出现血肌酐水平改善，如使用观

察时间更短的动物模型或增加 THR-β激动剂剂量

进行治疗，探究THR-β激动剂是否能作为治疗肾脏

纤维化的特异性靶点，也是值得探索的问题。

综上所述，本研究显示 THR-β激动剂对 5/6肾

切除大鼠的慢性肾脏纤维化无明显改善，但促进了

肾小管细胞的增殖，THR-β激动剂是否能作为治疗

肾脏纤维化的特异性药物有待进一步研究证实。
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