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丹酚酸Ｂ基于 Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通路介导的铁死亡途径改善单侧输尿管梗阻大鼠肾脏
间质纤维化

孙源博１，宋嫣然１，王诗琪１，孙丽欣２，李桂芹１　　１５７０００黑龙江 牡丹江，牡丹江医学院附属红旗医院：肾脏内科１，

血液透析室２

　　［摘要］　目的　基于核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）谷胱甘
肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，Ｇｐｘ４）通路介导的铁死亡途径，探究丹酚酸Ｂ对单侧输尿管梗
阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大鼠肾脏间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）的改善作用。
方法　采用随机数字表法将４０只大鼠分为假手术组、模型组、丹酚酸Ｂ组、丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组，每
组１０只。除假手术组外，其余各组建立ＵＵＯ模型，假手术组除不结扎、剪断输尿管外，其余操作相同。
丹酚酸Ｂ组灌胃１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１丹酚酸Ｂ，丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组在丹酚酸Ｂ组基础上腹腔注射
Ｎｒｆ２抑制剂ＭＬ３８５３０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，假手术组、模型组灌胃等体积无菌生理盐水，连续９ｄ。ＨＥ染色
和Ｍａｓｓｏｎ染色检测肾组织形态和纤维化情况；试剂盒检测肾脏组织中 Ｆｅ２＋、丙二醛（ｍａｌｅｉｃｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）含量及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性；实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）和蛋白质免疫印迹检测肾脏组织中Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣｏＬⅠ）、Ⅲ型胶原
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ，ＣｏＬⅢ）、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ和蛋白水平。结果　与假手术组相比，模型组肾脏组织中
Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量，ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ的ｍＲＮＡ和蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５），血清中ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０５），
肾脏组织中 Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ和蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，丹酚酸 Ｂ组肾脏组织中
Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量，ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ的 ｍＲＮＡ和蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５），血清中 ＳＯＤ活性，肾脏组织中
Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的ｍＲＮＡ和蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５）；与丹酚酸Ｂ组相比，丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织
中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量，ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ的ｍＲＮＡ和蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５），血清中 ＳＯＤ活性，肾脏组织中
Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的ｍＲＮＡ和蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论　丹酚酸Ｂ能够激活Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通路进而抑制铁
死亡实现对ＵＵＯ大鼠ＲＩＦ的缓解。
　　［关键词］　肾脏间质纤维化；单侧输尿管梗阻；丹酚酸 Ｂ；核因子 Ｅ２相关因子２谷胱甘肽过氧化

物酶４通路
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ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＦｕｎｄ（２０１８ＨＱ０５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＧｕｉｑｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｇｕｉｑｉｎ４２７＠１６３．ｃｏｍ

　　慢性肾脏疾病已成为全世界人口死亡的主要原因
之一，其早期症状不明显，最终进展为终末期肾病，患

者表现为肾小球硬化及间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）［１］，给患者生存和健康带来极大威胁。患
者需进行肾透析或肾移植等肾脏替代治疗。肾透析仅

能代替肾脏排泄功能，无法代替代谢和内分泌功能；肾

移植能恢复肾功能，但存在免疫抑制，使患者生存和生

活质量不稳定［２－３］。因此，寻找更加安全有效的治疗

方法对于该病至关重要。中医认为ＲＩＦ中肾络淤阻为
关键病因之一。丹参是一种著名的中草药，具有抗纤

维化、抗氧化、抗炎和抗凋亡特性。研究显示，中药丹

参及丹参注射液可以预防铁过载引起的器官损伤，包

括肾损伤［４］、肝纤维化［５］和心脏损伤［６］。丹酚酸 Ｂ作
为丹参水溶性重要成分，能够活血化瘀、凉血消痈［７］，

是有效的自由基清除剂和抗氧化剂，具有铁螯合活

性［８－９］；且丹酚酸Ｂ能够减轻肾纤维化过程中的上皮
间质转化过程，从而缓解终末期肾损伤［１０］。然而，丹

酚酸Ｂ对肾纤维化的调控作用是否与铁过载有关还

未可知。

　　铁死亡是近年来新发现的调节性细胞死亡方式，
以铁过载和脂质过氧化物积累为主要特征。核因子

Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
Ｎｒｆ２）、谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，
Ｇｐｘ４）是铁死亡的关键调控因子。其缺乏造成的铁代
谢异常、脂质过氧化等可导致细胞死亡，在肾脏疾病中

可见不同程度的铁代谢异常及脂质过氧化等过程［１１］，

推测 Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通路介导的铁死亡与肾病关系密切。
丹酚酸Ｂ具有较强的抗氧化作用，可通过激活Ｎｒｆ２抗
氧化信号通路减轻肾损伤，且Ｎｒｆ２是其调控抗氧化酶
表达发挥其抗氧化作用的核心环节［１２］。单侧输尿管

梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）是目前研究
ＲＩＦ较为成熟实验模型，且啮类动物纤维化特征与人
相似［１３］。因此，本研究建立 ＵＵＯ大鼠模型，从 Ｎｒｆ２
Ｇｐｘ４通路介导的铁死亡的角度探讨丹酚酸 Ｂ对 ＲＩＦ
的保护机制，以期为丹酚酸 Ｂ的应用及抗 ＲＩＦ的新药
开发提供理论基础。
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１　材料与方法

１．１　实验动物
　　４０只健康ＳＤ大鼠、ＳＰＦ级、雄性、体质量（２１０±１０）ｇ、
６～８周龄，购自北京维通利华实验动物科技有限公司，
许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６００１１，温度（２４±０．５）℃、相
对湿度（５５±５）％、１２ｈ光照 １２ｈ黑暗环境中常规饲
养。实验经本院伦理委员会批准（２０２１１２１２），并按实
验动物使用的３Ｒ原则给予人道关怀。
１．２　试剂与仪器
　　丹酚酸Ｂ购自南京苏朗医药科技开发有限公司；
Ｎｒｆ２抑制剂ＭＬ３８５购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，
纯度９９．５５％；苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色试剂盒、马松（Ｍａｓｓｏｎ）染色试剂盒、超氧化物歧化
酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性检测试剂盒、丙二
醛（ｍａｌｅｉｃｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒均购自上海碧云天
科技有限公司；Ｆｅ２＋检测试剂盒购自南京建成生物工
程研究所；一抗Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣｏＬⅠ）、Ⅲ型
胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ，ＣｏＬⅢ）、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４，二抗羊抗兔均
购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．３　方法
１．３．１　分组及给药处理　　采用随机数字表法将
４０只大鼠分为假手术组、模型组、丹酚酸Ｂ组、丹酚酸
Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组，每组１０只。除假手术组外，其余各
组参考文献［１４］建立 ＵＵＯ模型，无菌条件下麻醉大
鼠，大鼠背部左侧肋腰点下 ０．５ｃｍ左右及脊柱左侧
１ｃｍ左右切一个１．５～２ｃｍ的纵向切口，暴露出肾脏，
肾下及部分包膜和肾蒂处用小弯镊剥离，分离出输尿

管，分别在远离肾盂１ｃｍ左右和紧靠肾盂处用“０”号
丝线结扎输尿管，并在两节点中间剪断输尿管，腹腔用

庆大霉素生理盐水冲洗，若无出血及渗漏现象，则逐层

缝合。假手术组除不结扎、剪断输尿管外，其余操作相

同。丹酚酸 Ｂ组灌胃 １００ｍｇ／ｋｇ丹酚酸 Ｂ［１５］，每日
１次，丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组在丹酚酸Ｂ组基础上腹
腔注射Ｎｒｆ２抑制剂ＭＬ３８５３０ｍｇ／ｋｇ［１６］，每日１次，假
手术组、模型组灌胃等体积无菌生理盐水，连续９ｄ。
１．３．２　ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色观测肾组织形态和纤
维化情况　　分离肾脏，部分固定在４％多聚甲醛中，
经梯度酒精脱水、二甲苯透明、石蜡包埋后切片，厚度

５μｍ。选特征典型的石蜡切片，参考 ＨＥ染色试剂盒
和Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒说明书进行染色，经酒精脱水、
二甲苯透明、中性树胶封片，光学显微镜拍照。

１．３．３　试剂盒检测肾脏组织中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及
ＳＯＤ活性　　取各组小鼠部分肾脏组织研磨匀浆，试

剂盒检测肾脏组织中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活性。
１．３．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测肾脏组织
ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２和 Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ水平　　使用
ＴＲＩｚｏｌ试剂分离各组小鼠肾组织中的总 ＲＮＡ。使用
逆转录试剂盒将 １μｇＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。在实时
ＰＣＲ系统上使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ进行
ＲＴｑＰＣＲ。ＰＣＲ条件如下：９５℃预变性１５ｍｉｎ，９５℃
变性２０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７０℃延伸３０ｓ，４０个循环。
ＧＡＰＤＨ用作参考基因。基因表达的相对水平表示为
ΔＣｔ＝Ｃｔ基因－Ｃｔ参考，基因表达的倍数变化由 ２－ΔΔＣｔ

法计算。实验重复 ３次。使用的引物如下：大鼠
ＣｏＬⅠ 正 向 ５′ＡＣＴＧＧＴＡＣＡＴＣＡＧＣＣＣＡＡＡＣＣＣ３′，
反向５′ＧＧＡＡＴＣＣＡＴＣＧＧＴＣＡＴＧＣＴＣＴ３′；大鼠ＣｏＬⅢ
正向 ５′ＧＡＧＡＣＴＣＣＣＣＡＴＣＡＴＡＧＡＴＡＴＣＧＣ３′，反 向
５′ＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＧＣＣＡＡＴＧＴＣＣ３′；Ｎｒｆ２正向５′ＣＡＣ
ＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＣＣＡＧ３′，反 向 ５′ＧＣＣＣＧＣＣＣＡＧ
ＡＡＧＴＴＣＡＧＡＧＡＧ３′；Ｇｐｘ４正向 ５′ＡＴＧＣＣＣＡＣＣＣＡＣ
ＴＧＴＧＧＡＡ３′，反向５′ＧＧＣＡＣＡＣＡＣＴＴＧＴＡＧＧＧＣＴＡＧＡ
ＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ正向 ５′ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ
３′，反向５′ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ３′。
１．３．５　蛋白质免疫印迹检测肾脏组织中 ＣｏＬⅠ、
ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋白表达　　取各组小鼠５０ｍｇ肾
脏组织手术剪剪碎、冰上研磨，添加预冷的蛋白裂解液

冰上裂解２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心２０ｍｉｎ，上清
为总蛋白。每孔上样２０μｇ总蛋白，凝胶电泳分离蛋
白、ＰＶＤＦ转膜、脱脂奶粉封闭，分别添加一抗ＣｏＬⅠ、
ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４，内参 ＧＡＰＤＨ，４℃孵育过夜；加入
对应二抗，室温孵育１ｈ。凝胶成像系统灰度分析。
１．４　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计学分析，
计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较行单因素方差分析，
进一步两两比较行 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　丹酚酸Ｂ对肾脏组织形态的影响
　　假手术组肾组织形态正常；模型组发生肾间质增
厚、间质炎症浸润明显，肾小管萎缩，出现明显肾脏纤

维化现象；丹酚酸 Ｂ组出现间质炎症浸润现象，纤维
化现象减轻；丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组较丹酚酸Ｂ组症
状有所加重，纤维化严重。见图１。
２．２　丹酚酸Ｂ对肾脏组织纤维化的影响
　　与假手术组相比，模型组肾组织胶原纤维明显增
多，呈纤维化变性；与模型组相比，丹酚酸 Ｂ组纤维化
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变性减轻，纤维化程度减少；与丹酚酸 Ｂ组相比，丹酚
酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组纤维化变性有所加重。见图２。
２．３　丹酚酸 Ｂ对肾脏组织中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ

活性的影响

　　与假手术组相比，模型组、丹酚酸Ｂ组、丹酚酸Ｂ＋
Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜
０．０５）、ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，丹酚
酸Ｂ组、丹酚酸 Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中 Ｆｅ２＋、
ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５）、ＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５）；
与丹酚酸Ｂ组相比，丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织
中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０５）、ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜
０．０５）。见表１。

２．４　丹酚酸 Ｂ对肾脏组织中 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、
Ｇｐｘ４的ｍＲＮＡ水平的影响

　　与假手术组相比，模型组、丹酚酸Ｂ组、丹酚酸Ｂ＋
Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中 ＣｏＬⅠ和 ＣｏＬⅢ的 ｍＲＮＡ
水平升高（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２和 Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ水平降低
（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，丹酚酸 Ｂ组、丹酚酸 Ｂ＋
Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中 ＣｏＬⅠ和 ＣｏＬⅢ的 ｍＲＮＡ
水平降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２和 Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ水平升高
（Ｐ＜０．０５）；与丹酚酸Ｂ组相比，丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂
组肾脏组织中 ＣｏＬⅠ和 ＣｏＬⅢ的 ｍＲＮＡ水平升高
（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２和Ｇｐｘ４的ｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５）。
见表２。
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Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：丹酚酸Ｂ组；Ｄ：丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组

图１　ＨＥ染色观察４组肾脏组织形态
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Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：丹酚酸Ｂ组；Ｄ：丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组

图２　Ｍａｓｓｏｎ染色观察４组肾脏组织纤维化情况

表１　４组肾脏组织中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活性比较 （ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｆｅ２＋／ｍｇ·ｇ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ＳＯＤ／Ｕ·ｍｇ－１

假手术组 ０．０９±０．０２ ２６．２６±３．５８ ３７．６９±３．８３
模型组 ０．３４±０．０５ａ １５６．８５±２３．４５ａ １２．３７±３．１５ａ

丹酚酸Ｂ组 ０．１７±０．０４ａｂ ７６．７１±９．１６ａｂ ２２．３７±２．３３ａｂ

丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组 ０．２７±０．０４ａｂｃ １２３．４７±１５．８８ａｂｃ １７．６３±１．８６ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与丹酚酸Ｂ组比较

表２　４组肾脏组织中ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的ｍＲＮＡ水平比较 （ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＣｏＬⅠ ＣｏＬⅢ Ｎｒｆ２ Ｇｐｘ４
假手术组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
模型组 １．８３±０．２１ａ ２．５９±０．２７ａ ０．２９±０．０５ａ ０．２６±０．０４ａ

丹酚酸Ｂ组 １．２０±０．１５ａｂ １．２６±０．１６ａｂ ０．８４±０．０９ａｂ ０．７８±０．０８ａｂ

丹酚酸Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组 １．５３±０．１８ａｂｃ １．７４±０．２３ａｂｃ ０．４６±０．０６ａｂｃ ０．４５±０．０７ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与丹酚酸Ｂ组比较

１２０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４组肾脏组织中ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋白水平　１：假手术组；２：模型组；３：丹酚酸 Ｂ组；４：丹酚酸 Ｂ＋

Ｎｒ＋２抑制剂组；Ｂ：蛋白表达半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与丹酚酸Ｂ组比较

图３　４组肾脏组织中ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋白水平情况　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．５　丹酚酸 Ｂ对肾脏组织中 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ、Ｎｒｆ２、
Ｇｐｘ４蛋白水平的影响

　　与假手术组相比，模型组、丹酚酸 Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂
组肾脏组织中 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ蛋白水平，丹酚酸 Ｂ组
肾脏组织中 ＣｏＬⅢ蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５），模型组、
丹酚酸 Ｂ组、丹酚酸 Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中
Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，
丹酚酸 Ｂ组、丹酚酸 Ｂ＋Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中
ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋
白水平升高（Ｐ＜０．０５）；与丹酚酸Ｂ组相比，丹酚酸Ｂ＋
Ｎｒｆ２抑制剂组肾脏组织中 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ蛋白水平升
高（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）。见
图３。

３　讨论

３．１　丹酚酸Ｂ减轻ＵＵＯ大鼠ＲＩＦ
　　ＲＩＦ中医机制属“水肿”、“关格”、“癃闭”、“虚劳”
范畴，以气虚血瘀为主，兼有痰湿互结，治法以扶正活

血化瘀祛湿为主［１７］。中药能够保护肾功能的残余功

能，且能提高生存质量，延长患者生存时间。丹参具有

活血化瘀、痛经止痛、清心除烦之功效，能抵抗多种组

织纤维化疾病，在一定程度上恢复纤维化的病理生理

改变，丹酚酸Ｂ是丹参中主要水溶性成分［１８］。本研究

结果显示，模型组大鼠肾间质增厚、间质炎症浸润明

显，肾小管萎缩，出现明显肾脏纤维化现象；提示 ＵＵＯ
模型建立成功，ＲＩＦ现象明显。经丹酚酸Ｂ治疗后，纤
维化、炎症现象均明显减轻，肾组织中 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ
的ｍＲＮＡ和蛋白水平降低。纤维化的产生涉及多种
细胞因子和信号分子，特征为改变细胞外基质沉积，导

致细胞外基质合成和降解失衡，而细胞外基质以胶原

蛋白为主，尤其以ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ为主要成分，ＣｏＬⅠ、

ＣｏＬⅢ水平升高表明纤维化程度严重［１９］，提示丹酚酸

Ｂ能缓解ＲＩＦ现象。本研究还发现，丹酚酸 Ｂ能降低
ＭＤＡ含量、升高 ＳＯＤ活性，从而减缓氧化应激，实现
对疾病的缓解。

３．２　丹酚酸Ｂ激活Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通路进而抑制铁死亡
　　本研究发现，模型组肾组织中 Ｆｅ２＋含量升高。
Ｆｅ２＋和脂质活性氧依赖的非凋亡程序性死亡命名为铁
死亡［２０］。铁死亡归纳为３个基本特征，即还原性铁激
活、含不饱和脂肪酸磷脂过氧化、脂质过氧化修复受

损［２１］。本研究显示 Ｆｅ２＋水平升高，氧化损伤严重，而
铁可作催化剂参与调节氧化还原平衡过程［２２］，提示铁

死亡可能参与疾病过程。Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通路是主要的铁
死亡发生途径之一［２３］。Ｎｒｆ２和Ｇｐｘ４的下调会引起细
胞内氧化和抗氧化系统失衡，导致细胞内活性氧积累

过多，造成细胞死亡［２４］。在糖尿病小鼠模型中，铁死

亡途径增强可促进糖尿病模型肾小管损伤，阻止铁死

亡途径可缓解氧化应激和肾小管基底膜折叠、断裂，改

善ＲＩＦ现象，并降低 ＣｏＬⅠ、ＣｏＬⅢ蛋白水平［２５］。本

研究结果显示，模型组肾脏组织中 Ｎｒｆ２和 Ｇｐｘ４的
ｍＲＮＡ和蛋白表达量下降，下降的 Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４会引起
细胞内氧化和抗氧化失衡，导致细胞死亡。与模型组

相比，丹酚酸Ｂ组肾脏组织中 Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ和
蛋白水平升高，铁死亡途径被抑制，氧化损伤及纤维

化均被缓解；在丹酚酸 Ｂ基础上添加 Ｎｒｆ２抑制剂，肾
组织中 Ｎｒｆ２、Ｇｐｘ４的 ｍＲＮＡ和蛋白水平降低，铁死
亡增加；提示添加丹酚酸 Ｂ后可能通过激活 Ｎｒｆ２
Ｇｐｘ４通路，抑制铁死亡，缓解氧化损伤，进而实现对
ＲＩＦ的改善作用。
　　综上所述，丹酚酸 Ｂ可能通过激活 Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４通
路从而抑制铁死亡途径实现对 ＵＵＯ大鼠 ＲＩＦ的改善
作用，本研究从铁死亡的角度阐明了丹酚酸 Ｂ治疗肾

２２０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



脏纤维化的潜力，为抗肾脏纤维化新药的开发提供了

一定参考。但铁死亡不止 Ｎｒｆ２Ｇｐｘ４一个通路，丹酚
酸Ｂ能否通过其他铁死亡途径而发挥作用，是本研究
接下来的研究重点。
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