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茯苓酸对慢性肾衰竭大鼠肾功能及纤维化的影响机制 Δ
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摘 要 目的 基于Ras同源基因家族成员A（RhoA）/Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶（ROCK）信号通路探讨茯苓酸（PA）对慢性

肾衰竭（CRF）大鼠肾功能、纤维化的影响及潜在机制。方法 以雄性SD大鼠为对象，以5/6肾切除术建立CRF大鼠模型，将造模成

功的大鼠分为模型组，PA 低、中、高剂量组（5、10、20 mg/kg PA）和 PA 高剂量+ROCK 通路激活剂溶血磷脂酸（LPA）组（20 mg/kg 

PA+1 mg/kg LPA），每组15只；另取15只大鼠仅切口暴露肾脏但不切除，作为假手术组。各药物组大鼠灌胃和/或尾静脉注射相应

药液，每天1次，连续12周。实验期间，观察各组大鼠一般情况；末次给药后，检测各组大鼠的血清肾功能指标（血尿素氮、血清肌

酐、尿酸）水平，观察其肾组织病理学改变，并进行肾小管损伤评分和肾纤维化区域面积量化，检测其肾组织中氧化应激指标[丙二

醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）]、炎症因子（肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β、白细胞介素6）水平，结缔组织生长因子（CTGF）、

Ⅰ型胶原（collagen Ⅰ）阳性表达率，以及通路相关蛋白（RhoA、ROCK1）、纤维化相关蛋白（转化生长因子β1、裸角质层同源物2、α-

平滑肌肌动蛋白）表达水平。结果 与假手术组比较，模型组大鼠饮食减少，体型瘦小，精神萎靡且反应迟钝，肾小球减少、萎缩，肾

小管扩张且结构杂乱，间质可见大量炎症细胞浸润；其血清肾功能指标水平，肾小管损伤评分、肾纤维化面积占比、肾组织MDA和

炎症因子水平、CTGF 和 collagen Ⅰ阳性表达率、通路相关蛋白和纤维化相关蛋白的表达水平均显著升高，SOD 水平显著降低

（P＜0.05）。与模型组比较，PA各剂量组大鼠的一般情况和肾组织病理损伤均有不同程度好转，上述各定量指标均显著改善，且

呈剂量依赖性（P＜0.05）。LPA可显著逆转PA对上述指标的改善作用（P＜0.05）。结论 PA能改善CRF大鼠肾功能并减轻肾组织

纤维化，上述作用可能与抑制RhoA/ROCK信号通路的激活有关。
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Effect and mechanism of pachymic acid on renal function and fibrosis in rats with chronic renal failure

PENG　Bin，FENG　Xue，FENG　Li，XIONG　Wei，HU　Xi，ZHU　Shuangyi，XIAO　Yang，CHEN　Fang，GAO　Zhi

（Dept. of Nephrology， Wuhan Hospital of Traditional Chinese Medicine， Wuhan 430049， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effect of pachymic acid （PA） on renal function and fibrosis in chronic renal failure 

（CRF） rats and its potential mechanism based on the Ras homolog gene family member A （RhoA）/Rho-associated coiled-coil 

forming protein kinase （ROCK） signaling pathway. METHODS Using male SD rats as subjects， the CRF model was established 

by 5/6 nephrectomy； the successfully modeled rats were divided into model group， PA low-dose， medium-dose and high-dose 

groups （5， 10， 20 mg/kg PA）， high-dose PA+ROCK pathway activator lysophosphatidic acid （LPA） group （20 mg/kg PA+1 mg/kg 

LPA）， with 15 rats in each group. Another 15 rats were selected as the sham operation group with only the kidney exposed but not 

excised. The rats in each drug group were gavaged and/or injected with the corresponding liquid via the caudal vein， once a day， 

for 12 consecutive weeks. During the experiment， the general condition of rats was observed in each group. After the last 

administration， the serum renal function indexes （blood urea nitrogen， serum creatinine， uric acid） of rats in each group were 

detected， the renal histopathological changes were observed； the renal tubule injury score and the area of renal fibrosis were 

quantified. The levels of oxidative stress indexes [malondialdehyde （MDA）， superoxide dismutase （SOD）] and inflammatory 

factors （tumor necrosis factor-α， interleukin-1β， interleukin-6）， the positive expression rates of connective tissue growth factor 

（CTGF） and collagen Ⅰ were detected as well as the expression levels of pathway-related proteins （RhoA， ROCK1） and fibrosis-

related proteins （transforming growth factor-β1， bare corneum homologs 2， α-smooth muscle actin） were determined. RESULTS 
Compared with the sham operation group， the rats in model group had reduced diet， smaller body size， listless spirit and sluggish 

response， reduced and atrophied glomeruli， dilated renal tubules with chaotic structure， and a large number of inflammatory cells 

infiltrated interstitium； the serum levels of renal function indexes， renal tubule injury score， renal fibrosis area proportion， the 

levels of MDA and inflammatory factors， the positive expression rates of CTGF and collagen Ⅰ， and the expression levels of 

pathway-related proteins and fibrosis-related proteins in renal 

tissues were significantly increased， while SOD level was 

significantly decreased （P＜0.05）. Compared with the model 

group， the general condition and pathological injuries of kidney 

tissue of rats in PA groups were improved to varying degrees， 
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and the above quantitative indexes were significantly improved in a dose-dependent manner （P＜0.05）. LPA could significantly 

reverse the improvement effect of PA on the above indicators （P＜0.05）. CONCLUSIONS PA can improve renal function and 

alleviate renal fibrosis in CRF rats， which may be related to inhibiting the activation of RhoA/ROCK signaling pathway.

KEYWORDS pachymic acid； chronic renal failure； renal function； fibrosis； RhoA/ROCK signaling pathway

慢性肾衰竭（chronic renal failure，CRF）是由多种因

素引发的慢性进行性肾实质损害，以代谢物、水、电解

质、酸碱紊乱和肾萎缩为主要特征，是世界范围内的重

要公共卫生问题[1]。茯苓酸（pachymic acid，PA）是中药

茯苓中主要的羊毛甾烷型三萜类化合物，可通过降低肿

瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和白细胞

介素6（interleukin-6，IL-6）水平来抑制肾脏炎症，改善慢

性肾脏病大鼠的肾损伤[2]。文献报道，以PA为主要活性

成分的二黄方可通过抑制炎症和纤维化来改善腺嘌呤

诱导的CRF大鼠肾损伤[3]。Rho相关卷曲螺旋形成蛋白

激酶（Rho-associated coiled-coil forming protein kinase，

ROCK）属于丝氨酸/苏氨酸激酶家族，是 Ras 同源基因

家族成员A（Ras homolog gene family member A，RhoA）

的下游激酶，RhoA/ROCK信号通路已被证实与动脉高

血压、心血管-肾脏重塑和高血压肾病密切相关，且激活

RhoA/ROCK1信号通路是加速肾纤维化的潜在机制之

一[4―5]。还有研究报道，与PA同为茯苓活性物质的茯苓

多糖，可通过抑制RhoA/ROCK1信号通路来减轻心肌缺

血再灌注损伤[6]。基于此，本研究拟初步探讨 PA 对

RhoA/ROCK信号通路的作用及对CRF大鼠肾功能及纤

维化的影响，以期为该病的临床治疗提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

BX43 型光学显微镜购自日本 Olympus 公司 ；

CLSM600型共聚焦显微镜购自舜宇光学科技（集团）有

限公司；CLARIOstar® Plus 型酶标仪购自德国 BMG 

LABTECH公司；ChemiDoc XRS+型凝胶成像系统购自

美国Bio-Rad公司。

1.2　主要药品与试剂

PA 对照品（货号 SP8010，纯度≥98%）购自北京索

莱宝科技有限公司；溶血磷脂酸（lysophosphatidic acid，

LPA；货号L7260）购自美国Merck公司；Masson染色试

剂（货号MM1007）购自上海懋康生物科技有限公司；血

尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、血清肌酐（serum crea-

tinine，Scr）、尿酸（uric acid，UA）、TNF-α、IL-1β、IL-6酶

联免疫吸附测定（ELISA）检测试剂盒（货号分别为

CB10659-Ra、CB11246-Ra、CB10660-Ra、CB11057-Ra、

CB10205-Ra、CB10218-Ra）均购自上海科艾博生物技术

有限公司；丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）ELISA检测试剂盒（货

号分别为ml077384、ml059387）均购自上海酶联生物科

技有限公司；RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（货号分别为 89901、23225）均购自赛默飞世尔科技 

（中国）有限公司；兔源Ⅰ型胶原（collagen Ⅰ）、RhoA、

ROCK1、结缔组织生长因子（connective tissue growth 

factor，CTGF）、转化生长因子 β1（transforming growth 

factor-β1，TGF-β1）、α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle 

actin，α-SMA）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）一抗和

辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G

二 抗（ 货 号 ab260043、ab86297、ab97592、ab6992、

ab215715、ab7817、ab9485、ab6721）均购自英国 Abcam

公司；兔源裸角质层同源物 2（naked cuticle homolog 2，

NKD2）一抗（货号 2073S）购自美国Cell Signaling Tech‐

nology公司。

1.3　实验动物

SPF级雄性SD大鼠，体重（200±25）g，购自武汉大

学动物实验中心，生产许可证号为 SCXK（鄂）2019-

0004。所有动物均饲养于特定的无病原体动物室[室温

（25±2）℃，每12 h光照/黑暗循环]，自由摄食、饮水。本

研究方案获得武汉华联科生物技术有限公司动物伦理

委员会审批，批准号为HLK-2022107495。

2　方法
2.1　造模、分组与给药

根据参考文献[7]方法，采用 5/6肾切除术建立CRF

大鼠模型，具体操作如下：无菌环境下，大鼠经麻醉后，

沿左脊骨切口，暴露左肾，迅速切除约 2/3的肾组织，止

血后缝合复位；1周后，同法切除整个右肾。另取 15只

大鼠仅切口暴露肾脏，但不切除肾组织，作为假手术组

（Sham组）。

切除右肾后 14 d，于大鼠目内眦取血，离心后分离

血清，检测Scr、BUN水平（具体方法见“2.2”项），若造模

组大鼠上述指标的平均水平均显著高于Sham组则认为

造模成功[7]。将造模成功的大鼠分为模型组（CRF组）、

PA低剂量组（PA-L组）、PA中剂量组（PA-M组）、PA高剂

量组（PA-H组）和PA高剂量+ROCK通路激活剂LPA组

（PA-H+LPA组），每组15只。PA-L组、PA-M组、PA-H组

大鼠分别灌胃5、10、20 mg/kg的PA药液（以二甲基亚砜

为溶剂，剂量参考相关文献[2，8]及预实验结果）并尾静脉注

射与LPA药液等体积的磷酸盐缓冲液（PBS）；PA-H+LPA

组大鼠灌胃20 mg/kg的PA药液并尾静脉注射1 mg/kg的

LPA药液（以PBS为溶剂）；CRF组和Sham组大鼠灌胃与

PA药液等体积的二甲基亚砜并尾静脉注射与LPA药液

等体积的PBS。PA（二甲基亚砜）和LPA（PBS）的先后给

药间隔时间为1 h。每天1次，连续12周。
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2.2　大鼠一般情况观察及血清肾功能指标检测

实验期间，观察各组大鼠饮食、排便、毛发密集程度

及光泽度、精神状态等一般情况。末次给药次日，采集

各组大鼠眶静脉血，于 4 ℃下离心 10 min，收集上层血

清，根据相应ELISA试剂盒说明书操作，使用酶标仪检

测其BUN、Scr、UA水平。

2.3　大鼠肾组织病理学检查

采血后，随机选取各组 5只大鼠，麻醉后处死，分离

肾脏，取肾组织适量用 4%多聚甲醛固定，经石蜡包埋、

切片、苏木精-伊红（HE）染色后，置于光学显微镜下观察

其肾组织病理学变化并拍照。

2.4　大鼠肾小管损伤和肾纤维化观察

取“2.3”项下各组大鼠的肾组织切片，经乙醇梯度脱

水后，进行Masson染色，置于光学显微镜下观察其肾小

管损伤和肾纤维化情况。根据肾小管扩张和坏死程度

进行肾小管损伤评分，具体标准为：无扩张或坏死，记 0

分；肾皮质-肾髓质区损伤百分比＜25%，记1分；肾皮质-

肾髓质区损伤百分比为 25%～＜50%，记 2分；肾皮质-

髓质区损伤百分比为 50%～75%，记 3分；肾皮质-髓质

区损伤百分比＞75%，记 4分[9]。同时，使用 Image Pro 

Plus 6.0软件量化纤维化区域（呈蓝色）面积与组织切片

总面积的百分比（简称“肾纤维化面积占比”）。

2.5　大鼠肾组织氧化应激及炎症指标检测

采血后，随机选取各组另 5只大鼠，麻醉后处死，分

离肾脏，取肾组织适量制备匀浆，离心后分离上清，根据

相应 ELISA 试剂盒说明书操作，使用酶标仪检测其

MDA、SOD、TNF-α、IL-1β、IL-6水平。

2.6　大鼠肾组织中CTGF、collagen Ⅰ表达检测

采用免疫荧光法检测。采血后，随机选取各组剩余

5只大鼠，麻醉后处死，分离肾脏，取肾组织适量以液氮

快速冷冻、固定后，使用3%过氧化氢阻断内源性过氧化

物酶，然后用牛血清白蛋白封闭、孵育；加入CTGF、col‐

lagen Ⅰ一抗（稀释比例均为 1∶200），于 4 ℃下孵育过

夜；加入相应二抗（稀释比例为1∶600），于室温下孵育1 

h；以4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）复染，置于共聚焦

显微镜下观察并拍照，按下式计算CTGF、collagen Ⅰ阳

性表达率：阳性表达率＝阳性表达细胞（呈绿色）数/细胞

总数×100%。

2.7　大鼠肾组织中信号通路及纤维化相关蛋白表达

检测

采用Western blot法检测。取“2.6”项下各组大鼠剩

余的肾组织，以RIPA缓冲液裂解以提取总蛋白，以BCA

法进行蛋白定量后加热变性。取变性蛋白适量，进行

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转移

到聚偏二氟乙烯膜上，用5%脱脂牛奶封闭1 h；洗膜后，

加入通路相关蛋白（RhoA、ROCK1）、纤维化相关蛋白

（TGF-β1、NKD2、α-SMA）、内参蛋白（GAPDH）一抗（稀

释比例均为1∶1 000），于4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入

相应二抗（稀释比例为 1∶200），于室温下孵育 1 h；以

ECL发光试剂显影后，置于凝胶成像系统下成像。使用

Image J软件分析蛋白条带的灰度值，以目的蛋白与内参

蛋白的灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.8　统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。符合正

态分布的实验数据以 x±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　PA对CRF大鼠一般情况的影响

Sham组大鼠饮食、排便正常，毛发密集且鲜亮，体

型丰满，精神状态良好；与Sham组比较，CRF组大鼠饮

食减少，尿少、便稀，毛发枯乱，体型瘦小，精神萎靡且反

应迟钝；与CRF组比较，PA各剂量组大鼠的上述情况均

有所改善，但仍不如 Sham 组；与 PA-H 组比较，PA-H+

LPA组大鼠的上述情况加重，但较CRF组有所减轻。

3.2　PA对CRF大鼠肾功能指标的影响

与Sham组比较，CRF组大鼠血清BUN、Scr、UA水

平均显著升高（P＜0.05）；与 CRF 组比较，PA 各剂量组

大鼠血清BUN、Scr、UA水平均显著降低，且呈剂量依赖

性（P＜0.05）；与PA-H组比较，PA-H+LPA组大鼠血清上

述指标水平均显著升高（P＜0.05）。结果见表1。

3.3　PA对CRF大鼠肾组织病理学变化的影响

与Sham组比较，CRF组大鼠的肾小球数量减少，囊

腔扩大，肾小管扩张且结构杂乱不清晰，间质内有大量

炎症细胞浸润；与CRF组比较，PA各剂量组大鼠肾小球

病变和肾小管扩张程度均有所减轻，管状结构清晰且排

列整齐，间质内炎症细胞浸润减少；与PA-H组比较，PA-

H+LPA组大鼠肾组织病变加重。结果见图1。

3.4　PA对CRF大鼠肾小管损伤和肾纤维化的影响

与 Sham组比较，CRF组大鼠肾小管损伤评分和肾

纤维化面积占比均显著升高或增大（P＜0.05）；与 CRF

组比较，PA各剂量组大鼠肾小管损伤评分和肾纤维化

面积占比均显著降低，且呈剂量依赖性（P＜0.05）；与

PA-H 组比较，PA-H+LPA 组大鼠上述指标均显著升高

（P＜0.05）。结果见图2、表2。

表1　PA对CRF大鼠血清肾功能指标的影响（x±s，n＝

15）

组别
Sham组
CRF组
PA-L组
PA-M组
PA-H组
PA-H+LPA组

BUN/（mmol/L）

7.82±0.92

26.78±2.86a

23.21±3.14b

17.92±2.18bc

13.43±1.52bcd

15.69±1.94e

Scr/（μmol/L）

54.91±7.67

164.23±19.59a

135.76±17.28b

104.38±12.61bc

77.62±6.67bcd

94.83±10.71e

UA/（μmol/L）

47.43±6.02

121.42±11.43a

106.39±9.46b

83.42±6.74bc

54.26±3.89bcd

76.13±5.64e

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与CRF组比较，P＜0.05；c：与PA-L

组比较，P＜0.05；d：与PA-M组比较，P＜0.05；e：与PA-H组比较，P＜

0.05。
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3.5　PA 对 CRF 大鼠肾组织炎症及氧化应激指标的

影响

与 Sham 组比较，CRF 组大鼠肾组织中 TNF-α、IL-

1β、IL-6、MDA 水平均显著升高，SOD 水平显著降低

（P＜0.05）；与 CRF 组比较，PA 各剂量组大鼠肾组织中

TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA水平均显著降低，SOD水平均

显著升高，且呈剂量依赖性（P＜0.05）；与PA-H组比较，

PA-H+LPA 组大鼠肾组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA

水平均显著升高，SOD水平显著降低（P＜0.05）。结果

见表3。

3.6　PA 对 CRF 大鼠肾组织中 CTGF 和 collagen Ⅰ表

达的影响

与Sham组比较，CRF组大鼠肾组织中CTGF、colla‐

gen Ⅰ的阳性表达率均显著升高（P＜0.05）；与CRF组比

较，PA各剂量组大鼠肾组织中上述蛋白的阳性表达率

均显著降低，且呈剂量依赖性（P＜0.05）；与 PA-H 组比

较，PA-H+LPA组大鼠肾组织中上述蛋白的阳性表达率

均 显 著 升 高（P＜0.05）。 结 果 见 图 3（以 CTGF 为

例）、表4。

A. Sham组 B. CRF组 C. PA-L组

D. PA-M组 E. PA-H组 F. PA-H+LPA组

黑色箭头：炎症细胞；红色箭头：扩张的肾小管；蓝色箭头：扩大的

肾小球囊腔。

图1　PA 对 CRF 大鼠肾组织病理学变化影响的显微图

（HE染色）

A. Sham组 B. CRF组 C. PA-L组

D. PA-M组 E. PA-H组 F. PA-H+LPA组

黑色箭头：肾小球纤维化。

图2　PA 对 CRF 大鼠肾纤维化影响的显微图（Masson

染色）

表2　PA 对 CRF 大鼠肾小管损伤评分和肾纤维化面积

占比的影响（x±s，n＝5）

组别
Sham组
CRF组
PA-L组

肾小管损伤评分/分
0.12±0.20

3.27±0.29a

2.33±0.27b

肾纤维化面积占比/%
13.46±0.96

63.87±5.72a

56.43±5.04b

组别
PA-M组
PA-H组
PA-H+LPA组

肾小管损伤评分/分
1.74±0.14bc

0.52±0.09bcd

1.05±0.11e

肾纤维化面积占比/%
48.72±3.67bc

25.42±3.01bcd

32.54±2.89e

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与CRF组比较，P＜0.05；c：与PA-L

组比较，P＜0.05；d：与PA-M组比较，P＜0.05；e：与PA-H组比较，P＜

0.05。

表3　PA 对 CRF 大鼠肾组织炎症及氧化应激指标的影

响（x±s，n＝5）

组别
Sham组
CRF组
PA-L组
PA-M组
PA-H组
PA-H+LPA组

TNF-α/（pg/mL）

106.79±10.53

338.46±24.96a

284.21±23.04b

228.62±22.67bc

149.71±12.53bcd

184.35±15.82e

IL-1β/（pg/mL）

58.34±3.03

113.86±7.42a

92.73±4.71b

78.26±3.34bc

57.85±2.17bcd

71.42±4.82e

IL-6/（pg/mL）

33.48±2.62

75.92±5.06a

63.84±4.41b

52.47±3.83bc

34.69±2.02bcd

43.12±3.46e

MDA/（μmol/L）

6.04±0.71

23.17±1.13a

20.34±1.95b

17.65±1.34bc

10.82±0.98bcd

13.46±0.87e

SOD/（μmol/L）

111.89±6.62

54.25±3.47a

63.92±4.86b

76.57±2.34bc

94.68±5.12bcd

85.43±3.02e

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与CRF组比较，P＜0.05；c：与PA-L

组比较，P＜0.05；d：与PA-M组比较，P＜0.05；e：与PA-H组比较，P＜

0.05。

CTGF DAPI 合并

S
ha

m
组

C
R

F
组

PA
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组
PA

-M
组

PA
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组
PA

-H
+
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PA

组

白色箭头：CTGF阳性表达。

图3　PA对CRF大鼠肾组织中CTGF表达影响的显微图

表4　PA 对 CRF 大鼠肾组织中 CTGF 和 collagen Ⅰ阳

性表达率的影响（x±s，n＝5）

组别

Sham组
CRF组
PA-L组

CTGF阳性
表达率/%

21.47±1.03

63.28±4.65a

54.81±5.12b

collagen Ⅰ阳性
表达率/%

12.56±0.86

41.37±3.21a

34.62±2.45b

组别

PA-M组
PA-H组
PA-H+LPA组

CTGF阳性
表达率/%

41.52±3.52bc

28.63±1.84bcd

34.75±2.37e

collagen Ⅰ阳性
表达率/%

28.45±1.73bc

18.74±1.22bcd

23.19±1.34e

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与CRF组比较，P＜0.05；c：与PA-L

组比较，P＜0.05；d：与PA-M组比较，P＜0.05；e：与PA-H组比较，P＜

0.05。
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3.7　PA对CRF大鼠肾组织中相关蛋白表达的影响

与 Sham 组比较 ，CRF 组大鼠肾组织中 RhoA、

ROCK1、TGF-β1、NKD2、α-SMA蛋白的表达水平均显著

升高（P＜0.05）；与 CRF 组比较，PA 各剂量组大鼠肾组

织中上述蛋白的表达水平均显著降低，且呈剂量依赖性

（P＜0.05）；与PA-H组比较，PA-H+LPA组大鼠肾组织中

上述蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）。结果见图

4、图5。

4　讨论
肾小管间质病变是慢性肾脏病进展的重要环节。

研究表明，PA可通过抗炎和抗氧化应激而改善急、慢性

肾损伤[10]。Jiang 等[11]研究显示，PA 可通过降低 Scr 和

BUN水平，改善缺血再灌注急性肾损伤小鼠的肾组织病

理损伤。本研究结果显示，与Sham组比较，CRF大鼠饮

食减少，体型瘦小，精神萎靡且反应迟钝，肾组织病变明

显，肾小管损伤评分和血清 BUN、Scr、UA、TNF-α、IL-

1β、IL-6、MDA水平均显著升高，SOD水平显著降低；经

不同剂量PA干预后，CRF大鼠的一般情况好转，肾组织

病变均有所减轻，肾小管损伤评分和血清 BUN、Scr、

UA、TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA水平均显著降低，SOD水

平均显著升高，且呈剂量依赖性，表明PA能通过抗炎、

抗氧化应激来改善CRF大鼠的肾功能，减轻肾损伤，且

高剂量PA（20 mg/kg）的效果更好。

肾纤维化是慢性肾脏病进展至终末期肾衰竭的最

终途径，被认为是CKD进展的不良预后指标；同时，肾

纤维化也是导致肾结构紊乱和肾功能不可逆丧失的主

要病理因素[9]。上皮-间质转化是引发肾纤维化的重要

原因，肌成纤维细胞是负责胶原合成、沉积的主要细胞，

其表达的α-SMA可作为组织纤维化发生的标志蛋白之

一，并可介导多种炎症介质的分泌和释放[12―13]。多功能

细胞因子TGF-β1表达的增加与多种因素致损伤所引发

的肾纤维化进展密切相关，是促纤维化的重要介质[14]。

CTGF在各种肾脏疾病中均呈高表达，可直接促进肾纤

维化的进展，也可作为TGF-β1的下游因子在肾小球和肾

小管间质纤维化的发展中发挥重要作用[15]。肾纤维化

依赖于肌成纤维细胞的形成，该细胞表达的标志蛋白

NKD2可直接靶向作用于 collagen Ⅰ的α1链，加速肾纤

维化形成[16―17]。本研究结果显示，与Sham组比较，CRF

组大鼠肾纤维化面积占比和肾组织中 CTGF、collagen 

Ⅰ、TGF-β1、NKD2、α-SMA 蛋白表达均显著升高或上

调；经不同剂量PA干预后，CRF大鼠肾纤维化面积占比

和肾组织中上述蛋白表达均显著降低或下调，且呈剂量

依赖性，提示PA可通过抑制胶原蛋白沉积和CTGF、col‐

lagen Ⅰ、TGF-β1、NKD2、α-SMA蛋白的表达，进而抑制

炎症因子的表达及肾小管上皮细胞的上皮-间质转化，

改善CRF大鼠的肾纤维化。

RhoA是TGF-β1的下游信号分子，其主要的下游效

应器是ROCK1，RhoA/ROCK信号通路对多种生物学过

程具有调控作用[18―19]。RhoA/ROCK 信号通路活化后，

可通过激活还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶4

而诱导肾组织中大量活性氧释放，导致α-SMA和 colla‐

gen Ⅳ等多种纤维化蛋白表达，进而导致肾纤维化的发

生[20]。有研究指出，抑制 RhoA/ROCK 途径能减轻肾纤

维化，抑制RhoA/ROCK信号通路相关蛋白的表达可改

善脓毒症大鼠的急性肺肾损伤症状[20―21]。本研究结果

显示，与 Sham 组比较，CRF 组大鼠肾组织中 RhoA、

ROCK1蛋白的表达均显著上调；经不同剂量 PA 干预

后，CRF大鼠肾组织中RhoA、ROCK蛋白的表达均显著

下调，且血清炎症因子水平显著降低，肾纤维化明显减

轻，提示RhoA/ROCK信号通路的过度激活加速了CRF

的进展，而PA可能通过抑制该信号通路的过度激活而

减轻CRF的肾纤维化，进而保护大鼠肾功能。为验证以

上推测，本研究以PA联合通路激活剂LPA干预CRF大

鼠，结果显示，大鼠肾组织中RhoA、ROCK和纤维化标

志物CTGF、collagen Ⅰ、TGF-β1、NKD2、α-SMA蛋白的

表达均显著上调，肾纤维化面积占比明显增加，提示

LPA逆转了PA对CRF大鼠肾纤维化的改善作用。

综上所述，PA能减轻CRF大鼠肾组织的病理损伤，

改善其肾功能，减轻其肾组织纤维化、炎症和氧化应激，

上述作用可能与抑制 RhoA/ROCK 信号通路的激活有

关。然而，CRF的发病机制复杂多变，可能还涉及其他

信号通路，加之PA在CRF大鼠肾组织中的具体作用部

位和靶点尚未明确，故后续本课题组将结合生物信息学

手段进一步分析PA的作用靶点和作用机制。

RhoA

ROCK1

TGF-β1

NKD2

α-SMA

GAPDH

Sham组

20 kDa

158 kDa

44 kDa

59 kDa

45 kDa

36 kDa

CRF组 PA-L组 PA-M组 PA-H组 PA-H+
LPA组

图4　PA 对 CRF 大鼠肾组织中相关蛋白表达影响的电

泳图

Sham组
CRF组
PA-L组
PA-M组
PA-H组
PA-H+LPA组
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水
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RhoA ROCK1 TGF-β1 NKD2 α-SMA

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与CRF组比较，P＜0.05；c：与PA-L

组比较，P＜0.05；d：与PA-M组比较，P＜0.05；e：与PA-H组比较，P＜

0.05。

图5　PA 对 CRF 大鼠肾组织中相关蛋白表达水平的影

响（x±s，n＝5）
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