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摘要　目的：观察丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子药对配伍对肾纤维化中ＣＴＧＦ及 Ｐａｒ３表达的影响。方法：采用５０只雄性 ＳＰＦ级
ＳＤ大鼠随机分为５组：正常组、造模组、丹酚酸Ａ组、丹酚酸Ｂ组及丹酚酸Ａ＋Ｂ组。除正常组外，其余大鼠均造成 ＵＵＯ
模型。各组予相应药物治疗２周，腹主动脉采血检测大鼠 Ｃｒ、ＢＵＮ；免疫荧光观察大鼠肾组织 ＣＴＧＦ、Ｐａｒ３表达情况。结
果：１）肾功能检测：模型组大鼠血清Ｃｒ，ＢＵＮ水平显著高于正常组（Ｐ＜００５）。丹酚酸 Ａ组大鼠血清 Ｃｒ水平明显低于模
型组（Ｐ＜００５）；丹酚酸Ａ组和丹酚酸Ｂ组大鼠血清ＢＵＮ水平明显低于模型组（Ｐ＜００５）；各治疗组间比较，血清 Ｃｒ和
ＢＵＮ水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。２）ＣＴＧＦ免疫荧光检测：和正常组相比，模型组大鼠肾组织肾小管上皮细胞阳性
细胞数目明显增多，荧光强度明显增强（＋＋＋）；经丹酚酸Ａ、Ｂ及组分配伍治疗后，ＣＴＧＦ荧光强度较模型组明显减弱，
其中以丹酚酸Ａ＋Ｂ组减弱较为明显（±），丹酚酸Ｂ组次之（＋）。３）Ｐａｒ３免疫荧光检测结果：模型组大鼠肾组织肾小管
上皮细胞阳性细胞数目比正常组明显减少，荧光强度明显减弱（±）；经丹酚酸Ａ、Ｂ及组分配伍治疗后，丹酚酸Ａ、Ｂ、Ａ＋Ｂ
组Ｐａｒ３荧光强度较模型组明显增强，其中以丹酚酸Ａ＋Ｂ组增强较为明显（＋＋＋），丹酚酸Ｂ组次之（＋＋）。结论：经
丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子药对配伍治疗后，可一定程度改善大鼠肾功能，但无统计学意义；丹酚酸组分配伍组能显著抑制大
鼠肾组织ＣＴＧＦ的表达、促进Ｐａｒ３的表达，其效果优于丹酚酸Ａ和丹酚酸Ｂ组。该机制可能与其促进Ｐａｒ３在ＵＵＯ大鼠
肾组织中的表达和减少ＣＴＧＦ的表达有关。
关键词　肾纤维化；丹酚酸Ａ；丹酚酸Ｂ；ＣＴＧＦ；Ｐａｒ３
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　　肾间质纤维化是各类慢性肾脏病（ＣｈｒｏｎｉｃＫｉｄ
ｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）进展到终末期肾衰竭的共同通
路，其发生、发展和多种细胞因子密切相关［１］。结缔

组织生长因子（ＣｏｎｎｅｃｔｉｖｅＴｉｓｓｕｅＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＣＴ
ＧＦ）对成纤维细胞具有趋化、促有丝分裂及分化等
作用。大量研究进一步发现，ＣＴＧＦ与包括血管、心
脏［２］、肾脏［３４］、胰腺［５］、肺［６］及肝脏［７］等许多组织

器官纤维化的发生发展密切相关。ＣＴＧＦ被认为是
ＴＧＦβ１的直接下游效应递质［８］，主要在瘢痕形成、

损伤修复与病理状态下纤维化的形成方面起作用。

细胞极性蛋白３（Ｐｏｌａｒｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｐａｒ３）是
Ｐａｒ复合物的一种核心蛋白，在维持细胞间紧密链
接、上皮细胞极性及足细胞形态上有重要作用［９１１］。

实验证实，高表达Ｐａｒ３可部分减轻肾小管上皮细胞
转分化（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＴｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的
程度。因此，通过干预ＣＴＧＦ及 Ｐａｒ３的表达有可能
成为治疗肾纤维化疾病一个新的靶点。

本课题采用体内单侧输尿管梗阻（ＵｎｉｌａｔｅｒａｌＵ
ｒｅｔｅｒａｌＯｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）模型，观察临床常用防治肾
纤维化的药物丹参水溶性成分（丹酚酸 Ａ、丹酚酸 Ｂ
及其分子药对配伍）对 ＵＵＯ模型 ＣＴＧＦ和 Ｐａｒ３表
达的影响，国内外未见临床报道。

１　材料与方法
１１　实验材料与主要仪器
１１１　实验动物　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠５０只（购自
广东省医学实验动物中心，许可证号：ＳＹＸＫ（粤）
２００８０００２，合格证号 ＮＯ４４００７２０００），鼠龄 ７～８
周，体重２２０～２５０ｇ。饲养于ＳＰＦ级动物房，自由饮
水，日常光照。适应性饲养３ｄ后，无不良反应即进
入实验。

１１２　实验药物　丹酚酸Ａ、丹酚酸Ｂ购买自上海
融禾医药科技发展有限公司，有效组分纯度均为

９８％，（批号分别为１２０８２１、１２０９１０）。兔抗大鼠ＣＴ
ＧＦ多克隆抗体（Ａｂｃａｍ：产品编号 ａｂ６６９２）；兔抗大
鼠 Ｐａｒ３多克隆抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ：产品编号 ｓｃ
５５９８）；荧光二抗—山羊抗兔ＩｇＧＦＩＴＣ（中杉金桥：产
品编号ＺＦ０３１１）；肌酐（Ｃｒ）检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ：产

品编号 ６２１５４００１）；尿素氮（ＢＵＮ）检测试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ：产品编号６２０９８５０１）；ＤＡＰＩ工作液（Ｒｏｃｈｅ：
产品编号ＮＯ１０２３６２７６００１）。
１１３　主要仪器　倒置荧光显微镜（ＤＭＩＲＢ，
ＤＩＣ），Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ；－８０℃低温冰柜，ＦｏｒｍａＳｃｉ
ｅｎｔｉｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ。
１２　方法
１２１　动物分组、造模及给药　５０只清洁级雄性
ＳＤ大鼠适应性饲养３ｄ后，随机分为正常对照组（ｎ
＝１０）和造模型组（ｎ＝４０）。正常对照组给予自由
进食和饮水，造模组按文献方法制备单侧输尿管梗

阻（ＵＵＯ）模型［１２］：以 ３％戊巴比妥钠，按 ０２ｍＬ／
１００ｇ腹腔注射麻醉，麻醉成功后用橡皮筋固定大
鼠，使其呈俯卧位，剃去右背部毛发，暴露皮肤，用碘

伏消毒其拟行手术切口位置及周围约５ｃｍ左右，共
３遍，铺无菌手术洞巾。在距脊柱约１～１５ｃｍ处做
长约１～１５ｃｍ的纵行切口，逐层剥离皮下组织，钝
性剥离肌肉，打开腹膜，暴露出肾盂及右输尿管，玻

璃分针分离输尿管，先于近肾门处结扎输尿管，再于

远离肾门处结扎输尿管，最后在两结扎线之间离断

输尿管，术中避免损伤肾脏及临近组织或器官，而后

逐层缝合，关闭腹腔，碘伏消毒皮肤切口，无菌敷料

覆盖包扎。造模后随机分为４组，第２天开始灌胃，
连续１４ｄ：ＵＵＯ模型组（ｎ＝１０），每天按２ｍＬ／２００ｇ
予生理盐水灌胃；丹酚酸Ａ组（ｎ＝１０），丹酚酸Ａ溶
液１２５ｍｇ／ｋｇ·ｄ灌胃；丹酚酸 Ｂ组（ｎ＝１０），丹酚
酸Ｂ溶液１２５ｍｇ／ｋｇ·ｄ灌胃；丹酚酸 Ａ＋Ｂ组（ｎ
＝１０），丹酚酸 Ａ及丹酚酸 Ｂ各６２５ｍｇ／ｋｇ·ｄ灌
胃。正常组（ｎ＝１０），每天按２ｍＬ／２００ｇ予生理盐
水灌胃。

１２２　观察指标及方法　１）大鼠肾功能测定：大鼠
用药后２周，腹主动脉采血，通过１４９全自动生化分
析仪检测大鼠血肌酐（Ｓｃｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）。２）免
疫荧光检测ＣＴＧＦ、Ｐａｒ３：麻醉状态下取出结扎侧肾
脏，制备肾组织切片。将切片置于电热鼓风干燥箱

中６０℃干燥６０ｍｉｎ，予以常规脱蜡至水；抗原修复
完后，予ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；滴加山羊血清封闭
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液，置于３７℃下孵育１０ｍｉｎ，甩干后加入 ＣＴＧＦ多
克隆抗体（１∶１００）或ＰＡＲ３多克隆抗体（１∶１００）４℃
孵育过夜；在室温中复温４５ｍｉｎ，予 ＰＢＳ洗３次，５
ｍｉｎ／次，再滴加按比例稀释的含ＦＩＴＣ标示的荧光二
抗（１∶８０），遮光，６０ｍｉｎ，然后再用 ＰＢＳ洗 ３次，５
ｍｉｎ／次；滴加 ＤＡＰＩ工作液，３７℃复染 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ
充分洗涤；免疫荧光专用封片剂封片，荧光显微镜观

察采图。同时用ＰＢＳ作阴性对照，其他操作程序同
上。３）ＣＴＧＦ、Ｐａｒ３结果判定：采用目前通用的５级
分法，即（±～＋＋＋＋）级：（±）级：低倍镜下荧光
信号不能被查见，高倍镜下似乎可见；（＋）级：低倍
镜下模糊可见荧光信号而高倍镜下可显见；（＋＋）
级：低倍镜下荧光信号显见，高倍镜下清晰显见荧光

信号；（＋＋＋）级：低倍镜下荧光信号清楚显见，高
倍镜下炫目；（＋＋＋＋）级：高倍镜下荧光信号刺
眼。

１２３　统计学分析　所有数据采用 ＳＰＳＳ１６０统
计软件分析，各组数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
多组资料间比较采用单因素方差分析，用 ＬＳＤ法与
ＴａｍｈａｎｅｓＴ３法检验比较组间差异。以 Ｐ＜００５为
判断差异具有统计学意义。

２　结果
２１　丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子配伍对ＵＵＯ大鼠肾功能
的影响　如表１所示：ＵＵＯ组大鼠血清 Ｃｒ和 ＢＵＮ
水平均比正常组明显上升（Ｐ＜００５），说明造模后
大鼠肾功能受损。与模型组比较，丹酚酸 Ａ组可明
显降低大鼠血清 Ｃｒ水平（Ｐ＜００５），余治疗组大鼠
血清Ｃｒ水平均呈下降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ
＞００５），说明丹酚酸 Ａ、Ｂ可在一定程度上改善
ＵＵＯ大鼠的肾功能；与模型组比较，丹酚酸 Ａ组和
丹酚酸Ｂ组可明显降低大鼠血清 ＢＵＮ水平（Ｐ＜
００５），余治疗组血清ＢＵＮ水平呈下降趋势，但差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表１　各组大鼠肾功能的检测结果（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数
剂量

／ｍｇ·ｋｇ－１
血清

Ｃｒ／μｍｏｌ·Ｌ－１
血清

ＢＵＮ／ｍｍｏＬ·Ｌ－１

正常组 ７  ２８１７±２９５ ７７６±０５０
模型组 ７  ４４０６±１６０４ １１３７±１７６

丹酚酸Ａ组 ７ １２５０ ３２４０±６７９△ ９３３±０８５△

丹酚酸Ｂ组 ７ １２５０ ３７７０±３３４ ９５２±１０３△

丹酚酸Ａ＋Ｂ组 ７ ６２５＋６２５ ３７１３±３２４ １０２３±１７７

　　注：用表示与正常组比较，Ｐ＜００５；△表示与模型组比较，Ｐ＜００５。

２２　丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子配伍对ＵＵＯ大鼠肾组织
ＣＴＧＦ、Ｐａｒ３表达的影响
２２１　ＣＴＧＦ免疫荧光结果　荧光显微镜下察见：
ＣＴＧＦ阳性表达信号呈绿色，在 ＵＵＯ大鼠肾组织表

达部位主要定位于肾小管上皮细胞。正常组大鼠肾

组织肾小管上皮细胞多呈阴性，荧光强度较弱

（±）；和正常组相比，模型组大鼠肾小管上皮细胞
阳性细胞数目明显增多，荧光强度明显增强（＋＋
＋）；经丹酚酸 Ａ、Ｂ及组分配伍治疗后，ＣＴＧＦ荧光
强度较模型组明显减弱，其中以丹酚酸 Ａ＋Ｂ组减
弱较为明显（±），丹酚酸 Ｂ组次之（＋），丹酚酸 Ａ
组较模型组荧光略有减弱（＋＋），详见图１－图５。

２２２　Ｐａｒ３免疫荧光表达结果　荧光显微镜下观
察可见：Ｐａｒ３阳性表达信号呈绿色，在 ＵＵＯ大鼠肾
组织表达部位主要在肾小管上皮细胞胞质。正常组

大鼠肾组织肾小管上皮细胞多呈阳性，荧光强度较

强（＋＋＋）；模型组大鼠肾小管上皮细胞阳性细胞
数目比正常组明显减少，荧光强度明显减弱（±）；
经丹酚酸Ａ、Ｂ及组分配伍治疗后，丹酚酸Ａ、丹酚酸
Ｂ、丹酚酸 Ａ＋Ｂ组 Ｐａｒ３表达信号较之模型组显著
加强，而以丹酚酸Ａ＋Ｂ组增强较为明显（＋＋＋），
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丹酚酸Ｂ组次之（＋＋），丹酚酸Ａ组荧光略有增强
（＋），详见图６－图１０。
３　讨论

本课题选用临床抗肾纤维化常用中药丹参水溶

性活性成分中结构相似的丹酚酸 Ａ、丹酚酸 Ｂ组分
进行分子药对配伍（１∶１）应用，丹酚酸 Ｂ采用最佳
剂量１２５ｍｇ／ｋｇ·ｄ给药［１３］，丹酚酸 Ａ等剂量代
换，丹酚酸Ａ＋Ｂ均按照１∶１比例配伍给药（根据课
题组前期预实验结果确定用药剂量和比例）。

结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）属于ＣＮＮ生长因子
家族（也称ＣＣＮ２）［５］。ＣＴＧＦ被认为是一种由 ＴＧＦ
β１诱导产生的致纤维化蛋白［１４］，ＣＴＧＦ在功能上与
ＴＧＦβ１具有很大的相似性，较之 ＴＧＦβ１，ＣＴＧＦ的
最大特点就是生物学功能比较单一，主要表现在对

纤维化的影响［１５］。在 ＣＴＧＦ启动子序列１２８～１６２
位置上存在着一个重要的转化生长因子β１（ＴＧＦ
β１）调控元件。经研究证实，ＣＴＧＦ可被 ＴＧＦβ１诱
导表达，并作 ＴＧＦβ１主要的下游递质介导其促纤
维化作用，其在成纤维细胞内过度表达，与肾纤维化

的发生密切相关［１６］。实验证实，减少 ＣＴＧＦ表达可
减轻ＵＵＯ大鼠模型的肾间质纤维化［３］。在慢性间

质性肾疾病，随肾间质损害程度加重，表达 ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ细胞数量显著增多，并随间质纤维化程度加
重而增多［１７］。在肾纤维化模型中，用 ＣＴＧＦ的反义
治疗可以减轻肾纤维化的反应［１８］。此外有实验报

道：ＣＴＧＦ在糖尿病肾病的肾纤维化中发挥重要作
用［１９２０］。Ｐａｒ３属于蛋白酶激活受体（ＰＡＲｓ）家族，
是Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）的一个亚家族，是一种
极性蛋白［２１２３］。研究证实：在哺乳动物的上皮细胞，

Ｐａｒ３有两个亚型（Ｐａｒ３Ａ和 Ｐａｒ３Ｂ），它与 Ｐａｒ６、ａＰ
ＫＣ蛋白共同构成蛋白激酶复合体，参与紧密连接的
组成［２４］。Ｐａｒ３不仅是蛋白激酶复合体的一个核心
蛋白，而且也是紧密连接所必需的，起着极其重要的

作用。邻近细胞间形成的紧密连接是细胞极性的一

个重要体现。肾小管上皮细胞的转分化（ＥＭＴ）被认
为可致细胞外基质（ＥＣＭ）的不断积聚，最终导致肾
功能的不可逆损害［２５２７］。细胞极性的丧失和连接的

破坏是ＥＭＴ过程中的始动关键环节［２８］。有研究表

明，当基因敲除Ｐａｒ３分子后，将导致细胞连接松散，
细胞分化改变［２９３０］。此外，实验证实：通过诱导

ＰＡＲ３蛋白表达增加，可发挥延缓肾纤维化的作
用［３１］。

本实验结果表明：模型组 ＣＴＧＦ荧光强度明显
增强，各治疗组荧光强度减弱，以丹酚酸 Ａ＋Ｂ组减

弱较为明显；模型组 Ｐａｒ３荧光强度减弱，各治疗组
荧光强度增强，以丹酚酸 Ａ＋Ｂ组增强较为明显。
说明丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子药对可减少 ＣＴＧＦ表达、
增多Ｐａｒ３表达，且组分配伍效果更明显。

综上所述，丹酚酸 Ａ、Ｂ及其分子药对配伍对
ＵＵＯ大鼠肾脏具有一定的保护作用，其机制可能与
其减少肾组织 ＣＴＧＦ的表达，促进 Ｐａｒ３的表达，从
而影响肾纤维化过程中肾小管上皮细胞转分化有

关。丹酚酸Ａ、Ｂ及其分子药对可干预ＣＴＧＦ和Ｐａｒ
３的表达，且丹酚酸Ａ、Ｂ分子药效果更明显。
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７５９－７６０．

［９］王月芬．麻黄附子细辛汤临床运用体会［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎＴＣＭ，２００９，８（６）：８２．

［１０］张怀礼．麻黄附子细辛汤临床运用举隅［Ｊ］．云南中医中药杂

志，２０１０，５（３１）：５２．

［１１］朱燕，程东庆．中草药抗单纯疙疹病毒的实验及临床研究进展

［Ｊ］．医学综述，２０１２，１４（１９）：３００３－３００５．

［１２］刘颖娟，杨占秋，肖红，等．中药麻黄有效成分体外抗单纯疙疹

病毒的实验研究［Ｊ］．湖北中医学院学报，２０１２，６１（４）：３６－３８．

（２０１４－１０－３１收稿　责任编辑：洪志强）
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