
中国药房 2016年第27卷第19期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 19

＊主管药师，硕士。研究方向：药品调剂、临床药学。E-mail：

470373072@qq.com

肾纤维化是原发性肾小球疾病、慢性肾盂肾炎、糖尿病肾

病等肾脏疾病的发生至终末期肾功能衰竭的共同病理过程，

主要表现为正常肾单位丢失、成纤维细胞增生、过量细胞外基

质产生与堆积，导致肾小球硬化和肾小管间质纤维化[1]。肾纤

维化预示着肾损伤发生以及肾功能的恶化，因此，采取有效的

治疗方法对其进行干预具有十分重要的意义。

虎杖苷（3，4′，5-三羟基二苯乙烯-3-β-单-D-葡萄糖苷）是

从蓼科植物虎杖的干燥根茎中提取的有效成分，具有抗氧化、

抗炎、免疫调节、改善糖脂代谢、脏器保护以及心血管疾病治

疗作用[2]。在果糖诱导的尿酸肾病小鼠模型中，虎杖苷可通过

抑制氧化应激相关炎症反应，从而减轻肾损伤[3]。在脓毒症诱

导的急性肾损伤大鼠模型中，虎杖苷可改善肾小管上皮细胞

线粒体功能障碍，从而减轻肾损伤[4]。以上结果提示，虎杖苷

在肾脏疾病中具有积极的改善效果，但有关虎杖苷干预肾纤

维化进程的研究至今尚未见报道。单侧输尿管结扎大鼠肾纤

维化模型操作简单、病变均一、重复性良好，是评价肾纤维化

药物疗法的重要模型[5]。故在本研究中，笔者拟观察虎杖苷对

单侧输尿管结扎大鼠肾纤维化的影响，旨在为临床上采用中

药有效成分防治肾纤维化提供参考。

1 材料
1.1 仪器

7600型全自动生化分析仪（日本日立公司）；Multiskan MK3

型酶标仪（美国 Thermo 公司）；HH-501型恒温水浴箱（金坛

市成辉仪器厂）；T100型反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）扩增

仪（美国 Bio-Rad 公司）；BX50型光学显微镜（日本 Olympus

公司）。

1.2 药品与试剂

虎杖苷（南京青泽医药科技开发有限公司，批号：20141106，

纯度：≥98％）；盐酸贝那普利片（北京诺华制药有限公司，批

号：140109，规格：10 mg/片）；羧甲基纤维素钠（美国Sigma公
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摘 要 目的：研究虎杖苷对大鼠肾纤维化的改善作用及其机制。方法：将50只大鼠随机分为假手术组、模型组、阳性组（贝那普

利，5 mg/kg）和虎杖苷高、低剂量组（100、50 mg/kg），每组10只，除假手术组外，其余各组大鼠均采用单侧输尿管结扎法复制肾纤

维化模型。造模成功后，各给药组大鼠 ig相应药物，假手术组和模型组大鼠 ig 0.5％羧甲基纤维素钠溶液，每天1次，连续4周。观

察肾脏组织病理变化并进行评分，检测24 h尿蛋白和血清中尿素氮、肌酐水平，检测肾脏组织中羟脯氨酸含量以及转化生长因子β1

（TGF-β1）、纤连蛋白（FN）mRNA的表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠病理评分，24 h尿蛋白，血清中尿素氮、肌酐水平，肾

组织中羟脯氨酸含量以及TGF-β1、FN mRNA表达水平均明显升高（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠24 h尿蛋白，血清中

尿素氮、肌酐以及肾组织中FN mRNA表达水平均明显降低；阳性组和虎杖苷高剂量组大鼠病理评分，肾组织中羟脯氨酸含量以

及肾组织中TGF-β1 mRNA表达水平均明显降低（P＜0.05或P＜0.01）。结论：虎杖苷能够改善单侧输尿管结扎致大鼠肾纤维化，

其机制可能与其下调肾脏组织中TGF-β1、FN mRNA表达有关。
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Study on the Improvement Effects and Mechanism of Polydatin on Renal Fibrosis in Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects of polydatin on renal fibrosis in rats and its mechanism. METH-

ODS：50 rats was were randomly divided into sham operation group，model group，positive group（benazepril，5 mg/kg）and poly-

datin high-dose and low-dose groups（100，50 mg/kg），with 10 rats in each group. Except for sham operation group，renal fibrosis

model was induced by unilateral ureter obstruction. After modeling，administration groups were given relevant medicine intragastri-

cally，and sham operation group and model group were given 0.5％ sodium carboxymethyl cellulose solution once a day for consec-

utive 4 weeks. The pathological change of renal tissue was scored. 24 h urinary protein and serum levels of urea nitrogen and creati-

nine were determined，and the content of hydroxyproline，mRAN expression of TGF-β1 and FN were detected in renal tissue. RE-

SULTS：Compared with sham operation group，pathological score，24 h urinary protein，serum levels of urea nitrogen and creati-

nine，the content of hydroxyproline in renal tissue，mRNA expression of TGF-β 1 and FN were all increased significantly（P＜

0.01）. Compared with model group，24 h urinary protein，serum levels of urea nitrogen and creatinine and mRNA expression of

FN in renal tissue decreased significantly in administation groups；the pathology scores，the content of hydroxyproline in renal tis-

sue and mRNA expression of TGF-β1 of positive group and polydatin high-dose group were all decreased significantly（P＜0.05 or

P＜0.01）. CONCLUSIONS：Polydatin can prevent kidney fibrosis induced by unilateral ureteral obstruction，the mechanism of

which may be associated with the mRNA expression down-regulation of TGF-β1 and FN in renal tissue.

KEYWORDS Unilateral urethral obstruction；Renal fibrosis；TGF-β1；FN；Polydatin；Rat
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司，批号：86H1015）；羟脯氨酸、尿蛋白定量测定试剂盒（南京
建成生物工程研究所，批号：20140923、20150112）；总RNA抽
提试剂、RNA逆转录试剂盒和转化生长因子β1（TGF-β1）、纤连
蛋白（FN）mRNA引物序列由上海生工生物科技有限公司提
供；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

清洁级 Wistar 大鼠 50只，♂，体质量 160～180 g，由郑州
大学实验动物中心提供[合格证号：SCXK（豫）2011-0004]。标
准饲料喂养，自由进水和进食，适应性饲养1周后进行实验。

2 方法
2.1 动物分组、造模与给药

2.1.1 分组 将 50只大鼠随机分为 5组，即假手术组、模型
组、阳性组和虎杖苷高、低剂量组，每组10只。

2.1.2 造模[6] 除假手术组外，其余各组大鼠均进行造模。通
过 ip 10％水合氯醛（4 ml/kg）将大鼠麻醉后，将大鼠右侧卧位
固定于手术台上，常规备皮消毒，行左侧腹切口，逐层分离组
织直至腹膜，暴露并游离左侧输尿管，分别用丝线结扎输尿管
上1/3处以及中1/3处，再在两结扎点之间切断输尿管，最后逐
层缝合。假手术组大鼠仅打开腹腔和游离左侧输尿管，不结
扎，不切断。造模后，可通过肾脏组织病理观察到炎症细胞浸
润，胶原成分增加，结扎侧肾脏明显增大，肾小管上皮细胞变
性、脱落甚至坏死，肾小管部分萎缩或者扩张，即表明造模成功。

2.1.3 给药 手术完成后 1 h开始给药：虎杖苷高、低剂量组
大鼠分别每天 ig 100、50 mg/kg虎杖苷（预实验结果显示，100

mg/kg虎杖苷能明显改善模型大鼠肾功能，故以此为本实验高
剂量，其 0.5倍剂量为本实验低剂量），假手术组、模型组大鼠
每天 ig等体积 0.5％羧甲基纤维素钠溶液，阳性组大鼠每天 ig

5 mg/kg贝那普利溶液（给药剂量为贝那普利人临床用量的日
常剂量，根据大鼠与人的体表面积系数换算），连续4周。

2.2 标本采集

给药4周后将大鼠处死，在处死前1 d，将大鼠置于代谢笼
中收集 24 h尿液，按照试剂盒说明书测定 24 h尿蛋白。在大
鼠处死前，经心脏取血，以离心半径为15 cm、3 000 r/min离心
15 min，取上清液，采用全自动生化分析仪测定血清中尿素氮
和肌酐水平。取血完成后将大鼠处死，迅速取肾脏组织，一部
分用4％多聚甲醛固定，用于观察病理形态；另一部分于－80 ℃
条件下保存，用于指标检测。

2.3 肾脏组织病理变化观察

将4％多聚甲醛固定的肾脏组织制成4 μm厚切片，行苏木
精-伊红（HE）染色，在400倍光镜下观察其病理变化，采用半定
量法判断肾间质损伤情况。参考Banff分级评分[7]：0分表示肾
组织无肾小管扩张、萎缩、坏死等病理变化；1分表示轻度损
伤，即肾小管间质病变范围＜25％；2分表示中度损伤，即肾小
管间质病变范围为 26％～50％；3分表示严重损伤，即肾小管
间质病变范围＞50％。每张切片连续观察 10个不重叠的视
野，取平均值。

2.4 肾脏组织中羟脯氨酸含量的测定[8]

精确称取 100 mg肾脏组织，准确加入 1 ml水解液，混匀，

于 95 ℃水解 20 min。调水解液 pH为 6.5，取稀释水解液加入
适量活性炭，混匀，以离心半径为 15 cm、3 500 r/min 离心 10

min，取上清液，按照试剂盒说明书测定肾脏组织中羟脯氨酸
含量。

2.5 肾脏组织中TGF-β1、FN mRNA表达的测定

取 100 mg肾脏组织，匀浆，采用总RNA抽提试剂提取肾
脏组织中总RNA，将总RNA逆转录成 cDNA，以 cDNA为模板

进行PCR扩增。反应体系：10×PCR缓冲液 2.5 μl，10 mmol/L

dNTP 0.5 μl，25 mmol/L 氯化镁 1.5 μl，10 mmol/L 上、下游引
物各 0.25 μl，10 mmol/L探针 0.25 μl，TaqDNA聚合酶 1.25 μl，

cDNA 2 μl，再用去离子水补足至 25 μl。扩增条件：94 ℃、2

min；94 ℃、15 s，60 ℃、15 s，72 ℃、15 s，40 个循环；72 ℃、10

min。 TGF-β 1 上游引物序列 ：5′-TGAGTGGCTGTCTTTT-

GACG-3′，下游：5′-ACTGAAGCGAAAGCCCTGTA-3′，82 bp；

FN 上游引物序列：5′-GAAAGGCAACCAGCAGAGTC-3′，下
游：5′-CTGGAGTCAAGCCAGACACA-3′，230 bp；内参β-actin

上游引物序列：5′-GTCAGGTCATCACTATCGGCAAT-3′，下
游：5′-AGAGGTCTTTACGGATGTCAACGT-3′，147 bp。荧光
定量PCR读取循环阈值，计算目的基因2－ΔΔct值（表示实验组测
定基因的表达量相对于正常对照组样本表达量的变化倍数），

以目的基因2－ΔΔct值为参数进行半定量分析。试验重复3次。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计学软件进行数据处理。计量资料用
x±s表示，组间比较采用单因素方差分析，先进行方差齐性检
验，若方差齐性，采用LSD检验；若方差不齐，则采用Dunnett’s

T3检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 各组大鼠肾脏组织病理评分结果

与假手术组（0.08±0.11）比较，模型组大鼠肾脏组织病理
评分（1.89±0.36）显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，阳性组
和虎杖苷高剂量组大鼠肾脏组织病理评分 [（1.6±0.33）、

（1.51± 0.28）]显著降低（P＜0.05）；虎杖苷低剂量组评分
（1.72±0.28）降低不明显（P＞0.05）。

3.2 各组大鼠24 h尿蛋白和血清尿素氮、肌酐水平测定结果

与假手术组比较，模型组大鼠24 h尿蛋白和血清尿素氮、

肌酐水平显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠
24 h尿蛋白和血清尿素氮、肌酐水平显著降低（P＜0.05或P＜

0.01）。各组大鼠24 h尿蛋白和血清尿素氮、肌酐水平测定结
果见表1。

表 1 各组大鼠 24 h尿蛋白，血清尿素氮、肌酐水平以及肾脏

组织中羟脯氨酸含量测定结果（x±±s，n＝10）
Tab 1 Determination results of 24 h urinary protein，serum

urea nitrogen and creatinine and hydroxyproline con-

tent in renal tissue of rats in each group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
虎杖苷高剂量组
虎杖苷低剂量组
阳性组

剂量，mg/kg

100

50

5

24 h尿蛋白，mg

18.17±2.88

30.17±3.57＊

24.70±3.59##

26.61±3.16#

24.38±3.27##

尿素氮，mmol/L

6.72±1.20

17.58±2.74＊

14.45±1.59##

15.08±1.79#

14.29±1.61##

肌酐，μmol/L

24.18±2.51

35.56±3.25＊

30.35±2.95##

30.07±3.49#

29.81±3.02##

羟脯氨酸，mg/g

0.30±0.04

0.49±0.06＊

0.44±0.05#

0.47±0.06

0.42±0.06#

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.3 各组大鼠肾脏组织中羟脯氨酸含量测定结果

与假手术组比较，模型组大鼠肾脏组织中羟脯氨酸含量
显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，阳性组和虎杖苷高剂量
组大鼠肾脏组织中羟脯氨酸含量显著减少（P＜0.05）。各组大
鼠肾脏组织羟脯氨酸含量测定结果见表1。

3.4 各组大鼠肾脏组织中TGF-β1、FN mRNA表达水平测定

结果

与假手术组比较，模型组大鼠肾脏组织中 TGF-β 1、FN

mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，各给药
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组大鼠肾脏组织中FN mRNA表达水平显著降低；阳性组和虎
杖苷高剂量组大鼠肾脏组织中TGF-β1 mRNA表达水平显著降
低（P＜0.05 或 P＜0.01）。各组大鼠肾脏组织 TGF-β 1 和 FN

mRNA表达水平测定结果见表2。

表 2 各组大鼠肾脏组织TGF-β1和FN mRNA表达水平测定

结果（x±±s，n＝10）
Tab 2 Determination results of mRNA expression of TGF-β1

and FN in renal tissue of rats in each group（x±±s，n＝

10）

组别
假手术组
模型组
虎杖苷高剂量组
虎杖苷低剂量组
阳性组

剂量，mg/kg

100

50

5

TGF-β1

0.86±0.09

16.75±1.51＊

14.04±2.12##

15.91±2.11

14.29±2.17##

FN mRNA

1.06±0.15

20.16±3.14＊

15.92±2.37##

17.26±2.93#

16.13±2.45##

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. sham operation group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

4 讨论
单侧输尿管结扎动物模型是药理学研究中广为应用的模

型，结扎单侧输尿管阻塞肾脏引流系统，可引起肾脏功能急性
改变以及肾脏结构慢性损伤。该模型因尿路压力持续增加、

肾血流减少、静脉引流阻塞、巨噬细胞浸润、纤维细胞增殖，从
而逐渐发展为肾间质纤维化[9]。马丹等[10]通过研究发现，在结
扎输尿管后第 1周，手术侧肾脏就开始出现病理变化，血清尿
素氮、肌酐呈进行性升高。在本实验中，模型组大鼠的24 h尿
蛋白和血清尿素氮、肌酐水平均显著高于假手术组，表明模型
制备成功；虎杖苷组大鼠24 h尿蛋白和血清尿素氮、肌酐水平
较模型组显著降低，并与阳性组大鼠无显著区别，说明虎杖苷
能够有效改善单侧输尿管结扎大鼠的肾脏损伤。贝那普利是
经典的肾素-血管紧张素-醛固酮系统抑制剂，可通过改善内皮
功能、促进血管舒张、缓解氧化应激、抑制肾脏纤维化、增加肾
小球滤过率、降低血压、减少蛋白尿等发挥肾脏保护作用[11-12]，

故在本实验中笔者选其为阳性对照药。

羟脯氨酸是胶原蛋白的主要成分之一，约占胶原蛋白的
13.4％，可通过检测组织中羟脯氨酸含量来评价胶原组织的代
谢水平。羟脯氨酸为胶原纤维所特有，肾脏组织中羟脯氨酸
含量与肾间质纤维化严重程度密切相关，故可选择羟脯氨酸含
量作为判断肾间质纤维化严重程度的指标[13]。在本实验中，模
型组大鼠肾脏组织中羟脯氨酸含量显著高于假手术组。同
时，HE 染色可见模型组大鼠肾间质区域有大量胶原纤维沉
积，肾间质纤维化明显，且病理评分显著高于假手术组，再次
证实了单侧输尿管结扎大鼠存在肾间质纤维化。而虎杖苷高
剂量组大鼠肾脏组织中羟脯氨酸含量明显降低，HE染色结果
显示，肾间质纤维化程度减轻，病理评分明显低于模型组大
鼠，病理评分与阳性对照组大鼠无明显区别，表明虎杖苷可以
抑制单侧输尿管结扎大鼠肾脏纤维化的发生发展。

TGF-β1是最重要的促纤维化因子，其既可通过影响层黏
连蛋白和FN发挥作用，又可通过促进肾小管上皮细胞转分化
为肌纤维母细胞，推进肾脏纤维化发生发展[14]。FN是一种非
胶原性 a2糖蛋白，介导细胞与细胞或细胞与基质之间的黏连，

维持细胞正常形态。它能够与纤维蛋白、纤维蛋白原和胶原
结合，是胶原沉积于肾小管和肾间质的前提。程红新等[15]的研
究显示，单侧输尿管梗阻大鼠FN蛋白表达量随着梗阻时间的
延长而增加，且与肾间质损伤程度呈正相关，提示FN蛋白合

成增加是肾间质纤维化主要表现，可促进肾间质纤维化发生
发展。在本实验中，虎杖苷高剂量组大鼠肾脏组织中TGF-β1、

FN mRNA表达水平显著低于模型组，提示虎杖苷有可能通过
抑制肾脏组织中TGF-β1、FN mRNA的表达，延缓肾间质纤维
化发生发展，从而保护单侧输尿管结扎大鼠的肾脏组织。

综上，虎杖苷能够预防单侧输尿管结扎导致的大鼠肾纤维
化，其机制可能与下调肾脏组织中TGF-β1、FN mRNA表达有关。
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