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摘 要 目的 基于线粒体质量控制系统，探讨肾必宁颗粒对免疫球蛋白 A（IgA）肾病大鼠的肾脏保护作用机制。方法 采用“牛

血清白蛋白+四氯化碳+脂多糖”法建立 IgA 肾病模型，将模型大鼠随机分为模型组、醋酸泼尼松组（6.25 mg/kg）、肾必宁等剂量组

（4.1 g/kg）和肾必宁高剂量组（20.5 g/kg），另取正常大鼠作为正常对照组，每组12只。各组大鼠灌胃相应药物或蒸馏水，每天1次，

连续4周。末次给药后，检测大鼠24 h 尿蛋白总量（24 h-UTP）和尿液中红细胞计数，以及血清肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）、白蛋白

（ALB）、丙氨酸转氨酶（ALT）水平；观察肾组织病理变化和肾脏系膜区 IgA 沉积改变；检测肾组织中 PTEN 诱导假定激酶 1

（PINK1）、E3泛素连接酶（Parkin）、微管相关蛋白1轻链3（LC3）、动力相关蛋白1（Drp1）、线粒体融合蛋白2（Mfn2） mRNA 及蛋白

表达水平。结果 与模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必宁等剂量组和肾必宁高剂量组大鼠24 h-UTP，尿红细胞计数，ALT、BUN、Scr

水平，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ mRNA 比值和 Drp1 mRNA 及蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；ALB 水平，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值和

PINK1、Parkin、Mfn2 mRNA 及蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；大鼠肾组织病理形态均明显改善，IgA 沉积均明显减少。     

结论 肾必宁颗粒可能通过激活 PINK1/Parkin通路、增强线粒体自噬、纠正线粒体动力学紊乱来减轻 IgA 肾病大鼠肾损伤，从而保

护肾功能。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the renal protective mechanism of Shenbining granules on IgA nephropathy （IgAN） rats 

based on mitochondrial quality control system. METHODS IgAN rat model was established by the method of “bovine serum 

albumin+carbon tetrachloride+lipopolysaccharide”. The model rats were randomly divided into model group， prednisone acetate 

group （6.25 mg/kg）， Shenbining equal-dose group （4.1 g/kg） and Shenbining high-dose group （20.5 g/kg）. The normal rats were 

taken as the normal control group， with 12 rats in each group. Rats were given corresponding drugs or distilled water 

intragastrically in each group， once a day， for 4 consecutive weeks. After the last medication， the 24 h total urinary protein （24 h-

UTP） and erythrocyte count in urine were determined， and the levels of serum creatinine （Scr）， blood urea nitrogen （BUN）， 

albumin （ALB） and alanine transaminase （ALT） were also detected. The histopathological changes in the kidneys and changes in 

IgA deposition in the mesangial area of the kidney were 

observed. mRNA and protein expression levels of PTEN-

induced putative kinase 1 （PINK1）， E3 ubiquitin ligase 

（Parkin） ， microtubule-associated protein 1 light chain-3 

（LC3）， dynamin-related protein 1 （Drp1） and mitofusin 2 

（Mfn2） were detected in the kidney tissues of rats. RESULTS 

Compared with model group， 24 h-UTP， urinary erythrocyte 
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count， ALT， BUN and Scr levels， LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ mRNA ratio， mRNA and protein expressions of Drp1 were reduced significantly 

in prednisone acetate group， Shenbining equal-dose group and Shenbining high-dose group （P＜0.05）； ALB level， LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ 

protein ratio， mRNA and protein expressions of PINK1， Parkin and Mfn2 were increased significantly （P＜0.05）； the pathological 

morphology of kidney tissue in rats was significantly improved， and IgA deposition was significantly reduced. CONCLUSIONS 
Shenbining granule may reduce renal pathological injury in IgAN rats and protect renal function by activating the PINK1/Parkin 

pathway， enhancing mitochondrial autophagy， and correcting mitochondrial kinetic disorders.

KEYWORDS Shenbining granule； IgA nephropathy； mitochondrial quality control system； mitochondrial homeostasis； autophagy

免疫球蛋白 A（immunoglobulin A，IgA）肾病（IgA 

nephropathy，IgAN）是全球发病率最高的原发性肾小球

疾病[1]，早期常表现为无症状血尿或伴不同程度蛋白尿，

病情呈渐进性、不可逆性，30%～45% 的患者在确诊后

20～25年内发展为终末期肾病（end-stage renal disease，

ESRD）[2]。IgAN 的发病机制尚不明确，近年来有研究表

明，线粒体内稳态失衡会影响多种肾脏疾病的发生

发展[3]。

线粒体质量控制系统是机体监测和维持线粒体内

环境稳态及功能，反映线粒体质量的一个网络系统，其

中包括线粒体的生物合成、分裂与融合及线粒体自噬[4]。

若上述过程出现任何异常均可能造成线粒体功能紊乱，

进 而 导 致 细 胞 的 损 伤 或 凋 亡 。 动 力 相 关 蛋 白 1

（dynamin-related protein 1，Drp1）作为调控线粒体分裂

的关键蛋白[3]，可促进受损线粒体的降解[5]；线粒体融合

蛋白 2（mitofusin 2，Mfn2）是一种定位于线粒体外膜的

跨膜蛋白，通过与其同系物 Mfn1结合形成高分子复合

物，共同介导线粒体外膜融合，修复受损线粒体；当线粒

体分裂和融合失衡，机体会诱导线粒体自噬，PTEN 诱导

假定激酶 1（PTEN-induced putative kinase 1，PINK1）/E3

泛素连接酶（E3 ubiquitin ligase，Parkin）通路是介导线粒

体自噬的经典途径，两者在病理条件下发生磷酸化而活

化，促使线粒体移位，激活线粒体自噬；微管相关蛋白 1

轻 链 3（microtubule-associated protein 1 light chain-3，

LC3）是检测自噬的常用指标，LC3-Ⅰ型转变为 LC3-Ⅱ
是反映自噬发生的标志[6]。上述蛋白在调控线粒体功能

完整性中均发挥重要作用。

肾脏作为高代谢器官，需要线粒体提供大量腺苷三

磷酸（adenosine triphosphate，ATP）以满足肾小管主动转

运营养物质及机体能量需求，维持水-电解质平衡；若线

粒体功能受损势必导致肾小管上皮细胞供能不足，产生

过量线粒体活性氧并促进近端肾小管细胞的炎症反

应[3]，累积的活性氧进一步损伤线粒体，进而诱发其自噬

和细胞凋亡[7]，加重肾损伤。目前针对恢复线粒体稳态

的干预措施已成为预防和治疗肾损伤的新兴治疗策略。

肾必宁颗粒是由河南中医药大学儿科医学院国医大师

丁樱教授拟定，经河南中医药大学第一附属医院多年临

床实践证实，其能够降低多种肾病引起的蛋白尿，具有

健脾固肾、益气养阴、清热化瘀的功效，切合 IgAN“气阴

两虚、湿热瘀血”的核心病机。本课题组前期已证实，肾

必宁颗粒可以降低 IgAN 大鼠尿蛋白，减轻血尿并改善

肾功能，从而起到保护肾脏、防治肾损伤的作用[8]，但其

治疗机制尚不明确。本研究基于线粒体质量控制系统，

探讨肾必宁颗粒对 IgAN 大鼠的肾脏保护作用机制，旨

在为阐明肾必宁颗粒治疗 IgAN 的作用机制提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 RT-6100型全自动酶标仪

（深圳雷杜生命科学股份有限公司）、KZ-Ⅲ-FP 型低温研

磨仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）、D3024R 型台式

高速冷冻离心机[大龙兴创实验仪器（北京）股份公司]、

6100系列化学发光成像仪（上海勤翔科学仪器有限公

司）、Eclipse Ci-L 型正置显微镜（日本 Nikon 公司）、Al‐

phaEaseFC 型灰度分析软件（美国 ProteinSimple 公司）、

CFX Connect 型荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪[伯

乐生命医学产品（上海）有限公司]、BS-2000型全自动生

化分析仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）、

ETC821型 PCR 仪（北京东胜创新生物科技有限公司）、

NanoDrop OneC 型微量紫外-可见光分光光度计（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

肾 必 宁 颗 粒 [ 豫 药 制 字 Z20120721（郑），批 号

0064771793，规格 10 g/袋]由河南中医药大学第一附属

医院提供；醋酸泼尼松片（批号2211192，规格5 mg/片）购

自安徽金太阳生化药业有限公司；牛血清白蛋白（批号

B2064）、脂多糖（批号0000223032）均购自美国 Sigma 公

司 ；四 氯 化 碳 、蓖 麻 油（批 号 分 别 为 C14404678、

C14854610）均购自上海麦克林生化科技股份有限公司；

兔源 PINK1一抗（批号 a7131）购自武汉爱博泰克生物科

技有限公司；兔源 Mfn2一抗（批号 ab205236）购自英国

Abcam 公司；鼠源 IgA 一抗（批号 PAA546Ra01）购自武

汉云克隆科技股份有限公司；异硫氰酸荧光素标记的山
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羊抗兔 IgG 二抗（批号 SA00003-2）购自武汉三鹰生物技

术有限公司；兔源 Parkin、LC3、β-肌动蛋白（β-actin）、

Drp1一抗（批号分别为 GB113802、GB11124、GB15001、

GB115659）和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗

（批号 GB23303）、RIPA 裂解液（批号 G2002）、BCA 蛋白

定 量 检 测 试 剂 盒（ 批 号 G2026）、苏 木 精 - 伊 红

（hematoxylin-eosin，HE）高清恒染试剂盒（批号 G1076）、

4’，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染色试剂（批号 G1012）

均购自武汉塞维尔生物科技有限公司。

1.3　实验动物

清洁级雄性 SD 大鼠64只，6周龄，体重180～200 g，

购自河南省实验动物中心，动物生产许可证号为 SCXK

（豫）2022-0001。大鼠在河南中医药大学实验中心动物

房中常规饲养。本实验由河南中医药大学实验动物福

利 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 ，批 准 编 号 为 IACUC-

202306014。

2　方法

2.1　大鼠建模、分组与给药

64只大鼠适应性喂养 7 d 后，随机分为正常对照组

（n＝14）和造模组（n＝50）。造模组大鼠参照文献方法[9]

建立 IgAN 模型：将牛血清白蛋白用蒸馏水配制成质量

浓度为100 g/L 的溶液，每只大鼠按800 mg/kg 隔日灌胃

1次，连续12周；将四氯化碳与蓖麻油以1∶3的体积比混

匀，每只大鼠皮下注射 0.4 mL，每周 1次，连续 12周；将

脂多糖用生理盐水配制成质量浓度为 0.25 g/L 的溶液，

每只大鼠分别于第 6、8、10周尾静脉注射 0.2 mL。正常

对照组大鼠分别于同时段、同频次灌胃等量蒸馏水，皮

下注射及尾静脉注射等量生理盐水。12周末，收集各组

大鼠 24 h 尿液，检测 24 h 尿蛋白总量（24 h total urinary 

protein，24 h-UTP），并从正常对照组、造模组中各随机取

2只大鼠，对比观察肾脏系膜区是否有 IgA 沉积，有沉积

即判定造模成功[9]。将造模成功的大鼠随机分为模型

组、醋酸泼尼松组（阳性对照，6.25 mg/kg，按照成人用药

剂量折算[10]）、肾必宁等剂量组（4.1 g/kg，按照成人用药

剂量折算[10]）、肾必宁高剂量组（20.5 g/kg，按照5倍成人

用药剂量折算[10]），每组 12只。从第 13周起，各给药组

大鼠灌胃相应药物，正常对照组和模型组大鼠灌胃蒸馏

水，每天1次，给药体积均为5 mL/kg，连续4周。

2.2　样本收集

末次给药后，大鼠禁食不禁水，收集 24 h 尿液；以

2% 戊巴比妥钠溶液2.5 mL/kg 腹腔注射麻醉大鼠后，腹

主动脉取血，离心，取血清；处死大鼠，摘取双侧肾脏，部

分肾脏置于 4% 中性多聚甲醛中固定；部分肾脏用液氮

快速冷冻后，置于－80 ℃下保存。

2.3　大鼠尿常规和肝肾功能检测

取“2.2”项下各组大鼠24 h 尿液，送医院检验科检测

24 h-UTP；取大鼠新鲜尿液 1 mL，镜下检测尿红细胞并

计数；取大鼠血清，送检验科检测血清肌酐（serum creati‐

nine，Scr）、尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、白蛋白

（albumin，ALB）、丙氨酸转氨酶（alanine transaminase，

ALT）水平。

2.4　大鼠肾组织病理观察

取“2.2”项下中性多聚甲醛固定的部分大鼠肾组织，

以乙醇脱水及二甲苯透明后，用石蜡包埋并切片，行 HE

染色，用光镜观察肾组织病理变化。

2.5　大鼠肾脏系膜区 IgA沉积情况观察

取“2.2”项下中性多聚甲醛固定的部分大鼠肾组织，

用石蜡包埋并切片，脱蜡至水，予以抗原修复、血清封闭

30 min，加入 IgA 一抗（稀释比例1∶10），在4 ℃下孵育过

夜；用磷酸盐缓冲液漂洗 5 min×3次，再加入 IgA 二抗

（稀释比例 1∶200），在室温下避光孵育 50 min；用 DAPI

染色试剂复染细胞核，在室温下避光孵育 10 min，淬灭

组织自发荧光，封片，采集图像，观察肾脏系膜区 IgA 沉

积情况，绿色荧光表示强阳性。

2.6　大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、Mfn2 

mRNA表达检测

采用实时定量 PCR 法检测。取“2.2”项下液氮冷冻

保存的各组3只大鼠的部分肾组织，测定总 RNA 浓度和

纯度；以 RNA 单链为模板，逆转录得到 cDNA 并进行扩

增。反应条件为95 ℃预变性30 s；95 ℃变性15 s，60 ℃

退火/延伸30 s，共40个循环。反应体系为扩增预混合溶

液 7.5 μL、无酶水 4.0 μL、正向和反向引物共 1.5 μL、

cDNA 2.0 μL。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内

参，使用 2－ΔΔCt 法分析肾组织中 PINK1、Parkin、LC3-Ⅱ、

LC3-Ⅰ、Drp1、Mfn2 mRNA 表达水平，并计算 LC3-Ⅱ/

LC3-ⅠmRNA 比值，再以正常对照组为参照进行归一化

处理。引物由武汉塞维尔生物科技有限公司提供，序列

及片段大小见表1。

2.7　大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、Mfn2

蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。取“2.2”项下液氮冷冻保

存的各组3只大鼠的部分肾组织，粉碎匀浆后提取蛋白，

采用 BCA 法测定蛋白浓度，加热变性 5 min。取变性后

的蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转膜，加入

PINK1、Parkin、LC3、Drp1、Mfn2、β-actin 一抗（稀释比例

均为1∶1 000），在4 ℃下孵育过夜；加入二抗（稀释比例

为1∶3 000），在室温下孵育30 min；于化学发光成像仪中

显影，使用 AIWBwell TM软件分析，以目的蛋白与内参蛋
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白（β-actin）的灰度值比值表示目的蛋白的表达水平，以

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值表示 LC3蛋白的表达水平。

2.8　统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行统计分析。计量资料以

x±s 表示，方差齐性时多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用 Tukey 检验；方差不齐时采用非

参数检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　大鼠 24 h-UTP、尿红细胞计数及肝肾功能指标

变化

与正常对照组比较，模型组大鼠 24 h-UTP、尿红细

胞计数及 ALT、BUN、Scr 水平均显著升高，ALB 水平显

著降低（P＜0.05）；与模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必

宁等剂量组和肾必宁高剂量组大鼠24 h-UTP、尿红细胞

计数及 ALT、BUN、Scr 水平均显著降低，ALB 水平均显

著升高（P＜0.05）。结果见表2。

3.2　大鼠肾组织病理变化

正常对照组大鼠肾小球内细胞及基质均匀分布，肾

小管上皮细胞圆润、饱满，细胞结构正常；模型组大鼠可

见系膜基质增多，肾小球炎症细胞浸润，伴少量肾小管

萎缩、肾小管上皮细胞坏死，细胞结构消失，伴少量淋巴

细胞灶性浸润；与模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必宁等

剂量组和肾必宁高剂量组大鼠肾小管上皮细胞圆润、饱

满，刷状缘排列整齐、规则，病理形态均明显改善。结果

见图1。

3.3　大鼠肾脏系膜区 IgA沉积变化

正常对照组大鼠肾脏系膜区未见明显 IgA 沉积；模

型组大鼠肾脏系膜区 IgA 沉积呈强阳性（绿色荧光）；与

模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必宁等剂量组和肾必宁

高剂量组大鼠肾脏系膜区 IgA 沉积均明显减少。结果

见图2。

3.4　大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、Mfn2 

mRNA表达水平比较

与正常对照组比较，模型组大鼠肾组织中 PINK1、

Parkin、Mfn2 mRNA表达水平均显著降低，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ 

mRNA 比值和 Drp1 mRNA 表达水平均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必宁等剂量组和

表2　各组大鼠24 h-UTP、尿红细胞计数及肝肾功能指

标比较（x±s，n＝12）

组别

正常对照组
模型组
醋酸泼尼松组
肾必宁等剂量组
肾必宁高剂量组

24 h-UTP/

mg

6.74±1.62

18.31±3.21a

11.13±1.90b

11.44±1.95b

11.34±1.82b

尿红细胞计数/

μL－1

7.27±0.88

20.58±2.03a

10.43±1.26b

11.35±1.29b

11.01±1.25b

ALB/

（g/L）

33.28±2.27

22.08±1.06a

27.24±2.62b

26.45±2.46b

25.63±1.80b

ALT/

（U/L）

33.21±2.83

54.22±5.75a

43.10±3.54b

44.75±4.69b

42.22±2.94b

BUN/

（mmol/L）

5.10±0.37

7.81±0.50a

6.06±0.65b

6.31±0.53b

5.91±0.33b

Scr/

（μmol/L）

55.10±5.10

79.18±3.28a

64.57±4.63b

66.54±2.98b

62.57±2.50b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

A. 正常对照组  B. 模型组 C. 醋酸泼尼松组 D. 肾必宁等剂量组 E. 肾必宁高剂量组

蓝色箭头：肾小管；橙色箭头：肾小球。

图1　各组大鼠肾组织病理图（HE染色）

A. 正常对照组  B. 模型组 C. 醋酸泼尼松组 D. 肾必宁等剂量组 E. 肾必宁高剂量组

红色箭头：IgA沉积。

图2　各组大鼠肾脏系膜区 IgA沉积的显微图

表1　引物序列及片段大小

基因

PINK1

Parkin

LC3-Ⅰ

LC3-Ⅱ

Drp1

Mfn2

GAPDH

引物序列

正向：5′-TGCAATGCCGCTGTGTATGA-3′

反向：3′-TCTGCTCCCTTTGAGACGAC-5′

正向：5′-GGAAGTGGTTGCTAAGCGACAG-3′

反向：3′-TCTGCTCCCTTTGAGACGAC-5′

正向：5′-TTCGCCGACCGCTGTAAG-3′

反向：3′-TGGTCTTATCCAGGACAGGCAG-5′

正向：5′-TCCGAGAAGACCTTCAAACAGC-3′

反向：3′-TCCGAGAAGACCTTCAAACAGC-5′

正向：5′-AATTTGCTAGATGTGCCAGTTCC-3′

反向：3′-ACTGGCTCCTTGTAATGCCTTCA-5′

正向：5′-CACCGTCAAGAAGGATAAGCG-3′

反向：3′-CAGTTCTGTATTCCTGTGGGTGTC-5′

正向：5′-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3′

反向：3′-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-5′

片段大小/bp

113

173

124

233

303

127

138
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肾 必 宁 高 剂 量 组 大 鼠 肾 组 织 中 PINK1、Parkin、Mfn2 

mRNA 表达水平均显著升高，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ mRNA 比

值和 Drp1 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05）。结果

见表3。

3.5　各组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、

Mfn2蛋白表达水平比较

与正常对照组比较，模型组大鼠肾组织中 PINK1、

Parkin、Mfn2蛋白表达水平和 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值

均显著降低，Drp1蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；与

模型组比较，醋酸泼尼松组、肾必宁等剂量组和肾必宁

高剂量组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、Mfn2蛋白表达

水平和 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值均显著升高，Drp1蛋白

表达水平均显著降低（P＜0.05）。结果见图3和表4。

4　讨论

IgAN 是以 IgA 沉积于肾小球系膜区为主要特征的

原发性慢性肾小球疾病，其进展期预后不佳。本研究结

果显示，与模型组比较，肾必宁等剂量组和肾必宁高剂

量组大鼠 24 h-UTP、尿红细胞计数及 ALT、BUN、Scr 水

平均显著降低，ALB 水平均显著升高，病理形态均明显

改善，肾脏系膜区 IgA 沉积均明显减少，可见肾必宁颗粒

能有效改善 IgAN 大鼠的肾损伤。

近年来，肾小管损伤和线粒体紊乱在慢性肾脏病中

的重要性逐渐引起关注[11]。肾脏作为人体第二大耗氧

器官，肾小管细胞中含有丰富的线粒体，源源不断产生

大量 ATP 以驱动葡萄糖、离子和其他营养物质的转运，

因此维持线粒体的稳态对于肾脏正常细胞功能至关重

要。线粒体是一类高度可塑的动态细胞器，具有自身完

备的质量控制系统以维持稳态，即线粒体动力学和线粒

体自噬[12]。前者通过在融合和分裂之间不断转换以维

持线粒体数量、形态和分布[11]，当线粒体受到外界刺激

发生过度分裂或融合时，受损的线粒体又可经自噬途径

被清除或转化为能量及基础物质为机体所用，这种双重

调控的过程，共同维持线粒体功能正常发挥[13]。张旭

等[14]研究发现，IgAN 小鼠肾组织中 Drp1 mRNA 表达水

平明显升高，而 Mfn2 mRNA 表达水平明显降低。小鼠

特异性敲除 Drp1 基因后线粒体自噬减少[15]，若敲除或突

变 Parkin 基因，线粒体中 Drp1增多，线粒体过度分裂产

生的活性氧显著增加，从而促进细胞凋亡[16]。本研究结

果显示，与模型组比较，肾必宁等剂量组和肾必宁高剂

量组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、Mfn2 mRNA 及蛋白

表达水平均显著升高，Drp1 mRNA 及蛋白表达水平均

显著降低。由此可见，调控线粒体质量平衡有可能作为

治疗 IgAN 的作用靶点，为延缓肾脏疾病发展提供新

思路。

自噬是一种细胞自我降解和循环利用胞内组分的

过程。当自噬发生时，LC3蛋白合成后立即在其羧基端

被 Atg4所剪切，产生 LC3-Ⅰ，同时 LC3-Ⅰ会被 Atg7及

其他在内的泛素样体系所修饰和加工，产生 LC3-Ⅱ，并

定位到自噬小体中，故 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值的大小可进

一步反映自噬水平的高低[17]。本研究结果显示，与模型

组比较，肾必宁等剂量组和肾必宁高剂量组大鼠肾组织

中 LC3-Ⅱ/LC3-ⅠmRNA 比值均显著降低，LC3-Ⅱ/LC3-

Ⅰ蛋白比值均显著升高。LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的 mRNA 和蛋

白水平变化趋势不一致，与真核基因表达的转录、翻译、

加工及修饰、检测的时间点等多个层面有关，然而机体

发挥作用的是目的蛋白，因此本研究最终以 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ蛋白比值为准，提示自噬活性程度。由此得出，

肾必宁颗粒可能通过调控肾脏线粒体质量平衡、纠正线

粒体紊乱、激活 PINK1/Parkin 通路、增强线粒体自噬，从

而发挥肾脏保护作用。泼尼松是治疗 IgAN 的一线用

药，该药作为本研究的阳性对照，肾必宁等/高剂量组与

其比较差异均无统计学意义，但肾必宁颗粒能有效避免

表3　各组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、

Mfn2 mRNA表达水平比较（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
醋酸泼尼松组
肾必宁等剂量组
肾必宁高剂量组

PINK1

1.00

0.57±0.06a

0.84±0.08b

0.85±0.07b

0.85±0.08b

Parkin

1.00

0.56±0.06a

0.84±0.05b

0.78±0.06b

0.88±0.06b

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
1.00

1.69±0.07a

1.15±0.08b

1.20±0.04b

1.33±0.24b

Drp1

1.00

2.44±0.23a

1.35±0.10b

1.29±0.18b

1.33±0.08b

Mfn2

1.00

0.47±0.10a

0.72±0.04b

0.84±0.07b

0.86±0.08b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

PINK1

Parkin

LC3-Ⅰ
LC3-Ⅱ

Mfn2

Drp1

β-actin

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

60 kDa

52 kDa

17 kDa

16 kDa

86 kDa

84 kDa

45 kDa

Ⅰ：正常对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：醋酸泼尼松组；Ⅳ：肾必宁等剂量

组；Ⅴ：肾必宁高剂量组。

图3　各组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、

Mfn2蛋白表达的电泳图

表4　各组大鼠肾组织中 PINK1、Parkin、LC3、Drp1、

Mfn2蛋白表达水平比较（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
醋酸泼尼松组
肾必宁等剂量组
肾必宁高剂量组

PINK1

0.90±0.03

0.37±0.02a

0.61±0.02b

0.60±0.02b

0.62±0.03b

Parkin

1.08±0.04

0.27±0.05a

0.48±0.03b

0.50±0.02b

0.52±0.04b

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
14.49±2.02

0.54±0.05a

3.30±0.07b

3.09±0.12b

3.05±0.20b

Drp1

0.42±0.03

0.83±0.03a

0.61±0.03b

0.64±0.01b

0.61±0.03b

Mfn2

0.75±0.03

0.33±0.02a

0.56±0.04b

0.53±0.02b

0.55±0.03b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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激素造成的不良反应。本研究还发现，肾必宁等剂量组

与肾必宁高剂量组比较，24 h-UTP、尿红细胞计数、ALT

等指标水平差异均无统计学意义，提示肾必宁颗粒治疗

IgAN 的最佳剂量仍需进一步探究。

综上所述，肾必宁颗粒可能通过激活 PINK1/Parkin

通路、增强线粒体自噬、纠正线粒体动力学紊乱来减轻

IgAN 大鼠肾损伤，从而保护肾功能。本研究因实验条

件有限，未在电镜下观察线粒体结构以进一步明确肾组

织内线粒体病理变化；同时，基于中医药多途径、多靶点

的治疗特点，该方中各成分是否通过其他途径减轻

IgAN 大鼠肾损伤有待进一步探讨。
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