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清肾颗粒对单侧输尿管梗阻致肾间质纤维化大鼠

肾组织 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的干预作用
任克军１，２，王　东２，王亿平２，胡顺金２，张　磊２，金　华２，王小琴３

（１．湖北中医药大学，湖北 武汉　４３００６５；２．安徽中医药大学第一附属医院肾病科，

安徽 合肥　２３００３１；３．湖北中医药大学附属医院肾病科，湖北 武汉　４３００６１）

［摘要］目的　基于 Ｗｎｔ／β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）信号转导通路探讨清肾颗粒抗肾间质纤维化的作用机制。

方法　将３８只ＳＤ大鼠随机分为清肾颗粒组、贝那普利组、模型组和假手术组。采用单侧输尿管梗阻法复

制肾间质纤维化模型。模型复制成功后，清肾颗粒组和贝那普利组大鼠分别给予清肾颗粒、贝那普利灌胃，

假手术组和模型组给予等容积温水灌胃，疗程均为４周。检测２４ｈ尿蛋白定量、血清肌酐、尿素氮水平以及

肾脏组织中 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）含量。结果　模型组大鼠２４ｈ尿蛋白定量、血尿素

氮、血清肌酐、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ水平均高于假手术组（犘＜０．０５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ水平低于假手术组（犘＜０．０５）；

与模型组比较，清肾颗粒组和贝那普利组２４ｈ尿蛋白定量、血尿素氮、血清肌酐、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ水平明显

降低（犘＜０．０５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ水平明显升高（犘＜０．０５），清肾颗粒组上述指标的改善显著优于贝那普利组

（犘＜０．０５）。结论　清肾颗粒改善肾间质纤维化的机制与抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有关。

［关键词］肾间质纤维化；清肾颗粒；Ｗｎｔ１；β连环蛋白；Ｅ钙黏蛋白
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　　肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）

是各种慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）

发展至终末期肾脏病（ｅｎｄｓｔａｇｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，

ＥＳＲＤ）的共同病理基础
［１２］。研究［３］证实，Ｗｎｔ／β

连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路的激活在ＲＩＦ过程中

具有重要作用。清肾颗粒是临床经验方，前期研

究［４９］已显示其具有良好疗效。本研究采用单侧输
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８１４０３３７２）；安徽省自然科学基金项目（１５０８０８５ＭＨ１９８）；

安徽省教育厅基金重点项目（ＫＪ２０１６Ａ４０２）
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通信作者：王小琴，ｗａｎｇｘｉａｏ７７３＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）复

制ＲＩＦ大鼠模型，观察大鼠肾组织中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号转导通路中 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｅ钙黏蛋白

（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达及清肾颗粒的干预作用，现将

结果报道如下。

１　材料

１．１　动物　清洁级ＳＤ雄性大鼠４３只，体质量

（２２０±２０）ｇ，购自安徽医科大学实验动物中心，生产

许可证号为ＳＣＸＫ（皖）２０１１００２。动物房温度在

２２℃左右，湿度在５０％左右。

１．２　试药　清肾颗粒：由生大黄、丹参、黄连等药物

组成，安徽中医药大学第一附属医院制剂中心加工

ＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ａｎｄｐ２７ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｉｎｒａｔｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆＳＣｒａｎｄＢＵＮｔｈａｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｒａｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ（犘＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅ

ｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｄｏｓｅＹａｎｇｇａｎＹｉｓｈｕｉＧｒａｎｕｌｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅｂｅｎａｚｅｐｒｉｌｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＳＣｒａｎｄＢＵＮ（犘＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２７ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｔｈａｎｔｈｅ

ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＹａｎｇｇａｎＹｉｓｈｕｉＧｒａｎｕｌｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｉｇｈ

ｄｏｓｅＹａｎｇｇａｎＹｉｓｈｕｉＧｒａｎｕｌｅｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２７ａｎｄ

ＴＧＦβ１（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＹａｎｇｇａｎＹｉｓｈｕｉＧｒａｎｕｌｅｃａｎｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｋｉｄｎｅｙｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２７ａｎｄＴＧＦβ１，ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｓ，ａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］ＹａｎｇｇａｎＹｉｓｈｕｉＧｒａｎｕｌｅ；Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；ｐ２７

０６

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
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成颗 粒 剂，每 袋 １０ｇ，院 内 制 剂 生 产 批 号 为

ＢＺ２０１５０７２１，配制成０．４ｇ／ｍＬ水溶液。贝那普利

（洛汀新）：每片１０ｍｇ，北京诺华制药公司生产，配

制成０．０１６ｇ／ｍＬ的混悬液。Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ试剂盒（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）：均购自武汉博

士德生物工程有限公司，批号分别为 ＰＢ０４８４、

ＢＭ１５７５和ＢＡ０４７５。

２　方法

２．１　模型复制及动物分组　将４３只ＳＤ大鼠喂养

１周后，采用 ＵＵＯ方法
［１０］复制ＲＩＦ大鼠模型。操

作步骤：ＳＤ大鼠用１０％水合氯醛腹腔注射麻醉，选

择左侧肋腰点为切口，局部剃毛，无菌操作，铺巾，依

次切开皮肤、肌层至腹腔，游离左侧肾脏、输尿管，除

假手术组１０只逐层缝合皮肤外，其余３３只大鼠均用丝

线在输尿管两端结扎，结扎后剪断输尿管，逐层缝合皮

肤。将４３只大鼠随机分为清肾颗粒组１１只、贝那普利

组１１只、模型组１１只、假手术组１０只。

２．２　给药方法　各组大鼠均在模型复制后次日开

始灌胃，每日１次。清肾颗粒组每日给予清肾颗粒

水溶液４ｇ／ｋｇ（相当于成人临床用量６倍）灌胃；贝

那普利组每日给予贝那普利水溶液０．１６ｇ／ｋｇ（相

当于成人临床用量６倍）灌胃；模型组和假手术组每

日给予等量蒸馏水灌胃。疗程均为４周。

２．３　观察指标　各组大鼠于给药后４周处死，处死

前１ｄ用代谢笼收集２４ｈ尿液，检测２４ｈ尿蛋白定

量（２４ｈｏｕｒｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，２４ｈＵＰ）。腹主动脉取

血，采用生化法检测血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，

ＢＵＮ）、血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）。留取术

侧肾脏，置于冻存管于－７０℃冰箱中保存，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的含量。

主要步骤：用总蛋白裂解液提取肾脏总蛋白，ＢＣＡ

法测定蛋白质浓度；每泳道上样３０μｇ蛋白，电泳、

转膜后，５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，轻洗，一抗４℃

孵育过夜，洗膜后再以 ＨＲＰ标记的二抗孵育；洗

膜、加 ＥＣＬ液，Ｆｕｊｉｆｉｌｍ 化学发光成像系统拍照。

采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析各条带的累计光密度

值，将各目的条带与同一泳道内参照βａｃｔｉｎ的累计

光密度值的比值作为该泳道中目的蛋白的相对表达

水平 。

２．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析进行统

计学分析。连续型变量采用“均数±标准差（珔狓±狊）”

进行统计学描述。采用单因素方差分析，均数的多重

比较采用ＬＳＤ检验；若数据不符合正态分布，则采用

非参数检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　一般情况比较　因麻醉药过量、感染等原因，

导致大鼠死亡５只。实验过程中，模型组大鼠活动

量、摄食量减少，精神差，体质量增长缓慢，体毛粗糙

无光泽。清肾颗粒组大鼠活动量、摄食量增加，精神

逐渐好转，体质量增长快，体毛稍光泽。贝那普利组

大鼠介于清肾颗粒组和模型组之间。假手术组大鼠

术后第１天活动量、摄食量减少，第２天恢复正常。

３．２　各组大鼠ＢＵＮ、ＳＣｒ和２４ｈＵＰ水平比较　清

肾颗粒组、贝那普利组、模型组大鼠 ＢＵＮ、ＳＣｒ、

２４ｈＵＰ水平均高于假手术组（犘＜０．０５）；与模型组

比较，清肾颗粒组和贝那普利组ＢＵＮ、ＳＣｒ、２４ｈＵＰ

水平显著降低（犘＜０．０５），且清肾颗粒组优于贝那

普利组（犘＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠ＢＵＮ、ＳＣｒ和２４ｈＵＰ水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＢＵＮ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＳＣｒ／（μｍｏｌ／Ｌ） ２４ｈＵＰ／ｍｇ

假手术 １０ ５．１２±０．６１ ５４．４１±３．７６ ２．７３±０．５２

模　型 ９ １５．０６±１．６２ １１２．６５±８．４３ １０．１６±１．１３

贝那普利 ９ １０．１２±０．９２＃ ９３．０５±７．６４＃ ６．７４±０．５４＃

清肾颗粒 １０ ８．７９±０．８７＃△ ８２．１６±５．７４＃△ ４．６３±０．５２＃△

　　注：与假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜０．０５；与贝那普利组比较，△犘＜０．０５。

３．３　各组大鼠肾组织中 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ表达水平比较　模型组大鼠肾组织中 Ｗｎｔ１、

βｃａｔｅｎｉｎ水平显著高于假手术组（犘＜０．０５），

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ水平显著低于假手术组（犘＜０．０５）；与模

型组比较，清肾颗粒组和贝那普利组大鼠肾组织中

Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ表达水平明显降低（犘＜０．０５），

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平明显升高（犘＜０．０５）；清肾颗粒

组 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ 水平低于贝那普利组 （犘＜

０．０５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平高于贝那普利组（犘＜

０．０５）。见表２和图１。

　　注：１．假手术组；２．模型组；３．贝那普利组；４．清肾颗粒组。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠肾组织中 Ｗｎｔ１、

βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平

１６

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
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表２　各组大鼠肾组织中 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ和

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 Ｗｎｔ１ βｃａｔｅｎｉｎ Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

假手术 １０ ０．２３±０．０２ ０．４２±０．０４ ３．０９±０．１６

模　型 ９ ５．４７±０．２６ ５．１８±０．２３ ０．３７±０．０４

贝那普利 １１ ３．３９±０．１５＃ ２．９７±０．１５＃ １．４８±０．１２＃

清肾颗粒 １０ ２．５１±０．１３＃△ ２．１６±０．１２＃△ ２．０３±０．１４＃△

　　注：与假手术组比较，犘＜０．０５；与模型组比较，＃犘＜

０．０５；与贝那普利组比较，△犘＜０．０５。

４　讨论

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径与肾纤维化的形成息

息相关，在ＲＩＦ的发生发展中发挥重要作用
［１１］。抗

肾纤维化的治疗一直是延缓慢性肾脏病进展的主要

干预靶点，对于 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路在ＲＩＦ

发生发展中的作用机制的深入研究，可为抗肾纤维

化的治疗提供新的突破口和干预靶点。Ｗｎｔ信号

通路主要的生理功能是按程序规律地激活和静止，

它分泌的糖脂蛋白，是生物正常组织分化的诱导信

号，参与胚胎进化以及组织发育过程中的细胞增殖、

极化和凋亡［１２１４］。作为一种细胞骨架蛋白，βｃａｔｅ

ｎｉｎ在细胞中发挥双重作用，在细胞膜上与Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ形成细胞黏附连接复合体（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／βｃａｔｅ

ｎｉｎ复合体），介导同型细胞间的黏附，维持正常上

皮的极性和完整性。βｃａｔｅｎｉｎ又是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号途径下游的关键效应因子，Ｗｎｔ信号途径能引

起胞内βｃａｔｅｎｉｎ积累。

研究表明，正常机体肾脏中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号是“静止”的，胞质中仅有少量游离态的βｃａｔｅ

ｎｉｎ，体内绝大多数βｃａｔｅｎｉｎ在胞膜处与Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

形成复合体，对维持同型细胞的黏附、防止细胞的迁

移发挥作用［１５］。Ｓｕｒｅｎｄｒａｎ等
［１６］利用ＵＵＯ方法复

制大鼠ＲＩＦ模型，发现 Ｗｎｔ４在集合管中有表达且

伴随集合管周围纤维化的形成，间质成纤维细胞

Ｗｎｔ４高水平表达与Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ及α平滑肌

肌动蛋白的高表达成正相关；体外实验也表明，

Ｗｎｔ４可以诱导培养的成纤维细胞βｃａｔｅｎｉｎ进入细

胞核内。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径还可通过调节基质蛋

白酶７的表达而破坏肾小管上皮细胞基底膜，推进

细胞迁移，促使 ＲＩＦ进展
［１７］。另有研究发现，在

ＵＵＯ大鼠肾脏纤维化过程中，Ｗｎｔ蛋白家族中除

了 Ｗｎｔ５ｂ、Ｗｎｔ８ｂ和 Ｗｎｔ９ｂ外，其他 Ｗｎｔ蛋白均表

达上调，βｃａｔｅｎｉｎ在肾小管上皮细胞胞质及胞核聚

集，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径拮抗剂Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１（ＤＫＫ１）

能够抑制肌成纤维细胞的活化及成纤维细胞特异蛋

白、Ⅰ型胶原、纤维连接蛋白的表达，提示肾脏纤维

化中经典 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径被激活，推动肾

小管间质纤维化进程，下调该途径活性在一定程度

上能够减轻肾脏纤维化程度［１１］。

清肾颗粒主要由生大黄、丹参、黄连、白术等药

物组成，具有清热化湿祛瘀之功效。本研究结果显

示，模型组大鼠 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ水平高于假手术组

（犘＜０．０５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ水平低于假手术组（犘＜

０．０５），说明 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与了 ＵＵＯ

模型ＲＩＦ的形成。与模型组比较，清肾颗粒组和贝

那普利组 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ 水平明显降低 （犘＜

０．０５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ水平明显升高（犘＜０．０５）；亦可

降低ＢＵＮ、ＳＣｒ、２４ｈＵＰ水平，清肾颗粒组优于贝那

普利组（犘＜０．０５）。表明清肾颗粒可以改善 ＵＵＯ

模型大鼠肾功能，减少２４ｈＵＰ，抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路的活化，从而延缓ＵＵＯ模型大鼠ＲＩＦ。
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