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大黄酸配伍羟基红花黄色素A对大鼠单侧输尿管结扎慢性肾病的作用及机
制研究
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摘  要：目的= =研究大黄酸（oe）配伍羟基红花黄色素 A（epvA）对慢性肾病（Cha）模型大鼠抗炎、抗氧化、抗凋亡能力

的影响及其可能机制。方法= = PM只雄性 pa大鼠随机分为假手术组、模型组、oe（NMM= mgLkg）组、epvA（RM= mgLkg）组和

oe（NMM=mgLkg）HepvA（RM=mgLkg）组，采用单侧输尿管结扎（rrl）建立 Cha模型。试剂盒法测定大鼠肾组织丙二醛（jaA）
水平、超氧化物歧化酶（pla）和谷胱甘肽过氧化物酶（dpeJmx）活性；j~ssçn 染色观察肾组织病理变化；qrkbi 染色检

测细胞凋亡情况；testern=blçttáng检测肾组织中 IκBα、éJIκBα、kcJκB pJSR、éJéSR和 _clJO、_~x蛋白表达。结果= = oe和epvA
配伍使用明显降低jaA水平，提高 pla及 dpeJmx活性；减少肾小球炎细胞浸润，改善肾小管间质纤维化等病理改变；抑制

细胞凋亡；抑制磷酸化的 IκBα 及 éSR蛋白表达；使 _clJO蛋白表达上调、_~x表达下调，且效果好于单用组。结论= =在 Cha
进程中，oe和epvA配伍使用可抑制肾脏组织的氧化损伤，抑制肾小球炎细胞浸润，降低细胞凋亡，且效果好于两个药物单用。=
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近年来研究表明，慢性肾病（chrçnác= kádneó=
dáse~se，Cha）是一类发病率高、症状隐匿、危害

严重的疾病。它是多种机制共同作用的结果，包括

炎症反应、氧化应激、细胞凋亡、免疫损伤、高血

压、高血糖等xNJOz。=
大黄酸（oe）是一种蒽醌类单体，是大黄最主

要的有效成分之一，性寒味苦，具有苦寒降泄、清热

泻火、活血化瘀、祛湿排毒、解毒的作用，是临床上

用来治疗慢性肾功能衰竭最为广泛的中药单体之= =
一xPz。红花是传统的活血祛瘀类中药，性辛温，具

有活血通经、祛瘀止痛、消除自由基、抗炎、抗氧

化等作用xQJRz，羟基红花黄色素 A（epvA）是红花

中水平较高的有效成分xSz。近年来有研究表明，其

在防治 Cha方面疗效明显。=
目前对于 oe 和 epvA 防治 Cha 的各自药理

作用均有报道xTJVz。但 oe和 epvA合用对 Cha的

作用及机制研究尚未见报道，基于上述理论，本课

题组设计了本次实验，拟采用单侧输尿管结扎

（ìnál~ter~l= ìreter~l= çbstrìctáçn，rrl）模型，观察

oe和epvA合用在治疗慢性肾损伤过程中对炎症、

氧化应激和细胞凋亡反应的抑制作用及可能的分子

机制，期望能为其治疗慢性肾脏疾病提供新的思路。=
N= =材料=
NKN= =药品与试剂=

oe、epvA（西安武本生物科技有限公司，批

号 NQMQOO、NPMUMT，质量分数均大于 VUB）；丙二

醛（jaA）、超氧化物岐化酶（pla）及谷胱甘肽

过氧化物酶（dpeJmx）试剂盒（南京建成生物技术

有限公司）；亚细胞结构胞浆和胞核蛋白提取试剂盒

（博士德生物）；兔抗大鼠 IκBα、éJIκBα 单克隆抗体，

兔抗大鼠 kcJκB=éSR、kcJκB=éJéSR、éUQ多克隆抗

体（美国 ~bc~m公司）；兔抗大鼠 _clJO、_~x、βJ~ctán
抗体，辣根过氧化物酶（eom）标记羊抗兔 fgd（美

国 Cell= págn~láng=qechnçlçgó公司）。其他试剂为国

产分析纯。=
NKO= =仪器=

qawQAJtp低速台式离心机，上海安亭科学仪

器厂；fuTNHamTO 倒置显微镜，llóméìs 公司；

ahJVUJN 电热恒温水浴箱，天津市泰斯特仪器有限

公司；移液器，bééendçrf公司；jálláJnrc纯水净

化系统，jálláéçre公司；qdNSJtp台式高速离心机，

长沙湘仪离心机有限公司；NRNM酶标仪，赛默飞世

尔科技有限公司；酶标仪、电泳仪、蛋白电泳槽，

美国 _áçJo~d公司。=
NKP= =动物=

健康雄性 pa大鼠，体质量 ORM～OUM= g，由第

四军医大学动物中心提供，动物合格证号 pCuh
（军）OMNOJMMMT。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及模型的建立=

依据参考文献方法xNMINNJNOz建立模型和确定给药

剂量。建立 rrl 模型，实验大鼠随机分为假手术

组、模型组、oe（NMM=mgLkg）组、epvA（RM=mgLkg）
组和 oe（NMM=mgLkg）＋epvA（RM=mgLkg）组，每

组 S只。于手术结束后第 O天开始给药，oe和epvA
生理盐水溶解后 ág给药，假手术组和模型组给予等

量生理盐水，连续给药 O周。=
OKO= =动物取材=

于末次给药后的第 O天用 NMB水合氯醛麻醉大

鼠，摘取肾脏组织。将组织分为两部分，一部分用

NMB中性福尔马林溶液固定，切片，试剂盒法进行

j~ssçn染色和 qrkbi染色；另一部分匀浆用于生

化指标的检测和testern=blçttáng实验。=
OKP= =试剂盒法检测 rrl 大鼠组织中 jaA、pla
及 dpeJmx水平=

取上述冻存的肾组织匀浆上清液，按试剂盒操

作步骤检测各因子水平，酶标仪读取 QRM= nm 波长

处吸光度（A）值。=
OKQ= =石蜡切片 qrkbi细胞凋亡检测=

取石蜡包埋组织进行预处理，根据 qrkbi 检

测试剂盒操作步骤进行，最后一步操作完成后，立

即在倒置荧光显微镜下分析样本，绿色荧光代表凋

亡细胞；蓝色荧光代表细胞核。采用 fm~ge=érçJélìs
图像分析系统分析每张照片，计数凋亡细胞个数，

每张切片选取 R个不同的视野进行观察。=
OKR= =testern=blotting检测 IκBα、pJIκBα、kcJκB 
pSR、pJpSR和 BclJO、Bax蛋白表达=

待大鼠处理后，取剩余的肾组织，分成两部分，

一部分用剪刀剪碎，加入蛋白裂解液、蛋白酶抑制

剂和蛋白磷酸酶，冰上用高速分散器匀浆约 O=mán，
离心提取上清，即为总蛋白；另一部分组织，用剪

刀切成及细小的碎片，按照说明书加入胞浆提取试

剂和胞核提取试剂，整个过程在冰上操作，提取胞

核蛋白。将总蛋白及胞核蛋白分成两份，一份用考

马斯亮蓝试剂盒测量蛋白的浓度，另一份加入等体

积的上样缓冲液，在 NMM=℃水中煮 R=mán使其变性，
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变性的蛋白根据检测的浓度，在 NMB的 papJmAdb
凝胶中上样。电泳分离后，转移至硝酸纤维素膜上，

在 PT=℃下用 RB脱脂牛奶或 RB=_pA封闭 PM=mán，
然后用 q_pq洗 P次，每次 NM=mán。加入一抗，Q=℃
冰箱孵育过夜；q_pq洗 P～S次后，加入二抗，PT=℃
孵育 PM=mán，q_pq洗 P次，每次 NM=mán，膜上加

显色液，曝光显影，用凝胶成像仪摄像分析，条带

灰度用 fmm软件计算。=
OKS= =统计学处理=

采用 pmpp= NSKM 进行统计分析，计量资料用

–x s表示。采用 lneJt~ó=AklsA方差分析，组间

两两比较采用 ipa法。=
P= =结果=
PKN= =对大鼠血清中jaA、pla及 dpeJmx水平的

影响=
与假手术组比较，模型组血清中jaA水平明显

升高（m＜MKMN），pla、dpe 活性明显降低，说明

rrl模型造成了肾组织损伤；与模型组比较，oe组、

epvA组、oeHepvA组均能降低大鼠肾组织中jaA
水平（m＜MKMN），升高 pla、dpe 活性，且 oe 和

epvA合用治疗组比oe、epvA单用 pla、dpe活

性升高的多，差异显著（m＜MKMR）。结果见表 N。

表 N= = oe和 epvA对输尿管结扎大鼠肾组织损伤jaA水平、pla及 dpeJmx活性的影响= ( x±sI=n=Z=S)=
qable=N= = bffects=of=oe=and=epvA=on=jaA=content=and=activities=of=pla=and=dpeJmx=in=rat=with=kidney=injury=induced=by= =

rrl=E x±sI=n=Z=SF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= jaALEnmçl·mg−NF= plaLEr·mg−NF= dpeJmxLEmg·mg−NF=
假手术= µ= MKRO±MKMV= NPMQKV±NVUKN= OUVKUP±NQKUU=
模型= µ= OKTP±MKPRGG= RUTKP±PVKNGG= NVSKQR±NUKROGG=
oe= NMM= NKVP±MKOR@= TNPKO±NPNKV@= OOSKOP±NOKTQ@=
epvA= RM= NKPV±MKNP@= UVTKQ±PUKP@= OPPKST±NNKTU@=
oeHepvA= NMMHRM= NKMQ±MKOR@@C= NMOPKO±NQNKR@@C= ORTKPT±ONKPQ@@C=

与假手术组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN；与单一成分组比较：Cm＜MKMR，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=sh~m=grçìéX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=mçdel=grçìéX=Cm Y=MKMR=vs=~lçne=grçìéI=s~me=~s=belçw=

PKO= =对肾组织病理的影响=
j~ssçn染色结果显示，对照组肾小球、肾小管

间质结构正常，小管上皮细胞排列整齐，小管之间

间隙紧密，肾间质中无炎性细胞浸润；模型组大鼠

肾组织局部肾盂、肾间质内大量中性粒细胞、巨噬

细胞等炎性细胞浸润，肾小管积脓，肾小球结构不

完整，肾间质变宽，系膜细胞及系膜基质增生。治

疗组经过治疗后，肾组织病理改变得到改善，炎性

细胞浸润减少，肾间质水肿及纤维化较模型组减轻。

结果见图 N。
=

= = = = = = = = = = = = =
=

图 N= = oe和 epvA单用及合用对肾组织病理损伤的影响=
cigK=N= = fnfluence=of=oe=and=epvA=used=alone=or=in=combination=on=Cha=renal=pathological=changes=

PKP= =对 Cha大鼠肾小管细胞凋亡的影响=
倒置显微镜显示，假手术组细胞凋亡不明

显，细胞核形态完整，而模型组可明显看到染色

质固缩及细胞核碎裂明显，形成很多颗粒物质

（图中小亮点），而经过 oe和 epvA处理后细胞

凋亡明显减少。qrkbi 染色及半定量分析结果

见图 O。=

PKQ= =对Cha大鼠肾组织 IκBα、pJIκBα、kcJκB=pSR
和 pJpSR蛋白表达的影响=

模型组磷酸化的炎症因子 IκBα 和kcJκB p65 表

达明显增加，而治疗组能够明显抑制炎症因子 IκBα
和 éSR的磷酸化，尤其是两药配伍使用后，抑制 IκBα
和 éSR的磷酸化表达更明显。结果提示，oe和epvA
联合使用对慢性肾损伤有更明显的抗炎作用。见图 P。=

 

假手术= = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = oe= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = epvA= = = = = = = = = = = = = = = = oeHepvA=
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图 O= = oe和 epvA对肾组织细胞凋亡的影响= ( x±sI=n=Z=P)=
cigK=O= = bffect=of=oe=and=epvA=on=Cha=renal=tubuleJinterstitial=cell=apoptosis=in=rats=subjected=to=rrl=E x±sI=n=Z=PF=

   

图 P= =testern=blotting技术检测 oe和 epvA单用及合用对磷酸化的 IκBα、pSR蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK= P= = bffect= of=oe=and=epvA=used= alone= or= in= combination= on= phosphorylation= of= fκBα= and= pSR= in=Cha=rat= tissue= by=

testern=blotting=E x±sI=n=Z=PF=

PKR= =对 Cha大鼠肾组织 BclJO和 Bax蛋白表达的

影响

模型组促凋亡 _~x蛋白表达明显增加，而治疗

组能够明显抑制促凋亡 _~x蛋白的表达，增加抑凋

亡 _clJO 的蛋白表达，尤其是两药配伍使用后，抑

凋亡 _clJO蛋白表达更明显，提示 oe 和 epvA 配

伍治疗可以更有效的抑制细胞凋亡，对 rrl 肾损

伤有较好的保护作用。结果见图 Q。=
Q= =讨论=

氧化应激在各种 Cha 及并发症的发生发展进

程中起重要作用，贯穿于整个发病过程中xNNJNOz。它

是指体内活性氧过度产生与抗氧化防御功能失衡而

导致的组织损伤，活性氧 olp如超氧阴离子、羟自

由基、过氧化氢等。正常状态下，自由基的产生和
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图 Q= =testern=blotting技术检测 oe和 epvA单用及合用对凋亡因子 BclJO及 Bax蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=Q= = bffect=of=oe=and=epvA=used=alone=or=in=combination=on=expression=of=BclJO=and=Bax=protein=in=Cha=rat=tissue=

E x±sI=n=Z=PF=

清除保持动态平衡，而在机体发生病变时，打破原

来的机体平衡状态，体内自由基 olp大量产生，攻

击生物膜的不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化作用，

形成脂质过氧化物 jaAxNPz，导致细胞和机体的损

害，同时机体抗氧化防御能力下降，如 pla、
dpeJmx等抗氧化酶活性降低。研究显示，rrl模

型肾脏病理损伤与氧化应激有关，模型组脂质过氧

化物 jaA 显著增加，而 oe、epvA、oeHepvA
组均能抑制肾组织中脂质过氧化物 jaA 的产生，

增加 pla、dpeJmx抗氧酶的活性，从而减少了肾

组织损伤，且 oe和 epvA合用比单用抗氧化酶活

性增加显著。这说明 oe和 epvA合用对治疗慢性

肾损伤具有较好的抗氧化作用。

kcJκB 是炎症反应链的“基因开关”启动和控

制炎症反应的中枢环节，参与细胞因子、趋化因子、

黏附分子、环氧合酶JO、基质金属蛋白酶（jjms）
和诱导型一氧化氮合酶（áklp）等重要调节因子的

表达调控。正常情况下，kcJκB 与其抑制性蛋白

fκ_α 结合，以无活性状态存在于细胞浆中，kcJκ_
激活的中心环节是 fκ_α 磷酸化导致 fκ_α 蛋白降

解，从而使 kcJκB 解离出来xNQz。此外，当 fκ_α 蛋

白降解，éSR与 fκ_α 解离后，éSR磷酸化是 kcJκB
转激活的关键。激活的 kcJκB 可启动其下游基因转

录，导致包括超敏 C 反应蛋白（hsJCom）、肿瘤坏

死因子（qkcJα）、白细胞介素JS（fiJS）、单核细胞

趋化蛋白JN（jCmJN）、fiJN和 fCAjJN在内的一系

列炎症因子的过度表达xNRz，介导或直接参与血管和

组织损伤，导致肾细胞增殖肥大、细胞胶原蛋白合

成过多、细胞外基质增多，造成肾小球硬化及肾脏

细胞外基质的沉积。本实验结果显示，oe和 epvA

治疗组合用比单用更能抑制大鼠组织中磷酸化的 IκB
和 éSR蛋白表达，炎性细胞中性粒细胞明显减少，肾

组织炎性细胞浸润及肾组织结构破坏减轻xNSz，表明

oe和 epvA合用可有效抑制 Cha大鼠炎症，优于

单用组。

éPU= jAmh 通路的激活主要是促进细胞的凋

亡。本研究凋亡实验结果显示，模型组中 qrkbi
染色细胞凋亡小体显著增加，胞核或胞质内可见浓

染致密的蓝色荧光颗粒及明显核形态变化，而单用

及配伍治疗后，细胞凋亡小体减少。并且模型组中

_clJO蛋白表达下降，_~x表达升高；而 oe和epvA
治疗组 _clJO 表达显著升高，_~x 表达显著降低，

提示 oe和 epvA具有抑制细胞凋亡的作用，同时

发现合用组效果优于单用组。

而已有研究表明，jAmh 信号转导通路的激活

是肾脏损伤的重要机制之一，在肾小管上皮细胞凋

亡，炎症和肾损伤等过程中发挥重要作用xNTJNUz。

jAmh 信号通路主要包括 cJgìn 氨基末端激酶

（gkhLpAmh）jAmh通路，éPU=jAmh通路和细胞

外信号调节蛋白激酶（boh）jAmh通路，其中 éPU=
jAmh又称jAmh应激信号通路，激活的éPU=jAmh
磷酸化移位入核，磷酸化核内转录因子kcJκB=xNVz。因

此，假设oe和epvA的抗炎、抗凋亡作用机制可能

与 éPU=jAmh信号通路激活有关，éPU激酶蛋白表达

将在下一时间段继续完成并得到验证。

综上所述，本研究首次探讨了 oe和 epvA单

用及合用对 rrl 模型大鼠氧化应激、炎症损伤和

细胞凋亡的抑制作用及机制研究，结果表明，oe
和 epvA单用、合用均可起到改善慢性肾损伤的作

用，同时发现合用组疗效强于单用组，其作用机制
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可能与激活的 kcJκ_通路和 éPU通路有关。综合评

价认为，oe和 epvA配伍后相互促进、协同起效，

表现出较强的药理活性，对慢性肾损伤有较好的治

疗效果，且大黄中的有效成分 oe 近来已获批作为

治疗糖尿病肾病的中药一类新药即将进入 fLff 期临

床试验，epvA治疗糖尿病肾病等 Cha临床应用广

泛，oe 和 epvA 两种单体合用比中药复方毒副作

用更小、疗效更好，组方配伍简单，具有较大的临

床意义和实际应用价值。=
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