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摘要：目的　通过构建单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）大鼠肾纤维化模型，探究益肾祛
风方（ＹＱＦ）通过调节核因子红系２相关因子２（Ｎｒｆ２）／血红素氧合酶－１（ＨＯ－１）轴
介导铁死亡改善肾纤维化的机制。方法　将８周龄ＳＤ大鼠随机分为假手术组、
模型组、阳性对照组（２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１达格列净）和低、中、高剂量实验组
（１５２１、２２８２和３０４２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１益肾祛风方）。除假手术组外，其余各组
大鼠单侧结扎左侧输尿管构建肾间质纤维化（ＲＩＦ）模型。待造模成功后，阳性
对照组和低、中、高剂量实验组分别灌胃给予对应药物，假手术组和模型组均灌

胃给予等体积的０９％ＮａＣｌ。６组大鼠每天给药１次，连续１４ｄ。用全自动整合
式生化分析仪检测血清肌酸酐、尿素氮和尿蛋白水平，用蛋白质印迹法检测肾组

织中纤维化、氧化应激及铁死亡相关蛋白相对表达水平的变化。结果　中、高剂
量实验组、假手术组、模型组及阳性对照组的血清肌酸酐水平分别为（５０２４±７８１）、
（４９１５±８８７）、（４１９６±５２５）、（５９４４±１１９３）和（５２１４±８３８）μｍｏｌ·Ｌ－１，
尿素氮水平分别为（４５８±０５６）、（４４５±０５５）、（４３２±０６０）、（６００±１０３）
和（６５５±１０２）ｍｍｏｌ· Ｌ－１，尿蛋白水平分别为 （６４０５９±２０５７０）、
（５３８７４±２３７９８）、（５２６５１±１９２６２）、（９８２９１±３４９１３）和（９６４２６±４５６８４）
ｍｇ·ｄ－１，谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）蛋白相对表达水平分别为１６２±０１５、
３０１±０４１、２２５±０２７、１０１±０５１和２１５±０６３，胱氨酸／谷氨酸反向转运体
（ｘＣＴ）蛋白相对表达水平分别为 ０６２±０１０、１０２±００６、１６５±０１３、
０５２±０２０和 １１８±０１３，Ｎｒｆ２蛋白相对表达水平分别为 ０６６±０１２、
１０４±０１６、１２０±０１０、０５４±００３和１１９±０１４，ＨＯ－１蛋白相对表达水平
分别为１１３±０１５、１２１±０１８、２２１±０１７、０６４±０４４和１５７±０２６，α－平
滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）相对表达水平分别为 １６３±０４７、１１３±０５７、
０４９±０９１、２８８±０９７和１０５±０６０，高剂量实验组的上述指标与模型组比较，
在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　益肾祛风方可能通过激
活Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号通路抑制铁死亡进而有效缓解ＵＵＯ大鼠的肾间质纤维化。
关键词：益肾祛风方；肾纤维化；慢性肾病；铁死亡；单侧输尿管梗阻大鼠
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２１５±０６３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｓｔｉｎｅ／ｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ（ｘＣＴ）ｗｅｒｅ
０６２±０１０，１０２±００６，１６５±０１３，０５２±０２０ａｎｄ１１８±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ｗｅｒｅ０６６±０１２，１０４±０１６，１２０±０１０，０５４±００３ａｎｄ１１９±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＯ－１ｗｅｒｅ１１３±０１５，１２１±０１８，２２１±０１７，０６４±０４４ａｎｄ１５７±０２６，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆα－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α－ＳＭＡ）ｗｅｒｅ１６３±０４７，
１１３±０５７，０４９±０９１，２８８±０９７ａｎｄ１０５±０６０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＹｉｓｈｅｎＱｕｆｅｎｇＦｏｒｍｕｌａｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＮｒｆ２／ＨＯ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｅｒｅｂｙｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＵＵＯｒａｔｓＴｈｉｓｐｒｏｖｉｄｅｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙ
ｗｈｉｃｈｔｈｅＹｉｓｈｅｎＱｕｆｅｎｇＦｏｒｍｕｌａｉｍｐｒｏｖｅｓｒｅｎａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＹｉｓｈｅｎＱｕｆｅｎｇＦｏｒｍｕｌａ；ｒｅｎａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｓ

　　肾纤维化（ｒｅｎａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＦ）是各类慢性肾疾病
发展到终末期肾病过程中出现的病理改变，主要涵盖

肾小球的硬化、肾小管和周围间质组织的纤维化以及

血管的硬化等［１］。铁死亡是以铁代谢异常和脂质过

氧化物为特征的细胞死亡方式。研究表明，铁死亡在

调控ＲＦ过程发挥重要作用，靶向铁死亡能有效减轻
肾组织纤维化，延缓疾病进展［２－３］。中医药以其独特

的优势在延缓慢性疾病的进展方面具有极大的作用。

益肾祛风方是由周恩超教授在继承国医大师邹燕勤

补益肾元学术思想的基础上，以“补益肾气、祛风解

毒”为 临 床 诊 疗 方 法，拟 出 的 临 床 经 验 方

（ＣＮ１１７０１８０７６Ｂ）［４］。主要由生黄芪、太子参、酒萸
肉、全蝎等药物组成，具有益气祛风清利之功。本课

题组前期通过小鼠肾组织非靶向代谢组学分析发现，

益肾祛风方可能通过调节脂质过氧化、核苷酸等相关

代谢通路发挥“解肾毒”作用［５］。本研究旨在通过体

内实验探究益肾祛风方抑制单侧输尿管梗阻（ｕｎｉｌａ
ｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）肾纤维化模型大鼠铁死
亡延缓ＲＦ的机制，以期为ＲＦ提供新的治疗方案。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，鼠龄 ８周，体质量

（２００±２０）ｇ，购自浙江维通利华实验动物技术有限公
司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（浙）２０２４－０００１，动物
使用许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２０２２－００７０。本实验经南
京中医药大学伦理委员会批准（伦理批号：２０２４ＤＷ－
０４２－０２）。

药品与试剂　达格列净，规格：每片１０ｍｇ，批号：
ＷＡ３０４０，注册证号：国药准字 ＨＪ２０１７０１１９，美国
ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓＬＰ生产；生黄芪，批号：



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２４９１　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

２７００７６１９２，产地：甘肃、酒萸肉，批号：２９４２４１００１，产
地：陕西、全蝎，批号：０８１２４１２０１，产地：河南、炒僵蚕，
批 号：３５４２４０１０１，产 地：江 苏、太 子 参，批 号：
００８２４０９０１，产地：贵州、炒白术，批号：２０２４０５０４，产
地：唐山、石韦，批号：４６９２３１００２，产地：广西、红花，批
号：０２２２５０５０１，产地：新疆、川芎，批号：２０２４０５０２，产
地：四川、白花蛇舌草，批号：２９２２４１００１，产地：广东、
茯苓皮，批号：２４０２４６，产地：安徽、车前子，批号：
３６５２４１００１，产地：河北，均购自江苏省中医院中药房，
均经江苏省中医院中药制剂研发中心单位傅静娟副

主任中药师鉴定为正品。尿蛋白定量测试盒、肌酸酐

（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）测定试剂盒、尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏ
ｇｅｎ，ＢＵＮ）测定试剂盒，均购自南京建成生物工程研
究所；转化生长因子 －β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－
ｂｅｔａ１，ＴＧＦ－β１）测定试剂盒，购自江苏苏酶科生物
科技有限公司；核因子红系 ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶
１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１，ＨＯ－１）、转化生长因子 －β１、
α－平滑肌肌动蛋白 （α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，
α－ＳＭＡ）、胱氨酸／谷氨酸反向转运体（ｃｙｓｔｉｎｅ／ｇｌｕｔａ
ｍａｔｅａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ，ｘＣＴ）抗体，均购自美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公
司，谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，
ＧＰＸ４）抗体，均购自中国Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司。

仪器　ＣＨＥＭＩＤＯＣＸＲＳ全自动化学发光凝胶成
像分析系统、Ｍｉｎｉ－Ｐｒｏｔｅａｎ垂直电泳仪和 Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ
转印槽，均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＢＳ１２４Ｓ电子称
量仪，北京赛多利斯科学仪器有限公司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

益肾祛风方溶液　取生黄芪３０ｇ、酒萸肉１０ｇ、
全蝎４ｇ、炒僵蚕１０ｇ、太子参１５ｇ、炒白术１０ｇ、石韦
１０ｇ、红花１０ｇ、川芎１０ｇ、白花蛇舌草１５ｇ、茯苓皮
３０ｇ和盐车前子１５ｇ，煎制２次，过滤，浓缩至每毫升
药液含生药１ｇ，置于４℃冰箱储存备用。

达格列净溶液　达格列净每片１０ｍｇ，研磨成粉
末后溶解于双蒸水中配成５ｍｇ·ｍＬ－１备用。
２２　模型构建［６］

ＳＤ大鼠取仰卧位，备皮，常规消毒，异氟烷麻醉
后侧切一约２５ｃｍ的竖直切口，暴露左肾，游离左侧
输尿管，缝合线在肾下极打一个外科结结扎，在输尿

管靠近下极水平处再次结扎１次，并在２个节点中间
剪断输尿管，逐层缝合。腹腔注射０９％ＮａＣｌ５００μＬ
补液，肌内注射青霉素钠２０万单位抗感染。假手术
组开腹后游离输尿管不结扎，其余操作同模型组。

２３　动物分组与处理方法
在大鼠适应性喂养１周后，用随机数表法将４８只

ＳＤ大鼠分为假手术组、模型组、阳性对照组和低、中、
高剂量实验组，每组８只。根据“人和动物体表面积
折算等效剂量比率表”，以６３为系数计算各组大鼠
灌胃剂量，低、中、高剂量实验组分别给予 １５２１、
２２８２、３０４２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１益肾祛风方，阳性对照组
给予２０ｍｇ·ｋｇ－１达格列净［４］，各治疗组于造模后第

１天开始灌胃，假手术组、模型组每天予以同等体积的
０９％ＮａＣｌ灌胃，持续到造模后第１４天，次日处死大
鼠并收集样本。

２４　生化指标检测［７］

处死各组大鼠，腹主动脉取血，４℃静置３０ｍｉｎ，
以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，以获得血清样本。使
用全自动整合式生化分析仪检测血清、尿液生化指标

（包括血清肌酸酐、血尿素氮以及尿蛋白浓度）。

２５　组织学染色法观察肾组织病理学形态改变［８］

取出的各组ＳＤ大鼠的左肾进行固定（４％多聚甲醛
浸泡）并用于制作石蜡包埋、切片，二甲苯脱蜡、分级乙醇

再水合等操作后分别进行ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ、天狼星红等染色
处理，光学显微镜下观察肾组织的病理变化情况。

２６　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＴＧＦ－β１含量［９］

取“２４”中血清样本，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进
行操作，检测光密度值，计算血液中ＴＧＦ－β１水平。
２７　蛋白质印迹法检测大鼠肾中ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２、
ＨＯ－１、ＴＧＦβ１和α－ＳＭＡ蛋白的表达水平［１０］

取肾组织样本进行蛋白质提取，通过 ＢＣＡ法测
定各组样本总蛋白浓度并配平，随后进行上样电泳，

用 ＰＶＤＦ膜进行转膜操作。蛋白质印迹实验用
ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２、ＨＯ －１、ＴＧＦβ１、α －ＳＭＡ 和
β－Ｔｕｂｕｌｉｎ一抗在４℃摇床条件下孵育过夜，二抗在
相同条件下孵育２ｈ。封闭处理后直接进行化学发光显
影，最终用ＩｍａｇｅＬａｂ软件对蛋白条带进行定量分析。
２８　免疫组化法检测ＧＰＸ４和ｘＣＴ蛋白的表达情况［１１］

用柠檬酸缓冲液对肾组织切片进行抗原修复处

理。随后按照试剂说明书要求配制一抗工作液，将处

理后的切片置于４℃环境下进行过夜孵育。次日经
ＰＢＳ缓冲液充分洗涤后，加入相应种属来源的二抗，
在避光条件下于室温孵育６０ｍｉｎ。显色阶段用 ＤＡＢ
显色系统处理样本，同时进行细胞核复染。最后通过

梯度乙醇脱水、中性树胶封片等步骤完成样本制备，

在光学显微镜下采集图像数据。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。符合正态分布
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的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ）。

结　　果

１　益肾祛风方对各组大鼠肾功能及纤维化因子表达
水平的影响

低、中、高剂量实验组分别给予 １５２１、２２８２、
３０４２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１益肾祛风方，阳性对照组给予
２０ｍｇ·ｋｇ－１达格列净，假手术组、模型组均给予同等
体积的０９％ＮａＣｌ。

与假手术组相比，模型组大鼠的血清肌酸酐、血

尿素氮、尿蛋白及 ＴＧＦ－β１水平均显著升高（均
Ｐ＜００５）。与模型组相比，各实验组的肌酸酐、血尿
素氮、尿蛋白及ＴＧＦ－β１水平均不同程度降低，高剂
量实验组治疗效果与模型组比较，在统计学上差异均

有统计学意义（均Ｐ＜００５），见表１。
２　益肾祛风方对大鼠肾组织病理形态的影响

ＨＥ染色结果显示：假手术组可见肾形态正常，肾
小球边界清晰，皮髓质边界清晰，无明显损伤，肾小管

排列整齐，结构完整，管周无明显肾间质纤维化；模型

　　

组可见肾组织结构紊乱、形态异常，肾小管上皮细胞

出现坏死和脱落，肾小管排列紊乱，管腔增大，腔内缘

参差；而经益肾祛风方或达格列净处理后，肾组织学

损伤变化减轻，肾小管扩张程度减轻。结果见图１。
ＭＡＳＳＯＮ结果显示：假手术组肾组织未见明显形

态学异常，无明显蓝染区域；模型组可见肾组织有胶

原沉积，系膜及基底膜区域有明显蓝染，间质纤维面

积增加；而经益肾祛风方或达格列净处理后，肾组织

蓝染面积降低，纤维化面积显著降低。结果见图１。
天狼星红染色结果显示：假手术组未见明显形态

学异常；模型组有明显红染，胶原沉积面积显著增加；

而经益肾祛风方或达格列净处理后，可见间质纤维面

积明显减少。结果见图１。
３　益肾祛风方对ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＴＧＦβ１、
α－ＳＭＡ蛋白表达水平的影响

模型组肾组织中的 ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１相
较于假手术组相对表达水平均明显降低，ＴＧＦβ１和
α－ＳＭＡ相对表达水平均显著升高，在统计学上差异
均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。低、中、高剂量实验组
与阳性对照组的ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１蛋白相对
表达水平与模型组相比均显著升高（均 Ｐ＜００５），
　　

表１　各组大鼠肾功能及纤维化因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｓｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ ｎ
Ｂｌｏｏｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ

（ｍｇ·ｄ－１）

ＴＧＦβ１

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ － ８ ４１９６±５２５ ４３２±０６０ ５２６５１±１９２６２ ５７５９±１４７７
Ｍｏｄｅｌ － ８ ５９４４±１１９３ ６００±１０３ ９８２９１±３４９１３ ８０９０±１０５１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １５２１ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ８ ５１２７±４７３ ５２５±１１３ ７４７０３±３０５３０ ６７６５±７４１＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ２２８２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ８ ５０２４±７８１ ４５８±０５６＃ ６４０５９±２０５７０＃ ６７５１±１８８９＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３０４２ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ８ ４９１５±８８７＃ ４４５±０５５＃ ５３８７４±２３７９８＃ ６３８４±１２２５＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２０ｍｇ·ｋｇ－１ ８ ５２１４±８３８ ６５５±１０２＃ ９６４２６±４５６８４ ６１２０±６４６＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 １　益肾祛风方（ＹＱＦ）对大鼠肾组织病理形态的影响（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＹｉｓｈｅｎＱｕｆｅｎｇＦｏｒｍｕｌａ（ＹＱＦ）ｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒａｔｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅ（×４００）
Ａ：Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＬ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｆ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２４９３　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

ＴＧＦβ１和 α－ＳＭＡ相对表达水平均显著降低（均
Ｐ＜００５）。结果见图２和表２。这表明 ＹＱＦ干预能
有效诱导肾组织中Ｎｒｆ２／ＨＯ－１的表达进而抑制纤维
化形成相关蛋白（ＴＧＦβ１、α－ＳＭＡ）的表达从而抑制
ＲＦ的发生发展。
４　益肾祛风方对肾组织中 ＧＰＸ４、ｘＣＴ阳性表达的
影响

低、中、高剂量实验组、假手术组、模型组和阳性

对照组肾组织中 ＧＰＸ４阳性表达水平分别为
２３５±０２６、１７２±０１４、２２２±０１４、１００±０３８、
０２８±０１１和１４０±０３０；ｘＣＴ阳性表达水平分别为
１０９±０３５、１２１±０２６、１５９±０４７、１００±０４６、
０３４±０２１和１２３±０３０；相较于假手术组，模型
组中 ＧＰＸ４及 ｘＣＴ均显著低表达（均Ｐ＜００５），而
与模型组相比，低、中、高剂量实验组及阳性对照组

中，ＧＰＸ４和 ｘＣＴ表达均显著升高（均Ｐ＜００５）。
可见 ＹＱＦ能明显上调铁死亡关键分子 ＧＰＸ４、ｘＣＴ
的表达水平，进而抑制细胞的铁死亡，见图 ２和
图３。

图 ２　益肾祛风方对谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）、胱氨酸／
谷氨酸反向转运体（ｘＣＴ）、核因子红系２相关因子２（Ｎｒｆ２）、血
红素氧合酶－１（ＨＯ－１）、转化生长因子 －β１（ＴＧＦβ１）和 α－
平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）蛋白表达水平的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹＱＦｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４），ｃｙｓｔｉｎｅ／ｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ
（ｘＣＴ），ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２），ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１（ＨＯ－１），ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａ１
（ＴＧＦβ１）ａｎｄα－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α－ＳＭＡ）

表２　ＧＰＸ４、ｘＣＴ、Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＴＧＦβ１和α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平的定量分析
Ｔａｂｌｅ２　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４，ｘＣＴ，Ｎｒｆ２，ＨＯ－１，ＴＧＦβ１ａｎｄα－ＳＭＡ

Ｇｒｏｕｐ ＧＰＸ４／β－ｔｕｂｕｌｉｎ ｘＣＴ／β－ｔｕｂｕｌｉｎ Ｎｒｆ２／β－ｔｕｂｕｌｉｎ ＨＯ－１／β－ｔｕｂｕｌｉｎ ＴＧＦβ１／β－ｔｕｂｕｌｉｎ α－ＳＭＡ／β－ｔｕｂｕｌｉｎ

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ２２５±０２７ １６５±０１３ １２０±０１０ ２２１±０１７ ００９±００２ ０４９±０９１
Ｍｏｄｅｌ １０１±０５１ ０５２±０２０ ０５４±００３ ０６４±０４４ ０８３±０１３ ２８８±０９７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １３１±０２３ ０６５±０３０ ０５８±０２０ ０５９±００３ ０１０±００３＃ ２４３±０７３
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １６２±０１５＃ ０６２±０１０ ０６６±０１２ １１３±０１５＃ ０２８±００４＃ １６３±０４７＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３０１±０４１＃ １０２±００６＃ １０４±０１６＃ １２１±０１８＃ ００８±００１＃ １１３±０５７＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２１５±０６３＃ １１８±０１３＃ １１９±０１４＃ １５７±０２６＃ ０５２±００４＃ １０５±０６０＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 ３　益肾祛风方对肾组织中ＧＰＸ４、ｘＣＴ阳性表达的影响（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＹｉｓｈｅｎＱｕｆｅｎｇＤｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＸ４ａｎｄｘＣＴｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ（×４００）

讨　　论

据报道，慢性肾疾病影响全球 １０％ ～１４％的人
口，过去２０年间，全球与ＣＫＤ相关的死亡人数上升了
８２３％，ＲＦ几乎是所有类型的ＣＫＤ的常见病理表现，

其特征是细胞外基质过度沉积导致瘢痕形成［１２－１３］。

当前暂无有效的治疗策略。肾病在中医理论中，常根

据临床症状被归类为“关格”“癃闭”“肾劳”等，导师

周恩超教授延续国医大师邹燕勤“补益肾元”的学术

思想，推崇“肾气不足”，“风邪”等病机，结合多年的
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临床经验，研制了益肾祛风方［５］。该方由生黄芪、酒

萸肉、全蝎、炒僵蚕、太子参、炒白术等药物组成［１４］。

本课题通过建立大鼠单侧输尿管结扎的ＲＦ模型探讨
益肾祛风方对 ＲＦ的作用及其可能的机制。结果显
示，模型组大鼠肾组织结构紊乱，肾小管扩张，胶原沉

积明显；经益肾祛风方治疗后，大鼠肾小管排列有序，

管腔扩张减少，胶原沉积减少。证明益肾祛风方具有

明显的抗纤维化作用。

肾组织纤维化是多数肾病进展的最终归途。有

研究表明，慢性 ＲＦ常由多种介导，包括生长因子、细
胞因子和应激分子等，其中，ＴＧＦ－β１已被公认为 ＲＦ
发病机制的关键介质［１５］。抑制ＴＧＦ－β１信号传导已
经在临床前模型中显示出针对 ＲＦ的保护作用，
ＸＩＡＮＧ等［１６］发现通过抑制组蛋白乳酸化可抑制

ＴＧＦ－β１的表达，进而减轻 ＲＦ。ＹＡＯ等［１７］发现，抑

制体内 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ２／３信号通路可以改善 ＲＦ。
也有研究表明，在肾成纤维细胞中，增强 ＴＧＦ－β１能
促进 ＲＦ［１８］，α－血管肌动蛋白是 ＳＭＡ亚型，称为
“α－ＳＭＡ”，其过表达将促进纤维化［１９］。α－ＳＭＡ阳
性的肌成纤维细胞是导致病理条件下肾间质中 ＥＣＭ
过度沉积的主要细胞。研究发现靶向调节ＴＧＦ－β１／
α－ＳＭＡ相关蛋白信号通路能直接改善大鼠肾组织纤
维化［２０－２１］，近年来，研究表明，铁死亡可能与肾组织

纤维化密切相关［４］，铁死亡是由 ＧＰＸ４磷脂过氧化物
酶活性的缺失和活性氧的致命积累诱导的一种受调

节的细胞死亡形式［２２］。目前认为，铁死亡的脂质过

氧化主要由 Ｘｃ和 ＧＰＸ４引起［２３－２４］，本研究也发现，

与对照组相比模型组铁死亡相关蛋白 ｘＣＴ及 ＧＰＸ４
的表达明显升高，ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ等纤维化因子的
表达也升高。此外，Ｎｒｆ２被认为能直接调控铁死亡并
影响ＧＰＸ４及ｘＣＴ的表达，ｓｉＲＮＡ诱导的Ｎｒｆ２表达沉
默阻断了褪黑素诱导的 ＭＣ３Ｔ３细胞中 ＧＰＸ４和 ｘＣＴ
表达的上调［２５］，柚皮素通过调节 Ｎｒｆ２／ｘｃ／ＧＰＸ４轴
抑制铁细胞凋亡来减轻心肌缺血／再灌注损伤［２６］。

ＨＯ－１是 Ｎｒｆ２的主要的下游蛋白之一，多项研究表
明，通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号传导能抑制铁死
亡［２７－２９］。与本研究实验结果一致，益肾祛风方通过

干预Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号通路，提高了组织中ＧＰＸ４、ｘＣＴ
的蛋白表达水平，抑制铁死亡的发生来保护肾。

本研究提示：益肾祛风方可以延缓 ＲＦ，保护肾的
机制可能是通过干预 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１通路上调 ＧＰＸ４、
ｘＣＴ的表达，抑制铁死亡；下调 ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ等
纤维化因子的表达，抑制纤维化。
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（收稿日期２０２５－０４－０５）

·科学文摘·

托瑞帕利单抗联合顺铂治疗鼻咽癌的随机对照研究

引自：ＤＩＡＭＯＮＤＳＴＵＤＹＧＲＯＵＰ，ｅｔａｌ．Ｔｏｒｉｐａｌｉｍａｂｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｗｉｔｈｏｕｔｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｉｓｐｌａｔｉｎｆｏｒｎａｓｏｐｈａｒｙｎ
ｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ：ＴｈｅＤＩＡＭＯＮＤｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，２０２５，３４（１１）：９７３—９８３．

本研究为开放标签、多中心、随机３期临床试验。２０２１年８月至２０２２年７月以中国１３家医院的 Ｔ４Ｎ１Ｍ０
或Ｔ１－４Ｎ２－３Ｍ０鼻咽癌患者纳入为研究对象，评价托瑞帕利单抗联合诱导化疗和放疗治疗局部晚期鼻咽癌的
疗效和安全性。最终随访日期为２０２５年３月２１日。将患者随机分为标准治疗组（ｎ＝２６６）和未联合顺铂治疗
组（ｎ＝２６６），２组均给予托瑞帕利单抗联合吉西他滨 －顺铂诱导化疗和顺铂 －放射治疗（１００ｍｇ·ｍ－２，３周，
２个周期），未同步联合顺铂治疗组在此基础上不同步联合顺铂的治疗。１７个周期的托瑞帕利单抗给药
（２４０ｍｇ，３周１次）分别在诱导期、放疗期和辅助期，分别为３、３和１１周期。主要终点为无失败生存率（非劣效
边缘，８％）和所有级别呕吐发生率（优势设计）。次要终点包括总生存期、局部无复发生存期、远处无转移生存
期、安全性、肿瘤反应性、生活质量和耐受性。５３２例意向性治疗患者，中位年龄［四分位值（ｉｎｔｅｒｑｕａｒｔｉｌｅｒａｎｇｅ，
ＩＱＲ）］为４７（３９～５４）岁，女性占２５２％，中位随访时间（ＩＱＲ）３７０（４０～５００）个月后，未同步联合顺铂治疗组
３年无失败生存率为８８３％，标准治疗组为８７６％，差异为０７％［单侧９５％置信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）下
限，－３９％；非劣性Ｐ＝０００２；分层危险比为０９２（９５％ＣＩ，０６６～１７９）；ｌｏｇｒａｎｋＰ＝０７３］。在安全性分析
中，未同步联合顺铂治疗组和标准治疗组的所有级别呕吐发生率分别为 ２６２％（６８例／２０６例）和 ５９８％
（１５６例／２６１例），未同步联合顺铂治疗组显著低于于标准治疗组，差异为３３６％（单侧９５％ＣＩ，２６９％ ～∞；
Ｐ＜０００１）。在胃肠道、功能和整体健康状况方面，患者报告的生活质量（参与率为８７５％）和耐受性（参与率
为９４７％）均优于标准治疗组。结论与相关性：在本３期随机临床试验中，在局部区域晚期鼻咽癌患者中，不同
步顺铂的托瑞帕利单抗联合治疗是一种可行的治疗方法，无失败生存率高，药物不良反应发生率低。


