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[摘要] 目的　探讨柴黄益肾颗粒对单侧输尿管梗阻(UUO)小鼠肾纤维化的作用及其机制。方法　将 24 只 8 周龄

C57BL/6雄性小鼠随机分为对照组、模型组及柴黄益肾颗粒低、高剂量组(n=6)。对照组仅暴露且游离右侧肾输尿管；模

型组行UUO建立UUO动物模型；柴黄益肾颗粒低、高剂量组按模型组方法建立UUO小鼠模型并分别予以 3.8、7.6 g/kg

柴黄益肾颗粒灌胃，7 d后麻醉处死小鼠收集肾标本。采用HE、Masson染色观察肾脏病理变化及纤维化程度，天狼星红

染色观察胶原沉积情况。采用Western blotting 检测α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、纤连蛋白(FN)、Ⅰ型胶原蛋白(Col-Ⅰ)、

糖原合成酶激酶 -3β(GSK-3β)、β - 连环蛋白 (β -catenin) 相关蛋白的表达水平。采用 RT-PCR 检测 A33 及 GSK-3β、
β-catenin mRNA水平的变化。同时，以正常小鼠肾小管上皮细胞(TCMK1)作为正常组，并利用转化生长因子-β(TGF-β)刺

激TCMK1建立体外纤维化模型，柴黄益肾颗粒含药血清处理建立体外用药模型；并通过转染A33过表达质粒在TCMK1

细胞内过表达 A33，观察纤维化相关指标及 A33 及 GSK-3β、β-catenin mRNA 的表达变化。结果　RT-PCR 检测结果显示，

与对照组比较，模型组A33水平明显升高，而柴黄益肾颗粒高、低剂量组明显降低(P<0.05)。Western blotting检测结果显

示，模型组α-SMA、FN、Col-Ⅰ等纤维化相关因子的表达水平明显高于对照组(P<0.05)；与模型组比较，柴黄益肾颗粒

低、高剂量组α-SMA、FN、Col-Ⅰ的表达水平明显降低(P<0.05)。HE、Masson、免疫组化染色结果显示，与对照组比较，

模型组肾脏结构损伤严重，胶原沉积明显增加，且 GSK-3β、β-catenin 蛋白表达水平明显升高(P<0.01)；与模型组比较，

柴黄益肾颗粒低、高剂量组肾脏结构良好，肾脏损伤及纤维化均明显好转，GSK-3β、β-catenin 蛋白表达水平明显降低

(P<0.05)。体外实验结果证实，与正常组比较，A33 过表达可促进 TCMK1 细胞纤维化相关因子的上调，明显增加 Wnt/

β-catenin信号通路下游靶点GSK-3β和β-catenin mRNA的表达(P<0.05)，且A33过表达可逆转柴黄益肾颗粒含药血清下调的

细胞纤维化改变(P<0.01)。结论　柴黄益肾颗粒可通过下调A33/Wnt/β-catenin信号通路明显减缓UUO小鼠肾纤维化，且

A33可能是肾纤维化的一个潜在治疗靶标。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects of Chaihuang Yishen Granules on renal fibrosis in unilateral ureteral 

obstruction (UUO) mice and its underlying mechanisms. Methods　Twenty-four 8-week-old male C57BL/6 mice were randomly 

divided into control group, model group, and low and high dose groups of Chaihuang Yishen Granules (6 in each group). In control 

group, only right kidney ureter was exposed and dissected. In model group, the UUO animal model was established by UUO. In low 

and high dose groups, mice were administered intragastrically at doses of 3.8 and 7.6 g/kg of Chaihuang Yishen Granules respectively,

following the model group's method to establish the UUO model. After 7 days, the mice were euthanized and renal samples were 

collected. HE and Masson staining were used to observe pathological changes and fibrosis degree of the kidneys in each group, Sirius 

red staining was used to observe collagen deposition. The expression levels of α -smooth muscle actin (α -SMA), fibronectin (FN), 

type Ⅰ collagen (Col-Ⅰ), glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β), and β -catenin related proteins were detected using Western 

blotting. Changes in A33 and GSK-3β, β-catenin mRNA levels were measured by RT-PCR. Additionally, a normal transformed C3H 

mouse kidney-1 (TCMK1) was used as control (normal group); an in vitro fibrosis model was established using TCMK1 stimulated 

with Transforming Growth Factor‐β (TGF‐β); and an in vitro drug model was established using TCMK1 treated with serum 

containing Chaihuang Yishen Granules. A33 was overexpressed in TCMK1 cells using a transfection with an A33 overexpression 

plasmid, and changes in fibrosis-related indicators and the expression of A33 and GSK-3β, β -catenin mRNA were observed. Results　
RT-PCR results showed that, compared with control group, A33 level was significantly increased in model group, while it was 

significantly reduced in both low and high dose groups of Chaihuang Yishen Granules (P<0.05). Western blotting showed that the 

expression levels of fibrosis-related factors such as α -SMA, FN, Col-Ⅰ in model group were significantly higher than those in control 

group (P<0.05); while compared with model group, the expression levels of α -SMA, FN, Col-Ⅰ in low and high dose groups of 

Chaihuang Yishen Granules were significantly lower (P<0.05). HE, Masson, immunohistochemical staining results showed that 

model group had severe kidney structural damage, significant increase in collagen deposition, and significantly higher expression levels 

of GSK-3β and β -catenin proteins compared with those in control group (P<0.01). In contrast, low and high dose groups of 

Chaihuang Yishen Granules had good kidney structure, significant improvement in kidney damage and fibrosis, and significantly lower 

expression levels of GSK-3β and β -catenin proteins compared with those in model group (P<0.05). In vitro experiment results 

confirmed that, compared with normal group, A33 overexpression promoted the upregulation of fibrosis-related factors in TCMK1 

cells, significantly increase the expression of downstream target genes GSK-3β and β-catenin mRNA in the Wnt/β-catenin signaling 

pathway (P<0.05), and A33 overexpression reversed the cellular fibrosis changes downregulated by the serum containing Chaihuang 

Yishen Granules (P<0.01). Conclusion　 Chaihuang Yishen Granules significantly improve renal fibrosis in UUO mice by 

downregulating the A33/Wnt/β-catenin signaling pathway, suggesting that A33 may be a potential therapeutic target for renal fibrosis.

[Key words] Chaihuang Yishen Granule; renal fibrosis; Wnt/β-catenin signaling pathway

慢性肾脏病(chronic kidney disease，CKD)已成为

严重的公共卫生问题，威胁着人类的健康安全[1]。

肾纤维化是CKD进展的最终病理标志，也是导致终

末期器官功能障碍的重要原因之一[2]。然而，目前

仍未找到能有效缓解肾纤维化进展的方法与途径，

因此迫切需要探索新的发病机制及治疗靶点[3]。长

链非编码RNA(lncRNA)参与CKD的发生发展已成为

近年来肾脏领域的研究热点[4]，多项数据表明

lncRNA是CKD发展的重要调节因子[5-7]。A33为本团

队首次发现的长度>200 nt的新 lncRNA，已被证实可

促进急性肾损伤(AKI)的发生发展[8]。此外，Wnt/β
-catenin信号通路的激活已被证实是CKD发生发展的

关键特征，在CKD的发展进程中起着重要作用[9-10]。

柴黄益肾颗粒是依据中医学理论构建的中药复

方制剂，在治疗难治性慢性肾炎方面取得了较好的

疗效[11]，但其具体机制尚未阐明。因此，本研究采

用单侧输尿管梗阻 (unilateraal ureteral obstruction，
UUO)小鼠模型和转化生长因子-β(TGF-β)诱导的小

鼠肾小管上皮细胞(TCMK1)纤维化细胞模型，观察

柴黄益肾颗粒对 UUO 小鼠肾组织和 TCMK1 细胞损

伤、纤维化的减缓作用，并探讨 A33 是否为柴黄益

肾颗粒发挥肾保护作用的关键调控因子以及 Wnt/
β-catenin 信号通路的变化，以期为CKD 的治疗提供

新的治疗方向和干预靶点。

1　材料与方法

1.1　实验材料　

1.1.1　实验动物及细胞　24 只 8 周龄 SPF 级雄性

C57BL/6小鼠，体重 22~25 g；20只 8周龄雄性 SD大

鼠，体重 140~160 g，均购自成都药康生物科技有限

公司[实验动物生产许可证号：SYXK(川)2020-034]，
饲养于西南医科大学实验动物中心[实验动物使用许
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可证号：SYXK(川)2020-065]。大、小鼠均自由摄食

饮水，环境温度 20~24 ℃，相对湿度 50%~60%，明

暗交替，适应性饲养 1 周后开始实验。本研究获西

南医科大学动物伦理委员会的批准(2021DW027)。
TCMK1 小鼠肾小管上皮细胞购自美国 ATCC 公司，

使用含10%胎牛血清(10099-141C，美国Gibco BioTek)
和DMEM高糖培养基(L110KJ，上海源培生物科技股

份有限公司)。培养于37 ℃、5% CO2细胞孵箱内。

1.1.2　主要试剂与仪器　Trizol试剂(Lot#P5207)，无

内毒素质粒大提试剂盒(Lot#W9623，北京天根生化

科技有限公司)，兔抗小鼠α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)
抗体(00096457，武汉三鹰生物技术有限公司)，兔抗

小鼠 GAPDH 抗体(AB0037，上海泊湾生物技术有限

公司)，兔抗小鼠Ⅰ型胶原蛋白(collagen-Ⅰ，Col-Ⅰ)
抗体(4060，美国 Cell Signaling Technology 公司)，兔

抗小鼠纤连蛋白(FN)抗体(334482，上海艾比玛特生

物医药有限公司)，兔抗小鼠糖原合成酶激酶 -3β
(GSK-3β) 抗体 (AF5016)、兔抗小鼠 β - 连环蛋白

(β-catenin)抗体(AF6266，江苏亲科生物研究中心有

限公司)，TGF-β(100-21-10UG，苏州派普泰克生物

科技有限公司)，荧光定量 PCR 染料试剂(LS2068，
北京普洛麦格生物技术有限公司)，CCK-8 试剂盒

(C0042)、HE染色试剂盒(C0105)(上海碧云天生物技

术有限公司)，天狼星红染色试剂盒(P200107，南京

森贝伽生物科技有限公司)，中杉金桥免疫组化试剂

盒 (PV-6000，北京中杉金桥生物技术有限公司)，
Masson染色试剂盒(BA-40798，珠海贝索生物公司)，
转染试剂 Lipofectamine RNAiMAX Reagent(2392157，
美国 Invitrogen 公司)；pcDNA3.1-A33 过表达质粒(由
湖南丰晖生物科技有限公司构建)。LightCycle 96 荧

光定量 PCR 仪(瑞士 Roche 公司)，正置光学显微镜

(Nikon Eclipse E100，日本尼康公司)，电泳槽和湿转

转膜系统(美国Bio-Rad公司)。
1.1.3　实验用药　柴黄益肾颗粒免煎剂，由柴胡、

黄芪、石韦、猪苓、水蛭、穿山龙、当归组成，由

中日友好医院药学部加工，用反渗透水 (reverses 
osmosis，RO)熬制调控浓度至3.8 g/ml。
1.2　方法　

1.2.1　实验动物分组及干预　将8周龄雄性C57BL/6
小鼠分为对照组、模型组及柴黄益肾颗粒低、高剂

量组，每组 6 只。对照组仅切开右侧背部皮肤，暴

露且游离右侧肾输尿管，不做结扎或离断处理；模

型组参考文献[12]建立 UUO 小鼠模型，方法如下：

(1)腹腔注射 1% 戊巴比妥钠成功麻醉小鼠后，在小

鼠右侧背部脊柱旁约 1 cm处切开背部皮肤，分离暴

露右肾，游离右侧近端输尿管，于靠近肾门处和输

尿管下 1/3 水平分别以 4-0 丝线结扎并离断输尿管，

缝合腹腔；(2)柴黄益肾颗粒低、高剂量组小鼠在

UUO 造模成功后，分别以 3.8、7.6 g/kg 剂量柴黄益

肾颗粒连续灌胃7 d。7 d后麻醉处死小鼠，取出手术

侧肾组织，将 1/4肾组织置于 4%多聚甲醛溶液中固

定，用于后期病理染色，剩余肾组织迅速置于

-80 ℃冰箱中冻存，用于提取组织蛋白及RNA。

1.2.2　含药血清的制备　20只SD大鼠分为空白血清

组与含药血清组，每组 10 只。含药血清组每天以

3.8 g/kg柴黄益肾颗粒灌胃，空白血清组每天以等体

积的生理盐水灌胃，1 次/d，连续 7 d。大鼠于末次

灌胃 1 h后，戊巴比妥那麻醉，心脏取血后，于 4 ℃
条件下，3000 r/min离心 15 min，分别得到柴黄益肾

颗粒含药血清、空白血清，于 56 ℃下灭活处理

30 min，再用 0.45 μm 微孔滤膜过滤除菌，置于

-20 ℃保存备用。

1.2.3　TCMK1细胞培养及模型建立　pcDNA3.1-A33
过表达质粒用Lipofectamine RNAiMAX Reagent 按试剂

说明书转染 TCMK1 细胞并过表达 A33。以 TCMK1
作为正常组，TCMK1 细胞用 10 μg/ml TGF-β刺激

24 h 构建细胞纤维化模型(模型组)，柴黄益肾颗粒

低、高剂量含药血清组在此基础上分别加入 10%、

20%的含药血清，均干预24 h。利用A33过表达质粒

在正常 TCMK1 细胞中过表达 A33 作为 A33 过表达

组，在过表达的 TCMK1 细胞中加入含药血清作为

A33 过表达+含药血清组，培养于 37 ℃、5% CO2细

胞孵箱内。

1.2.4　小鼠肾组织HE、Masson及天狼星红染色　HE
染色：将小鼠肾组织取出后用4%多聚甲醛溶液固定

48 h，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后，石蜡包埋，

并用切片机制备 4 μm 切片，常规行 HE 染色，镜下

观察肾组织的病理改变。Masson染色：切片常规脱

蜡至水，铁苏木精染色 5 min 后水洗，1% 盐酸乙醇

分色，0.5% 氨水促黑 2 min 后水洗，丽春红染色 8~
10 min，磷钼酸分色1~5 min，加入甲苯胺蓝后水洗，

1% 冰醋酸 1 min 后脱水封片，显微镜下观察肾组织

间质纤维化程度。天狼星红染色：切片常规脱腊至

水，天狼星红染色液直接滴染 1 h。流水稍冲洗后，

去除表面染液，常规脱水透明，中性树脂封片。

1.2.5　Western blotting检测肾组织纤维化相关蛋白的

表达　采用Western blotting检测α-SMA、FN、Col-Ⅰ、

GSK-3β、β-catenin 蛋白表达水平。取肾组织 0.1 g 置

于裂解液中，并置于冰上碾碎，裂解 20~30 min 后

12 000 r/min 离心 10 min 取上清液，采用考马斯亮蓝

测蛋白浓度法，检测蛋白浓度，并将每个样本蛋白

浓度调整为10 μg/μl，然后加入7 μl蛋白样本至12% 
SDS 聚丙烯酰胺凝胶中电泳，转膜至 NC 膜后按

1:1000的稀释比例分别加入多克隆抗体α-SMA、FN、
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Col-Ⅰ、GSK-3β、β-catenin，于 4 ℃孵育过夜，然后

加入山羊抗兔HRP偶联二抗常温孵育1 h。加入ECL
显色，凝胶成像分析仪成像，结果以目标蛋白/内参

照相对灰度值表示。

1.2.6　小鼠肾组织免疫组化染色　将小鼠肾组织取

出后用 4% 多聚甲醛溶液固定 48 h，经梯度乙醇脱

水、二甲苯透明后，石蜡包埋，并用切片机制备

4 μm 石蜡切片。经脱蜡至水、抗原修复、封闭后，

滴加多克隆抗体 GSK-3β(1: 200 稀释)、 β -catenin
(1:200稀释)，4 ℃过夜，PBS洗 3次，然后滴加辣根

过氧化物酶标记的抗兔二抗，室温孵育 15 min，
DAB 显色，苏木精复染，流水冲洗返蓝 15 min，脱

水透明后封片，镜下观察GSK-3β、β-catenin 蛋白的

表达情况。

1.2.7　柴黄益肾颗粒含药血清最佳含药浓度的确

定　将 TCMK1 细胞按照每孔 8×103个的密度接种到

96 孔板中，分别利用空白血清，体积分数为 5%、

10%、20%、25%、30%、35%的柴黄益肾颗粒含药血

清处理 TCMK1 细胞 24 h[设置为正常组(NC)及 5%、

10%、20%、25%、30%、35% 含药血清组]，每个浓

度设置 5 个复孔，每孔加入 10 μl CCK-8 试剂后孵育

2 h，利用酶标仪检测 450 nm 处的光密度(OD)值，

OD值越大代表细胞活力越高。

1.2.8　RT-PCR检测各组小鼠肾组织细胞中纤维化相

关基因的表达　取冻存肾组织，Trizol法提取肾组织

中的总RNA，Nanodrop测定总RNA浓度。取1 μg总
RNA，按照反转录试剂盒说明书反转录合成 cDNA。

以 cDNA 为模板，参照 PCR 试剂盒说明书用各检测

基因引物构建 PCR 体系后进行 PCR 反应。RT-PCR
反应条件：95 °C 30 s；95 °C 3~10 s、60 °C 10~30 s，
40个循环。以GAPDH作为内参照，采用 2-ΔΔCT法计

算目标基因的相对表达量。具体引物序列见表1。
1.2.9　统计学处理　采用 SPSS 21.0 软件进行统计分

析。计量资料均符合正态分布，以x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　柴黄益肾颗粒对 UUO 小鼠肾病理变化及损伤

的影响　造模 7 d 取材后，HE 染色、Masson 染色及

天狼星红染色结果均显示，对照组肾小球和管状结

构正常；模型组肾脏严重损伤，可见肾小管扩张严

重、肾小球变形破坏、肾间质增宽；而柴黄益肾颗

粒低、高剂量组小鼠肾脏结构损伤情况明显缓解，

其中柴黄益肾颗粒高剂量组缓解效果较好(图1)。
2.2　柴黄益肾颗粒对 UUO 小鼠肾纤维化相关指标

表达的影响　Western blotting检测结果显示，与对照

组比较，模型组小鼠肾组织中α-SMA、Col-Ⅰ、FN
的表达明显升高(P<0.001)；与模型组比较，柴黄益

肾颗粒低、高剂量组α-SMA、Col-Ⅰ、FN 的蛋白表

达水平明显降低(P<0.01 或 P<0.001)，其中柴黄益肾

颗粒低剂量组与高剂量组差异无统计学意义(P>0.05)
(图2A)。RT-PCR检测结果显示，与对照组比较，模

型组小鼠 α-SMA、Col-Ⅰ、FN mRNA 水平均明显升

高(P<0.001)；而与模型组比较，柴黄益肾颗粒低、

高剂量组 α-SMA、Col-Ⅰ、FN mRNA 水平明显降低

(P<0.01 或 P<0.001)，其中高剂量组降低更明显

(图 2B)。免疫组化检测结果显示，与对照组比较，

模型组小鼠肾组织中α-SMA、Col-Ⅰ、FN 的蛋白表

达水平明显升高(P<0.001)；与模型组比较，柴黄益

肾颗粒低、高剂量组小鼠肾组织中α-SMA、Col-Ⅰ、

FN 蛋白表达水平则明显降低 (P<0.05 或 P<0.01 或

P<0.001)，其中柴黄益肾颗粒高剂量组降低更明

显(图3)。
2.3　柴黄益肾颗粒对 TCMK1 细胞活性和纤维化相

关因子表达的影响　 CCK-8 法检测结果显示，

TCMK1 细胞活力在含药血清浓度≥25% 时明显下降

(P<0.01)，因此，后续实验筛选细胞含药血清终体积

浓度梯度定为 10%、20%。Western blotting 检测结果

显示，与正常组比较，模型组细胞Col-Ⅰ、α-SMA、

FN的蛋白表达水平明显升高(P<0.001)；与模型组比

较，低、高剂量含药血清组Col-Ⅰ、α-SMA、FN 的

蛋白表达水平明显降低(P<0.01 或 P<0.001)，且下降

程度与含药血清浓度呈正相关(图4)。
2.4　柴黄益肾颗粒对UUO小鼠和TCMK1细胞A33/
Wnt/β-catenin信号通路的影响　RT-PCR检测结果显

示，与对照组或正常组比较，UUO小鼠模型组及柴

黄益肾颗粒低、高剂量组肾内 A33 表达水平明显升

高，且TGF-β诱导的TCMK1细胞中模型组及低、高

剂量含药血清组的 A33 表达水平也明显升高(P<0.01
或 P<0.001)；与模型组比较，柴黄益肾颗粒低、高

表1　RT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for RT-PCR

基因

LncRNA A330074k22

Rik

FN

α-SMA

GAPDH

序列(5'-3')

正向：CTGCTTCGTGAAAACTGTCTC

反向：GAGTCCTGTCGTGAGTTCAAG

正向：TACGGAGAGACAGGAGGAAATA

反向：CATACAGGGTGATGGTGTAGTC

正向：CTCTGGTGTGTGACAATGGTCC

反向：CGAAGCTCGTTATAGAAGGAGTG

正向：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

反向：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

FN. 兔抗小鼠纤连蛋白；α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白
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剂量组和低、高剂量含药血清组 A33 表达水平均明

显降低 (P<0.01)，且以高剂量组降低效果较佳

(图5A)。Western blotting检测结果显示，与正常组比

较，模型组β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平明显升

高(P<0.01 或 P<0.001)；与模型组比较，低、高剂量

含药血清组β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平明显降

UUO. 单侧输尿管梗阻

图1　柴黄益肾颗粒对UUO小鼠肾病理变化及损伤的影响

Fig.1　Effect of Chaihuang Yishen Granule on renal pathological changes and damage of UUO mice
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低(P<0.05 或 P<0.01 或 P<0.001)(图 5B)。免疫组化检

测结果显示，与对照组比较，UUO小鼠的肾组织中

β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平明显升高(P<0.001)；
与模型组比较，柴黄益肾颗粒低、高剂量组小鼠肾

组织中 β -catenin、GSK-3β蛋白表达水平明显降低

(P<0.05 或 P<0.01 或 P<0.001)，且柴黄益肾颗粒高剂

量组降低较明显(图5C)。
2.5　A33 高表达对纤维化指标及 Wnt/β-catenin 信号

通路的影响　RT-PCR 检测结果显示，与正常组比

较，A33 过表达组 A33 表达水平明显升高(P<0.001，
图 6A)；Western blotting 检测结果显示，与正常组比

较，A33过表达组中FN、Col-Ⅰ、β-catenin、GSK-3β
蛋白表达水平均明显升高(P<0.05或P<0.01或P<0.001，
图6B)。随后，为了明确柴黄益肾颗粒是否通过调控

A33发挥肾保护作用，本研究对A33过表达+含药血

清组进行检测，Western blotting检测结果显示，与模

型组比较，含药血清组 FN、 Col-Ⅰ、 GSK-3β、
β-catenin 蛋白表达水平明显降低(P<0.001)；与含药

血清组相比，A33 过表达+含药血清组 FN、Clo-1、
GSK-3β、β -catenin 的表达水平明显升高 (P<0.01)
(图6C)。

3　讨　　论

柴黄益肾颗粒是基于“肝肾同源”理论，由北

京中日友好医院研发，含黄芪、当归、穿山龙、柴

胡、石韦、猪苓、水蛭 7味中药构建的治疗CKD 的

中药复方颗粒。已有研究证实，柴黄益肾颗粒可改

善糖尿病肾病大鼠的肝损伤[13]，还可调节糖尿病肾

病大鼠脂质组学代谢从而减轻肾损伤[14]。然而，柴

黄益肾颗粒对肾纤维化的影响及其机制仍不清楚。

本研究观察了柴黄益肾颗粒对 UUO 小鼠的影

响，结果显示柴黄益肾颗粒可改善UUO小鼠肾组织

的病理变化，减少胶原沉积，并明显降低了纤维化

相关因子 FN、α-SMA、Col-Ⅰ的表达水平；在体外

实验中，含药血清可抑制TCMK1细胞中纤维化相关

因子的表达，且呈剂量依赖性。此外，本研究还显

示，柴黄益肾颗粒可在UUO小鼠体内和TGF-β诱导

的TCMK1细胞中抑制A33和Wnt/β-catenin信号通路

的表达。

大量国内外研究发现，lncRNA与多器官纤维化

相关，并参与器官纤维化的发生发展[15-17]。如

lncRNA FABP5P3 可缓解肾小管上皮细胞肾纤维

α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；Col-Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；FN. 纤连蛋白；UUO. 单侧输尿管梗阻；A. Western blotting检测各组α-SMA、Col‐Ⅰ、

FN蛋白表达情况；B. RT-PCR检测α-SMA、Col-I、FN mRNA表达情况；**P<0.01，***P<0.001

图2　柴黄益肾颗粒对UUO小鼠肾纤维化相关指标表达的影响

Fig.2　Effect of Chaihuang Yishen Granule on the expression of renal fibrosis related indicators in UUO mice
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α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；Col-Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；FN. 纤连蛋白；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图3　免疫组化检测各组小鼠α-SMA、Col-Ⅰ、FN蛋白的表达情况

Fig.3　Protein levels of α-SMA, Col-Ⅰ and FN in mice of each group detected by the immunohistochemistry

Col-Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；FN. 纤连蛋白；TGF-β. 转化生长因子-β；**P<0.01，***P<0.001

图4　柴黄益肾颗粒对各组小鼠TGF-β诱导的TCMK1细胞中纤维化相关因子Col-Ⅰ、α-SMA、FN表达的影响

Fig.4　Effects of Chaihuang Yishen Granule on expression of fibrosis related factors Col-Ⅰ , α-SMA and FN in TCMK1 cells in mice of 
each group induced by TGF-β
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Col-Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；FN. 纤连蛋白；β-catenin. β-连环蛋白；GSK-3β. 糖原合成酶激酶3β；A. A33在小

鼠体内及各组细胞表达的RT-PCR检测结果；B. Western blotting检测各组细胞内的β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平；C. 免疫组化检测各

组小鼠肾内β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平及统计结果；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图5　柴黄益肾颗粒对各组小鼠A33/Wnt/β-catenin信号通路的影响

Fig.5　Effect of Chaihuang Yishen Granule on A33/Wnt/β-catenin signaling pathway in mice of each group
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化[18]； lncRNA PVT1 可阻断肾纤维化的进展[19]等；

lncRNA广泛分布于细胞核及细胞质内，具有多种生

物功能(如转录调控、诱导染色质重构和组蛋白修

饰、调控mRNA剪切、改变蛋白细胞内定位等)，但

不具备编码蛋白质的功能[20]。本研究中的 A33 是本

团队通过对小鼠肾脏组织全转录组测序发现的长度

>200 nt 的新 lncRNA，前期已证实A33可通过调控轴

抑制蛋白 2(Axin2)来抑制AKI的发展[8]。但目前关于

A33在UUO中的作用及其调控机制尚未见报道。本

研究发现，在 UUO 小鼠体内及 TGF- β 诱导的

TCMK1细胞内A33表达水平明显升高，而柴黄益肾

颗粒处理后 A33 的表达水平明显降低，且纤维化相

关因子FN、α-SMA、Col-Ⅰ的表达水平也明显降低，

提示柴黄益肾颗粒可能通过抑制 A33 的表达来缓解

FN. 纤连蛋白；Col-Ⅰ. Ⅰ型胶原蛋白；β-catenin. β-连环蛋白；GSK-3β. 糖原合成酶激酶3β；A. RT-PCR检测A33表达情况；B. Western 

blotting 检测过表达 A33 后 FN、Col-Ⅰ、β-catenin、GSK-3β蛋白表达水平；C. Western blotting 检测各组细胞内 FN、Col-Ⅰ、β-catenin、

GSK-3β蛋白表达情况；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图6　柴黄益肾颗粒对各组小鼠A33高表达后细胞纤维化指标和Wnt/β-catenin信号通路的影响

Fig.6　Effect of Chaihuang Yishen Granule on cell fibrosis and Wnt/β-catenin signal pathway activation after A33 over expression in mice 
of each group
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纤维化的进程。

Wnt/β-catenin目前已被证实是UUO发生发展进

程中的重要信号通路[21]。激活的 Wnt/β-catenin 信号

可促进慢性炎症的发展进而导致脏器纤维化。有研

究发现，高糖或TGF-β1可激活肾小管上皮细胞中的

Wnt/β-catenin 信号通路，且 Wnt/β-catenin 信号通路

的激活可能与多种肾脏疾病密切相关[22-23]。本研究

发现，在 UUO 小鼠肾组织及 TGF-β诱导的 TCMK1
细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路的下游靶点 GSK-3β、
β-catenin 表达水平明显升高；而在柴黄益肾颗粒处

理后，GSK-3β、β-catenin 的表达水平明显降低。随

后，本研究构建了A33过表达质粒，在TCMK1细胞

中高表达 A33，结果发现 GSK-3β、β-catenin 的表达

水平也明显升高；在 A33 高表达的细胞中同时给予

柴黄益肾颗粒含药血清共同培育，GSK-3β、β-catenin
的表达水平再次升高，提示柴黄益肾颗粒可能通过

调控 A33 的表达来抑制 Wnt/β-catenin 通路的激活，

从而抑制小鼠肾纤维化的发展。但体内过表达 A33
是否会出现与体外实验相同的结果，以及过表达

A33 后对小鼠肾结构和肾功能的影响，仍需进一步

探讨。

综上所述，本研究结果显示，柴黄益肾颗粒能

够缓解UUO小鼠的纤维化，其可能的机制是通过调

控 A33 的表达，从而抑制 Wnt/β-catenin 通路来实现

的，因此，柴黄益肾颗粒有望成为CKD治疗中的重

要选择。其中，A33是UUO进程中的一种重要参与

因子，有可能成为肾脏纤维化治疗的新靶点，但其

是否在纤维化中发挥关键作用，仍有待进一步探索。
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