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［摘要］　目的　探讨木犀草素对慢性肾衰竭（ＣＲＦ）大鼠肾小球基膜（ＧＢＭ）增生及 ｃＪｕｎ氨
基末端激酶（ＪＮＫ）／ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）信号通路的影响。方法　将５０只ＳＤ大
鼠分为模型组、木犀草素低、中、高剂量组、阳性对照组，每组各１０只，建立ＣＲＦ大鼠模型。造模结
束后，木犀草素低、中、高剂量组大鼠分别以５０ｍｇ／ｋｇ、１００ｍｇ／ｋｇ、２００ｍｇ／ｋｇ木犀草素灌胃，阳性对
照组大鼠以２ｍｇ／ｋｇ贝那普利灌胃。另取１０只大鼠作为正常组，正常组和模型组大鼠以生理盐水
灌胃，６组均连续灌胃２８ｄ。记录６组大鼠实验前后体质量、２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋白并比较，采用
ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色观察６组大鼠肾脏组织结构变化。检测各组大鼠实验后 ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、
ＣｏｌⅣ水平并比较。采用蛋白质免疫印迹法检测肾脏组织中 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ
水平并比较。结果　实验后，模型组大鼠精神状态较差，体质量低于同期正常组，２４ｈ尿量、２４ｈ尿
蛋白水平均高于同期正常组（Ｐ＜０．０５）；木犀草素中、高剂量组、阳性对照组大鼠精神状态较同期
模型组均有一定程度改善，体质量较同期模型组均升高，２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋白较同期模型组均降
低（Ｐ＜０．０５）。光镜下可见模型组肾脏组织ＧＢＭ增生，肾小管萎缩，局部灶紊乱明显，肾小球和肾
小管纤维化明显；木犀草素低、中、高剂量组、阳性对照组大鼠精神状态、病理情况均有一定程度改

善。与正常组比较，模型组ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平均升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，木犀草
素中、高剂量组、阳性对照组 ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ及肾脏组织中 ｐＪＮＫ／ＪＮＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ３８
ＭＡＰＫ水平均降低（Ｐ＜０．０５）。与正常组比较，模型组肾脏组织中 ｐＪＮＫ／ＪＮＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ３８
ＭＡＰＫ水平均升高（Ｐ＜０．０５）。结论　木犀草素可缓解ＣＲＦ导致的ＧＢＭ增生现象，可能是通过抑
制ＪＮＫ／ＭＡＰＫ信号通路实现的。
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　　慢性肾衰竭（ＣＲＦ）是各种慢性肾脏疾病导致肾功
能障碍直至衰竭的现象，病理变化多出现肾小球功能

变化和肾间质改变［１］。其中肾小球基膜（ＧＢＭ）增生
会降低肾小球滤过率，加重疾病，因此减缓 ＧＢＭ增生
对缓解ＣＲＦ具有保护作用。木犀草素具有抗炎、抗氧
化、抗肿瘤等多种药理学活性；筋骨草主要成分为木犀

草素，在系膜增生性肾小球肾炎中具有缓解疾病效

果［２］，但对ＧＢＭ增生的作用尚不明确。ｃＪｕｎ氨基末
端激酶（ＪＮＫ）、ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）
均属应激活化蛋白激酶，可被炎症、纤维化等激活，激

活ＭＡＰＫ信号通路可刺激肾脏细胞增殖分化、促进纤
维连接蛋白（ＦＮ）、Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）等合成［３４］，加重

肾脏相关疾病发生发展。推测木犀草素可能通过

ＪＮＫ／ＭＡＰＫ信号通路从而影响 ＣＲＦ大鼠 ＧＢＭ增生。
基于此，本研究采用腺嘌呤溶液连续灌胃２１天建立
ＣＲＦ大鼠模型，探究木犀草素对 ＣＲＦ大鼠的影响，并
初步探讨其机制。

材料与方法

１．材料：实验动物：健康 ＳＤ大鼠［北京维通利华
实验动物技术有限公司，ＳＤＦ级，许可证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１８００２１，体质量（２００±２０）ｇ］于我院动物实验
中心以温度（２５±１）℃、湿度（５０±５）％、１２ｈ光照／１２ｈ
黑暗饲养。试剂：腺嘌呤（国药集团化学试剂有限公

司）；木犀草素（德国 Ｓｉｇｍａ公司）；盐酸贝那普利片
（北京诺华制药有限公司）；苏木素伊红（ＨＥ）、改良
三色染色（Ｍａｓｓｏｎ染色）试剂盒（北京索莱宝科技有限
公司）；兔抗一抗 ＪＮＫ、磷酸化 ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）、ｐ３８
ＭＡＰＫ、丝裂原活化蛋白激酶（ｐｐ３８ＭＡＰＫ）、甘油醛
３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）、二抗羊抗兔、ＦＮ酶联免疫吸
附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（美国 ａｂｃａｍ公司）；ＣｏｌⅣ
ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海远慕生物科技有限公司）。仪器：

全自动生化分析仪（北京泰林东方商贸有限公司）。

本实验经我院伦理委员会审批通过。

２．方法
（１）实验动物模型建立：将５０只ＳＤ大鼠随机分为

模型组、木犀草素低、中、高剂量组、阳性对照组，每组

各１０只，根据参考文献［５］中的方法建立大鼠ＣＲＦ模
型，以２５％腺嘌呤溶液（２５０ｍｇ／ｋｇ）连续灌胃２１天，
造模结束后第７天时，木犀草素低、中、高剂量组大鼠
分别以 ５０ｍｇ／ｋｇ、１００ｍｇ／ｋｇ、２００ｍｇ／ｋｇ木犀草素灌
胃，阳性对照组大鼠以２ｍｇ／ｋｇ贝那普利灌胃［６］；另取

１０只大鼠作为正常组，正常组和模型组大鼠以等体积
生理盐水每天１次灌胃，均连续灌胃２８ｄ，正常组大鼠
在此期间正常饮食饮水。实验结束后收集代谢笼中

２４ｈ尿液；腹主动脉取血；收集左侧肾脏，部分置于
４％多聚甲醛中固定，部分置于－８０℃冰箱中待检。

（２）大鼠一般情况收集：观察各组大鼠实验结束
后的精神状态，于实验前、后分别记录体质量，并收集

２４ｈ尿液，采用全自动生化分析仪检测大鼠２４ｈ尿蛋
白水平。

（３）ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色观察肾脏组织形态：大鼠肾
脏于４％多聚甲醛中过夜后取出，制备常规石蜡切片
后进行ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色。采用光学显微镜拍照观察
肾脏组织结构。

（４）肾功能生化指标检测：采用自动生化分析仪检
测血液中肌酐（ＳＣｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、尿酸（ＵＡ）水平。

（５）蛋白质免疫印迹检法测肾脏组织ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、
ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平：于 －８０℃冰箱中取部
分肾脏组织，在冰上研磨并裂解３０ｍｉｎ，提取总蛋白，
凝胶电泳分离蛋白质后ＰＶＤＦ转膜；５％脱脂奶粉室温
封闭 ２ｈ；加入一抗 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８
ＭＡＰＫ、ＧＡＤＰＨ，４℃孵育过夜；加入对应二抗，室温孵
育２ｈ。采用蛋白凝胶成像仪拍照和灰度分析。目的
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蛋白相对表达量＝目的蛋白灰度／相对内参灰度。
（６）ＥＬＩＳＡ检测肾脏组织中 ＦＮ及 ＣｏｌⅣ水平：于

－８０℃冰箱取部分肾脏组织在冰上研磨并裂解３０ｍｉｎ，
采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测肾脏组织中ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计分

析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果

１．６组大鼠实验前后体质量、２４ｈ尿量及２４ｈ尿
蛋白水平比较：实验后，模型组大鼠精神状态较差，体

质量低于同期正常组，２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋白水平均高
于同期正常组（Ｐ＜０．０５）；木犀草素中、高剂量组、阳
性对照组大鼠精神状态较同期模型组均有一定程度改

善，体质量较同期模型组均升高，２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋
白较同期模型组均降低（Ｐ＜０．０５）。见表１。
　　２．６组大鼠肾脏组织 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色结果：光镜
下可见正常组肾脏组织结构清晰，肾小球结构正常；模

型组ＧＢＭ增生，肾小管萎缩，局部灶紊乱明显，肾小球
和肾小管纤维胶原沉积现象明显；与模型组比较，木犀

草素低、中、高剂量组随剂量增加ＧＢＭ增生现象缓解，
肾小球和肾小管纤维化程度降低，阳性对照组肾脏组

织ＧＢＭ增生不明显，但肾小球和肾小管纤维化明显。
见图１。
　　３．６组大鼠ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平比较：与
正常组比较，模型组ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平均升

表１　６组大鼠实验前后体质量、２４ｈ尿量
及２４ｈ尿蛋白水平比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
体质量

（ｇ）
２４ｈ尿量
（ｍｌ）

２４ｈ尿蛋白
（ｍｇ）

正常组
实验前 ２０１．３４±１４．５８ １３．５９±２．５６ ５．４１±１．２５
实验后 ４０６．５９±１９．４６ １４．４５±４．１５ ５．６４±０．９５

模型组
实验前 ２０４．５８±１２．５５ １３．４１±２．１４ ５．６２±０．８６
实验后 ３２７．３３±２１．１３ａ ２４．３３±４．１８ａ ２６．７１±３．５２ａ

木犀草素

低剂量组

实验前 １９８．５６±１６．３３ １３．８２±３．１４ ５．４７±１．０３
实验后 ３４９．８８±１８．６２ｂ ２１．６５±３．４２ ２１．３５±２．４７ｂ

木犀草素

中剂量组

实验前 １９９．６９±８．５８ １２．９６±２．４８ ５．９１±０．９５
实验后 ３６８．５７±２０．１４ｂ １８．３３±３．１５ｂ １６．３８±２．１４ｂ

木犀草素

高剂量组

实验前 ２０２．５６±１３．４８ １３．１８±３．０６ ５．７６±０．８９
实验后 ３９４．５８±２１．２１ｂ １６．４３±２．３２ｂ ８．７６±１．８９ｂ

阳性

对照组

实验前 ２０６．４５±１１．３５ １３．２４±２．９７ ５．６６±１．１３
实验后 ３７５．１５±１５．５８ｂ ２２．４２±２．４８ｂ １３．４８±２．１５ｂ

　　注：与正常组实验后比较，ａＰ＜０．０５；与模型组实验后比较，ｂＰ＜０．０５

高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，木犀草素低剂量组
ＢＵＮ、ＵＡ、ＣｏｌⅣ水平均降低，木犀草素中、高剂量组、
阳性对照组ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平均降低（Ｐ＜
０．０５）。见表２。
　　４．６组大鼠肾脏组织中 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平比较：与正常组比较，模型组肾脏组织
ｐＪＮＫ／ＪＮＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ水平均升高（Ｐ＜
０．０５）；与模型组比较，木犀草素中、高剂量组、阳性对
照组肾脏组织中 ｐＪＮＫ／ＪＮＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ
水平均降低，木犀草素低剂量组肾脏组织中 ｐｐ３８
ＭＡＰＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ水平降低（Ｐ＜０．０５）。见图２、表３。

图１　６组大鼠肾脏组织病理染色结果（Ａ、Ｇ：正常组；Ｂ、Ｈ：模型组；Ｃ、Ｉ：木犀草素低剂量组；Ｄ、Ｊ：木犀草素中剂量组；Ｅ、Ｋ：木犀草
素高剂量组；Ｆ、Ｌ：阳性对照组；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＨＥ染色；Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ：Ｍａｓｓｏｎ染色；×２００）

表２　６组大鼠ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＳＣｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＵＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＦＮ（ｎｇ／ｍｌ） ＣｏｌⅣ（ｎｇ／ｍｌ）

正常组 ５０．４６±１２．４５ ６．０８±１．５３ ５３．４４±８．６６ １９．４６±３．１５ ２４．７５±３．５３
模型组 １８６．４８±２０．１８ａ １６．４３±２．１４ａ １３０．４６±１１．３３ａ ６３．５５±１２．１５ａ ５３．２２±７．２６ａ

木犀草素低剂量组 １７３．６６±１４．８６ １３．４６±１．４４ｂ １００．５８±８．１６ｂ ５６．４５±１０．１６ ４１．１７±６．３３ｂ

木犀草素中剂量组 １４３．１８±１２．１９ｂ １０．３５±２．１９ｂ ７６．５９±８．３９ｂ ４１．１４±６．４５ｂ ３２．８４±５．４９ｂ

木犀草素高剂量组 ８９．９６±９．１８ｂ ８．６６±１．３４ｂ ６１．６９±７．３４ｂ ２５．５６±４．１８ｂ ２７．４６±４．１２ｂ

阳性对照组 １０６．４７±１０．３２ｂ ８．９８±１．８６ｂ ６４．５８±６．９８ｂ ２１．１６±４．５３ｂ ３１．４５±３．８６ｂ

Ｆ值 １４５．４５８ ４３．４９３ １１５．１６４ ６２．９３４ ３９．３９６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５

·３９６·临床内科杂志２０２１年１０月第３８卷第１０期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１０



图２　６组大鼠肾脏组织中 ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８

ＭＡＰＫ水平（Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：木犀草素低剂量组；

Ｄ：木犀草素中剂量组；Ｅ：木犀草素高剂量组；Ｆ：阳性对照组）

表３　６组大鼠肾脏组织中ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐｐ３８ＭＡＰＫ水平比较（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别
ＪＮＫ／
ＧＡＤＰＨ

ｐＪＮＫ／
ＪＮＫ

ｐ３８ＭＡＰＫ／
ＧＡＤＰＨ

ｐｐ３８ＭＡＰＫ／
ｐ３８ＭＡＰＫ

正常组 ０．８９±０．１８０．１６±０．０５ ０．３１±０．０６ ０．３６±０．０５
模型组 ０．９２±０．２１０．９８±０．１８ａ ０．３２±０．０５ １．２３±０．２１ａ

木犀草素低剂量组 ０．９０±０．１８０．８６±０．１５ ０．２９±０．０４ １．０３±０．１７ｂ

木犀草素中剂量组 ０．８７±０．１４０．５４±０．１２ｂ ０．３４±０．０３ ０．８６±０．０９ｂ

木犀草素高剂量组 ０．９３±０．１５０．３２±０．０７ｂ ０．３２±０．０４ ０．０５±０．０１ｂ

阳性对照组 ０．９１±０．１３０．３５±０．０４ｂ ０．３３±０．０３ ０．０７±０．０１ｂ

Ｆ值 ０．１６６７ ８０．４２１ １．６０４ １８４．７８３
Ｐ值 ０．９７４ ＜０．００１ ０．１７３ ＜０．００１
　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５

　　讨　　论

ＣＲＦ会出现免疫力低下、神经功能障碍等多种并
发症，影响机体正常活动，对机体危害严重［７］。木犀

草素属黄酮类化合物，具有抗凝血、扩张血管、抗炎、促

进免疫调节等作用［８］。本研究发现，ＣＲＦ大鼠肾脏组
织中肾小球和肾小管出现功能障碍，使肾脏组织滤过

性降低，尿蛋白量增加，机体蛋白流失，从而降低大鼠

体质量，使其精神变差，而木犀草素可能通过减弱

ＧＢＭ增生、使肾小球扩张从而缓解大鼠尿蛋白水平增
加、体质量降低现象，并改善精神状态。

ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ均可反映肾功能损伤情况。其中
ＳＣｒ属肌肉代谢产物，ＢＵＮ属血浆中含氮化合物，ＵＡ
为嘌呤代谢产物，正常情况下均由肾小球滤过排泄体

外，而肾功能障碍时在体内积累，对机体造成伤

害［９１０］。本研究发现，ＣＲＦ大鼠肾小球功能出现障碍，
滤过率降低，导致ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ在体内累积，损害机体
健康。木犀草素处理 ＣＲＦ大鼠后可缓解其肾功能，使
肾小球滤过率升高，降低ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ水平，实现对机
体的保护。

ＪＮＫ作为ＭＡＰＫ家族的主要成员之一，活化后可
与多种基因结合发挥作用［１１］；在肾小球损伤反应性

ＧＢＭ增生中处于活化状态，抑制 ＪＮＫ活化，可有效抑
制细胞增殖［１２］。ｐ３８ＭＡＰＫ作为 ＭＡＰＫ家族的另一
重要成员，在局部灶肾小球硬化中可通过结缔组织生

长因子促进细胞外基质沉积和 ＦＮ产生，加速疾病进

程［１３］。ＪＮＫ可识别ＭＡＰＫ序列，组成蛋白复合物发生
作用，活化的ＪＮＫ与ｐ３８ＭＡＰＫ通过促进作用，共同调
控刺激分子发挥作用［１４］。如共同促进作用调控激活

蛋白１活化，其中ＦＮ上存在激活蛋白１位点，调控激
活蛋白１活化可间接促进 ＦＮ活化；ＦＮ作为 ＧＢＭ的
主要成分，过表达可导致 ＧＢＭ细胞增生，加重肾小球
病变［１５１６］。ＦＮ、ＣｏｌⅣ均作为 ＧＢＭ和毛细血管基膜重
要成分，与ＧＢＭ细胞增生关系密切，过度升高可导致
ＧＢＭ异常增生［１７］。本研究发现，ＣＲＦ中 ＪＮＫ、ｐ３８
ＭＡＰＫ均处于活化状态，激活 ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ可促进
细胞外基质沉淀和促进ＦＮ、ＣｏｌⅣ水平升高，而ＦＮ、Ｃｏｌ
Ⅳ作为ＧＢＭ的主要成分，其水平升高可促进 ＧＢＭ增
生，加快疾病进程。木犀草素可通过抑制上述过程实

现对ＧＢＭ增生的缓解从而实现对ＣＲＦ大鼠的保护。
综上所述，本文发现木犀草素对ＣＲＦ大鼠具有保

护作用，木犀草素可缓解ＣＲＦ导致的 ＧＢＭ增生，可能
是通过抑制ＪＮＫ／ＭＡＰＫ信号通路实现的。
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