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摘要：目的  通过转化生长因子 -β1（TGF-β1）/Smad-2 信号通路探讨栀子苷对肾间质纤维化的影响。

方法  将 SD 大鼠随机分为对照组、正常大鼠灌胃组、模型组、30 mg/kg 及 15 mg/kg 栀子苷组，每组 8 只。复制

大鼠单侧输尿管结扎（UUO）肾间质纤维化模型，栀子苷组连续给予栀子苷 14 d，对照组和模型组灌胃同体积

的生理盐水 ；实验结束后，取大鼠结扎侧的肾脏，用 HE 染色观察肾间质纤维化病理情况 ；全自动生化仪检测血

肌酐和尿素氮 ；ELISA 检测大鼠血清中白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、超氧化物歧

化酶（SOD）活力和丙二醛（MDA）含量，Western blotting 检测 TGF-β1 和 Smad-2 蛋白含量。结果  与模型组

比较，30 mg/kg 和 15 mg/kg 栀子苷组大鼠血清中炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 含量均降低（P <0.05），且呈剂量

依赖性降低，MDA 含量降低（P <0.05），SOD 活性升高（P <0.05），且随着栀子苷浓度的增加而升高。与对照组

比较，模型组肾脏组织中 TGF-β1 和 Smad-2 蛋白的表达增加（P <0.05）；给予 30 和 15 mg/kg 的栀子苷后大鼠

肾脏组织中 TGF-β1 和 Smad-2 蛋白表达降低（P <0.05）。结论  栀子苷具有抗肾间质纤维化作用，其机制可能

与通过抑制 TGF-β1/Smad 信号通路，降低炎症反应及氧化应激损伤有关。
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Abstract:  Objective  To investigate protective effect of Geniposide on renal interstitial fibrosis through 
TGF-β1/Smad-2 signaling pathway.  Methods SD rats were randomly divided into control group (CG), and model 
group (MG), gavage group of normal rats, Geniposide group (30 mg/kg GG, or 15 mg/kg GG). Rat model of renal 
interstitial fibrosis was established by unilateral ureteral obstruction. The rats in geniposide group were continuously 
given geniposide for 14 days, while rats in control group and model group were given the same volume of saline. 
Pathological changes of renal interstitial fibrosis were observed by HE staining. Serum creatinine and urea nitrogen 
were detected by automatic biochemical analyzer. IL-1β, TNF-α and SOD were determined by ELISA. TGF-1β 

and Smad-2 protein expression were determined by western blotting  Results  Serum levels of inflammatory factor 
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肾间质纤维化是终末期肾病的共同特点，在多种

因素的作用下肾间质细胞增多，纤维蛋白合成增加，基

质降解被抑制，细胞外基质大量堆积，严重损伤肾脏细

胞和组织结构，导致肾功能降低、肾小管和肾小球的

纤维化 [1]。肾间质纤维化程度能够客观地反映肾脏细

胞和肾脏功能受损情况，肾间质纤维化的发病机制涉

及多个信号转导通路，目前研究比较深入的是转化生

长因子 -β1（transforming growth factor, TGF-β1）/Smad

信号通路，该通路是肾间质纤维化发病的核心，通路涉

及多个环节，主要包括炎症反应和氧化应激等 [2]。

TGF-β 参与体内多种生理病理过程，主要参与

细胞存活、分化、迁移和黏附的调节。研究认为，

TGF-β1/Smad 信号传导通路在 TGF-β 发挥促纤维

化过程中起着重要的作用 [3-4]。目前研究发现，唯一的

细胞内Ⅰ型受体底物是 Smad 家族蛋白，它在 TGF-β

在细胞膜和受体结合直至细胞核完成信使传导、上调

或者下调靶基因的转录过程中起关键作用 ；且有研究

发现不同类型 Smad 蛋白介导不同作用的 TGF-β 信

号传导，其中 Smad-2 蛋白是调节纤维化作用的关键

蛋白 [5-6]。

桅子为茜草科植物，临床上常作为保肝利胆药。

栀子的主要有效成分为栀子苷，具有抗炎、抗氧化和

抗糖尿病作用 [7-9]，进一步研究发现栀子苷主要是通过

抑制 TLR/NF-κB/ 肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）活性

发挥抗炎作用，杨奎等 [10] 对抑制大鼠脑出血后炎症反

应从而减轻继发性脑实质损害的研究表明 ：中、高剂

量栀子苷（15 和 30 mg/kg）能降低血肿周围脑组织

TNF-α 含量。NF-κB 存在于细胞质中，与 TGF-β1/

Smad 信号有交联。TGF-β1/Smad 信号转导途径激活

是器官纤维化等疾病发生、发展的重要机制，同时也

是肾间质纤维化主要和最终的共同通路 [11]。故本研

究以肾间质纤维化大鼠模型为研究对象，从 TGF-β1/

Smad 信号通路及氧化应激角度探讨栀子苷对肾间质

纤维化的影响。

1    材料与方法

1.1    实验材料与动物

90% 栀子苷（南京泽朗植提生物科技有限公司），

白细胞介素 -1β（IL-1β）（Ab-9，cat ：A7098）、超氧

化物歧化酶（SOD）（Ab-33/37，cat：B7022-1）、丙二醛 

（MDA）（Ab-124，cat ：B0407）和肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）酶联免疫吸附试剂盒购自美国 R ＆ D 公司，

抗 -Smad2 抗体 [EP784Y]（Ab40855）和抗 -TGF-β1 抗

体（Ab92486）购自英国 Abcam 公司。清洁级健康 SD

大鼠（180 ～ 200 g），雌雄各半，由哈尔滨医科大学动物

实验中心提供，动物合格证号 ：SCXK（黑）2013-001。 

实验经哈尔滨医科大学医学伦理委员会审查并批准。

1.2    肾间质纤维化模型复制及分组

将 40 只 SD 大鼠随机分为对照组、正常大鼠灌胃

组、模型组、30 mg/kg 和 15 mg/kg 栀子苷组，每组 8 只。

所有大鼠适应性饲养 1 周，模型复制前 1 天禁食，自由

饮水。参照徐志宏等 [12] 方法复制大鼠肾间质纤维化动

物模型，具体方法简述如下 ：10% 水合氯醛（4 ml/kg）

腹腔注射麻醉，待麻醉满意后，大鼠固定于手术台 ( 右

侧卧位 )。备皮区常规位于左肋下偏背部。碘伏消毒液 

（4.5 g/L）按常规消毒术区 3 遍，铺无菌孔巾。手术切

口选在左侧肋腰点，无菌手术刀切开皮肤，钝性分离

皮下组织及肌层，切开腹膜，直至清楚暴露出左侧肾

脏组织，分离左侧肾动脉及左侧输尿管，然后 7-0 丝

线结扎肾下极及肾盏，无菌手术剪在线中间位置剪断

输尿管。其中对照组大鼠仅分离出左侧肾动脉及左侧

输尿管。复位肾脏，生理盐水冲洗腹腔，逐层缝合手术

切口，切口皮肤涂碘伏后贴无菌贴膜。从术后第 1 天

开始灌胃给予不同剂量的栀子苷 2 周。正常大鼠灌胃

组予以 15 mg/kg 栀子苷灌胃 2 周。对照组和模型组给

予同体积的生理盐水灌胃 2 周。

1.3    组织病理学观察

取各组肾脏组织，10% 中性甲醛固定后石蜡包埋，

切片后进行 HE 染色和天狼星红染色，光学显微镜下

观察。

TNF-α, IL-1β and MDA were significantly decreased (P < 0.05), and activity of SOD was significantly increased 
(P < 0.05) in dose dependent manner in Geniposide group compared with those in the model group. Compared with 
the control group, expression of TGF-β1 and Smad-2 protein in renal tissue of model group increased significantly 
(P < 0.05), which were reversed with treatment of Geniposide (30 mg/kg and 15 mg/kg, P < 0.05).  Conclusions  
Protective effect of Geniposide on renal interstitial fibrosis may be related to activation of TGF- β1/Smad signaling 
pathway, the reduction of inflammatory response and oxidative stress injury. 

Keywords:  nephrosis; fibrosis; Geniposide; TGF-β1; Smad-2
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1.4    生化指标测定

灌胃结束后，经腹主动脉采血，全自动生化仪检

测血清肌酐（serum creatinine, Scr）和血尿素氮（blood 

urea nitrogen, BUN），3 500 r/min 离心 15 min 取上清液，

按照 ELISA 试剂盒说明书测定 TNF-α、IL-1β、MDA

和 SOD 含量。

1.5    Western blotting 检测肾脏组织 TGF-β1 和
Smad-2 蛋白表达

取肾脏组织 100 mg，加入组织裂解液提取肾脏组

织总蛋白，经 SDS-PAGE 电泳分离，转移至 PVDF 膜

上，5% 脱脂奶粉室温孵育 2 h 后，加入一抗工作液，

4℃过夜，TBS-T 缓冲液洗膜 5 次，10 min/ 次，加入二

抗工作液，室温孵育 1 h，TBS-T 洗膜 5 次，10 min/ 次，

采用 ECL 法显色。凝胶成像系统拍照并分析。

1.6    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以均

数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进一步

两两比较用 SNK-q 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    各组大鼠肾组织病理学变化

对照组大鼠肾脏组织肾小球、肾小管结构清晰，

肾间质内未见炎症细胞浸润，无纤维组织增生，无系膜

细胞或者基质组织增生 ；模型组肾小球基质组织增生，

鲍曼囊扩张，肾小管上皮细胞肿胀、空泡样变性、灶

状坏死、片状萎缩，甚至可见上皮细胞坏死脱落于肾

小管管腔内。肾间质炎症细胞弥漫性浸润，纤维组织

增生，甚至呈片状纤维化改变 ；给予 30 或 15 mg/kg 栀

子苷后炎症细胞浸润少，肾小管排列较整齐，间质纤维

化面积小 ；正常大鼠灌胃组肾脏组织肾小球、肾小管

结构清晰，肾间质内未见炎症细胞浸润，无纤维组织增

生。见图 1。

2.2    栀子苷对肾间质纤维化大鼠 Scr 和 BUN 的
影响

各组大鼠 Scr 和 BUN 水平比较，差异有统计学意

义（P  <0.05）；进一步两两比较，正常大鼠灌胃组 Scr

和 BUN 水平与对照组比较，差异无统计学意义（P  > 

0.05），模型组大鼠 Scr 和 BUN 水平较对照组上升（P < 

0.05），30 mg/kg 和 15 mg/kg 栀子苷组大鼠 Scr 和 BUN

水平与模型组比较呈剂量依赖性下降（P  <0.05）。见

表 1。

2.3    栀子苷对肾间质纤维化大鼠血清 IL-1β、
TNF-α、SOD 和 MDA 含量的影响

各组大鼠血清 IL-1β、TNF-α、SOD 和 MDA 含

量的比较，差异有统计学意义（P  <0.05）；进一步两两

比较，正常大鼠灌胃组血清 IL-1β、TNF-α、SOD 和

MDA 与对照组比较，差异无统计学意义（P >0.05），模

型组与对照组比较，IL-1β、TNF-α、MDA 含量增加，

SOD 含量减少（P  <0.05），30 mg/kg 和 15 mg/kg 栀子苷

组与模型组比较，IL-1β、TNF-α、MDA 含量呈剂量

图 1    各组大鼠肾脏组织病理学变化    （HE）

	        对照组	               模型组	                15 mg/kg 栀子苷组	       30 mg/kg 栀子苷组              正常大鼠灌胃组

	         对照组	               模型组	                15 mg/kg 栀子苷组	       30 mg/kg 栀子苷组               正常大鼠灌胃组

上排图片放大 200 倍，下排放大 400 倍
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表 1    各组大鼠 Scr 和 BUN 水平的比较 

（n =8，μmol/L，x±s）

组别 Scr BUN

对照组 29.451±2.238 5.449±1.324

正常大鼠灌胃组 27.318±1.976 4.985±2.240

模型组 50.236±5.8541） 15.316±1.1421）

30 mg/kg 栀子苷组 34.529±3.3542） 10.116±1.1442）

15 mg/kg 栀子苷组 40.126±4.5252） 12.219±1.0172）

F 值 69.586 148.716

P 值 0.000 0.000

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

表 2    各组大鼠血清 IL-1β、TNF-α、SOD 和 MDA 含量的比较    （n =8，pg/ml，x±s）

组别 IL-1β TNF-α SOD MDA

对照组 129.236±12.132 30.589±5.153 80.129±3.732 0.918±0.135

正常大鼠灌胃组 128.650±14.723 31.351±3.452 83.344±2.878 0.864±0.098

模型组 1 160.214±63.1391） 52.816±3.1351） 55.049±4.3141） 4.318±0.1921）

30 mg/kg 栀子苷组 880.625±56.3492） 37.866±4.1842） 73.713±4.3992） 2.113±0.3982）

15 mg/kg 栀子苷组 949.602±85.1192） 42.622±4.3772） 65.821±5.8762） 3.273±0.2462）

F 值 819.428 438.605 211.097 23.761

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

表 3    各组大鼠肾脏组织 TGF-β1 和 Smad-2 

蛋白表达的比较    （n =8，x±s）

组别 TGF-β1 Smad-2

对照组 0.183 0±0.016 9 0.065 6±0.006 2

模型组 0.811 6±0.056 41) 0.378 2±0.023 11)

30 mg/kg 栀子苷组 0.340 5±0.032 31)2) 0.120 9±0.013 31)2)

15 mg/kg 栀子苷组 0.401 9±0.039 41)2) 0.152 1±0.014 21)2)

F 值 59.292 73.470

P 值 0.000 0.000

注 ：1）与对照组比较，P <0.05 ；2）与模型组比较，P <0.05

图 2    栀子苷对肾脏组织 TGF-β1 和 Smad-2 

蛋白表达的影响

Smad-2

GAPDH

58 kD

37 kD

97 kD

37 kD

TGF-β1

GAPDH

依赖性减少，SOD 含量呈剂量依赖性增加（P <0.05）。

见表 2。

2.4    栀子苷对肾脏组织中 TGF-β1 和 Smad-2
蛋白表达的影响

模型组肾脏组织中 TGF-β1 和 Smad-2 蛋白相对表

达量较对照组增加（P  <0.05），30 mg/kg 和 15 mg/kg 栀

子苷组 TGF-β1、Smad-2 蛋白相对表达量与模型组比

较，呈剂量依赖性减少（P <0.05），30 mg/kg 和 15 mg/kg

栀子苷组大鼠肾脏组织中 TGF-β1、Smad-2 蛋白相对

表达量比较，差异无统计学意义（P  >0.05）。见表 3 和

图 2。

3    讨论

肾间质纤维化是由多种细胞事件、多个分子参

与、多个细胞信号转导通路调节和相互作用的结果，

其主要病理特征包括间质成纤维细胞增殖、细胞外基

质过度积聚、肾小管上皮细胞间充质转分化等 [13]。其

中，肾小管上皮细胞间充质转分化和肾间质成纤维细

胞的增殖是肾间质纤维化的主要因素。本研究 HE 染

色和酶联免疫吸附试验结果显示，肾间质纤维化大鼠

肾小球内基质增生、鲍曼囊扩张，小管上皮细胞肿胀，

小管空泡变性、灶状坏死，片状萎缩，管腔内可见脱

落坏死的上皮细胞，肾间质炎症细胞弥漫浸润，片状

纤维化 ；对照组和正常大鼠灌胃组组织病理学观察肾

小管上皮细胞及肾间质大致正常。上述形态学研究与

相关文献 [14] 报道一致，表明本实验采用的动物模型

复制方法可行且成功。给予栀子苷灌胃 2 周后能够改

善炎症细胞浸润和肾小管上皮细胞肿胀程度，降低间

质纤维化面积，经组织染色可看出肾小管结构清晰，

管腔内无变性坏死的细胞，除上述变化外亦可见管壁
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上皮细胞排列规则，无萎缩，肾间质结构清晰，无纤

维化表现。同时亦表明栀子苷抗肾间质纤维化主要表

现在肾小管上皮细胞。

Donnahoo 等 [15] 研究发现 TNF-α 可以直接诱

导肾小管上皮细胞发生凋亡反应，同时上调 IL-1β 表

达，这与笔者实验结果相一致，即模型组大鼠血清中

TNF-α 和 IL-1β 含量增加，栀子苷灌胃后大鼠血清中

TNF-α 和 IL-1β 含量降低，正常大鼠灌胃组和对照组

上述指标无变化，表明炎症反应参与肾间质纤维化的

发生、发展过程，栀子苷通过减轻肾小管上皮细胞炎

症浸润程度及下调 TNF-α 和 IL-1β 表达水平，从而

减轻单侧输尿管梗阻（UUO）所致大鼠肾脏炎症反应。

30 或 15 mg/kg 栀子苷灌胃后肾间质纤维化大鼠血清中

炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 含量均降低，且呈剂量依

赖性降低，SOD 活性升高，且随着栀子苷浓度的增加

而升高，MDA 含量降低，表明栀子苷能够通过降低氧

化应激和炎症反应改善肾间质纤维化。吴虹等 [16]、LIU

等 [17] 研究与本实验结果类似。

本实验结果显示，与对照组比较，模型组血清中

SOD 含量降低，MDA 含量增加，栀子苷灌胃后与模型

组比较血清中 SOD 含量增加，MDA 含量降低，正常

大鼠灌胃组和对照组比较上述指标无变化。SOD 是生

物体内清除氧自由基的最主要的物质，可以阻断并且

对抗氧自由基对肾小管上皮细胞的损害及有可能修复

已经受损的肾小管上皮细胞，是观察细胞损伤、修复

的直观指标。结果表明栀子苷可以有效地提高 UUO

所致大鼠肾脏 SOD 活力，增强抗氧化能力，修复受损

肾小管上皮细胞，从而缓解肾间质纤维化过程。MDA

水平能够间接反映肾小管上皮细胞受损程度，是过氧

化反应过程中产生的一种具有细胞毒性物质。结果

表明和模型组比较灌胃 30 和 15 mg/kg 栀子苷后 MDA

水平下降，说明栀子苷能够减轻 UUO 所致肾小管上

皮损伤。本实验结果与李莎莎等 [18] 的结果相一致。

Scr 和 BUN 是评估肾功能的 2 个重要的指标，肌

酐是肌肉组织中肌酸的代谢终产物，尿素氮为蛋白代

谢终产物，两者均有肾脏代谢排出体外。本研究发现

模型组 Scr 和 BUN 含量都增加，灌胃给予不同浓度的

栀子苷后能够降低 Scr 和 BUN 含量，对照组和正常大

鼠灌胃组 Scr 和 BUN 指标无差异。表明栀子苷改善

肾间质纤维化作用。

TGF-β1 是关键的促肾间质纤维化因子，其中

TGF-β1 是已知的最强的致纤维化细胞因子之一 [19]， 

TGF-β1 信号转导途径中，Smad-2 途径是公认的、最

重要的下游通路之一，是已知的唯一胞内激酶受体底

物 [5-6]。TGF-β1/Smad-2 信号通路是肾脏纤维化核心

通路。通过实验得知，相比对照组，模型组中大鼠肾脏

TGF-β1 及 Smad-2 的表达增加，表明 TGF-β1/Smad-2

信号传导通路参与 UUO 所致肾间质纤维化过程。与模

型组中肾脏组织中 TGF-β1 表达和 Smad-2 比较，给予

不同浓度的栀子苷能够降低 TGF-β1 和 Smad-2 蛋白

的表达，表明栀子苷能够通过降低 TGF-β1 和 Smad-2

蛋白的表达，改善肾间质纤维化。兰天等 [20] 通过研究

得出与本实验相类似的结果。本研究结果显示，灌胃

30 和 15 mg/kg 的栀子苷后大鼠肾脏组织中 TGF-β1 和

Smad-2 蛋白表达无差异，为避免栀子苷对肾脏组织毒

性，笔者未采取大剂量栀子苷进行研究，本课题组将在

进行充分的细胞毒理性研究后根据剂量曲线进行进一

步研究。

综上所述，本研究以肾间质纤维化大鼠为研究

对象，阐明栀子苷具有改善肾间质纤维化作用，其可

能机制与通过降低炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 释放，

减轻氧化应激对肾脏组织损伤，以及降低 TGF-β1 和

Smad-2 蛋白的表达有关。
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