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吡非尼酮对大鼠肾间质纤维化的防治作用研究鄢
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摘要：目的 研究吡非尼酮（PFD）对大鼠肾间质纤维化的作用及其作用机制，为临床使用吡非尼酮提供理

论依据。方法 24只标准雄性 SD大鼠，随机分为 3组：正常组（NC组）、模型组（M组）及吡非尼酮治疗组（S

组）。M组及 S组行左侧输尿管结扎术，复制肾间质纤维化模型。S组予吡非尼酮 250 mg/（kg·d）灌胃，NC组及

M组大鼠予等量 1%羧甲基纤维素钠溶液灌胃。分别于手术后第 1、3、5、7天处死各组大鼠各 2只，取梗阻侧肾

脏。HE染色观察各组肾组织病理变化，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测结缔组织生长因子

（CTGF）mRNA表达水平，Western blot检测转化生长因子 -β（TGF-β）及α-平滑肌激动蛋白（α-SMA）

的蛋白表达水平。结果 NC 组未显示肾纤维化，M 组显示大鼠肾间质纤维化及炎症细胞浸润。NC 组

TGF-β、α-SMA 蛋白表达均较低，M 组 TGF-β、α-SMA 蛋白及 CTGF mRNA 表达较 NC 组均升高，

差异有统计学意义（ <0.05），且随着梗阻时间延长，各物质表达量增高，但第 7天M组及 S组上述物质表达

量较第 5天减少，且M组与 S组之间表达差异无统计学意义（ >0.05）；S组上述物质各时间点表达则较M组

均减少，差异有统计学意义（ <0.05）。结论 吡非尼酮可能通过抑制大鼠肾组织 TGF-β和 CTGF的表达进

而减少成纤维细胞转化为肌成纤维细胞，减少细胞外基质（ECM）的沉积，发挥抗肾纤维化作用。

关键词：吡非尼酮；单侧输尿管梗阻；肾间质纤维化；结缔组织生长因子；转化生长因子 -β；α-平滑肌
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Effect of Pirfenidone on renal interstitial fibrosis in rats鄢
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Abstract: Objective To investigate the effect of Pirfenidone (PFD) on renal interstitial fibrosis in rat model of
unilateral ureteral occlusion (UUO) and to reveal the anti -fibrosis mechanism of PFD. Methods Twenty -four
standard male SD rats were randomly divided into three groups: normal control group (N), UUO model group (M) and
Pirfenidone treated group (S). The rats of the M and S groups underwent left urethral ligation to make the renal
interstitial fibrosis model. The S group was given PFD 250 mg/(kg·d) for gavage, meanwhile the N and M groups
were given 1% sodium carboxymethyl cellulose solution for gavage. Two rats were sacrificed from each group on day
1, 3, 5 and 7 after UUO operation, the kidney of the obstructive side was taken for further research. In each group,

收稿日期：2016-12-15

鄢基金项目：国家自然科学基金（No：81400372，81660129）；全国临床医药研究专项基金（No：L2012052）；广东省自然科学基金（No：

S2013040015040）；江西省自然科学基金青年基金（No：20132BAB215004, 20114BAB215036）

[通信作者] 吕金雷，E-mail：lvjinlei97@163.com，Tel：13064127385

[作者简介] 徐健华现工作单位为江西省直医疗门诊部，330046

1· ·

mailto:lvjinlei97@163.com


中国现代医学杂志 第 27卷

纤维化过程是组织损伤后的一种病理生理过

程，是指由各种致病因子所致结缔组织异常增生，如

果损伤因素长期不能去除，纤维化的长期持续存在

最终将导致器官的结构改变和功能减退。肾小管间

质纤维化（tubulointerstitial fibrosis，TIF），是各种致

病病因引起进行性肾损害的主要病理特征，是导致

终末期肾病（end-stage renal disease，ESRD）的根本

病理改变之一，是多种肾疾病发展至终末期肾衰竭

的共同病理特征 [1]，TIF的出现往往预示着预后不

良，可以作为肾功能恶化的一个十分准确的预测指

标，其程度与肾功能减退密切相关[2]。阻断肾纤维化

的形成及其发展，就能有效地阻止慢性肾病的进展

及肾衰竭的发生。但是目前对纤维化疾病的治疗仅

限于非特异性抗炎药物、免疫抑制剂及糖皮质激素

等的应用，临床上尚缺乏真正用于治疗纤维化过程

的有效药物。吡非尼酮（Pirfenidone，PFD）是目前已

经证实的少数可延缓甚至逆转纤维化的药物之一。

已有实验证实其能阻止甚至逆转细胞外基质（extrac

ellular matrix，ECM）的积聚，能够有效地延缓肺纤维

化、肝纤维化、青光眼术后滤过道瘢痕化等的进

展 [3-4]，但是关于其在肾间质纤维化中的作用报道甚

少。本研究以单侧输尿管梗阻复制肾间质纤维化模

型，探讨其作用及可能的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

实验动物：24只标准雄性 SD大鼠，体重 150～

180 g（购自南昌大学医学院实验动物科学部）。术前

检查均无全身病变。主要试剂：PDF（P2116；美国

Sigma公司），1%羧甲基纤维素钠溶液，小鼠抗大鼠

α-SMA单克隆抗体（美国 Abcam公司），转化生长

因子 -β（transforming growth factor-β，TGF-β）抗

体（美国 Abcam公司），辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG

（北京中山金桥生物技术有限公司）。Trizol总 RNA

抽提试剂盒、逆转录试剂盒，实时荧光定量聚合酶链

反应（quantitative real-time polymerase chain reac-

tion，qRT-PCR）试剂盒（北京全式金生物技术有限

公司），qRT-PCR引物（上海生工生物工程股份有限

公司）。

1.2 动物模型的分组、复制及取材

1.2.1 模型的分组和复制 24 只标准雄性 SD 大

鼠，每笼 6只，于标准实验室环境常规喂养，适应性

喂养 1周后，随机分为正常组（NC组， =8），模型组

（M组， =8）及 PFD治疗组（S组， =8）。M组及 S

组大鼠均在 8%水合氯醛腹腔注射麻醉下接受手

术，于左侧腹部取一长约 3 cm纵行切口，逐层分离，

暴露肾脏及膀胱，沿着肾脏膀胱走向寻找输尿管，分

离并结扎左侧输尿管，关闭腹腔。各组大鼠正常饮

食、进水。S组大鼠自手术当天起给予 PFD 250 mg/

（kg·d）灌胃，PFD溶于 1%羧甲基纤维素钠溶液。NC

组及 M组大鼠自手术当天起给予等量 1%羧甲基纤

维素钠溶液灌胃。分别于手术后第 1、3、5及 7天处

死各组大鼠各 2只。

1.2.2 取材 处死前称大鼠体重，用 8%水合氯醛

腹腔注射麻醉，取左侧肾脏，去除包膜和结缔组织，

洗净，沥干血迹，迅速置于液氮中过夜，次日转移至

-80℃冰箱保存，备 HE染色、Western blot及qRT-PCR

检测用。所有实验步骤通过动物伦理委员会同意。

1.3 肾组织病理形态学观察

取出的肾组织经 10%中性甲醛固定，常规包

埋，按 3μm的厚度行连续切片，行 HE染色。

1.4 qRT-PCR 检测梗阻侧肾组织中结缔组织生

长因子（CTGF）mRNA表达水平

分别取 M组及 S组大鼠肾组织 100 mg，按总

RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒说明书分别提取各

pathological changes were observed by HE staining, qRT -PCR was applied to detect the mRNA expression of
connective tissue growth factor (CTGF), Western bolt was applied to detect the protein expressions of TGF-茁 and 琢-
SMA. Results There was obvious renal interstitial fibrosis in the M group. Compared with the N group, the
expressions of TGF-茁 and 琢-SMA proteins and the mRNA expression of CTGF were significantly increased in the M
group( < 0.05). Compared with the M group, the expressions of above parameters in the S group were decreased
significantly ( < 0.05). The level of TGF -茁 was positively correlated with the level of 琢 -SMA ( < 0.05).
Conclusions Pirfenidone has anti -fibrosis effect on rat UUO model by inhibiting renal TGF -茁 and CTGF
expressions, which may control the fibroblast transformation and reduce the extracellular matrix deposition in the
renal tissue.

Keywords: Pirfenidonde; unilateral ureteral obsrtruction; renal interstitial fibrosis; connective tissue growth factor;
tranforming growth factor beta
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组别
CTGF mRNA

第 1天 第 3天 第 5天

S组 0.255±0.170 0.237±0.1132） 0.554±0.4152） 0.371±0.318

第 7天

NC组

M组

1.000±0.000

0.502±0.433

1.000±0.000

1.935±0.7001）

1.000±0.000

1.732±0.2111）

1.000±0.000

0.286±0.259

表 2 肾组织 CTGF mRNA表达变化 （ =8，x±s）

注：1）与第 1天 M组比较， <0.05；2）与相同时间 M组比较， <0.05
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引物名称 引物序列

β-actin 正向引物：5'-CACTGGTCGGGAGTCAGAAC-3'；反向引物：5'-ACAAGAACAATAGGCACAAACG-3'

CTGF 正向引物：5'-TCAGGTCATCACTATCGGCAAT-3'；反向引物：5'-AAAGAAAGGGTGTAAAACGCA-3'

表 1 β-actin 及 CTGF引物序列

组总 RNA及逆转录合成 cDNA模板，取 2μl cDNA

用于 qRT-PCR反应。qRT-PCR所用引物序列见表

1，β-actin mRNA 作为内参照。qRT-PCR 反应条

件：预变性 94℃ 30 s，变性 94℃ 5 s，退火 60℃，40

个循环，每次实验设 3复孔，独立实验重复 3次。

SDS软件分析 cDNA扩增的相对表达量，实时定量

PCR仪（ABI7500）检测出相对表达量 RQ 值（RQ值

=2-Ct）用于统计学分析。

1.5 Western blot 检测 TGF-β 和 α-SMA 蛋白

的表达

取液氮保存的肾组织，使用 RIPA蛋白裂解液

提取总蛋白，并用 BCA法检测蛋白浓度。取 30μg

蛋白样品变性后经 8%SDS-PAGE电泳 3 h，200 mA

转膜 90 min至 NC膜上，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，

分别用鼠抗大鼠 TGF-β 单抗（1∶1 000）、鼠抗大

鼠 α-SMA 多抗（1∶100）、鼠抗大鼠 β-actin 单抗

（1∶2 500）4℃孵育过夜，辣根过氧化物酶标记抗鼠

IgG 二抗（1∶1 000）室温 1 h，洗膜后 ECL 显色成

像。相同实验条件重复 3次。以β-actin为内参照，

通过计算目标蛋白与β-actin蛋白的灰度比值进行

半定量分析。

1.6 统计学方法

应用 SPSS18.0统计软件进行数据处理，计量数

据用均数±标准差（x±s）表示，多时间点比较采用重

复测量设计的方差分析，同一时间点组间比较采用单

因素方差分析， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠实验过程中生活状态的比较

NC组大鼠反应灵敏、食欲佳、睡眠良好；手术后

3 d，M组大鼠毛色开始逐渐变黄、色泽变黯淡、反应

迟钝、食量下降、体重增加慢、自觉活动减少，梗阻时

间越长，表现越明显；S组上述表现处于 NC组及 M

组之间。

2.2 肾脏病理变化

HE染色显示 NC组大鼠肾小管间质无明显纤

维化，M组大鼠自第 1天开始即有较为明显的间质

增生、纤维化、炎症细胞浸润等，提示本次实验模型

复制成功，可行后续实验。S组肾间质纤维化和炎症

细胞浸润较 M组减少。见附图。

2.3 CTGF mRNA相对表达量

qRT-PCR结果显示，行单侧输尿管结扎术后第

1、3、5及 7 天，M组及 S组大鼠 CTGF mRNA 表达

采用重复测量设计的方差分析，结果：第 1、3及 5天

CTGF mRNA表达量有差异（ =19.721，=0.046），

随着梗阻时间越长，表达量越高，但第 7天 M组与 S

组表达量减少，且两组之间表达差异无统计学意义

（ =0.127， =0.739）。见表 2。

2.4 各组 TGF-β及α-SMA 蛋白表达水平

正常组大鼠肾脏中仅有少量 TGF-β、α-SMA

表达，单侧输尿管结扎术后，M组及 S组大鼠 TGF-β

及α-SMA蛋白表达采用重复测量设计的方差分析，

结果：①与 NC组比较，TGF-β 第 1、3及 5天表达有

差别（ =35.341， =0.025），α-SMA 第 1、3、5 及 7 天

表达有差别（ =34.357， =0.026），梗阻时间越长，表

达量越高；②S组与M组比较，TGF-β第 1、3及 5天

表达量降低（ =8.742， =0.039），琢-SMA第 1、3及 5
天表达量降低（ =8.233， =0.042）；盂第 7天 TGF-茁
及 琢-SMA S 组与 M 组之间表达趋势无差别（ =
1.157和 2.749， =0.343和 0.173）。见表 3。

3· ·



A：NC组；B：M组 1 d；C：M组 3 d；D：M组 5 d；E：M组 7 d；F：S组 1 d；G:S组 3 d；H:S组 5 d；I:S组 7 d

附图 各组肾组织病理变化 （HE，×200）

A B C

D E F

G H I

3 讨论

纤维化主要病理改变为器官组织内纤维结缔组

织增多，ECM沉积，实质细胞减少，持续进展可致器

官结构破坏和功能减退，乃至衰竭，严重威胁人类健

康和生命。任何引起 ECM合成增加以及降解减少的

因素都能够导致 ECM的沉积。肾小管间质纤维化是

各种肾病进展至终末期的共同通路，也是判断预后

的关键指标，延缓肾间质纤维化的进展是治疗各种

肾疾病、改善预后的有效方法[5]。

肾间质纤维化的发生机制较为复杂，至今尚未

明确，TGF-β是参与多种纤维化过程的中枢因子，

能够促进成纤维细胞的增殖和生长，增加胶原的合

成以及减少 ECM的降解。而 CTGF是实现TGF-β

主要纤维化效应的下游介质。ITO等[6]观察到，肾间

质纤维化病变区内 CTGF mRNA 表达和肌成纤维

细胞同步增加。TGF-β 可以通过多种途径诱导

CTGF的表达，实现其纤维化效应。FAN等[7]观察到，

TGF-β可刺激体外培养的人近曲小管上皮细胞发
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注：1）NC组比较， <0.05；2）与相同时间 M组比较， <0.05

表 3 各组肾组织 TGF-β、α-SMA蛋白相对表达量 （ =8，x±s）

组别
TGF-β α-SMA

第 1天 第 3天 第 5天 第 1天 第 3天 第 5天 第 7天

NC组 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000

M组 2.280±0.4521） 2.638±0.4701） 2.928±0.7021） 2.396±0.5431） 2.213±0.4741） 3.868±1.1451） 5.831±1.4001） 4.042±1.1431）

S组 1.107±0.5292） 1.709±0.2641）2）1.550±0.4801）2） 2.972±0.7521） 1.309±0.2901）2） 3.63±1.0231）2） 3.118±0.8161）2） 2.77±0.6781）

第 7天
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生表型转化而转变为肌成纤维细胞，并可以高表达

CTCF并增加 ECM的合成[8]。肌成纤维细胞是间质

细胞外基质持续增加的主要来源细胞[9]，在 TGF-β

刺激下，体外培养的肾间质成纤维细胞可以高表达

CTCF并增加 ECM的合成。黄海长等[10]证明 CTGF

可直接诱导体外培养的肾间质成纤维细胞转化为肌

成纤维细胞。肌成纤维细胞胞质内的α-SMA是其

活跃的标志性抗原[11]，α-SMA能较好地反映肾间质

纤维化程度，其数量与肾间质纤维化程度密切相关，

可作为判断预后的良好指标。张春等[12]研究提示，

CTGF可能通过与胞膜上特定配体结合，启动细胞

内信号转导，促进了 基因的转录，进而增加

了α-SMA蛋白合成。

目前，对于器官纤维化，尚无效果特别肯定的药

物，主要仍是使用激素及免疫抑制剂，但其效果甚

微，且副作用较大。PFD是一种新型抗纤维化药物，

属于一种羟基吡啶，化学名为 5-甲基 -1苯基 -2

[1H]- 吡啶酮，分子量为 185.2，具有广谱的抗纤维

化作用，其在多种器官纤维化中均被证实有良好的

抗纤维化作用，IYER等[13]用博来霉素诱导的肺纤维

化仓鼠证实 PFD可以抑制纤维化肺组织的脯氨酸

羟化酶的活性，减少羟脯氨酸的生成，抑制Ⅰ型、Ⅲ

型胶原基因的转录，减少肺胶原的含量。GARCIA

等 [14]证实 PFD 可明显抑制肝硬化大鼠的Ⅰ型、Ⅱ

型、Ⅳ型胶原 mRNA的表达，血中羟脯氨酸水平下

降，明显改善肝纤维化，SHIMIZU等[15]通过切除大鼠

5/6肾脏复制慢性肾衰竭模型，并饲喂 PFD，可使残

余肾皮质中的Ⅰ型、Ⅳ型胶原 mRNA和羟脯氨酸水

平下降，与对照组相比，纤维化程度明显减轻。PFD

抗纤维化的主要机制被认为是 [16]：淤抑制 TGF-β

过度表达。TGF-β是参与多种纤维化过程的中枢

因子，对炎症具有放大作用，是单核巨噬细胞强有力

的趋化剂，活化的巨噬细胞可以分泌 TGF-β，

TGF-β可以通过正反馈的形式诱导自身的合成和

分泌，故 TGF-β在整个纤维化的病理生理过程中

保持高水平。研究证实 PFD能够减少肺、肾等器官

成纤维细胞 TGF-β表达，并与胶原合成和基质减

少相关。于清除活性氧（ROS）。在纤维化发病过程中

的早期炎症阶段，炎症细胞产生的髓过氧化物酶、超

氧化物歧化酶可以催化过氧化物形成 ROS。ROS可

引起脂质过氧化反应、放大炎症反应，使体内蛋白及

酶变性、DNA氧化损伤；此外，它还可以作为细胞内

重要信使，活化多条信号通路，间接引起组织损伤。

几乎所有纤维化都与氧化应激有关。PFD可清除体

内 ROS，减轻纤维化程度。盂抑制肿瘤坏死因子
TNF-α的生成，减轻炎症反应。TNF-α主要由活

化的单核 /巨噬细胞产生，是重要的炎症因子，可以

引起和加重炎症反应，引起组织的损伤，启动组织修

复及纤维化过程。研究证实，吡非尼酮可以在翻译水

平上抑制巨噬细胞 TNF-α的生成。

在相同梗阻时间下 M 组 TGF-β、α-SMA 的

蛋白表达及 CTGF mRNA表达均高于 S组，但第 7

天 M组及 S组上述物质表达量较第 5天减少，且 M

组与 S组之间表达差异无统计学意义，提示 PFD可

能通过抑制 CTGF的表达而减少以α-SMA为活化

标志的肾间质肌成纤维细胞的数量和表达，减少细

胞外基质的合成，从而延缓肾间质纤维化的进展，该

治疗在早期可显著缓解肾组织纤维化，但梗阻时间

越长，肾脏积水越明显，肾实质破坏越明显，药物作

用较前有所下降。

PFD作为一种新型的抗纤维化药物，其对于纤

维化疾病的预防和治疗作用机制研究还不是十分透

彻，与此同时，PFD与肾增生性疾病的研究目前尚处

于初级阶段，因此，进一步探究 PFD在肾疾病的应

用具有十分重要的意义。研究表明，PFD具有良好

的穿透性，同时具有作用广泛、副作用小的特点，这

使得 PFD能够更好地应用于其他纤维增生性疾病，

为临床治疗提供新的思路和希望，具有极大的应用

前景。
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