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隔药饼灸通过调控 Bcl-2/Bax/Caspase 3 信号通路
改善肾间质纤维化的机制研究

陈 欣，方漾彬，李 丽，蔡洛阳，陈天宇，左 政*

（云南中医药大学，昆明  650500）

【摘　要】　目的：观察隔药饼灸对肾间质纤维化（RIF）大鼠 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）/B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-
2）/半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3（Caspase-3）信号通路的调控作用，探讨其在慢性肾脏病（CKD）治疗中的潜

在机制。方法：雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、缬沙坦组和隔药饼灸组，每组 6 只。采用单侧输尿

管梗阻术建立 RIF 模型。隔药饼灸组双侧“脾俞”“肾俞”及“关元”，每穴灸 3 壮，7 d 为 1 个疗程，连续干预

4 个疗程。实验期间记录体质量变化，干预结束后计算肾脏指数，检测 24 h 尿蛋白（24 h-UTP）、血肌酐（Scr）
及尿素氮（BUN）水平。采用 HE 染色与 Masson 染色观察肾组织病理学变化；免疫组织化学法检测大鼠肾组

织 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）蛋白表达；RT-qPCR 与 Western blot法分析大鼠肾组织 Bcl-2、Bax、Caspase-3、
α-SMA 的 mRNA 和蛋白表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠肾脏指数、24 h-UTP、Scr 及 BUN 均升高

（P<0.01）；HE 和 Masson 染色显示肾组织损伤严重，大量炎性细胞浸润，间质胶原沉积明显；肾组织 α-SMA
蛋白表达升高（P<0.01），Bcl-2 mRNA 和蛋白表达下调，Bax、Caspase-3 及 α-SMA mRNA 和蛋白表达上调

（P<0.01）。与模型组比较，隔药饼灸组与缬沙坦组大鼠肾脏指数降低（P<0.01），24 h-UTP、Scr 及 BUN
下降（P<0.01）；HE 染色显示肾小球和肾小管结构恢复，炎细胞浸润减少，Masson 染色显示胶原沉积减少

（P<0.01），肾组织 α-SMA 阳性表达减少（P<0.01），Bcl-2 mRNA 和蛋白表达升高（P<0.01），Bax、Caspase-3
及  α-SMA mRNA 和蛋白表达下调（P<0.01，P<0.05）。结论：隔药饼灸可有效改善  CKD 模型大鼠肾功

能，减轻 RIF，其机制可能与调控  Bax/Bcl-2/Caspase-3 信号通路有关。
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Herbal cake-separated moxibustion alleviates renal interstitial fibrosis by modulating Bcl-2/

Bax/Caspase-3 signaling pathway
Chen Xin， Fang Yangbin， Li Li， Cai Luoyang， Chen Tianyu， Zuo Zheng* （Yunnan University of Chinese Medicine，Kunming 
650500，China）
【ABSTRACT】　 Objective　 To investigate the regulatory effect of herbal cake-separated moxibustion on the Bax/

Bcl-2/Caspase-3 signaling pathway in rats with renal interstitial fibrosis （RIF）， so as to elucidate its potential mechanism 

in the treatment of chronic kidney disease （CKD）. Methods　 Male SD rats were randomly divided into four groups： 

sham-operation， RIF model， medication （Valsartan）， and herbal cake-separated moxibustion （moxibustion）， with 6 

rats in each group. The RIF model was established by unilateral ureteral obstruction （UUO）. In the moxibustion group， 

herbal cake-separated moxibustion was applied to bilateral “Pishu”（BL20）， “Shenshu” （BL23） and “Guanyuan” 

（CV4）， with three moxa-cones for each acupoint， once daily， 7 days a week for 4 consecutive weeks. During the 

experiment， the rats’ body weight changes were recorded， and after the intervention， the renal index （the obstructed 

kidney wet weight/body weight X %） was calculated， and the contents of 24-hour urine total protein （24 h-UTP）， serum 

creatinine （Scr） and blood urea nitrogen （BUN） were measured using a fully automatic biochemical analyzer. HE and 

Masson’ s trichrome staining were used to observe the histopathological changes in the renal tissue. 
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Immunohistochemistry staining was used to detect the immunoactivity of α -smooth muscle actin （α -SMA） in the renal 

tissue. RT-qPCR and western blot were separately employed to analyze the mRNA and protein expression levels of 

renal Bcl-2， Bax， Caspase-3 and α-SMA. Results　Compared with the sham-operation group， rats in the model group 

exhibited a significant increase in the levels of renal index， 24 h-UTP， Scr， BUN， collagen volume fraction （CVF）， 

α -SMA immunoactivity， and expression levels of Bax， caspase-3 and α -SMA mRNAs and proteins （P<0.01）， and a 

striking downregulation of Bcl-2 mRNA and protein and ratio of Bcl-2/Bax （P<0.01）. Histological analysis via H.E. and 

Masson’s staining revealed severe renal tissue damage， marked inflammatory cell infiltration， and substantial interstitial 

collagen deposition. Compared with the model group， the rats of both moxibustion and medication groups exhibited a 

marked reduction in the levels of renal index， 24 h-UTP， Scr， BUN， CVF， α -SMA immunoactivity， and expression 

levels of Bax， caspase-3 and α -SMA mRNAs and proteins levels （P<0.05， P<0.01）， and a considerable upregulation 

of Bcl-2 mRNA and protein and the ratio of Bcl-2/Bax （P<0.01）. The histopathological analysis showed an improvement 

of the glomerular and tubular structures and a reduction of inflammatory infiltration and collagen fiber deposition in renal 

tissues of both moxibustion and medication groups. Conclusion　 Herbal cake-separated moxibustion can effectively 

improve the renal function and attenuate renal interstitial fibrosis in CKD model rats， which may be associated with its 

function in modulating the Bax/Bcl-2/Caspase-3 signaling pathway.

【KEYWORDS】　Herbal cake-separated moxibustion； Renal interstitial fibrosis； Renal function； Bax/Bcl-2/Caspase-

3 signaling pathway

慢性肾脏病（CKD）是一类以肾脏结构和/或功

能异常持续存在 3 个月以上为特征的慢性进展性疾

病。2021 年全球 CKD 患病人数约达 6.74 亿，占全

球总人口的 8.0%[1]，中国成年人群的患病率高达

8.2%[2]。CKD 已被世界卫生组织列为全球重大公

共卫生问题之一 [3]，预计至 2040 年，将成为全球第 5
大死亡原因 [4]。肾间质纤维化（RIF）是多种慢性肾

脏病向终末期肾病（ESRD）进展过程中的关键病理

特征，表现为肾小管萎缩、细胞外基质（ECM）过度

沉积 [5-6]，与肾功能持续恶化、不良预后高度相关 [7]。

当疾病进展至 ESRD 阶段，患者需依赖血液透析、

腹膜透析或肾移植等肾脏替代治疗手段以维持生

命 [8]，但此类治疗方案成本高昂，给全球医疗系统带

来沉重负担 [9-10]。因此，寻找有效延缓 RIF 进展的干

预方法具有重要的临床意义。

RIF 的发病机制复杂，通常呈不可逆性进展 [11]。

在单侧输尿管梗阻（UUO）模型中，持续激活的肾

素 -血管紧张素系统可引发显著的血管收缩与肾小

球灌注障碍，诱发间质细胞活化和纤维化进程，并

伴随多种炎性因子释放与程序性细胞凋亡的激

活 [12-13]。程序性细胞凋亡在 RIF 进展中发挥关键作

用，主要通过内源性与外源性两条经典信号通路介

导。内源性通路以线粒体功能障碍为中心，B 细胞

淋巴瘤 -2 蛋白（Bcl-2）家族成员如抗凋亡蛋白 Bcl-2
与促凋亡蛋白 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）调控线粒体

外膜通透性，并进一步激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶（Caspase）-9（Caspase）/Caspase-3 级联反应；外源

性通路则依赖肿瘤坏死因子家族信号通过死亡受

体介导，如 Caspase-8/Caspase-3 等下游效应蛋白，

最终诱导细胞凋亡 [14]。上述信号通路的失衡在 RIF
发病机制中占据重要地位，因此深入研究其调控机

制对于 CKD 干预具有重要价值。

艾灸可通过抑制炎性反应、减轻肾小球毛细血

管损伤与蛋白渗漏改善肾功能，并在缓解 RIF 方面

展现出积极疗效 [15-17]。与传统灸疗相比，隔药饼灸

具有经皮给药与艾灸协同的双重优势。课题组前

期研究结果显示，隔药饼灸在 CKD 患者中具有良好

临床疗效 [18]。在慢性肾衰竭（CRF）兔模型中，隔药

饼灸可通过调节转化生长因子 -β1（TGF-β1）/Smad
信 号 通 路 ，抑 制 异 常 ECM 沉 积 ，延 缓 纤 维 化 进

展 [19-20]。但当前尚缺乏研究探讨该疗法是否可通过

调控 Bax/Bcl-2/Caspase-3 信号通路抑制细胞凋亡、

减轻肾损伤并延缓 RIF 进展。因此，本研究在前期

工作基础上，进一步从细胞凋亡信号通路角度，探

讨隔药饼灸干预 RIF 的潜在作用机制，以期为中医

外治法防治 CKD 提供实验依据与理论支撑。

1　材料与方法

1.1　实验动物

24 只雄性 SPF 级 SD 大鼠，体质量 180~220 g，
由昆明医科大学实验动物中心提供，生产许可证

号：SCXK（滇）2020-0004。实验前予以 7 d 适应性

喂养，自由摄食与饮水，饲养温度 24~25 ℃，相对湿

度 40%~50%。本实验由昆明医科大学动物实验

伦理委员会审核批准（批号：kmmu20241741）。
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1.2　主要试剂和仪器

Bax、Bcl-2 抗体（北京博奥森），Caspase-3 抗体

（美国 Abcam），α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA）抗体

（美国 Affinity），HRP 标记抗兔 IgG（上海艾比玛

特），RIPA 裂解液（上海 Beyotime），BCA 蛋白定量

试 剂 盒（上 海 碧 云 天），ECL 化 学 发 光 液（美 国

Advansta），Trizol（美国 Ambion），反转录试剂盒（美

国 VAZYME），荧光定量 PCR 试剂盒（北京康为），

伊红、苏木精染液、Masson 三色染色液（北京索莱

宝），黑附片、黄芪（云南宗顺），党参、炙仙灵脾、仙

茅、熟地（云南永顺堂），白花蛇舌草、大黄、丹参（云

南新世纪），艾绒（湖北李时珍），尿蛋白、血清肌酐

和血尿素氮试剂盒（南京建成）。转膜仪、电泳仪

（北京六一），MicroCL 17R 高速冷冻离心机（美国  
thermo scientific），CFX 型荧光定量 PCR 仪（美国

Bio-Rad），SPECTCA MAX190 酶 标 仪（ 美 国

Molecular），Vortex 混合仪（美国 Scilogex），石蜡包

埋机（德国徕卡），石蜡切片机（德国徕卡），显微镜

（德国徕卡），ImageJ 软件（美国 NIH），PVDF 膜（美

国 Millipore），电子天平（上海 LICHEN）。

1.3　模型制备方法

大鼠适应性饲养 7 d 后，按随机数字表法将大

鼠分为假手术组、模型组、缬沙坦组及隔药饼灸组，

每组 6 只。除假手术组外，其余各组均采用 UUO 手

术建立 RIF 动物模型 [21]。大鼠术前按 0.15 mL·kg-1

剂量腹腔注射 3% 戊巴比妥钠进行麻醉。于背部肋

脊角区域切开皮肤，沿脊柱做长约 2~3 cm 的纵形

切口，逐层分离组织暴露左侧输尿管，于输尿管中

下 1/3 交界处结扎。假手术组仅分离输尿管，不予

结扎。术后逐层缝合切口，注射抗生素预防感染，

并密切监测大鼠生命体征与行为状态。造模后大

鼠逐渐出现典型的肾功能损伤与纤维化特征，表明

RIF 模型构建成功。具体表现为 24 h 尿蛋白定量

（24 h-UTP）显著升高，血清肌酐（Scr）、血尿素氮

（BUN）增加，肾脏指数上升；HE 染色提示肾小管结

构破坏、管腔扩张及间质增宽，Masson 染色显示明

显胶原沉积增加；α-SMA 表达显著增强。

1.4　干预方法

假手术组仅游离左侧输尿管，不进行结扎。其

余三组大鼠均进行造模。隔药饼灸组给予隔药饼

灸干预。药饼制作方法：将黑附片、黄芪、党参、熟

地、炙仙灵脾、仙茅、白花蛇舌草、大黄、丹参按 3∶3∶
2∶2∶2∶2∶1∶1∶1 打磨成药粉，药粉用月桂氮酮调匀

成糊状后，置于模具中压紧，制成直径为 1 cm、厚

0.5 cm、重 2.5 g 的圆形薄饼。另取艾绒 100 mg，将
细艾绒填塞至艾炷模具制成炷底直径约 1 cm，炷高

1 cm 的艾炷。取穴参照文献 [22]选取双侧“脾俞”

“肾俞”及“关元”。将大鼠置于大鼠专用固定器中

进行约束固定，使其在清醒状态下限制大幅度躯体

活动，同时保持自主呼吸平稳及基础体位相对稳

定，全程不使用麻醉药物。定位后剪除局部被毛，

将药饼置于相应腧穴部位，在其上施以艾炷灸。双

侧“脾俞”与“肾俞”为第一组穴位，关元为第二组穴

位，两组穴位隔日交替施灸；每穴灸 3 壮，7 d 为 1 个

疗程，连续干预 4 个疗程。灸后如局部出现水泡，应

保持创面清洁干燥，避免感染。缬沙坦组每日给予

缬沙坦（30 mg·kg-1）灌胃。假手术组与模型组每日

灌胃等体积 0.9% 氯化钠溶液，持续 4 周。

1.5　检测指标及方法

一般情况观察及肾脏脏器指数测定：干预期

间，观察各组大鼠的精神状态、活动能力、饮食情况

及二便变化，并定期记录体质量。干预结束后用

3% 戊巴比妥钠麻醉大鼠，摘取梗阻侧肾脏，精确称

量其湿重并计算肾脏脏器指数。肾脏脏器指数

（%）=梗阻侧肾脏湿质量÷体质量×100%。

24 h 尿蛋白定量及肾功能相关指标：收集各组

大鼠 24 h 尿液后，采用 3% 戊巴比妥钠麻醉，并于腹

主动脉采血，离心 10 min 后取血清。采用全自动生

化分析仪与尿液分析仪分别检测 Scr、BUN 及 24 h-

UTP。所有操作严格按照各项检测试剂盒说明书

进行。

肾组织病理学检测：取梗阻侧肾组织置于 4%
多聚甲醛中固定，依次进行脱水、透明、石蜡包埋及

切片（5 μm）。石蜡切片经 HE 染色及 Masson 三色

染色处理后脱水封片，于光学显微镜下观察肾组织

形态及纤维化程度。

免疫组织化学染色检测大鼠肾组织 α-SMA 蛋
白的表达：将肾组织石蜡切片依次进行常规脱蜡、

水化后，于柠檬酸缓冲液中进行热修复以恢复抗原

性。随后应用 3%H ₂O ₂封闭内源性过氧化物酶活

性，并以正常山羊血清封闭非特异性结合位点。

切片分别加入以磷酸盐缓冲液稀释的 α-SMA 一抗

（1∶8 000），于 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 次 日 经 PBS 漂 洗

后，加入与一抗来源物种相匹配的 HRP 标记二抗

（1∶4 000），于室温下孵育。DAB 显色后，苏木精复

染，切片经乙醇梯度脱水及二甲苯透明后封片。通

过光学显微镜观察大鼠肾组织中 α-SMA 蛋白表达

情况，棕黄色沉积物视为阳性表达。每张切片在
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200 倍显微镜下随机选择 3 个非重叠阳性视野进行

成像，采用 ImageJ 软件分析图像并计算平均吸光度

值以评估  α-SMA 表达水平。胶原容积分数（CVF）
（%）＝胶原染色阳性面积／所分析组织区域总面

积×100%。

qRT-PCR 法 检 测 大 鼠 肾 组 织 Bcl-2、Bax、
Caspase-3 和 α-SMA mRNA 表达：取每组 6 只大鼠

40 mg 肾 组 织 加 Trizol 裂 解 液 并 研 磨 后 提 取 总

RNA，在分光光度计中测定其含量，随后反转录为

cDNA。以 β-actin 为内参基因，反应条件设为 95 ℃
预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火  30 s，共 40
个循环，扩增完毕后，结果采用 2-△△Ct公式计算各蛋

白的 mRNA 表达量，引物序列见表 1。

Western blot 法 检 测 大 鼠 肾 组 织 Bcl-2、Bax、
Caspase-3 和 α-SMA 蛋白表达：取每组 6 只大鼠肾组

织 100 mg，加入适量 RIPA 裂解液充分匀浆，提取总

蛋白。采用 BCA 法测定蛋白浓度，确保样本浓度一

致后，每孔上样 60 μg 进行电泳分离，并将蛋白转移

至 PVDF 膜。于 TBST 缓冲液中漂洗，随后在室

温下以 5% 脱脂奶粉封闭非特异性位点 30 min。
分别加入按比例稀释的一抗 Bcl-2（1∶1 000）、Bax
（1∶16 000）、Caspase-3（1∶2 000）、α-SMA（1∶8 000）
和内参 β -actin（1∶4 000），于 4 ℃条件下孵育过夜。

次日用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，继而加入相应

二抗（1∶4 000），在室温下孵育 2 h。采用 ECL 化学

发光法进行蛋白显影，并使用 ImageJ 图像分析软件

对各蛋白条带进行灰度扫描，以 β-actin 为内参，计

算 Bcl-2、Bax、Caspase-3 和  α-SMA 相对表达量。

1.6　统计学分析

所有数据均使用 SPSS29.0 软件进行统计分

析。计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示。首先对

各组数据进行正态性检验及方差齐性检验，对于符

合正态分布且满足方差齐性的组间比较，采用单因

素方差分析进行多组间比较，事后两两比较采用

LSD 法；若不满足方差齐性，则采用 Tamhane’s T2
法进行非参数比较。对于不符合正态分布的数据，

采用非参数秩和检验进行分析。以 P≤0.05 表示差

异具有统计学意义。

2　结果

2.1　各组大鼠一般情况及肾脏指数的比较

假手术组大鼠在术后短期内表现为轻度精神

萎靡、食欲减退及活动减少，随着术后时间的延长，

逐步恢复正常，表现为精神良好、饮食饮水正常、被

毛光滑、行为活跃，排便排尿正常。模型组大鼠则

持续表现出精神不振、反应迟钝、食欲下降、活动减

少、弓背蜷缩、被毛粗乱失泽，同时伴有尿量增多及

大便稀溏等表现。缬沙坦组与隔药饼灸组大鼠在

干预前表现与模型组一致，经干预治疗后，上述症

状均较模型组明显改善。

造模前各组大鼠体质量差异无统计学意义。

造模当日（第 0 天）体质量较基线略有下降，随后在

干预第 15 天及第 30 天时各组体质量均呈上升趋

势。肾脏指数结果显示，与假手术组相比，模型组

肾脏指数升高（P<0.01）；缬沙坦组及隔药饼灸组肾

脏指数较模型组下降（P<0.01）。见图 1。
2.2　各组大鼠 24 h-UTP、Scr及 BUN 的比较

干预 4 周后，与假手术组相比，模型组大鼠

24 h-UTP、Scr 及 BUN 含量均升高（P<0.01）；与模

型组比较，缬沙坦组与隔药饼灸组上述指标均降低

（P<0.01）。见图 2。
2.3　各组大鼠肾组织病理学变化的比较

HE 染色结果显示，假手术组大鼠肾组织形态、

结构基本正常，未见明显改变；模型组肾组织损伤

显著，肾小管上皮细胞变性、肿胀及脱落，部分管腔

扩张或闭塞，间质显著增宽并可见大量炎性细胞浸

润。缬沙坦组与隔药饼灸组肾组织结构较模型组

明显改善，肾小球结构相对完整，部分肾小管上皮

细胞尚可见轻度肿胀，炎细胞浸润和间质增生程度

较模型组减轻。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

Bcl-2

Bax

Caspase-3

α-SMA

β-actin

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

序列（5'→3'）

AGAACAGGGTATGATAAC
AGTCTTCATCTCCAGTAT

GAGTGTCTCAGGCGAATT
TGTATCCACATCAGCAATCA

TATTGAGACAGACAGTGGAA
TAGAGTAAGCATACAGGAAGT

CCAGAAGGCATATAGGAA
ATCGCACTATCACTTAGG

CTGGAGAAGAGCTATGAG
GATGGAATTGAATGTAGTTTC

产物长

度/bp

94

75x

83

82

141

注：Bax 为 Bcl-2 相关 X 蛋白，Bcl-2 为 B 细胞淋巴瘤 -2，
Caspase-3 为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3，α-SMA 为 α-平滑

肌肌动蛋白。
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Masson 染色显示，假手术组大鼠肾组织结构正

常，间质区域胶原纤维较少，仅见少量淡蓝色染色；

模型组可见大量蓝色胶原纤维广泛沉积于肾间质，

肾小管显著萎缩、排列紊乱，肾小球周围结构破坏

明显，间质显著增宽；缬沙坦组与隔药饼灸组胶原

沉积明显减少，肾小管与肾小球结构较为完整，间

质纤维化程度较模型组减轻。模型组大鼠肾组织

中 CVF 相比假手术组升高（P<0.01）；缬沙坦组及

隔药饼灸组与模型组比较，CVF 下降（P<0.01）。

见图 3。
2.4　各组大鼠肾组织 α-SMA 蛋白阳性表达的比较

假手术组肾组织中未见明显棕黄色染色；模型

组肾小管间质区域可见大量棕黄色颗粒沉积；缬沙

坦组及隔药饼灸组棕黄色颗粒沉积明显减少。与

假手术组比较，模型组肾组织 α-SMA 蛋白阳性表达

升高（P<0.01）；与模型组比较，缬沙坦组和隔药饼

假手术组
模型组
缬沙坦组
隔药饼灸组
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400
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0
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术
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型
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缬
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隔
药
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组

**

## ##

注：与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 1　各组大鼠体质量和肾脏指数比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of body weight and renal index among different groups of rats（x̄±s，6 mice/group）
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注：24 h-UTP 为 24 h 尿蛋白定量，BUN 为血尿素氮，Scr为血清肌酐。与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 2　各组大鼠 24 h-UTP、BUN、Scr含量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of 24-UTP， BUN， and Scr contents of rats in the 4 groups（x̄±s，6 rats/group）
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## ##HE

Masson

注：标尺=50 μm。黑色箭头示间质纤维化。CVF 为胶原容积分数。与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 3　各组大鼠肾组织病理学态比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of renal tissue pathological states of rats in the 4 groups（x̄±s，6 rats/group）
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灸组肾组织 α-SMA 蛋白阳性表达降低（P<0.01）。

见图 4。
2.5　隔药饼灸对大鼠肾组织中 Bcl-2、Bax、Caspase-3
和 α-SMA mRNA 的表达的影响

与假手术组比较，模型组肾组织 Bcl-2 mRNA

表 达 降 低（P<0.01），Bax、Caspase-3 和 α -SMA 
mRNA 表达升高（P<0.01）；与模型组比较，隔药饼

灸与缬沙坦组 Bcl-2 mRNA 表达升高（P<0.01），

Bax、Caspase-3 和 α -SMA mRNA 表 达 降 低（P<
0.01，P<0.05）。见图 5。

2.6　各组大鼠肾组织中  Bcl-2、Bax、Caspase-3 和
α-SMA 蛋白表达的比较

与假手术组比较，模型组肾组织 Bcl-2 蛋白表

达及 Bcl-2/Bax 比值降低（P< 0.01），Bax、Caspase-3
和 α-SMA 蛋白表达升高（P<0.01）；与模型组比较，

隔药饼灸与缬沙坦组 Bcl-2 蛋白表达及 Bcl-2/Bax
比值升高（P<0.01），Bax、Caspase-3 和 α-SMA 蛋白

表达降低（P<0.01）。见图 6。

3　讨论

中医认为 CKD 的病因病机主要体现为本虚标

实，核心病理机制涉及“虚、湿、瘀、毒”，其中以脾肾

阳虚为本，贯穿病程始终 [23]。RIF 因病程漫长，亦属

虚实夹杂之证。肾阳虚损，温煦功能减弱，导致脾

阳亦虚，运化失司。脾肾阳虚可致水湿停滞、痰浊

瘀阻，进一步形成肌酐、尿素氮等代谢产物。上述

病理产物又反过来损耗脾肾阳气，形成恶性循环。

因此，温阳散寒、调理脾肾成为治疗关键。艾灸通

过增强脾肾阳气、促进气血运行，有助于祛除湿浊

痰瘀，恢复脏腑功能。隔药饼灸在艾灸温热刺激基

础上，结合药物经皮渗透，通过腧穴发挥多重调节

效应。本研究选取肾俞以温补肾阳、利水消肿，脾

俞以健脾益气、运化水湿，关元以培元固本、补气活

血，综合发挥扶正祛邪之效。将艾灸、腧穴与药物

结合，最终达到改善 CKD 相关脾肾亏虚与毒湿内停
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注：标尺=50 μm。α-SMA 为 α-平滑肌肌动蛋白。与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 4　各组大鼠肾组织 α-SMA蛋白表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of α-SMA protein expression in renal tissues of rats in the 4 groups（x̄±s，6 rats/group）
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注：Bax 为 Bcl-2 相关 X 蛋白，Bcl-2 为 B 细胞淋巴瘤-2，Caspase-3 为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3，α-SMA 为 α-平滑肌肌动蛋白。

与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01。
图 5　各组大鼠肾组织 Bcl-2、Bax、Caspase-3和 α-SMA mRNA表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of Bcl-2， Bax， Caspase-3， and α-SMA mRNA expression in renal tissues of rats in the 4 groups

（x̄±s，6 rats/group）
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的病理状态。

近年来，调控细胞凋亡作为干预 CKD 及 RIF 的

重要机制受到广泛关注。研究表明，在慢性肾病

中，实质性肾细胞丧失主要由程序性凋亡所致，进

而导致肾小管萎缩、炎性反应及纤维化进展 [24]。

Bcl-2 为线粒体通路中的关键抗凋亡蛋白，可抑制线

粒 体 外 膜 通 透 性 增 加 ，阻 止 细 胞 色 素 c 释 放 及

Caspase 级联激活。相反，Bax 作为  Bcl-2 家族中促

凋亡成员，促进线粒体通透化并激活 Caspase-9/3 通

路 [25]。在 CKD 进展中，病理刺激常下调 Bcl-2、上调

Bax，打破凋亡与存活之间的平衡，促进肾小管上皮

细胞凋亡，加剧肾组织瘢痕化。

值得指出的是，RIF 并非单纯由 ECM 过度沉积

所致，其关键环节在于成纤维细胞及成肌成纤维细

胞的持续活化。其中 α-SMA 为成肌成纤维细胞的

经典标志物，在正常肾组织中表达极低，而在 UUO
及多种  CKD 模型中明显升高，并与 ECM 沉积程度

及肾功能损害程度密切相关，因此被广泛用于反映

RIF 严重程度及评价抗纤维化疗效 [26]。越来越多研

究认为，肾小管上皮细胞损伤与凋亡不仅参与肾功

能恶化过程，同时可通过诱发炎性反应、破坏基底

膜结构并促进 TGF-β1 等促纤维化因子的释放，进

而驱动成纤维细胞向成肌成纤维细胞转化，导致  
α-SMA 表达持续增强并推动纤维化进展。已有实

验研究表明，在  UUO 模型中  Bax/Bcl-2 比值升高

及  Caspase-3 激活的凋亡增强过程，常与 α-SMA 上

调及胶原沉积增加同步出现，而抑制线粒体凋亡通

路则可降低  α-SMA 表达并减轻纤维化程度 [27-28]。

在 UUO 模型中，肾小管上皮细胞广泛凋亡伴

随炎性与成纤维细胞活化，最终促进间质纤维化形

成 [29]。本研究亦证实，模型组大鼠  Bcl-2 表达显著

下调，Bax 与  Caspase-3 表达上调，伴随  α -SMA 过
度表达及胶原沉积，与前期研究的  UUO 致凋亡信

号增强、纤维化加重的趋势一致 [30]。经隔药饼灸干

预 后 ，大 鼠 肾 组 织  Bcl-2 水 平 显 著 升 高 ，Bax 和  
Caspase-3 显著下降，α-SMA 表达减少，肾小管结构

与功能明显改善，提示该疗法具有调控凋亡、延缓

纤维化的作用。Wang 等 [31]通过靶向递送 Bak-BH3
肽至肌成纤维细胞，激活线粒体凋亡通路，提高

Bax、Cleaved Caspase-3 表达，抑制 Bcl-2，从而减少

肌成纤维细胞数量并减轻组织损伤与纤维化程度。

本研究选取的“肾俞”“脾俞”“关元”均为调补
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注：Bax 为 Bcl-2 相关 X 蛋白，Bcl-2 为 B 细胞淋巴瘤-2，Caspase-3 为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3，α-SMA 为 α-平滑肌肌动蛋白。

与假手术组比较，∗∗P<0.01；与模型组比较，##P<0.01。
图 6　各组大鼠肾组织  Bcl-2、Bax、Caspase-3 和  α-SMA 蛋白表达比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of Bcl-2， Bax， Caspase-3， and α-SMA protein expression in renal tissues of rats in the 4 groups

（x̄±s，6 mice/group）
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脾肾、温阳培本的要穴。上述穴位配伍并施以隔药

饼灸，可激活经络气血、改善肾区循环，缓解虚实夹

杂的病机状态。临床研究表明 [18,32]，在“肾俞”“脾

俞”“关元”“足三里”使用隔药饼灸治疗可改善 CKD
患者微炎性反应状态，降低尿蛋白、Scr 等指标。在

动物实验中 [19-20]，隔药饼灸可下调结缔组织生长因

子（CTGF）与整合素连接激酶（ILK）表达，上调  骨
形态发生蛋白 -7（BMP-7），减轻细胞外基质沉积及

间质纤维化。在肾小球硬化所致肾损伤大鼠中，于

“肾俞”进行艾灸能显著降低蛋白尿、改善足细胞损

伤，抑制 TGF-β1、纤维连接蛋白（FN）、α -SMA 表
达 [33]。电针“肾俞”与“足三里”亦能显著上调 Bcl-2
及 Bcl-2/Bax 比值、降低 Bax 与 Caspase-3，减轻高糖

诱导的肾小管上皮细胞凋亡 [34]。数据挖掘 [35]结果显

示，糖尿病肾病干预中常用腧穴包括肾俞、关元，涉

及足太阳膀胱经、任脉与足太阴脾经，这与本研究

选穴原则高度契合。

隔药饼灸所含的黑附片、黄芪、党参、熟地、炙

仙灵脾、仙茅、白花蛇舌草、大黄、丹参等中药，通过

调控凋亡及抑制 RIF 等机制，协同干预慢性肾损

伤。其中，黄芪的主要活性成分黄芪甲苷已被证实

在高糖诱导的足细胞损伤模型中具有抗凋亡作用，

其机制为上调抗凋亡蛋白  Bcl-2、下调促凋亡蛋白  
Bax，恢复两者的平衡，并抑制  Caspase-3 的过度活

化 [36]。且黄芪甲苷通过抑制尾加压素Ⅱ诱导的肾小

管上皮细胞焦亡及上皮 -间质转化，减轻肾纤维

化 [37]。丹参中的丹参酮 IIA 同样表现出良好的抗凋

亡与抗纤维化活性。大黄中主要成分大黄酚可特

异性干扰 TGF-β1 受体与其下游  Smad 3 之间的信

号传导，显著降低 UUO 模型小鼠 α-SMA 和胶原蛋

白的表达，从而发挥抗纤维化作用 [38]。

缬沙坦作为血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，已被大

量基础与临床研究证实，具有减少蛋白尿、改善肾

血流动力学异常及延缓 RIF 进展等明确的肾脏保护

作用 [39-40]。鉴于肾素 -血管紧张素 -醛固酮系统过度

激活及高血压在 CKD 发生、发展中的重要作用，缬

沙坦的药理效应对于评估抗纤维化疗效具有较好

参考价值。因此，本研究设置缬沙坦作为阳性对

照，结果显示，隔药饼灸组在多项肾功能及组织学

指标方面与缬沙坦组呈现相似的改善趋势，表明隔

药饼灸具有潜在的肾脏保护作用，并可能作为延缓

RIF 补充治疗。

综上，隔药饼灸能改善大鼠肾功能，减轻肾

脏 病 理 损 害 ，上 调 Bcl-2，下 调 Bax、Caspase-3 及

α-SMA mRNA 及蛋白表达，延缓  CKD RIF 进展，

其机制可能与  Bcl-2/Bax/Caspase3 信号通路有关。
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