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［摘要］ 目的：基于多巴胺受体 D4（DRD4）/还原型辅酶Ⅱ氧化酶 4（NOX4）信号通路，探讨左归丸治疗甲亢肾阴虚型大鼠

的作用机制。方法：采用单侧肌肉注射地塞米松（0.35 mg·kg-1）诱导肾阴虚模型，造模成功后随机分为模型组，甲巯咪唑组

（5 mg·kg-1）及左归丸低、中、高剂量组（1.85、3.70、7.40 g·kg-1），另设正常组。连续灌胃给药 21 d 后，评估大鼠行为学指标及体

质量变化；通过苏木素-伊红（HE）染色观察肾组织病理形态；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清甲状腺激素三碘甲状腺原

氨酸（T3）、四碘甲状腺素（T4）、促甲状腺激素（TSH）、肾功能指标血清肌酐（Scr）、血尿素氮（BUN）、能量代谢标志物环磷酸腺

苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）及氧化应激相关因子超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、还原型辅酶Ⅱ（NADPH）水平；
蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织中 DRD4、NOX4、线粒体呼吸链复合体蛋白泛醌氧化还原酶亚基 S4（NDUFS4）、细
胞色素 C 氧化酶 4（COX4）及炎症相关蛋白肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）、p38 丝裂原活化蛋白激酶

（p38 MAPK）信号通路相关蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠表现为精神萎靡、体质量显著降低（P<0.01），肾组

织出现炎细胞浸润，甲状腺出现少数腮后腺体残留，血清 T3、T4、Scr、BUN、cAMP、cAMP/cGMP、MDA 及 NADPH 水平显著升

高（P<0.01），TSH、SOD 及 DRD4 蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），NOX4、磷酸化（p）-p38 MAPK/p38 MAPK 及炎症因子表

达上调（P<0.01）。与模型组比较，左归丸干预后大鼠体质量明显增加（P<0.05，P<0.01），肾间质炎细胞浸润减少，甲状腺结构

完整，滤泡大小均匀，血清 T3、T4、Scr、BUN、cAMP、cAMP/cGMP、MDA 及 NADPH 水平明显降低（P<0.05，P<0.01），TSH、SOD

及 DRD4 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01），NOX4、p-p38 MAPK/p38 MAPK 及炎症因子表达明显降低（P<0.05，P<0.01），且
高剂量组疗效优于甲巯咪唑组（P<0.05）。结论：左归丸通过激活 DRD4 受体，抑制 p38 MAPK 通路介导的 NOX4 表达，减轻氧

化应激及炎症反应，从而改善甲亢肾阴虚型的病理状态。该研究为左归丸的临床应用提供了新的分子机制支持。
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［［Abstract］］  Objective：： To decipher the mechanism by which Zuoguiwan （ZGW） treat hyperthyroidism in rats with kidney-

Yin deficiency based on the dopamine receptor D4 （DRD4）/nicotinamide adenine dinucleotide phosphate （NADPH） oxidase 4 

（NOX4） signaling pathway. Methods：： The rat model of kidney-Yin deficiency was induced by unilateral intramuscular injection of 

dexamethasone （0.35 mg·kg-1）. After successful modeling， the rats were randomized into model， methimazole （positive 

control， 5 mg·kg-1）， low-， medium-， and high-dose （1.85， 3.70， 7.40 g·kg-1， respectively） ZGW， and normal control groups. 

After 21 days of continuous gavage， the behavioral indexes and body weight changes of rats were evaluated. The pathological 

changes of the renal tissue were observed by hematoxylin-eosin staining. The serum levels of thyroid hormones ［triiodothyronine 

（T3）， thyroxine （T4）， thyroid-stimulating hormone （TSH）］， renal function indexes ［serum creatine （Scr） and blood urea nitrogen 

（BUN）］， energy metabolism markers ［cyclic adenosine monophosphate （cAMP） and cyclic guanosine monophosphate 

（cGMP）］， and oxidative stress-related factors ［superoxide dismutase （SOD）， malondialdehyde （MDA）， and NADPH）］ were 

measured by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Western blot was employed to analyze the expression of DRD4， 

NOX4， mitochondrial respiratory chain complex proteins ［NADH：ubiquinone oxidoreductase subunit S4 （NDUFS4） and 

cytochrome C oxidase subunit 4 （COX4）］， and inflammation-related protein ［tumor necrosis factor-alpha （TNF-α）， interleukin-6 

（IL-6）， p38 mitogen-activated protein kinase （MAPK）］ pathway in the renal tissue. Results：： Compared with the normal group， 

the model group showed mental malaise， body weight decreases （P<0.01）， inflammatory cell infiltration in the renal tissue， a few 

residual parotid glands in the thyroid， elevations in serum levels of T3， T4， Scr， BUN， cAMP， cAMP/cGMP， MDA， and NADPH 

（P<0.01）， down-regulation in protein levels of TSH， SOD， and DRD4 （P<0.05， P<0.01）， and up-regulation in expression of 

NOX4， p-p38 MAPK/p38 MAPK， and inflammatory factors （P<0.01）. Compared with the model group， ZGW increased the body 

weight （P<0.05， P<0.01）， reduced the infiltration of renal interstitial inflammatory cells， restored the thyroid structure and follicle 

size， lowered the serum levels of T3， T4， Scr， BUN， cAMP， cAMP/cGMP， MDA and NADPH （P<0.05， P<0.01）， up-regulated 

the expression of TSH， SOD and DRD4 （P<0.05， P<0.01）， and down-regulated the expression of NOX4， p-p38 MAPK/p38 

MAPK， and inflammatory factors （P<0.05， P<0.01）. Moreover， high-dose ZGW outperformed methimazole （P<0.05）. 

Conclusion：： By activating DRD4， ZGW can inhibit the expression of NOX4 mediated by the p38 MAPK pathway， reduce 

oxidative stress and inflammatory response， thereby ameliorating the pathological state of hyperthyroidism due to kidney-Yin 

deficiency. This study provides new molecular mechanism support for the clinical application of ZGW.

［［Keywords］］ hyperthyroidism due to kidney-Yin deficiency； Zuoguiwan； oxidative stress； dopamine receptor D4 （DRD4）； 

NADPH oxidase 4 （NOX4）

甲状腺功能亢进症（简称甲亢）是一种由甲状

腺激素（TH）引发的内分泌疾病，全球甲亢患病率在

碘充足地区为 0.2%~1.4%，在碘缺乏地区患病率更

高可达 10%~15%［1］。根据 2020 年的调查，中国甲状

腺疾病总体患病率为 40.37%，其中甲亢为 1.22%［2］。

目前甲亢的治疗以抗甲状腺激素药物、放射性碘治

疗、甲状腺手术及其他新兴治疗（微创、免疫调节、

中西医治疗［3-4］）等手段，其中以抗甲状腺药物甲巯

咪唑（MMI）治疗为首选，但其使用过程可能出现过

敏反应（皮疹、瘙痒或荨麻疹等）、血液系统异常（粒

细胞缺乏症、贫血或血小板减少症等）及肝损伤等

不良反应［5］。

甲亢累及的肾损伤是甲亢临床常见的并发症

之一，甲状腺激素分泌过多导致的高代谢状态和心

血管系统的改变，使得肾脏长期处于高灌注、高滤

过状态，增加了肾脏的负担，容易引发肾损伤［6-7］。

中医认为，甲亢的病机以阴虚阳亢、五脏失调为主。

肾阴虚是中医辨证甲亢疾病占比最高的证候类型

（57%）［8-10］，长期情志不畅可导致肝气郁结，进而化

火伤阴，阴虚之人容易痰凝、血瘀而火热内生，形成

肾阴虚证候，临床表现为心悸、消瘦、腰膝酸软等

“本虚标实”特征［11］。现代研究表明，甲状腺激素过

量可通过诱导线粒体活性氧（ROS）爆发，加剧肾脏

氧化应激与炎症损伤［12］，这与中医“肾阴亏虚，虚火

灼络”的病机制论高度关联。

左归丸出自明代张景岳所著《景岳全书》，是滋

补肾阴的经典方剂 ，已被证实可改善肾阴虚证

候［13-14］，但其是否可以治疗甲亢肾损害，目前尚未得

到证实。本研究建立地塞米松诱导的“甲亢 -肾阴

虚 -肾功能损害”复合大鼠模型，从行为学、氧化应

激、炎症反应及分子通路多维度探讨左归丸治疗甲

亢肾损害的作用及其机制，旨在为中医“滋肾阴、平
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虚火”治则提供现代科学诠释。

1 材料

1.1　动物     SD 大鼠 48 只，体质量（200±20） g，由广

东省医学实验动物中心提供，合格证号 SCXK（粤）
2022-0002，动物质量合格证编号 44007200133572。

室温控制在 18~22 ℃，相对湿度维持在 40%~70%，

12 h/12 h 光暗周期，普通鼠粮，自由进食与饮水，适

应性喂养 7 d。

1.2　伦理     本动物实验经广州中医药大学科技产

业园伦理委员会审批，伦理审批号 PZ24002。

1.3　药物与试剂     左归丸（干膏粉，由北京同仁堂

股份有限公司提供，批号 23110101070）；甲巯咪唑

片（默克制药有限公司，批号 C10013519）；地塞米松

磷 酸 钠 注 射 液（遂 成 药 业 股 份 有 限 公 司 ，批 号

42401091）；血清肌酐（Scr，上海执诚生物技术有限

公司，批号 ZCDECW008）；丙二醛（MDA）测定试剂

盒硫代巴比妥酸法（TBA）、超氧化物歧化酶（SOD）
试剂盒水溶性四唑盐试剂（WST-1）法（南京建成生

物工程研究所，批号分别为 20240516、20240613）；
三碘甲状腺原氨酸（T4）、四碘甲状腺素（T3）、促甲状

腺激素（TSH）、环磷酸腺苷（cAMP）、环磷酸鸟苷

（cGMP）试剂盒（武汉菲恩生物科技有限公司，批号

均为 FN240517）；血尿素氮（BUN）、还原型辅酶Ⅱ
（NADPH）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，批

号均为 202502）；多巴胺受体 D4（DRD4）、还原型辅

酶Ⅱ氧化酶 4（NOX4）、线粒体呼吸链复合体蛋白泛

醌氧化还原酶亚基 S4（NDUFS4）、细胞色素 C 氧化

酶 4（COX4）、β-肌动蛋白（β-actin）、p38 丝裂原活化

蛋白激酶（p38 MAPK）、磷酸化（p）-p38 MAPK 抗

体、山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）（美国 Immunoway

公 司 ，货 号 分 别 为 YT1278、YM8112、YN0933、

YT1074、YM8343、YM8276、YP0338、RS0002）；肿
瘤 坏 死 因 子 - α（TNF- α，美 国 CST 公 司 ，货 号

11948T）；白细胞介素 -6［IL-6，艾比玛特生物医药

（上海）有限公司，货号 TD6087］；甲醇（上海麦克林

生化科技有限公司，批号 C16530576）；二甲苯、二水

合磷酸二氢钠、无水磷酸二氢钠、乙酸（广州牌化学

试 剂 厂 ，批 号 分 别 为 2023010207、20230901、

20231101、20241203）；无水乙醇（国药集团化学试

剂有限公司，批号 10009218）；TO 型生物制片透明

剂（广 西 岑 溪 市 松 香 厂 ，批 号 240802）；伊 红 Y

（Eosin Y）、苏木素染色剂（美国 Sigma-Aldrich 公司，

批号分别为 1002328834、102708940）。
1.4　仪器     JJ2000、JJ1000 型电子天平（常熟市双杰

测试仪器厂）；CP224C 型分析天平（常州奥豪斯仪

器有限公司）；Multiskan FC 型酶标仪（美国赛默飞

世尔科技有限公司）；SHALLOW FORM 型恒温水

浴摇床（广州金华大化学试剂有限公司）；CX23 型

生物显微镜（日本 Olympus 公司）；FT3400 型小动物

体温仪（淮北达斯加尔生物科技有限公司）；5148R

型小型高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；
BY-320C 型低速医用离心机（北京白洋医疗器械有

限公司）；JJ-12J 型组织脱色机、JB-P5 型组织包埋机

（武汉俊杰电子有限公司）；RM2016 型病理切片机

（上海徕卡仪器有限公司）；GZX-DH-40X45-BS 型

电热恒温干燥箱（上海跃进医疗器械有限公司）；
BS-460 型全自动动物生化分析仪（深圳迈瑞生物医

疗电子股份有限公司）；Mini PROTEAN® Tetra Cell

型垂直电泳槽、PowerPac™ Universal Power Supply

型通用电源（美国 Bio-Rad 公司）；SCI-O180-S 型 LED

数显水平摇床（美国 Scilogex 公司）。
2 方法

2.1　模型建立、分组及给药     根据体质量将 48 只

大鼠分为模型组 40 只，正常组 8 只。采用单侧肌肉

注射地塞米松注射液（0.35 mg·kg-1）造模［15］，正常组

则给予等体积的生理盐水，第 8 天起，每日于造模后

6 h 灌 胃 给 予 相 应 的 药 液［阳 性 药 甲 巯 咪 唑 组

（5 mg·kg-1）［16］、左归丸干膏粉研磨成微细粉末状，

依据临床用量的 1、2、4 倍，用蒸馏水配置成低、中、

高剂量组混悬液（1.85、3.70、7.40 g·kg-1），现用现配，

用前充分摇匀］，模型组灌胃给予同体积的生理盐

水，连续灌胃 21 d。末次给药后禁食 12 h，戊巴比妥

钠（40 mg·kg-1）腹 腔 注 射 麻 醉 ，腹 主 动 脉 采 血

3 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 10 cm），收集血

清备用。处死大鼠，取肾脏及甲状腺组织，左肾用

4% 多 聚 甲 醛 溶 液 固 定 ，右 肾 置 于 冻 存 管 中 ，

于−80 ℃冰箱保存。

2.2　大鼠一般生理指标观察     实验期间观察各组

大鼠精神状态、皮毛色泽及活动度，监测给药治疗

前后的体质量、肛温变化。

2.3　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中 T3、

T4、TSH、Scr、BUN、cAMP、cGMP、SOD、MDA、

NADPH 水平     取各组大鼠血清，严格按照 ELISA

试 剂 盒 说 明 书 步 骤 操 作 ，测 定 T3、T4、TSH、Scr、

BUN、cAMP、cGMP、SOD、MDA、NADPH 水平。

2.4　肾、甲状腺组织苏木素 -伊红（HE）染色观察

病理形态变化     将左肾与甲状腺组织用 4% 多聚甲

醛溶液固定 48 h，乙醇脱水，二甲苯透化，石蜡包埋，
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制 备 3 μm 切 片 ，进 行 HE 染 色 ，用 光 学 显 微 镜

（×100）观察组织结构，并采集病理图像进行评分，

肾组织损伤评分标准参照武汉塞维尔生物科技有

限公司《部分常见组织病理评分标准》见表 1。

2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织中

DRD4、NOX4、NDUFS4、COX4、干扰素 -α（IFN-α）、
IL-6、p38 MAPK、p-p38 MAPK 蛋白表达水平     通

过前期血清指标的药效学验证，左归丸高剂量组呈

现出较稳定且显著改善大鼠肾阴虚症状的作用，后

期的机制验证决定采用左归丸高剂量组进行分子

机制验证。分别取正常组、模型组、甲巯咪唑阳性

组、左归丸高剂量组大鼠肾组织 50 mg，用 RIPA 裂

解液提取总蛋白，聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）法测

蛋白。蛋白上样后经电泳、转膜、封闭，TBST 洗膜；
加入一抗 DRD4、NOX4、NDUFS4、COX4、TNF-α、

IL-6、p38 MAPK、p-p38 MAPK（均为 1∶1 000），4 ℃

摇床过夜，二抗（1∶20 000）孵育；洗膜后，采用 ECL

显影成像。 Image J 软件计算蛋白条带灰度值，以

β-actin 为内参。

2.6　脏器指数的测定     解剖取脾脏、胸腺、肾脏进

行称质量并计算脏器指数。

2.7　统计学分析     数据均用 SPSS 27 软件进行处

理，各组均数呈正态分布时，以 x̄ ± s 表示，采用单因

素方差分析（One-way ANOVA），最小显著性差异法

（LSD）检验，如果方差不齐则采用 Tamhane 法检验；
若出现一组及以上数据呈非正态分布时，以中位数

（第 25 百 分 数 ，第 75 百 分 数）M（P25，P75）表 示 ，

Kruskal-Wallis 非参数检验，以 P<0.05 为差异有统计

学意义［17］。

3 结果

3.1　左归丸对甲亢肾阴虚型大鼠一般状况、体质量

的影响     正常组大鼠精神良好、反应灵活，体质量

增长；与正常组比较，模型组大鼠精神萎靡、反应迟

缓，体质量显著下降（P<0.01），甲巯咪唑组的肛温较

其他组别显著升高（P<0.01），可能提示甲巯咪唑具

有潜在不良反应，其他组别肛温变化差异无统计学

意义；与模型组比较，给药组明显改善甲亢肾阴虚

型大鼠体质量降低现象（P<0.05，P<0.01），见表 2。

3.2　左归丸对甲亢肾阴虚型大鼠甲状腺功能指标

的影响     与正常组比较，模型组 T3、T4显著升高（P<

0.01），TSH 显著降低（P<0.01）；与模型组比较，左

归丸各剂量组大鼠 T3、T4 水平均有下降趋势，其中

左归丸高剂量组下降最为明显（P<0.05，P<0.01）；
左归丸各剂量组 TSH 水平显著升高（P<0.01）。结

果表明左归丸具有一定改善甲状腺功能的作用。

见表 3。

3.3　左归丸对甲亢肾阴虚型大鼠肾功能指标 Scr、

BUN 的影响     与正常组比较，模型组 Scr、BUN 水平

显著升高，差异具有统计学意义（P<0.01）；与模型组

比较，左归丸各剂量组均能不同程度地显著恢复肾

功能指标 Scr 水平（P<0.01）；左归丸中、高剂量能明

显降低 BUN 水平，差异具有统计学意义（P<0.05，

P<0.01）。见表 4。

表 1　肾组织损伤病理标准

Table 1　Pathological standard of renal tissue injury

项目

炎性细胞浸润

评分

0 分

正常

1 分

<20% 肾间质出现炎性细胞浸润

2 分

20%~50% 肾间质出现炎性细胞浸润

3 分

>50% 肾间质出现炎性细胞浸润

表 2　左归丸对肾阴虚大鼠基础代谢的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　 Effect of Zuoguiwan on basal metabolism of kidney-Yin 

deficiency rats （x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

体质量/g

251.45±9.13

201.20±13.582）

214.00±18.33

215.09±18.123）

215.30±8.983）

222.69±9.034）

肛温/℃

38.03±0.33

38.51±0.26

39.31±0.294）

38.48±0.29

38.48±0.41

38.48±0.60

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 10 同）

表 3　左归丸对肾阴虚型大鼠血清 T3、T4、TSH 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Zuoguiwan on serum T3， T4 and TSH of kidney-

Yin deficiency rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

T3

/μg·L-1

0.48±0.06

4.64±0.352）

2.82±0.344）

4.07±0.56

3.93±0.50

2.87±0.634）

T4

/μg·L-1

15.44±2.15

29.00±3.172）

23.17±2.23

26.98±4.64

26.49±2.68

22.59±1.783）

TSH

/mg·L-1

6.08±0.25

4.67±0.332）

5.50±0.214）

5.34±0.214）

5.24±0.234）

5.48±0.154）
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3.4　左归丸对甲亢肾阴虚型大鼠能量代谢指标

cAMP、cGMP 的 影 响     与 正 常 组 比 较 ，模 型 组

cAMP、cAMP/cGMP 显著升高（P<0.01），cGMP 显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，左归丸各剂量组

cAMP、cAMP/cGMP 水平均显著下降并趋于正常水

平（P<0.01）；左归丸低、中剂量组大鼠血清 cGMP 水

平明显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.5　左归丸对甲亢肾阴虚型大鼠氧化应激指标

SOD、MDA、NADPH 的影响     与正常组比较，模型

组 MDA、NADPH 水平明显升高，SOD 活性显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，左归丸各剂量组大鼠血

清 SOD 活性明显升高（P<0.05，P<0.01），MDA 含量

显 著 降 低（P<0.01），其 中 左 归 丸 中 、高 剂 量 组

NADPH 水平明显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 6。

3.6　左归丸对肾阴虚型大鼠脏器指数的影响     与

正常组比较，模型组大鼠免疫器官指数、肾脏指数

明显降低（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，给药组

上述指标呈现不同程度增长作用（P<0.05，P<0.01），
其中左归丸增长效果优于甲巯咪唑组。见表 7。

3.7　左归丸对甲亢肾阴虚型模型大鼠肾及甲状腺病

理的影响     HE 染色显示正常组肾组织形态规则，肾

小球和肾小管形态结构完整，排列整齐，肾间质清透

干净；模型组大鼠肾小管和肾小球排列紊乱，肾间质

内见大量炎症细胞浸润；与模型组比较，经过左归丸

与甲巯咪唑干预后，肾阴虚模型大鼠的肾脏病理损害

均有改善，其中以左归丸高剂量组的疗效显著，病理

评分具有显著性差异（P<0.01）。
甲状腺组织的 HE 病理结果显示，除了模型组大

鼠甲状腺组织存在少数腮后腺体残留外，其他组甲状

腺组织的腺体结构完整，滤泡大小均匀，滤泡上皮细胞

呈单层立方或低柱状，滤泡腔内充满均匀的嗜酸性胶

质，间质内未见淋巴细胞浸润等明显病理改变。结合

前面血清激素水平的变化猜测，地塞米松可能通过多

种机制影响甲状腺功能，包括抑制 TSH 分泌、影响甲

状腺激素的外周代谢及免疫调节作用。这些机制可能

导致甲状腺激素分泌增多，同时也可能影响甲状腺组

织的正常发育，导致腮后腺体残留。见图 1、表 8。

3.8　左归丸改善甲亢肾阴虚型大鼠肾组织线粒体

功能及炎症因子蛋白表达     与正常组比较，甲亢肾阴

虚型模型大鼠肾中 NDUFS4、COX4的表达水平明显

降低（P<0.05，P<0.01），与模型组比较，给药后表达水

平均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与正常组比较，模型

组炎症因子 IFN-α、IL-6 明显升高（P<0.05，P<0.01）；

表 6　 左 归 丸 对 肾 阴 虚 型 大 鼠 血 清 SOD、MDA、NADPH 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 6　 Effect of Zuoguiwan on serum SOD， MDA and NADPH 

of kidney-Yin deficiency rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

SOD

/U·mL-1

33.04±2.33

21.57±1.552）

35.29±3.434）

28.53±3.463）

33.45±1.734）

34.29±1.414）

MDA

/μmol·L-1

17.84±1.72

25.49±2.632）

18.65±2.184）

17.04±1.184）

20.52±0.844）

18.78±2.484）

NADPH

/μmol·L-1

0.36±0.06

0.19±0.062）

0.17±0.08

0.28±0.10

0.31±0.073）

0.38±0.104）

表 5　左归丸对肾阴虚型大鼠 cAMP、cGMP、cAMP/cGMP 的影响  

（x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Zuoguiwan on cAMP， cGMP and cAMP/cGMP 

of kidney-Yin deficiency rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

cAMP

/μg·L-1

9.90±1.15

16.94±1.642）

9.81±0.684）

9.81±0.834）

10.83±0.864）

10.02±1.104）

cGMP

/nmol·L-1

20.05±2.27

15.79±1.602）

13.92±1.14

18.39±1.023）

20.99±1.854）

16.72±3.26

cAMP/cGMP

/μg·mmol-1

0.50±0.06

1.08±0.152）

0.71±0.063）

0.53±0.044）

0.52±0.074）

0.61±0.124）

表 4　左归丸对肾阴虚型大鼠 Scr、BUN 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Zuoguiwan on Scr and BUN of kidney-Yin 

deficiency rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

Scr/μmol·L-1

25.72±5.03

35.08±6.062）

26.70±4.564）

25.97±2.974）

24.83±2.344）

25.40±4.954）

BUN/mmol·L-1

19.32±1.79

29.40±6.092）

21.23±6.473）

25.71±7.46

21.05±5.103）

20.31±3.624）

表 7　左归丸对肾阴虚型大鼠脏器指数的影响  （x̄± s，n=6）

Table 7　 Effect of Zuoguiwan on organ index of kidney-Yin 

deficiency rats （x̄± s，n=6） mg·g-1

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

脾脏指数

1.66±0.12

1.11±0.142）

1.29±0.183）

1.25±0.14

1.31±0.123）

1.26±0.06

胸腺指数

0.67±0.08

0.29±0.042）

0.31±0.08

0.50±0.074）

0.52±0.134）

0.44±0.134）

肾脏指数

7.22±0.46

6.46±0.371）

7.45±0.974）

7.60±0.314）

7.38±0.483）

7.97±0.664）
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与模型组比较，给药组炎症因子 IFN-α、IL-6显著降低

（P<0.01），左归丸高剂量组效果更佳。见图 2、表 9。

3.9　左归丸改善甲亢肾阴虚型大鼠肾组织 DRD4/

NOX4 通路蛋白表达水平     与正常组比较，模型组

大鼠肾组织中的 NOX4、p-p38 MAPK/p38 MAPK 的

蛋白表达水平显著升高，差异具有统计学意义（P<

0.01），DRD4 蛋白表达明显降低（P<0.05），给药后各

组均能不同程度地改善并恢复至正常状态（P<0.05，

P<0.01）。见表 10、图 3。

注：A.正常组；B.模型组；C.甲巯咪唑组；D.左归丸低剂量组；E.左归丸中剂量组；F.左归丸高剂量组

图 1　左归丸对肾阴虚型大鼠肾脏及甲状腺病理变化的影响  （HE，×100）
Fig. 1　Effect of Zuoguiwan on pathological changes of kidney and thyroid in rats （HE，×100）

表 8　左归丸对肾阴虚型大鼠肾组织 HE 病理评分的影响  ［M（P25，

P75）， n=8］

Table 8　 Effect of Zuoguiwan on HE pathological score of renal 

tissue of kidney-Yin deficiency rats ［M（P25，P75）， n=8］

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.005

1.85

3.70

7.40

评分/分

0.13（0.00，0.00）
1.13（1.00，1.00）2）

0.50（0.00，1.00）
0.63（0.00，1.00）
0.38（0.00，1.00）
0.13（0.00，0.00）4）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 甲巯咪唑组；D. 左归丸高剂量组

（图 3 同）
图 2　各组大鼠肾组织线粒体功能及炎症因子蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of mitochondrial function and protein 

expression of inflammatory factors in renal tissues of rats in each 

group

表 9　左归丸对肾阴虚型大鼠线粒体功能及炎症因子蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of Zuoguiwan on mitochondrial function and expression of inflammatory factors in renal tissue of kidney-Yin deficiency rats 

 （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.005

7.40

IL-6/β-actin

0.88±0.085

1.21±0.0782）

0.97±0.0574）

0.67±0.0304）

NDUSF4/β-actin

0.99±0.021

0.81±0.0622）

0.89±0.0333）

0.88±0.0143）

COX4/β-actin

0.52±0.06

0.28±0.151）

0.42±0.04

0.81±0.094）

TNF-α/β-actin

0.75±0.16

1.00±0.071）

0.98±0.13

0.63±0.154）

表 10　左归丸对肾阴虚型大鼠肾组织 DRD4/NOX4 通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　Effect of Zuoguiwan on expression of DRD4/NOX4 pathway protein in renal tissue of kidney-Yin deficiency rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

甲巯咪唑组

左归丸高剂量组

剂量/g·kg-1

0.005

7.40

p-p38 MAPK/β-actin

0.84±0.06

1.11±0.18

0.71±0.383）

0.32±0.024）

p38 MAPK/β-actin

1.08±0.23

0.41±0.082）

0.53±0.02

0.62±0.11

p-p38 MAPK/p38 MAPK

0.81±0.23

2.84±0.932）

1.35±0.763）

0.53±0.064）

NOX4/β-actin

0.55±0.14

1.16±0.122）

1.48±0.25

0.78±0.173）

DRD4/β-actin

0.98±0.16

0.68±0.081）

0.86±0.13

0.96±0.163）
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4 讨论

肾阴虚是甲亢的主要中医证候类型之一［8］。中

医理论认为，“肾为先天之本”，肾阴亏虚可致虚火

内生，虚火上炎则灼伤津液，形成痰火互结于颈前，

引发瘿病［18］。现代研究表明，甲亢患者因甲状腺激

素（T3/T4）水平升高，导致全身高代谢状态，加速能

量消耗及氧化应激反应，进一步耗损肾阴，形成“阴

虚火旺”的恶性循环［2］。在此过程中，肾阴不足可导

致肾失封藏，表现为精微外泄（如蛋白尿、尿蛋白定

量升高）和肾小管浓缩功能障碍（多饮、多尿）［19］。

实验研究发现，甲亢小鼠模型中肾组织氧化应激标

志物（如 MDA、NADPH）显著升高，同时伴随抗氧化

酶（SOD）活性降低，提示线粒体功能障碍与肾阴虚

证候的关联［20］。此外，甲亢引起的高血钙状态可加

速肾钙质沉积，导致肾小管损伤肾脏衰竭，这与中

医“肾阴亏虚，虚火灼津成痰瘀”的病机相契合。

甲亢肾阴虚证候模型构建方法多样，目前常用

的有甲状腺素造模法、甲状腺素联合利血平造模

法、地塞米松造模法。其中地塞米松造模法具有造

模周期短（一般 4~7 d 即可造模成功）、造模因素单

一、可控性强等优势，在显著升高甲状腺激素水平

的同时具备肾阴虚的特征［21-22］。大剂量/长时间的

地塞米松可通过激活肾素 -血管紧张素系统（RAS）
导致肾小球高滤过、肾小管间质纤维化［23］，同时其

免疫抑制作用可能导致机体免疫力下降，增加感染

风险，进一步损害肾脏。这一结果与中医“肾阴虚”

证候中“肾失封精、精微外泄”的理论一致，表明该

模型能同时模拟甲亢代谢紊乱、肾阴虚证及肾脏病

理损伤，为研究滋阴补肾药物的多靶点作用提供了

理想平台。

本研究采用长时间注射地塞米松进行甲亢肾

阴虚模型诱导，造模 7 d 后对大鼠的成模情况进行

评价，结果显示模型组大鼠暴躁易怒、生长缓慢，T3、

T4、cAMP/cGMP 水平显著升高，TSH 水平显著降

低，符合甲亢诊断指标的同时与临床上肾阴虚患者

能量代谢异常的变化趋势一致［24-25］，提示本文甲亢

肾阴虚型大鼠模型造模成功。

氧化应激是甲亢肾阴虚型的重要病理生理机

制。氧化应激导致 ROS 生成增加和抗氧化防御系

统受损，可引起肾脏细胞损伤和功能障碍。研究发

现，氧化应激可激活 NOX4，进而产生大量 ROS，导

致线粒体功能障碍和细胞凋亡［26］。在衰老小鼠肾

脏 纤 维 化 模 型 中 ，NOX4/NOD 样 受 体 蛋 白 3

（NLRP3）信号通路的激活与氧化应激密切相关［27］。

此外，NOX4 衍生的 ROS 还可通过激活 NLRP3 炎症

小体促进白细胞介素 -1β（IL-1β）成熟，同时激活核

转录因子 -κB（NF-κB）信号通路诱导 TNF-α和 IL-6

表达［27］。这些炎症因子的过度表达进一步加剧了

肾脏损伤。

近年来，DRD4 因其在调控 NOX4 中的关键作

用备受关注。DRD4 激活可通过抑制 p38 MAPK 磷

酸化，减少 NOX4 介导的 ROS 生成，从而减轻肾损

伤［1，28］。甲亢状态下，甲状腺激素的过量分泌可通

过 cAMP 通路增加 cAMP 水平，可通过激活蛋白激

酶 A（PKA），影响 DRD4 的磷酸化与内化，或是通过

转录因子［如环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）］
抑制 DRD4 基因表达，影响多巴胺信号［29-31］，加剧患

者烦躁焦虑等症状。相反，DRD4 激活可通过抑制

腺苷酸环化酶（AC）降低 cAMP 水平，进而抑制 p38 

MAPK 磷酸化［32-33，12］。p38 MAPK 的失活进一步减

少 NOX4 的转录调控因子（如 NF-κB）的核转位，最

终下调 NOX4 表达［34］。这一通路的激活可显著减

少 NOX4 介导的 ROS 生成，从而减轻氧化应激和肾

脏损伤［27］。

本研究中模型组大鼠甲状腺激素水平显著升

高，TSH 水平降低，甲状腺组织出现腮后腺体残留

的发育异常现象，提示甲亢代谢紊乱成功建立。模

型组大鼠 cAMP 水平升高，cGMP 水平降低，同时

cAMP/cGMP 值也显著升高。同时，模型组大鼠肾

组织的炎症因子 TNF-α、IL-6 表达升高，可能长期使

用地塞米松导致机体免疫功能异常，导致免疫复合

物在肾间质沉积，引发的炎症反应［35］，Scr、BUN 显

著升高，提示地塞米松成功诱导肾功能损害。肾组

织 MDA、NADPH 显著升高，SOD 活性降低，表明氧

化应激反应显著增强。Western blot 结果显示，模型

组大鼠肾组织中 p-p38 MAPK/p38 MAPK 值显著升

高，NOX4 表达上调，提示 DRD4/NOX4/p38 MAPK

图 3　各组大鼠肾组织 DRD4/NOX4 信号通路蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of DRD4/NOX4 signaling pathway protein 

expression in renal tissues of rats in each group
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通路过度激活。左归丸高剂量干预后，可显著逆转

大鼠提升模型大鼠体质量增长率，明显降低血清

T3、T4水平，显著升高 TSH 水平，甲状腺组织形态发

育正常，调节 cAMP/cGMP 值至正常水平。左归丸

还可显著降低 Scr 和 BUN，提升肾组织 SOD 活性，

显著降低 MDA 含量，提示其具有显著的抗氧化和

肾脏保护作用。Western blot 结果显示，左归丸显著

降低 p-p38 MAPK/p38 MAPK 值，提示其可能通过

DRD4-cAMP-p38 MAPK 轴 抑 制 NOX4 活 性 。 此

外，左归丸下调 NOX4 后，ROS 生成减少，可能是其

降低 TNF-α、IL-6 水平的关键机制。这些结果表明，

左归丸通过多靶点作用同时改善甲亢代谢紊乱、肾

功能损伤及氧化应激状态。

肾 阴 虚 状 态 下 DRD4 表 达 抑 制 ，导 致

p38 MAPK/NOX4 信号通路过度激活，引发系统性

氧化应激，与甲亢代谢亢进（T3、T4分泌增加）及肾精

失固（Scr、BUN 水平升高）形成病理闭环。本研究

首次揭示 DRD4/NOX4 信号通路在甲亢肾阴虚证中

的桥梁作用，为“肾主生殖发育”“肾为水火之宅”等

理论提供分子层面的证据支撑。

［利益冲突］ 本研究保持学术独立性，与企业不存在干

预性关联；本文不存在任何利益冲突。
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