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摘要： 目的　 探讨健脾滋肾方对系统性红斑狼疮 （ＳＬＥ） 小鼠肾损害的作用。 方法　 将 ４０ 只 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠随机分成

模型组、 泼尼松组 （５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和健脾滋肾方低、 中、 高剂量组 （１３、 ２６、 ５２ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只； 另取 ８ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠作为对照组。 对照组和模型组灌胃予以生理盐水， 各组均持续干预 ８ 周。 采用苏木素⁃伊红 （ＨＥ）、 过碘酸⁃雪夫

（ＰＡＳ）、 马松三色 （Ｍａｓｓｏｎ） 染色观察肾组织病理变化； 透射电镜观察肾脏超微结构， 并计算肾小球评分、 血管壁周

围评分和足突融合率； 免疫荧光检测肾脏免疫球蛋白 Ｇ （ＩｇＧ）、 补体 ３ （Ｃ３） 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 免疫组化和 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法分别检测 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ 通路相关指标 ［ＴＬＲ４、 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８）、 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶 （ＪＮＫ）、
细胞外信号调节激酶 １ （ＥＲＫ１）、 激活蛋白 １ （ＡＰ⁃１） ］ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， 模型组小鼠肾脏

损害程度严重， ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积明显， 肾小球评分、 血管壁周围评分和足突融合率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４、 ｐ３８、
ＪＮＫ、 ＥＲＫ１、 ＡＰ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 健脾滋肾方各剂量组及泼尼松组小鼠肾脏病

理改变减轻， 肾小球评分、 血管壁周围评分和足突融合率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４、
ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１、 ＡＰ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 健脾滋肾方可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ
通路， 调节免疫紊乱， 减轻免疫复合物沉积， 从而改善 ＳＬＥ 肾损害。
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　 　 系统性红斑狼疮 （ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ） 是一种慢性自身免疫性疾病， 其中肾脏受累

是导致患者预后不良的主要原因［１］。 在 ＳＬＥ 中，
免疫复合物沉积于肾小球基底膜， 激活补体系统和

局部炎症反应， 引起肾小球肾炎， 导致肾损害［２］。
调查显示， 我国城市 ＳＬＥ 患病率为 （ ４１􀆰 ７７ ～
５３􀆰 ８３） ／ １０ 万， 女性患病率是男性的 ５􀆰 ２７ 倍［３］。
约 ５０％ 的 ＳＬＥ 患者出现肾脏受累， 进展为狼疮性

肾炎， 也有可能导致终末期肾病［４］， 这也是 ＳＬＥ
致残致死的主要诱因［５］。 既往研究发现， Ｔｏｌｌ 样受

体 ４ （ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４） ／丝裂原活化蛋白

激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ） 通

路在 ＳＬＥ 相关的肾损害中扮演着核心角色， 是连

接先天免疫激活、 炎症反应与肾脏损伤的关键分子

桥梁［６］。
目前临床证据表明， 中医药在调节 ＳＬＥ 免疫

稳态方面具有 “多成分、 多靶点” 协同作用的独

特优势［７⁃８］。 一项纳入 １０ ４６２ 例 ＳＬＥ 回顾性研究结

果显示， 中医药与常规治疗结合可显著降低蛋白尿

和死亡风险［９］。 健脾滋肾方广泛应用于 ＳＬＥ 患者

蛋白尿、 血尿等症状。 前期研究证实， 健脾滋肾方

具有改善 ＳＬＥ 免疫功能和保护肾脏的作用［１０⁃１１］。
但健脾滋肾方具体的作用机制尚不明确。 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ
小鼠是研究 ＳＬＥ 的经典自发动物模型［１２］。 课题组

前期研究发现， 健脾滋肾方可调控 ＴＬＲ４ 通路介导

足细胞自噬， 改善 ＳＬＥ 肾损害［１３］。 因此， 本研究

基于 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ 信号通路探讨健脾滋肾方改善

ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾损害的可能作用机制， 为临床治疗

ＳＬＥ 提供有效的理论依据。

１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 雌性 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠， ７ 周龄， 体质量 １８ ～ ２２ ｇ， 均购自上海斯莱克

实验动物有限责任公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养在合肥综合性国家

科学中心人工智能研究院动物实验平台 ＳＰＦ 级条

件， 饲养温度 （２５±２）℃， 相对湿度 （５０±１０）％ ，
自由饮用水和食物， 保持 １２ ｈ 光照。 本实验通过

安徽中医药大学动物伦理委员会审核批准 （伦理

批号 ＡＨＵＣＭ⁃ｍｏｕｓｅ⁃２０２２１３０）。
１􀆰 ２　 药物　 健脾滋肾方由黄芪（批号 ２４０８２３） １５ ｇ、
熟地黄 （批号 ２４０７１２） １０ ｇ、 茯苓 （批号 ２４０９１４）
１０ ｇ、 白术 （批号 ２４０４１７） １０ ｇ、 山药 （批号

２４０５１５） １０ ｇ、 菟丝子 （批号 ２４０７１２） １５ ｇ、 覆盆

子 （批号 ２４０９０２） １０ ｇ、 金樱子 （批号 ２４０８２５）
１０ ｇ 组成， 饮片由安徽普仁中药饮片有限公司生

产， 购自安徽中医药大学第一附属医院中药房。 先

加入药材 ８ 倍体积的蒸馏水， 浸泡， 煎煮 ３０ ｍｉｎ，
过滤药液， 再加入药材 ５ 倍体积的蒸馏水， 继续煎

煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤药液， 合并 ２ 次滤液， 浓缩成生药

量 １􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ 的药液， ４ ℃保存备用。 泼尼松 （批
号 ２０２４０３１８） 购自津药药业股份有限公司。
１􀆰 ３　 试剂　 苏木素染液、 醇溶伊红染液、 ＰＡＳ 染

色试剂盒 （批号 １０２２２４１０、 １１１３２４１５、 １１２７２４０８）
均购自西安齐岳生物科技有限公司； 双标三色多重

免疫荧光试剂盒 （批号 Ｄ１００３ｐｌｕｓ⁃０３ＲＭ） 购自安

徽中抗生物有限公司； 免疫球蛋白 Ｇ （ＩｇＧ）、 补体

３ （Ｃ３） 抗体 （批号 ２２２２８⁃１⁃ＡＰ、 ３００００⁃０⁃ＡＰ） 均

购自武汉三鹰生物科技有限公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （批
３５５２
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号 ９９９３９４０１） 购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司； 反

转录试剂盒 （批号 ＡＮＧ０８１８Ａ）购自日本 ＴａＫａＲａ
公司； ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶 （ ＪＮＫ）、
细胞外信号调节激酶 １ （ＥＲＫ１）、 激活蛋白 １（ＡＰ⁃１）
抗体 （批号 ＡＦ１９２０１１６２、 ＡＨ１０５２０１３４、 ＡＤ１９８７０４６２、
ＡＧ１９２８７１０６、 ＡＧ１８２０７９２０） 均购自北京博奥森生物技

术有限公司； ＧＡＰＤＨ 抗体 （批号 ２３００４０２２０） 购

自中生北控生物科技股份有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 ＺＴ⁃１２Ｍ 型生物组织自动脱水机、 ＹＢ⁃
７ＬＦ 型生物组织包埋机 （湖北亚光生物科技有限公

司）； ＣＸ４１ 型显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｔａｌｏｓ
Ｆ２００Ｘ 型透射电子显微镜、 ＰＩＫＯＲＥＡＬ ９６ 型荧光

定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
ＪＷ⁃３０２１ＨＲ 型高速台式冷冻离心机 （安徽嘉文仪

器装备有限公司）； ＥＰＳ３００ 型电泳仪 （上海天能

科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药　 将 ４０ 只 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠随机分成

模型组、 泼尼松组和健脾滋肾方低、 中、 高剂量

组， 每组 ８ 只。 另取 ８ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠作为对照

组。 健脾滋肾方临床推荐剂量为 ７０ ｋｇ 成年人每天

１００ ｇ， 根据小鼠与人体表面积计算出小鼠的等效

剂量为 １３ ｇ ／ ｋｇ。 泼尼松组灌胃予以 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 泼尼

松混悬液， 健脾滋肾方低、 中、 高剂量组分别灌胃

予以 １３、 ２６、 ５２ ｇ ／ ｋｇ 健脾滋肾方药液， 对照组和

模型组灌胃予以等体积生理盐水， 每天 １ 次， 持续

８ 周。 在干预期间， 收集小鼠尿液并称定体质量。
干预结束后， 摘眼球取血， 收集血液后， 处死小

鼠， 并迅速收取小鼠肾脏。
２􀆰 ２　 ＨＥ、 ＰＡＳ 染色、 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾组织病理

变化并计算肾小球和血管壁周围评分 　 肾组织于

４％ 多聚甲醛中固定 ４８ ｈ 后用流水冲洗， 乙醇脱

水， 二甲苯透明， 石蜡包埋， 切片， 脱蜡， 分别进

行苏木素⁃伊红 （ ＨＥ）、 过碘酸⁃雪夫 （ ＰＡＳ） 染

色、 马松三色 （Ｍａｓｓｏｎ） 染色， 在光学显微镜下

进行观察和记录。 从系膜增生、 内皮下细胞增生、
节段性硬化、 新月体形成和肾小管萎缩 ／间质纤维

化方面进行评分， 计算肾小球评分［１４］。 从炎症细

胞浸润、 纤维化方面进行评分， 以无、 轻度、 中

度、 重度分别计为 ０、 １、 ２、 ３ 分， 计算血管壁周

围评分［１５］。
２􀆰 ３　 透射电镜观察肾组织超微结构　 将肾组织进

行一次固定 （２􀆰 ５％ 戊二醛）、 二次固定 （１％ 四氧

化锇溶液）、 梯度乙醇脱水、 树脂渗透、 包埋， 制

备超薄切片。 用醋酸铀酰水溶液染色 ３０ ｍｉｎ， 枸橼

酸铅染色 ５ ｍｉｎ， 后用蒸馏水彻底漂洗， 避免染色

剂结晶， 通过透射电镜观察超微结构并记录。 计算

足突融合率［１６］， 公式为足突融合率 ＝ ［融合足突

数量 ／ （正常足突数量＋融合足突数量） ］ ×１００％ 。
足突融合率越高， 肾小球足细胞损伤越严重。
２􀆰 ４　 免疫荧光染色检测肾组织 ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积情

况　 肾组织切片放入二甲苯中进行脱蜡， 后进行抗

原修复， 加入 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， 室温透化与封

闭， 滴加一抗 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶ ５００）、 抗体 Ｃ３ （１ ∶
２００） ３７ ℃ 孵育 ６０ ｍｉｎ， 滴加 ＨＲＰ 标记的二抗

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 滴加 ＴＳＡ 荧光染料室温避光孵

育 １０ ｍｉｎ， 滴加适量 ＤＡＰＩ 染液复染切片， 室温孵

育 ５ ｍｉｎ， 用抗荧光淬灭封片剂封片， 在荧光显微

镜下观察并采集图像。
２􀆰 ５　 免疫组化法检测肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８ 和 ＪＮＫ 阳

性表达情况　 肾组织切片放入 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中室温孵育

１０ ｍｉｎ， 滴加 ５％ ＢＳＡ 封闭， 滴加一抗 ＴＬＲ４ 抗体

（１ ∶ ２００）、 ｐ３８ 抗体 （１ ∶ ２００）、 ＪＮＫ 抗体 （１ ∶
１００） ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ， 滴加 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧ 二

抗 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 滴加 ＤＡＢ 显色液， 苏木素复

染 ２ ｍｉｎ， 中性树胶封片， 在显微镜下观察结果。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肾组织 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ 通路相

关指标 ｍＲＮＡ 表达　 肾组织加液氮研磨成粉末状，
加入 ＴＲＩｚｏｌ 裂解， 进行分层和 ＲＮＡ 沉淀， 完成

ＲＮＡ 提取。 进行 ＲＴ 反应， 反应程序为 ６５ ℃ ５ ｍｉｎ
（ＲＮＡ 变性）， 冷却 ２ ｍｉｎ， ４２ ℃ ３０ ｍｉｎ （逆转

录）， ７０ ℃ ５ ｍｉｎ （ 灭 活 酶 ）， 获 取 ｃＤＮＡ，
于－８０ ℃保存备用。 利用 ＰＣＲ 仪进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反

应， ｍＲＮＡ 相对表达量使用 ２－ΔΔＣＴ法进行计算， 以

ＧＡＰＤＨ 作为内参。 引物均由安徽欣乐生物科技公

司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 序列（５′→⁃３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＴＬＲ４ 正向 ＧＣＣＡＣＡＴＧＴＣＡＧＧＣＣＴＴＡＴＧ １２３

反向 ＴＴＧＧＴＴＧＡＡＡＴＧＣＣＣＡＣＣＴＧ
ｐ３８ 正向 ＣＴＣＡＴＴＡＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＡＡＧＣ １７３

反向 ＣＴＴＧＧＧＣＣＧＣＴＧＴＡＡＴＴＣＴＣ
ＪＮＫ 正向 ＧＧＣＡＧＣＧＴＣＴＣＴＧＴＴＡＣＴＣＡ ２０

反向 ＣＡＧＣＧＡＡＣＧＧＣＡＡＣＡＧＡＡＡＡ
ＡＰ⁃１ 正向 ＧＣＴＧＡＧＣＣＴＡＣＡＧＡＴＧＡＡＣＴ １７３

反向 ＧＧＣＡＧＧＡＴＡＣＣＣＡＡＡＣＡＡＡＣ
ＥＲＫ１ 正向 ＴＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＧＣＧＡＣＣＴ ２２

反向 ＣＧＴＡＧＣＣＡＣＣＴＧＣＧＡＣＣＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＴＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣ １６９

反向 ＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ
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２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾组织 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ 通路

相关蛋白表达 　 肾组织加 ＲＩＰＡ 裂解液进行裂解，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后得到组织总蛋白。 加入

５×ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液， 沸水浴加热 １５ ｍｉｎ
进行变性， 蛋白样品放入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶加样孔

内， 电泳， 转膜， 加一抗 ＴＬＲ４ （１ ∶ １ ５００）、 ｐ３８
（１ ∶ ２ ０００）、 ＪＮＫ （１ ∶ ２ ５００）、 ＥＲＫ１ （１ ∶ ２ ０００）
ＡＰ⁃１ （１ ∶ １ ５００） 及 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２ ０００） ４ ℃缓

慢摇动孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 加入 ＨＲＰ 标记

的二抗 （１ ∶ ２０ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， 使用 ＥＣＬ 发

光试剂盒进行显影， 通过化学发光成像系统拍照留

存， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度分析。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件

进行处理， 计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
组间比较符合正态分布的采用单因素方差分析， 不

符合正态分布的采用非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织病理变化

的影响　 ＨＥ 染色显示， 模型组出现明显的毛细血

管内细胞增生和系膜增生， 基底膜增厚， 伴有淋巴

细胞大量浸润； 而健脾滋肾方各剂量组和泼尼松组

细胞增生、 系膜增厚较模型组减轻， 淋巴细胞浸润

减少， 见图 １。 ＰＡＳ 染色显示， 模型组出现明显的

基底膜增厚和较多新月体的形成； 而健脾滋肾方各

剂量组和泼尼松组基底膜增厚较模型组减轻， 新月

体分布减少， 见图 ２。 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示， 模型组肾

小球毛细血管腔出现明显的纤维化样表现， 基底膜

增厚明显， 部分出现球性硬化； 而健脾滋肾方各剂

量组和泼尼松组纤维化情况较模型组减轻， 泼尼松

组纤维化情况最轻， 见图 ３。
３􀆰 ２　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织超微结构

的影响　 透射电镜结果显示， 对照组肾小球系膜细

胞呈多突起的星形， 各突起长短不等， 可见密斑和

密体的结构； 模型组肾小球系膜区可见电子致密物

的沉积， 伴随着系膜细胞增生和基质增多； 而健脾

滋肾方各剂量组和泼尼松组肾小球系膜区电子致密

物沉积和系膜细胞增生较模型组减轻， 见图 ４。

注： 黑色箭头表示肾小球系膜增生或毛细血管内细胞增多。

图 １　 各组小鼠肾组织 ＨＥ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

注： 黑色箭头指示新月体或基底膜增厚。

图 ２　 各组小鼠肾组织 ＰＡＳ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）
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注： 黑色箭头指示毛细血管腔纤维化或基底膜增厚。

图 ３　 各组小鼠肾组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

注： 红色箭头指示肾小球免疫复合物沉积或基质增多。

图 ４　 各组小鼠肾组织超微结构图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ３　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾小球评分、 血

管壁周围评分和足突融合率的影响　 如表 ２ 所示，
与对照组比较， 模型组肾小球评分、 血管壁周围评

分和足突融合率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

健脾滋肾方各剂量组和泼尼松组肾小球评分、 血管

壁周围评分和足突融合率降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 其中健脾滋肾方中剂量组干预效果与泼尼

松组相当。
表 ２　 各组小鼠肾小球评分、 血管壁周围评分和足突融合率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｓｃｏｒｅ， ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｕｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 肾小球评分 ／ 分 血管壁周围评分 ／ 分 足突融合率 ／ ％

对照组 ０􀆰 ２６±０􀆰 ０８ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０６ １１􀆰 ２０±２􀆰 ５７

模型组 ２􀆰 ９８±０􀆰 ３２∗∗ ２􀆰 ４０±０􀆰 ６９∗∗ ７８􀆰 ２０±５􀆰 ０７∗∗

健脾滋肾方低剂量组 １􀆰 ８６±０􀆰 ３１＃＃ １􀆰 ６０±０􀆰 ７０＃ ６５􀆰 ３０±３􀆰 ８３＃＃

健脾滋肾方中剂量组 １􀆰 ４４±０􀆰 １９＃＃ １􀆰 ４０±０􀆰 ５２＃＃ ４８􀆰 ５０±１􀆰 ９０＃＃

健脾滋肾方高剂量组 １􀆰 ５５±０􀆰 １６＃＃ １􀆰 ７０±０􀆰 ６７＃ ５１􀆰 ４０±３􀆰 ３７＃＃

泼尼松组 １􀆰 ２１±０􀆰 ２０＃＃ １􀆰 １０±０􀆰 ５７＃＃ ４５􀆰 ５０±３􀆰 ８９＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ４　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织 ＩｇＧ 和 Ｃ３
沉积的影响 　 如图 ５ 所示， 对照组肾小球大小正

常、 轮廓清晰， ＩｇＧ 和 Ｃ３ 均无明显沉积； 与对照

组比较， 模型组肾小球中见 ＩｇＧ 呈颗粒状、 团块状

沿系膜区沉积， Ｃ３ 大量沿毛细血管壁和系膜区沉

积， ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 健脾滋肾方各剂量组和泼尼松组肾小球形态大

小趋于恢复正常， ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积均有不同程度缓

解 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组小鼠肾组织 ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积情况 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ ａｎｄ Ｃ３ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ５　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８ 和 ＪＮＫ 阳性表达的影响　 如图 ６ 所示， 与对照

组比较， 模型组肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ 表达增

加， 阳性信号主要分布在肾小球系膜区和间质中；

与模型组比较， 健脾滋肾方各剂量组和泼尼松组肾

组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ 表达减少， 阳性信号分布减

少， 其中健脾滋肾方中剂量组表达减少更明显。

图 ６　 各组小鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８ 和 ＪＮＫ 蛋白表达比较 （免疫组化， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ｐ３８ ａｎｄ ＪＮＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ×４００）

３􀆰 ６　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如

表 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组肾组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜

０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 健脾滋肾方各剂量组和泼

尼松组肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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表 ３　 各组小鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ｐ３８， ＪＮＫ， ＥＲＫ１ ａｎｄ ＡＰ⁃１ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝８）

组别 ＴＬＲ４ ｐ３８ ＪＮＫ ＥＲＫ１ ＡＰ⁃１

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ０１±０􀆰 １２ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ０１±０􀆰 １９ １􀆰 ００±０􀆰 ０９

模型组 ２􀆰 ８９±０􀆰 ２３∗∗ ２􀆰 ６８±０􀆰 １９∗∗ ２􀆰 ７０±０􀆰 １３∗∗ ２􀆰 ７０±０􀆰 １３∗∗ ２􀆰 ２３±０􀆰 ２１∗∗

健脾滋肾方低剂量组 ２􀆰 １１±０􀆰 １３＃＃ ２􀆰 ０６±０􀆰 ０８＃＃ ２􀆰 ０２±０􀆰 ０６＃＃ ２􀆰 ０８±０􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ７５±０􀆰 １１＃＃

健脾滋肾方中剂量组 １􀆰 ４２±０􀆰 ２４＃＃ １􀆰 ４７±０􀆰 ２５＃＃ １􀆰 ５３±０􀆰 １２＃＃ １􀆰 ５７±０􀆰 ２１＃＃ １􀆰 １９±０􀆰 ０６＃＃

健脾滋肾方高剂量组 １􀆰 ５５±０􀆰 ３２＃＃ １􀆰 ６５±０􀆰 １８＃＃ １􀆰 ５７±０􀆰 ２１＃＃ １􀆰 ５６±０􀆰 ２０＃＃ １􀆰 ３２±０􀆰 １５＃＃

泼尼松组 １􀆰 ４９±０􀆰 ２４＃＃ １􀆰 ５２±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ５４±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ５８±０􀆰 １７＃＃ １􀆰 ２３±０􀆰 １６＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 健脾滋肾方对 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１ 蛋白表达的影响 　 如图

７、 表 ４ 所示， 与对照组比较， 模型组肾组织

ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 健脾滋肾方中、 高剂

量组和泼尼松组肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１
和 ＡＰ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＳＬＥ 是一种异质性和致残率高的疑难病， 其病

因仍不明确， 目前尚无法根治， 以控制疾病进展和

干预靶器官损害为主［１７］。 ＳＬＥ 引起的肾损害， 即

狼疮性肾炎， 表现为蛋白尿、 血尿等症状。 现有研

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为健脾滋肾方低、
中、 高剂量组， Ｆ 为泼尼松组。

图 ７ 　 各组小鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和

ＡＰ⁃１蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ｐ３８， ＪＮＫ， ＥＲＫ１ ａｎｄ
ＡＰ⁃１ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 各组小鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１ 和 ＡＰ⁃１蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ｐ３８， ＪＮＫ， ＥＲＫ１ ａｎｄ ＡＰ⁃１ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 ＴＬＲ４ ｐ３８ ＪＮＫ ＥＲＫ１ ＡＰ⁃１

对照组 ０􀆰 １４±０􀆰 ０１ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０７

模型组 ０􀆰 ９５±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０８∗∗ １􀆰 ０７±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ０５±０􀆰 ０３∗∗

健脾滋肾方低剂量组 ０􀆰 ７５±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１ ０􀆰 ９０±０􀆰 １０ ０􀆰 ９０±０􀆰 １１

健脾滋肾方中剂量组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０９＃＃

健脾滋肾方高剂量组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ７３±０􀆰 １０＃＃

泼尼松组 ０􀆰 ４６±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

究表明， 狼疮性肾炎发病与固有免疫异常激活、 免

疫复合物沉积及下游炎症信号通路过度活化密切相

关， 而免疫细胞浸润和炎症因子的产生加重肾脏炎

症反应［１８⁃１９］。 狼疮性肾炎在中医理论中可归属于

“阴阳毒” “肾痹” 等范畴， 其核心病机为 “本虚

标实”， 脾肾亏虚为本， 热毒、 瘀血、 水湿为

标［２０］。 先天禀赋不足， 肾精不足则卫外不固， 易

感外邪， 脾虚失运， 脾不统血则致血尿， 脾不摄精

则致蛋白尿。 本课题组基于 ＳＬＥ “本虚标实” 的

病机特点， 以 “健脾运、 滋肾精” 为治疗原则，

研创健脾滋肾方。
肾小球评分是用于评估肾小球损伤程度［２１］。

血管壁周围评分主要评估肾小动脉和小动脉的内膜

增厚、 炎症细胞浸润、 纤维化等病变［２２］。 足突融

合是足细胞损伤的重要标志， 反映肾小球滤过屏障

的功能状态［２３］。 本研究结果显示， ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠

肾脏损害程度严重， 系膜增生， 基底膜增厚及较多

新月体形成， 伴有淋巴细胞大量浸润， 肾小球评

分、 血管壁周围评分和足突融合率升高。 健脾滋肾

方能改善 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾组织病理学改变， 降低
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肾小球评分、 血管壁周围评分和足突融合率， 减轻

肾脏 ＩｇＧ 和 Ｃ３ 沉积， 改善肾损害。
ＴＬＲ 信号通路异常活化在 ＳＬＥ 发病机制中发

挥核心作用［２４］， 其通过识别内源性核酸和免疫复

合物， 驱动病理性固有免疫激活、 Ｉ 型干扰素风暴

及自身反应性 Ｂ 细胞活化， 构成 ＳＬＥ 免疫紊乱的

分子基础［２５⁃２６］。 ＴＬＲ４ 作为模式识别受体， 在 ＳＬＥ
中通过识别内源性危险信号及病原相关分子模式，
驱动病理性固有免疫反应［２７］。 研究表明， ＳＬＥ 患

者外周血单核细胞源性巨噬细胞及髓样树突状细胞

表面 ＴＬＲ４ 表达显著升高［２８］。 在 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠中，
通过抑制 ＴＬＲ４ 表达， 可有效控制炎症因子水

平［２９］。 ＴＬＲ４ 触发一系列下游信号传导， 激活

ＭＡＰＫ 家族， 进而诱导转录因子入核， 介导 ＡＰ⁃１
的表达， 加快促炎因子分泌， 形成持续性炎症级联

反应［３０］。 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通过增强 ＴＧＦ⁃β１ 对成纤维细

胞的促纤维化效应， 促进纤维连接蛋白的合成， 加

速肾间质纤维化［３１］。 ＪＮＫ 通过磷酸化 ｃ⁃Ｊｕｎ 上调足

细胞中 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白酶表达， 破坏裂孔隔膜结构，
导致蛋白尿［３２］。

本研究结果显示， 健脾滋肾方干预可降低

ＴＬＲ４、 ｐ３８、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ１、 ＡＰ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达。 ＴＬＲ４ 作为重要的模式识别受体， 能识别病原

体相关分子模式。 当 ＴＬＲ４ 识别脂多糖后， 通过激

活 ＭＡＰＫ 通路， 促使细胞释放炎症因子， 介导机

体的炎症反应［３３］。 既往研究已证实 ＴＬＲ４ 在肾脏

中的过度活化， 加重炎症反应， 诱导肾小球肾炎，
与狼疮性肾炎的发生发展密切相关［３４］。 ＭＡＰＫ 家

族包括 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ， 可驱动炎症

反应、 系膜细胞损伤及纤维化进程， 是狼疮性肾炎

病理进展的核心枢纽。 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通过诱导氧化应

激导致足细胞线粒体功能障碍和凋亡， 进一步加重

蛋白尿［３５］。 ＥＲＫ１ ／ ２ 还促进系膜细胞增殖和纤维化

相关基因的表达。 有研究报道， 冬虫夏草蛋白可通

过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭＹＤ８８ ／ ＭＡＰＫ 通路， 介导 Ｔｈ１ 细胞

分化， 减轻 ＭＲＬ ／ ｌｐｒ 小鼠肾损害程度［３６］。 双氢青

蒿素可通过 ＭＡＰＫ 通路调节巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 平

衡， 减轻 ＳＬＥ 肾损害［３７］。
综上所述， 健脾滋肾方可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／

ＭＡＰＫ 通路， 减少肾脏免疫复合物沉积， 从而改善

ＳＬＥ 肾损害程度。
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