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摘要： 目的　 研究丹参注射液对糖尿病大鼠肾小管 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） 蛋白表达的影响。 方法　 高糖高脂饲料联合

腹腔注射链脲佐菌素建立大鼠糖尿病模型， ４０ 只大鼠随机分为正常组、 模型组、 二甲双胍组、 丹参注射液组， 每组

１０ 只。 给药 ６ 周后， ＨＥ 染色观察大鼠肾组织病理变化， 免疫组化染色观察 ＴＬＲ４ 蛋白表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测高糖环

境下大鼠肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ） 增殖及 ＴＬＲ４ 蛋白表达。 结果　 丹参注射液缓解了大鼠肾小管病变。 与模型组

比较， 丹参注射液组 ＴＬＲ４ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 高糖环境下其质量浓度为 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 时可显著促进 ＮＲＫ⁃
５２Ｅ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性地显著降低 ＴＬＲ４ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 丹参注射液可保

护糖尿病大鼠肾小管， 降低高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＴＬＲ４ 蛋白表达， 从而改善糖尿病肾病。
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　 　 随着生活水平不断提升， 糖尿病作为代谢紊乱

性疾病逐渐成为人类健康的严重威胁， 它是一种多

因素、 多靶点的顽疾， 发病率随年龄增长而迅速升

高。 在临床治疗过程中通常只能采用保守疗法对病

情加以缓解， 针对诊断出的临床病症进行全面治疗

是首要方案。 糖尿病肾病是糖尿病主要并发症， 也

是造成终末期肾衰竭的罪魁祸首之一， 如不及时治

疗则会逐步恶化， 并危及患者生命。
Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） 信号通路是机体固有免

疫的主要构成之一， 可通过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

导致下游炎症因子释放、 炎症细胞浸润， 以及相关

炎症因子再释放导致信号放大等［１］， 其中 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路是以脂多糖等为配体的固有免疫信

号传导途径。 研究表明糖尿病状态下胰岛素抵抗与

该信号通路存在相关性［２］， 同时肾小球滤过功能

下降、 肾小管重吸收能力不足可能也是由于炎症反

应所致［３］， 故对糖尿病状态下固有免疫异常状态

的调节与稳定是糖尿病整体治疗的一个重要

思路［４⁃５］。
丹参作为传统活血化瘀中药， 在临床上广泛用

于治疗糖尿病肾病， 并取得了较好的效果［６］。 近

期研究表明， 丹参中的脂溶性成分丹参酮可下调单

核巨噬细胞 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 从而起到降低

炎症反应的作用［７］； 水溶性成分丹酚酸 Ｂ 也可减

轻缺血性中风模型的炎症反应［８］。 课题组前期发

现， 丹参注射液可改善糖尿病大鼠肾小管结构变

化， 恢复肾小管功能［９］， 对 ＡｎｇⅡ诱导的大鼠肾小

管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ） 有显著保护作用， 推测

可能是通过调节 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路所致［１０］。 本实

验考察丹参注射液对糖尿病状态下肾小管 ＴＬＲ４ 表

达的影响， 从固有免疫与炎症角度阐述该制剂对糖

尿病肾病的改善作用。
１　 材料

大鼠肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ， 中国科学

院生物化学与细胞生物学研究所）。 ＳＤ 大鼠 （体
质量 １８０～２２０ ｇ） 购自安徽中医药大学实验动物中

心， 动物合格证号 ＳＣＸＫ （皖） ２０１７⁃００１。 丹参注

射液 （生药量 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ， 批号 １７０５０８３， 正大青春

宝药 业 有 限 公 司 ）； 盐 酸 二 甲 双 胍 片 （ 批 号

４８１８０１０４， 上海上药信谊药厂有限公司）。 高糖高

脂饲料 （安徽中医药大学动物中心）； 链脲佐菌素

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 产品编号 ＬＳ０１３０）； 四甲基偶

氮唑 盐 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 批 号

１２１２Ｕ０５４）； ＴＬＲ４ 兔 抗 鼠 多 克 隆 抗 体 （ 批 号

８７３０ｋ２６）、 ＨＲＰ 山羊抗兔抗体 （批号 ２８４７ｂ４３）
（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）； β⁃ａｃｔｉｎ 鼠源单克隆抗体 （批
号 ＡＴＱＡＰ１８０１）、 ＨＲＰ 山羊抗鼠抗体 （批号 ＡＴＱ⁃
ＭＡ２７０１， 美国 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶试

剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 产品编号

Ｐ００１２ Ａ ）； ＥＣＬ 超 敏 试 剂 盒 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号 ＲＦ２３２１８４ Ａ）； 苏木素 （广州

市欣源贸易有限公司， 批号 ２０１８０２２４）； 伊红 （北
京索莱宝科技有限公司， 批号 ２０１７１１２３）； ＰＶ６０００
（北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号

１７Ｇ８７Ｄ１１）。 ＳＣＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 型洁净工作台 （苏州宏

瑞净化科技有限公司）； ＳＰＥＣＴＲＡ ＭＡＸ⁃１９０ 型酶

标仪 （美国 ＭＤＣ 公司）； 倒置生物显微镜 （德国

Ｌｅｉｃａ 公司）； ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型垂直电泳仪 （北京六

一仪器厂）； Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅｒ ６００ 型成像仪 （美国

ＧＥ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 建模、 分组与给药 　 ４０ 只大鼠随机分成 ４
组， 每组 １０ 只， 普通饲料适应性喂养 １ 周后， 取

其中 ３０ 只每天喂养高糖高脂饲料， 持续 ２ 周， 再

腹腔注射链脲佐菌素 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 而普通饲料喂

养的大鼠腹腔注射等剂量生理盐水， 然后继续用相

应饲料喂养， １ 周后， 每天测定大鼠血糖， 大于

１６􀆰 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ 时视为造模成功。 对造模成功的大鼠重

新随机分为正常组、 模型组、 二甲双胍组、 丹参注

射液组， 其中后 ３ 组继续用高糖高脂饲料喂养， 而

正常组用普通饲料喂养， 每天按时对丹参注射液组

大鼠腹腔注射丹参注射液 （２ ｍＬ ／ ｋｇ）， 二甲双胍

组大鼠灌胃二甲双胍溶液 （１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 模型组、
正常组大鼠腹腔注射等剂量生理盐水 （２ ｍＬ ／ ｋｇ）。
给药 ６ 周后处死大鼠， 取肾脏置于中性福尔马林溶

液中固定， 对组织进行石蜡包埋、 切片。
２􀆰 ２　 ＨＥ 染色 　 将大鼠肾组织石蜡切片放入二甲

苯中脱蜡后在梯度乙醇中水化， 先用苏木素对细胞

核染色 ５ ｍｉｎ， １％ 盐酸乙醇分化 ３０ ｓ 后温水返蓝，
再用伊红复染 ３０ ｓ， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明后

中性树胶封片。
２􀆰 ３　 免疫组化染色　 将大鼠肾组织石蜡切片置于

二甲苯中脱蜡， 梯度乙醇水化， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
１２１ ℃下柠檬酸钠缓冲液中浸泡 ２ ｍｉｎ 以修复表面

抗原， 室温下自然冷却后清洗 ３ 次， 过氧化物酶阻

断剂室温下孵育 １０ ｍｉｎ， 漂洗 ３ 遍， ３７ ℃下山羊

血清孵育 ２０ ｍｉｎ， 倾去血清后滴加 ＰＶ６０００ 一抗，
４ ℃下孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 滴加 ＨＲＰ 二

０８２

２０１９ 年 ２ 月

第 ４１ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． ２



抗， ３７ ℃下孵育 ２０ ｍｉｎ， 漂洗 ３ 次后滴加 ＤＡＢ 显

色液显色 ５ ｍｉｎ， 洗去 ＤＡＢ 显色液， 苏木素复染，
盐酸乙醇分化， 冲洗返蓝。 脱水透化后， 中性树胶

封片， 显微镜下观察。
２􀆰 ４　 高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖检测　 将对数

生长期的细胞用胰酶消化， 细胞计数板计数， 按照

５×１０４ ／ ｍＬ 细胞密度接种于 ９６ 孔板中， ３７ ℃培养

箱中培养至 ８５％ 面积， 更换无血清培养基同步化

２４ ｈ， 再更换含葡萄糖 ５􀆰 ５、 １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、
６０、 ７０、 ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的无血清培养基。 干预 ２４ ｈ
后， 加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液 （５ ｍｇ ／ ｍＬ） 孵育 ４ ｈ，
吸去上清液， 加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜后振摇

１０ ｍｉｎ， 在 ４９０ ｎｍ 波长处检测吸光度。
２􀆰 ５　 高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＴＬＲ４ 蛋白表达检

测　 将对数生长期的细胞用胰酶消化， 按照 ５ ×
１０５ ／ ｍＬ 细胞密度配制细胞悬液， 加到 ６ 孔板中，
待细胞长至单层 ８５％ 面积后， 更换无血清培养基

同步化 ２４ ｈ， 再分别更换含葡萄糖 ５􀆰 ５、 ２５、
８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＭＥＭ 培养基， 干预 ２４ ｈ 后清洗细胞

表面， 每孔加 ５０ μＬ 裂解液， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， 刮

下细胞， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 蛋白样

品以 ４ ∶ １ 体积加入上样缓冲液， 煮沸 ５ ｍｉｎ 后在－
２０ ℃下长期保存。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳采用 ５％ 浓缩胶

和 １２％ 分离胶， 按每孔 ３０ μｇ 蛋白量上样， 浓缩胶

电压 ７０ Ｖ， 分离胶电压更换为 １１０ Ｖ， 凝胶以

２００ ｍＡ电流转膜 ２ ｈ， 转膜结束后 ５％ 脱脂奶粉在

３７ ℃下封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， ＴＬＲ４ 多克隆抗

体 （兔源） （１ ∶ ８００）、 β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆抗体 （鼠

源） （１ ∶ １ ０００） 在 ４ ℃下孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗 ３
次， ＨＲＰ 标记的二抗在 ３７ ℃ 下孵育 １ ｈ， 漂洗 ３
次后 ＥＣＬ 显色液曝光， 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件解析，
得到灰度值。
２􀆰 ６　 丹参注射液对 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞的影响考察　 将

对数生长期的细胞用胰酶消化， 按照 １×１０４ ／孔细

胞密度铺入 ９６ 孔板， 放入培养箱中培养至单层细

胞 ８５％ 面积， 更换无血清培养基同步化 ２４ ｈ， 随

后正常组更换正常无血清培养基， 模型组更换高糖

无血清培养基， 丹参注射液组更换丹参高糖无血清

培养基 （相当于 ３０、 ３、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｍＬ 原药

材）， 培养 ２４ ｈ 后加入 ＭＴＴ 溶液孵育 ４ ｈ， 然后吸

去上清， 加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜振摇均匀， 在

４９０ ｎｍ 波长处检测吸光度。
２􀆰 ７　 丹参注射液对高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响考察　 将对数生长期的细胞

用胰酶消化， 均匀铺于 ６ 孔板中， 待长至单层 ８５％
面积后更换无血清低糖培养基同步化 ２４ ｈ， 同步化

结束后正常组更换正常无血清培养基， 模型组更换

高糖无血清培养基， 丹参注射液组分别更换 ３０、
３、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｍＬ 丹参高糖无血清培养基， 干

预 ２４ ｈ 后 提 取 蛋 白 质 进 行 检 测， 方 法 同

“２􀆰 ５” 项。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理，
组间比较采用单因素方差分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示存

在显著差异。
３　 结果

３􀆰 １　 丹参注射液对大鼠肾小管的保护作用 　 图 １
显示， 正常组大鼠肾小管和肾小球形态清晰； 模型

组大鼠肾脏出现一定程度的肾小管胞外基质堆积和

炎症细胞浸润； 二甲双胍组、 丹参注射液组上述症

状较轻。

图 １　 大鼠肾组织 ＨＥ 染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ （×２００）

３􀆰 ２　 丹参注射液对大鼠肾小管 ＴＬＲ４ 蛋白表达的

影响　 图 ２ 显示， 与正常组比较， 模型组 ＴＬＲ４ 蛋

白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 丹参

注射液组其蛋白表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并与正

常组比较无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 葡萄糖对 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖和 ＴＬＲ４ 蛋白表

达的影响　 图 ３ 显示， 作用 ２４ ｈ 后随着葡萄糖浓

度逐渐升高， 细胞增殖率先升后降， 并在其浓度超

过 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ４ 显示， 葡萄糖浓度为 ２５、 ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，

ＴＬＲ４ 蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 丹参注射液对 ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｓｈｅｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ＴＬＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （×２００）

注： 与 ５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 葡萄糖对 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

注： 与 ５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 葡萄糖对 ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ＴＬＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３􀆰 ４　 丹参注射液对高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖

的影响　 图 ５ 显示， 与正常组比较， 模型组细胞增

殖被显著抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 丹参注

射液组 （ ３０ ｍｇ ／ ｍＬ） 可显著减弱这种抑制作用

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 丹参注射液对高糖环境下 ＮＲＫ⁃５２Ｅ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｓｈｅｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

３􀆰 ５　 丹参注射液对高糖环境下 ＴＬＲ４ 蛋白表达的

影响　 图 ６ 显示， 与正常组比较， 模型组 ＴＬＲ４ 蛋

白显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 丹参注射

液组其表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈

剂量依赖性。
４　 讨论

Ｔｏｌｌ 样受体作为激活固有免疫的重要信号通

路， 在受到配体刺激的情况下可传递炎症信号， 并

导致炎症细胞浸润及炎症因子释放［１１］。 本实验探

讨丹参注射液对糖尿病大鼠肾脏的保护作用及对肾
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ６　 丹参注射液对高糖环境下 ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｓｈｅｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ＴＬＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

组织 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） 蛋白表达的影响， 发

现丹参注射液在体内可有效降低大鼠 ＴＬＲ４ 蛋白表

达， 并对肾组织起到一定程度的保护作用； 在体外

可削弱高糖诱导大鼠肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ）
ＴＬＲ４ 蛋白表达， 并在一定范围内存在剂量依赖性。
由此可知， 丹参注射液可有效降低 ＴＬＲ４ 蛋白表

达， 可能是通过下调 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路来降低

其下游相关信号分子表达， 从而起到保护糖尿病状

态下大鼠肾小管的作用［１２］。
现代糖尿病肾病的机制研究主要是针对多元醇

代谢通路激活、 氧化应激［１３］、 糖基化终末代谢产

物堆积［１４］、 炎症反应［１５⁃１６］ 等， 其中糖尿病肾病状

态下炎症反应发生的重要原因之一可能是高糖环境

下生成的糖基化终末产物 （ＡＧＥｓ） 等配体激活

ＮＦ⁃κＢ 信号通路［１７］， 造成炎症因子释放及炎症细

胞浸润， 另外有实验发现， 糖尿病状态下 ＴＬＲ４ 信

号通路激活与热休克蛋白 ７０、 高迁移率族蛋白 Ｂ１
存在正相关［１８⁃１９］。 研究显示， 体内胰岛素抵抗可

能与 ＴＬＲ４ 信号通路上调有关， 推测可能是由于

Ｔｏｌｌ 样受体激活后所释放的炎症因子和趋化蛋白等

信号分子诱导所致［２０⁃２１］， 同时 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通

路可能作为上游信号通路来诱发肾组织氧化应激，
从而造成糖尿病肾病氧化损伤［２２］， 表明它在糖尿

病肾病发病过程中起到重要作用， 并与多种发病因

素密切相关。
糖尿病在古籍中被记载为消渴症， 中医临床诊

断其以气虚血虚为始， 因虚致瘀而后致病［２３］。 丹

参在中医治疗糖尿病过程中作为治疗血瘀的良药，

被广泛用于各种复方中， 有实验证明其中的脂溶性

成分丹参酮ⅡＡ［２４］、 水溶性成分丹参素［２５］ 及丹参

多糖［２６］等具有下调炎症相关信号通路的作用； 相

关临床研究也表明， 丹参辅助治疗糖尿病肾病可有

效地降低患者蛋白尿水平， 相比单用西药有着更理

想的疗效［２７］。 本研究通过阐明丹参注射液治疗糖

尿病肾病的作用机制， 可为中药临床用药及使用禁

忌方面提供一定借鉴。
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