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摘要： 目的　 探究当归多糖通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路对糖尿病肾病大鼠的影响。 方法　 ４８ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常

组、 模型组、 阳性对照组 （厄贝沙坦， １７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 及当归多糖低、 中、 高剂量组 （１００、 ２００、 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）。 给药 ４
周后， 观察大鼠一般情况， ＨＥ 染色观察肾组织病理形态改变， 免疫比浊法检测 ２４ 小时尿蛋白， ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达。 结果　 与模型

组相比， 当归多糖高剂量组大鼠一般情况明显好转， ２４ 小时尿蛋白降低， 肾组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达降低， ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 肾小球及肾小管病理变化明显减轻。
结论　 当归多糖可降低糖尿病肾病大鼠肾组织中炎性指标， 延缓病情发生， 其机制可能与干预 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

有关。
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　 　 糖尿病肾病 （ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ） 是糖尿病

（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＤＭ） 常见的严重的慢性微血管并发症

之一， 是导致终末期肾病的主要原因， 死亡率较高［１］ 。 ＤＮ
的发病机制目前尚未阐明， 现代医学认为其机制主要与糖

脂代谢紊乱、 血流动力学改变、 细胞因子、 炎性反应、 氧

化应激、 遗传等因素有关， 其主要病理改变为肾脏中肾小

球足细胞数量减少、 肾小球基底膜增厚、 肾小球系膜增生，
最后发展为肾小球硬化和肾间质纤维化。 目前 ＤＮ 的临床

疗效较差， 因此发掘治疗 ＤＮ 安全、 有效的中药单体或复

方备受肾病学界的关注。
高血糖刺激多种免疫炎症信号通路的激活及其相关炎

症因子的分泌失调是导致 ＤＮ 发生、 发展的主要原因［２］ ，
其中 ＴＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路是介导免疫炎症反应的关键信号通

路［３］ 。 大量的临床和实验研究发现当归及其相关复方可通

过调节糖尿病肾病肾组织的免疫反应， 发挥保护及治疗 ＤＮ
的作用， 进一步研究发现当归中具有药理活性的成分包括

挥发油、 多糖、 黄酮以及有机酸等。 其中当归多糖对多种

疾病表现出较好的治疗效果， 具有抗肿瘤、 抗氧化和调节

免疫等作用［４］ ， 但其对 ＤＮ 的治疗作用尚未见报道， 因此

本研究将当归多糖应用于对糖尿病肾病大鼠的治疗， 观察

其治疗效果并基于肾组织 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路及单核细胞趋

化因子 （ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＭＣＰ⁃１）、 肿瘤坏死因

子 α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃１ （ ｉｎ⁃
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１， ＩＬ⁃１） 的表达， 探讨当归多糖对糖尿病肾病的

作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， １０ 周龄， 雌雄各半， ＳＰＦ 级，
体质量 （２００±１０） ｇ， 购于甘肃中医药大学 ［动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ（甘） ２０１５⁃０００２］， 饲养于甘肃中医药大学实

验动物中心 ＳＰＦ 级实验室， 温度 ２２ ～ ２４ ℃， 相对湿度

５０％ ～７０％ ， 适应性喂养 １ 周后开始实验。
１􀆰 ２　 药物及试剂 　 当归多糖 （批号 ＣＹ１７０３２１， 纯度≥
９８％ ） 购自陕西慈缘生物技术有限公司， 用无菌 ＰＢＳ 配制

成 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 并过滤除菌， 得到贮存液。 厄贝沙坦

片 （批号 ４Ａ２９４） 购自杭州赛诺菲制药有限公司， 用无菌

ＰＢＳ 配制成 ６􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 并过滤除菌， 得到贮存液。
链脲霉素 （批号 Ｂ５７３７７） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 鼠抗人

ＴＬＲ４ 单克隆抗体、 兔抗人 ＮＦ⁃κＢ （Ｐ⁃ｐ６５） 多克隆抗体、
兔抗 人 ＭＹＤ８８ 多 克 隆 抗 体 （ 批 号 分 别 为 ８２１７０５２、
４０４１５５６、 ８２１７０５１５７） 购自美国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司； 逆转录试

剂盒、 Ｑ⁃ＰＣＲ 试剂盒 （批号分别为 Ａ１４０７０４Ａ、 ＡＡ１１０２⁃１）
购自日本 ＴａＫａＲａ 公司； 尿微量蛋白测定试剂盒 （批号
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Ａ０４５⁃２） 购自南京建成生物工程研究所有限公司。 引物均 由日本 ＴａＫａＲａ 公司合成， 见表 １。
表 １　 引物序列

基因名称 正向 反向

ＴＬＲ４ ５′⁃ＣＡＧＧＴＣＧＡＡＴＴＧＴＡＴＣＧＣＣＴＴ⁃３′ ５′⁃ＣＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＴＴＡＧ⁃３′
ＭＹＤ８８ ５′⁃ＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡＧＧＡＧＧＡＣＴＧ⁃３′ ５′⁃ＣＴＧＴＧＧＧＡＣＡＣＴＧＣＴＣＴＣＣＡ⁃３′
ＮＦ⁃κＢ ５′⁃ＴＧＡＴＧＴＧＣＡＴＣＧＧＣＡＡＧＴＧ⁃３′ ５′⁃ＡＧＡＡＧＴＴＧＡＧＴＴＴＣＧＧＧＴＡＧ⁃３′
ＭＣＰ⁃１ ５′⁃ＣＴＡＣＡＧＡＣＡＡＣＣＡＣＣＴＣＡＡＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴＡＧ⁃３′ ５′⁃ＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＴＣＣＧＡＧＴＣＡＣＡＣ⁃３′
ＴＮＦ⁃α ５′⁃ＡＴＣＣＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧ⁃３′ ５′⁃ＡＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＴＴＣＴＧＧＡＡ⁃３′
ＩＬ⁃１ ５′⁃ＡＡＧＡＴＧＴＣＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＧＣＣＧ⁃３′ ５′⁃ＡＧＧＴＣＧＧＴＣＴＣＡＣＴＡＣＣＴＧＴＧＡＴＧＡＧＴＴＴＴＧＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＴ⁃３′ ５′⁃ＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ⁃３′

１􀆰 ３　 仪器　 高速低温离心机 （湖南赛特湘仪离心机仪器有

限公司）； 超低温冰箱 （中科美菱低温科技有限责任公

司）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 转膜仪、 电泳仪 （北京六一生物科技有

限公司）； 化学发光成像仪 （北京赛智科技有限公司）； 正

置光学显微镜 （日本奥林巴斯公司）； 自动凝胶成像系统

（北京赛智创业科技有限公司）； 血糖仪 （德国罗氏公司）；
实时定量 Ａｇｉｌｅｎｔ ＰＣＲ 仪 （美国安捷龙公司）； 酶标仪 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 转轮切片机 （美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 参考文献 ［５］ 方法， 大鼠适应

性饲养 １ 周后， 按照随机数表法随机抽取 １０ 只给予普通饲

料喂养， 其余 ５０ 只大鼠给予高脂高糖饲料喂养 ４ 周， 复制

模型前禁食不禁水 １２ ｈ， 腹腔注射链脲佐菌素 （ ＳＴＺ）
３５ ｍｇ ／ ｋｇ， ７２ ｈ 后取尾静脉血测定血糖， 若空腹血糖 ＞
１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 确认为糖尿病模型， 未成功模型追加 １ 次

ＳＴＺ （１７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ）。 继续喂养 ４ 周， 用代谢笼收集 ２４ ｈ
尿， ２４ ｈ尿蛋白＞３０ ｍｇ 的大鼠即为糖尿病肾病大鼠， 取造

模成功的 ４０ 只大鼠随机分为 ５ 组， 模型组、 阳性对照组

（厄贝沙坦） 及当归多糖低、 中、 高剂量组 （将当归多糖

储存液分别稀释至 ５０、 １００、 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ， 使低、 中、 高剂

量组灌药容量均为 ２ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 雌雄各半， 每天

灌胃给药。 从普通喂养的大鼠中挑选 ８ 只作为正常组， 正

常组和模型组灌服等容量蒸馏水， 灌胃 ４ 周， 每日 １ 次。
２􀆰 ２　 样本采集　 各组大鼠在给药 ４ 周后禁食不禁水， 代谢

笼中收集 ２４ ｈ 尿液， －２０ ℃保存待测， 腹主动脉采血， 分

离血清， －２０ ℃保存。 采血后处死大鼠， 分离肾脏， 纵向

切开成若干份， 根据不同检测方法， 分别置于 ４％ 多聚甲

醛和液氮中储存， 待测。
２􀆰 ３　 一般情况与血糖、 ２４ 小时尿蛋白的检测 　 观察大鼠

一般状况、 饮水量、 摄食量。 其中在 ＳＴＺ 注射前后、 灌药

４ 周末采尾静脉取血检测血糖， 检测代谢笼收集的 ２４ ｈ 尿

液中蛋白。
２􀆰 ４　 肾组织形态学特征 　 肾组织在 ４％ 多聚甲醛中固定

１ 周， 进行梯度酒精和二甲苯脱水。 浸蜡包埋， 待干燥后，
切成 ４ μｍ 厚切片， 贴片后， 逆上述脱水步骤， 进行水化，
苏木素室温染色 ５ ｍｉｎ， 水洗， 盐酸酒精分色， 水洗， 伊红

染色 ３０ ｓ， 按上述脱水步骤进行脱水透明， 封片后显微镜

下观察。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 从液氮中取出保存的肾组织， 在匀浆

器中迅速研碎后加入适量 ＴＲＩｚｏｌ， 在冰上继续研磨成匀浆，
并静置 ５ ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清加入 １ ／ ５
体积 ＴＲＩｚｏｌ 的氯仿， 室温静置 ５ ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上清水相， 加入等体积异丙醇， 室温静置 １０ ｍｉｎ，
１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集沉淀， ７５％ 乙醇洗涤 ２ 次，
室温晾干， 加水溶解 （以上皆用无 ＲＮＡ 酶试剂耗材完

成）。 然后经过 ＲＮＡ 含量检测、 去基因组 ＤＮＡ 反应、
ｃＤＮＡ 合成反应和实时荧光定量 ＰＣＲ 反应检测组织中

ｍＲＮＡ 表达。 荧光定量反应程序为预变性 ９５ ℃、 １０ ｍｉｎ、
循环数 １； 扩增 ９５ ℃、 １５ ｓ， ６０ ℃、 １５ ｓ， ７２ ℃、 ３０ ｓ、 循

环数 ４０。 用 ２－△△Ｃｔ表示基因相对表达量。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 取大鼠新鲜肾脏组织， 加入 ＲＩＰＡ 裂

解液， 置于冰上研碎至匀浆后， ４ ℃放置 ３０ ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 取一部分上清， ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度，
另一部分上清加入上样缓冲液， 煮沸变性后， 加到 ４％ 浓缩

胶浓缩， １０％ 分离胶分离， 再经过转膜、 封闭、 ４ ℃ 孵育

一抗 （ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 稀释比例分别为 １ ∶ ２ ０００、
１ ∶ ２ ０００、 １ ∶ ３ ０００）、 室温孵育二抗 （ ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ 稀释比例 １ ∶ ６ ０００）、 ＥＣＬ 发光液显色、 电子曝光等

步骤， 最后进行数据分析。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 软件进行分析， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较用单因素方差分析， 组间两

两比较用 ＬＳＤ 分析， 方差不齐时用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ 法。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 一般情况分析 　 正常组大鼠精神状态良好， 反应机

敏， 毛发柔顺而光泽， 饮食正常， 体质量增加， 尿量正常，
粪便呈棕褐色颗粒状， 垫料干燥； 其他各组大鼠则不同程

度出现精神倦怠萎靡， 喜蜷卧睡觉， 毛发晦暗无光泽， 不

柔滑， 腹部皮毛潮湿且有腥臭味， 活动量少， 进食量多，
饮水量也明显增多， 每日换下的垫料潮湿， 饲养盒底部存

有大量尿液。 后期大鼠极度虚弱， 其中模型组大鼠症状表

现最为严重， 经药物治疗 ４ 周后， 中药各剂量组和阳性对

照组大鼠情况有所改善， 反应比之前灵敏， 毛发稍微有光

泽， 进食量和饮水量均少于模型组。
３􀆰 ２　 ＳＴＺ 注射前后大鼠血糖比较　 ＳＴＺ 注射前各组大鼠血

糖比较无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 血糖在正常范围内， 与

ＳＴＺ 注射前相比， 除正常组外， ＳＴＺ 注射后模型组及各药

物干预组血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＳＴＺ 注射后相比， 给药 ４
６５７
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周末厄贝沙坦组、 当归多糖高剂量组血糖下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
给药 ４ 周末， 与模型组比较， 各药物干预组血糖下降 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）。 见表 ２。

表 ２　 各组大鼠血糖变化 （ｘ±ｓ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
组别 动物数 ／ 只 ＳＴＺ 注射前血糖 ＳＴＺ 注射后血糖 给药 ４ 周末血糖

正常组 ８ ５􀆰 ８１±０􀆰 ９９ ６􀆰 ０９±０􀆰 ９２ ６􀆰 ０２±０􀆰 ８９
模型组 ８ ５􀆰 ５２±１􀆰 ２５ ２０􀆰 ８６±３􀆰 ３２∗∗ ２３􀆰 ５６±４􀆰 ２９
厄贝沙坦组 ８ ６􀆰 ３２±１􀆰 ９４ ２２􀆰 １６±３􀆰 ４４∗∗ １８􀆰 ０３±３􀆰 ６６＃▲▲

当归多糖低剂量组 ８ ５􀆰 ９７±１􀆰 ５１ ２２􀆰 ９８±４􀆰 ８９∗∗ ２１􀆰 ４６±３􀆰 ８２
当归多糖中剂量组 ８ ６􀆰 ３５±１􀆰 ８８ ２１􀆰 ０３±５􀆰 ９２∗∗ ２０􀆰 ８８±３􀆰 ８４
当归多糖高剂量组 ８ ５􀆰 ０２±１􀆰 ３４ ２１􀆰 ３８±４􀆰 ７２∗∗ １７􀆰 ９８±４􀆰 ４２＃▲▲

　 　 注：同一组下，与 ＳＴＺ 注射前比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＳＴＺ 注射后比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；同一时间下与模型组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 ２４ 小时尿微量白蛋白的比较 　 与 ＳＴＺ 注射前相比，
除正常组外， ＳＴＺ 注射后 ４ 周各组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白均增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＳＴＺ 注射后相比， 给药 ４ 周末厄贝沙坦组

２４ ｈ尿蛋白下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 给药 ４ 周末， 与模型组比较，
各药物干预组 ２４ ｈ 尿蛋白下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ３。

表 ３　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白变化 （ｘ±ｓ， ｍｇ ／ ２４ ｈ）
组别 动物数 ／ 只 ＳＴＺ 注射前 ２４ ｈ 尿蛋白 ＳＴＺ 注射后 ４ 周 ２４ ｈ 尿蛋白 给药 ４ 周末 ２４ ｈ 尿蛋白

正常组 ８ １１􀆰 ０６±１􀆰 ０７ １２􀆰 ３４±１􀆰 １１ １０􀆰 ７３±１􀆰 ４４
模型组 ８ １１􀆰 ９９±１􀆰 ２８ ３８􀆰 ０７±３􀆰 ９４∗∗ ５２􀆰 ８３±４􀆰 １９
厄贝沙坦组 ８ １２􀆰 ０１±１􀆰 １５ ３７􀆰 ５９±２􀆰 ４５∗∗ ３３􀆰 ２２±２􀆰 １１＃＃▲▲

当归多糖低剂量组 ８ １１􀆰 １５±１􀆰 ０３ ３６􀆰 ４５±３􀆰 １４∗∗ ４８􀆰 ２５±４􀆰 ２５▲

当归多糖中剂量组 ８ １０􀆰 ９５±０􀆰 ９７ ３７􀆰 １９±４􀆰 ０６∗∗ ４６􀆰 ６７±２􀆰 ０３▲

当归多糖高剂量组 ８ １１􀆰 １２±１􀆰 ０７ ３６􀆰 ０３±３􀆰 ３５∗∗ ３５􀆰 １５±２􀆰 ３１▲▲

　 　 注：同一组下，与 ＳＴＺ 注射前比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＳＴＺ 注射后比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；同一时间下，与模型组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 肾组织病理变化　 正常组大鼠肾脏组织结构整齐、 清

晰， 肾小球形态正常， 肾小管官腔正常且不规则， 胞质染

色正常； 与正常组相比， 模型组肾小管管腔变大， 管腔内

可见透明管型， 空泡化明显， 胞质染色变浅， 肾小管上皮

细胞核固缩， 肾小球体积变小， 核固缩明显； 与模型组相

比， 阳性药物组中肾小管管腔明显变小， 未见空泡化改变，
胞质染色相对加深， 肾小球体积增大； 与模型组相比， 随

着当归多糖剂量的增加肾小管管腔基本正常， 胞质染色明

显加深， 肾小球体积增大， 无固缩； 高剂量组与阳性药物

组的病理改变几乎一致。 见图 １。

图 １　 各组大鼠肾组织病理变化 （ＨＥ， ×２００）

３􀆰 ５　 肾组织中炎症因子 ｍＲＮＡ 表达　 与正常组相比， 模型

组大鼠肾组织中 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组相比， 厄贝沙坦组大鼠肾组织中

ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低， 当归多糖中剂量组

大鼠肾组织中 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达降低， 当归多糖高剂量组

大鼠肾组织中 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜

０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ２。
３􀆰 ６　 肾组织中 ＴＯＬＬ 样信号通路中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
（ｐ６５） ｍＲＮＡ 表达　 与正常组相比， 模型组大鼠肾组织中

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ （ｐ６５） ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组相比， 阳性药物组大鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃
κＢ （ｐ６５） ｍＲＮＡ 降低， 当归多糖中剂量组大鼠肾组织
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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 ２　 当归多糖对糖尿病大鼠肾组织中 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响

ＴＬＲ４ 和 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达、 当归多糖高剂量组大鼠肾组织

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ （ｐ６５） ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。
３􀆰 ７　 肾组织中 ＴＯＬＬ 样信号通路中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
（Ｐ⁃ｐ６５） 蛋白表达　 与正常组相比， 模型组大鼠肾组织中

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ （ Ｐ⁃ｐ６５） 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组相比， 厄贝沙坦组大鼠肾组织 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ （Ｐ⁃ｐ６５） 蛋白表达降低， 当归多糖中剂量

组大鼠肾组织 ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ （ Ｐ⁃ｐ６５） 蛋白表达降低，
当归多糖高剂量组大鼠肾组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ （Ｐ⁃
ｐ６５） 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ４。
４　 讨论

ＤＮ 是糖尿病致死率较高的慢性并发症之一， 难以根

治， 目前临床上应用中西医结合治疗能有效的减轻 ＤＮ 患

者的临床症状， 改善其生活质量［６］ ， 但其中的机制尚不明

确， 故本研究采用中药单体当归多糖干预糖尿病肾病大鼠，
为探索其效果及可能的治疗机制。 本研究通过高脂高糖饲

料联合 ＳＴＺ 注射建立 ＤＮ 大鼠模型， 经当归多糖干预后，

注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 当归多糖对糖尿病大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达的影响

与模型组相比， 高剂量组 ＤＮ 大鼠在第 ４ 周血糖显著降低，
提示当归多糖对糖尿病肾病具有一定的缓解作用， 其具体

分子机制尚需进一步研究。 以上虽未直接证明当归多糖对

ＤＮ 肾组织炎症反应有缓解作用， 但由于 ＤＮ 肾组织中的炎

症反应是由高血糖引起的， 因此当归多糖可通过降低血糖

间接缓解 ＤＮ 肾组织炎症反应。
ＤＮ 发病过程中， 肾功能会逐渐受到损害， 肾功能损害

导致尿液中 ２４ ｈ 尿蛋白明显升高， 因此， 可通过 ２４ ｈ 尿蛋

白的变化判断 ＤＮ 肾功能的改变［７］ 。 为研究当归多糖是否

对 ＤＮ 肾组织具有保护作用， 本研究对 ＤＮ 大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白

进行了检测， 结果发现在经过当归多糖干预 ４ 周后， 尽管

各组大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白一直处于上升趋势， 但与模型组相比，
低、 中、 高剂量组均出现显著下降， 这一结果提示当归多

糖对糖尿病肾病肾组织具有保护作用。
炎症反应是 ＤＮ 肾组织损伤的重要原因， ＤＮ 患者血液

中高血糖可激活肾组织多条介导炎症的信号通路， ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路就是其中一条。 在高糖因素的刺激下， 激

活了细胞膜上的 ＴＬＲ４， 通过相关接头蛋白如： ＭｙＤ８８、 Ｉ⁃

ＲＡＫ⁃２、 ＩＲＡＫ⁃４ 等介导胞内信号传递， 最终激活 ＮＦ⁃κＢ，
ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核内转录、 翻译［８⁃１１］ ， 使得大量炎症因子
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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 ４　 当归多糖对糖尿病大鼠肾组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

如 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 等 炎 症 因 子 被 释 放 入 血［１２⁃１５］ ，
ＭＣＰ⁃１ 进入血液后激活和趋化巨噬细胞等免疫细胞聚集在

肾组织中， 增加细胞外基质沉积［１６⁃１７］ ， ＴＮＦ⁃α 可以改变肾

小球基底膜的通透性， 刺激成纤维细胞增殖， 引起肾脏微

血管结构改变［１８⁃２０］ ， ＩＬ⁃１ 介导中性粒细胞浸润， 损伤内皮

细胞， 同时诱导其他炎症因子的释放， 具有扩大效应［２１⁃２２］

这些炎症因子的释放加快了 ＤＮ 的发生发展。
上述研究已初步证实当归多糖对 ＤＮ 肾组织具有保护

作用。 为进一步证实这种保护作用是否是通过抑制 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 炎症信号通路实现的， 本研究对各组大鼠肾组织中

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路中蛋白和基因进行检测， 结果发现与

模型组相比， 高剂量组肾组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 蛋

白和基因降低。 为证实当归多糖是通过减少炎症因子的释

放从而达到保护肾脏的作用， 本研究对肾组织中 ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ 进行检测， 结果发现当归多糖高剂量组

可明显降低上述三种因子的表达， 对糖尿病肾病肾组织起

到保护作用。
综上， 当归多糖可降低糖尿病肾病大鼠血糖， 延缓肾

组织损伤， 对糖尿病肾病大鼠肾组织具有保护作用， 其保

护机制是当归多糖有效抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路中

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 的蛋白和基因表达， 降低 ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１ 的释放从而减轻肾组织中的炎症反应， 延缓

ＤＮ 的进展。
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摘要： 目的　 研究丹红化瘀口服液含药血清对氯化钴 （ＣｏＣｌ２） 诱导人脐静脉内皮细胞 （ＥＡ． ｈｙ９２６ 细胞） 缺氧损伤

的保护作用。 方法　 建立 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＥＡ． ｈｙ９２６ 细胞缺氧模型， ＭＴＴ 法检测细胞活力， 流式细胞术检测细胞凋亡， 透

射电镜观察细胞超微结构。 试剂盒检测细胞上清液的谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 活力和丙二醛 （ＭＤＡ） 水平，
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测缺氧诱导因子⁃１α （ＨＩＦ⁃１α）、 血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）、 血管内皮生长因子受体 １ （ＶＥＧＦＲ１）、 血管

内皮生长因子受体 ２ （ＶＥＧＦＲ２） 及诱导型一氧化氮合酶 （ ｉＮＯＳ） ｍＲＮＡ 表达。 结果　 ５％ ～ １０％ 丹红化瘀口服液含药

血清能增强缺氧损伤细胞的活力 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减轻细胞结构损伤， 降低

细胞 ＭＤＡ 水平和升高 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 剂量依赖性地下调细胞 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ、 ＶＥＧＦＲ１、 ＶＥＧＦＲ２
及 ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 丹红化瘀口服液含药血清通过抗氧化作用减轻氯化钴诱导的 ＥＡ． ｈｙ９２６ 细胞缺

氧损伤。
关键词： 丹红化瘀口服液； 糖尿病视网膜病变； ＥＡ． ｈｙ９２６ 细胞； 缺氧； 抗氧化； 凋亡
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