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摘要： 目的　 探讨肾消通络方对自发性糖尿病 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠肾脏炎性损伤及 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响。 方法　 将 ２４
只 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠和同背景的 ８ 只正常 ｄｂ ／ ｍ 小鼠随机分为西药组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 模型组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 中药组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 正常组

（ｄｂ ／ ｍ）， 每组 ８ 只， 中药组灌胃给予 ２６ ８ ｇ ／ ｋｇ 肾消通络方， 西药组灌胃给予 ０ ３ ｇ ／ ｋｇ 吗替麦考酚酯， 模型组、 正常

组灌胃给予同体积 １％ 羧甲基纤维素钠溶液， 每天 １ 次， 连续 ８ 周。 ＥＬＩＳＡ 检测血清ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测肾脏 ＴＬＲ４ 通路蛋白 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和炎性因子 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平。 结果　 与正常组比较， 模型组

小鼠肾脏和血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 肾脏 ＴＬＲ４ 通路蛋白表达增加 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 中

药组、 西药组小鼠肾脏和血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）， 肾脏 ＴＬＲ４ 通路蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜
０ ０１）。 结论　 肾消通络方能下调小鼠肾脏炎性因子 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平， 减轻肾脏炎性损伤， 可能与抑制炎症通路

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的信号转导有关。
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　 　 糖尿病肾脏疾病 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＤＫＤ） 是由

糖脂代谢紊乱导致的一种长期的慢性炎症疾病，其病理改变

主要由初期的肾小球肥大、基底膜的逐渐增厚以及细胞外基

质的不断沉积，逐渐发展为后期的肾小球硬化［１］ 。 ＤＫＤ 又

被认为是一种炎症性疾病，其发生发展与炎症反应密切相

关［２⁃４］ 。 炎症信号通路 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 和炎性因子 ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α 则被认为是参与 ＤＫＤ 病情进展最为重要的因素［５⁃７］ 。
糖尿病环境下，高表达的 ＴＬＲ４ 通过 ＭｙＤ８８ 依赖途径激活下

游的核转录因子 ＮＦ⁃κＢ，使肾脏的 ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ⁃α 呈高表达，
从而诱发或加剧炎症反应，使 ＤＫＤ 病情进展加速［８］ 。

肾消通络方是以通络药物为主的自拟方剂， 有活血化

瘀、 益气养阴之效。 前期实验表明肾消通络方能够降低尿

蛋白， 保护肾功能， 有较好的抗炎、 抗纤维化作用［９⁃１０］ ，
并且还能抑制血管新生和内皮细胞增殖， 减轻肾脏病理改

变［１１］ 。 本次实验拟通过用肾消通络方治疗自发性糖尿病

ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠， 观察小鼠肾脏 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 表达的变化，
进一步探讨肾消通络方改善 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠肾脏炎症损伤的作

用和潜在机制。
１　 材料

１ １　 动物　 ２４ 只雄性自发性 ２ 型糖尿病 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠， ７ 周

龄， 体质量 （３７±３） ｇ； ８ 只雄性同遗传背景正常野生型

ｄｂ ／ ｍ 小鼠， ７ 周龄， 体质量 （２４±２） ｇ， 均购于南京大学

模式动物研究所购入， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏）
２０１８⁃０００８， 实验期间自由饮水进食， 环境温度 （２４±３）℃。
１ ２　 试剂与药物　 肾消通络方组方药材黄芪、 乌梢蛇、 元

参、 黄连、 地龙、 蝉蜕、 金雀根、 地锦草、 鬼箭羽、 丹参、
红曲均购于河北乐仁堂国药连锁有限公司。 吗替麦考酚酯

胶囊 （批号 ＳＨ２１４２， 上海罗氏制药有限公司）。 ＴＬＲ４ 多克

隆抗体、 ＭｙＤ８８ 多克隆抗体、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 多克隆抗体、
ＴＮＦ⁃α 多克隆抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 生产批号分别

为 ０００４８４５９、 ０００５６６８９、 ０００５７７７６、 ０００７７１０８）； ＭＣＰ⁃１ 多

克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ＧＲ１１５２⁃６１）； ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α 试剂盒 （上海森雄科技实业有限公司， 生产批号分

别为 ＳＸＭ０４３、 ＳＸＭ０６３）。
１ ３　 仪器　 电泳仪及电泳槽 （美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公司）； 化学

发光成像仪 （美国 ＧＥ 公司）； 超低温冰箱 （日本 Ｓａｎｙｏ 公

司）； 细胞破碎仪 （美国 Ｓｏｎｉｃｓ 公司）； 高速冷冻离心机

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 电热鼓风干燥箱 （上海一恒科学仪器

有限公司）； 电热恒温水浴箱 （天津市泰斯特仪器有限公

司）； 冰箱 （青岛海尔集团股份有限公司）。
２　 方法

２ １　 分组与给药　 所有小鼠适应性喂养 １ 周后随机分为西
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药组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 模型组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 中药组 （ｄｂ ／ ｄｂ）、 正常

组 （ｄｂ ／ ｍ）， 每组 ８ 只， 给药剂量参考 《药理与中药药理

实验》 ［１２］ ， 中 药 组 小 鼠 灌 胃 给 予 肾 消 通 络 方 水 煎 剂

（２６ ８ ｇ ／ ｋｇ）， 西药组小鼠灌胃给予吗替麦考酚酯混悬液

（０ ３ ｇ ／ ｋｇ）， 模型组、 正常组小鼠灌胃给予同体积 １％ 羧甲

基纤维素钠溶液， 每天 １ 次， 连续 ８ 周。
２ ２　 标本收集　 小鼠腹腔注射 １０％ 水合氯醛麻醉， 摘除眼

球后 收 集 血 液， 放 入 高 速 冷 冻 离 心 机 中， ４ ℃、
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 检测血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平。
处死小鼠， 取出肾脏， 剥离包膜， 低温保存， 用于蛋白表

达检测。
２ ３　 指标检测

２ ３ １　 血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平 　 采用酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）。 在 ３７ ℃下于酶标板孔中加入 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 对

照品及样品各 １００ μＬ， 静置 ９０ ｍｉｎ， 加入稀释的抗小鼠

ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 抗体各 １００ μＬ， 静置 ６０ ｍｉｎ， 加入亲和素⁃
过氧化物酶复合物工作液 １００ μＬ， 静置 ３０ ｍｉｎ， 在避光条

件下滴加 １００ μＬ ＴＭＢ 显色液， 待充分反应后加入 ５０ μＬ
ＴＭＢ 终止液， 最后放到酶标仪中检测 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２ ３ ２　 肾脏炎性因子和 ＴＬＲ４ 通路蛋白表达　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法， 称取小鼠肾组织 １００ ｍｇ 放至冰面上， 按说明书加

入 ４ μＬ 蛋白酶抑制剂、 ４００ μＬ 裂解液， 充分匀浆后静置

３０ ｍｉｎ， 离心， 取上清液， 加 ５×上样缓冲液， 检测蛋白浓

度， 制胶， 上样， ９０ Ｖ 恒压电泳， ２５ Ｖ 恒压转膜， 置于

５％ ～１０％ 脱脂牛奶中， 常温封闭 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每

次 ８ ｍｉｎ， 再将 ＰＶＤＦ 膜放入一抗稀释液中 （稀释比例依次

为 ＴＬＲ４ １ ∶ １ ０００、 ＭｙＤ８８ １ ∶ ８００、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ １ ∶ １ ０００、
ＭＣＰ⁃１ １ ∶ ８００、 ＴＮＦ⁃α １ ∶ ８００）， ４ ℃过夜， 次日将 ＰＶＤＦ
膜用 ＴＢＳＴ 洗涤后放入二抗稀释液中 （稀释比例为 １ ∶
１０ ０００）， 常温封闭 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ８ ｍｉｎ， ＴＢＳ
洗涤 ８ ｍｉｎ， 避光条件下将 ＰＶＤＦ 膜放入 ＥＣＬ 发光液中至完

全浸透， 迅速将膜放入化学发光成像分析仪中进行扫描分

析， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行分析， 以灰度值比值

为目的蛋白表达量。

２ ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 计量资

料均以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态性、 方差齐性的数据多组间

比较采用单因素方差分析， ２ 组间比较采用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜
０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平 　 模型组小鼠血清 ＭＣＰ⁃１、
ＴＮＦ⁃α 水平高于正常组 （Ｐ＜０ ０１）； 西药组、 中药组两者

水低于模型组 （Ｐ＜０ ０１）， 见表 １。
表 １　 肾消通络方对小鼠血清 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＭＣＰ⁃１ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

正常组 １２ ０３±２ ０４ ８５ ７２±７ ２６
模型组 ２８ ４４±６ ０５∗∗ １５３ ４４±１８ ７４∗∗

中药组 １６ ９５±３ １３∗∗＃＃ １１２ ８８±１４ ４４∗∗＃＃

西药组 １４ ６８±２ ８３∗∗＃＃ １０４ １３±１０ ６５∗∗＃＃

　 　 注：与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ２　 肾脏炎性因子和 ＴＬＲ４ 通路蛋白表达　 模型组小鼠肾

脏 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达及 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平

高于正常组 （Ｐ＜０ ０１）； 西药组、 中药组上述因子表达和

水平低于模型组 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 １、 表 ２。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为中药组， Ｄ 为西药组。

图 １ 　 各组小鼠肾脏 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 及

ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α表达

表 ２　 肾消通络方对小鼠肾脏 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 及 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦ⁃κＢ ＭＣＰ⁃１ ＴＮＦ⁃α

正常组 ０ ４５８±０ ０１５ ０ ３９６±０ ０１８ ０ ５０８±０ ０３１ ０ ２５３±０ ０２８ ０ ２６７±０ ０２１
模型组 ０ ８８７±０ ０７６∗∗ １ ００４±０ １１３∗∗ １ ０３７±０ １０６∗∗ ０ ７０７±０ １１５∗∗ ０ ７６７±０ １２１∗∗

中药组 ０ ６４８±０ ０４５＃＃ ０ ６１１±０ ０５４＃＃ ０ ７１１±０ ０６７＃＃ ０ ４６７±０ ０４２＃＃ ０ ６１５±０ ０６３＃

西药组 ０ ６０９±０ ０２２＃＃ ０ ５６７±０ ０４２＃＃ ０ ６６５±０ ０４３＃＃ ０ ３９１±０ ０５８＃＃ ０ ４７６±０ ０７２＃＃

　 　 注：与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

４　 讨论

ＤＫＤ 的发生涉及许多方面， 除既往研究较多的高血

糖、 遗传、 氧化应激等因素外［１３⁃１６］ ， 炎症被认为是促进肾

脏损伤， 导致 ＤＫＤ 病情不断进展的重要原因之一。 炎症信

号通路 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 以及炎症因子在 ＤＫＤ 的发病机制及进

展中起着关键作用［１７］ 。 ＴＬＲ４ 不仅分布在免疫细胞如巨噬

细胞、 淋巴细胞等表面， 在肾脏系膜细胞、 足细胞、 上皮

细胞等细胞表面也有大量表达。 ＴＬＲ４ 在糖尿病环境下， 与

肾组织表面的 ＴＬＲ４ 内源性配体结合而被激活。 反过来，
肾脏固有细胞、 免疫细胞又能在 ＴＬＲ４ 的作用下被激活，
分泌大量炎症因子， 诱导或加剧炎症反应。 同时， ＴＬＲ４ 主

要通过 ＭｙＤ８８ 依赖途径激活该信号通路， 活化的 ＴＬＲ４ 与

ＭｙＤ８８ 结合形成复合体， 进一步使位于通路下游的核转录

因子 ＮＦ⁃κＢ 被激活， 从而产生大量的 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α［１８］ 。
高表达的 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子又能激活 ＮＦ⁃κＢ 并促

进单核巨噬细胞的浸润和活化， 使其产生更多的 ＴＮＦ⁃α、
３０６
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ＩＬ⁃６Ｉ、 ＴＧＦ⁃β、 Ｌ⁃１β 等炎症因子， 如此循环往复， 使肾脏

处于持续的炎症状态， 缩短 ＤＫＤ 发展为终末期肾病的

时间［１９］ 。
ＤＫＤ 是在阴虚为本燥热为标的糖尿病病理基础上不断

发展而来， 日久气阴两虚， 继而阳气受损， 渐成阴阳两虚

之候。 中医认为 “久病必虚”， 正虚则邪实， 机体无力鼓

邪外出， 导致病理产物如瘀血、 痰饮、 湿浊等不能及时被

清除而瘀积， 根据 “久病入络” “久病必瘀” 的中医理论，
日久病邪就会深入肾络， 使肾络瘀阻。 而长期瘀积在肾络

的病邪属陈积， 非一般活血药物能及， 而虫类药物具有很

强的走窜性， 能够深入肾络搜剔瘀血， 去除陈积， 畅通络

脉， 使邪去络通， 正气得复， 因此形成了以活血化瘀， 益

气养阴为主要功效的肾消通络方， 方由黄芪、 黄连、 元参、
蝉蜕、 乌梢蛇、 地龙、 金雀根、 红曲、 地锦草、 丹参、 鬼

箭羽组成。 该方含多种虫类药物， 活血通络之力较强， 能

直达病所， 祛瘀生新， 以通为补， 标本兼顾， 治疗 ＤＫＤ 疗

效显著。
结果表明， 经过 ８ 周药物治疗后， 模型组小鼠肾脏和

血清中 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平高于正常组小鼠， 而西药组和

中药组小鼠肾脏和血清中的 ＭＣＰ⁃１、 ＴＮＦ⁃α 水平低于模型

组， 说明肾消通络方能下调小鼠肾脏炎性因子的表达， 减

轻肾脏损伤。 结果还发现， ＴＬＲ４ 通路上的蛋白 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 在模型组中要高于正常组， 而在西药组

和中药组中又低于模型组。
综上所述， 肾消通络方能下调小鼠肾脏炎性因子 ＭＣＰ⁃

１、 ＴＮＦ⁃α 的表达， 改善治疗组小鼠肾组织的炎性损伤， 延

缓病情进展， 可能与肾消通络方抑制炎症通路 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 的信号转导有关。
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