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基于泛凋亡探讨通心络超微粉对糖尿病肾病小鼠的
肾脏保护作用
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［摘要］ 目的：探讨通心络超微粉调控肾组织泛凋亡，减轻糖尿病肾病（DKD）病理损伤，减少尿白蛋白排泄，改善 DKD 小

鼠肾功能的作用和机制。方法：动物实验选取 6 只 6 周龄雄性 C57BL/Ks小鼠作为正常组，18 只 6 周龄雄性 BKS-db；Nos3KO 小

鼠随机分组为模型组、通心络组（0.75 g·kg-1·d-1）和达格列净组（0.001 g·kg-1·d-1）连续灌胃 12 周，观察小鼠一般状况，于给药后

第 0、4、8、12 周检测各组小鼠体质量、空腹血糖（FBG）、尿白蛋白/尿肌酐（UACR）和尿白蛋白排泄率（AER）。给药结束后，麻

醉小鼠取材，摘眼球取血后离心取上清，检测血肌酐（SCr）、尿素（UREA）、β2-微球蛋白（β2-MG）、视黄醇结合蛋白（RBP）、血清

胱抑素 C（CysC）。采用苏木素-伊红（HE）染色法、过碘酸雪夫（PAS）染色法、马松（Masson）染色法观察肾组织病理变化。酶联

免疫吸附测定法（ELISA）检测小鼠血清炎症因子白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -18（IL-18）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水
平；检测小鼠血清超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平，蛋白免疫印迹法（Western 

blot）检测小鼠肾组织泛凋亡关键蛋白：Z-DNA 结合蛋白 1（ZBP1）、胱天蛋白酶 -1（Caspase-1）、剪切的 Caspase-1（cleaved 

Caspase-1）、焦孔素 D（GSDMD）及其 N 端（GSDMD-N）、Caspase-8、cleaved Caspase-8、Caspase-3、cleaved Caspase-3、混合谱系

激酶样蛋白 MLKL 及其磷酸化形式（p-MLKL）表达。结果：与正常组比较，模型组小鼠表现为明显肥胖、血糖持续升高（P<

0.05），肾功能指标（UREA、β2-MG、CysC）均明显升高（P<0.05），尿微量白蛋白排泄指标（UACR、AER）明显上升（P<0.05）。肾

脏病理显示肾小球体积增大，基底膜弥漫性增厚，系膜基质显著扩张，Masson 染色可见大量蓝色胶原纤维沉积，提示肾小球硬

化与间质纤维化。同时，血清炎症因子 IL-1β、IL-18 与 TNF-α水平明显升高（P<0.05）；SOD、GSH-Px 明显降低，MDA 明显升高

（P<0.05）；肾 组 织 泛 凋 亡 关 键 蛋 白 ZBP1、cleaved Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、cleaved Caspase-8、Caspase-3、cleaved 

Caspase-3 和 p-MLKL 的表达明显升高（P<0.05）。药物干预后，与模型组比较，通心络组小鼠的肾功能指标（UREA、β2-MG、

CysC）及尿微量白蛋白排泄指标（UACR、AER）均明显降低（P<0.05），且均优于达格列净组（P<0.05）。肾脏病理损伤明显减

轻，系膜增生与胶原纤维沉积减少。此外，血清 IL-1β、IL-18 与 TNF-α水平明显下降（P<0.05），SOD、GSH-Px 明显升高，MDA

明显降低（P<0.05），Western blot 结果显示，肾组织泛凋亡关键蛋白 ZBP1、cleaved Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、cleaved 

Caspase-8、Caspase-3、cleaved Caspase-3 和 p-MLKL 的表达明显下降（P<0.05）。结论：通心络超微粉可以抑制 DKD 小鼠肾脏泛

凋亡、减轻肾脏炎症及病理损伤、降低尿白蛋白排泄，改善肾功能。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the role and underlying mechanisms of Tongxinluo submicron powder in regulating 

renal PANoptosis， alleviating pathological injury in diabetic kidney disease （DKD）， reducing urinary albumin excretion， and 

improving renal function in DKD mice. Methods：： Six 6-week-old male C57BL/Ks mice were assigned into the normal group. 

Eighteen 6-week-old male BKS-db；Nos3KO mice were randomly divided into three groups： model group， Tongxinluo group 

（0.75 g·kg-1·d-1）， and dapagliflozin group （0.001 g·kg-1·d-1）， and were administered by gavage for 12 consecutive weeks. General 

conditions of the mice were observed. At weeks 0， 4， 8， and 12 after administration， body weight， fasting blood glucose （FBG）， 

urine albumin-to-creatinine ratio （UACR）， and urinary albumin excretion rate （AER） were measured. After treatment， mice were 

anesthetized for sample collection. Blood was obtained by orbital enucleation and centrifuged to collect supernatant. Serum 

creatinine （SCr）， urea （UREA）， β2-microglobulin （β2-MG）， retinol-binding protein （RBP）， and serum cystatin C （CysC） were 

measured. Renal histopathological changes were evaluated using hematoxylin-eosin （HE） staining， periodic acid-Schiff （PAS） 

staining， and Masson's trichrome staining. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect serum levels of 

inflammatory cytokines， including interleukin-1β （IL-1β）， interleukin-18 （IL-18）， and tumor necrosis factor-α （TNF-α）. Serum 

levels of superoxide dismutase （SOD）， malondialdehyde （MDA）， and glutathione peroxidase （GSH-Px） were also measured. 

Western blot analysis was performed to quantify the expression of key PANoptosis-related proteins in renal tissue， including Z-

DNA-binding protein 1 （ZBP1）， Caspase-1， cleaved Caspase-1， gasdermin D （GSDMD） and its N-terminal fragment （GSDMD-N）， 

Caspase-8， cleaved Caspase-8， Caspase-3， cleaved Caspase-3， mixed lineage kinase domain-like protein （MLKL）， and 

phosphorylated MLKL （p-MLKL）. Results：： Compared with the normal group， the model group showed significant obesity and 

continuously increased blood glucose levels （P<0.05）. Renal function indicators （UREA， β2-MG， CysC） were significantly 

increased （P<0.05）， and urinary albumin excretion indicators （UACR， AER） were markedly elevated （P<0.05）. Renal 

histopathology showed enlarged glomeruli， diffuse thickening of the basement membrane， and significant expansion of the 

mesangial matrix. Masson staining revealed extensive blue collagen fiber deposition， suggesting glomerulosclerosis and interstitial 

fibrosis. Meanwhile， serum levels of inflammatory cytokines （IL-1β， IL-18， and TNF-α） were significantly increased （P<0.05）. 

SOD and GSH-Px levels were decreased， while MDA levels were increased （P<0.05）. The expression of key PANoptosis-related 

proteins （ZBP1， cleaved Caspase-1， GSDMD， GSDMD-N， cleaved Caspase-8， Caspase-3， cleaved Caspase-3， and p-MLKL） in 

renal tissue was significantly upregulated （P<0.05）. After intervention， compared with the model group， renal function indicators 

（UREA， β2-MG， CysC） and urinary albumin excretion indicators （UACR， AER） in the Tongxinluo group were significantly 

decreased （P<0.05）， and all were superior to those in the dapagliflozin group （P<0.05）. Renal pathological injury was markedly 

alleviated， with reduced mesangial proliferation and collagen fiber deposition. In addition， serum levels of IL-1β， IL-18， and 

TNF-α were significantly decreased （P<0.05）. SOD and GSH-Px levels were increased， while MDA levels were decreased （P<

0.05）. Western blot results showed that the expression of key PANoptosis-related proteins （ZBP1， cleaved Caspase-1， GSDMD， 

GSDMD-N， cleaved Caspase-8， Caspase-3， cleaved Caspase-3， and p-MLKL） in renal tissue was significantly downregulated （P<

0.05）. Conclusion：： Tongxinluo submicron powder can inhibit renal PANoptosis in DKD mice， alleviate renal inflammatory 

response and pathological injury， reduce urinary albumin excretion， and improve renal function.

［［Keywords］］ diabetic kidney disease； BKS-db； Nos3KO mice； Tongxinluo submicron powder； PANoptosis； renal 

protection

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病最严重的微血管

并发症之一［1］，也是导致终末期肾病的主要原因［2］，

随着全球糖尿病患病率的不断升高，DKD 已成为严

峻的社会公共卫生问题。近年来，诸多研究证实

DKD 损伤的肾脏固有细胞中存在多种程序性细胞

死亡形式（PCD），以往观点认为这些死亡途径相互

独立，有研究表明细胞凋亡、焦亡和坏死性凋亡可

同时发生且三者存在广泛串扰［3］，2019 年泛凋亡

（PANoptosis）的提出［4］，为理解这一复杂性提供了

全新视角，其可成为连接代谢应激与 DKD 肾脏细胞

损伤、炎症及纤维化的重要枢纽［5-6］。通心络是吴以

岭院士团队在络病理论指导下研发的经典复方，既

往研究提示其在改善心脑肾微循环、抗炎、抗氧化

等方面具有多重效应［7-8］。前期研究发现，通心络超

微粉可显著降低 DKD 模型 db/db 小鼠的尿蛋白排

泄，减少 DKD 肾小管上皮细胞死亡［9］。单纯 db/db

小鼠肾脏病理损伤较轻，不足以充分体现 DKD 病理

特征。BKS-db；Nos3KO 小鼠兼具 2 型糖尿病与内

皮一氧化氮合酶（eNOS）缺陷，能够模拟人类 DKD

代谢异常与血管功能障碍，是研究 DKD 复杂病理的

理想动物模型［10］。此外，通心络超微粉是否通过调

控泛凋亡发挥肾脏保护作用，目前尚未明确。因

此 ，本 研 究 旨 在 运 用 新 型 DKD 模 型 BKS-db；
Nos3KO 小鼠，探讨通心络超微粉对糖尿病肾脏的
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保护作用及对泛凋亡的干预情况，为通心络辅助治

疗 DKD 提供新的实验依据。

1 材料

1.1　 动 物     18 只 6 周 龄 SPF 级 雄 性 BKS-db；
Nos3KO 小鼠，体质量 37~47 g，及 6 只 6 周龄雄性

C57BL/KS 小鼠，体质量 17~20 g，购自江苏集萃药

康生物科技股份有限公司 ，动物质量合格证号

A202412300942，动 物 合 格 证 号 SCXK（苏）2023-

0009；所 有 动 物 在 相 对 湿 度 40%~70%、温 度 20~

26 ℃的 SPF 标准环境条件下饲养，适应性喂养 1 周

后进行实验。

1.2　伦理     本实验经南京中医药大学动物实验伦

理委员会批准（伦理编号 202411A034）。
1.3　药品及试剂     通心络超微粉（石家庄以岭药业

股份有限公司，批号 240401，规格 20 g/袋）；达格列

净 片（ 阿 斯 利 康 制 药 有 限 公 司 ，国 药 准 字

HJ20170119，批号 WC2498，规格：10 mg/片）；葡萄

糖 、尿 素（UREA）、肌 酐（SCr）、尿 微 量 白 蛋 白

（MALB）、β2-微球蛋白（β2-MG）、视黄醇结合蛋白

（RBP）、胱抑素 C（CysC）检测试剂盒（浙江强盛生物

科技有限公司，货号分别为 KH1037-1、KH1024-1、

KH1025-1、 KH1055-1、 KH1023-1、 KH1022-1、

KH1021-1）；白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-18

（IL-18）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）酶联免疫吸附测

定法（ELISA）试剂盒（生工 BBI 生物工程股份有限

公司，批号分别为 D725502、D721113、D721217）；超
氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-

Px）、丙二醛（MDA）测试盒（江苏艾迪生生物科技有

限公司，货号分别为 ADS-W-KY011、ADS-W-G003、

ADS-W-YH002）；苏 木 素 - 伊 红（HE）染 液 、马 松

（Masson）染色试剂、过碘酸雪夫（PAS）染色试剂（武

汉赛维尔生物科技有限公司，货号分别为 G1003、

G1006、G1008）；Z-DNA 结合蛋白 1（ZBP1）抗体、胱

天 蛋 白 酶 -1（Caspase-1）抗 体 、剪 切 的（cleaved）
Caspase-1 p20 抗 体 、焦 孔 素 D 的 N 端 结 构 域

（GSDMD-N）抗体、cleaved Caspase-3 抗体、混合谱

系 激 酶 结 构 域 样 蛋 白（MLKL）抗 体（ 美 国

ImmunoWay 生物技术公司，货号分别为 YN2476、

YM8437、YC0002、YM4266、YM8294、YM8455）；
Caspase-8 抗体、GSDMD 抗体、β-肌动蛋白（β-actin）
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别为

13423-1-AP、20770-1-AP、66009-1-Ig）；磷 酸 化

MLKL（p-MLKL）抗 体（ 美 国 Cell Signaling 

Technology 公司，货号 37333）。

1.4　仪器     ABS 型小动物气体麻醉机（上海玉研科

学仪器有限公司）；AUW120D 型精微电子天平（日

本岛津公司）；鱼跃 580 型血糖仪、AU480 型全自动

生化分析仪（美国 Beckman 公司）；Mini-PROTEAN 

Tetra 型电泳仪、Trans-Blot SD 型转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；Tiss-Basic 型全自动组织研磨仪（上海净

信实业发展有限公司）；HistoCore Arcadia 型全自动

组织包埋机、RM2125RTS 型石蜡切片机（德国 Leica

公司）；Tanon 4600 SF 型全自动化学发光图像分析

系统（天能科技有限公司）。
2 方法

2.1　动物分组及给药     适应性喂养 1 周后，选取

6 只 C57BL/Ks 作为正常组，18 只 BKS-db；Nos3KO

小鼠随机分为模型组、通心络组和达格列净组，每

组各 6 只。参考前期文献［11］，小鼠通心络超微粉

给 药 剂 量 为 0.75 g·kg-1·d-1，达 格 列 净 剂 量 为

0.001 g·kg-1·d-1［12］，通心络超微粉和达格列净片溶于

0.5% 的羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液中以保持颗

粒混悬均匀；模型组和正常组给予等体积 CMC-Na

溶液灌胃。每日上午 10 点左右给药 1 次，每次给药

前，均用电子天平称量小鼠体质量，按照 20 mL·kg-1

体质量的体积进行灌胃。连续灌胃 12 周，自由

饮食。

2.2　标本采集     于给药第 12 周末，所有实验小鼠

在禁食不禁水 12 h 后进行取材，称体质量后，异氟

烷麻醉，采用摘眼球方式取血，分离上层血清用于

检测各项生化指标。解剖小鼠后取右肾放入 10%

甲醛溶液固定，取左肾放入冻存管，置于−80 ℃冰箱

内保存，用于蛋白免疫印迹法（Western blot）。
2.3　观察指标     

2.3.1　小鼠的一般状况     观察各组小鼠的一般状

态，如小鼠精神状态、毛发、饮水量、进食量、活动

情况。

2.3.2　体质量、空腹血糖（FBG）测定     于给药后第

0、4、8、12 周末，将各组小鼠禁食不禁水 12 h 后，使

用电子天平监测小鼠体质量，同时使用血糖仪监测

小鼠尾尖血糖变化。

2.3.3　MALB、尿肌酐（UCr）测定     于给药第 0、4、

8、12 周末，使用小鼠代谢笼收集各组小鼠的尿液，

记录 24 h 总尿量，使用自动生化分析仪，检测各组

小 鼠 MALB 和 UCr 的 含 量 ，计 算 尿 白 蛋 白/UCr

（UACR）和尿白蛋白排泄率（AER）水平。

2.3.4　血清生化指标检测     给药 12 周后，小鼠异氟

烷麻醉后摘眼球取血，将收集血液的样本静置后取
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上清，用自动生化分析仪测定各组小鼠肾功能相关

指标：血肌酐（SCr）、UREA、CysC、β2-MG、RBP。

2.3.5　肾组织病理分析     取各组小鼠肾组织，浸入

10% 甲醛溶液进行固定。脱水处理后再将肾组织

包埋于石蜡之中，利用切片设备将包埋好的组织切

成厚度为 3 μm 的切片，进行 HE、PAS、Masson 染色，

封片后光镜下观察肾组织结构病理改变。

2.3.6　ELISA 检测血清 IL-1β、IL-18、TNF-α表达水

平     采用 ELISA 试剂盒检测各组小鼠血清炎症因

子 IL-1β、IL-18、TNF-α 表达水平，具体方法参照

ELISA 试剂盒说明书。

2.3.7　血清氧化应激指标 SOD、MDA、GSH-Px 水

平检测     取适量血清样本，根据试剂盒的操作流程

检测各组小鼠血清中的 SOD、MDA、GSH-Px 水平。

2.3.8　Western blot 检测肾组织中泛凋亡相关蛋白

表达水平     从−80 ℃冰箱中取出冻存的小鼠肾组

织，剪下肾组织约 30 mg，加入蛋白裂解液进行匀

浆 ，离 心 15 min（4 ℃ 、12 000 r·min-1，离 心 半 径

15 cm）后取上清，二喹啉甲酸（BCA）法测定蛋白浓

度，加入 5×上样缓冲液，蛋白上样量为 30 μg。金属

浴 10 min 进行蛋白变性，−20 ℃ 保存备用。制备

10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE），上样后电泳 100 V 90 min，甲醇激活聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜，转膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，

加 入 稀 释 后 的 抗 体 ZBP1、GSDMD、GSDMD-N、

MLKL（1∶2 000），Caspase-1（1∶5 000），cleaved 

Caspase-1、p-MLKL（1∶1 000），Caspase-8（1∶750），

cleaved Caspase-3（1∶2 500），β -actin（1∶10 000），
4 ℃孵育过夜，TBST 清洗 3 次后加入对应种属的二

抗（1∶8 000）室温孵育 1 h，TBST 冲洗后滴加增强化

学发光法（ECL）发光液，于凝胶成像系统曝光，

Image J图像分析系统对条带灰度值进行分析。

2.4　统计学处理     采用 SPSS 26.0 统计软件，先对

各组数据进行正态性分析，符合正态分布的数据采

用单因素方差分析的方法（One-way ANOVA），再对

数据进行方差齐性检验，方差齐则两两比较采用最

小显著性差异法（LSD），方差不齐两两比较则采用

Dunnett's T3 检验法。若数据不符合正态分布，则采

用非参数检验进行统计分析，所有数据均用 x̄ ± s 表

示，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　通心络超微粉对 DKD 小鼠一般状态的影响       

    实验观察到正常组小鼠皮毛光泽柔顺、行动敏

捷、饮食正常、排泄物干燥，且体质量呈稳定增长趋

势。与正常组比较，模型组小鼠出现明显的病理状

态改变：皮毛色泽灰暗、质地粗糙，同时伴有活动减

少、精神萎靡等症状，其每日食量、饮水量及尿量均

显著增加。给药后通心络组、达格列净组小鼠的一

般状态均得到不同程度的改善。

3.2　通心络超微粉对 DKD 小鼠体质量的影响     与

正常组比较，模型组、通心络组、达格列净组小鼠体

质量均明显升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与模

型组比较，通心络组小鼠体质量差异无统计学意

义。见表 1。

3.3　通心络超微粉对 DKD 小鼠空腹血糖的影响       

    与正常组比较，模型组、通心络组、达格列净组小

鼠给药前 FBG 均明显升高（P<0.05）；与模型组比

较，通心络组小鼠各时间节点 FBG 差异无统计学意

义，达格列净组小鼠 FBG 于给药第 4 周开始明显降

低（P<0.05）。见表 2。

3.4　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾功能的影响     给

药 结 束 后 ，与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 UREA、

β2-MG、CysC 明显升高（P<0.05）；与模型组比较，通

心 络 组 小 鼠 UREA、β2-MG、CysC 明 显 降 低（P<

0.05）；与达格列净组比较，通心络组 β2-MG 明显减

少（P<0.05）；各组 SCr、RBP 比较差异无统计学意

义。见表 3。

3.5　通心络超微粉对 DKD 小鼠 UACR、AER 的影

响     与正常组比较，模型组小鼠各时间节点 UACR、

AER 明显升高（P<0.05）；与模型组比较，通心络组

表 1　通心络超微粉对 DKD 小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Tongxinluo submicron powder on body weight in DKD mice （x̄± s，n=6） g

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

第 0 周末

18.33±0.49

39.88±1.941）

40.22±1.261）

40.43±1.871）

第 4 周末

23.35±1.09

37.98±6.781）

36.27±2.851，3）

44.03±3.031）

第 8 周末

23.48±0.92

35.78±8.861）

32.23±2.891，3）

43.48±4.621，2）

第 12 周末

24.48±1.05

37.31±8.681）

32.08±3.531，3）

44.47±3.281，2）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与达格列净组比较 3）P<0.05（表 2-表 7 同）
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小鼠 UACR、AER 于给药第 8、12 周末明显降低（P<

0.05）；与达格列净组比较，通心络组小鼠 UACR、

AER 于 给 药 第 8、12 周 末 明 显 降 低（P<0.05）。

见表 4。

3.6　通心络超微粉对 DKD 小鼠血清 IL-1β、IL-18、

TNF-α水平的影响     与正常组比较，模型组小鼠血

清 IL-1β、IL-18、TNF-α明显升高（P<0.05）；与模型

组比较，通心络组、达格列净组 IL-1β、IL-18、TNF-α

均明显减少（P<0.05）；与达格列净组，通心络组

IL-1β、IL-18、TNF-α明显减少（P<0.05）。见表 5。

3.7　通心络超微粉对 DKD 小鼠血清 SOD、MDA、

GSH-Px 水平的影响     与正常组比较，模型组小鼠

血清 SOD、GSH-Px 明显降低（P<0.05），MDA 明显

升高（P<0.05）；与模型组比较，通心络组、达格列净

表 4　通心络超微粉对 DKD 小鼠 UACR、AER 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of Tongxinluo submicron powder on UACR，AER in DKD mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

UACR/g·mol-1

第 0 周末

3.60±1.03

89.51±12.131）

96.25±18.401）

93.71±38.901）

AER/μg·（24 h）-1

第 0 周末

7.06±3.23

135.27±58.731）

133.91±24.611）

144.22±47.131）

第 4 周末

3.85±1.11

112.32±57.921）

91.51±20.421）

90.25±23.081）

第 4 周末

6.99±2.25

161.02±47.481）

123.10±40.151）

123.63±22.671）

第 8 周末

3.42±0.66

119.03±35.301）

69.90±15.981，2，3）

81.48±53.921）

第 8 周末

9.56±2.69

284.40±26.221）

94.43±21.001，2，3）

128.18±39.131，2）

第 12 周末

4.96±3.14

134.37±20.101）

49.36±13.221，2，3）

66.28±28.391，2）

第 12 周末

9.20±2.62

334.30±43.041）

88.39±17.051，2，3）

100.16±33.181，2）

表 5　通心络超微粉对 DKD 小鼠血清 IL-1β、IL-18、TNF-α水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Tongxinluo submicron powder on serum IL-1β，IL-18，TNF-α in DKD mice （x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

IL-1β

4.21±0.64

11.59±0.971）

5.31±0.912，3）

8.02±0.941，2）

IL-18

10.02±0.70

30.48±0.901）

13.93±1.161，2，3）

20.00±0.911，2）

TNF-α

11.95±1.32

30.71±1.021）

14.45±0.881，2，3）

18.61±0.921，2）

表 2　通心络超微粉对 DKD 小鼠空腹血糖的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Tongxinluo submicron powder on FBG in DKD mice （x̄± s，n=6） mmol·L-1

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

第 0 周末

6.13±0.43

26.95±3.381）

29.13±2.771）

28.52±4.011）

第 4 周末

6.66±0.50

25.30±4.771）

23.57±5.311，3）

11.83±4.382）

第 8 周末

6.18±0.90

28.50±6.351）

22.67±3.351，3）

12.88±5.911，2）

第 12 周末

6.08±0.64

27.03±3.581）

30.42±2.901，3）

15.18±8.441，2）

表 3　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾功能的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Tongxinluo submicron powder on renal function in DKD mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

UREA/mmol·L-1

6.17±0.81

8.88±1.201）

7.26±0.382）

7.10±0.702）

SCr/μmol·L-1

5.43±0.39

5.85±0.55

5.88±0.57

5.78±0.75

β2-MG/mg·L-1

1.13±0.38

5.85±0.771）

1.78±0.522，3）

3.66±0.501，2）

CysC/mg·L-1

0.68±0.35

4.27±0.981）

1.36±0.472）

1.62±0.552）

RBP/mg·L-1

49.08±1.08

50.09±0.92

50.65±1.57

50.22±1.04
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组 SOD、GSH-Px 明显升高（P<0.05），MDA 明显降

低，差异有统计学意义（P<0.05）；与达格列净组比

较，通心络组 SOD 明显升高，差异有统计学意义（P<

0.05），MDA 明 显 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<

0.05）。见表 6。

3.8　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾组织病理损伤的

影响     HE、Masson、PAS 染色结果显示，正常组小鼠

肾脏组织结构完整清晰，未见病理改变，肾小球体积

正常，肾小球毛细血管壁、系膜基质、肾小管及间质染

色均匀，未见明显蓝色的胶原纤维沉积和系膜扩张。

模型组小鼠病理损伤严重，可见肾小球体积增大，基

底膜呈弥漫性增厚，系膜区显著扩张、毛细血管壁增

厚，蓝色胶原纤维大量沉积，肾小管上皮细胞水肿及

空泡样变性，部分肾小管萎缩、纤维化程度明显，伴炎

症细胞浸润，肾小球基底膜和系膜区有 PAS阳性物质

大量沉积。与模型组小鼠比较，通心络组和达格列净

组小鼠病理损伤减轻，纤维化和系膜增生程度降低，

通心络组效果优于达格列净组。见图 1。

3.9　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾组织泛凋亡相关

蛋白 ZBP1、Caspase-1、cleaved Caspase-1、GSDMD、

GSDMD-N、Caspase-8、cleaved Caspase-8、Caspase-3、

cleaved Caspase-3、MLKL 和 p-MLKL 表达的影响     

    与正常组比较，模型组 ZBP1、cleaved Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、cleaved Caspase-8、Caspase-3、

cleaved Caspase-3 和 p-MLKL 蛋白表达均明显升高

（P<0.05）；与模型组比较，通心络组 ZBP1、cleaved 

Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、cleaved Caspase-8、

Caspase-3、cleaved Caspase-3 和 p-MLKL 蛋白表达

均明显下调（P<0.05）；与达格列净组比较，cleaved 

Caspase-1、cleaved Caspase-8、Caspase-3 蛋白表达明

显降低（P<0.05）。见表 7、图 2。

4 讨论

DKD 是糖尿病严重并发症，其病理机制复杂，

临床缺乏特效治疗药物。前期研究显示，单纯 db/db

小鼠虽表现出典型糖尿病代谢异常及持续性蛋白

尿，但肾脏病理损伤轻微，难以模拟 DKD 复杂的病

理特征［9］。为弥补这一局限，本研究选用 BKS-db；
Nos3KO 双基因缺陷小鼠模型，该模型在 db/db 小鼠

基础上敲除 Nos3 基因，导致 eNOS 功能缺失，进而

减弱一氧化氮（NO）对脉管系统通透性的调节作用，

引发血管内皮损伤。这种内皮损伤作为糖尿病肾

脏血管病变的核心机制［13］，会叠加血流动力学障碍

与氧化应激损伤［14］，加速 DKD 进展［10］。该模型表

现出的大量蛋白尿、肾小球基底膜增厚等中晚期病

理特征，与临床 DKD 患者中后期病理损伤高度吻

合，为探讨通心络超微粉对 DKD 的肾脏保护作用及

机制提供了理想的体内实验体系。实验中该模型

小鼠初期即表现出显著肥胖、高血糖及肾功能损

害，AER 与 UACR 明显高于正常组，证实 DKD 模型

表 6　通心络超微粉对 DKD 小鼠血清 SOD、MDA、GSH-Px 水平的

影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　 Effect of Tongxinluo submicron powder on contents of 

serum SOD，MDA and GSH-Px in DKD mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量

/g·kg-1

0.75

0.001

SOD

/U·mL-1

60.37±5.80

18.56±2.951）

45.31±3.781，2，3）

30.81±5.241，2）

MDA

/μmol·L-1

3.63±0.81

8.59±0.391）

3.74±0.562，3）

4.02±0.911，2）

GSH-Px

/U·mL-1

498.75±24.62

186.37±54.411）

351.62±38.591，2）

306.72±40.391，2）

注：A.正常组；B.模型组；C.通心络组；D.达格列净组（图 2 同）
图 1　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾脏病理形态学的影响  （×400）
Fig. 1　Effect of Tongxinluo submicron powder on renal histopathology in DKD mice （×400）
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构建成功。

DKD 的关键病理机制之一在于免疫代谢失调

与程序性细胞死亡之间的交互调控，而泛凋亡是这

一进程中的关键枢纽［15］。在糖尿病状态下，慢性高

血糖、脂毒性等代谢应激因素通过破坏细胞能量平

衡、诱导线粒体功能障碍、积累活性氧（ROS）直接促

进泛凋亡小体组装。先天免疫传感器 ZBP1 可感知

以上病理因素，招募 Caspase-8、受体相互作用蛋白

激 酶 3（RIPK3）等 共 同 组 成 泛 凋 亡 复 合 体

（PANoptosome）［16］。该复合体作为分子支架，协同

调控焦亡、凋亡、坏死性凋亡 3 条死亡通路［16-17］：

一方面激活 Caspase-1，切割 GSDMD 产生 N 端结构

域，在细胞膜上形成孔道，引发焦亡并伴随 IL-1β和

IL-18 的释放［18］；另一方面通过激活核心调控分子

Caspase-8，实 现 对 凋 亡 与 坏 死 性 凋 亡 的 协 同 控

制［19］：Caspase-8 可直接裂解和激活 Caspase-3 启动

经典凋亡程序，亦可通过 RIPK3-MLKL 信号级联反

应 触 发 坏 死 性 凋 亡［20］ 。 泛 凋 亡 以 ZBP1-

PANoptosome为执行核心，介导肾脏固有细胞死亡，

促进炎症与纤维化进程。

吴以岭院士在气络学说中提出“孙络 -玄府”概

念［21］，前期理论研究认为 DKD（消渴病肾病）具有玄

府郁闭、肾络瘀滞的鲜明特征，其本在于脾肾亏虚、

气化失职，其标在于燥热、痰瘀、浊毒日久壅滞肾

络，最终导致肾之“孙络 -玄府”开阖失司，精微下泄

而成蛋白尿，水液停聚而成水肿［22］。针对这一复杂

病机，确立了“通补结合、开阖有度”的治则，创新性

地提出“通玄畅络”治法［22］，通心络正是该治法的经

典代表方。全方由人参、全蝎、水蛭、蝉蜕、土鳖虫、

蜈蚣、赤芍、檀香、降香、乳香（制）、酸枣仁（炒）、冰
片组成。方中辛味药和虫类药配伍运用是其特色，

辛散温通兼芳香之降香、檀香、乳香能开玄府之郁

闭，疏通经络，宣通脏腑。蜈蚣辛温，全蝎辛平，两

者配伍搜风通玄畅络散结。水蛭、土鳖虫合用行血

和血，乃剔除络瘀之要药。全方辛以通玄、搜风畅

络，剔除络瘀，能够切中 DKD 玄府郁闭、肾络瘀滞的

病机。从现代医学视角来看，玄府郁闭对应 DKD 肾

小球滤过屏障损伤、细胞间通讯障碍等病理状态，

肾络瘀滞则对应肾小球硬化、肾脏微循环障碍、炎

表 7　通心络超微粉对 DKD 小鼠肾组织泛凋亡相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Tongxinluo submicron powder on expression of PANoptosis-related protein of kidney tissue in DKD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

组别

正常组

模型组

通心络组

达格列净组

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

剂量/g·kg-1

0.75

0.001

ZBP1

/β-actin

0.99±0.20

1.53±0.711）

1.03±0.502）

1.30±0.46

cleaved Caspase-8

/β-actin

0.63±0.13

0.84±0.091）

0.57±0.122，3）

0.76±0.221）

GSDMD

/β-actin

1.17±0.17

1.72±0.661）

1.20±0.582）

1.33±0.29

Caspase-3

/β-actin

0.60±0.03

0.97±0.061）

0.83±0.062，3）

0.93±0.101）

GSDMD-N

/β-actin

0.95±0.01

1.37±0.121）

1.01±0.052）

1.13±0.13

cleaved Caspase-3

/β-actin

0.53±0.07

0.96±0.141）

0.64±0.192）

0.67±0.14

Caspase-1

/β-actin

0.88±0.11

0.76±0.11

0.85±0.08

0.91±0.10

p-MLKL

/β-actin

1.20±0.07

1.98±0.251）

1.25±0.142）

1.44±0.122）

cleaved Caspase-1

/β-actin

1.60±0.28

2.77±0.431）

1.69±0.292，3）

2.26±0.32

MLKL

/β-actin

1.02±0.06

1.09±0.04

0.97±0.08

0.99±0.05

Caspase-8

/β-actin

0.72±0.21

0.71±0.11

0.63±0.07

0.68±0.21

图 2　DKD 小鼠肾组织中泛凋亡相关蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoretic of PANoptosis-related protein expression 

in kidney tissue of DKD mice
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症浸润及细胞外基质过度沉积等过程［22］。泛凋亡

可视为“玄府郁闭、肾络瘀滞”在细胞层面的关键微

观机制之一，当肾小球足细胞、肾小管上皮细胞等

受高糖、高脂、糖基化终产物（“痰瘀”“浊毒”）侵袭

时，泛凋亡被激活，导致细胞膜（“玄府”）完整性破

坏（焦亡孔道形成、坏死性膜破裂），释放大量炎症

因子如 IL-1β、IL-18、TNF-α（“痰瘀”“浊毒”），进一

步招募和激活免疫细胞，促进炎症浸润与纤维化。

同时死亡细胞加剧微循环障碍（“络瘀”）。以上病

理过程与“玄府郁闭、肾络瘀滞”的病机演变高度契

合。近年来多项研究揭示通络法方药可通过调控

PCD 来减轻 DKD 肾脏损伤，如肾消解毒通络方［23］、

益气养阴活血通络方［24］等，分别通过抑制细胞焦

亡、凋亡等，改善肾功能，为通心络超微粉的作用机

制研究提供了理论参考。

研究结果显示，在为期 12 周的药物干预中，通

心络超微粉表现出明确的肾脏保护作用。从干预

第 8 周开始，通心络组小鼠的 AER 与 UACR 水平显

著下降，且后期效果优于达格列净，提示通心络超

微粉在降低蛋白尿方面有显著疗效。病理结果证

实通心络超微粉显著改善了肾组织病理损伤，包括

减轻肾小球系膜扩张、基底膜增厚及间质胶原纤维

沉积；同时有效下调血清炎症因子 IL-1β、IL-18 与

TNF-α水平，降低 UREA、β2-MG 和 CysC 水平。机制

研究发现，DKD 小鼠肾脏中，泛凋亡关键信号分子

如 ZBP1、cleaved Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、

cleaved Caspase-8、Caspase-3、cleaved Caspase-3 和

p-MLKL 的表达显著上调，且与炎症因子（IL-1β、

IL-18、TNF-α）、氧化应激损伤标志物 MDA 水平升

高及病理损伤同步，证实泛凋亡异常激活是 DKD 肾

脏损伤的重要特征。通心络超微粉干预后，上述泛

凋亡关键蛋白表达被抑制，炎症因子及 MDA 水平

显著下降，肾脏病理损伤明显减轻，表明抑制泛凋

亡是其发挥肾脏保护作用的关键机制之一。本实

验中，与达格列净比较，通心络超微粉未表现出明

显降糖降体重的作用，但降蛋白尿效果更显著，提

示其作用机制独立于血糖控制，可突破 DKD 因“代

谢记忆”效应而持续加重的局限［25-26］。相较于血管

紧张素转化酶抑制剂（ACEI）、血管紧张素受体阻滞

剂（ARB）及 钠 - 葡 萄 糖 协 同 转 运 蛋 白 2 抑 制 剂

（SGLT2i）等临床常用药物，通心络超微粉具有多成

分、多靶点优势，可通过多种途径协同保护肾脏，临

床研究亦证实其可改善 DKD 患者肾脏微血管血流，

降低 MALB 排泄及炎症因子水平［27］。

综 上 ，本 研 究 证 实 在 DKD 模 型 BKS-db；
Nos3KO 小鼠中，通心络超微粉可抑制泛凋亡、减轻

炎症反应、减少尿白蛋白排泄、改善肾脏病理损伤，

从而发挥肾脏保护作用，凸显其作为复方中药通过

多途径、多靶点综合干预疑难疾病（如 DKD）的独特

优势，为临床防治 DKD 提供了新的实验依据和潜在

治疗策略。本研究的局限性在于未深入解析通心

络超微粉中具体活性成分对泛凋亡信号网络中各

分子的精确调控作用，其多靶点协同作用的分子机

制仍需进一步阐明，未来研究将聚焦上述局限，深

入探索活性成分作用机制，以推动其临床转化与

应用。
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