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基于 TLR4/NF-κB p65/NLRP3 信号通路探讨当归芍药散
改善糖尿病肾病小鼠炎症反应机制
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［摘要］ 目的：观察当归芍药散对自发性糖尿病 db/db 小鼠肾脏组织中 Toll样受体 4/核转录因子-κB p65/NOD 样蛋白受体

3（TLR4/NF-κB p65/NLRP3）信号通路的表达，探讨当归芍药散缓解糖尿病肾病（DKD）炎症的可能作用机制。方法：将 30 只

db/db小鼠按随机数字表法分为 5组（n=6）：模型组，当归芍药散低（16.77 g·kg-1·d-1）、中（33.54 g·kg-1·d-1）、高（67.08 g·kg-1·d-1）3 个

剂量干预组及厄贝沙坦组（0.025 g·kg-1·d-1）；同时，以 db/m 小鼠（n=6）作为正常组。干预 8 周后，检测小鼠体质量、空腹血糖

（FBG）、24 h 尿蛋白（24 h-UTP）及血肌酐浓度（SCr）；苏木素 -伊红（HE）染色、马松（Masson）染色和过碘酸 -希夫染色（PAS）染
色对肾脏组织进行病理学观察和分析；蛋白免疫印迹法（Western blot）、实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测

TLR4、NF-κB p65、NLRP3 和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、IL-10、IL-18 蛋白及 mRNA 表达水平；免疫组

化法（IHC）检测肾脏组织中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组小鼠体质量、FBG、24 h-UTP、

SCr表达升高（P<0.05）；肾脏结构紊乱，基底膜增厚，间质可见较多炎细胞浸润；TLR4、NF-κB p65、NLRP3、TNF-α、IL-1β、IL-6、

IL-18 表达增加，IL-10 表达降低（P<0.05）；与模型组比较，给药组大鼠 FBG、24 h-UTP、SCr水平均有不同程度降低，肾脏组织病

理损伤明显改善，TLR4、NF-κB p65、NLRP3、TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-18 表达降低，IL-10 表达升高（P<0.05）。结论：当归芍药散

可能通过调节 TLR4/NF-κB p65/NLRP3 信号通路减轻肾脏炎症反应并降低尿蛋白排泄，进而延缓 DKD 的疾病进展。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effect of Danggui Shaoyaosan on the expression of Toll-like receptor 4/nuclear 

factor-kappa B p65/NOD-like receptor protein 3 （TLR4/NF-κB p65/NLRP3） signaling pathway in the renal tissues of db/db mice 

with spontaneous diabetes， and to explore the potential mechanism by which Danggui Shaoyaosan alleviates inflammation in 

diabetic kidney disease （DKD）. Methods：： Thirty db/db mice were divided into five groups： A model group， Danggui Shaoyaosan 
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low- （16.77 g·kg-1·d-1）， medium- （33.54 g·kg-1·d-1）， and high-dose （67.08 g·kg-1·d-1） intervention groups， as well as an 

irbesartan group （0.025 g·kg-1·d-1） by the random number table method， with 6 mice in each group. Additionally， 6 db/m mice 

were assigned to the normal group. After 8 weeks of intervention， the following parameters were determined by corresponding 

methods： body weight， fasting blood glucose （FBG）， 24-hour urinary protein （24 h-UTP）， and serum creatinine （SCr） levels， 

renal histopathological analysis by hematoxylin-eosin （HE） staining， Masson staining， and periodic acid-Schiff （PAS） staining， 

the protein and mRNA expression levels of TLR4， NF- κB p65， NLRP3， tumor necrosis factor-alpha （TNF-α）， interleukin-1β 

（IL-1β）， interleukin-6 （IL-6）， interleukin-10 （IL-10）， and interleukin-18 （IL-18） by Western blot and Real-time quantitative 

polymerase chain reaction （Real-time PCR）， as well as TLR4， NF- κB p65， and NLRP3 protein expression in renal tissues by 

immunohistochemistry （IHC）. Results：： Compared with the normal group， the model group exhibited increased body weight， 

FBG， 24 h-UTP， and SCr levels （P<0.05）； disordered renal structure， thickened basement membrane， and interstitial 

inflammatory cell infiltration， elevated TLR4， NF- κB p65， NLRP3， TNF- α， IL-1β， IL-6， and IL-18 expression； as well as 

decreased IL-10 expression （P<0.05）. Compared with the model group， these pathological changes and biochemical abnormalities 

were reversed in the medicine intervention groups to varying degrees （P<0.05）. Conclusion：： Danggui Shaoyaosan may delay 

DKD progression by alleviating renal inflammatory response and reducing urinary protein excretion via modulating the TLR4/

NF-κB p65/NLRP3 signaling pathway.

［［Keywords］］ diabetic kidney disease； Danggui Shaoyaosan； inflammatory response； Toll-like receptor 4/nuclear factor-

kappa B p65/NOD-like receptor protein 3 （TLR4/NF-κB p65/NLRP3） signaling pathway； db/db mice

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病的一种常见并发

症，同时也是慢性肾病的主要原因之一［1］。治疗

DKD 的现有疗法主要针对高血压和高血糖，如通过

肾素-血管紧张素系统抑制作用靶向血压，以及通过

胰岛素和钠 -葡萄糖协同转运蛋白 2 抑制作用调节

血糖控制［2］。DKD 若进展至终末期肾病（ESRD）阶
段，患者需长期接受透析或肾移植等替代治疗以维

持生命。然而，这类治疗不仅费用高昂，且严重影

响生活质量，同时加重家庭和社会负担。DKD 的病

因与慢性高血糖状态、持续性高血压、血脂代谢异

常等代谢紊乱因素密切相关［3］，国际糖尿病联盟流

行病学数据显示，截至 2019 年全球糖尿病患病人数

已达 4.36 亿例［4］。随着高血压、高脂血症患病率的

持续上升，可能进一步加剧 DKD 的流行病学负担。

炎症对于 DKD 的发生和发展具有重要意义［5］，

其可促进肾小球和肾间质的损伤，加速细胞外基质

的沉积，进而导致 ESRD 的发生［6］。 Toll 样受体 4

（TLR4）作为一种关键的模式识别受体，在 DKD 的

炎症反应机制中发挥着枢纽作用［7］。在高血糖状态

下，TLR4 的激活可促进核转录因子 -κB（NF-κB）的
活化［8］。核转录因子 -κB p65（NF-κB p65）是 NF-κB

的主要活性亚基，可通过多种途径加剧炎症发生［9］。

NF-κB p65 上调 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小

体的表达，是炎症反应扩大的关键步骤［10］。因此通

过调控 TLR4/NF-κB p65/NLRP3 信号通路的表达及

功能活性，可有效缓解炎症反应，从而延缓 DKD 的

疾病进展。

中医药作为 DKD 治疗中的重要干预手段，具有

独特疗效、经济实惠和良好安全性等优势，临床应

用广泛。当归芍药散出自《金匮要略》，原文记载当

归三两、芍药一斤、茯苓四两、白术四两、泽泻半斤、

川芎半斤组成，主要功效为活血化瘀、益气养血，临

床常用于治疗肾病综合征、腰痛、水肿、月经不调等

疾病。研究发现当归芍药散可通过抗炎、抗氧化等

多靶点、多通路的作用机制，有效延缓 DKD 的进

展［11］。临床试验研究证实当归芍药散单方或合方

联合常规西药能有效治疗 DKD，减少体内炎症、降

低尿蛋白排出、稳定肾功能、改善临床症状，但不清

楚其具体作用机制［12-13］。本次实验通过观察当归芍

药散对 db/db 小鼠中 TLR4/NF-κB p65/NLRP3 信号

通路表达的影响，探讨当归芍药散缓解 DKD 炎症的

可能作用机制，为临床应用当归芍药散在延缓 DKD

进展方面提供实验依据。

1 材料

1.1　动物     江苏华创信诺医药科技有限公司购进

8 周龄 SPF 级雄性 db/db 小鼠 30 只，体质量（36±2） g

及同周龄 SPF 级 db/m 小鼠 6 只，体质量（22±2） g，合

格证编号 B202402290007。饲养于河北省中医院实

验动物中心的 SPF 级动物房，相对湿度 55%~65%，

温度 18~22 ℃，自由饮食、摄水。

1.2　伦理     所有动物饲养、实验程序均根据河北省

中医院动物保护与使用委员会相关文件执行，涉及

的动物实验方案已通过河北省中医院动物伦理委

员 会 审 批 ，动 物 实 验 伦 理 编 号 IACUC-HPHCM-

2024024。

1.3　药物及制备     当归芍药散处方为当归 9 g（河

北祁新中药颗粒饮片有限公司，批号 240201）、白芍

48 g（河北美威药业股份有限公司，批号 240302）、茯
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苓 12 g（承德奇滦中药饮片加工有限公司，批号

240302）、白术 12 g（河北药兴药业有限公司，批号

240105）、川芎 12 g（国药乐仁堂河北中药有限公司，

批号 24010810）、泽泻 24 g（河北药兴药业有限公

司，批号 240301）。实验所用中药材均采购自河北

省中医院中药房，经河北中医药大学第一附属医院

药学部副主任相聪坤鉴定为正品。药物由河北省

中医院煎药室制备，将上述药材按比例混合后，置

于煎药机内，加入 8 倍体积的纯水浸泡 1 h，煎煮

2 次，将 2 次所得药液合并浓缩，经无菌过滤后，于

4 ℃条件下保存。厄贝沙坦片（修正药业集团，国药

准字 H20053912，规格 0.15 g/片）。
1.4　试剂与仪器     TLR4、白细胞介素（IL）-6（江苏

亲科生物研究中心有限公司，批号分别为 AF7017、

DF6087）；NF-κB p65、NLRP3（美国 Cell Signaling 公

司，批号分别为 8242、15101）；IL-1β（北京博奥森生

物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 bs-0812R）；IL-10、IL-18、

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒（武汉博士德生物工

程有限公司，批号分别为 A00021-2、BA14935）；肿
瘤 坏 死 因 子（TNF）- α、（美 国 Abcam 公 司 ，批 号

ab183218）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（南京巴傲得

生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 BS6007M）；Western 

LightningTM Chemiluminescence Reagent（ 美 国

PerkinElmer 公 司 ，批 号 NEL10300EA）；2×SYBR 

Green qPCR Master Mix（None ROX）（武汉赛维尔

生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 G3320-05）；TriQuick 

Reagent RNA 提取试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司，批号 R1100）；改良马松（Masson）三色染色液（索

莱宝，批号 G1346）；苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒

（碧云天生物技术有限公司，批号 C0105S）；过碘酸-

希夫染色（PAS）染液套装（武汉 Servicebio 公司，批

号 G1008）。SLAN-96S 全自动医用 PCR 分析仪（上

海宏石医疗科技有限公司）；BS-200 型全自动生化

分析仪（中国深圳雷杜生命科学股份有限公司）；
Eclipse Ci-L 型正置白光拍照显微镜（Nikon 公司）；
DYCZ-24DN 型垂直电泳装置（北京市六一仪器

厂）；VE-386 型转移电泳槽（北京原平皓生物技术有

限公司）。
2 方法

2.1　分组及给药［14］    完成 1 周适应性饲养后，每周

定期检测 db/db 与 db/m 小鼠尿微量白蛋白水平及空

腹血糖值。以 db/db 组尿微量白蛋白含量显著高于

db/m 组且空腹血糖≥16.7 mmol·L-1作为建模成功标

准。根据小鼠与人（70 kg）体质量的剂量换算法，确

定小鼠的灌胃剂量，以当归芍药散的低剂量作为临

床等效剂量，中剂量和高剂量组分别为等效剂量的

2 倍和 4 倍。最终，当归芍药散低、中、高剂量组的给

药量分别为 16.77、33.54、67.08 g·kg-1；将 30 只雄性

db/db 小鼠按随机数字表法分为模型组、当归芍药散

低、中、高剂量组及厄贝沙坦组（0.025 g·kg-1·d-1）
（n=6），模型组予药物同体积生理盐水灌胃。同时，

以 db/m 小鼠（n=6）作为正常组。每周采用代谢笼收

集各组小鼠 24 h 尿液样本（禁食但自由饮水），共干

预 8 周。取材前禁食禁水，戊巴比妥钠麻醉，眼球采

血获取样本。血液室温静置 2 h，离心后收集上清

液，保存于-80 ℃冰箱。随后摘取双肾，记录肾脏质

量，取部分组织以 4% 多聚甲醛固定，供后续组织病

理学及免疫组化分析使用；剩余组织立即置于液氮

速冻后转存至-80 ℃冰箱。

2.2　DKD 小鼠一般指标检测     取材前测定小鼠体

质量；检测小鼠分离血清空腹血糖（FBG）；收集 24 h

尿液样本，苦味酸比色法测定血肌酐（SCr），磺基水

杨酸法测定尿蛋白浓度，计算 24 h 尿总蛋白（24 h-

UTP）（24 h 尿总蛋白=尿蛋白浓度×24 h 尿总量）。
2.3　组织学染色观察 DKD 小鼠肾脏病理改变     肾

组织经 4% 多聚甲醛固定 48 h 后，进行石蜡切片制

备。脱蜡水化处理切片，分别进行 HE 染色、Masson

染色和 PAS 处理，脱水、透明、封固，显微镜下观察

并采集病理图像。

2.4　免疫组化染色法检测 DKD 小鼠肾组织蛋白表

达     石蜡切片经脱蜡水化后，依次进行抗原热修

复、过氧化物酶阻断、血清封闭处理，分别滴加

NF- κB p65（1∶120）、TLR4（1∶100）和 NLRP3（1∶

150）一抗 4 ℃孵育过夜，后加入生物素标记二抗室

温反应，DAB 显色，苏木素复染，脱水、透明、封固。

显微镜下观察阳性表达区域，随机选取 3 个非重叠

视野进行图像采集分析。

2.5　 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（Real-time 

PCR）技术定量分析 DKD 小鼠肾组织中 mRNA 表

达     采用试剂盒提取小鼠肾组织总 RNA。使用  

SYBR Green 荧光定量 PCR 预混液，全自动医用

PCR 分析仪上进行检测。以 β-actin 作为内参，反应

体系设置：95℃预变性 30 s，40 个循环（95 ℃变性

15 s 和 60 ℃退火/延伸 30 s）。采用 2-ΔΔCt相对定量法

计算目标基因表达水平，换算得到 TLR4、NF-κB 

p65、NLRP3、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-18 及 TNF- α 

mRNA 相对表达量。实验所用引物由石家庄林岑

生物科技有限公司合成。引物序列见表 1。
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2.6　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 DKD 小

鼠肾组织中蛋白表达     采用 RIPA 组织/细胞裂解液

提取小鼠肾总蛋白，通过 Bradford 蛋白浓度测定试

剂盒测定蛋白浓度。取蛋白提取物 20 μg，经 10%

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移至 PVDF 膜，随后

用 5% 脱 脂 奶 粉 在 室 温 下 封 闭 2 h。 将 膜 置 于

TLR4、NF- κB p65、NLRP3、IL-1β、IL-6、IL-10、

IL-18、TNF-α（1∶1 000）一抗的孵育盒中，4 ℃摇动

过夜。TBST 摇动漂洗 5 min，共 4 次。将膜置于含

对 应 二 抗（1∶8 000）孵 育 盒 中 ，室 温 作 用 1.5 h。

TBST 摇动漂洗 5 min，共 4 次。将膜置于显色剂中

30 s。立即将膜置于曝光盒中，并在暗室中对感光

胶片进行曝光，而后进行显影、定影处理。计算每

个样品的蛋白条带灰度值与对应 β-actin 条带灰度

值 的 比 值 ，得 到 校 正 后 蛋 白 条 带 灰 度 值 ，使 用

GraphPad 6 软件进行数据处理。

2.7　统计学方法     相关数据统计分析采用 SPSS 

26.0 统计软件，计量资料符合正态分布且方差齐，用

x̄± s 表示，多组间比较应用单因素方差分析，组间两

两比较用 t检验，P<0.05 表明差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　当归芍药散对 DKD 小鼠一般情况的影响     干

预 8 周后，正常组小鼠维持良好的生理状态，被毛光

泽、反应敏捷、外周循环正常，体质量和皮下脂肪呈

生理性增长，摄食饮水和排泄功能正常；与正常组

比较，模型组小鼠活动量减少，精神萎靡，警觉性

差，毛发无光泽，耳部及脚趾苍白，进食减少，体质

量增长缓慢继而消瘦，尿量增加，大便减少；给药组

小鼠较模型组一般状态明显好转。

3.2　当归芍药散对 DKD 小鼠体质量、血糖的影响    

    与正常组比较，模型组小鼠体质量及 FBG 显著升

高（P<0.01）；与模型组比较，各干预组小鼠体质量水

平显著降低（P<0.01），当归芍药散中剂量组小鼠

FBG 水平明显降低（P<0.05）。见表 2。

3.3　当归芍药散对 DKD 小鼠 24 h-UTP、SCr 的影

响     与正常组比较，模型组 24 h-UTP 显著升高（P<

0.01）、SCr 明显升高（P<0.05）；与模型组比较，当归

芍药散中、高剂量组和厄贝沙坦组 24 h-UTP 均有明

显的降低（P<0.05），当归芍药散中、高剂量组和厄贝

沙坦组 SCr均明显升高（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

3.4　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织病理学变化的

影响     HE 染色结果，与正常组比较，模型组小鼠肾

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

β-actin

TLR4

NF-κB p65

NLRP3

IL-6

IL-1β

TNF-α

IL-10

IL-18

序列（5′-3′）
上游 GTGACGTTGACATCCGTAAAGA

下游 GCCGGACTCATCGTACTCC

上游 ATGGCATGGCTTACACCACC

下游 GAGGCCAATTTTGTCTCCACA

上游 AGGCTTCTGGGCCTTATGTG

下游 TGCTTCTCTCGCCAGGAATAC

上游 ATCAACAGGCGAGACCTCTG

下游 GTCCTCCTGGCATACCATAGA

上游 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG

下游 AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG

上游 GAAATGCCACCTTTTGACAGTG

下游 TGGATGCTCTCATCAGGACAG

上游 CAGGCGGTGCCTATGTCTC

下游 CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG

上游 CTTACTGACTGGCATGAGGATCA

下游 GCAGCTCTAGGAGCATGTGG

上游 GACTCTTGCGTCAACTTCAAGG

下游 CAGGCTGTCTTTTGTCAACGA

长度/bp

245

129

111

96

131

116

89

101

169

表 2　当归芍药散对 DKD 小鼠体质量、FBG 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of Danggui Shaoyaosan on body weight and FBG 

in DKD mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

体质量/g

31.17±2.22

51.98±7.282）

41.98±5.764）

37.70±3.484）

38.36±3.314）

40.48±4.634）

FBG/mmol·L-1

9.13±3.08

31.47±2.562）

30.75±2.67

26.20±2.743）

28.02±1.50

25.48±3.104）

注：与正常组比较  1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较  3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 7 同）

表 3　当归芍药散对 DKD 小鼠 24 小时尿总蛋白、SCr 的影响  （x̄± s，

n=6）

Table 3　 Effect of Danggui Shaoyaosan on 24 h-UTP and SCr in 

DKD mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

24 h-UTP/mg

0.23±0.07

1.83±0.272）

1.66±0.48

1.24±0.163）

1.21±0.363）

1.12±0.413）

SCr/μmol·dL-1

13.04±4.36

32.87±4.561）

27.46±4.77

23.02±6.134）

23.39±2.713）

18.75±3.444）
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小球基底膜增厚，肾小球及肾小管内小空泡形成，

系膜基质增多，可见血管周围玻璃样变性，肾间质

见较多炎细胞浸润。与模型组比较，各干预组小鼠

肾脏结构均改善，肾小球及肾小管小空泡减轻，肾

间质少量炎细胞浸润；Masson 染色结果，与正常组

比较，模型组小鼠肾小球纤维化程度升高，可见基 -

威氏结节形成，肾间质见较多炎细胞浸润。与模型

组比较，各干预组小鼠肾小球纤维化程度降低，肾

间质少量炎细胞浸润；PAS 染色结果显示，与正常组

比较，模型组小鼠肾脏结构紊乱，肾小球、肾小管基

底膜增厚，肾小球内可见特征性空泡样变，肾间质

较多炎细胞浸润，系膜区基质沉积增多。与模型组

比较，各干预组小鼠肾脏结构改善，肾小球内空泡

样变改善，肾间质少量炎细胞浸润。见图 1。

3.5　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织 TLR4、p65、

NLRP3 表达的影响     免疫组化染色法结果显示，与

正常组比较，模型组小鼠 TLR4、NF-κB p65、NLRP3

在肾小管、肾间质表达升高；与模型组比较，给药组

小鼠 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 在肾小管、肾间质表

达降低。见图 2。

3.6　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织 TLR4、NF-κB 

p65、NLRP3 mRNA 表达的影响     与正常组比较，

模 型 组 小 鼠 肾 组 织 中 TLR4、NF- κB p65、NLRP3 

mRNA 表达升高（P<0.01）；与模型组比较，各干预组

小鼠肾组织中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 mRNA 表

达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 4。

3.7　当归芍药散对 DKD 小鼠肾脏组织中 TLR4、

NF-κB p65、NLRP3 蛋白表达的影响     与正常组比

较，模型组小鼠肾组织中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3

蛋白表达升高（P<0.01）；与模型组比较，当归芍药散

中、高剂量组和厄贝沙坦组小鼠肾组织中 TLR4、

NF-κB p65、NLRP3 蛋白表达水平有明显降低（P<

0.05，P<0.01）。见图 3、表 5。

3.8　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、

IL-10、IL-18 及 TNF-α mRNA 的影响     与正常组比

较 ，模 型 组 小 鼠 肾 组 织 中 IL-1β、IL-6、IL-18 及

TNF-α mRNA 表达显著升高（P<0.01），IL-10 mRNA

注：A.正常组；B.模型组；C.当归芍药散低剂量组；D.当归芍药散中剂量组；E 当归芍药散高剂量组；F.厄贝沙坦组（图 2-图 4 同）
图 1　当归芍药散对 DKD 小鼠肾脏结构的影响  （×200）
Fig. 1　Effect of Danggui Shaoyaosan on renal histopathology in DKD mice （×200）

图 2　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 的表达  （免疫组化， ×200）
Fig. 2　Effect of Danggui Shaoyaosan on renal TLR4， NF-κB p65，and NLRP3 expression in DKD mice （IHC，×200）
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表达显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）；与模

型组比较，各干预组小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、IL-

18 及 TNF-α mRNA 表达均有不同程度降低，差异具

有统计学意义（P<0.05，P<0.01），IL-10 mRNA 表达

升 高 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05，P<0.01）。
见表 6。

3.9　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、

IL-10、IL-18 及 TNF-α蛋白表达的影响     与正常组

比较，模型组小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、IL-18 及

TNF-α蛋白表达显著升高，差异具有统计学意义

（P<0.01），IL-10 蛋白表达显著降低，差异具有统计

学意义（P<0.01）；与模型组比较，当归芍药散中、高

剂量组和厄贝沙坦组小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、

IL-18 及 TNF- α 蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01），IL-10 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。
见表 7、图 4。

4 讨论

根据 DKD 的临床表现，可将其归属于“消渴”

“水肿”及“肾消”等传统病症范畴，唐代王焘《外台

秘要》云：“消渴病有三：一渴而饮水多，小便数，无

脂似麸片甜者，此皆消渴病也……脚先瘦小，数小

便者，此肾消病也。”中医药治疗肾病历史源远流

长，经过千百年的临床验证与现代科研探索，已形

成一套行之有效的治疗体系［15］。临床医师在传承

古方用药精髓的基础上，结合现代患者个体化特点

和疾病演变规律，灵活运用针灸、耳部穴位按压等

综 合 疗 法 ，显 著 提 升 了 DKD 的 中 医 药 治 疗 效

果［16-17］。DKD 的中医病机本质为“本虚标实、虚实

夹杂”的复杂证候，肾阴阳两虚为本，表现为倦怠乏

力、腰膝酸软或畏寒水肿；瘀血阻络为标，可见面色

黧黑、肌肤甲错、下肢麻木等。瘀血既是病理产物，

又可作为继发性致病因素，与肾虚、痰湿互结，形成

恶性循环，加速肾功能衰退，最终导致肾络瘀阻、三

焦壅塞的终末阶段。国医大师张大宁根据多年临

图 3　 各 组 DKD 小 鼠 肾 组 织 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 蛋 白 表 达

电泳

Fig. 3　 Electrophoretic expression of TLR4， p65 and NLRP3 in 

renal tissues of DKD mice

表 4　 当 归 芍 药 散 对 DKD 小 鼠 肾 脏 组 织 中 TLR4、NF-κB p65、

NLRP3 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Danggui Shaoyaosan on mRNA expression of 

TLR4，NF-κB p65，NLRP3 in renal tissues of DKD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量

/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

TLR4

1.00±0.06

11.94±1.122）

6.51±0 .414）

1.89±0.034）

2.75±0.294）

1.75±0.324）

NF-κB p65

1.01±0.18

9.22±0.992）

5.12±1.354）

1.82±0 .804）

2.94±0.214）

2.04±0.194）

NLRP3

1.00±0.02

2.95±0.312）

2.26±0.203）

1.34±0 .324）

1.60±0.274）

1.38±0.094）

表 5　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织中 TLR4、NF-κB p65、NLRP3

蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Danggui Shaoyaosan on protein expression of 

TLR4，NF-κB p65，NLRP3 in renal tissues of DKD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量

/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

TLR4

/β-actin

0.44±0.06

1.05±0.072）

1.01±0.08

0.75±0.064）

0.87±0.053）

0.68±0.054）

NF-κB p65

/β-actin

0.18±0.06

1.06±0.022）

0.95±0.05

0.82±0.094）

0.85±0.024）

0.83±0.074）

NLRP3

/β-actin

0.34±0.03

1.05±0.082）

0.91±0.05

0.76±0.094）

0.74±0.084）

0.65±0.094）

表 6　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、IL-10、IL-18、TNF-α mRNA 的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Danggui Shaoyaosan on mRNA expression of IL-1β， IL-6， IL-10， IL-18 and TNF-α in renal tissues of DKD mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

IL-6

1.00±0.12

2.27±0.272）

1.83±0.043）

1.17±0.054）

1.40±0.114）

1.11±0.194）

IL-1β

1.00±0.09

5.91±0.432）

4.45±0.164）

2.06±0.114）

2.53±0.244）

1.91±0.574）

IL-10

1.01±0.08

0.10±0.022）

0.32±0.023）

0.64±0.094）

0.58±0.134）

0.65±0.054）

IL-18

1.00±0.07

2.70±0.152）

2.07±0.193）

1.09±0.244）

1.54±0.244）

1.27±0.194）

TNF-α

1.03±0.28

16.65±3.072）

7.02±0.734）

1.51±0.254）

2.48±0.824）

1.14±0.344）
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床实践经验，借鉴现代医学对肾脏病理生理的理

解，提出了 DKD 中医“肾虚血瘀论”，确立了“活血化

瘀、健脾补肾”的治法，在临床应用中疗效显著［18］。

赵玉庸教授运用络病理论，提出 DKD“肾络瘀阻”的

基本病机，以“疏通肾络”为治法［19］。当归芍药散方

中芍药除血痹、破坚积，当归、川芎活血化瘀、疏通

肾络，泽泻利湿泄浊，白术、茯苓健脾益气，助运化

以固后天，全方共奏活血化瘀、健脾补肾之功。从

现代医学角度看，健脾补肾药物具有调节免疫功

能、改善微循环、促进组织修复的作用，而活血化瘀

药物则能改善血液流变学、抑制炎症因子释放、减

少细胞外基质沉积。这 2 种治疗方法在抗炎和抗纤

维化过程中具有互补和协同效应。临床研究发现，

当归芍药散可以改善 DKD Ⅳ期的临床症状和体

征［20］。现代研究发现当归芍药散对糖尿病大鼠有

降低血糖水平，改善肾功能指标，减轻肾脏病理损

伤，抑制肾脏细胞的浸润、增殖和活化等作用，其作

用机制体现在调控细胞表面 TLR4 受体的信号转

导，抑制下游炎症反应通路来实现抗炎［21］。

DKD 主要影响肾小球滤过屏障，表现为基底膜

增厚、系膜细胞增殖、内皮细胞改变和足细胞损伤

等病理改变［22］，而炎症反应作为关键驱动因素，贯

穿于上述病理改变的始末［23］。高血糖相关的晚期

糖基化终产物（AGEs）生成在 DKD 病理机制中起着

核心作用［24］。在糖尿病状态下，持续的高血糖环境

通过多种机制加速 AGEs 的形成，AGEs 被 TLR4 受

体特异性识别与结合，触发下游炎症信号级联反

应［25］，诱导 NF-κB 抑制蛋白 α磷酸化，释放 NF-κB

并 使 其 核 转 位［26］。 NF- κB 激 活 后 可 上 调 IL-6、

TNF-α、IL-1β前体、IL-18 前体等多种炎症介质的转

录表达 ，促进炎症细胞的募集和炎症反应的发

生［27］。NF-κB 的激活不仅直接促进炎症因子的产

生，还促进 NLRP3 炎症小体的转录表达［28］。高糖环

境还导致线粒体功能障碍和活性氧（ROS）积累等，

这些因素作为第二信号触发 NLRP3 炎症小体的组

装激活［29］，通过蛋白水解作用使 IL-1β、IL-18 成熟，

促使炎症反应进一步扩大，加速 DKD 进展［30］。

此外，TLR4/NF-κB/NLRP3 信号轴与炎症因子

之间存在复杂的交叉调控网络。在炎症初期，IL-6

作为关键促炎因子被快速释放，通过激活 NF-κB 信

号通路，促进 NLRP3 炎症小体的转录及下游炎症因

子（如 IL-1β、IL-18）的 表 达［31-33］。 同 时 ，IL-6 与

TNF-α、IL-1β形成正反馈环路持续激活 NF-κB 信

号，共同放大炎症级联反应［34］。随着炎症发展，IL-6

水平超过特定阈值，抗炎因子 IL-10 被诱导产生［35］，

其通过下调 TLR4 信号传导、阻断 NF-κB 核转位、减

少 ROS 生成和线粒体损伤、抑制 NLRP3 炎症小体

组装与活化等多重机制促进炎症消退［36］。 IL-6、

IL-10、IL-18 等炎症因子共同调控炎症反应，对维持

免疫稳态和决定疾病转归具有核心作用［37］。在

DKD 中，持续高糖环境可能打破这种动态平衡，从

而推动慢性炎症和纤维化进程，最终导致肾脏结构

改变和肾功能受损。

近年来，国内外学者聚焦于靶向 TLR4/NF-κB 

图 4　各组 DKD 小鼠肾组织 IL-1β、IL-6、IL-10、IL-18、TNF-α蛋白

表达电泳

Fig. 4　 Electrophoretic expression of IL-1β， IL-6， IL-10， IL-18 

and TNF-α in renal tissues of DKD mice

表 7　当归芍药散对 DKD 小鼠肾组织中 IL-1β、IL-6、IL-10、IL-18 及 TNF-α蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Danggui Shaoyaosan on protein expression of IL-1β， IL-6， IL-10， IL-18 and TNF-α in renal tissues of DKD mice （x̄± s，

n=3）

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

厄贝沙坦组

剂量/g·kg-1

16.77

33.54

67.08

0.025

IL-6/β-actin

0.53±0.05

0.94±0.052）

0.83±0.05

0.77±0.073）

0.77±0.073）

0.75±0.063）

IL-1β/β-actin

0.54±0.05

1.04±0.062）

0.96±0.054）

0.82±0 .034）

0.91±0.033）

0.89±0.033）

IL-10/β-actin

1.11±0.03

0.56±0.062）

0.68±0.05

0.81±0.044）

0.79±0.073）

0.95±0.114）

IL-18/β-actin

0.44±0.02

1.02±0.052）

0.89±0.07

0.74±0.054）

0.85±0.083）

0.86±0.083）

TNF-α/β-actin

0.26±0.05

0.99±0.052）

0.79±0.073）

0.63±0.084）

0.68±0.064）

0.71±0.094）
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p65/NLRP3 相关信号通路干预炎症反应，为 DKD 的

治疗提供了新策略［38-39］。CHEN 等［40］发现人参皂苷

化合物 K 可通过抑制微生物 TLR4 的激活，抑制下

游 NF-κB 信号通路的转导发挥抗炎作用。YANG

等［41］发现 CY-09 化合物能抑制 NLRP3 炎症小体激

活，减轻 db/db 小鼠的肾脏病理损伤。本实验结果

显示，与正常组比较，模型组小鼠肾组织中 TLR4、

NF- κB p65、NLRP3、IL-1β、IL-6、IL-18、TNF- α 

mRNA 及蛋白表达升高，IL-10 mRNA 及蛋白表达

降低；与模型组比较，当归芍药散高、中、低剂量组

对 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 及炎症因子指标的表

达有明显的改善作用，提示当归芍药散可能通过降

低 TLR4、NF-κB p65、NLRP3 表达抑制肾脏炎症反

应，从而达到延缓 DKD 进展的作用。

综上，当归芍药散可能通过抑制 db/db 小鼠肾

组织中 TLR4/NF-κB p65/NLRP3 通路表达，抑制肾

脏炎症反应，改善肾脏病理损伤，降低尿蛋白排泄

量，保护肾功能，实现延缓 DKD 进展的临床治疗

目标。
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