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益气养阴活血方对糖尿病肾病大鼠 NLRP3/Caspase-1/GSDMD

细胞焦亡通路的影响
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［摘要］ 目的：基于 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）/胱天蛋白酶 -1（Caspase-1）/消皮素 D（GSDMD）细胞焦亡通路，探讨益气

养阴活血方防治糖尿病肾病（DKD）肾脏损伤的可能作用机制。方法：随机将 50 只雄性 SD 大鼠分为正常组 8 只、造模组 42 只。

造模组高糖高脂饮食 6 周后予一次性腹腔注射链脲佐菌素（STZ）诱导建立 DKD 大鼠模型。造模成功后随机分为模型组、缬沙

坦组（8.33 mg·kg-1）、益气养阴活血方低、高剂量组（11、22 g·kg-1）。连续灌胃 6 周后检测各组大鼠空腹血糖（FBG）、总胆固醇

（CHO）、甘油三酯（TG）、血尿素氮（BUN）、血肌酐（SCr）及 24 h 尿蛋白定量（24 h-UTP）；苏木素 -伊红（HE）染色观察肾组织病

理形态学变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -18（IL-18）水平；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）检测各组大鼠肾组织 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 蛋白及其

mRNA 表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠 FBG、CHO、TG、BUN、SCr、24 h-UTP 及血清 IL-1β、IL-18 水平均显著升高

（P<0.01），肾组织病变程度严重，且肾组织 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 蛋白及其 mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，各药物组 FBG、CHO、TG、BUN、SCr、24 h-UTP 及血清 IL-1β、IL-18 水平均明显下降（P<0.05，P<0.01），肾组织病变程度得

到改善，且肾组织 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 蛋白及其 mRNA 表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01），以益气养阴活血方高剂量

组效果最佳。结论：益气养阴活血方可通过调控 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路抑制细胞焦亡，缓解 DKD 大鼠炎症反应，减轻

肾脏病理损伤。
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protein 3（NLRP3）/cysteine protease-1（Caspase-1）/gasdermin D（GSDMD）pyroptosis pathway. Method：：Fifty

male SD rats were randomly divided into normal group（n=8）and modeling group（n=42）. The modeling group

was given a one-time intraperitoneal injection of streptozotocin（STZ）after high-sugar and high-fat diet for 6

weeks to induce the establishment of a DKD rat model. After successful modeling，the rats were randomly

divided into model group，valsartan group（8.33 mg·kg-1），and Yiqi Yangyin Huoxue prescription low-dose and

high-dose group（11，22 g·kg-1）. After continuous gavage for 6 weeks，the fasting blood glucose（FBG），total

cholesterol（CHO），triglyceride（TG），blood urea nitrogen（BUN），serum creatinine（SCr）and 24-hour urine

protein quantification（24 h-UTP）were detected in each group of rats. Hematoxylin-eosin（HE）staining was

used to observe the pathological changes of kidney tissue. Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）was

used to detect serum interleukin-1β（IL-1β） and interleukin-18（IL-18） levels. The protein and mRNA

expression levels of NLRP3/Caspase-1/GSDMD in kidney tissue of rats in each group were determined by

Western blot and real-time quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Result：：Compared with the

conditions in normal group，the levels of FBG，CHO，TG，BUN，SCr，24 h-UTP and serum IL-1β and IL-18 as

well as the protein and mRNA expression levels of NLRP3/Caspase-1/GSDMD in kidney tissue in model group

were increased（P<0.01），and the kidney tissue lesions were severe. Compared with the conditions in model

group，the levels of FBG，CHO，TG，BUN，SCr，24 h-UTP and serum IL-1β and IL-18 as well as the protein

and mRNA expression levels of NLRP3/Caspase-1/GSDMD in kidney tissue in each intervention group were

decreased（P<0.05，P<0.01），and the degree of kidney tissue lesions was improved，with Yiqi Yangyin Huoxue

prescription high-dose group showing the optimal effect. Conclusion：：Yiqi Yangyin Huoxue prescription could

inhibit pyroptosis by regulating the NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway，and thus relieve the inflammatory

response of DKD rats and alleviate the pathological damage of the kidneys.

［［Keywords］］ Yiqi Yangyin Huoxue prescription；diabetic kidney disease；pyroptosis；NOD-like receptor

protein 3（NLRP3）；cysteine protease-1（Caspase-1）；gasdermin D（GSDMD）

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病最常见、最严重的

慢性微血管并发症之一，已发展为全球导致终末期

肾脏病（ESRD）的首位病因［1］。近 10 年 DKD 患者

的发病率呈现逐渐升高趋势，严重危害人类健康。

因此，有效预防控制 DKD 的发展是目前研究的重点

及难点。DKD 发病机制复杂，其中炎症反应是目前

DKD 发病机制及防治机制研究的重点领域［2］，并贯

穿疾病全程。细胞焦亡是新近发现的一种促炎性、

程序性细胞死亡形式［3］，其发生伴随瀑布式炎症级

联反应，可作为机体的自我保护反应参与各种有害

物质的清除，但过度的细胞焦亡亦会导致机体紊

乱，诱发多种疾病。在 DKD 发病过程中，以 NOD 样

受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体形成、胱天蛋白酶 -1

（Caspase-1）激活、消皮素 D（GSDMD）切割为特征

的经典细胞焦亡途径发挥重要作用［4］。近年来研究

证实，细胞焦亡可以通过诱导炎症加重 DKD 肾脏损

伤［5-6］。因此，调控细胞焦亡通路可能成为防治

DKD 的新策略和新靶点。

中医药具有多途径、多靶点及不良反应小等特

点，在防治早期 DKD 中占据独特优势，本课题组对

中医药治疗 DKD 的疗效及机制进行了系列研究，发

现自拟益气养阴活血方可明显降低蛋白尿，改善肾

脏病理，进而延缓 DKD 发展进程［7-9］。但对其作用

机制尚不明确，因此本实验拟基于 NLRP3/Caspase-

1/GSDMD 细胞焦亡信号通路探讨益气养阴活血方

防治 DKD 肾脏损伤的可能作用机制，为临床应用提

供新的实验依据。

1 材料

1.1 动物 50 只 SPF 级 SD 雄性大鼠，鼠龄 8 周，体

质量（200±20）g，购自河南省郑州市惠济区华兴实

验动物养殖场，实验动物许可证号 SYXK（豫）2019-

0002。大鼠饲养于河南中医药大学第一附属医院

动 物 实 验 中 心 ，温 度（23±2）℃ ，相 对 湿 度（60±

10）%，12 h 光/暗周期，自由饮水，普通饲料及高糖

高脂饲料喂养。本实验经河南中医药大学第一附

属医院动物实验伦理委员会批准（伦理审查编号

YFYDW2021013）。
1.2 药物与试剂 益气养阴活血方颗粒购自河南

中医药大学第一附属医院中药房，组成：生黄芪

30 g、生地黄 10 g，菟丝子 30 g、积雪草 30 g、制大黄
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4 g、水蛭 3 g（江阴天江药业有限公司，批号分别为

21041961、 22030302、 21101731、 21077284、

21096874、21096864）；缬沙坦（代文）胶囊（北京诺

华制药公司，国药准字 H 20040217，80 mg/粒）；链脲

佐菌素（STZ，美国 Sigma 公司，批号 S1030）；柠檬酸

钠缓冲液（北京索莱宝科技有限公司，批号 C1013）；
苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（碧云天生物技术有

限公司，批号 C0105）；血糖、总胆固醇（CHO）、甘油

三酯（TG）、血尿素氮（BUN）、血肌酐（SCr）含量试

剂盒（上海纪宁生物技术有限公司，批号 JN24558、

JN24807、JN24805、JN24231、JN2793）；白细胞介素-

1β（IL-1β）、白细胞介素 -18（IL-18）酶联免疫吸附测

定法（ELISA）检测试剂盒、兔来源一抗 GSDMD 抗

体（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab214025、

ab215539、ab219800）；兔来源一抗 NLRP3 抗体（美

国 Affinity公司，批号 df7502）；兔来源一抗 Caspase-1

抗体、鼠来源一抗 β-肌动蛋白（β-actin）抗体、兔二抗

（ 武 汉 Servicebio 公 司 ，批 号 分 别 为 GB11383、

GB15001、GB23303）；TRIzol 试 剂（ 美 国 Thermo

Fisher Scientific公司，批号 262305）。
1.3 仪器 AU 5821 型全自动生化分析仪（美国

Beckman 公司）；D3024R 型高速冷冻离心机（大龙兴

创实验仪器北京有限公司）；RM2016 型病理切片机

（上海徕卡仪器有限公司）；BX53 型光学显微镜（日

本 Olympus 公司）；BV-2 型电泳仪及转膜仪（武汉赛

维尔生物科技有限公司）；RT-6100 酶标分析仪（美

国 Rayto 公司）；CFX96 型实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 动物分组、模型制备、给药及取样 50 只 SD 大

鼠普通饲料适应性喂养 1 周后，按随机数字表法分

为正常组 8 只、造模组 42 只。造模组大鼠高糖高脂

饲料喂养 6 周后，予一次性腹腔注射 STZ 35 mg·kg-1

诱导建立 DKD 大鼠模型［10］。正常组喂养普通饲

料，予同等剂量柠檬酸钠缓冲液单次腹腔注射。

STZ 注 射 72 h 后 ，连 续 监 测 血 糖 ≥16.7 mmol·L-1

3 次，尿糖强阳性，24 h 尿蛋白定量>30 mg，为 DKD

造模成功［10］。5 只造模大鼠血糖<16.7 mmol·L-1，5

只大鼠造模过程中死亡，予以剔除。将 32 只造模成

功大鼠按随机数字表法分为模型组、益气养阴活血

方低、高剂量组（11、22 g·kg-1，依据人与大鼠等效剂

量换算法计算）及缬沙坦组（8.33 mg·kg-1），每组

8 只，用上述药物及剂量进行灌胃，正常组和模型组

予以等体积生理盐水，每日 1 次，连续 6 周。每周称

体质量并调整灌胃剂量。所有大鼠灌胃第 6周末，称

体质量后置于代谢笼中（禁食不禁水）收集 24 h 尿

液 。 第 2 天 组 各 大 鼠 腹 腔 注 射 3% 戊 巴 比 妥 钠

（1.6 mL·kg-1）麻醉后，腹主动脉取血 2 mL，4 ℃、

3 000 r·min-1离心 10 min（离心半径 10 cm，下同），分
离血清用于生化指标检测；取血后迅速剥离肾脏，

经右肾肾门冠状面切下 1 cm×1 cm×1 cm 大小的皮

质标本，置于 4% 多聚甲醛中固定，余下部分分装入

冻存管，置液氮速冻后转移至-80 ℃冰箱暂存。

2.2 肾脏组织病理学观察 肾脏组织于 4% 多聚甲

醛固定 48 h 后，石蜡包埋后切片，脱蜡，水洗后进行

HE 染色，光镜下观察各组肾脏组织病理学改变。

2.3 生化指标检测 使用 AU 5821 全自动生化分

析仪对大鼠血清空腹血糖（FBG）、CHO、TG、BUN、

SCr 进行检测；使用双缩脲法检测大鼠 24 h 尿蛋白

（24 h-UTP）定量。

2.4 ELISA 检 测 血 清 IL-1β、IL-18 水 平 取 出

保存的−80 ℃血清样本，于 4 ℃冰箱解冻，ELISA 试

剂盒检测大鼠血清标本中 IL-1β、IL-18 水平，实验步

骤严格按照试剂盒说明书执行。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肾组织

NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD 蛋白表达水平 采用

RIPA 裂解液提取大鼠肾组织总蛋白，12 000 r·min-1

离心 5 min，取上清用 BCA 法测定蛋白浓度。将蛋

白溶液按照 4∶1 的比例加入 5×Loading buffer 缓冲

液，沸水浴变性，10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺

凝胶进行电泳分离，PVDF 转膜，封闭，加入对应的

NLRP3、Caspase-1、GSDMD、β-actin（1∶1 000）一抗，

4 ℃孵育摇床过夜，将二抗用 TBST 按 1∶5 000 比例

稀释，室温孵育，ECL 法显色。使用 AlphaEase FC

软件分析条带灰度值，以目的蛋白灰度值与内参

β-actin 灰度值比值做为最终结果。

2.6 Real-time PCR 检测肾组织 NLRP3、Caspase-1

及 GSDMD mRNA 表达水平 取适量肾组织，加予

TRIzol 试剂置于冰上充分裂解，抽提总 RNA。用

Nanodrop 检测总 RNA 的浓度及纯度，配制 PCR 反

应体系，进行 PCR 扩增。反应扩增条件为 95 ℃预

变性 10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，40 个循

环。引物序列由武汉塞维尔生物科技有限公司设

计合成。以甘油醛 -3-磷酸胱氢酶（GAPDH）为内参

基因，采用 2-ΔΔCt法计算 mRNA 的相对表达量。引物

序列见表 1。

2.7 统计学分析 采用 SPSS 25.0 对数据进行统计

分析。符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s 表示，组间
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差 异 性 检 验 采 用 单 因 素 方 差 分 析（One-way

ANOVA），P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对各组大鼠 FBG、血脂、肾功及 24 h-UTP 水平

变化的影响 与正常组比较，模型组大鼠 FBG、

CHO、TG、BUN、SCr、24 h-UTP 水平均显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，缬沙坦组、益气养阴活血方

低、高剂量组 FBG、CHO、TG、BUN、SCr、24 h-UTP

水平均明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 2。

3.2 对各组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水平的影响 与

正常组比较，模型组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水平显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，缬沙坦组、益气

养阴活血方高剂量组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水平显

著降低（P<0.01），益气养阴活血方低剂量组大鼠

血 清 IL-1β、IL-18 水 平 明 显 降 低（P<0.05）。

见表 3。

3.3 对各组大鼠肾脏组织病理学变化的影响 光

镜下，正常组大鼠肾小球及肾小管形态结构清晰、

完整，系膜基质无增多，无炎性细胞浸润；与正常组

比较，模型组大鼠肾小球体积增大，系膜区增宽，系

膜细胞增生，系膜基质增多，肾小管上皮细胞空泡

变性，间质伴有炎性细胞浸润，多见血管瘀血、扩

张；与模型组比较，各干预组大鼠肾脏组织上述病

理均有不同程度好转，其中益气养阴活血方高剂量

组改善较明显，可见肾小球系膜细胞轻度增生，肾

小管结构接近正常，间质仅见少量炎性细胞浸润；
缬沙坦组和益气养阴活血方低剂量组病理情况较

模型组也稍有改善，但没有益气养阴活血方高剂量

组改善明显。见图 1。

3.4 对 各 组 大 鼠 肾 组 织 NLRP3、Caspase-1 及

GSDMD 蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组

大鼠肾组织 NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD 蛋白表达

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，缬沙坦组、益气

养阴活血方高剂量组大鼠肾组织 NLRP3、Caspase-1

及 GSDMD 蛋白表达显著降低（P<0.01），益气养阴

活血方低剂量组 NLRP3 蛋白表达显著降低，差异具

有统计学意义（P<0.01），Caspase-1 及 GSDMD 蛋白

表达明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。见

图 2、表 4。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

NLRP3

Caspase-1

GSDMD

GAPDH

序列（5'-3'）
上游 GATTTCTCCACAACTCACCCAA

下游 AGTCTGGAAGAACAGGCAACAT

上游 TGCCTGGTCTTGTGACTTGGAG

下游 TGTCCTGGGAAGAGGTAGAAACG

上游 GAGTCTCAAGTCAGATGGAACCAAT

下游 CGAGCACCAGACACTCAAGGAT

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度/bp

112

132

269

138

表 2 益气养阴活血方对 DKD大鼠空腹血糖、血脂、肾功及 24 h-UTP的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of Yiqi Yangyin Huoxue prescription on fasting blood glucose，blood lipids，renal function and 24 h-UTP in DKD rats（x̄± s，

n=8）

组别

正常组

模型组

缬沙坦组

益气养阴活血方低剂量组

益气养阴活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

8.33×10-3

11

22

FBG/mmol·L-1

5.90±1.45

38.00±4.051）

24.44±4.502）

27.27±3.892）

25.25±3.542）

CHO/mmol·L-1

1.15±0.30

2.83±0.401）

1.82±0.352）

1.74±0.332）

1.76±0.382）

TG/mmol·L-1

0.53±0.11

2.56±0.641）

1.76±0.303）

1.69±0.472）

1.69±0.412）

BUN/mmol·L-1

8.27±0.67

26.87±1.721）

16.60±1.692）

15.08±1.792）

15.07±1.062）

SCr/µmol·L-1

26.66±2.77

39.15±2.151）

27.59±1.582）

27.93±1.522）

28.01±1.122）

24 h-UTP/mg

17.95±4.11

34.06±2.701）

22.71±1.962）

23.15±2.452）

21.37±1.642）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01，3）P<0.05（表 3-表 5 同）

表 3 益气养阴活血方对 DKD大鼠血清 IL-1β、IL-18水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of Yiqi Yangyin Huoxue prescription on serum IL-1β and IL-18 levels in DKD rats（x̄± s，n=8） ng·L-1

组别

正常组

模型组

缬沙坦组

益气养阴活血方低剂量组

益气养阴活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

8.33×10-3

11

22

IL-1β

25.16±2.94

47.94±4.841）

31.93±2.822）

37.09±2.893）

30.13±2.832）

IL-18

58.96±12.54

129.45±8.941）

80.10±7.592）

98.75±6.653）

79.11±9.302）
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3.5 对 各 组 大 鼠 肾 组 织 NLRP3、Caspase-1 及

GSDMD mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型

组大鼠 NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD mRNA 表达显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，缬沙坦组、益气养

阴 活 血 方 高 剂 量 组 大 鼠 NLRP3、Caspase-1 及

GSDMD mRNA 表达显著降低（P<0.01），益气养阴

活 血 方 低 剂 量 组 NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD

mRNA 表达明显降低（P<0.05）。见表 5。

4 讨论

随着糖尿病发病率的逐年提高，DKD 作为糖尿

病患者致残和致死的重要因素之一，其发病机制和

早期诊治已经成为目前研究的热点。近年来，除了

氧化应激、胰岛素抵抗、内质网应激、自噬以及表观

遗传修饰等致病机制［11-12］，“慢性微炎症”学说在

DKD 进展的病理机制中得到越来越多的关注和认

定。研究表明，慢性炎症反应可以直接诱导肾脏固

有细胞形态和功能的改变，引发炎症性肾脏损害，

不仅是导致 DKD 进展的关键因素，也是药物干预的

作用靶点［13］。目前，现代医学对于 DKD 的治疗虽

然取得了一系列成果，尤其是钠-葡萄糖共转运蛋白

2（SGLT2）抑制剂、胰高血糖素样多肽 -1（GLP-1）激

图 2 DKD 大鼠肾组织 NLRP3、Caspase-1 及 GSDMD 蛋白表达

电泳

Fig. 2 Electrophoresis of NLRP3， Caspase-1 and GSDMD

protein expression in kidney tissue of DKD rats

表 4 益气养阴活血方对 DKD大鼠肾组织 NLRP3、Caspase-1及 GSDMD蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Yiqi Yangyin Huoxue prescription on expression of NLRP3，Caspase-1 and GSDMD protein in kidney tissue of DKD rats

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

缬沙坦组

益气养阴活血方低剂量组

益气养阴活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

8.33×10-3

11

22

NLRP3/β-actin

0.12±0.05

0.67±0.041）

0.37±0.062）

0.36±0.062）

0.33±0.062）

Caspase-1/β-actin

0.22±0.03

0.59±0.051）

0.45±0.012）

0.49±0.023）

0.42±0.022）

GSDMD/β-actin

0.22±0.06

0.78±0.181）

0.45±0.092）

0.53±0.103）

0.42±0.102）

注：A.正常组；B.模型组；C.缬沙坦组；D.益气养阴活血方低剂量组；E.益气养阴活血方高剂量组（图 2 同）
图 1 益气养阴活血方对 DKD大鼠肾脏组织病理形态的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Yiqi Yangyin Huoxue prescription on pathological morphology of kidney in DKD rats（HE，×400）

表 5 益气养阴活血方对 DKD大鼠肾组织 NLRP3、Caspase-1及 GSDMD mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Yiqi Yangyin Huoxue prescription on mRNA expression of NLRP3，Caspase-1 and GSDMD in kidney tissue of DKD rats

（x̄± s，n=3）

组别

模型组

缬沙坦组

益气养阴活血方低剂量组

益气养阴活血方高剂量组

剂量/g·kg-1

8.33×10-3

11

22

NLRP3

4.73±1.031）

2.29±0.622）

2.71±0.473）

1.53±0.542）

Caspase-1

3.43±0.531）

1.80±0.552）

1.95±0.453）

1.40±0.332）

GSDMD

3.75±0.731）

2.22±0.162）

2.49±0.983）

1.98±0.562）

注：设正常组各指标 mRNA 表达量均为 1
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动剂和内皮素受体拮抗剂等新药逐渐应用到临

床［14-15］，但进展为 ESRD 的风险仍然很高。而中医

药治疗具有整体调节和多通道、多靶点的优势。

随着中医药对防治 DKD 理论和临床研究的不

断深入，中药在 DKD 防治中的优势逐渐突出。传统

中医依据“久病必虚”“久病必瘀”“久病入络”理

论［16-17］，认 为 DKD 的 主 要 病 机 为 气 阴 两 虚 兼 血

瘀［18-19］，当以益气养阴、活血化瘀为治疗要法，据此

课题组自拟了“益气养阴活血方”，临床及动物实验

均发现可以有效治疗 DKD［7-9］。该方由生黄芪、菟

丝子、生地黄、积雪草、制大黄、水蛭等组成，方中生

黄芪益气健脾、补中气益肾气，菟丝子填精益髓、补

益肝肾之阴，共为君药；生地黄养阴生津、补肾清

热，积雪草活血化瘀、利湿清热，共为臣药；制大黄

凉血祛瘀、攻积泻火，水蛭破血、逐瘀、通经，共为佐

使。诸药成方，标本兼顾，寒温并用，补泻兼施，正

中 DKD 之病机。本研究结果显示，模型组大鼠

FBG、CHO、TG、BUN、SCr 及 24 h-UTP 较正常组均

显著升高，光镜下肾小球肥大，系膜区增宽，系膜细

胞增生、基质增多，肾小管上皮细胞空泡变性，间质

伴有炎性细胞浸润；经药物干预后，血糖、血脂、肾

功、尿蛋白及肾脏病理均明显改善，提示益气养阴

活血方可减轻 DKD 大鼠肾脏病理损伤，降低蛋白

尿，保护肾功能，与前期研究结果类似［7-9］。

细胞焦亡是一种伴随着炎症反应的新型细胞

程序性死亡，兼具凋亡和坏死的细胞特征［20］。当机

体受到外源性、内源性等病原微生物攻击时，细胞

可通过程序性死亡方式清除受感染细胞［21-22］，在

DKD 发生、发展进程中发挥重要作用。细胞焦亡信

号通路分为依赖 Caspase-1 的经典焦亡途径和依赖

Caspase-4、Caspase-5、Caspase-11 的非经典焦亡途

径［23］。在 Caspase-1 介导的经典焦亡信号途径中，

NLRP3 作为 NOD 样受体家族中的重要成员，是炎

症反应的核心［24］，能识别非微生物危险信号，通过

与接头蛋白凋亡相关斑点样蛋白（ASC）和效应蛋白

前体 Caspase-1（pro-Caspase-1）相互作用［25-26］，形成

具有最广泛激活剂的 NLRP3 炎症小体，最终导致

Caspase-1 的剪切活化。活化的 Caspase-1 导致无活

性的 IL-1β、IL-18 前体的成熟和分泌，通过切割蛋白

GSDMD，暴露其 N 端活性结构域，GSDMD-N 易位

到质膜上打孔而致细胞膜孔洞形成，导致细胞渗透

性肿胀、质膜破裂以及 IL-1 和 IL-18 等炎症因子大

量 释 放［27-28］，扩 大 炎 症 反 应 。 近 年 研 究 发 现 ，

GSDMD 是焦亡的执行蛋白，GSDMD 诱导的焦亡

在自身炎症性疾病中起着重要作用，是细胞焦亡通

路发挥效应的关键下游因子［29］。TENG 等［30］研究证

实，NLRP3、Caspase-1、ASC 及 GSDMD 等标志分子

的高表达是细胞焦亡的重要特征。本研究结果显

示，与正常组比较，模型组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水

平 ，肾组织 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 蛋白及其

mRNA 表达水平均显著升高；与模型组比较，各药

物组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水平，肾组织 NLRP3、

Caspase-1、GSDMD 蛋白及其 mRNA 表达水平均明

显降低。以上结果可以看出，益气养阴活血方可通

过抑制 NLRP3 蛋白表达，减少 NLRP3 炎症小体合

成，进而抑制细胞焦亡通路相关标志分子的表达及

炎症因子的释放，减轻 DKD 大鼠肾脏损伤，与上述

文献报道一致。本研究亦发现，虽然益气养阴活血

方低剂量组也可不同程度地降低肾组织 NLRP3/

Caspase-1/GSDMD 蛋白及其 mRNA 表达水平，但其

作用却低于益气养阴活血方高剂量组对细胞焦亡

通路相关蛋白的表达及炎症因子的释放。因此，本

次实验研究结果表明，益气养阴活血方组对抑制

DKD 细胞焦亡效果呈剂量依赖性。

综 上 所 述 ，益 气 养 阴 活 血 方 可 能 通 过 降 低

NLRP3 炎症小体活性，抑制细胞焦亡通路 NLRP3、

Caspase-1、GSDMD 标志蛋白表达及 IL-1β、IL-18 炎

症因子释放，改善 DKD 大鼠肾脏炎症状态，减轻肾

脏病理损伤，降低蛋白尿，保护肾功能，进而延缓

DKD 进展。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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