
第 29 卷第  7 期
2023 年 4 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 7

Apr. ，2023

大黄泄浊方对慢性肾衰竭大鼠炎症及
SOCS3/TLR4 通路的影响

辛鑫 1，2， 吴振华 1，2， 檀淼 3， 高飞 4， 杨凤文 2， 陈素枝 2， 张倩 2， 檀金川 1，2*

（1. 河北中医学院，石家庄  050200；2. 河北省中医院，石家庄  050011；

3. 河北医科大学  第四医院，石家庄  050000；4. 北京中医药大学  东直门医院，北京  100700）

［摘要］ 目的：观察大黄泄浊方对慢性肾衰竭（CRF）大鼠信号传导抑制因子 3（SOCS3）/Toll 样受体 4（TLR4）通路的干预

作用，探讨其减轻肾组织炎症反应的分子机制。方法：取雄性 SD 大鼠 90 只，随机留取 15 只为假手术组，剩余 75 只为造模组，

行 5/6 肾切除术复制 CRF 大鼠模型，模型复制成功后，随机分为模型组，大黄泄浊方低、中、高剂量（6.825、13.65、27.3 g·kg-1）
组、尿毒清颗粒组（2.6 g·kg-1），分别予相应剂量的药物灌胃，连续灌胃 8 周。。给药结束后，苏木素 -伊红（HE）染色及马松

（Masson）染色观察大鼠肾脏组织病理形态改变；检测大鼠血肌酐（SCr）、血尿素氮（BUN）、血尿酸（UA）水平；酶联免疫吸附测

定法（ELISA）检测大鼠血清中白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、C 反应蛋白（CRP）含量；实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）检测肾组织中 SOCS3 和 TLR4 mRNA 的表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测信号传导抑制因子 3

（SOCS3）、TLR4、核转录因子-κB（NF-κB）、髓样分化因子 88（MyD88）蛋白的表达；免疫组化法检测 NF-κB、MyD88、NOD 样受

体蛋白 3（NLRP3）、黑色素瘤缺乏因子 2（AIM2）蛋白的表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠肾组织发生明显的炎症反

应，血 SCr、BUN、UTP、IL-6、TNF-α、CRP 水平明显升高（P<0.05），肾组织中 SOCS3 蛋白及 SOCS3 mRNA 含量明显下调，

TLR4、NF-κB、MyD88、NLRP3、AIM2 蛋白及 TLR4 mRNA 含量均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，大黄泄浊方和尿毒清颗

粒可明显减轻肾组织中的炎症反应，降低血 SCr、BUN、UTP、IL-6、TNF-α、CRP 的表达水平（P<0.05），肾组织中 SOCS3 蛋白及

SOCS3 mRNA 含量显著上升，TLR4、NF-κB、MyD88、NLRP3、AIM2 蛋白及 TLR4 mRNA 含量均明显下降（P<0.05）。结论：大

黄泄浊方可减少炎症因子的释放和表达，抑制炎症反应，改善肾功能，其机制可能与调控 SOCS3/TLR4 信号通路有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To observe the intervention effect of Dahuang Xiezhuo prescription （DHXZ） on 

inflammation and suppressor of cytokine signaling 3 （SOCS3）/Toll-like receptor 4 （TLR4） pathway in rats with 
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chronic renal failure （CRF）， and to explore its molecular mechanism in alleviating renal inflammatory response. 

Method：： The 90 male SD rats， 15 were randomly selected as sham group， and the remaining 75 were used as 

modeling group to replicate CRF rat model by 5/6 nephrectomy. After successful modeling， the rats were 

randomly divided into model group， DHXZ low-， medium-， high-dose groups （6.825， 13.65， 27.3 g·kg-1） and 

Niaoduqing Granules group （2.6 g·kg-1）. The drug intervention groups received corresponding drugs by gavage 

for 8 consecutive weeks. After administration， hematoxylin-eosin （HE） staining and Masson staining were used 

to observe the morphological changes of rat renal tissue， and blood creatinine （SCr）， blood urea nitrogen 

（BUN） and blood uric acid （UA） were tested. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was performed to 

detect the serum contents of interleukin-6 （IL-6）， tumor necrosis factor- α （TNF- α） and C-reactive protein 

（CRP）. The mRNA expressions of SOCS3 and TLR4 in renal tissue were detected by Real-time fluorescence 

quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR）， and the protein expressions of SOCS3， TLR4， nuclear 

transcription factor （NF- κB） and myeloid differentiation factor （MyD88） were detected by Western blot. 

Immunohistochemistry was used to determine the protein expressions of NF- κB， MyD88， NOD-like receptor 

protein 3 （NLRP3） and melanoma deficiency factor 2 （AIM2）. Result：： Compared with the sham group， the 

model group had a significant inflammatory response in renal tissue， and an increase in blood SCr， BUN， UTP， 

IL-6， TNF-α and CRP （P<0.05）. The protein and mRNA expressions of SOCS3 in renal tissue of rats in the 

model group were lower while the protein expressions of TLR4， NF-κB， MyD88， NLRP3 and AIM2 and the 

mRNA expression of TLR4 were higher than those in the sham group （P<0.05）. Compared with the model 

group， DHXZ and Niaoduqing granules groups presented markedly reduced inflammatory response in renal 

tissue and decreased blood SCr， BUN， UTP， IL-6， TNF- α and CRP （P<0.05）. Additionally， DHXZ and 

Niaoduqing granules up-regulated the protein and mRNA expressions of SOCS3 in renal tissue while down-

regulated the protein expressions of TLR4， NF-κB， MyD88， NLRP3 and AIM2 and the mRNA expression of 

TLR4 （P<0.05）. Conclusion：： DHXZ can reduce the release and expression of inflammatory factors， inhibit the 

inflammatory response and improve renal function， and the mechanism may be related to the regulation of 

SOCS3/TLR4 signaling pathway.

［［Keywords］］ Dahuang Xiezhuo prescription； chronic renal failure； inflammation； renal interstitial 

fibrosis； suppressor of cytokine signaling 3 （SOCS3）； Toll-like receptor 4

慢性肾衰竭（CRF）是各种慢性肾脏病（CKD）
持续进展的共同结局，CRF 为肾小球滤过率（GFR）
下降至失代偿期阶段，相当于 CKD 4~5 期［1］。CRF

的发病机制比较复杂，除与原发病有关，还与肾脏

慢性炎症密切相关，而减轻肾脏炎症反应，可以延

缓 CRF 进展［2］。有研究发现信号传导抑制因子 3

（SOCS3）/Toll 样受体（TLR）4 信号通路与炎症反应

密切相关［3］。其中 SOCS3 蛋白是负向反馈调节因

子，具有明显的抗炎作用，可参与肾脏免疫反应及

肾间质纤维化等多种病理变化的调控［4］。研究发现

TLR 是一组重要的介导炎症反应的跨膜蛋白，能够

介导多种感染性和非感染性肾脏疾病［5］，TLR4 是

TLR 家族中最关键的一员，在肾小管上皮细胞、内

皮细胞等多种细胞内表达，激活 TLR4 信号通路，可

诱发炎症反应，参与多种病因所致的肾纤维化。而

有关 SOCS3/TLR4 信号通路在 CRF 研究中未见相

关报道。

CRF 病程迁延，易反复，治疗周期较长，目前肾

脏替代治疗在治疗 CRF 中发挥着重要作用，但并其

发症较多，且费用高，难以普及。因此，安全、有效

的中医药治疗方式在 CRF 的治疗过程中具有明显

优势。大黄泄浊方由大黄、黄芪、土茯苓、水牛角

丝、丹参、当归、醋龟甲、地龙、积雪草组成，是河北

省中医院檀金川教授根据 CRF 的“脾肾亏虚、浊毒

阻络”的病机特点所创立的。前期研究显示，大黄

泄浊方具有“健脾益肾、泄浊通络”的功效，以其为

基础方的中药复方可显著降低慢性肾衰竭患者血

肌酐（SCr）、血尿素氮（BUN）、血尿酸（UA）水平，下

调血清白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-

6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）等炎症因子水平，改善

肾脏纤维化，延缓慢性肾衰进展，是治疗早、中期

CRF 的基础方［6］。前期实验研究显示，本方可通过

··96



第 29 卷第  7 期
2023 年 4 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 7

Apr. ，2023

调控 CRF 大鼠肾组织内质网应激相关蛋白葡萄糖

调节蛋白 78（GRP78）、转录因子 C/EBP 同源蛋白

（CHOP）的表达，抑制内质网应激，延缓肾间质纤维

化［7］。有研究显示，黄芪多糖可诱导 SOCS3 的表

达，发挥抗炎作用，黄芪甲苷和大黄素可调控 TLR4/

核转录因子 -κB（NF-κB）信号通路，抑制 TNF-α、

IL-6 等炎症因子的释放，延缓肾脏纤维化及肾小球

硬 化［8-10］。 故 本 研 究 探 讨 大 黄 泄 浊 方 对 SOCS3/

TLR4 信号通路及其下游炎症信号蛋白的影响，进

一步探究其防治 CRF 的分子机制。

1 材料

1.1　动物     SPF 级健康雄性 SD 大鼠 90 只，6~8 周

龄，体质量（140±20）g，购自辽宁长生生物技术有限

公司，动物合格证号 SCXK（辽）2020-0001，饲养于

河北中医学院实验动物中心，自由进食、饮水。本

实验得到河北中医学院动物伦理委员会的批准（编

号 DWLL2019035）。
1.2　药物　大黄泄浊方由大黄 10 g、黄芪 25 g、土

茯苓 20 g、水牛角丝 15 g、丹参 12 g、当归 10 g、醋龟

甲 15 g、地龙 9 g、积雪草 15 g 组成，所有药物为一方

制 药 有 限 公 司 生 产 的 中 药 颗 粒 ，批 号 分 别 为

9065783、9060603、9040873、9052093、9075843、

9080283、9055023）；尿毒清颗粒（北京诺华制药有

限公司，批号 Z20073256）
1.3　试剂     BUN、SCr、UA 试剂盒（南京建成生物

工程研究所，货号分别为 C013、C011、C012）；苏木

素 -伊红（HE）染色液（北京索莱宝有限公司，货号

G1120）；IL-6、TNF-α、CRP 酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，货号

分别为 ml102828、ml002859、ml038253）；TRIzol 试

剂（北京 Servicebio 公司，货号 G3013）；实时荧光定

量聚合酶链式反应（Real-time PCR）试剂盒（北京

HyClone 公 司 ，货 号 SH30538.02）；SOCS3、TLR4、

NF-κB、髓样分化因子 88（MyD88）、NOD 样受体蛋

白 3（NLRP3）、黑色素瘤缺乏因子 2（AIM2）兔来源

一抗和山羊抗兔二抗（美国 Affinity 公司，货号分别

为 DF6133、AF7017、AF5006、AF5195、DF7438、

DF3514、S0001）；马松（Masson）染色液（珠海贝索生

物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 G1340）；β - 肌 动 蛋 白

（β -actin）抗 体（中 杉 金 桥 生 物 有 限 公 司 ，货 号

16AF0207）。
1.4　仪器     7170A 型全自动生化仪（日本日立公

司）；Multiskan Sky 型酶标仪（美国 Thermo Fisher 公

司）；NanoDrop 2000 型紫外 -可见分光光度计（美国

Thermo Fisher 公司）；RM2015 型切片机（德国徕卡

公司）；BX53 型显微镜（日本奥林巴斯公司）；Mini-

PROTEAN3 电泳系统、Mini Trans-Blot转移系统（美

国伯乐公司）；Stepone plus 型 Real-time PCR 仪（美

国 ABI 公司）；Kodak Image Station 2000MM 成像系

统（美国 Kodak 公司）。
2 方法

2.1　动物模型制备     采用 5/6 肾切除复制 CRF 大鼠

模型［11］，先切除大鼠左侧肾上下极（单肾 2/3），2 周

后切除右侧整个肾。假手术组仅行双肾被膜剥离

术。术后 4 周，随机抽取假手术组和造模组大鼠各 2

只，麻醉处死后留取血液和肾组织样本。观察大鼠

血清 BUN、SCr、UA 水平及肾脏病理学变化。与假

手术组比较，造模组大鼠血清 SCr、BUN 和 UA 水平

显著升高，大鼠肾组织中出现大量的炎性浸润和明

显的肾纤维化等病理表现，则模型制备成功［12-13］。

2.2　分组及干预     将 90 只雄性 SD 大鼠随机分为

假手术组和造模组（分别为 15 只、75 只），造模组大

鼠行 5/6 肾切除术复制 CRF 模型，模型制备成功后，

随机将造模组大鼠分为模型组，大黄泄浊方低、中、

高剂量组，尿毒清颗粒组，每组 15 只。依据人与大

鼠体表面积法换算临床等效剂量，以 60 kg 的成人

每日用 130 g 计算，大鼠给药剂量为成人的 6.3 倍，

大鼠给药量=（130/60）×6.3=13.65 g·kg-1，此为中剂

量，低、高剂量则分别为中剂量的 0.5、2 倍，即大黄

泄浊方低、中、高剂量组给药剂量分别为 6.825、

13.65、27.30 g·kg-1。同理，尿毒清颗粒组给药量为

2.60 g·kg-1；均按照大鼠 10 mL·kg-1的体质量灌胃给

药，假手术组和模型组在给予等体积的蒸馏水灌

胃。每日 1 次，连续给药 8 周。末次给药后，大鼠禁

食不禁水 12 h 后，腹腔注射 1% 的戊巴比妥钠麻醉

大鼠，腹主动脉采血，分离血清测量相关指标，取出

大鼠残余肾脏，冰上测量残肾大小，留取 2 份肾皮

质，一份置于−80 ℃冰箱保存备用，另一份放于 4%

的多聚甲醛固定，用于石蜡包埋。

2.3　大鼠一般情况观察     每日观察大鼠的精神状

态、体质量变化、反应灵敏度、饮食、二便等一般情

况，并做好记录。

2.4　肾脏病理学检查     用 4% 多聚甲醛固定肾组织

12 h，经乙醇由低到高体积分数脱水，石蜡包埋切

片，脱腊水冲洗，切成 4 μm 的薄片，分别进行 HE 染

色，Masson 染色，乙醇梯度脱水、二甲苯透明、中性

树胶封片后，光学显微镜下观察肾脏组织形态学。

2.5　血液生化指标检测     严格遵循试剂盒的要求，
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检测大鼠血清中血 SCr、BUN、UA 的含量。

2.6　ELISA 检测大鼠血清 IL-6、TNF-α水平     取大

鼠腹主动脉血 5 mL，3 000 r·min-1离心 15 min（离心

半径 10.5 cm），取出血清，采用 ELISA 检测大鼠血清

IL-6、TNF-α、CRP 含量，严格按照 ELISA 试剂盒的

要求进行操作。

2.7　 Real-time PCR 检 测 肾 组 织 SOCS3 和 TLR4 

mRNA 的表达     取肾组织 100 mg，用 TRIzol试剂提

取肾组织总 RAN，并逆转录为 cDNA，用 Real-time 

PCR 检测 SOCS3 和 TLR4 mRNA 的表达水平，反应

条件设置为 94 ℃ 预变性 4 min；94 ℃ 变性 30 s，

72 ℃退火延伸 25 s，循环 30 次。采用相对定量方法

进行分析，mRNA 的相对表达量采用 2-ΔΔCt 计算。

β-actin 作为内参，引物由生工生物工程（上海）股份

有 限 公 司 设 计 合 成 ，序 列 为 SOCS3 上 游 5'-AC 

AGCCTTTCAGTGCAGAGTA-3'，下 游 5'-CGTAA 

GAGCAGGCGAGTGTA-3'，长度 156 bp；TLR4 上游

5'-AGTGCCCCGCTTTCAGCTTT-3'，下 游 5'-TGCC 

AGAGCGGCTACTCAGA-3'，长度 200 bp；β-actin 上

游 5'-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3'，下

游 5'-TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3'，长度

240 bp。

2.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 SOCS3/

TLR4 信号通路蛋白的表达     取肾组织 100 mg 研磨

均匀，置于离心管内，加入组织裂解液 3 500 r·min-1

离心 15 min（离心半径 7 cm），取其上清，测定蛋白

浓度。取总蛋白 50 μg，与 Loading buffer 混合，在

100 ℃条件下变性 5 min，使用 SDS-PAGE 凝胶进行

电泳分离后转 PVDF 膜，室温下浸入 5% 脱脂牛奶中

封闭 2 h，滴入一抗 SOCS3（1∶1 000），TLR4、NF-κB

（1∶2 000）、MyD88（1∶2 500），β -actin 为 内 参

（1∶5 000）4 ℃ 孵 育 过 夜 ，洗 膜 后 加 入 二 抗

（1∶5 000），室温环境下孵育 2 h，再次洗膜后，采用

电化学发光（ECL）法使蛋白条带充分显色，运用

Image J软件对各组蛋白条带进行灰度值分析。

2.9　 免 疫 组 化 法 检 测 NF- κB、MyD88、NLRP3、

AIM2 蛋白的表达     取肾组织 100 g，石蜡包埋后切

4 μm 薄片，二甲苯脱蜡，乙醇梯度水化，乙二胺四乙

酸（EDTA）修复抗原，阻断内源性过氧化物酶，山羊

血 清 封 闭 ，加 入 一 抗 NF- κB、MyD88（1∶500），

NLRP3（1∶100），AIM2（1∶200），4 ℃孵育过夜，PBS

洗涤后，加入二抗（1∶1 000），孵育 30 min。DAB 染

色避光显色，苏木素复染，中性树脂进行封片，光学

显微镜下观察，出现棕褐色颗粒沉积则为阳性结

果，并拍照片。使用 Image Pro plus 6.0 软件进行结

果分析。

2.10　统计学分析     采用 SPSS 20.0 统计软件进行

分析，数据采用 x̄ ± s 表示。组间比较采用单因素方

差分析（One-way ANOVA），多重比较采用 Tukey

法 ，两 两 比 较 时 ，方 差 齐 用 最 小 显 著 性 差 异 法

（LSD），方差不齐用 Games-Howell，P<0.05 表示差

异有统计学意义。

3 结果

3.1　对大鼠一般情况的影响     假手术组大鼠精神

状态可，体质量正常，反应灵敏，毛色光泽，尾、爪色

淡红，饮食及活动良好，模型组大鼠精神萎靡，反应

迟钝，体型消瘦，毛色暗淡萎黄，尾、爪色淡，饮食及

活动明显减少；大黄泄浊方各剂量组和尿毒清颗粒

组状态欠佳，体型较瘦，毛色偏暗，饮食及活动情况

一般，大黄泄浊方中、高剂量组疗效更加显著。

3.2　对 CRF 大鼠肾脏病理改变的影响     HE 染色结

果显示，与假手术组比较，模型组大鼠系膜细胞和

基质增生，大量炎性细胞浸润及纤维化。与模型组

比较，大黄泄浊方各剂量组和尿毒清颗粒组，肾小

球损伤减轻，系膜细胞和基质增生减轻，肾组织炎

性细胞减少。其中大黄泄浊方中、高剂量组较大黄泄

浊方低剂量组和尿毒清颗粒组改善较明显。见图 1。

Masson染色结果显示，与假手术组比较，模型组可见

肾组织中沉积大量的胶原纤维，肾脏纤维化明显，与

模型组比较大黄泄浊方各剂量组和尿毒清颗粒组，肾

组织沉积的胶原纤维有所减少，肾脏纤维化有所改

善，其中大黄泄浊方中、高剂量组较大黄泄浊方低剂

量组和尿毒清颗粒组效果较明显。见图 2。

3.3　对 CRF 大鼠血清 SCr、BUN、UA 的影响     与假

手术组比较，模型组大鼠血清 SCr、BUN、UA 水平明

显增高（P<0.05）；与模型组比较，各药物干预组大鼠

血清 SCr、BUN、UA 水平均有不同程度下降（P<

0.05）；与大黄泄浊方低剂量组和尿毒清颗粒组比

较，大黄泄浊方中、高剂量组疗效更为明显（P<

0.05）。见表 1。

3.4　对 CRF 大鼠血清 IL-6、TNF-α、CRP 含量的影

响     与假手术组比较，模型组大鼠血清中 IL-6、

TNF-α、CRP 水平明显升高，大黄泄浊方和尿毒清组

大鼠 IL-6、TNF-α、CRP 含量明显下降（P<0.05），与
大黄泄浊方低剂量组和尿毒清颗粒组比较，大黄泄

浊方中、高剂量组疗效更明显（P<0.05）。见表 2。

3.5　对 CRF 大鼠肾脏中 SOCS3 和 TLR4 mRNA 表

达的影响     与假手术组比较，模型组大鼠 SOCS3 
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mRNA 水平明显降低、TLR4 mRNA 水平明显升高

（P<0.05）；与模型组比较，大黄泄浊方和尿毒清组大

鼠 SOCS3 mRNA 有 不 同 程 度 的 升 高（P<0.05），
TLR4 mRNA 指标有不同程度的下降（P<0.05），与
大黄泄浊方低剂量组和尿毒清颗粒组比较，大黄泄

浊方中、高剂量组疗效更明显（P<0.05）。见表 3。

3.6　对 CRF 大鼠肾脏中 SOCS3/TLR4 信号通路蛋

白 表 达 的 影 响     与 假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠

SOCS3、TLR4、NF-κB、MyD88 蛋白表达明显升高

（P<0.05）；与模型组比较，大黄泄浊方和尿毒清组大鼠

SOCS3 蛋白表达明显升高（P<0.05），TLR4、NF-κB、

MyD88 蛋白表达明显降低（P<0.05），与大黄泄浊方

低剂量组、尿毒清颗粒组比较，大黄泄浊方中、高剂

量组疗效更为明显（P<0.05）。见图 3、表 4。

3.7　对大鼠肾脏中 NF-κB、MyD88、NLRP3、AIM2

蛋白表达的影响     与假手术组比较，模型组大鼠

NF-κB、MyD88、NLRP3、AIM2 蛋白表达明显升高

（P<0.05）；与模型组比较，大黄泄浊方和尿毒清组大

鼠 NF- κB、MyD88、NLRP3、AIM2 蛋 白 表 达 下 降

（P<0.05），大黄泄浊方中、高剂量组疗效明显优于低

剂 量 组 和 尿 毒 清 颗 粒 组（P<0.05）。 见 图 4-

图 7、表 5。

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 大黄泄浊方低剂量组；D. 大黄

泄浊方中剂量组；E. 大黄泄浊方高剂量组；F. 尿毒清颗粒组（图 2-图

7 同）
图 1　 大 黄 泄 浊 方 对 CRF 大 鼠 肾 脏 病 理 形 态 改 变 的 影 响

（HE，×400）
Fig. 1　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on pathological 

changes in kidney of CRF rats （HE，×400）

图 2　 大 黄 泄 浊 方 对 CRF 大 鼠 肾 脏 病 理 形 态 改 变 的 影 响

（Masson，×400）
Fig. 2　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on pathological 

changes in kidney of CRF rats （Masson，×400）

表 1　大黄泄浊方对 CRF 大鼠血清 SCr、BUN、UA 水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 1　Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on serum SCr， BUN and UA levels in CRF rats （x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

大黄泄浊方低剂量组

大黄泄浊方中剂量组

大黄泄浊方高剂量组

尿毒清颗粒组

剂量/g·kg-1

6.825

13.65

27.3

2.6

SCr/μmol·L-1

37.55±1.03

116.70±1.161）

110.54±0.813）

91.30±1.083，5，7）

89.18±1.173，5，7）

107.26±0.853，5）

BUN/nmol·L-1

6.26±0.67

23.12±0.571）

21.41±0.693）

17.13±0.873，5，7）

16.64±0.813，5，7）

20.58±0.593，5）

UA/μmol·L-1

101.35±6.24

259.52±10.181）

191.08±9.453）

165.16±8.373，5，7）

157.28±8.493，5，7）

182.51±7.413，5）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与大黄泄浊方低剂量组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与尿毒清颗粒组

比较 7）P<0.05，8）P<0.01（表 2-表 5 同）
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4 讨论

近年来，CRF 发病率高达 11%，且呈逐年上升趋

势，加重了社会及家庭经济负担［14］。研究证实，炎

症是影响 CRF 发生发展及预后的关键因素，炎症因

子的过表达使肾脏出现持续的微炎症状态，导致肾

脏纤维化，加重肾组织的损伤，使肾功能持续恶

化［15］。 因 此 ，抑 制 肾 脏 炎 症 是 防 治 CRF 的 重 要

途径。

中医无 CRF 之病名，现代中医根据其临床表

现，将其归属于“关格”“水肿”“虚劳”等范畴。CRF

关键病机为本虚标实，本虚以脾肾亏虚为主，为病

之根本，标实为内生有形实邪，主要表现为水湿，痰

浊，瘀血，浊毒相互胶结，为病之关键。根据 CRF 本

虚标实的病机特点，檀金川教授创制大黄泄浊方来

延缓肾脏纤维化，保护肾功能。该方立意明确，切

合病机，方中黄芪、酒大黄共为君药，补泄兼顾，以

行健脾益肾，泄浊解毒之效；土茯苓、积雪草清热祛

湿，共为臣药以搜剔肾络之湿热蕴毒；当归、丹参、

地龙、醋龟甲共为佐药行活血散瘀，消癥通络之效；
水牛角丝散瘀解毒，并为使药，引诸药入血分，以助

清血分之瘀毒，诸药合用，配伍得当，共奏健脾益

肾、清热利湿、化瘀通络、泄浊解毒之功效。临床

中，以大黄泄浊方为主的中药复方可显著降低 CRF

患者 BUN、SCr水平，下调血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α

表 2　大黄泄浊方对 CRF 大鼠血清 IL-6、TNF-α、CRP 水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on serum IL-6，TNF-α and CRP levels in CRF rats （x̄± s，n=10）

组别

假手术组

模型组

大黄泄浊方低剂量组

大黄泄浊方中剂量组

大黄泄浊方高剂量组

尿毒清颗粒组

剂量/g·kg-1

6.825

13.65

27.3

2.6

IL-6/ng·L-1

23.12±1.47

69.14±1.771）

47.46±1.383）

34.59±1.883，5，7）

33.92±1.953，5，7）

45.91±1.853，5）

TNF-α/ng·L-1

51.33±5.63

92.76±6.121）

77.18±5.313）

68.61±4.873，5，7）

64.59±4.423，5，7）

74.26±5.023，5）

CRP/mg·L-1

8.37±0.15

75.62±1.401）

66.79±1.163）

56.43±1.423，5，7）

53.04±1.323，5，7）

62.61±2.123，5）

表 3　大黄泄浊方对 CRF 大鼠肾脏中 SOCS3 和 TLR4 mRNA 表达

的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on SOCS3 and 

TLR4 mRNA expression in kidneys of CRF rats （x̄± s，n=6）

组别

模型组

大黄泄浊方低剂量组

大黄泄浊方中剂量组

大黄泄浊方高剂量组

尿毒清颗粒组

剂量

/g·kg-1

6.825

13.65

27.3

2.6

SOCS3

0.33±0.041）

0.48±0.033）

0.58±0.063，5，7）

0.71±0.043，5，7）

0.52±0.043，5）

TLR4

3.24±0.261）

2.57±0.313）

2.17±0.153，5，7）

1.67±0.133，5，7）

2.32±0.193，5）

注：设假手术组各指标 mRNA 表达量均为 1

图 3　CRF 大鼠肾脏中 SOCS3/TLR4 信号通路蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of protein expression of SOCS3 / TLR4 

signaling pathway in kidney of CRF rats

表 4　大黄泄浊方对 CRF 大鼠肾脏中 SOCS3/TLR4 信号通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on protein expression of SOCS3/TLR4 signaling pathway in kidneys of CRF rats （x̄± s，

n=6）

组别

假手术组

模型组

大黄泄浊方低剂量组

大黄泄浊方中剂量组

大黄泄浊方高剂量组

尿毒清颗粒组

剂量/g·kg-1

6.825

13.65

27.3

2.6

SOCS3/β-actin

1.561±0.019

1.042±0.0171）

1.123±0.0163）

1.455±0.0283，5，7）

1.483±0.0413，5，7）

1.302±0.0083，5）

TLR4/β-actin

0.347±0.006

1.556±0.0561）

1.466±0.0773）

0.940±0.0163，5，7）

0.609±0.0073，5，7）

1.184±0.0073，5）

NF-κB/β-actin

0.238±0.003

1.241±0.0081）

1.112±0.0043）

0.911±0.0163，5，7）

0.701±0.0093，5，7）

1.163±0.0033，5）

MyD88/β-actin

0.348±0.022

1.302±0.0151）

1.110±0.0023）

0.918±0.0063，5，7）

0.721±0.0043，5，7）

1.267±0.0263，5）
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等炎症因子水平，抑制肾脏纤维化。进一步实验研

究发现，其作用机制与其抑制内质网应激，延缓肾

间质纤维化有关［6-7］。

CRF 患者普遍存在微炎症状态，并且是心血管

事件的独立危险因素之一，临床表现为患者全身没

有明显的感染迹象，患者血清中 IL-6、TNF-α、C 反

图 4　 大 黄 泄 浊 方 对 CRF 大 鼠 肾 组 织 中 NF-κB 蛋 白 表 达 的 影 响  

（免疫组化，×400）
Fig. 4　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on NF-κB protein 

expression in kidney tissue of CRF rats （IHC，×400）

图 6　 大 黄 泄 浊 方 对 CRF 大 鼠 肾 组 织 中 NLRP3 蛋 白 表 达 的 影 响

（免疫组化，×400）
Fig. 6　Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on NLRP3 protein 

expression in kidney tissue of CRF rats （IHC，×400）

图 7　大黄泄浊方对 CRF 大鼠肾组织中 AIM2 蛋白表达的影响（免

疫组化，×400）
Fig. 7　 Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on AIM2 protein 

expression in kidney tissue of CRF rats （IHC，×400）

图 5　 大 黄 泄 浊 方 对 CRF 大 鼠 肾 组 织 中 MyD88 蛋 白 表 达 的 影 响

（免疫组化，×400）
Fig. 5　Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on MyD88 protein 

expression in kidney tissue of CRF rats （IHC，×400）
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应蛋白（CRP）等炎症因子明显升高［16］。同样地，5/6

肾切除构建的慢性肾功能衰竭动物模型，亦存在微

炎症状态［17］。 IL-6、TNF-α和 CRP 等炎症因子是机

体内重要的炎症介质，参与机体的炎症反应，与慢

性肾病的发展密切相关［18-19］。 IL-6 是促炎症因子，

可导致肾小管间质细胞增殖和细胞外基质沉积及

肾小球系膜细胞增殖、硬化，引发肾脏纤维化［20］。

TNF-α由单核-巨噬细胞产生，参与 CRF 整个炎症反

应过程，可提高凝血因子活性，加重凝血反应，破坏

血管内皮功能，加重组织纤维化，损伤肾功能［21］。

CRP 是 CRF 患者最敏感的炎症标志物之一，反映

CRF 患者炎症程度，其血清表达水平与 CRF 的病情

呈正相关［22］。因此，通过监测血清 IL-6、TNF-α、

CRP 等炎症因子水平能够判定病情进展情况。本

研究结果显示，模型组大鼠血清 SCr、BUN、UA 水平

明显升高，予大黄泄浊方干预后，血清 SCr、BUN、

UA 水平明显降低。模型组大鼠肾脏病理出现大量

的炎症细胞浸润和胶原纤维沉积，以及大鼠血清中

IL-6、TNF-α、CRP 等炎症因子表达明显升高，表明

CRF 大鼠存在慢性炎症反应。予大黄泄浊方干预

后，CRF 大鼠病理状况明显改善，血清炎症因子明

显减少，表明大黄泄浊方可抑制肾脏炎症反应，保

护肾功能的作用。

TLR4 是在炎症反应中较为重要的细胞因子，

肾脏损伤的过程中 ，大量 TLR4 蛋白被激活 ，与

MyD88 蛋白结合后，通过 MyD88 依赖性途径，激活

下游转录因子 NF-κB，进而促进肾脏炎症反应，诱导

肾纤维化［23］。NF-κB 是经典的炎症信号通路，激活

NF-κB 后，可促进 IL-6、IL-1β、IL-8、TNF-α、MCP-1

等细胞因子的表达，同时 IL-6 的释放可促进 CRP 的

激活，进一步促进 TNF-α、IL-6 等释放，导致肾脏炎

症反应［18，24］。在肾缺血再灌注损伤大鼠模型中，

TLR4/NF-κB/MyD88 激活后，肾脏发生炎症反应和

氧化应激损伤［25］。杨少华等［26］发现 5/6 肾切除模型

大鼠模型中会出现糖酵解增强，其与慢性肾纤维化

有直接关系。当 NF-κB 过度表达时，肾脏纤维化明

显，糖酵解关键因子 M2 型丙酮酸激酶（PKM2）的表

达会升高，PKM2 是激活 NLRP3 和黑色素瘤缺乏因

子 2（AIM2）炎症小体的关键因子，其机制与 PKM2

促进真核生物翻译起始因子 2-α激酶 2（EIF2AK2）
EIF2AK2 的磷酸化密切相关［27-28］。多项研究表明，

NLRP3 和 AIM2 炎症小体广泛参与了多种肾脏疾病

的发病机制，在肾脏的炎症反应及肾脏纤维化的过

程中扮演着重要角色［29］。NLRP3 和 AIM2 激活后，

胱天蛋白酶-1（Caspase-1），诱导下游炎症因子 IL-1、

IL-18 的释放。KOMADA 等［30］研究发现，UUO 小鼠

在敲除 AIM2-/-和 AIM2-/-NLRP3-/-两种基因后，裂解

的 Caspase-1 和 IL-1β、IL-18 的 低 水 平 表 达 ，提 示

NLRP3 和 AIM2 炎症小体与肾脏间质炎症反应密切

相关。

相反地，抑制 TLR4 的表达，对控制肾脏炎症反

应，延缓 CRF 具有重要意义。SOCS3 蛋白作为一种

典型的负反馈调节因子，在肾小管上皮细胞和肾小

球系膜细胞中表达，调节可抑制肾小管细胞的过度

分化及细胞的过度增殖，抑制肾脏炎症反应，延缓

CKD 的进展［31］。在糖尿病肾病大鼠中，通过上调

SOCS3 表达，可减轻肾脏炎症反应，减轻肾脏纤维

化，保护肾功能［32］。HILBERATH 等［33］发现在急性

肺损伤中，SOCS3 被激活后可减轻 TLR4 介导一系

列反应。激活 SOCS3 可以通过抑制缺血期 TLR4/

MyD88 信号通路，减轻炎症反应，发挥对脑缺血的

保护作用［34］。多项研究表明，SOCS3 对 TLR4 具有

明显的负向调节作用，上调 SOCS3 表达，可抑制

TLR4 及其相关信号通路引发的炎症反应，同时也

可直接控制 IL-6、TNF-α等炎症因子［35］。本研究结

果显示，模型组大鼠肾组织中 SOCS3 蛋白及 mRNA

明显减少，TLR4 蛋白及 mRNA 明显升高，以及介导

的 MyD88、NF-κB、NLRP3、AIM2 蛋白明显升高，予

表 5　大黄泄浊方对 CRF 大鼠肾脏中 SOCS3/TLR4 信号通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Dahuang Xiezhuo prescription on expression of SOCS3/TLR4 signaling proteins in kidney of CRF rats （x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

大黄泄浊方低剂量组

大黄泄浊方中剂量组

大黄泄浊方高剂量组

尿毒清颗粒组

剂量

/g·kg-1

6.825

13.65

27.3

2.6

NF-κB

0.052 0±0.000 5

0.153 2±0.002 91）

0.132 4±0.000 43）

0.127 0±0.000 23，5，7）

0.114 3±0.001 93，5，7）

0.144 7±0.001 93，5）

MyD88

0.044 7±0.000 9

0.156 1±0.001 91）

0.137 7±0.017 03）

0.102 9±0.004 13，5，7）

0.084 7±0.000 83，5，7）

0.133 4±0.037 03，5）

NLRP3

0.008 6±0.000 4

0.056 7±0.000 11）

0.047 4±0.000 83）

0.024 5±0.000 13，5，7）

0.018 7±0.000 13，5，7）

0.039 3±0.000 13，5）

AIM2

0.018 8±0.000 5

0.041 2±0.000 21）

0.032 7±0.000 13）

0.028 9±0.000 13，5，7）

0.025 2±0.000 23，5，7）

0.037 2±0.000 23，5）
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大黄泄浊方干预后，SOCS3 表达明显上升，TLR4 蛋

白及介导的相关蛋白明显下降，且剂量越高效果越

明显，提示大黄泄浊方通过调控 SOCS3/TLR4 信号

通路，可减轻炎症反应，抑制纤维化，保护肾功能。

综上所述，大黄泄浊方能明显降低 SCr、BUN、

UA 水平，上调肾组织 SOCS3 的表达水平，降低

TLR4 的表达，抑制炎症反应，延缓慢性肾衰竭的进

展，其机制可能与其调控 SOCS3/TLR4 信号通路

有关。
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