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摘要 目的：探讨黄连解毒汤(HLJDT)对链脲佐菌素(STZ)诱导的 2型糖尿病肾病大鼠肾脏的保护作用及其可能的机制。方法：将

雄性Wistar大鼠随机分为对照组(n=10)和用 STZ诱导的模型组。将成功造模的大鼠随机分为模型组(n=12)、低、中和高剂量组(每

组 n=12)，分别给予对照组和模型组灌胃饮用水，而给其他三组分别灌胃 HLJDT (60、120和 240 g·kg-1·d-1)。12周后处死大鼠并测

量生化指标，实时荧光定量 PCR和 western blot检测 TGF-茁1, p38MAPK和 Caspase-3的基因和蛋白表达。结果：与模型组比较，

HLJDT中高剂量组体重、肾脏重、肾重体重比和 FBG显著提高。与对照组比较，模型组的 TG、BUN、Scr和 UP 24 h均显著提高；

而与模型组比较，HLJDT高剂量组均显著降低 TG、BUN、Scr、UP 24 h和MDA的水平，升高 NO, SOD的水平。另外，TGF-茁1,
P38MAPK和 Caspase-3的表达，模型组显著高于对照组，但经过 HLJDT的治疗后，与模型组比较有显著降低。(所有取值为

P<0.05，P<0.01)。结论：我们的研究提供了 HLJDT是通过调控血糖、降低氧化应激的水平和下调 TGF-茁1, p38MAPK和 Caspase-3

的表达来保护 DN大鼠的实验依据。
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Protective Effect and Mechanism of Huanglian Jiedu Tang on Diabetic
Nephropathy Rats*

To explore the protective effect and possible mechanisms of Huanglian Jiedu Tang (HLJDT) on Strepto-

zocin (STZ)-induced diabetic nephropathy (DN) rats. Male Wistar rats were randomly divided into the control group (n=10)

and the model group received intraperitoneal injection of STZ (55 mg/kg). All successful model rats with blood glucose ≥ 16.7 mmol/L

and urine glucose ≥ 4+ were then divided into the model group (n=12), the low dose one, the middle dose one and the High dose one

(each n=12). Water was orally given to the rats in the control group and the model group, and HLJDT (60, 120 and 240 g·kg-1·d-1) were

orally given into the other three groups respectively for 12 weeks. 12 weeks later, all the rats were sacrificed and the biochemical indica-

tors such as the fasting blood glucose (FBG), triglyceride (TG), blood urea nitrogen (BUN), serum creatinine (Scr), urine protein 24 h

(UP 24 h), nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) were measured. TGF-茁1, p38MAPK and Cas-

pase-3 gene and protein expression in kidney were detected by RT-qPCR and western blot. Compared with model group, the

body weight (BW) increased, the kidney weight (KW), KW/BW ratio and FBG were significantly decreased in HLJDT-Middle and

HLJDT-High groups. BG, BUN, Scr and UP 24 h were significantly increased in model group compared with the control group, but de-

creased markly in HLJDT-High group compared with model group. And HLJDT-Middle and HLJDT-High groups also decreased bio-

chemical parameters: MDA, and increased NO and SOD compared with the model group. Moreover, the mRNA and protein expression

of TGF-茁1, p38MAPK and Caspase-3 in model group were significantly higher than the control group and were significantly lower than

the model group after HLJDT treatment (all P<0.05, P<0.01). Our research provides experimental evidence that HLJDT pro-

tects kidneys in DN through blood glucose control, reducing oxidative stress and down-regulating expressions of TGF-茁1, p38MAPK

and Caspase-3.

Huanglian Jiedu Tang; Diabetic nephropathy; Oxidative stress
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前言

糖尿病肾病 (Diabetic nephropathy，DN) [1-3] 是糖尿病

(Dabetes mellitus，DM)最常见最严重的并发症，其中相当一部

分 DM患者最终继续发展为终末端肾病 (End-stage renal dis-

ease)，是 DM患者死亡的重要原因[4,5]。DN的临床表现为水肿、

高血压并伴随着肾功能减退以及蛋白尿等，组织切片显示肾小

球毛细血管基膜增厚以及系膜区增宽[2]。DN是渐进性疾病，由

早期的微量蛋白尿到后期的蛋白尿增多，在此期间会发生不可

逆转的肾小球滤过率下降，造成肾功能性的损伤。因此，早发现

早治疗对于尚未完全阐明发病机制的 DN而言尤为重要。机体

的高糖状态是引起 DN发生发展的首要因素。机体高糖状态是

多种级联反应的启动因素，可导致氧化应激反应，影响 DN的

发生发展。

TGF-茁1 属于调节细胞生长分化以及免疫功能的 TGF-茁
超家族成员[6]。作为重要的促肾纤维化的促生长因子，TGF-茁1
可通过促进细胞外基质(extracellular matrix，ECM)[7]进行性的

积聚而使肾小球硬化和小管间质的纤维化。近年来，越来越多

的研究人员注意到 TGF-茁1可以导致 DN肾脏肥大、肾小球

ECM沉积[8]。此外，在 DN的肾小球和小管间质的损伤的过程

中，肾小球 p38MAPK[9]的 mRNA和蛋白表达量均提高，提示

p38MAPK可能参与 DN的形成与发展过程。也有证据表明氧

化应激反应可以 p38MAPK激活进而引起 Caspase-3的活化促

进细胞凋亡[10]。

黄连解毒汤(Huanglian Jiedu Tang, HLJDT)始载于《肘后备

急方》[11]，名称始见于《外台秘要》，由黄连、黄柏、黄芩、栀子 4

味药按 3：2：2：3配伍组成，是泻火解毒的方剂，目前临床广泛

应用于心脑血管、炎症、老年痴呆、糖尿病等，具有抗菌、抗炎、

抗氧化、神经保护等广泛的药理活性。据报道，HLJDT可以有

效控制 2型 DM大鼠的体重，对 2型 DM引起的 T细胞亚群

异常有良好的调节作用。刘蔚华等[12]观察 HLJDT对 2型 DM

大鼠 FBG、空腹胰岛素(FINS)及腹主动脉血管内皮形态、缺氧

诱导因子 -1琢 (HIF-1琢) 表达的影响，发现 HLJDT通过抑制

HIF-1琢表达对损伤的血管内皮细胞有保护作用。盐酸小檗碱
作为 HLJDT 中有效成分的组成部分，可明显降低 DN 模型

MDA和 SOD活性，也使 Scr、BUN和 UP的水平逐步恢复。李

凝等[13]报道经过盐酸小檗碱治疗 DM大鼠模型的肾组织 TGF-

茁1蛋白及其 mRNA表达均被抑制，且对 DM大鼠的肾脏结构

与功能均具有很好的保护作用。本研究采用单侧肾切除后腹腔

注射 STZ的方法诱导大鼠 DN模型，观察 HLJDT对 DN大鼠

血糖调控以及肾功能的保护作用，并探讨了其可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 药物

HLJDT方剂(黄连 90 g，黄柏 60 g，黄芩 60 g和栀子 90 g)

购于航天中心医院，以 1：10的体积比在开水里煮两遍，各 1小

时。水溶液过 5层医用纱布，浓缩液合并之后冻干，以 30 mg冻

干粉经由 50 mL甲醇比例萃取 30分钟后，12000 rpm离心 10

min，取上清过 0.45 滋m的滤膜制成 4 mg/mL浓度的 KLJDT溶

液，4℃冰箱冷存。STZ(货号：S0130,美国 Sigma公司)。

1.2 动物和动物饲料

雄性Wistar大鼠，体重(300± 30) g，3月龄，购于北京维通

丽华实验动物技术有限公司，许可证号：SCXK(京)20120001。

中医科学院中药所动物实验中心饲养，室温：22～25℃，湿度：

50％～60％。光照时间和黑暗时间各 12小时，普通饲料中医科

学院中药所动物实验中心提供。

1.3 造模

术前大鼠禁食 24小时，大鼠 10％水合氯醛麻醉，俯卧右

腹部去毛，右背部皮肤以右肋脊角为中点切至腹膜后，小心剥

离肾包膜，取出右肾后结扎血管和输尿管，缝合皮肤。常规饲养

一周，STZ溶于枸橼酸缓冲液中，以 55 mg/kg的剂量要求腹腔

注射手术大鼠，对照组仅注射相同体积的枸橼酸缓冲液。STZ

造模后 72 h后，血糖由 Oone Touch血糖仪(美国强生公司)经

尾静脉采血测定。模型成功的标准为血糖≥ 16.7 mmol/L，尿糖

为 4+。

1.4 分组与给药

对照组，10只。模型成功大鼠，随机分组，模型组 12只；

HLJDT低剂量组、HLJDT中剂量组和 HLJDT高剂量组各 12

只。HLJDT低、中和高剂量组分别以 1 mL/100 g体重的比例灌

胃，剂量分别达到 6 g/100 g，12 g/100 g和 24 g/100 g。对照组、

模型组分别给予等体积的蒸馏水。12周的给药期，记录大鼠形

态学变化，如毛色变化、饮食情况、活动多少等，12周后测 BW、

KW以及 FBG等。

1.5 肾功能指标

Olympus AU400全自动生化分析仪测量 FBG、TG、BUN、

Scr、UP 24 h等肾脏指标。

1.6 氧化应激指标检测

同上，NO、SOD 和 MDA 均采用 Olympus AU400 全自动

生化分析仪检测。

1.7 荧光定量 PCR和Western blot检测 TGF-茁1、p38MAPK和

Caspase-3表达

荧光定量 PCR具体方法均参照[10]。利用 SYBR Green I方

法进行荧光定量 PCR检测 TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3在

基因表达。逆转录和 PCR扩增反应试剂盒均购自 TaKaRa公

司。引物购买、设计及合成均来自生工生物工程(上海)股份有限

公司。其中，GAPDH引物，产品编号为 PRN04。TGF-茁1引物序
列为: (正义) 5'-TGGAGCCTGGACACACAGTA-3', (反义) 5'-

TAGTAGACGATGGGCAGTGG-3'；p38MAPK 引物序列为：

(正义 ) 5'- GACGAATGGAAGAGCCTGAC -3' ，(反义 ) 5'-

GGGATGGACAGAACAGAAGC -3'；Caspase-3 引物序列为：

(正义) 5'-ACGGGACTTGGAAAGCATC-3'，(反义) 5'- TAAG-

GAAGCCTGGAGCACAG-3'。收集蛋白样品后，电泳、转膜、封

闭、抗体孵育，检测 TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3的蛋白表

达。TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3一抗均购自 abcam公司，
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货号分别为 (ab64715、ab7952、ab17815)，稀释浓度分别为：1：

1000、1：500和 1：1000。图像采集采用美国 Bio-Rad公司凝胶

成像系统 Gel Doc。Quantity One软件分析条带灰度。

1.8 统计学分析

采用 SPSS17.0统计软件分析数据。结果以均数± 标准差

表示，多组间比较采用方差分析，两组间比较采用 t检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HLJDT对 DN大鼠行为的影响

3天后，模型组大鼠出现体型消瘦，体毛粗糙，与正常组比

较，四驱光泽，活动减少，精神不振。第 7周后，DN的并发症出

现，具体表现为腹部包块溃烂，白内障明显。HLJDT各组较模

型组症状减轻，随剂量增加而症状减轻。

2.2 HLJDT对 DN大鼠肾脏重量的影响

如图 1A所示，模型组大鼠的体重在 12周时明显低于对

照组 (P<0.01)，提示 DN 并发症使大鼠 BW 下降明显；而

HLJDT各剂量组随剂量增加而 BW逐渐增加，其中中、高剂量

组增长明显(P<0.05，P<0.01)。如 1B所示，肾脏的变化趋势与体

重相反，模型组增加(P<0.05)，HLJDT 高剂量组降低(P<0.05)。

如图 1C和图 1D所示，KW/BW与 FBG的变化趋势也与体重

相反，模型组增加(P<0.05)，HLJDT高剂量组降低(P<0.05)。

图 1 HLJDT对 DN大鼠体重、肾脏重、肾脏重 /体重和血糖的影响

Fig.1 Effects of HLJDT on the BW, KW, KW/BW and FBG of DN mice

Note: *P < 0.05, **P < 0.01 vs the model group.

2.3 HLJDT对 DN大鼠肾功能的影响

选取 TG、BUN、Scr和 Up 24 h作为肾功能指标。模型组大

鼠的 TG、BUN、Scr和 Up 24 h水平显著高于对照组(P<0.05)，

HLJDT各剂量组与模型组比较随剂量增加而降低，其中高剂

量组 TG、BUN显著降低(P<0.05)，中、高剂量组 Scr和 Up 24 h

水平显著降低(P<0.05)。

图 2 HLJDT对 DN大鼠的血三酰甘油、尿素氮、血肌酐和 24 h尿蛋白量的影响

Fig. 2 Effects of HLJDT on the TG, BUN, Scr and UP 24 h of DN mice

Note: *P < 0.05, **P < 0.01 vs the model group.

2.4 HLJDT对 DN大鼠肾组织 NO、MDA和 SOD水平的影响

选取 NO、MDA和 SOD作为大鼠氧化应激的指标，与对

照组相比，模型组的肾组织 MDA水平显著提高，而 NO和

SOD水平显著降低(P<0.05, P<0.01)，提示 DN发生发展过程中

伴随着强烈的氧化应激反应。而 HLJDT 处理的大鼠肾组织

MDA水平较模型组显著降低，且随 HLJDT剂量增加而逐渐降

低；肾组织 NO和 SOD的水平较模型组显著升高，随剂量的增

加而增加(P<0.05, P<0.01)，表明黄连解毒汤可以剂量依赖性方

式有效缓解 DN大鼠肾组织的氧化应激水平。见图 3。

2.5 HLJDT 对 DN 大鼠肾组织 TGF-茁1、p38MAPK 和 Cas-

pase-3的影响

图 4A 显示模型组大鼠肾组织的 TGF-茁1、p38MAPK 和

Caspase-3 的 mRNA 表达较对照组显著提高 (P<0.01)，表明

TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3 可能均参与了 DN 的发生发

展，而经过 HLJDT的治疗，各剂量组均显示出不同程度的降

低，其中中、高剂量组显著降低(P<0.05, P<0.01)；图 4B和 4C显

示在蛋白水平上，肾组织 TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3蛋

白表达显示出与 mRNA表达相同的变化趋势。见图 4。

3 讨论

DN所引起的肾脏结构和功能的改变是 DM常见的严重

并发症。为在动物实验上很好的模拟 DN的临床表现，STZ为
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图 3 HLJDT对 DN大鼠的肾脏一氧化氮、丙二醛和超氧化物歧化酶活性的影响

Fig.3 Effects of HLJDT on the NO, MDA and SOD activity in kidney of DN mice

Note: *P<0.05, **P<0.01 vs the model group.

最常用的造模工具。STZ含有葡萄糖胺 -亚硝基脲[14]，易使机体

胰岛素匮乏，主要是因为葡萄糖转运子 -2可以轻易的将 STZ

的葡萄糖部分转入到胰腺 茁细胞。STZ诱导的 DN模型，均可

以出现 DN典型的病理症状，如血液中的 Scr的升高，BUN的

出现以及肾小球系膜的扩张硬化和肾小球基底膜的增厚等。本

实验中采取的 STZ腹腔注射辅以单侧肾的切除，旨在加快肾

损伤[11]。DN模型大鼠的形态学、KW/BW、FBG以及各种肾功能

损伤的指标均指示本实验模型的成功。中医认为 DN的病机核

心为 "热毒 "。而 HLJDT为大苦大寒方剂，功效在于泻火解毒，

主治焦火毒证。本实验结果表明 HLJDT各剂量组，尤其是高剂

量组有效的降低了 KW/BW，FBG以及缓解了各种肾功能损伤

的指标的病变趋势，提示提示 HLJDT可缓解 DN发生时对肾

脏的损伤，起到肾保护的作用。

DN是一类糖代谢紊乱的疾病，高糖与高脂相伴随，也能导

致细胞中自由基以及氧化应激的变化[15]。氧化应激信号分子活

性氧簇(Ros)促进 DN的发生与发展[16]。我们选取的氧化应激的

三个指标 NO、MDA和 SOD在机体中起着不同的作用，其中

MDA由脂质过氧化而来，因此细胞中含量的高低很好地指示

脂质在体内过氧化速率或强度；SOD可将细胞中不稳定的超

氧阴离子变为过氧化氢，因此起着平衡机体氧化还原反应的作

用；而 NO在体内作用广泛，包括降低超氧阴离子的浓度与抑

制 NADPH氧化酶活性[17,18]等，均使氧化应激反应缓解。本实验

中，模型组中 MDA水平显著升高而 NO和 SOD水平显著降

低，提示氧化应激反应在 DN的发生发展中起到重要的作用。

而 HLJDT各剂量组，尤其是高剂量组显著的逆转 MDA的升

高和 NO及其 SOD的降低趋势，提示缓解氧化应激反应是

HLJDT改善 DN症状并提供肾保护的机制之一，可能还有其

他机制，这需要我们实验进一步研究。

近年来研究显示 DN的主要的病理病变肾小球硬化与纤

维化与 TGF-茁1关系密切[14]，并有证据证明 TGF-茁1直接参与
肾小球硬化以及蛋白尿的形成 [15]。TGF-茁1激活 p38MAPK，

p38MAPK的活性与 TGF-茁1浓度正相关[16]。p38MAPK信号通

路生物效应广泛，诸如细胞增长、分化、凋亡等均受其调控，而

活化 p38MAPK的细胞外应激源也十分广泛，如(高糖、氧化应

激等)均可将效应激酶信号由胞外转至胞内从而引起级联反

应。Manoka等[19]在 DN病人中的肾组织系膜细胞、内皮细胞、

足细胞和小管上皮细胞上发现 p-p38MAPK 高表达，表明

p38MAPK参与 DN的肾小球和肾小管间质的损伤。凋亡是引

起肾实质细胞减少的重要因素。氧化应激可促进 TGF-茁1、
Caspase-3的活化从而引起细胞凋亡。也有证据[20]表明氧化应激

反应可以 p38MAPK激活进而引起 Caspase-3的活化促进细胞

凋亡。Mario Schiffer 等 [21]的研究证实，TGF-茁1、p38MAPK 和

Caspase-3 存在效应关系。本实验结果显示 DN 肾组织中

TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3的 mRNA和蛋白表达显著升

高，提示 TGF-茁1、p38MAPK和 Caspase-3三者均参与 DN的发

生发展。而 HLJDT各剂量组，尤其是高剂量组显著的下调三者

表达水平，提示 HLJDT 缓解 DN 症状的机制可能为调控

TGF-茁1/p38MAPK信号通路，下调 Caspase-3表达来抑制细胞

凋亡；在临床上对病人是否有相同效应，需进一步研究。

总之，本研究结果表明 HLJDT对 DN具有一定的保护作

用，可能与其抑制氧化应激，调控 TGF-茁1/p38MAPK信号通

路，下调 Caspase-3表达，抑制细胞凋亡有关。

图 4 HLJDT对 DN大鼠肾组织的 TGF-茁1, p38MAPK, Caspase-3 mRNA及蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of HLJDT on the mRNA and protein expressions of TGF-茁1, p38MAPK and Caspase-3 of DN mice

Note: *P<0.05, **P<0.01 vs the model group.
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