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·基础研究·

虎杖苷对糖尿病肾病小鼠 AMPKα1 /TLＲ4
信号通路的影响

张正菊1 孟凤仙1 白 华2 杨 蕾1 商学征3 王 洁4 王 康5

卜祥伟6 相瑞阳1 张承承7

摘要 目的 观察虎杖苷( PD) 对糖尿病肾病( DN) 模型小鼠腺苷酸活化蛋白激酶 α1 /Toll 样受体

4 ( AMPKα1 /TLＲ4 ) 信号通路的影响。方法 采用 SPF 级雄性 KK-Ay 小鼠，经高脂饲料诱导 3 周建立

DN 模型，将 30 只模型成功 KK-Ay 小鼠随机分为模型组，阳性药组，PD 高、中、低剂量组，每组 6 只，将

6 只雄性 C57BL / 6J 小鼠设为正常组。正常组及模型组予去离子水 10 mL / ( kg·d) ，阳性药组予缬沙

坦13. 33 mg / ( kg·d) ，PD 各组分别予 PD 13. 33、6. 67、3. 33 mg / ( kg·d) 剂量灌胃。各组小鼠每日灌

胃 1 次，连续干预治疗 12 周后留取血清及肾组织标本。以 ＲT-PCＲ 技术检测肾组织 AMPKα1、TLＲ4、
单核细胞趋化 蛋 白-1 ( MCP-1 ) 、IL-18 mＲNA 转 录 水 平; Western Blot 技 术、免 疫 组 化 技 术 检 测 肾 组 织

AMPKα1 蛋白表达水平; ELISA 技术检测血清 MCP-1、IL-18 蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模

型组小鼠 AMPKα1 mＲNA 转录及蛋白表达水平上调(P ＜ 0. 01 ) ，TLＲ4 mＲNA 转录上调(P ＜ 0. 01 ) ，IL-
18、MCP-1 mＲNA 转录及蛋白表达水平下调(P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比较，各治疗组 AMPKα1 mＲNA 转

录及蛋白表达水平上调(P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ，各治疗组 TLＲ4、IL-18 mＲNA 转录下调(P ＜ 0. 01 ) ，阳性

药及 PD 高剂量组 IL-18 蛋白表达水平下调(P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ，各治疗组 MCP-1 mＲNA 转录及蛋白

表达水平 均 下 调 (P ＜ 0. 01 ) 。与 PD 高 剂 量 组 比 较，PD 中 剂 量 组 IL-18 mＲNA 转 录 水 平 上 调 (P ＜
0. 01 ) ，PD 低剂量组 IL-18、MCP-1 mＲNA 转录表达水平上调(P ＜ 0. 01 ) ，PD 中剂量组 AMPKα1 蛋白表

达下调(P ＜ 0. 05 ) ，PD 低剂量组 AMPKα1、IL-18 蛋白表达下调(P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) 。与 PD 中剂量组

比较，PD 低剂量组 IL-18、MCP-1 mＲNA 转录水平上调(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，PD 低剂量组 AMPKα1 蛋

白表达下调(P ＜ 0. 01 ) 。结论 PD 下调 IL-18、MCP-1 等促炎因子过表达，减轻 DN 免疫炎性损伤，可

能与调节 AMPKα1 /TLＲ4 信号通路相关。
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ABSTＲACT Objective To observe the effect of polydatin ( PD ) on AMPKalpha1 ( AMP-activated
protein kinase ) /Toll-like receptors4 ( TLＲ4 ) signaling pathway in diabetic nephropathy ( DN ) mice．
Methods DN model was established in SPF male KK-Ay mice after 3 weeks of high fat diet induction．
Thirty successful KK-Ay mice were randomly divided into model group，positive drug group，high，medi-
um and low dose group of PD，6 mice in each group． Six male C57BL / 6J mice were set as a normal
group． Mice in the normal group and the model group were given deionized water ( 10 mL·kg － 1·d － 1 ) ．
Mice in the positive group was given valsartan ( 13. 33 mg·kg － 1·d － 1 ) ． Mice in the PD groups were giv-
en PD 13. 33 mg·kg － 1·d － 1 ，6. 67 mg·kg － 1·d － 1 ，3. 33 mg·kg － 1·d － 1 ，respectively． All mice in
each group were given intragastric administration，once a day． Serum and kidney tissue samples were col-
lected after 12 weeks of continuous intervention． The mＲNA transcription levels of AMPKalpha1，TLＲ4，

monocyte chemoattractant protein-1 ( MCP-1 ) ，and IL-18 in renal tissue were detected by ＲT-PCＲ． The
protein expression levels of AMPKalpha1 in renal tissue were detected by Western Blot and immunohisto-
chemistry． And the protein expression levels of MCP-1 and IL-18 in serum were detected by ELISA． Ｒe-
sults Compared with the normal group，AMPKalpha1 transcription and protein expressions were up-reg-
ulated (P ＜ 0. 01 ) ，TLＲ4 mＲNA transcription was up-regulated (P ＜ 0. 01 ) ，MCP-1 and IL-18 mＲNA
transcription levels were down-regulated (P ＜ 0. 01 ) in the model group． Compared with the model group，

AMPKalpha1 mＲNA transcription and protein expressions were up-regulated (P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) in
each treatment group，TLＲ4 and IL-18 mＲNA transcription was down-regulated (P ＜ 0. 01 ) in each treat-
ment group，IL-18 mＲNA transcription levels were down-regulated (P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) in the positive
drug group and high PD group (P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ，MCP-1 mＲNA transcription and protein expression
levels were down-regulated (P ＜ 0. 01 ) in each treatment group． Compared with high PD group，IL-18
mＲNA transcription levels in middle PD group were up-regulated (P ＜ 0. 01 ) ，IL-18 and MCP-1 mＲNA
transcription levels in low PD group were up-regulated (P ＜ 0. 01 ) ，AMPKalpha1 protein expression in
middle PD group were down-regulated (P ＜ 0. 05 ) ，AMPKalpha1 and IL-18 protein expressions in low PD
group were down-regulated (P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ． Compared with middle PD group，IL-18 and MCP-1
mＲNA transcription levels in low PD group were up-regulated (P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，AMPKα1 protein
expression in low PD group was down-regulated (P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion PD down-regulated over-expres-
sion of pro-inflammatory factors such as IL-18 and MCP-1 and alleviated inflammatory damage of DN，

which might be related to the regulation of AMPK alpha 1 /TLＲ4 signaling pathway．
KEYWOＲDS Polydatin; diabetic nephropathy; AMPKα1 /TLＲ4 signaling pathway; inflammatory factor

糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 是糖尿病

( diabetic mellitus，DM) 致残、致死的主要微血管并发

症，也是引起终末期肾衰竭 ( end-stage renal disease，

ESＲD) 的 主 要 因 素，美 国 最 新 研 究 显 示，每 年 死 于

ESＲD 的患者中 DN 患者约占 50%，美国每日约有 33
例 DM 患者发展为 DN［1］。DN 具体发病机制尚不明

确，目前普遍认为 DN 发病是生化代谢紊乱、肾小球血

液动力学改变、氧化应激、细胞因子与遗传易感性等多

因素共同作用的结果，但上述发病机制仍不足以解释

糖尿病肾脏的病理改变。近年来，不少学者提出了免

疫炎症机制学说，认为 DN 是一种自然免疫和低度炎

症疾病，炎症能引起糖尿病肾脏损害，其在加速进展整

个过程中起重要作用。“糖肾清 2 号”是孟凤仙教授

治疗 DN 的经验方，具有补肾益精、清热解毒、化瘀

降浊的作用。本课题组前期研究已证实，该方有效

改善 DN 小鼠肾功能［2］，对 DN 小鼠白 IL-1β、单 核

细胞趋化蛋白-1 ( monocyte chemoattractant protein-1，

MCP-1 ) 等免疫炎 性 分 子 表 达 具 有 改 善 作 用［3］，并

可调控 蛋 白 激 酶 信 号 通 路 影 响 炎 症 因 子 表 达［4］。
虎杖苷( polydatin，PD) 是“糖肾清 2 号”君药虎杖的

有效成分，有研究表明它可以通过 TLＲ4 通路改善

DN 动 物 肾 脏 炎 症 反 应［5］。腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶

( AMP-activated protein kinase，AMPK ) 能 抑 制 肾 脏

炎症反应［6］，上调 AMPK 可抑制免疫炎症网络途径

中关键信号分子 Toll 样受体 4 ( Toll-like receptors4，

TLＲ4 ) 的生物活 性［7］。因 此，本 实 验 以 PD 为 研 究
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对象，从 基 因、蛋 白 质 水 平 观 察 其 对 糖 尿 病 肾 病

KK-Ay 模型 小 鼠 IL-18、MCP-1 等 促 炎 分 子 表 达 的

影响，并 通 过 AMPKα1 /Toll 样 受 体 4 ( Toll-like re-
ceptors4，TLＲ4 ) 信号通路，探讨 PD 改善 DN 小鼠肾

组织免疫炎性损伤的分子机制。

材料与方法

1 动物 SPF 级健康雄性 KK-Ay 小鼠 30 只，

8 ～ 9周龄，体重( 30． 94 ± 1． 67) g，购自北京华阜康实

验动物技术有限公司，许可证号: SCXK ( 京) 2009 －
0004。SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠，6 只，8 ～ 9 周龄，体

重( 24． 57 ± 1. 60) g，购自北京华阜康实验动物技术有

限公司，许可证号: SCXK( 京) 2009 － 0007。本实验通

过北京 中 医 药 大 学 医 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 查

( No． KJ-DW-18-20130603-03) 。
2 药物 虎杖苷购于中国食品药品检定研究院，

批号: 111575 － 200502。缬沙坦胶囊: 80 mg /粒，批号:

X2367，由北京诺华制药有限公司提供。高脂饲料配

方 1: 蛋白质 10%，葡萄糖 10%，脂肪 10%，70% 全价

营养颗粒饲料。高脂饲料配方 2: 葡萄糖 6%，猪油

20%，酪蛋白 8%，蛋黄粉 13%，53% 基础饲料。两种

配方高脂饲料购自北京华阜康实验动物技术有限公

司，许可证号 SCXK( 京) 2009 － 0008。普通饲料，购自

北京科澳协力饲料有限公司。
3 主要试剂与仪器 兔抗 AMPKα1 抗体，美国

Abcam，货号: ab32047; Trizol 提取 ＲNA 试剂，Invitrogen
公司生产，货号: 66007; One Step SYBＲ ＲT-PCＲ Kit，
Takara 公司生产，货号: BK1401; GAPDH、目标基因上

下游引物，美国 Invitrogen( 上海) 英骏生物技术有限公

司合成; MCP-1 ELISA 试剂盒，美国 eBioscience 公司生

产，货 号: 82920010; IL-18 ELISA 试 剂 盒，美 国 eBio-
science 公司生产，货号: 87395018。高速冷冻离心机:

中科中佳公司生产。Applied Biosystems7500 型定量

PCＲ 仪: 美国应用生物系统( ABI) 公司生产。TC-96 /
G /H( b) 梯度 PCＲ 仪: 博日科技有限公司生产。紫外

分光光度计 UV-2000: 尤尼柯( 上海) 仪器有限公司生

产。DYY-10C 电泳仪: 北京六一仪器厂生产。JY-2Y1
转膜仪: 北京君意东方电泳设备有限公司生产。

4 造模及动物分组 实验前所有小鼠适应性饲

养 2 周后，KK-Ay 小鼠交替予配方 1 高脂饲料饲养

3 天，配方 2 高脂饲料饲养 3 天，普通饲料饲养 3 天，

诱导 3 周制备 DN 模型。3 周后检测小鼠空腹血糖

( FBG) ≥13. 9 mmol /L，24 h 尿蛋白( 24 h Upr) 高于正常

组，视为 DN 模型诱导成功［8］。30 只 KK-Ay 小鼠均造模

成功，成模率为 100%。将造模成功小鼠随机分为模型

组，阳性药组，PD 高、中、低剂量组，每组 6 只，以 6 只雄性

C57BL/ 6J 小鼠设为正常组。
5 干 预 方 法 正 常 组 及 模 型 组 予 去 离 子 水

10 mL / ( kg·d) 灌 胃。 阳 性 药 组 予 缬 沙 坦

13. 33 mg / ( kg·d) 灌胃 ( 相当于临床成人剂量的 10
倍) 。PD 高、中、低 剂 量 组 分 别 予 PD 13. 33、6. 67、
3. 33 mg / ( kg·d) 剂量灌胃( 相当于临床成人剂量的

20、10、5 倍) 。各组小鼠每日灌胃 1 次，连续 12 周。
6 标本采集 干预治疗 12 周后，各组小鼠乙醚麻

醉，摘除眼球取血后处死; 血液标本 3 000 r /min，15 min
离心提取血清，－ 80 ℃冰箱保存备 MCP-1、IL-18 ELISA
检测; 取 1 / 2 左肾置于 10%中性福尔马林缓冲液固定，

供 HE、PAS 染色及免疫组化检测; 另 1 / 2 左肾置于 4%
多聚甲醛，备电镜检测; 摘取右肾迅速液氮冻存，－80 ℃
保存，1 / 2 备 ＲT-PCＲ 技 术 测 定 肾 组 织 中 AMPKα1、
TLＲ4、IL-18、MCP-1 mＲNA 表 达 水 平，1 / 2 备 Western
Blot 技术测定 AMPKα1 蛋白表达水平。

7 检测指标及方法

7. 1 各 组 小 鼠 肾 组 织 AMPKα1、TLＲ4、IL-18、
MCP-1 mＲNA 转录水平检测 采用 ＲT-PCＲ 技术检

测。使用 Trizol 提取小鼠肾组织中总 ＲNA 后，进行逆转

录反应合成 cDNA，以此为模板，GAPDH 为内参，用表 1
中引物进行 PCＲ 扩增，条件为: 42 ℃灭活 5 min，95 ℃
变性 10 s、退火 5 s，60 ℃延伸 34 s，共 40 个循环。反应

结束后利用 SDS( Sequence Detection System) 软件分析

PCＲ 过程各检测样本 Ct( threshold of cycle) 值。引物设

计与合成情况见表 1。

表 1 引物设计及合成情况

引物名称 引物序列
引物长度

( bp)

AMPKα1 F:5'-TGTTCATTGTGGGCTCTGACAT-3' 150
Ｒ:5'-TCTAAATCAGGTTACTCTGGGCAA-3'

TLＲ4 F:5'-ACACGGGAGGGTTGAAGAGG-3' 230
Ｒ:5'-AGAATCTGCTGGAAGAGCCG-3'

IL-18 F:5'-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG-3' 300
Ｒ:5'-TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC-3'

MCP-1 F:5'-CGGCTGGAGAACTACAAG-3' 193
Ｒ:5'-TCTGGACCCATTCCTTAT-3'

GAPDH F:5'-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3' 150
Ｒ:5'-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

7. 2 各组小鼠肾组织 AMPKα1 蛋白表达水平

检测

7. 2. 1 采用 Western Blot 技术检测 称取肾组织
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约 30 mg，提取并测定蛋白浓度，上样，电泳，转膜，用

封闭液按 1∶ 1 000 比例稀释一抗，4 ℃孵育过夜; 次日

TBST 洗 3 次，每次 10 min; 用封闭液按照 1∶ 5 000比例

稀释 HＲP 标记的二抗，孵育 2 h，TBST 洗 3 次，每次 10
min; 使用 ECL 化学发光显色液曝光。运用凝胶图像

分析系统扫描蛋白杂交条带，gel-pro 软件对图像进行

灰度 分 析。蛋 白 相 对 含 量 = 目 的 蛋 白 灰 度 /Actin
灰度。

7. 2. 2 采用免疫组化技术检测 小鼠肾组织固定

后脱水，石蜡切片脱蜡、水化，3%H2O2 封闭，抗原修复，山

羊血清封闭一抗，滴加二抗，室温孵育，滴加试剂 SABC 后

DAB 显色，脱水、透明、封片、镜检。用自动光学照相生物

显微镜拍照，以胞浆内棕黄色颗粒为阳性，使用 IPP 6. 0
真彩色图像分析系统，测定免疫组化切片3 个视野内阳性

表达区平均积分光密度值，结果取均值。
7. 3 各组小鼠血清 IL-18、MCP-1 蛋白表达水平

检测 采用 ELISA 检测。取出 － 80 ℃ 保存的血清样

本，于 4 ℃冰箱内解冻。严格按照 ELISA 试剂盒说明

书进行操作。
8 统计学方法 采用 SPSS 20． 0 进行数据分析，

计 量 数 据 以 x ±s 表 示，多 组 间 比 较 采 用

One -Way ANOVA 分析，方差齐时，各组间两两比较采

用LSD 检验，方差不齐时，则采用Tamhance' s T2 检

验，数据不符合正态分布则采用非参数检验。P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

结 果

1 各 组 小 鼠 肾 组 织 AMPKα1、TLＲ4、IL-18、
MCP-1 mＲNA 转录水 平 比 较 ( 表 2 ) 与 正 常 组 比

较，模型组小鼠 AMPKα1 mＲNA 转录水平下调(P ＜
0. 01 ) ，TLＲ4、IL-18、MCP-1 mＲNA 转 录 水 平 上 调

(P ＜ 0. 01 ) ; 与 模 型 组 比 较，各 治 疗 组 AMPKα1
mＲNA转录 水 平 上 调 (P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ，TLＲ4、
IL-18、MCP-1 mＲNA 转 录 水 平 均 下 调 (P ＜ 0. 01 ) 。
与 PD 高剂量组比较，PD 中剂量组 IL-18 mＲNA 转

录水平上调(P ＜ 0. 01 ) ，PD 低剂量组 IL-18、MCP-1
mＲNA 转录水平均上调(P ＜ 0. 01 ) ; 与 PD 中剂量组

比较，PD 低 剂 量 组 IL-18、MCP-1 mＲNA 的 转 录 水

平均上调(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。
2 各组小鼠肾组织 AMPKα1 蛋白表达水平比

较 ( 表 3，图 1、2 ) 与 正 常 组 比 较，模 型 组 小 鼠

AMPKα1 蛋白表 达 及 平 均 积 分 光 密 度 值 明 显 下 调

(P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，各治疗组 AMPKα1 蛋白表

达及平均积分光密度值明显上调(P ＜ 0. 01) 。与 PD 高

剂量组比较，PD 中剂量组、PD 低剂量组 AMPKα1 蛋

白表达下调(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; 与 PD 中剂量组比

较，PD 低剂量组 AMPKα1 蛋白表达下调(P ＜ 0. 01 ) ;

PD 各组免疫组化平均积分光密度值比较，差异无统计

学意义(P ＞ 0. 05) 。

表 3 各组小鼠肾组织 AMPKα1 蛋白表达水平比较 ( x ±s )

组别 n

AMPKα1

AMPKα1
( Western Blot)

平均积分
光密度值

正常 6 45． 14 ± 2． 29 184． 56 ± 1． 04
模型 6 15． 53 ± 1． 15* 173． 28 ± 1． 40*

阳性药 6 40． 96 ± 1． 47△ 183． 01 ± 1． 55△

PD 高剂量 6 32． 79 ± 0． 47△ 181． 48 ± 1． 71△

PD 中剂量 6 30． 38 ± 0． 82△▲ 181． 26 ± 1． 08△

PD 低剂量 6 24． 91 ± 0． 97△▲▲○ 181． 50 ± 1． 69△

注: 与正常组比较，*P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01; 与 PD 高

剂量组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与 PD 中剂量组比较，○P ＜ 0. 01

注: A 为正常组; B 为模型组; C 为阳性药组; D 为 PD 高剂

量组; E 为 PD 中剂量组; F 为 PD 低剂量组

图 1 各组小鼠肾组织 AMPKα1 蛋白印迹图

3 各组小鼠血清 IL-18、MCP-1 蛋白表达水平比

较( 表 4) 与正常组比较，模型组小鼠 IL-18、MCP-1 蛋

白表达水平明显上升(P ＜0. 01) ; 与模型组比较，阳性药

及 PD 高剂量组 IL-18 蛋白表达水平下调(P ＜0. 01，P ＜
0. 05) ，各治疗组 MCP-1 蛋白表达水平均明显下调(P ＜
0. 01) ; 与 PD 高剂量组比较，PD 低剂量组 IL-18 蛋白表

达水平上调(P ＜ 0. 05) ; PD 各组 MCP-1 蛋白表达水平

比较差异无统计学意义(P ＞ 0. 05) 。

注: A 为正常组; B 为模型组; C 为阳性药组; D 为 PD 高剂

量组; E 为 PD 中剂量组; F 为 PD 低 剂 量 组; 箭 头 所 指

为 AMPKα1

图 2 各组小鼠肾组织 AMPKα1 蛋白表达

( 免疫组化染色，× 200)



·1382· 中国中西医结合杂志 2019 年 11 月第 39 卷第 11 期 CJITWM，Nov． 2019，Vol． 39，No. 11

表 2 各组小鼠肾组织 AMPKα1、TLＲ4、IL-18、MCP-1 mＲNA 转录水平比较 ( x ±s )

组别 n AMPKα1 TLＲ4 IL-18 MCP-1

正常 6 1137． 581 ± 114． 98 102． 62 ± 14． 55 113． 57 ± 14． 77 101． 73 ± 14． 13
模型 6 125． 572 ± 22． 424* 431． 22 ± 22． 96* 2247． 66 ± 177． 73* 407． 97 ± 22． 27*

阳性药 6 522． 832 ± 24． 725△△ 140． 54 ± 14． 11△△ 535． 91 ± 41． 07△△ 260． 3 ± 14． 34△△

PD 高剂量 6 253． 03 ± 32． 34△△ 188． 11 ± 19． 5△△ 1143． 48 ± 66． 58△△ 302． 02 ± 26． 48△△

PD 中剂量 6 188． 75 ± 29． 42△△ 191． 46 ± 27． 79△△ 1395． 02 ± 42． 24△△▲ 308． 76 ± 15． 34△△

PD 低剂量 6 170． 83 ± 31． 74△ 252． 85 ± 13． 11△△ 1530． 77 ± 68． 37△△▲○ 340． 05 ± 21． 23△△▲○○

注: 与正常组比较，*P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与 PD 高剂量组比较，▲P ＜ 0. 01; 与 PD 中剂量组比较，○P ＜ 0. 05，○○P
＜ 0. 01

表 4 各组小鼠血清 IL-18、MCP-1

蛋白表达水平比较 ( x ±s )

组别 n IL-18 MCP-1

正常 6 9． 797 ± 0． 953 12． 941 ± 2． 954
模型 6 39． 043 ± 3． 237* 27． 272 ± 4． 795*

阳性药 6 23． 070 ± 2． 532△△ 14． 073 ± 2． 096△△

PD 高剂量 6 32． 876 ± 3． 079△ 12． 103 ± 3． 791△△

PD 中剂量 6 35． 182 ± 1． 714 10． 733 ± 5． 44△△

PD 低剂量 6 35． 854 ± 2． 064▲ 14． 746 ± 4． 709△△

注: 与 正 常 组 比 较， *P ＜ 0. 01; 与 模 型 组 比 较，△P ＜ 0. 05，
△△P ＜ 0. 01; 与 PD 高剂量组比较，▲P ＜ 0. 05

讨 论

目前 DN 的模型众多，为了满足研究的需要，选

择最佳的 DN 模型是必要的。本次研究目的是探讨

AMPKα1 /TLＲ4 通路在 DN 代谢性炎性损伤中的作

用机制，因此选择 DN 早期肾小球肥大、基质扩张等

肾脏病变 为 主 要 特 征 的 模 型 更 为 合 适。自 发 性 2
型 DN 模型 KK-Ay 小鼠是将 KK 小鼠 2 号染色体上

的黄色肥胖基因 ( Ay 基因) 突变所 得，其 更 易 发 生

高血糖和蛋 白 尿，肾 脏 病 理 改 变 也 更 为 严 重，包 括

弥漫性、中重度系膜基质扩张，系膜细胞增生，局灶

性肾小球硬 化，足 细 胞 丢 失 等，但 不 发 生 肾 间 质 纤

维化［9］，可 更 好 的 反 应 人 类 DN 的 发 病 过 程 和 机

制，对于本次研究更为合适。
传统观念认为 DN 为一种非免疫性 疾 病，主 要

机制包括: 高 糖 导 致 的 多 元 醇 通 路 活 性 增 高，糖 基

化终末产 物 ( advanced glycation end products，AGE )

形成增 加，蛋 白 激 酶 C ( protein kinase C，PKC ) β、δ
及 ε 等亚型 激 活，己 糖 胺 通 路 活 性 增 高，外 周 及 肾

脏局部的肾素—血管紧张素系统激活，过度产生活

性氧簇 ( reactive oxygen species，ＲOS ) ，引 起 肾 脏 固

有细胞 损 伤，最 终 导 致 肾 功 能 不 全［10］。但 控 制 血

糖等对症治疗不能有效延缓 DN 的发生与进展，因

此学术界一直在寻找新的干预途径。
2 型糖尿病患者机体处于慢性、低度炎性反应状

态，是其慢性并发症共同的致病机制［11］，并且人们

也发现 2 型 糖 尿 病 患 者 具 有 免 疫 功 能 低 下 的 特

点［12］，因此近年来，免疫炎性系统与 2 型糖尿病的

相互作用引起了学术界的广泛关注。研究发现，自

然杀伤细胞( natural killer cell，NK) 在改善肥胖患者

内脏脂肪组 织 巨 噬 细 胞 的 浸 润 以 及 胰 岛 素 抵 抗 方

面扮演重要角色［13］; DN 患者中存在巨噬细胞异常

浸润、募集与活化［14］，DN 动物模型中，早期肾小球

与间质中 即 存 在 巨 噬 细 胞 积 聚 和 活 化［15］，从 而 导

致肾脏免疫炎性损伤。并且有些学者认为，免疫指

标 NK 细 胞、免 疫 球 蛋 白 A ( immunoglobulin A，

IgA) 、IgM 与 炎 性 指 标 IL-1、TNF-α、超 敏 C-反 应 蛋

白( hs-CＲP) 可作为诊断糖尿病肾病患者的有效指

标，同时可用于判断预后［16］。以上研究均提示，DN
与免疫炎性损伤密切相关。

Toll 样受体( Toll-like receptors，TLＲs) 为模式识别

受体，在免疫反应中扮演重要角色，作为激活固有免疫

的重要信号通路，在受到配体刺激的情况下可传递炎

症信号，并导致炎症细胞浸润 及 炎 症 因 子 释 放［17］。
TLＲ4 是第一个在哺乳动物中被发现的 Toll 样受体，在

许多炎症性疾病中起着重要的作用［18］。TLＲ4 介导的

信号通路包括髓样分化因子 88 ( myeloid differentiation
primary response 88，MyD88 ) 依赖途径和非 MyD88 依

赖途径。MyD88 依赖途径是 TLＲ4 经典的主要信号转

导途径: 其通过与识别的配体结合，激活核因子 κB
( nuclear factor-κB，NF-κB) 诱导产生多种炎症因子，如

ILs、TNF-α、黏附因子及趋化因子等，参与促炎反应及

免疫应答的调节［19］。
趋化因子( chemokine) 是一类在人体的生理机能

中发挥着重要作用的小分子蛋白，多由免疫细胞和神

经胶质细胞等分泌，具有化学趋化活性。MCP-1 是趋

化因子 CC 亚家族成员之一，可以趋化单核细胞、巨噬

细胞和 T 淋巴细胞，影响其吞噬作用以及产生抗体，从

而对抗外来入侵微生物的生理功能［20］。IL-18 又名

IFN-γ 诱导因子，属于 IL-1 细胞因子家族，是重要的炎
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性细胞因子［21，22］。
胰岛素抵抗与 TLＲ4 信号通路也存在相关性［23］，

因此，在糖尿病小鼠模型及糖尿病患者体内 TLＲ4 的

表达均增加［24，25］。高血糖是糖尿病并发症的始动因

素，可诱导肾小球系膜细胞分泌 MCP-1，引起单核 /巨
噬细胞浸润与活化，介导中性粒细胞、单核 /巨噬细胞

与肾小球细胞的黏附级联反应，引起小管 － 间质炎症，

促进了肾间质纤维化［26］，高血糖等代谢紊乱状态下，

肾小 球 系 膜 细 胞 和 足 细 胞 IL-1β、IL-18 等 水 平 升

高［27］。并且糖尿病患者血清及尿液 IL-18、MCP-1 水

平随着 DN 病情加重逐渐升高［28］。
DN 的主要病理特征是人肾系膜细胞( human glo-

merular mesangial cells，HGMCs) 增殖和胞外基质( ex-
tracellular matrix，ECM) 聚集［29］。研究发现，高糖刺激

系膜细胞后，TLＲ4 及下游 MyD88 等蛋白表达增加，提

示 NF-κB 信号通路被激活，可促进 MCP-1 等炎性因子

的分泌［30］; DN 患者肾组织 TLＲ4 表达上调，且与 MCP-
1、IL-18 有显著相关性［31］。本研究结果模型组 TLＲ4、
MCP-1、IL-18 表达明显高于正常组，与文献报道相符，

说明 DN 小鼠肾脏中存在异常的免疫炎性反应，并且

提示 TLＲ4 可能是 DN 炎症介质活化的一个重要机制，

TLＲ4 的活化可增加其下游 MCP-1、IL-18 等促炎因子

的表达，上述因子作用于肾脏细胞，最终导致病理性损

伤。而干预相关免疫炎性指标，可改善 DN 炎性损伤。
AMPK 是机体重要的能量调节开关，作为第二信

使与多条信号通路参与细胞蛋白质的合成、调节氧化

应激及改善炎症等［32］。近年来研究发现，AMPK 在糖

尿病等代谢性疾病中发挥重要作用［33，34］。糖尿病患

者的高血糖和高血脂会引起代谢异常，高血糖可引起

营养和细胞能量的关键传感器 AMPK 失活，长链饱和

脂肪酸可激活 TLＲ4［35］。
现代药理学研究认为 PD 具有抗感染、抗炎、抗

氧化、抗肿瘤、抗 纤 维 化、抗 心 肌 缺 血、脂 质 调 节 等

作用，近期 研 究 报 道，PD 可 改 善 糖 尿 病 大 鼠 的 糖、
脂代谢［36］，有效延缓小鼠糖尿病性肾纤维化［37］，发

挥肾脏保护作用。本次实验结果表明，在 DN 小鼠

模型 中，PD 明 显 改 善 小 鼠 TLＲ4 表 达，显 著 降 低

MCP-1、IL-18表达，提示 PD 可能通过抑制 TLＲ4 在

DN 肾脏组织中的聚集及表达，减少其下游 MCP-1、
IL-18 等炎症因子的释放，从而减轻 DN 小鼠肾组织

中异常的免疫炎症反应，发挥肾脏保护作用。其作

用 机 制 可 能 与 上 调 AMPKα1 的 表 达，通 过 调 节

AMPKα1 /TLＲ4 信号通 路，抑 制 了 免 疫 炎 症 网 络 通

路中的关键信号分子 MCP-1 和 IL-18 的生物学活性

相关，证明 PD 可能具有类似于 AMPKα1 激动剂的

作用。实验结果也显示，PD 上调 AMPKα1 表达、抑

制 IL-18、MCP-1 活性的作用在高剂量组更为明显，

呈一定的量效关系。
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