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摘要　目的：观察黄连对糖尿病肾病大鼠肾脏病理、肾小球ＮＦκＢ及ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的影响。方法：采用高脂饮食结合腹
腔注射链脲佐菌素方法建立糖尿病ＳＤ大鼠模型，随机分为模型组、厄贝沙坦组［３１２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、黄连低、中、高剂量
组［相当于人黄连饮片用量的８３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、１０００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，每组８只，另取８只正常大鼠作为对
照，给药１２周后，检测各组大鼠肾小球ＮＦκＢ及ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平及肾脏病理变化。结果：黄连各剂量组可显著
降低大鼠肾脏ＮＦκＢ表达（Ｐ＜００５），黄连高剂量组及厄贝沙坦组可显著增强大鼠肾脏ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００５），
各用药组均有一定改善大鼠肾脏病变的作用。结论：黄连具有降低糖尿病肾病大鼠肾脏 ＮＦκＢ表达及增强 ＰＰＡＲγｍＲ
ＮＡ表达的作用，可缓解肾脏病变。
关键词　糖尿病肾病；黄连；ＮＦκＢ；ＰＰＡＲγ
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　　糖尿病肾病（ＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病的主要微血管并发症之一，其以肾小球肥大、肾小

球滤过率降低、肾小球外基质堆积和肾小球纤维化

为主要病理特征［１］，是导致我国终末期肾病的主要

原因之一［２］。包括多种炎性反应因子参与的炎性反

应在ＤＮ进展过程中发挥重要作用［３］。

过氧物酶体增殖体激活受体 γ（ＰｅｒｏｘｉｓｏｍｅＰｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｏｒＡｃｔｉｖａｔｅｄＲｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）是 ＰＰＡＲ核受

体家族中的一员，其通过改善胰岛素抵抗并降糖、降

低血压、调节细胞生长周期、抑制脂质在肾脏沉积、

抗炎抗氧化等作用改善 ＤＮ所致肾脏损伤［４］。核因

子κＢ（ＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒＫａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）存在于多种
组织细胞中，是炎性反应的关键调控因子，其通过上

调多种炎性反应因子及前炎性反应因子表达，如肿

瘤坏死因子α（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、单
核细胞趋化因子１（ＭｏｎｏｃｙｔｅＣｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔＰｒｏｔｅｉｎ
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１，ＭＣＰ１）、细胞间黏附分子１（ＩｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒＡｄｈｅｓｉｏｎ
Ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）等，募集炎性反应细胞向肾小球
浸润，诱发并加重肾小球炎性反应损伤，参与 ＤＮ进
展［５］。而在 ＤＮ发病过程中，ＰＰＡＲγ可通过抑制
ＮＦκＢ表达，减轻ＤＮ炎性反应损伤，发挥肾脏保护
作用。

黄连 是 毛 茛 科 植 物 黄 连 （Ｃｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｆｒａｎｃｈ．）、三角叶黄连（ＣｏｐｔｉｓｄｅｌｔｏｉｄｅａＣＹＣｈｅｎｇｅｔ
Ｈｓｉａｏ）或云连（ＣｏｐｔｉｓｔｅｅｔａＷａｌｌ）的干燥根茎［６］，具

有“清热燥湿解毒”作用，广泛应用于表现为湿热证

侯、火毒证侯的多种疾病。近年来部分中医临床工

作者总结了以“郁、热、虚、损”为特点的糖尿病发病

规律，并应用大剂量黄连治疗糖尿病，取得了一定疗

效。而在实验研究中也证实了黄连所含盐酸小檗

碱、巴马汀等具有一定降低血糖及改善糖尿病并发

症的作用［７８］。本研究以全成分提取的黄连配方颗

粒为干预手段，选取具有肾脏保护作用的 ＰＰＡＲγ
及促进肾脏炎性反应损伤的 ＮＦκＢ作为观察指标，
对比不同剂量黄连配方颗粒对此二者的影响，为临

床应用黄连干预ＤＮ提供实验依据。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级健康雄性ＳＤ大鼠７０只，体质
量１６０～１８０ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有
限公司，合格证号ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１，全部饲养于
首都医科大学附属北京世纪坛医院动物实验室（室

温２０～２４℃，空气相对湿度５０％ ～７０％，昼夜循环
１２ｈ，自由进食）。
１１２　药物　黄连配方颗粒，基原为毛茛科植物黄
连ＣｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ的干燥根茎，购自北京康
仁堂药业有限公司（批号：１５００５６５１），１ｇ黄连配方
颗粒提取自１０ｇ黄连饮片；厄贝沙坦片（安博维）购
自赛诺菲（杭州）制药有限公司（批号：５Ａ１５４）；高脂
饲料（６６７５％普通饲料，２０％蔗糖，１０％猪油，３％蛋
黄粉，１％胆固醇，０２５％胆酸钠）购自北京科澳协力
饲料有限公司（批号：１１００２９０００１７６９１）。
１１３　试剂与仪器　链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，
ＳＴＺ）购自 Ｓｉｇｍａ公司（货号：Ｓ０１３０）；兔抗 ＮＦκＢ
ｐ６５（Ａ）单克隆抗体（１∶１００）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产
品（货号：ｓｃ１０９）；超敏二步法免疫组化检测试剂
（货号：ＰＶ９００１）购自北京中杉金桥生物技术有限
公司；超纯ＲＮＡ提取试剂盒（货号：ＣＷ０５８１）、ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（货号：ＣＷ０９５６）、ＨｉＦｉ
ＭＭＬＶｃＤＮＡ第一链合成试剂盒（货号：ＣＷ０７４４），

均购自北京康为世纪生物科技有限公司；引物序列

由上海英骏生物技术有限公司合成。ＡＢＩ７５００型快
速实时荧光定量 ＰＣＲ仪为美国 ＡＢＩ公司生产。奥
林巴斯ＢＸ５１光学显微镜显微镜为日本奥林巴斯株
式会社生产。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　ＳＤ大鼠适应性饲养１周
后，随机分为正常对照组（ｎ＝８）和ＳＴＺ诱导组（ｎ＝
６２），分别予普通饲料及高脂饲料。４周后，ＳＴＺ诱导
组腹腔注射新鲜配制的 ＳＴＺ溶液（３５ｍｇ／ｋｇ），正常
对照组予等剂量的枸橼酸钠腹腔注射。ＳＴＺ注射７２
ｈ及 １周后，尾静脉采血测定空腹血糖（Ｆａｓｔｉｎｇ
ＢｌｏｏｄＧｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ），２次 ＦＢＧ均超过１６７ｍｍｏｌ／Ｌ
者为ＤＭ造模成功［９］。造模成功的 ＤＭ大鼠４０只
随机分为模型组、厄贝沙坦组、黄连低、中、高剂量

组，每组８只。
１２２　给药方法　厄贝沙坦组予３１２５ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）厄贝沙坦片（安博维）灌胃；黄连低、中、高剂量组
分别予 ５２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、３１２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、６２５
ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）黄连配方颗粒剂灌胃［折算为成人黄连
饮片用量为：８３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、
１０００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，连续给药１２周［１０］。

１２３　检测指标与方法
１２３１　ＨＥ染色　第１２周末，所有大鼠腹腔注射
水合氯醛（１０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，手术剥离大鼠两侧肾脏，
将去掉包膜的肾脏纵向剖开，留取包括肾髓质及肾

皮质的完整扇形组织。左侧肾脏组织４％多聚甲醛
固定、石蜡包埋切片（４μｍ），常规 ＨＥ染色，光学显
微镜（×４００）观察大鼠肾小球病理改变，使用 ＪＥＤＲ
８０１Ｄ形态学图像分析系统软件采集图像。
１２３２　免疫组化染色　取石蜡固定切片（４μｍ）
行免疫组织化学法观察肾小球 ＮＦκＢ表达。步骤：
脱蜡；高温高压法组织修复；３％过氧化氢孵育５～
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，２ｍｉｎ×３次；滴加一抗，４℃冰箱
过夜，ＰＢＳ冲洗，２ｍｉｎ×３次；滴加二抗，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，２ｍｉｎ×３次；ＤＡＢ显色，蒸馏水充
分冲洗；ＤＡＢ显色；苏木素复染细胞核，分化，返蓝；
剃度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。每张切

片在高倍镜（×４００）下选取含有肾小球的６个连续
不重复视野，以胞质或胞核出现金黄色或棕黄色颗

粒为阳性信号，采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析软
件测定平均积分光密度值（ＩＯＤ／ａｒｅａ），以平均值作
为该大鼠的肾脏阳性产物平均积分光密度值。

１２３３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测肾脏 ＰＰＡＲγ
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ｍＲＮＡ表达　取右侧肾组织肾皮质１００ｍｇ，按超纯
ＲＮＡ提取试剂盒说明书操作进行总ＲＮＡ提取，以总
ＲＮＡ为模板，逆转录合成 ｃＤＮＡ。采用 Ｐｒｉｍｅｒ３０及
ＮＣＢＩｐｒｉｍｅｒ设计软件设计基因 ｃＤＮＡ上游及下游
引物，由上海英骏生物技术有限公司合成引物。

ＰＰＡＲγ引物序列上游：５′ＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＡＧＣＴＧＡ
ＡＣＣＡ３′，下游：５′ＡＧＡＴＣＴＣＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＧ３′，
１６３ｂｐ；内参βａｃｔｉｎ引物序列上游：５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴ
ＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′， 下 游： ５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧ
ＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′，１５０ｂｐ；待测物相对定量测定采用
常用的２－△△Ｃｔ法［１１］。

１３　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ２００软件进行数据
统计分析，计算资料数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

方差齐时采用 ＳＮＫ法，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３
法。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　大鼠肾小球ＨＥ染色　ＨＥ染色可见正常组大
鼠肾小球毛细血管球结构清晰，管腔无狭窄，肾小球

滤过膜结构完整，未见增厚、皱曲，肾小管结构清晰，

肾间质未见炎性反应细胞浸润。ＤＮ大鼠肾小球体
积缩小、毛细血管球结构破坏，局部肾小球组织纤维

化、玻璃样变，毛细血管腔明显狭窄，并有脂质物质

沉积导致滤过膜增厚，肾小管萎缩，肾间质血管增

生。经厄贝沙坦及黄连低、中、高剂量干预后，大鼠

肾小球病变均有改善，肾小球结构尚完整，毛细血管

球结构无明显破坏，毛细血管腔狭窄减轻，系膜基质

部分增生，ＨＥ染色结果见图１。

图１　各组大鼠肾小球ＨＥ染色
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：黄连低剂量组；Ｄ：黄连中剂
量组；Ｅ：黄连高剂量组；Ｆ：厄贝沙坦组。

２２　大鼠肾脏ＮＦκＢ免疫组化染色　正常组大鼠
肾小球可见少量ＮＦκＢ表达，肾小管中几乎观察不
到ＮＦκＢ着色；与正常组比较，模型组大鼠肾小球
着色明显，经西药及黄连各剂量组干预后，ＮＦκＢ表
达减少，结果见图２。平均积分光密度值显示，与正

常组比较，模型组、厄贝沙坦组肾小球 ＮＦκＢ表达
明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组
比较，黄连各剂量组 ＮＦκＢ表达明显降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），其中黄连中剂量组 ＮＦκＢ
表达最低，结果见表１。

图２　各组大鼠肾小球ＮＦκＢ免疫组化染色
　　注：Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：黄连低剂量组；Ｄ：黄连中剂
量组；Ｅ：黄连高剂量组；Ｆ：厄贝沙坦组。

表１　各组大鼠肾脏ＮＦκＢ免疫组化平均积分光密度值

组别 只数 ＮＦκＢ（ＩＯＤ／ＡＲＥＡ）

正常组 ８ （０００５２００００６）１０－２

模型组 ８ （３３７７８０７７０８）１０－２

黄连低组 ８ （０４４４５００６０２）１０－２△

黄连中组 ８ （０４０３８００５６８）１０－２△

黄连高组 ８ （０４６９７００６６６）１０－２△

厄贝沙坦组 ８ （３３５４６０７７２２）１０－２

　　注：与正常组比较Ｐ＜００５；与模型组比较△Ｐ＜００５。

２３　大鼠肾脏 ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达　与正常组比
较，模型组、黄连各剂量组、厄贝沙坦组ＰＰＡＲγｍＲ
ＮＡ表达明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
与模型组比较，黄连高剂量组及厄贝沙坦组ＰＰＡＲγ
ｍＲＮＡ表达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），其中厄贝沙坦组 ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达高于黄
连高剂量组（Ｐ＜００５），其余药物组间差异不明显
（Ｐ＞００５），结果见图３。

图３　各组大鼠ＰＰＡＲγｍＲＮＡＰＣＲ结果
　　注：与正常组比较Ｐ＜００５；与模型组比较△Ｐ＜００５；

与黄连高剂量组比较▲Ｐ＜００５。
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３　讨论
ＤＮ的病理改变包括肾小球及肾小管间质肥大、

肾小球基底膜增厚、细胞外基质蛋白在肾小球系膜

及肾小管间质中的沉积［１２］。本研究发现ＤＮ模型组
肾小球体积缩小、纤维化，功能破坏明显，符合 ＤＮ
后期肾小球纤维化病理改变，经黄连及厄贝沙坦干

预后，肾小球纤维化病变减轻，肾脏病理损伤缓解，

说明黄连及厄贝沙坦具有缓解 ＤＮ肾脏损伤的作
用。

本研究免疫组化染色观察到模型组 ＮＦκＢ表
达集中于肾小球部分，而在肾小管中几乎观察不到

ＮＦκＢ着色，提示在ＤＮ进展过程中，由ＮＦκＢ介导
的炎性反应主要发生于肾小球内，其可能通过募集

炎性反应细胞向肾小球聚集，诱发炎性反应，导致肾

小球损伤。ＰＣＲ检测发现，模型组肾脏皮质中对
ＮＦκＢ具有抑制作用的 ＰＰＡＲγｍＲＮＡ含量明显下
降，提示在ＤＮ发病过程中，促进炎性反应蛋白的增
多，和抑制炎性反应蛋白的减少，共同导致了 ＤＮ肾
小球损伤。通过药物干预，发现黄连及厄贝沙坦都

能增加 ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的含量，提示二者可能通过
ＰＰＡＲγ相关通路抑制了 ＮＦκＢ及其介导的炎性反
应，缓解了 ＤＮ肾脏损伤。此外，黄连干预后，还可
直接减少ＮＦκＢ在肾小球的表达，进一步抑制肾小
球炎性反应，这可能由于黄连含有多种有效成分，与

厄贝沙坦比较，能多靶点发挥抗炎作用，其具体机制

有待深入研究。

总之，本研究发现黄连可减轻 ＤＮ肾小球损伤，
这可能与其抑制 ＤＮ肾小球 ＮＦκＢ蛋白表达、增强

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达相关。
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