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白芍总苷对慢性肾小球肾炎模型大鼠的肾脏保护作用及机制研究
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摘要：目的 探讨白芍总苷（TGP）对慢性肾小球肾炎（CGN）大鼠的肾脏保护作用及机制。方法 通过注射阳离

子化牛血清白蛋白（C-BSA）诱导 CGN 大鼠模型。将 SD 大鼠随机分成空白组、模型组、醋酸泼尼松组（5 mg·kg-1）

及白芍总苷高、低剂量组（200、100 mg·kg-1），灌胃给药，连续给药 4 周。给药结束后，检测大鼠 24 h 尿蛋白

及血清肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）水平；采用免疫荧光法检测肾脏组织中 IgG 和 C3 的沉积情况；Western Blot
法检测肾脏组织中白细胞介素（IL）1β、转化生长因子（TGF）β、p62、TRAF6 及核因子 κB（NF-κB）蛋白表达情

况。结果 与空白组比较，模型组大鼠的 24 h 尿蛋白排泄量及血清中 Scr、BUN 含量显著升高（P < 0.01），肾

脏中 IgG 和 C3 沉积增多，IL-1β、TGF-β、p62、NF-κB 及 TRAF6 蛋白表达明显上调（P < 0.01）。与模型组比

较，白芍总苷高、低剂量组大鼠的 24 h 尿蛋白排泄量及血清中 Scr、BUN 含量明显降低（P < 0.05，P <
0.01），肾脏组织中 IgG 和 C3 沉积明显减少，IL-1β、TGF-β、p62、NF-κB 及 TRAF6 蛋白表达明显下调（P <
0.05，P < 0.01）。结论 白芍总苷对 CGN 大鼠具有肾脏保护作用，其机制可能与下调 IL-1β、TGF-β 表达，

影响 p62/TRAF6/NF-κB 信号通路激活有关。
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Renal Protective Effect of Total Glycosides of Paeony on Chronic Glomerulonephritis
Model Rats
LIN Jin1，OUYANG Hui2，LIANG Chunling3，ZHAO Zhendong1，WANG Xiaogen1，ZHOU Jiuyao3（1. Guangdong
Food and Drug Vocational College， Guangzhou 510520 Guangdong， China； 2. Changsha Health Vocational
College， Changsha 410100 Hunan， China； 3. Guangzhou University of Chinese Medicine， Guangzhou 510006
Guangdong，China）
Abstract：Objective To investigate the effect and the possible mechanism of total glycosides of paeony（TGP）on
chronic glomerulonephritis model rats. Methods The model of chronic glomerulonephritis was induced by tail vein
injection of cationized bovine serum albumin（C-BSA）. SD rats were randomized into normal group，model group，
high- ， low- dose TGP groups（200， 100 mg · kg- 1）， and prednisone acetate group（5 mg · kg- 1）. After the
administration，the levels of urinary protein，serum creatinine（Scr）and urea nitrogen（BUN）in rats were detected.
The deposition of IgG and C3 in the kidneys were detected by immunofluorescence. The expression levels of IL-1，
TGF-β，p62，TRAF6，NF-κB protein in kidneys was detected by Western Blot. Results Compared with normal
group，the levels of 24 h urinary protein，serum Scr and BUN in the model group were significantly increased（P <
0.01），the deposition of IgG and C3 and the expression levels of IL-1β，TGF-β，p62，TRAF6，NF -κB protein
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in the model group increased（P < 0.01）. Compared with model group，the levels of 24-hour urinary protein，serum
Scr and BUN in the high TGP group and low TGP group were significantly decreased（P < 0.05，P < 0.01）； the
deposition of IgG and C3 and the expression levels of IL-1β，TGF-β，p62，TRAF6，NF -κB protein in high TGP
group and low TGP group were significantly decreased（P < 0.05，P < 0.01）. Conclusion TGP exerts a therapeutic
effect on chronic glomerulonephritis model rats by decreasing the expression of IL- 1β， TGF- β and influencing
activation of p62/TRAF6/NF-κB signaling pathway.
Keywords：Total glycosides of paeony；chronic glomerulonephritis； inflammation； immune；p62/TRAF6/NF-κB
signaling pathway；rats

慢 性 肾 小 球 肾 炎（Chronic glomerulonephritis，
CGN）简称慢性肾炎，为临床常见的一组肾小球疾

病。该病发病较为隐匿，发病机制复杂，病理类型

多样，病情迁延较难治愈。其临床上可表现为蛋白

尿、血尿、高血压、水肿、高脂血症、低蛋白血症

等症状，同时伴有不同程度肾功能受损，如不及时

控制将会导致肾小球硬化，继而发展成尿毒症。目

前，临床对于 CGN 尚缺乏特效的治疗手段，主要是

根据症状给予对症治疗，如使用利尿剂、免疫抑制

剂、激素等[1-2]。但这些药物对不同病理类型的 CGN
治疗效果不尽相同，且存在一定不良反应[3-4]。

白芍总苷（Total glucosides of paeony，TGP）是从

中药白芍中提取的一组糖苷类物质的总称，包含芍

药苷、芍药内酯苷等主要成分。研究[5-7]发现，白芍

总苷具有抗炎、调节免疫、镇痛等功效，近年来已

被广泛应用于多种肾脏疾病的临床治疗，白芍总苷

单用或联合使用对糖尿病肾病、狼疮性肾炎等继发

性肾小球疾病具有较好的治疗作用，能够改善患者

受损的肾功能，修复肾脏损伤。本研究拟建立 CGN
大鼠模型，探讨白芍总苷对其肾脏的保护作用及相

关机制。

1 材料与方法

1.1 动物 SD 雄性大鼠 45 只，SPF 级，体质量（200±
20）g，购自广州中医药大学实验动物中心，动物生产

许可证号：SCXK（粤）2013-0034。
1.2 药物及试剂 白芍总苷，宁波立华制药有限公

司，批号：20140712；醋酸泼尼松片，广东华南药

业集团有限公司，批号： 140502。牛血清白蛋

白（BSA），美国 Sigma 公司，批号：A1933；尿素

氮（BUN）试剂盒（批号：20160512）、肌酐（Scr）试剂

盒（批号：20160516），均购自南京建成生物工程研

究所；C3 抗体（批号：bs-2934R）、IgG 抗体（批号：

bs-0295G-FITC），均购自北京博奥森生物技术有限

公司；核因子 κB（NF-κB）抗体（批号：SC-109）、

TRAF6 抗体（批号：SC-8409），均购自美国 Santa 公

司 ； p62 抗 体（批 号 ： ab56416）、 转 化 生 长 因

子（TGF）β 抗体（批号： ab92486），均购自英国

Abcam 公 司 ； 白 细 胞 介 素（IL）1β 抗 体（批 号 ：

12242s）、β-actin 抗体（批号：D0615），均购自美国

CST 公司。

1.3 主要仪器 T15RT 型台式高速冷冻离心机，上海

天美生化仪器设备工程有限公司；TE2000S 型荧光倒

置显微镜，日本 NIKON 公司；THM51119300 型全波

长酶标分析仪，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

Tanon520 型天能凝胶成像系统，上海天能科技公

司；HH-6 型数显恒温水浴锅，江苏金坛市医疗仪

器厂。

1.4 分组、模型复制及给药 随机留取 8 只大鼠作为

空白组，其余大鼠进行模型复制，方法如下：取制

备好的阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA）[8]，用 PBS 溶

解后加入弗氏不完全佐剂制备成乳剂，于大鼠皮下

部位进行多点注射，每只注射 1 mg。第 2 周开始，

隔日尾静脉注射 C-BSA，每只注射 2.5 mg，持续

3 周。3 周后收集各大鼠 24 h 尿液，测定 24 h 尿蛋

白含量，以 24 h 尿蛋白＞10 mg 为模型复制成功。

本实验模型复制成功率为 100%，去除其中 24 h 尿蛋

白过低或过高共 5 只大鼠后，随机分为模型组、醋

酸泼尼松组（5 mg·kg- 1）及白芍总苷高、低（200、
100 mg·kg-1）剂量组；每天灌胃给药 1 次，给药体积

为 10 mL·kg-1，空白组及模型组灌胃等量生理盐水，

连续给药 4 周。

1.5 24 h 尿蛋白及血清 Scr、BUN 含量测定 给药
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4 周后收集各大鼠 24 h 尿液，采用考马斯亮蓝法测

定大鼠 24 h 尿蛋白含量。采用水合氯醛麻醉大鼠，

以真空采血管从腹主动脉采集血液样本，以 3 000 r·min-1

（离心半径 13.5 cm）离心 10 min，分离血清，按照试

剂盒说明书步骤测定 Scr、BUN 的含量。

1.6 免疫荧光法检测肾小球 IgG、C3 沉积情况 取

大鼠肾脏组织用 OTC 进行包埋，用冰冻切片机切

成 4 μm 切片，用预冷丙酮固定 10 min，清洗后

备用。取备用切片，滴加 FITC 标记的 IgG 抗体

（1∶50），避光 37 ℃下孵育 30 min，清洗抗体后滴加

50%甘油封片，在荧光显微镜下观察肾小球 IgG 沉积

情况。

取备用切片，用 5% BSA 室温下孵育封闭 30 min；
清洗后滴加 C3 抗体（1∶100），4 ℃下孵育过夜；清洗

抗体后，滴加 FITC 标记二抗，湿盒中 37 ℃下避光

孵育 1 h；清洗抗体后滴加 50%甘油封片，在荧光显

微镜下观察肾小球 C3 沉积情况。

1.7 Western Blot 法测定肾组织中 IL-1β、TGF-β、

p62、TRAF6 及 NF-κB 蛋白表达 剪取适量大鼠肾

皮质组织，加入 1 mL 蛋白裂解液，置于冰上进行匀

浆；然后在 4 ℃下以 12 000 r·min-1（离心半径 13.5 cm）
离心 10 min，吸取上清液，采用 BCA 法测定蛋白浓

度。调节蛋白浓度一致后，加入上样缓冲液置于沸

水中加热 5 min 处理样品，冷却后置于-20 ℃保存。

取 50 μg 蛋白样品上样，进行 SDS-PAGE 电泳，随

后电转到 PVDF 膜，用 5% BSA 于室温下封闭 1 h；
洗涤后加入一抗 IL-1β（1∶2 000）、TGF-β（1∶500）、

p62（1∶1 000）、TRAF6（1∶500）、NF-κB（1∶500）及

β-actin（1∶2 000）抗体，4 ℃下过夜；洗涤后加入

HRP 标记二抗，室温下孵育 1 h；采用 ECL 进行显

影，扫描。以 β-actin 为内参，采用 Image-Pro Plus
6.0 软件对目的蛋白进行半定量分析。

1.8 统计学处理方法 采用 SPSS 18.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 白芍总苷对 CGN 大鼠 24 h 尿蛋白及血清 Scr、
BUN 水平的影响 结果见表 1。与空白组比较，模

型组大鼠 24 h 尿蛋白及血清 Scr、BUN 含量显著升

高，差异均有统计学意义（P < 0.01）。与模型组比

较，白芍总苷高、低剂量组及醋酸泼尼松组大鼠的

24 h 尿蛋白及血清 Scr、BUN 含量明显降低，差异均

有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。结果表明，白

芍总苷能改善 CGN 大鼠受损的肾功能。

表 1 白芍总苷对慢性肾小球肾炎大鼠 24 h尿蛋白及血清肌肝（Scr）、尿素氮（BUN）水平的影响（x ± s，n=8）
Table 1 Effect of total glucosides of paeony on values of 24 h urine protein，Scr and BUN in rats with chronic glomerulonephritis（x ± s，

n=8）
组别

空白组

模型组

白芍总苷高剂量组

白芍总苷低剂量组

醋酸泼尼松组

剂量/（mg·kg-1）

-
-

200
100

5

24 h 尿蛋白/mg
4.06 ± 1.33

129.20 ± 23.55**

76.06 ± 11.05##

81.84 ± 14.44##

73.67 ± 15.45##

Scr/（μmol·L-1）

49.85 ± 5.79
69.14 ± 8.51**

52.67 ± 8.36##

56.36 ± 10.03#

53.09 ± 7.50##

BUN/（mmol·L-1）

3.31 ± 0.64
5.89 ± 0.74**

4.89 ± 0.58##

5.11 ± 0.61#

4.83 ± 0.80#

注：与空白组比较，
**
P < 0.01；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01

2.2 白芍总苷对 CGN 大鼠肾脏 IgG、C3 沉积的

影响 结果见图 1。与空白组比较，模型组大鼠肾脏

组织中可见明显的 IgG 和 C3 沉积于肾小球中，表现

出强烈的荧光信号。与模型组比较，白芍总苷高、

低剂量组和醋酸泼尼松组大鼠肾脏组织中的 IgG 和

C3 荧光信号明显减弱。结果表明，白芍总苷能减少

CGN 大鼠肾小球中的免疫球蛋白及补体沉积。

2.3 白芍总苷对CGN大鼠肾脏组织中 IL-1β、TGF-β
蛋白表达的影响 结果见图 2。与空白组比较，模型

组大鼠肾脏组织中 IL-1β、TGF-β 蛋白表达显著上

调，差异有统计学意义（P < 0.01）。与模型组比较，

白芍总苷高、低剂量组和醋酸泼尼松组大鼠肾脏组

织中的 IL-1β、TGF-β 蛋白表达明显下调，差异有

统计学意义（P < 0.01）。结果表明，白芍总苷能够降
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A. 空白组 B. 模型组 C. 白芍总苷高剂量组 D. 白芍总苷低剂量组 E. 醋酸泼尼松组

IgG

C3

图 1 白芍总苷对慢性肾小球肾炎大鼠肾脏组织 IgG、C3沉积的影响（免疫荧光，×200）
Figure 1 Effect of total glucosides of paeony on the deposition of IgG and C3 in the kidney of rats with chronic glomerulonephritis
（IF，×200）

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 白芍总苷高剂量组；D. 白芍总苷低剂量组；E. 醋酸泼尼松组。与空白组比较，
**
P < 0.01；与模型组比较，##P <

0.01
图 2 白芍总苷对慢性肾小球肾炎大鼠肾脏组织中 IL-1β、TGF-β蛋白表达的影响（x ± s，n=4）
Figure 2 The effect of total glucosides of paeony on expression of IL-1β and TGF-β protein in kidney of chronic glomerulonephritis
rats（x ± s，n=4）
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低 CGN 大鼠肾脏组织中的炎性反应。

2.4 白芍总苷对 CGN 大鼠肾脏组织中 p62、TRAF6、
NF-κB 蛋白表达的影响 结果见图 3。与空白组比

较，模型组大鼠肾脏组织中的 p62、TRAF6、NF-κB
蛋白表达显著上调，差异有统计学意义（P < 0.01）。

与模型组比较，白芍总苷高、低剂量组和醋酸泼尼

松组大鼠肾脏组织中的 p62、TRAF6、NF-κB 蛋白表

达明显下调，差异均有统计学意义（P < 0.05，P <
0.01）。结果表明，白芍总苷能抑制 CGN 大鼠肾脏组

织中的 p62/TRAF6/NF-κB 通路活化。

3 讨论

白芍总苷（TGP）是一种新型糖苷类中药免疫调节

剂，是中药白芍中提取的具有多途径抑制自身免疫

反应的有效部位，近年来被逐渐应用于糖尿病肾

病、肾病综合征、狼疮性肾炎、慢性肾小球肾

炎（CGN）等多种肾脏疾病的临床治疗。研究[5-7，9-10]表

明，白芍总苷能有效改善肾脏疾病中的血脂异常，

减轻炎性反应及尿蛋白排泄，减轻肾间质纤维化，

改善肾功能损伤，且具有不良反应小的优势。

尿蛋白是 CGN 临床的主要症状之一，其发生的

主要原因是由于肾脏基底膜受损。蛋白质排泄增加

对肾脏的固有细胞具有直接毒性，会刺激肾脏的炎

性介质释放，加重肾脏损伤[11-12]。因此，蛋白尿不但

是反映肾脏损伤的重要指标，同时还是加速肾功能

损伤的一个独立危险因素[13]。Scr、BUN 是评价肾功
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能的 2 个重要指标，肾功能损伤会导致血液中的

Scr、BUN 蓄积。

CGN 发病机制复杂，目前普遍认为其主要是由

免疫介导的炎性反应引起。通过免疫病理检查可发

现免疫复合物沉积在肾组织中。此外，多种细胞因

子参与了 CGN 疾病的发生发展。白细胞介素（IL）1β
是机体内重要的天然免疫细胞因子，研究[14-15]发现，

其可由肾小球系膜细胞产生，除了能够介导免疫炎

性反应外，还能刺激诱导肾小球系膜细胞增生及肾

小管间质转分化，影响 CGN 疾病的进程。转化生长

因子（TGF）β 作为一种重要的多功能多肽生长因子，

其可通过调控细胞外基质合成与降解，进而影响肾

纤维化的进程[16]。

核因子 κB（NF-κB）是细胞中的一种转录因子，

广泛参与调节细胞应激反应，如免疫应答、炎性反

应等的基因转录。研究[17-20]发现，NF-κB 活化与多种

肾病如糖尿病肾病、狼疮性肾炎、IgA 肾病等疾病的

进展密切相关。同时，NF-κB 活化也会诱导释放多

种炎性介质，参与肾脏免疫炎性损伤过程 [21]。p62/
SQSTM1 是一种多功能泛素结合蛋白，其可通过分子

结构中不同功能结构域与相应蛋白相互作用，进而

调控细胞稳态和信号传导。研究[22]发现，在 IL-1 或

肿瘤坏死因子（TNF）α 刺激诱导下，p62 可以通过与

TRAF6 结合，作为 TRAF6 支架蛋白，增强 TRAF6
泛素化，进而调控 IKK 复合物的泛素化以及 NF-κB
的激活，从而诱发免疫炎性反应。

本研究结果显示，CGN 模型大鼠肾功能出现损

伤，24 h 尿蛋白含量增加，肾小球中出现免疫球蛋

白（IgG）和补体（C3）沉积。进一步研究发现，CGN 大

鼠肾脏中炎性反应增强，p62、TRAF6、NF-κB 蛋白

表达显著上调，提示在 CGN 大鼠肾脏组织中，p62/
TRAF6/NF-κB 信号传导通路被激活。其激活路径可

能是在炎性反应或其他危险因素刺激下 p62 表达升

高，升高后的 p62 作为 TRAF6 支架蛋白，进而上调

TRAF6 表达，上调后的 TRAF6 通过激活激酶方式来

激活 NF-κB，随后进一步放大免疫炎性反应。而在

白芍总苷干预后，CGN 大鼠肾脏组织中的 p62、
TRAF6、NF-κB 蛋白表达明显下调，炎性反应减

轻，肾小球中的免疫球蛋白和补体沉积减少，从而

改善受损的肾功能，其作用机制可能与抑制 p62/
TRAF6/NF-κB 信号传导有关。
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