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也摘要页 目的 探讨防己茯苓汤对糖尿病肾病小鼠肾功能和肾小球系膜细胞焦亡的影响及其作用机制遥 方法 40 只 8 周龄雄性

C57BL/6小鼠随机分为对照组尧模型组尧防己茯苓汤组尧抑制剂组和防己茯苓汤+抑制剂组袁每组 8只遥 对照组小鼠正常喂养袁灌胃等

量生理盐水袁其余 3 组小鼠均通过高脂饲料喂养并注射链脲佐菌素构建糖尿病肾病模型遥 造模成功后袁模型组灌胃等量生理盐水袁
防己茯苓汤组予防己茯苓汤灌胃袁抑制剂组腹腔注射 NLRP3 抑制剂 MCC950袁防己茯苓汤+抑制剂组予防己茯苓汤灌胃+腹腔注射

NLRP3抑制剂MCC950袁每组连续干预 8周遥MES-13细胞随机分为对照组尧模型组尧防己茯苓汤组尧抑制剂组和防己茯苓汤+抑制剂

组遥 对照组即正常培养的肾小球系膜细胞 MES-13 细胞加入空白血清处理袁其余 3 组细胞用含 30 mmol/L 葡萄糖的高糖培养基处

理建立糖尿病高糖环境诱导的细胞损伤模型遥 模型组细胞予空白血清处理袁防己茯苓汤组予 10%防己茯苓汤含药血清处理袁抑制剂

组予 NLRP3 抑制剂 MCC950 处理袁防己茯苓汤+抑制剂组予 10%防己茯苓汤含药血清+NLRP3 抑制剂 MCC950 处理袁所有细胞均

处理 48 h遥 检测各组小鼠空腹血糖渊FBS冤尧血清肌酐渊Scr冤尧血尿素氮渊BUN冤尧尿白蛋白/肌酐比值渊UACR冤尧总胆固醇渊TC冤尧甘油三酯

渊TG冤尧低密度脂蛋白胆固醇渊LDL-C冤曰采用HE染色观察小鼠肾组织病理形态曰采用Western blot检测小鼠肾组织和肾小球系膜细胞

MES-13 细胞中焦亡相关蛋白 NOD 样受体蛋白 3渊NLRP3冤尧胱天蛋白酶-1渊Caspase-1冤尧裂解素 D渊GSDMD冤及炎症因子白细胞介素

渊IL冤-1茁 和 IL-18的表达水平曰采用透射电子显微镜进一步观察各组 MES-13细胞的焦亡形态遥结果 动物实验结果示院与对照组相

比袁 模型组小鼠肾组织出现明显糖尿病肾病病理改变袁FBS尧Scr尧BUN尧UACR尧TC尧TG尧LDL-C尧NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和

IL-18 水平均升高渊P<0.05袁P<0.001冤曰与模型组相比袁防己茯苓汤组和抑制剂组小鼠肾组织病理改变有所改善袁FBS尧Scr尧BUN尧UACR尧
TC尧TG尧LDL-C尧NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 水平均降低渊P<0.05袁P<0.01袁P<0.001冤曰与防己茯苓汤组相比袁防己茯苓

汤+抑制剂组小鼠肾组织病理形态改善袁FBS尧Scr尧BUN尧UACR尧TC尧TG尧LDL-C尧NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 水平均

下降渊P<0.05冤遥 细胞实验结果示院与对照组相比袁模型组细胞焦亡明显袁且 NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 水平均升高

渊P<0.01冤曰与模型组相比袁防己茯苓汤组和抑制剂组细胞焦亡有所改善袁NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 水平均降低渊P<
0.05冤曰与防己茯苓汤组相比袁防己茯苓汤+抑制剂组细胞焦亡有所改善袁NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 水平均降低

渊P<0.05袁P<0.01冤遥 结论 防己茯苓汤可能通过抑制 NLRP3/Caspase-1 通路介导的细胞焦亡袁改善糖尿病肾病小鼠的肾功能袁从而

减少肾组织病理损伤及炎症反应遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Fangji Fuling Decoction (FJFLD) on renal function and glomerular
mesangial cell pyroptosis in diabetic nephropathy (DN) mice, and to explore its underlying mechanism of action. Methods Forty 8-
week-old male C57BL/6 mice were randomly divided into control group, model group, FJFLD group, inhibitor group, and FJFLD+
inhibitor group, with eight mice in each group. The control group was fed normally and administered an equivalent volume of
normal saline by gavage, while the other groups were induced with a high-fat diet and streptozotocin (STZ) injection to establish DN
models. After successful modeling, the model group was given an equivalent volume of normal saline by gavage, the FJFLD group
was treated with FJFLD via gavage, the inhibitor group received intraperitoneal injection of NLRP3 inhibitor MCC950, and the
FJFLD+inhibitor group received both FJFLD by gavage and intraperitoneal injection of MCC950. All groups were continuously
treated for eight weeks. MES-13 cells were randomly divided into control group, model group, FJFLD group, inhibitor group, and
FJFLD+inhibitor group. The control group (normal cells) was treated with blank serum, while the other groups were exposed to a
high-glucose (30 mmol/L) medium to establish DN-induced cell injury models. The model group received blank serum, the FJFLD
group received 10% FJFLD-containing serum, the inhibitor group received the NLRP3 inhibitor MCC950, and the FJFLD+inhibitor
group received combined 10% FJFLD-containing serum and MCC950. All cells were treated for 48 h. The fasting blood glucose
(FBG), serum creatinine (Scr), blood urea nitrogen (BUN), urinary albumin-to-creatinine ratio (UACR), total cholesterol (TC), triglycerides
(TG), and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels were measured in mice. Hematoxylin-eosin (HE) staining was performed
to observe renal histopathological changes. Western blot was performed to determine the expression levels of pyroptosis-related
proteins (NLRP3, Caspase-1, and GSDMD), and inflammatory factors (IL-1茁 and IL-18) in renal tissue and MES-13 cells. Transmission
electron microscopy was used to further observe the pyroptotic morphology of MES -13 cells in each group. Results Animal
experiements indicate that, compared with the control group, the model group showed significant DN pathological changes in renal
tissue, along with elevated FBS, Scr, BUN, UACR, TC, TG, LDL-C, NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 levels (P<0.05,
P<0.001). Compared with the model group, both FJFLD and inhibitor groups exhibited ameliorated renal histopathology, along with
reduced FBS, Scr, BUN, UACR, TC, TG, LDL-C, NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 levels (P<0.05, P<0.01, P<0.001).
Compared with the FJFLD group, the FJFLD+inhibitor group demonstrated improvement in renal histopathology, with lower levels of
FBS, Scr, BUN, UACR, TC, TG, LDL-C, NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 (P<0.05). Cell experiments indicate that
compared with the control group, the model group showed obvious pyroptosis and elevated NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and
IL-18 levels (P<0.01). Compared with the model group, both the FJFLD group and FJFLD+inhibitor group exhibited ameliorated
pyroptosis and reduced NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 levels (P<0.05, P<0.01). Compared with the FJFLD group, the
FJFLD+inhibitor group showed ameliorated pyroptosis and reduced NLRP3, GSDMD, Caspase-1, IL-1茁, and IL-18 levels (P<0.05, P<
0.01). Conclusion FJFLD may improve the renal function of DN mice by inhibiting NLRP3/Caspase-1-mediated pyroptosis, thereby
reducing pathological damage and inflammatory response in renal tissue.

也运藻赠憎燥则凿泽页 diabetic nephropathy; Fangji Fuling Decoction; pyroptosis; renal function; inflammatory reaction; NOD-like
receptor protein 3; Caspase-1

糖尿病肾病渊diabetic nephropathy, DN冤是糖尿

病患者最常见的并发症之一袁也是导致终末期肾病

的主要原因[1]遥 全球范围内袁糖尿病的发病率持续上

升袁伴随 DN 的高发病率[2-3]遥 据统计袁有 20%~40%
的糖尿病患者在病程的不同阶段发展为DN[4]遥 DN
的发生和进展与多种因素相关袁包括高血糖尧高血

压尧遗传因素以及慢性炎症等[5-6]遥鉴于目前对 DN 的

治疗效果有限袁且发病机制复杂袁探究其潜在的分

子机制并寻找新的治疗靶点袁成为 DN 研究的热点

之一遥
肾小球系膜细胞是肾小球的重要组成部分袁参

与维持肾小球基质和毛细血管结构的完整性[7]遥 在

DN 患者中袁肾小球系膜细胞常受到高糖环境的损

伤袁导致系膜扩展尧基质沉积等病理性变化袁最终引

发肾小球硬化[8]遥 近年来袁细胞焦亡作为一种程序性

细胞死亡方式袁在炎症反应及肾脏损伤中的作用受
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到广泛关注遥 细胞焦亡主要通过 NOD 样受体蛋白 3
渊NOD-like receptor protein 3, NLRP3冤炎症小体激

活胱天蛋白酶-1渊cysteine aspartic acid specific pro鄄
tease, Caspase-1冤袁并释放大量促炎症细胞因子袁从
而加剧炎症反应[9-10]遥 研究发现袁在 DN 过程中袁肾小

球细胞焦亡导致肾小球内皮细胞损伤袁从而加重

DN 的进展[11]遥 因此袁抑制肾小球系膜细胞的焦亡过

程袁可能成为 DN 治疗的重要策略之一遥
防己茯苓汤源自叶金匮要略方论窑水气病脉证并

治第十四曳袁由防己尧茯苓尧黄芪尧桂枝尧甘草 5 味药物

组成袁具有温阳利水尧益气通络的功效遥 多项研究表

明袁防己茯苓汤具有抗炎尧镇痛效果袁并用于治疗心

肾功能不全[12-13]袁但其具体机制仍不明晰遥 因此袁本
研究旨在探讨防己茯苓汤在 DN 中的具体作用机

制袁重点关注其对肾小球系膜细胞焦亡的影响遥 通

过构建 DN 动物模型和细胞模型袁研究防己茯苓汤

对 NLRP3/Caspase-1 通路的调控作用袁进一步揭示

其在DN 中的潜在治疗价值遥
1 材料

1.1 动物和细胞

40 只 8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠和 20 只体质量

180~220 g 的雄性 SD 大鼠均购自北京维通利华实

验动物技术有限公司[生产许可证院SYXK渊京冤2021-
0006]袁使用许可证院SYXK渊京冤2022-0052冤遥12 h 光/
暗循环袁温度渊22依2冤 益袁相对湿度 50%~60%袁小鼠

自由摄食和饮水遥 所有动物实验均经湖南中医药大

学第一附属医院机构审查委员会批准袁伦理编号为

ZYFY20221210-10遥
肾小球系膜细胞 MES-13 细胞购自美国典型培

养物保藏中心袁货号院CRL-1927遥
1.2 主要试剂

DMEM培养基尧胎牛血清渊美国Gibco公司袁批号院
11995065尧16000-044冤曰青霉素-链霉素双抗尧BCA
蛋白浓度测定试剂盒尧化学发光显影试剂渊美国Thermo
Fisher Scientific公司袁批号院15140122尧23225尧32106冤曰
HE 染色试剂盒渊北京索莱宝科技有限公司袁批号院
G1120冤曰NLRP3抗体尧裂解素D渊gasdermin D, GSDMD冤
抗体尧Caspase-1抗体尧 白细胞介素 渊interleukin冤-1茁
抗体尧IL-18 抗体渊美国 Abcam公司袁批号院ab263899尧
ab219800尧ab207802尧ab283818尧ab243091冤曰辣根过

氧化物酶标记的二抗渊horseradish peroxidase-conju鄄
gated secondary antibody, HRP冤渊美国 Cell Signaling
Technology 公司袁批号院21230冤遥
1.3 主要仪器

CO2 细胞培养箱渊上海龙跃仪器设备有限公司袁
型号院LCI-85T冤曰组织破碎均浆机渊无锡博弗瑞德生

物科技有限公司曰型号院BD-GDB1冤曰恒温摇床渊上海

一恒科学仪器有限公司袁型号院THZ-300C冤曰倒置显

微镜渊德国 Leica 公司袁型号院DMI3000B冤曰蛋白电泳

仪渊上海伯乐生命科学研究发展有限公司袁型号院
Mini-PROTEAN Tetra 1658033冤曰pH 计渊上海盛磁

仪器有限公司袁型号院PHG-30冤曰电子天平渊天津市德

安特传感技术有限公司袁型号院ML623冤曰透射电镜渊美
国 Thermo Fisher Scientific公司袁型号院Tecnai G2 20-
s-twin冤遥
2 方法

2.1 血清制备

20 只 SD 大鼠随机分为含药血清组和空白血

清组袁每组 10 只遥 适应性喂养 1 周后袁进行血清制

备遥 防己茯苓汤临床用量为 70 kg 成人每日服用

125 g 生药袁按体表面积转换为大鼠等效剂量为每

日 11.25 g/kg[14]遥含药血清制备采用等效剂量的 5 倍

进行灌胃袁剂量为 56.25 g/kg袁根据生药浓度 2.5 g/
mL袁每日灌胃 22.5 mL/kg[14]袁分两次进行袁连续 7 d遥
最后一次给药后 1 h 进行大鼠的腹主动脉采血遥 采

集的血液静置 30 min 后袁以 4 益尧3 000 r/min 离心

10 min渊离心半径 15 cm冤袁分离血清[14]遥 空白血清的

制备按相同剂量的生理盐水进行灌胃袁最后一次给

药后 1 h袁采用与含药血清相同的方法采血尧离心尧
分离血清遥 56 益灭活上清液 30 min袁0.22 滋m 过滤

膜过滤细菌袁-80 益储存袁用于后续实验遥 根据预实

验结果袁确定 10%的含药血清为最佳使用浓度袁用
于后续细胞实验的处理遥
2.2 动物造模方法

参考文献[15]构建 DN 模型袁实验环境为小鼠在

无菌条件下观察袁随后开始喂养高脂饲料袁持续 6
周袁然后连续 5 d 静脉注射 35 mg/kg 链脲佐菌素遥
每周通过尾静脉采血测定小鼠的血糖水平遥 实验结

束时袁小鼠的空腹血糖水平需持续高于11.1 mmol/L袁
同时通过尿液检测尿白蛋白/肌酐比值渊Urine albu鄄
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min-to-creatinine ratio, UACR冤升高以评估肾功能

的损伤程度袁判定 DN 模型造模成功[15]遥
2.3 动物分组尧给药及取材

实验共使用 40 只 8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠袁
其中 32 只小鼠进行 DN 造模袁剩下 8 只设为对照

组遥 32 只造模成功的小鼠按照随机数字表法分为模

型组尧防己茯苓汤组尧抑制剂组以及防己茯苓汤+抑
制剂组袁每组 8 只遥 对照组尧模型组灌胃等量生理盐

水袁防己茯苓汤组予以 200 mg/渊kg窑d冤防己茯苓汤灌

胃袁抑制剂组予以腹腔注射 NLRP3 抑制剂MCC950
渊10 mg/kg冤[16]袁防己茯苓汤+抑制剂组予以防己茯苓

汤 200 mg/渊kg窑d冤 灌胃+腹腔注射 NLRP3 抑制剂

MCC950渊10 mg/kg冤袁每组均连续干预 8 周遥 小鼠尿

液样本在实验第 8 周采集袁将小鼠单独置于代谢笼

中袁收集 24 h 尿液样本袁期间小鼠禁食但不禁水遥 收

集的尿液在 4 益尧2 000 r/min离心 10 min渊离心半

径 15 cm冤后袁取上清液用于检测遥实验结束后袁所有

小鼠在禁食 12 h袁麻醉后从眼静脉采集外周血袁然
后颈椎脱臼处死遥 外周血样本在 4 益尧3 000 r/min离

心 15 min渊离心半径 15 cm冤获得血清袁于-80 益保

存备用遥此外袁收集小鼠肾脏组织样本于-80 益保存

备用遥
2.4 细胞造模方法

肾小球系膜细胞 MES-13 细胞以 DMEM 培养

基在 37 益尧5% CO2 培养箱中进行培养遥 为模拟糖

尿病高糖环境诱导的细胞损伤袁将 1伊105 个 MES-13
细胞接种于 6 孔板中袁培养至 80%融合度后袁用含

30 mmol/L葡萄糖的 DMEM高糖培养基处理 48 h袁建
立肾小球系膜细胞的高糖损伤模型[17]遥
2.5 细胞分组及干预

本研究细胞分组为院对照组渊正常培养的 MES-13
细胞加入空白血清处理 48 h冤尧模型组渊MES-13 细

胞按上述野2.4冶方法造模后+空白血清处理 48 h冤尧防
己茯苓汤组渊在模型组的基础上+10%防己茯苓汤含

药血清处理 48 h冤尧抑制剂组[在模型组的基础上+
NLRP3抑制剂MCC950渊5 滋mol/L冤处理 48 h[18]]尧防己

茯苓汤+抑制剂组[在模型组的基础上+10%防己茯

苓汤含药血清+NLRP3 抑制剂 MCC950渊5 滋mol/L冤
处理 48 h]遥
2.6 血糖和肾功能相关指标检测

在实验过程中袁通过采集小鼠尾静脉血进行血

糖水平检测袁每周 1 次袁测量空腹血糖渊fasting blood
glucose, FBS冤以评估模型构建的进展和干预效果遥

肾功能相关指标包括血清肌酐渊serum creatinine, Scr冤尧
血尿素氮渊blood urea nitrogen, BUN冤和 UACR 的检

测遥 使用全自动生化分析仪检测 Scr尧BUN水平以及

UACR袁以评估肾功能损伤情况遥
2.7 脂质代谢指标检测

脂质代谢相关指标包括总胆固醇渊total choles鄄
terol, TC冤尧甘油三酯渊triglycerides, TG冤和低密度脂

蛋白胆固醇渊low-density lipoprotein cholesterol, LDL-
C冤均通过全自动生化分析仪进行检测遥 所有检测操

作均按照生化分析仪的标准流程进行操作袁用于评

估小鼠脂质代谢的变化及药物干预效果遥
2.8 HE染色观察肾组织病理形态

将肾组织用 10%中性福尔马林固定 24 h袁随后

经梯度乙醇脱水尧二甲苯透明尧石蜡包埋遥 将包埋好

的肾组织切成 4 滋m 的切片袁进行 HE 染色遥 染色

后袁使用光学显微镜观察肾小球结构变化袁包括肾小

球体积尧间质水肿尧炎症细胞浸润等病理特征遥
2.9 透射电镜观察细胞焦亡形态

将 MES-13 细胞用 2.5%戊二醛固定 4 h袁磷酸

缓冲液冲洗后袁再用 1%锇酸固定 2 h遥 随后经过乙

醇梯度脱水尧环氧树脂包埋尧超薄切片渊70 nm冤袁使
用醋酸双氧铀-柠檬酸铅双重染色遥 样本制备完成

后袁通过透射电镜观察 MES-13 细胞的超微结构变

化袁重点评估细胞器膨胀尧膜结构破裂等焦亡特征袁
并对不同组别间的差异进行比较遥
2.10 Western blot检测相关蛋白表达情况

从搜集的肾脏组织和细胞裂解液中提取总蛋

白袁并使用 BCA 蛋白检测试剂盒进行定量遥然后袁用
SDS-PAGE 将提取的 20 滋g 蛋白分离并转移到

PVDF 膜上遥随后将 PVDF膜分别与以下一抗在 4 益
下孵育过夜院NLRP3渊1颐1 000冤尧GSDMD渊1颐1 000冤尧Cas鄄
pase-1渊1颐1 000冤尧IL-1茁渊1颐1 000冤和 IL-18渊1颐1 000冤遥
洗膜后袁加入 HRP渊1颐1 000冤在 37 益下孵育 45 min遥
GAPDH 作为内部对照遥 使用化学发光成像系统对

膜进行显影和成像袁利用 ImageJ 软件分析图像光密

度值袁计算目标蛋白的表达量遥
2.11 统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析袁Graph鄄
Pad 9.0 软件行数据可视化遥所有细胞实验均进行了

至少 3 次独立生物重复渊n=3冤袁计量数据记为野曾依s冶袁
统计比较采用单因素方差分析袁然后进行 Tukey 事

后检验遥 以 P<0.05 表示差异有统计学意义遥
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图 1 各组小鼠肾组织 HE染色结果图

Fig.1 HE staining images of renal tissue in each group of mice

表 2 各组小鼠脂质代谢指标比较渊曾依s袁n=8冤
Table 2 Comparison of lipid metabolism indicators among different groups of mice 渊曾依s, n=8冤

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与防己茯苓汤组比较袁&P<0.05曰与抑制剂组比较袁荭P<0.05遥

组别

对照组

模型组

防己茯苓汤组

抑制剂组

防己茯苓汤+抑制剂组

TC/渊mmol/L冤
1.13依0.02
3.01依0.15*
1.36依0.49#

1.38依0.04#

1.12依0.11#&荭

TG/渊滋mol/L冤
0.35依0.06
1.68依0.09*
0.65依0.08#

0.63依0.09#

0.34依0.10#&荭

LDL-C/渊mmol/L冤
0.22依0.04
0.95依0.08*
0.44依0.07#

0.42依0.09#

0.22依0.04#&荭

3 结果

3.1 各组小鼠血糖和肾功能比较

与对照组相比袁模型组小鼠 FBS尧Scr尧BUN尧UACR
水平均升高渊P<0.05冤遥 与模型组相比袁防己茯苓汤

组尧抑制剂组和防己茯苓汤组+抑制剂组小鼠 FBS尧
Scr尧BUN 和 UACR 指标均下降渊P<0.05冤遥 与防己茯

苓汤组尧抑制剂组相比袁防己茯苓汤组+抑制剂组小

鼠 FBS尧Scr尧BUN 和 UACR 指标均下降渊P<0.05冤遥详

见表 1遥
3.2 各组小鼠脂质代谢相关指标比较

与对照组相比袁模型组小鼠 TC尧TG 和 LDL-C
水平升高渊P<0.05冤遥 与模型组相比袁防己茯苓汤组尧
抑制剂组和防己茯苓汤组+抑制剂组小鼠 TC尧TG 和

LDL-C 水平均降低渊P<0.05冤遥 与防己茯苓汤组尧抑
制剂相比袁防己茯苓汤组+抑制剂组小鼠 TC尧TG 和

LDL-C 水平降低渊P<0.05冤遥 详见表 2遥
3.3 各组小鼠肾组织病理情况

对照组小鼠肾小球毛细血管袢排列规则袁结构

完整袁间质无水肿和炎症浸润曰模型组小鼠肾组织出

现明显的病理性改变袁具体表现为肾小球体积增大袁
肾囊腔变窄袁间质水肿袁伴大量炎症细胞浸润袁肾小

管上皮细胞肥大袁并伴有空泡变性曰防己茯苓汤组和

抑制剂组小鼠肾小球体积和间质水肿减轻袁炎症细

胞浸润减少曰防己茯苓汤+抑制剂组小鼠肾小球和

肾小管的结构接近正常袁水肿和炎症细胞浸润明显

减少遥 详见图 1遥
表 1 各组小鼠血糖和肾功能指标比较渊曾依s袁n=8冤

Table 1 Comparison of blood glucose and renal function indicators among different groups of mice (曾依s, n=8)
组别

对照组

模型组

防己茯苓汤组

抑制剂组

防己茯苓汤+抑制剂组

FBS/渊mmol/L冤
4.37依0.66

20.40依0.89*
9.61依0.65#

9.70依0.52#

6.39依0.81#&荭

Scr/渊滋mol/L冤
24.05依1.36
66.83依1.49*
36.53依0.95#

35.26依0.94#

27.57依0.69#&荭

BUN/渊mmol/L冤
5.24依1.03

12.37依0.71*
8.28依0.94#

8.18依0.94#

5.40依0.78#&荭

UACR/渊mg/mmol冤
0.03依0.02
0.36依0.07*
0.13依0.03#

0.10依0.01#

0.05依0.03#&荭

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁#P<0.05曰与防己茯苓汤组比较袁&P<0.05曰与抑制剂组比较袁荭P<0.05遥
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图 4 各组细胞透射电镜结果渊伊4 000袁标尺院1 滋m冤
Fig.4 Transmission electron microscopy images of cells in each group (伊4 000, scale: 1 滋m)

注院红色箭头表示细胞破裂尧细胞内容物释放或细胞质空泡遥

3.4 各组小鼠肾组织细胞焦亡相关因子表达的蛋

白表达情况

与对照组相比袁模型组小鼠肾组织中细胞焦亡

相关因子 NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-
18 蛋白水平升高渊P<0.001冤遥 与模型组相比袁防己茯

苓汤组尧抑制剂组和防己茯苓汤组+抑制剂组小鼠

肾组织中 NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-
18 蛋白水平下降渊P<0.01袁P<0.001冤遥 与防己茯苓汤

组尧抑制剂组相比袁防己茯苓汤+抑制剂组小鼠肾

组织中 NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18
蛋白水平下降渊P<0.05冤遥 详见图 2要3遥

3.5 各组肾小球系膜细胞焦亡情况

对照组 MES-13 细胞结构完整袁细胞呈梭形或

者多边形袁细胞核大且呈椭圆形曰模型组 MES-13 细

胞内质网肿胀袁细胞质呈现空泡状袁部分细胞膜结构

破裂曰防己茯苓汤组和抑制剂组 MES-13 细胞形态

相对完整袁内质网破坏程度较低曰防己茯苓汤+抑制

剂组 MES-13 细胞结构较完整袁内质网和细胞膜的

损伤程度最低遥 详见图4遥
3.6 各组肾小球系膜细胞焦亡相关因子的蛋白表

达情况

与对照组相比袁模型组NLRP3尧GSDMD尧Caspase-
1尧IL-1茁 和 IL-18 蛋白水平均升高渊P<0.01冤曰与模

型组相比袁防己茯苓汤组尧抑制剂组和防己茯苓汤

组+抑制剂组 NLRP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和

IL-18 蛋白水平均降低渊P<0.05冤曰与防己茯苓汤组尧

图 2 各组小鼠肾组织细胞焦亡相关因子蛋白条带图

Fig.2 Protein band patterns of pyroptosis-related
proteins in renal tissue in each group of mice

图 3 各组小鼠肾组织细胞焦亡相关因子蛋白表达水平

比较渊曾依s袁n=8冤
Fig.3 Comparison of expression levels of pyroptosis-

related proteins in renal tissue among different groups of
mice 渊曾依s, n=8冤

注院与对照组比较袁***P<0.001曰与模型组比较袁##P<0.01袁###P<
0.001曰与防己茯苓汤组比较袁&P<0.05曰与抑制剂组比较袁荭P<0.05遥
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抑制剂组相比袁 防己茯苓汤+抑制剂组细胞内 NL
RP3尧GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 蛋白水平

降低渊P<0.05袁P<0.01冤遥 详见图 5要6遥

4 讨论

中医药在治疗糖尿病及其并发症方面具有悠久

的历史袁尤其是在 DN 的防治中展现出显著疗效[19]遥
近年来袁随着现代医学技术的发展袁越来越多的研究

证实中医药在 DN 中的潜在疗效[20]遥 中药通过多靶

点尧多途径的作用机制袁能有效调节体内的炎症反

应尧氧化应激以及代谢异常袁从而对 DN 产生显著的

治疗效果[19-20]遥 本研究结合经典中药复方防己茯苓

汤袁通过动物实验和细胞实验发现其能抑制 NLRP3/
Caspase-1 炎症小体介导的细胞焦亡袁从而改善 DN
小鼠的肾功能袁为进一步研究中医药的分子机制奠

定了基础遥

细胞焦亡是一种通过炎症反应介导的细胞死亡

方式袁与 DN 的病理进展密切相关[21]遥 焦亡的主要机

制是通过 NLRP3炎症小体的激活袁导致 Caspase-1裂
解 GSDMD袁GSDMD-N 端片段插入细胞膜袁形成穿

孔袁导致细胞内容物如炎症因子 IL-1茁 和 IL-18 释

放袁进而触发强烈的炎症反应[22]遥 这种炎症不仅加重

了肾小球系膜细胞的损伤袁还进一步推动了肾脏纤

维化和病理变化袁如肾小球硬化尧系膜基质扩展等[23]遥
DN 的发展与 NLRP3 炎症小体密切相关袁其激活不

仅引发了肾脏局部的炎症反应袁还通过诱发焦亡加

速肾脏的损伤进程[24]遥 研究表明袁NLRP3/Caspase-1
介导的焦亡是DN中肾脏固有细胞受损的重要途径[25]遥
此外袁内质网应激与细胞焦亡之间存在密切联系袁内
质网应激的增加能进一步激活 NLRP3 炎症小体袁促
进焦亡的发生[26]遥 研究表明袁通过抑制肿瘤坏死因

子-琢/高迁移率族蛋白 B1 通路袁与焦亡相关的肾脏

和肝脏病变也得到了有效改善[27]遥 本研究结果显示袁
在 DN 模型中袁NLRP3尧Caspase-1 以及下游的焦亡

相关因子如 IL-1茁 和 IL-18 的表达水平显著升高袁
提示焦亡在 DN 进程中起到了关键作用袁可能和抑

制 NLRP3/Caspase-1 通路袁有效减少焦亡相关的肾

脏炎症反应和损伤有关遥 在动物实验中袁氢化硫作

为 NLRP3 炎症小体的抑制剂袁能有效减少缺血再

灌注诱导的急性肾损伤中的焦亡过程袁并通过抑制

NLRP3/Caspase-1 通路改善肾脏病理改变[28]遥 同样袁
安石榴苷作为一种天然多酚袁通过抑制 NLRP3 通路

减少 DN 中的焦亡相关蛋白表达袁显著缓解了高糖

环境引发的肾脏损伤[23]遥 这些结果为未来 DN的治疗

提供了新思路袁并进一步强调了 NLRP3 炎症小体作

为治疗靶点的潜力遥
临床上袁防己茯苓汤已被证实在心肌纤维化尧2

型糖尿病尧急性肾损伤等多种疾病中有显著疗效[29-31]遥
例如袁庞健丽等[32]发现袁防己茯苓汤联合二甲双胍治

疗肥胖 2 型糖尿病能降低患者血糖袁减轻体质量袁改
善胰岛素抵抗和炎症指标遥然而袁国内外关于防己茯

苓汤改善各类疾病的机制研究相对较少遥 现有的研

究中袁HUANG 等[33]发现防己茯苓汤通过动物实验验

证袁防己茯苓汤可显著改善缺血再灌注诱导的急性

肾损伤病理状态袁降低 SCr和 BUN水平遥 这与本研究

结果类似袁本研究同样发现防己茯苓汤可调控血糖

水平并降低 SCr尧BUN 和 UACR 水平[33]遥 本研究进一

图 5 各组肾小球系膜细胞焦亡相关因子蛋白条带图

Fig.5 Protein band patterns of pyroptosis-related proteins
in glomerular mesangial cells in each group

图 6 各组肾小球系膜细胞焦亡相关因子蛋白表达水平

比较渊曾依s冤
Fig.6 Comparison of expression levels of pyroptosis-related
proteins in glomerular mesangial cells of renal tissue among

different groups of mice (曾依s)
注院与对照组比较袁**P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05曰与防己茯苓汤

组比较袁&&P<0.01曰与抑制剂组比较袁荭P<0.05遥
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步的研究表明袁防己茯苓汤能降低 NLRP3尧GSDMD尧
Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18 的表达水平袁减轻肾小球

系膜细胞的炎症反应袁进而减轻肾脏病理变化遥 此

外袁本研究还发现防己茯苓汤与 NLRP3 抑制剂联合

使用时袁焦亡相关因子的表达进一步下降袁肾功能改

善更为显著遥 本研究结果提示袁防己茯苓汤可能通

过抑制 NLRP3/Caspase-1 介导的细胞焦亡袁从而改

善 DN 模型中的肾损伤遥
防己茯苓汤中多味药物可能共同参与了焦亡的

抑制作用遥 防己中的防己碱在脑缺血再灌注损伤模

型中能显著下调 NLRP3尧Caspase-1尧IL-1茁 和 IL-18
的表达袁减轻神经组织炎症和细胞焦亡[34]遥黄芪中的

黄芪皂苷郁可抑制氧化应激诱导的 NLRP3 炎症小

体及其下游 GSDMD尧Caspase-1尧IL-1茁 等关键蛋白

的表达袁减少脑组织中焦亡的发生率[35]遥甘草中的甘

草酸也被证实在肝缺血再灌注损伤中通过阻断 GS鄄
DMD 依赖性焦亡袁显著降低 IL-1茁 水平袁发挥抗炎

和细胞保护作用[36]遥这些研究为防己茯苓汤发挥抗细

胞焦亡尧改善 DN 提供了成分和机制上的实验依据袁
提示其多成分联合干预可能通过协同抑制 NLRP3
炎症小体通路袁从多个层面减轻肾组织炎症和结构

损伤遥
本研究通过实验验证了防己茯苓汤在 DN 中的

作用机制袁初步得出防己茯苓汤可能通过抑制NLRP3/
Caspase-1 通路袁抑制糖尿病肾小球系膜细胞焦亡袁
最终改善 DN 小鼠肾损伤遥然而袁本研究也存在一定

的局限性遥 虽然通过动物实验验证了防己茯苓汤对

DN 的治疗效果袁但仍需要进一步研究以确定防己

茯苓汤中哪种活性成分直接作用于 NLRP3 炎症小

体遥此外袁本研究主要集中于 NLRP3/Caspase-1 通路

的调控袁未来的研究可进一步探讨防己茯苓汤对其

他炎症小体或焦亡相关通路的调节作用遥
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