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益肾化湿颗粒通过RhoA/ROCK1信号通路
对糖尿病肾病炎症的影响*

陈艳霞,涂卫平△,房向东,柯 本,龙 脉,黄金菁

(南昌大学第二附属医院肾脏内科,南昌
 

330006)

  [摘要] 目的 探讨益肾化湿颗粒通过RhoA/Rho相关卷曲螺旋形成的蛋白激酶(ROCK)1信号通路对

糖尿病肾病炎症的影响。方法 SD大鼠分为对照组、糖尿病肾病组、干预组,构建糖尿病肾病模型,干预时间

为4周。留取血清、尿液,检测24
 

h尿蛋白定量、血肌酐、血糖、核因子-κB(NF-κB)、白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)的表达水平。留取肾组织,光镜下观察肾组织病理改变,Western
 

blot检测肾组织RhoA、

ROCK1、NF-κB、IL-6、TNF-α蛋白的相对表达情况。结果 动物模型建立前,3组大鼠体重、血糖、血肌酐比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。药物干预前,与对照组比较,糖尿病肾病组24
 

h尿蛋白定量、血肌酐、NF-
κB、IL-6、TNF-α水平明显升高(P<0.05),而干预组与糖尿病肾病组以上指标比较差异无统计学意义(P>
0.05)。药物干预后,与糖尿病肾病组比较,干预组24

 

h尿蛋白定量、血肌酐、NF-κB、IL-6、TNF-α水平降低

(P<0.05)。对照组肾组织的肾小球结构完整,糖尿病肾病组肾小球、肾小管提示中晚期改变,干预组较糖尿病

肾病组有减轻。与对照组比较,糖尿病肾病组肾组织RhoA、ROCK1、NF-κB、IL-6、TNF-α蛋白相对表达水平

升高(P<0.05);与糖尿病肾病组比较,干预组肾组织ROCK1、NF-κB、IL-6、TNF-α蛋白相对表达水平降低

(P<0.05)。结论 益肾化湿颗粒通过RhoA/ROCK1信号通路减轻糖尿病肾病炎性因子的表达延缓糖尿病

肾病进展。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Yi-Shen-Hua-Shi
 

Granule
 

on
 

inflammation
 

of
 

diabetic
 

nephropathy
 

(DN)
 

through
 

RhoA/Rho
 

associated
 

coiled-coil
 

containing
 

protein
 

kinase
 

(ROCK1)
 

signal
 

path-
way.Methods SD

 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

DN
 

group
 

and
 

the
 

intervention
 

group.The
 

DN
 

model
 

was
 

established.The
 

intervention
 

lasted
 

for
 

four
 

weeks,serum
 

and
 

urine
 

were
 

collected
 

to
 

detect
 

the
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

quantification,serum
 

creatinine,blood
 

glucose
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

nu-
clear

 

factor
 

kappa
 

B
 

(NF-κB),interleukin-6
 

(IL-6)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α).The
 

pathological
 

changes
 

of
 

renal
 

tissue
 

were
 

observed
 

under
 

light
 

microscope.The
 

protein
 

relative
 

expression
 

of
 

RhoA,Rock1,

IL-6,TNF-α
 

and
 

NF-κB
 

of
 

renal
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Before
 

the
 

establishment
 

of
 

animal
 

models,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

body
 

weight,blood
 

glucose
 

and
 

blood
 

creatinine
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>0.05).Before
 

the
 

intervention,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

quantitation,serum
 

creatinine
 

and
 

levels
 

of
 

NF-κB,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

DN
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased

 

(P<0.05),and
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

above
 

indexes
 

between
 

the
 

intervention
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group
 

and
 

the
 

DN
 

group
 

(P>0.05).After
 

the
 

intervention,compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

24
 

h
 

urine
 

pro-
tein

 

quantitation,serum
 

creatinine
 

and
 

levels
 

of
 

NF-κB,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

(P<0.05).The
 

glomerular
 

structure
 

of
 

the
 

renal
 

tissue
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

complete,

and
 

the
 

glomerular
 

structure
 

of
 

the
 

renal
 

tissue
 

in
 

the
 

DN
 

group
 

showed
 

intermediate
 

and
 

late
 

changes,the
 

symptoms
 

of
 

the
 

intervention
 

group
 

were
 

less
 

severe
 

than
 

that
 

of
 

the
 

DN
 

group.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

RhoA,Rock1,IL-6,TNF-α
 

and
 

NF-κB
 

of
 

renal
 

tissue
 

increased
 

in
 

the
 

DN
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Rock1,

NF-κB,IL-6,TNF-α
 

of
 

renal
 

tissue
 

decreased
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Yi-Shen-Hua-
Shi

 

Granule
 

can
 

reduce
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

DN
 

through
 

RhoA/ROCK1
 

signal
 

pathway,

thus
 

alleviating
 

the
 

progress
 

of
 

DN.
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  传统上认为糖尿病肾病是血流动力学和代谢因

素相互作用的结果,但研究发现糖尿病肾病动物模型

和糖尿病肾病患者中循环炎性因子的表达明显上调,
免疫细胞浸润增加,黏附分子和趋化因子水平表达增

加[1],表明炎症参与糖尿病肾病的发生及进展。目前

关于糖尿病肾病的研究表明其发病机制是多因素的,
其中免疫反应和炎症起主要作用[2]。促炎信号通路

及其下游产物正成为糖尿病肾病新的生物标志物和

有前景的治疗靶点。研究观察发现,益肾化湿颗粒具

有降低糖尿病肾病患者炎性因子的作用,但其具体机

制不明确[3]。本课题组前期研究发现在高糖环境下

培养的系膜细胞,其炎性因子如白细胞介素(interleu-
kin,IL)-1、IL-6等的表达明显增加,其机制与RhoA/

Rho相关卷曲螺旋形成的蛋白激酶1(Rho
 

associated
 

coiled-coil
 

containing
 

protein
 

kinase,ROCK1)信号通

路有关,提示RhoA/
 

ROCK1信号通路参与糖尿病肾

病的炎症发病机制[4]。因此,本研究拟探讨益肾化湿

颗粒通过 RhoA/ROCK1信号通路对糖尿病肾病炎

症的影响及可能机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

清洁级雄性SD大鼠60只,10~12周龄,体重

(380±20)g;益肾化湿颗粒:成分包含人参、黄芪、白
术、茯苓、泽泻、半夏、羌活、独活、防风、柴胡、黄连、白
芍、陈皮、炙甘草、生姜、大枣,规格为10

 

g/袋,获赠于

广州康臣药业有限公司;ELISA试剂盒购自武汉优尔

生商贸有限公司;Western
 

blot检测试剂购自美国

Cell
 

Signaling
 

Technology公司。

1.2 方法

1.2.1 动物模型的制备与分组

60只SD清洁级雄性大鼠适应性喂养2周后分

为对照组、糖尿病肾病组和干预组,每组20只。糖尿

病肾病组与干预组大鼠采用腹腔注射佐链霉素(60
 

mg/kg)制备糖尿病肾病模型,注射佐链霉素72
 

h后

检测空腹血糖,若≥16.7
 

mmol/L为糖尿病模型建立

成功。对照组予以普通饲料喂养,糖尿病肾病组与干

预组予以高脂高糖喂养,糖尿病肾病造模成功的标准

为连续2次空腹血糖≥16.7
 

mmol/L、24
 

h尿蛋白排

泄率>30
 

mg,继续喂养至8周后进行下一步的实验。

1.2.2 干预方法

采用灌胃给药,干预组予以益肾化湿颗粒(5
 

g/

kg),按0.2
 

mL/10
 

g体重进行灌胃,每天1次;对照

组及糖尿病肾病组给予等量0.9%生理盐水进行灌

胃;干预期间均采用普通饲料进行喂养,自由饮水,不
使用任何降糖治疗,干预时间为4周。

1.2.3 标本留取

留取大鼠尾静脉全血测血糖、血肌酐、核因子-κB
(nuclear

 

factor
 

Kappa-B,NF-κB)、IL-6、肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α);收集24
 

h尿

液测24
 

h尿蛋白定量(全自动生化分析仪测定);干预

结束后各组SD大鼠处死,无菌留取肾脏,取部分肾组

织于10%甲醛固定后进行光镜的观察,其余肾组织采

用液氮保存用于 Western
 

blot检测。

1.2.4 ELISA检测

全血离心,取血清进行NF-κB、IL-6、TNF-α表达

水平的检测,按NF-κB、IL-6、TNF-α
 

ELISA检测试剂

盒的说明进行操作,获取吸光度(A)值,根据标准曲线

计算NF-κB、IL-6、TNF-α表达水平。

1.2.5 Western
 

blot检测

从液氮中取部分预留的肾组织,提取总蛋白,聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离,转入聚偏二氟乙烯(PDVF)
膜,5%脱脂牛奶常温下密封2

 

h。加抗体孵育过夜。
取出后使用 TBST 液进行冲洗,使之结合二抗,60

 

min后清洗、显色,对 RhoA、ROCK1、NF-κB、IL-6、
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TNF-α相对表达水平进行检测。

1.2.6 苏木素-伊红(HE)染色

取SD大鼠肾组织,用4%甲醛浸泡,24
 

h后常规

石蜡包埋并连续切片。脱蜡处理后放入不同浓度的

乙醇中各复水3
 

min,苏木素染色15
 

min,清洗3次后

盐酸乙醇分化处理30
 

s,1%伊红染色,脱水处理后脱

蜡处理,封片后使用显微镜进行观察并拍照。

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间两两比较采用ANOVA检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 动物模型建立前3组大鼠一般情况比较

动物模型建立前,3组大鼠体重、血糖、血肌酐比

较,差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
表1  动物模型建立前3组大鼠一般情况比较

   (n=20,x±s)

项目 对照组 糖尿病肾病组 干预组

体重(g) 379.10±4.59 381.25±5.68 380.55±5.22

血糖(mmol/L) 7.20±0.38 7.32±0.37 7.10±0.29

血肌酐(μmol/L) 13.87±1.48 13.69±1.14 13.93±1.17

2.2 药物干预前3组大鼠一般情况比较

药物干预前,与对照组比较,糖尿病肾病组24
 

h
尿蛋白定量、血肌酐、NF-κB、IL-6、TNF-α水平明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05);干预组与糖尿病肾

病组以上指标比较,差异无统计学意义(P>0.05),见
表2。

2.3 药物干预后3组大鼠一般情况比较

药物干预后,与糖尿病肾病组比较,干预组24
 

h
尿蛋白定量、血肌酐、NF-κB、IL-6、TNF-α水平降低,
差异有统计学意义(P<0.05),见表3。
表2  药物干预前3组大鼠一般情况比较(n=20,x±s)

项目 对照组 糖尿病肾病组 干预组

24
 

h尿蛋白定量(mg) 7.78±1.20 47.10±1.65a 47.56±1.62

血肌酐(μmol/L) 14.05±1.15 52.95±1.48a 52.62±1.67

NF-κB(ng/mL) 231.34±13.75 374.47±15.70a 380.19±16.64

IL-6(ng/mL) 124.29±14.36 273.34±15.98a 273.36±13.11

TNF-α(ng/mL) 81.95±14.48 178.88±15.18a 175.15±15.99

  a:P<0.05,与对照组比较。

2.4 药物干预后3组大鼠肾脏病理变化情况

对照组肾组织的肾小球结构完整,皮、髓质分界

清楚,系膜、基质未见明显增生。糖尿病肾病组肾小

球体积增大,部分系膜区增宽,系膜细胞数目有增加,
可见部分毛细血管管腔变形扩张;肾小管扩张明显,
小管细胞肥大,管腔变窄,部分伴有小管上皮细胞空

泡样变性,提示糖尿病肾病中晚期的改变。干预组大

鼠肾小球系膜增生较糖尿病肾病组略有减轻,见图1。
表3  药物干预后3组大鼠一般情况比较(n=20,x±s)

项目 对照组 糖尿病肾病组 干预组

24
 

h尿蛋白定量(mg) 13.82±1.09 88.93±3.03 69.20±3.02a

血肌酐(μmol/L) 14.39±1.15 81.67±4.20 65.64±6.33a

NF-κB(ng/mL) 229.01±15.45 775.55±13.05 566.44±12.40a

IL-6(ng/mL) 124.97±9.93 626.90±14.83 424.04±15.18a

TNF-α(ng/mL) 74.62±14.70 425.20±16.20 321.09±8.84a

  a:P<0.05,与糖尿病肾病组比较。

  A:对照组;B:糖尿病肾病组;C:干预组。

图1  各组SD大鼠肾脏病理切片(HE,100×)

2.5 药物干预后3组大鼠肾组织相关蛋白表达情况

与对照 组 比 较,糖 尿 病 肾 病 组 肾 组 织 RhoA、

ROCK1、NF-κB、IL-6、TNF-α蛋白相对表达水平升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与糖尿病肾病组比

较,干预组肾组织RhoA、ROCK1、NF-κB、IL-6、TNF-
α蛋白相对表达水平降低,差异有统计学意义(P<
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0.05),见图2。

  a:P<0.05。

图2  药物干预后SD大鼠肾组织相关蛋白表达情况

3 讨  论

  炎症已成为糖尿病肾病的重要病理生理机制,慢
性微炎症和免疫系统激活在糖尿病肾病发病机制中

具有重要作用。肾组织中NF-κB的活化在糖尿病肾

病的发生、发展中起重要作用,NF-κB易位进入细胞

核并触发靶基因的表达,导致持续并逐渐增强的炎症

表达不断增加,最终导致肾脏纤维连接蛋白的过度表

达和细胞外基质的沉积,加剧肾功能的恶化。

Rho蛋白属于Ras蛋白超家族成员之一,是一组

分子量为20×103~30×103 的GTP结合蛋白,其作

用与细胞骨架结构改变相关,与细胞形态、细胞黏附、
信号传导、细胞增殖等多种生物学行为也有密切联

系。被激活的Rho蛋白的靶效应器是Rho激酶,即

ROCK,属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族,是Rho下

游靶效应分子中功能研究最为清楚的。ROCK由两

种同源性极高的异构体构成,ROCK1和ROCK2,肾
组织中 高 表 达 ROCK1。阻 断 糖 尿 病 鼠 的 RhoA/

ROCK通路后可以改善肾小球的通透性[5]和肾脏的

血流动力学[6]。多项研究证实糖尿病肾病患者体内

的RhoA/ROCK的激活增加,阻断RhoA/ROCK信

号通路后可以显示出其肾保护作用[7],均提示RhoA/

ROCK信号通路参与糖尿病肾病进展的过程。
在本课题组前期的研究中发现,NF-κB的活化受

RhoA/ROCK信号通路的调控[8]。QIAN 等[9]在心

肌缺血再灌注损伤的大鼠模型中发现,抑制 RhoA/

ROCK/NF-κB途径,可以抑制炎性因子的表达,从而

对心肌细 胞 起 到 保 护 作 用。另 有 研 究 表 明,抑 制

RhoA/NF-κB途径,可以抑制晚期糖基化终末产物对

糖尿病肾病患者足细胞的损伤,成为糖尿病肾病潜在

的治疗新靶点[10]。
益肾化湿颗粒由人参、黄芪、白术、茯苓、泽泻、半

夏、羌活、独活、防风、柴胡、黄连、白芍、陈皮、炙甘草、
生姜、大枣等药组成,具有增强和调节免疫等药理作

用。主要成分黄芪能明显提高其网状内皮细胞的吞

噬 功 能[11]。茯 苓 能 激 活 腺 苷 酸 激 活 蛋 白 激 酶

(AMPK),减弱成纤维细胞激活和异常细胞外基质的

沉积,降低尿蛋白[12]。刘孝琴等[13]研究发现益肾化

湿颗粒可能通过降低早期糖尿病肾病患者高敏C反

应蛋白和IL-8的表达,抑制炎性反应,从而对早期糖

尿病肾病有一定的保护作用。沈文清等[14]以60例慢

性肾脏病2~3期患者为研究对象,治疗组口服益肾

化湿颗粒,对照组口服中成药肾衰宁片,观察时间为6
个月,治疗组治疗后高敏C反应蛋白、IL-6、TNF-α均

较治疗前下降,且差异有统计学意义(P<0.05);对照

组治疗前后高敏C反应蛋白、IL-6、TNF-α水平比较

差异无统计学意义(P>0.05),提示益肾化湿颗粒可

改善慢性肾脏病2~3期患者的微炎症状态。
本研究结果发现益肾化湿颗粒干预患有糖尿病

肾病的SD大鼠后,SD大鼠的24
 

h尿蛋白定量有一

定程度下降,提示益肾化湿颗粒具有降低尿蛋白的作

用,与益肾化湿颗粒治疗糖尿病肾病有效性与安全性

meta分析的结果一致[15]。且干预后的SD大鼠血清

中NF-κB、IL-6、TNF-α的表达及肾组织中 NF-κB、

IL-6、TNF-α的表达均有下降,说明出益肾化湿颗粒

具有下调炎性因子表达从而发挥肾保护作用。糖尿

病肾病组SD大鼠肾组织 RhoA、ROCK1、NF-κB蛋

白的表达较对照组明显升高,提示在糖尿病肾病的过

程过中,RhoA/ROCK1/NF-κB信号通路被激活。予

以益 肾 化 湿 颗 粒 干 预 后,干 预 组 SD 大 鼠 肾 组 织

RhoA、ROCK1、NF-κB蛋白表达下调,推理出益肾化

湿颗粒可能通过RhoA/ROCK1/NF-κB信号通路调

控下游IL-6、TNF-α等炎性因子的表达,减轻糖尿病

肾病的炎症状态,从而达到降低尿蛋白,改善肾功能

的作用。目前本研究仅对益肾化湿颗粒的给药剂量5
 

g/kg进行研究,药物干预时间点为4周,不同的剂量

及药物干预时间点的作用有待于进一步的探究。
综上所述,在糖尿病肾病的发生、发展过程中,

RhoA/ROCK1/NF-κB信号通路被激活,成为糖尿病

肾病防治的新靶点,益肾化湿颗粒能够 部 分 抑 制

RhoA/ROCK1/NF-κB信号通路,改善糖尿病肾病的
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炎症状态,具有延缓或逆转糖尿病肾病进展的潜在价

值。深入研究益肾化湿颗粒在糖尿病肾病中的机制,
有望获得更高的临床应用价值。
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