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川芎嗪通过抑制 NF-κB 信号通路减轻膜性肾病大鼠的炎症反应和肾脏

损伤

樊红卫 1，薛海燕 2*，姚建辉 3，吴政国 4

1. 榆林市第四（星元）医院 肾内科，陕西 榆林 719000

2. 陕西省第四人民医院 血液净化中心，陕西 西安 710043

3. 榆林市第一医院 重症医学科，陕西 榆林 719000

4. 西安交通大学 基础医学院，陕西 西安 710049

摘 要：目的 探讨川芎嗪通过抑制NF-κB信号途径减轻膜性肾病大鼠的炎性反应和肾损伤的作用和机制。方法 Wistar大

鼠分为对照组、模型组和川芎嗪低、高剂量（60、120 mg/kg）组，称量各组大鼠的体质量和肾脏质量，计算肾脏系数；双

缩脲法测定各组大鼠 24 h 尿蛋白水平；全自动生化分析仪检测各组大鼠血清肌酐、尿素氮（BUN）、脂联素、总胆固

醇（TC）、三酰甘油（TG）水平；HE染色观察各组大鼠肾组织病理变化；实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测各组大鼠

肾组织中肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL）-1β和巨噬细胞趋化蛋白-1（MCP-1）mRNA的表达；ELISA法检测

各组大鼠血清中丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）的表达；免疫组织化学法检测各组大鼠肾组织中 p-NF-κB的表

达；Western blotting检测各组大鼠肾组织中 p-NF-κB蛋白的表达。结果 与模型组比较，川芎嗪低、高剂量组大鼠的肾质量及

肾脏系数均显著降低（P＜0.05、0.01），尿蛋白和血清肌酐、BUN、脂联素、TC、TG水平显著下调（P＜0.05、0.01），肾组织病理损

伤明显减轻，肾小球基底膜增厚和肾小球萎缩减轻，肾组织中 TNF-α、IL-1β、MCP-1 mRNA 的表达水平显著下降（P＜0.05、

0.01），血清中MDA水平显著下调，SOD水平显著上调（P＜0.05、0.01），肾组织 p-NF-κB的表达水平显著下调（P＜0.05、0.01）。

结论 川芎嗪对大鼠膜性肾病有较好的治疗效果，调节炎性因子的表达、改善肾脏组织形态，其机制与NF-κB通路有关。
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Abstract: Objective To investigate the effects and mechanisms of ligustrazine on reducing inflammatory response and renal injury

in rats with membranous nephropathy by inhibiting the NF-κB signaling pathway. Methods Wistar rats were divided into control

group, model group, ligustrazine low and high dose (60 and 120 mg/kg) group. Weigh the body weight and kidney weight of each

group of rats and calculate the renal body cell index; Biuret method was used to determine the 24 h urine protein level of rats in each

group; Automatic biochemical analyzer was used to detect serum creatinine, serum urea nitrogen (BUN), adiponectin, total

cholesterol, and serum triglyceride in each group of rats; HE staining was used to observe the pathological changes of kidney tissue

in each group of rats; qRT-PCR was used to detect the expression of TNF-α, IL-1β and MCP-1 in kidney tissues of rats in each
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group; ELISA was used to detect the expression of MDA and SOD in the serum of each group of rats; Immunohistochemical method

was used to detect the expression of p-NF-κB in kidney tissue of rats in each group; Western blot was used to detect the expression

of p-NF- κB protein in rat kidney tissues. Results Compared with model group, the renal mass and renal coefficient of rats in

ligustrazine low-dose and high-dose groups were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), the levels of urinary protein and serum

creatinine, BUN, adiponectin, TC and TG were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and the pathological damage of renal tissue

was significantly alleviated. The expression levels of TNF-α, IL-1β and MCP-1 mRNA in renal tissue were significantly decreased

(P < 0.05, 0.01), and the level of MDA in serum was significantly decreased. SOD level was significantly up-regulated (P < 0.05,

0.01), and the expression level of P-NF- κB in renal tissue was significantly down-regulated (P < 0.05, 0.01). Conclusion

Ligustrazine has a good therapeutic effect on membranous nephritis in rats, regulates the expression of inflammatory factors, and

improves the kidney tissue morphology in rats, which may be related to the NF-κB pathway.

Key words: ligustrazine; NF-κB signaling pathway; membrane nephropathy; inflammatory response; renal injury

膜性肾病（membranous nephropathy，MN）是一

种常见的肾小球疾病，是成年人肾病综合征最常见

原因之一。膜性肾病的发病率约占全球原发性肾

小球肾炎的 10%，在西方国家甚至占 30%［1-2］。膜性

肾病的发病率呈显著上升趋势，年均增长率为

13%，而其他主要肾小球疾病的发病保持稳定［3］。

迄今为止，膜性肾病的常见疗法是将糖皮质激素和

免疫抑制剂或细胞毒剂联合使用，但其伴有一些并

发症，包括水肿、高血压和血脂异常。因此，迫切需

要开发用于膜性肾病治疗的有效和安全的新

疗法［4］。

众所周知，核因子 κB（NF-κB）的活化与炎性细

胞因子和氧化应激之间有着密切的联系，越来越多

的证据表明，NF-κB的激活在肾脏疾病具有关键反

应［5］。有研究发现肾小管上皮细胞、巨噬细胞、足细

胞和肾小球系膜细胞中典型的 NF-κB 亚型的上调

介导了急性和慢性炎症性肾病［6］。但是，NF-κB信

号途径在膜性肾病中研究甚少，因此，本实验探究

NF-κB 信号途径是否在膜性肾病的发病中发挥

作用。

川芎嗪又称四甲基吡嗪，是川芎中的一种生物

碱单体，具有调节血液循环和抗氧化、抗凋亡、抗炎

作用［7］。川芎嗪在临床上主要用于心脑血管疾病的

治疗，有研究发现其在肾小球疾病方面也有较好的

疗效［8］。然而，尚未有研究报道川芎嗪对膜性肾病

的炎症反应的抗炎作用。

本实验通过阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA）建

立膜性肾病大鼠模型，研究川芎嗪是否通过NF-κB

信号途径对膜性肾病发挥改善作用、对炎症因子发

挥调节作用，进一步探讨其作用机制。

1 材料

1.1 实验动物

60只Wistar大鼠（雄性，体质量 200～220 g），购

自西安交通大学实验动物中心，动物生产许可证号

SCXK（陕）2018-001。将实验大鼠饲养于动物房，

温度为（22±2）°C，湿度为 50%～60%，光照/黑暗周

期为12 h。2周适应环境，正常饮水饮食。

1.2 主要试剂

川芎嗪（质量分数≥98%，批号 190617-05）购自

上海源叶生物科技有限公司；弗氏不完全佐剂（批

号 9007-81-2）购自美国 Sigma 公司；尿蛋白定量试

剂盒（批号 C035-2-1）购自南京建成生物工程研究

所；血清肌酐（批号 700460-2）、尿素氮（BUN，批号

YT6592）、脂 联 素（ 批 号 M-0553R1）、总 胆 固

醇（TC）（批号 YS455LG）和三酰甘油（TG，批号

YS04373B）试剂盒购自北京中生北控生物科技股份

有限公司；C-BSA（批号 SA8130）、HE试剂盒（批号

G1120）、DAB显色盒（批号DA1010）和免疫组化试

剂盒（批号SW1030）购自北京索莱宝生物科技有限

公司；TRIzol 试剂（批号 596026）、PrimeScriptTM 1st

Strand cDNA Synthesis 试剂盒（批号 634478）和

SYBR Premix EX Taq™ II试剂盒（批号 745329）购自

日 本 TaKaRa 公 司 ；大 鼠 血 清 超 氧 化 物 歧 化

酶（SOD）试剂盒（批号 YS03296B）、大鼠血清丙二

醛（MDA）试剂盒（批号 YS03167A）购自南京凯基

生物科技有限公司；RIPA裂解液（批号 ab156034）、

BCA试剂盒（批号 ab102536）购自美国Abcam公司；

兔抗 p-NF-κB P65 抗体（批号 8242T）、兔抗 NF-κB

P65 抗体（批号 3033S）、兔抗 β -actin 抗体（批号

4970S）和山羊抗兔 IgG 抗体（批号 98164S）购自美

国Cell Signaling Technology公司。

1.3 主要仪器

ASP300S 型脱水机、EG1160 型石蜡包埋机、

RM2235型轮转式切片机、CM1850型冷冻（冰冻）切

片机、ST5020/CV5030 型全自动染色/封片工作站、

莱 卡 DM2500 型 显 微 镜（ 德 国 Leica 公 司 ）；
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NanoDrop One紫外分光光度计（美国ThermoFisher

公司）；酶标仪（synergy H1型，德国Biotec公司）。

2 方法

2.1 膜性肾病大鼠模型制备

按照改良 Border 法［9］进行，将 60 mg C-BSA 溶

于 30 mL的生理盐水中，加入等量的弗氏不完全佐

剂，充分乳化后备用。使用 5 mL注射器抽取 1 mL

乳化液于模型组大鼠的颈背部、腹股沟、腋下多点

sc预免疫，每 2天 1次，共 3次。1周后，每隔 1天大

鼠尾 iv C-BSA（16 mg/kg），共 15次（30 d），检测 24 h

尿蛋白以确保模型成功。

2.2 分组及给药

Wistar大鼠分为 4组：对照组、模型组和川芎嗪

低、高剂量（60、120 mg/kg）［8］组，每组 15只。除对照

组外，大鼠按“2.1”项方法进行膜性肾病模型制备，

对照组大鼠在同一时间 sc/尾 iv相同体积的无菌生

理盐水。ip给药，对照组和模型组 ip等体积的无菌

生理盐水，给药体积为 5 mL/kg，于大鼠尾 iv C-

BSA（16 mg/kg）前 1天开始给药，每天给药 1次，连

续30 d。

2.3 大鼠体质量和肾脏组织称质量

实验结束后，称大鼠体质量，处死，立即收集肾

脏，称质量并保存在−80 °C中，计算肾脏系数。

2.4 大鼠尿液和血清收集及生化分析

末次给药结束后，大鼠禁食不禁水，放置在代

谢笼中收集 24 h尿液标本，采用双缩脲法测定尿蛋

白浓度。大鼠禁食 12 h后，用 10%水合氯醛进行麻

醉，从腹主动脉取血，离心进行血清分离，以全自动

生化分析仪检测生化指标血清肌酐、BUN、脂联素、

TC、TG水平。

2.5 大鼠肾组织病理学分析

切取新鲜肾组织，经固定、常规脱水、透明、浸

蜡、石蜡包埋，并制成 4 μm的石蜡切片。切片放入

苏木素染液中 5 min，自来水清洗后，置于 1% 的盐

酸酒精分化数秒，并用流水冲洗。切片放入伊红染

液中染色 3 min，流水稍洗。之后切片置于梯度酒

精（70%、80%、90%、100%）中脱水，各 5 min，再放入

二甲苯 I、II中透明，分别 5 min。将切片取出，用滤

纸轻轻拭干切片上残余的二甲苯，在组织上滴加中

性树胶封片，使用莱卡显微镜进行拍摄。

2.6 大鼠肾组织中肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞

介素（IL）-1β 和巨噬细胞趋化蛋白 -1（MCP-1）

mRNA表达水平测定

用TRIzol试剂提取肾组织中的总RNA，使用紫

外分光光度计检测总RNA的纯度和含量，并将每个

配对的样品调节至相同浓度。使用 PrimeScriptTM

1st Strand cDNA Synthesis试剂盒将提取的 RNA 逆

转录成 cDNA。按照 SYBR Premix EX Taq™ II试剂

盒进行 qRT-PCR，使用 FTC-3000p实时 PCR系统完

成实验后 ，采用 2-△△Ct 法分析数据。引物序列

见表1。

2.7 大鼠血清中SOD和MDA含量测定

实验结束后，各组大鼠经 10% 水合氯醛麻醉

后，于心尖取血，并置于 1.5 mL EP管中，3 000 r/min

离心 15 min，吸取上层血清，按照 ELISA 试剂盒说

明书进行操作，用酶标仪在 450 nm波长依序测定各

孔的吸光度（A）值，根据 A 值所绘制的标准曲线计

算血清中MDA和SOD的表达量。

2.8 大鼠肾组织中p-NF-κB表达免疫组化检测

切取新鲜肾组织，经固定、常规脱水、透明、浸

蜡、石蜡包埋，制成 5 μm的石蜡切片。室温脱蜡、水

化，切片在抗原修复液（96～98 ℃）中放置 15 min。

将切片放入新鲜配制的 3% H2O2溶液中 8 min，使内

源性过氧化物灭活。滴加正常 10% 山羊血清封闭

液，室温孵育 20 min后，用滤纸吸取多余液体。滴

加适量稀释的一抗，4 ℃孵育过夜。滴加相应的二

抗，室温孵育 2 h。取DAB显色试剂盒中的A、B、C

试剂各 1滴于切片上。室温显色后，于显微镜下观

察，显色理想后将切片放置入纯净水中以终止显

色。苏木素轻度复染胞核 60 s，流水冲洗 60 s，1%

盐酸酒精分化 3 s，流水冲洗 2 min。梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片，使用莱卡显微镜观察

表1 引物序列

Table 1 Primer sequence

基因

TNF-α

IL-1β

MCP-1

GAPDH

正向引物序列

5'-CGATTTGCCACTTCATAC-3'

5'-AATCTCACAGCAGCATCTC-3'

5'-GCATCCACTCTCTTTTCCAC-3'

5'-TGG AAATCCCATCACCATCT-3'

反向引物序列

5'-GACTCCGTGATGTCTAAG-3'

5'-AGCAGGTCGTCATCATCC-3'

5'-AGGCATCACATTCCAAATCAC-3'

5'-TGGACTCCACGACGTACTCA-3'
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并采集图像。目标蛋白呈棕黄色，则为阳性表达。

2.9 大鼠肾组织中p-NF-κB蛋白表达测定

各组大鼠肾组织（100 mg）用RIPA 裂解提取总

蛋白，并经过BCA 法进行蛋白质定量。将上清液与

2×样品缓冲液混合，在 95 ℃下煮沸 5 min，用 10%

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，并转移到硝酸纤维

素膜上。室温下用 5% 脱脂奶封闭 1 h，在 4 ℃下与

一抗孵育［兔抗 p-NF-κB P65 抗体（1∶2 000）、兔抗

NF-κB P65 抗体（1∶2 000）和兔抗 β-actin抗体（1∶

2 000）］过夜。用TBST 洗涤 3 次后，与二抗［山羊抗

兔 IgG 抗体（1∶2 000）］在室温下孵育 1 h，用 TBST

洗涤 3次。最后显影曝光，用 Image-Pro Plus图像分

析系统对蛋白条带进行分析。

2.10 统计学方法

统计学分析用SPSS 19.0软件进行，至少取 3次

独立实验结果，正态分布数据资料以
—
x±s表示，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t检验，率的比较采用 χ2检验。

3 结果

3.1 川芎嗪对膜性肾病大鼠体质量和肾脏系数的

影响

与对照组比较，模型组和川芎嗪低、高剂量组

大鼠的体质量没有显著差异。与对照组比较，模型

组大鼠的肾质量及肾脏系数均显著增加（P＜

0.001）；与模型组比较，川芎嗪低、高剂量组大鼠的

肾质量及肾脏系数均显著降低（P＜0.05、0.01）。结

果见图1。

3.2 川芎嗪对膜性肾病大鼠生化指标的影响

与对照组比较，模型组大鼠的尿蛋白和血清肌

酐、BUN、脂联素、TC、TG 水平显著上调（P＜

0.001）；与模型组比较，川芎嗪低、高剂量组尿蛋白

和血清肌酐、BUN、脂联素、TC、TG 水平显著下

调（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性，结果见图2。

3.3 川芎嗪对MN大鼠肾组织病理学的影响

HE结果表明（图 3），对照组大鼠的肾组织形态

正常，肾小球毛细血管和肾小管上皮的基底膜完

整；模型组大鼠的肾小球基底膜增厚，肾小球萎缩；

川芎嗪低、高剂量组大鼠的肾组织病理损伤明显减

轻，肾小球基底膜增厚和肾小球萎缩减轻。

3.4 川芎嗪对膜性肾病大鼠肾组织中炎症因子表

达的影响

与对照组比较，模型组大鼠肾组织中 TNF-α、

IL-1β、MCP-1 mRNA 的表达水平显著上调（P＜

0.001）；与模型组比较，川芎嗪低、高剂量组大鼠肾

组织中 TNF-α、IL-1β、MCP-1 mRNA 的表达水平显

著下降（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性。结果

见图4。

3.5 川芎嗪对膜性肾病大鼠血清中氧化应激指标

的影响

与对照组比较，模型组大鼠血清中 MDA 水平

显著上调，SOD 水平显著下调（P＜0.001）；与模型

组比较，川芎嗪低、高剂量组大鼠血清中MDA水平

显著下调，SOD水平显著上调（P＜0.05、0.01），且呈

剂量相关性。结果见图5。

3.6 川芎嗪对膜性肾病大鼠肾组织中 p-NF-κB表

达的影响

免疫组组织化学结果表明（图 6），与对照组比

较，模型组大鼠肾组织中 p-NF-κB的表达水平显著

上调（P＜0.001）；与模型组比较，川芎嗪高剂量组大

鼠肾组织 p-NF-κB的表达水平显著下调（P＜0.01），

且呈剂量相关性。

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图1 川芎嗪对膜性肾病大鼠的体质量、肾质量和肾脏系数的影响（x
—

±s，n=15）

Fig. 1 Effects of ligustrazine on body weight，renal mass and renal coefficient of rats with membranous nephropathy（x
—

±s，

n=15）
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3.7 川芎嗪对膜性肾病大鼠肾组织中 p-NF-κB蛋

白表达水平的影响

Western blotting 结果表明（图 7），与对照组比

较，模型组大鼠肾组织中 p-NF-κB蛋白的表达水平

显著上调（P＜0.001）；与模型组比较，川芎嗪低、高

剂量组大鼠肾组织 p-NF-κB 的表达水平显著下

调（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性。

4 讨论

膜性肾病属于肾脏疾病家族，与肾脏的肾小

球（肾小球炎）和/或间质（肾炎）的炎症和超敏反应

有关。这与肾小管病变相反，肾小管病变主要影响

肾小管。膜性肾病的特征是免疫复合物在肾小球

基底膜上皮下原位沉积［10］。由于在疾病的后期可

以通过光学显微镜观察到肾小球基地膜增厚，因此

该疾病最初被称为“膜性肾小球肾炎”［11］。由于免

疫沉积物的形成，毛细血管的通透性改变，从而导

致蛋白尿并经常导致肾病综合征。后者的主要特

点是蛋白尿（24 h尿中含＞3.5 g蛋白质），低白蛋白

血症（＜3 g/dL），高脂血症和水肿。膜性肾病约占

肾脏疾病的 20%，是肾病综合征最常见的原因之

一［10］。本研究发现膜性肾病大鼠的尿蛋白和血清

肌酐、BUN、脂联素、TC、TG的表达水平显著上调，

与上述文献报道一致。

炎症是宿主抵抗传染原和伤害的防御机制之

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图2 川芎嗪对膜性肾病大鼠的尿蛋白和血清肌酐、BUN、脂联素、TC、TG水平的影响（x
—

±s，n=15）

Fig. 2 Effects of ligustrazine on levels of urinary protein，serum creatinine，BUN，adiponectin，TC and TG in rats with

membranous nephropathy（x
—

±s，n=15）

 

 

 

 

 

对照 模型 

川芎嗪 60 mg·kg−1 川芎嗪 120 mg·kg−1 

BC-弓箭手胶囊；DT-远曲小管；G-肾小球；GA-肾小球萎缩；P-足细胞；PT-近曲小管

BC-Archman Capsule；DT-distal convoluted tubule；G-glomerulus；GA-glomerular atrophy；P-podocyte；PT-proximal convoluted tubule

图3 川芎嗪对膜性肾病大鼠肾组织病理学变化的影响

Fig. 3 Effect of ligustrazine on renal histopathological changes in rats with MN
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一，其有助于许多疾病的病理生理发展。急性炎症

是一个短期过程，其症状包括由于白细胞和血浆浸

润组织而引起的疼痛、肿胀、功能丧失和热量丧

失［12］。在炎症反应过程中释放了几种促炎介质，例

如COX-2、IL-6、iNOS和TNF-α，这在很大程度上取

决于转录激活［13］。促进炎症反应的 TNF-α是细胞

因子超家族的成员［14］。TNF-α、IL-1和 IL-6协同工

作，可诱导自身免疫反应并引起许多膜性肾病相关

问题［15］。本研究发现膜性肾病组的大鼠血清中

TNF-α、IL-1β和MCP-1的水平显著高于对照组。

SOD 活性和 MDA 含量是氧化应激的 2 个指

标。研究发现，SOD将超氧化物转化为过氧化氢，

并且在减少氧化应激和炎症反应中起至关重要的

作用［16］。MDA 是脂质过氧化作用的产物，并用作

氧化应激的生物标记［17］。在这项研究中，膜性肾病

组大鼠血清中MDA水平增多，SOD活性减弱。

众所周知，转录因子NF-κB在免疫应答后会积

极参与调节许多促炎基因的表达［18］。在炎症过程

中，TNF-α、IL-1β、COX-2 和 iNOS 受激活的 NF-κB

调节［19］。为了减轻炎症，已经致力于通过抑制NF-

κB 活化来减少促炎性介质的产生。本研究发现

NF-κB参与膜性肾病的发病机制，在膜性肾病大鼠

肾组织中NF-κB表达上调。

川芎嗪可通过抑制 NF-κB 减少炎症反应［20］。

先前的研究表明，NF-κB亚基 P65具有关键的体内

功能，并且NF-κB途径激活与肾脏疾病的炎症反应

有关［21］。本研究与这些报道一致，还发现川芎嗪可

以使NF-κB P65失活从而抑制炎症反应，表明川芎

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图4 川芎嗪对膜性肾病大鼠的TNF-α、IL-1β、MCP-1 mRNA表达水平的影响（x
—

±s，n=15）

Fig. 4 Effect of ligustrazine on mRNA expression levels of TNF-α，IL-1β and MCP-1 in rats with membranous nephropa‐

thy（x
—

±s，n=15）

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图5 川芎嗪对膜性肾病大鼠血清MDA、SOD水平的影

响（x
—

±s，n=15）

Fig. 5 Effect of ligustrazine on MDA and SOD levels in

serum of rats with membranous nephropathy（x
—

±s，n=15）
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与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；##P < 0.01 vs model group

图6 川芎嗪对膜性肾病大鼠肾组织中p-NF-κB表达的影响

Fig. 6 Effect of ligustrazine on expression of p-NF-κB in renal tissue of rats with membranous nephropathy
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嗪通过抑制NF-κB信号通路缓解膜性肾病。

本研究结果表明，NF-κB激活参与了C-BSA诱

导的膜性肾病炎症反应，提示膜性肾病和其引起的

肾功能不全可以通过介导NF-κB来减轻；川芎嗪可

能通过抑制 NF-κB 途径的激活来缓解膜性肾病诱

导的炎症反应。
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