
Drug Evaluation Research第46卷 第9期  2023年9月 Vol. 46 No. 9 September 2023

金合欢素对糖尿病肾病大鼠肾损伤及TLR4/NF-κB信号通路的影响
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摘 要：目的  探讨金合欢素对糖尿病肾病（DN）大鼠肾损伤及Toll样受体 4（TLR4）/核因子-κB（NF-κB）信号通路的影

响。方法  通过高脂高糖饲料喂养及 ip链脲佐菌素（STZ）建立DN大鼠模型，将造模成功的大鼠随机分为模型组，金合欢素

低、高剂量（40、80 mg · kg−1）组，金合欢素（80 mg · kg−1）＋脂多糖（LPS，0.1 mg · kg−1）组，缬沙坦（20 mg · kg−1）组，每组 10只，并

以正常喂养且不 ip STZ的 10只大鼠作为对照组。干预结束后，尾静脉取血，检测大鼠空腹血糖含量；收集大鼠 24 h尿液，

分析尿蛋白含量；腹部主动脉取血，ELISA法检测血清中血肌酐、血尿素氮水平及肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介

素-6（IL-6）水平；分离双肾组织，透射电镜及HE染色检测肾组织损伤情况；Western blotting检测Toll样受体 4（TLR4）/核

因子-κB（NF-κB）通路相关蛋白表达。结果  与对照组比较，模型组肾组织严重受损，血糖、尿蛋白、血肌酐、血尿素氮、

血清TNF-α和 IL-6水平、肾组织TLR4和 p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白表达显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，缬沙坦和

金合欢素低、高剂量组肾组织损伤得到缓解，血糖、尿蛋白、血肌酐、血尿素氮、血清TNF-α和 IL-6水平、肾组织TLR4和

p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白表达显著降低（P＜0.05）；与金合欢素高剂量组相比，金合欢素＋LPS组肾组织损伤加剧，血

糖、尿蛋白、血肌酐、血尿素氮、血清 TNF-α和 IL-6水平、肾组织 TLR4 和 p-NF- κB p65/NF- κB p65 蛋白表达显著增

加（P＜0.05）。结论  金合欢素通过抑制TLR4/NF-κB信号通路改善DN大鼠肾损伤。
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Abstract: Objective To investigate the effect of acacetin on renal injury and Toll like receptor 4 (TLR4)/nuclear factor-κB (NF-κB) 

signaling pathway in diabetes nephropathy (DN) rats. Methods The DN rat model was established by high fat and high sugar and 

ip injection of streptozotocin (STZ). The successful rats were randomly grouped into model group, acacetin low, high dose (40, 

80 mg· kg−1) group, acacetin (80 mg· kg−1) + TLR4 activator LPS (0.1 mg · kg−1) group, and valsartan (20 mg· kg−1) group, with 10 in 

each group, 10 normal fed rats were used as control group. After the intervention, blood was taken from the tail vein to detect the 

fasting blood glucose content of rats; urine of rats was collected for 24 hours, and urine protein content was analyzed; blood was 

taken from abdominal aorta, and the levels of serum creatinine, blood urea nitrogen and inflammatory factors - tumor necrosis factor 

(TNF- α), interleukin-6 (IL-6) were detected by ELISA; renal tissues were separated, the damage of renal tissue was detected by 

transmission electron microscopy and HE; and the expression of TLR4/NF-κB pathway related proteins was detected by Western 

blotting. Results Compared with the control group, the renal tissue in model group was severely damaged, the levels of blood 

glucose, urine protein, blood creatinine, blood urea nitrogen, TNF-α, IL-6, TLR4, and p-NF-κB p65/NF-κB p65 were significantly 
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higher (P < 0.05). Compared with model group, the renal tissue damage in the acacetin low and high dose group was alleviated, the 

levels of blood glucose, urine protein, blood creatinine, blood urea nitrogen, TNF-α, IL-6, TLR4, p-NF-κB p65/NF-κB p65 were 

significantly lower (P < 0.05). Compared with the acacetin high dose group, the renal tissue damage in the acacetin high dose + LPS 

group was further aggravated, the levels of blood glucose, urine protein, blood creatinine, blood urea nitrogen, TNF-α, IL-6, TLR4, 

p-NF-κB p65/NF-κB p65 were significantly higher (P < 0.05), however, there was no significant difference in all indicators in the 

valsartan group. Conclusion Acacetin can ameliorate renal damage in DN rats by inhibiting TLR4/NF-κB signaling pathway.

Key words: acacetin; TLR4/NF-κB signal pathway; diabetes nephropathy; renal damage; inflammatory factors

在发达国家，糖尿病肾病（DN）是终末期肾病的

最常见原因，约 1/3的糖尿病患者会发展为 DN，因

此迫切需要阐明DN的发病机制，以确定DN的新治

疗方案［1］。传统中医在治疗糖尿病及其并发症方面

已有数千年的历史并取得了显著的成果［2］。金合欢

素是一种天然黄酮类化合物，具有抗菌、抗骨质疏

松、抗氧化、抗炎、免疫调节、抗肿瘤和心脏保护等

多种生物活性［3］。Han 等［4］研究发现在链脲佐菌

素（STZ）诱导的糖尿病小鼠中，金合欢素可缓解糖

尿病引发的动脉粥样硬化，有望成为治疗糖尿病患

者心血管类疾病的候选药物，但其在DN的治疗中

鲜有报道。Toll样受体 4（TLR4）/核因子-κB（NF-κB）

信号通路是与炎症反应相关的关键信号通路，而炎症反

应被认为是 DN 发生的主要原因［5］。本研究旨在探

讨金合欢素对DN大鼠肾损伤的保护作用及其作用

机制。

1　材料

1.1　实验动物

64 只雄性 6 周龄、健康 SD 大鼠，体质量 200～

230 g，由广州锐格生物科技有限公司提供，实验动

物生产许可证号 SCXK（粤）2021-0059。所有大鼠

都被饲养在无特定病原体、恒温（23±1）℃和 12 h

光/暗循环鼠笼中下，可随意进食和饮水。本研究遵

循实验动物管理和使用指南，并获得苏州九龙医院

中心实验室动物护理和使用委员会的批准（批准文

号202104-1205）。

1.2　实验试剂与仪器

金 合 欢 素（质 量 分 数 ＞97%，批 号 00017-

25MG）、STZ，由Sigma公司提供；TLR4激活剂脂多

糖（LPS，批号L8880）、HE染色液，由索宝莱有限公

司提供；血肌酐、血尿素氮、尿蛋白测定试剂盒，由

南京建成生物研究所有限公司提供；肿瘤坏死因子-

α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）ELISA试剂盒，由酶

联生物有限公司提供；TLR4、p-NF-κB p65、NF-κB 

p65一抗，Abcam公司提供。

光学显微镜，由Olympus公司提供；酶标仪，由

美国Thermo公司提供。

2　方法

2.1　DN大鼠模型的制备及干预

64 只大鼠适应性喂养 1 周后，随机分为造模

组（54只）和对照组（10只），其中对照组给予正常饲

料喂养，造模组参考文献报道［ 6］构建 DN 大鼠模

型：54只大鼠给予高糖高脂饲料喂养，4 周后，

ip 35 mg·kg−1 STZ，空腹检测大鼠血糖，当血糖超

过 16.7 mmol·L−1 时，认为糖尿病大鼠模型建立成

功；之后继续以高糖高脂饲料喂养 4周，收集 24 h尿

蛋白，当尿蛋白超过 30 mg时，标志着DN大鼠模型

构建成功。将构建成功的 50只大鼠随机分为模型

组，金合欢素低、高剂量（40、80 mg·kg−1）［7］组，金合

欢素（80 mg·kg−1）＋LPS（0.1 mg·kg−1）［8］组，缬沙

坦（20 mg·kg−1）［9］组，每组 10只。ig给药，对照组与

模型组 ig给予等体积的 0.9%氯化钠溶液，每天给药

1次，连续6周。

2.2　样本采集

大鼠给药结束后，收集代谢笼中24 h尿液，−20 ℃

留存用于检测尿蛋白含量；麻醉大鼠，尾静脉采血，

检测大鼠空腹血糖含量；腹部主动脉采血，用于炎

症因子以及血肌酐、血尿素氮的检测；处死大鼠，摘

取大鼠双肾，1/2左肾固定在戊二醛溶液中用于透射

电镜观察组织形态；1/2左肾固定在福尔马林溶液中

用于HE染色；分离右肾组织，−80 ℃留存用于检测

TLR4/NF-κB通路相关蛋白。

2.3　检测大鼠血糖含量

取“2.2”项中血液样本，使用血糖仪检测大鼠空

腹血糖。

2.4　ELISA法检测大鼠血清炎症因子、血肌酐、血

尿素氮及尿蛋白水平

取“2.2”项中血清及 24 h尿液，按照试剂盒说明

检测血清 TNF-α、IL-6、血肌酐、血尿素氮以及尿蛋

白水平。

2.5　HE检测肾组织病理学变化

取“2.2”项中固定在 4%福尔马林溶液中的肾组

织，包埋在石蜡中，制作组织切片，用苏木精-伊红进

行染色。用光学显微镜检查切片，随机获得放大
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400倍的显微照片，观察组织病理学变化。

2.6　透射电镜检测肾组织超微结构变化

取“2.2”项中在戊二醛溶液的肾组织，PBS洗涤

后，用 1% 柠檬酸处理 3 h。接下来使用乙醇梯

度（50%、70%、80%、90%、95%）脱水，然后加入氧化

丙烯、Epon812 环氧树脂包埋剂浸泡 3 h，35、45、

55 ℃聚合 12 h，制备 1 µm的组织切片，用 0.4%乙酸

铀酰和 2%柠檬酸盐染色。然后通过透射电镜观察

肾组织超微结构变化。

2.7　Western blotting检测 TLR4/NF-κB 通路相关

蛋白表达

取“2.2”项中右肾组织，加入 RIPA 混合缓冲溶

液中匀浆。使用BCA蛋白质测定试剂盒来测量蛋

白质总浓度，然后将蛋白质在 97 ℃加热 5 min，用

10% SDS-PAGE 分离，并转移到 PVDF 膜上。将膜

与特异性一抗（1∶500的 TLR4、1∶2 000的 p-NF-κB 

p65与NF-κB p65）和相应的二抗一起孵育。使用增

强化学发光试剂盒观察蛋白质条带，凝胶成像分析

系统进行定量分析蛋白表达。

2.8　统计学分析

采用 SPSS 27.0 软件分析实验数据，计量资料

以 x̄ ± s表示，单因素方差分析用于多组间比较，以

snk-q检验进一步两两比较。

3　结果

3.1　金合欢素对大鼠血糖、尿蛋白水平的影响

与对照组比较，模型组大鼠血糖、尿蛋白水平

显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，缬沙坦与金合

欢素低、高剂量组大鼠血糖、尿蛋白水平显著降

低（P＜0.05）；金合欢素＋LPS组较金合欢素高剂量

组大鼠血糖、尿蛋白显著增加（P＜0.05）。结果表

明，金合欢素可以降低DN大鼠血糖、尿蛋白水平，

且作用呈剂量相关性，见表1。

3.2　金合欢素对大鼠血肌酐、血尿素氮的影响

与对照组比较，模型组大鼠血肌酐、血尿素氮

水平显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，缬沙坦与

金合欢素低、高剂量组大鼠血肌酐、血尿素氮显著

降低（P＜0.05）；金合欢素＋LPS组较金合欢素高剂

量组大鼠血肌酐、血尿素氮显著增加（P＜0.05）。结

果表明金合欢素可以降低DN大鼠血肌酐、血尿素

氮，且作用呈剂量相关性。见表2。

3.3　金合欢素对大鼠血清炎症因子的影响

与对照组比较，模型组大鼠血清TNF-α、IL-6水

平显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，缬沙坦与金

合欢素低、高剂量组大鼠 TNF-α、IL-6 水平显著降

低（P＜0.05）；金合欢素＋LPS组较金合欢素高剂量

组大鼠TNF-α、IL-6水平显著增加（P＜0.05）。结果

表明金合欢素可以降低DN大鼠血清中炎症因子水

平，且作用呈剂量相关性，具有抗炎作用。见表3。

3.4　金合欢素对大鼠肾组织病理学的影响

对照组大鼠组织结构清晰、排列有序；模型组

细胞核固缩、管腔变大且透明，肾小球体积变小；金

合欢素低、高剂量组和缬沙坦组肾小球体积增大、

细胞核固缩逐渐减轻、管腔逐渐变小；但金合欢

素＋LPS组较金合欢素高剂量组病理损伤进一步加

剧。结果表明金合欢素可以缓解DN大鼠肾组织病

理损伤。见图1。

3.5　金合欢素对大鼠肾组织超微结构的影响

对照组大鼠足细胞排列均匀，无融合或丢失；

模型组足细胞突触紊乱明显，部分突触缺失，基底

表1　各组大鼠血糖、24 h尿蛋白水平比较（x̄±s，n=10）

Table 1　Comparison of blood glucose and urinary protein 

levels of rats in each group (x̄±s, n=10)

组别

对照

模型

金合欢素

缬沙坦

金合欢素+LPS

剂量/

（mg · kg−1）

—

—

40

80

20

80+0.1

血糖/

（mmol· L−1）

  4.15±0.42

29.46±2.96*

22.11±2.22#

16.64±1.68#△

16.11±1.64#△

22.15±2.22▲

24 h尿蛋白/

mg

  9.64±0.97

53.19±5.32*

39.42±3.95#

28.26±2.83#△

28.15±2.82#△

42.18±4.22▲

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与金合欢素

低剂量组比较：△P＜0.05；与金合欢素高剂量组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 

acacetin low dose group；▲P < 0.05 vs acacetin high dose group

表2　各组大鼠血肌酐、血尿素氮比较（x̄±s，n=10）

Table 2　Comparison of blood creatinine and blood urea 

nitrogen of rats in each group (x̄±s, n=10)

组别

对照

模型

金合欢素

缬沙坦

金合欢素+LPS

剂量/

（mg · kg−1）

—

—

40

80

20

80+0.1

血肌酐/

（µmol· L−1）

23.15±2.32

94.56±9.47*

58.15±5.83#

26.84±2.69#△

26.94±2.71#△

62.15±6.22▲

血尿素氮/

（mmol· L−1）

  2.45±0.25

15.34±1.54*

  8.54±0.86#

  3.16±0.32#△

  3.09±0.31#△

  8.49±0.85▲

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与金合欢素

低剂量组比较：△P＜0.05；与金合欢素高剂量组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 

acacetin low dose group；▲P < 0.05 vs acacetin high dose group
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膜厚度明显增加；金合欢素低、高剂量组和缬沙坦

组可有效改善该损伤，足细胞数量形态逐渐恢复，

基底膜厚度明显有所减少；但金合欢素＋LPS组较

金合欢素高剂量组病理损伤进一步加剧。超微结

构表明金合欢素减轻 DN 大鼠肾组织病理损伤。

见图2。

3.6　金合欢素对大鼠 TLR4/NF-κB 通路相关蛋白

表达的影响

与对照组比较，模型组大鼠肾组织 TLR4、p-

NF- κB p65/NF- κB p65 蛋白表达显著增加（P＜

0.05）；与模型组比较，缬沙坦和金合欢素低、高剂量

组大鼠肾组织 TLR4、p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白

表达显著降低（P＜0.05）；金合欢素＋LPS组较金合

欢素高剂量组大鼠肾组织 TLR4、p-NF-κB p65/NF-

κB p65蛋白表达显著增加（P＜0.05）。结果表明，金

合欢素可以抑制TLR4/NF-κB信号通路中相关蛋白

的表达，且作用呈剂量相关性。见图3、表4。

4　讨论

DN 是糖尿病患者发病和死亡的主要原因，其

发病机制是多因素和复杂的，涉及多种途径［10-11］。

其中高血糖是糖尿病肾小球进行性破坏的主要驱

动因素［12］，本研究通过高脂高糖及 ip STZ建立 DN

大鼠模型，当血糖超过 16.7 mmol·L−1 ，24 h 尿蛋白

超过30 mg时，标志着DN大鼠模型构建成功。

中药因其疗效好、无毒副作用而被开发利用，

在治疗糖尿病及并发症方面历史悠久，且中药的有

效成分——黄酮、黄酮苷和氨基酸具有良好的抗

炎、抗病毒和抗糖尿病作用［13］。金合欢素是从传统

对照

金合欢素80 mg·kg−1

模型

缬沙坦

金合欢素40 mg · kg−1

金合欢素+LPS

图2　肾组织超微结构（透射电镜，×8 000）

Fig. 2　Ultrastructure of kidney tissue (transmission 

electron microscope, ×8 000)

TLR4

p-NF-κB p65

NF-κB p65

β-actin

         对照    模型     40        80    缬沙坦  金合欢     

                     金合欢素/（mg · kg−1）            素+LPS

图3　肾组织中TLR4、p-NF-κB p65/NF-κB p65蛋白表达

Fig. 3　Expression of TLR4, p-NF-κB p65/NF-κB p65 in 

renal tissue

表3　各组大鼠TNF-α、IL-6比较（x̄±s，n=10）

Table 3　Comparison of TNF-α, and IL-6 of rats in each 

group (x̄±s, n=10)

组别

对照

模型

金合欢素

缬沙坦

金合欢素+LPS

剂量/

（mg · kg−1）

—

—

40

80

20

80+0.1

TNF-α/

（µmol· L−1）

16.27±1.63

46.37±4.66*

31.42±3.15#

18.64±1.88#△

18.43±1.85#△

32.56±3.26▲

IL-6/

（g· L−1）

26.84±1.69

68.94±6.91*

42.05±4.21#

28.51±2.86#△

27.83±2.79#△

43.05±4.31▲

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与金合欢素

低剂量组比较：△P＜0.05；与金合欢素高剂量组比较：▲P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 

acacetin low dose group；▲P < 0.05 vs acacetin high dose group

对照

金合欢素80 mg·kg−1

模型

缬沙坦

金合欢素40 mg · kg−1

金合欢素+LPS

图1　肾组织病理学变化（HE，×200）

Fig. 1　Pathological changes of renal tissue (HE, ×200)
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中药天山雪莲中分离出来，属于天然黄酮化合物，

广泛存在于许多植物中，具有抗癌、抗肥胖、抗炎、

神经保护和心脏保护等多种活性［14］。在 STZ 诱导

的大鼠糖尿病性心肌病模型中，通过抑制氧化应

激、炎症和凋亡可发挥心脏保护作用，是预防糖尿

病心肌病的潜在药物［15］，但在DN治疗中鲜有报道。

研究发现在DN发展过程中，肾功能受损可导致尿

蛋白增加，因此关注尿蛋白及肾功能参数对DN发

生发展意义重大［16］。本研究发现DN大鼠肾小球体

积变小，细胞核固缩，足细胞突触紊乱，基底膜厚度

增加，血糖、尿蛋白、血肌酐、血尿素氮显著增加，表

明 DN大鼠发生肾损伤，但经金合欢素干预后，DN

大鼠肾组织损伤得到缓解，血糖、尿蛋白、血肌酐、

血尿素氮显著降低，提示金合欢素可有效改善 DN

大鼠肾损伤，但作用机制尚不明确。

TLR 可激活下游炎症信号通路以响应外源微

生物病原体，TLR信号的激活与NF-κB活性的激活

相关，随后增加促炎细胞因子（如 IL-6、TNF-α）的释

放，进而引发局部炎症反应［17］。TLR4/NF-κB 信号

通路可介导多种炎症过程，有证据表明，TLR4/NF-κB

信号通路与DN的发生发展有关［18］。如Lee等［19］研

究发现溶血磷脂酸（LPA）受体 1抑制剂可通过下调

TLR4/NF-κB通路抑制糖尿病小鼠肾组织中的炎症

反应，有效地预防了DN的发病。本研究发现DN大

鼠血清中 TNF- α、IL-6 水平显著增加，肾组织中

TLR4、p-NF-κB p65/NF-κB p65表达显著上调，表明

DN大鼠肾损伤可能与激活 TLR4/NF-κB信号通路

进而引发炎症反应有关。但经金合欢素干预后，DN

大鼠炎性反应水平降低，肾组织中 TLR4、p-NF-κB 

p65/NF-κB p65表达显著下调，推测金合欢素可抑制

TLR4/NF-κB 信号通路介导的炎性反应，缓解肾损

伤。为进一步验证该推测，实验引入TLR4抑制剂-LPS，

结果发现LPS逆转了金合欢素对DN大鼠的保护作

用，表明金合欢素对DN大鼠肾组织的保护作用，可

能与抑制TLR4/NF-κB信号通路有关。

金合欢素可降低 DN大鼠血糖及尿蛋白、血肌

酐、血尿素氮，改善DN大鼠肾损伤，其机制可能与

抑制 TLR4/NF-κB信号通路相关蛋白表达，抑制炎

性反应相关。
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