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黑地黄丸对肾纤维化模型大鼠肾组织炎症因子
及 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路的影响
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［摘要］ 目的 观察黑地黄丸对肾纤维化大鼠肾组织微炎症状态的影响及可能作用机制。 方法 将 50 只
Wistar大鼠随机分为正常组、模型组和黑地黄丸高、中、低剂量组，每组 10 只。除正常组外，其余各组大
鼠均采用 5 /6 肾切除法建立肾纤维化动物模型。从术后当日，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠分别给予含生
药 2、1、0. 5 g /ml药液按 10 ml /kg灌胃，模型组与正常组给予同等体积生理盐水，每天 1 次。连续给药 60
天后，检测各组大鼠血清肌酐 ( Cr)、尿素氮 ( BUN)、超敏 C反应蛋白 ( hs-CＲP) 水平，HE染色观察大鼠肾
组织病理变化，免疫组化和Western blot法检测肾组织 Toll样受体 2 ( TLＲ2 )、核转录因子 κB ( NF-κB)、髓样
分化因子 88 ( Myd88) 蛋白表达，免疫组化法检测肾组织炎症因子肿瘤坏死因子 ( TNF-α) 、白细胞介素 6
( IL-6) 表达。 结果 与正常组比较，模型组大鼠血清 Cr、BUN、hs-CＲP 水平明显升高，肾组织中 TLＲ2、
NF-κB、Myd88、TNF-α、IL-6 表达亦升高 ( P ＜ 0. 05) ; 与模型组比较，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠血
清 Cr、BUN、hs-CＲP 水平明显降低，肾组织中 TLＲ2、NF-κB、Myd88、TNF-α、IL-6 表达亦降低 ( P ＜
0. 05) ; 黑地黄丸高、中、低剂量组组间比较，各指标差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。HE 染色结果显示，
模型组大鼠肾小球变形、肾小管间质增宽，炎性细胞浸润，而黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠肾间质水肿、
肾小球硬化、肾小管萎缩和炎性细胞浸润较模型组减轻，并且各剂量组之间差异不明显。 结论 黑地黄丸能
明显改善肾纤维化大鼠肾组织微炎症状态，其作用机制可能与调节肾组织 TLＲ2 /NF-κB /Myd88通路有关。
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微炎症与肾纤维化密切相关，是慢性肾脏病

( chronic kidney disease ，CKD) 病情进展的重要因
素［1］，通过早期调控肾纤维化程度及微炎症状态，

对减轻肾损伤、保护肾功能具有重要意义。有研
究［2 － 3］表明，Toll样受体 2 ( TLＲ2 ) 与肾组织纤维

化程度及持续炎症反应相关，可通过髓样分化因子

88( Myd88) 依赖途径激活核转录因子 κB ( NF-κB) ，
导致肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 等炎性因子上调，促
进微炎症发生。因此，干预或阻断 TLＲ2 /NF-κB /
Myd88 通路有助于延缓 CKD 的进展。黑地黄丸出
自张元素《素问病机气宜保命集》，有补脾益肾功
效，主治脾肾不足证，临床治疗慢性肾衰竭、肾性
贫血疗效确定［4 － 5］。前期研究［6］发现，黑地黄丸通
过下调肾组织转化生长因子 β1 ( TGF-β1 ) 、结缔
组织生长因子 ( CTGF) 的表达，具有抗肾纤维化

的作用。本研究采用 5 /6 肾切除法造成肾纤维化模
型，观察黑地黄丸抗纤维化、改善微炎症作用及其
对 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路相关蛋白的影响，探讨
其可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级雄性 Wistar 大鼠 50 只，8 周龄，体质

量 ( 200 ± 20 ) g，山东大学实验动物中心提供，
实验动物许可证号: SCXK ( 鲁) 20090001。饲养
于山东中医药大学实验动物中心，温度 ( 22 ±
2) ℃，相对湿度 ( 55 ± 2) %，自由摄食饮水。
1. 2 实验药物
黑地黄丸组成: 熟地黄 12 g、苍术 12 g、干姜

6 g、大枣 6 g，上药加水煎煮 2 次，煎液过滤合并，
浓缩至浸膏，加乙醇使含醇量至 50%，冷藏 24 h，
取上清液回收乙醇，温开水溶化后分别水浴浓缩成

含生药 2、1、0. 5 g /ml 的高、中、低浓度药液，
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4℃冰箱保存备用。
1. 3 实验试剂和仪器
肌酐 ( Cr) 、尿素氮 ( BUN) 、超敏 C 反应蛋

白 ( hs-CＲP) 检测试剂盒 ( 北京利德曼公司，批
号分别为 0758、3454、30515D ) ; TLＲ2 抗体、
Myd88 抗体、NF-κB 抗体 ( Affinity 抗体公司，批
号分别为 990387W1、YSlY11W、990209W) ; TNF-α
抗体、白细胞介素 6 ( IL-6 ) 抗体 ( 武汉博士德生
物 工 程 有 限 公 司，批 号 分 别 为 3090401、
0826A09) ; 辣根酶标记山羊抗兔 IgG、DAB 显色
试剂盒 ( 北京中杉金桥生物技术有限公司，批号

分别为 101964、2171A08 ) ; 水合氯醛 ( 山东大学
齐鲁医院，批号 20120702 ) ; HE 染色试剂盒、
SDS-聚丙烯酰胺凝胶、ＲIPA 裂解液、BSA-TBST
( 索莱宝科技有限公司，批号分别为 G1120、
P1200、P1010、G1304 ) ; ECL 试剂盒 ( 凯基生物
技术股份有限公司，KGP1123) 。
全自动酶标仪 ( 赛默飞世尔仪器有限公司，

EL340i型) ; 全自动高速冷冻离心机 ( 湖南仪器仪
表总厂离心机厂，GL20A 型 ) ; 电热恒温水浴箱
( 上海博迅实业有限公司，SSW 型) ; 切片机 ( 德
国 Leica公司，ＲM2235 型) 。
1. 4 动物造模、分组及给药

50 只大鼠采用随机数字表法分为正常组、模
型组和黑地黄丸高、中、低剂量组，每组 10 只。
除正常组外，其余各组大鼠参照 《人类疾病动物
模型的复制》［7］中方法建立肾纤维化大鼠模型: 以
10%水合氯醛麻醉，先切除左肾 2 /3 肾组织，后于
1 周后切除整个右肾，造模 4 周后检测尿素氮、肌
酐等血生化指标验证是否造模成功［8］。从术后当
天开始，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠分别给予
含生药 2、1、0. 5 g /ml 药液按 10 ml /kg 灌胃，模
型组与正常组给予同等体积生理盐水，每天 1 次，
连续给药 60 天。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 血清 Cr、BUN、hs-CＲP水平测定 于手术
后第 60 天腹主动脉采血，静置 30 min，5000 r /min
( 半径 15 cm) 离心 15 min，取血清，应用检测试剂
盒通过酶标仪检测相应波段的吸光度值。
1. 5. 2 肾组织 HE 染色 取左侧部分肾组织，以
石蜡包埋肾组织按常规方法操作进行 HE 染色，观
察大鼠肾组织病理变化。
1. 5. 3 免疫组化法检测肾组织 TLＲ2 /NF-κB /
Myd88 通路相关蛋白表达 取各组大鼠肾组织石蜡

包埋，4μm切片，常规烤片、脱蜡复水，加入 3%
过氧化氢溶液封闭内源性过氧化物酶，置于枸橼酸

钠溶液中抗原修复，山羊血清封闭 10 min，滴加一
抗为 TLＲ2 ( 1 ∶ 200 ) 、Myd88 ( 1 ∶ 200 ) 、NF-κB
( 1 ∶ 200) ，4℃孵育过夜; 次日加山羊抗兔 /大鼠
二抗工作液，37℃孵育 30 min，DAB 显色 8 min，
苏木素复染，常规脱水、透明、封片，阳性表达信
号为组织呈黄棕色。每例切片选取 10 个视野 ( ×
200) ，采用 Image-Pro Plus 6. 0 分析。
1. 5. 4 Western blot 法检测肾组织 TLＲ2 /NF-κB /
Myd88 通路相关蛋白表达 肾组织剪碎后应用
ＲIPA裂解液提取总蛋白，采用 BCA 法定量蛋白浓
度，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，5% BSA-
TBST室温下封闭 1h，加一抗为 TLＲ2 ( 1 ∶ 1000) 、
Myd88 ( 1 ∶ 1000) 、NF-κB ( 1 ∶ 1000 ) ，4℃孵育
过夜，PBST充分洗膜，辣根过氧化物酶标记的二
抗室温孵育 1h，PBST 洗膜，ECL 检测液成像，采
用显影结果使用 Quantity One V4. 6. 6 进行 OD值分
析，结果用 β-actin 校正。
1. 5. 5 肾组织中炎症因子表达 采用免疫组化法
检测，方法同 1. 5. 3，滴加一抗为 TNF-α ( 1 ∶
200) 、IL-6 ( 1 ∶ 200 ) ，4℃孵育过夜; 次日加山
羊抗兔 /大鼠二抗工作液，DAB显色，苏木素复染，
常规脱水、透明、封片，每例切片选取 10 个视野
( ×200) ，使用 Image-Pro Plus 6. 0分析 TNF-α、IL-6
的表达。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 18. 0 软件进行统计，计量数据以均

值 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多个样本均数比较使用
单因素方差分析，方差齐性者组间两两比较选

S-N-K，方差不齐者使用 Dunnett's T3 分析，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠血清 Cr、BUN、hs-CＲP水平比较
表 1 示，与正常组比较，模型组大鼠血清 Cr、

表 1 各组大鼠血清 Cr、BUN、hs-CＲP 水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
Cr
( μmol /L)

BUN
( mmol /L)

hs-CＲP
( μg /L)

正常组 10 35. 7 ± 8. 4 6. 5 ± 0. 2 3. 4 ± 0. 3
模型组 10 90. 2 ± 9. 8* 9. 7 ± 0. 6* 7. 8 ± 0. 6*

黑地黄丸高剂量组 10 68. 6 ± 3. 3△ 7. 2 ± 0. 4△ 4. 1 ± 0. 1△

黑地黄丸中剂量组 10 79. 8 ± 2. 8△ 8. 5 ± 0. 2△ 4. 8 ± 0. 2△

黑地黄丸低剂量组 10 87. 1 ± 3. 5△ 8. 7 ± 0. 3△ 5. 3 ± 0. 4△

注: Cr，肌酐; BUN，尿素氮; hs-CＲP，超敏 C反应蛋白; 与
正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05
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表 2 各组大鼠肾脏组织中 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路相关蛋白免疫组化检测结果比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 TLＲ2 NF-κB Myd88

正常组 10 0. 012 ± 0. 050 0. 042 ± 0. 030 0. 005 ± 0. 001
模型组 10 0. 158 ± 0. 010* 0. 255 ± 0. 020* 0. 028 ± 0. 004*

黑地黄丸高剂量组 10 0. 072 ± 0. 040△ 0. 143 ± 0. 010△ 0. 015 ± 0. 002△

黑地黄丸中剂量组 10 0. 092 ± 0. 060△ 0. 162 ± 0. 050△ 0. 019 ± 0. 001△

黑地黄丸低剂量组 10 0. 121 ± 0. 020△ 0. 214 ± 0. 040△ 0. 024 ± 0. 003△

注: TLＲ2，Toll样受体 2; NF-κB，核转录因子 κB; Myd88，髓样分化因子 88; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05

BUN、hs-CＲP 水平明显升高 ( P ＜ 0. 05) ; 与模型
组比较，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠血清 Cr、
BUN、hs-CＲP 水平明显降低 ( P ＜ 0. 05) ; 黑地黄
丸高、中、低剂量组组间比较，各指标差异无统计
学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 2 各组大鼠肾脏组织病理学改变

HE染色结果显示，正常组大鼠肾皮髓质结构
清楚，肾小管及肾小球的大小、形态正常，肾小管
间质无增宽、无明显充血及炎细胞浸润。模型组大
鼠可见肾皮质变薄、皮髓质结构交界不清，肾小球
变形、肾小管间质增宽，肾间质可见不同程度的水
肿、纤维组织增生、炎性细胞浸润，部分肾小球可
见硬化、肾小管可见萎缩，呈慢性进行性肾病的改
变。黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠可见肾间质增
宽，但肾间质水肿、肾小球硬化、肾小管萎缩和炎
性细胞浸润不如模型组明显，而各剂量组之间差异

不明显。
2. 3 各组大鼠肾组织中 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路
相关蛋白免疫组化检测结果比较

表 2 示，模型组大鼠肾组织中 TLＲ2、NF-κB、
Myd88 蛋白表达明显高于正常组 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与
模型组比较，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠肾组
织中 TLＲ2、NF-κB、Myd88 蛋白表达降低 ( P ＜
0. 05) ; 而黑地黄丸高、中、低剂量组组间比较，
肾组织 TLＲ2、NF-κB、Myd88 蛋白表达差异无统计
学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 4 各组大鼠肾组织 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路相
关蛋白 Western blot检测结果比较
表 3 示，与正常组比较，模型组大鼠肾组织中

TLＲ2、NF-κB、Myd88 蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05 ) ;
与模型组比较，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠肾
组织中 TLＲ2、NF-κB、Myd88 蛋白表达降低 ( P ＜
0. 05) ; 而黑地黄丸高、中、低剂量组组间比较，
肾组织 TLＲ2、NF-κB、Myd88 蛋白表达差异无统计
学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。各组大鼠肾组织中 TLＲ2、
NF-κB、Myd88 蛋白表达电泳图见图 1。

注: TLＲ2，Toll 样受体 2; NF-κB，核转录因子 κB; Myd88，

髓样分化因子 88

图 1 各组大鼠肾组织中 TLＲ2、NF-κB、

Myd88 蛋白表达电泳图

表 3 各组大鼠肾组织 TLＲ2 /NF-κB /Myd88 通路相关蛋白

Western blot检测结果比较 ( /β-actin ，珋x ± s)

组别 鼠数 TLＲ2 NF-κB Myd88

正常组 10 1. 58 ± 0. 47 1. 22 ± 0. 85 0. 06 ± 0. 33
模型组 10 6. 27 ± 0. 51* 5. 77 ± 0. 78* 0. 68 ± 0. 12*

黑地黄丸高剂量组 10 1. 98 ± 0. 53△ 2. 61 ± 0. 36△ 0. 25 ± 0. 11△

黑地黄丸中剂量组 10 3. 14 ± 0. 82△ 3. 55 ± 0. 29△ 0. 43 ± 0. 05△

黑地黄丸低剂量组 10 3. 46 ± 0. 65△ 3. 72 ± 0. 48△ 0. 48 ± 0. 02△

注: TLＲ2，Toll 样受体 2; NF-κB，核转录因子 κB; Myd88，
髓样分化因子 88; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，
△P ＜ 0. 05

2. 5 各组大鼠肾组织中 TNF-α、IL-6 表达比较
表 4 示，与正常组比较，模型组大鼠肾组织中

TNF-α、IL-6 表达升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比
较，黑地黄丸高、中、低剂量组大鼠肾组织中
TNF-α、IL-6 表达降低 ( P ＜ 0. 05 ) ; 而黑地黄丸
高、中、低剂量组组间比较，肾组织 TNF-α、IL-6
表达差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 4 各组大鼠肾组织 TNF-α、IL-6 表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 TNF-α IL-6

正常组 10 0. 012 ± 0. 003 0. 016 ± 0. 012
模型组 10 0. 113 ± 0. 014* 0. 147 ± 0. 025*

黑地黄丸高剂量组 10 0. 058 ± 0. 002△ 0. 076 ± 0. 019△

黑地黄丸中剂量组 10 0. 078 ± 0. 007△ 0. 092 ± 0. 021△

黑地黄丸低剂量组 10 0. 085 ± 0. 022△ 0. 102 ± 0. 028△

注: TNF-α，肿瘤坏死因子 α; IL-6，白细胞介素 6; 与正常组

比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05
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3 讨论

中医学认为，肾纤维化是一个正气耗损、毒邪
壅滞、持续正邪相争、邪盛正虚的过程，其病理机
制属于本虚标实，本虚指气虚，脾肾两脏最常受

累，标实为湿浊、血瘀，本虚与标实相互影响，互
为因果。中医学治疗肾纤维化，主要以补益脾肾、
活血解毒、利湿化浊为主［9］。黑地黄丸方中熟地
黄性温味甘，可滋阴养血、填精益髓，能大补五脏
真阴、填阴壮水，为养血补虚之要药; 苍术性温、
味辛苦，为太阴经引经药，外能开肌腠、温肌表、
散寒邪，内可燥湿邪、健脾气、化胃浊，为治脾湿
之要药; 两药药量相同，同为君药，配伍后具补泻

兼施、标本两顾、刚柔互济之特点。佐以干姜，其
性热味辛，归脾肾经，为温中焦脾土之要药，在方

中蕴意有二，一者温中散寒，微微少火以生肾气，

助熟地黄以补肾，助苍术以化湿; 二者干姜壮脾

气，制约熟地黄滋腻之性，以防熟地黄助湿碍脾。
大枣为使，性味苦平，功在补中、健脾和胃、养血
安神。四药相合滋阴养血不碍湿，辛散温通不助
热，集补、润、温、养于一方，且 “丸者缓也”，
吸收慢，作用持久，药简效强，治脾肾两脏之虚，

燥脾湿除肾燥，使脾胃健运，肾气充盛，为滋水燥

湿、滋液沁脾之良方［10］。
炎症反应是启动肾纤维化的重要因素，纤维化

的发生、发展始终伴随微炎症反应［11］。近年来
Toll样受体被认为是诱导炎症反应的主要因素，参
与肾脏急慢性组织炎症反应，而 TLＲ2在肾脏的高

表达具有促进纤维化的作用［12 － 13］。TLＲ2 通过

Myd88依赖途径，激活 NF-κB，诱发炎症因子 IL-6、
TNF-α的表达，参与 CKD 微炎症状态的发生与发
展［14 － 16］。研究显示，IL-6、CＲP 水平与肾脏 NF-κB
表达呈正相关，抑制 NF-κB 蛋白表达，可改善微
炎症反应［17］。CＲP 是微炎症的标志物，参与炎症
过程本身并可促进其他炎症介质［18］。
本研究结果显示，模型组大鼠血清 Cr、BUN、

hs-CＲP 含量明显升高，肾组织病理显示肾皮质变
薄、皮髓质结构交界不清，肾小球变形、肾小管间
质增宽，肾间质可见不同程度的水肿、纤维组织增
生、炎性细胞浸润，证明模型组大鼠存在肾功能损
害、微炎症状态。黑地黄丸各剂量组大鼠血清 Cr、
BUN、hs-CＲP 含量明显降低，肾组织病理变化也
得到改善，证实黑地黄丸可通过对肾功能的保护减

缓肾纤维化进程。Western blot 及免疫组化结果均

显示，模型组大鼠肾组织 TLＲ2、NF-κB、Myd88、
TNF-α、IL-6 蛋白表达较正常组升高，说明模型组
大鼠在发生肾纤维化的同时炎症反应亦呈高表达状

态，而黑地黄丸各剂量组均能下调 TLＲ2、NF-κB、
Myd88、TNF-α、IL-6 蛋白表达，证明黑地黄丸具
有调控微炎症状态的作用，与通过下调 TLＲ2 /
NF-κB /Myd88 通路各节点分子蛋白的表达有关。
而黑地黄丸高、中、低剂量组各指标差异无统计学
意义，可能跟实验设计大鼠样本量较小或干预时间

较短有关，需进一步扩大样本量和延长观察时间。
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Effects of Heidihuang Pills ( 黑地黄丸) on Ｒenal Tissue Inflammatory Factors and TLＲ2 /NF-κB /Myd88 Path-
way in Ｒenal Fibrosis Model Ｒats
SUN Xiangbo1，2，LI Yongwei1，SUN Hong1，WANG Song1，LI Wei2

( 1． Qingdao Haici Medical Group，Qingdao 266000; 2． Shandong University of Traditional Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To observe the effects and its possible mechanism of Heidihuang Pills ( 黑地黄丸) on the
microinflammation of renal tissue in rats with renal fibrosis． Methods A total of 50 Wistar rats were randomly di-
vided into a normal group，a model group and a Heidihuang Pills high，middle and low dose groups，with 10 rats in
each group． Except the normal group，the rats were performed 5 /6 nephrectomy to establish a renal fibrosis model．
From the day after surgery，rats in the high，middle and low dose groups of Heidihuang Pills were given intragastric
administration of drug solution respectively containing 2，1，0. 5 g /ml crude drug with 10 ml /kg，and the model group
as well as the normal group were given the same volume of normal saline，once a day，continuous administration for
60 days． The levels of serum creatinine ( Cr) ，blood urea nitrogen ( BUN) and high-sensitivity C-reactive protein
( hs-CＲP) were measured in each group． The pathological changes of renal tissue were observed by HE staining． Im-
munohistochemistry and western blot were used to detect the expression of Toll-like receptor 2 ( TLＲ2 ) ，nuclear factor
κB ( NF-κB) and myeloid differentiation factor 88 ( Myd88) in renal tissues． Immunohistochemistry was used to de-
tect the expression of inflammatory factor including tumor necrosis factor ( TNF-α) ，interleukin 6 ( IL-6) in renal tis-
sue． Ｒesults Compared with the normal group，the levels of serum Cr，BUN and hs-CＲP in the model group were
significantly increased，and the expressions of TLＲ2，NF-κB，Myd88，TNF-α and IL-6 in renal tissues were also in-
creased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the model group，the serum levels of Cr，BUN and hs-CＲP in the high，middle
and low dose of Heidihuang Pills groups were significantly decreased，and the expressions of TLＲ2，NF-κB，Myd88，
TNF-α and IL-6 in renal tissues were also decreased ( P ＜ 0. 05) ． There was no significant difference in the indexes of
the high，middle and low dose of Heidihuang Pills groups ( P ＞ 0. 05) ． HE staining showed that the glomerular de-
formation，tubulointerstitial widening and inflammatory cell infiltration in the model group，while renal interstitial ede-
ma，glomerular sclerosis，and tubular atrophy and inflammatory cell infiltration in the high，middle and low dose of
Heidihuang Pills groups were alleviated compared with the model group，and the difference among different dose
groups was not significant． Conclusion Heidihuang Pills can significantly improve the microinflammation of renal
tissue in renal fibrosis rats，and its mechanism may be related to the regulation of TLＲ2 /NF-κB /Myd88 pathway in re-
nal tissue．
Keywords Heidihuang Pills; renal fibrosis; inflammatory factor; Toll-like receptor 2; myeloid differentiation factor
88; nuclear transcription factor κB
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