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五味消毒饮对脂多糖诱导大鼠肾系膜细胞 NF-κB

信号通路的影响
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（1. 河北中医学院，石家庄 050091；2. 河北省中医院，石家庄 050011）

［摘要］ 目的：观察五味消毒饮对脂多糖（LPS）诱导的大鼠肾系膜细胞（HBZY-1）核转录因子-κB（NF-κB）信号通路的影

响，并探讨其作用机制。方法：将大鼠肾系膜细胞随机分为正常组、模型组、贝那普利组（50 μmol·L-1）、五味消毒饮高、低剂量

组（2.75、0.69 g·kg-1）。正常组、模型组、贝那普利组使用 10% 正常大鼠血清，五味消毒饮高、低剂量组使用 10% 含药血清。除

正常组外，其余 4 组给予 LPS（100 μg·L-1）以体外干预。倒置显微镜观察细胞形态的变化；免疫荧光法（IF）检测 NF-κB p65 的

表达；噻唑蓝（MTT）比色法检测细胞活力；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞中白细胞介素-1β（IL-1β）、细胞间黏附分子-

1（ICAM-1）、层粘连蛋白（LN）和纤连蛋白（FN）的含量；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测细胞中 IL-1β、FN、

NF-κB p65 mRNA 的表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中磷酸化 NF-κB 抑制蛋白激酶 β（p-IKKβ）、磷酸化 NF-κB

抑制蛋白 α（p-IκBα）、NF-κB p65 蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组细胞增殖显著增多（P<0.01），细胞上清中 IL-1β、

ICAM-1、LN、FN 的含量显著增多（P<0.01），IL-1β、FN、NF-κB p65 mRNA 表达显著升高（P<0.01），p-IKKβ、p-IκBα、NF-κB p65

蛋白表达显著升高（P<0.01）。与模型组比较，各给药组细胞增殖明显降低（P<0.05，P<0.01），细胞上清中 IL-1β、ICAM-1、LN、

FN 的含量明显减少（P<0.05，P<0.01），IL-1β、FN、NF-κB p65 mRNA 的表达明显降低（P<0.05，P<0.01），p-IKKβ、p-IκBα、

NF-κB p65 蛋白的表达显著降低（P<0.05，P<0.01）。结论：五味消毒饮可减轻由 LPS 诱导的肾系膜细胞损伤，其作用机制可能

与抑制 NF-κB 信号通路的启动有关。
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Effect of Wuwei Xiaoduyin on NF-κB Signaling Pathway in
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［［Abstract］］ Objective：： To study the effect and mechanism of Wuwei Xiaoduyin in treating rat renal

mesangial cells（HBZY-1） induced by lipopolysaccharide（LPS） through the nuclear factor- κB（NF- κB）
signaling pathway. Method：： Rat HBZY-1 cells were randomly assigned into the normal group，model group，

benazepril（50 μmol·L−1）group，and high- and low-dose（2.75 and 0.69 g·kg−1）Wuwei Xiaoduyin groups. The

normal group，model group，and benazepril group were treated with 10% normal rat serum，and the Wuwei

Xiaoduyin groups with 10% medicated serum. Except the normal group，the other four groups were treated with

LPS（100 ng·mL−1） for modeling in vitro. The changes of cell morphology were observed under optical
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microscope. The expression of NF-κB p65 was detected by immunofluorescence（IF）method. Methyl thiazolyl

tetrazolium（MTT） colorimetry was employed to detect cytotoxicity and cell proliferation. The levels of

interleukin-1β（IL-1β），intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1），laminin（LN），and fibronectin（FN）in

cell supernatant were determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The mRNA levels of IL-1β，

FN， and NF- κB p65 were measured by real-time fluorescence quantitative PCR. The protein levels of

phosphorylated inhibitor of NF-κB kinase β（p-IKKβ），phosphorylated NF-κB inhibitor（p-IκBα），and NF-κB

p65 were determined by Western blot. Result：： Compared with the normal group，the modeling increased cell

proliferation（P<0.01），elevated the levels of IL-1β，ICAM-1，LN，and FN in cell supernatant（P<0.01），and

up-regulated the mRNA levels of IL-1β，FN，and NF- κB p65（P<0.01）and the protein levels of p-IKKβ，

p-IκBα，and NF-κB p65（P<0.01）. Such changes were recovered by benazepril and Wuwei Xiaoduyin（P<0.05，

P<0.01）. Conclusion：：Wuwei Xiaoduyin can mitigate the inflammatory injury of renal mesangial cells induced

by LPS by inhibiting the NF-κB signaling pathway.

［［Keywords］］ Wuwei Xiaoduyin；nuclear transcription factor- κB（NF- κB）；rat renal mesangial cells

（HBZY-1）；inflammatory response

免疫球蛋白（Ig）A 肾病（IgAN）是世界范围内

最常见的原发性肾小球肾炎，也是慢性肾脏疾病的

主要病因之一［1］。其预后较差，有 20%~40% 的患者

在确诊 20~25 年后发展为终末期肾病［2］。 IgAN 的

组织病理学改变以肾系膜细胞增生伴系膜基质增

多为主［3］。作为肾小球的固有细胞，肾系膜细胞一

旦出现损伤，会造成系膜基质内稳态失衡，吞噬和

清除如免疫复合物，凋亡细胞等异物的能力减弱，

系膜基质的异常堆积，进而加重 IgAN 的进展。由

免疫介导的炎症反应与系膜细胞损伤密切相关［4］。

核转录因子-κB（NF-κB）是一种转录因子，其可以诱

导多种细胞反应的基因表达，并且通过促使细胞因

子转录调节炎症反应［5］。既往的研究发现，IgAN 患

者肾组织中 NF-κB 的含量是正常人的 2~3 倍［6］，并

且在系膜细胞的增殖区增加最为明显；NF-κB 的启

动可以促进肾系膜细胞的活化，扩大系膜细胞的炎

症与增殖反应［7］。因此抑制 NF-κB 的启动有助于减

轻肾系膜细胞的损伤，进而延缓 IgAN 的进展。

五味消毒饮出自清代医著《医宗金鉴》，具有清

热解毒，消肿散结的功效，治疗感染性皮肤病、盆腔

炎、乳腺炎、急性肾盂肾炎等疾病效果显著［8-9］。近

年来，越来越多的研究表明，清热解毒类中药具有

抗炎作用［10］。经临床研究发现，在紫癜性肾炎的治

疗中五味消毒饮也显示出良好的效果［11］，课题组的

前期实验研究发现五味消毒饮不仅可以降低 IgAN

大鼠的蛋白尿，减轻肾脏病理损伤，而且能够通过

调节 NF-κB 信号通路相关细胞因子，抑制 NF-κB 的

磷酸化，发挥抗炎作用［12］。在此研究基础上，本研

究以大鼠肾系膜细胞（HBZY-1）为研究对象，以脂多

糖（LPS）诱导 HBZY-1细胞构建炎症模型，观察五味

消毒饮对 HBZY-1 细胞 NF-κB 信号通路相关蛋白表

达的影响，从微观角度对五味消毒饮的抗炎机制做

进一步的理论探讨与分析。

1 材料

1.1 动物及细胞 SPF 级雄性 SD 大鼠 15 只，体质

量 180~200 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司。动物合格证号 SCXK（京）2016-0006。大鼠

肾小球系膜细胞株（HBZY-1），批号 GDC0124，购自

武汉大学中国典型培养物保藏中心。本实验经河

北 中 医 学 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，编 号

DWLL2018046。

1.2 药物 五味消毒饮由金银花 15 g、野菊花 6 g、

蒲公英 6 g、紫花地丁 6 g、天葵子 6 g 组成，均为中药

配方颗粒，每剂颗粒剂 6.6 g，每 1 g 颗粒相当于生药

6 g。由广东一方制药有限公司生产，批号分别为

9046311、9030561、9059081、9035521、9054561，将

中药配方颗粒混匀后，加入蒸馏水 30 mL 配制成

0.184 g·mL-1 的混悬液。贝那普利试剂，购自美国

Sigma公司，批号 PHR1912。

1.3 试剂 LPS、噻唑蓝（MTT）（美国 Sigma 公司，

批号分别为 L4391、M2003）；驴抗兔免疫球蛋白

（Ig）G（H+L）二 抗（ 英 国 Invitrogen 公 司 ，批 号

A21206）；DAPI 染色剂（美国 Vectorlabs 公司，批号

H-1500）；白细胞介素 -1β（IL-1β）、细胞间黏附分子 -

1（ICAM-1）、层粘连蛋白（LN）和纤连蛋白（FN）酶
联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海森雄科技

实 业 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 SXR026、SXR066、

SXR077、 SXR079）； Eastep Super Total RNA
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Extraction、逆转录、实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）Master Mix 试剂盒（美国 Promega

公司，批号分别为 LS1040、A5001、A6002）；甘油醛 -

3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、磷酸化 NF-κB 抑制蛋白激

酶 β（p-IKKβ）、NF-κB p65 抗体（英国 Abcam 公司，

批号分别为 ab181602、ab194519、ab16502）；p-IκBα

抗体（美国 Thermo Fisher公司，批号 PA5-36825）；辣
根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 抗体（北京中杉金

桥生物技术有限公司，批号 ZB-2301）。
1.4 仪器 CJ-1S 型超净工作台、600型电热恒温水

箱（天津泰斯特仪器有限公司）；BC-J160S 型 CO2培

养箱（上海博讯实业有限公司）；DMi1 型倒置显微

镜（德国 Leica 公司）；Elx800 型酶标仪（美国 BioTek

公司）；TGL-16M 型高速冷冻离心机（山东博科生物

产 业 有 限 公 司 ）；CFX96 型 Real-time PCR 仪 、

1658033型电泳仪（美国 Bio-Rad公司）；FR-980型电

泳图像分析系统（上海复日科技有限公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 将 HBZY-1细胞株从−80 °C 超低温

冰箱取出复苏后，转移到含 10% FBS 的培养基中，

置于 37 °C、5% CO2 培养箱中培养。倒置显微镜观

察细胞一般形态，待细胞达到 80%~90% 融合后进

行传代。弃去旧培养液，磷酸盐缓冲液（PBS）浸洗，

加入含 0.25% 胰酶-EDTA 的消化液，光镜下观察，待

细胞间隙变宽，细胞间基本分离时吸去消化液，加

入含 FBS 的培养液终止消化，轻轻反复吹打，促使

贴壁细胞脱落以形成细胞悬液，分瓶继续培养。

2.2 含药血清的制备 课题组前期实验［12］发现五

味消毒饮给药剂量在 2.75 g·kg-1（按照大鼠与人的

体表面积折算，大鼠体质量按 200 g，人按 60 kg）抗
炎效果较为明显，但五味消毒饮之前并未应用于体

外实验，故本研究将 15 只 SD 大鼠随机分为空白血

清组、五味消毒饮高、低剂量组（中药高、低剂量

组），每组 5只。中药高、低剂量组按 2.75 g·kg-1（4倍

成人等效剂量）、0.69 g·kg-1（1 倍成人等效剂量）灌
胃，2 次/d，每次 3 mL，连续 5 d，末次给药 1 h 后无菌

股动脉取血，充分凝血后分离血清，灭活处理后用

0.22 μm 微孔滤膜过滤，−20 °C 冰箱保存。空白组

大鼠灌服等体积蒸馏水，连续灌胃 5 d，末次给药 1 h

后取血。3组大鼠均同时采血，分离血清备用。

2.3 细胞分组 参考文献［13-15］方法，LPS 剂量给

予 0.1 mg·L-1，贝那普利试剂给予 50 μmol·L-1。将

HBZY-1 细胞分为正常组：仅加入 10% 正常大鼠血

清，模型组：LPS+10% 正常大鼠血清，贝那普利组：

LPS+贝那普利+10% 正常大鼠血清，中药高剂量组：

LPS+10% 五味消毒饮高剂量组血清，中药低剂量

组：LPS+10% 五味消毒饮低剂量组血清。

2.4 MTT 比色法检测药物对 HBZY-1 细胞活力

收集对数期细胞，胰酶消化后按照 5×103个/mL 密

度将细胞悬液接种至 96 孔板，置于 CO2培养箱中培

养。24 h 后，将培养液替换为无血清的培养基继续

培养 24 h。将细胞分 4 组，即正常组、贝那普利组、

中药高、低剂量组，每组设 8 个复孔，加入 10% 正常

大鼠血清，贝那普利试剂+10% 正常大鼠血清，10%

中药高、低剂量组血清，培养 24 h 后，每孔加入 MTT

液 20 μL（终质量浓度 1 g·L-1），继续培养 4 h，弃去

上清后每孔加入 DMSO 150 μL，振荡 15 min 等待结

晶溶解，酶标仪检测 490 nm 处的吸光度 A，并计算

细胞存活率，存活率=（A 药物组/A 空白组）×100%。取对数

期的细胞将其分为正常组、模型组、贝那普利组、中

药高、低剂量组。培养方案同 2.3 项，以下步骤同毒

性实验，酶标仪 490 nm 波长处检测吸光度 A，倒置

显微镜观察细胞一般形态。

2.5 免疫荧光法检测 HBZY-1 细胞中 NF-κB p65

蛋白的表达 将爬好细胞的玻片用 PBS 浸洗 3 次，

每次 3 min，用 4% 多聚甲醛固定 15 min，0.5% Triton

X-100 室温通透 20 min，再次 PBS 浸洗后在玻片上

加入正常山羊血清封闭细胞 30 min。然后加入

NF-κB p65 一抗（1∶500），4 °C 孵育过夜，洗涤细胞

后加入驴抗兔 IgG（H+L）二抗（1∶500），暗处 37 °C

下孵育 1 h，洗涤后用含 DAPI 的封片剂封片，在荧

光显微镜下观察并采集图像，采用 Image-pro Plus

6.0软件对荧光强度进行读取分析，将积分吸光度 IA

除以面积（Area）以计算平均荧光强度。

2.6 ELISA 检测细胞上清液中 IL-1β、ICAM-1、LN、

FN 的含量 培养细胞 24 h 后收集上清液，按 ELISA

试剂盒说明书操作。在所需反应板上分别加入标

准品 50 μL，50 μL 标本于相应板孔内，每孔加入相

应酶标试剂，轻轻混匀 30 s，室温孵育 30 min。弃去

液体，甩干，洗涤反应板，加入显色液 100 μL，轻轻

混匀，室温孵育 10 min，加入终止液 50 μL，在终止

反应 15 min内 450 nm 处测量 A。

2.7 Real-time PCR 检 测 HBZY-1 细 胞 中 IL-1β、

FN、NF-κB p65 mRNA 的表达 收集各组培养细

胞至离心管，加入 RNA 裂解液后混匀，加入稀释液

0.3 mL，4 °C、12 000 ×g 离心 10 min，加入 0.5 倍体积

无水乙醇，随后将混合液置于 RNA 离心柱上柱洗

涤，加入 RNA 洗液离心后甩干柱子基质，将离心柱
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转移至洗脱管，加入 DEPC 水 50 μL，12 000 ×g 离心

1 min 洗脱 RNA，紫外分光光度计测定 RNA 浓度。

按逆转录试剂盒说明书操作逆转录总 RNA，反应条

件为 95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火

60 s，重复 40 个循环，GAPDH 为内参，各个基因的

相对表达用 2-ΔΔCt 法进行统计。所有引物序列均由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成，见表 1。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HBZY-1

细 胞 中 p-IKKβ、p-IκBα、NF- κB p65 蛋 白 的 表 达

细胞培养箱中取出细胞，弃上清，加入细胞裂解

液反复吹打，待裂解完全后离心弃去絮状物收集总

蛋白。采用 BCA 法测定蛋白浓度。加入适量上样

缓冲液，使其与样本混合，100 ℃加热 5 min。SDS-

PAGE 电泳 2 h，转膜 1 h。随后 5% 脱脂牛奶封闭

1 h，加 入 稀 释 后 的 一 抗 p-IKKβ、p-IκBα、p65、

GAPDH（1∶2 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤 3 次；
加入山羊抗兔 IgG 二抗（1∶4 000）室温孵育 1 h，

TBST 洗涤 3 次。ECL 发光试剂显色，使用 Quantity

one软件对样本条带灰度值进行分析。

2.9 统计学分析 采用 SPSS 21.0 软件，计量资料

以 x̄± s表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差

齐性时采用最小显著性差异法（LSD）进行组间两两

比较，方差不齐时采用 Tamhane's T2 进行两两比较，

P<0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 HBZY-1细胞增殖抑制的影响 与正常组比

较，各给药组 HBZY-1 细胞存活率无明显变化，差异

无统计学意义。见表 2。

3.2 对 HBZY-1细胞增殖和细胞形态的影响 与正

常组比较，模型组细胞增殖能力显著提高（P<0.01）；
与模型组比较，给药组细胞增殖能力明显降低（P<

0.05，P<0.01）。见图 1、表 3。

3.3 对 HBZY-1 细胞中 NF-κB p65 蛋白表达的影

响 与正常组比较，模型组细胞核染核后蓝色明显

减少，核内荧光强度增强，NF-κB p65 的荧光强度出

现显著升高（P<0.01）；与模型组比较，治疗组细胞核

内荧光强度减弱，NF-κB p65 的荧光强度明显降低

（P<0.05，P<0.01）。见图 2、表 4。

3.4 对 HBZY-1 细胞中 IL-1β、ICAM-1、LN、FN 含

量的影响 与正常组比较，模型组细胞中 IL-1β、

ICAM-1、LN、FN 的含量显著升高（P<0.01）；与模型

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

GAPDH

IL-1β

FN

NF-κB p65

序列（5'-3'）
上游 AGGAAATGATGACCTCCTGAACT

下游 TGTTTTTGTAAGTATCTTGGTGCCT

上游 GCACAGTTCCCCAACTGGTA

下游 ACACGGGTTCCATGGTGAAG

上游 CTGGTTACCCTTCCACACCC

下游 GGTGACGAAGGGGGTCTTTT

上游 TGTATTTCACGGGACCTGGC

下游 CAGGCTAGGGTCAGCGTATG

长度/bp

79

109

84

110

表 2 五味消毒饮对 HBZY-1细胞增殖抑制的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of Wuwei Xiaoduyin on HBZY-1 cytotoxicity（x̄± s，

n=8）

组别

正常组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

501）

2.75

0.69

24 h

0.632±0.006

0.618±0.005

0.625±0.007

0.629±0.006

细胞存活率/%

100.00±1.04

98.08±1.19

99.10±1.33

99.56±1.05

注：1）表示浓度单位为 μmol·L-1（表 2-表 7同）

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 贝那普利组；D. 中药高剂量组；E. 中药低剂量组（图 2和图 3同）
图 1 五味消毒饮对 HBZY-1细胞形态的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 1 Effect of Wuwei Xiaoduyin on morphology of HBZY-1 cells（inverted microscope，×200）
表 3 五味消毒饮对 HBZY-1细胞增殖的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of Wuwei Xiaoduyin on proliferation of HBZY-1

cells（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

501）

2.75

0.69

24 h

0.635±0.004

0.762±0.0062）

0.729±0.0053）

0.681±0.0114）

0.696±0.0054）

注：与正常组比较 2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

（表 4-表 7同）
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组比较，贝那普利组及中药低、高剂量组细胞中

IL-1β、ICAM-1、LN、FN 含量均明显降低，差异具有

明显统计学意义（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.5 对 HBZY-1 细 胞 中 IL-1β、FN、NF- κB p65

mRNA 表 达 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 中

IL-1β、FN、NF-κB p65 mRNA 表达水平显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，贝那普利组及中药低、高

剂量组 IL-1β、FN、NF-κB p65 mRNA 表达水平均明

显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 6。

3.6 对 HBZY-1 细 胞 中 p-IKKβ、p-IκBα、NF- κB

p65 蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组细胞

中 p-IKKβ、p-IκBα、NF-κB p65 蛋白表达显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，各给药组细胞中 p-IKKβ、

p-IκBα、NF-κB p65 蛋白表达明显降低（P<0.05，P<

0.01）。见图 3、表 7。

4 讨论

IgAN 是世界上最常见的原发性肾小球肾炎，也

是一种呈持续性进展的肾小球疾病，这种肾炎病程

较长，且易复发或加重，迁延难愈。肾系膜细胞是

肾小球的固有细胞，炎症可以启动肾系膜细胞出现

系膜细胞增殖，炎症因子过度释放以及细胞外基质

图 2 五味消毒饮对 HBZY-1细胞中 NF-κB p65蛋白表达的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 2 Effect of Wuwei Xiaoduyin on NF-κB p65 protein expression in HBZY-1 cells（IF，×400）
表 4 五味消毒饮对 HBZY-1 细胞中 NF-κB p65 蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Wuwei Xiaoduyin on protein expression of

NF-κB p65 in HBZY-1 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

501）

2.75

0.69

NF-κB p65

0.671±0.004

1.101±0.0452）

0.841±0.1464）

0.796±0.0894）

0.897±0.0114）

表 5 五味消毒饮对 HBZY-1细胞 IL-1β、ICAM-1、LN、FN含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Wuwei Xiaoduyin on contents of IL-1β，ICAM-1，LN and FN in HBZY-1 cells（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量/g·kg-1

501）

2.75

0.69

IL-1β
/ng·L-1

152.04±8.56

226.14±7.422）

173.87±18.024）

178.49±13.084）

188.25±9.614）

ICAM-1

/μg·L-1

5.38±0.08

6.78±0.182）

5.72±0.084）

6.10±0.134）

6.43±0.103）

LN

/μg·L-1

56.69±6.57

75.28±9.282）

60.48±16.584）

61.99±7.814）

63.98±13.024）

FN

/μg·L-1

195.82±44.67

269.03±42.322）

225.97±54.054）

229.20±32.794）

231.67±42.304）

表 6 五味消毒饮对 HBZY-1细胞 IL-1β、FN、NF-κB p65 mRNA 表

达的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of Wuwei Xiaoduyin on IL-1β，FN and NF-κB p65

mRNA expression in HBZY-1 cells（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量

/g·kg-1

501）

2.75

0.69

IL-1β

0.043±0.003

0.073±0.0122）

0.057±0.0073）

0.047±0.0064）

0.050±0.0094）

FN

0.094±0.010

0.157±0.0182）

0.116±0.0064）

0.117±0.0154）

0.138±0.022

NF-κB p65

0.324±0.027

0.568±0.1482）

0.437±0.0703）

0.364±0.0214）

0.389±0.0274）
图 3 HBZY-1细胞 p-IKKβ、p-IκBα、NF-κB p65蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of p-IKKβ，p-IκBα and NF- κB p65

protein expression in HBZY-1 cells
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（ECM）分泌增多。 IgAN 最主要的组织病理学改变

就是肾系膜细胞增生伴系膜基质增多，大量的炎症

因子如黏附分子、趋化因子、促炎细胞因子和炎症

酶被认为可以引发或扩大系膜细胞的炎症和增殖

反应［16］，炎症反应不断扩大，系膜细胞增殖与基质

不断增多，肾小球硬化将不可避免。

近年来，关于中医药抗炎机制的研究工作在逐

渐深入，不断的有药理研究发现，清热解毒药如连

翘、金银花、蒲公英等具有明显的抗炎作用［10］。五

味消毒饮是祖国医学中清热解毒治法的经典方剂，

其出自清代乾隆年间由医家吴谦主持编纂的医书

《医宗金鉴》，全方由金银花、野菊花、蒲公英、紫花

地丁、天葵子 5 味中药组成，方中金银花清热解毒，

凉散风热；野菊花清热解毒，散结消肿；蒲公英清热

解毒，利水通淋；紫花地丁清热解毒，凉血消肿；天
葵子清热解毒，除三焦之火，五药合用共奏清热解

毒之功。既往的临床研究发现该方可以有效缓解

紫癜性肾炎患者症状，减少血尿和蛋白尿［11］，前期

研究表明其对 IgAN 大鼠的肾脏具有一定的保护作

用［12］。基于上述因素，本研究选用五味消毒饮作为

主要研究对象。

课题组选择了贝那普利作为阳性药物。贝那

普利作为一种血管紧张素转换酶抑制剂（ACEI），目
前已经成为治疗 IgAN 的第一线药物［17］。既往的体

外实验研究表明［18］，贝那普利可以降低肾系膜细胞

细胞外基质的分泌，减少炎性损伤，因此课题组选

择贝那普利试剂以体外给药。但中药复方成分较

为复杂，粗制剂中含有大量杂质，直接体外给药可

能会对实验结果造成严重的干扰。课题组选择以

制备中药含药血清的方式体外给药，同时正常组、

模型组、阳性组也给予相同质量的空白血清填补，

使各组血清量相同，便于比较。

NF-κB 是一种转录因子，其可介导多种细胞因

子的转录。有研究发现 NF-κB 的启动在肾系膜细

胞中呈现组成性的表达，并在多种刺激物如细胞因

子、免疫球蛋白、醛固酮及高糖等的反应中升高［19］。

在经典的 NF-κB 启动途径中，上游的信号通常由

IKK 复合物来传导，IKK 复合物被启动，导致其亚基

IKKα和 IKKβ磷酸化，下游的 IκB 蛋白受其影响被

磷酸化，并出现泛素化及降解，由 p50/p65 组成的二

聚体就可以进入细胞核启动多种基因的转录［20］，扩

大炎症反应。炎症因子是炎症反应的主要参与者，

其中 IL-1β与慢性肾小球疾病的发病和进展密切相

关［21］，ICAM-1 的过度表达预示着肾小球损伤的进

一步加重［22］。过度的炎症反应导致 ECM 分泌增

多，其中 LN 是组成 ECM 的一种非胶原糖蛋白，LN

可引起细胞黏附并影响基底膜的电荷选择性，导致

肾小球通透性改变［23］；FN 是组成 ECM 的一种大分

子黏合性糖蛋白，FN 水平的升高对肾组织纤维化具

有促进作用［24］。二者的过度表达均可加重肾小球

的硬化［25］。在本研究中，LPS 诱导 HBZY-1 细胞后

模型组出现明显的细胞增殖，IL-1β、ICAM-1 含量增

加，LN、FN 分泌增多，表明 LPS 可以刺激肾系膜细

胞出现病理损伤；细胞核部位荧光增强，NF-κB 通路

相关蛋白 IKKβ、IκBα、NF-κB p65 同样出现了过度

表达，说明 LPS 可以促进 NF-κB 信号通路的启动。

而给药后治疗组 IL-1β、ICAM-1 水平较模型组显著

下降，LN、FN 含量显著降低，说明贝那普利与五味

消毒饮均可减轻肾系膜细胞损伤；治疗组荧光强度

明显下降，p-IKKβ、p-IκBα、NF-κB p65 的表达明显

降低，说明贝那普利与五味消毒饮在一定程度上可

以抑制 NF-κB 信号通路相关蛋白 IKKβ与 IκBα的

磷酸化，抑制 p65 的核易位，进而抑制了 NF-κB 信号

通路的启动。五味消毒饮高剂量组作用效果明显

优于低剂量组，说明五味消毒饮可能存在一定的剂

量依赖性。

本研究尚存在一些不足，对于 NF-κB 信号通路

课题组仅是对该通路相关蛋白表达的变化做了初

步观察，对该通路相应的抑制剂阻断并未使用，后

续的工作可能会使用 NF-κB 的相关抑制剂进行对

比研究；此外五味消毒饮虽具有抗炎作用，但若长

期大量使用可能会损伤患者正气，医者在临床工作

中也应根据患者症状辨证加减论治。

综上所述，五味消毒饮可以减轻由 LPS 诱导的

肾系膜细胞损伤，其作用机制可能与抑制 NF-κB 通

路的启动有关。本研究为进一步在临床上使用五

味消毒饮治疗 IgAN 提供了更多的理论依据和治疗

表 7 五味消毒饮对 HBZY-1 细胞 p-IKKβ、p-IκBα、NF-κB p65 蛋

白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Wuwei Xiaoduyin on p-IKKβ，p-IκBα and

NF-κB p65 protein expression in HBZY-1 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

贝那普利组

中药高剂量组

中药低剂量组

剂量

/g·kg-1

501）

2.75

0.69

p-IKKβ
/GAPDH

0.263±0.055

0.459±0.0212）

0.404±0.0053）

0.368±0.0063）

0.438±0.024

p-IκBα
/GAPDH

0.267±0.003

0.564±0.0772）

0.377±0.0284）

0.360±0.0374）

0.457±0.0373）

NF-κB p65

/GAPDH

0.423±0.009

0.756±0.0832）

0.616±0.0774）

0.578±0.0494）

0.684±0.0773）
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思路。
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