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芪蒡糖肾方通过 AMPK/SIRT3 信号通路调控 NLRP3 炎症小体改善糖

尿病肾病肾损伤的机制研究

徐 睿，李文诗，孙家乐，吴燕升，郭小平，王 琳  

（上海中医药大学附属龙华医院肾病二科，上海  200032）

［摘 要］目的：基于 AMPK/SIRT3 信号通路探讨芪蒡糖肾方对糖尿病肾病（diabetic kidney disease，
DKD）小鼠与 HK2 细胞的 NLRP3 炎症小体的改善作用。方法：（1）体内实验：60 只 C57BL/6J 小鼠随机选取

10 只作为对照（CON）组，其余成功构建 DKD 模型后分为模型（DKD）组、芪蒡糖肾方低剂量（QBTSF⁃L）

组、芪蒡糖肾方中剂量（QBTSF⁃M）组、芪蒡糖肾方高剂量（QBTSF⁃H）组、达格列净（DAPA）组，连续灌胃

给药治疗 12 周。实验结束后，收集小鼠肾脏 H&E、PAS、Masson 染色观察肾组织形态学变化；透射电子显

微镜观察肾组织超微结构变化；免疫组化检测 NLRP3 表达水平；Western blot 检测肾组织 SIRT3、AMPK、

P⁃AMPK、NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平；ELISA 检测小鼠血清 IL⁃1β、IL⁃18 含量。（2）体外实验：体外采

用高糖刺激 HK2 细胞，将其分为正常（NG，5.6 mmol/L glucose）组、高糖（HG，30 mmol/L glucose）组、芪蒡

糖肾方（QBTSF，30 mmol/L glucose+2 mg/mL QBTSF）组、达格列净（DAPA，30 mol/L glucose+20 μmol/L 
DAPA）组。Western blot 检测细胞内 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平；免疫荧

光检测 SIRT3、NLRP3 荧光强度。结果：（1）体内实验：与 CON 组相比，DKD 组小鼠肾脏系膜细胞和基质增

多，胶原纤维沉积明显增加，肾小球体积扩大，线粒体脊断裂，边界模糊；IL⁃1β、IL⁃18、NLRP3、Caspase⁃1、

ASC 含量明显升高，SIRT3、P⁃AMPK/AMPK 含量明显降低（P<0.01）。与 DKD 组相比，芪蒡糖肾方干预

后，上述病理损伤得到明显改善，IL⁃1β、IL⁃18、NLRP3、Caspase⁃1、ASC 含量明显降低，SIRT3、P⁃AMPK/
AMPK 含量升高（P<0.05）。（2）体外实验：与 NG 组相比，HG 组 NLRP3、Caspase⁃1、ASC 含量明显升高，

SIRT3、P⁃AMPK/AMPK 含量明显降低（P<0.01）；与 HG 组相比，QBTSF 组 NLRP3、Caspase⁃1、ASC 含量

明显降低，SIRT3、P⁃AMPK/AMPK 含量明显升高（P<0.01）。结论：芪蒡糖肾方可以有效抑制 DKD 中

NLRP3 炎症小体生成，其保护作用可能与调节 AMPK/SIRT3 信号通路相关蛋白表达有关。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To investigate the therapeutic effects of Qibang Tangshen Formula （QBTSF） on NLRP3 inflamma⁃

some via the AMPK/SIRT3 signaling pathway in mice with diabetic kidney disease （DKD） and HK⁃2 cells. Methods： （1） In vi‑
vo experiments： Out of 60 C57BL/6J mice， 10 were randomly selected into the control （CON） group， and after the successful 
construction of the DKD model， the remaining were divided into the model （DKD） group， the QBTSF low⁃dose （QBTSF⁃L） 
group， the QBTSF medium⁃dose （QBTSF⁃M） group， the QBTSF high⁃dose （QBTSF⁃H） group， and the dapagliflozin （DA⁃
PA） group， and the mice were administered gastric gavage continuously for 12 weeks. At the end of the experiment， the kidneys 
of mice were collected and stained by H&E， PAS， and Masson staining to observe the morphological changes of renal tissues； 
transmission electron microscopy was used to observe the ultrastructural changes of renal tissues； Immunohistochemistry was used 
to detect the expression level of NLRP3； Western blot was used to detect the expression levels of SIRT3， AMPK， P⁃AMPK， 
NLRP3， ASC， and Caspase⁃1 in the renal tissues； ELISA was used to detect serum IL⁃1β and IL⁃18 levels in mice. （2） In vitro 
experiments： HK2 cells were stimulated with high glucose in vitro， and divided into the normal （NG， 5.6 mmol/L glucose） 
group， the high glucose （HG， 30 mmol/L glucose） group， the QBTSF （QBTSF，30 mmol/L glucose+2 mg/mL QBTSF） 
group， and the dapagliflozin （DAPA，30 mol/L glucose+20 μmol/L DAPA） group. Western blot was used to detect the expres⁃
sion levels of SIRT3， AMPK， P⁃AMPK， NLRP3， ASC， and Caspase⁃1 in the cells； Immunofluorescence was used to detect SIRT3 
and NLRP3 fluorescence intensity. Results： （1） In vivo experiments： Compared to the CON group， DKD group mice exhibited 
mesangial cell proliferation， mesangial matrix expansion， marked collagen fiber deposition， glomerular enlargement， mitochondri⁃
al cristae disruption， and blurred mitochondrial boundaries； the contents of IL⁃1β， IL⁃18， NLRP3， Caspase⁃1， and ASC were sig⁃
nificantly increased， and the contents of SIRT3 and P⁃AMPK/AMPK were significantly decreased （P<0.01）. Compared to the 
DKD group， after QBTSF intervention， the pathologic impairments mentioned above were significantly improved， and the con⁃
tents of IL⁃1β， IL⁃18， NLRP3， Caspase⁃1， and ASC were significantly decreased， and the contents of SIRT3 and P⁃AMPK/
AMPK were increased （P<0.05）. （2） In vitro experiments： Compared to the NG group， the contents of NLRP3， Caspase⁃1， 
and ASC were significantly increased， and the contents of SIRT3 and P⁃AMPK/AMPK were significantly decreased in the HG 
group （P<0.01）； Compared to the HG group， the contents of NLRP3， Caspase⁃1， and ASC were significantly decreased， and 
the contents of SIRT3 and P⁃AMPK/AMPK were significantly increased in the QBTSF group （P<0.01）. Conclusion： 
QBTSF effectively inhibits NLRP3 inflammasome activation in DKD， and its renal protective effects may be associated with the 
modulation of AMPK/SIRT3 signaling pathway⁃related protein expression.

［Key words］ Diabetic kidney disease； Qibang Tangshen Formula； AMPK/SIRT3； NLRP3 inflammasome

糖尿病肾病（diabetic kidney disease，DKD）是糖

尿病中最严重的微血管并发症之一，同时也是导致

终末期肾病（end⁃stage renal disease，ESRD）的主要

原因之一［1］。当前 DKD 已经成为导致中国血液透

析患者新增数量居首的主要原因，这一状况不仅对

患者的生活质量构成了严重威胁，也会对家庭造成

明显的经济压力［2］。DKD 作为代谢性疾病之一，由

多种炎症因子介导，具有复杂的生理和病理机制［3］。

细胞焦亡是一种程序化的死亡过程，其核心机制是

核苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白 3（NOD⁃like re⁃
ceptor protein 3，NLRP3）引发的炎症小体激活和孔

道形成蛋白 Gasdermin（GSDMD）导致的细胞膜穿

孔，从而加剧炎症反应［4］。炎症小体的生成不仅能

引发肾小管损伤，还可能加速肾纤维化进程，这一

过程与 DKD 进展至 ESRD 之间存在密切联系［5］。

近年来科学研究已经证明，AMPK/SIRT3 通路在

调控 NLRP3 炎症小体生成过程中存在多维调节作

用，这一发现揭示了该通路在炎症反应调控机制中

的核心地位及复杂交互作用［6］。因此，通过靶向

AMPK/SIRT3 通路以调控炎症小体生成，进而减

轻 DKD 肾损伤，展现出这一策略在 DKD 治疗领域

具有明显的潜在价值与应用前景。

芪蒡糖肾方是由全国名老中医专家传承工作

室指导老师、上海市名中医陈以平教授多年来总结

DKD 治疗经验所拟的经验方。至今，该方已在临床

实践中应用逾十年，专门针对 DKD 患者，其明显功

效体现在保护肾功能与降低蛋白尿水平上，得到广

泛认可与实证支持［7，8］。此外，前期通过体内、外实

验发现芪蒡糖肾方可以通过调控 Nrf2/Gpx4 通路缓

解链脲佐菌素（streptozocin，STZ）诱导 DKD 小鼠蛋

白尿，降低血肌酐，缓解肾脏纤维化损伤［9］。现有研

究表明，AMPK/SIRT3 信号通路在 NLRP3 炎症小

体的生成过程中扮演着至关重要的角色。为进一

步揭示芪蒡糖肾方治疗 DKD 的作用机制，本研究

将观察芪蒡糖肾方对 STZ 诱导 DKD 小鼠及高糖

诱 导 HK2 细 胞 的 AMPK/SIRT3 信 号 通 路 介 导

NLRP3 炎症小体相关分子表达的干预效应，探讨其

作用靶点及分子机制，以期为临床应用和新药开发

提供理论依据。
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1 材料与方法  
1.1　材料

1.1.1　主要试剂及仪器　达格列净（HY⁃10450）购

于美国 MCE 公司；芪蒡糖肾方颗粒（黄芪 60 g、金蝉

花 10 g、三七粉 3 g、黄精 20 g 以及葛根、山茱萸、僵

蚕、川芎、牛蒡子、灵芝各 15 g）由江阴天江药业有限

公司生产；STZ（S8050）、柠檬酸钠缓冲液（C1013）
购于北京 Solarbio 公司；SIRT3 抗体（10099⁃1⁃AP）、

AMPK 抗 体（10929⁃2⁃AP）、NLRP3 抗 体（19771⁃ 
1⁃AP）、ASC 抗 体（10500⁃1⁃AP）、Caspase⁃1 抗 体

（22915⁃1⁃AP）、GAPDH 抗体（60004⁃1⁃IG）购于武

汉 Proteintech 公司；P⁃AMPK 抗体（4185S）购于美

国 CST 公 司 ；IL⁃1β ELISA 试 剂 盒（JL18442）、

IL⁃18 ELISA 试剂盒（JL20253）购于上海江莱公司。

CO2 培养箱（型号：3111）、化学发光成像仪（型

号：2102013）购于上海勤翔科学仪器有限公司；荧

光倒置显微镜（型号：Eclipse Ti⁃E）、酶标仪（型号：

Synergy H1 MF）购于 BioTek 公司。

1.1.2　细胞　HK2 细胞（人肾皮质近曲小管上皮细

胞，STCC10303P），购于武汉 Servicebio 公司。

1.1.3　动物　 60 只 8 周龄的雄性 C57BL6/J 品系

SPF 级小鼠，购于上海中医药大学动物实验中心

（上海必凯科翼生物科技有限公司）。动物生产许

可证号：SCXK（沪）2023⁃0009，实验动物使用许可

证号：SYXK（沪）2020⁃0009。在 22~25 ℃的室内温

度、相对湿度为 55%±10% 及 12 h 光暗周期的环境

下进行饲养。上海中医药大学实验动物伦理委员

会已授权此动物实验方案，认定其遵循既定伦理标

准（授权文件编号：PZSHUTCM2402190002）。

1.2　方法

1.2.1　动物分组及造模给药　C57小鼠经历为期 1周

的适应性喂养阶段。随机选择 10 个样本作为对照

（CON）组。其余小鼠则被喂以高糖高脂饲料，并每

日以 50 mg/kg 剂量注射 STZ，STZ 溶解于柠檬酸钠

缓冲液（浓度为 0.1 mol/L，pH 调至 4.5）。注射操作

完成后 1 周，通过尾静脉采血，测定小鼠的空腹血糖

水平，若血糖值超过 16.7 mmol/L，则认定造模成

功。成功造模后，小鼠被进一步分为模型（DKD）

组 、达 格 列 净（DAPA）组 、芪 蒡 糖 肾 方 低 剂 量

（QBTSF⁃L）组、芪蒡糖肾方中剂量（QBTSF⁃M）组

及芪蒡糖肾方高剂量（QBTSF⁃H）组。根据人与小

鼠体表面积换算法进行计算，小鼠是人的 9.1 倍，故

芪蒡糖肾方的低、中、高剂量分别调整为 0.65、1.3、

2.6 g∙kg⁃1∙d⁃1（其中，中剂量视为等效剂量）。同时，达

格列净以 1.5 mg∙kg⁃1 ∙d⁃1的剂量进行给药。连续 12周

灌胃给药后 ，实验结束时收集肾组织进行后续

分析。

1.2.2　肾组织 H&E 染色　将新鲜的肾脏组织放入

4% 的多聚甲醛中固定 24 h，使用梯度乙醇脱水，使

用二甲苯进行透明处理，石蜡包埋并制作出 3 μm 厚

度的切片。在染色过程中，依次进行以下步骤：二

甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、苏木素染色 6 min、1% 盐

酸乙醇分化 5 s、流水蓝化、伊红染色 2 min，最终通

过梯度乙醇脱水和二甲苯透明后的中性树胶封片。

1.2.3　肾组织 PAS 染色　将新鲜的肾脏组织放入

4% 的多聚甲醛中固定 24 h，使用梯度乙醇脱水，使

用二甲苯进行透明处理，石蜡包埋并制作出 3 μm 厚

度的切片。在染色过程中，依次进行以下步骤：二

甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、氧化剂处理 10 min、Schiff
试剂孵育 15 min、苏木素复染，最终通过梯度乙醇脱

水和二甲苯透明后的中性树胶封片。

1.2.4　肾组织 Masson 染色　将新鲜的肾脏组织放

入 4% 的多聚甲醛中固定 24 h，使用梯度乙醇脱水，

使用二甲苯进行透明处理，石蜡包埋并制作出 3 μm
厚度的切片。在染色过程中，依次进行以下步骤：

二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、苏木素染色 5 min、丽春

红染色 5 min、1% 磷钼酸溶液分化 3 min、2% 苯胺

蓝溶液染 5 min、1% 冰醋酸快速分化，最终通过梯

度乙醇脱水和二甲苯透明后的中性树胶封片。

1.2.5　肾组织免疫组化染色　使用 4% 的多聚甲醛

固定的肾组织，依次进行石蜡包埋并切割成 3 μm 厚

度的切片，二甲苯脱蜡后柠檬酸钠缓冲液抗原修复

20 min；牛血清白蛋白（BSA）封闭后，将样本与 NL⁃
RP3 抗体过夜孵育；PBST 洗涤后，滴加二抗，并于

室温下培养；通过 DAB 进行显色反应，使用树脂进

行封装。

1.2.6　透射电子显微镜观察肾脏线粒体超微结构　肾

组织首先置于 4% 戊二醛溶液中固定 4 h，随后经磷

酸盐缓冲液冲洗，浸入 1% 锇酸中固定 2 h。通过乙

醇脱水处理，再以丙酮和环氧树脂包埋。实施切片

操作。对切片依次加入醋酸铀和柠檬酸铅溶液进

行双重电子染色。最终使用透射电子显微镜观察

并完成影像记录。

1.2.7　Western blot检测 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、

NLRP3、ASC、Caspase⁃1 水平　取 60 mg 肾脏组织，

置于 2 mL 离心管内，随后加入 600 μL RIPA 裂解液

1234



徐睿等 .芪蒡糖肾方通过 AMPK/SIRT3 信号通路调控 NLRP3 炎症小体改善糖尿病肾病肾损伤的机制研究

并混入 2 颗钢珠，进行研磨步骤，收集上清液。通过

BCA 法测定蛋白浓度后，制备样品并使其变性，执

行电泳和湿转步骤。在 5%BSA条件下室温封闭 1 h。
封闭操作完成后，依次用 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、

NLRP3、ASC、Caspase⁃1 和 GAPDH 的一抗（稀释

比例为 1∶1 000）4 ℃过夜孵育。完成孵育后，进行

洗涤步骤，随后与相应的二抗（同样为 1∶1 000 稀

释）在 4 ℃条件下孵育 1 h。再次洗涤，将膜浸入

ECL 超敏发光液中孵育，并在暗室中的显影仪上曝

光显影。整个实验流程重复 3 次以确保结果的可

靠性。

1.2.8　细胞培养及分组　在 37 ℃与 5% CO2的恒温

条件下，采用含有 10% 胎牛血清及 1% 青链双抗的

葡萄糖浓度设定为 5.6 mmol/L 的完全培养基，对

HK2 细胞进行培养。当细胞密度升至 70%~80%
时，即开始执行后续的细胞消化实验程序。选取处

于指数生长阶段、状态良好的细胞经过常规胰酶处

理后，被分批次栽种至 6 孔板、24 孔板及 96 孔板。

当细胞的融合程度达到 60%~70% 时，将其分为

4 组进行干预：正常（NG，5.6 mmol/L glucose）组、

高 糖（HG，30 mmol /L glucose）组 、芪 蒡 糖 肾 方

（QBTSF，30 mmol /L glucose+2 mg/mL QBTSF）
组、达格列净（DAPA，30 mol/L glucose+20 μmol/L 
DAPA）组，共干预 24 h。干预结束后收集细胞进行

后续操作（葡萄糖造模条件及芪蒡糖肾方干预条件

来自于前期实验结果［9］）。

1.2.9　芪蒡糖肾方冻干粉制备　取芪蒡糖肾方中

药饮片，投入煎药锅，以凉水浸至水面超出药面约

一指宽，预浸 3 h。合并浸出液后，大火煮沸，继而改

用小火熬煮 30 min，收集初次煎煮的药液。加入部

分凉水后，进行第 2 轮煎煮。此阶段应避免浸泡。

大火煮沸后，转用小火续煮 30 min，收集第 2 轮药

液。使用旋转蒸发仪浓缩药液，于－80 ℃环境下冷

冻存储 1 周，以实现脱水并形成粉末。于 4 ℃环境

下保存粉末。

1.2.10　免疫荧光检测 SIRT3、NLRP3 水平　将细

胞培养于 24 孔板中，培养完成后，PBS 洗涤 2 次，加

入 4 %多聚甲醛固定 20 min，洗涤后加入通透剂，再

次洗涤后室温封闭 1 h，加入 SIRT3 与 NLRP3 一抗

4 ℃过夜，在室温条件下进行封闭处理 1 h。向细胞

添加 SIRT3 与 NLRP3 的一抗，并于 4 ℃条件下孵育

过夜。次日，在室温环境下孵育二抗 1 h。完成 DAPI
染色以标记细胞核后，通过荧光倒置显微镜观察并

记录实验结果。

1.3　统计学处理

采用 SPSS 25.0 软件进行数据分析，并采用

GraphPad Prism 8.4.0 进行绘图，所有的计量资料使

用 x̄ ± s表示，方差分析用于比较多组之间的差异，t

检验用于比较两组之间的差异，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果  
2.1　各组小鼠肾脏组织病理染色结果

与 CON 组相比，DKD 组的小鼠肾小球较为肥

大，并出现了炎性细胞浸润和系膜增生，肾小管胶

原纤维沉积明显。药物治疗后，肾小球肥大以及炎

性细胞浸润和系膜增生得到了缓解，肾小管胶原纤

维沉积也得到了改善。其中，QBTSF⁃H 组与 DAPA
组疗效较为明显（图 1~3）。

2.2　各组小鼠肾脏超微结构的变化

电子显微镜结果显示，CON 组小鼠肾组织线粒

体结构清晰；DKD 组小鼠肾组织线粒体空泡肿胀，

线粒体脊断裂，边界模糊，排列紊乱；经过治疗后，

QBTSF⁃H 组与 DAPA 组小鼠肾组织线粒体损伤情

况明显减轻（图 4）。

箭头显示肾小球肥大

图 1　各组小鼠肾组织病理变化  （H&E 染色， ×1 000）
Fig 1　Histopathological changes in renal tissue of mice in each group （H&E staining， ×1 000）
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2.3　免疫组化检测各组小鼠 NLRP3 表达水平

与 CON 组相比，DKD 组的 NLRP3 阳性染色面

积明显增加（P<0.01）；与 DKD 组相比，QBTSF⁃M

组、QBTSF⁃H 组与 DAPA 组 NLRP3 阳性染色面积

明显减少（P<0.01），见图 5。

2.4　ELISA 检测各组小鼠血清 IL⁃1β、IL⁃18 浓度

与 CON 组相比，DKD 组血清中 IL⁃1β、IL⁃18 浓

度升高（P<0.01）；与 DKD 组相比，QBTSF⁃M 组、

QBTSF⁃H 组与 DAPA 组血清中 IL⁃1β、IL⁃18 浓度

降低（P<0.05），见图 6。

2.5　各组小鼠 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、
ASC、Caspase⁃1 的表达水平

以 GAPDH 为内参：与 CON 组相比，DKD 组

NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平升高，SIRT3 与

P⁃AMPK/AMPK 表达水平降低（P<0.01）；与 DKD

箭头显示系膜基质扩张

图 2　各组小鼠肾组织病理变化（PAS 染色，×1 000）
Fig 2　Histopathological changes in renal tissue of mice in each group （PAS staining， ×1 000）

图 4　各组小鼠肾组织超微结构变化（透射电子显微镜，×20 000）
Fig 4　Ultrastructural changes in renal tissue of mice in each group （transmission electron microscopy， ×20 000）

箭头显示胶原沉积

图 3　各组小鼠肾组织病理变化（Masson 染色，×1 000）
Fig 3　Histopathological changes in renal tissue of mice in each group （Masson staining， ×1 000）
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组相比，QBTSF⁃M 组、QBTSF⁃H 组与 DAPA 组

NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平降低，SIRT3 与

P⁃AMPK/AMPK表达水平升高（P<0.05），见图 7、8。
2.6　免疫荧光检测各组 HK2 细胞 SIRT3、NLRP3
水平

与 NG 组相比，HG 组 NLRP3 平均荧光强度升

高，SIRT3平均荧光强度降低（P<0.01）；与 HG 组相

比，QBTSF 组与 DAPA 组 NLRP3 平均荧光强度降

低，SIRT3平均荧光强度升高（P<0.01），见图 9、10。

与 CON 组相比，**P<0.01；与 DKD 组相比，##P<0.01
图 5　各组小鼠 NLRP3 表达水平（×500）

Fig 5　Expression level of NLRP3 in mice of each group （×500）

与 CON 组相比，**P<0.01，与 DKD 组相比，#P<0.05，##P<0.01
图 6　各组小鼠血清 IL⁃1β、IL⁃18 浓度

Fig 6　Serum concentration of IL‑1β and IL‑18 in mice of 
each group

图 7　各组小鼠 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、ASC、

Caspase⁃1 的表达情况

Fig 7　Expression of SIRT3， AMPK， P‑AMPK， NLRP3， 
ASC， and Caspase‑1 of mice in each group

与 CON 组相比，**P<0.01；与 DKD 组相比，#P<0.05，##P<0.01
图 8　各组小鼠 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平

Fig 8　Expression levels of SIRT3， AMPK， P‑AMPK， NLRP3， ASC， and Caspase‑1 of mice in each group
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2.7　各组 HK2 细胞 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NL⁃
RP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平

以 GAPDH 为内参：与 NG 组相比，HG 组的

NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平升高，SIRT3 与

P⁃AMPK/AMPK 表达水平降低（P<0.01）；与 HG
组相比，QBTSF 组与 DAPA 组 NLRP3、ASC、Cas⁃
pase⁃1 表达水平降低，SIRT3 与 P⁃AMPK/AMPK
表达水平升高（P<0.01）。见图 11、12。

与 NG 组相比，**P<0.01；与 HG 组相比，##P<0.01
图 9　各组 HK2 细胞 NLRP3 免疫荧光染色

Fig 9　Immunofluorescence staining of NLRP3 of HK2 cells in each group

与 NG 组相比，**P<0.01；与 HG 组相比，##P<0.01
图 10　各组 HK2 细胞 SIRT3 免疫荧光染色

Fig 10　Immunofluorescence staining of SIRT3 of HK2 cells in each group

与 NG 组相比，**P<0.01；与 HG 组相比，##P<0.01
图 11　各组 HK2 细胞 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、ASC、Caspase⁃1 表达水平

Fig 11　Expression levels of SIRT3， AMPK， P‑AMPK， NLRP3， ASC， and Caspase‑1 of HK2 cells in each group
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3 讨论  
传统中医并无“糖尿病肾病”这一特定命名，现

代中医研究学者将其纳入“肾劳”“消渴”“关格”等

范畴进行探讨与治疗［10］。现代中医在前人们的基

础上持续发展与创新，促进了中医药理论的更新与

进步。陈以平教授基于其丰富的临床实践，创立了

芪蒡糖肾方，此方专为应对 DKD 后期常见的脾肾

虚损类型而设［11］。该方由黄芪、黄精、灵芝、山茱

萸、牛蒡子、葛根等药材组成，旨在通过补益脾肾、

调畅气血，达到治疗目的。先前研究已揭示，芪蒡

糖肾方在减轻蛋白尿与保护 DKD 肾功能等方面展

现出明显疗效［9］。本研究通过细胞与动物实验证实

了芪蒡糖肾方能有效抑制 NLRP3 炎症小体生成，

改善 DKD 肾损伤，其机制可能涉及 AMPK/SIRT3
信号通路的调节。

NLRP3 炎症小体具有调控肾脏慢性炎症反应

的 功 能 ，由 NLRP3、ASC 与 Caspase⁃1 等 组 件 形

成［12］。NLRP3 炎症小体被激活后引发 Caspase⁃1 的

活化，导致 Caspase⁃1 裂解，最终触发 GSDMD 的切

割，推动细胞焦亡的进程，并加速 IL⁃1β 和 IL⁃18 等

炎症介质的成熟与释放［13］。此外，Shahzad 等［14］的

临床研究发现，与没有蛋白尿的糖尿病患者和非糖

尿病患者相比，患有蛋白尿的糖尿病患者的 NLRP3
炎症小体表达水平有所增加，且这种增加与蛋白尿

的水平呈正相关。更深入的临床研究揭示，抑制糖

尿病患者体内的 NLRP3 炎症小体的活化可延缓糖

尿病肾损伤的进展［15］。因此，靶向干预 NLRP3 炎

症小体的生成有可能成为治疗 DKD 的新方向。在

本次研究的体内实验中，与 CON 组相比，DKD 组小

鼠血清 IL⁃1β、IL⁃18 浓度升高，肾组织中 NLRP3、
ASC、Caspase⁃1 蛋白表达水平升高，使用芪蒡糖肾

方进行治疗后，DKD 小鼠肾组织中 NLRP3、ASC、

Caspase⁃1 的蛋白表达水平有了明显的降低，血清中

IL⁃1β 与 IL⁃18 浓度也明显降低，高剂量组的疗效更

好。以上结果提示芪蒡糖肾方可抑制 DKD 小鼠

NLRP3 炎症小体的激活，发挥保护肾脏的作用。体

外实验发现，与 NG 组相比，HG 组 NLRP3、ASC、

Caspase⁃1 蛋白表达水平明显升高并且 NLRP3 平均

荧光强度明显增强，经过治疗后，QBTSF 组 NL⁃
RP3、ASC、Caspase⁃1 的蛋白表达水平降低且 NL⁃
RP3 平均荧光强度降低。这也说明芪蒡糖肾方可能

是通过抑制 NLRP3 炎症小体的形成改善高糖诱导

的 HK2 细胞的损伤。

AMPK/SIRT3 通路在 DKD 的发展过程中扮

演关键调控角色，该通路与 NLRP3 炎症小体的生

成关系密切［16］。作为细胞能量代谢的核心调控节

点，AMPK 响应血糖变化、胰岛素抵抗与氧化压力

水平，动态调控脂肪酸 β 氧化和糖异生过程间的平

衡［17］。除了在能量代谢过程中扮演中心角色外，

AMPK 还 参 与 到 NLRP3 炎 症 小 体 的 激 活 机 制

中［18］。Yang 等［19］的研究发现，二甲双胍能通过促进

AMPK 磷酸化，抑制 NLRP3 炎症小体生成，从而减

轻糖尿病心肌病所致损伤。此外，AMPK 能通过表

观遗传机制增强 SIRT3 的转录活性。SIRT3 作为

线粒体去乙酰化酶家族的核心组成部分，发挥着至

关重要的作用，在维持线粒体功能稳定性方面具有

核心意义。在高糖环境下，活性氧爆发与表观修饰

的异常增加明显削弱了 SIRT3 的去乙酰化能力，进

而造成线粒体膜电位失衡和抗氧化防御机制的瓦

解，最终导致肾小管的结构损害［20］。实验证据表

明，SIRT3 的缺陷会促进糖尿病心肌病小鼠活性氧

的积累，从而导致了 NLRP3 炎症小体的形成［21］。

AMPK/SIRT3 信号通路在调控 DKD 中 NLRP3 炎

症小体的生成方面，扮演了重要角色。在本研究的

体内实验中，与 CON 组相比，DKD 组小鼠肾组织中

P⁃AMPK/AMPK 以及 SIRT3 蛋白表达水平降低，

使用芪蒡糖肾方进行治疗后，DKD 小鼠肾组织中

P⁃AMPK/AMPK以及SIRT3蛋白表达水平升高。体

外实验发现，与 NG组相比，HG组 P⁃AMPK/AMPK、

SIRT3 蛋白表达水平和 SIRT3 平均荧光强度明显

降低。经过治疗后，QBTSF 组 P⁃AMPK/AMPK、

SIRT3 蛋白表达水平和 SIRT3 平均荧光强度明显

图 12　各组 HK2 细胞 SIRT3、AMPK、P⁃AMPK、NLRP3、

ASC、Caspase⁃1 表达情况

Fig 12　Expression of SIRT3， AMPK， P‑AMPK， NLRP3， 
ASC， and Caspase‑1 of HK2 cells in each group
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升高。以上结果提示芪蒡糖肾方可以抑制 STZ 诱

导 DKD 小鼠以及高糖诱导 HK2 细胞中 NLRP3 炎

症小体的生成，这可能与促进 AMPK/SIRT3 通路

的激活有关。本研究以分子、细胞及组织层面多角

度剖析了芪蒡糖肾方对 DKD 的影响机制，彰显了

中药复方在多靶点与多途径整合调控方面的治疗

效能，为中医药治疗 DKD 提供了新的实验基础。

综上所述，本研究经由体内及体外实验验证，

揭示芪蒡糖肾方可以抑制 NLRP3 炎症小体生成，

对 DKD 肾损伤起到一定的改善作用，其机制可能

涉及 AMPK/SIRT3 信号通路的激活，为芪蒡糖肾

方治疗 DKD 提供了支持性证据。然而，影响 DKD
进展的因素多样，芪蒡糖肾方可能通过额外途径改

善 DKD，其具体机制仍需进一步探究。
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