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摘要：【目的】探讨大蒜素对慢性肾衰竭大鼠的治疗作用及机制。【方法】将50只SPF级SD大鼠随机分为假手术组、模型组及

大蒜素低、中、高剂量组，每组各10只。除假手术组，其余各组大鼠采用5/6肾切除法建立慢性肾衰竭模型。造模成功后，

大蒜素低、中、高剂量组分别给予 10、20、40 mg·kg-1·d-1大蒜素灌胃，假手术组与模型组给予等体积生理盐水灌胃，每日

1次，连续4周。应用全自动生化分析仪检测血清肌酐（SCr）、尿素氮（BUN）水平，酶联免疫吸附分析（ELISA）检测大鼠血清

白细胞介素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α水平，采用苏木素-伊红（HE）染色和马松（Masson）染色观察肾组织病理

学变化，采用蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测肾组织Toll样受体（TLR）4、髓样细胞分化因子（MyD）88、核转录因子（NF）-κB
蛋白表达水平，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）法检测肾组织TLR4、MyD88、NF-κB mRNA表达水平。【结果】与假

手术组比较，模型组大鼠血清SCr、BUN、IL-1β、IL-6、TNF-α水平均显著升高（均P＜0. 05），HE染色、Massion染色结果

显示大鼠肾组织发生明显病理改变，肾组织中TLR4、MyD88、NF-κB蛋白及mRNA表达水平显著升高（均P＜0.05）；与模型

组比较，大蒜素低、中、高剂量组大鼠血清SCr、BUN、IL-1β、IL-6、TNF-α水平下降（均P＜0.05），HE染色、Massion染

色结果显示肾组织病理改变减轻，肾组织TLR4、MyD88、NF-κB蛋白及mRNA表达水平下降（均P＜0.05），且呈剂量依赖

性。【结论】大蒜素可能通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路，抑制肾组织炎症反应，进而延缓慢性肾衰竭进程。
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Allicin Inhibits Inflammation Response in Rats with Chronic Renal Failure
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Abstract：Objective To explore the therapeutic effect and mechanism of allicin on chronic renal failure in rats.
Methods Fifty SPF SD rats were randomly divided into sham-operation group，model group，low-dose，medium-
dose and high-dose allicin groups，with 10 rats in each group. Except the sham-operation group，the rats in the
rest groups was induced into chronic renal failure model by 5/6 nephrectomy method. After successful modeling，
the low-dose，medium-dose and high-dose allicin groups were given intragastric administration of 10，20 and
40 mg·kg-1·d-1 of allicin，respectively，and the sham-operation group and model group were given intragastric
administration of equal volume of normal saline. The administrations performed once a day for 4 consecutive weeks.
Serum creatinine（SCr）and urea nitrogen（BUN）levels were detected by automatic biochemical analyzer，and
serum interleukin（IL）-1β，IL-6 and tumor necrosis factor（TNF）-α levels were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay（ELISA）. The histopathological changes of renal tissues were observed by hematoxylin-eosin
（HE）staining and Masson staining. The protein expression levels of Toll- like receptor（TLR）4，myeloid cell
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differentiation factor（MyD）88 and nuclear transcription factor（NF）- κB were detected by Western Blot. The
mRNA expression levels of TLR4，MyD88 and NF-κB in renal tissues were detected by real-time fluorescence
quantitative polymerase chain reaction（RT-PCR）. Results Compared with the sham-operation group，the serum
levels of SCr，BUN，IL-1β，IL-6 and TNF-α in the model group were significantly increased（all P＜0.05），

HE staining and Massion staining results showed obvious pathological changes in renal tissues. The protein and
mRNA expression levels of TLR4，MyD88 and NF-κB in renal tissues were significantly increased（P＜0.05）.
Compared with the model group， the serum levels of SCr，BUN， IL-1β， IL-6 and TNF-α in the low-dose，
medium-dose and high- dose allicin groups were decreased（all P＜0.05），HE staining and Massion staining
results showed that the pathological changes of renal tissues were alleviated，and the protein and mRNA expression
levels of TLR4，MyD88 and NF-κB in renal tissues were decreased，in a dose-dependent manner（all P＜0.05）.
Conclusion Allicin is effective for inhibiting renal inflammation by inhibiting TLR4/MyD88/NF- κB signaling
pathway，thereinto delaying the progression of chronic renal failure.
Keywords：allicin；chronic renal failure；inflammation；TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway；rats

慢性肾衰竭（chronic renal failure）是各种慢性

肾病发展至后期的一组临床综合征，主要表现为

肾功能下降，代谢产物蓄积，水、电解质及酸碱

平衡紊乱[1]。诱发和加重慢性肾衰竭的病因包括传

统因素及非传统因素，而炎症是慢性肾衰竭加重

的非传统因素之一[2]。有研究发现，慢性肾衰竭患

者血清白细胞介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）和转化生长因子β1（TGF-β1）较正常人升

高，且与肾功能呈一定相关性[3]。Toll样受体/髓样

细胞分化因子88/核转录因子kappaB（TLR4/MyD88/
NF-κB）是介导机体炎性反应的重要信号通路 [4]。

有研究表明，TLR4/MyD88/NF-κB介导炎症反应参

与慢性肾衰竭的发生与发展[5]。

慢性肾衰竭属于中医学“关格”“癃闭”“水

肿”“肾风”“肾劳”等范畴 [6]，病机总属正虚邪

实。大蒜为药食同源的百合科葱属植物，以鳞茎

入药，性温、味辛，归脾、胃、肺经，在疾病防

治方面的应用已有几千年的历史 [7]，《本草纲目》

记载其具有“能达下焦，消水，利大小便……能

通幽门，治关格不通”的功效。大蒜素是一种从

大蒜鳞茎中获得的二烯丙基三硫化物，收录于

2015年版《中国药典》。现代药理学研究表明，其

具有抗心肌纤维化、降脂、抗肿瘤、抗老年痴

呆、抗炎、抗菌、抗氧化、抗感染、保护心血

管、保护肾脏等作用[8-11]。既往相关研究发现，大

蒜素可以改善慢性肾衰竭大鼠肾功能，抑制肾脏

组织病变 [12]。那么，大蒜素是否可以通过抑制

TLR4/MyD88/NF-κB信号通路介导的炎症反应改善

慢性肾衰竭大鼠肾功能、修复肾损害？基于此，

本课题组开展了此次研究，通过观察大蒜素对慢

性肾衰竭大鼠肾组织 TLR4/MyD88/NF-κB及其下

游炎症因子的影响，探讨大蒜素对慢性肾衰竭进

展的干预机制，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物 无特定病原体（SPF）级成年雌性大鼠

50只，体质量 180 ~ 200 g，购自浙江省医学科学

院实验动物中心，动物质量合格证号：SCSK（浙）

20180003。适应1周，尿蛋白阴性者方可使用。饲

养环境：温度（22 ± 3）℃ 、相对湿度（55 ± 10）%。

本动物实验方案已通过温岭市第一人民医院实验

动物伦理委员会审查。

1. 2 药物、试剂与仪器 大蒜素分子式为 C6H9S3，

结构式为 CH2=CH-CH2-S-S-S-CH2-CH=CH2，购

自上海禾丰制药有限公司，生产批号：8239402，
规格：30 mg/2 mL。白细胞介素 1β（IL-1β）酶联免

疫吸附分析（ELISA）试剂盒、IL-6 ELISA试剂盒、

TNF-α ELISA 试剂盒（美国 R&D systems 公司）；

NF-κB抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司）；

MyD88抗体、TLR4抗体（美国 Abcam 公司）。全自

动生化分析仪（Siemens 公司，型号：ADVIA2400）；
酶标分析仪（TECAN 公司，型号：sunrise）；台式

离心机（江苏湘仪公司，型号：L500）；洗板机

（SYM-Bio Life Science 公司，型号：Egate2310）。
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1. 3 动物分组、造模与给药 将50只大鼠按体质

量随机分为假手术组，模型组，大蒜素低、中、

高剂量组，每组 10只。模型组，大蒜素低、中、

高剂量组大鼠采用5/6肾切除法构建慢性肾衰竭模

型[13]。方法：以10%水合氯醛（350 mg·kg-1）麻醉大

鼠，使大鼠仰卧暴露背部左肾区，腹部左侧切口

开腹后暴露左肾，游离出左肾；用聚乙醇酸缝合

线结扎左肾上下两极（占肾脏体积各约1/3）后，眼

科剪剪去上下极，同时用明胶海绵压迫止血2 min；
切除完毕后将残肾复位至肾窝，再将脏器及腹膜

覆盖于上，逐层缝合腹膜和皮肤。1周后再次手

术，取右侧腹部切口摘除右肾。假手术组仅同期

进行2次手术，但不切除肾脏。通过评估模型大鼠

肾功能异常及病理变化的结果来判断造模成功与

否[13]。术后第8周起开始灌胃。大蒜素的大鼠用药

剂量按照沈映君教授主编的《中药药理学》[14]中药

实验用药剂量方法进行换算，10倍于临床用药的

剂量折算为等效剂量给药。大蒜素高、中、低剂

量组分别给予 10、20、40 mg·kg- 1·d- 1大蒜素灌

胃，假手术组与模型组给予等体积生理盐水灌

胃，每日1次，连续4周。

1. 4 观察指标与方法

1. 4. 1 一般情况观察 每日观察记录大鼠的毛

发、摄食量、活动、精神状态及体质量变化，每

周测量尿量、24 h尿蛋白。

1. 4. 2 肾功能检测 应用全自动生化分析仪检测

血清肌酐（SCr）、尿素氮（BUN）的含量。

1. 4. 3 ELISA 法检测血清 IL-1β、IL-6、TNF-α
水平 分别按照相应指标的 ELISA 试剂盒说明书

操作步骤检测 IL-1β、IL-6、TNF-α水平。

1. 4. 4 肾脏组织病理学观察 沿肾蒂剪下残余肾

脏，以体积分数 10%甲醛溶液固定后，流水冲洗

过夜，常规脱水，透明，浸蜡，包埋，切片，展

片，烤片，再进行苏木素 -伊红（HE）和马松

（Masson）染色，光镜下观察肾脏组织的改变。

1. 4. 5 采用qRT-PCR法测定肾组织TLR4、MyD88、
NF-κB mRNA 表达 （1）应用 TaKaRa公司提供的

RNA isoPlus 提取肾组织总RNA。（2）RNA质量检测。

通过紫外吸收法：① 浓度测定；②纯度检测。

（3）样品 cDNA合成：按照逆转录试剂盒配制反应

体系，得到逆转录终溶液即为cDNA溶液，于-80 ℃
保存。（4）利用荧光定量PCR试剂盒进行PCR反应后

上机。

TLR4上游引物序列为 5’-GGTGCGACATCCA
TACAAT-3’，下游引物序列为 5’-TAGGACAGTC
AGGGAGGATA-3’，片段长度为 170 bp；MyD88
上游引物序列为 5’-CCCTGGGCAAAGACTAAGAG
C-3’，下游引物序列为 5’-AAGAAGGTGTCCGAG
GATGGT-3’，片段长度为130 bp；NF-κB上游引物

序列为5’-GCCCATTGCCTCCAACTTAAA-3’，下游

引物序列为5’-ATATCTCTTTCTGACCTTGTCAC-3’，
片段长度为 108 bp。反应条件： 95℃预变性

10 min，95 ℃变性45 s，50 ℃退火30 s，72 ℃延伸

30 s，6个循环；92 ℃变性 45 s，68 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸30 s，30个循环；72 ℃扩展延伸10 min。
以GAPDH为内参，运用2-ΔΔCt 法计算各目的基因的

mRNA的相对表达量。

1. 4. 6 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测肾组织

TLR4、MyD88、NF-κB蛋白表达 收集处理后的

肾组织，在冰上用放射免疫沉淀分析（RIPA）细胞

裂解液裂解，提取蛋白。通过二喹啉甲酸（BCA）法
测定蛋白浓度后，加入上样缓冲液煮沸 10 min，
取 40 μg蛋白上样，经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

氨凝胶电泳（SDS-PAGE），将蛋白条带电转至聚偏

氟乙烯（PVDF）膜上。用 50 g/L脱脂奶粉室温封闭

1 h，加入一抗 4 ℃孵育过夜，洗膜后加入辣根过

氧化物酶（HRP）标记的二抗室温孵育 2 h，洗膜

后采用电化学发光（ECL）法使蛋白条带显色，以

β-actin为内参，应用 ImageJ分析软件对各组条带

的灰度值进行分析。

1. 5 统计方法 采用SPSS 22.0软件进行统计学分

析。计量资料数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t

检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠肾功能指标比较 图 1结果显示：

与假手术组比较，模型组血清SCr、BUN水平升高

（P＜0.05）；与模型组比较，大蒜素低、中、高剂

量组血清 SCr、BUN水平下降（P＜0.05），且呈剂

量依赖性。

2. 2 各组大鼠炎症指标比较 图 2结果显示：与

假手术组比较，模型组血清 IL-1β、IL-6、TNF-α
水平升高（P＜0.05）；与模型组比较，大蒜素低、
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中、高剂量组血清 IL-1β、IL-6、TNF-α水平下降

（P＜0.05），且呈剂量依赖性。

2. 3 各组大鼠肾组织病理变化比较 图3、图4结
果显示：假手术组肾小球、肾小管结构正常，系

膜细胞和基质无增生，肾间质无炎性细胞浸润及

纤维化；模型组肾小球体积增大，系膜细胞和基

质增生，肾小管上皮细胞空泡样变，基底膜增

厚、肾间质大量炎性细胞浸润及纤维化；大蒜素

低、中、高剂量组肾小球损伤减轻，系膜细胞及

基质增生减轻，肾小管上皮细胞空泡变性减轻，

肾间质炎性细胞减少、纤维化减轻，其中，大蒜

素高剂量组病理损伤最轻。

2. 4 各组大鼠肾组织TLR4、MyD88、NF-κB蛋白

表达比较 图5结果显示：与假手术组比较，模型
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图1 各组大鼠血清SCr、BUN水平比较

Figure 1 Comparison of SCr，BUN levels in rats of various groups

A. IL-1β水平；B. IL-6水平；C. TNF-α水平
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图2 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α水平比较

Figure 2 Comparison of serum IL-1β，IL-6，TNF-α levels in rats of various groups

a. 假手术组 b. 模型组 c. 大蒜素低剂量组 d. 大蒜素中剂量组 e. 大蒜素高剂量组

图3 各组大鼠肾组织HE染色结果比较（×200）
Figure 3 Comparison of HE staining results of rat renal tissues in various groups（×200）
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组肾组织TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白表达水平升

高（P＜0.05）；与模型组比较，大蒜素低、中、高

剂量组TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白表达水平下降

（P＜0.05），且呈剂量依赖性。

2. 5 各组大鼠肾组织TLR4、MyD88、NF-κB mRNA
表达比较 图6结果显示：与假手术组比较，模型

组肾组织 TLR4、MyD88、NF-κB mRNA表达水平

明显增加（P＜0.05）；与模型组比较，大蒜素低、

中、高剂量组肾组织TLR4、MyD88、NF-κB mRNA
表达水平下降（P＜0.05），且呈剂量依赖性。

3 讨论

慢性肾衰竭是各类慢性肾脏病终末阶段。慢

性肾衰竭病理主要表现为间质炎症细胞的浸润和

炎性介质的释放，成纤维细胞的活化和增殖，以

及过量细胞外基质的沉积[15]，提示慢性肾衰竭属于

一种炎症疾病。炎症是诱发和加重慢性肾衰竭的

因素之一。肾固有细胞在病理过程中，不仅是损

伤的被动受害者，还主动参与调节肾脏免疫炎症

反应[16-17]。当肾组织受到损伤时，肾固有细胞表型

发生转化，释放一系列炎性介质与细胞因子等，

进一步扩大炎症反应，与此同时还激活血小板源

性生长因子（PDGF）、转化生长因子β1（TGF-β1）促
进肾间质纤维化，导致炎症瀑布效应，致使肾脏

持续性损伤[18]。我们既往研究发现，慢性肾衰竭患

者C-反应蛋白（CRP）、TNF-α、IL-1β、IL-6等炎
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A. TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白的Western Blot电泳条带；B. TLR4表达水平；C. NF-κB表达水平；D. MyD88表达水平

①P＜0.05，与假手术组比较；②P＜0.05，与模型组比较

图5 各组大鼠肾组织TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白表达比较

Figure 5 Comparison of protein expression of TLR4，MyD88，NF-κB in renal tissues of rats in various groups

图4 各组大鼠肾组织Masson 染色结果比较（×200）
Figure 4 Comparison of Masson staining results of rat renal tissues in various groups（×200）
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症指标升高，且炎症指标水平与肾功能呈一定的

相关性，即肾功能下降越明显，炎症指标相对越

高，进一步提示慢性炎症反应参与了慢性肾衰竭

的发生发展[19]。

5/6肾切除大鼠模型是制备慢性肾衰竭的经典

模型[13]。本实验采用 5/6肾切除法制备慢性肾衰竭

大鼠模型，通过造成有效肾单位减少，形成“三

高”（高压力、高滤过、肾小球高灌注）状态，最

终构建成功以肾小球硬化、肾小管萎缩、肾间质

纤维化为病理特点的动物疾病模型，其与临床慢

性肾衰竭疾病发展极其相似。研究发现，5/6肾切

除模型同时存在免疫异常和微炎症状态[20]。

本研究发现，5/6肾切除模型大鼠血清 SCr、
BUN水平明显升高，给予大蒜素治疗后SCr、BUN
水平有所下降，表明大蒜素具有保护肾脏的作

用。还发现，模型大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α
水平升高，表明慢性肾衰竭大鼠处于慢性炎症状态；

给予大蒜素治疗后升高的 IL-1β、IL-6、TNF-α
水平下降，结合大鼠肾组织病理变化来看，大蒜

素亦可减轻5/6肾切除大鼠肾损害，降低其炎症细

胞浸润，表明大蒜素可以抑制慢性肾衰竭大鼠炎

症反应，本结果进一步验证了大蒜素具有保护肾

功能的作用。

TLR4是TLRs家族成员之一，主要参与感染性

和自身免疫疾病的模式识别受体。TLR4在感染反

应中识别 PAMPs，进而通过细胞内信号转导途径

激活先天免疫防御，最终释放促炎细胞因子和趋

化因子[21]。TLR4可以激活MyD88依赖性通路，诱

导炎性细胞因子和辅助刺激因子的释放[22]。肾组织

中 TLR4主要表达于肾小管上皮细胞、系膜细胞、

血管内皮细胞，通过诱发炎症反应，参与多种病

因所致的肾纤维化[23]。在单侧输尿管梗阻（UUO）模
型中，TLR4突变小鼠发生肾小球硬化和间质纤维

化[24]。NF-κB主要表达于肾小球细胞和肾小管上皮

细胞，TLR4经配体刺激后，可促进NF-κB活化，

诱导NF-κB转位到细胞核诱导特定基因的表达，

进而诱导肾纤维化，同时调控 IL-6、IL-1β等表

达，促进炎症反应[25-26]。

本研究结果显示，5/6肾切除大鼠肾组织TLR4、
MyD88、NF-κB蛋白及mRNA表达水平明显升高，

用大蒜素干预后升高的TLR4、MyD88、NF-κB蛋

白及mRNA表达水平均下降，且大蒜素剂量越高，

TLR4、MyD88、NF-κB 蛋白及 mRNA 下降越明

显，提示大蒜素可以抑制 TLR4、MyD88、NF-κB
表达，且其作用效果呈剂量依赖性。

综上所述，大蒜素可能通过抑制TLR4/MyD88/
NF-κB信号通路，减少炎症因子的释放，减轻慢

性肾衰竭大鼠炎症反应，进而延缓慢性肾衰竭

进程。
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