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·实验研究·

益肾软坚散含药血清拮抗马兜铃酸对

人肾间质成纤维细胞的作用

方 静 谌贻璞 杨彦芳 张

摘要 目的 研究益肾软坚散含药血清能否干预马兜铃酸（8C9DE"4"B;9B8B9A，FF）对人肾间质成纤维细
胞（;@78<C3<849<E3CDE9E984G9HC"H48DED，;IJKD）的致细胞外基质（3LB344@48C78EC9L，6:M）蓄积效应。方法 用
马兜铃酸钠盐（FF+!8，(%"N／74）加或不加&%O大鼠含药血清与;IJKD孵育，而后检测;IJKD对转化生长因
子+#&（EC8<DG"C79<NNC"PE;G8BE"C+#&，2QK+#&）、结缔组织生长因子（B"<<3BE9R3E9DD@3NC"PE;G8BE"C，:2QK）、纤
溶酶原激活物抑制物+&（?48D79<"N3<8BE9R8E"C9<;9H9E"C+&，-FJ+&）、金属蛋白酶组织抑制物+&（E9DD@39<;9H9E"C
"G73E844"?C"E39<8D3+&，2JM-+&）和$型胶原（E>?3$:"448N3<，:"4$）的7I!F（I2+-:I方法）和蛋白质表达
（6SJTF或U3DE3C<H4"E方法）。结果 大鼠含药血清能显著下调FF+!8刺激后;IJKD对2QK+#&、:2QK、

2JM-+&和:"4$7I!F及蛋白质高表达（!!%#%V），但不影响-FJ+&7I!F及蛋白质高表达（!"%#%V）。
结论 益肾软坚散含药血清可通过下调;IJKD促6:M合成因子及抗6:M降解因子的表达，而拮抗FF导
致的:"4$等6:M蓄积。
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=<1,)#’>, 2"DE@A>P;3E;3CX9D;3<I@8<Y98<T8<B"<E89<3AD3C@7（T+XIT）B"@4A9<E3CR3<3E;38BE9"<"G
8C9DE"4"B;9B8B9A（FF）9<8<E8N"<9Z9<N;@78<C3<849<E3CDE9E984G9HC"H48DED（;IJKD）E"9<A@B33LEC8B344@48C78EC9L
（6:M）8BB@7@48E9"<#?,#.&4( FF+!8(%"N／74，P9E;"CP9E;"@E&%O T+XIT，P8DB"+B@4E@C3AP9E;
;IJKD，E;3<E;3;IJKD7I!F"GEC8<DG"C79<NNC"PE;G8BE"C+#&（2QK+#&），B"<<3BE9R3E9DD@3NC"PE;G8BE"C
（:2QK），?48D79<"N3<8BE9R8E"C9<;9H9E"C+&（-FJ+&），E9DD@39<;9H9E"C"G73E844"?C"E39<8D3+&（2JM-+&）8<AE>?3
$B"448N3<（:"4$）9<E;3B@4E@C3AB344DP3C3A3E3BE3AH>I2+-:I，8<AE;39C?C"E39<3L?C3DD9"<7"<9E"C3AP9E;
6SJTF8<AU3DE3C<H4"EC3D?3BE9R34>#/,(07#( 2;37I!F8<A?C"E39<3L?C3DD9"<"G844E;38H"R3+73<E9"<3A
G8BE"CDP3C3D9N<9G9B8<E4>@?+C3N@48E3AH>FF+!8（!!%[%V）#6LB3?E9<N-FJ+&，E;33<;8<B3A7I!F8<A?C"+
E39<3L?C3DD9"<P3C3D9N<9G9B8<E4>A"P<+C3N@48E3AH>T+XIT（!!%[%V）#3&")70(’&" T+XITB"@4AA"P<+C3N+
@48E3E;3;IJKE"?C"7"E3E;33L?C3DD9"<"G6:MD><E;3D9DG8BE"CD8<A9<;9H9EE;36:MA3NC8A8E9"<G8BE"CD9<
;IJKD，D"8DE"8<E8N"<9Z3E;3FFDE97@48E3A8BB@7@48E9"<"G6:MD@B;8D:"4J#

@,AB&54( X9D;3<I@8<Y98<T8<；8C9DE"4"B;9B8B9A；G9HC"H48DE；B344B@4E@C3

对含马兜铃酸（8C9DE"4"B;9B8B9A，FF）成分的中草
药导致的肾损害———马兜铃酸肾病（8C9DE"4"B;9B8B9A

<3?;C"?8E;>，FF!），目前尚无成熟的治疗方案。我科
细胞生物学及动物模型实验显示，FF可上调肾小管
上皮细胞及肾间质成纤维细胞对促细胞外基质（3LB34+
4@48C78EC9L，6:M）合成因子和抑制6:M降解因子的
表达，从而导致肾间质纤维化〔&〕。本实验拟用中药复

方益肾软坚散含药血清进行体外细胞生物学实验，以

观察该药能否干预FF对人肾间质成纤维细胞的上述
作用。
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材料与方法

! 试剂 "#$%!&’(培养基（美国)%*+,*"-
产品）；马兜铃酸钠盐（../01，美国23451公司产品）；
四甲基偶氮唑蓝（56789:7831;<:6767=1;<:3>5，$??，美
国.5=6@A<产品）；转化生长因子/!!（7=1B@C<=53B4
4=<D78C1A7<=/!!，?)E/!!）夹心F-%2.试剂盒（美国

#=<5641产品）；纤溶酶原激活物抑制物/!（G:1@53B</
46B1A73H17<=3B83I37<=/!，#.%/!）夹心F-%2.试剂盒
（购自上海太阳生物技术公司）；人金属蛋白酶组织抑

制物/!（73@@>63B83I37<=<C5671::<G=<763B1@6/!，?%$#/!）
夹心F-%2.试剂盒（美国J>1B73K3B6产品）；人"型胶
原（79G6"+<::146B，+<:"）夹心F-%2.试剂盒（美国

+8<BL=6M产品）；兔抗人结缔组织生长因子（A<BB6A73H6
73@@>64=<D78C1A7<=，+?)E）多克隆抗体（美国?<==69
#3B6@*3<:1I@%BA产品）；总"0.提取试剂盒（购自上
海生工生物工程技术公司）；莫洛尼鼠白血病病毒（$/
$-N）反转录酶、随机引物（美国#=<5641公司产品）；
焦碳酸二乙酯（美国23451公司产品）；?1OP0.聚合
酶、G)F$/QRC（S）P0.／T16#、"01@3B（华美生物工
程公司产品）；聚合酶链反应引物（上海生工生物工程

技术公司产品），见表!。
表! #+"引物序列

引物名称 引物序列
产物长度
（IG）

!/1A73B 正链UV/.?+.?)???).).++??+..+.++/WV
负链UV/+.?))?))?)++)++.).+.)/WV

UUX

+<:" 正链UV/?++...)).).).)+))?../WV
负链UV/).++.))).).++...+?+./WV

&YW

?)E/!! 正链UV/+?)+)).?+?+?)?)?+.??/WV
负链UV/+?+.).)?)??)+?.?))?)/WV

X’&

#.%/! 正链UV/+)).)).+))?+..)+..)?)/WV
负链UV/)??).)))+.).).).))+)+/WV

’(!

+?)E 正链UV/).))....+.??..)..)))+.../WV
负链UV/+))+.+.))?+??).?)./WV

XXZ

?%$#/!正链UV/)+)).?++.)+)+++.).)).+.++/WV
负链UV/??..)+??++.+?++)))+.)).??/WV

&UX

X 实验方法

X[! 益肾软坚散水煎剂制备 取丹参、炙鳖甲、
生黄芪、全当归和虫草菌丝等Z味中药，按传统方法制
备水煎剂，并浓缩至浸膏，\X(]保存。临用前用蒸馏
水稀释至生药含量为X4／5:。

X[X 大鼠含药血清的制备 雄性2P大鼠（购自
北京维通利华实验动物公司），X月龄，体重XQ($
XY(4，禁食不禁水!&8，不麻醉，以益肾软坚散水煎剂
灌胃（每次灌胃量为!!5:／K4体重，此药量相当于人

&(K4体重的!(倍），分别于单次灌胃后!8及第X次
灌胃（间隔X8）后([U8、!8和![U8从大鼠内眦静脉采

血（每个时间点取&只大鼠），离心后留取血清，将&只
大鼠血清混合，过滤除菌，U&]灭活W(53B，此为实验
用含药血清。同法取大鼠正常血清。高效液相色谱法

（8348G6=C<=51BA6:3O>3LA8=<517<4=1G89，T#-+）测定
各个时间点的大鼠血清丹参素含量〔X〕。按实验要求分

别于\W(]和\Z(]保存含药血清。

X[W 细胞培养与鉴定 正常人肾间质成纤维细
胞（8>51B=6B1:3B76=@73731:C3I=<I:1@7@，8"%E@）按程丽静
等〔W〕介绍的方法进行培养和鉴定，用第’$U代细胞进
行实验。

X[’ 细胞增殖及细胞毒性检测 分别用../01
（!(、X(、’(、Z(%4／5:）或（和）大鼠含药血清（Û 、!(̂ 、

X(̂ ）孵育8"%E@’Z8，用$??比色法检测细胞增殖〔!〕，
用乳酸脱氢酶（-PT）释放实验检测细胞毒性〔!〕。

X[U 细胞5"0.和蛋白质表达的检测 实验分
组如下：对照组：不加../01及大鼠血清（!组）；../
01’(%4／5:组（X组）；!(̂ 大鼠正常血清组（W组）；

!(̂ 大鼠正常血清加../01’(%4／5:组（’组）；!(̂
大鼠含药血清加../01’(%4／5:组（U组）。上述../
01或（和）大鼠血清与8"%E@孵育!X8后检测各指标
的5"0.表达，孵育W&8后检测其蛋白质表达。

X[U[! 细胞5"0.表达的检测 按试剂盒说明
提取细胞总"0.，提取的总"0.经紫外分光光度计
及![(̂ 琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，测定X&(B5／

XZ(B5吸光度比值为![Y$X[!，电泳显示XZ2和!Z2
两条带清晰，前者荧光强度约为后者的X倍。将细胞

5"0.逆转录为AP0.。用"?/#+"方法，将?)E/

!!、+?)E、#.%/!、?%$#/!及+<:"的引物分别与!/
1A73B引物共扩增，反应条件如下：Y’]预变性W53B，变
性Y’]_!53B，退火UU]_!53B，延伸QX]_X53B，

XZ个循环，QX]延伸U53B。用![Û 琼脂糖凝胶电
泳，紫外灯下观察并拍照，进行计算机图像处理（2A3<B
%5146），结果以目的基因相对表达量（目的基因条带密
度／!/1A73B基因条带密度）表示。

X[U[X 细胞培养液中?)E/!!、#.%/!、?%$#/!含
量及细胞层+<:"含量的检测 用F-%2.方法按试剂
盒说明检测。其中?)E/!!含量的计算要去除培养液
中大鼠血清所含?)E/!!。

X[U[W 细胞层+?)E含量的检测 用 ‘6@76=B
I:<7方法。加裂解液取上清，测蛋白浓度，取Q(%4蛋
白于!(̂ 2P2/聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至

#NPE膜上，Û 无脂奶粉封闭，加兔抗人+?)E抗体
（!a&((），’]过夜，辣根过氧化物酶标记的抗兔%4)
室温孵育!8，化学发光拍照，进行计算机图像处理
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（!"#$%&’()*），结果以+,-.相对表达量（+,-.条带
密度／-/012条带密度）表示。

3 统计学处理 所有计量资料数据以均值4标
准差表示，组间差异比较采用单因素方差分析（$%*
5(6/789/），用!0!!:;<;统计软件完成。

结 果

: 大鼠含药血清丹参素含量测定 见图:。

20=+结果显示丹参素标准品和大鼠含药血清均于

>’#%左右出现单峰（丹参素），而大鼠正常血清未检测
到此峰。

经20=+测定第?次给药后;<@A、:A和:<@A大
鼠含药血清丹参素含量分别为3<;B、@<@C和C<@C!)／

’D，以:A最高，并明显高于单次给药后:A采血的大鼠
含药血清（丹参素含量为3<CC!)／’D），故以下实验大
鼠含药血清采血时间定为两次给药后:A。
将大鼠含药血清分别于E3;F保存:个月和

EG;F保存H个月，再进行20=+测定发现丹参素含
量从@<@C!)／’D分别下降至:<BG和@<?3!)／’D，故以
下实验选EG;F保存大鼠含药血清。

? 大鼠含药血清或（和）//I7(对AJ&.K细胞增
殖和毒性作用的检测 见表?。当大鼠含药血清浓
度!:;L时，随大鼠含药血清浓度升高，AJ&.K显著增
殖（!";<;@），当大鼠含药血清浓度达到?;L时对

AJ&.K有杀伤作用（!";<;@），故以下实验大鼠含药
血清所选浓度为:;L；//I7(在:;、?;和C;!)／’D浓
度时对AJ&.K增殖无影响（!#;<;@），也无明显毒性
作用（!#;<;@），而G;!)／’D浓度时//I7(对AJ&.K
有杀伤作用（!";<;@），故以下刺激实验//I7(所选
浓度为C;!)／’D。

=12释放实验结果显示，//I7(C;!)／’D与:;L
大鼠含药血清共同孵育AJ&.KCGA后（每个浓度H
孔），与对照组（不加//I7(和大鼠血清）比较差异无
显著性〔=12释放率（L）为：:CM@;4?MCG、:3M:;4
;M>C（!#;M;@）〕，说明本实验浓度的//I7(和大鼠
含药血清共同孵育对AJ&.K无细胞毒性作用。
表! 大鼠含药血清和//I7(对AJ&.K的增殖

作用和毒性效应 （$"4#）

组别 $ 细胞增殖（吸光度值） 毒性效应（L）
对照 H ;<:G;4;<;;H :;<H@4:<B3

@L大鼠含药血清 H ;<?CB4;<;??% ::<;343<C?
:;L大鼠含药血清 H ;<3@B4;<;3;% :3<:>4H<;>
?;L大鼠含药血清 H ;<3?C4;<;C:% CG<:34:3<G3%

:;!)／’D//I7( H ;<:@H4;<;;3 :3<334:<3C
?;!)／’D//I7( H ;<:HB4;<;;3 B<@G4;<GB
C;!)／’D//I7( H ;<:BB4;<;;3 :?<CC4:<>H
G;!)／’D//I7( H ;<:?>4;<;;?% 3:<::4?<?3%

注：与对照组比较，%!";M;@

3 //I7(对AJ&.K基因和蛋白质表达的作用
分别将实验分组的:组与?组比较，3组与C组比较，
发现在普通培养（:组与?组）和:;L大鼠正常血清培
养（3组与C组）时，加入//I7(C;!)／’D均能显著上
调AJ&.K对,-.I":、+,-.、0/&I:、,&N0I:和+$D#
’J7/和蛋白质的表达（!";<;@，图?、3，表3、C）。

C 大鼠含药血清对//I7(刺激的AJ&.K基因和
蛋白质表达的作用 将实验分组的C组（:;L大鼠正
常血清加//I7(C;!)／’D）与@组（:;L大鼠含药血清
加//I7(C;!)／’D）比较，发现:;L大鼠含药血清显
著下调//I7(（C;!)／’D）所致AJ&.K对,-.I":、+,I
-.、,&N0I:及+$D#’J7/和蛋白质的高表达（!"
;M;@），而对//I7(（C;!)／’D）所致0/&I:’J7/和蛋
白质的高表达无作用（!#;<;@，图?、3，表3、C）。

表" //I7(、大鼠含药血清对AJ&.K基因表达的影响 （$"4#）
组别 $ +$D# +,-. ,-.I": 0/&I: ,&N0I:
: 3 ;<3G:4;<;G> ;<?@:4;<;3G ;<C3C4;<;G? ;<H;H4;<;B; ;<CCB4;<;H:
? 3 ;<H;34;<;H:% ;<3CG4;<;@3% ;<H>;4;<;>G% ;<GC:4;<:::% ;<>C:4;<:3H%

3 3 ;<@?H4;<;GB& ;<?C;4;<;@;& ;<CH>4;<;H3& ;<HG>4;<;BG& ;<@B@4;<;G;&

C 3 ;<>?B4;<:@; ;<3BH4;<;3> ;<HC>4;<:?: ;<G>;4;<;B3 ;<G;C4;<:?:
@ 3 ;<@3:4;<;@;& ;<3:?4;<;?G& ;<CHG4;<;@3& ;<G>34;<:;? ;<@;34;<;@;&

注：表内数值为目的基因相对表达量；与:组比较，%!";<;@；与C组比较，&!";<;@
表# //I7(、大鼠含药血清对AJ&.K合成蛋白质的作用 （$"4#）

组别 $ +$D#
（!)／=）

,-.I":
（%)／=）

0/&I:
（!)／=）

,&N0I:
（!)／=）

: H GG<B4::<? >;<CB4H<?? G><H4B<> >C<?4><G
? H :C3<H4?@<;% :H@<HG43G<H3% :?@<>4:C<@% :?C<343:<?%

3 H :;?<?4B<:& ?;G<B?4C><BC& BC<H4::<B& G><B4?;<3&

C H :@:<H4:><@ 3>?<3>4>?<@3 :?3<H4:?<B :3H<G4?C<3
@ H :?;<H4:?<?& ?HG<@?4H@<HC& :?G<?4:C<; BG<;4:><@&

注：与:组比较，%!";<;@；与C组比较，&!";<;@
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讨 论

以寡细胞性肾间质纤维化为主要病理特征的慢性

马兜铃酸肾病发展较快，危害很大，常导致不可逆性终

末期肾衰竭，至今无良好治疗方法〔!〕。中医药学在抗

纤维化治疗上有着广阔前途，本研究我们自拟了具有

“健脾益肾、活血软坚”功能的益肾软坚散处方，通过体

外细胞试验初步探讨它是否能拮抗""的致纤维化
效应。

中药复方煎剂成分复杂，如直接加入体外细胞培

养液中，将会改变培养液渗透压、#$值等，对细胞生物
学实验产生干扰，甚至杀伤细胞。若将中药煎剂给动

物灌胃，然后取其血清作为药物源加入体外细胞培养

中，即能克服上述缺点；并且血清中的药物成分是机体

吸收及代谢后的产物，它更能反映药物的体内作用〔%〕。

为此本实验选择含药血清进行实验。

在利用含药血清进行实验时，采集到药含量较高

的血清至关重要，本处方内丹参是君药，因此我们对血

清中丹参素进行了检测。根据$&’(检测结果，我们
最后确定在两次给药后)*留取血液。如果继续增加
给药次数和延长取血时间，血清中药含量可能还会增

加，但是时间过长大鼠机体可能会对药物发生反应，产

生某些活性物质（如细胞因子等），将会干扰体外细胞

实验，故不适宜。在正式应用含药血清进行实验时，还

必须进行细胞毒性测定，’+$释放实验已证实本实验
条件下所用含药血清对*,-./并无细胞毒性作用。
我科细胞生物学试验〔)〕选用!0!1／23浓度的""4
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!"刺激体外培养的#$%&’，发现(()!"可上调细胞

*+&)!,、-(%),和*%.-),/$!(的表达。已知*+&)!,
是强致纤维化因子，能强有力地促进01. 合成〔2〕；

-(%),能阻止纤溶酶原向纤溶酶转化，削弱纤溶酶对

01.的直接降解作用及通过激活基质金属蛋白酶),
（..-),）的间接降解作用〔3，4〕；而*%.-),可以抑制

..-),活性而减少01. 降解〔4〕。故推论(()!"刺
激#$%&’后，促01.合成因子（*+&)!,）及抗01.降
解因子（-(%),、*%.-),）的高表达，将可能导致01.
合成及降解失衡，01. 蓄积，进而致成肾间质纤维
化〔,〕。在上述分子生物学研究的基础上，本研究进一

步在蛋白质水平验证，(()!"确能刺激#$%&’增加

*+&)!,、-(%),和*%.-),的分泌。而且，本研究还发
现(()!"能使1*+&/$!(及蛋白质高表达。1*)
+&是近年新发现的一个位于*+&)!,下游的细胞因
子，介导*+&)!,的促01.合成生物学效应

〔5〕，所以，

它的高表达在((!肾间质纤维化的发病中也将发挥
重要作用。

本实验结果显示益肾软坚散含药血清可以下调

(()!"所致#$%&’对*+&)!,、1*+&和*%.-),的高
表达，而对-(%),的高表达无作用。本实验浓度的

(()!"和含药血清共同孵育#$%&’，并无细胞毒性作
用，故上述因子的下调并非#$%&’受损所致，而是益
肾软坚散含药血清拮抗((作用的结果。故推测益肾
软坚散含药血清可能通过下调(()!"所致#$%&’促

01.合成因子（*+&)!,、1*+&）和抗01.降解因子
（*%.-),）的高表达，从而减少#$%&’合成167"等

01.。
在评价本研究结果时，必须注意研究方法的局限

性。首先，血清中成分复杂，虽然本研究设立了相同浓

度的大鼠正常血清作对照，但也不能完全排除干扰，比

如，含药血清是在首次灌药后8#才抽取，能完全排除
大鼠机体对药物发生反应、已产生某些活性物质（如细

胞因子等）入血吗？其次，在体内含药血清如何抵达肾

间质成纤维细胞处？能否在肾间质局部形成足够药物

浓度？因此，此体外细胞实验的结果，还必需再经体内

实验验证及充实，目前，我们正在进行益肾软坚散干预

慢性((!动物模型的整体研究。

（本工作承北京大学第一医院肾病研究所黄海长研究员及

北京中日友好医院临床研究所药理室赵世萍研究员的帮助，谨

谢）
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