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黄芪注射液对新生儿窒息后血清诱导人肾小管
细胞损伤信号机制的影响

熊 涛1 董文斌’ 王明勇2 邓存良2

摘要 目的从细胞蛋白水平和分子水平研究黄芪对新生儿窒息后血清诱导人近曲肾小管上皮细胞

(HK-2细胞株)损伤的信号传导机制的影响[是否通过激活核因子KB(NF—KB)信号途径]。方法 以HK-2

细胞株为研究对象，以20％窒息血清作为攻击因素，攻击前分为空白对照组和黄芪预处理组，在攻击后15

min，1、2 h分为相应时间的血清攻击组和黄芪预处理组后攻击组。通过激光共聚焦显微镜观察间接免疫荧

光染色后NF．KB核转位以及免疫印迹(Western blot)观测NF—KB抑制亚基I-KBa量的变化。结果 攻击前

与空白对照组比较，黄芪预处理组NF．KB核转位和I-KBot量无改变；而攻击后各组与空白组对照组比较，

NF．KB核转位显著增加和I—KBa量显著减少，以攻击后1 h最明显；各时点黄芪预处理组后攻击组与空白攻

击组比较，NF．KB核转位显著减少和I-KBa量显著增加。结论 黄芪预处理能够抑制窒息后血清所致后续

NF—KB激活。

关键词黄芪注射液；新生儿窒息后血清；肾小管上皮细胞；NF-KB途径

Effect of Astragalus Injection On the Signal Conduction of Neonatal Postasphyxial-8erl,lm Induced Human
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Hospital of Luzhou Medical College，Sichuan(646000)

ABSTRACT Objective To investigate，from cytoprotein and molecular levels，the action mechanism of

astragalus Injection(ASI)on the signal conduction of human renal tubular cells(HK-2)injury induced by neo·

natal postasphyxial-serum(NPS)，whether it is through activating the nuclear factor KB(NF-KB)signaling path-

way．Methods Taking HK-2 as the target cell and the 20％NPS as the attacking factor，the experiment was con-

ducted by dividing the target cells into two groups before attacking，the blank control group and the ASI pretreated

group．The nuclear translocation of NF-kB was detected by confocal microscopy with indirect immunofluores-

cence stain。and the amount of NF-KB inhibitor subunit(I—xBcz)was detected by Western blot before attacking．

The detections were repeated at various time points in the experiment，i．e．，1 5 min，1 h and 2 h after attacking，

respectively．Results Before attacking，the nuclear translocation of NF—kB and the amount of卜KBa were not dif-

ferent in the two groups．But the former increased and the latter decreased significantly in the ASI group at all the

time points after attacking with the topmost changes presented at 1 h after attacking，and significantly different to

those in the control group at corresponding time points．Conclusion ASI pretreatment could inhibit the activation

Of NF—kB induced by postasphyxial-serum．

KEYWORDS Astragalus Injection：neonatal postasphyxial·serum；renal tubular epithelial cell；NF·kB signal

pathway

围产期窒息作为临床上常见的危急重症，可以导

致多器官功能的损伤，其中肾损伤的发生率最高(约
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为57％)¨】。肾小管上皮细胞既是缺氧缺血的靶细

胞，又是损伤进展的主要参与者。因此，减少或消除肾

小管上皮细胞在缺血再灌注中遭受的损伤显得尤为重

要。近年来研究表明，黄芪对肾缺血再灌注性损伤有

一定的保护作用，本研究在前期建立新生儿窒息后l

天再灌注血清诱导肾小管上皮细胞(HK-2细胞株)损

伤的细胞模型基础上以及黄芪减轻损伤结果基础上，

初步探讨黄芪的肾保护机制¨。。。
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材料与方法

1 HK．2细胞株 引自ATCC(American Type

Culture Collection)o

2药物 黄芪注射液(10 mL／支，正大青春宝药

业有限公司，含生药20 g，批号：0511232)。

3试剂及仪器DMEM／F12培养基(GIBCO公

司)；胰酶(美国Sigma公司)；标准胎牛血清(天津市

灏洋生物制品科技有限责任公司)；NF—KB激活一核

转运检测试剂盒(碧云天生物技术研究所)；Western

及IP细胞裂解液，I—KBot抗体(碧云天生物技术研究

所)。

4新生儿窒息后血清的制备 选择2006年3—

7月在四川泸州医学院附属医院新生儿科住院的足月

重度窒息新生儿30例(均未使用免疫抑制剂，无明显

感染性疾病，且取得家属知情同意)，在窒息后1 d抽

取外周血5 mL(肝素抗凝)，2 500 r／min，离心10 rain，

分离血清，56℃水浴30 rain灭活补体，微孔滤器过滤

除菌，采用DMEM／F12培养液加配成20％(体积比，

v／v)的攻击浓度待用。

5 HK-2细胞株的复苏、培养、传代从液氮罐取

出冻存的第6代HK．2细胞投人37℃的温水中，摇动

使其尽快解冻。吸出细胞悬液并滴加lo倍体积的质

量分数为10％的胎牛血清的DMEM／F12培养基，混

匀。1 000 r／min，离心5 rain，弃上清液后再重复洗涤1

次。用含10％的胎牛血清的DMEM／F12培养液将细

胞悬液稀释混匀，接种于100 mL培养瓶中，37℃、

50 mL／L CO，细胞培养箱中静置12 h，换液除去未贴

壁细胞后至细胞长满成片80％以上，用质量分数为

0．25％的胰蛋白酶消化后，传代。
‘

6分组及给药方法将已生长至约80％汇合的

细胞，在细胞培养瓶中消化成单个细胞，免疫荧光按每

孔9×104个细胞加入到6孔培养板(每孑L预先放入消

毒过的盖玻片)中；Western blot按每瓶25 X 104细胞

加人到100 mL培养瓶。均于实验前12 h换液使细胞

生长繁殖同步后，于37℃、50 mL／L CO：条件下进行

如下处理：空白对照组：置于培养箱中进行常规培养；

黄芪预处理组：细胞贴壁后加入含40斗g／mL浓度黄

芪的培养基预处理24 h；血清攻击组：细胞贴壁后每组

培养液换成含20％窒息血清的培养液培养15 rain，1、

2 h；黄芪预处理后血清攻击组：细胞贴壁后加入含

40¨s／mL浓度黄芪的培养基预处理24 h，再换成含

20％窒息血清的培养液培养15 rain，1、2 h。

7检测指标及方法

7．1 观察核因子KB(NF．KB)核转位 采用免疫

荧光双标记技术，严格按照说明书操作，盖玻片封片后

激光共聚焦显微镜下观察。NF—KB的染色为红色荧

光，细胞核的DAPI染色为蓝色荧光，分别用红色及蓝

色通道扫描，最后合成。

7．2观测NF．KB抑制亚基I-KBot量的变化使用

Western及IP细胞裂解液裂解细胞提取蛋白，Western

blot电泳，转膜，DAB显色，将Western blot结果扫描进

入计算机，用Image—pro Plus图像分析软件对条带进行

分析，以条带积分光密度值(IOD值)代表蛋白表达量。

8统计学方法采用SPSS 12．0软件处理。所有

的数据均以i±s表示，采用单因素方差分析，组问比较

用LSD检验，P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

l 黄芪对窒息后血清诱导HK-2细胞NF—KB核

转位的影响(图1，表1) 激光共聚焦显微镜下观察，

以胞浆中红色荧光强度明显大于胞核，合成后胞核呈

蓝色为阴性细胞，代表NF—KB尚未发生核转位；反之，

胞核中红色荧光强度明显大于胞浆，合成后胞核呈紫

色为阳性细胞，代表NF．KB已经发生核转位。取多个

视野计数共100个细胞中的阳性细胞，以其比例作统

计分析。攻击前与空白对照组比较，黄芪预处理组

NF—KB核转位无变化；而攻击后各组与空白对照组比

较，NF—KB核转位显著增加，以攻击后1 h最明显；各

时点黄芪预处理后攻击组与血清攻击组比较，NF—KB

核转位显著减少。

表1 黄芪对窒息后血清诱导HK-2细胞NF—KB

核转位的影响(i±s)

注：与空白对照组比较，‘P<0．05，一P<0．01；与血清攻击组同期

比较，△P<0．05；下表同

2黄芪对窒息后血清诱导HK-2细胞NF．KB抑

制亚基I—gBct量的影响(图2，表2) 使用Image．pro

Plus 4．5软件对条带作灰度分析，用I—KBet与内参B·

actin IOD值的比值(GV％)表示。结果表明，攻击前

与空白对照组比较，黄芪预处理组I—gBa／g—actin无改

变；而攻击后各组与空白对照组比较，I—KBot／13．actin
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注：A为空白对照组；B为血清攻击l h组；c．为黄芪预处理后血清攻击l h组；(左：红色通道；中：蓝色通道；右：合成)

图1 黄芪对窒息后血清诱导HK一2细胞NF-KB核转位的影响

显著减少，以攻击后1 h最明显(P<0．01)；各时点黄

芪预处理后攻击组I-KBot／p-actin显著高于血清攻击

组(P<0．05)。

注：A为空白对照组：B为黄芪预处理组；C为血清攻击15

min组；D为黄芪预处理后血清攻击15 min组：E为血清攻击

1h组；F为黄芪预处理后血清攻击l h组；G为血清攻击2 h

组；H为黄芪预处理后血清攻击2 h组

图2黄芪对窒息后血清诱导HK．2细胞I-KBct量的影响

表2 黄芪对窒息后血清诱导HK·2细胞NF-KB抑制亚基

I-KBct量的影响(i±5)

讨 论

在缺血性肾损伤的防治方面，现在已突破已往的

对症、抗氧化剂和钙通道阻滞剂的研究，出现了外源性

生长因子、炎性因子的抗体和中药制剂等新措施，无疑

万方数据
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为新生儿窒息后肾损伤的防治开辟了新途径，值得我

们进一步探索和研究¨。。

黄芪为豆科多年生草本植物蒙古黄芪或膜荚黄芪

的干燥根，黄芪注射液是黄芪中提取的有效成分精制

而成。黄芪的药性性温、味甘、入肺、归脾经，具有补

中益气，益卫固表，利水消肿，托毒排脓，敛疮生肌的功

效，其化学成分含多糖、三萜皂甙、黄酮类，生物碱，微

量元素(硒，锰等)。

本实验组前期研究已经使用此模型证明黄芪具有

减轻肾缺血再灌注损伤的作用¨’。缺血再灌注损伤

的机制较复杂。已往研究认为，再灌注血液中的毒性

氧化物质、细胞炎症因子和化学因子直接作用到靶器

官细胞是造成损伤的主要原因¨’“。细胞间黏附因子

和中性粒细胞浸润在缺血再灌注损伤中起重要作用。

但新近研究表明，这些介质是通过基因诱导完成的。

NF—KB可上调这些炎症介质的表达¨4。。NF—KB广泛

存在于真核细胞内，是将信息从胞浆传至胞核引起相

应基因表达的重要的转录因子。静息情况下，NF—KB

位于胞浆内，与KB抑制蛋白(inhibitor KB，I-KB)结合

成复合物处于失活状态。细胞受到刺激后，I-KBa磷

酸化，并被降解，从NF—KB／I．KBa复合物上解离下来，

NF-KB随即通过核膜上的受体进入细胞核，与靶基因

KB位点结合，迅速诱导靶基因的转录，通过上调炎症

因子的表达，介导炎症反应或直接损伤肾脏细胞。

大量研究表明，黄芪能够通过抑制NF—KB活性发

挥保护作用¨¨12’。因此，本研究在已经证实黄芪具有

减轻窒息后血清所致HK-2细胞损伤的作用的基础

上，进一步研究黄芪保护效应作用机制是否与NF—KB

途径有关。本实验发现，窒息血清攻击后不同时点，血

清攻击组NF—KB活性较空白对照组显著增加，I—KBa

量显著减少。可能是机体受到缺氧再灌注损伤等因素

影响时可以产生过多炎症介质，如肿瘤坏死因子

(TNF—ot)，白细胞介素·1(IL一1)等。这些炎症介质可

以释放到血液中，导致在血清中升高，在新生儿窒息

复苏的过程中，随再灌注血流进入肾组织，激活NF—

KB，使I-KBa磷酸化并被降解¨””’。而相应时点的

黄芪预处理后再用血清攻击，却能显著减少NF—zB活

化和I．KB0t失活。这一结果提示黄芪预处理有助于抑

制攻击后NF．zB活性继续增加。有研究表明，黄芪多

糖能上调I．KBamRNA表达，抑制NF—KBmRNA的过度

表达而发挥肾保护作用¨L161。黄芪抑制NF—KB活性

还可能与其抑制NF．KB活化的重要刺激物TNF-a和

氧自由基作用有关¨“"’。但是黄芪抑制NF—KB的具

体信号转导机制有待于今后实验进一步阐明。
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全国中西医结合防治变态反应疾病中青年学术论坛征文通知

为了加强变态反应领域中青年医师的学术交流，促进变态反应学术的发展，由中国中西医结合学会变态反应

专业委员会主办、京城皮肤病医院承办的“全国中西医结合防治变态反应疾病中青年学术论坛”定于2010年8

月7--8日在北京召开。

本次会议将邀请约20位变态反应领域(包括变态反应科、皮肤科、呼吸科、耳鼻咽喉科、小儿科、免疫科及针灸

科等)的国内外知名学者，就最新科研和临床研究进展以及热点问题进行专题讲座和学术交流。变态反应专业委员

会还将在会议期间增补15名青年委员。欢迎各相关学科同仁踊跃投稿并出席会议。现将征文事项通知如下。

征文范围 变态反应性疾病的临床诊断、防治、流行病学及其基础研究。涉及中西医变态反应科、皮肤科、呼

吸科、耳鼻咽喉科、小儿科、免疫科及针灸等相关领域。

征文要求 (1)未在国内公开发行刊物上发表的论文(勿投综述类文章)。(2)非结构式摘要一份，约l 000

字，编排顺序为：题目、单位、邮编、姓名、摘要正文、全文正文；全文限制在4 000字以内；(3)请务必附通讯地址、

联系电话(单位、住宅)、手机、E-mail，以便及时联系。

投稿方式 电子邮件投稿：请将论文以Word文档格式发送到以下邮箱：qnh2010@yahoo．corn．cn，邮件标题

务请注明“中青年论坛投稿”字样。

截稿日期2010年5月15日。

万方数据


