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祛风通络方对阿霉素肾病大鼠足细胞

C-F>?G

及
&C!HI

蛋白的影响

王"竹#

"刘俊田!

"孙万森#

"李睿萍#

"王"晔#

摘要"目的"探讨祛风通络方对阿霉素肾病大鼠足细胞结蛋白!

C-F>?G

"和
&C!

相关蛋白!

&C!

#

1FF4

#

B?1J-K L/4J-?G

#

&C!HI

"的作用$ 方法"一次性尾静脉注射阿霉素制备肾病模型$

%

周后造模成功#随机分为

空白对照组!

H

组#

#!

只"#模型对照组!

M

组#

8

只"#祛风通络方小%中%大剂量组!

&

组%

C

%

=

每组
8

只"和阳性

对照组!

,

组#

8

中"$ 从第
$

周起#

H

组和
M

组给生理盐水#

& N=

组分别给祛风通络方
#

!

"

%

!

!

#

%

$

!

! OE>P

#

,

组给泼尼松
!9 >OEQO

$ 各组均灌胃给药#

#" >PEQO

#

#

次
E

天#连续
!8

天$ 期间进行
!$ R

尿蛋白定量%血清生

化指标检测#实验结束时电镜观察超微结构%

S-15

#

J?>- I&S

法及
*-FJ-/G .54J

法检测足细胞骨架蛋白

C-F>?G >S7H

%裂孔隔膜蛋白
&C!HI >S7H

及其蛋白表达$ 结果"!

#

"与
M

组比较#

&

%

C

%

=

%

,

组
!$ R

尿

蛋白定量明显降低#差异有统计学意义!

I T"

!

"9

"$ !

!

"与
M

组比较#

&

%

C

%

=

组
HPM

均有所升高#差异有统

计学意义!

I T"

!

"9

"&

)&

含量明显降低#差异均有统计学意义!

I T"

!

"9

"&

,

组
)U

反而有明显增加#差异有

统计学意义!

I T"

!

"9

"$ !

%

"电镜观察发现#

C

%

=

%

,

组与
M

组比较#足细胞形态均有不同程度改善#特别是足

突结构%足突数目改善明显#其
C

%

=

组改善更明显$ !

$

"阿霉素肾病大鼠中
C-F>?G >S7H

%

&C!HI >S7H

及蛋白表达均升高# 差异有统计学意义!

I T"

!

"9

"$ 干预后#与
M

组比较#

&

%

C

%

=

%

,

组
C-F>?G >S7H

和

&C!HI >S7H

表达明显降低#差异有统计学意义!

I T"

!

"9
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9

"与
H

组比较#

M

组
C-F>?G

%

&C!HI

蛋白

表达显著升高#差异有统计学意义!

I T"

!

"9

"$ 与
M

组比较#

&

%

C

%

=

%

,

组
&C!HI

蛋白表达明显降低#

C

%

=

%

,

组
C-F>?G

蛋白表达明显降低#差异均有统计学意义!

I T"

!

"9

"&各剂量组间比较#

&

%

C

%

=

组
C-F>?G

及

&C!HI

蛋白表达逐渐降低#差异有统计学意义!
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!
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"&与
,

组比较#

&

%

C

组
&C!HI

蛋白表达明显高#

=

组
&C!HI

蛋白表达明显低#差异有统计学意义!
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!
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&

%

C

%

=

组
C-F>?G

蛋白表达较高#差异有统计学

意义!

I T"

!
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"$ 结论"祛风通络方对阿霉素肾病大鼠的治疗作用伴随着改变足细胞骨架蛋白
C-F>?G

及裂

孔隔膜蛋白
&C!HI

基因表达的改变而实现$

关键词"祛风通络方&阿霉素肾病& 结蛋白&

&C!

相关蛋白

=VV-BJ 4V W0V-GO )4GO504 S-B?L- 4G =XL/-FF?4G 4V C-F>?G 1GK &C!HI I/4J-?GF ?G HK/?1>2B?G
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K0B-K 7-LR/4L1JR2 S1JF
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F?4G 4V K-F>?G 1GK &C!

#

1FF4B?1J-K L/4J-?G

$

&C!HI

%
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#
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?GK0B-K G-LR/4L1JR2 /1J >4K-5 a1F ?GK0B-K .2 1 K?FL4F1.5- ?GJ/1_-G40F ?G`-BJ?4G 4V 1K/?

#

1>2B?G6 )R- >4K-5 a1F F0BB-FFV0552 -FJ1.5?FR-K 1VJ-/ % a--QF6 S1JF a-/- JR-G /1GK4>52 K?_?K-K ?GJ4 JR-

.51GQ B4GJ/45 O/40L

$

U/40L H

!

G b#!

%!
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U/40L M
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G b8
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JR- F>155

!

>-K?0>

!

51/O- K4F- W)S O/40L
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U/40L &

!

G b8

&

U/40L C

!

G b8

&

U/40L =

!

G b8

%!

1GK JR- L4F?J?_- B4GJ/45 O/40L

$

U/40L ,

!

G b8

%

6 ,/4> JR- V40/JR a--Q G4/>15 F15?G- a1F O?_-G J4 /1JF ?G U/40L H 1GK U/40L M

!

W)S #
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# OE>P

!

1GK $

%

! OE>P a1F /-FL-BJ?_-52 1K>?G?FJ-/-K J4 JR4F- ?G U/40L &

!

C

!

1GK =6 I/-KG?F4G-

!9 >OEQO a1F O?_-G J4 /1JF ?G U/40L ,6 H55 >-K?B1J?4G a1F L-/V4/>-K .2 O1FJ/4O1_1O- 1J #" >PEQO

!

4GB-

K1?52

!

V4/ !8 F0BB-FF?_- K12F6 !$

#

R 0/?G1/2 L/4J-?G -XB/-J?4G 1GK F-/1 .?4BR->?B15 ?GK?B-F a-/- K-J-/

#

>?G-K K0/?GO >-K?B1J?4G6 HJ JR- -GK 4V JR- -XL-/?>-GJ

!

05J/1FJ/0BJ0/- a1F 4.F-/_-K

!

>S7H -XL/-FF?4G

4V K-F>?G

!

>S7H 1GK L/4J-?G 4V &C!HI a-/- K-J-BJ-K .2 S-15

#

J?>- I&S 1GK *-FJ-/G .54J6 S-F05JF

$

$

#

%

&4>L1/-K a?JR U/40L M

!

!$

#

R 0/?G1/2 L/4J-?G -XB/-J?4G F?OG?V?B1GJ52 K-B/-1F-K ?G U/40L &

!

C

!

=

!

1GK ,

$

I T"

%

"9

%

6

$

!

%

&4>L1/-K a?JR U/40L M

!

H5. ?G U/40L &

!

C

!

1GK = ?GB/-1F-K

$

I T"

%

"9

%

1GK )&

F?OG?V?B1GJ52 K-B/-1F-K

$

I T"

%

"9

%

6 )U F?OG?V?B1GJ52 ?GB/-1F-K ?G U/40L ,

$

I T"

%

"9

%

6

$

%

%

S-F05JF 4V -5-B

#

J/4G >?B/4FB4L- FR4a-K

!

B4>L1/-K a?JR U/40L M

!

JR- >4/LR454O2 4V V44J B-55F a1F ?>L/4_-K J4 _1/?40F

K-O/--F ?G U/40LF C

!

=

!

1GK ,

!

-FL-B?1552 JR- V44J L/4B-FF FJ/0BJ0/- 1GK JR- G0>.-/ 4V V44J L/4B-FF-F

a-/- F?OG?V?B1GJ52 ?>L/4_-K

!

aR?BR a1F >4/- 4._?40F52 FR4aG ?G U/40L C 1GK U/40L =6

$

$

%

>S7H -X

#

L/-FF?4G 4V K-F>?G

!

>S7H 1GK L/4J-?G 4V &C!HI ?GB/-1F-K ?G 1K/?1>2B?G

#

?GK0B-K G-LR/4L1JR2 /1JF

$

I T

"

%

"9

%

6 HVJ-/ ?GJ-/_-GJ?4G

!

aR-G B4>L1/-K a?JR U/40L M

!

>S7H -XL/-FF?4G 4V K-F>?G 1GK &C!HI a-/-

F?OG?V?B1GJ52 54a-/ ?G U/40L &

!

C

!

=

!

1GK ,

$

I T "

%

"9

%

6

$

9

%

&4>L1/-K a?JR U/40L H

!

-XL/-FF?4G 4V

K-F>?G 1GK &C!HI F?OG?V?B1GJ52 ?GB/-1F-K

$

I T"

%

"9

%

6 &4>L1/-K a?JR U/40L M

!

JR- -XL/-FF?4G 4V K-F>?G

L/4J-?G a-/- 4._?40F52 54a-/ ?G U/40L &

!

C

!

=

!

1GK ,

!

1GK JR- L/4J-?G -XL/-FF?4G 4V K-F>?G 4._?40F52

K-B/-1F-K ?G U/40L C

!

=

!

1GK ,

$

I T"

%

"9

%

6 )R- L/4J-?G -XL/-FF?4G 4V K-F>?G 1GK &C!HI O/1K01552 K-

#

B/-1F-K ?G U/40L &

!

C

!

1GK =

$

I T"

%

"9

%

6 &4>L1/-K a?JR U/40L ,

!

JR- -XL/-FF?4G 4V &C!HI L/4J-?G 4.

#

_?40F52 ?GB/-1F-K ?G U/40L & 1GK C

$

I T"

%

"9

%&

JR- -XL/-FF?4G 4V &C!HI L/4J-?G 4._?40F52 K-B/-1F-K ?G

U/40L =

$

I T"

%

"9

%&

JR- -XL/-FF?4G 4V K-F>?G L/4J-?G a1F R?OR-/ ?G U/40L &

!

C

!

1GK =

$

I T"

%

"9

%

6 &4G

#

B50F?4G

$

W)S

$

F JR-/1L-0J?B -VV-BJ 4G 1K/?1>2B?G

#

?GK0B-K G-LR/4L1JR2 /1JF >?ORJ .- 1BR?-_-K JR/40OR 15

#

J-/-K -XL/-FF?4G 4V K-F>?G 1GK &C!HI6

c=\*DSC[

$

W0V-GO )4GO504 S-B?L-

&

1K/?1>2B?G

#

?GK0B-K G-LR/4L1JR2

&

K-F>?G

&

&C!

#

1FF4B?1J-K L/4J-?G

""足细胞是高度分化的细胞!它形成多重指突状的

足突!相邻足突之间相互交联形成裂孔!覆盖一层裂孔

隔膜!附于肾小球毛细血管基底膜的外侧' 足细胞通

过抵消肾小球基底膜的向外膨胀作用而稳定肾小球的

结构' 足细胞骨架结构是足细胞发挥正常功能的基

础!在足细胞的运动(能量和信息传递等方面均起着重

要作用)

#

*

' 在肾小球滤过中!足细胞面对毛细血管张

力(滤过液流经足突时产生的流体剪切力等外力作用

时!能通过调节自身结构!适应外力作用!进而维持正

常的肾小球滤过率)

!

*

' 病理状态下!足细胞骨架结构

无法进行适应性应变!将导致足细胞损害!甚至脱落!

最终引起大量蛋白尿)

#

*

' 因此研究足细胞骨架结构

及裂孔隔膜蛋白对蛋白尿的发病机制有重要意义' 祛

风通络方是在+风伏肾络,

)

%

*的病机理论指导下组成

的中药复方!用于肾病临床多年!效果可靠' 本实验通

过足细胞结蛋白$

C-F>?G

%及裂孔隔膜蛋白
&C!

相

关蛋白$

&C!

#

1FF4B?1J-K L/4J-?G

!

&C!HI

%的表达

改变!探讨祛风通络方临床疗效的理论依据'

材料与方法

#

"动物及药物"雄性健康
[I,

级
[C

大鼠
<!

只!体重$

#9"

%

!"

%

O

!由西安交通大学医学院实验动

物中心提供!动物质量合格证编号#

[&^c

$陕%

!"":

&

""%

'阿霉素由浙江海正药业有限公司生产$批

号#

#!";"%

%&醋酸泼尼松为浙江仙居制药有限公司生

产$批号#

#!#!<$

%&祛风通络方购于西安易圣堂大药

房!每剂含生药
#"9 O

$黄芪(桑寄生(乌梢蛇(海风藤(

防风(生地%'

!

"实验试剂及仪器"

S7HV1FJ !""

$上海!

,1FJ

#

O-G

%&

S-_-/JH?K

)+

,?/FJ [J/1GK BC7H [2GJR-F?F

c?JF

$立陶宛!

+M(

%&

S-15

#

J?>- I&S +1FJ-/ +?X

$日

本!

)D\DMD

%&寡核苷酸引物由北京三博远志生物技术

有限公司设计及合成!

C-F>?G

试剂盒$美国!

I/4J-?G

#

J-BR

%!

&C!HI

试剂盒$美国!

HM&H+

%!

M-J1

#

1BJ?G

试

剂盒$

Z[H

!

[1GJ1 &/0d

%' 实验仪器#&

;:"" I&S

扩增

仪$美国!

HLL5?-K M?4F2FJ->F

公司%&

:<""

&

"!"

型全

自动生化分析仪$日本!日立公司%&

]

#

<""

透射式电子显

微镜$日本!日立公司%&

C-F>?G

一抗$美国!

L/4J-?G

#

J-BR

%(

&C!HI

一抗$美国!

HM&H+

%&

!

#

1BJ?G

$美国!

F1GJ1 B/0d

%&

C-F>?G

(

&C!HI

二抗)

U41J 1GJ?

#

S1..?J

(OU

$

] eP

%!美国!

I(=S&=

*&

!

#

1BJ?G

二抗)

U41J 1GJ?

#

>40F- (OU

$

] eP

%!美国!

I?-/B-

*'
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表
#

$

%

周后大鼠
!$ R

尿蛋白定量及血生化检测定量分析"$

X

%

F

%

组别
G !$ R

尿蛋白定量$

>OE!$ R

%

HPM

$

OEP

%

MZ7

$

>>45EP

%

&/

$

">45EP

%

)&

$

>>45EP

%

)U

$

>>45EP

%

H #! %:

'

;;

%

#$

'

;; %#

'

<;

%

#

'

!# 8

'

%#

%

"

'

<9 $;

'

<9

%

%

'

!! #

'

9$

%

"

'

$$ #

'

%9

%

#

'

#9

U $"

#";

'

8!

%

!9

'

<:

!

!:

'

9;

%

!

'

::

!

#"

'

:8

%

!

'

#! 9:

'

$$

%

9

'

;%

##

'

$#

%

"

'

;<

!

;

'

!$

%

9

'

$"

!

""注#与
H

组比较!

!

I T"

!

"9

""

%

"动物模型制备(分组及给药方法"将大鼠按随机

数字表法分为空白对照组$

H

组!

#!

只%和肾病模型组$

U

组!

9"

只%!按照任艳云)

$

*的方法一次性尾静脉注射阿霉

素
< >OEQO

制备肾病模型!空白对照组尾静脉注射等容

量生理盐水'

%

周后检测大鼠
!$ R

尿蛋白定量及血生化

指标!提示造模成功$表
#

%' 除死亡及不合格模型动物

外!将造模成功的
$"

只肾病模型大鼠按随机数字表法分

为模型对照组$

M

组!

8

只%(祛风通络方小(中(大剂量组

$

&

(

C

(

=

每组
8

只%和阳性对照组 $

,

组!

8

只%'

从第
$

周起!

H

组和
M

组给等量生理盐水!

&

(

=

组分别

给予祛风通络方
! >P

!含生药量分别为
#

!

"

(

!

!

#

(

$

!

! OE

>P

$分别相当于临床用药的
<

(

#!

(

!$

倍%!

,

组给泼尼松

液
! >P

$

!9 >OEQO

!相当于成人剂量的
$

倍%' 灌胃给

药!

#

次
E

日!连续
!8

天' 实验结束时!处死动物'

$

"观察指标及方法

$

!

#

"尿蛋白(血清生化指标的测定"于实验第
%

(

:

周末!全自动生化分析仪$方法%测定血清白蛋白

$

HPM

%(

MZ7

(

&/

(

)&

和
)U

&邻苯三酚红
E

钼酸盐法测定

!$ R

尿蛋白定量'

$

!

!

"电镜观察足细胞形态"实验结束时!各组

大鼠随机选取
!

只!取约
# >>

)

# >>

)

# >>

新鲜

肾皮质经戊二醛液
$

*固定(四氧化锇液
$

*后固

定(乙醇梯度脱水(环氧树脂包埋(切片厚度
9" N

:" >>

(醋酸铀和柠檬酸铅双重染色!

]

#

<""

透射式

电子显微镜观察(拍片'

$

!

%

"

S-15

#

J?>- I&S

测定
C-F>?G

(

&C!HI

>S7H

的表达"实验结束时!各组
<

只大鼠进行
S-

#

15

#

J?>- I&S

检测' 提取新鲜大鼠肾皮质组织!冰上

立即称取
9"

(

#"" >O

!提取总
S7H

' 在第
#

链
BC

#

7H

中加入寡核苷酸引物' 应用
S-15

#

J?>- I&S

+1FJ-/ +?X

的方法进行
S-15

#

J?>- I&S

!以
!

#

1BJ?G

为内参对照'

C-F>?G

上游引物为#

9

$#

)&&)H&H&

#

&)U&UHUH))U

#

%

$!下游引物为#

9

$#

U&UH)U))

#

U)&&)UH)HU&

#

%

$'

&C!HI

上游引物为#

9

$#

HUU

#

)HUHHUHHUU&)UU)UUHU)U

#

%

$!下游引物为#

9

$#

&UUHUH)UU&H)HUU)UHUU)HUU

#

%

$'

I&S

反应体系为总体积为
!9 "P

!蒸馏水
;

!

9"P

!

BC7H

! "P

!上(下游引物各
"

!

9 "P

!

I&S +?X #!

!

9 "P

'

I&S

反应条件#

;9

*热启动
#" >?G

!

;9

*变性
#9 F

!

<"

*退火
%" F

!

:!

*延伸
%" F

!

:!

*收集荧光!共

$"

个循环' 采用
!

&

##&J

$

B4>L1/1J?_- BJ >-JR4K 4K

A01GJ?J1J?4G

!

##&J

%法进行相关数据的统计处理'

$

!

$

"

*-FJ-/G .54J

法检测
C-F>?G

(

&C!HI

蛋

白表达"用
S(IH

蛋白提取液 $含蛋白酶抑制剂

I+[,

%提取肾皮质组织总蛋白!采用
M&H

法测定蛋

白浓度' 每孔加
#"" "O

总蛋白进行
[C[

#

IHU=

电

泳!恒流
#9" >H

$

(Pc

#

;" >?G

&

!

#

1BJ?G

#

<" >?G

%湿

转至
I3C,

膜上!

#"

+ 脱脂奶粉室温封闭
#!" >?G

!

(Pc

$

#

,

9""

%和
!

#

1BJ?G

$

#

,

# """

%一抗
$

*孵育过

夜!

)M[)

漂洗!然后用二抗
%:

*室温反应
<" >?G

!

)M[)

漂洗!在暗室中梯度曝光!使用
(>1O- '

软件

分析' 以
!

#

1BJ?G

作为内参'

9

"统计学方法"采用
[I[[ #%

!

"

统计软件进

行统计学处理' 计量资料用
X

%

F

表示!多组间比较采

用
,

检验!两两比较采用
P[C

检验!

I T"

!

"9

为差异

有统计学意义'

结""果

#

"各组
:

周末
!$ R

尿蛋白定量比较$表
!

%"与

M

组比较!

&

(

C

(

=

组及
,

组
!$ R

尿蛋白定量明显降

低!差异有统计学意义$

I T"

!

"9

%&但各剂量组间差异

无统计学意义$

I f"

!

"9

%&各剂量组与
,

组比较!差异

亦无统计学意义$

I f"

!

"9

%'

表
!

$

:

周末各实验组
!$ R

尿蛋白

定量比较"$

>OE!$ R

!

X

%

F

%

组别
G !$ R

尿蛋白定量

H #! $!

'

%!

%

#"

'

#9

M 8

#<!

'

::

%

!:

'

9#

!

& 8

#":

'

!:

%

!8

'

"$

"

C 8

;;

'

;8

%

#;

'

%#

"

= 8

;8

'

$$

%

#9

'

:<

"

, 8

;:

'

99

%

#!

'

8!

"

""注#与
H

组比较!

!

I T"

!

"9

&与
M

组比较!

"

I T"

!

"9

!

"各组
:

周末血清
HPM

(

MZ7

(

&/

(

)&

(

)U

结

果比较 $表
%

%"

:

周末!与
H

组比较!

M

组
HPM

降

低!

&/

(

)&

及
)U

升高!差异有统计学意义 $

I T

"

!

"9

%&与
M

组比较!

&

(

C

(

=

组
HPM

均有所升高!

)&

含量明显降低!差异均有统计学意义$

I T"

!

"9

%&
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表
%

$各组
:

周末的血生化检测结果比较"$

X

%

F

%

组别
G HPM

$

OEP

%

MZ7

$

>>45EP

%

&/

$

">45EP

%

)&

$

>>45EP

%

)U

$

>>45EP

%

H #! %"

'

!$

%

#

'

%8 8

'

%#

%

"

'

<9 $;

'

<9

%

:

'

;# #

'

9$

%

"

'

$$ #

'

%9

%

#

'

#9

M 8

!"

'

89

%

!

'

"8

!

#"

'

9!

%

%

'

<!

9:

'

#"

%

8

'

#$

!

##

'

8<

%

#

'

<!

!

#"

'

:<

%

!

'

"9

!

& 8

!<

'

##

%

!

'

8:

"

;

'

;%

%

#

'

"8 98

'

9<

%

;

'

""

8

'

#%

%

%

'

!"

"

8

'

;;

%

%

'

#9

C 8

!:

'

;<

%

!

'

;"

"

;

'

#$

%

!

'

%; 9#

'

#"

%

$

'

8<

:

'

88

%

$

'

%9

"

8

'

!8

%

%

'

#;

= 8

!8

'

%<

%

%

'

%"

"

;

'

";

%

%

'

#8

$8

'

9<

%

$

'

#%

"

<

'

98

%

!

'

:"

"

8

'

%$

%

%

'

%<

, 8

%"

'

99

%

<

'

%"

"

;

'

<:

%

9

'

;; 9:

'

"8

%

8

'

98 8

'

$8

%

#

'

$#

#8

'

8$

%

:

'

#%

"

""注#与
H

组比较!

!

I T"

!

"9

&与
M

组比较!

"

I T"

!

"9

""注#

H

为空白对照组&

M

为模型对照组&

&

为祛风通络方小剂量组&

C

为祛风通络方中剂量组&

=

为祛风通络方大剂量组&

,

为阳性对照组&下图同&箭头所指为各组足细胞及足突典型形态变化

图
#

$各组大鼠干预结束后肾小球的超微结构$$ )

#" """

%

""注#与
M

组比较!

!

I T"

!

"9

图
!

$各组
C-F>?G >S7H

(

&C!HI >S7H

表达结果比较

,

组
HPM

及
)U

明显增加!差异有统计学意义$

I T

"

!

"9

%'

%

"各组足细胞及足突形态比较$图
#

%"实验结束

时!电镜下
H

组大鼠足细胞结构完整!突排列整齐清晰!

基底膜结构完整'

M

组可见足突增宽(部分回缩(融合

甚至消失!足细胞有脱落(细胞数明显减少' 与
M

组比

较!

&

组足细胞改变不明显!

C

(

=

(

,

组!足细胞形态均

有不同程度改善!特别是足突结构(足突数目改善明显!

其
C

(

=

组改善更明显'

$

"各组
C-F>?G >S7H

和
&C!HI >S7H

表达结

果比较$图
!

%"与
H

组比较!

M

组
C-F>?G >S7H

(

&C!HI >S7H

表达显著升高!差异有统计学意义$

I T

"

!

"9

%&干预后!各组表达皆可降低' 与
M

组比较!

&

(

C

(

=

(

,

组
C-F>?G >S7H

和
&C!HI >S7H

的表达明显

降低!差异有统计学意义$

I T"

!

"9

%'

9

"各组第
:

周末
C-F>?G

(

&C!HI

蛋白表达量

比较$图
%

%"与
H

组比较!

M

组
C-F>?G

(

&C!HI

蛋

白表达显著升高!差异有统计学意义$

I T"

!

"9

%' 与

M

组比较!

&

(

C

(

=

(

,

组
&C!HI

蛋白表达明显降低!

差异均有统计学意义$

I T "

!

"9

%&各剂量组间比较!

&

(

C

(

=

组
&C!HI

蛋白表达逐渐降低!差异有统计学

意义$

I T"

!

"9

%&与
,

组比较!

&

(

C

组
&C!HI

蛋白表
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"!")$$"

""注#与
M

组比较!

!

I T"

!

"9

&与
&

组比较!

"

I T"

!

"9

&与
=

组比较!

#

I T"

!

"9

&与
,

组比较!

$

I T"

!

"9

图
%

$各组第
:

周末
C-F>?G

(

&C!HI

蛋白表达量比较

达明显升高!

=

组
&C!HI

蛋白表达明显降低!差异有

统计学意义$

I T"

!

"9

%' 与
M

组比较!

C-F>?G

蛋白

表达
C

(

=

(

,

组明显降低!差异有统计学意义$

I T

"

!

"9

%&各剂量组间比较!

&

(

C

(

=

组
C-F>?G

蛋白表

达逐渐降低!差异有统计学意义$

I T"

!

"9

%&与
,

组比

较!

&

(

C

(

=

组
C-F>?G

蛋白表达较高!差异有统计学

意义$

I T"

!

"9

%'

讨""论

足细胞骨架与裂孔隔膜蛋白密切相关!且都对维

持足细胞结构稳定!防止蛋白尿的发生有重要作用'

足细胞骨架结构是足细胞发挥正常功能的基础!该结

构不仅赋予细胞一定的形状!而且在足细胞的运动(能

量和信息传递等方面均起着重要作用' 当足细胞骨架

结构无法进行适应性应变时!将导致足细胞损害!甚至

脱落!最终引起大量蛋白尿' 足细胞的足突分为
%

个

膜性结构域#顶膜区!裂孔隔膜$

F5?J K?1LR/1O>

!

[C

%

和与肾小球基底膜 $

O54>-/051/ .1F->-GJ >->

#

./1G-

!

UM+

%相连的基膜区!其结构和功能均与足突

肌动蛋白细胞骨架相关)

9

*

' 足突的任何一个结构域

发生功能障碍!都将引起肌动蛋白从并联的收缩蛋白

束变成致密的网状结构!并伴有足突融合(足突结构单

一化和正常指状突消失和蛋白尿)

<

*

' 足突中
[C

是足

细胞间独特的黏附复合体! 近年发现在
[C

上有很多

蛋白!如
7-LR/?G

(

&C!HI

等!它们是滤过屏障的结

构基础!参与维持足细胞生理功能的信号传递)

:

*

(对于

细胞骨架的重塑$

/->4K-5?GO

%和足细胞形态的完整也

起到了重要作用)

8

*

' 其中
&C!HI

基因是与人类原发

性(散发性局灶节段性肾小球硬化$

V4B15 F-BJ?4G15

O54>-/051/ FB5-/4F?F

!

,[U[

% 有关的基因之一' 研究

表明!

&C!HI

作为重要的足细胞骨架相关蛋白之一!参

与细胞骨架的构建和肾小球足细胞的信号转导!他具有

衔接子的功能!将肾小球足突细胞
[C

与足突内细胞骨

架蛋白连接起来!起到稳定
[C

的作用)

;

&

##

*

' 同时可

直接与肌动蛋白细胞骨架相互作用!参与调节肌动蛋白

细胞骨架的功能)

#!

*

'

C-F>?G

属于细胞骨架的中间丝

蛋白' 正常情况下!足细胞主要表达中间丝蛋白波形蛋

白!而
C-F>?G

主要在系膜细胞表达' 当足细胞因各种

原因发生损伤时!可大量表达
C-F>?G

而发生表型转

化' 本实验中我们观察有密切关系的细胞骨架

C-F>?G

及裂孔隔膜蛋白
&C!HI

在阿霉素肾病大鼠

中的表达!并给予祛风通络方进行干预'

在实验结束时!各干预组均可有效减少尿蛋白!与

模型组比较差异有统计学意义' 各干预组均可升高血

浆白蛋白(降低总胆固醇的含量!这对于大量蛋白尿的

阿霉素肾病大鼠来说!起到了治疗作用' 电镜观察发

现!祛风通络方中(大剂量组能够较好地改善阿霉素肾

病大鼠足细胞及足突的形态结构' 在对目的蛋白检测

时发现!阿霉素肾病大鼠中
C-F>?G >S7H

(

&C!HI

>S7H

及蛋白表达均升高' 这与已有的研究结果相

符)

#%

&

#9

*

' 经祛风通络方干预后!

C-F>?G >S7H

(

&C!HI >S7H

及相关蛋白表达均出现了下调' 以上

实验结果说明祛风通络方对阿霉素诱导的肾病大鼠有

治疗作用!这种治疗作用伴随着细胞骨架蛋白及裂孔隔
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膜蛋白基因表达的改变!这可能是其治疗机制之一'

祛风通络方$乌梢蛇(海风藤(防风(黄芪(桑寄

生(生地%在临床上用于治疗肾性蛋白尿效果较好'

笔者认为肾病是一种络病!最初!肾精不足(肾络空虚!

风感于人!久则伏于肾络!终成肾络疾患!此即肾病

+风伏肾络,之病机!最终不论出现何种病理产物!如

瘀血(湿热!皆以风邪为载体!再次成为致病因素!加重

肾脏损害' 故治疗原则都应以祛风通络为主!祛肾络

之风邪兼通肾络之瘀滞(补肾络之虚损' 方中君药为

乌梢蛇!海风藤(防风为臣药!取虫类之走窜通络(藤类

之缠绕蔓延!三药合力直达病所!搜肾络之伏风(通肾

络之瘀滞' 佐以黄芪(桑寄生!黄芪补气通络!利水消

肿!桑寄生补肝肾(祛风湿!符合肾病以虚为本的病机

特点' 全方使以生地养阴生津!既防诸药之燥!又引诸

药直入肾经' 诸药相合刚柔相济(标本兼顾!体现了祛

风通络(益气补肾的特点' 药理研究认为!黄芪有明显

的利尿作用!提高血浆白蛋白水平!降低尿蛋白量!并

可调节机体免疫机能!增强巨噬细胞的吞噬功能!提高

非特异性免疫功能!是一类无毒性的免疫促进剂)

#<

*

'

海风藤具有抗内毒素(抑制血小板活化因子(抗炎(抗

氧化(对局部缺血再灌注组织具有保护等作用)

#:

*

' 防

风具有解热(镇痛(抗炎(抗菌及很好的抗过敏等作

用)

#8

*

' 桑寄生具有降压(利尿(扩张血管等作用&与激

素并用!可减少激素用量!防止副作用!并有利于激素

的撤减!防止+反跳,现象)

#;

*

' 生地具有调节免疫功

能的作用!既能提高低下的细胞免疫!又能抑制亢进的

体液免疫)

!"

*

!并且有肾缺血保护作用)

!#

*

' 乌梢蛇血

清能升高小鼠白细胞数与
7c

细胞活性!提示乌梢蛇

血清对机体免疫功能具有正向调节作用)

!!

*

'

综上所述!祛风通络方明确了细胞骨架蛋白

C-F>?G

及裂孔隔膜蛋白
&C!HI

在阿霉素肾病大鼠

中的表达!这可能是其治疗作用的机制' 但细胞骨架

蛋白及裂孔隔膜蛋白的改变中存在哪些关联因素!比

如谁是改变的启动因子或者是否存在统一的信号传导

路径!都需要继续研究'
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