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杉金桥公司!批号#

\`

#

!&"!

%*羊抗兔
)I[

$中杉金桥

公司!批号#

\`

#

!&"#

%)

GE7 NJ7U N^`M M*

#

P'M

]<J

$

*;O;R;

公司生产! 批号#

FMM"58K

%)

`'K

蛋

白定量试剂盒 $

NY3`)G

公司!批号#

P""#!

%!

KU

#

U.<7= `<1?/?J7:? %6""

型定量
P'M

仪$美国
K`)

公司%!

*'

+

48H[HZ

$

S

%梯度
P'M

仪$博日科技有限

公司%!酶标仪$

M;/J1

公司产品!型号
M*

#

8"""

%!

I7.

#

UR1

软件$美国!

,7=<; '/S7RE7J<D?

公司%!

N7

#

W-7ED7 F7J7DJ<1E N/?J7:

$

NFN

%

!

!

"

软件 $美国

K`)

公司%) 自动光学照相生物显微镜#日本
G./:

#

U-? L%#

)

Z'

#

&"#5M

高速冷冻离心机#中科中佳公

司&紫外分光光度计
Y0

#

!"""

#尤尼柯$上海%仪器有

限公司) 凝胶成像系统$型号#

_'&

%#

*C7R:1

公司)

K.UC;0<7b NK

$

07R?<1E

#

&

!

$

!

"

%软件#

PR1J7<EN<:

#

U.7

)

$

$分组及造模$将
66

只雄性
NF

大鼠按照编号

随机取码原则随机分为模型组*阳性对照组及中药大*

中*小剂量组$每组
#"

只%!以及空白对照组$

6

只%)

空白对照组每日给予去离子水!以
#" :QHOI

灌胃!余

各组将腺嘌呤溶于
"

!

6 c ','

#

3;

溶液中!以每日

#"" :IHOI

的剂量灌胃!同时伴酵母饲料喂养连续

#5

天)喂养
#5

天后每只大鼠行眼眶内眦取血

"

!

6 :Q

!测定血尿酸高于
5!

!

6" ":1.HQ

!与正常组比

较!差异有统计学意义$

P T"

!

"6

%!说明
ZYK

模型大

鼠造模成功'

5

(

) 同时测定尿蛋白浓度明显高于正常

组$

P T "

!

"6

%!提示肾脏受损!高尿酸肾损伤造模成

功) 造模过程中模型组*阳性药组各有
#

只大鼠死亡)

余鼠均造模成功入组)

6

$给药方法$造模成功后空白对照组及模型组

每日蒸馏水
#" :QHOI

灌胃&阳性对照组每日阳性药

物别嘌醇片水溶液
4

!

&& :IHOI

灌胃 $相当于成人

# OI

体重用量的
6

!

8

倍%&中药大*中*小剂量组给予

灌胃复方青秦液每日
&

!

%%

*

#

!

54

*

"

!

4$ IHOI

灌胃!分

别相当于成人
# OI

体重用量的
##

!

!

*

6

!

8

*

!

!

5

倍)

连续
8

周用药)

8

$标本处理$灌胃治疗
$

周后!对各组部分大鼠

进行取材$空白组
&

只!其余每组
8

只%!

#"c

水和氯

醛麻醉后!腹主动脉取血用于理化指标检测!摘取双

肾!剥离多余结缔组织!左侧肾脏固定于
#"c

中性福

尔马林溶液备免疫组化检测!右侧肾脏置于液氮保存

备用)

8

周后对剩余大鼠进行取材!方法同前)

%

$观察指标及方法$采用
M*

#

P'M

扩容
KEI!

和
'GL

#

! :M3K

转录水平) 采用
9Q)NK

测定

KEI!

蛋白表达水平!采用
+7?J7RE S.1J

电泳技术及

免疫组化测定
'GL

#

!

蛋白表达水平)

%

!

#

$

KEI!

和
'GL

#

! :M3K

水平检测$取

!" "I

右肾组织!使用
*R<A1.

试剂提取
M3K

后!进行

一步法
M*

#

P'M

反应!检测
KEI!

和
'GL

#

! :M3K

表达水平) 反应体积为
!" "Q

!反应体系含样本
M3K

! "Q

!

GE7 NJ7U N^`M M*

#

P'M ]<J#%

!

! "Q

!

#" U:1.

引物各
"

!

5 "Q

)

KEI!

基因序列上下游引物

分别是#

6

'#

[''K[K*K'*['[KKK['K*[K

#

&

'和

6

'#

['**''K**'['K''K'K[K

#

&

')

'GL

#

!

基因

序列上下游引物分别是#

6

'#

*['*K''K*'*[['*

#

*'[

#

&

'和
6

'#

[[KK'K[*'['*'[*'K*

#

&

') 针对

看家基因
KDJ<E

基因序列引物分别是#

6

'#

'''K*'

#

*K*[K[[[**K'['

#

&

'和
6

'#

***KK*[*'K'[

#

'K'[K***'

#

&

') 扩增条件为#

$!

&灭活
6 :<E

!

46

&变性
#" ?

!

46

& 退火
6 ?

!

8"

&延伸
&$ ?

!共

$"

个循环) 反应结束后进行熔解曲线分析!以鉴定

P'M

产物的特异性) 使用
NFN

软件分析
M*

#

P'M

过程各检测样本的
'J

$

*CR7?C1.= 1> D/D.7

%值)

%

!

!

$

KEI!

蛋白表达水平检测$取
6" :I

右肾

组织!采用
9Q)NK

法测定
KEI!

蛋白表达水平!方法

严 格 按 照 说 明 书 进 行) 先 用 预 冷 的
P`N

$

"

!

"! ::1.HQ

!

UZ

#

%

!

" e%

!

!

%清洗肾组织后称重!
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!

%

取
"

!

6 I

加入
6 :Q P`N

!在冰上的玻璃器皿内研碎!

用反复冻融的方法裂解细胞膜!

6 """ R H:<E

离心

#6 :<E

后取上清) 大鼠
KEI !

酶联反应试剂盒室温

$

!" e!6

&%放置
&" :<E

后!取出酶标板!按照标准

品的次序分别加入
#"" "Q

的标准品溶液于空白微孔

中) 然后空白微孔中加入
#"" "Q

样品!空白对照加

入
#"" "Q P`N

) 在各孔中加入
6" "Q

酶标记液$不

含空白对照孔%) 将酶标板用封板膜密封后!

&%

&孵

育反应
# C

) 充分清洗酶标板
6

次后!用吸水纸彻底

拍干) 各孔加入显色剂
K 6" "Q

!然后再加入显色剂

` 6" "Q

!

&%

&下避光反应
#" :<E

!各孔加入
6" "Q

终止液!终止反应) 放入酶标仪中检测)

%

!

&

$

'GL

#

!

蛋白表达水平检测$取肾组织约

6" :I

!加入
!"" "Q

蛋白裂解液!彻底混匀!冰上匀浆

#6 :<E

) 匀浆后!

$

&!

#! """ R H:<E

!离心
#" :<E

)

取上清!用
`'K

蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度后!将

各样本蛋白浓度调整至相同!将定量好的各样本按

#

(

#

比例加入
!

)

.1;=<EI S->>7R

混匀!煮沸变性

6 :<E

后!保存于"

!"

&备用) 配置
#!c

分离胶!

6c

浓缩胶!加入定量后蛋白样本!电泳!浓缩胶
5" 0

!分

离胶
#!" 0

!待溴酚蓝电泳至胶底时终止电泳) 湿法

电转移至
P0F_

膜!约
#!" :<E

!放入
*`N*

中洗

#

次!

6 :<E

)将
P0F_

膜放入封闭袋中!根据膜面积以

"

!

# :QHD:

!量加入封闭液
*`N*

$含
6c

脱脂奶粉%!

将膜浸入后!在水平摇床上缓缓摇动!室温下
! C

) 用

封闭液将一抗按比例$

#

(

#""

% 稀释!与膜共同孵育!

$

&过夜) 孵育结束!

*`N*

洗
&

次!每次
#" :<E

) 用

封闭液稀释辣根过氧化物酶$

Z1R?7 M7==<?C P7R1@

#

<=;?7

!

ZMP

%标记的二抗!稀释比例
#

(

6 """

!将稀释

后的二抗与膜共同孵育
! C

) 孵育结束!

*`N*

洗

$

次!每次
#" :<E

) 使用
9'Q

化学发光显色液曝光)

采用凝胶图像分析系统对
+7?J7RE `.1JJ<EI

蛋白杂

交条带进行扫描!并用
I7.

#

UR1

软件对图像进行灰度

分析)

'GL

#

!

相对含量的变化*目的蛋白灰度
HKDJ<E

灰度) 石蜡切片常规脱蜡脱水!微波热修复抗原!双氧

水封闭内源性过氧化物酶!山羊血清封闭非特异性抗

原!滴加一抗
'GL

#

!

抗体$

P`N #

(

#! """

稀释%!

&%

&孵育
4" :<E

!滴加二抗后置于
&%

&

!" :<E

!滴

加三抗$试剂
NK`'

%后置于
&%

&

!" :<E

!

FK`

显

色!苏木精复染后中性树胶封片) 采用自动光学照相

生物显微镜!以胞浆内棕黄色颗粒为阳性!不着色为阴

性) 每张切片于阳性表达区随机选取
&

个视野!使用

)PP 8

!

"

真彩色图像分析系统!测定免疫组化切片
&

个

视野内阳性表达区平均积分光密度值!每张切片选择

&

个视野测定!结果取均值) 平均积分光密度值反映

照片上免疫反应物的表达强度)

5

$统计学方法$采用
NPNN #5

!

"

统计软件分

析数据!数据以
@

%

?

表示!组间比较采用单因素方差

分析)

P T"

!

"6

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组
KEI!

*

'GL

#

! :M3K

转录水平比较

$表
#

!图
#

%$

$

周时!与空白对照组比较!模型组

KEI! :M3K

表达明显降低!差异有统计学意义$

P

T"

!

"#

%&而模型组
'GL

#

! :M3K

表达明显升高$

P T

"

!

"6

%)

8

周时!与空白对照组比较!模型组
KEI!

及

'GL

#

! :M3K

表达明显升高!差异有统计学意义

$

P T"

!

"#

!

P T"

!

"6

%&与模型组比较!阳性对照组及

中药中*小剂量组
KEI!:M3K

表达明显降低$

P T

"

!

"#

!

P T"

!

"6

%!阳性对照组及中药各剂量组
'GL

#

!

:M3K

表达降低!差异有统计学意义$

P T"

!

"6

%) 与

阳性对照组比较!中剂量组
'GL

#

! :M3K

表达降低!

差异有统计学意义$

P T"

!

"6

%)

!

$各组
KEI!

蛋白表达水平比较$表
!

%$

$

*

8

周时!与空白对照组比较!模型组大鼠肾组织
KEI!

蛋白表达水平明显升高$

P T"

!

"6

!

P T"

!

"#

%)

8

周

时!与模型组比较!阳性对照组及中药各剂量组
KEI

!

蛋白表达水平明显降低$

P T"

!

"#

!

P T"

!

"6

%&中药

大*中剂量组则明显低于阳性对照组及中药小剂量组

$

P T"

!

"6

!

P T"

!

"#

%)

表
#

$各组
KEI!

*

'GL

#

! :M3K

转录水平比较$$

DU:

!

@

%

?

%

组别
E

KEI! :M3K

表达量

$

周
8

周

'GL

#

! :M3K

表达量

$

周
8

周

空白对照
6 44

+

65

%

"

+

64 44

+

65

%

"

+

64 55

+

"#

%

#8

+

46 55

+

"#

%

#8

+

46

模型$$

4

8$

+

45

%

#

+

45

!!

!&!

+

%4

%

!#

+

!%

!!

!#!

+

$$

%

&5

+

!&

!

#46#

+

6!

%

$%%

+

6#

!

阳性对照
4 !!5

+

"%

%

5#

+

8%

#!5

+

%$

%

!$

+

$4

"

68!

+

""

%

$#6

+

$$

6$#

+

$8

%

%8

+

6&

"

中药大剂量
#" #&&

+

!8

%

!%

+

6& #$!

+

8%

%

6!

+

!8 &46

+

6!

%

#85

+

&%

68#

+

!!

%

#5"

+

#&

"

$$中剂量
#" !#8

+

!8

%

#6#

+

&!

#!!

+

8"

%

!

+

$"

""

$8"

+

%!

%

#%%

+

!"

&#$

+

#$

%

6!

+

&#

"#

$$小剂量
#" #&8

+

"%

%

#5

+

6&

#8%

+

8%

%

6

+

48

"

$&&

+

%"

%

!

+

5"

&$!

+

%%

%

#$$

+

4&

"

$$注#与空白对照组比较!

!

P

,

"

+

"6

!

!!

P

,

"

+

"#

&与模型组比较!

"

P

,

"

+

"6

!

""

P

,

"

+

"#

&与阳性对照组比较!

#

P

,

"

+

"6
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!

%

"!%'$$"

$$注#

K

*

'

*

9

为扩增曲线&

`

*

F

*

_

为溶解曲线&

K

*

`

为内参基因
KDJ<E

&

'

*

F

为
KEI! :M3K

&

9

*

_

为
'GL

#

! :M3K

图
#

$

KEI!

*

'GL

#

! :M3K

扩增曲线及溶解曲线

表
!

$各组
KEI!

*

'GL

#

!

蛋白表达水平比较$$

@

%

?

%

组别
E

KEI!

蛋白表达量$

EIHQ

%

$

周
8

周

'GL

#

!

蛋白表达水平

$

周
8

周

空白对照
6 #8

+

%6

%

"

+

5% #8

+

%6

%

"

+

5% "

+

##

%

"

+

"" "

+

#!

%

"

+

""

模型$$

4

&4

+

%!

%

6

+

"%

!

8$

+

%"

%

6

+

#&

!!

"

+

$%

%

"

+

"!

!!

"

+

8"

%

"

+

"$

!!

阳性对照
4 &#

+

5!

%

#

+

!"

&5

+

&$

%

"

+

55

""

"

+

$&

%

"

+

"6

"

+

$&

%

"

+

"#

"

中药大剂量
#" &&

+

$&

%

!

+

&$

!6

+

86

%

"

+

4&

""##$$

"

+

&%

%

"

+

"!

"$

"

+

&6

%

"

+

"$

"$

$$中剂量
#" $!

+

5%

%

$

+

"&

!4

+

$8

%

!

+

&%

""#$$

"

+

$"

%

"

+

"#

"$

"

+

$"

%

"

+

"6

"

$$小剂量
#" $6

+

!$

%

6

+

#&

6&

+

&"

%

#

+

5#

"

"

+

$%

%

"

+

"& "

+

6#

%

"

+

"$

$$注#与空白对照组比较!

!

P

,

"

+

"6

!

!!

P

,

"

+

"#

&与模型组比较!

"

P

,

"

+

"6

!

""

P

,

"

+

"#

&与阳性对照组比较!

#

P

,

"

+

"6

!

##

P

,

"

+

"#

&与中药小

剂量组比较!

$

P

,

"

+

"6

!

$$

P

,
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$各组
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蛋白表达结果比较$表
!

!图
!

%

$

周时!与空白对照组比较!模型组
'GL

#

!

蛋白表达水平

明显升高!差异有统计学意义$

P T"

!

"#

%&与模型组比较!

中药大*中剂量组
'GL

#

!

蛋白表达水平明显降低!差异

有统计学意义$

P T"

!

"6

%) 与中药小剂量组比较!中药

大*中剂量组明显降低!差异有统计学意义$

P T"

!

"6

%)

8

周时!与空白对照组比较!模型组
'GL

#

!

蛋白表达水平

明显升高!差异有统计学意义$

P T"

!

"#

%!与模型组比较!

阳性对照及中药大*中剂量组均明显降低!差异有统计学

意义$

P T"

!

"6

%) 与中药小剂量组比较!中药大剂量组明

显降低!差异有统计学意义$

P T"

!

"6
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$

$各组
'GL

#

!

蛋白免疫组化结果比较$表
&

!图

&

%$

'GL

#

!

染色分布于细胞质中! 免疫组化染色阳

性部位呈棕黄色颗粒)

$

周时!与空白对照组比较!模

型组平均积分光密度值明显升高!差异有统计学意义

$$注#

#

为空白对照组&

!

为模型组&

&

为阳性对照组&

$

为中

药大剂量组&

6

为中药中剂量组&

8

为中药小剂量组&

K

为
$

周时

+7?J7RE `.1J

检测
'GL

#

!

蛋白印迹图&

`

为
8

周时
+7?J7RE

`.1J

检测
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蛋白印迹图

图
!

$各组
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!

蛋白
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图

$
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!
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%&与模型组比较!阳性对照组平均积分光密

度值明显降低!差异有统计学意义$

P T "

!

"#

%)

8

周

时!与空白对照组比较!模型组平均积分光密度值明显

升高!差异有统计学意义$

P T"

!

"#

%&与模型组比较!

阳性对照及中药大*中*小剂量组平均积分光密度值均
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K

*

[

为空白对照组&

`

*

Z

为模型组&

'

*

)

为阳

性对照组&

F

*

(

中药大剂量组&

9

*

]

为中药中剂量组&

_

*

Q

为中药小剂量组&箭头所指为染色后的
'GL

#

!

图
&

$

'GL

#

!

免疫荧光染色图$$ )

$""

%

明显降低!差异有统计学意义$
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!

"6

%)

表
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讨$$论

ZYK

造成肾小动脉硬化!肾小动脉中层仍增生!主

要不是经由高血压!而是通过
MKN

系统直接作用'

4

(

)

启动
MKN

后!

KEI!

引起血管内膜损伤!激活单核"巨

噬细胞系统!释放多种炎症因子!导致白细胞黏附!血栓

形成!单核细胞活化!还可诱导内皮细胞凋亡) 这些病

理生理机制启动肾脏微炎症反应!导致系膜细胞增殖硬

化!局部肾小球肾小管缺血*功能损害!促进肾组织纤维

化进程!最终导致慢性肾衰'

#"

(

)

KEI!

具有促进肾小球

血管内皮细胞增殖!及球小管上皮细胞肥大!诱导细胞

凋亡的作用!同时可促进肾小管间质纤维化!使成纤维

细胞的表型变为成肌纤维细胞!这些被激活的成纤维细

胞发生增殖!并侵入肾小球和肾小管周围的区域导致基

质在小管间质区域集聚!并减少基质的降解!诱导肾脏

纤维化'

##

"

#&

(

) 另外
KEI!

作为重要致炎因子!能够调

节免疫和炎症细胞的化学趋化*增殖及单核细胞分化等

反应) 局部升高的
KEI!

激活核转录因子"

#̀

$

3-D.7

#

;R >;DJ1R

#

O;UU; `

!

3_

#

#̀

%!导致
3_

#

#̀

依赖的

,'P

#

#

和
MK3*9N

的显著上调!从而导致肾脏的炎症

过程'

#"

(

) 亦能通过激活
3_

#

#̀

诱导
0N,'

分泌
)Q

#

8

及炎性细胞浸润参与炎性反应'

#$

(

)

环氧化酶$

D/D.11@/I7E;?7

!

'GL

%存在
'GL

#

#

$又 称
UR1?J;I.;E=<E Z ?/EJC;?7

!

P[ZN

#

#

% 和

'GL

#

!

$又称
UR1?J;I.;E=<E Z ?/EJC;?7

!

P[ZN

#

!

%

两种亚型) 其中
'GL

#

!

为诱导型酶!一般不表达或低

表达!在受到各种刺激时!表达迅速上调!参与多种病

理生理过程) 其高表达与炎症的发生发展关系密切)

KEI!

及其受体可调节
'GL

#

!

的表达!作为重要致炎

因子!调节免疫和炎症细胞的化学趋化*增殖及单核细

胞分化等反应'

#6

!

#8

(

)

KEI!

参与
YK

诱导的血管平

滑肌细胞 $

0N,'

% 增殖'

#%

!

#5

(

) 在
YK

刺激下!

'GL

#

!

活化!从而使
*LK!

表达增加!促进
0N,'

增

殖'

#4

(

!进而导致肾脏免疫和非免疫损伤'

&

!

!"

(

) 实验性

肾小球疾病
'GL

#

#

和
'GL

#

!

上调!而
'GL

#

!

的表达
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!

%

"!%)$$"

在
6H8

肾切除模型增加'

!#

(

)

'GL

#

!

抑制剂可减缓

6H8

肾切除模型的肾损伤而不降低肾小球压力!提示其

具有单纯抗炎效应'

!!

(

)

复方青秦液具有益肾降浊*利湿清热化瘀的功效)

已有多项研究围绕复方青秦液治疗痛风性肾病的临床

及分子机制方面展开!取得了满意的效果) 临床方面!

复方青秦液不仅能够明显改善下焦肾亏*湿热瘀浊型

痛风性肾病患者的临床症状!而且能够降低尿酸性肾

病大鼠
?YK

水平'

6

(

!降低蛋白尿*血肌酐*尿素氮等

指标!改善肾功能!避免肾脏免疫炎性病理损害的进行

性加重'

8

!

%

(

) 本次实验结果显示#复方青秦液抑制尿

酸性肾病大鼠肾脏
KEI!

基因转录及蛋白表达!进而

降低
'GL

#

!

!从而抑制肾脏局部免疫炎性损伤!这可

能是其保护肾功能延缓肾脏损害的机制之一) 后续研

究应该围绕该方对其他免疫炎性因子的影响进行!从

而进一步揭示其作用机制)
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