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信号通路的影响!探讨其抗肾脏纤维化的机制"

方法"采用血清药理学方法!大鼠予加味黄芪赤风汤和替米沙坦灌胃!制备含药血清" 体外培养小鼠系膜细

胞!以脂多糖作为炎症刺激因子" 实验分为
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高$中$低剂量组" 含药血清干预
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%

4=/>A>A

!

M6

&$纤维连接蛋白%
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&" 结论"加味黄芪赤风汤能够抑制致炎因子诱导的肾小球系膜细胞

分泌细胞外基质增加和肾小球系膜细胞
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信号通路的过度激活!这可能是加味黄芪赤风汤抗

肾脏纤维化的机制之一"

关键词"加味黄芪赤风汤'结缔组织生长因子'肾脏纤维化'
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%几乎是所有慢性

肾脏疾病发展至终末期的最终结局"其主要病理改变为

正常肾单位的丢失"代之以大量成纤维细胞及肌成纤维

细胞的增生"细胞外基质$
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如胶原纤维'纤粘连蛋白的产生和堆积而导致肾小球硬

化'肾间质纤维化"最终肾脏功能丧失(

#

)

* 转化生长因

子$

!

#

$

)IJ

$

!

#

%是公认的致肾脏纤维化的重要因子"
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信号通路的关键下游转导分子"
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信号通路参与多种肾脏疾病的发生发

展"它可以影响细胞外基质的产生和降解"干预肾小管

上皮细胞转分化"介导多种促纤维化因子如
VAB"

'血小

板衍生因子'结缔组织生长因子等的致纤维化作用"此

外它与其他信号通路之间也存在着交叉作用"进一步发

挥其广泛的生物效应(
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* 加味黄芪赤风汤是张昱教

授治疗慢性肾炎蛋白尿的常用方剂"具有较好的临床疗

效(
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)

* 前期研究证实"加味黄芪赤风汤可以减轻阿霉素

肾病大鼠蛋白尿"降低血清一氧化氮'血清内皮素$
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及
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$
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的含量"对延缓肾小球硬化及肾脏纤维化有积

极作用(

$

)

"笔者在前期实验的基础上基于
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信号通路进一步探讨加味黄芪赤风汤抗肾脏纤

维化的机制*

材料与方法
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术有限公司"许可证号#
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* 小鼠

系膜细胞株购于中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库"目录号#
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"赤芍

!" B
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"芡实
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"白花蛇
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* 替米沙坦片$
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勃林格殷格翰药业有限公司生产"批号#

!"8;#:

%按

"

!

%H /B

替米沙坦
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配制成混悬液*

%

"主要试剂与仪器"
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培养基干粉$
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$
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公司"批号#
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%"胎牛血清$
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公
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公司"型号
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)WH

#
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%"转移脱色摇床$海门

其林贝尔仪器制造公司"型号
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$
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京六一仪器厂"型号
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H
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"称重"所有动物随机编号后采用

随机数字表分为
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组#空白组"替米沙坦组"加味黄芪

赤风汤$简称中药%高'中'低剂量组"每组
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只* 空
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#
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午
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#
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时各灌胃
#
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灌胃"持续
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%
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)

* 于末次灌胃
! @

后"以
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水合氯醛腹

腔注射将大鼠麻醉"腹主动脉取血*
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&静置
! @
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分离血清"
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&水浴锅中
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灭活补体"过滤除菌
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#
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&保存*
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%
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线计算各组样品中
J6

及
M6

的含量*

9

"

*-PO-1A 043O

法检测
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G%

'

K/=L8

'

&)IJ

蛋白表达"细胞同步化后按
$

分组"每

组设
$

个复孔"每孔加入孵育液
% /M

"孵育
8! @

* 提取

各组细胞总蛋白"采用考马斯亮蓝法测定各组样品中蛋

白的含量* 根据蛋白定量的结果"加入相应体积的总蛋

白样品与
:

(蛋白质凝胶电泳上样缓冲液"

;:

&加热

#" />A

使蛋白变性* 将各组样品加入凝胶孔中"电泳

槽电泳"结束电泳后"将凝胶上分离到的蛋白条带通过

转移电泳的方式转印至固相支持物
T2,J

膜上"转膜结

束后"将转移膜置于封闭液中"室温摇床上缓慢摇动状

态下封闭
$" />A

* 用封闭液稀释一抗$

6`J!

抗体稀

释度为
#

)

:""

内参抗体稀释度为
#

)

# """

%&将封闭后

的
T2,J

膜放入一抗工作液中"

H

&过夜孵育* 将洗涤

后的一抗反应膜放入二抗工作液$

#

)

% """

%中"室温"避

光"置于摇床上缓慢摇动作用
$" />A

*洗膜"曝光"洗

片"采用
(/=B- '

软件对灰度值进行分析*

;

"统计学方法"采用
KTKK #8

!

"

进行统计分

析"实验数据均采用
\

%

P

形式表示"多个独立样本组

间差异采用单因素方差分析"组间两两比较采用
O

检

验*

T U"

!

":

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组细胞上清液中
M6

和
J6

含量比较$表
#

%

与正常组比较"模型组上清液中
M6

及
J6

含量均增多

$

T U"

!

"#

%&与模型组比较"替米沙坦组和中药中剂量

组
M6

含量减少$

T U"

!

":

%&替米沙坦组和中药中'低

剂量组上清液中
J6

含量均减少$

T U"

!

"#

%*

表
#

%各组细胞上清液中
M6

和
J6

含量比较"$

#BGM

"

\

%

P

%

组别
A M6 J6

正常
$ %#"

*

"$

%

!:

*

8: 8!:

*

!:

%

;#

*

"9

模型
$

%$$

*
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%
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*
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!

# "$#

*

#!

%

;$

*
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!

替米沙坦
$
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*
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%
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*
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"

9%$

*
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%
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*
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""

中药高剂量
$ %H!

*
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%

!8

*

98 ;:#

*
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%
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*
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""中剂量
$
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*
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%
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*
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"
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*
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*
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""低剂量
$ %:#

*
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%

%H

*
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*
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%
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*
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""注#与正常组比较"

!

T U"

!

"#

&与模型组比较"

$

T U"

!
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"

""

T U"

!

"#

!

"各组系膜细胞
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G%

'

K/=L8

及
&)IJ

蛋白表达水平比较$表
!

"图
#

%"与正常组

比较"模型组
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G %

及
&)IJ

蛋白表达

增加"

K/=L8

蛋白表达减少"差异均有统计学意义

$

T U"

!

"#

%* 与模型组比较"替米沙坦组'中药高'中'

低剂量组
)IJ

$

!

#

'

&)IJ

蛋白表达均降低$

T U"

!

"#

"

T U"

!

":

%"替米沙坦组'中药高'中剂量组
Q

$

K/=L!G%

蛋白表达降低$

T U"

!

"#

%"中药高'中剂量组
K/=L8

蛋白表达明显增加$

T U"

!

":

%*

表
!

%各组系膜细胞
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G%

'
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及
&)IJ

蛋白表达水平比较"$

\

%

P

%

组别
A

)IJ

$

!

#

Q

$
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*
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"

*
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"

*
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*
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"

*
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""注#

#

为正常组&

!

为模型组&

%

为替米沙坦组&

H

为中药高剂量

组&

:

为中药中剂量组&

$

为中药低剂量组

图
#

%各组系膜细胞
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G%

'

K/=L8

及

&)IJ

蛋白表达印记图

讨""论

<&+

是肾间质的重要成分"生理状态下
<&+

的

合成和降解保持动态平衡"调控细胞的生长'分化'运

动'增殖'黏附等维系肾小球的正常功能* 肾脏纤维化

是由于
<&+

的组成和含量发生变化"引起细胞生物

学行为改变"而导致组织结构发生不可逆转变的渐进

性过程(

9

)

* 系膜细胞是产生
<&+

的主要细胞之一"

研究发现系膜细胞损伤早期就伴有
<&+

的增多"

<&+

的大量积聚肾小球硬化的重要病理基础(

;

)

*

M6

能促进细胞黏附运动及增殖"

M6

可与
(2

型胶原'蛋白

多糖以及其他非胶原糖蛋白结合"介导
<&+

的黏附

及调控细胞的行为*

J6

主要分布于肾小球系膜区"

维持肾小球的正常结构"且
J6

的合成还可以为其他

<&+

成分的沉积及胶原蛋白的形成提供一个支架*

实验观察到
MTK

刺激后细胞上清液中
M6

'

J6

的含量

均明显增加"加味黄芪赤风汤中剂量组
M6

含量与模

型组相比明显减少"加味黄芪赤风汤中'低剂量组
J6

含量也显著减少* 提示加味黄芪赤风汤能够抑制
M6

'

J6

的过度表达"减少
<&+

的沉积*

)IJ

$

!

是一种多功能'具有多向调节功能的生长

因子"在体内分布广泛"几乎可由体内所有细胞生

成(

#"

)

*

)IJ

$

!

对肾脏纤维化的作用体现在#影响

<&+

的生成"它可以促进
M6

'

J6

及
%

'

&

'

'

型胶原

蛋白等合成"另一方面通过抑制基质降解酶的活性"激

活基质降解抑制酶的活性"减少
<&+

正常的降解"导

致
<&+

过度沉积* 能抑制肾小管'肾小球上皮细胞

及内皮细胞等生长"促进系膜细胞'成纤维细胞等增

殖* 此外它还可以诱导上皮细胞#肌成纤维细胞转分

化*

K/=LP

蛋白是
)IJ

$

!

下游的信号传导因子"

)IJ

$

!

与其受体结合后激活
K/=L!

及
K/=L%

"后与

共用
K/=LH

形成复合体进入核内与靶基因结合引起

<&+

的产生*

K/=L8

是
)IJ

$

!GK/=L

信号传导通

路的负调节因子"它能抑制受体活化型
K/=LP

的磷

酸化&或与
K/=LH

竞争性地结合磷酸化的受体"从而

阻碍
)IJ

$

!

信号向下游传导(

##

)

"抑制
K/=LP

介导的

<&+

的沉积* 实验观察到替米沙坦及各剂量加味黄

芪赤风汤均能明显降低
)IJ

$

!

#

蛋白的表达*

K/=LP

信号传导通路激活的关键性步骤是
K/=L!G%

的磷酸

化"该通路的激活程度与
Q

$

K/=L!G%

表达量的多少相

关"

MTK

刺激后随着
)IJ

$

!

#

的增加" 磷酸化的

K/=L!G%

蛋白表达明显增加"替米沙坦及各剂量加味

黄芪赤风汤均能下调
Q

$

K/=L!G%

蛋白的表达* 加味

黄芪赤风汤高'中剂量加味黄芪赤风汤均能上调

K/=L8

蛋白的表达"抑制
K/=L!

和
K/=L%

的磷酸

化"通路影响
)IJ

$

!

#

GK/=L

信号传导通路*

&)IJ

是

近年新发现的致纤维化因子"受
)IJ

$

!

#

的诱导"能够

介导
)IJ

$

!

#

的致纤维化作用(

#!

)

* 研究证实在伴有细

胞增殖及
<&+

沉积的肾小球系膜和小管间质等病变

中可见
&)IJ

的过量表达"

&)IJ

的过度表达是很多

纤维化性或增生性肾脏病变中的一种常见现象(

#%

)

*

正常组系膜细胞分泌少量的
&)IJ

"

MTK

刺激后
&)

$

IJ

的表达明显增加"替米沙坦与高'中'低剂量加味黄

芪赤风汤均能不同程度抑制
&)IJ

蛋白过量表达*

中医学对肾脏纤维化病因病机有诸多探讨"如肾

络瘀阻理论"肾络微型瘕理论等(

#H

"

#:

)

* 张昱教授认

为慢性肾脏病病因病机复杂"以正气亏虚为主"多表现

为脾肾亏虚"常兼有湿浊和瘀血* 患者临床表现多本

虚标实'虚实夹杂"病久多虚多瘀* 基于多年的临床经

验并结合现代医学观点"病证结合立法"拟加味黄芪赤

风汤"重用生黄芪益气补虚&芡实'金樱子健脾升清"补

肾涩精&赤芍活血化瘀&白花蛇舌草清热利湿解毒&穿

山龙'防风祛除肾络风邪"诸药相伍"健脾补肾" 活血

祛风解毒"虚实兼顾"攻补并施* 加味黄芪赤风汤基于

中医学理论"着眼于辨证论治"宏观调控与干预* 从现

代医学角度研究提示加味黄芪赤风汤能够降低细胞外
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基质
J6

'

M6

的表达"减少
<&+

的沉积&抑制纤维化

因子
&)IJ

的过表达&抑制
)IJ

$

!

#

'

Q

$

K/=L!G%

蛋白

表达"上调
K/=L8

蛋白表达"调节致纤维化与抗纤维

化的平衡"影响
)IJ

$

!

#

GK/=L

信号通路的过度激活

是加味黄芪赤风汤抗肾脏纤维化的机制之一*
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中国中西医结合杂志社微信公共账号已开通

中国中西医结合杂志社已经开通微信公共账

号!可通过扫描右方二维码或者搜索微信订阅号

(中国中西医结合杂志社)加关注" 本杂志社将

通过微信不定期发送*中国中西医结合杂志+$

&@>A-P- '3D1A=4 3N (AO-B1=O>R- +-L>.>A-

的热

点文章信息!同时可查看两本期刊的全文信息!欢

迎广大读者订阅"


