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基金项目#国家自然科学基金面上项目$

4135#%$%6#7

%&上海市中医药事业发展三年行动计划资助项目$

41389%

"

:&;)

"

#

"

#""6

%& 上海

市科委重点科技攻关项目基金资助项目$

413##<8#=$%#""

%

作者单位#

#3

上海中医药大学附属曙光医院肾病科$上海
!"#!"%

%&

!3

上海交通大学医学院附属新华医院崇明分院中医内科$上海
!"!#7"

%

通讯作者#何立群!

)>2

#

#%#!$77"5%#

!

?

#

@,A2

#

/>2ABCD7=E#6%3.1@

<F(

#

#"

!

$66#G&'(+

!

!"#$

!

"%

!

"%67

抗纤灵方对
7G 6

肾切除小鼠
H%5+I;JG4K

#

!LH67

介导的炎症因子的影响

王$颖#

$麻志恒#

!

!

$钟利平#

$余柯娜#

$何立群#

摘要$目的$观察抗纤灵方对慢性肾衰模型小鼠酪氨酸磷酸化蛋白激酶%核转录因子
H67

"

H%5+I;JG

4K

#

!LH67

#介导的炎症因子的影响$ 方法$

76

只
&7$L:G6'

雄性小鼠!随机选取
#"

只作为假手术组!余

M6

只采用
7G6

肾切除制备慢性肾衰模型!

!

周后将造模成功的
%%

只小鼠按照肌酐水平分层分为模型组%雷

帕霉素组及抗纤灵方组!每组
##

只$ 雷帕霉素%抗纤灵方组每日分别给予雷帕霉素"

"

!

#% @N G#"" N

#及抗

纤灵方组"

! NG#"" N

#各
"

!

7 @:

灌胃治疗!模型组及假手术组灌胃等量蒸馏水!连续用药
5

周后处死小鼠!

采用免疫组化法观察中性粒细胞表达水平&应用免疫印迹法"

*>OP>-D Q21P

#及
->,2

#

PA@> ;&R

法检测肾脏

组织
H%5+I;J

%

4K

#

!LH67

蛋白及
)4K

#

"

%

(:

#

6 @R4I

表达水平$ 结果$与假手术组比较!模型组中性粒

细胞阳性细胞数增多!

H%5+I;J

%

4K

#

!LH67

蛋白及
)4K

#

"

%

(:

#

6 @R4I

表达水平增高"

; S "

!

"7

!

; S

"

!

"#

#&与模型组比较!雷帕霉素及抗纤灵方组中性粒细胞阳性细胞数减少!

H%5+I;J

%

4K

#

!LH67

蛋白及

)4K

#

"

%

(:

#

6 @R4I

表达水平降低 "

; S"

!

"7

!

; S"

!

"#

#$ 雷帕霉素除在降低
H%5+I;J

蛋白表达方面优

于抗纤灵方组 "

; S "

!

"7

#外!余指标比较差异均无统计学意义 "

; T "

!

"7

#$ 结论$抗纤灵方参与

H%5+I;JG4K

#

!LH67

介导的炎症因子的调控!对肾纤维化所致的肾衰有一定的改善作用$

关键词$抗纤灵方&慢性肾纤维化& 酪氨酸磷酸化蛋白激酶
G

核转录因子
H67

&炎症因子

?UU>.P 1U J,DNVA,D2ADN R>.AH> 1D H%5+I;JG4K

#

!LH67 +>WA,P>W (DU2,@@,P1-X K,.P1-O AD 7G6 4>

#

H/->.P1@AY>W +A.>

$

*I4Z 9ADN

#

!

+I 8/A

#

/>DN

#

!

!

!

8[F4Z :A

#

HADN

#

!

9\ J>

#

D,

#

!

,DW [? :A

#

BCD

#

$

# <>H,-P@>DP 1U 4>H/-121NX

!

]/CNC,DN [1OHAP,2

!

]/,DN/,A \DA^>-OAPX 1U )-,WAPA1D,2 &/AD>O> +>WA.AD>

!

]/,DN/,A

$

!"#!"%

%&

! <>H,-P@>DP 1U )&+ (DP>-D,2 +>WA.AD>

!

_AD/C, [1OHAP,2 &/1DN@ADN L-,D./ IUUA2A,

#

P>W P1 ]/,DN/,A 'A,1P1DN \DA^>-OAPX ]./112 1U +>WA.AD>

!

]/,DN/,A

$

!"!#7"

%

IL])RI&)

$

FQ`>.PA^>

$

)1 1QO>-^> >UU>.PO 1U J,DNVA,D2ADN R>.AH>

$

J_:R

%

1D H%5+I;JG4K

#

!LH67 @>WA,P>W ADU2,@@,P1-X U,.P1-O AD ./-1DA. ->D,2 U,A2C->

$

&RK

%

@1W>2 @A.>3 +>P/1WO

$

)1P,22X 76

&7$L:G6' @,2> @A.>

$

#5

%

!! N

%

a>-> ->.-CAP>W AD P/AO >VH>-A@>DP3 )>D a>-> -,DW1@2X O>2>.P>W ,O ,

O/,@

#

1H>-,PA1D N-1CH3 )/> ->OP M6 @A.> a>-> CO>W U1- H->H,-ADN &RK @1W>2 QX 7G6 D>H/->.P1@AY,PA1D3 )1

#

P,22X %% OC..>OOUC22X @1W>2>W @A.> a>-> WA^AW>W ADP1 P/> @1W>2 N-1CH

!

P/> -,H,@X.AD

$

RI;

%

N-1CH

!

,DW

P/> J_:R N-1CH ,..1-WADN P1 O>-C@ .->,PADAD>

$

]&-

%

2>^>2

!

## AD >,./ N-1CH3 +A.> AD P/> RI; N-1CH a>->

,W@ADAOP>->W aAP/ -,H,@X.AD

$

"

&

#% @NG#"" N H>- W,X

!

"

&

7 @: >,./ PA@>

%

QX N,OP-1N,^,N>3 +A.> AD P/>

J_:R N-1CH a>-> ,W@ADAOP>->W aAP/ J_:R

$

! NG#"" N H>- W,X

!

"

&

7 @: >,./ PA@>

%

QX N,OP-1N,^,N>3 ?BC,2

^12C@> 1U WAOPA22>W a,P>- a,O ,W@ADAOP>->W P1 @A.> AD P/> @1W>2 N-1CH ,DW P/> O/,@

#

1H>-,PA1D N-1CH3

+A.> a>-> O,.-AUA.>W ,UP>- 5 a>>bO 1U .1DO>.CPA^> @>WA.,PA1D3 )/> >VH->OOA1D 1U D>CP-1H/A2O a,O 1Q

#

O>-^>W COADN A@@CD1/AOP1./>@A.,2 ,OO,X3 ?VH->OOA1D 2>^>2O 1U H%5+I;JG4K

#

!L H67 H-1P>AD ,DW )4K

#

"G

(:

#

6 @R4I a>-> W>P>.P>W QX *>OP>-D Q21P ,DW R>,2

#

PA@> ;&R3 R>OC2PO

$

&1@H,->W aAP/ P/> O/,@

#

1H>-,

#

PA1D N-1CH

!

P/> DC@Q>- 1U H1OAPA^> D>CP-1H/A2O AD.->,O>W

!

>VH->OOA1D 2>^>2O 1U H%5+I;JG4K

#

!L H67 H-1

#
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P>AD ,DW )4K

#

"G(:

#

6 @R4I a>-> >D/,D.>W OANDAUA.,DP2X AD P/> @1W>2 N-1CH

$

; S "

&

"7

!

; S "

&

"#

%

3 &1@

#

H,->W aAP/ P/> @1W>2 N-1CH

!

P/> DC@Q>- 1U D>CP-1H/A2O a,O ->WC.>W

!

>VH->OOA1D 2>^>2O 1U H%5+I;JG4K

#

!L H67 H-1P>AD ,DW )4K

#

"G(:

#

6 @R4I a>-> W>.->,O>W OANDAUA.,DP2X AD P/> J_:R N-1CH ,DW P/> RI; N-1CH

$

; S"

&

"7

!

; S"

&

"#

%

3 RI; O/1a>W Q>PP>- >UU>.P AD W>.->,OADN H%5+I;J H-1P>AD >VH->OOA1D P/,D J_:R

$

; S"

&

"7

%

3 )/>-> a,O D1 OP,PAOPA.,2 WAUU>->D.> AD P/> ->OP ADWA.>O Q>Pa>>D P/> J_:R N-1CH ,DW P/> RI;

N-1CH

$

; T "

&

"7

%

3 &1D.2COA1DO

$

J_:R H,-PA.AH,P>W P/> ->NC2,PA1D 1U H%5+I;JG4K

#

!L H67 @>WA,P>W AD

#

U2,@@,PA1D U,.P1-O 3 (P /,W .>-P,AD A@H-1^>@>DP AD ->D,2 UAQ-1OAO ADWC.>W ->D,2 U,A2C->3

J?9*FR<]

$

J,DNVA,D2ADN R>.AH>

&

./-1DA. ->D,2 UAQ-1OAO

&

H%5+I;JG4K

#

!LH67

&

ADU2,@@,P1-X .XP1

#

bAD>

$$炎症和纤维化是许多慢性进展性肾脏疾病的共同

特征'

#

(

) 酪氨酸磷酸化蛋白激酶
H%5

$

;%5+I;J

%被

认为是调控炎症反应中重要的激酶!在调节包括炎症

反应*细胞周期*细胞分化及细胞死亡等细胞生理过程

中起重要作用'

!

(

) 在不良刺激的作用下!

H%5

活化环

上苏氨酸和酪氨酸两个位点都会被
+I;J

激酶双磷

酸化!从而被激活为
;

#

;+I;J

) 核转录因子
H67

$

4K

#

!L ;67

%是调节基因转录关键因子之一!在免

疫*炎症反应*细胞增殖*凋亡等过程中同样发挥着重

要的作用'

%

!

M

(

) 研究表明!

;%5+I;J

参与
4K

#

!L

等

促炎
4K

的活化过程中!

;%5+I;J

信号通路与
4K

#

!L

信号途径相互影响!共同参与或加重炎症的

形成'

7

!

6

(

)

抗纤灵方是由何立群教授研制!扶正祛瘀的中药复

方!已在上海中医药大学附属曙光医院应用多年) 本课

题组前期研究发现!抗纤灵方能调节
)ZK

#

#

#

G;%5+I;J

信号转导通路!降低
7G6

肾切除模型大鼠肾组织
4K

#

!L

及
)4K

#

"

*

(:

#

6 @R4I

表达!改善血流动力学等以减轻

肾组织的损害'

$

"

=

(

) 本研究制备
7G6

肾切除慢性肾衰小

鼠模型!进一步探索抗纤灵方的作用机制)

材料与方法

#

$动物$

76

只清洁级
&7$L:G6'

小鼠!体重

#5 c!! N

! 由上海西普尔"必凯实验动物有限公司提

供!动物许可证号#

]&_J

$沪%

!""5

"

""#6

) 小鼠分

笼饲养于上海中医药大学实验动物中心!予
#! /

光

照!

M7

&湿度的环境中!自由饮水!进食标准普通饲

料!适应性喂养一周后进行实验)

!

$药物$抗纤灵方由丹参
#7 N

$桃仁
#! N

$当

归
#! N

$怀牛膝
#7 N

$酒大黄
= N

组成!由上海曙光

医院中药房提供!经
!

位主任药师分别盲法鉴定!确保

药材来源及质量!药物加水浸泡
!M /

!大火加热煮沸后!

再改文火煎煮
%" @AD

!收集药液!再在药渣中加水同样

煎煮
%" @AD

!混合两次药液!浓缩至
#"" @:

!按照

!" NGbN

配成水煎剂!冰箱保存用于灌胃) 雷帕霉素粉

剂
#" @N

!上海威奥生物公司提供$批号#

R$"6!"%

%!

根据小鼠与人体$

6" bN

%每千克体重折算系数值!人鼠

剂量
!"

倍换算!水提浓缩!分别按照
! NG#"" N

!

"

!

#% @NG#"" N

!每只小鼠每天
"

!

7 @:

配成溶液)

%

$试剂及仪器$

)R(Y12 R>,N>DP R4I

抽提试

剂盒$

(D^AP-1N>D

公司!批号#

#77=6

"

!"6

%&

;-A@>

].-AHP R) ->,N>DP JAP

$

),J,R,

公 司! 批 号#

J#6!!

%&实时荧光定量试剂盒#

]9LR ;->@AV ?V

),B

$

),J,R,

公司!货号#

RR"%$I

%&

H%5+I;J

抗

体$美国
&])

公司!货号#

M!7$O

%&

4K

#

!LH67

*

(:

#

6

*

)4K

#

"

抗体 $美国
IQ.,@

公司 %&

#

#

,.PAD

抗体

$

],DP, &-CY

公司%) 二抗
[R;

标记的
(NZ

购自上

海威奥生物科技有限公司$批号#

*[##"!

%&两步法

免疫组化试剂盒
<IL

显色液购自武汉博士德公司)

7M#$R

型高速低温离心机$德国
?HH>DW1-U

公司%!

?:_5""

型酶标仪$美国
LA1

#

)>b

公司%!

+ADA ;-1P>

#

,D &>22

小型垂直电泳电泳槽*

&K_

#

=6

荧光定量
;&R

仪$美国
LA1

#

R,W

公司%)

M

$

7G6

肾切除诱导的慢性肾衰模型的建立$按

;2,PP

法'

#"

(建立慢性肾衰小鼠模型) 以
%d

戊巴比妥

钠按
M" @NGbN

剂量腹腔注射麻醉小鼠!俯卧位暴露

左肾区!在距左脊肋骨
#

!

7 .@

处做斜向外的切口!经

后腹膜取出左肾!并暴露于外!剥离肾周脂肪及包膜

后!弧形切除
!G %

肾组织$主要切除皮质部分%!消毒

棉球压迫止血!观察切面无活动性出血后复位剩余左

肾!然后逐层缝合腹膜*肌肉及皮肤!

$

天后以相同的

方法麻醉大鼠!完全游离右肾肾蒂后结扎!行右肾摘

除!然后逐层缝合腹膜*肌肉及皮肤)

!

次手术共切除

肾脏约
5"d

左右)

7

$分组及给药$

76

只小鼠随机选取
#"

只作为

假手术组!仅在手术时作背部切口!打开肾区皮肤肌肉

并暴露肾脏后再缝合伤口) 其余小鼠按以上方法制备

慢性肾衰模型)

!

周后采用小鼠眼内眦取血!测血肌酐
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水平) 将造模成功小鼠分为模型组*雷帕霉素组*抗纤

灵组! 各组间血肌酐值比较!差异无统计学意义$

; T

"

!

"7

%) 雷帕霉素及抗纤灵方组分别每日给予雷帕霉素

$

"

!

#% @N G#"" N

%及抗纤灵方$

! NG#"" N

%各
"

!

7 @:

灌胃治疗!模型组和假手术组灌胃等量蒸馏水!连续用

药
5

周)

6

$标本收集$处死前禁水
6 /

!以
%d

戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉!摘取左侧残肾!用生理盐水冲洗!冰上操

作!除去血污及脂肪等组织!其中一部分肾组织常规固

定!

M $:

切片后免疫组化法检测中性粒细胞的表达!另

一部分入冷存管!存放于液氮罐中!运用免疫印迹法

$

*>OP>-D Q21P

%和
->,2

#

PA@> ;&R

法!测定肾脏组织

中
H%5+I;J

*

4K

#

!LH67

蛋白及
)4K

#

"

*

(:

#

6 @R4I

表达)

$

$观察指标及检测方法

$

!

#

$肾组织病理学检查$常规厚
M $@

切片!

行
[?

染色!每组选取
6

张切片!每张切片随机选择

#"

个肾皮质视野!进行半定量评分!肾小管间质损害

观察#蛋白*红细胞管型*肾小管扩张*坏死*间质炎性

细胞浸润*间质纤维病变) 肾小球硬化损伤观察# 系

膜细胞增殖! 球囊粘连与节段硬化!新月体形成) 每

张切片随机选取
M

个视野!按照病变面积分级#

"

分!

正常&

#

分! '

!7d

&

!

分!

!6d c 7"d

&

%

分!

7#d c$7d

&

M

分! (

$6d

) 每张切片由
!

位病理医

生双盲法分别评分!取平均值)

$

!

!

$肾组织中性粒细胞表达检测$采用免疫组

织化学法!具体步骤如下# 石蜡切片脱蜡至水!

%d

[

!

F

!

灭活!微波热修复抗原!冷却后
;L]

洗涤!

7d

L]I

封闭!滴加兔抗中性粒细胞$

#

)

M""

%!

%$

&孵

育!滴加二抗羊抗兔
(NZ

后室温孵育!滴加
]IL&

复

合物室温孵育
<IL

显色!苏木素复染!分化!脱水!透

明!封片!镜检) 以
;L]

代替一抗作为阴性对照) 阳

性染色为棕黄色!

M""

倍光学显微镜摄取图像!每组随

机选取
6

个标本!每个标本随机选取
7

个不重复视野

进行拍摄并计算阳性细胞个数)

$

!

%

$肾组织
H%5+I;J

及
4K

#

!LH67

蛋白表达

测定$采用
*>OP>-D Q21P

法) 液氮中取
7" @N

肾组

织按比例加入苯甲基磺酰氟 $

;+]K

%*组织裂解液

$

R(;I

%*磷酸酶抑制剂等在冰上匀浆!

#! """

*

N

!离

心
#" @AD

!

L&I

法测蛋白浓度!确定上样量!

=7

&变

性
7 @AD

!行
]<]

"聚丙烯酞胺凝胶电泳!然后将蛋白

电转到硝酸纤维素膜上!用含
7d

脱脂奶粉的
)L]

中封

闭! 加 入 一 抗
H%5+I;J

$

#

)

5""

%*

4K

#

!LH67

$

#

)

5""

%!

M

&封闭过夜&第
!

天
)L]

洗膜
%

次!加入辣

根过氧化物酶偶联的二抗$

#

)

7""

%!室温下摇床上孵育

# /

&按免疫印迹发光试剂盒说明书显影!采用
(@,N> '

测定各蛋白的相对光密度值!以目的条带和内参
#

#

,.

#

PAD

条带的灰度比值分别表示各蛋白的表达水平)

$

!

M

$肾组织
)4K

#

"

及
(:

#

6 @R4I

表达水平检

测采用
->,2

#

PA@> ;&R

法)液氮中取
7" N

肾组织加

入
7"" $: R:I

冰上匀浆!

#! """

*

N

! 常温离心

7 @AD

!取上清采用磁珠法
R4I

抽提试剂盒提取肾脏

总
R4I

!核酸蛋白测定仪测定
R4I

纯度及含量!取

! $: R4I

进行逆转录!反应条件
67

&

7 @AD

!

M!

&

6" @AD

!

$"

&

7 @AD

!合成
&<4I

! 采用

!" $:

反应体系进行
;&R

扩增!反应条件
=7

&

%" O

预变性&

=7

&

7 O

!

6"

&

%" O

!

M"

个循环) 采用

!

"

%%.P法计算
@R4I

的相对表达量) 引物合成$见

表
#

%根据已发表的基因库及参考文献设计!由上海博

彩生物技术有限公司合成)

5

$统计学方法$采用
];]] #%

!

"

软件进行数

据处理!计量资料以
V

+

O

表示!组间均数比较采用单

因素方差分析!组间两两比较采用
:<]

法!

; S "

!

"7

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$小鼠造模及死亡情况$

M6

只小鼠造模时和肌

酐测定前死亡
#%

只!

%%

只小鼠分组后灌胃饲养!取材

时假手术组死亡
!

只!模型组死亡
%

只!雷帕霉素组死

亡
!

只!抗纤灵方组死亡
%

只)

表
#

$目的基因及引物序列

基因 引物序列 产物长度$

QH

%

)4K

#

"

上游#

7

,#

&)&I))&&&Z&)&Z)ZZ

#

%

,

下游#

%

,#

&Z)))ZZ)ZZ))&Z)&)&&

#

7

,

!""

(:

#

6

上游#

7

,#

&&ZZIZZIZI&))&I&IZ

#

%

,

下游#

%

,#

ZIZ&I))ZZIIZ))ZZZZ)I

#

7

,

M!5

#

#

,.PAD

上游#

7

,#

)&I)ZIIZ)Z)I&ZZI&Z))ZI&I)&&Z)IIIZ

#

%

下游#

%

,#

&&)IZIIZ&I)))Z&ZZ)Z&I&ZI)ZZIZZI

#

7

,

!57
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!

$各组小鼠肾组织
[?

染色变化$图
#

%$光镜

下观察!假手术组肾小球无病变或轻微病变!系膜细胞

及基质无增生!肾小管无萎缩!肾小囊无扩张!肾间质

无纤维化!无炎性细胞浸润) 模型组*雷帕霉素组及抗

纤灵方组及可见肾小球局灶节段性硬化!肾小囊扩张!

球囊粘连!系膜细胞及基质中至重度增生!肾小管萎

缩!肾间质可见大量炎性细胞浸润!细胞性纤维化)

$$注#

I

为假手术组&

L

为模型组&

&

为雷帕霉素组&

<

为抗纤

灵方组&箭头所示为病理变化!图
!

同

图
#

$各组肾组织病理形态学比较$$

[?

! *

M""

%

%

$各组小鼠肾组织中性粒细胞免疫组化阳性表

达$图
!

%$光镜下观察!假手术组可见少许的染色为

棕褐色的中性粒细胞!模型组中性粒细胞阳性细胞明

显增多!经雷帕霉素及抗纤灵治疗后!两组阳性细胞明

显减少)

图
!

$各组肾组织中性粒细胞免疫组化

阳性表达$$

<IL

! *

M""

%

M

$各组肾组织中性粒细胞阳性细胞计数比较

$表
!

%$与假手术组比较!模型组中性粒细胞阳性细

胞计数明显升高$

; S"

!

"#

% &与模型组比较!雷帕霉

素与抗纤灵方组中性粒细胞阳性细胞计数下降$

; S

"

!

"#

%) 雷帕霉素与抗纤灵方组中性粒细胞阳性细胞

计数比较! 差异无统计学意义$

; T"

!

"7

%)

表
!

$各组小鼠肾组织中性粒细胞阳性

细胞计数比较$$个!

V

+

O

%

组别
D

阳性细胞个数

假手术
6 #

-

#M

+

"

-

==

模型
6

6%

-

=%

+

$

-

=7

!

雷帕霉素
6

%"

-

=%

+

M

-

=!

"

抗纤灵方
6

%M

-

56

+

M

-

%M

"

$$注#与假手术组比较!

!

; S"

!

"#

&与模型组比较!

"

; S"

!

"#

7

$各组肾组织
H

#

H%5+I;J

及
4K

#

!LH67

蛋白

表达水平比较$表
%

*图
%

%$与假手术组比较!模型组

H

#

H%5+I;J

*

4K

#

!LH67

蛋白表达均明显升高 $

; S

"

!

"#

% &与模型组比较!雷帕霉素与抗纤灵方组

H

#

H%5+I;J

及
4K

#

!LH67

表达均明显下降 $

; S

"

!

"#

%) 雷帕霉素组
H

#

H%5+I;J

蛋白表达水平明显

低于抗纤灵方组$

; S"

!

"7

%)

图
%

$各组大鼠肾组织
H%5+I;J

及

4K

#

!LH67

蛋白表达水平比较

表
%

$各组小鼠肾组织
H

#

H%5+I;J

及
4K

#

!LH67

蛋白相对表达水平比较$$

V

+

O

%

组别
D H

#

H%5+I;J 4K

#

!LH67

假手术
= #

-

"!

+

"

-

#"

$

"

-

!7

+

"

-

"M

模型
5

!

-

M"

+

"

-

!7

!

#

-

#5

+

"

-

"5

!

雷帕霉素
=

#

-

#%

+

"

-

#%!

"

"

-

77

+

"

-

"6!

"

抗纤灵方
5

#

-

!$

+

"

-

##!

"#

"

-

7$

+

"

-

"7!

"

$$注#与假手术组比较!

!

; S "

!

"#

&与模型组比较!

"

; S "

!

"#

&与雷

帕霉素组比较!

#

; S"

!

"7

6

$各组肾组织
)4K

#

"

及
(:

#

6 @R4I

表达水平比

较$表
M

%$与假手术组比较!模型组
)4K

#

"

及
(:

#

6 @R

#

4I

表达均明显升高$

; S"

!

"#

%&与模型组比较!雷帕霉

素与抗纤灵方组
)4K

#

"

*

(:

#

6 @R4I

表达均明显下降

$

; S"

!

"#

%)雷帕霉素与抗纤灵方组
)4K

#

"

及
(:

#

6 @R

#

4I

表达水平比较!差异无统计学意义$

; T"

!

"7

%)
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表
M

$各组小鼠肾组织
)4K

#

"

*

(:

#

6 @R4I

相对表达水平比较$$

V

+

O

%

组别
D )4K

#

" (:

#

6

假手术
= #

-

M$

+

"

-

!M "

-

MM

+

"

-

"6

模型
5

%

-

!!

+

"

-

%7

!

"

-

=!

+

"

-

"5

!

雷帕霉素
=

!

-

"M

+

"

-

#!

"

"

-

6%

+

"

-

"6

"

抗纤灵方
5

!

-

#5

+

"

-

!!

"

"

-

6$

+

"

-

"M

"

$$注#与假手术组比较!

!

; S"

!

"#

&与模型组比较!

"

; S"

!

"#

讨$$论

中医学无+肾纤维化,一词! 可归属于+关格,+溺

毒,等范畴) 中医基本病机为病势缠绵!久病入络!瘀

阻血脉!浊毒内停造成微型积!据此病机其治疗方法

以+活血化瘀! 泻浊补肾,为主) 抗纤灵方中丹参性微

寒!补血活血&桃仁性平!祛瘀活血&当归性温!补血活

血& 牛膝性平!补肾活血&酒大黄性寒!清热泻浊活血!

纵观全方以活血化瘀为主)

在慢性肾脏病$

./-1DA. bAWD>X WAO>,O>

!

&J<

%

的发展过程中!研究发现!肾组织的炎症反应及其相关

的肾小球硬化和肾间质纤维化是导致
&J<

进展至终

末期肾衰的重要因素) 其病理特征主要表现为炎症细

胞在肾小球和肾间质内的浸润*活化以及相关信号通

路的激活!其中
H%5+I;J

信号通路在调控
&J<

肾

组织炎症反应中起着重要作用'

##

!

#!

(

!是近年来国内外

研究的热点)

H%5+I;J

信号通路作为
+I;J

家族的主要成

员!通过对细胞内信号的传递参与细胞对外界许多刺

激的调节反应)

H%5+I;J

通过非磷酸化转化为磷酸

化状态来促进下游底物的磷酸化!快速实现信号传递!

因此磷酸化
H%5

蛋白反映其真正的活性水平)

H%5+I;J

可以由细胞外的多种应激如紫外线*渗透

压*热休克*促炎因子*活性氧簇*生物引物等刺激时发

生磷酸化而被激活'

#%

(

!活化后的
H%5+I;J

即
H

#

H%5

可以进入细胞核内!调控多种核转录因子!如转录激活

因子$

I)K

% "

!

*

4K

#

!L

等表达和生物活性!并参与

多种因子的调节!抑制
H%5+I;J

活性可以抑制
(:

#

6

*

(:

#

#"

*

)4K

#

"

*

)ZK

#

##

及骨调素等多种细胞因子*生

长因子的产生! 提示
H%5+I;J

是调节炎症因子产生

信号通路上的重要介质'

#M

"

#6

(

)

4K

#

!L

是一种广泛存在于体内多种细胞的核转

录因子!在静息状态时!

4K

#

!L

通常与其抑制物
(-L

结

合形成三聚体!以无活性的复合物形式存在于细胞浆

中!当受到细胞外信号刺激时!

2-L

降解从而使
4K

#

!L

与
(-L

发生解离!并迅速从细胞浆易位到细胞核!与相

应基因上的
!L

位点发生特异性的结合!进而调控细

胞因子*趋化因子*黏附分子等相关基因的表达'

#$

!

#5

(

)

已有研究发现!

IDN&

能刺激肾小管上皮细胞表达活

化
4K

#

!L

!引发单核巨噬细胞在间质的浸润!导致肾

小管萎缩和肾间质纤维化'

#=

(

)

4K

#

!L

的活化可促进

其主要下游因子
)4K

#

"

表达!

)4K

#

"

是早期炎症反应

的重要介质! 在肾组织炎症反应中!

)4K

#

"

作为细胞

因子网络中心之一!可引起多种炎性细胞因子
(:

#

#

*

(:

#

6

等的释放!导致
&RK

患者微炎症反应的级联'

!"

(

)

)4K

的下游因子
)RIK6

是
)4K

受体相关因子家族

中唯一可以直接与
4K

#

!L

受 体 激 活 因 子相结合的

信号分子!在
)122

样受体介导的信号转导途径激活

4K

#

!L

!

)RIK6

是激活
4K

#

!L

通路和
+I;J

信号通

路的交叉点!同时
4K

#

!L

活化能激活下游
(:

#

6 @R

#

4I

水平!从而增加体液内的
(:

#

6

水平'

!#

"

!%

(

) 以上

几种因子互为上下游关系的因子相互作用!扩大了对

肾纤维化的作用'

!M

(

) 有研究甚至认为
4K

#

!L

的活化

在炎症反应时复杂的细胞因子网络中可能是中心环

节) 遏制其活化可减少多种炎性介质的产生!较单一

的细胞因子拮抗剂效果更显著'

!7

(

)

本次实验表明!模型组小鼠
H

#

H%5+I;J

*

4K

#

!LH67

蛋白表达及
)4K

#

"

*

(:

#

6

基因表达水平较假手

术组明显升高!提示
7G6

肾切除后!

H%5+I;J

信号传

导通路被激活!炎症反应明显增强!而抗纤灵方和雷帕

霉素干预后
H

#

H%5+I;J

*

4K

#

!LH67

蛋白及
)4K

#

"

*

(:

#

6

基因表达水平显著下调!抗纤灵方和雷帕霉素比

较!除雷帕霉素在抑制
H

#

H%5+I;J

蛋白表达方面优

于抗纤灵外!两药间其余指标比较!差异无统计学意

义!提示两者可能具有类似的作用) 抗纤灵方不仅对

7G6

肾切除大鼠
H%5+I;JG4K

#

!LH67

介导的炎症因

子有抑制作用! 本研究发现其对小鼠肾组 织

H%5+I;JG4K

#

!LH67

介导的炎症因子也有一定的抑

制作用) 前期实验结果提示抗纤灵与氯沙坦有着等效

的作用!此次又发现其与雷帕霉素有着类似的作用!故

笔者推测!抗纤灵方可能通过不同的作用机制!发挥抑

制纤维化的作用!这为今后采取敲除
]@,W!G%

基因!

阻断
)ZK

#

#G]@,W

通路!从
;(%J

#

IJ)

#

@)FR

信号

旁路途径研究抗纤灵多靶点防治肾脏纤维化提供一定

的实验基础)
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