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!基础研究!

从自噬机制探讨加味黄芪赤风汤含药血清对

阿霉素诱导的肾小球足细胞损伤的保护作用
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摘要"目的"研究加味黄芪赤风汤对肾小球足细胞自噬及足细胞损伤相关蛋白
-:H@/>-

"

H2I2C>-

及

I:J=>-

表达的影响# 方法"采用体外培养小鼠肾小球足细胞"以阿霉素$

,I/>,=0C>-

%

KDL

&诱导的方法

制作足细胞损伤模型# 随机分为空白组"模型组"替米沙坦组及加味黄芪赤风汤高"中"低剂量组$简称中药

高"中"低剂量组&# 采用
*:JM:/- N32M

法检测各组足细胞相关蛋白
-:H@/>-

"

H2I2C>-

"

I:J=>-

和自噬相关

蛋白
O:C3>-

$

#

"

P&%

$

!

的表达水平% 透射电镜下观察各组足细胞自噬超微结构变化# 结果"$

#

&与空白组

比较%模型组
-:H@/>-

"

H2I2C>-

表达明显下降$

Q R"

!

"#

&%

I:J=>-

表达明显升高$

Q R"

!

"#

&'与模型组比

较%中药高"中剂量组及替米沙坦组
-:H@/>-

"

H2I2C>-

表达明显升高$

Q

均
R"

!

"#

&%

I:J=>-

表达明显下降

$

Q

均
R"

!

"#

&%中药低剂量组无明显改善$

Q S"

!

"8

&# $

!

&模型组较空白组自噬小体数量明显增多%体积增

大%细胞器减少'中药高"中剂量组及替米沙坦组较模型组自噬超微结构均有不同程度改善%而中药低剂量组

无明显改变# $

%

&与空白组比较%模型组
O:C3>-

$

#

"

P&%

$

!

表达明显上升$

Q R"

!

"#

&'与模型组比较%中药

高"中剂量及替米沙坦组
O:C3>-

$

#

"

P&%

$

!

表达明显下降$

Q R "

!

"#

&%中药低剂量组无明显下降$

Q S

"
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&# 结论"加味黄芪赤风汤对
KDL

诱导的足细胞损伤具有保护作用%调节足细胞自噬活性可能是其足

细胞保护作用的内在机制之一#

关键词"加味黄芪赤风汤' 肾小球足细胞' 足细胞损伤相关蛋白' 自噬小体' 自噬相关蛋白
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""慢性肾脏病$

C@/2->C _>I-:0 I>J:,J:

!

&`D

%是

各种类型肾脏疾病的总称!蛋白尿作为加速
&`D

进

展的危险因素及临床疗效判定的重要指标!在
&`D

早期积极干预治疗!对延缓
&`D

的进展至关重要'

足细胞的损伤是导致蛋白尿的重要原因!其在
&`D

的发生和发展中发挥了重要的作用' 足细胞相关蛋白

-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

等对维持足细胞正常的结

构和功能起到了重要的作用' 自噬$

,.M2H@,A0

%是近

年来的研究热点' 研究证实自噬与肾脏疾病的发生与

发展关系密切!且足细胞较肾脏其他细胞有更高水平

的自噬)

#

*

' 本研究旨在探索加味黄芪赤风汤对阿霉

素$

,I/>,=0C>-

!

KDL

%诱导的肾小球足细胞自噬及

足细胞损伤相关蛋白
-:H@/>-

(

H2I2C>-

及
I:J=>-

表

达的影响!以揭示该方对足细胞损伤的保护作用及其

机制'

材料与方法

#

"动物"同龄(健康
XD

大鼠
;%

只!雄性!

1KaF

XQa

级!体重$

!8"

%

#"

%

A

!购于北京维通利华实验动

物技术有限公司 )合格证编号#

X&[`

$京%

!"#!

#

"""#

*' 实验期间!饲养于中国中医科学院西苑医院

XQa

级动物房!温度
!b c!$

&!湿度
78d

左右!以标

准饲料饲养!自由饮水及摄食!适应性喂养
b

天' 该实

验符合动物伦理的要求!已通过院内伦理委员会审批

$审批号#

!"#b[P"87

#

#

%'

!

"细胞"小鼠肾小球足细胞 $

=2.J: H2I2

$

C0M:

%!资源编号#

%###&"""#&&&"""!%"

!由国家实

验细胞资源共享平台提供'

%

"药物"加味黄芪赤风汤$生黄芪
%" A

"赤芍

!" A

"防风
#" A

"芡实
#" A

"金樱子
#" A

"穿山龙

!" A

"白花蛇舌草
#" A

%!饮片来自于中国中医科学

院西苑医院草药房!分别煎煮浓缩至
#

!

#b"

(

"

!

87"

(

"

!

!$8 A

$生药%

F=P

' 替米沙坦片)

$" =AF

片!勃林格

殷格翰$德国%生产!批号#

D#b!""";87!

*

#;" =A

研

制成粉末!溶于
%$b =P

纯净水!按
"

!

b#7 =AF=P

配

制成混悬液!

b

&冰箱密封保存'

b

"主要试剂及仪器"

D+<+

培养基(优级胎牛

血清(胰酶$

Y>NC2

公司%&阿霉素(链霉素(青霉素(重

组小鼠
"

$干扰素$

X>A=,

公司%&

L(QK

裂解液(

Q+Xa

$北京艾德生物科技有限公司提供%&

K-M>

$

-:H@/>-

(

K-M>

$

5QVX!

(

K-M>

$

I:J=>-

(

K-M>

$

O:C3>- #

(

K-M>

$

P&%

$

!

抗体$

KNC,=

公司%&透射电子显微镜$

a<(

)<&5K( Y! XQ(L()

%&紫外分光光度计 $德国
O>2

$

H@2M2=:M:/

公司%&转移脱色摇床$海门其林贝尔仪

器制造公司%等'

8

"含药血清制备"

;%

只大鼠随机分为
8

组#空

白组
#8

只!每次灌服等量纯净水&替米沙坦组
#!

只!

每次按
"

!

b#7 =AF=P

灌服&加味黄芪赤风汤高(中(

低剂量组$简称中药高(中(低剂量组%!每组
#!

只大

鼠!每次按
#

!

#b"

(

"

!

87"

(

"

!

!$8 A

$生药%

F=P

灌服'

每日灌胃
#

次!持续给药
#

周' 于末次灌胃
! @

后!以

bd

水合氯醛腹腔麻醉大鼠!通过腹主动脉取血!于

%7

&环境静置
! @

!待血液充分凝固后!

% """ / F=>-

!

#" =>-

离心!将同组大鼠血清上清液收集到一起!置

于新的离心管!

8;

&水浴!

%" =>-

灭活!

"

!

!! #=

一

次性无菌过滤器将血清过滤除菌!并分装于
#

!

8 =P

的冻存管中! #

!"

&冰箱保存备用'

;

"细胞培养"足细胞增殖阶段培养#

D+<+

培

养液中
e#"d

胎牛血清
e

链霉素
#"" #AF=P e

青霉

素
#"" \F=P e!" \F=P

$重组小鼠
"

$干扰素%!置于

%%

&(

8d&E

!

培养箱!每
! c%

天换液
#

次!待细胞呈

鹅卵石样!密度至
$8d

左右!用
"

!

!8d

胰酶消化!换
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成分化阶段培养液!足细胞进入分化阶段&足细胞分化

阶段培养#

D+<+

培养液中
e#"d

胎牛血清
e

链霉素

#"" #AF=P e

青霉素
#"" \F=P

!置于
%7

&(

8d&E

!

培养箱!每
! c %

天换液
#

次!

#" c #b

天后分化成熟

可用于实验'

7

"细胞分组"空白组#

#"d

空白对照血清
e

D+<+

培养基
e

链霉素
#"" #AF=P e

青霉素

#"" \F=P

&模型组#

#"d

空白对照血清
e D+<+

培养

基
e

链霉素
#"" #AF=P e

青霉素
#"" \F=P

&替米沙

坦组#

#"d

替米沙坦血清
e D+<+

培养基
e

链霉素

#"" #AF=P e

青霉素
#"" \F=P

&中药高(中(低剂量

组#以
#"d

高(中(低剂量中药血清
e D+<+

培养基

e

链霉素
#"" #AF=P e

青霉素
#""\F=P

' 除空白组

外!其余各组均取预实验所测
KDL ! #AF=P

作为最

佳损伤浓度用于实验' 阿霉素与治疗药物同时加入!

作用
!b @

后检测相关指标'

$

"透射电镜下观察各处理组足细胞自噬超微结

构"具体操作方法#$

#

%细胞固定#

8d

戊二醛固定

# c! @

后!

"

!

# =23FP QOX

洗
!

次!每次
#8 =>-

&

#d

饿酸固定
# c! @

!后用
"

!

# =23FP QOX

洗
!

次!每次

#8 =>-

!

b

&' $

!

%细胞脱水#用
8"d

(

7"d

(

9"d

乙

醇各脱水
#

次!每次
!" =>-

!

b

&&

#""d

乙醇与

#""d

环氧丙烷$

#

'

#

%脱水
!" =>-

!

b

&&

#""d

环氧

丙烷脱水
!" =>-

!

b

&&

#""d

环氧丙烷脱水
!

次!每

次
!" =>-

!室温' $

%

%细胞包埋#

#""d

环氧丙烷与包

埋液$

!

'

#

%室温处理
b @

!

#""d

乙醇与
#""d

环氧丙

烷$

#

'

#

%室温处理过夜&纯包埋液
%7

&处理
% @

'

$

b

%细胞固化#

b"

&

! @

!

;"

&

b @

!

$"

&

#" @

&$

8

%

超薄切片!铀(铅染色!分别
#8

(

#" =>-

!镜下观察'

9

"

*:JM:/- N32M

法检测各处理组足细胞损伤中

裂孔 隔 膜 蛋 白 $

-:H@/>-

(

H2I2C>-

%( 骨 架 蛋 白

$

I:J=>-

%及自噬相关性蛋白
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

表达

水平"取
;

孔板培养的分化成熟的足细胞!按上述方

案分组处理' 具体检测方法如下#处理
!b @

后离心收

集细胞!用
L(QK

裂解液提取细胞总蛋白!并测定蛋白

浓度' 蛋白样品加入等体积体积的
b

(蛋白上样缓冲

液!沸水煮沸
8 =>-

!进行
XDX

$

QKY<

凝胶电泳!然后

转印至
Q1Da

膜上!用含按约
"

!

# =PFC=

!量加入封

闭液封闭
# @

!一抗
b

&过夜' 次日
QOX)

漂洗
%

次!

加入辣根过氧化酶标记的二抗室温孵育
! @

!

<&P

显

色' 利用
(=,A: '

软件分析各组灰度值!以
$

$

,CM>-

为内参计算各蛋白的变化'

#"

"统计学方法"采用
XQXX !%

!

"

统计软件分

析!计量资料采用
]

%

J

表示' 组间比较符合正态分布

且方差齐者采用方差分析!否则采用非参数检验'

Q R

"

!

"8

为差异有统计学意义'

结""果

#

"各处理组足细胞
-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

表达水平比较$表
#

(图
#

%"与空白组比较!模型组

-:H@/>-

(

H2I2C>-

表达水平明显下降$均
Q R"

!

"#

%!

I:J=>-

表达水平明显升高$

Q R "

!

"#

%&与模型组比

较!中药高(中剂量组及替米沙坦组
-:H@/>-

(

H2I2C>-

表达水平明显升高$均
Q R"

!

"#

%!

I:J=>-

表达水平

明显下降 $均
Q R "

!

"#

%!中药低剂量组
-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

表达水平差异无统计学意义$

Q S

"

!

"8

%&中药高(中剂量组及替米沙坦组
%

组之间比

较!

-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

表达水平差异无统计

学意义 $均
Q S "

!

"8

%&中药高(中剂量组
-:H@/>-

(

H2I2C>-

蛋白表达水平明显高于中药低剂量组 $均

Q R"

!

"#

%!

I:J=>-

表达明显低于中药低剂量组$

Q R

"

!

"#

%'

表
#

#各处理组足细胞
-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

蛋白表达水平比较"$

]

%

J

%

组别"""

- -:H@/>- H2I2C>- I:J=>-

空白"""

; "

)

$"%

%

"

)

"## "

)

7";

%

"

)

""9 "

)

b"7

%

"

)

""$

模型"""

;

"

)

;"#

%

"

)

""$

!

"

)

8"9

%

"

)

""7

!

"

)

;"!

%

"

)

"#"

!

替米沙坦"

;

"

)

7"#

%

"

)

""b

"

"

)

;""

%

"

)

""9

"

"

)

8"!

%

"

)

""9

"

中药高剂量
;

"

)

7"#

%

"

)

""$

"#

"

)

;""

%

"

)

""7

"#

"

)

8";

%

"

)

"#%

"#

中药中剂量
;

"

)

7"%

%

"

)

""%

"#

"

)

;"b

%

"

)

""7

"#

"

)

8"$

%

"

)

""%

"#

中药低剂量
; "

)

;""

%

"

)

""% "

)

8"%

%

"

)

"#" "

)

;"7

%

"

)

""9

""注#与空白组比较!

!

Q R"

!

"#

&与模型组比较!

"

Q R"

!

"#

&与中药低剂量组

比较!

#

Q R"

!

"#

""注#

#

为空白组&

!

为模型组&

%

为中药高剂量组&

b

为

中药中剂量组&

8

为中药低剂量组&

;

为替米沙坦组

图
#

#各处理组足细胞损伤相关蛋白
-:H@/>-

(

H2I2C>-

(

I:J=>-

表达电泳图

!

"透射电镜下各组足细胞自噬超微结构变化

$图
!

%"空白组足细胞胞体如常!细胞器较多!细胞核

仁清晰(核膜边缘光滑(完整!核染色质细腻(均匀分布



"%&&##" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
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#

在核内!未见双层膜结构包裹的自噬小体' 模型组较

空白组!自噬小体数量明显增多!体积增大!细胞器减

少' 加入含药血清干预后!与模型组比较!中药高剂量

组细胞核仁清晰(核膜边缘光滑(完整!染色质均匀分

布在核内!线粒体肿胀!未见自噬小体&中药中剂量组

自噬小体数量减少!体积缩小!细胞器减少&中药低剂

量组自噬小体数量较多!体积较大!细胞器减少&替米

沙坦组自噬小体数量减少!体积缩小!细胞器数量略

减少'

""注#

K

为空白组&

O

为模型组&

&

为替米沙坦组&

D

为中药

高剂量组&

<

为中药中剂量组&

a

为中药低剂量组

图
!

#透射电镜下各组足细胞自噬

超微结构变化"$ (

!" """

%

%

"各处理组阿霉素诱导的足细胞损伤自噬相关

性蛋白
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

表达水平比较$表
!

(图
%

%

与空白组比较!模型组
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

蛋白表达水

平明显上升$均
Q R"

!

"#

%&与模型组比较!中药高(中

剂量及替米沙坦组
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

蛋白表达水平明

显下降$均
Q R"

!

"#

%!

%

组间比较!差异无统计学意义

$均
Q S"

!

"8

%!中药低剂量组与模型组比较!差异无

统计学意义$

Q S"

!

"8

%&中药高(中剂量组
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

蛋白表达明显低于低剂量组$均
Q R"

!

"#

%'

表
!

#各处理组足细胞自噬相关性蛋白
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

表达水平比较"$

]

%

J

%

组别
- O:C3>-

$

# P&%

$

!

空白"""

; "

)

8"7

%

"

)

""; "

)

b87

%

"

)

""$

模型"""

;

"

)

7";

%

"

)

"#"

!

"

)

;8;

%

"

)

""8

!

替米沙坦
;

"

)

897

%

"

)

""8

"

"

)

88$

%

"

)

""7

"

中药高剂量
;

"

)

;"b

%

"

)

""$

"#

"

)

8b;

%

"

)

""8

"#

中药中剂量
;

"

)

;##

%

"

)

""b

"#

"

)

88!

%

"

)

""$

"#

中药低剂量
; "

)

7"%

%

"

)

""9 "

)

;b9

%

"

)

""8

""注#与空白组比较!

!

Q R"

!

"#

&与模型组比较!

"

Q R"

!

"#

&与中药

低剂量组比较!

#

Q R"

!

"#

""注#

#

为空白组&

!

为模型组&

%

为中药高剂量组&

b

为中药

中剂量组&

8

为中药低剂量组&

;

为替米沙坦组

图
%

#各处理组足细胞自噬相关性蛋白
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

表达电泳图

讨""论

张昱教授认为+脾肾气虚,是
&`D

发病的内在因

素!+外风,为始动因素或诱因!+伏风,是导致
&`D

迁

延难愈!病情反复的基本因素!而+内风,的形成!络脉

中的+瘀血,!以及+毒邪,的化生是加重肾脏病进展!

导致病情恶化的继发性因素' 基于上述认识!张昱教

授提出了
&`D

+虚-风-瘀-毒,复杂病机网络学

说!并据此立方遣药!在清代医家王清任.医林改错/

中黄芪赤风汤的基础上!经多年临床研究!反复尝试改

进而研制出目前行之有效的加味黄芪赤风汤' 方中生

黄芪(芡实(金樱子益肾补脾(固摄精微!赤芍活血化

瘀!穿山龙(防风祛风(化湿(通络!穿山龙兼有活血祛

瘀之功!白花蛇舌草清热解毒' 全方共奏益气活血(祛

风解毒之功效' 前期结果证实该方临床治疗
&`D

蛋

白尿安全且有效!并且能够降低阿霉素大鼠蛋白尿!减

少细胞外基质的沉积!缓解肾脏纤维化)

!

#

7

*

'

足细胞是肾小球固有细胞之一!是一种高度分化

的终末期上皮细胞!附着于肾小球基底膜$

A32=:/.

$

3,/ N,J:=:-M =:=N/,-:

!

YO+

%最外层!参与构成

肾小球滤过膜的分子屏障和电荷屏障!对防止白蛋白

等大分子物质及带负电荷的物质漏出起重要作用)

$

*

'

足细胞含有很多与其结构和功能密切相关的蛋白!如
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#

"%&%##"

足细胞裂孔隔膜蛋白
-:H@/>-

(

H2I2C>-

和足细胞骨

架蛋白
I:J=>-

'

-:H@/>-

(

H2I2C>-

二者均是足细胞

裂孔隔膜蛋白!共同维持着足细胞及裂孔隔膜正常的

形态和功能' 各种原因导致的
-:H@/>-

(

H2I2C>-

移

位(表达下降(分子损伤!破坏了裂孔隔膜!进而影响足

细胞的形态和功能!最终形成蛋白尿' 研究表明!

-:H@/>-

(

H2I2C>-

表达水平与足细胞损伤呈负相

关)

9

*

'

I:J=>-

是一种细胞骨架丝蛋白!少量表达于肾

小球系膜细胞!而足细胞通常无明显表达' 当足细胞受

损时!可能是由于骨架的重新排列!引起足细胞上

I:J=>-

的大量表达!因此
I:J=>-

可以作为足细胞损

伤的标志蛋白之一)

#"

*

' 本研究结果表明!加味黄芪赤

风汤可以上调足细胞裂孔隔膜蛋白
-:H@/>-

(

H2I2C>-

的表达水平!下调足细胞骨架蛋白
I:J=>-

的表达水

平!从而发挥足细胞保护作用!且呈现一定的量效关系'

自噬是广泛存在于真核细胞中的一种溶酶体依赖

性蛋白降解过程!能够清除受损细胞器和老化蛋白质

等大分子物质!并且在此过程中产生游离氨基酸和脂

肪酸再次供细胞利用以维持细胞内环境稳态' 几乎所

有真核细胞都存在基础水平的自噬)

##

*

'

O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

均为自噬相关性蛋白!可以反映自噬活性' 保

持高水平自噬可以发挥肾脏保护作用&而在某些条件

下!过度自噬却可以造成肾脏细胞的损伤!诱发或加重

多种肾脏疾病)

#!

*

' 肾脏固有细胞的自噬研究是肾脏

疾病自噬研究中的重点' 研究发现!足细胞较肾脏其

他固有细胞有更高水平的自噬)

#

*

' 如
&.> '

等)

#%

*观

察到足细胞中存在高水平的基础自噬' 本研究空白组

的结果也证实了足细胞存在一定水平的自噬'

V,/

$

M3:N:- O

等)

#b

*研究发现足细胞中
P&%

$

!

的堆积速度

明显高于肾脏其他细胞!证实了足细胞自噬明显高于

肾脏其他细胞' 本研究表明!阿霉素刺激足细胞后其

自噬水平显著升高!而加味黄芪赤风汤可以下调阿霉

素诱导的足细胞自噬相关蛋白
O:C3>-

$

#

(

P&%

$

!

的表

达水平!抑制自噬小体的生成!从而抑制足细胞的过度

自噬!且呈现一定的量效关系'

基于上述研究!提示加味黄芪赤风汤对
KDL

诱

导的足细胞损伤具有保护作用!体现在上调足细胞裂

孔隔膜蛋白
-:H@/>-

(

H2I2C>-

的表达以及下调足细

胞骨架蛋白
I:J=>-

的表达&调节足细胞自噬活性可

能是其足细胞保护作用的内在机制之一'
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