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健脾祛湿和络方含药血清对足细胞标志蛋白
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及
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NU8
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$体外诱导足细胞"根据含
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$$足细胞即肾小球上皮细胞"附着于肾小球基底膜

外侧"是阻止蛋白尿的最后屏障"易受到致病刺激影

响"导致蛋白尿进而引起肾小球硬化(

#

)

"是各种原发

或继发肾小球疾病发病及疾病转归或进展的关键细胞

之一* 足细胞损伤主要表现为细胞胞体肥大或变薄'

足突消失或融合'细胞内溶酶体等细胞器数量的异常

等* 现代研究表明"足细胞的病理改变"与维持细胞结

构及功能的重要标志性蛋白
8./A3?B

'

N5O5I>6DP

#

?B

(

!

)等的异常表达以及细胞内
1*KQ

相关自噬通

路(

&

)的失衡相关*

近年相关实验研究表明"多种中草药或中药复方

对减轻足细胞损伤"缓解肾脏疾病具有显著作用(

;

"

<

)

*

健脾祛湿和络方 $

(?>B/? REHA? S.6E5 T531E6>

"

(RST

%是余仁欢主任医师的经验方"以防己黄芪汤为

基础化裁而来"组方针对肾脏病患者易脾肾不足"气虚

血瘀"湿浊内蕴的特点"有补虚泻实的作用"临床运用

多年"在治疗原发性肾小球疾病蛋白尿的临床应用疗

效确切(

:

)

*

(RST

对脂多糖$

6?/5/56DH>IIA>3?O.H

"

VN-

% 诱导的小鼠系膜细胞纤维黏连蛋白$

T8

%'层黏

连蛋白$

V8

%及转化生长因子#

#

#

$

*^T

#

#

#

%表达影响

的实验表明"该方可抑制增殖肾小球系膜细胞$

C65

#

1.3E6>3 1.H>BC?>6 I.66H

"

^,'H

% 对系膜外基质

$

.P03> I.66E6>3 1>03?PI

"

=',

%的分泌"进而缓解肾

脏病进展(

$

)

* 本实验拟观察
(RST

对
NU8

诱导的小

鼠足细胞损伤模型细胞活性'细胞标志性蛋白以及

1*KQ

相关自噬蛋白表达的影响"研究
(RST

对损伤

足细胞的作用机制"进一步探索其临床疗效机制*

材料与方法

#

$动物$

-J

大鼠
<"

只"

-NT

级"雄性"

#

!

9

%

!

个月龄&体重
#%"

%

!#" C

&购于北京华阜康生物科技

股份有限公司(许可证号#

-'_Y

$京%

!"#;

"

""";

)"实

验方案符合中国中医科学院西苑医院伦理要求*

!

$实验细胞$小鼠肾小球足细胞"购于国家实验

细胞资源共享平台"编号#

&###'"""#'''"""!&"

*

&

$药物$健脾祛湿和络方$生黄芪
&" C

$汉防

己
!" C

$炒白术
#9 C

$茯苓
!" C

$生薏苡仁
!" C

紫苏叶
#9 C

$荷叶
#9 C

$生甘草
#" C

$连翘
#" C
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"
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''Y

#

$

$日本

同 仁 化 学"

^S$"!

%&

UB0?

#

8./A3?B

抗 体'

UB0?

#

/5O5I>6DP?B

抗体'

UB0?

#

-DB>/05/5O?B

抗体'

UB0?

#

V'&

抗体'

UB0? /

#

1*KQ

抗体'

UB0? /

#

/:"-<Y

抗

体'

UB0? /

#

;=[N#

抗体$

U2I>1

公司%&辣根酶标记

山羊抗小鼠
)C^

$

`-^[

#

[?5

公司"批号#

#!9"$$

%*

主要仪器#

*S;

#

!""

倒置相差显微镜 $

K6D1/EH

公

司%&多功能酶标仪$

,E60?H]>B ,Y&

"

*A.315

公司%&

凝胶成像仪$北京赛智创业科技有限公司%等*

9

$实验方法

9

!

#

$含药血清的制备$大鼠适应性饲养
&

天

后"禁食
!; A

"称重"随机分
<

组* 依据+人和动物间

按体表面积折算的等效剂量比值,表(

%

)

"

*,-*

组大

鼠给予
:

!

! 1CL

$

]C

!

O

% 灌胃"

NQ=

组 给 予

;

!

9 1CL

$

]C

!

O

%灌胃*

(RST

低'中'高剂量组根据

颗粒制剂包装上注示的每包生药量"按体表面积法计

算大鼠给药的等效剂量"以超纯水冲化成中药混悬液"

使其浓度为
!""W

"选用等容灌胃量为
# 1VL#"" C

进

行灌胃* 依据换算"各组生药含量分别为#

(RST

低剂

量组
<

!

: CL

$

]C

!

O

%"相当于成人用量
"

!

9

倍&

(RST

中剂量组
#&

!

; CL

$

]C

!

O

%"相当于成人用量&

(RST

高剂量组
!<

!

$ CL

$

]C

!

O

%"相当于成人用量
!

倍* 每

日上午
#"

#

""

按
# 1VL#"" C

灌胃"持续
9

天* 末次

灌胃后"禁食
#! A

*

&

!

9W

水合氯醛腹腔麻醉"腹主动

脉取血"

&:

'静置
! A

* 离心机
& """ 3 L1?B

'

#" 1?B

离心"收集血清"

9<

'水浴"

&" 1?B

灭活"

"

!

!! /1

无菌过滤器除菌"分装" "

!"

'保存备用*

9

!

!

$足细胞复苏及培养$将足细胞冻存管从

"

$"

'冰箱取出"

&:

' 水浴锅解冻* 离心机

# 9"" 3 L1?B

'

#" 1?B

离心处理"弃上清"加入
# 1V

N[-

缓冲液重悬细胞'离心* 重复无菌操作"弃上清"

加
# 1V

含
$

#干扰素细胞增殖阶段
J,=,

培养液"吹

打重悬细胞至均匀"移液至细胞培养瓶"加培养基"

&&

''

9W'K

!

培养箱增殖* 每
!

%

&

天更换培养基"

细胞生长呈
:"W e$"W

以上融合时"进行传代并继续

培养* 增殖至足够数目"于
&:

'"

9W'K

!

培养箱"使

用不含诱导增殖的
$

#干扰素培养基"每
!

%

&

天换液"

#"

%

#;

天分化成熟"进行实验操作*

9

!

&

$足细胞分组$按照含药血清及实验目的"

配制含各组待测血清的细胞培养基$

J,=,

%"空白组

$

#"W

空白组血清
X J,=,

%&模型组$

#"W

空白组血

清
XJ,=,

%&

(RST

低剂量组$

#"W

低剂量
(RST

含

药血清
X J,=,

%&

(RST

中剂量组 $

#"W

中剂量

(RST

含药血清
XJ,=,

%&高
(RST

组$

#"W

高剂量

(RST

含药血清
X J,=,

%&

*,-*

组$

#"W*,-*

含

药血清
X J,=,

%&

NQ=

组 $

#"W NQ=

含药血清
X

J,=,

%&

QUN

单体组$

#"" !CLV QUN X#"W

空白组

血清
XJ,=,

%* 取培养于
&:

''

9W

培养箱中
%<

孔

板的成熟足细胞"弃去分化培养基"磷酸盐缓冲液冲

洗* 按照待测血清分组"每组设
<

个复孔"同步化后"

每孔各加
#"" !V

培养液"除空白组外的各孔加入

NU8

$

#"" !L1V

%*

<

$检测指标及方法

<

!

#

$

''Y

#

$

法检测
KJ

值$各组含药血清作用

于足细胞
!; A

后"采用
''Y

#

$

法检测"

;9" B1

波长

下酶标仪检测各组细胞光密度$

KJ

%值*

<

!

!

$

+.H0.3B 2650

法检测足细胞模型标志蛋白

8./A3?B

'

N5O5I>6DP?B

以及自噬相关标志蛋白
V'&

#

"

'

1*KQ

'

N

#

N:"-<Y

'

N

#

;=[N#

的表达$细胞培养

箱内培育正常足细胞后"制作足细胞损伤模型"加入各

组含药血清干预损伤模型"确定内参蛋白
#

#

>I0?B

* 裂

解细胞提取上清液"分装保存"

['U

法测浓度* 配置

凝胶"测好浓度的样品"确定上样体积"加入相应体积

9

(蛋白上样缓冲液和
"

!

9 1156LV N[-

使上样缓冲

液至终浓度为
#

("将加好的样品混合溶液于沸水浴

变性
9

%

#" 1?B

"变性完毕后冷却"瞬时离心"将样品

按顺序取至
-J-

#

NU^=

胶齿中"电泳转膜* 结束后

将膜用
*[-*

清洗加入封闭液"温室封闭
# A

"去掉封

闭液"

*[-*

洗
&

次"每次
$ 1?B

"加入用
&W[-U

$

?B

*[-*

%溶液稀释的一抗溶液中"

;

'过夜孵育"去掉一

抗溶液
*[-*

清洗后用
&W[-U

$

?B *[-*

%溶液稀释

的辣根过氧化物酶标记的二抗稀释液室温孵育
# A

"

去掉二抗溶液"

*[-*

清洗* 化学发光准备"将膜置于
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凝胶成像仪中检测"根据凝胶图像"将所得图片使用

)1>C. (

软件分析"检测各条带的灰度值*

:

$统计学方法$应用
-N-- #%

!

"

统计数据"统

计结果用
P

)

H

表示"组间数比较应用
U8K4U

单因

素方差分析
V-J

检验"两组间差异比较采用配对
0

检

验"

N Z"

!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组足胞活力比较$表
#

%$与空白组比较"模

型组足细胞活力下降 $

N Z "

!

"#

%&与模型组比较"

(RST

高剂量组及
*,-*

组'

NQ=

组'

QUN

组足细胞

活力上升$均
N Z"

!

"9

%*

表
#

$各组足细胞活力比较$$

P

)

H

%

组别
B KJ

值

空白
< #

*

9#

)

"

*

#;

模型
<

"

*

%$

)

"

*

"9

!

(RST

高剂量
<

#

*

#9

)

"

*

"<

"

(RST

中剂量
< #

*

";

)

"

*

"&

(RST

低剂量
< #

*

"#

)

"

*

#!

*,-* <

#

*

&#

)

"

*

":

"

NQ= <

#

*

!$

)

"

*

"<

"

QUN <

#

*

!#

)

"

*

"9

"

$$注#与空白组比较"

f

N Z"

!

"#

&与模型组比较"

"

N Z"

!

"9

!

$各组标志蛋白
8./A3?B

'

N5O5I>6DP?B

灰度值

比较 $表
!

% $与模型组比较"除
(RST

低剂量组

N5O5I>6DP?B

表达外"其余各药物干预组
8./A3?B

'

N5O5I>6DP?B

表达均增多$

N Z "

!

"9

"

N Z"

!

"#

%*与

(RST

低剂量组比较"

(RST

高剂量组'

*,-*

组'

NQ=

组及
QUN

组
8./A3?B

表达增多$

N Z"

!

"9

"

N Z

"

!

"#

%* 与
(RST

中剂量组比较"

(RST

高剂量组'

*,-*

组'

NQ=

组及
QUN

组
8./A3?B

表达增多$

N Z

"

!

"9

%"

*,-*

组'

NQ=

组'

QUN

组
N5O5I>6DP?B

表达

亦增多$

N Z "

!

"9

%* 与
(RST

高剂量组比较"

*,-*

组'

NQ=

组'

QUN

组
N5O5I>6DP?B

表达增多 $

N Z

"

!

"9

%"

*,-*

'

NQ=

'

QUN

组间比较
N5O5I>6DP?B

表达"

表
!

$各组蛋白
8./A3?B

'

N5O5I>6DP?B

灰度值比较$$

P

)

H

%

组别
B 8./A3?BL#

#

>I0?B N5O5I>6DP?BL#

#

>I0?B

模型
< "

*

:&

)

"

*

"! "

*

<%

)

"

*

";

(RST

高剂量
<

"

*

%<

)

"

*

"&

!!"#

"

*

%!

)

"

*

"!

!

(RST

中剂量
<

"

*

$:

)

"

*

";

!

"

*

%#

)

"

*

"&

!

(RST

低剂量
<

"

*

$&

)

"

*

"&

!

"

*

:%

)

"

*

"&

*,-* <

"

*

%$

)

"

*

";

!!"#

#

*

":

)

"

*

"<

!!#$

NQ= <

"

*

%;

)

"

*

"!

!!"#

#

*

"%

)

"

*

";

!!#$

QUN <

"

*

%:

)

"

*

"&

!!"#

#

*

#&

)

"

*

#!

!!#$

$$注#与模型组比较"

f

N Z"

!

"9

"

!!

N Z"

!

"#

&与
(RST

低剂量组比

较"

"

N Z"

!

"9

&与
(RST

中剂量组比较"

#

N Z"

!

"9

&与
(RST

高剂量组

比较"

$

N Z"

!

"9

$$注#

U

为模型组&

[

为
(RST

高剂量组&

'

为
(RST

中剂量

组&

J

为
(RST

低 剂 量 组&

=

为
*,-*

组&

T

为
NQ=

组&

^

为
QUN

组

图
#

$各组
8./A3?B

'

N5O5I>6DP?B

蛋白条带图

差异无统计学意义$

N g"

!

"9

%*

&

$各组细胞内自噬相关标志蛋白灰度值比较

$表
&

"图
!

%$与模型组比较"各药物干预组
V'&

#

"

表达均增多$

N Z"

!

"9

"

N Z"

!

"#

%"

(RST

高剂量组"

*,-*

组'

NQ=

组'

QUN

组
N

#

1*KQ

'

N

#

;=[N#

表达

均减少$

N Z "

!

"9

%"

(RST

高剂量组'

*,-*

组'

QUN

组
N

#

N:"-<Y

表达减少$

N Z "

!

"#

%* 各药物干预组

间自噬相关标志蛋白灰度值比较"差异均无统计学意

义$

N g"

!

"9

%*

表
&

$各组细胞内自噬相关标志蛋白灰度值比较$$

P

)

H

%

组别
B

V'& h"L

#

#

>I0?B

N h 1*KQL

#

#

>I0?B

N h N:"-<YL

#

#

>I0?B

N h ;=[N#L

#

#

>I0?B

模型
< "

*

&%

)

"

*

"& #

*

!<

)

"

*

#: #

*

;&

)

"

*

#$ #

*

!#

)

"

*

#!

(RST

高剂量
<

"

*

$$

)

"

*

":

!!

#

*

":

)

"

*

"$

!

"

*

%!

)

"

*

":

!!

"

*

$!

)

"

*

"9

!

(RST

中剂量
<

"

*

$#

)

"

*

";

!!

#

*

!#

)

"

*

#& #

*

&#

)

"

*

#! #

*

#;

)

"

*

":

(RST

低剂量
<

"

*

<9

)

"

*

"!

!

#

*

#;

)

"

*

"% #

*

&$

)

"

*

#9 #

*

#9

)

"

*

"<

*,-* <

"

*

:#

)

"

*

"&

!!

#

*

"!

)

"

*

"9

!

"

*

$&

)

"

*

"$

!!

"

*

$!

)

"

*

":

!

NQ= <

"

*

%&

)

"

*

#!

!!

#

*

"9

)

"

*

":

!

#

*

#<

)

"

*

##

"

*

:%

)

"

*

";

!

QUN <

"

*

%#

)

"

*

#;

!!

#

*

"&

)

"

*

"9

!

"

*

%&

)

"

*

"%

!!

"

*

$;

)

"

*

":

!

$$注#与模型组比较"

f

N Z"

!

"9

"

!!

N Z"

!

"#

$$注#

U

为模型组&

[

为
(RST

高剂量组&

'

为
(RST

中剂

量组&

J

为
(RST

低剂量组&

=

为
*,-*

组&

T

为
NQ=

组&

^

为
QUN

组

图
!

$各组
V'&

#

"

'

N

#

1*KQ

'

N

#

N:"-<Y

'

N

#

;=[N#

蛋白条带图
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讨$$论

既往研究表明"足细胞的足突和裂孔膜复合体是肾

脏过滤血浆产生原尿的关键结构(

#"

)

"裂孔膜及足突结

构的稳定与多种细胞标志蛋白相关* 标志蛋白

N5O5I>6DP?B

与裂孔膜一起构成滤过屏障"维持裂孔

膜'足突之间和肾小囊间的正常形态结构以及足细胞与

肾小球基底膜间的黏附平衡"

N5O5I>6DP?B

的缺失可引

起足突融合"引发蛋白尿(

##

)

* 足细胞正常生理状态下

需存在较高水平的自噬维持细胞内环境稳态"自噬能力

减弱会诱发足细胞损伤"导致肾脏病发生(

#!

)

* 足细胞

内自噬调节过程复杂"细胞的自噬活性变化大多都与

1*KQ

相 关(

#&

"

#;

)

* 肾 素 "血 管 紧 张 素 系 统

$

3.B?B

#

>BC?50.BH?B HDH0.1

"

QU-

%抑制剂以及免疫

抑制剂"是治疗慢性肾小球肾炎'肾病综合征等的主要

推荐用药"大量机制研究也表明"

NQ=

'

*,-*

可以修

复损伤足细胞(

#9

"

#$

)

*

QUN

产自链霉菌"研究表明"

QUN

作为新型天然大环内酯类免疫抑制剂"可抑制

NU8

足细胞模型内
1*KQ

活性"调节下游通路降低

N

#

:"-<Y

的表达"上调自噬水平"帮助足细胞从损伤

中恢复(

#%

)

* 本研究采用
*,-*

'

NQ=

'

QUN

等与中药

复方含药血清对照"探讨
(RST

的治疗作用及可能的

机制*

本研究发现"

(RST

'

NQ=

'

*,-*

'

QUN

均对损伤

足细胞有一定保护和修复作用"其中
(RST

高剂量组

优于中'低剂量组*

(RST

可增加损伤足细胞结构功

能蛋白
8./A3?B

和电荷蛋白
N5O5I>6DP?B

的表达"维

持损伤足细胞结构形态的完整"改善因标志蛋白缺失

导致的足突融合'消失"修复肾小球滤过屏障的损伤*

同时抑制
1*KQ

的活化"减少
1*KQ

诱导的
N

#

N:"-<Y

'

N

#

;=[N#

合成"恢复
V'&

#

"

表达"进而恢

复细胞自噬水平*

(RST

是西苑医院余仁欢教授自拟

方"由防己黄芪汤化裁"临床疗效显著(

:

"

$

)

* 方中生黄

芪补肺健脾"可行于气分及肌表&汉防己辛散苦泄"清

热祛风"善走下且泄下焦州都之湿热&炒白术'生薏苡

仁'茯苓健脾除湿益燥"和中益气"既可助黄芪健脾固

表"又可助防己除湿利水&荷叶与紫苏叶配伍"达舒展

阳气'疏理气机以散阴火之效* 诸药相配"可起到改善

脾运化功能'补益气血'祛除湿邪'调和经络的作用*

现代药理研究表明"黄芪可以改善全身免疫功能"抗氧

化'防衰老'提高机体应激能力'促进体内蛋白质代

谢(

!"

)

* 付荣国等(

!#

)研究表明"黄芪可通过影响
[I6

#

!

相关信号通路"影响细胞凋亡"减少肾损伤* 此外"防

己含有汉防己甲素"现代药理证明汉防己甲素$

*.0

#

3>BO3?B.

"

*=*

%属钙离子拮抗剂"既可以调节免疫机

能"抑制炎症反应"抗纤维化"拮抗链霉素诱导的肾毒

性"还具有增加肾小球内血流量"改善肾脏供血情况的

作用(

!!

)

*

本研究通过探讨
(RST

对损伤足细胞影响作

用"验证了
(RST

临床可缓解蛋白尿的疗效作用"并

进一步深入挖掘了其临床疗效的细胞层面作用机制

及其实验理论基础* 本实验研究并未涉及多数特异

性蛋白"所研究的
1*KQ

相关下游通路"仅是自噬相

关通路的一部分"并未涉及细胞特异蛋白相关

1Q8U

表达领域"

(RST

的作用机制仍需进一步深

入全面探索*

利益冲突#本实验中使用药物均出自课题经费"无

其他药商及机构赞助"不存在利益冲突*
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!中西医结合心脑血管病杂志"第三届编委会在哈尔滨隆重召开

!"#$

年
$

月
#"

(

##

日")中西医结合心脑血管病杂志* 第三届编委会在冰城哈尔滨隆重召开"黑龙江珍宝岛药

业承办本次会议& 中国科学院院士%)中西医结合心脑血管病杂志*名誉总编陈可冀院士%)中西医结合心脑血管病杂

志*总编辑吴宗贵教授%副总编辑范维琥教授%张敏州教授"编委史载祥教授%张文高教授%史大卓教授%高长玉教授%王

裕颐教授%牛争平教授%曹晓岚教授%顼宝玉等)中西医结合心脑血管病杂志*编委会全体成员参加本次会议&

$

月
#"

日"以+中西合璧"医药携手"共护心脑,为主题的)中西医结合心脑血管病杂志*创刊
#<

周年庆典在哈尔

滨召开& 庆典中)中西医结合心脑血管病杂志*总编吴宗贵教授致欢迎辞"回顾创刊历程"自
!""&

年创刊以来"在陈

可冀院士的带领下及编委会成员的共同努力下")中西医结合心脑血管病杂志*一天天健康成长"杂志的影响力逐年提

高"

!""<

年入选中国科技核心期刊"学术期刊的专业化水平及学科影响力稳步提升"学术期刊的导向性%指导性得到

广泛的赞誉和认可& 对此期间所有编委及编辑部同志的不懈努力及辛勤付出表示感谢&

在杂志创刊
#<

周年之际"陈可冀名誉总编亲笔题词+高品质学术期刊导向"再接再厉,"对杂志今后的发展寄予厚

望"亲自将这份谆谆厚爱和对今后发展的殷切希望转交吴宗贵主委& 同时举行庆祝仪式"编委会全体成员共同庆祝杂

志创刊
#<

周年&

$

月
##

日")中西医结合心脑血管病杂志*第三届编委会在黑龙江珍宝岛药业会议室召开"会议由吴宗贵总编主

持& 首先"由编辑部主任贾林山对近年来)中西结合心脑血管病杂志*工作情况进行汇报"随后"各位编委依次发表意

见"讨论在互联网%新媒体融合下如何提高期刊影响力等及未来发展方向和改进措施"并确定第三届编委人员名单"陈

可冀院士对杂志取得的成绩予以肯定"同时吴宗贵总编希望广大编委推荐有潜力的青年编委"为杂志注入新鲜的血

液"把)中西医结合心脑血管病杂志*办得更好"为中西医结合事业发展做出更大贡献&

#贾林山$整理$


