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!基础研究!

肾元颗粒含药血清对高糖诱导人肾小管上皮 "间充质

细胞转分化中
I4/.E/GJKJL#GJKJ!

信号途径的影响

陈$立#

"

!

$王小琴%

$袁$军%

$詹理睿#

$万亚琴#

摘要$目的$探讨高糖诱导人肾小管上皮细胞#

MI

#

!

$上皮 "间充质细胞转分化过程中
I4/.E/GJK

#

JL#GJKJ!

信号转导途径的表达及肾元颗粒含药血清的干预作用% 方法$

%"

只
*?N.>2

大鼠采用随机数字

表法分为空白组&肾元颗粒组及厄贝沙坦组"每组
#"

只"灌胃
8

天后门静脉取血% 采用
&&I

#

$

法测定细胞

增殖率以确定大鼠血清加入浓度"以
OFM

法检测含药血清对
MI

#

!

细胞的毒性作用% 以高糖#

%" ==/4GO

$

诱导
MI

#

!

细胞上皮 "间充质细胞转分化建立模型"分为正常组&模型组&高渗对照组&肾元颗粒组&厄贝沙

坦组及
<LI

阻断剂组% 免疫荧光检测
I4/.E/

及
JKJ!

的表达"

*1N.12A 04/.

及
L)

#

P&L

检测
I4/.E/

&

JKJ!

&

<

#

&>QE12?A

&

!

#

R+S

&

J6

&

&/44B1A "

蛋白及
=L6S

表达水平"

*1N.12A 04/.

分析各组细胞
<LI

及

磷酸化
<LI

#

T

#

<LI

$水平% 结果$

&&I

#

$

法结果显示大鼠空白血清培养
MI

#

!

细胞最佳浓度为
!"U

%

OFM

结果显示"与
#"U

胎牛血清比较"肾元颗粒含药血清&厄贝沙坦含药血清对细胞
OFM

活性的影响差异

无统计学意义#

P V "

!

"7

$% 与正常组比较"模型组
I4/.E/

&

<

#

&>QE12?A

蛋白及
=L6S

表达降低#

P W

"

!

"7

$"

JKJ!

&

!

#

R+S

&

J6

&

&/44B1A "

蛋白及
=L6S

表达增高#

P W "

!

"7

$"

T

#

<LI

水平显著增高#

P W

"

!

"7

$% 与模型组比较"肾元颗粒组
I4/.E/

&

<

#

&>QE12?A

蛋白及
=L6S

表达显著增高#

P W"

!

"7

$"

JKJ!

&

!

#

R+S

&

J6

&

&/44B1A "

蛋白及
=L6S

表达显著降低#

P W"

!

"7

$"

T

#

<LI

水平显著降低#

P W"

!

"7

$% 结论

肾元颗粒含药血清能改善高糖诱导的人肾小管上皮细胞转分化"其作用机制可能与调节
I4/.E/GJKJL#G

JKJ!

信号通路有关%

关键词$肾元颗粒' 肾小管上皮细胞'

I4/.E/GJKJL#GJKJ!

信号转导途径

<XX1-. /X RE1AYZ>A K2>AZ41 &/A.>?A?AB R12Z= /A I4/.E/GJKJL#GJKJ! R?BA>4?AB P>.E@>Y /X M?BE

K4Z-/N1 (AQZ-1Q L1A>4 )Z0Z4>2 <T?.E14?>4 &144 )2>ANQ?XX121A.?>.?/A

$

&M<6 O?

#

!

!

!

*S6K [?>/

#

\?A

%

]^S6 HZA

%

!

_MS6 O?

#

2Z?

#

!

>AQ *S6 ]>

#

\?A

#

$

# &4?A?->4 &/441B1 /X &E?A1N1 +1Q?-?A1

!

MZ01? ^A?`12N?.Y

/X &E?A1N1 +1Q?-?A1

!

*ZE>A

$

:%"";#

%&

! )&+ F1T>2.=1A. /X [?>ABY>AB &1A.2>4 M/NT?.>4

!

SXX?4?>.1Q M/N

#

T?.>4 /X MZ01? ^A?`12N?.Y /X S2.N >AQ R-?1A-1

!

MZ01?

$

::#"!#

%&

% F1T>2.=1A. /X 61TE2/4/BY

!

MZ01? P2/

#

`?A-?>4 M/NT?.>4 /X )&+

!

*ZE>A

$

:%"";#

%

SaR)LS&)

$

,0H1-.?`1

$

)/ /0N12`1 .E1 1CT21NN?/A /X I4/.E/GJKJL#GJKJ! >AQ .E1 1XX1-.N /X RE1

#

AYZ>A K2>AZ41 -/A.>?A?AB N12Z= /A I4/.E/GJKJL#GJKJ! N?BA>4?AB T>.E@>Y ?A E?BE B4Z-/N1 ?AQZ-1Q 21A>4

.Z0Z4>2 1T?.E14?>4 -144 .2>ANQ?XX121A.?>.?/A5 +1.E/QN

$

)/.>44Y %" *?N.>2 2>.N @121 2>AQ/=4Y Q?`?Q1Q ?A./

.E211 B2/ZTN

!

?5 15

!

.E1 04>Ab -/A.2/4 B2/ZT

!

RE1AYZ>A B2>AZ41 B2/ZT >AQ ?201N>2.>A B2/ZT

!

#" ?A 1>-E

B2/ZT5 SX.12 8

#

Q>Y B>N.2/B>`>B1 `?> T/2.>4 `1?A 04//Q

!

2>.N @121 N>-2?X?-1Q >AQ .E1?2 N12Z= N>=T41N @121

-/441-.1Q5 (A .E1 T21 1CT12?=1A.

!

.E1 T2/4?X12>.?/A /X MI

#

! -144N @>N Q1.12=?A1Q 0Y &&I

#

$ >NN>Y ./ Q1.12

#

=?A1 .E1 /T.?=>4 2>. N12Z= -/A-1A.2>.?/A

!

>AQ .E1 OFM =1.E/Q @>N ZN1Q ./ Q1.1-. .E1 ./C?- 1XX1-.N /X

Q2ZB

#

-/A.>?A?AB N12Z= /A MI

#

! -144N 5 )E1A

!

MI

#

! -144N @121 ?AQZ-1Q 1T?.E14?>4 =1N1A-EY=>4 .2>ANQ?XX12

#
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#"

1A.?>.?/A 0Y E?BE B4Z-/N1

$

%" ==/4GO

%!

>AQ Q?`?Q1Q ?A./ A/2=>4 B2/ZT

!

=/Q14 B2/ZT

!

EYT12./A?- -/A.2/4

B2/ZT

!

RE1AYZ>A B2>AZ41 B2/ZT

!

?201N>2.>A B2/ZT >AQ <LI ?AE?0?./2 B2/ZT5 SX.12 :$ E/Z2N /X ?A.12`1A.?/A

?A 1>-E B2/ZT

!

I4/.E/ >AQ JKJ! @121 Q1.1-.1Q 0Y ?==ZA/X4Z/21N-1A-1

!

I4/.E/

!

JKJ!

!

<

#

&>QE12?A

!

!

#

R+S

!

J6

!

&/44B1A " T2/.1?A >AQ ?.N =L6S @121 Q1.1-.1Q 0Y *1N.12A 04/. >AQ L)

!

P&L 21NT1-.?`14Y

!

@E?41 <LI >AQ T

!

<LI 41`14N ?A 1>-E B2/ZT @121 >A>4Yc1Q 0Y *1N.12A 04/. =1.E/Q ?AQ?`?QZ>44Y 5 L1NZ4.N

&&I

!

$ 21NZ4. NE/@1Q .E>. .E1 01N. -/A-1A.2>.?/A /X MI

!

! -144N -Z4.Z21Q ?A 04>Ab N12Z= /X 2>.N @>N !"U5

OFM 21NZ4. NE/@1Q .E>. .E121 @>N A/ N?BA?X?->A. Q?XX121A-1 ?A .E1 1XX1-. /X RE1AYZ>A B2>AZ41 -/A.>?A?AB

N12Z= >AQ ?201N>2.>A -/A.>?A?AB N12Z= /A OFM >-.?`?.Y -/=T>21Q @?.E #"U JaR

$

P V"

!

"7

%

5&/=T>21Q

@?.E .E1 A/2=>4 B2/ZT

!

0/.E .E1 T2/.1?A >AQ .E1 =L6S 1CT21NN?/AN /X I4/.E/

!

<

!

&>QE12?A ?A =/Q14 B2/ZT

@121 N?BA?X?->A.4Y Q1-21>N1Q

$

P W"

!

"7

%!

@E?41 .E1 1CT21NN?/A /X T

!

<LI

!

JKJ!

!

!

!

R+S

!

J6

!

&/44B1A" @121

N?BA?X?->A.4Y 1AE>A-1Q

$

P W"

!

"7

%

5 &/=T>21Q @?.E .E1 =/Q14 B2/ZT

!

0/.E .E1 T2/.1?A >AQ .E1 =L6S 1C

!

T21NN?/AN /X I4/.E/

!

<

!

&>QE12?A T2/.1?A ?A RE1AYZ>A B2>AZ41 B2/ZT @121 N?BA?X?->A.4Y 1AE>A-1Q

$

P W

"

!

"7

%!

@E?41 .E1 1CT21NN?/A /X T

!

<LI

!

JKJ!

!

!

!

R+S

!

J6

!

&/44B1A" @121 N?BA?X?->A.4Y Q1-21>N1Q

$

P W

"

!

"7

%

5 &/A-4ZN?/A

$

RE1AYZ>A B2>AZ41 -/A.>?A?AB N12Z= -/Z4Q ?AE?0?. <+) /X MI

!

! -144N ?AQZ-1Q 0Y E?BE

B4Z-/N1

!

>AQ ?.N =1-E>A?N= =?BE. 01 >NN/-?>.1Q @?.E 21BZ4>.?AB I4/.E/GJKJL#GJKJ! N?BA>4?AB T>.E@>Y5

I<]*,LFR

$

RE1AYZ>A B2>AZ41

&

21A>4 .Z0Z4>2 1T?.E14?>4 -144N

&

I4/.E/GJKJL#GJKJ! N?BA>4?AB T>.E@>Y

$$随着我国糖尿病发病率的不断上升!糖尿病肾病

$

Q?>01.?- A1TE2/T>.EY

!

F6

%已成为导致终末期肾

病$

1AQ

#

N.>B1 21A>4 Q?N1>N1

!

<RLF

%的主要病因之

一'

#

(

) 在过去数十年内!肾素血管紧张素系统$

21A?A

#

>AB?/.1AN?A NYN.1=

!

LSR

%阻断剂的肾脏保护*抗

蛋白尿*抗高血压的治疗效应不足以阻止
F6

向

<RLF

进展!这迫使临床工作者们重新认识
F6

的发

病机制'

!

(

) 近年来的研究发现肾小管间质损害是糖

尿病引发的众多事件链中的重要环节!其发生机制与

肾小管上皮细胞发生上皮 "间充质细胞转分化$

1T?

#

.E14?>4

#

=1N1A-EY=>4 .2>AN?.?/A

!

<+)

% 密 切

相关'

%

(

)

I4/.E/

是目前公认的抗衰老基因!在肾脏主要表

达于远端肾小管'

:

(

!其具有多种生物学功能'

7

(

) 新近

研究发现在肾小管上皮细胞
I4/.E/

通过与致纤维化

因子成纤维细胞生长因子
!

$

0>N?- X?02/04>N. B2/@.E

X>-./2 !

!

JKJ!

%竞争性结合成纤维细胞生长因子受

体
#&

$

X?02/04>N. B2/@.E X>-./2 21-1T./2

!

JKJL#

%

从而抑制旁分泌因子
JKJ!

的信号表达!进一步调节

胞外信号调节激酶$

1C-144Z4>2 N?BA>4 21BZ4>.?/A b?

#

A>N1

!

<LI

% 介导的相关靶基因转录! 最 终 抑

制
<+)

'

;

!

8

(

)

基于糖尿病肾病脾肾亏虚!浊邪内蕴的病机!笔者

采用温补脾肾*通腑泻浊中药制剂肾元颗粒$原名肾

安颗粒%治疗
F6

) 前期研究表明!该制剂能上调
F6

小鼠肾组织
I4/.E/

表达*降低血清
JKJ!%

浓度*改善

钙磷代谢!同时观察到肾小管间质纤维化也得到改

善'

$

(

) 那么!

F6

小管间质纤维化的发生机制及肾元

颗粒的干预作用是否与
I4/.E/GJKJL#GJKJ!

信号转

导有关呢+ 为证实这一假设!通过体外实验探讨高糖

环境下人肾小管上皮细胞中
I4/.E/

以及
JKJ!GJK

#

JL#

信号途径中各因子的表达情况!并采用肾元颗粒

含药血清进行干预!分析该信号通路中各因子的变化!

从肾小管上皮细胞
<+)

角度探索肾元颗粒改善
F6

的分子机制)

材料与方法

#

$动物$

RPJ

级
*?N.>2

大鼠
%"

只!雌雄各半!

体重$

!""

%

!"

%

B

!购自湖北省实验动物研究中心!动

物生产许可证号#

R&[I

$鄂%

!"#7

"

""#$

&大鼠饲养

于湖北中医药大学
RPJ

动物实验室!动物饲养许可证

号#

R][I

$鄂%

!"#!

"

"";$

)

!

$细胞$人源性肾小管上皮细胞系$

MI

#

!

%来

源于中国典型培养物保藏中心!编号#

R&RP

#

7##

)

%

$实验药物$肾元颗粒$由黄芪
# """ B

*淫羊

藿
7"" B

*酒大黄
%%% B

加工而成%!湖北省中医院院

内制剂!批号#鄂药制字
_!""8"!"9

) 厄贝沙坦分散

片购于湖北省中医院西药房!

"

!

#7 BG

片!赛诺菲$杭

州%制药有限公司!生产批号#

M!""%"%%$

"

%%9

)

:

$主要试剂及仪器$

F+<+GJ#!

培养基*胎牛

血清 $美国
K?0-/

公司%&

PF9$"97

阻断剂 $美国

R1441-b

公司%&羊抗
I4/.E/

抗体$美国
R>A.>

公司%&

兔抗成纤维细胞生长因子
!

抗体$美国
R>A.>

公司%&

兔抗细胞外信号调节激酶抗体$美国
&R)

公司%&兔

抗磷酸化细胞外信号调节激酶抗体 $美国
&R)

公

司%&鼠抗钙黏附蛋白
<

$

<

#

&>QE12?A

%抗体 $美国
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#"

"!"!&$"

&R)

公司%&兔抗
!

#平滑肌肌动蛋白$

!

#

R+S

%抗体

$天德悦生物科技有限责任公司%&兔抗纤维连接蛋白

$

X?02/A1-.?A

!

J6

%抗体$英国
S0->=

公司%&兔抗
"

型胶原$

&/44B1A"

%抗体$武汉三鹰生物技术有限公

司%&兔抗
KSPFM

抗体$英国
>0->=

公司%&

MLP

标

记山羊抗兔
(BK

$武汉阿斯本生物技术有限公司%&

MLP

标记山羊抗小鼠
(BK

$武汉阿斯本生物技术有限

公司%&

&&I

#

$

检测试剂盒$碧云天生物技术有限公

司!货号#

&""%$

%&

OFM

试剂盒$南京建成生物工程研

究所!货号
S"!"

"

!

%)

)2?c/4 L1>B1A.

$厂家为
(A

#

`?.2/B1A

!货号#

#779;

"

"!;

%&

P2?=1R-2?T. L) 21>

#

B1A. I?. @?.E BF6S <2>N12

$厂家为
)>I>L>

!货号#

LL":8S

%&

R]aL P21=?C <C )>\

$厂家为
)>I>L>

!

货号#

LL:!"S

%

超净工作台
R*

#

&'

#

#JF

$苏净安泰公司%&恒温

细胞培养箱
R&,;*<

$美国
RM<O OSa

公司%&酶标

检测仪
FL

#

!""aN

$中国
F?>.1b

公司%&电泳仪
F]]

#

;&

*转移电泳仪槽
F]&_

#

:"F

*垂直电泳槽
F]&_

#

!:F6

$北京市六一仪器厂%&扫描仪
O?F<##"

$日本

&>A/A

公司%&

R.1T,A1 L1>4

#

)?=1 P&L

仪 $美国

O?X1 .1-EA/4/B?1N

公司%)

7

$

MI

#

!

细胞培养$

MI

#

!

复苏后用含
#"U

胎

牛血清的
F+<+GJ#!

培养液悬浮接种!置于
%8

&*

7U &,

!

细胞培养箱中培养! 当细胞融合度达
$"U

时!用
"

!

!7U

胰蛋白酶消化!按
#

'

%

比例传代培养!取

!

(

8

代细胞用于实验)

;

$含药血清制备$

RPJ

级
*?N.>2

大鼠适应性

喂养
%

天后!根据随机数字表法分为空白组
#"

只*

肾元颗粒组
#"

只*厄贝沙坦组
#"

只!每组雌雄各

半) 肾元颗粒以蒸馏水充分溶散溶为混悬液!按

;" bB

成人剂量
%" BG

天!大鼠体表系数
;

!

#8

换算!

经计算以
%

!

"$7 BG

$

bB

"

Q

%为大鼠标准剂量灌胃)

厄贝沙坦以蒸馏水充分溶散溶为混悬液!按
;" bB

成人剂量
"

!

#7 BGQ

!大鼠体表系数
;

!

#8

换算!经计

算以
"

!

"#7:!7 BG

$

bB

"

Q

%为大鼠标准剂量灌胃)

空白组每天灌胃等体积蒸馏水) 每天灌胃
!

次!连

续
8

天!在第
8

天第
#

次灌药后禁食不禁水!第
!

次

给药
# E

后!予
#"U

水合氯醛麻醉!

% =?A

后经腹主

动脉采血) 静置
%" =?A

后!

# """ 2 G=?A

!离心

#" =?A

!取上清液!同组血清混合后再次离心

#" =?A

!取上清液!经
"

!

!! #=/4GO

滤膜滤过!

7;

&

水浴灭活补体
%" =?A

!于超净工作台分装!置于 "

!"

&冰箱冻存)

8

$

&&I

#

$

法确定大鼠血清加入浓度$用含

#"U

胎牛血清的培养液将
#

)

#"

7个
G=O

的细胞悬液

按
#" """

细胞
G

孔接种于
9;

孔培养板!每孔
#"" #O

!

待细胞贴壁达
8"U d$"U

融合后吸弃培养液!用无血

清的培养液同步化细胞
!: E

!使细胞处于
K"

期!然后

分别加入含
7U

*

#"U

*

#7U

*

!"U

*

!7U

*

%"U

空白大

鼠血清和
#"U

胎牛血清的培养液) 调零孔不加细胞!

只加
#"" #O

培养液$每个浓度的样本设
7

个重复%)

继续培养
:$ E

后所有孔中加入
#"

9

#O &&I

#

$

溶液!

培养箱中孵育
: E

!使用酶标仪测定
:7" A=

光吸收

值!以溶剂处理的细胞为对照组!不含细胞的培养基为

空白组!按公式计算各组增殖率) 增殖率$

U

% *$对

照组"实验组%

G

$对照组 "空白组% )

#""U

) 选取与

#"U

胎牛血清最接近的最高浓度为实验时大鼠血清

加入浓度)

$

$

OFM

法检测含药血清对
MI

#

!

细胞的毒性作

用$细胞培养及传培养板同步骤
8

) 然后根据
8

的实

验结果分为#

#"U

胎牛血清组&

!"U

空白大鼠血清&

!"U

肾元颗粒含药血清&

!"U

厄贝沙坦含药血清) 继

续培养
:$ E

后!吸取细胞培养上清液!然后按照
OFM

试剂盒说明书进行操作) 用酶标仪于
:7" A=

处测定

吸光度值) 按
OFM

活性$

^GO

%

e

'$测定
,F

值 "对

照
,F

值%

G

$标准
,F

值 "空白
,F

值%( )标准品浓

度)

# """

计算乳酸脱氢酶活性)

9

$检测指标及方法

9

!

#

$实验分组$传板待细胞融合
8"U d

$"U

后!采用无血清培养液同步化细胞
!: E

!根据

;

所确定的大鼠血清加入浓度将细胞分为以下
;

组#正常组$含
!"U

大鼠空白血清的培养液% &模型

组$含
!"U

大鼠空白血清的培养液!

F

#葡萄糖浓度

调至
%" ==/4GO

% &高渗对照组#$含
!"U

大鼠空白

血清的培养液!

F

#甘露醇
!" ==/4GO

及
F

#葡萄糖

浓度
#" ==/4GO

% &肾元颗粒组$含
!"U

大鼠肾元

含 药 血 清 的 培 养 液!

F

#葡 萄 糖 浓 度 调 至

%" ==/4GO

% &厄贝沙坦组$含
!"U

大鼠厄贝沙坦

含药血清的培养液!

F

#葡萄糖浓度调至
%" ==/4GO

%&

<LI

阻断剂组$用含
!" #=/4GO

的
PF9$"97

阻断剂的

培养液预处理细胞
%" =?A

后再以含
!"U

大鼠空白血

清的培养液继续培养
:$ E

!

F

#葡萄糖浓度调至

%" ==/4GO

%)各组细胞采用相应干预
:$ E

后进行后续

指标检测)

9

!

!

$免疫荧光检测
MI

#

!

细胞中
I4/.E/

及

JKJ!

的表达$将
#

)

#"

7个
G=O

的细胞悬液在细胞室

内接种于装有无菌盖玻片的
;

孔板!每孔
! =O

!待细

胞融合
8"U d$"U

后!采用无血清培养液同步化细



"!"!'$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

胞
!: E

!然后按实验分组更换为相应培养基继续培

养
:$ E

) 固定!打孔!漂洗!封闭!滴加用
7U aRS

稀释好的山羊多克隆
I4/.E/

抗体和兔多克隆
JKJ!

抗体覆盖细胞!平放于湿盒内
:

&孵育过夜) 滴加

&]%

标记的兔抗山羊荧光二抗和山羊抗兔荧光二抗

覆盖细胞!室温孵育
7" =?A

) 滴加
7" d #"" #O

FSP(

染液!室温孵育
7 =?A

) 将切片放入
PaR

中洗

%

次!每次
7 =?A

) 滴加适量的抗荧光淬灭剂于细胞

上!盖玻片封片!荧光显微镜下观察!目的呈红色!核

呈蓝色)

9

!

%

$逆转录#聚合酶链反应 $

L)

#

P&L

% 检测

I4/.E/

*

JKJ!

*

<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

=L6S

表达$根据
K1Aa>Ab

数据库中公开发表的

基因序列!采用
P2?=12 <CT21NN

引物设计软件设计

I4/.E/

*

JKJ!

*

<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

引物$引物序列见表
#

%!引物由
(A`?.2/B1A a?/.1-E

#

A/4/BY &/5

!

O)F

中国公司合成) 各组细胞分别刺激

:$ E

后!收集细胞按
L6S

抽提试剂盒说明提取细胞

总
L6S

!按逆转录试剂盒说明逆转录成
-F6S

!再以

此
-F6S

为模板按
P&L

试剂盒说明进行实时
P&L

反应) 反应程序如下#

97

&预变性
# =?A

!

97

&变性

#7 N

!

7$

&退火
!" N

!

8!

&延伸
:7 N

!共
:"

个循环)

目的基因
=L6S

相对表达量
e!

"$目的基因
&.

#

KSPFM &.

%

)

#"

%

!其中
&.

代表循环阈值) 在整个过程中收集荧

光!各荧光曲线与基线的交叉点即为
&.

值!先分别获

得样本基因和参照基因的
&.

值!后计算处理组样本基

因相对于对照组样本基因的量)

表
#

$目的基因引物序列及其扩增引物大小

引物名称 引物序列
引物长度

$

0T

%

KSPFM

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

KK)&KKSK)&SS&KKS)))K

#

%

+

7

+#

KKSSKS)KK)KS)KKKS)))&

#

%

+

!#$

I4/.E/

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

S&&S&))&SKKKS))S&K&K

#

%

+

7

+#

SK&))SKKK&SS)KKS&S&&

#

%

+

!7$

JKJ!

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

SSKSK&KS&&&)&S&S)&SSK

#

%

+

7

+#

)))&SK)K&&S&S)S&&SS&)K

#

%

+

!!!

<

#

&>QE12?A

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

KS&S&)KK)K&&S)))&&S&

#

%

+

7

+#

SK))&KSKK))&)KK)S)KKK

#

%

+

#$;

!

#

R+S

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

&)S)K&&)&)KKS&K&S&SS&

#

%

+

7

+#

&&&S)&SKK&SS&)&K)SS&)&

#

%

+

%#"

&/44B1A"

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

&SKK)KSKS)S&))KK&&S)K)

#

%

+

7

+#

SSSS&))SSK&&&S)))K)&&&

#

%

+

#98

J6

J/2@>2Q

L1`12N1

7

+#

&K&&KSS)K)SKKS&SSKSSK

#

%

+

7

+#

SSK&S&KSK)&S)&&K)SKK))

#

%

+

!9$

9

!

:

$ 蛋白质印迹法 $

*1N.12A 04/.

% 检测

I4/.E/

*

JKJ!

*

<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

*

<LI

及
T

#

<LI

蛋白表达$各组细胞按
9

!

#

步骤分组

干预
:$ E

后!收集细胞以免疫印迹法检测各组细胞目

的蛋白的表达情况) 采用
a&S

法测定蛋白浓度!根据

蛋白浓度以
:" #BG

孔上样!十二烷基硫酸钠"聚丙烯酰

胺凝胶电泳!采用电转法将蛋白从凝胶中转移到
P3FJ

膜上!

7U

脱脂牛奶封闭液室温下封闭
# E

) 然后分别与

I4/.E/

$

#

'

7""

%*

JKJ!

$

#

'

7""

%*

<LI

$

#

'

! """

%*

T

#

<LI

$

#

'

# """

%*

<

#

&>QE12?A

$

#

'

# """

%*

!

#

R+S

$

#

'

7 """

%*

J6

$

#

'

7""

%*

&/44B1A"

$

#

'

# """

%*

KSP

#

FM

$

#

'

#" """

%

:

& 孵育过夜!加入辣根过氧化物酶

标记的第二抗体室温孵育
# E

!充分洗涤后
P3FJ

膜

用电化学发光试剂盒处理并在暗室显影)

S4TE>

<>N1 J&

软件处理系统分析目标带的光密度值) 以

各样品目的蛋白的光密度值与
KSFPM

的比值计算各

条带的相对灰度值)

#"

$统计学方法$采用
RPRR #8

!

"

统计软件进

行数据分析!计量资料以
C

%

N

表示!多组间比较用单

因素方差分析! 两两比较用
ORF

法!

P W "

!

"7

为差

异有统计学意义)

结$$果

#

$大鼠血清加入浓度结果比较$表
!

%$

#"U

*

#7U

*

!"U

空白大鼠血清组增殖率与
#"U

胎牛血清

组比较!差异无统计学意义$

P V"

!

"7

%&

7U

空白大鼠

血清组增殖率显著低于
#"U

胎牛血清组$

P W"

!

"7

%&

!7U

*

%"U

空白大鼠血清组细胞增殖率显著高于

#"U

胎牛血清组$

P W"

!

"7

%) 故后续试验选择
!"U

大鼠血清为实验终浓度)

表
!

$不同浓度大鼠血清对
MI

#

!

细胞增殖率的

影响$$

U

!

C

%

N

%

组别
A

增殖率

#"U

胎牛血清
% !

,

!$9

%

"

,

"!;

7U

空白大鼠血清
%

!

,

"$!

%

"

,

"8;

!

#"U

空白大鼠血清
% !

,

%#!

%

"

,

"7%

#7U

空白大鼠血清
% !

,

%#8

%

"

,

"%"

!"U

空白大鼠血清
% !

,

%#7

%

"

,

"!;

!7U

空白大鼠血清
%

!

,

%9:

%

"

,

"%8

!

%"U

空白大鼠血清
%

!

,

:;8

%

"

,

":9

!

J !"

,

!":

$$注#与
#"U

胎牛血清组比较!

!

P W"

!

"7

!

$含药血清对
MI

#

!

细胞的毒性检测结果比较

$表
%

%$与
#"U

胎牛血清组比较!

!"U

空白大鼠血

清*

!"U

大鼠肾元颗粒含药血清*

!"U

大鼠厄贝沙坦

含药血清对细胞
OFM

活性的影响差异无统计学意义

$

P V"

!

"7

%)



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!
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!

3/45 %$

!
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!

#"

"!"!($"

表
%

$含药血清对
MI

#

!

细胞

OFM

活性的影响$$

^GO

!

C

%

N

%

组别
A OFM

活性

#"U

胎牛血清
% ::

,

"##

%

:

,

8"9

!"U

空白大鼠血清
% %9

,

7$%

%

%

,

7!%

!"U

大鼠肾元颗粒含药血清
% ::

,

89!

%

;

,

%;%

!"U

大鼠厄贝沙坦含药血清
% ::

,

7%!

%

8

,

:7%

J "

,

77!

%

$免疫荧光检测各组
MI

#

!

细胞中
I4/.E/

及

JKJ!

的表达$图
#

%$免疫荧光结果显示!空白组及

高渗对照组细胞
I4/.E/

表达丰富!模型组
I4/.E/

表

达极少!而肾元颗粒组*厄贝沙坦组及
<LI

阻断剂组

I4/.E/

表达较模型组显著增高)

JKJ!

在空白组及高

渗对照组中表达较少!在模型组中则显著高表达!肾元

颗粒组*厄贝沙坦组及
<LI

阻断剂组
JKJ!

表达较模

型组显著降低)

:

$各组
I4/.E/

*

JKJ!

*

<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A" =L6S

表达比较$表
:

%$与正常组比较!模

型组
I4/.E/

*

<

#

&>QE12?A =L6S

表达降低!

JKJ!

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A" =L6S

表达升高$

P W"

!

"7

%&与模

型组比较!各组
I4/.E/

*

<

#

&>QE12?A =L6S

表达升高!

JKJ!

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A" =L6S

表达降低$

P W

"

!

"7

%&与肾元颗粒组比较!厄贝沙坦组
I4/.E/

*

<

#

&>Q

#

E12?A =L6S

表达降低!

JKJ!

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

=L6S

表达升高$

P W"

!

"7

%!

<LI

阻断剂组
JKJ!

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A" =L6S

表达降低$

P W"

!

"7

%&同时

<LI

阻断剂组
I4/.E/

较厄贝沙坦组升高$

P W"

!

"7

%)

高渗对照组各指标与正常组比较差异无统计学意义$

P V

"

!

"7

%)

7

$各组
I4/.E/

*

JKJ!

*

<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

*

<LI

*

T

#

<LI

蛋白表达比较$表
7

!图

!

%$与正常组比较!模型组
I4/.E/

*

<

#

&>QE12?A

蛋白

表达降低!

JKJ!

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A"

*

T

#

<LI

蛋白

$$注#箭头所指为典型表达处

图
#

$免疫荧光检测各组
MI

#

!

细胞
I4/.E/

及
JKJ!

的表达$$

FSP(

! )

!""

%

表
:

$

L)

#

P&L

检测
<

#

&>QE12?A

*

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A "

*

I4/.E/

*

JKJ! =L6S

的表达$$

A e%

!

C

%

N
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!
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蛋白表达降低$

P W"
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"7

%&同时
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阻断剂组
I4/.E/

较厄贝沙坦组升高!

T
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<LI

蛋白表

达降低 $

P W"

!

"7

%)高渗对照组各指标与正常组比较

差异无统计学意义$

P V"

!

"7

%)

讨$$论

肾小管间质损害是糖尿病引发的众多事件链中的

重要环节!研究表明在
F6

发展的早期!肾小管即开始

出现
<+)

'

9

(

) 目前对于
F6

的治疗除了降糖*降压外

多推荐使用
LSR

阻断剂血管紧张素转化酶抑制剂*

血管紧张素受体阻滞剂类药物!但不容回避的事实是

疗效有限!一旦
F6

患者发展到临床蛋白尿期!病情常

进行性进展最终进入到终末肾脏病期'

#"

!

##

(

) 中医药

在治疗
F6

的长期实践中积累了丰富的经验
5

!因此!

从中医药中寻找能改善
<+)

的药物对防治
F6

极具

意义) 中医学理论中无
<+)

及肾间质纤维化的概念!

根据其症状多将其归属于,虚劳-*,水肿-*,关格-*

,溺毒-等范畴!其病机中医界公认为,本虚标实-!以

肾精亏虚为主!伴实邪潴留)

F6

时肾精亏虚!不能化

生肾气!气虚及阳!阴损及阳!导致肾阳不足!不能温煦

脾气!遂致脾肾两虚) 肾气从阳则开!从阴则阖!肾阳

虚衰!关门不利!水邪日甚!气虚无力行血!则致瘀血内

生!因而于脾肾阳虚基础之上!兼有水湿*瘀血*浊毒之

邪!即脾肾亏虚!浊毒内盛'

#!

(

) 笔者认为该病机理论

与现代研究中的
I4/.E/

*

JKJ!

存在一定的联系!在

F6

发展过程中!

I4/.E/

表达逐渐降低!可以看作微观

层面的肾精亏虚'

#%

(

!而
JKJ!

上升带来的
<+)

等改

变!则可看作是微观层面的实邪积聚!即
IO/.E/

及

JKJ!

可能是
F6

,本虚标实-病机的物质基础)

根据
F6

脾肾亏虚!浊毒内盛之病机!遵.黄帝内

经/,平治于权衡!去宛陈芕-之则!对
F6

治以温补脾

肾*通腑泄浊!创制了肾元颗粒$君以黄芪!臣以淫羊

藿!佐以酒大黄%治疗
F6

*

&LJ

取得了良好的临床疗

效'

#:

(

) 在此基础上!笔者进行了相关动物实验研究!

证实肾元颗粒能降低
F6

模型小鼠蛋白尿!保护肾功

能'

#7

"

#8

(

!新近发现肾元颗粒能上调
F6

小鼠肾组织

I4/.E/

的表达'

$

(

) 因此!笔者推测
F6

时体内具有肾

精属性的
I4/.E/

表达减少!正虚不能胜邪!造成以

JKJ!

为代表的体内,实邪-潴留!从而产生
F6

的各

种病证变化!而肾元颗粒能够通过补益肾精000

I4/.E/

从而与肾脏中
JKJL#

结合减少,实邪-000

JKJ!

与受体的结合进而抑制
<LI

磷酸化改善肾小

管上皮细胞
<+)

'

8

!

#$

(

!达到治疗
F6

的疗效)

实验结果显示!

%" ==/4GO

葡萄糖浓度造模能显

著抑制
MI

#

!

细胞
I4/.E/

蛋白及
=L6S

表达!并显

著促进
JKJ!

过表达!同时通过
*1N.12A 04/.

分析发

现!高糖能促进
MI

#

!

细胞
<LI

磷酸化) 以上结果共

同证实了
MI

#

!

细胞在高糖环境下
I4/.E/

表达下降!

并
JKJ!GJKJL#

信号通路激活) 通过分析
<+)

相关

基因及蛋白表达情况!发现高糖能下调上皮细胞标志

物
<

#

&>QE12?A

的表达!同时促进间充质标志物
!

#

R+S

及细胞外基质
J6

*

&/44B1A "

的表达!说明该模

型在体外实验中能较好的模拟
<+)

过程)

<LI

作为

信号通路上的关键一环!起着承上启下的重要作用!

JKJ!

与
JKJL

结合后引起
<LI

磷酸化增加!然后磷

酸化后的
<LI

将信号转导至细胞核内!在
MI

#

!

细胞

中表现为调节
!

#

R+S

*

J6

及
&/44B1A "

等靶基因的

转录!启动
<+)

) 在实验中!采用
<LI

特异性阻断剂

PF9$"97 !" #=/4GO

预处理细胞
%" =?A

后再以高糖

培养液继续培养
:$ E

!结果发现
<LI

阻断剂组
!

#

R+S

*

J6

及
&/44B1A "

蛋白及
=L6S

表达较模型组

显著下降!而
<

#

&>QE12?A

表达显著上升!从而进一步

证实了
JKJ!GJKJL#

通路与
MI

#

!

肾小管上皮细胞

<+)

密切相关)
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那么在高糖诱导的
MI

#

!

细胞损伤中肾元颗粒能

否起到补益肾精
I4/.E/

!祛除邪浊
JKJ!

!并改善肾小

管上皮细胞
<+)

呢+ 笔者采用血清药理学方法!以肾

元颗粒含药血清干预高糖造模的
MI

#

!

细胞!结果发

现肾元颗粒组
I4/.E/

蛋白及
=L6S

与模型组比较显

著上升!

JKJ!

蛋白及
=L6S

的表达显著下调!

T

#

<LI

蛋白表达水平显著降低!同时
<

#

&>QE12?A

蛋白

及
=L6S

显著上升!

!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A "

蛋白及

=L6S

显著降低) 经统计学分析!肾元颗粒下调
!

#

R+S

*

J6

*

&/44B1A "

表达的程度虽然比
<LI

阻断剂

要低!但显著优于西药对照组厄贝沙坦)

综上所述!本次研究采用体外实验证实了具有肾

精属性的
I4/.E/

基因可调节
JKJ!

介导的高糖诱导

的
MI

#

!

细胞
<+)

过程!从而产生肾脏抗纤维化的作

用!同时也证明了肾元颗粒能改善
MI

#

!

细胞
<+)

!

其机制与其上调
I4/.E/

的表达从而拮抗
JKJ!GJK

#

JL#

信号通路有关) 此外!本次研究结果也在一定程

度上从分子生物学水平说明了
F6

过程中,正虚-与

,邪实-的内在联系!具有一定的理论创新意义)

利益冲突# 本文无利益冲突)
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