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降压通络方对缺氧诱导的大鼠肾小管上皮细胞 
TGF-β1/Smad 信号通路的影响
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• 基础研究 •

摘要  目的 探讨降压通络方对缺氧诱导的大鼠肾小管上皮（NRK-52E）细胞凋亡的相关分子机制。

方法 制备降压通络方（1.42 g/mL 灌胃大鼠）含药血清和缬沙坦（0.83 mg/mL 灌胃大鼠）含药血清，

采用缺氧诱导大鼠 NRK-52E 细胞凋亡模型，分为 4 组：正常组、模型组、降压通络方组和缬沙坦组。采

用 CCK-8 试剂盒检测细胞活力值，Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率，ELISA 法检测细胞上清

液转化生长因子 β1（TGF-β1）蛋白表达，免疫荧光法检测 TGF-βRⅠ、Smad2/3 蛋白定位，Western 
Blot 法检测 TGF-βRⅠ、Smad2/3 蛋白表达。结果 TGF-βRⅠ、Smad2/3 在 NRK-52E 细胞上广泛表

达。与正常组比较，模型组细胞活力值降低（P<0.01），凋亡率升高（P<0.01），TGF-β1、TGF-βRⅠ、
Smad2/3 表达升高（P<0.01）。与模型组比较，降压通络方组和缬沙坦组细胞活力值升高（P<0.01），凋

亡率降低（P<0.05，P<0.01），TGF-β1、TGF-βRⅠ、Smad2/3 表达降低（P<0.01，P<0.05）。与缬沙

坦组比较，降压通络方组 TGF-β1 表达升高（P<0.05），细胞活力值、凋亡率、TGF-βRⅠ和 Smad2/3
表达比较，差异无统计学意义（P>0.05）。结论 降压通络方能抑制缺氧诱导的 NRK-52E 细胞凋亡，其

作用机制可能是通过抑制 TGF-β1/TGF-βRⅠ/Samd2/3 信号通路而实现。
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ABSTRACT Objective To investigate the molecular mechanism of Jiangya Tongluo Recipe（JYTLR）

on apoptosis of rat renal tubular epithelial（NRK-52E） cells induced by hypoxia. Methods The JYTLR（by 
gastric infusing drug at the dose of 1.42 g/mL to rats） and valsartan（by gastric infusing drug at the dose of 
0.83 mg/mL to rats） containing serums were prepared. The NRK-52E cells apoptosis model was induced by 
hypoxia and divided into four groups：normal group，model group，JYTLR group and valsartan group. CCK-
8 was used to detect the cell viability，Annexin V-FITC/PI Kit was used to detect the apoptosis rate，ELISA 
was used to detect the expression of transforming growth factor β1（TGF-β1）protein in the supernatant，im-
munofluorescence was used to detect the protein localization of TGF-βRⅠ and Smad2/3，and Western Blot 
was used to detect the expression of TGF-βRⅠ and Smad2/3. Results TGF-βRⅠ and Smad2/3 were widely 
expressed in NRK-52E cells. Compared with normal group，the cell viability value of model group decreased 
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高血压肾损害（hypertensive nephrosclerosis，
HN）目前已成为终末期肾脏病（end stage renal 
disease，ESRD）的主要病因之一，仅次于糖尿病

肾病［1］。缺氧在 HN 早期损伤中起主要作用［2］，可

以引起肾小管上皮细胞凋亡［3-6］，激活成纤维细胞及

胶原的产生，引起肾小管萎缩，促进纤维化形成［7，8］。 
同时，成纤维细胞可增加血黏度，引起管腔狭窄造

成肾脏缺血，加重缺氧，这样产生一个闭合回路加

速肾脏向 ESRD 的转变［9］。因此，改善缺氧导致的

肾小管上皮细胞凋亡，对于改善 HN，延缓其进展至

ESRD具有重要意义。转化生长因子β1（transforming 
growth factor β1，TGF-β1）是促进肾脏纤维化进展

的重要介体，是具有促凋亡作用的细胞因子，其表达

水平与 HN 程度密切相关［10］。Smad 蛋白是 TGF-β1 

信号的关键下游介质，既往研究证明，TGF-β1/Smad 
信号通路是 TGF-β1 介导细胞凋亡的重要下游信号转

导途径［11，12］，是促进纤维化形成的重要通路之一。

本课题组前期研究证实，降压通络方可通过改善

自发性高血压大鼠肾脏病理，保护肾功能，改善肾脏

缺血状态［13，14］。为进一步证明其可能的作用机制，

本研究基于 TGF-β1/TGF-βRⅠ/Smad 信号通路，以

大鼠肾小管上皮细胞凋亡为切入点，探讨降压通络方

对缺氧诱导的大鼠肾小管上皮细胞凋亡的影响及可能

的作用机制，为降压通络方治疗 HN 临床应用提供新

的实验依据。

材料与方法

1 动物 60 只清洁级 SD 大鼠，雄性，体重

（200±10）g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，实验动物许可证号：SCXK（京）2012-0001。
饲养于 SPF 动物房内，饲养室温为 22~25 ℃，湿度

为 50%~60%，恒温恒湿，12 h 普光，12 h 黑暗环

境，自由饮水和进食。本研究通过北京中医药大学实

验动物伦理委员会审查（No.BUCM-4-2016090101-
3006）。

2 细胞 大鼠肾小管上皮（NRK-52E）细胞

冻存细胞株，购自中国科学院上海细胞库（批号：

20161104）。
3 药物 降压通络方配方颗粒（北京康仁堂药

业有限公司，珍珠母 30 g 黄芩 12 g 菊花 15 g  
草决明 15 g 丹参 20 g 红花 12 g 等 8 味中药组

成）；缬沙坦胶囊（80 mg/ 粒，北京诺华制药有限 
公司，批号：x1810）。

4 主要试剂及仪器 DMEM 高糖培养基（美

国 HyClone 公司，批号：AD20616263）；PBS 磷酸

盐缓冲液（pH 7.2~7.4，美国 Corning 公司，批号：

25017003）；胎牛血清（FBS，美国 Gibco 公司，批

号：2045677RP）；0.25% 胰蛋白酶（美国 Gibco 公

司，批号：2120539）；Penicillin Streptomycin（双抗，

美 国 Gibco 公 司， 批 号：2076674）；CCK-8 试 剂

盒（上海同仁化学研究所，批号：NV547）；Annexin 
V-FITC/PI Kit/ 凋亡检测试剂盒（北京四正柏生物科

技有限公司，批号：FXP018）；TGF-β1 ELISA 试剂

盒（武汉 Elabscience 公司，批号：E-EL-0162c）；

兔抗 TGF-βRⅠ多克隆抗体（英国 Abcam 公司，批

号：ab31013）；兔抗 Smad2/3 多克隆抗体（英国

Abcam 公司，批号：ab202445）；辣根酶标记山羊

抗兔 IgG（美国 Proteintech 公司，批号：SA00001-
2）；BCA 蛋白定量试剂盒（北京康为世纪公司，批 
号：CW0014）。超净工作台（哈尔滨东联公司，型号：

FLC-3）；倒置相差光学显微镜（日本 Olympus 公司，

型号：CKX41）；恒温 CO2 培养箱（美国 Thermo 
Electron 公司，型号：3111）；冷冻高速离心机（德

国 Eppendorf centrifuge 公司，型号：5810R）；高压

蒸汽灭菌锅（日本 Sanyo 公司，型号：MLS-3020）；

BD 流式细胞仪（美国 BD 公司，型号：C6）；酶标仪

（美国 Bio-Rad 公司，型号：iMark）；正置荧光显微

镜（德国 Leica 公司，型号：DM3000）；蛋白电泳电

转系统（电源、电泳槽、电转槽，美国 Bio-Rad 公司，

型号：mini-PROTEAN）；恒温摇床（中国科学院武

（P<0.01），the apoptosis rate increased（P<0.01），TGF-β1，TGF-βRⅠ，Smad2/3 expression increased（P<0.01）. 
Compared with model group，the cell viability value of JYTLR group and valsartan group increased（P<0.01），
apoptosis rate decreased（P<0.05，P<0.01），the expression of TGF-β1，TGF-βRⅠ and Smad2/3 decreased

（P<0.01，P<0.05）. Compared with valsartan group，TGF-β1 expression increased in JYTLR group（P<0.05），
and there was no significant difference in cell viability，apoptosis rate，TGF-βRⅠ and Smad2/3 expression 

（P>0.05）. Conclusion JYTLR can inhibit the apoptosis of NRK-52E cells induced by hypoxia，and its mecha-
nism may be related to the inhibition of TGF-β1/TGF-βRⅠ/Samd2/3 signaling pathway.

KEYWORDS hypertensive nephrosclerosis；Jiangya Tongluo Recipe；hypoxia；cell apoptosis；TGF-β1/
TGF-βRⅠ/Samd2/3
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汉科学仪器厂，型号：HQ45）；-20 ℃冰箱（青岛海

尔公司，型号：BCD-258WDVMU1）；-80 ℃超低温

冰箱（青岛海尔公司，型号：DW-86L578J）；荧光凝

胶成像系统（FluorChem v6.0.0.14）。
5 动物分组、给药及构建细胞模型方法

5.1 制备大鼠含药血清 将 60 只 SD 大鼠采用

随机数字表法分为空白对照组（n=30）、降压通络方

组（n=15）和缬沙坦组（n=15）。根据《药理实验

方法学》［15］中人与动物用药剂量换算，大鼠的等效

剂量相当于人的 6.25 倍，成年人体重按 60 kg，即

降压通络方配制成 1.42 g/mL 混悬液，缬沙坦配置成 
0.83 mg/mL 混悬液，各组大鼠按体重每 100 g 灌胃

1 mL 计算，空白对照组给予生理盐水灌胃。于每日 
9：00 am. 灌胃 1 次，连续灌胃 1 周，末次给药 2 h 后，

进行麻醉腹主动脉取血。取血后于室温静置 4 h，离

心（4 ℃，3 000 r/min，15 min）、分离血清、水浴

灭活（56 ℃，30 min），静置常温后放入 -20 ℃冰箱

保存以备用。

5.2 构 建 NRK-52E 细 胞 缺 氧 模 型 与 分 组  
NRK-52E 细胞缺氧模型建立参考先前文献方法［16］。

分为如下 4 组：正常组：10% 正常大鼠血清培养基

（89%DMEM 高糖培养基 +1% 双抗），正常培养箱培

养；模型组：10% 正常大鼠血清培养基（89%DMEM
高糖培养基 +1% 双抗），缺氧培养箱培养；降压通络方

组：10% 降压通络方大鼠含药血清培养基（89%DMEM
高糖培养基 +1% 双抗），缺氧培养箱培养；缬沙坦组：

10% 缬沙坦大鼠含药血清培养基（89%DMEM 高糖培

养基 +1% 双抗），缺氧培养箱培养。

6 检测指标及方法

6.1 CCK-8 检 测 细 胞 活 力 值 将 细 胞 以 
5×104 个 /mL 的细胞数接种于 96 孔板，按干预时间

取出相应孔板，弃废液，PBS 冲洗 2 遍，避光下每

孔加入 100 μL 含 10 μL CCK-8 的培养基，37 ℃
孵育 1.5 h 后，在酶标仪 450 nm 波长下测定吸光度

（OD）值。细胞存活率（%）＝各组 OD 值均值 / 正
常组 OD 值均值 ×100%。

6.2 Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率  
用不含 EDTA 的胰酶消化细胞成细胞悬液并离心，

PBS 冲洗 2 遍，用 1x 结合缓冲液重悬细胞至浓度

为 1~5×106 个 /mL，加入 5 μL Annexin V/FITC 混

匀后于室温避光孵育 5 min，加入 10 μL 20 μg/mL 
的碘化丙锭溶液（PI），加入 400 μL PBS，立刻进

行流式检测。每组重复 3 次，计算流式细胞仪检测的

结果，其右上象限为晚期凋亡，右下象限为早期凋亡。

细胞凋亡率（%）= 右上象限凋亡率（%）+右下象限凋

亡率（%）。

6.3 ELISA 法检测细胞上清 TGF-β1 蛋白表达

水平 收集各组细胞上清液后离心，除去杂质及细胞

碎片，取上清液采用 ELISA 检测 TGF-β1 含量，操

作步骤根据 ELISA 试剂盒说明书进行。建立标准曲

线，设置标准品孔和样本孔，分别将样本和各标准品

加入相应孔内，每孔 100 μL。标准孔设 2 个复孔，

样本设 4 个复孔，给酶标板覆膜，37 ℃孵育 90 min，
每孔加洗涤液 350 μL，洗板 3 次，每孔加酶结合物

工作液 100 μL，37 ℃孵育 30 min，洗板 5 次。每

孔加底物溶液 90 μL，酶标板加上覆膜 37 ℃避光孵

育 15 min 左右，当标准孔出现明显梯度时加入终止

液 50 μL 终止反应，混匀后立即用酶标仪在 450 nm
波长测量各孔的 OD 值，根据标准品得出的浓度曲线

计算样本相应浓度。

6.4 免疫荧光法观察细胞 TGF-βRⅠ、Smad2/3
的分布 将细胞接种于 24 孔板中，生长融合至 50%
左右时用 4% 的多聚甲醛固定 15 min，0.5% Triton 
X-100（PBS 配制）通透 20 min，滴加山羊血清，室

温封闭 30 min，加一抗，4 ℃孵育过夜。加荧光二抗，

37 ℃孵育 1 h。滴加 DAPI 避光孵育 5 min，用含抗

荧光淬灭剂的封片液封片，在荧光显微镜下观察采集

图像。

6.5 Western Blot 法检测 TGF-βRⅠ、Smad2/3
蛋白表达水平 收集各组细胞，加入蛋白裂解液，提

取细胞总蛋白。根据 BCA 试剂盒说明书操作，测定

各组蛋白浓度，加入上样缓冲液，变性。蛋白样品

经 10% SDS-PAGE 分离胶、5% SDS-PAGE 浓缩胶

凝胶电泳，转膜 70 min，5% 脱脂牛奶封闭 1 h，加

入相应一抗（兔抗大鼠 TGF-βRⅠ抗体 1∶750、兔

抗大鼠 Smad2/3 抗体 1∶1 000、兔抗大鼠 β-actin
抗体 1∶5 000），4 ℃孵育过夜。TBST 漂洗 5 次， 
加入二抗，放入 PVDF 膜，室温孵育 1 h，扫膜。

7 统计学方法 用 SPSS 20.0 软件进行统计学

分析处理，数据以 x–±s 表示，多样本之间采用单因

素ANOVA 对数据进行分析，同时进行方差齐性检验，

方差齐采用 LSD-t 检验，方差不齐采用 Tamhane-t
检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 降压通络方对缺氧诱导的 NRK-52E 细胞的

存活能力的影响（图 1，表 1） 首先评价了缺氧处理

8、10、12 h 对 NRK-52E 细胞生存能力的影响。与
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正常组比较，模型组细胞活力值均降低（P<0.01），
当缺氧 12 h 时细胞存活率为 49.3%，符合实验预期，

选取 12 h 为造模时间。随后进一步评价了降压通络

方对缺氧12 h处理下NRK-52E细胞生存能力的影响，

缺氧 12 h 时，与正常组比较，模型组细胞活力值降

低（P<0.01）；与模型组比较，降压通络方组和缬沙

坦组细胞活力值升高（P<0.01），两组之间差异无统

计学意义（P>0.05）。

Smad2/3 可见广泛分布于细胞质和细胞核。

5 各组 NRK-52E 细胞 TGF-βRⅠ、Smad2/3
蛋白表达比较（图 5） 与正常组比较，模型组 TGF-
βRⅠ、Smad2/3 蛋白表达升高（P<0.01）；与模型组比 
较，降压通络方组和缬沙坦组 TGF-βRⅠ、Smad2/3
蛋白表达降低（P<0.01，P<0.05）；降压通络方组和

缬沙坦组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

讨  论

高血压早期肾损害临床特征以肾小管功能受损为

注：A 为不同缺氧处理时间 NRK-52E 细胞存活率；B 为不同缺氧

处理时间对 NRK-52E 细胞活力值的影响；与正常组比较，P<0.01

图 1 不同缺氧处理时间 NRK-52E 细胞存活率和活力值比较

B

A

表 1 各组缺氧 12 h 处理对 NRK-52E 细胞活力值的影响

（x–±s）
组别 n OD

正常 4 1.34±0.06

模型 4 0.76±0.03

降压通络方 4 0.84±0.03 △

缬沙坦 4 0.85±0.01 △

注：与正常组比较，P<0.01；与模型组比较，△P<0.01

2 各组细胞凋亡率比较（图 2） 与正常组比较，

模型组细胞凋亡率升高（P<0.01）；与模型组比较，降

压通络方组及缬沙坦组细胞凋亡率明显降低（P<0.05，
P<0.01），两组间差异无统计学意义（P>0.05）。

3 各组细胞上清液 TGF-β1 蛋白表达比较 
（图 3） 与正常组比较，模型组 TGF-β1 蛋白表达明

显升高（P<0.01）；与模型组比较，降压通络方组和

缬沙坦组 TGF-β1 蛋白表达明显降低（P<0.01）；与

缬沙坦组比较，降压通络方组 TGF-β1 蛋白表达升高

（P<0.05）。
4 NRK-52E 细胞中 TGF-βRⅠ、Smad2/3 分布

（图 4） TGF-βRⅠ可见广泛分布于细胞膜和细胞质，

注：与正常组比较，P<0.01；与模型组比较，△P<0.01；与缬沙

坦比较，▲P<0.05

图 3 各组细胞上清液 TGF-β1 蛋白表达比较

△▲
△

注：A 为 Annexin V-FITC/PI 双染法检测各组细胞凋亡率；B 为

各组细胞凋亡率比较分析；与正常组比较，P<0.01；与模型组比较，
△P<0.05，△△P<0.01

图 2 各组细胞凋亡率比较

A

△

△△

B

缬沙坦组 -1/P1降压通络方组 -1/P1

正常组 -1/P1 模型组 -1/P1
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缺血缺氧可通过自由基、线粒体损伤、低氧诱导

因子 -1（hypoxia inducible factor-1，HIF-1）、钙超

载等多种途径导致细胞凋亡，是多种缺血性疾病功能

下降的关键因素。本研究在缺氧环境下培养肾小管上

皮细胞模拟 HN 过程中肾脏缺血缺氧的过程，观察降

压通络方对 NRK-52E 细胞凋亡的影响。结果显示，

缺氧可诱导 NKR-52E 细胞的活力降低、凋亡率升高，

给予降压通络方和缬沙坦干预后，细胞的活力明显升

高、凋亡率明显降低。提示降压通络方能提高细胞活力、

减少细胞凋亡从而对肾小管上皮细胞起到保护作用。

细胞凋亡是受多种因素调控下的程序性死亡，其

中 TGF-β1/Smad 信号通路是 TGF-β1 介导细胞凋

亡的重要的下游信号转导途径之一。当细胞受到刺激

时，细胞表面Ⅰ型受体被胞外激活的 TGF-β1 与细胞

表面Ⅱ型受体的结合物激活，并形成异源复合物，激

活 Smad2、3，激活后的 Smad2、3 与 Smad4 结合

后转运至细胞核，进而与其他转录因子结合，调控各

种靶基因的表达，发挥生物学作用［20，21］。Lin Y 等［22］

研究发现补骨脂素可以通过调节 miR-874 从而抑制

Smad2 蛋白的表达，减弱高糖诱导的肾小管上皮细

胞的损伤，从而减少细胞外基质的沉积，延缓糖尿病

肾病的进程。Cho S 等［23］研究发现 TGF-β1/Smad4
信号通路能够通过调节 Nox4 表达，从而诱导肾小管

上皮细胞凋亡，促进缺氧引起的急性肾损伤。诸如此

类研究均表明，TGF-β1/Smad 信号通路在肾小管上

皮细胞损伤中起着重要的作用。

降压通络方源于郭士魁教授验方降压通脉方，

后经郭维琴教授化裁，秦建国教授在传承的基础上

结合 HN 病机特点创制而成，该方在临床应用起到

了良好的效果［24］。秦建国教授认为肝与 HN 的病

理变化关系密切，病机关键为“肾络瘀损”［25, 26］。 
肾络是肾主水、主封藏等生理功能正常发挥的结构基

础，在病理状态下，部分肾络瘀阻后日久引起该部分

肾络结构的损伤和功能的废用，进而致使其他肾络过

亢而损伤废用，最终肾体受伤，肾气化失司，水饮内

停，溺毒留滞，百病丛生［27］。降压通络方以“平肝

通络”为核心治法，方中珍珠母、菊花、草决明平肝

潜阳，清泄肝热；黄芩清肝泻火；丹参功擅活血化瘀，

红花重在祛瘀以生新，二者共用以活血化瘀通络；诸

药相合，共奏清肝潜阳、祛瘀通络之功。本团队前期

研究已证实该方能够改善 HN 大鼠肾脏缺血性变化，

为进一步探讨该方作用机制及分子途径，本研究以肾

小管上皮细胞凋亡为切入点，构建缺氧诱导的大鼠肾

小管上皮细胞凋亡模型，以降压通络方给药干预，观

注：A1、A2 分别为 TGF-βRⅠ和 Smad2/3 的表达情况（红色）；

B1、B2 为细胞核 DAPI 染色（蓝色）；C1、C2 为 Merge 融合；A1 中

白色箭头示表达于细胞膜和细胞质的阳性蛋白，A2 中白色箭头示表

达于细胞质和细胞核的阳性蛋白

图 4 NRK-52E 细胞中 TGF-βRⅠ、Smad2/3 分布（x400）

主［17，18］，病理表现以肾小管、肾小球的缺血性改变

为主，随着高血压病程的进展，最终可致肾小管、肾

小球的结构与功能发生改变。HN 的发病机制比较复

杂，典型病理表现可见肾小动脉玻璃样变、管壁增厚

及管腔狭窄，进而引起肾组织缺血缺氧，激活成纤维

细胞，诱导炎症反应，最终致使肾间质纤维化及肾功

能的损害，而这种缺血缺氧状态在其发病过程中起着

主要作用［19］。因此，深入研究缺血缺氧环境下肾小

管上皮细胞损伤的可能机制，有助于进一步阐明 HN
的发病机制，为寻找延缓 HN 新的药物和新的靶点提

供可靠依据。

A1

A2

B1

B2

C1

C2

注：与 正 常 组 比 较，P<0.01；与 模 型 组 比 较，△P<0.05，
△△P<0.01

图 5 各组 NRK-52E 细胞 TGF-βRⅠ、Smad2/3 蛋白表达比较
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察各组细胞 TGF-β1、TGF-βRⅠ、Smad2/3 蛋白表

达影响。既往研究表明，缺氧可通过上调 TGF-β1，

引起心肌细胞损伤、皮肤成纤维细胞表型转化［28, 29］。 
本 研 究 结 果 显 示， 缺 氧 可 上 调 NRK-52E 细 胞

TGF-β1、TGF-βRⅠ和 Smad2/3 蛋白的表达，给予

降压通络方和缬沙坦干预后，TGF-β1、TGF-βRⅠ
和 Smad2/3 蛋白表达均减少，表明降压通络方能提

高缺氧诱导的 NRK-52E 细胞的活力，抑制细胞凋亡，

从而发挥延缓 HN 的进展，而这种作用可能是通过抑

制 TGF-β1/TGF-βRⅠ/Smad2/3 信号通路的表达而

实现。降压通络方作为中药复方，具有多靶点多环节

发挥药理学作用，本研究的结果只能说明该方发挥抑

制缺氧诱导的肾小管上皮细胞的作用可能与 TGF-β1/
TGF-βRⅠ/Smad2/3 信号通路有关，而该通路是否

为直接作用靶点以及是否存在其他与之关联的机制，

尚需进一步研究。

利益冲突：无。
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