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温莪术对
)GH

"

!

#

诱导的肾小管上皮细胞转分化的影响

吴睿轩$胡振奋$程锦国$黄蔚霞$董飞侠

摘要$目的$探讨温莪术对转化生长因子"

!

#

!

I?<JKL0?;=JM M?0>IN L<CI0?

"

!

#

"

)GH

"

!

#

#诱导的肾小管

上皮细胞转分化!

7O=IN7-=<-

"

;.0L=P?0P-<KI I?<JKQ=LL7?7JI=<I=0J

"

:+)

#拮抗作用$ 方法$将体外培养的正常

肾小管上皮细胞随机分为
B

组%正常对照组!

&

组#&

)GH

"

!

#

诱导模型组!

)

组#&温莪术低浓度组!

:

#

组#&温莪

术中浓度组!

:

!

组#&温莪术高浓度组!

:

$

组#&盐酸贝那普利组!

R

组#"除
&

组外"各组
)GH

"

!

#

诱导
!9 N

后"

温莪术各剂量组及
R

组加入药物作用
98 N

$ 运用倒置显微镜观察细胞形态的改变"细胞免疫荧光法&

S)

"

T&S

法及
:U(V5

法检测各组
2SW

"

6!:

细胞
:+)

过程中细胞骨架成分
!

"肌动蛋白!

!

"

<CI=J

#的分布"

"

"平滑肌肌

动蛋白!

"

"

K;00IN ;,KC-7 <CI=J

"

"

"

V+5

#

;S25

&

:

钙黏蛋白!

:

"

C<QN7?=J

"

:

"

C<Q

#

;S25

表达"纤维粘连

蛋白!

L=P?0J7CI=J

"

H2

#浓度$ 结果$

)GH

"

!

#

诱导
$

天后"

)

组细胞出现肥大&拉长"呈梭形"细胞骨架结构
!

"

<CI=J

表达增多!

T X"

!

"6

#"胞浆内出现束状纤维样结构"细胞内
"

"

V+5 ;S25

表达显著上调!

T X"

!

"6

#"

:

"

C<Q ;S25

表达降低!

T X"

!

"6

#"细胞上清液中
H2

浓度升高!

T X"

!

"6

#$ 与
)

组比较"

:

#

%

$

组细胞仅见部分

呈成纤维样改变"伴随胞浆内
!

"

<CI=J

表达及
H2

浓度的降低!

T X"

!

"6

#"

:

!

%

$

组细胞内
"

"

V+5 ;S25

表达

升高!

T X"

!

"6

#"

:

"

C<Q ;S25

表达减少!

T X"

!

"6

#"但
:

#

组
:

"

C<Q

及
"

"

V+5 ;S25

表达量与之比较"差

异无统计学意义!

T Y"

!

"6

#$ 与
:

#

组比较"

:

!

%

$

组胞浆内
!

"

<CI=J

蛋白表达及
H2

浓度降低!

T X"

!

"6

#"

:

$

组

细胞内
:

"

C<Q ;S25

表达升高伴
"

"

V+5 ;S25

表达降低!

T X"

!

"6

#$ 与
R

组比较"

:

#

组细胞浆内
!

"

<CI=J

;S25

及细胞上清液中
H2

浓度均升高!

T X"

!

"6

#"

:

$

组
!

"

<CI=J

表达升高!

T X"1 "6

#"

:

"

C<Q ;S25

表达

降低!

T X"

!

"6

#"

:

#

%

$

"

"

V+5 ;S25

表达量则差异无统计学意义!

T Y"

!

"6

#$ 结论$温莪术可抑制
)GH

"

!

#

诱导的
:+)

发生"可作为临床治疗慢性肾功能不全的有效药物之一$

关键词$温莪术'转化生长因子"

!

#

'肾小管上皮细胞转分化'

!

"肌动蛋白'

"

"平滑肌肌动蛋白'

:

钙黏蛋白

:LL7CI 0L &,?C,;< 5?0;<I=C< 0J :O=IN7-=<-

"

+.0L=P?0P-<KI )?<JKQ=LL7?7JI=<I=0J 0L 2SW

"

6!: &7--K (JQ,C7Q

P. )GH

"

!

#

$

*Z S,=

"

@,<J

"

[Z 4N7J

"

L7J

"

&[:2G '=J

"

M,0

"

[Z52G *7=

"

@=<

"

<JQ DE2G H7=

"

@=<

$

D7O<?I

"

;7JI 0L 27ON?0-0M.

"

*7J\N0, [0KO=I<- 0L )?<Q=I=0J<- &N=J7K7 +7Q=C=J7

"

4N7]=<JM

$

$!6"""

%"

&N=J<

5^V)S5&)

$

EP]7CI=_7

$

)0 0PK7?_7 IN7 <JI<M0J=KI 7LL7CI 0L &,?C,;< 5?0;<I=C<

$

&5

%

0J ?7J<- I,

"

P,-<? 7O=IN7-=<-

"

;.0L=P?0P-<KI I?<JKQ=LL7?7JI=<I=0J

$

:+)

%

=JQ,C7Q P. I?<JKL0?;=JM M?0>IN L<CI0?

"

!

#

$

)GH

"

!

#

%

1 +7IN0QK

$

20?;<- ?7J<- I,P,-<? 7O=IN7-=<- 2SW

"

6!: C7--K =J _=I?0 C,-I,?7Q >7?7 ?<JQ0;-. Q=_=Q7Q =JI0

B M?0,OK

"

=171

"

IN7 J0?;<- C0JI?0- M?0,O

$

G?0,O &

%"

IN7 )GH

"

!

#

=JQ,C7Q ;0Q7- M?0,O

$

G?0,O )

%"

IN7 -0>

Q0K7 &5 I?7<I7Q M?0,O

$

G?0,O :

#

%"

IN7 ;0Q7?<I7 Q0K7 &5 I?7<I7Q M?0,O

$

G?0,O :

!

%"

IN7 N=MN Q0K7 &5

M?0,O

$

G?0,O :

$

%"

<JQ IN7 ^7J<\7O?=- [.Q?0CN-0?=Q7 )<P-7I I?7<I7Q M?0,O

$

G?0,O R

%

1 :@C7OI G?0,O &

"

C0?

"

?7KO0JQ=JM ;7Q=C<I=0J

$

>=IN <J <CI=0J 0L 98 N

%

><K <Q;=J=KI7?7Q I0 C7--K =J IN7 ?7KI M?0,OK <LI7? IN7.

>7?7 =JQ,C7Q P. )GH

"

!

#

L0? !9 N1 )N7 ;0?ON0-0M=C<- CN<JM7K >7?7 0PK7?_7Q P. =J_7?I7Q ON<K7 C0JI?<KI

;=C?0KC0O71 )N7 Q=KI?=P,I=0J 0L !

"

<CI=J O?0I7=J ><K Q7I7CI7Q P. =;;,J0N=KI0CN7;=C<- <KK<.1 )N7 ;S25

7@O?7KK=0JK 0L "

"

K;00IN ;,KC-7 <CI=J

$

"

"

V+5

%

<JQ :

"

C<QN7?=J

$

:

"

C<Q

%

>7?7 Q7I7CI7Q P. ?7<-

"

I=;7 T&S1

)N7 C0JC7JI?<I=0J 0L L=P?0J7CI=J

$

H2

%

><K Q7I7CI7Q P. :U(V51 S7K,-IK

$

5LI7? =JQ,C7Q P. )GH

"

!

#

L0? IN?77

Q<.K

"

N.O7?I?0ON. <JQ 7-0JM<I7Q C7--K =J L,K=L0?;

"

KN<O7 0CC,??7Q

"

>=IN =JC?7<K7Q 7@O?7KK=0JK 0L !

"

<CI=J

O?0I7=J =J IN7 C.I0K`7-7I<- KI?,CI,?7

$

T X"

%

"6

%"

P,JQ-7 L=P?0,K KI?,CI,?7 0CC,??7Q =JK=Q7 C.I0O-<K; >=IN
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K=MJ=L=C<JI-. ,O

"

?7M,-<I7Q =JI?<C7--,-<? "

"

V+5 ;S25 7@O?7KK=0JK

$

T X "

%

"6

%"

:

"

C<Q ;S25 7@O?7KK=0J

Q7C?7<K7Q

$

T X"

%

"6

%"

IN7 H2 C0JI7JI =J IN7 K,O7?J<I7 =JC?7<K7Q

$

T X"

%

"6

%

=J G?0,O )1 &0;O<?7Q >=IN

G?0,O )

"

O<?I=<- C7--K =J G?0,O :

#

"

:

!

"

<JQ :

$

KN0>7Q L=P?0,K CN<JM7K

"

<CC0;O<J=7Q >=IN Q7C?7<K7Q 7@

"

O?7KK=0J 0L !

"

<CI=J O?0I7=J <JQ H2 C0JC7JI?<I=0J

$

T X"

%

"6

%

1 )N7 7@O?7KK=0J 0L "

"

V+5 ;S25 =JC?7<K7Q

<JQ IN7 7@O?7KK=0J :

"

C<Q ;S25 Q7C?7<K7Q =J G?0,O :

!

<JQ :

$

$

P0IN T X"

%

"6

%

1 ^,I IN7?7 ><K J0 KI<I=KI=

"

C<- Q=LL7?7JC7 =J IN7 7@O?7KK=0J -7_7-K 0L :

"

C<Q <JQ "

"

V+5 ;S25

$

T Y"

%

"6

%

1 &0;O<?7Q >=IN G?0,O :

#

"

IN7 7@O?7KK=0J 0L !

"

<CI=J O?0I7=J <JQ H2 C0JC7JI?<I=0J Q7C?7<K7Q =J G?0,O :

!

<JQ :

$

$

T X"

%

"6

%

1 )N7 7@

"

O?7KK=0JK 0L "

"

V+5 ;S25 Q7C?7<K7Q <JQ :

"

C<Q ;S25 =JC?7<K7Q =J G?0,O :

$

$

T X"

%

"6

%

1 &0;O<?7Q >=IN

G?0,O R

"

IN7 7@O?7KK=0J 0L !

"

<CI=J ;S25 <JQ H2 C0JC7JI?<I=0J =JC?7<K7Q =J G?0,O :

#

$

T X"1 "6

%&

IN7 7@

"

O?7KK=0J 0L !

"

<CI=J ;S25 =JC?7<K7Q =J G?0,O :

$

$

T X"

%

"6

%&

IN7 7@O?7KK=0J 0L :

"

C<Q ;S25 Q7C?7<K7Q =J

G?0,O :

$

$

T X"

%

"6

%

1 )N7?7 ><K J0 KI<I=KI=C<- Q=LL7?7JC7 =J IN7 7@O?7KK=0J 0L "

"

V+5 ;S25 <;0JM G?0,O

:

#

"

:

!

"

<JQ :

$

$

T Y "

%

"6

%

1 &0JC-,K=0J

$

&5 C0,-Q =JN=P=I IN7 0CC,??7JC7 0L )GH

"

!

#

=JQ,C7Q :+)

"

>N=CN

C0,-Q P7 ,K7Q <K <J 7LL7CI=_7 Q?,M L0? I?7<I=JM CN?0J=C ?7J<- =JK,LL=C=7JC.1

W:R*ESDV

$

&,?C,;< 5?0;<I=C<

&

I?<JKL0?;=JM M?0>IN L<CI0?

"

!

#

&

7O=IN7-=<-

"

;.0L=P?0P-<KI I?<JKQ=L

"

L7?7JI=<I=0J

&

!

"

<CI=J

&

"

"

K;00IN ;,KC-7 <CI=J

&

:

"

C<QN7?=J

$$现代研究证明肾小管上皮转分化是肾间质纤维化

$

?7J<- =JI7?KI=I=<- L=P?0K=K

"

S(H

%形成的关键机制之

一"实质是肾脏成纤维细胞的异常激活' 正常成人肾

小管上皮细胞生理主要表现为一种缓慢再生状态"而

当肾脏出现严重的缺血或受到毒素的损伤时就会获得

强大的再生能力出现转分化' 现有报道称成纤维细胞

的主要来源包括肾小管上皮细胞转分化$

7O=IN7-=<-

"

;.0L=P?0P-<KI I?<JKQ=LL7?7JI=<I=0J

"

:+)

%"骨髓基

质细胞分化"以及肾脏自身固有成纤维细胞增殖"其中

:+)

起着关键的作用(

#

)

' 温莪术 $

SN=\0;< &,?

"

C,;<7 57?,M=J0K<7

%是温州瑞安的地道药材"莪术

是姜科植物蓬莪术*广西莪术和温郁金的干燥根茎"具

有抗炎"增强免疫力等作用"有望成为
S(H

治疗的有效

药物之一"但目前对温莪术的疗效仅仅停留在经验的

总结上"缺少科学的研究证据' 目前探讨如何逆转或

延缓
S(H

的发生已成为肾脏领域的研究热点"本实验

通过观察温莪术对体外培养
2SW

"

6!:

细胞转分化的

细胞形态"及对
!

"肌动蛋白$

!

"

<CI=J

%的分布"

"

"平滑

肌肌动蛋白$

"

"

K;00IN ;,KC-7 <CI=J

"

"

"

V+5

%

;S

"

25

*

:

钙黏蛋白$

:

"

C<QN7?=J

"

:

"

C<Q

%

;S25

表达"

纤维粘连蛋白$

L=P?0J7CI=J

"

H2

%分泌的作用"阐述温

莪术防治
S(H

的作用机制'

材料与方法

#

$动物$健康雄性
VD

大鼠
!"

只"

VTH

级"

!

月

龄"体重$

!""

&

!"

%

M

"由温州医学院动物实验中心提

供"合格证许可证号#

VRaW

$浙%

!""6

%

""B#

"自由摄

食*饮水"饲养环境室温维持在
#8

'

!!

("相对湿度

为
9"

) '

%"

)"保持饲养环境安静"控制噪音在
B"

Q^

以下"自然昼夜节律光照"按标准化饲养"饲喂全价

营养饲料$

%"

)碳水化合物*

!#

)蛋白质*

3

)蛋白

质%"定时喂料" 每天
!

次"每天更换新鲜饮用水'

!

$药物$温莪术购于温州市中医院"为温郁金的

干燥根茎"产于浙江温州' 温莪术
!"" M

加入

# """ ;U

水"煮沸
!" ;=J

"浓缩至
9"" ;U

"待用浓

度#

"

!

6 MF;U

' 盐酸贝那普利 $

^7J<\7O?=-

"规格#

#" ;MF

片"北京诺华有限公司生产"批号#

a#BB$

%

#" ;M

溶 于
BB ;U

生 理 盐 水 中" 待 用 浓 度#

"

!

#6 ;MF;U

'均于
9

(冰箱保存备用'

$

$实验细胞$大鼠肾小管上皮细胞株"购于中国

科学院细胞库"批号#

#"969

'

9

$试剂及仪器$

D+:+

高糖培养液$美国
G=P

"

C0

公司"批号#

&##8%6

%"胎牛血清$中国杭州四季青

生物制品公司"批号#

#!###!

%"青链霉素混合液$上海

索莱宝生物科技有限公司"批号#

!"#"###"

%"人重组

)GH

"

!

#

$美国
T7O?0)7CN

公司"批号#

#""

%

!#

%"兔

抗大鼠
!

"

<CI=J

单克隆抗体$北京博奥森生物技术有

限公司"批号#

PK

"

"#$6S

%"

&R$

%羊抗兔
(MG

抗体

$北京康为世纪生物科技有限公司"批号#

&*"#63

%"

D5T(

染色液 $碧云天生物技术研究所" 批号#

&#""!

%"

H2 :U(V5

试剂盒 $上海西塘科技有限公

司"%"

)?=\0- S7<M7JI

$ 美 国
(J_=I?0M7J

" 批 号#

#9#"6

%"逆转录试剂盒 $加拿大
H7?;7JI<K

"批号#

"""3%!%6

%"

VR^S#

荧光染料$瑞士
S0CN7

"批号#

#$$8%6!%

%"引物设计及合成$上海基康生物技术有

限公司%"

G5TD[

上游引物为
)G55GG)&GG5G)

"

&55&GG

"下游引物为
)GG55G5)GG)G5)GG

"

G5)

"

T&S

产物长度为
!!$ PO

"

"

"

V+5

上游引物为
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%

)G))))&&&5)&&5)&G)

"下游引物为
&5G5G

"

&5)5G&&&)&5)5G

"

T&S

产物长度为
9!%PO

"

:

"

C<Q

上游引物为
&)G5G55&G5GG&)55&G)

"下

游引物为
))&5&5)&&5G&5&5)&&

"引物长度为

!83 PO

'

&E

!

培养箱 $美国
)N7?;0

公司"

[7<- H0?C7

3"

%"细胞培养瓶和培养板 $美国
&0?J=JM

公司%"超

低温冰箱$美国
HES+5

%"荧光显微镜$日本
EUR+

"

TZV

公司"

^a6#

%"倒置显微镜$日本
2=`0J

公司"

)V#""

%"实时荧光定量
T&S

仪$美国
S0CN7

公司"

U=MNI&.C-7?98"

%"酶标仪 $芬兰
)N7?;0

"

D:2U:R

DS5GE2 *7--KC<J +W$

%"洗板机$芬兰
)N7?;0

"

*7--KC<J9 +W!

%'

6

$含药血清制备$将
!"

只
VD

大鼠适应性喂养

#

周后随机分为正常组$

6

只"生理盐水"

! ;UF

只%*温

莪术组$

#"

只"温莪术"

6 MF`M

%*盐酸贝那普利组$

6

只"

盐酸贝那普利"

"

!

$ ;MF

只%"温莪术及盐酸贝那普利的

用药剂量均为临床用药的
#"

倍' 每日早晚各灌胃给药

#

次"共
#

周"于末次给药后
#

'

! N

行腹主动脉取血"经

9

(

$ 6"" ?F;=J

离心
#6 ;=J

*

6B

(灭活
$" ;=J

后"

用
"

!

!! $;

微孔滤膜过滤除菌"%

!"

(保存备用'

B

$细胞培养及分组$细胞复苏后加入含
#"b

胎

牛血清
D+:+

高糖培养液"静置于
6b&E

!

*

$%

(孵

箱内培养' 取对数生长期细胞用胰酶常规消化后接种

入培养皿"待细胞贴壁"融合至
8"b

时换成无胎牛血

清的
D+:+

高糖培养液同步化
!9 N

"将细胞分
B

组#

$

#

%正常大鼠血清组$

&

组%#

#"b

正常大鼠血清&

$

!

%

)GH

"

!

#

诱导模型组$

)

组%#

#" JMF;U )GH

"

!

#

&

$

$

%温莪术低剂量组$

:

#

组%#

#" JMF;U )GH

"

!

#

c

6b

温莪术含药血清&$

9

%温莪术中剂量组$

:

!

组%#

#" JMF;U )GH

"

!

#

c #"b

温莪术含药血清&$

6

%温莪

术高剂量组$

:

$

组%#

#" JMF;U)GH

"

!

#

c!"b

温莪术

含药血清&$

B

%盐酸贝那普利组$

R

组%#

#" JMF;U)

"

GH

"

!

#

c#"b

盐酸贝那普利含药血清' 除
&

组外"各

组
)GH

"

!

#

诱导
!9 N

后"温莪术各剂量组及
R

组分别

加入药物作用
98 N

'

%

$检测指标及方法

%

!

#

$细胞形态学观察$细胞以
6

*

#"

B 密度接

种于
B

孔板内"按上述方法分组培养干预
%! N

"弃去

培养液"用
T^V

洗净后"于倒置显微镜下观察细胞形

态变化'

%

!

!

$

!

"

<CI=J

表达检测$采用细胞免疫荧光染色

技术"检测骨架成分
!

"

<CI=J

的变化' 各组细胞爬片后

取出盖玻片"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"

9b

甲醛固定

!6 ;=J

"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"

"

!

!b)?=I0J

"

a

"

#""

透

化
6 ;=J

"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"

6b

山羊血清室温封闭

$" ;=J

"加入抗
!

"

<CI=J

抗体$

#

+

#""

%"置于湿盒中"

9

(孵育
#9

'

#B N

"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"滴入
&R

$

"

(MG

抗体$

#

+

#""

%于
$%

(孵育
#

!

6 N

"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"

D5T(

染色液染色
6 ;=J

"

T^V

洗
6 ;=J

*

$

次"

6"b

缓冲甘油封片"每组取
$

张片子荧光显微镜下观

察"拍摄图片后采用
=;<M7

"

T?0T-,K

进行荧光分析'

%

!

$

$

"

"

V+5

及
:

"

C<Q ;S25

表达检测$采用

S)

"

T&S

法' 采用
)S(\0-

提取细胞总
S25

并测定纯

度后"以
!" $U

为体系进行逆转录反应"反应产生
CD

"

25

于%

!"

(保存' 以
!" $U

为反应体系进行
T&S

扩增"内含
VR^S#

荧光染料
#" $U

*上游引物
# $U

*

下游引物
# $U

*双蒸水
$ $U

*

CD256 $U

"每个样本设

$

个复孔' 反应程序#

36

(预变性
3" K

"

36

(退火

6 K

"

68

(延伸
$" K

"共
96

个循环"每个循环结束后

采集荧光信号"反应结束仪器自动生成目的基因与内

参基因的比值'

%

!

9

$

H2

浓度检测$取培养上清液"

#6 "" ? F;=J

离心
6 ;=J

后%

8"

(冻存"根据
:U(V5

试剂盒说明

书进行操作"于酶标仪上
96" J;

处"直接测定各孔

H2

浓度值'

8

$统计学方法$采用
VTVV !"

!

"

统计软件进

行分析处理"计量资料检测结果用
@

&

K

表示"多组间

比较采用单因素方差分析"组间比较采用多样本均数

间两两比较
UVD

法"

T X"1 "6

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组细胞形态学比较$图
#

%$经干预处理

%! N

后"各组细胞均贴壁"融合成单层细胞"倒置显微

镜下观察
&

组细胞呈多角形或多边形"具有典型的上

皮细胞铺路石样形态学特征'

)

组出现成纤维细胞样

形态"显微镜下表现为细胞拉长*肥大*变成长梭形"丧

失上皮样细胞特征' 温莪术各剂量组和
R

组细胞出

现部分细胞纤维化改变"但大部分细胞仍是呈铺路石

样形状"并且其数量随温莪术浓度的升高而增多'

!

$各组
2SW

"

6!:

细胞
!

"

<CI=J

表达比较$图
!

"

表
#

%$

&

组
2SW

"

6!:

细胞
!

"

<CI=J

阳性染色大量集

中在胞膜下"胞浆中仅见少量阳性染色"

)

组胞膜变薄

甚至消失"胞浆中可见束状纤维样结构呈放射状排列"

偶见细胞突起或碎片中也有
!

"

<CI=J

交叉排列出现网

状结构' 与
&

组比较"

)

组
!

"

<CI=J

表达量升高$

T X

"

!

"6

%'

:

#

%

$

组及
R

组胞浆内的束状纤维结构减少"

与
)

组比较"

!

"

<CI=J

表达量降低$

T X"

!

"6

%' 并且



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/0-1 $$

"

20

!

%

!!"($$!

$$注#

5

#

&

组"细胞呈铺路石状&

^

#

)

组"细胞拉长肥大呈梭形&

&

#

R

组"部分细胞肥大拉长&

D

#

:

#

组"大部分仍肥大拉长为梭形&

:

#

:

!

组"部分细胞肥大拉长&

H

#

:

$

组"大部分仍是卵圆状

图
#

$各组细胞形态学变化$$ *

!""

%

$$注#

5

#

&

组"胞浆内仅有少量阳性染色&

^

#

)

组"胞浆可见大量束状纤维结构&

&

#

R

组"胞浆内

纤维样结构明显减少&

D

#

:

#

组"胞浆见大量束状纤维结构&

:

#

:

!

组"束状纤维结构较
:

#

组减少&

H

#

:

$

组"仅见少量阳性染色

图
!

$各组
2SW

"

6!:

细胞
!

"

<CI=J

免疫荧光阳性染色$$

&R

$

染色" *

9""

%

!

"

<CI=J

阳性染色随着药物浓度的升高而减少"与
R

组比较"

:

#

组
!

"

<CI=J

表达量升高"

:

$

组降低"差异有

统计学意义$

T X "

!

"6

%"而与
:

#

组比较"

:

!

%

$

组
!

"

<CI=J

表达量降低$

T X"

!

"6

%'

表
#

$各组
2SW

"

6!:

细胞
!

"

<CI=J

表达量比较$$

@

&

K

%

组别
J

浓度$

b

%

!

"

<CI=J

& $

+

"

#

#$6

&

"

#

"#!

) $

+

"

#

B9%

&

"

#

"!"

!

R $ #"

"

#

$39

&

"

#

"93

"

:

#

$ 6

"

#

93$

&

"

#

"99

"#

:

!

$ #"

"

#

9#8

&

"

#

"#B

"$

:

$

$ !"

"

#

$"%

&

"

#

"!!

"#$

$$注#与
&

组比较"

!

T X "

#

"6

&与
)

组比较"

"

T X "

#

"6

&与
R

组比

较"

#

T X"

#

"6

&与
:

#

组比较"

$

T X"

#

"6

$

$温莪术各组
2SW

"

6!:

细胞
"

"

V+5F:

"

C<Q

;S25

相对表达水平比较$图
$

"表
!

%$与
&

组比

较"

)

组
2SW

"

6!:

细胞
:

"

C<Q

相对表达降低"

"

"

V+5

相对表达升高$

T X "1 "6

%&与
)

组比较"

:

!

%

$

组及
R

组
:

"

C<Q

相对表达升高"

"

"

V+5

相对表达降低$

T X

"1 "6

%"

:

#

组
:

"

C<Q

及
"

"

V+5 ;S25

表达量差异无

统计学意义$

T Y"

!

"6

%' 与
:

#

组比较"

:

$

组
"

"

V+5

;S25

表达显著降低"

:

"

C<Q

表达升高"差异有统计

学意义 $

T X "

!

"6

%' 与
R

组比较"

:

#

%

$

组
"

"

V+5

;S25

相对表达水平差异均无统计学意义 $

T Y

"

!

"6

%"

:

#

%

!

组
:

"

C<Q ;S25

表达量差异无统计学意

义$

T Y "

!

"6

%"

:

$

组
:

"

C<Q ;S25

表达升高$

T X

"

!

"6

%'



!!")$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/0-1 $$

"

20

!

%

$$注#

5

*

&

*

:

为扩增曲线&

^

*

D

*

H

为溶解曲线&

5

*

^

为
"

"

V+5 ;S25

&

&

*

D

为
:

"

C<Q ;S25

&

:

*

H

为

G5TD[ ;S25

图
$

$扩增曲线及溶解曲线

表
!

$各组
2SW

"

6!:

细胞
"

"

V+5F:

"

C<Q ;S25

表达水平比较$$

@

&

K

%

组别
J

浓度$

b

%

:

"

C<QFG5TD[ "

"

V+5FG5TD[

& $

+

"

#

B#%

&

"

#

"!6 #

#

#"

&

"

#

"B

) $

+

"

#

#$"

&

"

#

"#B

!

8

#

!3

&

#

#

B3

!

R $ #"

"

#

!%"

&

"

#

"89

"

9

#

99

&

"

#

8%

"

:

#

$ 6 "

#

!9$

&

"

#

"$# B

#

B#

&

"

#

$B

:

!

$ #"

"

#

$#B

&

"

#

"$!

"

6

#

$$

&

"

#

B!

"

:

$

$ !"

"

#

$89

&

"

#

###

"#$

9

#

"8

&

"

#

83

"$

$$注#与
&

组比较"

!

T X "

#

"6

&与
)

组比较"

"

T X "

#

"6

&与
R

组比

较"

#

T X"

#

"6

&与
:

#

组比较"

$

T X"

#

"6

9

$各组
2SW

"

6!:

细胞
H2

浓度比较$表
$

%$

与
&

组比较"

)

组
2SW

"

6!:

细胞
H2

浓度升高$

T X

"1 "6

%' 与
)

组比较"

R

组及
:

#

%

$

组
2SW

"

6!:

细胞

H2

浓度降低$

T X"1 "6

%' 与
R

组比较"

:

#

组细胞
H2

浓度升高$

T X"1 "6

%' 与
:

#

组比较"

:

!

%

$

组细胞
H2

浓度降低"差异有统计学意义$

T X"1 "6

%'

表
$

$各组
2SW

"

6!:

细胞
H2

浓度比较$$

JMFU

"

@

&

K

%

组别
J

浓度$

b

%

H2

浓度

& $

+

$!

#

!

&

$

#

9

) $

+

#B"

#

6

&

8

#

!

!

R $ #"

8#

#

$

&

8

#

6

"

:

#

$ 6

#!6

#

$

&

#!

#

"

"#

:

!

$ #"

3B

#

$

&

9

#

!

"$

:

$

$ !"

%!

#

B

&

$

#

#

"$

$$注#与
&

组比较"

!

T X "

#

"6

&与
)

组比较"

"

T X "

#

"6

&与
R

组比

较"

#

T X"

#

"6

&与
:

#

组比较"

$

T X"

#

"6

讨$$论

S(H

是各种慢性肾脏疾病发展到终末期的共同病

理改变"主要表现为细胞外基质$

7@I?<C7--,-<? ;<

"

I? =@

"

:&+

%的积聚和成纤维细胞的增殖' 目前也已证

实
:+)

是
S(H

发生的重要机制之一"由多种炎症因

子*细胞因子*损伤等参与转分化发生"而
)GH

"

!

#

是

公认的引起肾小球硬化和
S(H

关键因子"它可以单独

作用转分化的全过程"故选择
)GH

"

!

#

作为模型建立

的诱导因子'

有学者认为
:+)

并不完全(

!

)

"它实际上是肾小

管上皮细胞向间充质细胞的分化"具有多向分化潜能"

若能够清楚了解其过程和机制"运用于肾脏细胞的再

生和修复"将对临床上肾病的治疗大有裨益' 国内外

对于转分化的研究也正逐渐深入"

&<;O<J<?0 V

等(

$

)研究也发现
)GH

"

!

#

诱导的转分化过程中有
3%%

种基因和
993

种蛋白参与"涉及到多条信号传导通

路' 而且转分化的基因谱和人类基因谱具有一定程度

相关性"在特殊微环境作用下"间充质细胞有可能向肾

小管上皮细胞甚至是其他细胞脱分化'

转分化主要包括四个方面(

9

)

#$

#

%上皮细胞黏附

功能丧失&$

!

%平滑肌肌动蛋白的表达和肌动蛋白重

新组合&$

$

%小管基底膜的破坏&$

9

%细胞迁移和浸润

能力提高' 正常肾小管上皮细胞有大量的
:

"

C<Q

在



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/0-1 $$

"

20

!

%

!!""$$!

胞膜表达"是细胞相互黏附的重要分子"对维持细胞的

完整性和极性起关键作用'

"

"

V+5

是肾脏纤维化的

标志蛋白"它的大量表达可增加成纤维细胞的收缩性"

提高了细胞的迁移能力"促进转分化的发生'

V7P7 5

等(

6

)发现
"

"

V+5

由多条信号传导途径产生"主要包

括
:SW

*

O$8 +5TW

和
V;<Q

三条途径"但是
:SW

*

O$8 +5TW

需要通过
V;<Q

途径来激活'

细胞转分化后出现肥大*拉长"呈梭形改变"这和

细胞骨架成分+++微管
!

"

<CI=J

的排列密切相关"它

是细胞的物质*信息传输"运动"形状维持的重要分

子(

B

)

' 实验证实"模型组细胞出现胞膜变薄甚至消

失"胞浆中可见束状纤维样结构呈放射状排列"表明

)GH

"

!

#

诱导可促进细胞骨架结果的改变' 但是对于

!

"

<CI=J

分布改变的机制"以及它对转分化的影响尚未

清楚"仍需深入研究'

此外"

:&+

沉积在
S(H

发展过程中也起重要作

用"正常的肾组织中
:&+

处于低水平"但是无论是引

起
:&+

分泌增加还是降解减少的因素都可以促进其

的分泌'

H2

是
:&+

的主要成分之一"它在肾脏疾病

的较早期即可出现"促进其他的
:&+

成分如胶原
#

*

胶原
%

的分泌以及
:&+

的沉积(

%

)

'

目前研究表明"中药及其复方对于
S(H

具有良好

的治疗作用"它对于
:+)

的各种标志性蛋白均具有反

向调节作用(

8

"

3

)

' 而温莪术是临床较常用的活血化瘀

药"性味辛*苦*温"具有破血行气*祛瘀止痛的作用'

现代药理研究也证明"温莪术的主要成分为莪术酮*莪

术二酮*莪术醇*姜黄素等(

#"

)

"可抑制
:&+

的分泌"

抗肿瘤增生*抑制病原菌生长*抗血栓*抗炎*保肝*抗

纤维组织增生(

##

)

' 笔者早期研究表明温莪术能改善

单侧输尿管梗阻 $

,J=-<I7?<- ,?7I7?<- 0CC-,K=0J

"

ZZE

%模型大鼠肾脏纤维化的进展(

#!

)

"但目前对于温

莪术能否阻止
:+)

的发生尚未见有报道'

本研究结果证明"温莪术可拮抗
)GH

"

!

#

诱导的

:+)

的发生"形态学上可减少细胞的肥大拉长"维持

其铺路石样细胞特征"缓解细胞骨架成分
!

"

<CI=J

在

胞浆内的异常分布"同时可拮抗
"

"

V+5 ;S25

的表

达及细胞上清液中
H2

的分泌"上调细胞表型
:

"

C<Q

;S25

的表达"这可能是温莪术发挥抗纤维化作用的

主要机制之一'

:+)

是一个复杂的过程"阻断其中任

何一个环节都有可能抑制
:+)

的进程"而本实验仅仅

从
:+)

发生的下游效应因子说明温莪术具有一定的

抑制作用"具体的机制尚未完全明确"还需进一步的研

究' 目前大量的临床实践表明"中医药在
S(H

的治疗

中具有显著的疗效"但都停留在经验的总结"宏观的认

识上"缺少科学实验的理论依据"今后的工作中可着重

研究中医药对
:+)

中各条信号通路及相关的关键蛋

白的作用"以主要治疗靶点及治疗途径作为突破口"为

中医药防治打开新的思路'
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