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活血化瘀'益气补肾中药复方对高糖刺激下大鼠肾小球

系膜细胞增殖及纤维连接蛋白表达的影响

刘丹丹#

#韩文霞#

#宋玉文!

#娄#凯#

#于春晓#

#高#聆$

#赵家军#

摘要#目的#研究活血化瘀!益气补肾中药复方对高糖刺激下大鼠肾小球系膜细胞"

G*%H

#增殖及纤维

连接蛋白"

I5

#表达的影响$ 方法#以大鼠
G*%H

为研究对象%用高糖和不同浓度的中药处理
G*%H

%分别作

用
!F

!

F7 ?

后%用噻唑蓝"

*((

#法检测
G*%H

的增殖情况%实时定量
J%G

法检测
I5 <G5K

表达%

;L'MK

法

检测
I5

蛋白表达$ 结果#处理
!F ?

和
F7 ?

%与对照组比较%单纯高糖组细胞增殖明显升高"

J N"

!

"#

%

J N

"

!

"#

#&

I5 <G5K

表达及蛋白表达也明显升高"

J N"

!

"#

#&与高糖组比较%

!F ?

时各浓度中药组
G*%H

增殖

及
I5

蛋白及
<G5K

表达差异无统计学意义"

J O"

!

"8

#&

F7 ?

时各浓度中药组
G*%H

增殖及
I5

蛋白及
<G

"

5K

表达较高糖组明显下降"

J N"

!

"#

%

J N"

!

"#

#$ 结论#高糖能够刺激
G*%H

增殖及
I5

蛋白及
<G5K

表

达%中药处理
!F ?

对高糖刺激的
G*%H

增殖及
I5

蛋白及
<G5K

表达的作用不明显%中药处理
F7 ?

能够逆

转高糖刺激下
G*%H

的增殖及降低
I5

蛋白及
<G5K

的表达$

关键词#中药复方&肾小球系膜细胞&纤维连接蛋白
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##糖尿病肾病$

T>=/0->, @0R?1.R=-?_

"

D5

%是糖尿病

微血管并发症之一"又称为肾小球硬化症(

#

)

* 中医学认

为糖尿病肾病多因消渴日久及脾肾"脾肾两虚"痰浊瘀血

阻络而成(

!

"

$

)

* 健脾益肾'活血化瘀中药复方针对糖尿病

肾病的病因病机"标本兼顾"扶正以祛浊"能显著改善早期

糖尿病肾病临床症状* 根据报道"系膜区扩张是早期糖

尿病肾病的主要病理变化"而系膜区扩张主要是由于细

胞外基质的沉积和系膜细胞增殖(

F

)

"纤维连接蛋白$

P>

"

/1.@0,->@

"

I5

%和胶原蛋白是细胞外基质的主要组成成

分* 为进一步探明
D5

发病和中药的作用机制"本实验

通过培养大鼠肾小球系膜细胞$

10@=3 <0H=@W>=3 ,033H

"

G*%H

%"观察中药复方对高糖环境下
G*%H

增殖及
I5

蛋白及
<G5K

表达的影响"分析高糖与早期
D5

病理改

变的关系及中药疗效机制*

材料与方法

#

#细胞株#

G*%H

购自中国典型培养物保藏

中心*

!

#药物#活血化瘀'益气补肾中药颗粒购自山东

省中医院同一批次制剂* 该中药复方组成及
#

日药量

为黄芪
#7 W

#枸杞子
9 W

#山萸肉
: W

#山药
$" W

红花
9 W

#牡丹皮
#! W

#泽泻
9 W

#茯苓
: W

#桃仁

9 W

#生地
#! W

#熟大黄
9 W

#肉桂
$ W

#猪苓
9 W

马齿苋
: W

#路路通
9 W

等"由山东省中医院加工制

成中药颗粒冲剂
9 W

"每包
$ W

"密闭包装"每
# W

颗粒

剂相当于生药
!F W

"避光干燥恒温保存备用* 将活血

化瘀'益气补肾中药颗粒按
"

!

! WE<L

的浓度溶于蒸

馏水中"充分震荡混匀"

! """ 1 E<>@

离心
$" <>@

"取

上清"通过定性滤纸'

"

!

FF !<

滤器'

"

!

!! !<

滤器

层层过滤"根据实验所需药物浓度"计算相应的中药药

液体积"加入细胞培养皿中*

$

#试剂及仪器#低糖$

8

!

9 <<.3EL

%

D*;*

培

养基购自美国
Q_,3.@0

公司* 胎牛血清$

IUM

%购自

美国
Y'U%+

公司*

(1>a.3

'

*

"

*SL2

逆转录酶'

(=`

聚合酶'

M[UG

"

Y100@

购自宝生物$大连%工程有限公

司*

J%G

引物由上海生物工程有限公司合成* 大鼠

纤维连接蛋白
;L'MK

试剂盒购自武汉博士德生物工

程有限公司*

%+

!

培养箱购自日本
MK5[+

"

Q;GK

,033 !F"

"

(?01<. ;L;%(G+) %+GJ+GK('+)

"

超净工作台购自
K'G (;%Q

苏静集团安泰公司"酶标

仪购自
MR0,-1=*=B *

!

*

F

#方法

F

!

#

#

G*%H

培养及传代#

G*%H

常规复苏后移

入细胞培养皿中静置培养* 培养基由体积分数为

#"b IUM

'青链霉素和
D*;*

组成* 培养瓶置于体

积分数为
8b %+

!

"

$6

%饱和湿度条件下培养

! c$

天" 用
!

!

8 WEL

胰蛋白酶消化细胞传代* 采用对

数生长期的细胞制成一定浓度的单细胞悬液" 接种于

:9

孔板或
9

孔板置于培养箱培养*

F

!

!

#中药对
G*%H

毒性#采用噻唑蓝$

*((

%法

检测*

G*%H

细胞以
#

&

#"

F 密度接种于
:9

孔培养板*

细胞完全贴壁后"用无血清的低糖型
D*;*

培养液同步

化细胞
!F ?

后换用完全培养基"根据我们前期动物实验

的用药量"选择了不同的中药处理浓度* 分组如下#对照

组$

8

!

9 <<.3EL

葡萄糖%及
"

!

98 <WE<L

中药组'

#

!

!8

<WE<L

中药组'高浓度
!

!

8 <WE<L

中药组* 每组浓度

设
8

个复孔"其他条件相同* 将培养板移入
%+

!

孵箱中"

培养
!F ?

及
F7 ?

后"每孔加入
*((

溶液
!" !L

"

$6

%避

光继续孵育
F ?

"终止培养* 吸去孔内上清液"每孔加入

#8" !L D*M+

溶解液振荡
#" <>@

"待结晶物充分溶解

后"酶标仪上检测各孔光吸收值$

KF:"

%*

F

!

$

#

G*%H

增殖#采用
*((

法检测*

G*%H

细胞

以
#

&

#"

F 密度接种于
:9

孔培养板* 细胞完全贴壁后"

用无血清低糖型
D*;*

培养液同步化细胞
!F ?

后换用

完全培养基"根据细胞毒性实验结果"选择
"

!

98 <WE<L

和
#

!

!8 <WE<L

中药浓度处理细胞"分为对照组$

8

!

9

<<.3EL

葡萄糖加
!F

!

F <<.3EL

甘露醇组%'高糖组$

QY

组"

$" <<.3EL

葡萄糖组%'

QY

加
"

!

98 <WE<L

中药组'

QY

加
#

!

!8 <WE<L

中药组* 每组浓度设
8

个复孔"其他

条件相同* 将培养板移入
%+

!

孵箱中"培养
!F ?

及
F7 ?

后"每孔加入
*((

溶液
!" !L

"

$6

%避光继续孵育
F ?

"

终止培养* 吸去孔内上清液"每孔加入
#8" !L D*M+

溶

解液振荡
#" <>@

"待结晶物充分溶解后"酶标仪上检测各

孔光吸收值$

KF:"

%*

F

!

F

#

I5 <G5K

表达#采用实时定量
J%G

检

测* 收集各组细胞"用
(1>a.3

严格按照说明书要求提

取各组细胞总
G5K

"

#b

琼脂糖凝胶电泳见
#7H

'

!7H

条带清晰"表明
G5K

分子无降解* 参照逆转录操作

试剂盒说明书合成
#" !L ,D5K

"

G%G

扩增
YKJDQ

基因及
I5

基因片段* 引物序列#

I5

"

I

#

8

$"

(YY KYK

YK% KYY KYY KKK (KY %

"

$

$"

I5

"

G

#

8

$"

%KY

(YK %KY %K( K%K YYY (YK (

"

$

$&

YKJDQ

"

I

#

8

$"

K%% K%K Y(% %K( Y%% K(%

"

$

$"

YKJDQ

"

G

#

8

$"

(%% K%% K%% %(Y ((Y %(Y (K

"

$

$* 扩增条

件#

:8

%

8 H

"

9"

%

$" H

"

6!

%

$" H

循环
F"

次* 取

其循环阈值$

%-

值%"采用比较
!

'

!!%-法分析
I5

基因

在细胞中的相对含量#即以管家基因
YKJDQ

作为内

参基因相对定量"以各基因在对照组中的表达为对照"
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计算各组细胞中的
I5

的
!!%-

*

!!%- d

$

%-

目的

基因'

%-

管家基因%实验组 '$

%-

目的基因 '

%-

管

家基因%对照组"以
!!%-

作为定量结果进行统计分

析"则目的基因的量
d!

'

!!%-

*

F

!

8

#

G*%H

上清中
I5

蛋白的含量#采用双抗

夹心酶联免疫吸附$

;L'MK

%法检测细胞上清中
I5

蛋

白的含量"按试剂盒说明书进行"每组设
9

孔"根据标

准品的标准曲线计算相应的含量*

F

!

9

#统计学方法#全部数据使用
MJMM #6

!

"

软件进行统计分析"全部实验数据以
B

(

H

表示"同一

时间点各组样本间的比较采用单因素方差分析"对方

差齐性的资料采用
LMD

法进行多重比较"

J N"

!

"8

为

差异有统计学意义*

结##果

#

#中药对
G*%H

的毒性实验$表
#

%#处理
!F

'

F7 ?

"

!

!

8" <WE<L

中药组
G*%H

的增殖率较对照组

分别下降了
!6

!

9b

和
!$

!

"b

"与
"

!

98 <WE<L

'

#

!

!8

<WE<L

中药组比较"差异有统计学意义$

J N"

!

"#

%*

提示
!

!

8" <WE<L

中药对
G*%H

有毒性作用"

"

!

98

<WE<L

中药和
#

!

!8 <WE<L

中药对
G*%H

无毒性作

用*

表
#

$中药对
G*%H

的毒性实验#$

B

(

H

%

组别
@

KF:"

!F ? F7 ?

对照
8 "

)

F8# F

(

"

)

"89 7 "

)

6#7 9

(

"

)

"9# #

"

)
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肾小球系膜细胞增殖是
D5

的特征性病理改

变(

8

)

* 我们的实验表明"

$" <<.3EL

葡萄糖作用于

G*%H !F

'

F7 ?

均能刺激
G*%H

的增殖"与
).3P

Y

(

F

)的体外研究及
[.S@W UK

等(

9

)在糖尿病大鼠体

内的研究结果是一致的*

I5

主要由肾小球系膜细胞生成"是肾小球系膜

区细胞外基质蛋白的主要成分"经常作为细胞外基质

积聚的指标(

6

)

* 高糖等能够刺激肾小球系膜细胞的

增殖"并且能够增加系膜区细胞外基质的分泌"包括

I5

和胶原蛋白等"最终导致了肾小球系膜区的扩张

和肾小球纤维化(

7

)

* 我们的实验结果也证实"高浓度

葡萄糖能够刺激肾小球系膜细胞细胞外基质蛋白
I5

的分泌增多"因此"能够减少细胞外基质蛋白
I5

的分

泌就能够减少细胞外基质的积聚"进而延缓肾小球的

纤维化(

:

)

*

糖尿病的并发症发病部位分布广泛"其主要原因在

于高血糖随血脉运行无处不至"因人之体质禀赋不同而

有病变部位和程度的差异* 人体的葡萄糖源于脾胃所

运化的饮食物"属水谷精微* 水谷精微又有阴阳清浊之

分"由水谷精微转化而来的葡萄糖在体内主要通过经络

由血液输布* 葡萄糖不仅为血液的组成成分"还有充养

人体的功能* 人体健康的维持依赖于体内各层次阴阳

的内在平衡与机体对外界的调适* 高血糖使血脉之中

阳偏盛"阳盛则阴病"阳盛阴衰"营血之中阳盛则虚热内

生"阴虚则内外失养"瘀血内生"故而糖尿病多见阴虚燥

热瘀血之证(

#"

)

* 凡治消渴病的有效方药如六味地黄

汤'玉液汤之类"多为养阴清营活血之品"单纯清解气分

卫分之剂极为罕见* 营血属阴"营血之阴阳失调首先危

及血脉经络"有研究证实"糖尿病肾病存在血脂异常和

血液流变学等病理改变(

##

)

* 营血失调进而既可向外损

及阳气"又可向内伤及五脏"全身各个器官组织无所不

及"故而糖尿病并发症的种类也极多*

D5

正是由于消渴病日久失治"营血失调进一步发

展"外损阳气"内伤脾肾"气不行血"阳不化水"痰瘀内

生"郁滞肾脏"气化失职而发病* 在本病发病早期"痰浊

虽已内蕴"但水肿尚未显现"其病机关键又以+因虚致

瘀,为主"脾肾亏虚与瘀血阻滞贯穿本病早期*

活血化瘀'益气补肾中药复方由生黄芪'枸杞子'

山萸肉'山药'红花'丹皮'泽泻'茯苓'桃仁'生地'熟大

黄等组成* 方中生地'枸杞子'山萸肉'山药养营血"滋

肾阴"填精气&生黄芪益气养血"行血利水&丹皮'熟大

黄清营泄热"活血祛瘀&桃仁'红花活血行气&泽泻'茯

苓利湿泄浊* 诸药相伍"清营活血"气血兼顾"脾肾双

补"补而不滞"泻而不峻"泻中寓补"补中有泻"标本兼

顾"切合病机*

我们的前期研究发现"该中药复方对
D5

"特别是

早期病变"具有良好的治疗作用"可明显减轻临床症

状"降低血脂"改善血液流变学异常"减少尿微量白蛋

白和改善肾功能"可明显降低
D5

模型大鼠增高的一

氧化氮水平"降低血脂及尿微量白蛋白(

#!

)

* 本实验证

实中药复方处理
G*%H F7 ?

能够明显抑制
G*%H

的

增殖及
I5 <G5K

及蛋白的表达"为进一步研究中药

复方的作用机制打下了坚实的基础*
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