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温阳活血利水方含药血清对嘌呤霉素损伤小鼠

永生系足细胞组织蛋白酶
A

表达的影响

邱雯雯#

!

!

"袁"军&

!

4

"杨"柳#

!

!

摘要"目的"观察温阳活血利水方含药血清对嘌呤霉素损伤的小鼠永生系足细胞组织蛋白酶
A

"

'-

$

BC5DE;F A

!

'-BA

# 表达的影响$ 方法"体外培养小鼠永生系足细胞!将其分为正常对照组%模型组%地塞米

松组%

#"G

温阳活血利水方血清组"简称
#"G

中药血清组#%

!"G

中药血清组及中药血清空白对照组$ 正常

对照组以培养液孵育足细胞
!4 C

!模型组应用嘌呤霉素
4% :H@A

作用于足细胞
!4 C

&在模型组干预基础上!地

塞米松组加用地塞米松
# !:01@A

共孵育
!4 C

&

#"G

及
!"G

中药血清组分别加用
#"G

及
!"G

的中药血清共孵

育
!4 C

!并设中药血清空白对照组"单用中药血清孵育
!4 C

#$ 采用细胞免疫荧光染色观察各组足细胞
'-BA

及其底物
I.F-DB0D0J;F

荧光表达改变&异硫氰酸荧光素"

K)*'

# #鬼笔毒环肽"

DC-110;J;F

#染色标记足细胞纤

维肌动蛋白"

K

$

-=B;F

#!并采用
K

$

-=B;F

外周环评分"

=0LB;=-1 K

$

-=B;F E=0L5

!

'KI

#半定量分析足细胞
K

$

-=B;F

分布$ 结果"与正常对照组比较!模型组足细胞
I.F-DB0D0J;F

表达水平明显降低!

'-BA

表达水平升高!

K

$

-=B;F

排列紊乱!逐渐向细胞外周分布形成
K

$

-=B;F

环!

'KI

评分明显升高 "

M N"

!

"#

#$ 与模型组比较!地

塞米松组%

#"G

%

!"G

中药血清组足细胞
I.F-DB0D0J;F

蛋白表达升高!

'-BA

表达水平降低!

'KI

评分亦

降低"

M N"

!

"%

!

M N "

!

"#

#$ 与地塞米松组比较!

#"G

中药血清组
I.F-DB0D0J;F

表达降低"

M N "

!

"%

#!

!"G

中药血清组
'KI

评分明显降低 "

M N"

!

"%

#$ 结论"温阳活血利水方能上调嘌呤霉素损伤的足细胞

I.F-DB0D0J;F

表达!下调
'-BA

表达水平!减少骨架蛋白
K

$

-=B;F

的重构!有助于稳定足细胞
-=B;F

骨架!改

善足细胞融合$

关键词"温阳活血利水方&嘌呤霉素&足细胞&组织蛋白酶
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""蛋白尿是肾脏疾病的主要指标和预后标记物"

其中肾小球型蛋白尿最常见"约占
8"

&

'

#

(

) 足细胞

是肾小球滤过屏障的最外层"其损伤会导致显著的

蛋白尿) 足细胞作为一种具有特殊动力学的上皮细

胞"其细胞骨架的结构和功能完整是其发挥生理功

能的前提条件) 足细胞骨架蛋白结构的变化导致足

细胞融合和肾小球滤过屏障受损"进而导致蛋白尿)

近年来研究发现组织蛋白酶
A

$

=-BC5DE;F A

"

'-BA

%

蛋白水解途径参与了足细胞骨架蛋白的调控) 足细

胞
'-BA

的底物为
I.F-DB0D0J;F

)

I.F-DB0D0J;F

正常情况下通过控制
-=B;F

骨架蛋白来维持肾小球

超滤屏障)

既往动物实验结果表明"温阳活血利水方能改善

阿霉素肾病模型大鼠蛋白尿'

!

#

4

(

) 本研究中笔者通过

观察温阳活血利水方对嘌呤霉素损伤的小鼠永生系足

细胞
'-BA

及其底物
I.F-DB0D0J;F

表达和对小鼠足

细胞骨架重构的影响"探讨其作用机制)

材料与方法

#

"动物与细胞"

IMK

级雄性
+;EB-L

大鼠
!"

只"体重$

!""

'

!"

%

H

"购自武汉大学中南医院动物实

验中心"动物生产许可证号#

I'^b

$鄂%

!""7

#

"""4

)

大鼠饲养于
IMK

动物实验室"动物饲养许可证号#

IZ^b

$鄂%

!"#!

#

""$7

) 足细胞系
,M'%

为武汉大

学人民医院丁国华教授赠予)

!

"药物*试剂及仪器"温阳活血利水方由制附子

#" H

"肉桂
% H

"生黄芪
&" H

"麻黄
$ H

"鹿角胶

#" H

"猪苓
#" H

"川芎
#" H

"红花
% H

"益母草

#" H

"水蛭
& H

"怀牛膝
#" H

组成) 采用配方颗粒

剂$华润三九医药股份有限公司%进行配制"由湖北省

中医院药剂科制备"用三蒸水冲化后"使其浓度为

!""G

) 高压灭菌分装"

4

%保存备用) 嘌呤霉素

$

!% :H@

支"

I;H:-

公司%) 地塞米松磷酸钠注射液

$

# :A

(

% :H

"

#"

支"湖北天药药业股份有限公司生

产"生产批号#

P4!"!""#8

%) 胎牛血清 $

V;[=0

公

司%"改良型
SM,)

$

#$4"

培养液$

P.'10F5

公司%"

"

型胶原$

]> ];0E=;5F=5E

公司%"重组小鼠
#

#干扰

素$

M9MS? *5=C

公司%"

"

!

!%G

胰蛋白酶+

9>*T

"

山羊抗兔抗体"

4G

多聚甲醛$武汉谷歌生物科技有限

公司%"兔抗大鼠
I.F-DB0D0J;F

多克隆抗体"兔抗大

鼠
'-BA

多克隆抗体$美国
T[=-:

公司%"

*L;B0F ^

$

#""

$

I01-L[;0

公司%) 荧光显微镜$日本尼康
7";

%&

激光共聚焦显微镜$德国蔡司
AI, %#" ,9*T

%)

&

"含药血清制备"

IMK

级雄性
+;EB-L

大鼠
!"

只"适应性喂养
&

天后"每日灌服温阳活血利水方
& :A

$每毫升含生药
! H

"

& :A

相当于临床给药剂量的
%

!

6%

倍%"分
!

次$每次间隔
4 C

%连续给药
6

天) 末次给药

后
# C

" 大鼠经
#"G

水合氯醛$

"

!

& :A@#"" H

体重%腹

腔注射麻醉"碘伏消毒手术部位后"腹主动脉采血"

4

%冰箱静置
4 C

后"

& """ L@:;F

离心
&" :;F

"收集

血清于
9M

管中"

%$

%水浴灭活补体
&" :;F

" #

6"

%

冻存"经
"

!

!! !:

滤网抽滤除菌分装待用)

4

"足细胞培养"参照参考文献'

%

(进行足细胞

培养) 细胞在
#" X@:A

重组小鼠
#

$干扰素$

#

$

)K3

%

诱导下于
&&

%使其增殖&继而接种至涂有
#" :H@A

"

型胶原的
!% =:

! 培养瓶中"置于
&6

%无
#

$

)K3

的

SM,)

$

#$4"

培养液中继续培养
# c!

周"使其分化成

熟"达
6"

&

c 7"

&融合时加入
! :A "

!

#!%

&$用超
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%

纯水稀释%胰蛋白酶消化"加入后轻轻摇匀"

&6

%培养

箱放置约
8" E

"待细胞变成圆球形"并且有部分脱落

即可) 吸净胰酶"室温放置约
$" c8" E

) 加入
&6

%

培养液
& :A

"轻轻吹打"至所有细胞脱落"移入离心

管) 以
# !"" L @:;F

离心
% :;F

) 弃上清" 加入

#" :A &6

%培养液"吹打均匀制备细胞悬液) 于超

净工作台内"打开
$

孔板"放置
*'

处理
$

孔板方形细

胞爬片$购于上海卧宏生物科技有限公司%) 将细胞

悬液滴加至细胞爬片上"置于
'?

!

浓度为
%G

的培养

箱中于
&6

%培养至细胞固着$约
! C

%) 加入
! :A

细胞培养液继续培养约
$ C

后进行下一步实验)

%

"实验分组"采用无血清的
SM,)

$

#$4"

培养液

培养
!4 C

使细胞生长同步化后"将其分成
$

组#正常

对照组*模型组*地塞米松组*

#"G

温阳活血利水方血

清组$简称
#"G

中药血清组%*

!"G

中药血清组及中

药血清空白对照组) 模型组应用
4% :H@A

嘌呤霉素

作用于足细胞
!4 C

&在模型组基础上"地塞米松组加

用
# !:01@A

地塞米松共孵育
!4 C

&

#"G

及
!"G

中药

血清组分别加用
#"G

*

!"G

中药含药血清共孵育

!4 C

"并设正常对照组$即用
&6

%培养液孵育
!4 C

%

及中药血清空白对照组$单用温阳活血利水方含药血

清孵育
!4 C

%)

$

"观察指标及检测方法

$

!

#

"细胞免疫荧光染色检测
'-BA

及
I.F-D

$

B0D0J;F

荧光表达"足细胞弃去培养基"用
M]I

洗
&

次"每次
% :;F

)以
4G

多聚甲醛固定
&" :;F

"

M]I

洗

&

次"每次
% :;F

)

"

!

%

&$体积分数%

*L;B0F ^

$

#""

室温孵育
#% :;F

"

M]I

洗
&

次"每次
% :;F

)

%

&$体

积分数%的牛血清白蛋白$

]IT

%室温孵育
&" :;F

"

M]I

洗
&

次"每次
% :;F

) 去除
M]I

"然后分别滴加

一抗兔抗大鼠
I.F-DB0D0J;F

$

#

(

#""

%多克隆抗体*一

抗兔抗大鼠
'-BA

$

#

(

#""

% 多克隆抗体覆盖爬片"

4

%孵育过夜后"

M]I

洗涤
&

次"每次
% :;F

)滴加

K)*'

标记山羊抗兔的荧光二抗"避光室温孵育

4% :;F

"

M]I

洗涤
&

次"每次
% :;F

)滴加
>TM)

染

液"避光室温孵育
#" :;F

后用
M]I

洗涤
&

次"每次
%

:;F

) 封片后"荧光显微镜下观察荧光并拍照"采用

):-H5 ML0 M1QE

软件分析荧光强度) 蛋白表达水平

与荧光强度成正比)

$

!

!

"

K)*'

$

DC-110;J;F

标记足细胞
K

肌动蛋白

$

K

$

-=B;F

%细胞骨架"细胞骨架
K

$

-=B;F

染色采用直接

免疫荧光染色法# 弃培养基"

4

%预冷
M]I

轻洗"

"

!

#G *L;B0F ^

$

#""

加
!G

多聚甲醛"

4

%冰上固定

&" :;F

"弃上清"

M]I

清洗
&

次"每次
% :;F

)

K)*'

$

DC-110;J;F

$

#

(

# """

"

#G >,I?

稀释%"

4

%避光孵育

过夜"次日
M]I

漂洗
&

次"每次
% :;F

) 去除
M]I

后

滴加
>TM)

染液"避光室温孵育
#" :;F

后用
M]I

洗

涤
&

次"每次
% :;F

) 封片后"应用激光共聚焦显微镜

观察荧光并拍照) 采用
K

$

-=B;F

外周环评分$

=0LB;=-1

K

$

-=B;F E=0L5

"

'KI

%

'

$

(评价
K

$

-=B;F

分布#

K

$

-=B;F

形

成正常应力纤维"计
"

分&

K

$

-=B;F

外周环
N #@!

胞膜

边缘"计
#

分&

K

$

-=B;F

外周环
d#@!

胞膜边缘"计
!

分&

K

$

-=B;F

形成完整外周环"计
&

分&每个视野计数
#""

个细胞"取平均值$

:'KI

%)

6

"统计学方法"采用
IMII #6

!

"

统计软件包

进行统计分析"计量资料以
R

'

E

表示) 多组间比较采

用单因素方差分析"组间两两比较采用
AI>

$

B

检验"

M N"

!

"%

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组足细胞
I.F-DB0D0J;F

表达水平比较

$图
#

*表
#

%"中药血清空白对照组与正常对照组
I.F

$

-DB0D0J;F

表达水平比较"差异无统计学意义 $

M d

"

!

"%

%) 与正常对照组比较"模型组
I.F-DB0D0J;F

表达水平明显下降$

M N "

!

"#

%) 与模型组比较"地

塞米松"

#"G

*

!"G

的中药血清组
I.F-DB0D0J;F

表

达水平明显升高$

M N "

!

"#

%) 与地塞米松组比较"

#"G

中药血清组
I.F-DB0D0J;F

表达水平降低$

M N

"

!

"%

%"而
!"G

中药血清组与地塞米松组比较"差异

无统计学意义$

M d"

!

"%

%)

!

"各组足细胞
'-BA

表达水平比较$图
!

*表
#

%

"在正常足细胞的细胞质中有少许
'-BA

表达) 单纯

中药血清与足细胞共孵育"对
'-BA

表达水平无影响)

与正常对照组比较"模型组
'-BA

表达升高$

M N

"

!

"#

%&与模型组比较"地塞米松"

#"G

*

!"G

中药血清

组
'-BA

表达水平明显降低$

M N "

!

"#

%) 地塞米松

组"

#"G

*

!"G

中药血清组比较"差异无统计学意

义 $

M d"

!

"%

%)

&

"各组足细胞骨架蛋白
K

$

-=B;F

分布及
'KI

评

分比较$图
&

"表
#

%"嘌呤霉素作用
!4 C

后"模型组

足细胞
K

$

-=B;F

排列出现紊乱"从有序的平行状纤维

束重构为杂乱无序的网状物"形成核外周环&各干预组

能一定程度上改善
K

$

-=B;F

排列紊乱)

与正常对照组比较"模型组
'KI

评分明显升高

$

M N"

!

"#

%&与模型组比较"地塞米松组"

#"G

*

!"G

中药血清组
'KI

评分明显降低$均
M N"

!

"#

%) 与地

塞米松组比较"

!"G

中药血清组
'KI

评分明显降低

$

M N"

!

"%

%)
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表
#

$各组足细胞
I.F-DB0D0J;F

*

'-BA

荧光表达定量及
'KI

评分比较"$

R

'

E

%

组别
F I.F-DB0D0J;F

$荧光强度%

'-B A

$荧光强度%

:'KI

评分$分%

正常对照
% "

)

!"#

'

"

)

"#4 "

)

"!%

'

"

)

""$ "

)

&#"

'

"

)

#&!

模型
%

"

)

"!$

'

"

)

""7

!

"

)

!%$

'

"

)

"$8

!

!

)

#!$

'

"

)

$!"

!

中药血清空白对照
% "

)

#74

'

"

)

"#6 "

)

"%%

'

"

)

"6" "

)

47!

'

"

)

#%#

地塞米松
%

"

)

"87

'

"

)

"#"

""

"

)

"8%

'

"

)

""8

""

#

)

!$$

'

"

)

!67

"

#"G

中药血清
%

"

)

"%7

'

"

)

""8

""#

"

)

#"&

'

"

)

"#!

""

#

)

"7$

'

"

)

!44

""

!"G

中药血清
%

"

)

"8&

'

"

)

"#6

""

"

)

"7"

'

"

)

""4

""

"

)

6&$

'

"

)

"8$

""#

""注#与正常对照组比较"

!

M N"

!

"#

&与模型组比较"

"

M N"

!

"%

"

""

M N"

!

"#

&与地塞米松组比较"

#

M N"

!

"%

""注#

T

为正常对照组&

]

为模型组&

'

为中药血清空白对照组&

>

为地塞米松组&

9

为
#"G

中

药血清组&

K

为
!"G

中药血清组&下图同

图
#

$各组足细胞
I.F-DB0D0J;F

荧光表达$ *

# """

%

图
!

$各组足细胞
'-BA

荧光表达"$ *

# """

%

讨""论

蛋白尿是肾脏疾病主要的临床表现"也是肾脏病

持续性进展的重要因素'

6

(

) 临床研究证实"蛋白尿的

量及持续时间均直接影响肾脏疾病的预后'

7

#

#"

(

) 足

细胞作为肾小球滤过屏障的最外一层在维持正常的肾

脏滤过屏障中发挥重要的作用"足细胞的损伤会导致

显著的蛋白尿"如局灶节段性肾小球硬化$

O0=-1 E5H

$

:5FB-1 H10:5LQ10E=15L0E;E

"

KIVI

%*微小病变肾病

综合征 $

:;F;:-1 =C-FH5 F5DCL;B;= E.FJL0:5

"

,'>

% 和膜性肾病 $

:5:[L-F0QE F5DCL0D-BC.

"

,3

%等蛋白尿肾病中均有不同程度的足细胞损伤*脱

落*丢失'

##

(

) 根据足细胞的形态特点"可将其分为
&

个组成部分#胞体*主突和足突) 足突是足细胞功能



!!"!$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

图
&

$各组足细胞骨架蛋白
K

$

-=B;F

分布改变"$ *

$""

%

的主要代表者" 足细胞足突的细胞骨架以
K

$

-=B;F

为

主构成微丝"微丝形成环状束呈纵向排列)

K

$

-=B;F

及肌动蛋白结合蛋白最终决定了足突的形态结构"

其中肌动蛋白结合蛋白参与调节
K

$

-=B;F

聚合和解

聚的动态平衡过程"对于维持肾小球正常的滤过功

能有着重要作用'

#!

(

) 足细胞
-=B;F

网架结构的变化

是足突融合*消失和蛋白尿发生的先决条件"也是足

突融合蛋白质相互作用的最后公共通路'

#&

(

) 足细胞

骨架重排引起足细胞活动力升高是导致足突融合发

生的分子基础)

肾病综合征表现为大量蛋白尿和不同程度水肿"

属中医学,水肿病-范畴"属阳气虚衰*阴水寒湿内盛

的表里同病之证"同时还有血瘀和水湿病理产物) 据

此本实验拟定温阳活血利水方治疗肾病综合征"温阳

活血利水方温阳*活血*利水三者兼顾) 本课题组既往

研究表明"以温阳活血利水为法则制定的温阳活血利

水方能减少微小病变肾病综合征模型大鼠蛋白尿"改

善足细胞足突融合'

!

#

4

"

#4

(

)

近几年来经典的嘌呤霉素致小鼠肾小球足细胞

损伤模型已成为研究足细胞相关蛋白尿发生分子机

制的热点'

#%

(

) 本研究通过温阳活血利水方含药血清

干预嘌呤霉素损伤的足细胞"探讨温阳活血利水方

稳定足细胞骨架及其结合蛋白的影响) 本实验中"

嘌呤霉素作用
!4 C

后"足细胞
K

$

-=B;F

排列出现紊

乱"从有序的平行状纤维束重构为杂乱无序的网状

物"形成核外周环"

'KI

评分明显升高"提示嘌呤霉

素导致足细胞骨架蛋白出现紊乱"细胞形态出现变

化) 既往研究表明"地塞米松可增加足细胞骨架
K

$

-=B;F

的稳定性'

#$

(

"并抑制嘌呤霉素引起的足细胞

凋亡'

#6

(

"本研究结果表明地塞米松能稳定足细胞骨

架"而
!"G

温阳活血利水方含药血清在此方面作用

优于地塞米松)

研究发现"细胞质内
'-BA

蛋白水解途径参与了

足细胞骨架蛋白的调控'

#7

(

"在多种原因导致的蛋白尿

发展起重要的作用'

#8

(

) 在至少两种蛋白尿动物模型

中"如脂多糖$

AMI

%小鼠模型以及嘌呤霉素小鼠模型

中"

'-BA

在肾脏中表达增多"这两种动物模型均有足

细胞足突融合'

!#

(

) 同样在体外实验中"

AMI

和嘌呤霉

素处理的足细胞细胞浆中
'-BA

表达也增高'

!#

(

)

'-BA

基因的敲除能保护由
AMI

诱导足突融合和蛋白

尿'

!#

(

) 同样"

'-BA

的抑制剂能减少实验大鼠的蛋白

尿'

!"

(

)

I.F-DB0D0J;F

为足细胞
'-BA

蛋白水解的底

物之一) 正常情况下"足细胞
I.F-DB0D0J;F

将
-=B;F

交联成保持极性一致并具有一定张力的束样肌动蛋白

微丝) 足细胞肌动蛋白相关蛋白$如
I.F-DB0D0J;F

%

在稳定肌动蛋白细胞骨架确保维持肾小球滤过功能起

关键作用'

##

(

"其通过影响
K

$

-=B;F

的聚集和解聚"从

而调节足细胞的,可塑性-)

'-BA

能水解
-=B;F

骨架

蛋白关联结合器
I.F-DB0D0J;F

"导致足细胞微丝系统

重排"继而出现蛋白尿'

#&

"

!"

#

!!

(

) 本实验中"温阳活血

利水方含药血清可明显降低嘌呤霉素损伤的小鼠足细

胞
'-BA

的表达并升高
I.F-DB0D0J;F

表达"与地塞米

松作用相当"而这有助于减轻
K

$

-=B;F

的重构"稳定肌

动蛋白细胞骨架"进而确保维持肾小球正常滤过屏障"
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从而减少蛋白尿)

综上所述"温阳活血利水方可能通过降低肾小球

内
'-BA

表达以及升高
I.F-DB0D0J;F

表达"从而稳定

肌动蛋白细胞骨架"确保维持肾小球滤过功能"改善足

细胞足突融合"减少蛋白尿)
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