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摘 要
, 目的 ,

研究复方鳌甲软肝方对肾小管上皮细胞 �� 刺激不 同时段表达 ! !�∀
、

竹!�% 的

影响
。

方法 , 制备含药血清
,

将 − .含药血清培养基加入体外培养的 肾小管上皮细胞
,

分别于 �� 刺激

)/ 0 及 /1 0 采用免疫组化及 2 3 45 36 7895 方法检测各组 !!�∀
、

: !�% 的表达
。

结果
, �� 刺激肾小

管上皮 细胞 ∋) 0 后
,

细胞胞桨 内 !!�∀ 活性逐渐增强 ; )/ 0 达到高峰 ; ∃% !�% 于 �� 刺激 )/ 0 逐渐

增强
,

/1 0 达到高峰上
。

复方鳌甲软肝方 降低 )/0 时 !!�∀ 的表达
,

同时也降低 /10 时 : !�% 的表

达
。

结论
,
复方鳌甲软肝方含药血清能抑制细胞早期 !!�∀ 的表达

,

可降低 !!�∀ 早期对基膜的破坏

引起的上皮细胞转化
,

同时又降低后期 竹!�% 的表达
,

从而促进细胞外基质的降解
,

其双向调 节作用

可能是其防治肾间质纤维化的机制之一
。

关键词
,
复方鳌 甲软肝方 !!�∀ ∃% !�% 肾小管上皮细胞

基 质 金 属 蛋 白 酶 <!=5>?
≅ 6 3 5=88

9 Α>9 53?: =4 3 4 ,

!!�4 +是一组结构及功能同源的 Β : )Χ 依赖 型肤链内

切酶 的总称
,

其 功能主要是对 细胞外基质 <ΔΕ! +的

降解 作用
,

基质 金属蛋 白酶组织 抑制 剂 <∃? 44 Φ3 ?:
Γ

0?7?59 , 9Η 6 =试≅ 6 3 5= 889 Α>9 53 ?: =4 3 4 ,

∃% !Α 4 + 是其 内源

性 的一组特异性抑制因子
。

!!�一∗ 又称 明胶酶 Ι
,

主要降解 2 型胶 原等基 膜成份
,

: !�% 则 对 ! !� Γ

∋
、

)
、

ϑ
、

∗ 均有抑制作用
。

肾小管 间质纤维化几乎是

所 有 肾脏 疾病进展 到终末 期 慢性 肾衰竭 的共同途

径川
,

肾小 管上皮 细胞在其发病过程 中起到关键作

用
,

尤其是其表型发生改变成为肾小管萎缩或消失

的主要原因
,

也是 肾间质纤维化发病 的中心机制
。

而

在此 过程 中 !!�4 # ∃% !�4 失衡起到了关键作用
。

动

物 实 验 已 证 明 复 方 鳖 甲软 肝 方 对 肾 间质 纤 维化

! !�4

爪!�4
紊乱具有 调节作用 而发挥抗纤 维化作

用
,

本 实验 主要观察复方鳌甲软肝方对 肾小管上皮

细胞 !!�∀ #竹!�% 表达 的影响
,

从细胞分子水平探

讨复 方 鳖 甲软 肝方 通 过 对 肾小 管 上 皮 细 胞 表 达

!!�∀ #: !�% 的调节作用
。

收稿 日期 , )<Κ+ −一 ∋+ )1

修回 日期 , )<Κ 拓Γ ( ∋ 一 ∋∗

国家自然科学基金重 点项 目<Λ 9Μ ϑ ( ∋ ϑ() )( +
,
复方赞甲软肝方防 治多胜器纤 维化的作用机理研究

,

负责人
,

牛建昭 ;教育部
“

长江学者和创

新团队发展计划
”

项 目<Λ9Μ %Ν叭又 ∋ϑ +
,
中医药干预多器纤维化与异病 同治

、

同病异治科学内洒的研究
,

负责人
,
牛建昭 ; 国家中医管理局中

医药科研基金项 目<Λ 9Μ )<Κ Κ+ 】一 �一ϑ∋ + ,

肝肾宝防治肝肾纤维化作用机理 的研究
,

负责人
,

牛建昭
。

联系人
,

赵宗江
,

副教授
,

主要研究方向
,

中西医 结合防治慢性肾脏疾病
,

∃3 � (∋ (一1∋ ΟΠ )∗ ∗1
,

Δ一Θ 卜ΒΡ咱 ?=: ∀Σ Τ 4? := ΜΥ 9

69

〔平
。

而反 ?Υ 二
。
朋ς ∃3 Υ0 :9 8叨耐ς山>: 仓=5 必

:

9Η 乃侧众动耐 Ε0 ?:3 43 !3 ς ?Υ? , 山边 赶山 3

>?= !3 ς?Υ 司 月



)(( Ο 第八卷 第二期 ★ Ω 98Μ 1 Λ 9Μ )

一
、

实验材料

� 细胞培养
人近端肾小管上皮细胞 株

,

由美 国维恩大学医

学 部 张 玉 祥 教 授 馈 赠
。

培 养 基 为 − . 小 牛 血 清

Ξ ! Δ! Χ ∋( ( 单位青霉素Χ ∋(( 林∀# 6 � 链霉素
。

)
Μ

主要试剂

2 34 53 6 78 95 试 剂 为北 京 化 学试剂 公 司产品
。

!!�∀ Ψ9
= 5 Α 9 8Ζ3 89 : = 8 %∀ Ψ <

4 3 一Ο 1 / ( +
,

∃ %!�% Ψ9
= 5 Α 9 8Ζ

Γ

389 : =8 %∀Ψ <
4 3 一 Ο 1 ϑ / +

,

均为  = : 5= Ε>Φ Σ 公司产品
。

 � Γ

∗ ( ( ϑ 免疫组化试剂盒购 自北京 中山生物技术有 限公

司
。

ϑ
Μ

药物

复方鳖甲软肝方 <内蒙古集宁制药厂提供
,

批准

文号 , 国药准字 <∋∗ ∗∗+ ) 一 ∋( ) 号 +
,

苯那普利 <北京诺华

制药有限公司
,

批号
, ≅ )( (( Ρ)∗ ) +

。

二
、

实验方法

∋
Μ

含药鱼清的剑备

取体重 ϑ − ( ∗ 正常雄性 2 ?4 5= > 大 鼠
,

将 [[Ι∴Ν Ψ [

药物按人体剂量的 ϑ
Μ

−
、

Π
、

∋/ 倍配成低
、

中
、

高剂量组

灌 胃给药
,

苯那普利组按人体剂量 的 Π 倍灌 胃给药
,

∋ 次 #ς
,

共 Π 次
。

于第 Πς 大 鼠颈总动脉取血 >9 6 �
,

制

备血清后 −Ο ℃灭活
, 一) (℃冻存备用

。

)
Μ

免疫组化

在 ) / 孔板中加人飞片
,

按 4 ≅ 8Ρ
ϑ

个 #孔加人细胞

悬液
,

再 加入 ∋( . 小牛血 清 Ξ !Δ! 至 86 � ; �� 组

) / 0 加人无血清 Ξ ! Δ! 同步
,

治疗组 ) / 0 加入 −. 药

物血清 Ξ ! Δ! 及 �� <终浓度为 ∋林∀ #6 � +
,

空 白对照

组不加 �� 
。

分别于 ) / 0
、

/ 10 取 出飞片后用 ∋( . 中性

福尔马林固定 ϑ( 6 ?:
,

按试剂盒 步骤操作进行免疫组

化显色
。

ϑ
Μ

2 3 4 53>: 789 5

<8+ 胞浆蛋白提取
。

肾小管上 皮细胞株 全条件

− .小牛血清 Ξ ! Δ! 培养传代
。

于实验前采用无血清

Ξ!Δ ! 同步 ) / 0
,

然后以终浓度分别为 �%Δ ∋(林∀ #6 � Χ

∋( . 含药血清孵育 )/ 0
、

/10
,

空白对照组不加 �� 
。

于

实验终点分别提取胞浆蛋白
, 一 ) (℃备用

。

<) +步骤
。

取上清蛋 白液与等体积 Β ≅ 上样缓 冲液

混匀后 ∋ ( (℃煮沸 46 ?:
,

于  Ξ  一�] Ψ Δ 凝胶上进行电

泳分离
,

然后将胶进行 电转膜
,

取 出膜 后 /℃封闭过

夜 ;洗膜后加人抗人 !!�∀
、

∃ %!�%一抗 <∋ , 8((<+ +
,

/℃

过夜
。

再次洗膜加二抗 <∋ ,) ((( +室温孵育 )0
。

洗膜后

Ξ ] Ι 显色
,

特异性条带显黄色
。

/
Μ

数据分析和统计

利用北航 Ε!%]  医学图像分析管理系统对免疫

组化及 2 345 36 78 95 实验结果进行 图像分析
,

由军事

医学科学院放射免疫所病理图像分析室 分析
。

其 中

免疫组化每个标 本随机选取 − 个视 野
,

测 定阳性细

胞平均光密度值
。

各组 图像分析结 果采用
≅ 土 Ξ 表

示
,

所有实验数据均采用统计软件  �  % ∋
Μ

( 进行单

因素方差分析
。

三
、

实验结果

∋
Μ

免疫组化

本实验前 先用 �巧 刺 激 肾小 管 上皮细 胞 ∋) 0
、

) / 0
、

ϑ Ο 0
、

/ 10
、

Ο Ρ0 细胞 飞片进 行免疫组 化
,

检测发

现
,

∋)0 时细胞胞浆 内 ! !�∀ 活性 开始增 强 ; ) / 0 达

到高峰并维持至 /10 ; )/ 0 时细胞胞浆内 ∃% !�% 活性

开始增强 ; / 1 0 达到高峰 ;所以 分别检测 / 10 [[Ι∴ Ν Ψ [

对细胞 !!卯
、

∃% !�% 表达的干预作用
。

结果见表 ∋
。

)
Μ

2 3 4 53 >: 789 5

见图 ∋
,

图 )
。

表 ∋ 肾小管上皮细胞 /10 胞桨蛋白 !!�∀
、

皿!�% 各组免疫组化平均光密度值《无土 Ξ +

!!%勺

: !� %

空白组

(Μ (Ο/ 土(Μ (( 1

( (/ Ο士(
Μ

(ϑΟ

�邢 组

(
Μ

∋ )Ο士(
Μ

() ∋

(
Μ

( ∗ϑ土(
Μ

( ∋ ϑ

苯那普利组

(
Μ

( Π 1 士(
Μ

( ∋1
& &

(
Μ

(/ 1 土(
Μ

( )(
& &

[[Ι∴Ν Ψ [ 刁
、

剂组

(
Μ

∋( Π印
Μ

∋ /Π
&

(Μ (∗ )均
Μ

以抖

[[Ι∴Ν Ψ[ 中剂组

(
Μ

( Π Π土(
Μ

( ∋∋
& 六

(
Μ

( −ϑ土( () ϑ
& &

[[Ι∴Ν Ψ [ 大剂组

(
Μ

∋(1 士( ( ∋∋

(
Μ

(1/ 士(
Μ

( ∋Π

注
, & 与 �� 组比较 �⊥ ( (− ; & & 与 �� 组比较 �⊥ (Μ (∋

∋/ 〔2 9> 记 4Υ ?Υ 二
3 = : ς ∃3

Υ 0:9 89 邵诩而ς3 >: 女以访几 9Η ∃> =ς 众访耐 Ε0 ?:3 43 !3 ς ?Υ? :3 =: ς !以3

>?= !3 ς ?Υ 司
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四
、

讨 论

肾小管间质纤 维化 几乎 是所有 肾脏疾病进展 到

终末期慢性肾衰竭 <ΕΝ [ +的共 同途径
。

目前公认的最

重要的促纤维化因子是 ∃ Ψ [一Α
,

在 �Α  作用下
,

肾小

管上 皮 细胞 表 达 !!�∀ 汀%!�% 呈 现不 同程 度 的增

强
,

但早期以 !!�∀ 为主
,

晚期则 以 ∃% !�% 为主
。

本

实验观察到 %
∴

� 刺激 肾小管上皮细胞 ∋) 0 细胞胞浆

内 !!�∀ 活性逐渐增强并于 )/ 0 达到高峰 ;∃% !�% 于

�� 刺激 )/0 逐渐增强
,

/10 达到高峰
。

动物实验间

质纤维化模型中如大 鼠 _ _ Ρ 模型 的研究 中证明
,

术

后 Ο ς !!�一∗ 活性升高
,

此 时胶原的降解也增加
,

之

后下降
。

∃ %! �一∋ 在 Ο 一 ∋4ς 均可检测到阴
。

所以二者观

察的结果是一致的
。

早期 ! !�∀ 活性升高主要参与

了肾小管上 皮细胞 <∃ Φ 7Φ 8=> 3Α ?503 8?=8 Ε3 88
,

∃Δ Ε4 +向

肌成纤维细胞 <!Ζ9Η? 7>9 78= 45
,

![Ι +的转化
。

花Ε4
在

孩 寡 今 , 牙 主 翔赌 ,浚全 魏 吞 / , 零

∃ Ψ [一 Α 等因子作用 下发生活化
,

逐 渐失去 Δ 一钙粘

素
,

表达 = 一 !]
,

重组肌动蛋 白形成张力丝 ⎯/α
,

获得迁

移力与侵袭力
,

移行入间质
,

活化并增殖成为 ![Ι∋ −α
。

![Ι 成 为大 量 Δ Ε! 的 主要 来 源
,

同 时也 是 后 期

∃% !�% 的主要生成细胞
,

在肾间质纤维化 中发挥极重

要 的作用
。

在 ∃ ΔΕ4
表 型变化过程 中

,

关键是基底膜

<∃Ι ! +的降解及完整性的破坏
。

∃Ι ! 为 花Ε4 正常行

使功 能提供了严密调控的微环境 %Οα
,

促进多数细胞
Γ

基质相互作用
,

这在维持上皮细胞表型 中具有决定

性作用闭
。

在 肾小管损伤后发生 ∃ Ψ [一Α 表达上调 ⎯1∋
,

∃Ψ [一Α 上调并活化 !!�∀ %1∋
,

降解基 底膜
,

改变 ∃Ι !

组分并破坏其完整性
,

进而导致 Δ !∃ 的发生
,

增加

兀Ε4
迁移性

。

所以早期 !!�Β
、

!!�∀ 高表达和高活

性促进 了纤 维化 的发 生和发展
。

但 在纤维化后期
,

!!�Β
、

! !�∀ 水平下降或受到 ∃% !�4 的抑制作用 活

性下降
,

又导致 ΔΕ! 的降解减少
,

加重纤维化程度
。

复方鳖 甲软肝方主要 由鳖 甲
、

三七
、

赤

妙今
,

芍
、

冬虫 夏草
、

连翘等组成
,

功效是软 坚散

结
,

化痕解 毒
,

益气养血
,

可 抑制肝纤 维化

图 ∋ �� 刺激肾小管上皮细胞 )/0
、

/ 10 胞桨蛋白 !!�∀ 的转移印迹图

咚 各 ∋ 铆翩气。拿 嚼 巍 毒 冰 贫 侧‘粗论
必 络

图 ) �� 刺激肾小管上皮细胞 )/ 0
、

/1 0 胞浆蛋白皿!�% 的转移印迹图

注
, 以上各图中 ∋ 为空 白对照组

,

) 为 �� 组
,

ϑ 为苯那普利组
,

为 卯Ι∴Ν Ψ [ 高
、

中
、

低剂量组
。

/
、

−
、

Ο

过程 中贮脂 细胞增殖
,

减少胶原蛋 白合成
,

降低胶原 蛋 白过量沉 积
,

以 及溶解和吸收

已形成 的纤 维化组织
。

在多器官纤维化 的

具体发生机 制具有许 多共 性
,

我们根据 中

医的
“

异病 同治
”

理 论
,

应用 于肾纤维 化 的

治疗
,

取得 了肯定的疗效阵∗α
。

本实验采用

免 疫 组 化 及 2 34 53 6 78 95 方 法 检 测 各 组

!!%刃

∃% !�%

表 )

空白组

(
Μ

∋ ϑ) 士(
Μ

(( ∋

(
Μ

( 1 ∋士(
Μ

( ∋ (

肾小管上皮细胞 )/0 胞浆蛋白 !!�∀
、

∃% !�% 各组平均光密度值 <无士  Ξ +

�� 组 苯那普利组 [∃ Ι∴Ν Ψ [ 小剂组 [[Ι∴Ν Ψ [ 中剂组

(
Μ

/ Π−士(
Μ

(( Ο (
Μ

) 1 ∋士(
Μ

(<+ Π
& &

( / ) Π士( (<+ ∗
& &

(
Μ

)∗ϑ 士(
Μ

( ∋∋
& &

(
Μ

( Π)土(
‘

<Κ+ − (
Μ

(Ο −士(
Μ

(<+ Ο (
Μ

( Π/ 土(
Μ

(<+ Ο (
Μ

(/ ∋士(
Μ

( (−
&

[[Ι∴Ν Ψ [ 大剂组

(
Μ

ϑ )Ο 土(
Μ

(<+ ∗
& &

(
Μ

( ∗ ∋土(
Μ

加/

注
, & & 与 �邢 组比较 �⊥ (Μ (∋ & 与 %

∴

邢 组比较 �⊥ (
Μ

(−

表 ϑ 肾小管上皮细胞 / 10 胞桨蛋白 !!�∀
、

∃% !�% 各组平均光密度值β屁 Ξ +

!! %刃

竹!�%

空白组

(
Μ

∋/) 士(
Μ

(<+ Π

( ( 1 ∋土( ( ∋(

�% 组

(
Μ

/ ∋)士(
,

( ∋1

(
Μ

ϑ Π/ 上(
Μ

<刃Ο

苯那普利组

(
Μ

ϑ/ ∋土(
Μ

( )(
& &

(
Μ

) ∋)功 (<+ 1
& &

[[Ι∴Ν Ψ [ 小剂组

(
Μ

)∗∗ 士(
Μ

( ∋)
& &

( ϑΠ∗ 土(
Μ

( ∋(

[[Ι∴Ν Ψ [ 中08α 组

(
Μ

ϑΟ) 士(
Μ

( ∋−
& &

(
Μ

)) ∋土(
Μ

( ∋/
& &

[[Ι∴ Ν Ψ [ 大剂组

(
Μ

ϑ ∋ ∗士(
,

( ∋Ο
& &

(
Μ

) ∗/扔
Μ

<Κ+ Π
& &

注
, & & 与 �� 组比较 �⊥ (Μ (∋ ; & 与 �� 组比较 �⊥ (Μ (−

〔2 9>8 ς 4Υ ?Υ :Υ
。
叭∴ ∃3 Υ0 8Σ9 8。爵刀爪〕山 >: 七以?9 :

9Η ∃> χς ?‘勿耐 Ε0 ?:3 43 !3 ς?Υ ?:3 =: ς !山 3
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!!�∀
、

: !�% 的表达 结果 可 以看 出
,

�Α 刺激 肾小

管上皮 细胞 )/ 0 与 / 10 细胞胞浆 内 !!�∀ 活性差异

不 大
,

与空 白组 相 比有 显 著差 异 <� ⊥ ( Μ( ∋ + ; 而 �� 

刺激 肾小 管上 皮细胞 )/ 0 细胞胞浆内 : !�% 活性

与空 白组成 无差别
,

但 / 10 细胞胞浆内竹!�% 活 性

则大大增加
。

�� 刺激肾小管上皮 细胞 )/ 0 与 / 10

苯那普利组 和 [[ Ι∴ Ν Ψ [ 各剂 量组 肾小 管上 皮细 胞

胞浆内 !!即 活性 有所降低 ; �� 刺 激 肾小 管上 皮

细胞 / 10 苯 那普利 组 和 [[Ι∴Ν Ψ [ 各剂 量组 肾小管

上皮细胞胞浆内 叭!�% 活性呈不同程度 的降低
,

苯

那 普利 组 和 [[ Ι∴Ν Ψ [ 中剂 量 组 比无 差 异
。

说 明

[[Ι∴ Ν Ψ [ 组 可 以在早期降低 !!�∀ 的表达
,

而在 后

期又能降低 : !�% 的表达
,

从而说明其具有 双向调

节 的作用
,

在早 期通过降低 !!�∀ 水平减少 Δ!∃ 的

发生
,

后期降低 : !�% 水平又可促 进 Δ Ε! 的降解
,

减少 Δ Ε! 的沉积
,

在细胞分子水平证明了该方对 肾

间质纤维化具有防治作用
。

复方鳖甲软肝方药物血

清究竟作用于 !!�∀ # : !�% 转导通路的哪个或哪些

环节
,

还有待于进一步研究
。
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