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高糖对大鼠腹膜间皮细胞分泌细胞因子的影响及苦参碱的干预作用
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"摘要#
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目的
!

研究高糖刺激下大鼠腹膜间皮细胞分泌肿瘤坏死因子
!

"

6CA.

!

$和转化生长因子
)

$

"

6?A.

)

$

$及苦参碱的干

预作用!探讨腹膜纤维化发生机制&方法
!

通过体外培养大鼠腹膜间皮细胞"

V@5+

$!依据加入药物浓度分成
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组$#高糖苦参碱组"
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葡萄糖!

#`

$8

!

>

组$#对照组"
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组!仅加不含血清的
>@<@.A$13@;5

培养基$!分别于第
10

%

0/

%

-1

小时收集培养上清液!采用

<7B;:

法测定各组培养上清液中
6CA.

!

和
6?A.

)

$

浓度的变化!同时观察各组大鼠腹膜间皮细胞光镜下的表现&结果
!

光镜

下!可见
<

组和
3

组腹膜间皮细胞小!呈卵圆形或圆形!生长较为密集&

:

%

5

%

>

组腹膜间皮细胞大%呈梭形或多边形!分布较为稀

疏#在
:

组!培养上清液中
6CA.

!

和
6?A.

)

$

水平较
<

组无明显统计学变化"

!

%

%&%8

$#而在
5

组!培养上清液中
6CA.

!

和
6?A.

)

$

水平较
<

组增加明显!差异有统计学意义"

!

$

%&%8

$&在
3

组和
>

组中!

V@5+

分泌
6CA.

!

和
6?A.

)

$

水平
3

组较
:

组减少!

差异无统计学意义"

!

%

%&%8

$#

>

组较
5

组明显下降!差异有统计学意义"

!

$

%&%8

$&结论
!

苦参碱能拮抗高糖致大鼠腹膜间皮

细胞分泌
6CA.

!

和
6?A.

)

$

!从而保护腹膜间皮细胞&

"关键词#

!

葡萄糖#苦参碱#肿瘤坏死因子
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#转化生长因子
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#腹膜间皮细胞
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腹膜透析$

E

D9#J",DIM!#IM

P

+#+

#

V>

&由于自身生物相容性

好#中分子物质清除效率高等优点#成为目前终末期肾脏疾病

的首选透析方式)但是反复发作腹膜炎症可使有效腹膜透析

面积减少#从而导致腹膜对溶质的清除及水分的超滤功能减退

甚至功能衰竭#是部分
V>

患者改行血液透析治疗的主要原因

之一 '

$

(

)实验表明#腹膜长期处于高渗微环境#可最终破坏腹

膜的整体结构性#葡萄糖及其与机体产生的炎变产物是致
V>

相关性腹膜超滤衰竭重要原因之一'

1.'

(

)如何从病理生理学机

制方面深入探究腹膜超滤衰竭的发病机理#成为近年来医学研

究的重要课题内容)

现有研究证实人腹膜间皮细胞$

E

D9#J",DIMHD+"JKDM#IM

GDMM+

#

V@5+

&具有多重重要的生理功能#如分泌*吸收*修复*支

持等)在腹膜发生炎变时#

V@5+

自身分泌的炎性因子和细胞

因子#又影响到腹膜自身的修复'

0.8

(

)本研究旨在探讨高糖致

大鼠
V@5+

分泌肿瘤坏死因子
!

$

6CA.

!

&和转化生长因子
)

$

$

6?A.

)

$

&及苦参碱的抗纤维化作用#为临床防治腹膜纤维化#

延缓病人的生命#有着极其重要的现实意义)

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

选取健康
3:73

"

G

大鼠
'8

只#雌雄兼用#体重

$%%

$

$1%

N

#同等条件下饲养#鼠龄
)

$

/

周#由贵阳医学院动

物实验中心提供)

B&C

!

主要试剂
!

胎牛血清$

A5;

&#

>@<@.A$13@;5

培养基#

胰蛋白酶液#卵母细胞裂解液#

>:3

显色剂$编号
:F$%11

&#抗

体稀释液$编号
:F$%$)

&#

2I,L+

平衡盐溶液#多聚赖氨酸#枸

橼酸盐缓冲液#以上均购自郑州益康生物工程有限公司%

6CA.

!

<7B;:

试 剂 盒 $上 海 恒 远 生 物 科 技 有 限 公 司#编 号!

:F1%8'

&%

6?A.

)

$

<7B;:

试剂盒$上海恒远生物科技有限公

司#编号!

:F1%(8

&%即用型
;:35

免疫组化染色试剂盒$上海

%--'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
08

卷第
1-

期



恒远生物科技有限公司#编号!

;:$%1%

&%兔抗人细胞角蛋白
$/

抗体*抗人波形蛋白$上海联硕生物科技有限公司&%兔抗人第

.

因子相关抗原抗体$上海联硕生物科技有限公司&%

1&8[

*

0&18[

腹膜透析液
17

$广州百特公司&%苦参碱注射液#每支

$8%H

N

$

$% H7

&#山 西 振 东 泰 盛 制 药 有 限 公 司#批 号

21%%8(''8

)

B&D

!

主要仪器
!

2e.%/5

型超级微量恒温器$上海旦鼎国际

贸易有限公司&%倒置显微镜和光学显微镜$上海蔡康光学仪器

有限公司&%无菌操作台$苏州江东精密仪器有限公司&%流式细

胞仪$

3DGLHI,5"RMJD9

公司&%凝胶成像分析仪$

\4B

#英国&%

>C@.()%1:

酶标仪$上海圣科仪器设备有限公司&)

B&E

!

方法

B&E&B

!

V@5+

分离和体外培养
!

每次取大鼠
$

只#直接心脏

注射
1H7

左右
$%[

水合氯醛后处死#将大鼠置于工作台上#

圆针固定四肢#先后用
%&11[

聚维酮碘液*

-8[

的乙醇充分消

毒胸腹部皮肤#用镊子提起中线腹部皮肤#持剪刀自下向上剪

开皮肤及皮下组织#暴露腹腔#用小眼科剪小心剔除壁层腹膜

组织)将获取的腹膜组织剪成
1

$

0HH

1 的小块#置于
2I,L+

混悬液中#自然沉淀后#再将组织块放入含
$8%H7

"

7C3;

的

>@<@.A$13@;5

培养基中#随后移入培养瓶内#置于
'-Z

#

8[ 5W

1

培养箱内慢慢培养)最初
'!

内每天需更换培养液
$

次#培养
0!

后每周更换培养液
1

次)约
$8

$

$/!

组织块边缘

新增殖的细胞逐渐铺开直至完全融合时#用免疫组化方法对细

胞进行抗原抗体检测#鉴定为
V@5+

后#进一步行细胞因子

测定'

)

(

)

B&E&C

!

分组及
6CA.

!

和
6?A.

)

$

的测定
!

细胞完全融合后#

以每毫升
$%

8 个接种于
()

孔培养板#待细胞铺满培养板#在不

含血清的
>@<@.A$13@;5

培养基中分别加入
1&8[

*

0&18[

葡萄糖腹透液和苦参碱溶液#依据药物浓度分设
8

组#

每组分为
$8

个复孔#每孔各加
)8%

%

7

!

1&8[

葡萄糖组$

#`

$8

#

:

&%低糖苦参碱组$

1&8[

葡萄糖#

#`$8

#

3

&%

0&18[

葡萄糖

组$

# $̀8

#

5

&%高糖苦参碱组$

0&18[

葡萄糖#

#`$8

#

>

&%对照

组$

#`$8

#

<

#仅加不含血清的
>@<@.A$13@;5

培养基&)

用药前抽吸苦参碱
$%%H

N

分别与
1&8[

*

0&18[

透析液
17

配

成浓度为
8&%[

的溶液)分别于培养后第
10

*

0/

*

-1

小时收集

培养上清液#采用
<7B;:

法测定上清液中
6CA.

!

和
6?A.

)

$

的浓度#具体操作步骤按试剂盒上说明书进行)

B&F

!

统计学处理
!

使用
;V;;$$&8

统计学软件进行分析#计

量资料以
Jb;

表示#各组间差异性比较采用单因素方差分析

和
<

检验#以
!

$

%&%8

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

V@5+

的培养和鉴定
!

培养的腹膜组织
0/

$

-1K

后#细

胞逐渐从组织块边缘长出并增殖铺开#在光镜下细胞边界清

晰#大小一致#欠规则排列)卵圆形细胞在瓶底贴壁生长#呈克

隆样增殖#约
$/!

铺满培养瓶底部#倒置显微镜下见细胞呈多

边形#有的边缘呈现齿轮状与周围细胞镶嵌排列#呈典型上皮

细胞样形态)且抗人角蛋白*抗人波形蛋白染色阳性#抗
.

因

子相关抗原单克隆抗体阴性)

C&C

!

光镜下各组大鼠
V@5+

表现
!

$/!

后在普通光镜下#可

见
<

组和
3

组腹膜间皮细胞小#呈卵圆形或圆形#生长较为密

集%

:

组*

5

组及
>

组可见腹膜间皮细胞大#呈梭形或多边形#

分布较为稀疏)上述现象在
5

组表现更为显著#见图
$

)

图
$

!!

各组大鼠腹膜间皮细胞
$/!

光镜下形态学表现%

]0%%

&

C&D

!

6CA.

!

的分泌及苦参碱的抑制作用
!

V@5+

分泌
6CA.

!

#

:

组培养上清液中
6CA.

!

水平较对照组无明显增加$

<̀

$&--/

#

! %̀&$/1

&%而在
5

组#培养上清液中
6CA.

!

水平较对

照组增加明显#差异有统计学意义$

<`'&/'8

#

!`%&%18

&)

V@5+

分泌
6CA.

!

水平
3

组较
:

组减少#但差异无统计学意

义$

<̀ $&-/8

#

! %̀&1'8

&%

>

组较
5

组下降明显#差异有统计学

意义$

<̀ '&-8'

#

! %̀&%$/

&#见表
$

)

表
$

!!

不同时间各组
6CA.

!

的分泌情况%

Jb;

'

EN

)

H7

&

组别
10K 0/K -1K

对照组
0&%/b$&'$ 8&'8b$&%1 8&01b$&1$

:

组
-&8'b$&1) /&8)b$&8( /&)/b$&8'

3

组
)&0)b$&'/ -&%1b$&1' -&'8b$&'%

5

组
$%&)8b1&'0

I

$0&'/b1&80

I

$0&/8b1&)'

I

>

组
)&/)b$&0'

S

-&8(b$&'/

S

-&)(b$&'8

S

!!

I

!

!

$

%&%8

#与对照组比较%

S

!

!

$

%&%8

#与
5

组比较)

C&E

!

6?A.

)

$

的分泌及苦参碱的抑制作用
!

V@5+

分泌
6?A.

)

$

#

:

组#培养上清液中
6?A.

)

$

浓度较对照组略有增加$

<̀

$&-//

#

! %̀&1')

&%而在
5

组#培养上清液中
6?A.

)

$

浓度较对

照组明显增加#差异有统计学意义$

<`'&(8/

#

!`%&%10

&)

V@5+

分泌
6?A.

)

$

水平
3

组较
:

组减少#但差异无统计学意

义$

<̀ $&/)0

#

! %̀&'8-

&%

>

组较
5

组下降明显#差异有统计学

意义$

<̀ 0&$1'

#

! %̀&%'1

&#见表
1

)

表
1

!!

不同时间各组
6?A.

)

$

的分泌情况%

Jb;

'

EN

)

H7

&

组别
10K 0/K -1K

对照组
108b0' 1)/b81 1/'b)0

:

组
')/b81 '(-b)/ 0%1b-0

3

组
1)0b08 1-)b8' 1/$b8/

5

组
808b8)

I

8(0b-1

I

)'8b/'

I

>

组
1-$b0'

S

1/)b8%

S

1(-b8-

S

!!

I

!

!

$

%&%8

#与对照组比较%

S

!

!

$

%&%8

#与
5

组比较)

D

!

讨
!!

论

!!

腹膜超滤功能衰竭是
V>

患者结束治疗的常见原因)各

$--'
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种腹膜纤维化进程中都会伴随着炎性反应#包括
V@5+

的凋亡

及炎性细胞因子的释放#成纤维细胞增殖#细胞外基质成分过

多聚集并异常修复#间充质细胞转化等腹膜超微结构的病理变

化'

-.(

(

)本文以大鼠
V@5+

为研究对象#通过高糖刺激
V@5+

分泌
6CA.

!

和
6?A.

)

$

#苦参碱的抑制作用#研究其在腹膜纤

维化机制中的可能作用)

6CA.

!

作为一种重要的炎症因子#在腹膜纤维化过程中

发挥着重要的作用)叶玲等'

(

(研究证实#在
6CA.

!

的作用下#

V@5+

表达白细胞介素
/

*单核细胞趋化肽
$

明显活跃#同时间

皮细胞也能合成细胞间黏附分子和血管细胞黏附分子#有利于

炎性细胞黏附并进入腹腔)本文利用体外培养的大鼠
V@5+

#

经不同浓度的葡萄糖液刺激#发现经一定时间作用后#

V@5+

确实能分泌
6CA.

!

#从分子水平上证实
V@5+

对高糖刺激可

产生应答反应)这与黄振华等'

$%

(的研究一致)尽管在高糖刺

激下
V@5+

仅能分泌较低水平的
6CA.

!

#但由于它是前炎性

介质#能够影响整个炎症反应的各个阶段#可能是导致腹膜纤

维化的发生机制之一)

6?A.

)

$

已被公认为调节细胞生长和分化的中枢介质#参

与组织纤维化的整个进程)

6?A.

)

$

一方面直接刺激细胞外基

质成分如胶原
"

*

(

*

/

#纤维连接蛋白*蛋白多糖等的形成#同

时也具有抑制细胞外基质降解酶的作用#从而造成细胞外基质

成分过多蓄积'

$$

(

)目前已构建的人
6?A.

)

$

反义
FC:

真核

表达载体#发现其在防治腹膜纤维化进程中起着重要的作用%

另一方面#通过调节基质受体
.

整合素的表达#促进细胞与基质

黏附%此外#

6?A.

)

$

也可通过自分泌作用诱导其本身的表达#

从而放大其生物活性'

$1.$'

(

)本研究显示#在高糖的作用下#

V@5+

能分泌较多的
6?A.

)

$

#且随着时间的延长进一步表达

上调)以往的研究显示#

6?A.

)

$

一旦存在#可诱发其自身转

录#通过信号通路
6?A.

)

$

"

;HI!1

"

'

调节相关基因的表达#进

而促使细胞外基质的生成#促进纤维化的发生'

$0

(

)因此#本实

验
V@5+

在高糖刺激下产生
6?A.

)

$

的过程#除了
V@5+

的自

分泌外#可能还与
6?A.

)

$

诱导其自身转录有关)

苦参碱具有多重药理作用和功效#如抗肝脏纤维化*防止

肾小球硬化*抗肿瘤*和心血管保护等方面作用'

$8

(

)以往的研

究主要集中在其对抗肾纤维化作用方面#而对腹膜纤维化抑制

作用则报道较少)姜燕等'

$)

(将
$8%

只
e#+JI9

大鼠通过尾部静

脉注射阿霉素$

1H

N

"

L

N

&建立肾纤维化大鼠模型#随机分为
8

组!对照组*模型组*苯那普利组*低剂量苦参碱组$

8%H

N

"

L

N

&

和高剂量苦参碱组$

$%%H

N

"

L

N

&#每日对应药物灌胃#分
)

批先

后处死各组大鼠#结果表明!相对于模型组#苯那普利组*低剂

量以及高剂量苦参碱组肾脏病理改变轻微#组织内核因子
.

-

3

蛋白的表达水平较低#而抑制性
-

3

蛋白的表达水平反而增高%

苯那普利组和高剂量苦参碱组各观察指标均优于低剂量苦参

碱组)证明苦参碱可抑制肾纤维化的发生从而起到保护肾组

织的作用)本实验通过细胞形态学观察和免疫组织化学分析#

均证实所培养细胞为
V@5+

'

)

(

)

:

*

5

组与
3

*

>

组相比#大鼠

腹膜间皮细胞体积增大#形状呈梭形*分布较稀疏#尤其是在
5

组更为明显#说明
:

*

5

组细胞在体外培养过程中受到抑制#且

与葡萄糖浓度有关)而加入苦参碱后细胞生长受到的抑制作

用减轻#且
V@5+

分泌的
6CA.

!

和
6?A.

)

$

明显减少#其机理

可能是通过苦参碱拮抗
V@5+

分泌
6CA.

!

和
6?A.

)

$

的表达

进而间接保护
V@5+

#也可能是通过终止其他炎性介质的转

录#减少细胞外基质的蓄积#进而限制炎症反应的进一步发展)

路娜等'

$-

(发现苦参碱能够抑制高糖诱导的大鼠肾小管上皮
.

间充质转化#其机制通过抑制
6?A.

)

$

"

;HI!+

信号通路致纤维

化效应有关)综上所述#苦参碱具有多重生物学效应#通过多

种机制参与抗腹膜硬化进程#然而其确切病理生理学机制尚需

进一步深入研究)

本实验证实苦参碱对高糖致大鼠
V@5+

分泌
6CA.

!

和

6?A.

)

$

的确有一定的抑制作用#为中药防治腹膜纤维化提供

了新的思路)
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