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#摘要$
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目的
!

探讨三七及引经药介导的三七通过调控转化生长因子
1

(

"

:<]1

(

$的表达改善慢性肾脏病"

6Z3

$大鼠肾脏纤

维化的作用%方法
!

将雄性
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大鼠
!))

只随机分为
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组(正常组"

T7@
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$&模型组"
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$&三七组"
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$&三
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$%除
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组外均采用腺嘌呤灌胃方法建立
6Z3

大鼠模型!建模后
T7@

组和

6Z3

组予以同等体积生理盐水灌胃!

@T
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@T6
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@T8

组予以相应药物灌胃!连续
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周%

$

周后处死各组大鼠取血清检测肾功能

)肌酐"

WKN

$&尿素氮"

_?T

$*!取肾脏组织做
S5
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[F..'/

染色观察各组大鼠肾脏组织病理损伤程度!应用免疫组化法检测肾脏组

织纤维连接蛋白"

]T

$&层黏连蛋白"

=T

$表达!用
\D.EDE/PH'E

法检测肾脏组织转化生长因子
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$表达%结果
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组相比!模型组肾功能能减退!
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显著升高"
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$!肾间质出现严重纤维化表现!胶原的

沉积增多"
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$!肾脏组织
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表达显著升高%与模型组相比!各治疗组肾功改善!
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明显降低
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$!肾间质纤维化程度降低!胶原的沉积减少"
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$!肾组织
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表达有所回降%其中
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组作

用强于
@T

组和
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组%结论
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三七及引经药介导的三七均能不同程度延缓腺嘌呤所致
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大鼠肾间质纤维化的进程!其可

能机制是降低
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展到终末期的共同途径和主要病理机制$肾脏纤维化过程涉

及多种细胞生物学和分子信号转导途径$转化生长因子
1

(

!

:<]1

(

"是主要的致肾脏纤维化因子#

:<]1

(

能调控多种细胞

的生长*分化*凋亡甚至自噬$相关研究(

!12

)表明
:<]1

(

过度

表达使肾小管上皮细胞转分化#进而导致肾小管和肾小球的炎

症及硬化#在慢性肾脏病的发生*发展中发挥了重要的作用$

中医中药在肾脏疾病治疗中有很好的疗效$艾娜等(

+

)在最新

一项临床研究中发现#三七复方结合西医基础治疗能明显提高

6Z3+

期患者总有效率#改善生活质量$但其具体改善肾脏

病的分子机制未明#因此本研究通过建立腺嘌呤诱导的
6Z3

大鼠模型#观察三七及引经药介导的三七对
6Z3

大鼠肾功能*

肾脏纤维化及
:<]1

(

蛋白的影响#进一步探讨三七及引经药

介导的三七对肾脏保护作用的可能机制$
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材料与方法

C*C

!

材料
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健康雄性
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只#购于西南医科大学
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周$三七组药物由

三七
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组成'三七肉桂组药物由三七
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*肉桂
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组成'
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*桔梗
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组成$药物的购买*质

检和制备由西南医科大附属中医院中药制剂室协助完成$各

药物组均制备成浓缩剂备用#由专人负责一次性制备完成$经

煮沸*过滤*浓缩至每毫升药液含生药
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$免疫组化
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动物分组*模型建立及处理
!
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周的方法建立大鼠
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模型#建模后
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组

予以相应药物!
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"灌胃#

T7@

组和
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组予以同等体

积生理盐水灌胃#连续
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周$于药物干预后
$

周分别处死各组

大鼠#留取血清检测肾功能'同时收集肾脏标本#部分于
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多

聚甲醛溶液中固定并用石蜡包埋#部分置于
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冰箱冻存

备用$
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图像分析系统软件进
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"蛋白表达
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肾组织常规脱水*包埋*切片后#采
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蛋白表达$
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!)M(/

'加
S@8

标记羊抗鼠
>

A

<

!

!d+)))

"

+0c!G

#洗膜'

56=

放射自显影$显影结果使用
iIF/E(E

Q

7/D

软件进行光密

度!

73

"值分析#结果用
<483S

校正$

C*F

!

统计学处理
!

用
W8WW!0*)

统计软件进行统计分析#计

量资料以
GX4

表示#采用单因素方差分析#以
"

"

)*)9

为差异

有统计学意义$

D

!

结
!!

果

D*C

!

肾功能检测
!

实验至药物干预第
$

周时#

6Z3

*

@T

*

@T8

*

@T6

组大鼠
WKN

*

_?T

均较
T7@

组明显升高!

"

"

)*)!

"$

@T

*

@T8

*

@T6

与
6Z3

组比较#各指标均有明显降低

!

"

"

)*)!

"#说明应用
@T

*

@T8

*

@T6

后#均能降低血
WKN

*

_?T

#改善肾功能#见表
!

$

表
!

!!

各组大鼠肾功能指标比较%

GX4

&

组别 时间
WKN

!

"

M'H

&

=

"

_?T

!

MM'H

&

=

"

T7@

组 第
$

周
9!*29X2*!+ ,*2"X)*++

6Z3

组 第
$

周
!!+*"9X"*+"

F

2+*!0X+*+$

F

@T8

组 第
$

周
#9*#)X0*2,

FP

!$*)$X)*"+

FP

@T

组 第
$

周
",*$)X9*0+

FP

!9*2$X!*!9

FP

@T6

组 第
$

周
#+*))X9*,"

FP

!+*92X!*$9

FP

!!

F

%

"

"

)*)!

#与
T7@

组比较'

P

%

"

"

)*)!

#与
6Z3

组比较$

D*D

!

肾脏病理损伤及纤维化程度

D*D*C

!

肾脏
S5

染色观察
!

T7@

组大鼠肾小管排列整齐#肾

间质无异常改变#无纤维组织增生#肾小管管腔内无结晶物沉

积'

6Z3

组可见大量肾小管上皮细胞脱落或空泡样变性#高度

扩张的肾小管与萎缩的肾小管并存#还可见肾小球明显萎缩#

肾小管内有蛋白管型#肾间质纤维化增生#肾间质可见大量炎

性细胞浸润$

@T

*

@T8

*

@T6

组肾小管轻度扩张*肾小球萎

缩*肾间质轻度纤维化#病变程度均较
6Z3

组轻#见图
!

$

D*D*D

!

[F..'/

染色肾间质纤维化面积的定量分析
!

[F..'/

染色肾间质纤维化面积百分比分别为
T7@

组
!!*02BX

$*),B

#

6Z3

组
,+*2!B X!#*!0B

#

@T

组
$9*2!B X

!2*!,B

#

@T8

组
$#*0#B X!!*+$B

#

@T6

组
+!*!,BX

!)*$B

$

6Z3

组的纤维化面积最大#所占肾间质的百分比最

高#与
T7@

组比较差异有统计学意义!

"

"

)*)9

"$

@T

*

@T8

*

@T6

组肾间质中纤维化面积所占百分比均显著低于
6Z3

组

!

"

"

)*)9

"#见图
2

$

D*E

!

免疫组化检测肾脏
]T

*

=T

蛋白表达

D*E*C

!

T7@

组大鼠
]T

在肾小球*肾小管基膜上表达#

]T

在

间质几乎不表达#

6Z3

组肾小球*肾小管间质中大量表达#相

对于
6Z3

组#各治疗组
]T

表达均有所下降#

@T6

组下降最

明显#见图
+

$

D*E*D

!

T7@

组大鼠
=T

在肾小球*肾小管间质几乎不表达$

6Z3

组肾小球硬化或黏连处有表达#肾小管间质中大量表达#

相对于
6Z3

组#各治疗组
=T

表达均有所下降#

@T6

组下降

最明显#见图
$

$

D*F

!

\D.EDN/PH'E

检测肾脏
:<]1

(

和
#

1W[4

蛋白表达

D*F*C

!

T7@

组肾组织
:<]1

(

微量表达#

6Z3

组表达明显增

强#差异有统计学意义!

"

"

)*)!

"$与
6Z3

组相比#各治疗组

:<]1

(

表达均有所下降#差异有统计学意义!

"

"

)*)9

"#其中

@T6

组下降最为明显#见图
9

$

D*F*D

!

T7@

组肾组织
#

1W[4

几乎不表达#

6Z3

组表达明显

升高#差异有统计学意义!

"

"

)*)!

"$与
6Z3

组相比#各治疗

组
#

1W[4

表达均有所降低#差异有统计学意义!

"

"

)*)9

"#其

中
@T6

组下降最为明显#见图
9

$
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!!

4

%

T7@

组'

_

%

6Z3

组'

6

%

@T

组'

3

%

@T8

组'

5

%

@T6

组$

图
!

!!

各组大鼠肾脏组织
S5

染色%

b2))

&

!!

4

%

T7@

组'

_

%

6Z3

组'

6

%

@T

组'

3

%

@T8

组'

5

%

@T6

组$

图
2

!!

各组大鼠肾脏组织
[F..'/

染色%

b2))

&

!!

4

%

T7@

组'

_

%

6Z3

组'

6

%

@T

组'

3

%

@T8

组'

5

%

@T6

组$

图
+

!!

各组大鼠肾脏组织
]T

表达%

b$))

&

!!

4

%

T7@

组'

_

%

6Z3

组'

6

%

@T

组'

3

%

@T8

组'

5

%

@T6

组$

图
$

!!

各组大鼠肾脏组织
=T

表达%

b$))

&

!!

$$

%

"

"

)*)!

#与
T7@

组比较'

$

%

"

"

)*)9

#与
6Z3

组比较$

图
9

!!

各组大鼠肾脏组织
:<]1

(

和
#

1W[4

蛋白表达

E

!

讨
!!

论

!!

肾间质纤维化是由各种病因引起的慢性肾脏疾病#逐渐进

展至终末期肾衰竭!

D/&1.EF

A

DND/FH&(.DF.D

#

5W@3

"的共同通

路#其病理改变主要为肾单位的进行性破坏#同时大量成纤维

细胞及肌成纤维细胞增生#细胞外基质产生堆积而导致肾小球

硬化和肾间质纤维化#最终导致肾衰竭$因此#抑制肾间质的

纤维化#阻断纤维化发展的通路#对
6Z3

的治疗有十分重要的

意义$越来越多的证据表明细胞信号传导通路在细胞因子的

介导下导致肾纤维化$其中#

:<]1

(

是主要的致肾脏纤维化的

因子#

:<]1

(

信号系统调控着各种慢性肾小球损伤的一系列的

病理生理过程#介导肾小球的硬化*肾间质纤维化$有研究表

明#在糖尿病状态下#肾脏内过多的
@7W

可使
:<]1

(

信号通

路!

/'/1WMF&

"激活#活化的
:<]1

(

进入细胞核#通过转录因子

而影响致纤维化因子的基因转录和蛋白表达#最终促进
56[

过度沉积而形成肾纤维化$在本研究中#笔者也发现
:<]1

(

蛋白的表达在
6Z3

大鼠的肾脏组织中明显升高#肾间质出现

严重纤维化表现#胶原的沉积增多#

#

1W[4

*

]T

*

=T

表达显著

升高#且出现明显的肾功能减退$这说明
:<]1

(

信号传导通

路可能是肾脏纤维化*慢性肾脏病进展的重要因素之一#针对

:<]1

(

信号通路活化作为靶点的治疗手段#可能成为延缓肾脏

病进展的重要措施$

6Z3

的中医药防治已经成为中西医结合延缓肾脏疾病进

展的普遍临床应用及研究热点#而肾间质纤维化作为其主要病

理基础#是中医药防治慢性肾脏病的主要切入点$

目前已有关于中医药通过调控
:<]1

(

信号通路改善肾脏

纤维化的研究$最近一项关于
:<]1

(

信号通路的研究进一步

阐述了其在肾间质纤维化的作用及慢性肾病炎症的分子机制$

:<]1

(

信号通路在调节肾脏组织的炎性反应*改善降低肾小球

和肾间质炎性反应损伤的同时刺激了细胞外基质在肾脏组织

的沉积#进而导致进行性的肾纤维化$

:<]1

(

还可促进肾小管

上皮细胞转分化为肌成纤维细胞#肌成纤维细胞也会导致细胞

外基质在肾组织的沉积(

,

)

$来自体内外的研究证据证明利用

中和
:<]1

(

抗体*核心蛋白聚糖*反义寡核苷酸阻断
:<]1

(

可

以预防或改善肾纤维化$三七在临床上应用于慢性肾小球肾

炎*肾病综合征*糖尿病肾病及慢性肾衰竭等各种肾脏疾病的

治疗#取得了良好的疗效$其有效成分三七总皂苷可通过抑制

肾组织
:<]1

(

信号通路以及降低致纤维化细胞因子及炎症因

02,$
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年
!!

月第
$9
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期



子蛋白表达水平#减轻肾小球和肾间质炎性反应#从而改善

??7

大鼠肾纤维化$本研究中三七及引经药介导的三七均下

调了
6Z3

大鼠肾组织
:<]1

(

的表达#改善了肾功能#减少了

胶原的沉积#降低了肾组织
#

1W[4

*

]T

*

=T

表达#改善了
6Z3

大鼠的肾间质纤维化$

引经*归经理论是中医理论体系的重要组成部分$引经药

指药物对机体某部分的选择性作用#即某些药对某些脏腑*经

络有特殊的亲和作用#因而对这些部位的病变起着主要或者特

殊的治疗作用(

0

)

$从现代医学观点来看中医的引经理论与西

医的载体学说有着相似之处$引经药作为药物的定向载体#把

药物送到或介导至作用点或靶器官#既充分发挥了对作用点或

靶器官的治疗作用#又避免了对其他器官的毒副作用$目前已

有研究(

#1"

)从中医归经和引经理论出发#利用现代医学验证了

三七和引经药物介导的三七复方对
??7

所致的大鼠肾间质

纤维化的抑制作用$本研究中
@T6

组的疗效优于
@T

组及

@T6

组#也从一定程度上揭示了引经药物的靶向治疗作用$

因此#三七及引经药介导的三七可能同样通过调控
:<]1

(

信号通路起到改善肾脏纤维化作用#本实验结果证实了这一猜

想$相关研究(

!)

)及本研究发现#在使用三七及引经药介导的

三七干预之后#能明显降低
6Z3

大鼠血肌酐和尿素氮#且减轻

大鼠肾脏纤维化水平以及病理损伤$同时#对
:<]1

(

的测定

发现#药物干预后
6Z3

大鼠肾脏组织内
:<]1

(

的蛋白表达水

平均有下降#这说明三七及引经药介导的三七对
6Z3

的肾纤

维化产生保护作用#这种保护作用与其对
:<]1

(

抑制所致的

纤维化水平降低存在密切联系$

综上所述#笔者认为三七及引经药介导的三七能通过抑制

:<]1

(

的活化#有效地减轻
6Z3

的肾纤维化#减轻肾脏病理

损伤#延缓肾功能损伤进展$

:<]1

(

在肾小管间质纤维化发生

发展中具有重要的作用#抑制
:<]1

(

的活化有望成为延缓肾

脏纤维化的一条良好途径#且为中医药延缓
6Z3

提供较好的

理论基础$
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