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肾小球系膜细胞的过度增生是导致慢性肾脏病不断进展

的重要原因#在系膜细胞增生的过程中常伴有细胞外基质在系

膜区的沉积#从而引起肾小球滤过率的持续性降低#大量的肾

小球硬化导致肾功能不全#最终进展到肾病终末期)因此#推

断如果能够抑制或阻断系膜细胞的增殖过程则系膜细胞增生

性肾小球肾炎的病理生理过程将能够得到逆转#慢性肾衰竭也

将能够在很大程度上得以避免)大量研究结果表明#丝裂原活

化蛋白激酶$

a2<\

&通路的激活在引起系膜细胞增殖过程中

起到关键的作用#而细胞外信号调节激酶$

:9\$
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&通路的激

活则是
a2<\

通路启动*发挥作用的核心环节'

$

(

#在
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通路中激活蛋白
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&的作用尤为突出#可以推断抑制
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通路的激活将能够为防治以系膜细胞增生为发

病核心的肾脏疾病提供新的临床途径)商陆皂苷甲$
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&是

中药商陆的单体形式#大量的临床研究证实其在免疫调节*抗

炎*促进细胞凋亡及抑制细胞增殖的多种病理生理调节过程中

起着积极作用'
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#尤其是对于自身免疫性肾炎动物模型的临

床实验性治疗效果令人满意'
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)本课题组前期大量的动物模

型临床试验研究结果已寻找到
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模型机体炎症#蛋白尿及肾功能症状随之缓解的临床证据#且

发现此过程中小鼠疾病模型血清中
A48.E

#

S?.)

的含量显著

下降'
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和
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的表达显著受阻#而
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基因被充分激活#促使肾小球内有核细

胞及系膜区面积的减低#充分延缓*逆转了肾组织的增殖过程#

肾脏病理损伤状况得以逆转'
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基因活化水平显著提高#从而使
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基因表达受阻#抑

制了大鼠肾小球系膜细胞$
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&细胞分裂周期的进程#抑制
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的增殖'
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)如今#鲜有
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对
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增殖的抑制过程

经
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信号通路而发挥作用的相关文献报道)本研究

观察了
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含药血清对
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增殖及其对
S?.$

!

诱导
DBa7

的
C

.:9\$

"

1

*

2<.$

表达的影响#进一步探讨*阐明
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治疗

系膜细胞增殖性肾小球疾病的潜在关键分子作用机制)
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混悬液制备
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用电子天平精确量取
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和
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溶液充分混匀#即得到实验用
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混悬液)
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含药血清制备
!

将体质量为$
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清洁级健康
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周龄实验用
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雄性大鼠#使用随机序列发生器

分配到对照组$
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血

清组)专室分笼裸鼠饲料饲养#随意饮食#每组
0

只)适应性

喂养
1!

后进行胃内药物灌注#大鼠在进行灌药前需禁食
/N

#

自由饮水)根据
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大鼠体质量#将给药组分别按总剂量
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连续
'!

进行
:+2

混悬液胃内灌注#每日进

行
1

次#掌握每次
:+2

混悬液的胃内灌注量为总量
$
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)

%对照

组中使用与实验组相同剂量的
%&@W 7a7.4E

以便获得无药

血清)最后一次胃内灌注药物结束之后
$N

内#无菌操作台中

采用经腹主动脉直视下取血#获得全血后使之常温下静置充分

凝固#分离血清#所得同组血清可混合#然后经过灭活*过滤除

菌之后分装冷藏备用)
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DBa7

培养
!

原代
DBa7

细胞株#在倒置显微镜下呈

梭形#平铺于培养瓶底部#相互不重叠#培养基澄清*透亮#无黑

点*细胞碎片等杂质可供用于后续试验)将其置于恒温*恒湿

度培养箱中培养#定时去除观察#待
DBa7

铺满培养瓶底部面

积的
/%W

"

(%W

时#弃去上清液#并使用
1=?

磷酸盐缓冲液

$

<;6

&将细胞清洗两遍#充分弃去
<;6

液后#加入
@%%

$

?

胰酶

溶液轻轻晃动培养瓶#使细胞与胰酶充分接触#将之放入培养

箱中
'=#,

进行消化#取出培养瓶#倒置显微镜下观察可见
DB.

a7

细胞变圆形#部分从底部脱落#加入含
$%W

胎牛血清

$

8;6

&的
5a:a

培养基终止消化#使用移液器轻轻反复吹打#

即制备得到单细胞悬液)使用移液器将细胞悬液转移到离心

管中#

/%%D
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=#,

充分离心
@=#,

#弃上清液#再次添加
'=?

含

$%W8;6

的
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培养液反复吹打#充分混匀)取
'

个
1@

==

1 培养瓶#每瓶加入含
$%W8;6

的
5a:a

培养液
0=?

#使

用移液器向每个培养瓶中各加入上述细胞悬液
$=?

#轻轻晃

动培养瓶使之充分混匀#然后将培养瓶置于
'-h

#

@W7d

1

恒

温*恒湿培养箱内继续培养#定期观察细胞生长状况#每
0/N

需进行换液#连续培养
-1N

可再次进行细胞传代)待传代至
)

"

(

代
DBa7

时#细胞生长状态良好#分裂周期最为稳定#可用

于实验研究)
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细胞实验分组
!

研究
:+2

含药血清对
DBa7

增殖的

影响时#按照血清中
:+2

的含药浓度分成!对照组*
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血清组*
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血清组%在研究
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含药血清对
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表达的影响过程中分成空白对照组*

S?.$
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单独作用组*

S?.$
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f:+2

双重作用组*
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fT%$)

双重作用组#

S?.$
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f

:62fT%$)

共同作用组)
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法检测
:+2

对
DBa7

增殖影响
!

将传代至
)

"

(

代处于对数生长时期的
DBa7

接种到
()

孔板上#先使用无

血清培养基在恒温*恒湿培养箱中孵育
10N

使
DBa7

生长期

同步化在
B

%

期)空白对照组使用
%&@W7a7.4E

进行灌胃处

理的大鼠体内获取的血清#上述实验过程中的各个实验组分别

待培养至
10

*

0/

*

-1N

时#进行换液#并向每个孔中添加
1%

$

?

的
%&@W aAA

后将
()

孔板放回培养箱继续培养
0N

#培养完

成后弃上清液#在每个细胞培养孔内添加
5a6d$@%

$

?

#将培

养板置于水平震荡仪上#室温下#振荡
$%=#,

#使结晶颗粒完全

溶解)将细胞培养板置于酶联免疫检测仪中#设定
0(%,=

波

长#对各细胞培养孔处的吸光光度值$

HF

值&进行检测$重复

0

次&)

>&?&F

!

蛋白质印迹法$

_H+MHD,;J"M

&检测
C

.:9\$

"

1

表达
!

细胞传代*换液*分组和药物添加处理同前所述)将各实验组

处理完毕#继续培养
0/N

$生长至约每组
$]$%

) 个细胞&#提取

各组细胞内部总蛋白#

;72

法对每个实验组中提取的蛋白质

浓度进行检测#提取完毕将蛋白样品置于
V1% h

冰箱备用)

使用时每组蛋白样品
1%

$

F

同
@]656

凝胶加样缓冲液充分混

匀#置于
$%%h

水浴箱中充分变性
@=#,

)使用微量加样器上

样#保证每个电泳孔中添加蛋白样品等量#使用
$%W

聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳$其中样品通过浓缩胶时设定
0@3

#时间为
0%

=#,

%样品通过分离胶时设定
$1%3

#时间为
(%=#,

&#转膜过程

中电流为
'@%=2

#时间
$N

#将样品充分转至
<358

膜)转膜

完成#取出
<358

膜#使用含
@W

脱脂牛奶的封闭液进行封闭

$N

%

C

.:9\$

"

1S

F

B

抗体同封闭液按照
$X1%%%

的比例进行

稀释#

B2<5N

兔抗鼠
S

F

B

抗体使用封闭液按照
$X$%%%

的

比例进行稀释#将
<758

膜分切完毕#同所对应的
$

抗封在封

闭袋中#置于
0h

水平恒温震荡仪中
@%D

"

=#,

孵育过夜%第
1

日#取出
<358

膜做好标记#使用
A;6A

进行洗膜#洗膜结束#

将
<358

膜与羊抗兔
S

F

B.N9<

抗体$同封闭液按照
$X'%%%

进行稀释&共同封在封闭袋中#室温下#水平震荡仪上
@%D

"

=#,

#继续孵育
$N

)二抗孵育结束#使用
A;6A

洗膜
'

遍#取出

<358

膜置于保鲜膜上#正确放置富士感光胶片#将之共同移

入夹中#压片
1=#,

#显影
'=#,

#定影
$%=#,

)所获取的曝光

0/$1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$)

期



图像条带使用
S=E

F

H̀

图像软件进行灰度分析)

B2<5>

作为

内参条带#目的条带与内参条带灰度值的比值作为各组蛋白质

的相对含量数值$上述过程重复
'

次&)

>&?&G

!

_H+MHD,;J"M

检测
2<.$

表达
!

_H+MHD,;J"M

实验方法

同
$&1&)

所述#

2<.$S

F

B

一抗同封闭液按照
$X1%%%

进行稀

释)二抗*图像采集*处理及统计学分析等过程同
$&1&)

)

>&?&O

!

统计学处理
!

数据的采集使用
:RPHJ1%$'

#数据分析

采用
6<661'&%

专业统计分析软件#计量资料以
M[:

表示#多

个样本均数两两比较#方差齐者采用
?65.<

检验%多组资料间

均数之间差异的比较用单因素方差分析#方差不齐者用
AE=.

NE,Hi+<

1 检验#以
!

$

%&%@

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

DBa7

形态学观察
!

使用倒置光学显微镜观察传代
10N

后的
DBa7

#可见其平铺*舒展于细胞培养板或培养瓶的底部#

长梭状*不规则形#相互不重叠#卵圆形的细胞核居于包体中

央#胞体周围有大量树枝状突起#培养基澄清)随着时间推移#

细胞数目逐渐增多#细胞间隙缩小#连续培养
1

"

'!

后可铺满

瓶底)见图
$

)

?&?

!

:+2

含药血清对
DBa7

增殖的影响
!

同对照组相比#可

观察到
@=

F

"

U

F

:+2

血清组*

$%=

F

"

U

F

:+2

血清组在
10

*

0/

*

-1N

时
DBa7

的增殖受到显著抑制$

!

$

%&%@

&)尤其是
$%

=

F

"

U

F

:+2

血清作用组在
0/N

时
DBa7

增殖的抑制作用更为

显著$

!

$

%&%$

&#并且观察到细胞培养基澄清#单个细胞的生

长状态良好#故后续试验可选用
$%=

F

"

U

F

:+2

血清组#实验

研究观察点选择为
0/N

)见表
$

)

图
$

!!

正常培养的肾小球系膜细胞形态%

]1%%

(

表
$

!!

各组
:+2

含药血清对
DBa7

增殖作用的
HF

值%

M[:

(

组别
) HF

$

10N

&

HF

$

0/N

&

HF

$

-1N

&

对照组
@ %&)0/[%&%0/ %&-//[%&%'- $&10@[%&%0'

@=

F

"

U

F

:+2

血清组
@ %&@''[%&%'@

E

%&-%([%&%')

E

$&$)@[%&%1$

E

$%=

F

"

U

F

:+2

血清组
@ %&@$0[%&%@1

E

%&)@@[%&%@'

Q

$&$@%[%&%$/

Q

1%=

F

"

U

F

:+2

血清组
@ %&))1[%&%-1 %&/@%[%&%1( $&1(([%&%-@

0%=

F

"

U

F

:+2

血清组
@ %&-1)[%&$1) %&/@)[%&%-( $&'%'[%&%)@

!!

E

!

!

$

%&%@

#

Q

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

?&@

!

:+2

含药血清对
C

.:9\$

"

1

蛋白的表达的影响
!

同空白

对照组$

%&/@[%&$%

&相比#

S?.$

!

单独作用组的中
C

.:9\$

"

1

表达量$

$&%)[%&%0

&最高$

!

$

%&%@

&#其余各观察组与
S?.$

!

组相比#

S?.$

!

f:+2

双重作用组$

%&(%[%&%1

&*

S?.$

!

fT%$1)

双重作用组$

%&(%[%&%@

&*

S?.$

!

fT%$1)f:+2

共同作用组

$

%&/-[%&%)

&中
C

.:9\$

"

1

表达显著降低$

!

$

%&%@

&)

?&A

!

:+2

含药血清对
2<.$

蛋白的表达
!

S?.$

!

单独作用组

中
2<.$

的表达量$

$&'/[%&%1

&最高#同空白对照组$

%&0([

%&%1

&相比差异有统计学意义$

!

$

%&%@

&#

S?.$

!

f:+2

双重作

用组$

%&0/[%&%1

&*

S?.$

!

fT%$1)

双重作用组$

%&/1[%&%1

&*

S?.$

!

fT%$1)f:+2

共同作用组$

%&0-[%&%'

&与
S?.$

!

单独

作用组相比#表达量显著降低$

!

$

%&%@

&)

@

!

讨
!!

论

:+2

是源自一种名为商陆的植物根部提纯所得的三萜类

皂苷化合物#长期以来多向基础医学和临床医学相关研究充分

证实了该种药物在抗炎方面所具备的独特效应)二十一世纪

开始我国中医药事业的发展受到国家高度重视#大量中药临床

研究发现许多的中药对于慢性肾脏疾病有良好治疗效果#并能

够逆转慢性肾脏疾病的病理生理过程)其中#对于
:+2

的研

究过程中其高效的抗慢性肾脏疾病作用的效果令人惊喜#然而

其具体的作用机制尚不明确#需要进行进一步的研究)

血清药理学研究原理即通过向实验动物胃内灌注待研究

药物的方法#使药物在动物体内维持一定浓度后#通过收集动

物血液进而分离出含有研究药物的血清#将所得到的血清作用

于模拟机体内环境下体外培养的靶细胞#观察靶细胞在药物作

用下的生长*增值及凋亡等状态#经过分析得出结论#研究过程

科学*严谨#实验过程接近体内环境#结果可信度高'

$1

(

)国内

学者关晓多等'

$'

(利用
?7.SA.a6

"

a6

法对按
$@=

F

"

U

F

:+2

进行胃内灌注的大鼠所提取的血清进行分析未检测出任何内

源性干扰物质存在#说明了
:+2

经胃灌注采集到的动物血清

有效成分确定性)本次研究发现!按照
@

"

$%=

F

"

U

F

:+2

进

行胃内灌注所得血清作用
DBa7

在
10

"

-1N

后细胞的增殖受

到显著抑制$

!

$

%&%@

或
!

$

%&%$

&)另外#本课题研究组之前

研究结果已经证实
:+2

非含药血清作用于体外培养的
DB.

a7

#同样可显著抑制其增殖'

'

(

#而且大鼠在经过
:+2

灌胃之

后其血清中商陆
:+2

药效稳定'

$'

(

#因此可以推断
:+2

在体内

达到一定浓度之后将对
DBa7

的增殖起到直接的抑制作用)

S?.$

!

被大量的研究证实在人体中作为一种关键的炎性因

子存在#它能够引起靶细胞分泌大量炎性介质#对自身和周围

细胞的功能进行调节#许多学者提出
S?.$

!

在刺激
Ba7

增殖*

引起细胞外基质的分泌等一系列病理生理发生*发展的过程中

扮演着重要角色)分子生物学研究证实了
S?.$

!

生物作用的

发挥经过
a2<\

通路及核转录因子
.

/

;

信号通路起作用'

$0

(

)

而
:9\

作为
a2<\

家族中功能最为广泛的成员#由
:9\J

*

@/$1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$)

期



:9\1

两个高度同源的亚类组成#

:9\$

"

1

基因指导了此两个

相对分子质量分别为
00]$%

'

*

01]$%

' 的蛋白质的具体编

码'

$@

(

)

:9\J

"

1

主要定位于细胞浆#一定病理作用因素下将转

移到细胞核内#从而引起其作用的下游基因的激活#发挥其调

控细胞生长*增殖等过程的生物学效应'

$)

(

)

T%$1)

作为

:9\$

"

1

信号通路中特异性最高的
2A<

非竞争性
:9\

抑制

剂#能够即时有效地阻断
:9\

信号通路的表达)研究发现#在

2,

F

.

'

诱导的
Ba7

增殖过程中#

C

.:9\$

"

1

表达上调%

2,

F

.

$

$.-

&抑制
Ba7

增殖#

C

.:9\$

"

1

入核过程中断#使促细胞增

殖因子的表达量降低#

Ba7

增殖过程得到阻断或逆转'

$-

(

)

2<.$

也是一种可指导细胞增殖的转录调节蛋白#在外界相关

因子作用下引起一些细胞核内增殖相关信号通路的激活)

2<.$

属于
a2<\+

的亚型
.:9\$

"

1

*

T̀\

*

<'/

的共同作用底

物之一)

:9\$

"

1

可使
2<.$

的
7.̀G,

的丝氨酸
6HD-'

位点磷

酸化#因此
2<.$

为
:9\$

"

1

通路中重要的重要转录因子之

一)已知
a7<.$

*

S?.$

!

*

84

*

?4

等基因启动子中均存在与

2<.$

接合的作用元件$

A9:

元件&#在细胞增生*分化*凋亡及

:a7

$

84

*

?4

*

7"J

(

等&积聚中发挥重要作用)研究证实#

?<6

*

S?.$

!

*

:A.$

和
2,

F'

等均可活化
Ba7

中的
2<.$

#而下

调
2<.$

活性可抑制
Ba7

增殖'

$/.$(

(

)因此
2<.$

的活化参与

调控了
S?.$

!

等诱导的
Ba7

的增殖及
:a7

积聚)本研究中

<.:9\

*

2<.$

检测结果显示!

S?.$

!

作用下
DBa7

内
C

.:9\$

"

1

*

2<.$

基因表达均显著提高#使
:9\$

"

1.2<.$

通路活化#引

发了细胞的增殖)

:+2

*

T%$1)

及
:+2

联合
T%$)

作用下#检

测结果显示
DBa7

内
C

.:9\$

"

1

*

2<.$

蛋白水平降低#提示其

基因表达受阻#然而此三者间
C

.:9\$

"

1

蛋白表达差异并不显

著#分析原因可能与培养的
Ba7

增殖的速度*检测指标的时

间点及药物的时效*药物间空间构象作用效应减弱等因素有

关#同时从蛋白质水平提示了
T%$1)

没有促进
:+2

阻断
:9\

通路的作用)针对
2<.$

表达#

S?.$

!

fT%$1)

组明显高于
S?.

$

!

f:+2

组及
S?.$

!

fT%$1)f:+2

组#可能为
T%$1)

特异性

抑制了
:9\$

"

1

通路#下调了
2<.$

表达#而
:+2

除阻断

:9\$

"

1

通路外#尚可能阻断了其他
2<.$

的上游通路#致
2<.

$

进一步减少#具体机制有待进一步研究)

本次研究充分证实了
Ba7

可能为
:+2

在肾组织中直接

作用的靶细胞#

:+2

用药后将有效抑制
:9\$

"

1.2<.$

通路#

抑制
C

.:9\$

"

1

*

2<.$

的表达#从而抑制了系膜细胞的增殖过

程#进而慢性肾脏疾病的病理生理过程也将得到有效逆转)
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