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补肾活血排毒法组方中药对慢性肾脏病大鼠肾脏细胞凋亡的影响"
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"摘要#
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目的
!

观察补肾活血排毒法组方中药对慢性肾脏病大鼠的治疗作用及细胞凋亡的影响%方法
!

采用单侧输尿管梗

阻"

__4

$动物模型!将
[V

雄性大鼠分为假手术组&

__4

模型组&补肾活血排毒法中药低剂量治疗组和高剂量治疗组!自动生化

分析仪检测肾功能#苏木素
.
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$染色检测肾脏组织病理损伤#

6_OX:

法检测肾组织细胞凋亡#
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法检测
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淋巴
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相关
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蛋白"
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$水平%结果
!

与
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模型组相比!补肾活血排毒法中药各剂量组血肌酐"

[FC

$&尿素氮

"

]_O

$均明显下降"

!

$

%&%2

$%病理观察!模型组可见肾小管上皮细胞凋亡&坏死&脱落!炎性细胞浸润!补肾活血排毒法中药各

剂量组均较
__4

模型组肾损伤程度轻"
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法检测
__4

模型组细胞凋亡数较假手术组明显增多!补肾活血排

毒法中药各剂量组可显著减少细胞凋亡数目"
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$%与
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模型组相较!补肾活血排毒法中药各剂量治疗组
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水平明

显上调!
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水平下调!
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比值升高"
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$%以上结果均呈剂量依赖性%结论
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补肾活血排毒法中药能明显下调血清

肌酐和尿素氮水平!抑制
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大鼠肾脏细胞凋亡!调节
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慢性肾病$
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3bV

&是由各种原因造

成的肾单位严重受损#肾小球滤过率进行性下降#机体排泄代

谢废物和调节水电解质,酸碱平衡紊乱的临床综合征'

$

(

+现代

医学对
3bV

的有效治疗主要为血液透析和肾移植等#但其均

不能用于治疗早中期
3bV

#且费用昂贵#已成为患者家庭的沉

重负担+因此#如何延缓
3bV

病程的进展#已成为医学界面临

的重大课程+补肾活血排毒法组方中药是本院国医大师郑新

教授治疗
3bV

患者的经验方#在多年临床治疗中取得满意疗

效+为进一步探讨其作用机制#本实验观察补肾活血排毒法组

方中药对单侧输尿管梗阻$

__4

&所致
3bV

大鼠肾脏细胞凋

亡的影响#现报道如下+
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材料与方法
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材料
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实验动物选用健康
[V

雄性大鼠#

2

!

-

周龄#体质

量
11%

!

1/%

M

#由重庆医科大学实验动物中心提供+补肾活血

排毒法组方中药!黄芪,红参,大黄,淫羊藿,川芎,杜仲等#均购

自重庆市中医院中药房#经煎煮,过滤,水浴蒸发分别浓缩至

1&%

M

.

T

M
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.

!

U$和
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.
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#置于冰箱保存+主要

试剂为
6_OX:

检测细胞凋亡试剂盒购自美国
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年
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基金项目!重庆市基础科学与前沿技术研究项目$
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作者简介!黎颖$

$(/'U

&#主治医师#博士#主要从事慢性肾脏

病方面研究+

!

#
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通信作者#

X.JG#B

!

$1%/21-1'

"SS

&F"J

+



表
$

!!

治疗前与治疗后各组
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变化比较%
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JJ"B
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治疗前 治疗后

[FC

$

#

J"B

"
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&

治疗前 治疗后

假手术组
$1 )&$%i%&-0 2&/2i%&(- 21&$)i$1&)' 2-&21i$%&-)

__4

模型组
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$(&$2i0&$'

G
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G
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低剂量组
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1$&%)i'&/1
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$/&)2i0&$'
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$-/&)(i'0&12
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1'(&1-i'1&/0
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高剂量组
$1

1%&$1i'&2)
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$-&()i'&1-

GH!

$)(&%/i'$&11

GH

$0)&1-i$(&/0

GH!
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G

!

!

$

%&%2

#与假手术组比较%

H

!

!

$

%&%2

#与
__4

模型组比较%

F

!

!

$

%&%2

#与治疗前比较%

!

!

!

$

%&%2

#与低剂量组比较

[#

M

JG

公司#兔抗大鼠
]

淋巴细胞瘤
.1

$

]FB.1

&,

]FB.1

相关
e

蛋

白$

]G@

&多克隆抗体购自美国
[G,DG3CNc

公司+

?&@

!

方法

?&@&?

!

动物模型的建立与分组
!

__4

动物模型的建立!大鼠

经
$%=

水合氯醛麻醉后#采用左侧背部切开腹腔#钝性分离左

侧输尿管#于输尿管中上
$

"

'

处以
0.%

线双重结扎后切断输尿

管#分层缝合关闭腹腔+

0/

只大鼠分
0

组!$

$

&假手术组%$

1

&

__4

模型组%$

'

&补肾活血排毒法中药低剂量组$简称低剂量

组&%$

0

&补肾活血排毒法中药高剂量组$简称高剂量组&+假手

术组只找到输尿管#不结扎#常规喂养+各组大鼠分别于术后

第
$0

天时分批$

$1

只&处死#留取大鼠血液标本及左侧肾脏+

?&@&@

!

给药方法
!

于手术后第
$

天开始灌胃给药治疗#补肾

活血 排 毒 法 组 方 中 药 治 疗 组 分 别 予 高 剂 量 $

0&%

M

.

T

M

U$

.

!

U$

&和低剂量$

1&%

M

.

T

M

U$

.

!

U$

&灌胃#

__4

模型

组予等量
%&(=

生理盐水#每天
$

次#连续
$0!

#实验过程中大

鼠自由进食,饮水#室温控制在
1%

!

10Z

#通风湿度良好+

?&@&A

!

生化分析仪检测肾功能
!

治疗前取尾静脉血#治疗后

断头取血#采血前禁食
/E

+血尿素氮$

]_O

&和血肌酐$

[FC

&用

生化分析仪测定+

?&@&H

!

组织病理学检查
!

取经
0=

多聚甲醛溶液固定
10E

的

肾脏组织标本#常规脱水,透明,浸蜡,包埋#制成
0

#

J

的石蜡

切片#按常规方法进行苏木精
.

伊红$

PX

&染色+

?&@&I
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a?+D?C,HB"D

法检测目的蛋白
!

a?+D?C,HB"D

分析肾

脏组织
]FB.1

,

]G@

的表达+用总蛋白裂解液提取肾脏总蛋白#

二喹啉甲酸法$

]3;

&测定蛋白质浓度#每泳道上样
0%

#

M

蛋

白#电泳,转膜后#

2=

牛血清清蛋白
6][6

溶液室温封闭
$E

#

一抗
0Z

孵育过夜#洗膜后再以辣根过氧化物酶$

P87

&标记

的二抗孵育%洗膜#加电化学发光$

X3:

&发光液#

9N

*

#L#BJ

化学

发光成像系统拍照+

YJG

M

?7C"7BN+)&%

分析各条带的累积光

密度值#将各目的条带与同一泳道内参照
&

.GFD#,

的累积光密

度值的比值作为该泳道中目的蛋白表达的半定量结果+

?&@&J

!
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法检测细胞凋亡
!

石蜡切片厚
0

#

J

#常规脱

蜡入水+

'=P

1

4

1

室温处理
$%J#,

#加
$h$%%6][

新鲜稀释

的蛋白酶
b'-Z

消化
$%J#,

+洗涤后加脱氧核苷酸末端转移

酶$

6!6

&和地高辛标记的脱氧核苷$

V#

M

.!_67

&#置湿盒中
0

Z

过夜+洗涤#加封闭液室温
'%J#,

#加
$h$%%

封闭液稀释的

生物素化抗地高辛抗体#

'-Z'%J#,

#加链霉亲和素
.

生物素

复合物$

[;]3

&试剂盒
'-Z'%J#,

#充分水洗后二氨基联苯

胺$

V;]

&显色#光镜观察+

?&A

!

统计学处理
!

采用
[7[[$-&%

软件进行统计学分析+计

量资料用
Ii>

表示#组间比较采用
9

检验和单因素方差分析#

检验水准
"

>%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义+

@

!

结
!!

果

@&?

!

各组大鼠肾功能比较
!

__4

模型组大鼠的
]_O

,

[FC

在

术后明显上升$

!

$

%&%2

&%术后#高剂量组和低剂量组的
]_O

和
[FC

较
__4

模型组明显下降$

!

$

%&%2

&#其中高剂量组组

较低剂量治疗组肾功能改善更明显$

!

$

%&%2

&#见表
$

+

@&@

!

各组大鼠肾脏病变比较
!

PX

染色显示#光镜下假手术

组大鼠肾小管基底膜完整#小管上皮细胞结构清晰#未见变性

坏死#腔内未见管型+

__4

模型组大鼠在皮质区及外髓质区

可以见到典型的肾小管坏死#包括肾小管上皮细胞凋亡

$

86X3+

&严重变性,崩解和脱落#肾小管管腔扩张#肾间质水

肿及炎症细胞浸润+而高,低剂量组的肾组织损伤程度较

__4

模型组有所减轻#高剂量组较低剂量组病理改善更明显+

半定量评分显示高,低剂量组的肾损伤程度明显低于
__4

模

型组$

!

$

%&%2

&#高剂量组较低剂量组肾损伤程度轻$

!

$

%&%2

&#见图
$

+

!!

;

!假手术组%

]

!

__4

模型组%

3

!低剂量组%

V

!高剂量组%

X

!半定

量分析图

图
$

!!

各组大鼠肾脏病变比较%

PX

)

0̂%%

&

@&A

!

各组大鼠肾脏凋亡比较
!

假手术组肾组织中仅见到极其

少量 的
6_OX:

阳 性 细 胞%

__4

模 型 组 大 鼠 见 到 大 量

6_OX:

阳性细胞#主要分布在肾脏的皮质区和外髓质区%高,

低剂量组的
6_OX:

细胞凋亡数均较
__4

模型组减少#高剂

量组的
6_OX:

细胞凋亡数较低剂量组明显减少$

!

$

%&%2

&#

见图
1

+

@&H

!

各组大鼠肾脏
]FB.1

,

]G@

水平比较
!

__4

模型组肾组

织中
]FB.1

,

]G@

水平较假手术组明显升高#但
]FB.1

"

]G@

比值

1$)'
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下降+高,低剂量组肾脏
]FB.1

水平较
__4

模型组明显升高#

但
]G@

水平明显下降#

]FB.1

"

]G@

比值高于假手术组和
__4

模型组$

!

$

%&%2

&#高剂量组
]FB

"

]G@

比值较低剂量组更高

$

!

$

%&%2

&#见图
'

+

!!

;

!假手术组%

]

!

__4

模型组%

3

!低剂量组%

V

!高剂量组%

X

!定量

分析图

图
1

!!

各组慢性肾衰竭大鼠肾脏凋亡比较%

6_OX:

)

0̂%%

&

!!

;

!大鼠肾脏组织
]FB.1

蛋白水平比较%

]

!大鼠肾脏组织
]G@

蛋白

水平比较%

3

!

]FB.1

"

]G@

比值强度比较

图
'

!!

各组
]FB.1

和
]G@

水平比较

A

!

讨
!!

论

!!

3bV

属于中医)水肿*)溺毒*)关格*)虚劳*等范畴+祖国

医学认识
3bV

病因病机多为脏腑虚损#又因外邪侵袭#情志所

伤#劳累过度而使病情加重#最后导致正虚邪实'

1.'

(

+本院国医

大师郑新教授认为正虚与浊毒,久病而瘀是本病的中心环节#

其研制的以扶正祛邪法为大法的补肾活血排毒法组方中药#具

有补肾活血,排毒降浊的功效#可改善肾虚血瘀的病理变化#使

机体阴阳平衡#扶正祛邪'

0

(

+本课题组前期临床研究发现#补

肾活血排毒法组方中药可显著降低患者血中
[3C

,

]_O

的水

平#以改善
3bV

患者脘腹胀满,食少纳呆,恶心呕吐,大便秘结

不通等症状#延缓
3bV

患者的病程进展'

2

(

#但其具体作用机

制#尚不清楚+

现代医学研究证实
86X3+

是
3bV

重要的发病机制之

一'

)./

(

+

3bV

患者肾脏局部炎症因子过度表达#肾素
.

血管紧

张系统$

8;[

&激活#氧化应激反应等导致
86X3+

线粒体损伤#

线粒体膜通透性改变#凋亡蛋白包括细胞色素
.3

$

3

K

D.3

&,激活

胱天蛋白酶$

3G+

A

G+?

&蛋白酶,细胞凋亡诱导因子$

;Y9

&等从线

粒体到胞质#导致
86X3+

凋亡'

(.$$

(

+因此#抑制
86X3+

的凋

亡#改善肾小管间质的损伤#是延缓
3bV

进展的重要干预环

节+在本实验研究发现#单侧切断大鼠输尿管
$0!

#存在着肾

小管间质明显损伤,

86X3+

凋亡#并且与肾小管坏死甚至结构

消失相平行+

86X3+

大鼠经补肾活血排毒法中药治疗后#

86X3+

凋亡明显减少#肾脏病理损害和功能异常明显得到改

善#提示可以通过补肾活血排毒法组法中药治疗抑制
86X3+

凋亡而发挥肾脏保护作用+

大量研究进一步证实线粒体"
3

K

D.3

信号通路是激活

3G+

A

G+?

执行细胞凋亡的重要途径+

]FB.1

家族对该途径有重

要的调控作用#其中
]FB.1

"

]G@

比率调控着线粒体膜是否受损

及细胞是否发生凋亡+线粒体膜受损后释放
3

K

D.3

#

3

K

D.3

与

细胞凋亡因子
;

A

GL$

形成复合物激活
3G+

A

G+?.(

#进而级联激

活
3G+

A

G+?.'

#导致细胞凋亡'

$1.$'

(

+大鼠造模
$0!

后#

]FB.1

与

]G@

的表达均明显升高#但
]G@

升高更明显#故
]FB.1

"

]G@

比值

降低#细胞凋亡增加#这与其他学者的研究报道相一致'

$0.$2

(

%

给予
__4

大鼠补肾活血排毒法组方中药治疗后#

]FB.1

,

]FB

"

]G@

水平明显升高#而
]G@

的表达则明显下降#并呈剂量依

赖#提示补肾活血排毒法中药可能通过促进
]FB.1

的表达,抑

制
]G@

的表达#发挥抗凋亡作用+
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新生小鼠在同样的条件下#肺部的
P4.$

没有被诱导'

$1.$'

(

+本

研究先前已经表明#低水平的
P4.$

表达是有益的'

$0.$2

(

#但是

在体外研究表明
P4.$

表达的增加也是有益的'

/

#

$1

(

#这就暗示

P4.$

的有益表达是有阈值的+本课题组的研究表明#

P4.$

的表达的程度和它细胞内表达定位改变着它在小鼠体内的保

护能力+

本研究模拟临床环境#新生转基因小鼠暴露高氧中
'!

后#然后放在正常空气中恢复#这个模型用来评估新生小鼠急

性肺损伤和修复+同经过
'!

高氧环境的
a6

组相比#

P4.$.

9:

$

P

&组在第
$0!

从肺损伤中完全恢复+这表明
P4.$

在肺

上皮细胞中的适度表达在高氧引起的肺损伤的恢复起着至关

重要的作用+

综上所述#本研究构建出一种新生小鼠对高氧环境应激反

应模型#通过
P4.$

在转基因小鼠和野生型小鼠肺部表达的对

比#研究得出适度的
P4.$

在肺部表达有益小鼠急性肺损伤的

恢复#为进一步的研究工作奠定了坚实的基础+
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