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摘要# 目的!探讨爵床抑制肾炎细胞增殖的物质基础及作用机理’ 方法!以e\1 "脂多糖$ 诱导大鼠肾小球系膜细胞
"RO/2(#$ 构建肾炎细胞模型# [55"噻唑蓝$ 法和8eW1I "酶联免疫吸附测定$ 试剂盒对爵床的石油醚提取物( 乙
酸乙酯提取物( 正丁醇提取物以及水提取物进行活性筛选# 分离纯化活性提取物# 得到单体化合物# 对其进行活性筛
选# 得到活性单体’ 采用b6DJ6KB L7@J"免疫印迹试验$ 法研究单体化合物对5eG+ "5@77样受体 +$ PHV($O"核因子(
$O$ 通路炎性蛋白表达的影响’ 结果!石油醚提取物和乙酸乙酯提取物均为活性提取物# 化合物爵床脂定 I能在一
定程度上抑制肾炎细胞的增殖和炎性因子的释放# 为活性单体’ 结论!爵床可能是通过抑制5eG+PHV($O信号通路炎
性蛋白的表达来达到抑制肾炎细胞增殖的作用’
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=>?@#=A@! =BC!5@;F6BJ;ŜJT6:?J;]6:BJ;(?TK@B;?B6ZTK@J;?DELDJ:B?6@SB0()$,,9,-’&- 1’0396F$6("e>$
H66D# :BF J@DJEF ;̂JD96?T:B;D9>C+@D(7?!G:JC7@96KE7:K96D:BC;:7?677D"RO/2(#$ A6K6F6]67@Z6F ;BJ@
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!!爵床为爵床科植物爵床 B0()$,,9,-’&- 1’0396F$6(
"e;B>$ H66D的干燥全草# 曾收录于 #,’’ 年版
+中国药典, 一部)#* # 主要分布于我国西南部及台
湾省# 生长于水沟或草地阴湿处# 资源丰富)"* #
具有清热解毒( 利尿消肿的功效# 用于治疗感冒发
热( 咳嗽( 喉痛( 疟疾( 肾盂肾炎( 乳糜尿( 肝硬
化腹水( 疳积等症# 外用治疗痈疮疖肿( 跌打损
伤)** ’ 爵床的主要化学成分为木脂素及其苷类#
其中木脂素的主要结构类型为芳基萘内酯型)+* ’

慢性肾炎)$*为临床多发性慢性非传染性疾病#
传统中医将其病症归纳为腰酸( 畏寒( 食少纳呆(
腹胀( 尿少或无尿( 全身浮肿( 面色清白少华( 舌
淡红( 苔薄白( 脉多沉缓无力)&* # 我国发病率高
达 ##!# 且呈逐年上升趋势# 并趋向年轻化)’()* ’
慢性肾炎的治愈率低# 有 "%! i+%!的患者将发
展为终末期肾脏疾病# 完全靠血液透析维持生命#
因此它也被称为 /沉默的杀手0 ),(#%* ’

爵床在民间以单用)##*或复方的形式用于治疗
慢性肾炎# 疗效较好’ 姜春华)#"*以黑大豆( 爵床(
山药( 黄芪( 苍术研磨后蜜炙入药用于慢性肾炎的
治疗% 邓宝华)#**以生麻黄( 制附片( 爵床( 杠板
归( 苏叶等入药治疗慢性肾功能衰竭之证# 而以徐
长卿( 毛冬青( 爵床( 忍冬( 柴胡等入药治疗慢性
肾盂肾炎# 但爵床治疗慢性肾炎的作用机理尚不明
确)#+* ’ 本研究以脂多糖诱导大鼠肾小球系膜细胞
构建肾炎细胞模型# [55法和 8eW1I试剂盒筛选
爵床抑制肾炎细胞增殖的活性物质# 并采用 b6DJ(
6KB L7@J对作用机理进行初步探索# 为爵床治疗慢
性肾炎研究提供试验依据’
%I材料与仪器
#‘#!药物与试剂!爵床采于湖北省麻城市龟峰山
地区# 经湖北中医药大学药学院生药学教研室吴和
珍教授鉴定为爵床科爵床属植物爵床 B0()$,,9,-’&-
1’039EF$6("e‘$ H66D的干燥全草’ e\1 "1;C9:公
司$% 大鼠肾小球系膜细胞 RO/2(# "博士德生物
工程有限公司$% .[1N "二甲基亚砜# 1;C9:公
司$% G:JWe(#! "白介素 #!$ 8eW1IQ;J"欣博盛
生物科技有限公司$% G:JWe(& "白介素 &$ 8eW1I
Q;J"欣博盛生物科技有限公司$% G:J5HV(% "肿
瘤坏死因子%$ 8eW1IQ;J"达科为生物技术有限公
司$% [55)噻唑蓝# *("+# $(二甲基噻唑("$("#
$(二苯基四氮唑溴盐* 粉末 "O;@DT:KZ 公司$%
%‘"$!胰酶溶液 "博士德生物工程有限公司$% 胎
牛血清 "浙江天杭生物科技股份有限公司$% 青霉

素(链霉素溶液 "浙江天杭生物科技股份有限公
司$% 甲醇 "美国天地有限公司$% 乙腈 "美国天
地有限公司$% 薄层硅胶 UV"$+( 柱层析硅胶 "青
岛海洋化工有限公司$% GI\W蛋白提取试剂盒
"碧云天生物技术公司$% \[1V"蛋白酶抑制剂#
碧云天生物技术公司$% 5eG+ \@7̂?7@B:7IBJ;L@F^
"\K@J6;BJ6?T 公司$% [̂.)) "髓样分化因子 ))$
K:LL;J9IL "46771;CB:7;BC公司$% HV("OZ&$ K:LL;J
9IL "46771;CB:7;BC公司$% Z(HV("O "磷酸化核因
子($O$ Z&$ K:LL;J9IL "46771;CB:7;BC公司$’
#‘"!仪器!4N" 培养箱 "RR-4\(%# 型# 上海福
玛实验设备有限公司$% 万分之一天平 "O\("##.#
1:KJ@K;ED公司$% 超声波清洗仪 "3c*"%%.8# 昆山
市超声仪器有限公司$% 旋转蒸发仪 "G8"%%%# 上
海亚荣生化仪器厂$% 高效液相色谱仪 "IC;(
76BJ#"%%# IC;76BJ公司 $% 核磁共振仪 "X:K;:B
WHNXI1(&%%# X:K;:B 公司$% 可见(紫外分光光度
仪 "1T;9:FfE MX("+%## 日本岛津公司$% 高速冷
冻离心机 "4G"#UWWW# R;J:?T;公司$% 双头磁力加
热搅拌器 "R-("# 常州国华电器有限公司$% 电泳
仪 "\@A6K\:?基础电泳仪# O;@(G:F 公司$% 扫描
仪 "R\[#’&B# 惠普公司$’
JI方法
"‘#!肾炎细胞模型的建立!以 e\1 为诱导剂# 诱
导大鼠肾小球系膜细胞 RO/2(# 形成慢性肾炎模
型# 以系膜细胞的增殖及炎性因子的分泌情况判定
造模是否成功’ [55法测定 e\1 对细胞增殖的作
用# 8eW1I试剂盒测定细胞因子We(#!( We(&( 5HV(
%的含有量# 考察了 e\1 的作用时间 "#"( "+(
+) T$ 和作用质量浓度"#( $( #%( "% "CP9e$’
"‘"!部位的提取与分离!取爵床粗粉 *% QC# )%!
乙醇渗漉提取# 得提取液 #% e’ 依次以石油醚(
乙酸乙酯( 正丁醇萃取( 减压回收溶剂# 分别得石
油醚( 乙酸乙酯( 正丁醇以及水提取物浸膏# 密封
冷藏备用’
"‘*!活性提取物的筛选!精密称取石油醚( 乙酸
乙酯( 正丁醇( 水提取物浸膏 #%% 9C# 溶于 # 9e
.[1N中# %‘"" "9无菌微孔滤膜过滤# 混匀#
l"% j保存’ 石油醚( 乙酸乙酯提取物给药质量
浓 度 为 "%%( #%%( $%( "$( #"‘$( &( +( "(
% "CP9e’ 正丁醇( 水提取物给药质量浓度梯度为
# %%%( )%%( &%%( +%%( "%%( #%%( $%( "$(
% "CP9e’ [55法测定药物对正常细胞的抑制作
用# 选取对正常细胞的抑制率为 #%!的药物剂量
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为中剂量# 中剂量的 #P" 倍为低剂量# " 倍为高剂
量# 测定药物作用于炎症细胞时的W4$%值 "半数致
死量$% 8eW1I试剂盒测定药物对细胞因子 We(#!(
We(&( 5HV(%释放的影响’
"‘+!活性提取物的物质基础研究!根据各提取物
的活性筛选结果# 选取石油醚提取物进行分离纯
化# 浸膏通过硅胶柱# 石油醚(丙酮梯度洗脱# 得
到I( O( 4( .段)#$* ’ 结合活性筛选实验表明#
I( O段具有不同程度的药效作用# 采用硅胶柱色
谱( 凝胶柱色谱( 薄层色谱( MX( R\e4(#R(H[G
等方法# 得到 ) 个化合物# 鉴定了其中 $ 个# 分别
为新爵床脂定O( 爵床脂定 O( 新爵床脂定 I( 爵
床脂定I( 豆甾醇’
"‘$!活性单体的筛选!精密称取各单体 # 9C# 溶
于 #% "e.[1N中# 加入培养液定容至 # 9e# 用
%‘"" "9无菌微孔滤膜滤过# 混匀# 分装# 于
l"% j冻存’ [55法测定各单体化合物对正常细
胞增殖的抑制作用# 选取 #%!抑制率时的药物剂
量为中剂量# #P" 倍为低剂量# " 倍为高剂量# 测
定作用于炎症细胞时的 W4$%值% 8eW1I试剂盒测定
各单体化合物对肾炎细胞分泌炎症因子的影响’
"‘&!作用机理的研究!采用 b6DJ6KB L7@J法# 以
5eG+PHV($O信号通路上的 + 个关键蛋白 5eG+(
[̂.))( HV($O及 Z(HV($O作为检验对象# 选取化
合物 # i$ 进行实验’
"‘’!统计学处理!所有数据均以Dg(表示# 利用
1\11 #,‘% 软件进行分析# 并计算药物的 W4$%值%
胶片扫描应用 IF@L6ZT@J@DT@Z 41& 进行数据采集#
并用 1\11 #,‘% 软件处理数据% 多组间比较采用单

因素方差分析’ !_%‘%$ 为差异有统计学意义’
KI结果
*‘#!e\1诱导 RO/2(# 增殖构建肾炎细胞模型及
产生炎性因子的情况!由表 # 可知# 不同质量浓度
的e\1作用细胞相同的时间# 细胞的增殖呈剂量
依赖性增加# 当其质量浓度为 #% "CP9e时最多#
达到 "% "CP9e时减缓甚至有降低的趋势’ 相同浓
度的e\1 作用细胞不同的时间# 细胞的增殖随时
间的延长而增多# 当e\1作用于细胞 "+ T 时最多’
因此# 选择 e\1 作用细胞质量浓度为 #% "CP9e#
作用时间为 "+ T’

表 %IEX?对细胞增殖的影响 $!L"% #MK&
@:<O%I+,,-./*,EX?*6.-99W8*9",-8:/"*6$!L"% #MK&

e\1P
""C-9el#$

N.值"光密度$
#" T "+ T +) T

% %‘**% g%‘%%" %‘$$+ g%‘%%" %‘&#" g%‘%%"

# %‘*$% g%‘%%# %‘$,, g%‘%%" %‘&** g%‘%%*

$ %‘*’’ g%‘%%* %‘&+$ g%‘%%# %‘’#* g%‘%%"

#% %‘*)+ g%‘%%# %‘’,# g%‘%%* %‘)#) g%‘%%#

"% %‘*)’ g%‘%%" %‘’)$ g%‘%%+ %‘’’" g%‘%%#

!!由表 " 可知# * 种细胞因子的含有量变化趋势
大致相似’ 不同质量浓度的 e\1 作用细胞相同的
时间# 各给药组细胞因子的含有量随 e\1 质量浓
度的增大而增大% 相同质量浓度的 e\1 作用于细
胞不同时间# 各给药组细胞因子的含有量随时间的
延长而增大’ 作用时间为 "+ T 和 +) T( e\1 质量
浓度为 #% "CP9e和 "% "CP9e时# 各给药组细胞
因子的含有量与空白组之间有显著性差异’ 因此#
选取e\1质量浓度为 #% "CP9e( 作用时间 "+ T 为
最佳的诱导条件’

表 JIEX?对BE$%!’ BE$N 及@FV$"含有量的影响 $W1b!E% !L"% #MK&
@:<OJI+,,-./4*,EX?*6BE$%!% BE$N :6)@FV$".*6/-6/4$W1b!E% !L"% #MK&

细胞因子
e\1P""C-9el#$

% # $ #% "%
e\1作用
时间PT

We(#! #+"‘",# g"‘&’* #+$‘*)’ g#‘),* #$%‘#,% g"‘%,# #$+‘%"* g*‘*)# #&"‘*++ g#‘%,) #"
#$+‘&*’ g*‘%%$ #$,‘"*& g"‘$*% #&$‘*#% g*‘+#, #),‘#&* g*‘%#+! #,*‘$#+ g#‘+*%! "+
#$)‘*") g"‘*,# #&#‘++, g#‘)&* #&,‘$%% g*‘))" #,#‘),+ g"‘%$#! #,&‘’+% g*‘+%&! +)

We(& #""‘+&, g*‘+", #"+‘&+, g"‘)&$ #"’‘"#) g*‘$#, #**‘)$, g#‘)), #*,‘&$$ g"‘&%+ #"
#*$‘&+* g+‘*$) #*&‘)#% g"‘$$* #+%‘&*+ g*‘’$# #$&‘’’# g"‘$),! #&%‘+,% g"‘%*’! "+
#*$‘&+* g+‘*$) #*&‘)#% g"‘$$* #+%‘&*+ g*‘’$# #$&‘’’# g"‘$),! #&%‘+,% g"‘%*’! +)

5HV(% ,%‘%%# g"‘*%+ ,#‘%"* g#‘,," ,*‘$+, g+‘"$* ,&‘#,* g"‘%,’ #%%‘"## g"‘#*" #"
,+‘$+’ g"‘+*$ ,&‘&%# g"‘)$& #%&‘$+% g+‘%"# ##$‘&#* g"‘+’*! ##,‘%$* g"‘"#*! "+
,&‘#*" g"‘&+# ,)‘$+) g"‘+*# #%$‘,+’ g#‘,%" ##$‘%&* g+‘"+*! ##*‘%%, g"‘&$"! +)

!!注!与正常组"% "CP9e$比较#!!_%‘%$

*‘"!活性提取物的筛选结果!由表 * 可知# + 种
不同提取物对正常细胞和模型细胞的 W4$%值较大#
说明治疗指数高# 在给药范围内安全性较高# 其中

石油醚提取物和乙酸乙酯提取物对模型细胞的W4$%
值分别为 "+‘%%)( #%‘#+% "CP9e# 为活性提取物’
!!由表 + 可知# 随着给药浓度的增加# 与模型组
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相比# 石油醚提取物中( 高剂量组的 We(#!( We(&(
5HV(%的分泌显著下降# 乙酸乙酯提取物低( 中(
高剂量的 We(#!# 中( 高剂量的 We(&( 5HV(%的分
泌显著下降 "!_%‘%$$# 表明石油醚提取物( 乙
酸乙酯提取物具有抑制肾炎细胞分泌 We(#!( We(&(
5HV(%的效应# 该效应也有可能与高浓度药物抑制
细胞的增殖有关’

表 KI提取物作用于正常细胞’ 模型细胞的BÂU值
$#1b!E&

@:<OKIBÂU [:92-4*,-S/8:./4:./"61 *6/5-6*8!:9.-994
:6)!*)-9.-994$#1b!E&

提取物"质量浓度$ 正常细胞 模型细胞
石油醚提取物""+‘%%)$ )+‘’’+ "+‘%%)
乙酸乙酯提取物"#%‘#+%$ +"‘$’$ #%‘#+%
正丁醇提取物" s$%%$ s# %%% s$%%
水提取物" s$%%$ s# %%% s$%%

表 &I活性提取物对BE$%!’ BE$N’ @FV$"含有量的影响 $W1b!E% !L"% #MK&
@:<O&I+,,-./4*,:./"[--S/8:./4*6BE$%!% BE$N :6)@FV$".*6/-6/4$W1b!E% !L"% #MK&
组别 We(#! We(& 5HV(%

空白组 #$#‘&*’ g*‘#&# #*#‘&+* g#‘%,) ,"‘$+’ g"‘#&$
模型组 #,%‘#&* g"‘’&% #$,‘’’# g"‘+*, ##’‘&#* g"‘#+)
石油醚提取物 低剂量组 #)%‘+#$ g#‘,%) #$*‘#$’ g*‘*’$ ##%‘$+# g"‘,)#

中剂量组 #&,‘’+# g+‘&&$ #"%‘$"* g"‘&*’! #%%‘+’* g+‘#%*
高剂量组 #*+‘$#, g"‘&+#! #%#‘$+* g*‘,%#! )&‘&&$ g#‘#%&!

乙酸乙酯提取物 低剂量组 #’#‘*$’ g*‘’$&! #$%‘&’) g+‘%,’ #%%‘++’ g+‘)%#
中剂量组 #*&‘$#+ g#‘)$+! ###‘’’$ g"‘+$#! )$‘’+# g"‘))%!

高剂量组 #%%‘#$* g#‘)),! ’+‘$’* g*‘)),! &+‘**+ g#‘&*’!

!!注!与模型组比较#!!_%‘%$

*‘*!化合物作用于细胞的 W4$%值及对细胞炎性因
子We(#!! We(&! 5HV(%含有量的影响!由表 $ 可
知# 新爵床脂定 O( 爵床脂定 O( 新爵床脂定 I#
豆甾醇对正常细胞和炎症细胞的 W4$%值较大# 说明
其治疗指数较高# 在给药范围内安全性较高% 爵床
脂定I的给药质量浓度也在安全范围内’ 按照部
位用药规则确定给药质量浓度# 所选取的高剂量也
在其安全范围内’
!!由表 & 可知# 仅爵床脂定 I的中剂量组
中# We(#!的分泌显著下降"!_%‘%$$%爵床脂定I

的高剂量组中# We(&( 5HV(%( We(#!的分泌显著
下降 "!_%‘%$$’

表 ^I各化合物作用于细胞的BÂU值 $#1b!E&
@:<ÔIBÂU [:92-4*,[:8"*24.*!W*26)4:./"61 *6/5-.-994

$#1b!E&
化合物

名称 给药质量浓度
正常
细胞

模型
细胞

新爵床脂定O "$($%(#%% s"%% s"%%
爵床脂定O "$($%(#%% s"%% s"%%
新爵床脂定I "$($%(#%% s"%% s"%%
爵床脂定I %‘*(%‘&(#‘" ""‘’*" #)‘%*#
豆甾醇 "$($%(#%% s"%% #$’‘*#,

表 NI各化合物对BE$%!’ BE$N’ @FV$"含有量的影响 $W1b!E% !L"% #MK&
@:<ONI+,,-./4*,[:8"*24.*!W*26)4*6BE$%!% BE$N :6)@FV$".*6/-6/4$W1b!E% !L"% #MK&

组别 We(#! We(& 5HV(%
空白组 #$,‘&*’ g+‘%&, #*)‘#,% g*‘,#% ,$‘#’, g#‘%,%
模型组 #,%‘$’# g*‘"%$ #&%‘**$ g"‘*%# ##)‘*%# g*‘%")

新爵床脂定O 低剂量组 #)%‘$#+ g*‘%,) #$’‘%*$ g+‘%,# ##&‘*$’ g"‘%*’
中剂量组 #’&‘$#+ g"‘$#% #$%‘&$# g"‘%%* ##%‘$#* g"‘,)*
高剂量组 #’%‘**$ g"‘’,+! #+’‘*)+ g#‘),% #%+‘)’& g*‘)%#

爵床脂定O 低剂量组 #)&‘$#+ g"‘,%+ #$*‘’$, g*‘%," ##"‘+*) g"‘")%
中剂量组 #’$‘*+# g+‘"#) #+,‘)+$ g#‘+"* #%,‘*’& g#‘)#,
高剂量组 #&,‘+** g"‘$"" #+$‘$#, g+‘%#, #%+‘’&+ g*‘%%,

新爵床脂定I 低剂量组 #,%‘++* g#‘%*, #$,‘%&+ g"‘,,* ##’‘&*# g*‘*)#
中剂量组 #)&‘$#+ g#‘,%+ #$*‘’*" g*‘#%) ##$‘$’* g"‘%,#
高剂量组 #)%‘**+ g"‘*#% #+,‘’$) g#‘,,+ #%,‘)#+ g*‘#’%

爵床脂定I 低剂量组 #’,‘$+# g*‘+#, #$%‘*#’ g#‘")+ ##%‘*’$ g+‘%#)
中剂量组 #&%‘**# g"‘**+! #+%‘)’+ g*‘+%$ #%’‘#$& g#‘#%,
高剂量组 #$%‘’)+ g#‘,%#! #",‘%&$ g*‘*%,! ,$‘+$, g*‘#$)!

豆甾醇 低剂量组 #)"‘+#& g#‘%,* #$$‘’%* g*‘%%, ##$‘#*$ g"‘,%,
中剂量组 #’%‘**& g+‘$$" #+&‘’&# g#‘,)* ##%‘)’& g*‘’#*
高剂量组 #&"‘+’$ g"‘%,+ #*,‘)&* g"‘,+’ #%"‘’$* g#‘,*)

!!注!与模型组比较#!!_%‘%$
&)’
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*‘+!化合物对信号通路蛋白的影响!由图 # i" 可
知# 与模型组相比# 仅爵床脂定 I能够显著降低
各通路蛋白的水平 "!_%‘%$$# 为活性化合物’

注! 与模型组比较#!!_%‘%$

图 %I各化合物对信号通路蛋白的影响
V"1O%I+,,-./4*,[:8"*24.*!W*26)4*6W8*/-"64*,4"1$

6:9W:/5;:R

注! # 为新爵床脂定 O# " 为爵床脂定 O# * 为新爵床脂定 I#

+ 为爵床脂定I# $ 为豆甾醇

图 JI各化合物对信号通路蛋白的影响
V"1OJI+,,-./4*,[:8"*24.*!W*26)4*6W8*/-"64*,4"1$

6:9W:/5;:R

&I讨论
慢性肾炎是一种临床多发性疾病# 多数情况下

存在肾系膜细胞增殖( 肾结构纤维化( 肾单位坏死
等病理变化# 其中以肾系膜细胞增殖最为常见’ 本
实验以 e\1 诱导大鼠肾系膜细胞增殖构建肾炎细
胞模型# 通过[55法及 8eW1I法确定了爵床抑制
肾炎细胞增殖的活性提取物为石油醚提取物和乙酸
乙酯提取物# 并对石油醚提取物中的化合物新爵床
脂定O( 爵床脂定O( 新爵床脂定I( 爵床脂定I(
豆甾醇进行筛选# 表明爵床脂定 I能显著抑制炎
性因子 #e(&( 5HV(%及 #e(#!的分泌# 并且能显著
降低5eG+PHV($O信号通路上的炎性蛋白 5eG+(
[̂.))( HV($O及 Z(HV($O的表达水平# 具有一定

的抑制肾炎细胞的活性# 为活性化合物’
5eG+PHV(QO信号通路与生物的炎症密切相

关)#&(#’* ’ 本实验首次采用 b6DJ6KB L7@J法# 选取
5eG+PHV($O信号通路上的关键炎性蛋白 5eG+(
[̂.))( HV($O及 Z(HV($O展开研究# 结果表明爵
床可能是通过抑制信号通路炎性蛋白的表达而达到
抑制肾炎细胞增殖的作用# 5eG+PHV($O信号通路
可能是爵床抑制肾炎细胞的通路之一’
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