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摘要# 目的!观察肾衰康灌肠液 "大黄( 丹参( 红花( 黄芪# 含药血清对缺氧5复氧损伤人肾小管上皮细胞的保护作
用& 并探讨其对LAQ5$(VHQNA?A通路的影响’ 方法!将新西兰大白兔随机分为对照组( 肾衰康高剂量组( 7j‘ 组& 分
别予相应药物灌肠 $ I后取血清’ 以对照组( 7j‘组( 肾衰康高剂量组( 肾衰康中剂量组( 肾衰康低剂量组兔血清分
别处理缺氧5复氧Fc(# 细胞’ 以9d‘荧光探针检测F59损伤发生’ 8b‘G57a法( 流式细胞分析联合;AANX?A _(baP85
7a法分析细胞的损伤5凋亡情况’ 荧光定量789技术考察药物对\3,)( !$04,’3"3 39:;表达的影响’ 结果!与造模前
相比& 造模后细胞内9d‘表达的荧光强度明显增高’ 8b‘G57a双染显示& 与对照组和7j‘组相比& 肾衰康高( 中( 低
剂量组细胞死亡率明显降低& 且以肾衰康高剂量组死亡率最低’ ;AANX?A _(baP857a联合流式细胞术检测显示& 与对
照组 )"# 6& ")12= h#2##!* 和7j‘组 )"# 6& ")"2= h&2’#!* 相比& 肾衰康低( 中( 高剂量组均有明显的凋亡5
死亡抑制 )"# 6& 低剂量组 "")2* h&2$#!& 中剂量组 ""&2$ h&2=#!& 高剂量组 ""#2+ h&2+#!*’ 荧光定量 789
结果显示& 肾衰康灌肠液含药血清对\3,) 39:;表达有显著上调作用& 对 !$04,’)"3 39:;表达有显著双向调节作用
"Bi&2&1#’ 结论!肾衰康灌肠液含药血清对缺氧5复氧损伤 Fc(# 细胞的凋亡5死亡有明显的抑制效果& 其作用可能
与激活LAQ5$(VHQNA?A通路有关’
关键词! 肾衰康灌肠液$ 缺氧5复氧$ F59$ Fc(# 细胞$ LAQ5$(VHQNA?A
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>RTNI \S6SUJX?H5TNJXS4NAHQ?JA "F59# HAI ?Q@NYYNVQJA LAQ5$(VHQNA?A UHQ6[HS%<=>/?@9!‘?X:N[,NHDHAI
[6?QNTH\\?Q@THAIJ3DSI?W?INI ?AQJVJAQTJD4TJRU& ‘6NA@6RH?ZHA46?46 IJ@N4TJRU HAI 7j‘ 4TJRU "3 g## [NTN
QTNHQNI HVVJTI?A4DSYJT@NTR3VJDDNVQ?JA HYQNT$ IHS@+ NAN3H%P6NFc(# VNDD@?A>RTNI \S6SUJX?H5TNJXS4NAHQ?JA
[NTNQ6NA HI3?A?@QNTNI [?Q6 @NTR3JYTH\\?Q@YTJ3Q6NVJAQTJD4TJRU& 7j‘ 4TJRU& ‘6NA@6RH?ZHA44TJRU@" 6?46
IJ@N& 3?IIDNIJ@NHAI DJ[IJ@N4TJRU@IRNQJQ6NI?YYNTNAQDSI?DRQNI VJAVNAQTHQ?JA@# TN@UNVQ?WNDS%P6NF59IH3(
H4N[H@INQNT3?ANI \S9d‘ YDRJTN@VNAVNUTJ\N& Q6NVNDDRDHTIH3H4N5HUJUQJ@?@[NTNHAHDS]NI \S8b‘G57a3NQ6JI
HAI YDJ[VSQJ3NQTSVJ3\?ANI [?Q6 ;AANX?A _(baP857a& HAI Q6N?AWN@Q?4HQ?JA JA NYYNVQ@JYITR4@JA NXUTN@@?JA JY
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\3,) 39:;HAI !$04,’3"3 39:;[NTNHVVJ3UD?@6NI \SYDRJTN@VNAVNKRHAQ?QHQ?WN789%$=9AB/9!P6NYDRJTN@(
VNAVN?AQNA@?QSJY?AQTHVNDDRDHT9d‘ NXUTN@@?JA [H@@?4A?Y?VHAQDS?AVTNH@NI HYQNT3JIND?A4%8b‘G57aIJR\DN@QH?A?A4
@6J[NI Q6HQQ6NWHT?HAQ‘6NA@6RH?ZHA4IJ@N4TJRU@I?@UDHSNI J\W?JR@UTJUJTQ?JAHD3JTQHD?QS@RUNT?JT?QSQJN?Q6NTQ6N
VJAQTJD4TJRU JT7j‘ 4TJRU& HAI Q6N6?46 IJ@N4TJRU HV6?NWNI Q6NDJ[N@Q3JTQHD?QS%;AANX?A _(baP857aHAI YDJ[
VSQJ3NQTS@6J[NI Q6HQ& HQ"# 6& VJ3UHTNI [?Q6 Q6NVJAQTJD4TJRU ")12= h#2##! HAI 7j‘ 4TJRU ")"2= h
&2’#!& ‘6NA@6RH?ZHA44TJRU@)DJ[IJ@N4TJRU "")2* h&2$#!& 3?IIDNIJ@N4TJRU ""&2$ h&2=#!& 6?46 IJ@N
4TJRU ""#2+ h&2+#!* J\W?JR@DS?A6?\?QNI HUJUQJ@?@5INHQ6%‘6NA@6RH?ZHA4GAN3H0?KR?I 3NI?VHQNI @NTR3IN3(
JA@QTHQNI ?Q@@?4A?Y?VHAQNYYNVQJA Q6N?AVTNH@NJYQ6N\3,) 39:;NXUTN@@?JA HAI HIRHD(I?TNVQ?JAHDTN4RDHQ?JA JA Q6N
NXUTN@@?JA JY!$04,’)"3 39:;\SKRHAQ?QHQ?WN789"Bi&2&1#%:?C:BA9;?C!aA6?\?Q?JA JYQ6NHUJUQJ@?@5
INHQ6 JYFc(# VNDD@[?Q6 6SUJX?H5TNJXS4NAHQ?JA ?A>RTSIRNQJQ6N@NTR3VJAQH?A?A4‘6NA@6RH?ZHA4GAN3H0?KR?I
@R44N@Q@Q6NH4NAQ+@?AYDRNAVNJA Q6NHVQ?WHQ?JA JYLAQ5$(VHQNA?A UHQ6[HS%
D=EF?$@9! ‘6NA@6RH?ZHA4GAN3H0?KR?I$ 6SUJX?H5TNJXS4NAHQ?JA$ F59$ Fc(#$ LAQ5$(VHQNA?A

!!急性肾损伤 "HVRQNZ?IANS?A>RTS& ;ca# 是临
床上常见的病证)"* ’ 而缺血再灌注损伤 "?@V6N3?H
TNUNTYR@?JA ?A>RTS& a9a# 引起的急性肾小管坏死
"HVRQNQR\RDHTANVTJ@?@& ;P:# 是导致 ;ca发生的
主要因素之一’ 近数十年来& 虽然血液净化技术和
危重症医学等发展迅速& 但现代医学对 ;P:仍缺
乏有效的治疗方法& 故;P:的病死率一直高达 1&!
以上)#* ’ 而肾衰康灌肠液是目前以;ca为适应症的
唯一上市应用的中成药& 临床疗效确切& 具有减轻
肾小管坏死( 促进肾小管上皮细胞再生和修复等作
用’ 但其具体作用机制及靶点尚需深入研究’

研究显示& LAQ@信号蛋白家族在肾脏的生长
发育阶段起重要作用)$* ’ 其中 LAQ5$(VHQNA?A 信号
通路在 ;ca过程中活化))* & 可促进肾小管上皮细
胞的修复及增殖)1* ’ 本研究采用人肾小管上皮细
胞株 "Fc(##& 建立缺氧5复氧 "6SUJX?H5TNJXS4NA(
HQ?JA& F59# 模型& 模拟在体肾小管上皮细胞缺血
再灌注 "?@V6N3?H5TNUNTYR@?JA& a59# 的病变过程&
从细胞水平观察肾衰康灌肠液含药血清对缺氧5复
氧损伤 Fc(# 细胞的保护作用& 以及对 LAQ5$(VH(
QNT?A通路的影响& 以探索肾衰康灌肠液的治疗机
制及作用靶点’
GH材料与方法
"2"!主要试剂及仪器!肾衰康灌肠液 "海南天元
制药厂& 国药准字 ,$#&=&&)*#$ 9d‘ 测定试剂盒
8NDDRDHT9d‘5‘RUNTJX?IN-NQNVQ?JA ;@@HSc?Q& 购自
英国;\VH3公司 "货号;\$+)’=#$ 逆转录试剂盒
购于P6NT3J@V?NAQ?Y?V"9NWNTQ;?I b?T@Q‘QTHAI V-:;
‘SAQ6N@?@c?Q#$ 荧光定量试剂盒购于罗氏公司
"bH@Q‘QHTQG@@NAQ?HD-:;MTNNA /H@QNT#$ LAQ) 购自
英国;\VH3公司 "货号 ;\+"##=#$ $(VHQNT?A 购自

英国;\VH3公司 "货号;\’=&&1#$ 荧光定量 789
仪 "08(+=& 罗氏公司& 瑞士#’
"2#!实验动物及分组!健康新西兰大白兔 = 只&
雌雄各半& 体质量 #2& <#2# Z4& 动物合格证号
‘8.c "川# #&"$("’& 购自成都达硕实验动物公
司’ 购买后分笼饲养于成都中医药大学实验动物中
心 ‘7b级实验室& 保持室内相对湿度 "=& h1#!&
温度 #& <## e& "# 6 明暗自动切换& 自由饮水&
标准饲料饲养’ 适应性喂养 " 周后& 按体质量随机
分为对照组( 肾衰康高剂量组和 7j‘ 组& 每组 #
只& 共 $ 组’
"2$!肾衰康灌肠液兔血清的制备!对照组予正常
喂养不予灌肠$ 高剂量组给予肾衰康灌肠液 +2="’
305"Z4,I#灌肠& 药量按人与动物体表面积换算
得出$ 7j‘组给予 7j‘ 溶液 +2="’ 305"Z4,I#灌
肠’ 每天灌肠量分 ) 次完成& 并于第 ) 天上午灌肠
" 次结束后& 立即对 $ 组大白兔分别采血& 离心取
上清& 过滤除菌& 得到对照组( 肾衰康高剂量组(
7j‘组 $ 组兔血清’ 然后以肾衰康高剂量组血清与
对照组血清按比例混合& 制备肾衰康中剂量组血清
"含肾衰康高剂量组血清 1&!# 和肾衰康低剂量组
血清 "含肾衰康高剂量组血清 #1!#’ 将最终得到
的对照组( 7j‘组( 肾衰康高剂量组( 肾衰康中剂
量组( 肾衰康低剂量组 1 组血清冷存备用’
"2)!F59损伤 Fc(# 细胞的建立及分组!用含
"&!胎牛血清的 -/G/5b"# 培养液在 $’ e( 1!
8d#( 饱和湿度条件下传代培养 Fc(# 细胞& 同步
化 #) 6后& 将细胞的培养皿加盖并胶带密封 1 6&
以模拟在体肾小管上皮细胞缺血再灌注的病变过
程)=* & 然后去盖及胶带& 并随机分为 = 组’ 以其中
" 组进行细胞内9d‘检测’ 另 1 组细胞分别加入对
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照组( 7j‘ 组( 肾衰康高剂量组( 肾衰康中剂量
组( 肾衰康低剂量组 1 组血清培养& 并检测相关
指标’
"21!细胞9d‘检测!以化学荧光法测定在加盖并
胶带密封 1 6后细胞内9d‘水平& 操作步骤严格按
说明书方法& 加放荧光探针& 用荧光倒置显微镜进
行检测’
"2=!细胞凋亡5死亡率检测!以 8b‘G57a法( 流
式细胞分析联合;AANX?A _(baP857a法检测 1 组F5
9损伤细胞分别加入对照组( 7j‘ 组( 肾衰康高剂
量组( 肾衰康中剂量组( 肾衰康低剂量组 1 组血清
后 &( )( "#( #) 6的细胞凋亡5死亡情况’
"2’!实时定量789检测!使用789技术检测 1 组
细胞中 \3,)( !$04,’3"3 39:;表达情况’ 789中
所用的引物由上海生物工程技术有限公司合成’
\3,) 正向引物 1 + (8PMM;M;;MPMPMM8PMPM;(
$+& 反向引物 1 + (MM;8PMPM;M;;MM8P;8M8(
$+’ !$04,’3"3 正向引物 1 + (8MM;;8;88PPMP8(
8PM;;P($ +& 反 向 引 物 1 + (M;MP8;M8PMM(
M;;;;M8;8($+’ 实时定量 789的反应条件! 预
变性 +) e # 3?A$ +) e #& @& =& e )1 @循环 )&
次’ 读取 8P "VSVDNQ6TN@6JDI# 值& 首先分别计算
各样本测定基因\3,)( !$04,’3"3 8P与内对照基因
!$40,"3 8P的差值& 即 "8Pg8P"LAQ)# 8̂P"$(HVQ?A# &
8Pg8P"$(VHQNA?A# ^8P"$(HVQ?A# & 再用各实验组样本的
"8P减去正常对照组样本的"8P& 得到""8P& 利
用 # "̂"8P进行计算& 表示高( 中( 低剂量组测定基
因\3,)( !$04,’3"3的表达相对与7j‘组样本\3,)(
!$04,’3"3表达的变化倍数’
"2*!统计学方法!本部分实验所得数据以平均数h
标准差 "Jh%# 表示& 以 ‘7‘‘ "$2& 统计软件进行
统计学分析’ 两组之间的统计学分析采用,检验方
法检验$ 多组间比较若方差齐& 采用单因素方差分
析& 若不齐则采用秩和检验’ Bi&2&1 可认为有统
计学差异’
IH结果
#2"!F59损伤对Fc(# 细胞内 9d‘ 水平的影响!
如图 " 所示& 与造模前相比& 造模后细胞内释放的
9d‘荧光强度明显增高’ 这说明 Fc(# 细胞已发生
F59损伤’
#2#!肾衰康灌肠液含药血清对 F59损伤 Fc(# 细
胞8b‘G57a染色的影响!结果显示! 造模 & 6 时
"如图 #( 图 =#& 各组细胞凋亡5死亡率未出现明
显变化$ 而 ) 6时 "如图 $( 图 =# 各组细胞凋亡5

图 GH造模前后 >D4I 细胞中 $?9含有量对比 $ ^
GNN&

R#5PGH:"2&3’#6"1".$?9)"1*%1*#1>D4I )%006O%4
."’%31!3.*%’2"!%0#15 $ ĜNN&

死亡率明显增加& 表明细胞造模成功$ 在 "# 6
"如图 )( 图 =#& 肾衰康高( 中( 低剂量组细胞凋
亡5死亡率明显低于对照组和 7j‘ 组& 且以肾衰康
高剂量组凋亡5死亡率最低& 随着培养时间的延长
"如图 1( 图 =#& 各组细胞凋亡5死亡率逐渐回到
正常水平& 造模效果消失’
#2$!肾衰康灌肠液含药血清对 F59损伤 Fc(# 细
胞凋亡5死亡率的影响!结果表明 "如图 ’#! 造模
完成 & 6时各组细胞的凋亡5死亡率均未出现明显
变化$ ) 6及 "# 6& 对照组和7j‘ 组均能检测到大
量的细胞凋亡5死亡$ 而肾衰康低( 中( 高剂量组
均有明显的凋亡5死亡抑制’ 当 ) 6 时& 低剂量组
""$21 h&2##!& 中剂量组 "’2* h#2"#!& 高剂量
组 ""$2$ h&2"#!$ "# 6 时& 低剂量组 "")2* h
&2$#!& 中剂量组 ""&2$ h&2= #!& 高剂量组
""#2+ h&2+#!$ "Bi&2&1$ Bi&2&"# 均显著低
于对照组& )) 6& ")’2* h$21#!$ "# 6& ")12= h
#2##!# 和7j‘组 ") 6& ")12’ h"2##!$ "# 6&
")"2= h&2’#!*& 如图 *& #) 6 后细胞凋亡5死亡
情况明显恢复’
#2)!肾衰康灌肠液含药血清对 F59损伤 Fc(# 细
胞\3,)! !$04,’)"3 39:;表达水平的影响!如图 +
所示& 肾衰康灌肠液含药血清对F59损伤Fc(# 细
胞内\3,) 39:;的表达明显上调作用& 而对 !$04$
,’)"3 39:;的表达有双向调节作用 "Bi&2&1# 且
其上调5下调作用呈现一定的剂量相关性’ 具体表
现为& 在含药血清处理 F59损伤细胞 ) 6 后&
\3,) 39:;表达明显上调( !$04,’)"3 39:;表达明
显下调$ 从 ) 6 到 #) 6& \3,) 39:;表达水平较
) 6时有所下调& 但仍明显高于 7j‘ 组$ 而 !$04$
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图 IH含药血清对>T$损伤>D4I 细胞 N Q时:R9=TX;染色的影响 $ ĜNN&
R#5PIH=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"1:R9=TX;6*3#1#15 ".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’- 3*N Q$ ĜNN&

图 JH含药血清对>T$损伤>D4I 细胞 S Q时:R9=TX;染色的影响 $ ĜNN&
R#5PJH=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"1:R9=TX;6*3#1#15 ".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’- 3*S Q$ ĜNN&

图 SH含药血清对>T$损伤>D4I 细胞 GI Q时:R9=TX;染色的影响 $ ĜNN&
R#5PSH=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"1:R9=TX;6*3#1#15 ".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’- 3*GI Q$ ĜNN&
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图 KH含药血清对>T$损伤>D4I 细胞 IS Q时:R9=TX;染色的影响 $ ĜNN&
R#5PKH=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"1:R9=TX;6*3#1#15 ".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’- 3*IS Q$ ĜNN&

注! 与对照组比较&&Bi&2&1&&&Bi&2&"

图 WH含药血清对 >T$损伤 >D4I 细胞 N bIS Q时
:R9=TX;染色的影响

R#5PWH=..%)*6".6%’(2 )"1*3#1#15 !’(56"1:R9=TX;
6*3#1#15 ".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’- !(’#15
N cIS Q

QNT?A 39:;表达在 * 6 达到最低水平后逐渐上调&
并于 #) 6 时表达水平上调& 且明显高于 7j‘ 组’
这说明肾衰康灌肠液含药血清能诱导 F59损伤
Fc(# 细胞内\3,) 39:;表达增加& 而对 !$04,’)"3
的39:;表达有双向调节作用’
JH讨论

;ca是一组临床综合征& 主要包括缺血性和中
毒性两类& 其中缺血性 ;ca占 ’1!以上)’* ’ ;ca
可表现为突发 "" <’ I 内# 和持续 " m#) 6# 的
肾功能下降$ 出现氮质血症( 少尿或无尿( 水电解
质和酸碱平衡紊乱失以及全身各系统症状$ 是临床
常见的急危重症& 死亡率高’ 目前& ;ca的发病机
制尚未完全阐明’ 现有的研究表明& 缺血性 ;ca
可引起肾小管上皮细胞损伤5凋亡( 急性肾小管
坏死和肾功能异常’ 但肾脏有强大的自我修复能

力)** & 可在一定程度上恢复肾小管的形态和
功能’

对于 ;ca的治疗& 目前尚缺乏有效方案& 而
以对症处理和肾脏替代治疗为主’ 近年来& 血液净
化技术的不断进步并未带来 ;ca死亡率的明显下
降& 且有相当数量的 ;ca存活患者进展为终末期
肾病& 需长期透析治疗’ 而肾衰康灌肠液是经临床
验证切实有效的用于治疗 ;ca的唯一上市的中
成药’

肾衰康灌肠液是由大黄( 丹参( 红花( 黄芪 )
味药按 "21 f" f" f"21 比例& 经水煮( 过滤( 灭
菌( 浓缩制成的纯中药制剂’ 研究发现& 肾衰康灌
肠液具有增加肾血流量( 改善肾微循环( 减轻肾小
管坏死程度及促进肾小管上皮细胞修复再生等作
用’ 本次通过离体细胞试验& 观察肾衰康灌肠液对
F59损伤 Fc(# 细胞的干预效果& 运用 8b‘G57a
法( 流式细胞分析 ;AANX?A _(baP857a检测及 789
技术探索肾衰康灌肠液减轻急性肾损伤( 抑制肾小
管上皮细胞凋亡5死亡及促进肾小管上皮细胞再生
修复的分子机制& 以明确肾衰康灌肠液的治疗效应
靶点’

近年来研究发现& LAQ5$(VHQNA?A 信号通路主
要参与细胞的增殖( 分化( 调亡与抗凋亡等生物效
应的调控& 尤其在肾脏的生长( 发育阶段及肾脏疾
病的修复过程中显示出极其重要的作用)1&+* ’ 例
如& 在胚肾中& LAQ的表达可促进肾脏组织的生长
和发育& 而 LAQ基因突变可导致严重的肾脏发育
不全)"&* ’ 在成熟的肾脏中& LAQ信号通路仅在调
节失常或肾脏损伤等情况下被激活’ LAQ信号通路
调节失常可引起梗阻性肾病( 肾肿瘤等疾病的发
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!!注! 与对照组比较&"Bi&2&1&""Bi&2&"

图 \H含药血清对>T$损伤>D4I 细胞凋亡T死亡率的影响
R#5P\H=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"13&"&*"6#6T!%3*Q’3*%".>D4I )%006[#*Q>T$#1U(’-

注! 与对照组比较&"Bi&2&1&""Bi&2&"

图 _H不同时间点% 含药血清对>T$损伤>D4I 细胞凋亡T死亡率的影响
R#5P_H=..%)*6".6%’(2)"1*3#1#15 !’(56"13&"&*"6#6T!%3*Q’3*%".>D4I

)%006[#*Q>T$#1U(’- 3*!#..%’%1**#2%&"#1*6

生’ 而;ca后 LAQ信号活性明显增加& 激活后的
LAQ5$(VHQNA?A信号通路参与 ;ca修复’ 有研究证
明& 在急性缺血性肾损伤后& LAQ信号活性明显增
加& 且损伤的肾小管上皮细胞对 LAQ信号产生
应答)""* ’

而本次实验发现& 肾衰康灌肠液含药血清可抑
制F59损伤Fc(# 细胞的凋亡5死亡& 且呈现一定

的剂量相关性& 即高剂量组效果最佳’ 肾衰康灌肠
液含药血清对 LAQ5$(VHQNA?A 通路中 \3,39:;及
!$04,’3"3 39:;的表达有明显的上调5下调作用’
这说明& LAQ5$(VHQNA?A 通路很可能参与了肾衰康
灌肠液对急性缺血再灌注损伤的抑制或损伤后肾小
管上皮细胞的修复’ 但其具体机制仍需进一步探索
及验证’
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!!!注! 与7j‘组比较&"Bi&2&1

图 dH肾衰康灌肠液含药血清对>T$损伤>D4I 细胞8$+S 2$C7’ !09"+#&*$2$C7表达的影响
R#5PdH=..%)*6".9Q%16Q(3#a315 "1*Q%2$C7%,&’%66#"1".8$+S 31!!09"+#&*$#1>D4I [#*Q>T$#1U(’-

综上所述& 肾衰康灌肠液抗Fc(# 细胞F59损
伤作用的机制涉及 LAQ5$(VHQNA?A 信号通路& 其可
能通过上调5下调\3,及 !$04,’3"3 基因的表达来发
挥治疗作用’
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