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摘要： 目的　 探讨芪归益肾方对小鼠肾脏纤维化的延缓作用。 方法　 建立单侧输尿管梗阻模型后， ４０ 只 ＩＣＲ 小鼠随

机分为假手术组、 模型组、 芪归益肾方组 （１０ ｇ ／ ｋｇ）、 贝那普利组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 川芎嗪组 （１００ ｍｇ ／ ｋｇ）。 ＨＥ、
Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾小管间质损伤情况； 免疫组化、 蛋白质印迹检测 ＦＮ、 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１、 ＴＭ 表达。 结果　 与模型组

比较， 芪归益肾方组、 贝那普利组、 川芎嗪组明显改善肾小管间质纤维化， 抑制 ＦＮ、 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１ 表达， 升高 ＴＭ
表达， 以芪归益肾方组更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 芪归益肾方可有效延缓单侧输尿管梗阻小鼠肾脏纤维化， 其作用机

制可能与减少 ＰＡＩ⁃１ 表达， 增加 ＴＭ 表达或减少其代谢有关。
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　 　 慢性肾脏病病因复杂， 病情易反复， 其不断进

展的主要原因是肾组织内炎症因子与抗炎症相关因

子之间的失衡， 导致组织内过度炎症反应及组织损

伤， 从而引起纤维组织增生， 同时肾组织内固有细

胞转分化， 如小管上皮细胞向成纤维细胞转化， 分

泌过多的细胞外基质， 共同促成肾脏纤维化［１］。
因此， 如何减轻肾脏组织内炎症反应， 阻止肾脏纤

维化发生， 往往是治疗慢性肾脏病的关键。
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近年来研究表明， 血液系统中某些凝血、 纤溶

相关物质与肾组织内炎症反应和纤维化有关， 如肾

血管内皮细胞膜上的凝血酶调节蛋白 （ＴＭ） 和凝

血酶结合可活化蛋白质 Ｃ （ＰＣ）， 活化的后者与内

皮细胞蛋白质 Ｃ 受体 （ＥＰＣＲ） 结合而影响下游信

号分子， 可减轻肾脏的炎性损伤［２⁃３］。 随着肾组织

内炎症反应发生， 纤溶酶原激活物抑制物⁃１ （ＰＡＩ⁃
１） 在系膜细胞、 内皮细胞、 小管上皮细胞上表达

增加［４］， 它可通过抑制基质金属蛋白酶 ２、 纤溶酶

活性来减少细胞外基质的降解， 从而引起肾组织中

细胞外基质的沉积［５⁃６］。
本课题组具有自主知识产权的方剂———芪归益

肾方具有健脾益肾、 活血通络的功效， 前期基础与

临床研究中已证实它具有减轻蛋白尿、 延缓肾脏纤

维化的作用［７⁃９］。 中医 “活血通络” 与西医 “凝

血” “纤溶” 有相通之处， 故推测芪归益肾方可能

通过影响凝血、 纤溶相关物质来发挥减轻肾组织内

炎症反应、 延缓肾脏纤维化的作用， 并通过本实验

来验证这个观点。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 雄性 ＩＣＲ 小鼠 ４０ 只， ＳＰＦ 级， 体质量

（２０±２） ｇ， 由苏州大学医学院实验动物中心提供，
实验动物生产许可证号 ＳＹＸＫ （苏） ２０１７⁃００４３。
１􀆰 ２　 试药　 ＰＡＩ⁃１ 抗体 （武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司， 批号 ＤＫ８０１４）； ＴＧＦ⁃β１ 抗体 （批
号 ＡＨ０３０７１２０６）、 山羊抗大鼠二抗 （批号 １３３９７４）
［爱必信 （上海） 生物科技有限公司］； Ｔｈｒｏｍｂｏ⁃
ｍｏｄｕｌｉｎ 抗 体 （ 美 国 Ｒ＆Ｄ 公 司， 批 号

ｃａｋｋ０３１８０５Ａ）； Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 抗体 （武汉博士德生物

工程有限公司， 批号 １５３１８８）； 山羊抗兔二抗 （批
号 １６７９７６）、 Ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体 （批号 １６６４５３） （杭州联

科生物技术股份有限公司）； 盐酸贝那普利片 （北
京诺华制药有限公司， 批号 ｘ２６１５）； 磷酸川芎嗪

片 （丽珠集团丽珠制药厂， 批号 １７０９０１）。 芪归益

肾方药材 （黄芪 ３０ ｇ、 太子参 １５ ｇ、 芡实 ３０ ｇ、 金

櫻子 ３０ ｇ、 当归 １５ ｇ、 牛膝 １５ ｇ、 川芎 １５ ｇ、 炒白

术１５ ｇ、 白花蛇舌草 ３０ ｇ、 蝉蜕 １２ ｇ、 甘草 ６ ｇ，
批号 １８０２１８０１０） 由苏州天灵药业有限公司提供，
经苏州大学附属第一医院药学部毛叶勤副主任中药

师鉴定为正品， 均符合 ２０１５ 年版 《中国药典》 相

关要求， 由苏州大学附属第一医院制剂室经煎煮、
浓缩方法制备成混悬液， 生药量 １ ｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３　 仪器 　 电泳仪、 电泳槽、 转移槽、 ＧｅｌＤｏｃ
ＸＲ＋全自动凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ １９０ 光吸收酶标仪 （美谷分子仪器有限

公司）； Ａｘｉｏ Ｉｍａｇｅｒ Ｍ１ｍ 显 微 镜 （ 德 国 ＺＥＩＳＳ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模［１０］ 　 小鼠用 ２％ 戊巴比妥麻醉后， 进行

左侧输尿管阻断术。 小鼠固定于手术台， 腹部消

毒， 沿腹正中线切开皮肤、 肌层， 剪开腹膜， 暴露

左侧肾脏、 输尿管， 用 ５ ／ ０ 丝线结扎输尿管两道，
逐层缝合关腹， 假手术组仅开腹并游离左侧输尿

管， 但不结扎输尿管， 其余步骤与手术组相同，
４ ℃生理盐水从左心室注入， 剪开右心耳流出血

液， 灌洗体循环血液， 快速剖取左肾， 一部分以

４％ 多聚甲醛溶液固定， 用于组织染色和免疫组织

化学检测； 另一部分迅速置于液氮中， 储存于

－８０ ℃冰箱， 用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
２􀆰 ２　 分组及给药　 将 ４０ 只小鼠适应性喂养 １ 周，
自由 饮 水、 进 食， 随 机 分 为 芪 归 益 肾 方 组

（１０ ｇ ／ ｋｇ）， 贝那普利组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 川芎嗪组

（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 模型组 （生理盐水 １０ ｍＬ ／ ｋｇ）、 假

手术组 （生理盐水 １０ ｍＬ ／ ｋｇ）。 造模成功 ２ ｄ 后，
连续灌胃给药 １０ ｄ。
２􀆰 ３　 肾组织形态学观察 　 小鼠肾组织石蜡切片

３ μｍ， 进行 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 光镜下观察， 以半

定量方法评估肾小管间质纤维化程度。 每个标本切

片观察 ２０ 个 ２００ 倍不重叠视野， 以每个视野中肾

小管扩张、 炎症细胞浸润、 肾小管萎缩和管型形

成、 间质细胞外基质沉积范围占总视野比例计算肾

小管间质纤维化指数： ０ 分， 正常； １ 分， ＜１０％ ；
２ 分， １１％ ～２５％ ； ３ 分， ２６％ ～５０％ ； ４ 分， ５１％ ～
７５％ ； ５ 分， ＞７５％ 。
２􀆰 ４　 免疫组化检测　 小鼠肾组织石蜡切片， 常规

脱蜡入水， ３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育 １０ ｍｉｎ， 消除内源性过氧

化物酶活性后 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 微波抗原修复， ５％
牛血清蛋白封闭 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入一

抗， ４ ℃下孵育过夜 （Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 一抗稀释比例为

１ ∶ １００， ＰＡＩ⁃１ 为 １ ∶ １００， ＴＧＦ⁃β１ 为 １ ∶ ４００，
Ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ 为 １ ∶ １００）， 次日加入辣根过氧化

物酶标记的二抗孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ＤＡＢ 显

色， 蒸馏水冲洗， 苏木素复染 ７ ｍｉｎ， 盐酸乙醇分

化数秒使细胞核呈紫蓝色， 加氨水数秒至返蓝， 蒸

馏水冲洗。 然后， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 树

胶封片， 光镜下棕黄色颗粒区域为阳性表达， 每张

切片随机寻找 ２０ 个 ４００ 倍不重叠视野， Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件进行分析， 以阳性面积 ／视野总面积
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表示蛋白表达量。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取－８０ ℃下保存的小鼠肾

组织， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液和苯甲基磺酰氟 （ＰＭＳＦ）
并进行组织研磨， 提取组织总蛋白后测定其浓度。
每孔加 ４０ μｇ 总蛋白上样， 进行十二烷基硫酸钠—
聚丙烯酰胺凝胶 （ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 电泳， 湿转法电转

移至硝酸纤维素膜。 加入含 ５％ 牛血清白蛋白

（ＢＳＡ） 的 ＴＢＳＴ 缓冲液， 室温下封闭 ｌ ｈ， 再加入

一抗， ４ ℃下孵育过夜 （Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 一抗稀释比例

为 １ ∶ ４００， ＰＡＩ⁃１ 为 １ ∶ １ ０００， ＴＧＦ⁃β１ 为 １ ∶
１ ０００， Ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ 为 １ ∶ １ ０００， Ｔｕｂｕｌｉｎ 为１ ∶
５ ０００）， 洗膜， 加入辣根过氧化物酶标记的二抗

（１ ∶ ２ ０００）， 室温下孵育 １ ｈ， 洗膜， ＥＣＬ 试剂曝

光显影。 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件进行分析， 通过

目的蛋白与内标 Ｔｕｂｕｌｉｎ 的灰度比值计算目的蛋白

相对表达量。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处理，
符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比

较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 小鼠左侧肾脏外观　 芪归益肾方组、 贝那普

利组、 川芎嗪组、 模型组小鼠左侧肾脏 （结扎肾）
体积相比假手术组 （未结扎肾） 明显增大， 肾脏

包膜紧张呈半透明状， 可见黄色半透明的液体。 梗

阻侧肾脏纵向剖开后， 可见血性或者乳白色积液流

出， 剖面观可见肾盂明显扩张， 肾皮质明显变薄。
３􀆰 ２　 小鼠肾组织病理变化 　 ＨＥ 染色显示， 假手

术组小鼠肾小球、 肾小管及间质正常， 芪归益肾方

组、 贝那普利组、 川芎嗪组、 模型组都有不同程度

肾小管扩张、 炎症细胞浸润、 肾小管管型形成、 间

质细胞外基质沉积； Ｍａｓｓｏｎ 染色显示， 小鼠肾脏

胶原染色呈蓝色， 假手术组无蓝色染色， 芪归益肾

方组、 贝那普利组、 川芎嗪组、 模型组都有不同程

度的蓝色染色， 主要位于肾小囊、 系膜区和肾小管

的毛细血管周围及肾小管周围间质部分。 模型组小

鼠肾小管间质纤维化指数显著高于芪归益肾方组、
贝那普利组、 川芎嗪组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而芪归益肾方

组又显著低于贝那普利组、 川芎嗪组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
见图 １。
３􀆰 ３　 免疫组化检测　 与假手术组比较， 芪归益肾

方组、 贝那普利组、 川芎嗪组、 模型组肾组织中

ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１、 ＦＮ 表达显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＴＭ 表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 芪

注： 与模型组比较，★Ｐ＜０􀆰 ０５； 与芪归益肾方组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

图 １　 各组小鼠肾组织病理变化 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｒｅｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ （×２００）

归益肾方组、 贝那普利组、 川芎嗪组前三者表达显

著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 后者表达显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 以芪归益肾方组更明显 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 ２。
３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 与假手术组比较， 芪归益

肾方组、 贝那普利组、 川芎嗪组、 模型组肾组织中

ＦＮ、 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１ 表达显著增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＴＭ 表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 芪

归益肾方组、 贝那普利组、 川芎嗪组前三者表达显

著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 后者表达显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 以芪归益肾方组更明显 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 ３。
４　 讨论

在慢性肾脏病的发生发展过程中， 血液高凝状

态发挥了重要负面作用， 这一点已形成共识［１１］。
近年来还发现， 一些凝血、 纤溶相关物质通过激活

信号通路来影响肾组织内炎症状态， 并参与肾脏纤

维化过程。
凝血酶调节蛋白 （ＴＭ） 主要存在于血管内皮

表面， 同时也存在于胸腔膜、 心包膜、 腹腔膜、 蛛

网膜等组织的间皮细胞表面， 它是一种跨膜糖蛋

白， 由 ５ 个结构域组成， 复杂结构使其具有多种生

理功能。 凝血酶能激活蛋白质 Ｃ （ＰＣ）， 而 ＴＭ 能

使激活速度增加 １ ０００ 倍， 活化的 ＰＣ 能灭活Ⅴ因

子和Ⅷ因子， 减少肾血管内微血栓形成的风险， 从

而逆转凝血酶， 还可与内皮细胞蛋白质 Ｃ 受体
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注： 与模型组比较，★Ｐ＜０􀆰 ０５； 与芪归益肾方组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 各组 ＦＮ、 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１、 ＴＭ 表达 （免疫组化， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＮ， ＴＧＦ⁃β１， ＰＡＩ⁃１ ａｎｄ ＴＭ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ×４００）

（ＥＰＣＲ） 结合， 通过影响下游信号分子来减轻肾

脏炎性损伤［２⁃３］； 也可激活蛋白酶激活受体 １
（ＰＡＲ１） 而诱导下游信号通路， 从而发挥促炎作

用［１２］， 并且调节蛋白和凝血酶结合时可阻止后者

对 ＰＡＲ１ 的激活， 发挥抗炎作用［１３］。
肾脏是一个容易受到缺血性损伤的器官， 因为

人在应急状态下为保障心、 脑重要器官的血液供应

而发生交感神经兴奋， 对各器官血液供应重新调

配， 肾脏供血急剧减少， 并且慢性肾脏病在损伤修

复的过程中， 间质中胶原纤维沉积增加， 毛细血管

数减少， 故对缺血性损伤非常敏感［１４］， 而且组织

内缺氧及高压力、 高灌注造成对内皮细胞的高切应

力， 均会造成内皮细胞损伤。 受损的血管内皮细胞

合成内皮素增加， 而合成 ＮＯ 减少， 这种缩血管物

质与舒血管物质之间的失衡导致微血管过度收缩，
又进一步加重缺血性损伤， 当内皮细胞损伤时，
ＴＭ 细胞外区域裂解为可溶性片段， Ｂａｏ 等［１５］ 发

现， 在慢性肾脏病患者血浆中 ＴＭ 裂解产物浓度明

８１５１

２０１９ 年 ７ 月

第 ４１ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． ７



注： 与模型组比较，★Ｐ＜０􀆰 ０５； 与芪归益肾方组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 各组 ＦＮ、 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１、 ＴＭ 表达比较 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＦＮ， ＴＧＦ⁃β１， ＰＡＩ⁃１ ａｎｄ ＴＭ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）

显升高， 并且与病情严重程度呈正相关。 川芎有效

成分川芎嗪、 黄芪有效成分黄芪黄酮和黄芪多糖、
川芎和当归有效成分阿魏酸都已证实具有内皮细胞

保护作用［１６⁃１９］， 本实验发现， 芪归益肾方组肾组

织中 ＴＭ 表达明显低于假手术组， 可能是输尿管结

扎造成梗阻后组织水肿造成肾内血管受压迫， 引起

缺血性损伤， 肾组织内炎症反应加剧， 造成血管内

皮受损， ＴＭ 裂解增加； 较贝那普利组、 川芎嗪组

更能明显增加 ＴＭ 在肾组织中表达， 可能是该方能

更好地保护内皮细胞， 有利于增加 ＴＭ 表达或保护

其免受裂解， 从而减轻肾组织内炎症反应。
纤溶酶原激活物抑制物⁃１ （ＰＡＩ⁃１） 可与组织

型纤溶酶原激活剂 （ ｔ⁃ＰＡ） 和尿激酶纤溶酶原激

活剂 （ｕ⁃ＰＡ） 结合并使其灭活， ｔＰＡ 主要由内皮

细胞合成， 而 ｕ⁃ＰＡ 由内皮细胞、 巨噬细胞、 肾脏

上皮细胞、 某些肿瘤细胞合成， 两者均可激活纤溶

酶原， 使其转变为纤溶酶， 故 ＰＡＩ⁃１ 间接抑制了纤

溶酶原激活， 它主要由血管内皮细胞和肝细胞合

成， 血小板中也可合成， 在正常的小鼠、 大鼠、 人

肾脏组织中 ＰＡＩ⁃１ 表达很少， 但随着炎症反应发

生， 其在内皮细胞、 系膜细胞、 小管上皮细胞中表

达增加［４］。 Ｏｄａ 等通过 ＵＵＯ 模型发现， ＰＡＩ⁃１ 基因

敲除小鼠相比野生型小鼠肾间质纤维化明显减

轻［２０］； Ｚｈａｎｇ 等［２１］ 报道， 利用 ＰＡＩ⁃１ 突变体抑制

内源性 ＰＡＩ⁃１ 活性有利于延缓糖尿病肾病发生， 并

有足细胞保护作用； 杜义斌等［２２］ 利用 ＰＡＩ⁃１ 基因

敲除小鼠发现， ＰＡＩ⁃１ 可通过抑制纤溶酶、 基质金

属蛋白酶 ２ 活性， 减少细胞外基质的降解， 从而引

起小鼠肾脏中细胞外基质的沉积［５］； Ｓｏｎｇ 等［２３］ 通

过动物实验证实， 具有健脾益肾， 活血泄浊功效的

中药制剂可通过抑制 ＴＧＦ⁃β１、 ＰＡＩ⁃１ 表达， 从而

抑制细胞外基质过度积聚， 减轻肾脏纤维化程度，
其中前者是肾脏纤维化最核心的调节因子， 可通过

上调后者表达来促进细胞外基质聚积； 本实验也证

实， ＴＧＦ⁃β、 ＰＡＩ⁃１ 表达具有一致性， 并且通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 免疫组化检测发现， 假手术组后者表

达很少， 而模型组、 芪归益肾方组、 贝那普利组、
川芎嗪组都有不同程度升高， 可能是输尿管结扎造

成梗阻后， 随着肾组织内炎症反应加剧前者表达增

加， 使得后者表达也增加， 以芪归益肾方组更

９１５１

２０１９ 年 ７ 月

第 ４１ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． ７



明显。
中医认为， 慢性肾脏病导致的肾脏纤维化属

“肾络癥瘕”， 其病机为本虚标实， 因虚致实， 即

脾肾两虚， 血脉瘀阻［２４］， 治疗时健脾益肾固然是

关键， 但活血通络同样重要， 国医大师张大宁提出

补肾活血法则， 在慢性肾小球肾炎、 糖尿病肾病治

疗中取得了良好疗效［２５⁃２６］。 芪归益肾方中金樱子、
芡实益肾健脾， 为君药； 太子参、 黄芪、 白术益气

健脾， 为臣药； 川芎、 当归、 牛膝活血通络， 白花

蛇舌草清利下焦， 蝉蜕搜风通络， 共为佐药； 牛膝

益肾通络又引药入肾经， 甘草调和诸药， 同为使

药， 全方共奏健脾益肾、 活血通络的功效， 针对慢

性肾脏病的治疗既全面又有重点， 具有良好的减轻

蛋白尿、 延缓肾脏纤维化作用。 本实验发现， 芪归

益肾方可通过增加肾脏组织中 ＴＭ 表达或减少其代

谢和减少 ＰＡＩ⁃１ 表达， 从而起到减轻肾组织内的炎

症反应和纤维化的作用， 明确该方可通过影响凝

血、 纤溶相关因子起到保护肾脏的作用。
肾素⁃血管紧张素系统的激活在肾脏纤维化过

程中发挥重要作用， 如血管紧张素Ⅱ通过上调 ＮＦ⁃
κＢ、 ＴＧＦ⁃β１、 结缔组织生长因子 （ＣＴＧＦ） 表达，
促进肾脏炎症和纤维化发生［２７⁃２８］， 同时血管紧张

素转换酶抑制剂能明显减轻肾脏纤维化［２９］， 本实

验发现， 芪归益肾方上述效果优于西药血管紧张素

转换酶抑制剂———贝那普利。 川芎嗪是从川芎中提

取出的有效成分， 具有降低血液黏度、 改善微循

环、 抑制血小板聚集和血栓素 Ａ２ 合成的作用， 并

可抑制自由基产生， 提高内源性抗氧化酶活性， 还

有抑制血管平滑肌细胞和成纤维细胞增生， 抑制肾

脏纤维化的作用［３０⁃３２］， 本研究发现， 芪归益肾方

上述效果优于川芎嗪。 课题组前期基础研究中报

道， 芪归益肾方可通过对 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ ／ ＰＩ３Ｋ 信

号通路的影响来起到减轻肾脏纤维化的作用［７］，
这也证明中药方剂作为多物质组成的集团具有多靶

点治疗作用， 也是中医药治疗肾脏病的优势， 对将

来中药方剂的相关研究非常重要。
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小檗碱对 Ａ５４９ 细胞增殖、 迁移和侵袭的影响
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摘要： 目的　 研究小檗碱对肺癌细胞 Ａ５４９ 增殖、 迁移和侵袭的影响。 方法　 培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞并加入小檗碱后， ＭＴＴ
法检测细胞增殖。 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 和 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导成 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬细胞， 小檗碱预给药后，
随机分为对照组、 模型组、 小檗碱组， 细胞培养上清与 Ａ５４９ 细胞共培养。 ＲＴ⁃ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＥＬＩＳＡ 检测 ＣＤ２０６、
ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移和侵袭。 结果　 小檗碱最佳刺激浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与模型组比较， 小檗

碱组可显著抑制 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 小檗碱可抑制 ＴＨＰ⁃１ 细胞转化为 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬细胞。
结论　 小檗碱可调节 Ａ５４９ 细胞的增殖、 侵袭和迁移， 其机制可能与抑制肿瘤相关巨噬细胞向 Ｍ２ 型巨噬细胞的转化

有关。
关键词： 小檗碱； 肿瘤相关巨噬细胞； 肺癌细胞 Ａ５４９； 增殖； 侵袭； 迁移
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