
［ ９ ］ 　 Ｈａｒｒｉｓ Ｒ Ｂ， Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｙｏｕｎｇｂｌｏｏｄ Ｂ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｉｌｕｒｅ ｔｏ ｃｈａｎｇｅ
ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｒ ｓａｃｃｈａｒｉｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｉｌｄ
ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］． Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｅｈａｖ， １９９８， ６３（１）： ９１⁃１００．

［１０］ 　 Ｎｕｄｏ Ｒ Ｊ． Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ： ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ
ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｈｕｍ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１３， ２４（７）： ８８７．

［１１］ 　 Ｋｏｌｂ Ｂ， Ｍｕｈａｍｍａｄ Ａ， Ｇｉｂｂ Ｒ． Ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｆｏｒ ｆａｃｔｏｒｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｒａｉｎ ［ Ｊ ］ ．
Ｊ Ｃｏｍｍｕｎ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０１１， ４４（５）： ５０３⁃５１４．

［１２］ 　 Ｄｕｍａｎ Ｒ Ｓ， Ａｇｈａｊａｎｉａｎ Ｇ Ｋ． Ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｐｏｔｅｎｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１２，
３３８（６１０３） ： ６８⁃７２．

［１３］ 　 Ｄｕｍａｎ Ｒ Ｓ， Ａｇｈａｊａｎｉａｎ Ｇ Ｋ， Ｓａｎａｃｏｒａ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎａｐｔｉｃ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｒｏｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｒａｐｉｄ⁃
ａｃｔｉｎｇ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１６， ２２（３）： ２３８⁃２４９．

［１４］ 　 Ｐｒｉｃｅ Ｊ Ｌ， Ｄｒｅｖｅｔｓ Ｗ Ｃ． Ｎｅｕｒｏｃｉｒｃｕｉｔｒｙ ｏｆ ｍｏｏｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［ Ｊ］ ．

Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１０， ３５（１）： １９２⁃２１６．
［１５］ 　 Ｐａｏｌｉｃｅｌｌｉ Ｒ Ｃ， Ｂｉｓｈｔ Ｋ， Ｔｒｅｍｂｌａｙ Ｍ È． Ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１４， ８： １２９．

［１６］ 　 Ｗｉｎｔｅｒ Ａ Ｎ， Ｓｕｂｂａｒａｙａｎ Ｍ Ｓ， Ｇｒｉｍｍｉｇ Ｂ． ｅｔ ａｌ． Ｔｗｏ ｆｏｒｍｓ ｏｆ
ＣＸ３ＣＬ１ ｄｉｓｐｌａｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｃｕｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｆｉｃｉｔｓ
ｉｎ ＣＸ３ＣＬ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０２０，
１７（１）： １５７．

［１７］ 　 Ｍｉｌｉｏｒ Ｇ， Ｌｅｃｏｕｒｓ Ｃ， Ｓａｍｓｏｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｄｅｆｃｉｅｎｃｙ ｉｍｐａｉｒｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｔｏ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ Ｉｍｍｕｎ， ２０１６， ５５： １１４⁃１２５．

［１８］ 　 Ｈｅｌｌｗｉｇ Ｓ， Ｂｒｉｏｓｃｈｉ Ｓ， Ｄｉｅｎｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃
ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ＣＸ３ＣＲ１⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ
Ｉｍｍｕｎ， ２０１６， ５５： １２６⁃１３７．

扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导肾小管上皮细胞损伤的影响

王　 帆１， 　 王四园１， 　 王　 静１， 　 彭　 渊１， 　 刘成海１，２，３， 　 陶艳艳１，２，３∗

（１． 上海中医药大学附属曙光医院肝病研究所， 上海 ２０１２０３； ２． 上海市中医临床重点实验室， 上海 ２０１２０３；
３． 肝肾疾病病证教育部重点实验室， 上海 ２０１２０３）

收稿日期： ２０２３⁃０６⁃１６
基金项目： 上海市科委 “科技创新行动计划” （１９４０１９０１５００）； 上海市中医药三年行动计划 ［ＺＹ⁃ （２０１８⁃２０２０） ⁃ＣＣＣＸ⁃５００１］； “重大

新药创制” 科技重大专项 （２０１９ＺＸ０９２０１００１）
作者简介： 王　 帆 （１９９８—）， 女， 硕士生， 从事中草药肝肾毒性的基础、 临床研究。 Ｔｅｌ： １８６１４９８０９２９， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｆｄｄｏｉ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 陶艳艳 （１９７２—）， 女， 研究员， 硕士生导师， 从事中草药肝肾毒性的基础、 临床研究。 Ｔｅｌ： １３７６１５７３４０７， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｔａｏｙａｎｙａｎ１０２３＠ １２６．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导的肾小管上皮细胞 ＨＫ⁃２ 损伤的保护作用。 方法　 以不同浓度马兜铃

酸Ⅰ孵育 ＨＫ⁃２ 细胞 ２４ ｈ， 确定最佳造模浓度。 ＨＫ⁃２ 细胞分为正常组、 模型组、 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组及扶正化瘀方低、
高剂量组， 模型组以 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 马兜铃酸Ⅰ分别孵育 ６、 １２、 ２４ ｈ， 扶正化瘀方低、 高剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组分

别以 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 扶正化瘀方浸膏粉及 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ⁃乙酰半胱氨酸孵育 ２４ ｈ。 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力， 试剂盒测定

细胞上清 ＬＤＨ 活性， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达， 免疫荧光法检测细胞 ＦＯＳ 蛋白表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞

ＦＯＳ、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达。 结果　 ＨＫ⁃２ 细胞活力随着马兜铃酸Ⅰ处理时间延长而降低， 细

胞损伤逐渐加重 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与溶剂对照组比较， 马兜铃酸Ⅰ作用后 ＨＫ⁃２ 细胞 ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达及 ＦＯＳ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃
ＥＲＫ、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方各剂量组和 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组细胞活力

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达及 ＦＯＳ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＪＮＫ、 ＥＲＫ 蛋

白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 扶正化瘀方高剂量组和 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组细胞 ＩＬ⁃１β 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 扶

正化瘀方可通过抑制 ＦＯＳ 及 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达， 抑制炎症因子释放， 从而改善马兜铃酸Ⅰ诱导的 ＨＫ⁃２ 细胞

损伤。
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　 　 慢性肾病 （ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＫＤ） 患病率在全

球已高达 １４􀆰 ３％ ［１］ ， 导致发病的原因有很多， 如糖尿病、
高血压、 肾小球肾炎等［２］ 。 在发展中国家， 毒素同样是其

常见诱因［３］ 。 马兜铃酸主要存在于马兜铃科植物中， 具有

抗感染、 抗肿瘤等功效， 应用于多种疾病的治疗［４］ ， 但同

时也有一定的毒副作用。 研究表明， 马兜铃酸与肾病的发

生高风险相关［５］ ， 马兜铃酸Ⅰ是其主要成员， 具有肾毒性

与致癌性［６］ ， 长期服用含此类物质的中药可引起马兜铃酸

肾病， 病理表现主要为肾小管损伤［７］ 。 中医针对慢性肾病

的治疗有着独特的理论， 可延缓 ＣＫＤ 进展［８］ ， 扶正化瘀方

由虫草菌丝、 桃仁、 丹参、 绞股蓝、 松花粉、 五味子 ６ 味

中药组成， 契合肝纤维化 “血瘀阻络、 正气亏虚” 的基本

病机［９］ ， 具有抗肝纤维化作用［１０］ 。 慢性肝肾疾病具备 “正
虚血瘀” 的特点， 治以 “补虚化瘀” 达到 “异病同治” 效

果［１１］ ， 前期研究表明， 扶正化瘀方可抑制氯化汞诱导的肾

间质纤维化［１２］ ， 亦可缓解马兜铃酸Ⅰ诱导的慢性肾损

伤［１３］ 。 本研究采用马兜铃酸Ⅰ诱导人肾小管上皮细胞 ＨＫ⁃
２ 损伤， 观察扶正化瘀方对该细胞损伤的影响， 以期为该

方临床治疗慢性肾病提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞 　 人近端肾小管上皮细胞 ＨＫ⁃２ （货号 ＣＭ⁃
Ｈ５０７）， 购自上海盖宁生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 马兜铃酸Ⅰ （批号 ３５０３） 购自上海诗丹德标

准技术服务有限公司， 用 ＤＭＳＯ 制成 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 贮备液，
浓度为 １２􀆰 ５ ～ ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ。 扶正化瘀方浸膏粉 （批号

２００４１４） 由上海黄海制药有限责任公司提供， 用 ＤＭＳＯ 制

成 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 贮备液， 浓度为 １２􀆰 ５ ～ ８００ μｇ ／ ｍＬ。 Ｎ⁃乙酰

半胱氨酸 （货号 ６１６⁃９１⁃１）， 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１􀆰 ３　 试剂　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基 （批号 ２４８２９０６） 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （批号 Ｆ９１９ＫＢ３０５４）、 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒 （批号 Ｂ５１８８１１） 均购自生工生物工程 （上海）
股份有限公司； 反转录试剂盒 （货号 ＲＲ０４７Ａ）、 扩增试剂

盒 （货号 ＲＲ４２０Ａ） 均购自宝日医生物技术 （北京） 有限

公 司； ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ 封 闭 液 （ 货 号 Ｐ０２５２ ）、
ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液 （货号 Ｐ０２５６） 均购自上

海碧云天生物技术股份有限公司； ＦＯＳ （货号 ａｂ２２２６９９）、
ＪＮＫ１ 抗体 （货号 ａｂ１９９３８０）、 ＩＬ⁃１β （货号 ａｂ２８３８２２） 抗

体、 ＤＡＰＩ （ 货 号 ａｂ２２８５４９）、 Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （ Ｄｏｎｋｅｙ）
（Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺 ５９４） （货号 ａｂ１５００７６） 均购自英国 Ａｂｃａｍ
公司； ｐ⁃ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ （Ｔｈｒ１８３ ／ Ｔｙｒ１８５） （货号 ４６６８）、 ｐ４４ ／
４２ ＭＡＰＫ （ＥＲＫ１ ／ ２） （货号 ４６９５）、 ｐ⁃ｐ４４ ／ ４２ ＭＡＰＫ （ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２） （货号 ４３７０）、 ＥＣＬ 荧光二抗 （抗兔） （货号

７０７４）、 ＥＣＬ 荧光二抗 （抗鼠） （货号 ７０７６） 均购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 ６０００４⁃Ｉ⁃
Ｉｇ） 购自武汉三鹰生物技术有限公司； ＬＤＨ 检测试剂盒

（货号 ＣＫ１２） 购自东仁化学科技 （上海） 有限公司； Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ （货号 ＨＹ⁃Ｋ０３０１） 购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司。

２　 方法

２􀆰 １　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力　 细胞以每孔 ５􀆰 ０×１０３ 个的密

度接种于 ９６ 孔板， 镜下观察细胞生长至亚单层后饥饿 ６ ｈ，
吸弃培养液， 每孔加入 １００ μＬ ＣＣＫ８ 检测液 （ＣＣＫ８ 检测

液与无血清细胞培养液比例为 １ ∶ ９）， 培养箱中孵育约

１００ ｍｉｎ， 于 ６３０、 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 并

计算 细 胞 存 活 率， 公 式 为 细 胞 存 活 率 ＝ （ ＯＤ模型组 ／
ＯＤ正常组） ×１００％ 。
２􀆰 ２　 分组及给药 　 动态实验分为模型组⁃６ ｈ、 模型组⁃
１２ ｈ、 模型组⁃２４ ｈ， 并设正常组、 溶剂对照组， 共 ５ 组；
药效实验分为正常组， 溶剂对照组， 模型组⁃２４ ｈ， 扶正化

瘀方低、 高剂量组， Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组， 共 ６ 组， 孵育时

间为 ２４ ｈ。 正常组以 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养， 无干预； 溶剂对照

组以相同浓度的 ＤＭＳＯ 处理； 模型组以 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 马兜铃

酸处理； 扶正化瘀方低、 高剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组在

马兜铃酸Ⅰ造模基础上分别以 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 扶正化瘀

方［１４］及 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ⁃乙酰半胱氨酸［１５］处理。
２􀆰 ３　 细胞上清液 ＬＤＨ 水平检测 　 参考 ＬＤＨ 试剂盒说明

书， 以 １０ μＬ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ 为高对照孔， 培养箱中孵育 ３０
ｍｉｎ。 继而每孔加入 １００ μＬ 工作液， 避光室温孵育 ２５ ｍｉｎ，
结束后每孔中加入 ５０ μＬ 终止液， 酶标仪测定 ４９０ ｎｍ 波长

处吸光度， 计算细胞损伤率， 公式为细胞损伤率 ＝ ［ （Ａ－
Ｃ） ／ （Ｂ－Ｃ） ］ ×１００％ ， 其中 Ａ 为样品吸光度 （样品孔吸

光度－样品空白孔吸光度）， Ｂ 为高对照吸光度 （高对照孔

吸光度－高对照空白孔吸光度）， Ｃ 为低对照吸光度 （低对

照孔吸光度－背景空白孔吸光度）。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达 　 细胞以每孔

５􀆰 ０×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组

及给药， 弃细胞上清， 每孔加入 ０􀆰 ２ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂并转移

至 １􀆰 ５ ｍＬ 无酶离心管中， 吸附柱法抽提细胞 ＲＮＡ 并测定

浓度， 每组 ５００ ｎｇ ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒说明书配制反应体系， 通过 ＶＩＩＡＴＭ ７ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 系统进行 ＰＣＲ 反应， 每个样品设 ３ 个复孔，
２－ΔΔＣＴ法进行定量分析。 引物使用 ＮＣＢＩ 在线引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｂｌａｓｔ 设计， 由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ｆｏｓ 正向 ＴＧＡＡＧＡＣＣＧＴＧＴＣＡＧＧＡＧ

反向 ＣＧＣＴＴＧＧＡＧＴＧＴＡＴＣＴＧＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＴＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡ

反向 ＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣ

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＦＯＳ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ＩＬ⁃１β
蛋白表达　 细胞以 ５􀆰 ０×１０６ 个的密度接种于 １０ ｃｍ 培养皿，
按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及给药， 吸弃细胞上清， 每孔加

入 １００ μＬ 蛋白裂解液并转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 即为总蛋白， ＢＣＡ 法

测定细胞蛋白浓度并定量， 蛋白加热变性后保存。 取蛋白
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样品， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 转膜， ５％ ＢＳＡ 室温封闭

１０ ｍｉｎ， 加入一抗 （ＦＯＳ、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ＩＬ⁃
１β， １ ∶ １ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜， 次日加入二抗室温孵育

１ ｈ， ＥＣＬ 全自动化学发光分析系统进行显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件测定条带灰度值， 并以内参 ＧＡＰＤＨ 条带的灰度值

校正。
２􀆰 ６　 免疫荧光法检测细胞 ＦＯＳ 表达　 细胞以每孔 １􀆰 ０×１０４

个的密度接种于 ４８ 孔板， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及给药，
弃培养基， 多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 曲拉通

４ ℃孵育 ２０ ｓ 进行破膜， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加驴血清 （１ ∶
２００） 室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 加入 ＦＯＳ 抗体 （１ ∶ １ ６００）， ４ ℃
冰箱中孵育过夜， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入荧光二抗 （１ ∶ ５００）
常温避光孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， ＤＡＰＩ 细胞核染色液

（１ ∶ ５００） 常温孵育 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗脱 ５ 次。 于激光共聚焦

显微镜下扫描并观察， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定平均荧光

强度。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 满足正

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， 进一步两两比较采用最小显著性差异 （ＬＳＤ） 检

验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 马兜铃酸 Ｉ 致 ＨＫ⁃２ 细胞损伤模型建立　 以 １２􀆰 ５～ ４００
μｍｏｌ ／ Ｌ 马兜铃酸Ⅰ孵育 ＨＫ⁃２ 细胞 ２４ ｈ。 如图 １Ａ 所示， 孵

育后细胞活力逐渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时下降至

６０％ ～６２％ ， 故选择此浓度进行后续实验。 如图 １Ｂ 所示，
以 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 马兜铃酸Ⅰ孵育 ＨＫ⁃２ 细胞 ６、 １２、 ２４ ｈ， 细

胞活力均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且具有时间依赖性。 如图 １Ｃ 所

示， 以 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 马兜铃酸Ⅰ孵育 ＨＫ⁃２ 细胞 １２、 ２４ ｈ，
细胞上清 ＬＤＨ 活性高于溶剂对照组， 即细胞损伤率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与溶剂对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 马兜铃酸Ⅰ对 ＨＫ⁃２细胞损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ致 ＨＫ⁃２ 细胞损伤的影响　
如图 ２Ａ 所示， 以 １２􀆰 ５ ～ ８００ μｇ ／ ｍＬ 扶正化瘀方孵育 ＨＫ⁃２
细胞 ２４ ｈ， ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 对细胞有毒性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故

选择 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 分别作为低、 高剂量， 后续以其及

５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ⁃乙酰半胱氨酸开展药效实验。 如图 ２Ｂ 所示，
与溶剂对照组比较， 模型组细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 扶正化瘀方各剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组细

胞活力升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ２Ｃ 所示， 与溶剂对

照组比较， 模型组细胞 ＬＤＨ 活性升高， 即细胞损伤率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 扶正化瘀方各剂量组及 Ｎ⁃乙酰

半胱氨酸组细胞损伤率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与溶剂对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组⁃２４ ｈ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ致 ＨＫ⁃２细胞损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ３　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２ 细胞 ＦＯＳ 表达的

影响　 如图 ３ 所示， 与溶剂对照组比较， 模型组 ＨＫ⁃２ 细胞

ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达和 ＦＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞核固

缩， ＦＯＳ 蛋白主要表达在胞核； 与模型组比较， 扶正化瘀
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方各剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组 ＨＫ⁃２ 细胞 ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表达 和 ＦＯＳ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ～Ｂ 为细胞 ＦＯＳ 蛋白表达 （免疫荧光染色， ×４００）， Ｃ～Ｄ 为细胞 ＦＯＳ 蛋白表达 （蛋白印迹法）， Ｅ 为细胞 ｆｏｓ ｍＲＮＡ 表

达。 与溶剂对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组⁃２４ ｈ 比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２细胞 ＦＯＳ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２ 细胞 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ
蛋白表达的影响　 如图 ４ 所示， 与溶剂对照组比较， 模型

组 ＨＫ⁃２ 细胞 ＪＮＫ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＪＮＫ

蛋白表达、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
扶正化瘀方各剂量组 ＨＫ⁃２ 细胞 ＪＮＫ 蛋白表达无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与溶剂对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组⁃２４ ｈ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２细胞 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２ 细胞 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ
蛋白表达的影响　 如图 ５ 所示， 与溶剂对照组比较， 模型

组 ＨＫ⁃２ 细胞 ＥＲＫ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＥＲＫ
蛋白表达、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 扶正化瘀方各剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组 ＨＫ⁃２

细胞 ＥＲＫ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表

达、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ６　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２ 细胞 ＩＬ⁃１β 蛋白

表达的影响 　 如图 ６ 所示， 与溶剂对照组比较， 模型组

ＨＫ⁃２ 细胞 ＩＬ⁃１β 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
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注： 与溶剂对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组⁃２４ ｈ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２细胞 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与溶剂对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 扶正化瘀方对马兜铃酸Ⅰ诱导 ＨＫ⁃２细胞 ＩＬ⁃１β蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

扶正化瘀方高剂量组及 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸组 ＨＫ⁃２ 细胞 ＩＬ⁃１β
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

一项针对我国成年人慢性肾病的流行病学调查发现，
经常服用含马兜铃酸中药人群的慢性肾病患病率高于未服

用此药物人群［１６］ 。 肾小管上皮细胞是马兜铃酸Ⅰ的优先作

用靶细胞［１７］ ， 其损伤与 ＣＫＤ 进展密切相关［１８］ ， 急性肾损

伤过程中， 肾小管上皮细胞持续分泌炎性因子和促纤维化

因子， 加速肾脏结构破坏， 促进从急性肾损伤至 ＣＫＤ 的

发展［１９］ 。
ＦＯＳ 蛋白在细胞的分化、 凋亡、 炎症等环节中有重要

调节 功 能［２０］ ， 其 激 活 与 有 丝 分 裂 原 激 活 蛋 白 激 酶

（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ） 信号通路有关［２１］ 。
ＭＡＰＫ 信号通路是一类丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶， 主要包括

氨基末端激酶 （ＪＮＫ）、 细胞外信号调节激酶 １ ／ ２ （ＥＲＫ１ ／
２）、 ｐ３８ 这 ３ 条信号通路， 可协调蛋白质合成、 细胞凋亡、
炎症反应等［２２］ ， 有毒金属镉可诱导肾小管上皮细胞中

ＭＡＰＫ 信号通路的激活及 ＦＯＳ 蛋白的表达， 造成肾小管上

皮损伤［２３］ ； ＪＮＫ、 ＥＲＫ 信号通路的激活可诱导 ＨＫ⁃２ 细胞

的铁死亡［２４］或焦亡［１５］ 。
近年来临床实践与基础研究表明， 除了缓解肝纤维化

以外， 扶正化瘀方在抗肾纤维化方面同样发挥着作用［２５］ 。
研究发现， 扶正化瘀方可有效缓解马兜铃酸Ⅰ诱导的小鼠

肾脏损伤和纤维化［１３］ ， 且主要与抑制 ＪＮＫ、 ＥＲＫ 信号通路

的激活有关。 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸是一种含巯基的化合物， 作

为祛痰药应用于临床， 具有抗氧化、 抗细胞凋亡等作

用［２６］ ， 可缓解马兜铃酸Ⅰ诱导的肾小管细胞内质网应激，
减少细胞死亡［２７］ 。 本研究采用马兜铃酸Ⅰ模拟体外肾小管

损伤， Ｎ⁃乙酰半胱氨酸作为阳性对照药， 观察扶正化瘀方

对马兜铃酸Ⅰ诱导肾小管细胞损伤的保护作用， 发现 ４００
μｍｏｌ ／ Ｌ 剂量抑制了细胞活力， 增加了细胞上清 ＬＤＨ 的释

放， 与既往研究相符［２８］ 。 造模后， 细胞 ＦＯＳ 蛋白表达增

加， ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达升高， 与 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸效应

相似； 扶正化瘀方作用后可上调细胞活力， 减少 ＬＤＨ 释

放， 抑制 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达， 提示该方可以抑制马兜

铃酸Ⅰ造成的 ＭＡＰＫ （ＥＲＫ、 ＪＮＫ） 信号通路激活。 ＭＡＰＫ
信号通路的活化可引起上皮细胞的氧化应激、 炎症反应

等［２９］ 。 马兜铃酸Ⅰ诱导后 ＨＫ⁃２ 细胞 ＩＬ⁃１β 蛋白表达升高；
扶正化瘀方和 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸均可抑制 ＨＫ⁃２ 细胞 ＩＬ⁃１β 蛋

白表达， 减轻炎症反应。
综上所述， 马兜铃酸Ⅰ可诱导肾小管上皮细胞损伤，

包括核固缩及细胞膜的破裂溶解， 引发炎性反应； 扶正化

瘀方可有效缓解马兜铃酸Ⅰ诱导的肾小管上皮细胞损伤，
其机制可能与抑制 ＪＮＫ、 ＥＲＫ 激活， 减少 ＦＯＳ 表达有关。
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