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摘要# 目的!探讨黄芪( 水蛭有效成分对大鼠肾小球系膜细胞凋亡的影响’ 方法!脂多糖诱导大鼠系膜细胞增殖% 黄
芪 "黄芪多糖( 黄芪甲苷( 毛蕊异黄酮#( 水蛭 "水蛭素# 进行干预% #; <后收集细胞% 采用 ;o% ’(二脒基(#(苯基吲
哚 ";o% ’(A6546A6>:(#(]<1>W26>A:21% ,+*I# 染色法观察细胞核的变化% 链霉亲和素(生物素复合物测定L92(# 的定性及
定量表达’ 结果!黄芪( 水蛭有效成分均能诱导大鼠肾小球系膜细胞凋亡% 并能降低L92(# 的表达’ 结论!黄芪( 水
蛭有效成分可通过下调L92(# 表达来诱导系膜细胞凋亡% 可用于治疗系膜增生性肾小球肾炎’
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!!系膜增生性肾小球肾炎 "41?5>C652]H:26̂1H5G6_1
C2:41HX2:>1]<H6G6?% T?*MR# 是儿童肾病常见的病
理类型% 以肾小球系膜细胞 "C2:41HX25H41?5>C652
9122% MT[?# 增生为主要病理改变’ 研究发现% 过
度增生的MT[?可通过细胞凋亡得以清除)"* % 但细
胞凋亡基因调控机制比较复杂% L92(# 原癌基因)#(&*

存在于细胞中线粒体( 内质网膜上% 主要作用在线
粒体水平% 能阻止细胞色素 [从线粒体释放到细
胞质% 从而抑制细胞凋亡% 是目前研究较多的抑制
细胞凋亡的基因’ 中医药治疗 T?*MR有独特的疗
效% 在辨证论治的基础上% 采用健脾益肾( 活血通
络( 益气化瘀等方法% 取得明显效果’ 黄芪
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S67,+’+%>6( 水蛭 Q>,39$作为益气化瘀中药的代表
药物% 通过抑制系膜细胞的增生治疗增生性肾炎已
有报道’ 因此% 本实验探讨细胞凋亡及凋亡蛋白
L92(# 在黄芪( 水蛭有效成分干预脂多糖 "N*@#
诱导的MT[?中的表达% 从而明确黄芪和水蛭抑制
系膜细胞增殖( 治疗T?*MR的作用机制’
JK材料
"P"!细胞!大鼠MT[?由徐州医学院实验室馈赠%
经武汉大学中国典型培养物保藏中心 "[[0[[#
提供% 贮存于南京中医药大学中医儿科实验室研究
中心% 此次实验所用细胞均为第 ) d"% 代处于对数
分裂期的细胞’
"P#!药物及试剂!脂多糖 "美国 @6C45公司% 批
号 """T;%&)a#$ 黄芪多糖( 黄芪甲苷 "批号均为
""##;#( 毛蕊异黄酮 "批号 "#%)"%% 含有量"
/-!#% 均购自四川维克奇生物科技有限公司’ 天
然水蛭素冻干粉 "批号 #%"#%’#%% 武汉胜天宇科
技有限公司#$ 胎牛血清 "南京杰克赛斯生物科技
有限公司#$ ,T3T "美国 0<1H4:公司#$ @+L[
即用型免疫组化试剂盒 "武汉博士德生物有限公
司#$ 小鼠抗大鼠 L92(# 的单克隆抗体 "美国 Jq,
生物工程公司#$ ,+*I染色试剂盒 "碧云天生物
科技研究所 #$ [1229:X>G6>CK6G(- "日本同仁
公司#’
"P&!主要仪器及设备!0[@ @*) 激光共聚焦系统
"德国N1695公司#’
!K方法
#P"!药物母液的制备及分组!脂多糖母液! 称取
"% 4C脂多糖溶于 ) 4N高压灭菌过的生理盐水中%
配置成 # 4CB4N母液% 分装与 " 4N3*管中%
m#% e保存备用’ 黄芪多糖母液! 称取黄芪多糖
%P) C溶于 "% 4N生理盐水中% 超净台下一次性过
滤器 "%P## 44# 过滤除菌% 配置成 )% 4CB4N母
液% ; e冰箱保存备用’ 黄芪甲苷母液! 将 #% 4C
黄芪甲苷冻干粉溶于 #%% "N,T@f溶液中% 配置
成 "%% 4CB4N母液% ; e冰箱保存备用’ 毛蕊异黄
酮母液! 将 #% 4C毛蕊异黄酮冻干粉溶于 #%% "N
,T@f溶液中% 配置成 "%% 4CB4N母液% ; e冰箱
保存备用’ 水蛭素母液! 将 "%% +0O的水蛭素冻
干粉溶于 # 4N无菌生理盐水中% 配置成 )% "CB4N
母液% 避光保存于 ; e冰箱中备用’ 实验用的药物
终质量浓度为母液稀释后的质量浓度% 分为正常
组( N*@组( 黄芪多糖组( 黄芪甲苷组( 毛蕊异黄
酮组( 水蛭素组’

#P#![122[:X>G6>CK6G(- "[[K(-# 测定各组对大
鼠MT[?增殖的影响!/’ 孔板加入细胞 "%% "NB孔
"细胞密度为 ) i"%& B4N#% 置 &. e )! [f#细胞
培养箱培养至贴壁’ 吸弃 /’ 孔板的培养液% 加入
"%% "N.P) "CB4NN*@% 培养 "# <% 吸弃板孔的溶
液% 加入 "% "N[[K(- 试剂% 孵育 # <% 置于酶标
比色仪上% 测定波长为 ;). >4% 记录数据’ 各药
物有效成分检测步骤同上% 依次加入不同质量浓度
黄芪多糖 ""%%( #%%( ;%%( )%% "CB4N#( 黄芪甲
苷 ")( "%( #%( ;% "CB4N#( 毛蕊异黄酮 " )(
"%( #%( ;% "CB4N#( 水蛭素 " "P#)( #P)( )(
"% "CB4N#’
#P&!,+*I荧光染色法观察各组细胞凋亡!接种 ’
孔板% 细胞密度为 " i"%) B4N% 细胞爬片生长至
’%!时% 除正常组外予以 N*@ 刺激增生% "# < 后
予以药物干预% &. e )! [f#培养箱培养% #; <后
进行 ,+*I染色’ 染色后% 在激光共聚焦显微镜
下% 观察紫外光激发波长为 &-% >4处细胞凋亡情
况并拍照’
#P;!@+L[法测定各组细胞中 L92(# 蛋白的表达!
制作爬片% 贴壁分组% 每孔加 ;! *h+溶液% 固定
细胞 " <% %P"! 06\G:>("%% 破膜% &! E#f# 孵育%
滴加 )! L@+山羊血清封闭液% 加小鼠抗大鼠L92(
# 单克隆抗体% 孵育 # <% 加生物素化兔抗小鼠
ICM% 孵育 ’% 46>% 加 @+L[试剂% 孵育 &% 46>%
,+L试剂盒显色% 自来水冲洗终止显色$ 苏木素
复染% 酒精梯度脱水 " .%! & -%! & /%! &
"%%!#% 二甲苯透片% 中性树胶封片% 显微镜下
观察% 应用 E*I+@("%%% 高清晰度彩色病理图文
分析系统进行图像采集 ""% i;%#% 各组随机取 ’
个视野% 图片用 I45C1(]H:]2X?’P% 软件进行
分析’
#P)!统计学分析!实验数据采用 @*@@ "’P% 软件
进行分析% 各组结果均采用 Dj6表示% 多组间两
两比较采用单因素方差分析% 有显著差异者用
N@,(7检验和 @GXA1>G(R1‘45>(K1X2?进行两两比较’
)k%P%) 表示差异有统计学意义% )k%P%" 表示差
异有显著统计学意义’
OK结果
&P"!实验用药物最大无毒质量浓度测定结果!表
" 显示% 采用[KK(- 测定各组细胞存活率"/%!时
各药物最大无毒质量浓度为黄芪多糖 )%% "CB4N(
黄芪甲苷 ;% "CB4N( 毛蕊异黄酮 ;% "CB4N( 水蛭
素 "% "CB4N’
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表 JK细胞存活率"^Q!时各药物最大无毒质量浓度
<.#NJK@.W&737/%T+%W&**%/*)/+6.+&%/,%(X.6&%3,"630,

$*)11X&.#&1&+9"^Q!%

药物 质量浓度B""C+4Nm"# 细胞存活率B!
黄芪多糖 )%% /%P"%
黄芪甲苷 ;% /%P-&
毛蕊异黄酮 ;% /"P#’
水蛭素 "% -/P/’

&P#!对N*@诱导增生的大鼠系膜细胞凋亡的影响
!如图 " 所示% 蓝色部分为 ,+*I染色大鼠肾小球
系膜细胞核’ 正常组细胞核染色质均匀% 核膜完
整% 核较大% 呈均一的圆形或椭圆形$ 模型组细胞
密度较正常组明显增大% 细胞核大多数成圆形或椭
圆形% 其中可见少量异常细胞呈现核固缩( 密度增
大( 染色加深$ 各单体组细胞核核膜消失( 浓缩(
变小( 密度增大% 甚或细胞核脆裂为数个圆形颗
粒% 变为镰刀形( 月牙形等% 明显呈花瓣状分叶者
少见% 偶见正常的圆形及椭圆形细胞核’

图 JK黄芪& 水蛭有效成分对ES-诱导大鼠系膜细胞凋亡
的影响 $YOQ P%

M&0NJK?/(13)/*),%(4"5617189"./"/96$:; )(()*+&X)*%7T
5%/)/+,%/+4).5%5+%,&,%(6.+7),./0&.1*)11,&/T
"3*)"#9 ES-$YOQ P%

&P&!对增生的大鼠系膜细胞凋亡蛋白 L92(# 的影
响!如图 # 及表 # 所示% 细胞浆染棕黄色为阳性反
应% 黄染的程度提示 L92(# 的表达情况’ 正常肾小
球系膜细胞胞浆染色较浅% 阳性反应不明显$ 经
N*@诱导增生后% 胞浆内黄染增加% 染色较正常组
明显加深$ 各组有效成分加药干预 #; < 后% 与模
型组比较% 胞浆黄染明显变浅% 但高于正常组’
N*@诱导系膜细胞增殖后% 与正常组比较% L92(#
的表达明显升高 ")k%P%"#$ 各单体组作用于增
殖系膜细胞 #; <后% L92(# 的表达较模型组明显下

降 ")k%P%"#$ 各单体组两两比较无显著性差异
")p%P%)#% 说明正常组细胞中L92(# 表达不明显%
经N*@诱导增生后L92(# 表达明显增加% 各有效成
分作用于N*@诱导增生的细胞后% L92(# 表达降低’

图 !K黄芪& 水蛭有效成分对;*1T! 表达的影响 $RQQ P%
M&0N! K ?/(13)/*),%(4"5617189"./" /96$:; )(()*+&X)

*%75%/)/+,%/+4))W56),,&%/%(;*1T! $RQQ P%

表 !K黄芪& 水蛭有效成分对 ;*1T! 表达的影响 $ ! L"’
#VY%

<.#N!K?/(13)/*),%(4"5617189"./"/96$:; )(()*+&X)*%7T
5%/)/+,%/+4))W56),,&%/%(;*1T! $!L"’ #VY%

!组别! Tf,值
!正常组 %P%’% j%P%"%
!模型组 %P&#% j%P%’%!!

!黄芪多糖组 %P"’; j%P%%)!!ll

!黄芪甲苷组 %P"&# j%P%%/!!ll

!毛蕊异黄酮组 %P"#. j%P%"#!!ll

!水蛭素组 %P""& j%P%%.!!ll

!!注! 与正常组比较%!!)k%P%"$ 与模型组比较%ll)k%P%"

RK讨论
抑制系膜细胞 "T[# 过度增殖是治疗 T?*MR

首要任务% 过度增生的T[可通过细胞凋亡途径清

除% L92(# 作为线粒体通路中最重要的抗凋亡因子%
其蛋白在T[上的高表达导致了 T[增生% 并参与
T?*MR疾病的发展% 诱导其下调可造成大鼠 T[
凋亡)&()* ’ 本研究结果表明% 黄芪( 水蛭有效成分
具有促进增殖的 T[凋亡% 且可通过下调 L92(# 促
进T[的凋亡% 表明益气化瘀药物治疗 T?*MR可
能的作用机制’

中医古籍无 T?*MR的病名)’* % 根据小儿肾病
发病特点和临床表现% 将其归于 ,水肿-( ,尿
血-( ,尿浊- 等范畴% 其临床表现以蛋白尿( 无
症状性血尿( 水肿( 腰痛等症状为主% 病机复杂多
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变% 以往认为本病病机为 ,本虚标实-% 以肺脾肾
三脏亏虚为本% 风邪( 水湿( 疮毒( 血瘀( 湿热等
邪实为标% 病因多为风寒湿邪侵袭( 饮食不节% 或
先天禀赋不足( 后天失养致使肺失通调( 脾失传
输( 肾失开阖( 三焦气化不利而发病’ /血证论0
云! ,瘀血化水亦发水肿% 是血病兼水也-’ 肾性
水肿是气( 血( 水相互影响% 互为因果的过程% 当
经脉瘀阻之时% 致使气机升降出入失常% 致使水液
运化输布失常% 形成水肿’ 既往认为% ,血瘀- 存
在于疾病的后期% 导致肾脏纤维化% 活血化瘀药物
多在疾病后期使用% 而现在越来越多的学者认为%
,血瘀- 在本病的发病机制中占有主要地位% 从某
种程度上可以说本病是因 ,瘀- 致 ,虚-’ 张艳
秋).*认为% 本病属于久病肾虚( 久病血瘀所致%
治疗应以补肾活血之法% 提出应重视血瘀’ ,血
瘀- 是贯穿于本病自始至终的病机变化% T[的增
生及细胞基质聚集( 免疫复合物沉积( 肾小球纤维
化( 硬化等病理特征也符合中医 ,血瘀- 概念’
瘀血既是病理产物又是新的致病因素% 气虚是水肿
的基本病机’ 在本病病变过程中% 究竟是因虚致瘀
还是因瘀致虚% 治疗中是重视补气( 活血还是两者
并重% 对临床用药具有较大的指导作用’

黄芪和水蛭 # 味中药是益气化瘀的代表药% 有
学者)-*运用两药制剂对比洛汀新及雷公藤% 发现
其对糖尿病肾病大鼠改善肾功能( 延缓肾脏损伤有
一定的疗效’ 其中% 黄芪具有补气升阳( 益气固
表( 利尿消肿等作用% 现代病理研究)/*发现% 黄
芪对各种原发性慢性肾小球疾病及减少疾病复发方
面起着重要作用% 具有免疫调节( 清除自由基( 降
低蛋白尿( 提高血浆蛋白水平等功能% 共同参与肾
脏保护机制% 作为单味药物治疗肾脏疾病研究较
多’ 黄芪的主要有效成分)"%*包括黄芪多糖( 氨基
酸( 黄芪皂苷( 黄酮类等% 实验发现黄芪多糖)""*

可能通过抑制IN(’ 的分泌抑制大鼠系膜细胞增生%
并能减少免疫复合物的沉积% 从而改善 T?*MR大
鼠蛋白尿症状$ 黄芪皂苷)"#*在一定质量浓度范围
")% d#%% 4CBN# 内可抑制肾小球系膜细胞增殖%
阻止细胞周期进程$ 毛蕊异黄酮)"&*可以抑制 0Mh(
!" 诱导的内皮细胞向成纤维细胞转化% 保护内皮
细胞% 抗肾脏纤维化作用’ 水蛭作为活血化瘀药物
的代表% 具有逐瘀( 破血之效% 水蛭素)";*是水蛭
的主要成分% 是目前已知的最强的凝血酶抑制剂%
能降低患者蛋白尿% 明显改善血瘀证% 临床应用广
泛( 量效关系明确’ 袁红霞)")*发现% 水蛭可以有

效地清除循环免疫复合物% 调节机体免疫% 减轻肾
小球系膜细胞增殖和肾小球硬化% 改善肾功能’ 本
实验比较了黄芪( 水蛭各有效成分对 T[凋亡及
L92(# 的下调作用% 发现水蛭素及黄芪各组分之间
作用无明显差别% 而前期研究含药血清发现% 黄芪
水蛭配方效果最优% 水蛭次之% 黄芪最弱)"’* % 说
明血瘀是T?*MR发生发展中的重要因素% 治疗时
应同时重视益气与活血之法’

综上所述% 本研究从形态学角度证实了黄芪(
水蛭有效成分均能促进增殖的 T[凋亡% 加速细胞
凋亡速率% 还说明了黄芪( 水蛭可能通过下调L92(
# 的表达来促进增生的 T[凋亡% 从而减少增生的
系膜细胞数量% 恢复肾小球的正常结构及数目% 促
进其正常功能恢复% 成为治疗 T?*MR的作用机制
之一’ 并且% 也证实了黄芪和水蛭治疗肾病的有效
成分’ 但本实验存在一定的不足% 未对黄芪( 水蛭
其他成分进行研究% 根据文献报道仅对 ; 种成分进
行比较% 并未进行量效配伍研究% 后期可以进行有
效成分的相关探索’
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摘要# 目的!观察益肾活血颗粒 "黄芪( 山萸肉( 牛膝等# 对良性前列腺增生大鼠的影响和组织形态学改变’ 方法
!选取 )% 只健康雄性 @,大鼠% 随机均分为 ) 组% 正常组( 模型组 "生理盐水#( 阳性对照组 "非那雄胺片#( 中药
组 "高( 低剂量益肾活血颗粒#’ 除正常组外% 其余各组大鼠行双侧睾丸切除术% . A 后皮下注射丙酸睾酮法制作前
列腺增生模型’ 连续灌胃 ; 周取前列腺% 观察前列腺指数及病理形态改变% 采用免疫组化法检测 [5?]5?1(& "半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶(&# 及 =hMh"碱性成纤维细胞生长因子# 表达情况’ 结果!益肾活血颗粒及非那雄胺片均可有效
的抑制大鼠前列腺增生的趋势$ 益肾活血颗粒高剂量组使[5?]5?1(&水平明显升高% =hMh水平明显降低’ 结论!益肾
活血颗粒对前列腺增生大鼠的上皮组织中[5?]5?1(&和 =hMh表达的效果与非那雄胺无明显差异’
关键词! 前列腺增生$ 益肾活血颗粒$ [5?]5?1(&$ =hMh
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!!良性前列腺增生 "=1>6C> ]H:?G5G69<W]1H]25?65%
L*E# 简称前列腺增生% 是泌尿外科疾病中最为常
见的良性疾病和多发病% 排尿困难是该病的突出表
现% 临床上主要见于 )% 岁以上男性患者% 而且年
龄越大% 发病率也越高’ 西医对本病的治疗主张施
行微创腔镜手术% 如前列腺汽化电切术或服用西药
"如保列治( 哈乐等#% 但对高龄高危病人来说%
手术风险较大% 采用传统中医药治疗则有着明显的
优势% 而且价格低廉( 安全可靠’

益肾活血颗粒 "由黄芪( 山萸肉( 牛膝( 泽
泻( 地鳖虫( 三棱( 甘草组成# 以补肾益气( 温
阳利水( 活血化瘀( 软坚散结为原则组方% 在我院
临床应用中取得了较好的疗效’ 为探讨其作用机
制% 本课题在建立 L*E大鼠模型的基础上% 采用
益肾活血颗粒预防大鼠前列腺增生% 通过观察该药
物的治疗效果% 并对大鼠的前列腺组织进行病理学
和免疫组织化学染色% 探讨其对凋亡相关因子
[5?]5?1(& 和生长因子 =hMh表达的影响% 以期阐
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