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摘要： 目的　 探讨玉屏风水煎剂及其组分对大鼠肾脏组织及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ１ ／ ３ 表达的影响。 方法　 采用 ＭＴＴ 法

检测玉屏风及其组分水煎剂对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞存活率的影响； 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测各组水煎剂对大鼠

肾脏及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞中 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达的影响。 结果 　 玉屏风、 白术、 防风水煎剂下调大鼠肾脏和

ＨＥＫ⁃２９３细胞中 ＯＡＴ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 玉屏风及防风水煎剂下调大鼠肾脏及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞中

ＯＡＴ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 白术水煎剂上调大鼠肾脏及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 黄芪水煎剂对大鼠肾脏及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞中 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表达无抑制作用。 结论　 玉屏风水煎剂

对 ＯＡＴ１ ／ ３ 有明显的抑制作用， 玉屏风的这种抑制作用可能跟其主要成分白术、 防风有关。
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　 　 复方玉屏风 出自宋代医家张松的 《究原方》，
全方由黄芪、 白术、 防风 ３ 味中药组成， 其主要作

用为益气固表止汗、 增强免疫［１］。 现多用于治疗

变应性鼻炎、 上呼吸道感染等因表虚不固而染风邪
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的患者， 及支气管哮喘、 慢性荨麻疹等因感染风邪

而至病况反复发作的患者， 甚至用于治疗因伤风感

冒而诱致肾小球肾炎病况反复的患者［２⁃３］。
ＯＡＴｓ 属于溶质载体超家族 ＳＬＣ２２， 主要是分

布在肾小管上皮细胞基底膜侧的转运蛋白， 有机阴

离子 （ＯＡｓ） 可以通过其转运功能被近端小管上皮

细胞从血液中吸收［４⁃５］。 ＯＡＴｓ 转运功能是肾脏排

泄机制中非常重要的一步， 许多种药物都是通过

ＯＡＴｓ 蛋白经肾脏排泄［６⁃７］。 在这一排泄过程中，
药物可能因为 ＯＡＴｓ 表达量或活性受到改变而蓄积

在体内或者使其排泄加快， 从而改变疗效和毒副作

用； 抑或是几种药物相互竞争 ＯＡＴｓ 而发生药物之

间的拮抗作用影响机体［８⁃９］。 本课题前期实验［１０］ 表

明， 玉屏风水煎剂中某些组分可能通过抑制黄芪甲

苷的排泄， 而使其相较于黄芪水煎剂有更好的抗炎

免疫作用。 因此本实验通过大鼠及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞

探讨玉屏风及其组分对 ＯＡＴ１ ／ ３ 基因及蛋白表达的

影响。
１　 材料

１􀆰 １ 　 动物 　 ＳＤ 大鼠， 雄性， 普通级， 体质量

（２２５±３０） ｇ， 购自安徽医科大学动物中心， 动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （皖） ２０１７⁃００６。 所有的动物均

处在稳定舒适的环境中生存， 室温控制在 ２５ ℃左

右， 相对湿度维持在 ４０％ ～ ６０％ ， 光照周期 １２ ｈ ／
１２ ｈ， 进食及饮水自由， 饲养 １ 周后用于实验。 动

物实验的福利要求均符合相关的实验动物管理条例

和实验动物伦理的要求。
１􀆰 ２ 　 细 胞 株 　 ＨＥＫ⁃２９３ 细 胞 （ 货 号 ＳＥ００５９，
ＡＣＴＴ 细胞库） 购自武汉塞维尔生物科技有限公

司， 具有稳定表达 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白的功能， 用含 １０％
胎牛血清的 ＭＥＭ 培养基培养。
１􀆰 ３　 药 物 与 试 剂 　 黄 芪 饮 片 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ （Ｆｉｓｃｈ） Ｂｅｇ、 白术饮片 （炒） Ａｔｒａｃ⁃
ｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ Ｋｏｉｄｚ． 及 防 风 饮 片

Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａ ｄｉｖａｒｉｃａｔａ （Ｔｕｒｃｚ．） Ｓｃｈｉｓｃｈｋ 均购自安

徽中医药大学第一附属医院， 由安徽医科大学药学

院研 究 员 吴 婷 妮 鉴 定 为 正 品； ＤＭＳＯ （ 货 号

ＭＦＣＤ００００２０８９）、 ＭＴＴ （货号 ＥＺ２４１１Ａ４０１） 购自

美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 全蛋白提取试剂盒 （强） （货号

ＢＣ３７１０１００Ｔ） 购自北京索莱宝科技有限公司；
ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒 （货号 Ｇ２０２６） 购自武

汉塞维尔生物科技有限公司； 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（货号 ２６６１６）、 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ （货号 １５５９６） 购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （货号

ＡＶ０４０２）、 ＯＡＴ１ 抗体 （货号 ＡＢ０８２１４５７８）、 ＯＡＴ３
抗体 （货号 ＡＥ０８１０１０） 购自北京博奥森生物技术

有限公司； 二抗 （山羊抗兔， 货号 １３３５９９）、 二抗

（山羊抗鼠， 货号 １３３４９９） 购自北京中山金桥生物

有限公司； ＥＣＬ 超敏化学发光液 （货号 １６１２０４⁃
３４， 美国 Ａｄｖａｎｓｔａ 公司）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒 （货号 ＲＲ０３６Ｑ）、 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ ＩＩ （货号 ＲＲ８２０ Ａ） 购自宝日医生物技术 （北
京） 有限公司。
１􀆰 ４　 仪 器 　 Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ 垂直电泳槽、
ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＢａｓｉｃ 电 泳 仪 电 源、 Ｂｉｏｓｈｉｎｅ ＣｈｅｍｉＯ
４６００ 电泳仪电源、 ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ荧光定量 ＰＣＲ 检

测系统均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｅａｄ 公司； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 酶

标仪、 ＴＥ Ｔｈｅｒｍｏ Ｃｙｃｌｅ 逆 转 录 仪 均 购 自 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备 　 参考本课题组前期实验方法［１０］，
将黄芪、 白术、 防风按照 ３ ∶ １ ∶ １ （６０ ｇ ∶ ２０ ｇ ∶
２０ ｇ） 比例混合， 加入 ６ 倍体积超纯水， 浸泡 １ ｈ，
加热煮至沸， 用文火继续煎煮 ４０ ｍｉｎ， 趁热用双层

纱布过滤； 收集滤渣， 加入 ４ 倍体积超纯水按相同

的方法继续煎煮 １ 次； 整合 ２ 次滤液， 加中火继续

煎煮成浓缩液， 最后将药液定量至质量浓度为

２ ｇ 生药 ／ ｍＬ （玉屏风水煎剂） 药液。 用相同的方

法分别制备黄芪、 白术、 防风水煎剂 （各组水煎

剂最终质量浓度为 １􀆰 ２ ｇ 生药 ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２　 分组及给药　 将大鼠分为正常组、 玉屏风组

（１０ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 白术组 （６ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 防风组

（６ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 黄芪组 （６ ｇ 生药 ／ ｋｇ）， 每组 ６
只， 灌胃给药 １ 次 ／ ｄ， 连续给药 ２１ ｄ。 取肾脏

保存。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 实验 　 参考文献 ［１１］。 将细胞悬液接

种在 ９６ 孔板 （１００ μＬ ／孔， ０􀆰 ５×１０４ ～ １×１０４ ／孔），
边加细胞悬液边吹打以确保每孔细胞数均等， 培养

６ ｈ 贴壁， 各组给予不同质量浓度药物 （０、 ５０、
６０、 ７０、 ８０、 ９０、 １００ ｍｇ 生药 ／ ｍＬ）， 药物处理

２４ ｈ； 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ， 避光孵育 ４ ｈ， 弃去

上清液； 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 放置摇床上震

荡 １０ ｍｉｎ， 用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 处 ＯＤ， 每组设 ３
个复 孔 取 平 均 值 进 行 计 算。 细 胞 存 活 率 ＝
［ （ＯＤ实验组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组） ］ ×
１００％ 。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表达　 参考

文献 ［１２］。 大鼠肾脏及细胞样品总蛋白的提取按
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照全蛋白提取试剂盒步骤进行提取， 采用 ＢＣＡ 蛋

白定量检测试剂盒对样品进行定量。 配置 １０％ 分

离胶和 ５％ 浓缩胶进行电泳， ８０ Ｖ 恒 压 电 泳

３０ ｍｉｎ， 电压 １２０ Ｖ 电泳 ７０ ｍｉｎ； 转膜设置为

２００ ｍＡ恒流； 一抗 （ＯＡＴ１ 为 ３ ∶ ７ ０００， ＯＡＴ３ 为

３ ∶ ７ ０００， β⁃ａｃｔｉｎ 为 １ ∶ ４ ０００） 孵育过夜， 次日

加入二抗 （１ ∶ ４ ０００） 孵育 １ ｈ， 最后放置于凝胶

成像仪内发光采图， 通过 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 测定

其灰度值， 采用 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参进行相对定量

比较。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ 表达　 参考文

献 ［１３］。 大鼠肾脏及细胞总 ＲＮＡ 的提取按照

ＲＮＡ 提取试剂盒进行提取， 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检

测 ＲＮＡ 的 浓 度 及 纯 度。 按 照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒进行逆转录， 反应条件为 ３７ ℃、
１４ ｍｉｎ， ８５ ℃、 ３０ ｓ， １ 个循环。 ＰＣＲ 反应进行扩

增， 反应体系为 １０ μＬ， 所需正反向引物各加入

０􀆰 ３ μＬ， 无酶水 １􀆰 ４ μＬ， ｃＤＮＡ ３ μＬ， ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ ５ μＬ； 所需引物序列如表 １， 每

个待检基因重复做 ３ 个反应孔。 ＰＣＲ 反应条件为

９５ ℃预变性 ３０ ｓ， 然后进入循环阶段， 每个循环

包括 ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ６０ ｓ， ６０ ℃延伸到

９５ ℃， 每 １５ ｓ 升温 ０􀆰 ３ ℃， 共 ４０ 个循环。 组织

ＲＮＡ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参， 细胞 ＲＮＡ 则以 ＡＣＴＢ 作

为内参， 用 ２－△△ｃｔ方法计算目的基因的相对表达。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称 正向（５′⁃３′） 反向（５′⁃３′） 长度 ／ ｂｐ

ＳＬＣ２２Ａ６（ｒＯＡＴ１） ＧＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣＡＣＣＴＴＧＡＴＴ ＴＡＣＣＡＧＣＧＧＧＣＴＧＡＣＴＣＡＡＴ １６７
ＳＬＣ２２Ａ８（ｒＯＡＴ３） ＣＡＧＴＣＴＴＣＣＣＡＡＴＧＡＣＡＣＣＣＡＧ ＧＡＴＣＧＡＣＴＧＧＧＣＣＡＴＣＴＣＣＴ １３９
ＧＡＰＤＨ ＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＣＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ ＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ ２４０
ＳＬＣ２２Ａ６（ｈＯＡＴ１） ＣＡＴＣＴＡＣＧＧＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＧＧ ＡＣＴＴＣＴＧＧＴＧＣＴＣＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＣ １６７
ＳＬＣ２２Ａ８（ｈＯＡＴ３） ＣＣＣＣＡＡＴＡＴＣＡＴＣＴＡＣＧＧＧＡＴＣ ＣＣＡＧＴＴＴＴＣＣＡＧＧＴＣＴＴＣＧＡＴＡ １３９
ＡＣＴＢ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ １４４

２􀆰 ６　 统计学分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件来分

析， 数据以 （ｘ±ｓ） 来表示， 多组间比较采用方差

分析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度药物对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞存活率的影

响　 如表 ２ 所示， 随着各药物浓度增加 ＨＥＫ⁃２９３
细胞存活率逐渐下降， 黄芪、 白术 ２４ ｈ 安全给药

浓度为 ０～６０ ｍｇ 生药 ／ ｍＬ， 玉屏风组、 防风组 ２４ ｈ
安全给药浓度为 ０～７０ ｍｇ 生药 ／ ｍＬ。

表 ２　 不同浓度药物对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞存活率的影响 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＥＫ⁃２９３ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

水煎液浓度 ／ （ｍｇ 生药·ｍＬ－１）
存活率 ／ ％

黄芪 白术 防风 玉屏风

５０ ９６．６１ ９８．４５ １４０．９９ １２６．０５
６０ ８９．５１ ９０．３８ １０７．４９ １２１．２７
７０ ７２．６７ ７７．８８ ９５．１８ １０７．４１
８０ ６８．１１ ７３．６７ ６３．３２ ７１．２１
９０ ５８．４７ ６１．２８ ４３．０２ ２９．１５
１００ ４２．３７ ３４．６２ ４．９５ １０．８７

３􀆰 ２　 玉屏风水煎剂对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白

表达的影响 　 如图 １ 所示， 与正常组比较， 玉屏

风、 白术、 防风水煎剂能抑制 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ１
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 黄芪水煎剂促进 ＨＥＫ⁃２９３
细胞 ＯＡＴ１ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且玉屏风组相

较于黄芪组 ＯＡＴ１ 蛋白表达下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与正

常组比较， 玉屏风、 防风水煎剂能抑制 ＨＥＫ⁃２９３
细胞 ＯＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 白术、 黄芪水煎

剂能促进 ＯＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并

且玉屏风组相较于黄芪组 ＯＡＴ３ 蛋白表达下调

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３ 　 玉 屏 风 水 煎 剂 对 ＨＥＫ⁃２９３ 细 胞 ＯＡＴ１ ／ ３
ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如图 ２ 所示， 与正常组比较，
玉屏风、 白术、 防风水煎剂能抑制 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞

ＯＡＴ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 玉屏风、 防风水煎

剂 能 抑 制 ＨＥＫ⁃２９３ 细 胞 ＯＡＴ３ ｍＲＮＡ 表 达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 白术、 黄芪水煎剂能促进 ＨＥＫ⁃２９３ 细

胞 ＯＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与黄芪
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注： Ａ～Ｅ 为正常组、 玉屏风组 （５０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 白术组 （２０ ｍｇ ／ ｍＬ）、

防风组 （２０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 黄芪组 （３０ ｍｇ ／ ｍＬ）。 与正常组比较，∗Ｐ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与黄芪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 玉屏风水煎剂对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表达的

影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＰＦＤ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＡＴ１ ／ ３ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ ｉｎ ＨＥＫ⁃２９３ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

组相比较， 玉屏风组 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ 表达下降 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ００１）。
３􀆰 ４　 玉屏风水煎剂对大鼠肾组织中 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表

达的影响　 如图 ３ 所示， 与正常组比较， 玉屏风、
防风、 白术水煎剂抑制大鼠肾组织 ＯＡＴ１ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 玉屏风组相较于黄芪组 ＯＡＴ１ 蛋白表达

下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与正常组比较， 玉屏风水煎剂抑

制大鼠肾组织 ＯＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而白术

水煎剂促进大鼠肾组织 ＯＡＴ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 玉屏风水煎剂对大鼠肾组织中 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ
表达的影响 　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 玉屏

风、 防 风、 白 术 水 煎 剂 抑 制 大 鼠 肾 组 织

ＯＡＴ１ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）： 玉屏风、 防风水煎

剂抑制大鼠肾组织 ＯＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
而白术水煎剂促进大鼠肾组织 ＯＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与黄芪组比较， 玉屏风组 ＯＡＴ１ ／ ３
ｍＲＮＡ 表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与黄芪组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 玉屏风及水煎剂对 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ
表达的影响 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＰＦＤ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＡＴ１ ／ ３
ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＥＫ⁃２９３ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

４　 讨论

方剂配伍是中医临床治疗疾病的主要用药方

式， 临床实践表明， 中药复方往往会比单一的中药

材产生更好的疗效和更低的毒性作用［１４⁃１５］。 本课

题组前期实验研究［１０］显示， 白术＋黄芪配伍组相较

于黄芪组用药， 能明显增加其主要成分黄芪甲苷在

大鼠体内 ＡＵＣ、 ｔ１ ／ ２， 降低黄芪甲苷的清除率。 提

示这种由药物相互作用引起的药动学的改变可能与

黄芪甲苷体内排泄有关。 由黄芪甲苷的结构解析可

以判断黄芪甲苷在体内可能以阴离子的形式存在，
有研究［１６］表明， 肾脏排泄是黄芪甲苷的重要排泄

途径， 协同效应可能与黄芪甲苷肾脏排泄过程的变

化有关。 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白在调节肾脏排泄及内源性和

外源性有机阴离子 （包括各种药物及其代谢物）
的再吸收方面起着很重要的作用。 因此本课题考察

了玉屏风及其组分黄芪、 白术、 防风水煎剂对大鼠

肾脏及 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞中 ＯＡＴｓ 的 ２ 个亚型 ＯＡＴ１ 和

ＯＡＴ３ 的蛋白和基因表达的影响。
根据大鼠肾组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 与正
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注： Ａ～Ｅ 为正常组、 玉屏风组、 白术组、 防风组、 黄芪组。 与正

常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与黄芪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 玉屏风水煎剂大鼠肾组织中 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表达的影

响 （ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＰＦＤ ｏｎ ＯＡＴ１ ／ ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ （ｎ＝５）

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与黄芪组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 玉屏风水煎剂对大鼠肾组织中 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ 表达的

影响 （ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＰＦＤ ｏｎ ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｋｉｄ⁃

ｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ （ｎ＝５）

常组和黄芪组相比， 玉屏风组的 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白表达

出现显著降低， 这与检测 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ 表达结果

相同。 而且 ＨＥＫ⁃２９３ 细胞中 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ

表达调节作用与动物体内相似。 这些实验结果结合

前期药动学实验结果足以表明， 玉屏风可能通过下

调肾脏中 ＯＡＴ１ ／ ３ ｍＲＮＡ 表达， 降低 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白

表达， 从而减少体内黄芪甲苷的肾脏排泄， 提高其

生物利用度。 玉屏风和防风药物毒性很低， 在一定

的剂量使用范围内比较安全， 对 ＯＡＴｓ 抑制作用显

著， 因此， 在玉屏风、 防风联合其它药物使用时，
应当考虑药物相互作用而产生毒副作用。

玉屏风对有机阴离子家族 ＯＡＴ１、 ＯＡＴ３ 蛋白

抑制作用可能与其组方内黄芪甲苷生物利用度增

高、 药效增强有关。 但它们对 ＯＡＴ１ ／ ３ 蛋白和基因

所产生抑制作用的机理尚不明确， 以及对肾脏其它

药物转运体的影响有待更进一步研究。
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摘要： 目的　 探究红花黄素 Ａ 调控核受体 ＴＲ３ 胞内移位抑制氧化应激对心肌细胞的损伤。 方法 　 利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞建立心肌氧化应激模型， 不同浓度红花黄素 Ａ 处理 Ｈ２Ｏ２ 诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ， ＣＣＫ⁃８ 法检测心肌

细胞存活率， 流式细胞法检测心肌细胞凋亡率， 比色法检测 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平， 免疫荧光法观察 ＴＲ３ 在细胞内的定位，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＲ３ 在细胞核和线粒体表达以及凋亡通路蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达。 结果　 与模型组相

比， 红花黄素 Ａ 增加 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞存活率， 降低细胞凋亡率， 升高 ＳＯＤ 水平， 降低 ＭＤＡ 水平， 促进 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达， 抑制 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 呈浓度依赖性。 随着红花黄色素 Ａ 的浓度增加， ＴＲ３ 核受

体的移位逐渐减小并聚集在细胞核附近。 结论　 红花黄素 Ａ 能够调控核受体 ＴＲ３ 从细胞核向线粒体的转移， 并通过

抑制线粒体凋亡通路， 从而减轻氧化应激对心肌细胞的损伤。
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