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尿毒灵对转化生长因子￣β１ 诱导的 ＨＫ￣２转分化的干预∗
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摘　 要　 目的　 探讨人转化生长因子￣β１(ＴＧＦ￣β１)刺激人肾小管上皮细胞(ＨＫ￣２)转分化(ＥＭＴ)过程中尿毒灵对细

胞增殖和形态变化的影响ꎮ 方法　 不同浓度 ＴＧＦ￣β１分别诱导肾小管上皮细胞 ２４ꎬ４８ꎬ７２ ｈꎬ通过细胞增殖及形态观察结

果选取最佳 ＥＭＴ 诱导浓度和时间ꎮ 将 ＨＫ￣２ 分为空白对照组、模型对照组、正常给药组、模型给药组ꎬ噻唑蓝(ＭＴＴ)法检

测各组细胞增殖情况ꎬ倒置显微镜观察各组细胞形态变化ꎮ 结果　 ＴＧＦ￣β１能不同程度抑制细胞增殖ꎬ结合细胞形态观察

结果ꎬ５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ＴＧＦ￣β１作用７２ ｈ抑制效果最强(Ｐ<０.０５)ꎬ且此时细胞发生 ＥＭＴ 作用最明显ꎬ可作为中药防治 ＥＭＴ 的细

胞模型ꎮ 与模型对照组比较ꎬ不同浓度尿毒灵均能减弱 ＴＧＦ￣β１ 对 ＨＫ￣２ 的抑制作用ꎬ使其趋向于正常化ꎬ浓度为

１６０ μｇ􀅰ｍＬ－１差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 形态学观察显示ꎬ不同浓度尿毒灵可以减轻 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 纤维样改

变ꎬ使细胞形态不同程度地向铺路石样转变ꎬ趋于正常ꎮ 结论　 尿毒灵能一定程度逆转 ＴＧＦ￣β１引起的 ＨＫ￣２ 细胞转分化

作用ꎬ使细胞趋于正常ꎮ
关键词　 尿毒灵ꎻ转化生长因子 β１ꎻ人肾小管上皮细胞ꎻ转分化
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肾功能衰竭的共同途径ꎬ是肾功能恶化的关键因素之

一ꎮ 肾 小 管 上 皮￣间 充 质 细 胞 转 分 化 ( Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)在肾间质纤维化的发生、
发展过程中起重要作用ꎬ是肾间质纤维化的重要机制

之一[１]ꎮ 现代研究表明ꎬ转化生长因子￣β１(ＴＧＦ￣β１)
是很强的致纤维化因子ꎬ是诱导 ＥＭＴ 的重要因素[２]ꎬ
因此ꎬ抑制或阻断 ＴＧＦ￣β１的作用ꎬ已作为防治肾间质

纤维化的重要靶点ꎮ
中药复方尿毒灵是广东省中医院黄春林教授长期以

来治疗糖尿病肾病(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙꎬＤＮ)、慢性肾衰

竭(ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅꎬＣＲＦ)的有效方剂ꎮ 该方为院内

制剂ꎬ主要由黄芪、大黄、三七等中药组成ꎬ临床研究表明

该方可改善肾纤维化[３]ꎬ但其作用机制尚不明确ꎮ 基于

ＴＧＦ￣β１在脏器纤维化进展中的重要作用以及前期的研究

结果ꎬ推测尿毒灵防治肾间质纤维化的作用可能与阻断

ＴＧＦ￣β１信号转导通路有关ꎮ 因此ꎬ本实验拟通过 ＴＧＦ￣β１

诱导 ＨＫ￣２发生 ＥＭＴꎬ并采用尿毒灵干预ꎬ探讨尿毒灵作

用机制ꎬ以期为临床应用提供实验依据ꎮ

收稿日期　 ２０１５－０８－０９　 修回日期　 ２０１５－０９－２５
基金项目 　 ∗ 广东省中医院中医药科学技术研究专项

( ＹＮ２０１４ＺＨ０７ )ꎻ 广 东 省 教 育 厅 科 技 创 新 项 目

(２０１２ＫＪＣＸ００３５ )ꎻ 广 东 省 科 学 技 术 厅 产 学 研 项 目

(２０１３Ｂ０９０７０００１５)
作者简介　 党泽春(１９９０－)ꎬ女ꎬ甘肃白银人ꎬ在读硕士ꎬ主

要从事中药物质基础研究ꎮ 电话: ０２０ － ３９３１８５７２ꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ:
３０７８３８４８６＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

通信作者　 袁小红(１９６８－)ꎬ女ꎬ海南文昌人ꎬ研究员ꎬ硕士

生导师ꎬ硕士ꎬ主要从事中药新剂型、药效物质基础研究及活性

成分筛选ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｍｉｅｒ￣ｙｕａｎ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

１　 材料与方法　
１.１　 试药与细胞　 黄芪(批号:１４０８０９１３１)、三七(批
号:１４１００６３０１)、淫羊藿(批号:１４０９０７７８１)及大黄(批
号:１４０５０４７８１)均购自康美药业股份有限公司ꎬ经广东

省中医院董玉珍主任中药师鉴定ꎬ黄芪为豆科植物蒙

古 黄 芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ ( Ｆｉｓｃｈ ) Ｂｇｅ. ｖａｒ.
ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ (Ｂｇｅ.)Ｈｓｉａｏ]的干燥根ꎬ三七为五加科植

物三七 [Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ (Ｂｕｒｋ.) Ｆ. Ｈ. Ｃｈｅｎ] 的干燥

根ꎬ 淫 羊 藿 为 小 檗 科 植 物 箭 叶 淫 羊 藿

[Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｓａｇｉｔｔａｔｕｍ ( Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.) Ｍａｘｉｍ.] 的干燥

叶ꎬ大黄为蓼科植物掌叶大黄(ＲｈｅｕｍｐａｌｍａｔｕｍＬ.)的干

燥根和根茎ꎮ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ批
号:１２２３１８１)ꎬ重组人 ＴＧＦ￣β１蛋白(美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公

司ꎬ批号:０６１３３５４)ꎬ噻唑蓝(ＭＴＴꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司分

装ꎬ批号:ＳＰ１０８０)ꎬ胎牛血清 (以色列 ＢｉｏＳｃｉｅｎｓｅ 公

司)ꎬ胰酶(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎮ 人肾皮质近曲小管上

皮细胞 ＨＫ￣２ 购于 ＡＴＣＣꎮ
１.２　 仪器 　 Ｖｉｃｔｏｒ Ｘ５ 型细胞酶标仪 ( ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒꎬ
ＵＳＡ)ꎬ二氧化碳(ＣＯ２)恒温细胞培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ倒
置显微镜(日本尼康公司)ꎬＥＳＣＯ ＯｐｔｉＭａｉｒ 垂直流超

净工作台(苏州安泰空气技术有限公司)ꎬ压力蒸汽灭

菌锅( ｔｕｔｔｎａｕｅｒ ３８５０ＭＬＶ)ꎬＤＴ５￣３ 型低速台式自动平

衡离心机(北京时代北利离心机有限公司)ꎮ
１.３　 尿毒灵浸膏的提取和实验样品的制备 　 尿毒灵

浸膏的提取:按尿毒灵(ＮＤＬ)原方配比称取药材饮

片ꎬ用水浸泡后加热煎煮提取 ３ 次ꎬ第 １ 次 １ ｈꎬ第 ２ 次

４５ ｍｉｎꎬ第 ３ 次 ４５ ｍｉｎꎮ 合 并 ３ 次 滤 液ꎬ 浓 缩 到

１.５ ｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 放至室温ꎬ加入无水乙醇ꎬ使其含醇量

达到 ８０％ꎻ醇提液减压回收乙醇ꎬ浓缩成浸膏ꎬ得尿毒

灵浸膏ꎬ每克浸膏相当于生药 ３.４ ｇꎮ
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实验样品的制备:称取适量尿毒灵浸膏ꎬ用磷酸盐

缓冲液(ＰＢＳ)稀释成 １０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１作为储备液备用ꎮ
实验中所用的尿毒灵溶液均以该储备液为母液稀释后

使用ꎮ
１.４　 肾小管上皮细胞 ＨＫ￣２ 的培养　 将 ＨＫ￣２ 细胞置

于含 １％青链霉素和 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养

基中ꎬ于３７ ℃、５％二氧化碳(ＣＯ２)条件下培养ꎮ 每 ２ ~
３ ｄ换培养基 １ 次ꎬ至细胞达 ８０％融合后进行传代ꎮ 用

０.２５％胰蛋白酶消化 ＨＫ￣２ 细胞ꎬ制成细胞悬液ꎬ继续培

养至细胞贴壁完全后ꎬ换用无血清培养基培养 ２４ ｈꎬ使
细胞同步处于 Ｇ０期ꎬ并按以下实验分组继续培养ꎮ
１.５　 ＴＧＦ￣β１造模剂量的选择　
１.５.１　 ＭＴＴ 法检测 ＴＧＦ￣β１诱导 ＨＫ￣２ 细胞增殖的情

况　 常规消化收集处于对数期的细胞ꎬ以每孔６ ０００个
的密度接种至 ９６ 孔板ꎬ待细胞贴壁完全ꎬ以无血清的

ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基培养 ２４ ｈ 使细胞同步化ꎮ 同步化结

束后ꎬ分别用 ２.５ꎬ５ 及 １０ ｎｇ􀅰ｍＬ￣１ＴＧＦ￣β１诱导ＨＫ￣２ ２４ꎬ
４８ꎬ７２ ｈꎬ每孔 ２００ μＬ 培养基ꎬ另设调零孔ꎬ每种浓度设

６ 个复孔ꎮ 培养至相应时间后ꎬ每孔加入５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

ＭＴＴ ２０ μＬꎬ继续培养 ４ ｈꎬ吸弃培养基ꎬ每孔加入二甲亚

砜(ＤＭＳＯ)１５０ μＬꎬ震荡 １０ ｍｉｎꎬ用酶标仪于 ５７０ ｎｍ 波

长处检测紫外吸收值(Ａ 值)ꎬ以上各组实验均重复 ３
次ꎬ取平均值ꎮ
１.５.２　 观察细胞形态变化 　 采用倒置显微镜观察各

组细胞形态ꎬ分别用 ２.５ꎬ５ 及 １０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１诱导

ＨＫ￣２ 细胞 ２４ꎬ４８ꎬ７２ ｈꎬ观察 ＴＧＦ￣β１诱导 ＨＫ￣２ 细胞发

生 ＥＭＴ 时细胞形态的变化ꎮ
１.６　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 转分化的干预　
１.６.１　 实验分组 　 将细胞分为 ４ 组:空白对照组、模
型对照组、正常给药组、模型给药组ꎮ 尿毒灵溶液分为

３ 种浓度(３２ꎬ１６０ꎬ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ具体分组情况如

下ꎮ 空白对照组:加培养基ꎻ模型对照组:加ＴＧＦ￣β１ꎻ
正常给药组:加 ３ 种浓度尿毒灵溶液ꎻ模型给药组:加
ＴＧＦ￣β１和 ３ 种浓度尿毒灵溶液ꎮ
１.６.２　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１干预的 ＨＫ￣２ 细胞增殖的影

响　 采用对数生长期的细胞进行实验ꎬ采用 ＭＴＴ 法检

测 ＨＫ￣２ 细胞增殖情况ꎮ 同“１.４”项下进行培养ꎬ按照

“１.６.１”项下进行分组实验ꎬ每孔培养基 ２００ μＬꎬ另设

调零孔ꎬ每种浓度设 ６ 个复孔ꎮ 同“１.６.１”项进行 ＭＴＴ
检测ꎬ以上各组实验均重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１.６.３　 ＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２ 细胞形态的影响及尿毒灵的干

预　 常规消化收集处于对数期的细胞ꎬ以每孔 １.４×１０５

个的密度接种至 ６ 孔板ꎬ待细胞贴壁完全ꎬ以无血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基培养 ２４ ｈ 使细胞同步化ꎬ加入药物

按照上述分组情况进行干预ꎬ每孔培养基 １.８ ｍＬꎬ另
设调零孔ꎬ每种浓度设 ３ 个复孔ꎮ 分别考察药物对正

常 ＨＫ￣２ 以及 ＴＧＦ￣β１诱导后的细胞形态影响ꎮ 给药后

继续培养 ７２ ｈꎬ采用倒置显微镜观察各组细胞形态变

化ꎬ摄影ꎮ
１.７　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 版软件对所有数据

进行统计分析ꎮ 所测值用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ 同

一样品各组间均数采用单因素方差分析ꎬ若方差齐性ꎬ
组间均数比较采用 ＬＳＤ 检验ꎻ若不齐ꎬ组间均数比较采

用 Ｄｕｎｎｅｔ’ｓ Ｔ３ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 ＴＧＦ￣β１造模剂量的选择　
２.１.１　 ＴＧＦ￣β１诱导细胞增殖实验　 经 ＴＧＦ￣β１干预后ꎬ
细胞增殖受到不同程度的抑制ꎮ 与正常对照组比较ꎬ
ＴＧＦ￣β１作用 ４８ 和 ７２ ｈ 对 ＨＫ￣２ 有较强的抑制效果ꎬ且
７２ ｈ 的效果较强ꎮ ２.５ꎬ５ꎬ１０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１组均能抑制细

胞的增殖ꎬ在 ４８ꎬ７２ ｈ 时均差异有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 １ꎮ

表 １　 ＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２增殖影响测定结果(Ａ 值) 　
Ｔａｂ. １ 　 ＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＨＫ￣２ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ＴＧＦ￣β１ 　 ｘ±ｓꎬｎ＝ ６

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
正常对照组 ０.１６８±０.００６ ０.２５８±０.００３ ０.２９５±０.００５
ＴＧＦ￣β１组

　 ２.５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ０.１５４±０.００４∗１ ０.２３９±０.００９∗１ ０.２５７±０.００７∗１

　 ５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ０.１５４±０.００５∗１ ０.２３２±０.００３∗１ ０.２１７±０.００７∗１

　 １０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ０.１６８±０.００７ ０.２１８±０.０１２∗１ ０.２２３±０.０１１∗１

　 　 与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５

２.１.２　 ＴＧＦ￣β１诱导 ＨＫ￣２ 转分化的形态变化　 显微镜

下ꎬ正常 ＨＫ￣２ 呈鹅卵石样上皮细胞形态ꎬ细胞间紧密

连接ꎻＴＧＦ￣β１作用 ７２ ｈ 后细胞出现不同程度 ＥＭＴ 现

象ꎬ细胞间隙变大ꎬ 呈长梭样肌成细胞形态ꎮ ５ꎬ
１０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ＴＧＦ￣β１均能够诱导 ＨＫ￣２ 发生明显 ＥＭＴ
现象ꎬ见图 １ꎮ

ＴＧＦ￣β１的诱导作用以 ５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ 较稳定ꎬ且在

７２ ｈ时整体稳定性好ꎬ因此ꎬＨＫ￣２ 发生 ＥＭＴ 细胞模型

选择 ＴＧＦ￣β１诱导浓度为 ５ ｎｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ作用时间 ７２ ｈꎮ
２.２　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 转分化的干预结

果　
２.２.１　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 细胞增殖的影

响　 与正常对照组比较ꎬ不同浓度尿毒灵能抑制 ＨＫ￣２
细胞增殖ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型对照

􀅰０７１１􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３５ Ｎｏ􀆰 １１ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１６



Ａ.正常对照组ꎻＢ.２.５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１组ꎻＣ.５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１组ꎻＤ.１０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１组

图 １　 ４ 组 ＨＫ￣２转分化形态观察结果(７２ ｈꎬ×２００) 　
Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.２.５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎻＣ.５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐꎻＤ.１０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＥＭＴ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ(７２ ｈꎬ×２００) 　

组比较ꎬ模型给药组不同浓度尿毒灵均能减弱ＴＧＦ￣β１

对 ＨＫ￣２ 的抑制作用ꎬ且呈剂量依赖性ꎻ当尿毒灵浓度

达到 １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ能显著减弱 ＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２ 的

抑制作用ꎬ与模型对照组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ提示尿毒灵能够减轻 ＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２ 细胞的抑

制作用ꎬ使其趋向于正常化ꎬ起到保护 ＨＫ￣２ 作用(图
２)ꎮ
２.２.２　 尿毒灵对 ＨＫ￣２ 细胞形态的影响　 与正常对照

组比较ꎬ正常给药组细胞形态未发生改变ꎬ提示尿毒灵

不会诱导 ＨＫ￣２ 细胞发生转分化作用(图 ３)ꎮ
２.２.３　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 细胞形态变化的

干预　 正常对照组 ＨＫ￣２ 细胞呈铺路石样贴壁生长ꎬ模
型对照组 ＨＫ￣２ 细胞经 ５ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ ＴＧＦ￣β１诱导后ꎬ细胞

变长呈梭形ꎬ细胞间隙变大ꎬ整体呈现纤维样生长ꎬ出现

转分化的趋势ꎮ 与模型对照组比较ꎬ模型给药组各组细

胞形态不同程度地向铺路石样转变ꎬ细胞间隙变小ꎬ细
胞形态趋于正常ꎻ表明尿毒灵能逆转 ＴＧＦ￣β１引起ＨＫ￣２
细胞转分化作用ꎬ使细胞趋向于正常化(图 ４)ꎮ
３　 讨论　

肾间质纤维化是一个复杂的病理过程ꎬ目前研究发

现主要与间质成纤维细胞增生和细胞外基质过度沉积

有关ꎬ其发生发展主要包括以下 ４ 个环节:细胞因子的

　 　 Ａ. 正 常 对 照 组ꎻ Ｂ. 模 型 对 照 组ꎻ Ｃ. ＴＧＦ￣β１ ＋ 尿 毒 灵

３２ μｇ􀅰ｍＬ－１组ꎻＤ.ＴＧＦ￣β１ ＋尿毒灵 １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１ 组ꎻＥ.ＴＧＦ￣β１ ＋

尿毒灵 ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１组ꎻＦ.尿毒灵 ３２ μｇ􀅰ｍＬ－１组ꎻＧ.尿毒灵 １６０
μｇ􀅰ｍＬ－１ 组ꎻＨ.尿毒灵 ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１ 组ꎻ与正常对照组比较ꎬ
∗１Ｐ<０.０５ꎻ与模型对照组比较ꎬ∗２Ｐ<０.０５
图 ２　 尿毒灵对 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２增殖的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝６)

Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ. ＴＧＦ￣β１ ｐｌｕｓ
３２ μｇ 􀅰 ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ. ＴＧＦ￣β１ ｐｌｕｓ １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１

Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻＥ.ＴＧＦ￣β１ ｐｌｕｓ ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｆ.３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｇ. １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ
ｇｒｏｕｐꎻＨ. ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<
０.０５

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｏｎ ＨＫ￣２ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＴＧＦ￣β１(ｘ±ｓꎬｎ＝６) 　

表达调控ꎬ细胞外基质的异常沉积ꎬ细胞增殖和 ＥＭＴꎬ

Ａ.尿毒灵 ３２ μｇ􀅰ｍＬ－１组ꎻＢ.尿毒灵 １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１组ꎻＣ.尿毒灵 ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１组

图 ３　 不同浓度尿毒灵对 ＨＫ￣２细胞形态的影响(×２００) 　
Ａ.３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻＢ.１６０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻＣ.８００ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ(×２００) 　
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　 　 Ａ.正常对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.ＴＧＦ￣β１ ＋尿毒灵 ３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ 组ꎻＤ.ＴＧＦ￣β１ ＋尿毒灵 １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１ 组ꎻＥ. ＴＧＦ￣β１ ＋尿毒灵

８００ μｇ􀅰ｍＬ－１组

图 ４　 ５ 组 ＨＫ￣２细胞形态变化(×２００) 　
Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ.ＴＧＦ￣β１ｐｌｕｓ ３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐꎻＤ.ＴＧＦ￣β１ｐｌｕｓ １６０ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ

ｇｒｏｕｐꎻＥ.ＴＧＦ￣β１ｐｌｕｓ ８００ μｇ􀅰ｍＬ－１ Ｎｉａｏｄｕｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＫ ￣２ ｃｅｌｌｓ(×２００) 　

炎症反应ꎮ 其中肾小管 ＥＭＴ 在肾间质纤维化发生中的作

用日益受到重视ꎬ被认为是关键因素ꎮ 临床研究和动物实

验已证实ꎬ许多细胞因子参与肾纤维化形成[４￣５]ꎬ其中

ＴＧＦ￣β１参与肾小管上皮细胞 ＥＭＴ 的各个环节ꎮ ＥＭＴ 是

一个动态过程ꎬ其发生过程主要是炎症因子的作用ꎬ包括

肾间质内上皮细胞经诱导成肌成纤维细胞ꎬ细胞间粘附性

降低ꎬ肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)表达重排ꎬ细胞间迁移能力增加

并获得侵袭能力ꎬ细胞外基质分泌增多降解减少等ꎬ最终

促进 ＥＭＴ 肾纤维化的形成ꎮ
临床研究表明ꎬ尿毒灵复方具有一定的抗肾纤维化

作用ꎬ动物实验结果也表明该方能够抑制 ＴＧＦ￣β１在肾脏

中的过度表达[６]ꎮ 为更好地揭示尿毒灵的作用机制ꎬ笔
者从细胞增殖和 ＥＭＴ 表型改变方面进行了研究ꎬ以不

同剂量 ＴＧＦ￣β１诱导不同时间作用于 ＨＫ￣２ꎬ实验结果显

示ꎬ在细胞增殖方面ꎬＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２ 的诱导具有时间和

剂量依赖性ꎬ能显著抑制 ＨＫ￣２ 细胞增殖ꎬ而正常给药组

也具有一定的抑制 ＨＫ￣２ 增殖作用ꎬ但当同时给予

ＴＧＦ￣β１和尿毒灵时ꎬ它们的抑制作用不是更强反而减

弱ꎬ使ＨＫ￣２ 的增殖趋向于正常化ꎮ 提示当ＨＫ￣２ 受到致

病因子如 ＴＧＦ￣β１伤害时ꎬ尿毒灵可以减轻其损伤而起到

保护细胞作用ꎬ且具有剂量依赖性ꎮ 在细胞形态学方

面ꎬ正常给药组 ＨＫ￣２ 细胞形态无改变ꎬ而 ＴＧＦ￣β１则可

诱导 ＨＫ￣２ 发生转分化ꎬ使细胞从铺路石样转变成梭状ꎬ
细胞间隙变大ꎬ迁移能力增强ꎮ 提示了 ＴＧＦ￣β１干预能够

诱导 ＨＫ￣２ 失去上皮细胞表型ꎬ出现肌成纤维细胞表型ꎮ
而模型给药组能减轻 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 纤维样改变ꎬ
在一定程度上维持细胞形态稳定ꎬ减轻 ＴＧＦ￣β１对 ＨＫ￣２
的转分化作用ꎬ使其趋于正常化ꎮ

综上所述ꎬ尿毒灵具有抑制 ＨＫ￣２ 增殖作用ꎬ因此

可防止 ＨＫ￣２ 过度增殖ꎬ因为 ＨＫ￣２、ＨＭＣ 等细胞的过

度增殖也是肾纤维化的原因之一ꎻ但不会改变 ＨＫ￣２
形态ꎬ不会使 ＨＫ￣２ 细胞发生转分化作用ꎻＴＧＦ￣β１不但

显著抑制 ＨＫ￣２ 细胞增殖ꎬ还使 ＨＫ￣２ 细胞形态发生改

变ꎬ发生转分化作用ꎬ使 ＨＫ￣２ 细胞受损ꎻ尿毒灵可以

逆转 ＴＧＦ￣β１诱导的 ＨＫ￣２ 细胞转分化作用ꎬ使其趋向

于正常化ꎬ保护受损的 ＨＫ￣２ 细胞ꎮ
形态学的结果虽能较直观地反映细胞形态ꎬ判断

ＨＫ￣２ 是否发生转分化作用ꎬ但其结果未能定量反映转

分化作用程度ꎬ因此下一步拟采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法

检测肌成纤维细胞标记蛋白 α￣ＳＭＡ 和上皮标记蛋白

Ｅ￣钙黏蛋白(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)等蛋白的表达量的变化ꎬ进一

步阐明尿毒灵的作用机制ꎮ
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