
３　 讨论　
本实验运用 ＳＴＺ 造模ꎬ效果较好ꎬ模型复制成功率

较高ꎬ测量血糖的方法简单便捷ꎬ实验结果在预期内ꎮ
实验过程中ꎬ采用了辅助溶剂来增加芒果苷衍生物的

溶解性ꎻ同时ꎬ通过病理检查佐证了芒果苷及其衍生物

对糖尿病小鼠的降糖作用ꎮ 从实验结果可推测ꎬ芒果

苷及其衍生物可通过抑制胰岛细胞凋亡发挥抗糖尿病

作用ꎻ同时ꎬ病理学研究表明ꎬ芒果苷及其衍生物具有

保护糖尿病小鼠肾脏以及抑制胰岛细胞凋亡的作用ꎬ
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黄芪甲苷对单核细胞与肾小管上皮细胞
相互作用的影响及分子机制

岳艳利ꎬ米秀华ꎬ沈丽萍
(上海市杨浦区中医医院肾病科ꎬ上海　 ２０００９０)

摘　 要　 目的　 研究单核细胞与肾小管上皮细胞在肾间质纤维化过程中相互作用的分子机制ꎬ并探讨黄芪甲苷

(ＡＳ￣ＩＶ)对其相互作用的影响机制ꎮ 方法　 利用共培养体系在体外共培养 Ｕ９７３ 单核细胞与 ＨＫ￣２ 人近端肾小管上皮细

胞ꎬ用黄芪甲苷进行处理ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测 Ｍ１ 型单核细胞标志基因诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯｓ)和 Ｍ２ 型单核细胞

标志基因精氨酸酶 １(Ａｒｇ￣１)的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎮ 用流式细胞仪检测 Ｕ９７３ 细胞表面分子 Ｔｏｌｌ 样受体 ４(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒｓ ４ꎬＴＬＲ￣４ꎬ又称 ＣＤ２８４)表达ꎬ并检测黄芪甲苷对 ＴＡＮＫ 结合蛋白激酶(ＴＢＫ) / 干扰素调节因子 ３( ＩＲＦ３)信号通路

ｍＲＮＡ和蛋白水平的影响 ꎮ 结果　 黄芪甲苷处理抑制了 ＨＫ￣２ 细胞刺激单核细胞发生 Ｍ１ 转化引起的 ｉＮＯｓ 上升和 Ａｒｇ￣１
下降ꎬ同时也抑制了 ＴＬＲ￣４ 的上升ꎬ并且阻断了 ＴＢＫ / ＩＲＦ 信号通路ꎮ 结论　 黄芪甲苷抑制肾脏纤维化的作用可能是通

过阻断 ＴＢＫ / ＩＲＦ３ 信号通路ꎬ抑制 Ｕ９７３ 细胞 ＴＬＲ￣４ 表达ꎬ抑制 Ｕ９７３ 细胞发生 Ｍ１ 型转化ꎬ最终减轻炎症因子的产生ꎮ
关键词　 黄芪甲苷ꎻ单核细胞ꎻ肾小管上皮细胞ꎻ肾间质纤维化ꎻＴｏｌｌ 样受体 ４
中图分类号　 Ｒ２８６ꎻＲ９６２　 　 　 文献标识码　 Ａ　 　 　 文章编号　 １００４－０７８１(２０１８)０４－０４４４－０５
ＤＯＩ　 １０.３８７０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００４￣０７８１.２０１８.０４.００９

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｏｎ ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ Ｒｅｎａｌ Ｔｕｂｕｌａｒ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ｃｅｌｌｓ

ＹＵＥ ＹａｎｌｉꎬＭＩ Ｘｉｕｈｕａꎬ ＳＨＥＮ Ｌｉｐｉｎｇ (Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙꎬＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｙａｎｇｐｕ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＳｈａｎｇｈａｉ ２０００９０ꎬＣｈｉｎａ)

ＡＢＳＴＲＡＣＴ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ. 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍꎬｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ (Ｕ９７３) ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＫ￣２)
ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ.Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｒｇꎬｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｍ１ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉＮＯｓ ａｎｄ Ｍ２ ｍｏｎｏ￣
ｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ.Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ Ｕ９７３ ＴＬＲ￣４ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＦＡＣＳꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＴＢＫ / ＩＲＦ３
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ.　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｏｆ ｉＮＯｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ａｒｇ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｍ１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ.Ｆｕｒｔｈｅｒꎬｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ
ＴＬＲ￣４ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＢＫ / ＩＲＦ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｂｌｏｃｋｅｄ ｂｙ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ .　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ

􀅰４４４􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 ４ Ａｐｒｉｌ ２０１８



ＩＶ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ＴＢＫ / ＩＲＦ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｍ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｕ９７３ ｃｅｌｌ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ.

ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ　 Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶꎻ Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓꎻ Ｒｅｎａｌ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ Ｒｅｎａｌ Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ４

　 　 肾间质纤维化(ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬＩＦ)指各种胶原

蛋白以及相关分子在间质中的积累ꎬ是造成肾功能进行

性丢失的主要原因ꎬ同时也是多种慢性肾脏疾病(ｃｈｒｏｎ￣
ｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＫＤ)发展到后期成为终末期肾脏疾

病(ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬＥＳＲＤ)时的共同病理学表

现[１￣２]ꎮ 炎症反应是其主要发病机制之一ꎬ参与细胞包

括免疫系统如单核巨噬细胞以及肾脏本身细胞的激活ꎬ
通过连续产生和释放促纤维化细胞因子和生长因子而

促进间质化的过程[３￣４]ꎮ 目前已有报道发现单核细胞与

肾小管上皮细胞之间存在相互作用ꎬ单核细胞通过核因

子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)信号通路上调 ＩＣＡＭ￣１ 诱导肾小管上皮

细胞间质转化ꎬ从而诱发肾脏纤维化[５]ꎮ 在另一篇报道

中发现在糖尿病肾病中 ＴＬＲ￣４ 的升高与 ＩκＢ / ＮＦ￣κＢ 信

号通路有关[６]ꎬ此外也有文献报道 ＴＬＲ４ 的下游信号通

路 ＴＢＫ / ＩＲＦ３ 也参与了肾小管上皮细胞与单核细胞的

相互作用[７]ꎮ 黄芪甲苷(即黄芪皂苷 ＩＶꎬａｓｔｒａｇｏｌｏｓｉｄｅ
ＩＶꎬＡＳ￣ＩＶ)是一种提取自传统中药黄芪的环阿尔廷型三

萜皂苷类化合物ꎬ近年来其受到了众多学者的关注ꎬ在
肾脏疾病中也有大量的研究ꎮ 黄芪甲苷对多种肾损伤

模型具有肾保护作用[８￣１０]ꎻ黄芪甲苷还能抑制肾小管细

胞分泌 ＴＧＦ￣β１ꎬ抑制肾小管上皮细胞的间质转化和凋

亡ꎬ从而减轻高糖诱导的肾小管上皮细胞损伤[１１]ꎮ 此

外已有文献报道黄芪甲苷能够通过 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号

通路减轻肾间质纤维化[１２]ꎮ 但笔者未见黄芪甲苷对肾

间质纤维化中肾小管上皮细胞与单核细胞之间相互作

用影响的报道ꎮ 因此本实验主要探究黄芪甲苷对肾间

质纤维化中肾小管上皮细胞与单核细胞之间相互作用

的影响及其机制ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验试剂　 细胞基础培养基:ＤＭＥＭ 培养基(美
国 Ｇｉｂｃｏ)ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基(美国 Ｈｙｃｅｌｏｎｅ)ꎻ细胞培

养用血清:胎牛血清(美国 ｉｎｔｒｏｇｅｎ)ꎻ流式抗体:抗人

ＣＤ２８４ 抗体(英国 Ａｂｃａｍ )ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 抗体:抗
人 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(英国 Ａｂｃａｍꎬ１􀏑５ ０００)ꎬ抗人 ＴＢＫ 和

ＩＲＦ３ 抗体(英国 Ａｂｃａｍꎬ１􀏑１ ０００)ꎬ辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔二抗(美国 Ｐｒｏｔｅｉｔｅｃｈꎬ１􀏑５ ０００)ꎮ 引物

合成 ( 杭 州ꎬ 金 维 智 生 物 科 技 有 限 公 司 )、 逆 转

收稿日期　 ２０１６－１２－０３　 修回日期　 ２０１７－０３－０３
作者简介　 岳艳利(１９８１－)ꎬ女ꎬ吉林长春人ꎬ住院医师ꎬ硕

士ꎬ研究方向:中医肾病ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｌｑｕｇ２０＠ １６３.ｃｏｍꎮ

录试剂盒 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ (德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎬ荧光定量检测试剂盒(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)(北
京天根生化科技有限公司)ꎮ
１.２　 实验仪器 　 逆转录和荧光定量 ＰＣＲ 均为伯乐

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)公司 ＰＣＲ 仪ꎬ流式检测用的是 ＢＤ 流式细

胞仪ꎬ蛋白免疫印迹所用的电泳槽等均为伯乐(Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ)公司ꎬ蛋白印迹使用的是上海天能科技有限公司

的 ＥＣＬ 成像仪ꎮ
１.３　 细胞培养 　 近端肾小管上皮细胞(ｈｕｍａｎ ｐｒｏｘｉ￣
ｍａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎬ)ＨＫ￣２ 及起源于人组织

细胞淋巴瘤单核细胞系 Ｕ９７３ 细胞系均购自 ＡＴＣＣ 细

胞库ꎮ ＨＫ２ 细胞培养于含 １０％新生胎牛血清(ＦＢＳ)ꎬ
１％双抗的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ采用 １０％ＦＢＳ 和 １％双抗的

ＲＰＭＩ１６４０ 培养基进行 Ｕ９７３ 细胞培养ꎬ每隔 ２~３ ｄ 更

换培养液 １ 次ꎮ 共培养时ꎬ首先在 ６ 孔无菌培养板或

６０ ｍｍ 细胞皿中接种 ＨＫ２ 细胞ꎬ待细胞汇合度 ７０％ ~
８０％时进行剥夺血清过夜饥饿处理ꎬ再加入 Ｕ９７３ 细胞

继续共培养ꎬＵ９７３ 细胞的浓度约为 １×１０６􀅰ｍＬ－１ꎬ共
培养 ４８ ｈꎮ
１.４　 荧光实时定量聚合酶链式反应(Ｑ￣ＰＣＲ)技术 　
用 Ｔｒｉｚｏｌ 收集细胞总 ＲＮＡꎬ用 Ｑｉａｇｅｎ 逆转录试剂盒进

行逆转录ꎬ所得 ｃＤＮＡ 用于下一步的 Ｑ￣ＰＣＲ 实验ꎮ Ｑ￣
ＰＣＲ 的扩增反应根据说明书ꎬ总反应体系(２０ μＬ)包
括:２Ｘ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ正向引物＋反向引物 １ μＬꎬｃＤＮＡ
２ μＬꎬ去离子水补充到 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:预变性

９５ ℃３ ｍｉｎꎬ然后 ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５６ ℃退火１０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １５ ｓꎬ共进行 ４０ 个循环ꎮ 内参标准使用 Ｇａｐｄｈ 基

因ꎬ数据采用 ２＾￣ΔΔＣｔꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 Ｑ￣ＰＣＲ 所用引物序列　
Ｔａｂ.１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｑ￣ＰＣＲ　

基因名称 正向引物 反向引物

ｉＮＯｓ ＡＧＡＣＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＧＡＧＧ ＣＡＡＴＧＴＣＡＴＧＡＧＣＡＡＡＧＧＣＧ
　 ＣＧ

Ａｒｇ ＣＧＣＣＡＡＧＴＣＣＡＧＡＡＣＣＡＴＡＧ ＴＣＣＣＣＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＡＣＡＴ
　 ＣＡＣ

ＴＢＫ ＣＣＴＣＣＣＴＡＡＡＧＴＡＣＡＴＣＣＡＣＧ ＣＡＡＴＣＡＧＣＣＡＴＣＧＴＡＴＣＣＣＣ
ＩＲＦ￣３ ＧＡＧＧＣＴＣＧＴＧＡＴＧＧＴＣＡＡＧ ＴＧＴＡＣＴＧＧＴＣＧＧＡＧＧＴＧＡＧ
Ｇａｐｄｈ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧ

　 ＧＴＣＡ
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１.５ 　 流式细胞仪检测 ＴＬＲ￣４ 　 收集 Ｕ９７３ 细胞ꎬ用
７０ μｍ的滤器过滤成单细胞ꎬ无菌 １％ＢＳＡ￣ＰＢＳ 清洗细

胞 ３ 次ꎬ将 １×１０６个细胞重悬到 １００ μＬ 无菌 １％ＢＳＡ￣
ＰＢＳ 中ꎬ加入 ＰＥ 标记的 ＴＬＲ￣４ ( ＣＤ２８４) 抗体 ( １􀏑
１００)ꎬＰＥ 标记的与抗体同种属来源的 ＩｇＧ１ 被作为阴

性对照ꎬ冰上孵育 ３０ ｍｉｎꎬ用无菌 １％ＢＳＡ￣ＰＢＳ 清洗细

胞 ３ 次ꎬ重悬细胞到 ５００ μＬ １％ＢＳＡ￣ＰＢＳ 溶液中ꎬ用
ＢＤ 流式细胞仪进行检测ꎬｃｅｌｌｑｕｅｓｔ Ｐｒｏ 软件分析统计

数据ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测蛋白表达　 对细胞进行相应

处理之后ꎬ利用胰酶消化收集细胞ꎮ 总蛋白提取利用

ＲＩＰＡ 裂解液和蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(ｐｈｅｎｙｌｍ￣
ｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＭＳＦꎬ１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) 冰上孵育

３０ ｍｉｎ提取总蛋白ꎬ蛋白定量采用 ＢＣＡ 法ꎬ蛋白样品

在 １００ ℃变性 １０ ｍｉｎꎮ 然后进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳ꎬ其中分离胶为 １２％ꎬ浓缩胶为 ５％ꎮ 电泳后用电转

移仪转移到 ０.４５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ室温下用

５％的脱脂奶粉在摇床上缓慢摇动封闭 １ ｈꎮ 然后分别

加入一抗(小鼠抗人 ＴＢＫ 、ＩＲＦ３ 单克隆抗体 １􀏑１ ０００
及 β￣ａｃｔｉｎ 多克隆抗体 １􀏑５ ０００)ꎬ４ ℃过夜ꎮ 第 ２ 天

回收一抗ꎬ用 ＰＢＳＴ(含聚山梨酯的磷酸盐缓冲液)洗

膜 ３ 次ꎬ１０ ｍｉｎ １ 次ꎬ再用结合辣根过氧化酶标记的二

抗 (羊抗鼠二抗ꎬ１􀏑１０ ０００)室温摇床孵育 １ ｈꎬ再洗

膜 ３ 次ꎮ 应用 ＥＣＬ 化学发光试剂在天能 ＥＣＬ 成像仪

上成像获得蛋白条带ꎮ 数据分析应用 ＩｍａｇｅＪ 软件进

行条带灰度统计ꎬ然后所有数据以内参蛋白 β￣ａｃｔｉｎ 为

标准进行统计ꎮ
１.７　 统计学方法　 采用 Ｇｒａｐｈｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 版软件包进

行统计学处理ꎬ所有计量数据以均数±标准差(ｘ±ｓ)表
示ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 黄芪甲苷对 ＨＫ￣２ 细胞诱导 Ｕ９７３ 细胞 Ｍ１ 型转化

的抑制作用　 Ｕ９７３ 单核细胞与 ＨＫ￣２ 人近端肾小管上

皮细胞培养 ４８ ｈ 后ꎬＵ９７３ 细胞 Ｍ１ 型单核巨噬细胞标

志物 ｉＮＯｓ ｍＲＮＡ 表达明显增加ꎬ而Ｍ２ 性单核巨噬细胞

标志物 Ａｒｇ￣１ ｍＲＮＡ 表达减少ꎬ提示 Ｕ９７３ 细胞正向 Ｍ１
型转化ꎬ黄芪甲苷处理之后由于共培养引起的 Ｕ９７３ 细

胞的 ｉＮＯｓ 上升和 Ａｒｇ 下降得到了明显的抑制ꎬ见图 １ꎮ
２.２　 黄芪甲苷抑制 Ｕ９７３ 细胞表面 ＴＬＲ￣４ 受体表达量

的上升　 ＴＬＲ￣４ 受体属于表达于单核巨噬细胞表面的

受体ꎬＵ９７３ 单核细胞与 ＨＫ￣２ 人近端肾小管上皮细胞

共培养 ４８ ｈꎬＵ９７３ 单核细胞表面的 ＴＬＲ￣４ 受体表达明

显增加ꎬ而经黄芪甲苷处理后ꎬ利用流式检测ꎬ发现共

培养使得 ＴＬＲ￣４ 在细胞表面的表达量百分比上升ꎬ黄

芪甲苷处理能抑制该变化ꎮ 见图 ２ꎮ

　 　 Ａ.ｉＮＯｓ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ.Ａｒｇ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ
数据以 Ｇａｐｄｈ 为内参标准ꎬ与 Ｕ９７３ 组比较ꎬ∗１ Ｐ< ０. ０１ꎬ∗３ Ｐ<
０.０５ꎻ与 Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ 组比较ꎬ∗２Ｐ<０.０５

图 １　 黄芪甲苷处理抑制 Ｕ９７３ 细胞的 Ｍ１ 型转化(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝３) 　

Ａ.ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯｓꎻＢ.ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｒｇ￣１ꎻ
Ｇａｐｄｈ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３
ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎬ∗３ Ｐ< ０. ０５ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ ｇｒｏｕｐꎬ
∗２Ｐ<０.０５

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ９７３ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａ￣
ｔｅｄ ｂｙ Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　

２.３　 黄芪甲苷抑制 ＴＢＫ / ＩＲＦ３ 信号通路 　 因为黄芪

甲苷能够明显抑制由于 ＨＫ￣２ 细胞与 Ｕ９７３ 细胞共培

养引起的 Ｕ９７３ 细胞的表面标志物 ＴＬＲ￣４ 的上升ꎬ因
此检测了 ＴＬＲ￣４ 的下游信号通路 ＴＢＫ / ＩＦＲ￣３ꎬ发现

ＨＫ￣２ 细胞和 Ｕ９７３ 细胞共培养能够激活 ＴＢＫ / ＩＲＦ３ 信

号通路ꎬ表现为 ＴＢＫ 和 ＩＲＦ￣３ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水

平均升高ꎮ 而经黄芪甲苷处理之后ꎬＴＢＫ 和 ＩＲＦ￣３ 在

ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平的升高均被抑制ꎬ这说明黄芪

甲苷能够阻止 ＴＢＫ / ＩＲＦ３ 信号通路ꎮ 见图 ３~５ꎮ
３　 讨论　

作为各种 ＣＫＤ 的最终病理性特征ꎬＩＦ 是一个由

多种细胞和大量炎症因子以及细胞因子等参与的复杂

过程ꎬ而在该过程中ꎬ免疫系统的单核巨噬细胞和肾脏
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　 　 与 Ｕ９７３ 组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ 组比较ꎬ∗２Ｐ<
０.０５

图 ２　 黄芪甲苷抑制 Ｕ９７３ 细胞表面标志物 ＴＬＲ￣４的改变

(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３＋

ＨＫ￣２ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<０.０５
Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ￣４ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｕ９７３ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ａｓ￣

ｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　

　 　 与 Ｕ９７３ 组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻ与 Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ 组比较ꎬ∗２Ｐ<
０.０５

图 ３　 Ｑ￣ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 变化(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３＋

ＨＫ￣２ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<０.０５
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｑ－ＰＣＲ(ｘ±ｓꎬ

ｎ＝３) 　

本身的肾小管上皮细胞之间的相互作用也起了一定的

作用[５]ꎮ 单核巨噬细胞能够被特定的刺激因素诱导

图 ４　 ＷＢ 检测蛋白变化的条带图　
Ｆｉｇ.４　 Ｂａｎｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＷＢ

　 　 与 Ｕ９７３ 组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗３Ｐ<０.０１ꎻ与 Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ 组比

较ꎬ∗２Ｐ<０.０５ꎬ∗４Ｐ<０.０１
图 ５　 对图 ４ 中的条带利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度统计后

的分析图(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｕ９７３ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗３Ｐ<０.０１ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ Ｕ９７３＋ＨＫ￣２ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<０.０５ꎬ∗４Ｐ<０.０１
Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｎｄｓ ｉｎ Ｆｉｇ.４ ｂｙ

Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓａｆｔｗａｒｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝３) 　 　

分化为 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型巨噬细胞ꎬ其中 Ｍ１ 型巨噬细胞

活化后产生 ＩＬ￣１、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等炎症性细胞因子ꎬ导
致炎症反应加重ꎻ而 Ｍ２ 活化后产生具有抗炎作用的
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ＩＬ￣１０、Ａｒｇ￣１ 等细胞因子[１３]ꎮ 而在 ＩＦ 中ꎬＭ１ / Ｍ２ 型细

胞之间的平衡对肾脏的微环境以及慢性肾脏疾病的进

展都有重要影响[１４]ꎮ 且已有报道发现肾小管上皮细

胞与单核 /巨噬细胞之间的相互作用ꎬ能够经过 ＴＬＲ￣４
介导来增强 ＴＢＫ / ＩＲＦ 信号通路[６￣７]ꎮ 这与笔者的研究

发现一致ꎬ在本研究中ꎬ也发现 ＨＫ￣２ 细胞与 Ｕ９７３ 细

胞共培养之后ꎬＵ９７３ 细胞的 Ｍ１ 型标志物 ｉＮＯｓ 升高

而 Ｍ２ 标志物 Ａｒｇ￣１ 下降ꎬ这说明 Ｕ９７３ 细胞被诱导向

Ｍ１ 型方向分化了ꎬ且其表面标志物 ＴＬＲ￣４ 的含量也

升高ꎬ而且 ＴＬＲ￣４ 下游的 ＴＢＫ / ＩＲＦ￣信号通路也被激

活ꎬ表现为 ＴＢＫ 和 ＩＲＦ￣３ 无论在 ｍＲＮＡ 还是蛋白水平

都上升ꎮ
已有文献报道黄芪甲苷能够通过 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信

号通路减轻肾间质纤维化[１２]ꎬ但是其具体机制仍然不

清楚ꎮ 本研究结果发现ꎬ黄芪甲苷能够抑制 ＨＫ￣２ 细

胞和 Ｕ９７３ 细胞共培养诱导的 Ｕ９７３ 细胞的 Ｍ１ 型转

化ꎬ具体表现为抑制 ｉＮＯｓ 的升高和 Ａｒｇ￣１ 的下降ꎬ同
时黄芪甲苷也降低了由于共培养引起的 Ｕ９７３ 细胞表

面标志物 ＴＬＲ￣４ 的升高ꎬ相对应的ꎬ ＴＬＲ￣４ 下游的

ＴＢＫ / ＩＲＦ￣３ 信号通路的激活也被黄芪甲苷阻止ꎮ
本研究通过体外共培养体系研究了在 ＩＦ 过程中

单核巨噬细胞和肾小管上皮细胞之间的相互作用ꎬ并
发现黄芪甲苷的处理能够抑制共培养引起的单核细胞

向 Ｍ１ 型转化ꎬ从而起到减缓炎症反应的作用ꎬ该作用

可能是通过降低 ＴＬＲ￣４ 并抑制其下游信号通路 ＴＢＫ /
ＩＲＦ￣３ 实现的ꎮ 本研究对进一步理解 ＩＦ 的发病机制以

及未来黄芪甲苷在 ＣＫＤ 的治疗中的应用提供了新的
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