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参芪方血清对慢性肾衰大鼠肾脏细胞增殖的影响

穆  静 ,李仪奎 ,符胜光

(上海中医药大学中药新药药理毒理研究中心 ,上海 200032)

[摘要 ]  目的  观察参芪方对大鼠肾小球系膜细胞和肾间质成纤维细胞增殖的影响。方法  应用血清药理实验方法 ,采用

MT T 比色法观察正常和肾衰大鼠血清对体外培养的肾小球系膜细胞和肾间质成纤维细胞增殖的影响。结果  与正常空白

大鼠血清相比较 ,参芪方含药血清非常明显抑制两种细胞的增殖 ( P < 0 .001) ;与肾衰大鼠模型组血清相比 ,该方含药血清能

够抑制两种细胞的增殖 ( P < 0 .001)。结论  参芪方能通过这种作用机制延缓实验性大鼠慢性肾功能衰竭的病程进展。
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Influence of Shenqi Recipe on mesangial cells and interstitial fibroblasts of chronic renal failure rats
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( Research Center of Pharmacology and Toxicology of New Chinese Drugs , Shanghai Univer sity of Tradi-
tional Chinese Medicine , Shanghai 200032 , China)
[ABSTRACT]  Objective  To observe the effect of Shenqi Recipe on the proliferation of glomerular me-
sangial cells ( MC) and in terstitial fibroblasts ( FC ) in rats . Methods  The effect of serum cont aining pre-
pared drugs from normal and chronic renal failure rats t reated by Shenqi Recipe on glomerula r mesangial
cells and int ersititial fibroblasts in vit ro was observed by MT T colorimet ric assay and serophrmacology .
Results  Compared with the blank sample normal rats , serum containing Shenqi Recipe inhibited the pro-
liferation of MC and FC ( P < 0 .001) , and the serum containing Shenqi Recipe of CRF rats had significan t-
ly inh ibited the proliferation of MC and FC compared with the model group ( P < 0 .001 ) . Conclusion  
Shenqi Recipe can postpone CRF progress by this mechanis m .
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①  参芪方是在临床运用保元大黄汤治疗慢性肾衰

病人 ,能有效改善脾肾气虚症状的基础上精减处方

而成
[ 1 ]
。实验研究表明 :该方能减轻肾大部切除慢

性肾功能衰竭大鼠残肾组织病理改变 , 降低血清肌

酐、尿素氮、胆固醇、甘油三酯 ,升高血清白蛋白、总

蛋白含量。在此基础上 ,我们进一步观察了该方对

肾小球系膜细胞和肾间质成纤维细胞增殖的影响。

现报告如下。

1  材料和方法

1 .1  材料

1 .1 .1  动物  Wistar 大鼠 , 雄性 , 体重 150～200

g ,供采集肾小球系膜细胞和肾间质细胞用 ;体重

250～300 g ,供制备正常大鼠含药血清用 ;体重 180

～200 g ,供造模用。由上海中医药大学实验动物中

心提供。

1 .1 .2  药物与试剂  参芪方由红参、黄芪、生大黄

组成 ,水煎浓缩。洛汀新 (盐酸贝那普利 , lotinsin ) ,

北京诺华制药有限公司分装。 I 型胶原酶 ,胎牛血

清 , M T T AMRECO , 华美生物工程公司产品。胰

岛素注射液 , 上海生物化学制药厂生产。RPMI-

1640 培养干粉 , DMEM , F-12 Nut rien t Mixture ,美

国 GIBCO 公司产品。H epes Trypsin 1∶250 ,华美

生物工程公司产品。

1 .2  方法

1 .2 .1  慢性肾衰模型制作  取 30 只大鼠行肾大部

切除术
[ 2 ]
。手术从背肋脊角斜切 ,后腹膜取肾。第

1 次行左肾大部分切除 ,分别切除左肾上、下极和外

侧部分 ,总切除量为 0 .4～0 .45 g ,用明胶海绵局部

压迫止血 ,同时在切面上滴加适量的凝血酶 ,等切面

无活动性出血后复位残余左肾 ,缝合腹膜、肌层及皮

肤 ,待动物清醒后送回动物房。1 周后 ,行右肾全切

术 ,两次手术共切除肾组织 70%左右。另取 10 只

大鼠行假手术 ,同期两次暴露肾脏但不切除 ,复位缝

合。手术大鼠在第 2 次手术后 4 周行尾静脉采血 ,

进行血清肌酐、尿素氮检测 ,假手术组大鼠平均血肌

酐 ( 57 .1± 4 .3 )μmol/ L , 血尿素氮 ( 6 . 5± 2 .0 )
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mmol/ L ,造模组大鼠平均血肌酐 ( 163 .2± 17 .7 )

μmol/ L ,血尿素氮 ( 34 .3±3 .1 ) mmol/ L。两组相比

具有显著差异 ,说明大鼠慢性肾衰模型成功。

1 .2 .2  动物分组与给药  把血肌酐小于或等于和

大于 140μmol/ L的造模大鼠分别随机分到参芪方

组、洛汀新组和模型组 ,每组 10 只。参芪方组给予

参芪方临床用量的等效剂量 (按体表面积折算大鼠

对人的等效剂量是 60 kg 体重成人用量的 6 倍 ) , 10

ml·kg- 1·d-1 灌胃 (灌药量 0 .3 g/ kg体重 ) ,洛汀新

组给予洛汀新 ,用量 1 mg· kg
- 1
· d

-1
(相当于临床

60 kg 成人日用量的 6 倍 ) ,蒸馏水稀释灌胃。假手

术组 ,模型组均给予等量生理盐水。

1 .2 .3  血清的制备

1 .2 .3 .1  正常大鼠血清的制备
[ 2 ]

 参芪方以临床

等效剂量灌胃大鼠 ,正常对照组灌以等量生理盐水 ,

2 次/ d ,连续 3 d ,末次给药后 1 h 腹主动脉采血 ,两

组均为无菌采血 , 3 000 rpm 分离血清 , 56℃ 30 min

灭活后分装 , - 20℃冰箱冷冻备用。

1 .2 .3 .2  肾衰大鼠药物血清的制备  各组大鼠连

续给药 8 周 , 末次给药 1 h 后腹主动脉无菌采血。

处理方法同上。

1 .2 .4  肾小球系膜细胞 ( mesangial cell , MC)和肾

间质成纤维细胞 ( fibroblast cell , FC )的体外培养  

按文献方法
[ 3～ 6 ]

,取 Wistar 大鼠 ( 150～200 g ) 6 只 ,

2%戊巴比妥 (相当于 30 mg/ kg )麻醉后 , 无菌条件

下取出双肾 ,分离肾皮质和髓质 , 网筛分离得肾小

球 ,胶原酶消化肾小球于震荡水浴箱内 , 37℃消化约

20 min ,再将肾小球置于含 20%胎牛血清的 RPIM-

1640 培养液中 , 放入 CO2 恒温培养箱 ( 37℃ , 5 %

CO2 )孵育 ,取第 3 代细胞用于实验。取大鼠髓质组

织 ,切成 1 mm
3
的小块 ,置培养瓶内 ,加入含血清的

DMEM-F12 培养液 , 放入 CO2 恒温培养箱 ( 37℃ ,

5% CO2 )孵育 ,取第 3～4 代细胞用于实验。

1 .2 .5  MT T 法测定参芪方含药血清对 MC、肾间

质 FC 增殖的影响  消化细胞 ,用含 10%小牛血清

的培养液制成细胞悬液以 1×10
4
/ 孔密度接种于 96

孔板 , 100μl/ 孔 ,培养 24 h ,换用不含小牛血清的培

养液培养 24 h ,使大部分细胞静止于 G0 期。弃上

清液 ,加入 100 μl 不同的药物血清温育液 ,继续培

养 48 h ,在终止培养前 4 h 按 100μl 培养液中加入

10μl的 MT T ,在 37℃培养箱中继续培养 4 h ,弃上

清液 ,每孔加入 150μl DM SO ,振荡 10 min ,使结晶

物充分溶解 ,于酶标仪 492 nm 处读取 OD值。

1 .2 .6  统计方法  双侧 t检验。

2  结  果

2 .1  正常大鼠参芪方含药血清对 MC 增殖的影响

 空白鼠血清在 20%、40%的添加浓度与 20 %胎牛

血清相比 ,均能保持 MC 的正常生长 , 参芪方的含

药血清在 20%、40%的添加浓度下与同等浓度空白

鼠血清相比均有非常显著的抑制增殖作用 ( P <

0. 01 )。见表 1。

表 1  正常大鼠含药血清对MC增殖的影响

( n = 8 , x± s)

血清添加浓度
胎牛血清

( OD 值 )

空白鼠血清

( OD 值 )

含药血清

( OD 值 )

20 % 0 k.226±0 .01 0 ©.214±0 .01 0 ­.172±0 .01 * *

40 % 0 ©.294±0 .03 0 ­.172±0 .04 * *

   注 :与同等浓度空白鼠血清相比 , * * P < 0 .01

2 .2  正常大鼠参芪方含药血清对肾间质 FC 增殖

的影响  空白鼠血清在 10%、20%、40 %的添加浓

度与 10%的 胎牛血清相比 ,能够保持肾间质 FC 的

正常生长 ;参芪方的含药血清在 10%、20%、40%的

添加浓度下与同等浓度空白鼠血清相比有非常显著

的抑制增殖作用 ( P < 0 .01 )。见表 2。

表 2  正常大鼠参芪方含药血清对肾间质 FC增殖的影响

( n = 8 , x± s)

血清添加浓度
胎牛血清

( OD 值 )

空白鼠血清

( OD 值 )

含药血清

( OD 值 )

10 % 1 €.41±0 .05 1 ¾.47±0 .08 1 §.05±0 .12 * * *

20 % - 1 ¾.44±0 .06 1 §.23±0 .02 * * *

40 % - 1 ¾.35±0 .08 0 §.79±0 .12 * * *

   注 :与同等浓度空白鼠血清相比 , * * * P < 0 .001

2 .3  肾衰大鼠各组血清对 MC 增殖的影响  模型

组血清与假手术组相比有促进 MC 增殖的作用 ( P

< 0 .01 ) ,洛汀新组和参芪方组与模型组血清相比则

有抑制增殖的作用 ( P < 0 .01 )。见表 3 。

表 3  肾衰大鼠各组血清对MC增殖的影响

( n = 8 , x± s)

组别 添加浓度 OD 值

假手术组 20 % 1 F.03±0 .06 * *

模型组  20 % 1 F.28±0 .25

参芪组  20 % 0 F.81±0 .24 * *

洛汀新组 20 % 0 F.82±0 .07 * *

   注 :与模型组相比 , * * P < 0 .01

2 .4  肾衰大鼠各组血清对肾间质 FC 增殖的影响

 模型组血清亦有促进肾间质 FC 增殖的作用 , 与

假手术组相比有差异 ( P < 0 .05 ) ;洛汀新组和参芪

方组与模型组血清相比则有抑制增殖的作用 ( P <
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0 .01 )。见表 4。

表 4  肾衰大鼠各组血清对肾间质 FC增殖的影响

( n = 8 , x± s)

组别 添加浓度 OD 值

假手术组 10 % 1 A.40±0 .06 *

模型组  10 % 1 A.48±0 .08

参芪组  10 % 1 A.18±0 .14 * *

洛汀新组 10 % 1 A.26±0 .11 * *

  注 :与模型组相比 , * P < 0 .05 , * * P < 0 .01

3  讨  论

肾小球系膜细胞增生是多种类型肾小球疾病常

见而又突出的病理形态学特征 ,并且是引起肾小球

细胞外基质 ( ex t racellula r matrix , ECM )增多以及

进一步导致肾小球硬化的重要原因 [ 7 ]。正常情况

下 ,肾小球系膜细胞仅行使收缩、吞噬及维持基质的

正常代谢等功能 ,无明显增殖及过度 ECM 合成现

象。然而在病理情况下 ,多种刺激因素如高血脂、高

血压、蛋白尿等均可使 MC 活化、增殖并产生 ECM ,

并且以自分泌、旁分泌的方式分泌 IL-1、IL-6、TGF-

β、PDGF、ET-1 等细胞因子 , 进一步刺激 MC 过度

增殖 ,引起更多的 ECM 聚集 ,这种变化循环往复最

终导致肾小球硬化、损毁 ,引起肾单位的功能降低或

丧失。近 10 年来通过大量动物实验和人类肾小球

疾病临床病理研究发现肾小球疾病的发展和预后不

仅与肾小球本身的损害有关 ,更与其肾小管-间质病

变的严重程度密切相关[ 8 ]。肾间质纤维化是各种肾

脏疾病进入终末期肾衰的主要、共同的病理损害。

小管间质中的间质细胞 ,尤其是成纤维细胞的过度

增殖及 ECM 的大量沉积 ,在肾间质纤维化中起关

键作用。

参芪方是在临床运用保元大黄汤治疗慢性肾衰

能够有效改善临床症状的基础上 ,结合现代药理研

究适当精简处方而成 ,由黄芪、红参、生大黄组成 ,实

验研究表明该方延缓大鼠慢性肾衰的进程 , 减轻残

肾代偿增生性病理改变。本实验是在此基础上 ,运

用血清药理实验方法观察该方对 MC 和肾间质 FC

增殖的影响。结果表明 ,实验性肾衰大鼠血清能刺

激两种细胞的增殖 ,说明肾小球 MC 和肾间质 FC

的异常增殖在慢性肾衰发展过程中起着重要作用。

正常大鼠的参芪方含药血清及经该方治疗的慢性肾

衰大鼠血清均能抑制这两种细胞的增殖 ,后者与洛

汀新组含药血清的作用强度相近。结合动物实验结

果分析 :直接抑制 MC 和肾间质 FC 增殖可能是该

方延缓慢性肾衰进程 ,保护肾功能的重要机制之一。

至于该方是否还有其他作用机制如减少细胞外基质

的分泌 ,增加 ECM 的降解等 ,将有待进一步研究。
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