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  [ 摘要]  目的: 探讨大黄酸( rhein)对血管紧张素Ⅱ( angiotensin, AngⅡ)诱导的大鼠近端肾小管上皮细胞肥大的影响。方

法: 麻醉下无菌分离 SD大鼠单根近球小管并培养,以免疫细胞化学方法鉴定体外培养的肾小管上皮细胞。AngⅡ( 10 - 7 mol·

L - 1) 培养肾小管上皮细胞, 与此同时, 加入不同剂量的大黄酸, 作用 72 h后检测细胞体积、3 H-亮氨酸掺入量以及蛋白质含量

以观察细胞肥大的变化。结果: AngⅡ培养 72 h导致细胞体积明显增大, 3H-亮氨酸掺入量及细胞内蛋白质含量明显增加。加

入大黄酸处理 72 h后,大黄酸可明显降低 AngⅡ所致的细胞体积增大, 明显降低3 H-亮氨酸掺入量及细胞内蛋白质含量的升

高。结论:大黄酸可抑制血管紧张素Ⅱ诱导的肾小管上皮细胞肥大。
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  糖尿病肾病 ( diabetic nephropathy, DN) 是糖尿

病最常见、最严重的慢性并发症之一,由 DN进展为

肾功能衰竭和尿毒症是糖尿病病人死亡的首要原

因
[ 1]
。糖尿病早期肾脏肥大包括肾小球的肥大和肾

小管的肥大。研究证实,肾小管肥大对整个肾脏肥

大起至关重要的作用, 血管紧张素Ⅱ ( AngⅡ ) 可诱

导系膜细胞增殖和肥大可增加细胞外基质的合

成
[ 2]
。

大黄 酸 ( rhein, 4, 5dihydroxyanthraquinone-2-

carboxylic acid) 是从中药大黄蒽醌衍生物中分离出

的单体成分。有试验证实, 大黄及大黄酸对 DN有

明显的 防治作用
[ 3-4 ]
。但大黄酸对血管紧张素Ⅱ作

用下的肾近端小管上皮细胞影响如何, 目前尚不清

楚。本研究采用微分离方法分离并培养大鼠近端肾

小管上皮细胞,观察大黄酸对血管紧张素Ⅱ诱导的

大鼠肾近端小管上皮细胞肥大的影响, 为进一步探

讨大黄酸对糖尿病肾病的肾脏保护作用及其机制提

供试验依据。

1 材料

1.1 动物  健康 SD大鼠, 体重 ( 250 ±20) g,由南

方医科大学实验动物中心提供, 合格证号 SCXK

( 粤) 2004-001。

1.2 试剂及仪器  RPMI1640 培养基 ( Gibco 公

司) ;胎牛血清( 杭州四季青生物工程有限公司) ;Ⅱ

型胶原酶 ( Gibco 公司 ) ; Angiotensin II ( Sigma 公

司) ;大黄酸 ( 南京替斯艾么中药技术研究所) ; 3 H-

亮氨酸( 中国科学院上海应用物理研究所) ;考马斯

亮蓝蛋白测定试剂盒( 南京建成生物工程公司) ;紫

外分光光度计 ( 日本岛津公司) ; 流式细胞仪 ( 美国

Becton-Dickinson公司) 。

2 方法

2.1 分组 分为 5 组:正常对照组, AngⅡ10 - 7 mol·

L - 1
组,大黄酸 30 mg·L - 1 + AngⅡ10 - 7 mol·L - 1

组,

大黄酸 15 mg·L
- 1

+ AngⅡ10
- 7

mol·L
- 1
组,大黄酸 5

mg·L
- 1

+ AngⅡ10
- 7

mol·L
- 1
组,每组 6 只动物。

2.2 细胞培养 参照刘红方法
[ 5 ]

,大鼠麻醉成功后

右侧卧位固定于鼠板上,暴露肾脏,灌注后迅速无菌

摘下左肾,在体视显微镜下, 0 ～4 ℃的环境中,玻璃

微分针手工分离近球肾小管,分离在 30 ～60 min内

完成。将挑好的近球小管吸入 25 cm2
的细胞培养

瓶中,加入含 10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养液,置

于 37 ℃, 5% CO2 的孵育箱中培养。于第 3天更换 1

次培养液,以后每天更换 1 次。
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2.3 细胞体积检测 将原代肾小管上皮细胞接种于

24孔板中, 待细胞生长至 80% ～90% 融合后, 换

1640/1% FBS培养 24 h后去培养液,加入AngⅡ( 10 - 7

mol·L
- 1

) ,同时加入不同浓度的大黄酸,培养72 h后

收集细胞。细胞经 0. 25%胰蛋白酶消化至多数细胞

形态变成圆形后,加入少量培养液终止消化, PBS清

洗 2 次,上流式细胞仪检测,以前向角散射光( forward

side scatter, FSC) 的强度作为细胞大小的值。

2.4 3 H-亮氨酸掺入量检测 将原代肾小管上皮细

胞接种于 24 孔板中,待细胞生长至 80% ～90%融合

后,换 1640 /1% FBS 培养 24 h 后去培养液, 加入

AngⅡ( 10
- 7

mol·L
- 1

) ,同时加入不同剂量的大黄

酸,培养 48 h后每孔加入3 H-Leucine( 2. 5 μCi) , 72 h

后收集细胞,以 1 mol·L
- 1

NaOH溶解细胞,再加入 1

mol·L - 1 HCl中和,吸入闪烁瓶中,加入 5 mL闪烁

液,上液闪仪检测。同时设复孔计细胞数,掺入量以

cpm/105
个细胞表示。  

2.5 细胞蛋白质含量测定  将原代肾小管上皮细

胞接种于 24 孔板中,待细胞生长至 80% ～90%融合

后,换 1640 /1% FBS 培养 24 h 后去培养液, 加入

AngⅡ( 10 - 7 mol·L - 1 ) ,同时加入不同浓度的大黄

酸,培养 72 h后,去除培养液, PBS清洗 2 次后,加入

1 mol·L - 1 NaOH待细胞完全溶解后,加入相同当量

的 HCl中和。以考马斯亮蓝法测定蛋白含量。同时

设复孔计细胞数,以 μg/105
细胞计量。

2.6 统计学处理  数据均以 珋x ±s 表示, 采用

SPSS13. 0 统计软件进行分析。两组间的比较采用 t

检验,多组间的比较采用方差分析, P < 0. 05 为有

统计学意义。

3 结果

3.1 大黄酸对 AngⅡ诱导的肾小管上皮细胞体积

增大的影响  经大黄酸 30 mg·L
- 1
培养 72 h后,肾

小管上皮细胞体积较 AngⅡ培养的细胞减小,表现

为流式细胞仪检测前向角散射光 ( FSC) 的强度左

移,而中、低剂量的大黄酸( 15, 5 mg·L- 1 ) 对 AngⅡ

导致的细胞体积增大无明显作用,见表 1。

3.2 大黄酸对 AngⅡ诱导的肾小管上皮细胞3 H-亮

氨酸掺入量增加的影响  与 AngⅡ组比,经大黄酸

30, 15 mg·L- 1
培养 72 h 后, 肾小管上皮细胞3 H-

Leucine掺入量显著降低( P < 0. 01, P < 0. 05) ;而大

黄酸 5 mg·L - 1
组对 AngⅡ所致的3H-Leucine掺入量

增加无明显抑制作用,见表 1。

3.3 大黄酸对 AngⅡ诱导的肾小管上皮细胞蛋白

含量增加的影响 经大黄酸( 30, 15 mg·L
- 1

) 培养

72 h后,肾小管上皮细胞蛋白含量较AngⅡ培养的细

胞显著降低 ( P < 0. 01 ) ,大黄酸5 mg·L
- 1
对AngⅡ

所致的细胞蛋白含量增加也有一定的抑制作用 ( P

< 0. 05) ,见表 1。
表 1 大黄酸对 AngⅡ诱导肾小管上皮细胞肥大的影响 ( 珋x±s, n = 6)

组别 质量浓度 / mg·L - 1 细胞体积 /FSC 3H-亮氨酸掺入量 / cpm/105 个细胞 蛋白含量 /μg/105 个细胞

正常对照 - 112. 98 ±2. 882) 7 335 ±838. 32) 3. 50 ±0. 252)

AngⅡ - 120. 04 ±2 . 87 14 938 ±1 056. 1 6. 15 ±0 . 20

AngⅡ +大黄酸 30 115. 81 ±2 . 681) 11 024 ±1 720. 32) 4. 43 ±0 . 262)

AngⅡ +大黄酸 15 116. 91 ±2 . 45 13 333 ±1 524. 81) 5. 07 ±0 . 232)

AngⅡ +大黄酸 5 118. 25 ±2 . 64 14 331 ±1 393. 6 5. 81 ±0 . 351)

  注 :与血管紧张素Ⅱ组比较1) P < 0. 05 , 2) P < 0. 01。

4 讨论

DN是糖尿病特发性全身微血管病变的肾脏表

现。DN肾脏肥大主要是指肾脏体积增大,包括肾小

球体积增加和肾小管细胞肥大,尤以后者为著,约占

整个肾脏体积的 90%。近年来,随着对肾小管病变

在肾脏疾病进展与预后中作用的研究, 发现肾小管

上皮细胞在糖尿病肾病的发生发展中有着不可忽视

的作用
[ 6]
。

越来越多的证据显示,肾脏局部肾素-血管紧张

素系统( renin-angiotensin system) 的激活在慢性肾脏

硬化进展过程中起关键作用
[ 7 ]
。有研究显示在糖尿

病状态下,不仅 AngⅡ产生增加,肾脏对 AngⅡ的敏

感性也增高,用血管紧张素转换酶抑制剂减少AngⅡ

的形成或用 AngⅡ受体拮抗剂阻断 AngⅡ的作用,对

DN有肾保护作用, 提示 AngⅡ参与 DN 的发病机

制
[ 8 ]
。

大黄酸是多种防治 DN传统中药的有效成分之

一。体外试验发现大黄酸可以抑制高糖培养条件下

肾小球系膜细胞增殖、肥大以及细胞外基质合成的

增加
[ 9 ]

, 以及转化生长因子-β1( TGF-β1) 诱导的肾
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小管上皮细胞肥大及细胞外基质产生
[ 10 ]
。本试验

结果表明大黄酸可以抑制 AngⅡ诱导的肾小管上皮

细胞肥大,并且呈现剂量依赖性, 随着剂量的增加,

抑制作用增强。大黄酸治疗糖尿病肾病的机制可能

与其纠正机体及细胞代谢异常,降低 TGF-β1 产生有

关。本试验大黄酸抑制 AngⅡ诱导的肾小管上皮细

胞的肥大是否也是通过抑制 TGF-β1 的表达及活性

实现的,有待进一步研究。

总之,本研究的结果进一步证实大黄酸可剂量

依赖性抑制 AngⅡ诱导的肾小管上皮细胞肥大,为

大黄酸在防治糖尿病肾病方面的机制研究和临床应

用提供了直接的试验依据。
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