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　　摘要: 目的:探讨肾康注射液对肾小管上皮细胞 LLC PK1分泌Ⅳ型胶原 ( CoⅣ )的影响。 方法: 用细胞酶

联免疫吸附法 ( EL ISA) ,以单味大黄注射液为实验对照组 ,检测肾康注射液对肾小管上皮细胞 LLC PK1分泌

CoⅣ含量的影响。结果:肾康注射液可以显著抑制肾小管上皮细胞 LLC PK1分泌 CoⅣ的含量 ,并呈剂量依赖

关系 ;肾康注射液作用明显优于同等含量的单味大黄注射液。 结论: 肾康注射液抑制肾小管上皮细胞 LLC

PK1分泌 CoⅣ含量 ,是该中药复方延缓慢性肾功能衰竭进展的机制之一。
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The eff ects of Shenkang in jection(肾康注射液 ) on the collagenⅣ of LLC PK1 renal tubular epithelial cells　
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Abstract: Objective: To study the effects of Shenkang injection(肾康注射液 ) o n the co llag enⅣ ( CoⅣ ) of

LLC PK1 renal tubular epithelia l cell. Methods: U sing enzyme linked immunoso rbent assa y ( EL ISA ) to

observ ed the effects of Shenkang injection on the CoⅣ of LLC PK1 renal tubular epithelial cells, in contrast

g roup trea ted with the injection that wa s ex trac ted from Rheum officina le Baill. Results: CoⅣ of LLC PK1

r enal tubular epithelial cell w as inhibited by Shenkang injection, and those actions w ere does dependent, mo re

r ema rkable than that o f the injection that was ex t racted from Rheum o fficinale Baill. Conclusions: The

mechanism o f delaying ch ronic renal failure with Shenkang injection is achiev ed by inhibiting CoⅣ of LLC

PK1 rena l tubula r epithelial cell.
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目前为北京中医药大学中西医结合博士后 ,研究方向为中西医结合

中医药防治器官 (肝、肾等脏器 )纤维化的基础实验研究。 已发表论

文 18篇 ,参编、主编专著 7部。

　　慢性肾功能衰竭 ( CRF)时 ,肾小管上皮细胞处

于高代谢状态 ,一方面导致自身损伤 ,另一方面使其

过度合成和分泌细胞外基质 ( ECM ) ,尤其是Ⅳ型胶

原 ( CoⅣ )大量增加 ,直接参与肾间质纤维化的形

成 ,最终导致肾功能的持续恶化。具有化瘀泄浊、益

气固本功效的肾康注射液 ,治疗 CRF有较好的临床

疗效〔1〕。 为探讨其延缓 CRF的作用机制 ,本实验以

单味大黄注射液为实验对照组 ,采用酶联免疫吸附

法 ( ELISA)测定了肾康注射液对猪近端肾小管上皮

细胞株 ( LLC PK1细胞 )分泌 CoⅣ的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料: LLC PK1细胞购自美国 ATCC公司。

肾康注射液 (简称肾康 ) ,每毫升相当生药 0. 3 g ,大

黄注射液 (简称大黄 ) ,每毫升相当生药 0. 05 g,均为

成都中医药大学附属医院制剂室提供。 主要试剂:

RPM I 1640培养基 ,普通胰素 ,胰蛋白酶 (美国

GIBC公司产品 ) ; HEPES (美国 Sigma公司产品 ) ;

小牛血清 ( FCS,天津血液病研究所产品 ) ;明胶 (日

本和光纯药工业株式会社产品 ) ;邻苯二氨 ( DAB) ,

EDT A· 2Na(美国 Serv a公司产品 )。兔抗人 CoⅣ

抗体 ,辣根过氧化物酶标 ( HRP)羊抗兔 IgG(北京中

山生物技术有限公司产品 )。

1. 2　实验方法:

1. 2. 1　细胞复苏与同步: 取冻存于液态氮中的 80

代 LLC PK1细胞 ,迅速用双手揉搓至冰水状 ,然后

吸入 10 m l离心管中 ,加 RPM I 1640 5 ml,离心 ,
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弃上清液 ,加 10% FCS RPM I 1640,平分于 2个 5

m l细胞培养瓶中 ,孵箱孵育 72小时 ,待细胞融合

80%以上时 ,胰酶消化、离心 ,用计数板计数 ,按每孔

10% FCS RPM I 1640、 2. 5× 10
3
个细胞种植于 96

孔培养板上 , 4块复板 ,每板 60孔 ,周围孔加同等剂

量生理盐水。孵育 24小时 ,待细胞完全贴壁后 ,吸出

培养液 ,换 RPM I 1640液每孔培养 ,使细胞静止于

G0期。

1. 2. 2　分组与加刺激物: 将 96孔培养板按每行前

8复孔各为 1组 ,最后 2列 12复孔为 1组 ,即空白

对照组、 LPS对照组、大黄及不同浓度肾康组 ,共

7组。 甩去板中残液后 ,分别施加各种刺激因素 ,每

孔 200μl。各组实验条件见表 1。除空白对照组外 ,

其余各组加入相应浓度刺激物后 ,置 37℃、 5% CO2

孵育箱培养。
表 1　肾康对体外培养 LLC PK1

细胞分泌 CoⅣ的影响的实验方法

组序 　 名称 　　　实验方法

Ⅰ组 空白对照组 2% FCS RPM I 1640

Ⅱ组 LPS对照组 2% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L

Ⅲ组 肾康低浓度组 2% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L+ 肾康 0. 5 g /L

Ⅳ组 肾康中浓度 1组 2% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L+ 肾康 1. 0 g /L

Ⅴ组 肾康中浓度 2组 2% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L+ 肾康 2. 0 g /L

Ⅵ 组 大黄组 2% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L+ 大黄 0. 7 g /L

Ⅶ 组 肾康高浓度组 1% FCS RPM I 1640+ LPS 1 mg /L+ 肾康 4. 0 g /L

1. 3　 ELISA测定 CoⅣ含量
〔2〕
: 分 12、 24、 48和 60

小时等 4个时间点 ,每个时间点结束时 ,甩去培养上

清 ,用 1%多聚甲醛固定细胞 , 1%牛血清白蛋白

( BSA)封闭非结合区域 ,加兔抗人 CoⅣ抗体 ( 1∶

1 000稀释 ) ,用 PBS Tw een 20洗 ,加 HRP 羊抗

兔 IgG( 1∶ 1 000稀释 ) ,再用 PBS Tw een 20洗 ,

加 DAB+ H2O2 ,避光 ,每孔加入 H2 SO4 2 mol /L终

止 ,在 492 nm处测吸光度 ( A )值。

1. 4　统计学方法:数据用均数±标准差 (x± s )表

示 ,均采用 SDAS统计软件进行统计学处理 ,组间

比较用 t检验。

2　结　果

不同时间点肾康对体外培养 LLC PK1细胞分

泌 CoⅣ含量的影响见表 2。结果表明 ,肾康对体外

培养 LLC PK1细胞分泌 CoⅣ的影响在 12小时作

用不明显 , 24小时开始起效 , 60小时不同浓度肾康

组显示有良好的量效关系 ,肾康组明显优于同等剂

量大黄组。说明肾康对体外培养 LLC PK1细胞分

泌 CoⅣ有显著抑制作用。

3　讨　论

在既往 CRF的研究中 ,大量的动物实验及临床

观察都集中在肾小球病变上 ,认为是由于肾小球的

严重病变所致 ,而对肾小管、间质病变重视不够。 近

年来越来越多的资料显示 ,肾小管、间质病变在

CRF中起着十分重要的作用 ,是决定预后的更为重

要的因素
〔 3〕
。肾间质纤维化是各种原因造成的肾小

管及间质病变的最终结果 ,也是导致 CRF的主要原

因之一。 当 CRF时 ,由于长期缺血或滤过的血浆蛋

白造成肾小管损伤 ,细胞功能障碍 ,受损的肾小管上

皮细胞可产生大量细胞因子如转化生长因子 β

( TGF β )、血小板衍化生长因子 ( PDGF)、白介

素 6( IL 6)、 IL 8和表皮生长因子 ( EGF)
〔4〕
。 而

这些细胞因子可促使成纤维细胞增殖、细胞外基质

( ECM )合成增加 ,尤其是 CoⅣ分泌增加 ,直接导致

了肾间质纤维化的形成及 CRF进程加速。

　　本实验动态观察了肾康注射液对肾小管上皮细

胞产生 CoⅣ的影响。结果发现各组肾小管上皮细胞

分泌 CoⅣ含量随时间而增加 ,而肾康注射液可以显

著抑制 CoⅣ的分泌 ,第 12小时作用不明显 , 24小

时开始起效 , 60小时不同浓度肾康组显示有良好的

量效关系 ,且肾康注射液组作用明显优于同等剂量

大黄组 ,说明肾康注射液药物之间有协同作用 ,发挥

了多种成分、多个靶点作用的优势。这一结果提示 ,

肾康注射液延缓 CRF进展的作用机制可能是通过

抑制肾小管上皮细胞肥大、缓解细胞高代谢状态、减

表 2　肾康对体外培养 LLC PK1细胞分泌 CoⅣ含量 (A值 )的影响 ( x± s )

组别 刺激因素 12小时 A值 24小时 A值　　 48小时 A值　　 　　 60小时 A值　　　　

Ⅰ组 0. 165 8± 0. 004 6 0. 166 3±0. 005 3　　 0. 167 0± 0. 003 3　　　　　　 0. 201 0±0. 005 4　　　　　　

Ⅱ组 LPS 1 mg / L 0. 166 1± 0. 004 9 0. 170 1±0. 003 9　　 0. 187 2± 0. 010 2　　　　　　 0. 202 9±0. 004 8　　　　　　

Ⅲ组 LPS 1 mg / L+ 肾康 0. 5 g / L 0. 163 7± 0. 003 2 0. 148 1±0. 004 0* 　 0. 149 5± 0. 003 2* 　　　　　 0. 174 1±0. 003 6* 　　　　　

Ⅳ组 LPS 1 mg / L+ 肾康 1. 0 g / L 0. 158 5± 0. 003 8 0. 140 2±0. 002 4* 　 0. 148 2± 0. 003 0* 　　　　　 0. 159 5±0. 005 9* * ★　　　

Ⅴ组 LPS 1 mg / L+ 肾康 2. 0 g / L 0. 156 4± 0. 006 9 0. 142 0±0. 004 9* 　 0. 142 7± 0. 003 1* 　　　　　 0. 156 1±0. 004 7* * ★☆　　

Ⅵ 组 LPS 1 mg / L+ 大黄 0. 7 g / L 0. 151 5± 0. 002 2 0. 143 8±0. 003 8* 　 0. 142 6± 0. 012 8* 　　　　　 0. 154 2±0. 002 0* * ★☆　　

Ⅶ 组 LPS 1 mg / L+ 肾康 4. 0 g / L 0. 146 0± 0. 005 3 0. 130 9±0. 005 2* * 0. 139 5± 0. 003 1* * ★☆※□ 0. 133 6±0. 004 5* * ★☆※□

　　注:与Ⅱ组比较: * P < 0. 05, * * P < 0. 01;与Ⅲ组比较: ★ P < 0. 05;与Ⅳ组比较: ☆ P < 0. 05;与Ⅴ组比较: ※ P < 0. 05;与Ⅵ 组比较: □ P < 0. 05
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少细胞因子释放和抑制 CoⅣ的分泌而实现的。
　　 (致谢:本课题在解放军总医院肾脏病重点实验室完成 ,

并得到了叶一舟技师、李文歌博士和刘述文主治医师等的悉

心指导。 在此谨表谢忱。 )

参考文献:

〔1〕叶传蕙 ,王安娜 ,叶学锋 ,等 .中药肾康注射液及栓剂治疗慢性肾

功能衰竭临床及实验研究 .首届国际中西医结合肾脏病学术会

议 ,杭州 , 1994. 14 16.

〔 2〕 Marui N, Offermann M K, Swerlick R, et al . V as cular cell

adh esion molecule 1 ( V CAM 1 ) gene t ranscription and

exp ression are reg ulated th rough an antioxidant s ensi tive

mech anism in h uman vascular end oth elial cell s. J Clin Invest ,

1993, 92( 4) : 1866 1874.

〔3〕吴燕 ,杨俊伟 .慢性肾脏病进展中小管间质纤维化的发生机理及

治疗原则 .肾脏病与透析肾移植杂志 , 1995, 4( 4): 337 342.

〔 4〕 Ong A C M , Fine L G. Tubular deriv ed grow th factor and

cytokins in th e path og enesis of tub ulointers ti tial fibrosis:

implicat ion for h uman renal dis ease p rog ression. Am J Kidney

Dis , 1994, 23( 2): 205 209.

(收稿日期: 2000 05 11　修回日期: 2000 06 19)

(本文编辑:李银平 )

·经验交流·

黄芪当归治疗难治性肾病综合征 (附 51例临床分析 )

阎晓勇 ,杨秀伟 ,朱启刚 ,蔡彦敏
(山东省单县中心医院急救中心 ,山东　单县　 274300)

　　基金项目:山东省菏泽地区科研成果二

等奖 ( 20000408)

作者简介: 阎晓勇 ( 1964 ) ,男 (汉族 ) ,

山东单县人 ,主治医师。

　　中图分类号: R692　　文献标识码: B　　文章编号: 1008 9691( 2000) 04 0202 01

　　 1996年 4月～ 1999年 2月 ,采用黄

芪、当归辅以五联疗法治疗难治性肾病

综合征 (肾综 ) 51例 ,报告如下。

1　病例与方法

1. 1　病例: 难治性肾综 51例中原发性

肾综 34例 ,过敏性紫癜肾炎 12例 ,狼疮

肾炎 5例。 其中男 30例 ,女 21例 ;年龄

12～ 64岁 ,平均 35. 6岁 ,病程 4个月～

3年。 全组患者均经过至少 6个月的正

规泼尼松疗法 ,并用潘生丁、卡托普利或

采用传统五联疗法 (泼尼松、潘生丁、卡

托普利、环磷酰胺、肝素 )治疗 ,临床症状

无好转或好转后又复发而转我科。 用泼

尼松治疗每日 60 mg 8周 ,水肿、蛋白尿

无改善 ;严重低蛋白血症及顽固性腹水 ,

且对肾上腺皮质激素及免疫抑制剂药物

疗效不佳。

1. 2　治疗方法: 采用黄芪、当归合用五

联疗法: ①黄芪 40 g ,当归 20 g ,水煎

500 ml,分早晚各 1次口服 , 4周为 1个

疗程。 ②泼尼松 1 mg· kg- 1· d- 1早晨

1次顿服 ;潘生丁 75 mg每日 4次 ;环磷

酰胺 0. 2 g加生理盐水 20 ml静注 ,隔日

1次 ,用到总量 6～ 8 g;肝素钙 50 mg

皮下注射 ,每 12小时 1次 ;卡托普利

12. 5 mg ,每日 3次。

1. 3　疗效评定: ①完全缓解: 多次测定

尿蛋白阴性 ,尿蛋白定量 < 0. 2 g /24 h ,

血白蛋白正常或接近正常。②显著缓解 :

多次尿蛋白定量 < 1. 0 g /24 h ,血白蛋

白显著改善。 ③部分缓解: 蛋白尿减轻 ,

多次尿蛋白定量 < 3. 0 g /24 h。④无效。

2　结　果

本组 51例经 1～ 3个疗程的治疗

后 ,完全缓解 9例 ,其中原发性肾综 6

例 ,过敏性紫癜肾炎 2例 ,狼疮肾炎 1

例。 显著缓解 7例 ,其中原发性肾综 4

例 ,过敏性紫癜肾炎 3例。 部分缓解 27

例 ,其中原发性肾综 19例 ,过敏性紫癜

肾炎 7例 ,狼疮肾炎 1例。 无效 8例 ,其

中原发性肾综 5例 ,狼疮肾炎 3例。总有

效率 84. 3%。 完全缓解者追踪 1～ 3年

未见复发。

3　讨　论

黄芪、当归对机体的免疫系统有调

节作用 ,可增强巨噬细胞的吞噬功能 ,促

进淋巴细胞的转化 ,诱导细胞产生干扰

素 ,增强自然杀伤细胞 ( N K)活性〔1〕 ,提

高非特异性免疫功能 ,从而使血清补体

B因子 ( BF)和血补体总量 CH50得以回

升〔2〕。黄芪、当归能使肾综患者在高蛋白

饮食基础上降低氮更新率 ,加速蛋白质

合成 (使肝脏合成白蛋白的能力加强 ) ,

从而使白蛋白浓度显著提高 ,改善其临

床表现〔3, 4〕。 黄芪、当归对肾综高凝状态

有改善作用 ,其机制为抑制血栓素 A2合

成 ,促进前列腺素合成 ,抑制 血小板内

的 5 羟色胺的合成和释放〔2, 3〕。 前列腺

素与血栓素之间失衡 ,会引起一系列损

伤反应。
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