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摘要　目的：观察氧化低密度脂蛋白（ＯｘｉｄｉｚｅｄＬｏｗＤｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）对系膜细胞（ＭｅｓａｎｇｉａｌＣｅｌｌｓ，ＭＣｓ）分泌炎
性反应递质功能的影响，并从细胞分子生物学水平阐明肾康灵的作用机制。方法：采用肾康灵干预增殖的系膜细胞，并利

用分子生物学技术检测ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα含量或基因水平。结果：利用ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖并
加入ＣＸＣＲ６受体后，ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα的含量或基因水平显著升高，肾康灵呈浓度依赖性降低其表达水
平。结论：ｏｘＬＤＬ诱导系膜细胞增殖时通过ＣＸＣＲ６介导，可促进ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα等炎性反应递质的释
放，中药肾康灵可通过抑制炎性反应递质的释放，保护系膜细胞的功能。
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　　原发性肾病综合征（ＰｒｉｍａｒｙＮｅｐｈｒｏｔｉｃＳｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＰＮＳ）是儿科常见的肾小球疾病。小儿 ＰＮＳ
在各种病理类型表现中常伴有不同程度的系膜细胞

（ＭｅｓａｎｇｉａｌＣｅｌｌｓ，ＭＣｓ）增生和系膜基质增多。通过
观察氧化低密度脂蛋白（ＯｘｉｄｉｚｅｄＬｏｗＤｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）对系膜细胞功能的影响，阐明 ｏｘ
ＬＤＬ对系膜细胞分泌炎性反应递质功能的作用机
制，并应用益肾活血中药肾康灵进行干预，从细胞分

子生物学水平阐明益肾活血法干预小儿 ＰＮＳ的作
用机制，为提高小儿 ＰＮＳ的临床疗效和益肾活血法
治疗小儿ＰＮＳ的临床应用奠定基础。
１　资料与方法
１１　一般资料
１１１　细胞及动物来源　大鼠肾小球系膜细胞
（ＣＲＬ２５７３）购于美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ）。
健康清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ系大鼠 ５０只，２～３月

龄，体重为２００～３００ｇ，雄性，由上海斯莱克动物实
验有限公司提供，合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。
１１２　实验药物　肾康灵的制备：黄芪３０ｇ，生地
黄１５ｇ，山茱萸９ｇ，山药１２ｇ，茯苓９ｇ，牡丹皮１５ｇ，
三七９ｇ等，煎煮、过滤、离心、浓缩至生药浓度分别
为低浓度１５ｇ／ｍＬ，高浓度３０ｇ／ｍＬ，由福建中医
药大学附属人民医院制剂室提供。阿托伐他汀购于

美国辉瑞公司。

１１３　主要试剂盒与仪器　ＤＭＥＭＦ１２培养基、胎
牛血清、０２５％胰酶购于美国 ＧＩＢＣＯ公司；人氧化
低密度脂蛋白购于英国 ＡｂＤＳｅｒｏｔｅｃ公司；ＥＬＩＳＡ试
剂盒由武汉博士德生物工程有限公司提供，ＣＸＣＬ１６
批号：ＥＫ０１６５，ＣＤ３６批号：ＥＫ０２８４，ＩＦＮγ批号：
ＥＫ０３７５，ＩＬ６批号：ＥＫ０４１２，ＴＮＦα批号：ＥＫ０５２７；
ＴＲＩＺＯＬ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣＸＣＬ１６ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＦＧ１２）、ＣＤ３６ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｈ３００）购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
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Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＰＣＲ所用引物由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司 合 成。酶 标 仪 （型 号：ＤＥＮＬＥＹ ＤＲＡＧＯＮ
ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３）、洗板机（型号：Ｗｅｌｌｗａｓｈ４ＭＫ２）购
于芬兰 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＰＣＲ仪（型号：ＰＴＣ２２５Ｐｅｌｔｉｅｒ
Ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ）生产厂家为 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｃ，
Ｗａｌｔｈａｍ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ；荧光定量 ＰＣＲ仪（型号：
ＣＦＸ９６）生产厂家为美国 ＢＩＯＲＡＤ公司；高效液相
色谱仪（型号：Ｗａｔｅｒｓ２６９５）生产厂家为美国沃特斯
公司。

１２　方法
１２１　肾康灵含药血清的制备　健康清洁级ＳＤ系
大鼠５０只，按体质量分层随机化原则分为空白组
（１０只），肾康灵低浓度组（２０只），肾康灵高浓度组
（２０只）。肾康灵低、高浓度组分别以低、高浓度的
肾康灵浓液１ｍＬ／１００ｇ灌胃，空白组予生理盐水灌
胃，２次／ｄ，连续７ｄ。７ｄ后，肾康灵低、高浓度组各
随机取２只大鼠测含药血清浓度。根据含药血清浓
度情况，延长给药时间至１４ｄ、２１ｄ。在末次给药２
ｈ后乙醚麻醉，腹主动脉采血，４℃静置４ｈ，３５００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，灭活、过滤、分装，－２０℃保存。
１２２　含药血清的测定　取上述收集的血清样品３
ｍＬ，于３７℃恒温水浴中快速冻融，加５％的高氯酸
沉蛋白，－４℃下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，血清
样品分层为上清液和下层蛋白，取上清液７００μＬ进
行固相萃取ＳＰＥ，经活化、蒸馏水洗柱、加样、淋洗和
洗脱后，采用电喷雾离子化（ＥＳＩ）方式进行ＨＰＬＣ检
测。具体的色谱条件如下：１）质核比范围：１００～１
５００ｍ／ｚ。２）正离子模式：毛细管电压（２９７ｋＶ），锥
孔电压（７０００Ｖ）；负离子模式：毛细管电压（２５０
ｋＶ），锥孔电压（５０００Ｖ）。３）采用 Ｍａｓｓｌｙｎｘ４００
软件（Ｗａｔｅｒｓ公司提供）处理和分析数据：记录色谱
峰的峰面积，并分析峰面积的变化情况。

１２３　系膜细胞的培养　ＭＣｓ常规培养于含１０％
胎牛血清（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭＦ１２
（ｄｕｌｂｃｃｏｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｓｍｅｄｉｕｍ／ｎｕｔｒｉｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅ
Ｆ１２ｈａｍｓ）培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中孵
育，２～４ｄ换液传代１次，取４～６代细胞用于正式
实验。

１２４　ＭＴＴ法检测 ＭＣｓ的增殖率　用移液枪将混
匀的ＭＣｓ接种于 ９６孔板中，每孔体积为 １５０μＬ。
分别加入 ６２５μｇ／ｍＬ、１２５μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ、５０
μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ等不同浓度的 ｏｘＬＤＬ刺激，培
养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ。要求每个浓度组３个复孔，重复
实验３次。培养 ２４ｈ后，轻轻吸净培养板上培养

液，用无血清培养液清洗１次，每孔加入 ＭＴＴ溶液
（０５ｍｇ／ｍＬ）２００μＬ，继续孵育３０ｍｉｎ后终止培养，
小心吸弃孔内培养上清。每孔加入ＤＭＥＭＦ１２（２００
μＬ），振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。选择４９０ｎｍ
波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度值（ＯＤ
值）。

１２５　实验分组　取对数生长期的 ＭＣｓ接种于６
孔板，培养 ２４ｈ待细胞达到亚融合状态，换用含
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭＦ１２培养液继续孵育２４ｈ，使所
有ＭＣｓ生长同步化，随后按随机数表法分为７组观
察：１）正常对照组：ＤＭＥＭＦ１２培养液；２）ｏｘＬＤＬ
组：ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）；３）
ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）＋ＣＸ
ＣＲ６；４）肾康灵低浓度组：ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘ
ＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）＋肾康灵含药血清（５０μｇ／ｍＬ）；
５）肾康灵高浓度组：ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘＬＤＬ
（１００μｇ／ｍＬ）＋肾康灵含药血清（１００μｇ／ｍＬ）；６）
阿托伐他汀低浓度组：ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘＬＤＬ
（１００μｇ／ｍＬ）＋阿托伐他汀（５０μｍｏｌ／Ｌ）；７）阿托伐
他汀高浓度组：ＤＭＥＭＦ１２培养液 ＋ｏｘＬＤＬ（１００
μｇ／ｍＬ）＋阿托伐他汀（１００μｍｏｌ／Ｌ）。以上各组标
本培养２４ｈ后收集各组细胞及上清液。每组实验
细胞重复培养６次。
１２６　ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＣｓ的 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮ
γ、ＩＬ６、ＴＮＦα含量　每孔各加入标准品或待测样品
１００μＬ，将反应板充分混匀后置３７℃１２０ｍｉｎ。用
洗涤液将反应板充分洗涤４～６次，向滤纸上印干。
每孔中加入第一抗体工作液１００μＬ。将反应板充
分混匀后置３７℃ ６０ｍｉｎ。再次洗板（同前）。每孔
加酶标抗体工作液 １００μＬ。将反应板置 ３７℃３０
ｍｉｎ。再洗板（同前）。每孔加入底物工作液 １００
μＬ，置３７℃暗处反应１５ｍｉｎ。每孔加入１００μＬ终
止液混匀。３０ｍｉｎ内用酶标仪在４５０ｎｍ处测吸光
值。

１２７　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ法检测 ＭＣｓ的 ＣＸＣＬ１６、
ＣＤ３６的ｍＲＮＡ　１）ＴＲＩＺＯＬ法提取ＭＣｓ的ＲＮＡ；２）
ＲＴ（逆转录）反应；３）ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应：以 ｃＤＮＡ
为模板，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ为荧光标记物，以 ＡＢＩＰＲＩＳＭ
７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ进行实时荧光定量ＰＣＲ
测定。反应条件为９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ循环４０次，
６０℃３４ｓ循环４０次，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃
１５ｓ。以 ＧＡＰＤＨ为内参照，检测 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的
表达。扩增后目的基因相对表达量 ＝２（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ＣｔＧＡＰＤＨＣｔ）。公式中 Ｃｙｔｏｋｉｎｅ指目的基因，Ｃｔ
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（ＣｙｃｌｅＴｈｒｅｓｈｏｌｄ）指循环阈值：目的基因ｃＤＮＡ达到
指数扩增时的循环数。引物序列见表１。
１２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＣｓ的 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６
蛋白含量　提取 ＭＣｓ总蛋白；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳；转
膜；封闭；一抗；二抗；化学发光，显影，定影：将洗好

的膜取出，放在Ｘ线片夹中，用滤纸小心吸干表面水
分。然后将显影液Ａ和 Ｂ等体积混合，并滴向目的
条带，盖上塑料膜。在暗室中把Ｘ线片放在膜上，曝
光１ｍｉｎ（在暗室中操作，而且避光）。曝光后的胶片
冲洗出。将胶片进行扫描。

表１　ＰＣＲ引物序列、长度和循环温度

扩增基因 引物序列（５３） 产物长度 循环温度

ＣＸＣＬ１６ Ｆ：ＴＧＴＴＧＧＣＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧ １３２ｂｐ ６０
Ｒ：ＡＧＣＧＡＣＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＴＴＧＣ

ＣＤ３６ Ｆ：ＴＧＧＴＧＣＡＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＧＴ ９５ｂｐ ６０
Ｒ：ＡＧＣＡＴＧＴＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣＣ ２８５ｂｐ ６０
Ｒ：ＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧ

１２９　统计学处理　计量资料数据均以（珋ｘ±ｓ）表
示，用ＳＰＳＳ１３０统计软件进行统计分析，组间比较
采用单因素方差（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜００５认为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　肾康灵含药血清的测定　采用 ＨＰＬＣ法检测
大鼠灌胃７ｄ、１４ｄ、２１ｄ后收集的血清中目标化合
物的色谱峰的峰面积，结果表明：７ｄ、１４ｄ时低浓
度、高浓度肾康灵组的大鼠含药血清峰面积增加，而

第１４天增加最显著，第２１天峰面积出现下降（见图
１）。将低浓度、高浓度肾康灵组与空白组的色谱图相
比较发现３个差异峰，与药材色谱图比对发现：保留
时间为Ｔ２５５ｍｉｎ的色谱峰可能是药材所含的原型
成分，通过液相制备该样品，并行质谱分析，判断此成

分为马钱子苷，并将此成分作为本研究控制的目标成

分（见图２、３、４、５、６）。
２２　ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞的增殖曲线　采用
ｏｘＬＤＬ（０μｇ／ｍＬ、６２５μｇ／ｍＬ、１２５μｇ／ｍＬ、２５μｇ／
ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ）分别作用于大鼠肾小球系
膜细胞２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后用ＭＴＴ法检测，测定吸光度
值（ＯＤ值）。结果显示ｏｘＬＤＬ对系膜细胞的增殖作
用具有浓度依赖性，干预浓度为２５μｇ／ｍＬ时，系膜细
胞的吸光度值开始增加，浓度达１００μｇ／ｍＬ时增加最
明显（Ｐ＜００１）（见图７）。因 ｏｘＬＤＬ对系膜细胞的
增殖作用不具有时间依赖性，无论是２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ
增殖率未发生显著改变，故以下的实验采用１００μｇ／

ｍＬ的ｏｘＬＤＬ干预系膜细胞２４ｈ。ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６
干预ＭＣｓ后增殖水平进一步得到提高。

图１　不同时间Ｔ２５５ｍｉｎ的色谱峰峰面积

图２　空白组色谱图

图３　低浓度组肾康灵色谱图

图４　高浓度组肾康灵色谱图

２３　ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＣｓ表面的 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的
含量　ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，分别采用
不同浓度的肾康灵含药血清及阿托伐他汀干预，通

过ＥＬＩＳＡ法检测其表面 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６含量，结果
发现：ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，ＣＸＣＬ１６、
ＣＤ３６表达水平显著升高（Ｐ＜００１），用 ｏｘＬＤＬ干
预２ｈ后加入ＣＸＣＲ６受体，ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６表达水平
进一步升高（Ｐ＜００１），使用两种不同浓度的肾康
灵含药血清及阿托伐他汀干预治疗后，各治疗组均
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能显著降低ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６水平（Ｐ均＜００１），而肾
康灵高浓度组降低ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６含量明显优于肾
康灵低浓度组 （Ｐ均 ＜００１），阿托伐他汀高浓度
组降低ＣＸＣＬ１６含量明显优于阿托伐他汀低浓度组
（Ｐ＜００１）。见表２、图８。

图５　药材的典型色谱图

图６　低浓度、高浓度肾康灵组与空白组比较图

图７　不同浓度的ｏｘＬＤＬ诱导系膜细胞增殖情况

图８　ＥＬＩＳＡ法检测ＭＣｓ的ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６含量

２４　ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＣｓ表面的 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα
的含量　ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，分别采
用不同浓度的中药肾康灵及阿托伐他汀干预，通过

ＥＬＩＳＡ法检测其表面 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα的含量，结
果发现：ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，ＩＦＮγ、
ＩＬ６、ＴＮＦα的表达水平显著升高（Ｐ均 ＜００１），ｏｘ
ＬＤＬ干预２ｈ后加入 ＣＸＣＲ６受体，ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦ

α的表达水平进一步升高（Ｐ均 ＜００１），使用两种
不同浓度的肾康灵含药血清及阿托伐他汀干预治疗

后，各治疗组均能显著降低 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα水平
（Ｐ均 ＜００１），其中肾康灵高浓度组降低 ＩＦＮγ、
ＩＬ６、ＴＮＦα含量更为显著（Ｐ均 ＜００１），阿托伐他
汀高浓度组降低 ＴＮＦα的作用明显优于阿托伐他
汀低浓度组（Ｐ＜００１）。见表３、图９。

图９　ＥＬＩＳＡ法检测ＭＣｓ的ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα含量

图１０　ＲＴＰＣＲ法检测ＭＣｓ的ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６基因水平

图１１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６蛋白含量

２５　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果　采用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检
测其表面ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的 ｍＲＮＡ水平，结果发现：
ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的
基因水平显著升高（Ｐ均 ＜００１），用 ｏｘＬＤＬ干预２
ｈ后加入ＣＸＣＲ６受体，ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的基因水平进
一步升高（Ｐ均 ＜００１）；使用两种不同浓度的肾康
灵含药血清及阿托伐他汀干预治疗后，各治疗组均

能显著降低ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的基因水平（Ｐ＜００１或
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表２　ＥＬＩＳＡ法检测系膜细胞的ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６含量

分组 ＣＸＣＬ１６（ｎｇ／ｍＬ） ＣＤ３６（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 ２８２±０５７ １９３±０４５
ｏｘＬＤＬ组 １２１９±１６４ ８１９±１４３

ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组 １５６９±０６３△△ １３１４±０９０△△

肾康灵低浓度组 ７６７±０７１△△▲▲ ５９１±１０２△△▲▲

肾康灵高浓度组 ５３５±０７９△△▲▲□□ ３５２±０５７△△▲▲□□

阿托伐他汀低浓度组 ７９３±０７３△△▲▲■■ ５７７±１０８△△▲▲■■

阿托伐他汀高浓度组 ６１０±０７１△△▲▲□□ ５２１±０５８△△▲▲■■

　　注：ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ：Ｐ＜００１，与正常对照组比较；△△Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ组比较；▲▲Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组比较；□□Ｐ＜

００１，与肾康灵低浓度组比较；■■Ｐ＜００１，与肾康灵高浓度组比较。

表３　ＥＬＩＳＡ法检测系膜细胞ＩＦＮ、ＩＬ６、ＴＮＦα的含量

ＩＦＮγ（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）

正常对照组 １５６８４±１４６０ １５１６１±２１６２ １５７０５±１８０９
ｏｘＬＤＬ组 ５１６２７±５２８０ ４６２５４±３６４８△△ ４６１３０±２３２

ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组 ５９９１０±１７８０△△ ５３１２３±２７６２△△ ５２９１９±１２８０△△

肾康灵低浓度组 ３６０７３±６２８４△△▲▲ ３５１８４±２５９４△△▲▲ ３４２８９±２７８５△△▲▲

肾康灵高浓度组 ２６３３８±４７４６△△▲▲□□ ２３７７２±２８１０△△▲▲□□ ２２６６６±２１３３△△▲▲□□

阿托伐他汀低浓度组 ３７３５５±６０２６△△▲▲■■ ３４４９５±３０１１△△▲▲■■ ３４０５６±２４９４△△▲▲■■

阿托伐他汀高浓度组 ３４３４６±４０３２△△▲▲■■ ３１１８６±４６２２△△▲▲□□■■ ２６３３８±２８５０△△▲▲□□■■

　　注：ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ：Ｐ＜００１，与正常对照组比较；△△Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ组比较；▲▲Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组比较；□□Ｐ＜

００１，与肾康灵低浓度组比较；■■Ｐ＜００１，与肾康灵高浓度组比较。

表４　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测系膜细胞ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６基因水平

分组 ＣＸＣＬ１６ ＣＤ３６

正常对照组 ２２４８±０９０ １８５０±３６５
ｏｘＬＤＬ组 ４９９３±６９９ ５３８±５０８

ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组 ６３００±２９９△△ ６８６２±０８８△△

肾康灵低浓度组 ３６７８±４７７△△▲▲ ３９６７±３０８△△▲▲

肾康灵高浓度组 ２８２５±３９５△△▲▲□□ ２６３７±６０８△△▲▲□□

阿托伐他汀低浓度组 ３７８２±８２２△△▲▲■■ ３６０９±１０８５△△▲▲■■

阿托伐他汀高浓度组 ３７７８±６２５△△▲▲■■ ３１５５±３７２△△▲▲□□■

　　注：ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ：Ｐ＜００１，与正常对照组比较；△△Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ组比较；▲▲Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组比较；□□Ｐ＜

００１，与肾康灵低浓度组比较；■■Ｐ＜００１，■Ｐ＜００５，与肾康灵高浓度组比较。

表５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测系膜细胞ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６蛋白含量（％）

分组 ＣＸＣＬ１６ ＣＤ３６

正常对照组 １２２０５±１１７ １１８５０±３６６
ｏｘＬＤＬ组 １７４３７±１６１１ １６２１３±１５０

ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组 １８７２０±２７４△△ １７６５７±２１９△△

肾康灵低浓度组 １３６７８±４７７△△▲▲ １３９６７±３０８△△▲▲

肾康灵高浓度组 １２８２５±３９５△△▲▲ １２６３７±６０８△△▲▲□□

阿托伐他汀低浓度组 １４０３７±１６３１△△▲▲■ １３６５０±３６９△△▲▲■

阿托伐他汀高浓度组 １３７７８±６２５△△▲▲■ １３１５５±３７２△△▲▲□

　　注：ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５，与正常对照组比较；△△Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ组比较；▲▲Ｐ＜００１，与 ｏｘＬＤＬ＋ＣＸＣＲ６组比

较；
□□Ｐ＜００１，□Ｐ＜００５，与肾康灵低浓度组比较；■Ｐ＜００５，与肾康灵高浓度组比较。

Ｐ＜００５），其中肾康灵高浓度组降低 ＣＸＣＬ１６、
ＣＤ３６的基因水平最为显著（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５），
阿托伐他汀高浓度组降低ＣＤ３６水平明显优于肾康
灵低浓度组和阿托伐他汀低浓度组（Ｐ＜００１或 Ｐ

＜００５）。见表４、图１０。
２６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测 ＭＣｓ表面 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６
蛋白含量　ｏｘＬＤＬ诱导大鼠系膜细胞增殖后，ＣＸ
ＣＬ１６、ＣＤ３６的蛋白含量显著升高（Ｐ均＜００１）；ｏｘ
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ＬＤＬ干预 ２ｈ后加入 ＣＸＣＲ６受体，ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６
的蛋白含量进一步升高（Ｐ均 ＜００１），使用两种不
同浓度的肾康灵含药血清及阿托伐他汀干预治疗

后，各治疗组均能显著降低 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６的蛋白
含量（Ｐ均＜００１），肾康灵高浓度组 ＣＸＣＬ１６的蛋
白含量明显低于阿托伐他汀低浓度组、阿托伐他汀

高浓度组（Ｐ均 ＜００５），肾康灵高浓度组 ＣＤ３６的
蛋白含量明显低于肾康灵低浓度组、阿托伐他汀低

浓度组（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），阿托伐他汀高浓度
组 ＣＤ３６的含量明显低于肾康灵低浓度组（Ｐ＜
００５）。见表５、图１１。
３　讨论

ＰＮＳ是儿科常见的肾小球疾病。１６岁以下儿
童发病率报道不一（１／１０万 ～３／１０万），８０％的患
儿对激素治疗敏感［１］，且病程中常表现为频繁复

发，严重影响患儿身心健康。以往认为小儿 ＰＮＳ病
理类型表现多样，但以微小病变型最为多见。现代

研究表明：反复迁延不愈的 ＰＮＳ患儿往往可表现为
系膜增生性肾小球肾炎、局灶节段硬化性肾小球肾

炎、膜增生性肾小球肾炎或硬化性肾炎。而小儿

ＰＮＳ在各种病理类型表现中常伴有不同程度的系膜
细胞增生和系膜基质增多。ｏｘＬＤＬ可与细胞膜上
的受体结合，沉积于肾脏固有细胞内，促使其释放各

种因子，最终引起肾小球系膜细胞增生和细胞外基

质沉积，从而导致肾小球纤维化，甚至引起终末期肾

损伤［２］，因此ｏｘＬＤＬ被认为是肾脏损伤中的关键性
递质［３］。肾小球硬化是判断小儿 ＰＮＳ预后的重要
因素之一，故抑制系膜细胞增殖从而延缓 ＰＮＳ患儿
肾小球硬化的慢性进展是当前临床肾病医师急需解

决的关键问题。

ＣＸＣＬ１６是２１世纪初新发现的 ｏｘＬＤＬ细胞表
面受体，参与相关的生物学效应，被命名为结合磷脂

酰丝氨酸和氧化脂蛋白的清道夫受体（ＳＲＰＳＯＸ，
ＳｃａｖｅｎｇｅｒＲｅｃｅｐｔｏｒｔｈａｔＢｉｎｄｓＰｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅａｎｄ
ＯｘｉｄｉｚｅｄＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ）［４］。其表达于树突状细胞、脾
脏红髓细胞和脾脏白髓的 Ｔ细胞区及淋巴结中，而
它在胸腺中的表达细胞仅限于髓质中，淋巴结和脾

脏中的Ｂ细胞区均不表达［５］。ＣＸＣＬ１６既具有清道
夫受体功能，又具有趋化因子的功能，成为疾病治疗

中具有十分重要意义的靶分子，在免疫调节中可能

具有双重作用［６］。ＣＸＣＬ１６调控炎性反应、组织损
伤和纤维化［７］。ＣＸＣＬ１６在血管紧张素ＩＩ导致的肾
损伤和纤维化的发病机制中起着关键作用，是通过

调节巨噬细胞和 Ｔ细胞浸润以及骨髓成纤维细胞

积累［８］。血浆 ＣＸＣＬ１６的水平随着慢性肾脏疾病
（ＣｈｒｏｎｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）早期到终末期的进
展而逐渐升高，并且与肾功能的变化具有相关性，由

此证明 ＣＸＣＬ１６可能是 ＣＫＤ进展的生物标志
物［９－１０］。ＣＤ３６是一种 Ｂ型清道夫受体，位于多种
细胞表面的。ＣＤ３６作为一种表面受体，能与潜在的
转化生长因子 β（ＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＢｅｔａ，
ＴＧＦβ）相互作用，并将其致纤维化作用的生物活性
激活［１１］。Ｙａｍａｓｈｉｔａ［１２］等研究表明ＣＤ３６在血小板、
单核巨噬细胞、微血管内皮细胞、脂肪组织、骨骼肌

和心脏中表达，对 ＣＤ３６缺陷患者进行研究并确定
了几种ＣＤ３６基因突变类型，指出ＣＤ３６的表达缺陷
型巨噬细胞与 ｏｘＬＤＬ的结合减少５０％，从而证明
ＣＤ３６是ｏｘＬＤＬ的主要受体之一。ＣＤ３６在慢性移
植物抗宿主病（ＣｈｒｏｎｉｃＧｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔＤｉｓｅａｓｅ，
ｃＧＶＨＤ）免疫球蛋白 Ｆｃ段受体 γ链（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎＦ（ｃ）ｒｅｃｅｐｔｏｒγｃｈａｉｎ，Ｆ（ｃ）Ｒγ）基因敲除大鼠的
脂蛋白肾小球病（ＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＧｌｏｍｅｒｕｌｏｐａｔｈｙ，ＬＰＧ）
的进展中扮演了重要角色［１３］。ＣＤ３６的表达可能参
与肾组织的各种损伤［１４］。Ｓｕｓｚｔａｋ［１５］等在研究人类
糖尿病肾病的发病机制中发现，清道夫受体 ＣＤ３６
的表达伴随近端肾小管上皮细胞凋亡以及小管上皮

细胞变性，高糖环境刺激近端肾小管上皮细胞可表

达ＣＤ３６。激活的 ＣＤ３６和 Ｎａ／ＫＡＴＰａｓｅ促进慢性
炎性反应的发展，氧化应激以及肾脏纤维化［１６］。

本实验研究表明，ｏｘＬＤＬ对系膜细胞的增殖作
用不具有时间依赖性，但具有浓度依赖性，当 ｏｘ
ＬＤＬ的浓度为１００μｇ／ｍＬ时诱导系膜细胞的增殖
率达最高峰，使 ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα
水平显著升高（Ｐ＜００１），故认为 ｏｘＬＤＬ可诱导
ＭＣｓ的增生，促进ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６
等炎性反应因子的释放，而ＣＸＣＲ６受体介导这一过
程。从而加重肾小球损伤，故ｏｘＬＤＬ被认为是肾脏
损伤中的关键性递质。采用中药肾康灵干预治疗后

发现，可明显降低ＣＸＣＬ１６、ＣＤ３６、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα
的含量或基因水平，并呈浓度依赖性降低，抑制系膜

细胞的增殖，并且比阿托伐他汀治疗组降低更显著，

故可认为肾康灵通过抑制炎性反应递质的释放，从

而保护系膜细胞的功能。

ＰＮＳ患儿存在中医辨证“肾虚血瘀”的病理改
变，在中医辨证分型中表现以肝肾阴虚、脾肾阳虚为

主，其次为湿热内蕴和肾虚血瘀，气阴两虚较少见，

而肾虚血瘀常贯穿始终。分别应用中医中药辨证施

治小儿ＰＮＳ，肝肾阴虚、湿热内蕴和肾虚血瘀３型疗
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效较好，肾虚血瘀为最佳，有效率达８８８９％［１７－２０］。

故肾病的治疗应紧扣“本虚标实”病机，治宜益肾活

血为主。益肾活血中药肾康灵方中黄芪补气升阳、

利水消肿、益气行血，生地黄清热凉血、益肾活血，二

药共为君药，主益肾活血；山茱萸补益肝肾、收敛固

涩，山药益气养阴、补脾肾、固肾精，牡丹皮活血凉

血，三七活血化瘀止血。全方共奏益肾气、行气血、

化瘀血之功效。中药肾康灵应用于临床治疗 ＰＮＳ
已有二十余年，取得显著疗效，益肾活血法疗效明显

优于单纯益肾法和单纯活血法，在本研究中通过结

合现代分子生物学技术，证实肾康灵可抑制 ＣＸ
ＣＬ１６、ＣＤ３６的释放，进而减少 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα等
炎性反应递质的分泌，有效地抑制系膜细胞的增殖

而发挥其保护作用。
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