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大黄素对 ＴＧＦβ１诱导的 ＮＲＫ４９Ｆ细胞增殖的影响
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摘要　目的：研究大黄素对ＴＧＦβ１诱导的肾成纤维细胞株（ＮＲＫ４９Ｆ）增殖以及降低 ＦＮ（纤连蛋白），ＣｏｌＩ（Ｉ型胶原蛋
白），Ｓｍａｄ２／３蛋白及基因表达的机制。方法：采用ＣＣＫ８法检测不同浓度大黄素对 ＮＲＫ４９Ｆ细胞增殖情况的影响；终浓
度为２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的大黄素处理ＮＲＫ４９Ｆ细胞３０ｍｉｎ后，模型组和观察组均以 ＴＧＦβ１以５ｎｇ／ｍＬ的终浓度刺激
２４ｈ，并收集细胞，蛋白质免疫印迹技术（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白表达水平，实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ）检测ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３ｍＲＮＡ表达。结果：模型组 ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白和基因的表达明显增加，大黄素含
药血清组能抑制ＮＲＫ４９Ｆ细胞增殖，且抑制ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白和的表达（Ｐ＜００５）。大黄素浓度越高，抑制作用越
明显，成一定的量效关系。结论：大黄素干预后，可改善肾纤维化程度，保护ＮＲＫ４９Ｆ细胞模型损伤。
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　　肾纤维化是一切慢性肾脏疾病（ＣｈｒｏｎｉｃＫｉｄｎｅｙ
Ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）进展至终末期肾衰竭的共同通路，机
制非常复杂，已影响全球人类的健康，成为世界公共

卫生关注的主要关注点之一。我国 ＣＫＤ发病率达
１１％，患患者数已达１２亿。肾纤维化可以发展成
为慢性肾衰竭（ＣｈｒｏｎｉｃＲｅｎａｌＦａｉｌｕｒｅ，ＣＲＦ），而最终
结局是终末期肾脏病（ＥｎｄｓｔａｇｅＲｅｎａｌＤｉｓｅａｓｅ，
ＥＳＲＤ）［１２］。肾纤维化以肾脏成纤维细胞活化、增
殖，进一步转化成为肌成纤维细胞，及细胞外基质

（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）在肾间质过度积聚，最终

导致肾功能丧失为特征［３］。中药由于其多环节、多

方位、多靶点的作用优点，在治疗肾纤维化方面具有

独特的优势。大黄素是中药大黄的有效单体成分之

一，它能抗菌消炎、抗肿瘤，不仅可抑制肾脏成纤维

细胞的活化增殖和ＥＣＭ的积聚，还能保护肾成纤维
细胞，减轻ＴＧＦβ１诱导的肾纤维化［４７］。转化生长

因子β１（ＴＧＦβ１）被认为是致纤维化因子之一，在
多组织器官纤维化中起重要作用［８］。近年来运用大

黄素治疗肾纤维化报道已屡见不鲜，并且都取得了

良好的疗效。本文采用 ＴＧＦβ１刺激大鼠肾脏成纤
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维细胞（ＮＲＫ４９Ｆ）模型，观察大黄素对 ＮＲＫ４９Ｆ细
胞增殖以及对 ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白及基因的影
响，探讨大黄素对肾脏纤维化的保护作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　ＮＲＫ４９Ｆ大鼠肾脏成纤维细胞株，
购自上海中科院细胞中心。大黄素（含量 ＞９８％），
溶解于二甲基亚砜（ＤｉｍｅｔｈｙｌＳｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）后制
成混悬液。将 ＮＲＫ４９Ｆ细胞置于含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基中，在含有５％ＣＯ２及饱和湿度的
３７℃恒温培养箱中连续培养。细胞隔天换液，每
２～３ｄ传代１次。待细胞生长培养至６０％～７０％，
胰酶消化并传代，取对数生长期细胞用于实验。

１１２　试剂与仪器　大黄素（Ｓｉｇｍａ，Ｅ７８８１）；ＴＧＦ
β１人重组蛋白（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）、ＤＭＥＭ培养
基、双抗（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；０２５％胰酶（美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，上海生
工有限公司）；Ｆｂｓ１００９９１４１胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶
抑制剂、磷酸酶抑制剂、ＰＭＳＦ、山羊抗兔二抗（威奥
生物技术有限公司）；ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，
０４５μｍ）；兔抗小鼠ＦＮＩｇＧ、ＣｏｌＩＩｇＧ、Ｓｍａｄ２／３ＩｇＧ
（英国Ａｂｃａｍ公司）。ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ２酶标仪（美国
Ｂｉｏｔｅｋ公司）；５８１０Ｒ台式离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；ＭｉｌｌＱＩｎｔｅｇｒａｌ３超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公
司）；二氧化碳培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＯＬＹＭ
ＰＵＳＩＸ７１倒置荧光显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；
ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅＦｌｕｏｒＣｈｅｍＭ全自动成像分析系统（美
国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司）；ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；荧光定量ＰＣＲ仪（罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０）。
１２　方法
１２１　大黄素存储液　精确称取大黄素５０ｍｇ，并
用１ｍＬＤＭＳＯ超声破碎溶解，加入４ｍＬ培养基稀
释，得到大黄素浓度３７ｍｍｏｌ／Ｌ储存，使用时稀释。
１２２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性　复苏 ＮＲＫ
４９Ｆ细胞，以每孔１００μＬ，４×１０４个细胞／ｍＬ接种于
９６孔板中，放入５％ ＣＯ２及３７℃培养箱中培养。待
细胞贴壁后，弃去上清液，向各孔加入 １００μＬ的
（２０、４０、８０、１６０、３２０）μｍｏｌ／Ｌ大黄素进行实验，每组
平行设置５个复孔，并设空白对照组。加入各浓度
大黄素培养１２、２４ｈ后，滴加１０μＬＣＣＫ８，用酶标
仪测定４５０ｎｍ波长处的吸光度 ＯＤ值，计算细胞抑
制率＝（１－Ａ检验组／Ａ空白组）×１００％。
１２３　细胞培养及分组　细胞分为５组：空白对照

组、模型组（ＴＧＦβ１５ｎｇ／ｍＬ）、大黄素组（２０、４０、
８０μｍｏｌ／Ｌ）。取对数生长期的 ＮＲＫ４９Ｆ细胞株，胰
酶消化，并以 ２×１０６个／ｍＬ的密度接种于六孔板
中，细胞生长至６０％～７０％时，用无血清的培养基培
养细胞 ２４ｈ，观察组分别加入终浓度为 ２０、４０、
８０μｍｏｌ／Ｌ的大黄素３０ｍｉｎ后，模型组和观察组都
加入终浓度为５ｎｇ／ｍＬ的ＴＧＦβ１刺激２４ｈ，使每组
的总体积为 ２ｍＬ，然后收集细胞做蛋白印迹和
ｑＰＣＲ分析。
１２４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测蛋白表达　药物干预２４ｈ
后，弃去上清液，并用 ＰＢＳ漂洗３次，ＲＩＰＡ裂解液：
ＰＭＳＦ＝５０∶１的比例，在冰上裂解细胞５ｍｉｎ，４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后收集细胞。超声破碎细
胞收取上清液，并通过ＢＣＡ方法测定蛋白浓度并定
量。每份样品蛋白上样量均为 ４０μｇ，蛋白 ｍａｒｋｅｒ
５μＬ，电泳８０Ｖ１２０ｍｉｎ后，湿转２５０ｍＡ转膜２ｈ，
蛋白被转移到０４５μｍ的 ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶
粉室温封闭１ｈ，分别与 ＦＮ（ａｂ２４１３，１∶５００），ＣｏｌＩ
（ａｂ３４７１０，１∶５０００），Ｓｍａｄ２／３（ａｂ６３６７２，１∶１０００），
ＧＡＰＤＨ（ｗｅｉａｏ，１∶２０００）一抗在４℃摇床孵育过夜。
第２天ＴＢＳＴ漂洗３次，１０ｍｉｎ／次，再加入二抗，室
温下孵育１ｈ，并用 ＴＢＳＴ漂洗３次，１０ｍｉｎ／次后曝
光。ＧＡＰＤＨ作为内参，ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值
分析。

１２５　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测基
因表达　按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂使用方法，提取各组细胞
的总 ＲＮＡ。酶标仪检测 ＲＮＡ浓度及纯度，确保
Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ在 １８～２０为合格，表明 ＲＮＡ未降
解。将 ＲＮＡ逆转录 ｃＤＮＡ，反应条件为 ３７℃
１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。采取２０μＬ体系，ＰＣＲ扩增反应：
９５℃３０ｓ预变性，９５℃５ｓ变性，６０℃３４ｓ退火延
伸，４０个循环。引物由上海生工生物工程有限公司
合成（引物序列见表１）。结果用２－△△Ｃｔ进行数据分
析，△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参基因，△△Ｃｔ＝△Ｃｔ
大黄素组 －△Ｃｔ空白对照组，各组 ｍＲＮＡ的相对表
达量＝２－△△Ｃｔ，其中空白对照组的数值设为１。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２３０统计软件进行数
据分析。所有数据均以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组之间均数比较，满足正态分布和方差齐性则采用单

因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），如果进一步比较采
用ＬＳＤ法，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　对 ＮＲＫ４９Ｆ细胞增殖的影响　与空白对照组
比较，浓度为１６０、３２０μｍｏｌ／Ｌ的大黄素对ＮＲＫ４９Ｆ
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表１　引物序列

引物 上游序列（５′３′） 下游序列（５′３′）

ＦＮ ＡＣＣＡＡＧＴＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧＣＧＴＣＴＡＴＧＣ ＣＡＧＴＧＡＴＣＧＴＣＴＣＴＧＴＣＴＴＣＧＴＴＣＴＣ
ＣｏｌＩ ＴＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＡＴＧＣ ＴＧＣＧＴＣＴＧＧＴＧＡＴＡＣＡＴＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧ
Ｓｍａｄ２ ＧＣＣＡＧＡＣＣＴＴＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧ ＴＡＧＴＣＡＴＣＣＡＧＡＧＧＣＧＧＣＡＧＴＴＣ
Ｓｍａｄ３ ＴＣＣＴＧＧＣＴＡＣＣＴＧＡＧＴＧＡＡＧＡＴＧＧ ＴＧＧＴＴＣＡＧＣＴＣＧＴＡＧＴＡＧＧＡＧＡＴＧＧ
ＧＡＰＤＨ ＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ ＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣ

表２　大黄素对ＮＲＫ４９Ｆ细胞增殖Ａ的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 １２ｈ ２４ｈ

空白对照 ０９８±００８ ０９８±００３
大黄素（μｍｏｌ／Ｌ）
　２０ ０９８±０１８ ０９７±０１４
　４０ ０９６±０１３ ０９４±０１１
　８０ ０９２±０１６ ０９１±００９
　１６０ ０６８±０１５ ０６３±０１２
　３２０ ０５６±０１１ ０５２±０１１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，
△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

细胞有明显的抑制作用；浓度为２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ
的大黄素对 ＮＲＫ４９Ｆ细胞活性无显著影响。因此
选用２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ用于后续实验。见表２。
２２　大黄素对 ＴＧＦβ１诱导下 ＮＲＫ４９Ｆ细胞 ＦＮ，
ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白表达的影响　与空白对照组比
较，经 ＴＧＦβ１刺激的模型组细胞增殖，ＦＮ，ＣｏｌＩ，
Ｓｍａｄ２／３蛋白都较对照组高表达（Ｐ＜００１）。而与
模型组比较，各浓度大黄素均可下调 ＦＮ，ＣｏｌＩ，
Ｓｍａｄ２／３蛋白表达，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
图１和表３。

图１　对ＴＧＦβ１诱导的ＮＲＫ４９Ｆ细胞蛋白表达的影响

表３　不同浓度的大黄素对ＴＧＦβ１诱导下ＮＲＫ４９Ｆ
细胞蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＦＮ／ＧＡＰＤＨ ＣｏｌＩ／ＧＡＰＤＨ Ｓｍａｄ２／３／ＧＡＰＤＨ

空白对照组 ０８３±００１ ０２２±００２ ０１２±００１
模型组 １３０±０１０ ０７２±００９ １６５±０１５

大黄素（μｍｏｌ／Ｌ）
　２０ １１０±００７△ ０３７±００８△△ １５５±０１４
　４０ １００±００５△△ ０３５±００６△△ ０７８±００８△△

　８０ ０９０±００４△△ ０２４±００５△△ ０１８±００３△△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，
△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２３　大黄素对 ＴＧＦβ１诱导下 ＮＲＫ４９Ｆ细胞 ＦＮ，
ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２，Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表达水平的影响　与
空白对照组比较，ＴＧＦβ１刺激后的 ＮＲＫ４９Ｆ细胞
分泌的ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２，Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ表达均上调
（Ｐ＜００１）；与模型组比较，各浓度大黄素给药组均
可明显抑制 ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２，Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ的表
达，且大黄素给药浓度越大，相关基因表达量越低

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见表４。
３　讨论

肾功能的恶化程度与肾间质纤维化程度密切相

关。肾纤维化是一种多信号通路传导、多细胞因子

介导、多因素驱动的慢性肾病，包括肾间质纤维化、

肾小球和肾小管硬化，最终都将发展成为慢性肾衰

竭［９］。肾纤维化的典型病理特征是间质成纤维细

胞增殖，系膜增厚，固有细胞数量减少和 ＥＣＭ过度
沉积。肾小球毛细血管因此损伤，血流量减少，肾小

球毛细血管硬化，微循环出现障碍，最终肾脏萎缩、

表面凹凸不平及变硬，出现肾脏结构被破坏及功能

丧失［１０１２］。肾脏纤维化是由多种原因导致细胞外

基质过度沉积而引起，超过了其自身的代偿能力，造

成肾脏不可逆的肾脏病变。

在中医学中并无“肾纤维化”的病名，属于“关

格”“水肿”“腰痛”“淋证”等范畴。病因为正气不

足，又感受外邪。其发病机制主要表现在“虚、湿、

瘀、毒”４方面，其中“虚”是肾纤维化的起始因素，
“湿”和“瘀”是病理基础，“毒”是加重肾纤维化的

重要方面。近些年一些专家学者提出肾纤维化与肾

络微型积理论，微型积与气虚、气滞、血瘀等密

切相关。气虚或气运不畅通，气虚可致瘀，气滞也致

瘀，肾脏脉络瘀阻，久瘀则积。肾主水，一旦肾脏受

损，不可避免地导致水液代谢失调，津液不畅，湿邪

与毒邪内停。日久成痰，痰伏于肾络，日久积聚生成

痰毒、瘀毒，而导致微型积［１３］。

肾脏固有的成纤维样细胞包括系膜细胞、间质

成纤维细胞等，其中 ＴＧＦβ１是重要的诱导因素，肾
纤维化进展的多种途径可诱导成纤维细胞激活为肌

纤维母细胞表型。ＴＧＦβ１可以诱导成纤维细胞增
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表４　不同浓度的大黄素对ＴＧＦβ１诱导下ＮＲＫ４９Ｆ细胞基因表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＦＮ ＣｏｌＩ Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ３

空白对照组 １００ １００ １００ １００
模型组 ９６３±１２５ １２３９±２８６ ２６７８±５２３ ２７９９±１７５

大黄素（μｍｏｌ／Ｌ）
　２０ ８７６±０９３△ １１２４±２４８△ ２４３０±３７５△ ２５４３±１８９△

　４０ ７３９±０８２△△ １０４８±２０５△△ ２１７５±３１３△△ ２２８３±１６２△△

　８０ ６５２±０２５△△ ９０２±１８９△△ ２０９５±１３４△△ ２１３７±１５９△△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

殖，胶原蛋白的产生，阻断 ＴＧＦβ１可以延缓肾纤维
化的进程［１４１７］。肌成纤维细胞能够分泌大量的

ＥＣＭ，包括 ＦＮ，ＣｏｌＩ等［１８］。ＴＧＦβ１刺激成纤维细
胞，一方面增加 ＥＣＭ成分合成，另一方面通过抑制
基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）表达来抑制 ＥＣＭ 降
解［１９２０］。ＴＧＦβ１能够直接增强肾小管上皮细胞间
充质细胞转分化，引起细胞外基质的异常积聚和肾

小球基底膜的增厚，导致肾纤维化［２１２２］。ＴＧＦβ１
有Ｉ型受体（ＴβＲＩ）、ＩＩ型受体（ＴβＲＩＩ）和 ＩＩＩ型受
体（ＴβＲＩＩＩ），其中 Ｓｍａｄ２／３是 ＴＧＦβ１通路下游的
重要递质，也是主要的效应蛋白，其在肾小球硬化和

肾间质纤维化中起着非常重要的作用［２３２６］。当

ＴＧＦβ１受体被激活时，ＰＳｍａｄ２和 ＰＳｍａｄ３可以
与Ｓｍａｄ４结合，复合物的形成转移到细胞核中以调
节下游基因转录［２７２８］。大黄素作为中药大黄活性

成分之一，是中药大黄蒽醌类物质，有减轻肾脏损伤

的功能，且具有显著的抗肾脏纤维化的作用［２９３１］。

Ⅰ型胶原蛋白是ＥＣＭ的主要成分，当机体保护炎性
反应受损的组织时，成纤维细胞异常性聚集活化，许

多细胞因子开始刺激成纤维细胞分泌胶原蛋白，诸

如Ｉ型胶原蛋白等等，因此说肾纤维化是 Ｉ型胶原
在肾小球和肾小管过度表达的最终结果［３２３４］。

本实验中，外源性的 ＴＧＦβ１刺激成纤维细胞
株活化，结果显示与空白对照组比较，模型组（单纯

ＴＧＦβ１刺激组）成纤维细胞大量增殖，ＦＮ，ＣｏｌＩ，
Ｓｍａｄ２／３蛋白及基因分泌明显增加。大黄素组较
模型组ＦＮ，ＣｏｌＩ，Ｓｍａｄ２／３蛋白及基因表达明显降
低，表明大黄素可以抑制ＮＲＫ４９Ｆ成纤维细胞的增
殖；且大黄素浓度越高，抑制作用越强，又说明大黄

素能够有效延缓慢性肾纤维化的进展。在后期研究

中，本课题组将对大黄素对其他胶原蛋白和ＴＧＦβ１
信号通路下游作进一步研究，以开发其在临床的应

用价值。
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