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当归红芪超滤物对顺铂诱导大鼠肾足细胞损伤的保护作用研究&
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#摘要$

!

目的
!

探究当归红芪超滤物"

=>F*=P

$对顺铂体外诱导大鼠肾足细胞损伤的保护作用%方法
!

本实验选取大鼠肾足细胞分为对照组&药物组&顺铂组及联合组!采用倒置相差显微镜观察顺铂对大鼠肾足细

胞生长的影响!利用实时细胞分析技术监测给予
=>F*=P

前&后细胞的生长指数"

GQ

$!流式细胞仪检测大鼠肾

足细胞的凋亡率%结果
!

顺铂对大鼠肾足细胞生长增殖具有明显抑制作用!联合组对顺铂诱导的大鼠肾足细

胞损伤具显著的保护作用'流式细胞仪显示!联合组大鼠肾足细胞凋亡率明显低于顺铂组凋亡率"

!

$

'4'$

$%

结论
!
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对顺铂诱导的体外大鼠肾足细胞损伤具有明显的保护作用%

#关键词$

!

当归红芪超滤物'大鼠肾足细胞'顺铂'凋亡
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作为常规化疗药物的顺铂在杀伤肿瘤细胞的同

时#对正常细胞及免疫系统也会产生不良反应#其中

肾毒性为其主要的不良反应(

!

)

$许多研究证实一些

中药成分发挥着提高机体免疫%保护细胞的作用#因

此#推测当归%红芪等中药材某些成分可能对机体细

胞起到一定保护作用$在肿瘤化疗过程中辅以当归

红芪超滤物!

=>F*=P

"以达到对化疗药物产生减毒

的效果#以保护正常细胞$本实验借助大鼠肾足细

胞#采用顺铂常规化疗#辅以超滤技术提取纯化的

=>F*=P

干预#阐明
=>F*=P

通过调控肾足细胞凋

亡的作用减轻肾毒性#为当归%红芪抗肿瘤的临床应

用提供一定的实验依据#现报道如下$

!

!

材料与方法

!4!

!

材料

!4!4!

!

细胞
!

大鼠肾足细胞株购自中国科学院上海

细胞生物研究所#经甘肃中医药大学中西医结合实验

室传代培养$

!4!4"

!

药物
!

中药红芪%当归均采自甘肃省岷县#经

!"!

重庆医学
('!"

年
!

月第
<;

卷第
(

期

&

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

;!<#'#::

",西北民族大学
('!:

年本科生科研创新项目资助!

\!:'$!

"$

!

作者简介&李竺娟

!

!""$%

"#在读本科#主要从事肿瘤基础研究$

!

"

!

通信作者#
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倒置相差显微镜观察不同分组肾足细胞的生长的代表图

甘肃中医药大学药学院生药学教研室鉴定&红芪是豆

科岩黄芪属植物多序黄芪的干燥根茎#当归为伞形科

植物的干燥根#

=>F*=P

参照本研究小组前期制作流

程和结果#由甘肃中医药大学科研实验中心与甘肃省

膜科学研究院联合制备$

!4!4#

!

试剂及仪器
!

倒置相差显微镜!日本
[W\Y*

LZF

",

E2@A+6&!!G[

(

培养箱!美国
E2@A+6

公司",

电动离心机!金坛市恒丰仪器厂",

FGF*(<

摇床!上海

市离心机械研究所",精密电子天平!北京赛多利斯仪

器系统有限公司",高糖培养基%

'4$R

胰蛋白酶%

EA-*

e61_*!''

%胎牛血清%

!''f

青霉素
*

链霉素溶液均为美

国
P

C

G.61@

公司产品,超净工作台%流式细胞仪%

)*

L.,0@!#

孔细胞检测板%

OG)WW-

B

@15@=EG>

实时细

胞功能分析仪 !艾森生物
*

杭州有限公司",顺铂

!

#̂'!<>;"

"上海谱振生物科技有限公司$

!4"

!

方法

!4"4!

!
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的制备
!

当归%红芪饮片以
!g$

的

比例混合#水煎煮两次#过滤水煎液并加热浓缩后#陶

瓷膜微滤浓缩液!技术参数为压力
'4(+L,

'

+

&

%温度

($h

#流量
!'W

.

2

%!

.

+

%(

"#选用截留相对分子量

为
!f!'

$

LM>

中空纤维超滤膜#超滤经微滤处理后

的当归%红芪水煎剂浓缩液!技术参数&压力
$

"

#S

B

'

+

&

%温度
($h

#流量
!'W

.

2

%!

.

+

%(

"#将超滤液喷

雾干燥成粉#相对生药材的得率为
'4"R

(

(

)

$

!4"4"

!

细胞分组及处理
!

将大鼠肾足细胞分成
<

组&对照组%药物组%顺铂组及联合组$顺铂组一次性

给顺铂
<

)

B

'

+W

处理
(<2

#药物组给予
=>F*=P!'

)

B

'

+W

培养
(<2

#联合组先给予
=>F*=P!'

)

B

'

+W

培养
(<2

#再一次性给予顺铂
<

)

B

'

+W

处理$

!4"4#

!

=EG>

实时细胞分析
!

检测板前
<

孔加入

!$'

)

W

高糖培养基#后
<

孔加入
!$'

)

W=>F*=P

#放

入
=EG>F0,0-61

中测定基线#保证每孔接触正常并

且细胞指数在正常值之内$取制备好的大鼠肾足细

胞悬液#分别以每孔
<f!'

& 个接种于检测板
)*L.,0@

!#

中#在超净台中静置
&'+-1

后#置于培养箱中的

=EG>

工作站中#每隔
!$+-1

记录细胞指数#总时长

"#2

$

!4"4$

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

'4($R

胰酶消化

收集各组细胞#预冷磷酸盐缓冲液!

LKF

"洗涤细胞#在

染色缓冲液中
$f!'

$ 个'
+W

重悬细胞#吸取
!''

)

W

细胞!

!f!'

$

"至试管中#加入
$

)

W

荧光标记的膜联

蛋白
D

!

>11@O-1D

"试剂和
&

)

W

碘化丙啶!

LQ

"#混匀

后避光室温孵育
!$+-1

#孵育后加入
<''

)

W

染色缓

冲液#流式细胞仪检测$

!4#

!

统计学处理
!

采用
FLFF!!4$

软件进行数据分

析#计量资料以
6iE

表示#比较采用
C

检验或单因素

方差分析#以
!

$

'4'$

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"4!

!

顺铂对大鼠肾足细胞增殖的抑制作用
!

顺铂组

肾足细胞经过顺铂
<

)

B

'

+W

处理
(<2

后#细胞增殖

受到明显抑制#联合组肾足细胞的生长要明显好于顺

铂组#见图
!

$

=EG>

分析显示#顺铂对肾足细胞具有

较强的生长抑制作用#其抑制程度在一定时间!

:(2

"

随着作用时间增加而增强#联合组肾足细胞的生长要

好于顺铂组!

!

$

'4'$

"#顺铂处理肾足细胞的半数致

死浓度!

QG

$'

"值为
$4&'

)

B

'

+W

#

(<2

后达到最大抑制

率#见图
(

$

图
(

!!

利用
=EG>

实时分析不同分组肾足细胞的生长

"4"

!

流式细胞仪检测
=>F*=P

对肾足细胞凋亡的影

响
!

细胞凋亡实验结果显示&药物组(!

#4(<i'4&$

"

R

)

与对照组(!

(4#;i'4!!

"

R

)的凋亡率比较差异无统计

学意义!

!d'4'"&

"$顺铂组(!

($4;'i(4"<

"

R

)与对照

组(!

(4#;i'4!!

"

R

)%药物组(!

#4(<i'4&$

"

R

)%联合

组(!

!'4";i!4;<

"

R

)的凋亡率两两比较#差异均有统

计学意义!

!

$

'4'$

"#见图
&

$

("!

重庆医学
('!"

年
!

月第
<;

卷第
(

期



图
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流式细胞仪检测不同分组凋亡率的代表图
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/中国药典0载当归为伞形科植物的干燥根#具有

1补血%活血%调经止痛2等功效(

&

)

$研究表明#当归所

含的生物活性物质主要是挥发性与非挥发性化学物

质#而产生效应的主要有挥发油%藁苯内酯%阿魏酸%

多糖等成分(

<

)

$红芪为豆科岩黄芪属植物#/中国药

典0收载的常用中药红芪为多序岩黄芪的根#红芪入

药史载于南北朝梁
*

陶弘景著的/本草经集注0#具有

1扶正祛邪#益气固本2的功效(

&

)

$红芪含有多糖%生

物碱%黄酮%氨基酸等物质#且多糖为红芪中最主要的

活性成分#是一种杂多糖#具有抗氧化%抗癌%提高机

体免疫力等作用(

$

)

$寇宁等(

#

)研究表明#红芪多糖具

有较强的清除羟自由基%超氧阴离子自由基及
!

#

!*

二

苯基
*(*

三硝基苯肼!

JLLP

"自由基等作用$近年来

一些研究证明#

=>F*=P

中#红芪补血#当归养血#两

药合用共奏补气生血之功#使血气旺盛#肾精髓海充

足(

:

)

$研究发现#红芪多糖能明显抑制多种肿瘤细胞

增殖#可通过增强机体免疫能力抗癌#还能在体外致

使肿瘤细胞周期停滞%诱导部分肿瘤细胞凋亡%对化

疗药物起减毒增敏效果等(

;

)

$王小军等(

"

)利用四甲

基偶氮唑蓝!

YEE

"法和流式细胞术研究发现#红芪

多糖
*!

可促进人肺腺癌
>$<"

细胞活性氧自由基

!

=[F

"%丙二醛!

YJ>

"的上调#同时促进谷胱甘肽

!

NFP

"%总超氧化物歧化酶!

E*F[J

"%总抗氧化能力

!

E*>[G

"的下调#不同剂量红芪多糖
*!

均具有抗肿瘤

活性的作用#提示其抑制人肺腺癌
>$<"

细胞增殖%诱

导凋亡可能与调控细胞内氧化'抗氧化机制平衡有

关$刘华等(

!'

)通过流式细胞仪及
=E*LG=

法研究红

芪多糖诱导肺腺癌细胞凋亡与
K,O

'

K5.*(

表达#观察

发现不同浓度的红芪多糖均可诱导
>$<"

细胞凋亡#

均可降低
K5.*(

蛋白的表达#相应提高
K,O

蛋白的表

达#且呈浓度依赖性#其机制可能是通过调节细胞内

K5.*(

和
K,O

蛋白的表达而诱导
>$<"

细胞的凋亡$

张艳霞等(

!!

)采用
YEE

比色法检测当归挥发油对

FLG*>*!

细胞的细胞毒作用,流式细胞术检测
FLG*

>*!

细胞凋亡及周期,吖啶橙'溴化乙啶!

>[

'

K)

"双

荧光染色法观察
FLG*>*!

细胞凋亡#研究发现当归挥

发油可诱导
FLG*>*!

细胞凋亡#推断出当归挥发油可

能通过阻滞细胞于
N

(

期#从而起到抑制
FLG*>*!

细

胞增殖的作用$安静等(

!(

)实验采用
>[Y

'

JFF

诱导

小鼠炎症相关结直肠癌模型#探究当归多糖%当归油

对肿瘤的预防作用#结果表明此两种当归提取物单独

使用时均具有降低肿瘤发病率及抑制肿瘤发展的作

用#且两者具有协同作用#以当归油与高剂量的当归

多糖配伍对结直肠癌的发生%发展抑制作用最强$

顺铂作为主要抗肿瘤药物#在临床上被广泛利

用#但其在杀死肿瘤细胞的同时亦损伤正常细胞#且

伴有严重的肾毒性(

!&

)

#成为顺铂化疗在临床上应用的

瓶颈$肾小球足细胞的滤过功能是肾脏生理功能的

基础#足细胞病变是导致慢性肾小球肾炎滤过功能损

伤的决定因素(

!<

)

$顺铂可导致
JM>

物理结构的损

伤#而这些损伤能被细胞内的损伤识别蛋白所识别#

从而启动包括蛋白激酶%

5*,I.

和
H

$&

在内的信号转导

途径#这些途径一经启动都可诱导细胞凋亡(

!$

)

$

本研究采用倒置相差显微镜和
=EG>

实时细胞

分析观察发现顺铂对大鼠肾足细胞的增殖具有明显

的抑制作用#而
=>F*=P

可以对顺铂导致的细胞损伤

具有一定的保护作用,同时
=EG>

观察细胞增殖抑制

的动态改 变#流式细 胞 仪 检 测 顺 铂 组(!

($4;'i

(4"<

"

R

)的 凋 亡 率 要 明 显 高 于 对 照 组 (!

(4#;i

'4!!

"

R

)%药物组(!

#4(<i'4&$

"

R

)%联合组(!

!'4";i

!4;<

"

R

)#差异均有统计学意义!

!

$

'4'$

"#说明
=>F*

=P

可以降低顺铂诱导的凋亡率$

综上所述#

=>F*=P

对顺铂诱导的大鼠肾足细胞

损伤作用具有一定的保护作用#其作用机制可能是

=>F*=P

通过下调大鼠肾足细胞的凋亡率而实现#但

=>F*=P

如何具体影响凋亡细胞的分子机制仍有待

进一步研究$
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