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［摘 要］ 目的 通过研究藻黄胶囊Ⅲ号（ ZHC3） 对人肾小球系膜细胞（ GMC） 的影响，从分子细胞水平探讨 ZHC3防治慢性肾功
能衰竭（ CRF）的机理。 方法 ZHC3孵育体外培养的人 GMC，采用 MTT 法检测 GMC 的增殖，ELISA 法检测纤维连接蛋白（ FN ） 、
白细胞介素6（ IL-6） 和转化生长因子 β1（ T GF-β1） 的分泌水平。 结果 ZHC3可显著抑制 GMC 的增殖 （ P＜0.01） ，减少 FN、IL-6、
TGF-β1的分泌（ P＜0.05或 P＜0.01） 。 结论 ZHC3可减少肾小球内细胞外基质堆积，延缓肾小球硬化，这可能是 ZHC3防治 CRF
的机理。
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  肾小球硬化是各种原因引起的肾小球损伤的晚期
变化，是终末期肾衰的基本病变，而系膜细胞过度增殖
和细胞外基质（ EMC） 的积聚在肾小球硬化的发生中
起重要作用［1］。本研究应用人肾小球系膜细胞体外培
养，研究藻黄散胶囊Ⅲ号（ ZHC3）对肾小球系膜细胞增
殖和分泌纤维连接蛋白（ FN ） 、白细胞介素6（ IL-6） 、转
化生长因子β1（ TGF-β1） 的影响，以期从细胞水平探讨
ZHC3对慢性肾功能衰竭的防治机制。
1 材料
1.1 主要试剂和仪器

DMEM-F12培养液（ Hyclone公司中国晶美公司代
理，批号：P1502） ，RPMI-1640培养液（ Hyclone公司，批
号：NRG0016） ，胎牛血清（ Hyclone公司中国晶美公司
代理，批号：DPE0166） ，谷氨酰胺（ Sigma） ，基因重组人
普通胰岛素（诺和录 R，丹麦诺和诺德公司生产，批号：
2004118） ，0.15％胶原酶Ⅳ （ Sigma） ，0.25％胰酶 （ 含
0.02％EDTA，Sigma） ，小鼠抗人 α-肌动蛋白 （ 批号：
ZM-0196） 、细胞角蛋白 （ 批号：ZM-0067） 、结蛋白 （ 批
号：ZM-0091） 、Ⅷ因子（批号：ZZ-0111） ，以上一抗均购

于北京中山生物技术有限公司，羊抗鼠 IgG-FITC 荧
光二抗 （ 批号：ZDR-5307，北京中山生物技术有限公
司） ，MTT 、DMSO（ Amerisco） ，人 FN（批号：EK0349） 、
IL-6（ 批号：EK0410） 、TGF-β1（ 批号：EK0513） ELISA
试剂盒（均购于武汉博士德生物工程有限公司） ，酶联
免疫检测仪（ Bio-T ek ELX800） 。
1.2 药物制备

由烟台毓黄顶医院中药制剂室将中药生大黄和海

藻的有效成分提取物制成 ZHC3。本课题研究时将胶
囊用少量 DMEM-F12等溶解，配制成母液，过滤除菌保
存。使用时以 DMEM-F12稀释成实验要求的浓度。
1.3 肾组织来源

研究中所用肾组织为烟台毓璜顶医院产科孕7～8
个月自愿水囊引产胎儿肾。
2 方法
2.1 肾小球系膜细胞（ GMC）的培养

参考文献［2］方法并加以改进，主要步骤如下：无
菌取胎肾，剥除肾包膜去髓质，将皮质剪碎后，研磨，连
续过80目、100目、200目不锈钢筛网，取200目筛网上残
留物，肾小球纯度90％，经0.15％胶原酶Ⅳ37℃水浴中
消化30分钟，D-hanks 液洗2次后加入含20％胎牛血
清、0.66u／ml 基因重组人胰岛素、1％谷氨酰胺的
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DMEM-F12培养液中，于5％CO2（体积分数） 、37℃细胞
培养箱中培养。细胞长满瓶底后，用0.25％胰蛋白酶
（ 含0.02％EDTA）消化，传至新瓶中培养。以下实验均
选用3～6代的细胞。
2.2 GMC的鉴定
2.2.1 形态学鉴定 倒置显微镜下观察，培养3天后，
贴壁的肾小球周围长出具有梭形或星形特点的系膜细

胞。随着培养时间的延长，系膜细胞铺满瓶底，其中偶
有鹅卵石样上皮细胞长出。但生长2～3天后逐渐消失。
2.2.2 免疫荧光化学鉴定 细胞胞浆α-肌动蛋白、结
蛋白染色阳性，细胞角蛋白、Ⅷ因子染色阴性。
2.3 台盼蓝拒染法进行细胞毒试验检测药物安全性

取对数生长期的 GMC 接种于96孔板中，每孔加
入密度为5×104cell／ml的单细胞悬液100μl（含15％胎
牛血清） ，置37℃、5％CO2孵箱中培养24小时后弃上清，
每孔加入无血清的 DMEM-F12培养基100μl培养24小
时使细胞同步于 G1期，后将细胞分为5组，加入 ZHC3，
使细胞培养板中 ZHC3的终浓度分别为0（ 对照组） 、
25μg／ml 组、50μg／ml 组、100μg／ml 组、200μg／ml 组，
每个浓度设3个复孔，分别在24小时、48小时收集细胞，
用0.25％胰蛋白酶 （ 含0.02％EDTA ） 洗脱细胞，以
0.4％台盼蓝1燊9染色，死细胞被染成淡蓝色，而活细胞
拒染。显微镜下随机挑选3个视野计数死细胞数目，按
公式计算活细胞比率。活细胞比率＝1－（死细胞总数／
各视野总细胞数×100％）
2.4 MTT 法检测 GMC增殖

同上实验细胞分为5组，实验结束前4小时每孔加
入5mg／ml MTT20μl，分别于24小时、48小时结束培
养，弃上清后每孔加入 DMSO150μl，振荡10分钟，使蓝
紫色颗粒完全溶解，酶联免疫检测仪检测各孔吸光度
（ A 值） ，490nm 处能反映细胞的增殖程度。
2.5 ELISA 法检测

同上实验细胞分为5组后，分别于24小时、48小时
结束培养，取上清液检测 FN、IL-6、TGF-β1的含量。操
作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

2.6 统计学处理
采用 SPSS11.0软件包进行统计分析。所有数据均

用 x±s表示，组间比较采用方差分析。
3 结果
3.1 细胞毒试验

各浓度 ZHC3作用GMC24小时、48小时，活细胞比
率均在96％以上，说明药物浓度是安全的。
3.2 ZHC3对 GMC增殖的影响

表1示，与对照组比较，不同浓度的 ZHC3作用于
GMC24小时、48小时，各组均能显著抑制 GMC 的增殖
（ P＜0.01） ，而且随 ZHC3浓度的增加抑制效应增强。
表1 各组24小时及48小时 GMC 增殖比较（ A 值，x±s）
组别 样本数 24小时 48小时

25μg／ml组 3 0.369±0.042* 0.748±0.057*
50μg／ml组 3 0.412±0.075* 0.723±0.016*
100μg／ml组 3 0.486±0.004* 0.585±0.316*
200μg／ml组 3 0.542±0.023* 0.494±0.039*
对照组 3 0.753±0.010 0.919±0.059

  与对照组比较，*P＜0.01
3.3 ZHC3对 GMC分泌 FN、IL-6、TGF-β1的影响

表2示，与对照组比较，除48小时25μg／ml组外，其
他各组均能显著抑制 FN 的分泌（ P＜0.01） ；24小时，
各浓度下 ZHC3作用 GMC 均能显著抑制 IL-6的分泌
（ P＜0.01） ，48小时除100μg／ml外，各组均能抑制 IL-6
的分泌（ P＜0.05或 P＜0.01） ；各组在24小时均能抑制
TGF-β1的分泌（ P＜0.01） ，48小时除25μg／ml组外其余
各组均可抑制 TGF-β1的分泌，其中以200μg／ml 组抑
制作用最强（ P＜0.05或 P＜0.01） 。
4 讨论

各种慢性肾脏疾病进展至肾功能衰竭的过程中，
GMC 均参与其发生和发展，表现为 GMC 增生，ECM
合成增加、降解减少，最终导致肾小球硬化。多项研究
发现，GMC 可分泌 FN、IL-6、TGF-β1等成分。FN 是构
成 ECM 的主要成分，是 ECM 中早期出现明显变化的
重要指标之一，FN 的合成可为其他 ECM 成分的沉积
和胶原的形成提供一个支架。TGF-β1可促进 EMC增

表2 各组不同时间 FN、IL-6、TGF-β1含量比较（ pg／ml，x±s）
组别 样本数

24小时
FN IL-6 TGF-β1

48小时
FN IL-6 TGF-β1

25μg／ml组 3 2771.910±272.748**3368.653±558.899**120.941±5.909** 2668.590±578.750 3024.240±531.546**112.199±22.436
50μg／ml组 3 1994.713±232.443**2554.860±79.791** 109.018±3.702** 2668.607±81.899** 3284.080±668.472* 93.417±8.867*
100μg／ml组 3 2113.627±163.037**3438.420±487.023**109.018±3.702** 2158.030±143.348**3927.593±357.751 90.910±10.794*
200μg／ml组 3 2417.193±186.802**3638.927±752.545** 90.688±5.153** 1916.740±197.199**3156.673±565.945* 70.987±7.990**
对照组 3 8169.647±702.121 5691.263±291.086 169.945±8.148 6906.350±18.668 4911.385±1019.316 127.090±13.106

  与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01
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殖，又以自分泌方式形成一个自分泌活化增生环，刺激
系膜细胞合成和分泌更多的 TGF-β1［3］，因此认为，
TGF-β1是介导 ECM 沉积的重要因子，也是导致肾小
球硬化的最重要的细胞因子。在病理状态时，IL-6通过
自我分泌或旁分泌的途径直接参与肾小球炎症，尤其
是其可刺激系膜区 GMC增殖和 ECM 分泌的增多，形
成恶性循环，从而加重病理损害。因此有效地抑制肾小
球系膜细胞增生，减少 FN、TGF-β1和 IL-6的分泌有利
于控制慢性肾脏疾病的发展。

本研究结果显示，ZHC3可抑制 GMC 的增殖，而
且可以减少 FN、IL-6、TGF-β1的分泌，从而减轻肾小
球内细胞外基质的堆积，延缓肾小球硬化的进展，保护

残余肾单位，这可能是 ZHC3防治慢性肾功能衰竭的
重要环节之一。这一结果为 ZHC3应用临床治疗慢性
肾功能衰竭提供了分子细胞学基础。
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