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［摘要］ 目的 探讨肾康灵干预小儿原发性肾病综合征 ( PPNS) 的作用机制。 方法 将诱导系膜细胞
( MCs) 随机分为正常对照组、氧化低密度脂蛋白 ( ox-LDL) 组、ox-LDL + CXCＲ6 ( CXCL16 受体 CXCＲ6)
组、肾康灵低浓度组 ( 1. 5 g /ml) 、肾康灵高浓度组 ( 3. 0 g /ml) 、阿托伐他汀低浓度组 ( 50μmol /L) 、阿托
伐他汀高浓度组 ( 100μmol /L) ，观察各组 MCs 的 CXCL16、CD36 蛋白含量、MAPK 信号通路相关蛋白
( p38、EＲK1 /2、SAPK /JNK) 及核因子-κB p65 ( NF-κB p65) 的磷酸化水平。 结果 ox-LDL + CXCＲ6 组较
正常对照组 CXCL16、CD36 蛋白含量、MAPK 信号通路相关蛋白 ( p38、EＲK1 /2、SAPK /JNK) 及 NF-κB
p65 的磷酸化水平显著升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与 ox-LDL组及 ox-LDL + CXCＲ6 组比较，肾康灵低、高浓度组及阿
托伐他汀低、高浓度组的 CXCL16、CD36 蛋白含量、p38、SAPK /JNK、NF-κB p65 的磷酸化水平显著降低
( P ＜ 0. 01) ，肾康灵低、高浓度组及阿托伐他汀高浓度组的 EＲK1 /2 的磷酸化水平显著降低 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) ; 肾康灵高浓度组 CXCL16、CD13 蛋白含量、SAPK /JNK、NF-κB p65 的磷酸化水平明显低于阿托
伐他汀低浓度组 ( P ＜ 0. 05 ) 。 结论 肾康灵可能通过抑制 MAPK 信号通路相关蛋白 ( p38、EＲK1 /2、
SAPK /JNK) 、NF-κB p65 及 CXCL16、CD36，有效抑制 MCs的增殖，从而实现减轻或延缓肾小球纤维化的作用。
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原 发 性 肾 病 综 合 征 ( Primary nephrotic
syndrome，PNS) 是儿科常见的肾小球疾病。小儿
原发性肾病综合征 ( PPNS) 在各种病理类型表现
中常伴有不同程度的系膜细胞 ( MCs) 增生和系膜
基质增多。通过观察氧化低密度脂蛋白 ( ox-LDL)
对 MCs 的 MAPK 信号通路的影响，并采用益肾活
血中药肾康灵进行干预，探讨肾康灵干预 PPNS 的
可能作用机制，旨在为临床应用肾康灵治疗 PPNS
奠定基础。

1 材料

1. 1 细胞及动物
大鼠肾小球系膜细胞 ( CＲL-2573 ) 购于美国

模式培养物集存库 ( ATCC) 。2 ～ 3 月龄清洁级雄
性 SD大鼠 50 只，体重为 200 ～ 300 g，由上海斯莱

克动物实验有限公司提供，实验动物许可证号:

SCXK ( 沪) 2007-0005。
1. 2 药物
肾康灵 ( 由黄芪 30 g，生地黄 15 g，山萸肉

9 g，山药 12 g，茯苓 9 g，牡丹皮 15 g，三七 9 g 等
组成) 经煎煮、过滤、离心、浓缩至含生药浓度
1. 5 g /ml和 3. 0 g /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
( 批号 J20110047) 。
1. 3 主要试剂与仪器

DMEM-F12 培养基、胎牛血清、0. 25%胰酶购
于美国 Gibco 公司; 人 ox-LDL 购于英国 AbDSero-
tec 公 司; CXCL16 受 体 CXCＲ6 ( CXCＲ6 )
( 605163 ) 购于美国 Ｒ＆D 公司; CXCL16 一抗
( FG12 ) 、CD36 抗体 ( H-300 ) 购自美国 Santa
Cruz Biotechnology 公 司; p38 抗 体 ( 9211 ) 、
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EＲK1 /2 抗体 ( 9101 ) 、核因子-κB ( NF-κB p65 )
抗体 ( 3031 ) 、SAPK /JNK 抗体 ( 9251 ) 购自美国
Cellsignaling Technology 公司; BCA 蛋白定量试剂
盒购自德国 Novagen 公司。酶标仪 ( 芬兰 Thermo
公司，型号: DENLEY DＲAGON Wellscan MK3 ) 、
高效液相色谱仪 ( 美国Waters公司，型号: Waters
2695) 。

2 方法

2. 1 含药血清的制备
将大鼠按体重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、高浓度组分别给予 1. 5 g /
ml、3. 0 g /ml肾康灵 1 ml /100 g 灌胃，空白组予等
量生理盐水灌胃，每日 2 次，连续灌胃至 14 天。
在末次给药 2 h 后乙醚麻醉，腹主动脉采血，4℃
静置 4 h，3500 r /min离心 10 min，灭活、过滤、分
装， － 20℃保存。采用高效液相色谱仪 ( HPLC )
检测大鼠血清目标化合物的色谱峰的峰面积，结果

显示肾康灵低、高浓度组的含药血清均能鉴定出其
有效成分 ( 马钱子苷) 。
2. 2 MTT法检测 ox-LDL增殖

MCs培养于含 10%胎牛血清 DMEM-F12 培养
液中，37℃、5%CO2 培养箱中，取 4 ～ 6 代细胞用
于正式实验。MTT 法检测 MCs 增殖情况: 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 0μg /ml、6. 25μg /ml、12. 5μg /
ml、25μg /ml、50μg /ml、100μg /mlox-LDL 刺 激
MCs，培养 24 h、48 h、72 h。要求每个浓度组 3 个
复孔，重复实验 3 次。培养 24 h 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. 5 mg /ml ) 200μl，继 续 孵 育
30 min后终止培养，小心吸弃孔内培养上清。每孔
加入 DMEM-F12 ( 200μl) ，振荡 10 min，使结晶物
充分溶解。选择 490 nm 波长，在酶联免疫检测仪
上测定各孔吸光度值 ( OD 值) 。显微镜下观察不
同浓度 ox-LDL刺激 MCs的形态学变化。通过 MTT
检测和形态学观察，不同浓度 ox-LDL 对 MCs 的增
殖作用不具有时间依赖性，以浓度为 100μg /ml 增
殖最明显，故选用 100μg /ml ox-LDL刺激 MCs 24 h
为最佳条件。
2. 3 实验分组
取对数生长期的MCs接种于 6 孔板，培养 24 h

使细胞达到亚融合状态，更换含 10% 胎牛血清

DMEM-F12 培养液培养 24 h，使 MCs 生长同步化，
随后按随机数表法分为 7 组: 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 ox-LDL + CXCＲ6
组: DMEM-F12 培养液 + ox-LDL ( 100μg /ml) +
CXCＲ6; ④肾康灵低浓度组: DMEM-F12 培养液 +
ox-LDL ( 100μg /ml) + 肾康灵低浓度含药血清;
⑤肾康灵高浓度组: DMEM-F12 培养液 + ox-LDL
( 100μg /ml) +肾康灵高浓度含药血清; 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
( 100μg /ml) + 阿托伐他汀 ( 100μmol /L) 。以上
各组标本培养 24 h 后收集细胞及上清液。每组实
验细胞重复培养 6 次。
2. 4 Western blot 法检测 CXCL16、CD36 蛋白水
平、MAPK信号通路 ( p38、EＲK1 /2、SAPK /JNK)
及 NF-κB p65 磷酸化水平
提取 MCs 总蛋白，SDS-PAGE 电泳，转膜封

闭，加入相应一抗、二抗，显影定影，将胶片进行
扫描。蛋白条带的光密度值采用 Smart View Analy-
sis Program测定。
2. 5 统计学方法
采用 SPSS 13. 0 统计软件进行统计分析，计量

资料数据以 ( 珋x ± s) 表示，组间比较采用单因素方
差分析。

3 结果

3. 1 各组 MCs的 CXCL16、CD36 蛋白水平比较
表 1 示，ox-LDL 组 CXCL16、CD36 蛋白含量

较正常对照组显著升高 ( P ＜ 0. 01 ) ，ox-LDL +
CXCＲ 6组CXCL16、CD36蛋白含量进一步升高

表 1 各组 MCs的 CXCL16、CD36 蛋白
水平比较 ( %，珋x ± s) )

组别
样本
数

CXCL16 CD36

正常对照组 6 122. 05 ± 1. 17 118. 50 ± 3. 66
ox-LDL组 6 174. 37 ± 16. 11* 162. 13 ± 15. 0*

ox-LDL + CXCＲ6 组 6 187. 20 ± 2. 74＊△ 176. 57 ± 2. 19＊△

肾康灵低浓度组 6 136. 78 ± 4. 77△☆ 139. 67 ± 3. 08△☆★★

肾康灵高浓度组 6 128. 25 ± 3. 95△☆ 126. 37 ± 6. 08△☆

阿托伐他汀低浓度组 6 140. 371 ± 6. 31△☆★ 136. 50 ± 3. 69△☆★

阿托伐他汀高浓度组 6 137. 78 ± 6. 25△☆★ 131. 55 ± 3. 72△☆

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与 ox-LDL 组比较，△P ＜

0. 01; 与 ox-LDL + CXCＲ6 组比较，☆P ＜ 0. 01; 与肾康灵高浓度组

比较，★P ＜ 0. 05，★★P ＜ 0. 01
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表 2 各组 MCs的 p38、EＲK1 /2、SAPK /JNK、NF-κB p65 磷酸化水平比较 ( %，珋x ± s)

组别 样本数 p38 EＲK1 /2 SAPK /JNK NF-κB p65

正常对照组 6 318. 3 ± 225. 0 556. 7 ± 273. 9 755. 0 ± 219. 2 633. 3 ± 375. 5
ox-LDL组 6 2690. 0 ± 391. 1* 2425. 0 ± 422. 5* 2856. 7 ± 518. 8* 2748. 3 ± 629. 7*

ox-LDL + CXCＲ6 组 6 4878. 3 ± 593. 1＊△△ 5100. 0 ± 384. 8＊△△ 4968. 3 ± 426. 3＊△△ 5185. 0 ± 518. 5＊△△

肾康灵低浓度组 6 1581. 7 ± 440. 8△△☆ 1891. 7 ± 262. 9△☆ 1911. 7 ± 717. 1△△☆★ 1785. 0 ± 481. 1△△☆★★

肾康灵高浓度组 6 1381. 7 ± 533. 4△△☆ 1381. 7 ± 439. 2△△☆ 1286. 7 ± 409. 9△△☆ 1136. 7 ± 254. 5△△☆

阿托伐他汀低浓度组 6 1790. 0 ± 335. 7△△☆ 2038. 3 ± 437. 8☆★ 1893. 3 ± 367. 2△△☆★ 1805. 0 ± 755. 1△△☆★

阿托伐他汀高浓度组 6 1665. 0 ± 733. 2△△☆ 1721. 7 ± 663. 9△△☆ 1798. 3 ± 566. 2△△☆ 1745. 0 ± 539. 2△△☆

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与 ox-LDL组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与 ox-LDL + CXCＲ6 组比较，☆P ＜ 0. 01; 与肾康灵高浓

度组比较，★P ＜ 0. 05，★★P ＜ 0. 01

( P ＜0. 01) ，各药物干预组较 ox-LDL组及 ox-LDL +
CXCＲ6 组均能显著降低 CXCL16、CD36 蛋白含量
( P ＜ 0. 01) ，肾康灵高浓度组 CXCL16 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 ＜ 0. 05) 。
3. 2 各组 MCs的 p38、EＲK1 /2、SAPK /JNK、NF-
κB p65 磷酸化水平比较
表 2 示， ox-LDL 组 p38、 EＲK1 /2、 SAPK /

JNK、NF-κB的磷酸化水平较正常对照组显著升高
( P ＜ 0. 01) ; ox-LDL + CXCＲ6 组各指标的磷酸化水
平进一步升高( P ＜0. 01) ，与 ox-LDL组及 ox-LDL +
CXCＲ6 组比较，各药物干预组均能显著降低 p38、
SAPK /JNK、NF-κB p65 的 磷 酸 化 水 平 ( P ＜
0. 01) ，肾康灵高、低浓度组及阿托伐他汀高浓度
组的 EＲK1 /2 的磷酸化水平显著降低 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01 ) ; 肾康灵高浓度组 EＲK1 /2 的磷酸化水
平明显低于阿托伐他汀低浓度组 ( P ＜ 0. 05 ) ，肾
康灵高浓度组的 SAPK /JNK、NF-κB p65 水平明显
低于肾康灵低浓度组、阿托伐他汀低浓度组 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

4 讨论

CXCL16 是 21 世纪初发现的 ox-LDL 细胞表面
受体，参与相关的生物学效应，在免疫调节中可能

具有双重作用，因此成为疾病治疗中具有十分重要

意义的靶分子［1］。CD36 是一种 B 型清道夫受体，
亦是 ox-LDL的主要受体之一，在肾小球疾病中扮
演了重要角色。MAPK是细胞内一类广泛存在的丝
氨酸 /苏氨酸蛋白激酶。MAPK家族主要包括 EＲK、
JNK、p38 等亚族，主要调节细胞增殖、分化、细
胞周期以及细胞生存等［2 － 3］。NF-κB 蛋白家族可调
控前炎症细胞因子、细胞表面受体、转录因子、黏
附分子等的生成［4 － 5］，从而与细胞和机体的增殖、
凋亡、炎症、氧化应激等均有非常密切的关系。
本研究采用 ox-LDL 诱导 MCs 增殖时激活了

MAPK 信号转导通路，使 p38、EＲK1 /2、SAPK /
JNK的磷酸化水平升高 ( P ＜ 0. 01) ，并激活了 NF-
κB p65 的活性 ( P ＜ 0. 01) ，加入 CXCＲ6 受体后，
其磷酸化水平进一步升高 ( P ＜ 0. 01 ) ，提示 CX-
CＲ6 可能介导了 MAPK 信号途径，引发一系列的
免疫级联反应，损伤肾小球，促进肾小球纤维化的

形成。
肾康灵中黄芪补气升阳、利水消肿、益气固

表，生地黄清热凉血活血、养阴生津，二药共为君
药，有益肾活血、利水消肿之功; 山萸肉补益肝
肾、收敛固涩，山药益气养阴、补脾肾、固肾精，
茯苓利水渗湿，共同配合黄芪，加强益肾健脾固

精、渗湿利水消肿之功; 牡丹皮活血凉血，三七活
血化瘀。全方共奏补肾气、滋肾阴、固肾精、利
水、化瘀之功效［6］。本实验研究结果表明，益肾
活血中药肾康灵减少 CXCL16、CD36 等炎症介质
的释放及抑制 MAPK信号转导通路、NF-κB p65 的
激活，从而抑制 MCs 的增殖，可能达到减轻或延
缓肾小球纤维化的目的。
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Effect of Shenkangling on MAPK Signaling Pathway After Ox-LDL-Induced MC Proliferation
AI Si1，2，，ZHENG Jian1，2，LIN Qing1，CHU Kedan2，PAN Xudong1，LIN Xiong1

( 1． Fujian People＇s Hospital Affiliated to Fujian University of Traditional Chinese Medicine，Fujian Province 350004; 2． Fujian Uni-
versity of Traditional Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To observe the effect of Shenkangling on MAPK signaling pathway after oxidized low-
density lipoprotein ( ox-LDL) -induced mesangial cell ( MC) proliferation and study the mechanism． Methods
The MCs were randomized into the normal control group，ox-LDL group，ox-LDL + CXC-chemokine receptor 6
( CXCＲ6) group，Shenkangling low-concentration and high-concentration groups，and atorvastatin low-concentration
and high-concentration groups． The protein contains of C-X-C chemokine ligand 16 ( CXCL16 ) and CD36 and the
phosphorylation levels of p38，EＲK1 /2，SAPK /JNK and nuclear factor-κB ( NF-κB) p65 of MCs in all groups were
observed． Ｒesults Comparing with the normal control group，the protein contains of CXCL16 and CD36 and the
phosphorylation levels of p38，EＲK1 /2，SAPK /JNK and NF-κB p65 of MCs in the ox-LDL + CXCＲ6 group were sig-
nificantly increased ( P ＜ 0. 01) ． Comparing with the ox-LDL + CXCＲ6 group，the protein contains of CXCL16 and
CD36 and the phosphorylation levels of p38，SAPK /JNK and NF-κB p65 of MCs were significantly decreased in the
Shenkangling groups and atorvastatin groups ( P ＜ 0. 01) ，and the phosphorylation level of EＲK1 /2 was significantly
decreased in the Shenkangling groups and atorvastatin high-concentration group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The protein
contain of CXCL16 and the phosphorylation levels of SAPK /JNK and NF-κB p65 in the Shenkangling high-concentra-
tion group were significantly lower than those in the atorvastatin low-concentration group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ．
Conclusion Shenkangling can effectively inhibit the proliferation of MCs possibly by inhibiting the proteins such as
p38，EＲK1 /2 and SAPK /JNK associated with MAPK singling pathway，NF-κB p65，CXCL16 and CD36．
Keywords Shenkangling; mesangial cells; oxidized low-density lipoprotein; MAPK signaling pathway; nuclear
factor-κB

( 收稿日期: 2013 － 08 － 12; 修回日期: 2013 － 10 － 20)
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中华中医药学会生殖医学分会成立

暨第四次全国中医生殖医学学术研讨会征文通知
由中华中医药学会主办，河南省中医院、河南省中医药学会生殖医学分会共同承办的中华中医药学会生殖医学分会

成立暨第四次全国中医生殖医学学术研讨会定于 2014 年 8 月 15 日 ～ 17 日在郑州召开，有关事项通知如下。
一、征文内容: 1．中医、中西医结合治疗各种原因所致不孕不育的新技术和新方法; 2．全国名老中医治疗不孕不育症

经验; 3．中医生殖医学理论探讨; 4．中医、中西医结合治疗不孕不育机制的研究成果; 5．中医药在现代辅助生殖技术中应
用的研究思路和方法; 6．中医药在生殖保健和优生方面的研究成果; 7．中医、中西医结合治疗与生殖健康相关疾病( 如慢
性盆腔炎、前列腺炎、性功能障碍等) 的临床经验与研究成果; 8．关于不孕不育、生殖保健和优生优育等方面的中医文献
研究; 9．中医、中西医结合治疗不孕不育的最新研究进展。二、征文要求: 1．来稿限 3000 字以内，附 500 字以内中文摘要。
2．本次会议全部采用网上投稿，请用 Word 格式，注明作者姓名、单位、邮编，联系电话，发送至 zy60908736@ 163． com 邮
箱。3．截稿日期: 2014 年 7 月 20 日。三、参加人员:全国各级各类医院不孕不育科、生殖中心、中医妇科、妇产科、男科和
相关科室临床医师;高等院校、科研院所及企业从事该领域研究开发的科研人员。特别提示:会议期间同时举办国家继续
教育项目“第四届全国不孕不育中西医结合诊疗新技术研修班”，授予国家继续教育Ⅰ类学分。四、会议地点:河南郑州
国际饭店( 中州智选假日酒店 ) 。会议通知请至河南省中医院网站: www. hnszyy. com. cn“科学研究”栏目下载或至
http: / /health. dahe. cn /zt / zynk / “学会专栏”中下载。如要及时了解更多信息，请加入中华中医药学会生殖医学分会
( 筹) 微信平台，微信号: zy201468。五、联系方式: 地 址: 郑州市东风路 6 号河南省中医院 ( 邮编: 450002) 。联系
人: 孙自学 ( 0371 － 60908730，13937105329) 、陈建设 ( 0371 － 60905757，15838262155) 、宋艳丽 ( 13733806323) 。
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