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川芎嗪对转化生长因子β１诱导的人肾小球系膜细胞增殖及Ⅳ型胶原分泌
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　　［摘要］　目的　观察川芎嗪对转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）诱导的人肾小球系膜细胞增殖及Ⅳ型胶原分泌的影响。
方法　采用ＴＧＦβ１诱导肾小球系膜细胞增殖和Ⅳ型胶原表达以模拟肾脏疾病中的细胞纤维化，实验分为５组：空白组，对照
组，川芎嗪高、中、低剂量（终浓度分别为１００、３０、１０μｇ／ｍｌ）组。ＭＴＴ法检测肾小球系膜细胞的增殖抑制率，ＥＬＩＳＡ法检测肾

小球系膜细胞Ⅳ型胶原的表达。结果　川芎嗪高剂量（１００μｇ／ｍｌ）能够抑制ＴＧＦβ１诱导的肾小球系膜细胞增殖（Ｐ＜０．０１）；
川芎嗪可抑制ＴＧＦβ１诱导的肾小球系膜细胞中Ⅳ型胶原的表达，以高剂量组（１００μｇ／ｍｌ）效果最为显著（Ｐ＜０．０１）。结论　
川芎嗪可抑制ＴＧＦβ１诱导的肾小球系膜细胞增殖及Ⅳ型胶原分泌。

　　［关键词］　川芎嗪；肾小球系膜细胞；转化生长因子β１；胶原Ⅳ型
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　　慢性肾功能衰竭是由多种慢性疾病引起肾脏损

害和进行性恶化的结果，使机体在排泄代谢废物和

调节水、电解质、酸碱平衡等方面出现紊乱的临床综

合症候群，是威胁生命的重要病症之一，肾小球硬化

和肾间质纤维化是其主要病理改变。有研究显示转
化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ

β１）可以促进肾小管上皮损伤，并通过多种途径促进
肾小球硬化和肾间质纤维化［１］。ＴＧＦβ１还可通过促

进巨噬细胞浸润并使之激活，分泌细胞因子和化学

因子，包括 ＭＣＰ１、ＩＬ１、ＴＮＦ和Ⅳ型胶原等，而且

ＴＧＦβ１能够促进人肾小球系膜细胞（ｈｕｍａｎｍｅ

ｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＭＣｓ）的增殖和细胞外基质（ＥＣＭ）相

关蛋白表达，从而放大病肾的炎症反应和引起肾间

质纤维化［２］。可以说，在肾病发生和发展的整个过
程中，ＴＧＦβ１的过量表达起着推动作用。川芎嗪（ｌｉ

ｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＬＨＣ）在临床上配合其他
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药物治疗肾脏疾病已取得一定的疗效，但其作用机

制尚不明确［３４］。本研究通过体外实验观察川芎嗪

对ＴＧＦβ１诱导的 ＨＭＣｓ增殖的抑制作用以及对

ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表达的影响，探讨川芎嗪治疗肾

脏疾病的可能机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株、药物及试剂　ＨＭＣｓ由南京军区总院

肾病研究所提供。盐酸川芎嗪注射液由哈尔滨三联

药业有限公司生产，０．１２ｇ／支。四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；胰蛋白酶（１２５０）购自

Ｇｉｂｃｏ公司；人Ⅳ型胶原 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｕｓｃ

ｎｌｉｆｅ公司；ＴＧＦβ１购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司。

１．２　细胞培养　采用１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养

液，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，细胞８０％融合时

用０．２５％胰蛋白酶消化传代。

１．３　川芎嗪对ＴＧＦβ１诱导的ＨＭＣｓ增殖的影响　
将处于对数生长期的细胞用０．２５％胰蛋白酶消化，

用含１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液制成细胞悬液，

细胞密度为２×１０４／孔。取９６孔细胞培养板并于每

孔中加入１００μｌ细胞悬液培养４ｈ，细胞基本贴壁后

吸去培养液上清，加入２００μｌ无血清培养液培养

２４ｈ使细胞同步，之后吸去培养液。分组：空白组中

加入２００μｌ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液；对照组中加入

ＴＧＦβ１（终浓度为５ｎｇ／ｍｌ）；高、中、低剂量组中分

别加入终浓度为１００、３０、１０μｇ／ｍｌ的ＬＨＣ和终浓

度为５ｎｇ／ｍｌ的 ＴＧＦβ１，药物均用含１０％ＦＣＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养液溶解稀释，每个剂量设６孔。培

养４８ｈ，培养结束前４ｈ各孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）

２０μｌ，再继续孵育４ｈ后去上清，每孔加入二甲基亚

砜２００μｌ，振荡混匀１０ｍｉｎ后于ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅ２００
多功能酶标仪测５７０ｎｍ波长处光密度（Ｄ）值，并计

算细胞抑制率。抑制率（％）＝（对照组Ｄ 值－加药

组Ｄ值）／（对照组Ｄ值－空白组Ｄ值）×１００％。

１．４　川芎嗪对ＴＧＦβ１诱导的ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表

达的影响　将处于对数生长期的细胞用０．２５％胰蛋

白酶消化，用含１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液制成

细胞悬液，细胞密度为２×１０５／孔。取２４孔细胞培

养板并于每孔中加入１ｍｌ混悬液，培养２４ｈ，待细

胞融合至７０％～８０％时吸去上清，加入无血清培养

液１ｍｌ培养２４ｈ使细胞同步。分组：（１）空白组中

加入１ｍｌ含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ培养液；（２）对照组

中加入ＴＧＦβ１（终浓度为５ｎｇ／ｍｌ）；（３）高、中、低剂

量组中分别加入终浓度为１００、３０、１０μｇ／ｍｌ的ＬＨＣ
和终浓度为５ｎｇ／ｍｌ的 ＴＧＦβ１，药物均用含１０％

ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液溶解稀释。培养４８ｈ后

取出吸去上清，ＰＢＳ冲洗３遍。吸净ＰＢＳ后将２４
孔板置于冰盒上，加入含１０％ＰＭＳＦ的裂解液裂解

３０ｍｉｎ。用移液枪将细胞碎片和裂解液混合物移至

离心管，于４℃条件下５００×ｇ离心５ｍｉｎ，分装上
清，－２０℃保存。用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测上清中Ⅳ型

胶原含量。

１．５　统计学处理　数据资料以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，组间差异性比较采

用方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　川芎嗪对 ＴＧＦβ１诱导的 ＨＭＣｓ增殖的影

响　结果如表１所示，川芎嗪高、中、低剂量组对

ＴＧＦβ１诱导的 ＨＭＣｓ增殖均有抑制作用，抑制率分

别为７２％、５５％、３５％，高于对照组（０，Ｐ＜０．０１），抑

制效应呈剂量依赖关系。

表１　川芎嗪对ＴＧＦβ１诱导的ＨＭＣｓ增殖的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＨＭＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｖａｌｕｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ｂｌａｎｋ ０．８１±０．１４
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．０９±０．２１ ０
ＬＨＣρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

　　１０ １．６４±０．２０ ３５△△

　　３０ １．３８±０．２２△△ ５５△△

　　１００ １．１６±０．０８△△ ７２△△

　ＬＨＣ：Ｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎ ｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　川芎嗪对ＴＧＦβ１诱导的ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表

达的影响　结果如图１所示，川芎嗪各剂量组对

ＴＧＦβ１诱导的 ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表达有不同程度

的抑制作用，其中高、中剂量组和对照组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０１），并呈一定的剂量依赖

关系。　　　　

３　讨　论

　　ＨＭＣｓ属于肾脏血管周围固有细胞，是肾小球

中功能最活跃的细胞，具有多种功能。正常情况下

体内 ＨＭＣｓ不增殖，但在多种因素作用下，ＨＭＣｓ
可发生异常增殖，同时伴有系膜基质增多，最终导致
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肾小球硬化［５］。ＨＭＣｓ是肾小球硬化发生过程中

ＥＣＭ的主要产生细胞或称效应细胞［６］。多种致病

因素引起炎症及细胞因子的产生导致 ＨＭＣｓ增殖

及ＥＣＭ分泌是肾小球硬化形成的关键步骤。寻找

防止系膜细胞增殖并阻断其分泌ＥＣＭ 的因素无疑

对防治肾脏疾病的发生和发展并延缓肾功能恶化具

有重要的临床意义［７８］。在对肾小球肾炎、糖尿病肾

病等多种肾脏疾病的研究中均发现，体内ＴＧＦβ１表

达较正常情况下有明显的增加，而ＴＧＦβ１能够促进

ＨＭＣｓ的增殖和ＥＣＭ 相关蛋白表达，这被认为是

临床上慢性肾功能衰竭发生发展的原因之一［９１０］。

图１　川芎嗪对ＴＧＦβ１诱导的

ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表达的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

ｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅣｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｈｕｍａｎ

ｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１
Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

　　本研究利用ＴＧＦβ１诱导在体外培养的 ＨＭＣｓ，

从而形成一系列的应激反应，其中包括Ⅳ型胶原表

达量的增加。Ⅳ型胶原是肾小球系膜基质和肾小球

基底膜的重要成分，它反映了肾脏ＥＣＭ胶原蛋白的

代谢状态，其合成或降解的异常与肾病的发展有

关［１１］。通过考察Ⅳ型胶原表达的情况，观察川芎嗪

对于ＴＧＦβ１活性的抑制作用，可以说明川芎嗪在治

疗肾脏疾病中的作用方式。

　　本研究结果显示，ＴＧＦβ１能诱导 ＨＭＣｓ细胞增

殖，并且细胞内ＥＣＭ 物质Ⅳ型胶原含量也显著提

高，这可能是造成ＥＣＭ过多积聚和肾小球硬化的原

因之一。临床上有诸多关于对川芎嗪治疗肾脏疾病

的报道，但是并没有通过分子机制来探讨川芎嗪对

肾脏的保护作用［１２１５］。本研究结果证实：川芎嗪各

剂量组对ＴＧＦβ１诱导的ＨＭＣｓ中Ⅳ型胶原表达有

不同程度的抑制作用，其中高、中剂量组和对照组比

较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明川芎嗪能够抑

制病变状态下ＴＧＦβ１的活性，从而抑制ＨＭＣｓ增殖

和ＥＣＭ物质积聚，这也可能是其临床上用于保护肾

脏治疗肾脏疾病的分子机制，值得进一步深入研究。
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