
内金属蛋白酶抑制剂 × ° 产生过多 致使 ∞≤ 降解减少

从而 ∞≤ 在肝内大量沉积 ∀ × ƒ2Β 作为重要的细胞因子参

与了肝纤维化的发生和发展 现代肝纤维化概念提示肝星状

细胞和 × ƒ2Β 是肝纤维化形成的始作蛹者及治疗靶位 ∀

× ƒ2Β 在肝纤维化发生 !发展中的作用 ≠ 促进 ≥≤转化为

ƒ≥≤ 并刺激 ƒ≥≤合成 ∞≤ 抑制胶原酶及基质降解 刺激

× °产生 抑制 °的活性 ≈ 刺激枯否细胞的活化和迁

移 并分泌某些细胞因子如 2 等 …提高细胞黏附分子的

作用 引起炎症反应 对 ƒ≥≤单核细胞有趋化作用等 ∀

本实验数据显示 低分子量肝素有明确的抗肝纤维化作

用 同时还发现低分子量肝素能促进肝纤维化动物模型白蛋

白 !胆固醇及肝细胞生长因子水平显著提高 资料整理中 ∀

国内外类似的研究可更进一步支持本实验的结论 2

≥ 等 ≈ 通过研究发现 低分子量肝素可降低阻塞性肝损

伤模型大鼠的 × °及 Χ ×水平 显著降低肝纤维化

面积 充分体现了低分子量肝素钙治疗肝炎肝纤维化潜在的

应用价值 ∀

包广宇等 ≈ 研究发现大鼠肝星状细胞水平中浓度为

∗ Λ # 的肝素可以抑制 × ƒΒ 基因启动子的活

性 在 ∗ Λ # 范围具有剂量依赖关系 Λ #

以上浓度的肝素基本上可以完全抑制 × ƒΒ 基因启动

子的活性 ∀本实验从动物水平证实肝素能抑制肝纤维化动

物模型肝组织 × ƒ2Β 转录及表达 而发挥抗纤维化作用 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ≥ ≥ ≥∞ ≥ ∂ ∞ ∂ ∞ ×

2 ∏ ≈ √

≤ 2

≈2 ÷ 2 ∏ √

∏ ≤≤

∏ ≈ 2

≈3 ∞ ∞ × ≥° × ° ≤ ∏

√ ¬ ∏

¬ ∏ ≈ × 2

° 2

≈4 ⁄∞ 2≥ ≠ ∞∞ εταλ ∏

∏ ∏

√ ∏ ≈ °

2

≈5 ≠ ≤ ƒ ± ετ αλ ∞

√ ∏
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溶石颗粒剂对结石模型大鼠肾骨桥蛋白 表达的影响

黄萍 黄卫华 孔繁智 楼宜嘉 浙江省立同德医院 杭州 浙江大学药学院 杭州

摘要 目的  通过测定用药前后肾脏骨桥蛋白 ° 含量的变化 阐明民间验方溶石颗粒剂治疗肾结石的

作用机制 ∀方法  采用乙二醇 !氯化胺法致大鼠肾结石 同时每天一次 给予溶石颗粒剂 # 实验全程

∀每 做以下测定 血标本测定尿素氮 !肌酐 ≤ !钙和磷含量 尿标本以 ∞⁄× 法测定钙含量 比色法测定草酸

含量 肾组织 ∞染色 逆转录聚合酶链式反应 ×2°≤ 技术检测大鼠肾骨桥蛋白 的表达 ∀结果  模型组大鼠肾 °

的表达明显增加 与溶剂对照组相比 Π 其中 模型组 ° 的表达最高 为溶剂对照组的 倍 溶石

颗粒剂各剂量组均能明显抑制大鼠肾结石模型 ° 的表达 Π 且呈现明显的量效关系 溶石颗粒剂各剂量组

能减轻大鼠肾脏草酸钙结晶程度 显著降低大鼠尿钙和草酸含量 Π ∀结论  溶石颗粒剂可以抑制大鼠肾结石模型中

° 的表达 ∀

关键词 溶石颗粒剂 肾结石 骨桥蛋白 草酸钙
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ ∏ ° ¬ ΜΕΤΗΟ∆ Σ  

× ∏ ∞ ∏ × ∏ 2

∏ ∏ 2 ∏ 2 2 ∏ ∏

∞ ∏ ° 2 ∏ ∏ ∏ ∏

∏ ∏ ¬ √ ∏ ∞⁄×

∞ ∏ ∏ ¬ ¬

×2°≤ Ρ ΕΣΥΛΤΣ  × ¬ ∏

√ ∏ √ ∏ Π 2

× ¬ ∏ ∏ ∏ Π

√ ∏ 2 × ∏ ¬

∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ¬ ∏ ∏

∏ ∏ Π ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × ∏ ∏ ¬

∏

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ∏ ∏ ¬

  溶石颗粒剂以祖国医学理论为指导 根据民间治疗泌尿

系结石验方组成 ≈ 2 ∀溶石颗粒剂由连钱草 !海金沙 !延胡

索 !三七 !莪术 !地龙 !鸡内金等药味组成 ∀该组方具有确切

的临床疗效 ∀本课题的以往研究表明溶石颗粒剂对乙二酰

胺所致大鼠泌尿系结石具有明显的治疗和预防作用 且同时

又有一定的抗炎 !镇痛 !利尿作用 ≈ 2 ∀

骨桥蛋白 ° 是重要的尿大分子抑制物

是机体抵御结石形成的重要因素之一 ∀我们测定了大鼠应

用溶石颗粒剂前后肾脏 ° 的表达和尿晶体成分的

变化 旨在进一步阐明溶石颗粒剂治疗肾结石的作用机制

为溶石颗粒剂的推广应用提供科学依据 ∀

1  材料

1 1  实验动物

≥⁄大鼠 体重 ? α ⎯ 由浙江省中医药研究

院动物房提供 清洁级 合格证号 医动字第 号 ∀

1 2  实验环境

实验均在清洁级动物实验室内进行 饮用水为消毒水 ∀

自由摄取食物和饮水 光照与黑暗为 交替 室温为 ∗

ε 相对湿度 ∀

1 3  药物与试剂

1 3 1  药物  溶石颗粒剂 浙江省立同德医院制剂室 批

号 ∀

1 3 2  主要试剂  总 抽提试剂 × √ 公

司 !焦磷酸二乙酯 ⁄∞°≤ 华美公司 ! 乙醇 以

⁄∞°≤处理水处理 ! ×2°≤ 引物 博亚公司合成 !去离子

甲酰胺 生工公司 ! 2 ∂ 逆转录酶 ° 公司 ! ×

酶 博亚公司 !琼脂糖 华美公司 !溴酚篮 北京鼎国公

司 !溴化乙锭 北京鼎国公司 !⁄ 宝生物工程有

限公司 !随机引物 宝生物工程有限公司 ! 酶抑制剂

华美公司 ! ×°混合物 博亚公司

1 3 3  仪器与设备  基因扩增仪 ×≤ × 型 杭州

大和热磁电子有限公司 ! ⁄ 荧光显微摄影系统 !

凝胶成像系统 ≥ 型 上海天能科技有限公司 ∀

2  方法

2 1  分组及给药方法

取健康 ≥⁄大鼠 只 体重为 ? 在代谢笼中

适应环境 后开始实验 ∀随机分成 组 每组 只 雌雄

各半 喂饲普通饲料 造肾结石模型方法为饮用含诱石剂

# 乙二醇和 # 氯化铵的自来水 ≈ 2 ∀设定溶石

颗粒剂 # 组 其中低剂量按照体表面

积折算接近临床人用量 临用前将溶石颗粒剂分别配成

# 的混悬液 每日一次大鼠 上述溶

液 ∀第 组分别为一周溶石颗粒剂

# 组 饮用诱石剂一周同时 给予溶石颗粒

剂高 !中 !低剂量 第 组为造模一周组 饮用诱石剂一周 第

组为二周溶石颗粒剂 # 组 饮用

诱石剂二周同时 给予溶石颗粒剂高 !中 !低剂量 第 组为

造模二周组 饮用诱石剂二周 第 为三周溶石颗粒

剂 # 组 饮用诱石剂三周同时 给予

溶石颗粒剂高 !中 !低剂量 第 组为造模三周组 饮用诱石

剂三周 第 组为未处理组 饮用自来水 给予等量生理

盐水 ∀于用药第 天用代谢笼收集各组 的尿

ε 冻存 ∀用 ∞⁄× 法测尿钙的含量 比色法测定尿草酸含

量 ∀第 天 断颈处死前采血测定尿素氮 !肌

酐 ≤ !钙和磷含量 ∀

2 2  肾组织的固定 !取材及切片

将剪取的肾脏立刻放入 多聚甲醛中固定 后取

出 在肾脏中段横取 厚的组织块 进行梯度乙醇脱水

用二甲苯透明 !浸蜡 于 ε 的烘箱内软蜡 硬蜡

包埋 切片机作连续切片 张 厚度为 Λ ∀

2 3  常规 ∞染色

切片以二甲苯脱蜡 梯度乙醇水化 ∀入苏木素染液

盐酸乙醇溶液分化 自来水蓝化 伊红

染液 各级乙醇脱水 二甲苯透明 中性树脂封片 ∀

2 4  显微镜观察
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用 ∏光学显微镜观察十三个组别的常规 ∞切

片 ∀重点观察肾脏病理改变及草酸钙结晶情况 ∀

2 5  ×2°≤ 法步骤

2 5 1  总 抽提  ≠取冻存组织约 置于玻璃匀浆

器中 加 × 匀浆 后 将匀浆液移至

∞ 管 于冰上放置 ∀ # 离心

∀ ≈ 取上清 加 Λ 氯仿 混匀 # 离心

∀ …取上清 加 Λ 氯仿 混匀 # 离

心 ∀ 取上清 加等体积异丙醇 混匀 #

离心 ∀ 弃上清 用 乙醇 冲洗 高速离心

∀ 弃上清 沉淀于空气中干燥 ∀ 将干燥后的

溶解于 ⁄∞°≤处理水中 ∀ 将总 作适当稀释后

分光光度计测 Α /Α 的比值 并定量 ∀定量公式 浓

度 Λ # Α ≅ ≅稀释倍数 ∀

2 5 2  ×2°≤ 法步骤  ≠ 取相同剂量组的 Λ 经

2 ∂逆转录酶系统合成 ⁄ 第一链 反应总体积

Λ 按下列顺序加入反应物 Λ 加 ⁄∞°≤处理水至

Λ 酶抑制剂 Λ 随机引物 Λ ∀阴性对

照以不含 的 ⁄∞°≤水代替组织 其余全部相同 ∀

在 ε 处理 ∀室温放置 高速离心 ∀ ≈按

下列顺序加入反应物 酶抑制剂 Λ ≅逆

转录酶缓冲液 Λ ×° Λ ⁄×× Λ 2

∂ Λ ∀ … ε 下反应 ε 处理 冰浴

高速离心 ∀ °≤ 扩增 ⁄ 根据文献报道 ≈

设计两段引物 上下游引物长度分别为 和 2

° ° 的碱基序列 位至 位 2 × ≤××

≤ × ×× × ≤ ××× × ≤ 2 ° ° 的碱基序

列 位至 位 2≤×≤ ×≤ × × ≤ × ×

≤× 2 ∀参照物 °⁄ 上下游引物长度均为

° . 2 ≤≤ ≤ ×≤ ≤ × ≤≤ ×≤ ≤ 2 . ° 2

. 2×≤≤ ≤≤ ≤≤ ≤× ×× ≤× × 2 . ∀ Λ 反应体系

构成如下 灭菌水 Λ ≅ × 酶缓冲液 Λ ×°

Λ ° Λ °

Λ × Λ × 酶 Λ ∀扩增的

条件为 ε ε ε ° ! ε °2

⁄ ε ε 其中 ! ! 三个步骤

持续 个循环 ∀产物长度 ° °2

⁄ ∀ 取扩增产物 Λ 上样于 琼脂糖凝胶 内含

Λ # 溴化乙锭 在 × ∞缓冲液中 电泳时间

电压 ∂ ∀ 凝胶成像系统观察电泳结果并照相 以

° 与 ⁄° 的净面积比值作为 ° 的相对表达量 ∀

2 6  统计学分析

全部数据采用 ≥°≥≥ 统计软件 组间比较采用 2•

∂ ∀检查结果以 ξ ? σ表示 均以 Π 为显著性 ∀

3  结果

3 1  各组大鼠的血清生化结果

与溶剂对照组相比 尽管用乙二醇法诱导大鼠肾结石模

型第三周 模型组 !溶石颗粒剂 # 组 ≤

有轻微升高 但大鼠肾功能的损害并不非常严重 说明结石

的形成是渐进性的 ∀与溶剂对照组相比 模型组 !溶石颗粒

剂各剂量组血清的 ≤ 与 °含量没有显著性差异 Π

见表 ∀

表 1  大鼠血清生化指标 ν , ξ ? σ

Ταβ 1  ∞ ≥ ∏ ≤ ∏ ≤ ∏ ° ∏ ≥∏ ∏ √ ∏

ν , ξ ? σ

组  别
血清生化指标

# ≤ Λ #

血清 ≤ 与 °含量 #

≤ °

未处理组 ? ? ? ?

一周溶石颗粒剂 # ? ? ? ?

? ? ? ?

? ? ? ?

造模一周组 ? ? ? ?

二周溶石颗粒剂 # ? ? ? ?

? ? ? ?

? ? ? ?

造模二周组 ? ? ? ?

三周溶石颗粒剂 # ? ? ? ?

? ? ? ?

? ? ? ?

造模三周组 ? ? ? ?

注 与未处理组比较 Π Π

Π Π √ √ ∏

3 2  尿钙 !草酸含量

造模一周后模型组 !溶石颗粒剂各剂量组尿钙 !草酸含

量明显增加 与溶剂对照组相比具有极显著性差异 Π

∀各周内 溶石颗粒剂各剂量组尿钙 !草酸含量明显低

于模型组 且呈明显量效关系 见表 ∀

3 3  常规 ∞染色光学显微镜检查

溶剂对照组肾组织结构正常 未见草酸钙结晶 ∀模型组

肾小管上皮肿胀 !变性 管腔内可见伊红染色坏死物质及部
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表 3  溶石颗粒剂对结石模型大鼠肾 ° 表达的影响

ν , ξ ? σ

Ταβ 3  ∞ ≥ ∏ ×2°≤

¬ √ ν , ξ ? σ

组  别 ° °⁄ 净面积

未处理组 ?

一周溶石颗粒剂 # ?

?

?

造模一周组 ?

二周溶石颗粒剂 # ?

?

?

造模二周组 ?

三周溶石颗粒剂 # ?

?

?

造模三周组 ?

注 与未处理组比较 Π 与造模一周组比较 Π 与

一周溶石颗粒剂 # 组比较 Π 与一周溶石颗粒剂

# 组比较 Π 与造模二周组比较 Π 与

二周溶石颗粒剂 # 组比较 Π 与造模三周组比

较 Π 与三周溶石颗粒剂 # 组比较 Π

与三周溶石颗粒剂 # 组比较 Π 与一周溶石颗

粒剂 # 组比较 Π

Π √ √ ∏ Π √ ∏

⁄ Π √ ≥ ∏ # ∏ ⁄

Π √ ≥ ∏ # ∏ ⁄ Π

√ ∏ ⁄ Π √ ≥ ∏

# ∏ ⁄ Π √ ∏ ⁄ Π

√ ≥ ∏ # ∏ ⁄ Π

√ ≥ ∏ # ∏ ⁄ Π √

≥ ∏ # ∏ ⁄

低湿肾组织中草酸和钙含量及结晶面积比 ∀提示溶石颗粒

剂可有效地抑制乙二醇诱石过程所引起的肾损害 在体内有

保护肾组织细胞的作用 表现为肾组织细胞器结构稳定 肾

小管腔内渗出物减少 肾中草酸钙结晶程度和小管上皮损伤

程度的减轻等 ∀因此推测溶石颗粒剂通过减轻草酸钙结晶

对肾小管上皮损伤的程度 从而减少 ° 黏附于受损的上

皮细胞表面的机会 减少晶体成核的位点 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ⁄ ° ≥ ≤ 2

≤ ≤ 中药临床手册

≈ ≥ ≥ ° °∏ ∏

≈2 • ≠ ≥ 2

≤ 中药药理与应用 ≈ ≥

≥ ° °∏ ∏

≈3 ° • • ƒ ετ αλ ∞ ≥

∏ ∏ ≈

≤ ° 中国现代应用药学

2

≈4 ° • ƒ ετ αλ °

∏ 2 !

∏ ≈ ≤ ° 中国现代应用药

学 2

≈5 ° ≤ ∏ ∏ ⁄ ∏

° ≤ ⁄ ∏ • ° 2

∏ ° ° × ¬ 新

药 西药 临床前研究指导原则汇编 药学 !药理学 !毒理学

≈ ° °∏ ∏

≈6 ≤ ≥ ƒ∞ × ÷ ετ αλ ∞ √ ⁄

√ ¬ ∏ ≈ ≤

中华泌尿外科杂志 2

≈7 ≥ ≥ °∞≤ ετ αλ ∞¬ 2

∏ ∏ ∏

∏ ¬ ≈

2

≈8 ≠ ∞ ×∂ ≥ ∞ ετ αλ ∏

≈ ≠ ≥ 2

≈9 ∞≥∞ ⁄∞ ≥ • ∞≥≥ ∞ ετ αλ ≤

∏ ¬ ∏ ∏ ∏

≈ ° ƒ 2
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含蝉翼藤大鼠血清的免疫调节作用

李勇文 李丽 梁荣感 徐庆 张士军 桂林医学院基础医学院 广西 桂林 广西医科大学药理教研室 南宁

摘要 目的  探讨蝉翼藤 ≤≠ × 对小鼠细胞免疫功能的调节作用 ∀方法  以昆明小鼠为研究对象 以 • 大鼠含药血清为

药物 通过体外给药来测定脾淋巴细胞转化率 ∀结果  蝉翼藤可以增强正常小鼠的免疫功能 拮抗环胞素 引起的免疫功能

低下和免疫正向调节作用 ∀结论  蝉翼藤是一种有效的免疫增强剂 对免疫正向调节维持机体的正常免疫功能起重要作用 ∀

关键词 蝉翼藤 淋巴细胞转化 正向调节
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