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摘要!目的
!

研究西红花苷是否能通过转化生长因子
/

5

$

\̀]B

/

5

&和核因子
B

2

N

$

D]B

2

N

&通路抑制草酸引起的肾小管细胞上皮间

质转化$

IU`

&的发生(方法
!

UYPH

培养后分为
7

组$空白对照组'草酸组'草酸
L

西红花苷组&分别予以相应干预(运用

a.A".'1M)("

蛋白印迹分析检测
IB

钙黏附蛋白$

IB0J/!.'@1

&'神经
B

钙黏蛋白$

DB0J/!.'@1

&'波形蛋白$

X@%.1"@1

&'

\̀]B

/

5

'

D]B

2

N

的表达(分别检测不同组细胞中丙二醛$

UY;

&'超氧化物歧化酶$

RZY

&'活性氧$

=ZR

&的表达(结果
!

草酸会使
\̀]B

/

5

'

DB

0J/!.'@1

'

X@%.1"@1

'

D]B

2

N

表达量增加%使
IB0J/!.'@1

表达下降(西红花苷会降低草酸引起的细胞
=ZR

的增加(结论
!

西红花

苷通过
\̀]B

/

5

和
D]B

2

N

通路抑制上皮间质转化(

关键词!西红花苷#

\̀]B

/

5

#

D]B

2

N

#上皮间质转化$

IU`

&#活性氧$

=ZR

&#草酸
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尿系结石的发病机制
,IB%J@)

!
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!!

草酸作为代谢终产物%是肾结石疾病发病机理中

的重要影响因素)

5

*

(高浓度的草酸会导致肾小管上

皮细胞损伤%增加细胞内活性氧$

'.J0"@̂.(-

+*

.1

A

#

.0@.A

%

=ZR

&的生成)

6B7

*

(肾小管细胞中
=ZR

的生

成主要来源于线粒体和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸 $

D;Y<O

&氧化酶%而线粒体功能紊乱被认为

是草酸引起肾小管细胞损伤的关键)

8

*

(所以具有抗

氧化作用的药物被广泛用于防治肾小管损伤和肾结

石形成)

G

*

(

西红花苷是一种水溶性的类胡萝卜素%主要提取

于栀子花'番红花)

>

*

(许多药理研究已经证实了其具

有抗氧化'抗肿瘤'抗炎'增加免疫的功能)

:BC

*

(

O;YII=

等)

?

*的研究证实西红花苷可以通过抑制

氧化应激来缓解大鼠糖尿病肾的病情进展(但其在

草酸钙肾结石防治中的研究尚鲜见相关报道(

本文从细胞试验层面多个角度研究西红花苷是

否可抑制肾小管细胞上皮间质转化$

.

#

@"!.)@J)B%.AB

.10!

+

%J)"'J1A@"@(1

%

IU`

&的形成%从而为西红花苷

等中成药在肾结石疾病的防治中提供理论依据(

'

!

材料与方法

','

!

材料
!

高糖
YUIU

合成液体培养基$美国

O

+

0)(1.

公司&%草酸$美国
R@

*

%J

公司&%西红花苷

$源叶生物公司&%兔抗人钙黏蛋白$

IB0J/!.'@1

&单克

隆抗体'兔抗人波形蛋白$

X@%.1"@1

&'兔抗人
D

钙黏

蛋白$

DB0J/!.'@1

&单克隆抗体$万类生物公司&'兔抗

人转化生长因子
/

5

$

"'J1AS('%

*

'(3"!SJ0"('

/
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%

8G:
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\̀]B

/

5

&抗体$

<'(".@1".0!

公司&'兔抗人核因子
B

2

N

$

D&0).J'SJ0"('4J

##

JN

%

D]B

2

N

&抗体$

P.))R@

*

1J)@1

*

.̀0!1()(

*+

公司&%小鼠抗人
\;<YO

单克隆抗体

$中杉金桥公司&%活性氧检测试剂盒'超氧化物歧化

酶$

A&

#

.'(-@/./@A%&"JA.

%

RZY

&'丙二醛$

%J)(1/@J)B

/.!

+

/.

%

UY;

&检测试剂盒$中国碧云天生物技术有

限公司&(

',(

!

细胞培养
!

犬远端肾小管上皮细胞$

UJ/@1B

/J'M

+

0J1@1.4@/1.

+

%

UYPH

&购自于中科院上海细胞

库(将其培养于含
59b

胎牛血清和双抗的高糖

YUIU

培养液中%于
7:n

'

Gb PZ

6

的培养箱中常规

培养传代(待细胞生长至覆盖率为
C9b

左右时分别

予以草酸和西红花苷进行处理(研究共分为
7

组!正

常对照组'草酸干预组'草酸
L

西红花苷干预组(

'Q)

!

E791763<-21

!

细胞模型构建完成后提取蛋白%

采用
NP;

法测定蛋白浓度(

RYRB<;\I

凝胶法配

制成
59b

的
5G

孔凝胶(然后依次电泳'电转%用含

Gb

的脱脂奶粉室温封闭
5!

%然后孵育
IB0J/!.'@1

'

DB0J/!.'@1

'

X@%.1"@1

'

\̀]B

/

5

'

D]B

2

N

抗体
5!

%

8n

冰箱过夜%次日摇床再次孵育
5!

(再以
<NR̀

洗涤

$每次
59%@1

%共
7

次&后用
O=<

标记的二抗孵育
5

!

%再次用
<NR̀

洗涤后将
<XY]

膜放入
N@(B=J/

成

像仪%选择合适的参数%滴加
IPT

发光液后进行显

影%对结果运用
Q%J

*

.TJM

软件分析处理(

'Q*

!

@%>

检测
!

细胞种植于
>

孔板中%待细胞生长

覆盖率达到
C9b

左右时%胰酶将细胞消化下来后放

于
5G%T

无菌无酶离心管中%然后悬浮状态下分别

予以相应药物刺激干预
6!

(诱导完毕后先离心%然

后用无血清培养液悬浮后再次离心%将残留的药物洗

除(再次离心后加入含
YP]OBY;

探针的无血清培

养液将离心管中细胞重悬%于
7:n

培养箱中孵育
69

%@1

%期间每间隔
7

%

G%@1

吹打混合一次(然后各组

取相同数目的细胞重悬于
G99

,

T

的
<NR

中(再用

699

目滤网过滤转移至流式
NY

管中%适度摇匀后上

机检测(结果用流式分析软件分析计算%所有实验操

作均
7

次以上(

'Q+

!

细胞内
>%$

"

F$!

水平的测定
!

RZY

可以清

除超氧阴离子自由基从而保护细胞免受损伤(由黄

嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统所产生的超氧阴离子

自由基可氧化羟胺形成亚硝酸盐%在显色剂作用下呈

紫红色%在
GG91%

处用酶标仪测其吸光度(计算公

式为!

9,Gp

$对照
;

值
g

测定
;

值&"$对照
;

值&

p

反应体系稀释倍数
p

样本测试前稀释倍数(

UY;

是膜脂过氧化最重要的产物之一%它的产生还能加剧

膜的损伤(因此可通过
UY;

了解膜脂过氧化的程

度%以间接测定膜系统受损程度(

UY;B̀ N;

加合

物在
G7G1%

处有最大吸收%据此可以通过比色法进

行检测(

',J

!

统计学分析
!

所有实验数据运用
\'J

#

!<J/

<'@A%

软件分析%数据均采用
%k&

表示(二者间比

较采用
#

检验%多组之间采用单因素方差分析%

'

$

9c9G

表示有统计学意义(

(

!

结
!

果

(Q'

!

各组干预后
@%>

发生率
!

流式细胞仪检测发

现$图
5

&%与正常组相比草酸会使
=ZR

发生率增加
8

%

G

倍(而与草酸组相比%西红花苷组会降低草酸诱

导所产生的
=ZR

(

图
'

!

各组干预后
@%>

发生率

;

!流式细胞仪检测图#

N

!柱状图(

)与正常组相比%

'

&

9,9G

(

(,(

!

蛋白的表达情况
!

与正常组相比%草酸干预会

使波形蛋白$

X@%.1"@1

&'神经
B

钙黏蛋白$

DB0J/!.'B

@1

&'

\̀]B

/

5

'

D]B

2

N

表达升高#而上皮相关蛋白$

IB

0J/!.'@1

&的表达在草酸组会降低$图
6;

%

]

&(

(Q)

!

各组
>%$

"

F$!

表达量
!

草酸可损伤肾小管

上皮细胞%而西红花苷可缓解草酸所带来的损伤%故

草酸组
UY;

的表达量高于正常对照组'西红花苷干

预组(但
RZY

在草酸组的表达量降低%西红花苷组

表达较草酸组增加$图
7

&(

GG:
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年
?
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图
(

!

各组
CG/08M76.3

"

RG/08M76.3

"

W.5731.3

"

?IUG

!

'

"

RUG

"

=

蛋白的表达

;

!

IB0J/!.'@1

$

IB

钙黏蛋白&'

DB0J/!.'@1

$

DB

钙黏蛋白&'

X@%.1"@1

$波形蛋白&'

\̀]B

/

5

$转化因子
/

5

&'

D]B

2

N

$核因子
B

2

N

&蛋白的表达条带图#

N

'

P

'

Y

'

I

'

]

分别为
IB0J/!.'@1

'

DB0J/!.'@1

'

X@%.1"@1

'

\̀]B

/

5

'

D]B

2

N

蛋

白表达水平柱状图(与草酸组比较%

)

'

&

9,9G

%

))

'

&

9,95

(

图
)

!

各组
>%$

"

F$!

表达量

;

!

RZY

$超氧化物歧化酶&各组表达水平#

N

!

UY;

$丙二醛&表达水平(

)与正常组相比%

'

&

9,9G

#

))

!与草酸组相比%

'

&

9c95

(

RZY

!超氧

化物歧化酶(

)

!

讨
!

论

草酸钙结晶在肾结石成分中占有
C9b

左右%在

结石形成过程中%草酸钙结石经历结晶的生成'聚集

最终粘附于肾小管上皮细胞上)

59

*

(既往动物和细胞

实验已经证实高浓度的草酸会增加细胞内的氧化应

激%并且是肾上皮细胞损伤起始和进展的因素之

一)

55

*

(同时%活性氧导致的肾小管细胞和动物模型

肾脏的损伤反过来会进一步促使草酸钙肾结石的形

成)

56

*

(因此%关于抗氧化剂缓解草酸造成的细胞损

伤被大量的研究(

由
\̀]B

/

刺激所导致的
IU`

改变了基因表

达%减弱了细胞粘附%触发了细胞骨架动力学的变化%

并使得上皮细胞的形态和生理功能改变为间质细胞

的表型)

57

*

(

IU`

包括
IB0J/!.'@1

表达和功能的减

弱%同时间质化的指标
DB0J/!.'@1

'

X@%.1"@1

表达增

加(

IU`

在组织修复'肿瘤生长和侵袭中发挥了重

要作用)

58

*

(

YID\

等)

57

*的研究证实了起始于肾小

管上皮细胞的肾结石与高浓度的草酸钙环境和

\̀]B

/

5

刺激导致的
IU`

有关(而我们的研究也表

明高浓度的草酸可激活
\̀]B

/

5

%进而促进肾小管上

皮细胞发生
IU`

(

西红花苷作为番红花主要生物活性组成部分%许

多研究已经证实其具有抗凋亡'抗氧化的作用)

5G

*

(

具有抗氧化自由基作用的
RZY

能够抑制脂质过氧化

反应%从而减弱氧化应激对细胞的损伤(此外
UY;

作为脂质过氧化反应的指标%可以反映细胞氧化损伤

的程度)

5>

*

(图
7

可见西红花苷缓解了草酸干预引起

的
UY;

增加和
RZY

的减弱(该结果和流式
=ZR

检测相一致%均可以证明西红花苷抑制草酸引起的应

激损伤(故实验结果可以证实西红花苷可降低草酸

干预造成的氧化应激损伤%并且可通过抗氧化作用抑
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制
\̀]B

/

5

的表达%进一步抑制草酸引起的肾小管上

皮细胞的
IU`

(

D]B

2

N

是炎性反应中的重要信号转录因子%具

有调节免疫和分化的功能)

5:

*

(当细胞处于正常生理

状态时%

D]B

2

N

主要表达在细胞质上%并且被
Q

2

N

阻

止其功能(但当细胞被细胞因子'病毒'氧化应激等

刺激后
D]B

2

N

被激活并转入细胞核内发挥调节基因

转录的作用)

5C

*

(既往很多研究证实
D]B

2

N

与细胞

很多信号转导有关%并在肾间质纤维化过程中发挥重

要作用)

5?

*

(

D]B

2

N

广泛表达于肾小球和肾小管上皮

细胞(草酸激活后的
D]B

2

N

能调节炎性反应%上调

各种炎性因子的表达%最终促使肾小管上皮细胞的

IU`

)

69

*

(因此我们检测西红花苷是否能通过抑制

D]B

2

N

通路拮抗草酸引起的肾小管细胞炎性反应(

我们的研究证实与草酸组相比%

D]B

2

N

表达量在草

酸组会增加(所以西红花苷抑制了
D]B

2

N

的表达%

抑制了
IU`

的发生(

本研究从细胞实验层面初步证实了西红花苷可

以通过
\̀]B

/

5

'

D]B

2

N

通路抑制草酸引起的肾小管

细胞
IU`

%为其在草酸钙肾结石的防治中提供了新

的思路(但西红花苷在动物模型中是否会有同样的

作用需要我们进一步研究(
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