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[摘要] 目的：探讨肾复康对D-半乳糖（D-Gal）诱导的HK-2细胞纤维化模型的干预作用及机制。方法：采用

D-Gal处理构建HK-2细胞纤维化模型；采用噻唑蓝（MTT）检测肾复康对D-Gal培养条件下HK-2细胞活力的影

响；将HK-2细胞分为对照组、D-Gal模型组、维生素E组（200 滋g/mL）、肾复康低剂量组（200 滋g/mL）和肾复康高

剂量组（400 滋g/mL），干预24 h。采用Western blotting法检测琢-平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）、玉型胶原（Collagen

玉）及Janus激酶2（JAK2）信号转导-转录活化蛋白3（STAT3）信号蛋白表达；免疫荧光检测核增殖抗原（Ki-67）表

达；茁-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况；实时荧光定量PCR（RT-PCR）检测细胞白细胞介素-1茁（IL-1茁）mRNA、

IL-6 mRNA及IL-8 mRNA表达水平；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞上清液中IL-1茁、IL-6及IL-8水平。结

果：D-Gal模型组细胞存活率低于对照组（ <0.01）；肾复康200、400 滋g/mL组细胞存活率高于D-Gal模型组（ <

0.01）。选用200 滋g/mL、400 滋g/mL分别作为低、高剂量。D-Gal模型组HK-2细胞琢-SMA及Collagen 玉蛋白相对表

达量高于对照组（ <0.01）；维生素E组、肾复康低剂量组、肾复康高剂量组HK-2细胞琢-SMA及Collagen 玉蛋白相

对表达量均低于D-Gal模型组（ <0.01）。D-Gal模型组细胞Ki-67蛋白荧光相对表达量低于对照组（ <0.01），

茁-半乳糖苷酶阳性率高于对照组（ <0.01）；维生素E组、肾复康低剂量组、肾复康高剂量组HK-2细胞Ki-67蛋白

荧光相对表达量均高于模型组（ <0.05或 <0.01），茁-半乳糖苷酶阳性率均低于D-Gal模型组（ <0.01）。D-Gal模型

组HK-2细胞IL-1茁 mRNA、IL-6 mRNA及IL-8 mRNA相对表达量均高于对照组（ <0.01）；维生素E组、肾复康

低剂量组、肾复康高剂量组HK-2细胞IL-1茁 mRNA、IL-6 mRNA及IL-8 mRNA相对表达量均低于D-Gal模型组（ <

0.01）。D-Gal模型组HK-2细胞上清液中IL-1茁、IL-6及IL-8水平均高于对照组（ <0.01）；维生素E组、肾复康低剂量

组、肾复康高剂量组HK-2细胞上清液中IL-1茁、IL-6及IL-8水平均低于D-Gal模型组（ <0.01）。D-Gal模型组

HK-2细胞JAK2蛋白相对表达量及p-STAT3/ STAT3均高于对照组（ <0.01）；维生素E组、肾复康低剂量组、肾复

康高剂量组HK-2细胞JAK2蛋白相对表达量及p-STAT3/ STAT3均低于D-Gal模型组（ <0.01）。结论：肾复康抑制

D-Gal诱导的HK-2细胞纤维化的机制可能是调控细胞衰老。
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随 着 人 口 老 龄 化 问 题 的 日 益 凸 显 ， 慢 性 肾 脏 病 的 发 病 率

在 近 年 来 逐 年 提 升 [1]。 肾 纤 维 化 是 多 种 慢 性 肾 脏 病 进 展 过 程

中 的 共 同 病 理 状 态 ， 主 要 表 现 为 肾 脏 胶 原 等 多 种 细 胞 外 基 质

大 量 沉 积 、 炎 症 细 胞 浸 润 和 肾 小 管 萎 缩 。 随 着 疾 病 的 进 展 ， 肾

纤 维 化 可 导 致 肾 衰 竭 [2]。 近 年 来 ， 越 来 越 多 的 临 床 和 实 验 研 究

表 明 ， 肾 纤 维 化 损 伤 程 度 已 经 成 为 反 映 肾 功 能 下 降 严 重 程 度

和 判 断 预 后 最 重 要 的 指 标 [3]， 因 而 对 于 肾 纤 维 化 的 防 治 显 得

尤 为 重 要 。 细 胞 衰 老 是 细 胞 在 遭 遇 缺 氧 、 饥 饿 或 者 病 理 损 伤

等 急 性 或 慢 性 应 激 状 态 下 出 现 的 一 种 病 理 性 反 应 ， 表 现 为 细

胞 清 除 能 力 降 低 ， 以 及 细 胞 产 生 的 错 误 蛋 白 质 、 异 常 细 胞 器

过 度 积 累 ， 进 而 导 致 细 胞 出 现 代 谢 异 常 、 活 力 明 显 降 低 等 状

态 [4]。 研 究 [5-6]表 明 ， 肾 脏 细 胞 遭 遇 多 种 应 激 状 况 极 易 发 生 细 胞

衰 老 ， 且 衰 老 的 肾 小 管 上 皮 细 胞 具 有 极 为 活 跃 的 分 泌 功 能 ， 可

分 泌 大 量 特 异 性 的 衰 老 相 关 分 泌 表 型 （ senescence-associ原

ated secretory phenotype, SASP） 。 这 些 SASP能 够 诱 导 肌 成 纤 维

活 化 ， 促 进 多 种 免 疫 炎 症 细 胞 浸 润 ， 并 促 进 上 皮 细 胞 向 间 质

细 胞 转 化 ， 进 而 分 泌 大 量 细 胞 外 基 质 从 而 加 剧 肾 纤 维 化 [5-6]。

因 此 靶 向 肾 小 管 上 皮 细 胞 衰 老 可 能 是 临 床 治 疗 肾 纤 维 化 的

关 键 过 程 。 细 胞 衰 老 由 多 种 信 号 通 路 调 控 ， 其 中 最 具 代 表 性

的 信 号 通 路 为 Janus 激 酶 （ JAK） 信 号 转 导 - 转 录 活 化 蛋 白 3

（ signal transducers and activators of transcription ， STAT） 通

路 [7]。 一 方 面 ， JAK-STAT信 号 在 衰 老 细 胞 中 高 度 激 活 ， 能 够 感

受 外 源 性 细 胞 因 子 [ 如 白 细 胞 介 素 -6（ IL-6） ] 进 一 步 调 节 衰 老

相 关 靶 基 因 的 转 录 ， 促 使 细 胞 大 量 分 泌 SASP， 造 成 DNA 损 伤

并 引 起 组 织 微 环 境 的 改 变 ； 另 一 方 面 ， JAK-STAT 信 号 还 可 通

过 与 其 他 衰 老 相 关 信 号 通 路 联 系 加 剧 衰 老 进 程 [8]。

中 医 学 认 为 ， 脾 肾 亏 虚 、 浊 毒 内 蕴 是 肾 纤 维 化 和 慢 性 肾

脏 病 的 主 要 病 机 ， 故 治 疗 当 以 扶 正 和 祛 邪 为 主 要 治 则 。 肾 复

[Abstract] Objective: To investigate the intervention effect and mechanisms of Shenfukang on D-Galactose

(D-Gal)-induced fibrosis model in HK-2 cells. Methods: D-Gal was used to establish the fibrosis model in

HK-2 cells. The MTT assay was employed to evaluate the influence of Shenfukang on the viability of HK-2

cells under D-Gal culture conditions. HK-2 cells were divided into control group, D-Gal model group, Vitamin

E groups (200 滋g/mL), Shenfukang low-dose group (200 滋g/mL) and Shenfukang high-dose group (400 滋g/mL)

with the intervention time of 24 h. Western blotting was utilized to detect the expression of 琢-smooth muscle

actin (琢-SMA), Collagen I, Janus kinase 2 (JAK2), and signal transducers and activators of transcription 3

(STAT3). Immunofluorescence was conducted to examine Ki -67 expression. 茁 -galactosidase staining was

performed to assess cell senescence. Real-time quantitative PCR (RT-PCR) was used to measure the expression

levels of interleukin-1茁 (IL-1茁) mRNA, IL-6 mRNA and IL-8 mRNA in cells. Enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) was employed to measure the levels of IL-1茁, IL-6 and IL-8 in cell supernatants. Results: The

D -Gal model group showed lower cell viability than control group ( <0.01). The cell viability in the

Shenfukang 200 and 400 滋g/mL groups was higher than the D-Gal model group ( <0.01). Then doses of 200滋g/mL

and 400 滋g/mL were chosen as the Shenfukang low and high doses, respectively. The relative expression levels

of 琢-SMA and Collagen I proteins in the D-Gal model group HK-2 cells were higher than the control group

( <0.01). The vitamin E group, Shenfukang low-dose group and Shenfukang high-dose group showed lower

琢-SMA and Collagen I protein relative expression levels than D-Gal model group ( <0.01). The D-Gal model

group showed lower relative fluorescent expression level of Ki-67 protein than control group ( <0.01), while

higher 茁-galactosidase positivity rate than control group ( <0.01). The vitamin E group, Shenfukang low-dose

group and Shenfukang high-dose group showed higher relative fluorescent expression levels of Ki-67 protein

than D-Gal model group ( <0.05 or <0.01), while lower 茁-galactosidase positivity rate than D-Gal model

group ( <0.01). The D-Gal model group showed higher relative expression levels of IL-1茁 mRNA, IL-6 mRNA

and IL-8 mRNA than control group ( <0.01). The vitamin E group, Shenfukang low -dose group and

Shenfukang high-dose group showed lower relative expression levels of IL-1茁 mRNA, IL-6 mRNA and IL-8

mRNA than D-Gal model group ( <0.01). The D-Gal model group showed higher levels of IL-1茁, IL-6, and

IL-8 in the cell supernatants, than control group ( <0.01). The vitamin E group, Shenfukang low-dose group

and Shenfukang high-dose group showed lower levels of IL-1茁, IL-6, and IL-8 in the cell supernatants, than

D-Gal model group ( <0.01). The D-Gal model group showed higher relative expression levels of JAK2 protein

and p-STAT3/STAT3 than control group ( <0.01). The vitamin E group, Shenfukang low-dose group and

Shenfukang high-dose group showed lower relative expression levels of JAK2 protein and p-STAT3/STAT3

than D-Gal model group ( <0.01). Conclusion: Shenfukang may inhibit the D-Gal-induced fibrosis model in

HK-2 cells by regulating cellular senescence.

[Keywords] renal fibrosis; Shenfukang; cellular senescence; D-Galactose; 琢-smooth muscle actin; 茁-galac原

tosidase; JAK2-STAT3 signaling
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康 由 湖 南 省 中 西 医 结 合 医 院 肾 脏 专 家 根 据 数 十 年 临 床 经 验

所 创 ， 可 通 过 益 气 健 脾 、 补 肾 化 瘀 和 泻 浊 排 毒 发 挥 治 疗 肾 纤

维 化 的 功 效 [8]。 前 期 研 究 [9] 表 明 ， 肾 复 康 能 改 善 大 鼠 肾 纤 维 化

模 型 肾 功 能 ， 逆 转 肾 纤 维 化 ， 但 其 更 深 入 的 机 制 还 不 明 确 。 因

此 ， 本 研 究 利 用 D- 半 乳 糖 （ D-Galactose， D-Gal） 处 理 HK-2 细

胞 构 建 体 外 纤 维 化 模 型 ， 从 细 胞 衰 老 角 度 探 讨 肾 复 康 抗 肾 纤

维 化 的 作 用 机 制 ， 旨 在 为 后 续 更 深 入 的 研 究 提 供 实 验 基 础 。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人 肾 小 管 上 皮 细 胞 HK-2（ 批 号 ： GA2306005） 购

于 武 汉 赛 维 尔 公 司 ， 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM/F12 完

全 培 养 基 中 ， 取 4~10 代 用 于 实 验 。

1.2 药物与试剂 肾 复 康 （ 湖 南 省 中 西 医 结 合 医 院 / 湖 南 省

中 医 药 研 究 院 附 属 医 院 ， 批 号 ： 20230624） ， 其 中 1 g 肾 复 康 颗

粒 含 有 3.27 g 生 药 。 称 取 肾 复 康 10 g 碾 碎 后 加 入 30 mL超 纯 水 ，

超 声 充 分 提 取 后 ， 过 滤 获 得 滤 液 ， 使 用 冷 冻 干 燥 机 冷 冻 干 燥

成 冻 干 粉 。 冻 干 粉 使 用 时 采 用 完 全 培 养 基 进 行 溶 解 配 置 高 浓

度 储 备 液 （ 10 mg/mL） ， 采 用 0.22 滋m 的 无 菌 滤 器 进 行 过 滤 分

装 、 待 用 。 10% 胎 牛 血 清 （ 苏 州 依 科 赛 生 物 ， 批 号 ： 12B192） ；

DMEM/F12（ 江 苏 凯 基 生 物 公 司 ， 批 号 ： 20230816） ； D-Gal（ 北

京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： SG8010） ； 维 生 素 E（ 上 海 源 叶 生 物 公 司 ，

批 号 ： D16N10R102993） ； 噻 唑 蓝 （ MTT） 试 剂 盒 （ 江 苏 凯 基 生 物

公 司 ， 批 号 ： 20230328） ； 蛋 白 ECL发 光 液 （ 大 连 美 仑 公 司 ， 批 号 ：

MA0186-2-mar-26J） ； 琢- 平 滑 肌 肌 动 蛋 白 （ 琢-smooth muscle

actin， 琢-SMA） 一 抗 （ 批 号 ： 10042045） 、 玉型 胶 原 （ Collagen 玉） 蛋

白 一 抗 （ 批 号 ： 12063291） 及 茁-Actin蛋 白 一 抗 （ 批 号 ： 00094167）

均 购 自 武 汉 Proteintech 生 物 有 限 公 司 ； 核 增 殖 抗 原 （ Ki-67） 蛋

白 一 抗 （ 美 国 Thermo 公 司 ， 批 号 ： 386CBA55） ； 茁- 半 乳 糖 苷 酶

染 色 试 剂 盒 （ 北 京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： 230005005） ； IL-1茁 酶

联 免 疫 吸 附 试 验 （ ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： A11621041） 、 IL-6

ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ： A10396521） 及 IL-8 ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ：

A10683217） 均 购 自 杭 州 联 科 生 物 公 司 ； JAK2 蛋 白 一 抗 （ 批 号 ：

3230） 、 STAT3 蛋 白 一 抗 （ 批 号 ： 12640） 及 Phospho-STAT3 蛋 白

一 抗 （ 批 号 ： 9145） 均 购 自 美 国 CST公 司 。

1.3 主要仪器 多 功 能 酶 联 免 疫 分 析 仪 （ 杭 州 奥 盛 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 ： Feyond A300） ； 细 胞 培 养 箱 （ 美 国 Thermo 公 司 ， 型

号 ： HERAcell 150） ； 冷 冻 干 燥 机 （ 宁 波 新 芝 生 物 公 司 ， 型 号 ：

SCIENTZ-10N/C） ； 倒 置 显 微 镜 （ 德 国 ZEISS 公 司 ， 型 号 ： Ax原

ioVert A1） ； 蛋 白 电 泳 仪 （ 型 号 ： Power Pac TM Basic） 、 凝 胶 成

像 系 统 （ 型 号 ： Chemi Doc XRS） 及 RT-PCR 仪 （ 型 号 ： CFX96）

均 购 自 美 国 BIO-RAD公 司 。

1.4 给药浓度的确定 将 HK-2 细 胞 消 化 、 计 数 后 ， 接 种 于 96

孔 细 胞 培 养 板 中 （ 6 000 个 /孔 ） ， 待 细 胞 贴 壁 后 弃 去 原 有 培 养

基 ， 加 入 200 滋L 含 有 肾 复 康 0 、 25 、 50 、 100 、 200 、 400 滋g/mL 的

D-Gal培 养 基 。 药 物 作 用 24 h后 ， 吸 去 含 药 培 养 基 ， 每 孔 分 别 加

入 90 滋L无 血 清 培 养 基 和 10 滋L 的 MTT 溶 液 继 续 培 养 2 h。 处 理

后 弃 培 养 基 ， 每 孔 分 别 加 入 150 滋L 的 DMSO 溶 液 ， 室 温 震 荡

10 min， 于 酶 标 仪 测 定 在 490 nm 处 的 OD490 值 （ D） 。 最 终 确 定

给 药 浓 度 为 200 、 400 滋g/mL。

1.5 分组及给药 取 HK-2 细 胞 接 种 于 6 孔 细 胞 培 养 板 中 ， 1伊

106个 /孔 ， 培 养 贴 壁 之 后 分 为 对 照 组 、 D-Gal 模 型 组 、 维 生 素 E

组 （ 200 滋g/mL） 、 肾 复 康 低 剂 量 组 （ 200 滋g/mL） 及 肾 复 康 高 剂

量 组 （ 400 滋g/mL） 。 干 预 方 法 ： 对 照 组 给 予 常 规 培 养 基 ， D-Gal

模 型 组 更 换 含 有 D-Gal 培 养 基 （ D-Gal 质 量 浓 度 为 20 mg/mL） ，

维 生 素 E组 更 换 为 D-Gal培 养 基 （ 20mg/mL） +维 生 素 E（ 200滋g/mL） ，

肾 复 康 低 剂 量 组 更 换 为 D-Gal 培 养 基 （ 20 mg/mL） + 肾 复 康

（ 200 滋g/mL） ， 肾 复 康 高 剂 量 组 更 换 为 D-Gal培 养 基 （ 20 mg/mL）

+肾 复 康 （ 400滋g/mL） 。 各 组 细 胞 均 干 预 24h， 每 组 处 理 重 复 3次 。

1.6 观察指标

1.6.1 琢-SMA、 Collagen 玉及 JAK2-STAT3蛋 白 表 达 水 平 采 用

Western blotting 法 检 测 细 胞 琢-SMA、 Collagen 玉 及 JAK2-

STAT3 蛋 白 表 达 。 裂 解 各 组 细 胞 分 别 提 取 总 蛋 白 。 蛋 白 定 量 后

进 行 凝 胶 电 泳 ， 经 电 泳 、 转 膜 到 PVDF 膜 上 后 ， 封 闭 后 加 入

琢-SMA、 Collagen 玉 、 JAK2 、 p-STAT3 、 STAT3 和 茁-Actin 蛋 白

一 抗 （ 1颐500） 过 夜 孵 育 。 次 日 ， 回 收 蛋 白 一 抗 ， 孵 育 二 抗 后 进 行

曝 光 成 像 并 采 用 Image J软 件 进 行 灰 度 值 定 量 。

1.6.2 细 胞 增 殖 情 况 取 各 组 细 胞 经 4% 多 聚 甲 醛 固 定 液 室

温 固 定 ， 破 膜 、 封 闭 后 ， 加 入 蛋 白 一 抗 Ki-67（ 1颐200 稀 释 ） 避 光

孵 育 过 夜 。 次 日 ， 弃 去 一 抗 ， 孵 育 荧 光 二 抗 ， DAPI 染 核 、 封 片 ，

于 荧 光 显 微 镜 下 拍 照 。 Ki-67 是 一 种 增 殖 细 胞 的 相 关 抗 原 ， 能

标 记 增 殖 周 期 中 的 细 胞 。 Ki-67 蛋 白 荧 光 相 对 表 达 量 越 高 ， 则

细 胞 增 殖 活 性 越 明 显 。

1.6.3 细 胞 衰 老 情 况 细 胞 经 染 色 固 定 液 固 定 后 ， PBS 洗 涤 ，

加 入 染 色 工 作 液 ， 封 板 后 置 于 37益 烘 箱 中 孵 育 24 h 。 孵 育 完 毕

后 拍 照 并 计 算 茁- 半 乳 糖 苷 酶 阳 性 率 。 细 胞 衰 老 过 程 中 ， 其 内

在 的 茁-半 乳 糖 苷 酶 特 异 性 表 达 增 加 。 茁-半 乳 糖 苷 酶 阳 性 率 越

高 ， 则 细 胞 衰 老 越 明 显 。

1.6.4 IL-1茁 mRNA、 IL-6 mRNA及 IL-8 mRNA表 达 水 平 采

用 RT-PCR检 测 细 胞 IL-1茁 mRNA、 IL-6 mRNA 及 IL-8 mRNA

表 达 水 平 。 提 取 各 组 细 胞 总 RNA， 逆 转 录 成 cDNA后 进 行 RT-PCR

检 测 。 内 参 为 茁-Actin ， 采 用 2-吟吟Ct 法 计 算 基 因 相 对 表 达 量 。 引

物 序 列 见 表 1 。

表 1 引物序列

目 的 基 因 序 列 （ 5 ’ → 3 ’ ） 扩 增 产 物 长 度 / b p

I L - 1 β 上 游 ： A T G A T G G C T T A T T A C A G T G G C A A 1 3 2

下 游 ： G T C G G A G A T T C G T A G C T G G A

I L - 6 上 游 ： A C T C A C C T C T T C A G A A C G A A T T G 1 4 9

下 游 ： C C A T C T T T G G A A G G T T C A G G T T G

I L - 8 上 游 ： A C T G A G A G T G A T T G A G A G T G G A C 1 1 2

下 游 ： A A C C C T C T G C A C C C A G T T T T C

β - A c t i n 上 游 ： C A T G T A C G T T G C T A T C C A G G C 2 5 0

下 游 ： C T C C T T A A T G T C A C G C A C G A T

1.6.5 细 胞 上 清 液 中 IL-1茁、 IL-6及 IL-8 水 平 收 集 各 组 细 胞

培 养 基 ， 采 用 低 温 、 高 速 （ 4 益 、 13 000 g） 离 心 20 min， 分 离 上

清 ， 参 考 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作 ， 最 后 酶 标 仪 检 测 吸 光

值 并 计 算 IL-1茁、 IL-6及 IL-8水 平 。

1.7 统计学方法 采 用 SPSS 27.0 进 行 数 据 处 理 ， 采 用 Prism 8

进 行 绘 图 。 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 且 方 差 齐 ， 以 “ 均 数 依 标 准

差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ One-way
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ANOVA） ， 两 两 比 较 采 用 Turkey 检 验 ， <0.05 为 差 异 有 统 计 学

意 义 。

2 结 果

2.1 肾复康对HK-2细胞活力的影响 D-Gal 模 型 组 细 胞 存

活 率 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 肾 复 康 100、

200 、 400 滋g/mL组 细 胞 存 活 率 高 于 D-Gal 模 型 组 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 （ <0.05 或 <0.01） 。 （ 见 图 1） 为 更 好 地 显 示 药 物 的 治 疗

效 果 ， 本 实 验 选 择 效 果 更 为 显 著 的 200滋g/mL、 400滋g/mL分 别 作

为 肾 复 康 低 、 高 剂 量 。

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.05，

c <0.01。

图 1 肾复康对 HK-2细胞活力的影响 （x依s，n=6）

2.2 各组HK-2细胞琢-SMA及Collagen 玉蛋白相对表达量比

较 D-Gal 模 型 组 HK-2 细 胞 琢-SMA 及 Collagen 玉 蛋 白 相 对

表 达 量 高 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素 E

组 、 肾 复 康 低 剂 量 组 及 肾 复 康 高 剂 量 组 HK-2 细 胞 琢-SMA 及

Collagen 玉 蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 D-Gal 模 型 组 ， 差 异 均 有

统 计 学 意 义 （ <0.01） 。 （ 见 图 2耀3）

图 2 各组 HK-2细胞 琢-SMA及 Collagen I蛋白表达

Western blotting图

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.01。

图 3 各组 HK-2细胞 琢-SMA及 Collagen I蛋白

相对表达量比较 （x依s，n=3）

2.3 各组HK-2细胞Ki-67蛋白荧光相对表达量比较 D-Gal

模 型 组 细 胞 Ki-67 蛋 白 荧 光 相 对 表 达 量 低 于 对 照 组 ， 差 异 有

统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素 E 组 、 肾 复 康 低 剂 量 组 及 肾 复 康

高 剂 量 组 HK-2 细 胞 Ki-67 蛋 白 荧 光 相 对 表 达 量 均 高 于 D-Gal

模 型 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05 或 <0.01） 。 （ 见 图 4耀5）

Ki 67 DAPI Merge

图 4 各组 HK-2细胞 Ki-67蛋白荧光表达图（伊100）

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <

0.05，c <0.01。

图 5 各组 HK-2细胞 Ki-67蛋白荧光相对表达量比较

（x依s，n=3）

2.4 各组HK-2细胞茁-半乳糖苷酶阳性率比较 D-Gal 模 型

组 HK-2 细 胞 茁- 半 乳 糖 苷 酶 阳 性 率 高 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素 E 组 、 肾 复 康 低 剂 量 组 及 肾 复 康 高 剂

量 组 HK-2 细 胞 茁- 半 乳 糖 苷 酶 阳 性 率 均 低 于 D-Gal 模 型 组 ， 差

异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） 。 （ 见 图 6耀7）

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.01。

图 7 各组HK-2细胞 茁-半乳糖苷酶阳性率比较 （x依s，n=3）

a

b

b

b

对 照 组 D - G a l 维 生 素 肾 复 康 肾 复 康

模 型 组 E 组 低 剂 量 组 高 剂 量 组

a
b cc

肾 复 康 /（ 滋g/mL）

对 照 组 D - G a l 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 肾 复 康

低 剂 量 组 高 剂 量 组

琢-SMA

Collagen 玉

茁-Actin

42 kDa

220 kDa

45 kDa

对 照 组

D - G a l 模 型 组

维 生 素 E 组

肾 复 康 低 剂 量 组

肾 复 康 高 剂 量 组

a
a

b b

b

b

b

对 照 组 D - G a l 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 肾 复 康

低 剂 量 组 高 剂 量 组

对 照 组 D - G a l 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 肾 复 康

低 剂 量 组 高 剂 量 组

a

c
c

b

对 照 组 D - G a l 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 肾 复 康

低 剂 量 组 高 剂 量 组
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2.5 各组HK-2细胞IL-1茁 mRNA、IL-6 mRNA及IL-8 mRNA

相对表达量比较 D-Gal 模 型 组 HK-2 细 胞 IL-1茁 mRNA 、

IL-6 mRNA及 IL-8 mRNA相 对 表 达 量 均 高 于 对 照 组 ， 差 异 均

有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素 E 组 、 肾 复 康 低 剂 量 组 及 肾 复

康 高 剂 量 组 HK-2 细 胞 IL-1茁 mRNA、 IL-6 mRNA 及 IL-8

mRNA相 对 表 达 量 均 低 于 D-Gal 模 型 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意

义 （ <0.01） 。 （ 见 图 8）

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.01。

图 8 各组 HK-2细胞 IL-1茁 mRNA、IL-6 mRNA

及 IL-8 mRNA相对表达量比较 （x依s，n=3）

2.6 各组HK-2细胞上清液中IL-1茁、IL-6及IL-8水平比较 D-Gal

模 型 组 HK-2 细 胞 上 清 液 中 IL-1茁、 IL-6 及 IL-8 水 平 高 于 对 照

组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素 E 组 、 肾 复 康 低 剂

量 组 及 肾 复 康 高 剂 量 组 HK-2 细 胞 上 清 液 中 IL-1茁 、 IL-6 及

IL-8 水 平 均 低 于 D-Gal 模 型 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <

0.01） 。 （ 见 图 9）

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.01。

图 9 各组 HK-2细胞上清液中 IL-1茁、IL-6

及 IL-8水平比较 （x依s，n=3）

2.7 各组HK-2细胞JAK2-STAT3信号蛋白相对表达量比

较 D-Gal模 型 组 HK-2细 胞 JAK2蛋 白 相 对 表 达 量 及 p-STAT3/

STAT3 均 高 于 对 照 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 维 生 素

E组 、 肾 复 康 低 剂 量 组 及 肾 复 康 高 剂 量 组 HK-2 细 胞 JAK2 蛋 白

相 对 表 达 量 及 p-STAT3/STAT3 均 低 于 D-Gal 模 型 组 ， 差 异 均

有 统 计 学 意 义 （ <0.01） 。 （ 见 图 10耀11）

图 10 各组 HK-2细胞 JAK2、p-STAT3及 STAT3蛋白表达

Western blotting图

注：与对照组比较，a <0.01；与D-Gal模型组比较，b <0.01。

图 11 各组 HK-2细胞 JAK2蛋白相对表达量

及 p-STAT3/STAT3比较 （x依s，n=3）

3 讨 论

肾 纤 维 化 是 多 种 肾 病 进 展 过 程 中 的 重 要 阶 段 ， 最 终 能 够

导 致 终 末 期 肾 病 [10-11]。 肾 纤 维 化 主 要 发 生 在 肾 小 球 部 位 ， 主 要

表 现 为 细 胞 外 基 质 分 泌 增 加 、 免 疫 细 胞 浸 润 及 基 底 膜 增 厚 等

过 程 [12]。 近 年 来 ， 越 来 越 多 的 研 究 表 明 低 氧 、 高 糖 及 有 害 物 质

等 应 激 状 态 能 够 直 接 损 伤 肾 小 管 上 皮 细 胞 的 功 能 ， 促 进 肾 小

管 上 皮 细 胞 衰 老 [13]。 细 胞 衰 老 是 指 有 丝 分 裂 细 胞 由 于 内 在 或

者 外 在 应 激 而 永 久 退 出 细 胞 周 期 的 现 象 [14]。 衰 老 细 胞 一 方 面

自 身 转 化 为 间 质 样 细 胞 并 分 泌 大 量 细 胞 外 基 质 [15]； 另 一 方 面 ，

衰 老 细 胞 还 能 够 分 泌 衰 老 相 关 分 泌 表 型 ， 进 而 吸 引 大 量 炎 症

细 胞 ， 进 一 步 加 剧 局 部 炎 症 状 态 ， 促 进 肾 上 皮 细 胞 向 间 质 样

细 胞 转 化 ， 加 剧 局 部 纤 维 化 表 型 [16-17]。 长 期 恶 性 循 环 直 接 导 致

肾 小 管 重 吸 收 蛋 白 等 功 能 下 降 ， 加 剧 肾 脏 损 伤 。 因 此 ， 肾 小 管

上 皮 细 胞 衰 老 可 能 促 进 了 肾 纤 维 化 的 进 展 ， 抑 制 肾 小 管 上 皮

细 胞 的 衰 老 可 能 为 潜 在 的 逆 转 肾 纤 维 化 的 关 键 机 制 。

中 医 药 在 防 治 肾 病 方 面 具 有 独 特 优 势 ， 在 临 床 取 得 了 较

好 的 治 疗 效 果 。 肾 纤 维 化 属 中 医 学 中 “ 虚 劳 ” “ 关 格 ” “ 溺 毒 ” 等

范 畴 。 病 机 属 于 本 虚 标 实 ， 本 虚 即 脾 、 肾 之 气 虚 衰 ， 而 标 实 则

对 照 组 D-Gal 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 低 剂 量 组 肾 复 康 高 剂 量 组

图 6 各组 HK-2细胞 茁-半乳糖苷酶阳性表达图 （伊400）

对 照 组 D - G a l 模 型 组 维 生 素 E 组 肾 复 康 肾 复 康
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以 瘀 血 、 浊 毒 为 主 。 由 于 肾 脏 疾 病 病 程 较 长 ， 正 气 受 损 ， 造 成

“ 久 病 必 虚 ” 。 正 虚 则 易 致 瘀 ， 肾 气 不 足 则 耗 伤 津 液 ， 虚 火 上 扰

可 致 清 从 浊 化 而 痰 浊 内 聚 ， 滞 而 不 化 ， 使 得 瘀 血 与 痰 浊 互 结

阻 于 肾 络 之 内 或 结 于 肾 络 之 外 ， 引 起 络 道 狭 窄 或 闭 塞 ， 日 久

成 积 ， 瘀 血 与 痰 浊 互 相 攀 援 ， 引 起 肾 脏 细 胞 损 伤 衰 老 进 而 引

发 肾 纤 维 化 。 综 上 ， 肾 间 质 纤 维 化 的 发 生 发 展 与 虚 、 瘀 、 浊 、 毒

密 切 相 关 ， 故 治 疗 多 以 扶 正 （ 补 肾 、 健 脾 ） 辅 以 祛 邪 （ 化 瘀 、 泻

浊 、 排 毒 ） 为 主 要 治 则 [18-19]。 而 这 正 与 中 医 学 对 衰 老 的 病 机 认

识 相 吻 合 。 因 此 ， 众 多 善 长 肾 脏 病 治 疗 的 名 中 医 均 认 为 补 脾

益 肾 、 化 瘀 排 毒 法 是 治 疗 衰 老 及 肾 纤 维 化 的 代 表 性 治 法 [20]。 肾

复 康 为 我 院 肾 病 专 家 肖 德 才 教 授 根 据 数 十 年 的 临 床 经 验 所

开 发 ， 已 运 用 于 临 床 二 十 余 年 ， 用 于 治 疗 多 种 原 因 导 致 的 慢

性 肾 脏 病 和 肾 纤 维 化 疾 病 。 该 方 中 黄 芪 、 太 子 参 益 气 升 阳 ； 生

地 黄 、 山 茱 萸 及 茯 苓 健 脾 补 肾 ； 白 花 蛇 舌 草 、 忍 冬 藤 、 蝉 花 及

大 黄 等 药 清 热 泻 浊 ， 排 毒 化 瘀 。 诸 药 配 伍 ， 共 奏 健 脾 益 肾 、 化

瘀 排 毒 、 补 虚 抗 衰 之 功 。

D-Gal 能 够 被 半 乳 糖 氧 化 酶 分 解 成 过 氧 化 氢 和 醛 糖 ， 最

终 生 成 超 氧 阴 离 子 ， 是 最 常 见 的 细 胞 衰 老 造 模 剂 [21-22]。 本 研 究

首 先 考 察 了 细 胞 活 力 ， 结 果 发 现 D-Gal 处 理 HK-2 细 胞 后 ， 细

胞 存 活 率 明 显 降 低 且 细 胞 增 殖 明 显 减 少 ， 细 胞 呈 现 出 衰 老 迹

象 。 肾 复 康 干 预 能 够 逆 转 D-Gal 介 导 的 细 胞 存 活 率 下 降 并 促

进 细 胞 增 殖 ， 提 示 了 肾 复 康 对 D-Gal 介 导 的 HK-2 细 胞 衰 老 具

有 一 定 的 抑 制 作 用 。 细 胞 衰 老 能 够 介 导 纤 维 化 表 型 ， 因 此 本

研 究 考 察 了 D-Gal 对 HK-2 细 胞 纤 维 化 指 标 表 达 的 影 响 。 结 果

发 现 D-Gal 能 够 诱 导 HK-2 细 胞 纤 维 化 指 标 琢-SMA 和 Collagen

玉 蛋 白 的 表 达 ， 表 明 D-Gal 能 够 促 进 肾 小 管 细 胞 纤 维 化 转 变 。

肾 复 康 干 预 后 ， D-Gal 引 起 的 纤 维 化 指 标 表 达 明 显 下 降 ， 表 明

肾 复 康 具 有 逆 转 细 胞 衰 老 介 导 的 肾 纤 维 化 的 作 用 。 衰 老 的 细

胞 分 泌 大 量 SASP改 变 微 环 境 ， 从 而 促 进 肾 纤 维 化 的 关 键 过 程 [23-24]。

LIU T 等 [25] 研 究 发 现 ， 抑 制 肾 小 管 上 皮 细 胞 的 衰 老 并 减 少 其

SASP分 泌 ， 能 够 逆 转 肾 纤 维 化 进 程 。 D-Gal 处 理 HK-2 细 胞 后 ，

细 胞 增 殖 明 显 降 低 ， 细 胞 衰 老 加 剧 并 分 泌 IL-1茁 、 IL-6 及 IL-8

等 多 种 SASP ， 表 明 D-Gal 能 够 促 进 肾 小 管 上 皮 细 胞 衰 老 并 分

泌 SASP ， 引 起 肾 脏 微 环 境 的 改 变 进 而 加 剧 肾 纤 维 化 过 程 。 肾

复 康 及 维 生 素 E 可 逆 转 这 一 过 程 ， 表 明 肾 复 康 能 够 通 过 减 少

细 胞 衰 老 相 关 SASP 分 泌 逆 转 肾 纤 维 化 。 JAK-STAT 信 号 在 细

胞 衰 老 过 程 中 具 有 重 要 作 用 ， JAK-STAT 信 号 活 化 能 够 促 进

细 胞 衰 老 、 加 剧 纤 维 化 过 程 [26-27]， 因 此 干 预 该 信 号 通 路 从 而 抑

制 细 胞 衰 老 并 逆 转 肾 纤 维 化 过 程 ， 具 有 重 要 作 用 。 本 研 究 结

果 表 明 ， D-Gal 处 理 HK-2 细 胞 后 ， 细 胞 内 的 JAK2-STAT3 信 号

通 路 明 显 激 活 ， 表 明 D-Gal能 够 通 过 激 活 该 信 号 通 路 促 进 细 胞

衰 老 加 剧 肾 纤 维 化 表 型 。 肾 复 康 及 维 生 素 E能 抑 制 JAK2-STAT3

信 号 通 路 的 活 化 ， 表 明 肾 复 康 可 能 通 过 抑 制 JAK2-STAT3 信

号 通 路 的 活 化 进 而 逆 转 D-Gal 引 起 的 肾 小 管 上 皮 细 胞 衰 老 ，

从 而 发 挥 抗 肾 纤 维 化 的 作 用 。

综 上 所 述 ， 肾 小 管 上 皮 细 胞 衰 老 并 分 泌 SASP 是 D-Gal 诱

导 肾 纤 维 化 疾 病 进 展 的 关 键 过 程 ， 因 而 逆 转 细 胞 衰 老 对 于 肾

纤 维 化 的 治 疗 具 有 重 要 意 义 。 肾 复 康 能 够 抑 制 JAK2-STAT3 信

号 通 路 进 而 逆 转 细 胞 衰 老 并 减 少 SASP的 分 泌 ， 从 而 抑 制 肾 纤

维 化 的 发 生 和 进 展 。
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