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系膜增生性肾小球肾炎（mesangial  proliferative 

glomerulonephritis，MsPGN）是我国小儿慢性肾炎中

常见的病理类型。现代医学大多从减少细胞外基质

环境中的促细胞生长因子刺激，抑制细胞周期性进

展和阻遏从胞膜到胞核的促使生长信号传导途径三

个主要环节入手治疗。核转录因子（NF-κB）是应

激与炎性反应的中枢调节物。有研究发现，肝细胞

生长因子通过阻断NF-κB信号通路途径而发挥抗肾

脏炎症的作用，提示NF-κB活性可能与肾炎的发生

发展相关[1]。而从不同环节寻找药物用于治疗和预

防与NF-κB有关的疾病，已成为时下热点研究方向。

金属蛋白酶组织抑制剂（MMPs）是肾脏内主要的基

质降解酶体系，其活性高低直接影响肾小球内细胞

外基质（ECM）的表达量与局部沉积，对ECM有广泛

的降解作用。其中MMP-2可通过降解Ⅳ型胶原等基

膜样基质而抑制肾小球内ECM的局部沉积。中医治

疗MsPGN以“益气化瘀”为治疗原则，疗效显著。黄

芪、水蛭分别为益气、化瘀代表药物。黄芪参与肾

脏机体的多种代谢，具有免疫增强和免疫抑制双向

调节作用，能抑制系膜细胞增殖。大量药物成分提

取分析研究证实，黄芪富含的微量元素硒能加强某

些自由基清除剂的抗氧化作用，进而推断黄芪能抑

制肾性蛋白尿[2-3]。也有研究表明，水蛭素可以缓解

与凝血功能障碍相关的肾脏局部炎性反应导致的

肾组织损伤[4]，达到抑制肾病进展的目的。本实验

通过检测黄芪、水蛭及其配方含药血清对脂多糖诱

导增生的大鼠肾小球系膜细胞（GMCs）中NF-κB、

MMP-2  mRNA表达的影响，探索益气、化瘀中药延

缓肾小球纤维化进程的可能作用机制。

1 实验材料

1.1  实验动物及细胞  正常雄性SD大鼠，清洁级，

2～3月龄，体重180～200g，由浙江省实验动物中心

提供，许可证号：SCXK（浙）20080033，在南京

中医药大学动物饲养室完成动物饲养。大鼠GMCs

（HEBH）：由徐州医学院实验室馈赠，保存于武汉大

学中国典型培养物保藏中心（CCTCC）。

1.2  药物与试剂  黄芪、炙水蛭（滑石粉炒制），

南京海昌药业提供。黄芪加10倍水浸泡1h，煮

沸30min后再煎1h，纱布过滤，二煎加水8倍，煮

沸后再煎1h，纱布过滤，两煎相合，水浴浓缩煎成
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摘 要 目的：观察黄芪、水蛭及其配方含药血清对脂多糖（LPS）诱导增生大鼠肾小球系膜细胞（GMCs）表达核转录

因子 p65（NF-κB p65）、金属蛋白酶组织抑制剂-2（MMP-2）的影响，探索益气化瘀药物及其配方含药血清治疗系膜增生
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响，Real time PCR法测定 NF-κB p65、MMP-2因子的表达变化。结果：LPS诱导系膜细胞增殖后，NF-κB p65mRNA表达较

正常组明显升高（P<0.01），表达量达到正常细胞的2.07倍，各含药血清组NF-κB  p65mRNA表达量与LPS组比较均显著下降 

（P<0.01）。LPS诱导GMCs增殖后，MMP-2 mRNA表达较正常组明显升高（P<0.01），表达量达到正常细胞的2.0倍，而各含药血

清组MMP-2 mRNA表达量与LPS组比较均显著下降（P<0.01）。上述指标各含药血清组组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。
结论：黄芪、水蛭及其配方含药血清能够通过影响NF-κB65、MMP-2的表达减少GMCs的增殖及细胞外基质的沉积，益气化

瘀含药血清的应用有利于缓解系膜增生性肾小球肾炎的进展。
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浓度为1.5g/mL药液。水蛭高速粉碎机研粉，乙醇

回流提取，配成0.3g/mL混悬液。脂多糖（LPS）：

10mg/支，美国Sigma公司，批号：111M4035V ；胎

牛血清，美国gibco公司；二甲基亚砜（DMSO），美

国AMRESCO公司；DAPI、RIPA裂解液、PMSF、

SDS-PAGE上 样 缓 冲 液（5×）、30%Acr-Bis、Tris.

HCL、Glycine、SDS、RNase  free水，碧云天生物科

技 研 究 所；Cell  Counting  Kit-8（CCK-8），日 本

同仁公司；逆转录试剂盒、实时荧光定量PCR试剂

盒，大 连 宝 生 物 公 司；NF-κB  p65（D14E12）、

XP®Rabbit  mAb抗体，美国CST公司；MMP-2兔抗

大鼠荧光一抗，美国SANTA  CRμZ公司；0.25%胰

蛋白酶，美国hyclone公司；引物由上海生工合成，

驴抗兔二抗（美国Invitrogen公司），双抗（碧云天生

物科技研究所）；DMEM低糖培养基，美国hyclone

公司。

1.3  主要仪器  一次性塑料培养板（美国Costar

公司），倒置显微镜（德国leica公司），大容量高速

低温离心机（德国Eppendorf公司），一次 性滤器

（0.22μm，美 国Millpore公 司），CO2培 养 箱（日 本

SANYO公司），封口膜（美国PARAFILM公司），电子

天平（上海天平仪器厂），Olympus  BX51光学显微

镜（日本Olympus公司），实时荧光定量PCR仪（德国

Roche公司），液氮生物容器（四川亚西橡塑机器有限

公司），数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司），酶标仪（美国Biotech公司），PCR自动系列化分析

仪（Master cycler gradient）。

2 实验方法

2.1  含药血清的制备  健康SD大鼠30只，随机分为

黄芪高剂量组、水蛭高剂量组、黄芪高剂量水蛭高剂

量组、黄芪低剂量水蛭高剂量组、正常对照组，每组

5只。大鼠给药剂量参照文献[5]提供的实验动物与

人临床用药剂量换算公式。黄芪高剂量组每日予黄

芪水煎浓缩液4mL/200g体重灌胃，水蛭高剂量组每

日予水蛭混悬液4mL/200g体重灌胃，黄芪高剂量水

蛭高剂量组每日分别予黄芪水煎浓缩液灌胃、水蛭

混悬液各4mL/200g体重（浓缩，共用4mL）灌胃，黄

芪低剂量水蛭高剂量组每日分别予黄芪水煎浓缩液

2mL/200g体重和水蛭混悬液4mL/200g体重（浓缩，

共用4mL）灌胃，空白对照组予等剂量生理盐水灌

胃。各组大鼠每日灌胃2次，连续5d。于末次给药后

2h，取10%水合氯醛腹腔麻醉，无菌条件下，颈动脉

取血，分装于10mL干净离心管中，置4℃冰箱中静置

约1h后，4℃离心机，离心半径12cm，2000r/min离心

10min。用一次性无菌吸管吸取上层血清，置于新的

离心管，56℃水浴锅内30min灭菌处理，-70℃低温

冷冻保存备用。

2.2  含药血清最大无毒浓度及LPS最佳药用浓度

的筛选  细胞在96孔板种板，于培养箱中培养24h

后，用CCK-8试剂盒进行实验。在96孔板除去四

周加PBS孔，剩余10列，其中一块从左到右依次加

入 浓 度 为90%、80%、70%、60%、50%、40%、30%、

20%、10%的含药血清，余下1列加入等量的单培，每

孔100μL。使用酶标仪在450nm波长处测定OD值，

细胞存活率=加药组OD值/正常对照组OD值，按细

胞存活率90%以上作为细胞的最大无毒浓度，结果

见表1。同法运用CCK-8试剂盒，在96孔板除去四

周加PBS孔，前4列每列分别加入浓度为10、5、2.5、

1.25μg/mL的LPS，第5、6列加入单培，每列设6个复

孔。按细胞存活率150%，计算出脂多糖的最佳造模

浓度为10μg/mL。

表1  各组含药血清最大无毒浓度

组别 样本数 浓度

黄芪高剂量组 6 20%

水蛭高剂量组 6 30%

黄芪高剂量水蛭高剂量组 6 30%

黄芪低剂量水蛭高剂量组 6 30%

2.3  含药血清干预LPS诱导后的GMCs  细胞以

1×105个/L铺于6孔细胞培养板，每孔2.0mL，分为正

常组、LPS组、黄芪高剂量血清组、水蛭高剂量血清

组、黄芪低剂量水蛭高剂量血清组、黄芪高剂量水蛭

高剂量血清组，待细胞长至60%左右时，除正常组外，

其余各组吸弃细胞培养液，每孔加2.0mL  10μg/mL

脂多糖，37℃、5%CO2恒温孵育24h，吸弃细胞培养

液，黄芪高剂量血清组加20%黄芪高剂量含药血清，

水蛭高剂量血清组、黄芪低剂量水蛭高剂量血清组、

黄芪高剂量水蛭高剂量血清组分别加30%的含药血

清，正常组、LPS组加维持液。37℃、5%CO2恒温培养

箱继续培养24h，6孔板收集细胞做PCR实验。实验

重复5次，观察趋向性，以趋向性一致次数多的实验

结果作为参考数据。

2.4  RT-PCR法检测各组GMCs中NF-κB  p65、MMP-2
mRNA表达水平  按照Trizol试剂说明书提取各组细

胞总RNA，260nm的吸光度测定OD值和RNA浓度，按

照RT-PCR试剂盒说明书进行逆转录合成cDNA。逆

转录条件：37℃，15min；85℃，5s。按照试剂盒步骤

进行实时荧光定量PCR，反应条件：第一阶段，95℃

预变性30s；第二阶段，95℃变性5s，55℃退火10s，

72℃延伸5s。共40个循环。引物序列见表2。
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表2  引物序列

基因 引物序列

GAPDH
Forward GCTGAGTATGTCGTGGAGTC

Reverse TTGGTGGTGCAGGATGCATT

MMP-2
Forward AGGGCACCTCTTACAACAGC

Reverse CCCGGTCATAATCCTCGGTG

NF-κB p65
Forward AGTGCGGGACCCATCAGGCA

Reverse GCAGTGTTGGGGGCACGGTT

2.5  统计学方法  RT-PCR以GAPDH为管家基因，

应用2-△△Ct法计算目的基因mRNA的相对表达量，计

算公式：△△Ct=（Ct目的基因-Ct管家基因）实验组－

（Ct目的基因-Ct管家基因）对照组。其他实验数据采用

SPSS  17.0软件进行分析处理，结果以（x-±s）表示，

多组间两两比较采用单因素方差分析，方差不齐采

用Kruskal-wallis  Test检验。P<0.05表示差异有统计

学意义。

3 实验结果

黄芪、水蛭及其复方含药血清对LPS诱导增殖的

GMCs中NF-κB  p65、MMP-2  mRNA表达的影响见

表3。LPS诱导细胞增殖后，LPS组细胞NF-κB  p65、

MMP-2  mRNA表达量明显升高，分别是正常组的

2.07、2.00倍，组间比较有统计学差异（P<0.01）；而

各药物血清组细胞NF-κB  p65、MMP-2  mRNA表达

量与LPS组比较明显降低（P<0.01），但各药物血清组

之间比较差异无统计学意义。

表3  各组细胞NF-κB  p65、MMP-2  mRNA表达比较（x-±s）

组别 样本数 NF-κB p65（2-ΔΔCT） MMP-2（2-ΔΔCT）

正常组 5 1.0±0.00 1.0±0.00

LPS组 5 2.07±0.30* 2.00±0.13*

黄芪高剂量血清组  5 0.52±0.10▲ 0.55±0.06▲

水蛭高剂量血清组 5 0.52±0.04▲ 0.52±0.09▲

黄芪高剂量水蛭高剂量血清组 5 0.57±0.43▲ 0.50±0.21▲

黄芪低剂量水蛭高剂量血清组 5 0.59±0.07▲ 0.58±0.16▲

注：与正常组比较，*P<0.01；与LPS组比较，▲P<0.01。

4 讨论

MsPGN是我国慢性肾炎中常见的病理类型，

可归属于中医学“水肿”“虚劳”“尿血”“癃闭”

范畴。益气、化瘀法是治疗本病的主要疗法，本研

究观察了益气、化瘀法代表中药及其复方的含药

血清对系膜细胞的增殖和纤维化细胞因子表达的

抑制作用。结果表明，脂多糖能够诱导肾系膜细

胞因子NF-κB  p56、MMP-2的表达上调，而黄芪、

水蛭及其复方的含药血清则能够不同程度地下调

NF-κB  p56、MMP-2的表达。

研究显示，MMP-2  mRNA在肾组织中阳性染色

主要表达在肾小球系膜细胞、肾小管上皮细胞胞质

内，参与肾小球损伤的后期阶段，认为它通过调节

ECM在正常肾脏中的转归，进而维持肾小球结构和

功能的正常[6-7]。现代医学认为MsPGN的主要病理

改变是由于活化的NF-κB诱导多种炎症介质，这些

炎症介质又进一步激化NF-κB，诱导炎症反应，最

终致使肾脏损害及肾纤维化[8-10]。本实验结果表明，

各组含药血清均能够抑制LPS诱导系膜细胞增殖后

NF-kB  p65的表达，减少与NF-κB介导或启动的炎

症介质及细胞因子的释放，从而减少由炎症诱导的

细胞增殖、肾纤维化及肾小球硬化等肾脏疾病的发

生发展。各组含药血清也均能显著降低LPS诱导系

膜细胞增殖后MMP-2的表达，调节ECM的合成和代

谢平衡，调节系膜细胞的增殖与分化，从而减少系膜

细胞的增殖及细胞外基质的沉积，缓解系膜增生性

肾小球肾炎的进展。

课题组前期研究发现，益气化瘀法可以通过降

低血清TGF-β1、Ⅳ型胶原的表达，从而抑制细胞增

殖和细胞外基质的分泌，达到治疗肾炎的目的[11] ；黄

芪、水蛭含药血清可以提高系膜细胞的凋亡率，抑

制增生，且能够减少细胞外基质的沉积，说明中药益

气化瘀法治疗肾小球疾病具有优势[12-13]。而本实验

表明，黄芪、水蛭有效成分可通过影响NF-κB  p56、

MMP-2的表达，以减少细胞增殖、细胞外基质沉积

及炎症反应，进而延缓疾病向肾小球硬化进展。但

各血清组之间的作用效果无明显差异，益气代表中

药黄芪和化瘀代表中药水蛭的单独血清组与配伍血

清组的治疗效果一致，说明“益气”“化瘀”治法的主

次关系需进一步明确。在未来的研究中应进一步进

行药物有效成分和成分配伍研究，明确药物作用于

疾病的物质基础、最佳作用浓度和作用靶点，进一步

辨析“益气”治法与“化瘀”治法在疾病进程中的地

位，从而阐明中药通过抑制相关因子的表达抑制系

膜细胞增殖及ECM沉积的可能机制，探讨益气化瘀

中药保护肾脏的可能机制，为现代中医药治疗小儿

MsPGN提供药理学依据。
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甘草为豆科多年生草本植物，是临床常用、不

可或缺的中药材。因其能调和百药、解百毒，故有

“国老”之称。甘草初载于《神农本草经》，被称为

美草、密甘，列为上品，认为其主五脏六腑寒热邪

气、坚筋骨、长肌肉、倍力、金疮肿、解毒[1]。甘草主

要用于治疗炎症、心脑血管疾病、氧化衰老、肿瘤

等，这些与甘草提取物活性成分的药理作用密不可

分。甘草提取物主要活性成分包括甘草皂苷类的

甘草皂苷、甘草酸、甘草次酸，甘草黄酮类的甘草总

黄酮、甘草苷、异甘草素、光甘草定，以及甘草多糖。

本文就这些活性成分的不同药理作用研究进展进

行综述。

1 甘草皂苷类

1.1  甘草总皂苷

1.1.1  抗炎杀菌  甘草活性成分有较好的抗炎作

用。研究表明甘肃野生甘草总皂苷可以抑制一氧化

甘草提取物活性成分药理作用研究进展

李 想  李 冀

（黑龙江中医药大学，黑龙江哈尔滨150040）

摘 要 甘草性平味甘，归脾、胃、心、肺经，为临床常用药，具有补中益气、润肺止咳、清热解毒、缓急止痛、调和诸药

之功。甘草提取物主要活性成分包括甘草皂苷类的甘草皂苷、甘草酸、甘草次酸，甘草黄酮类的甘草总黄酮、甘草苷、异甘

草素、光甘草定，以及甘草多糖。近期的研究集中在甘草活性成分的抗肿瘤、抗炎杀菌、抗病毒、保肝、抗心肌缺血、抗纤维

化等药理作用方面，而对于抗氧化、抗动脉粥样硬化和神经保护作用等的药效物质基础及作用机制还有待进一步研究，甘

草其他有效成分及其综合作用的研究也还需要加强。

关键词  甘草；甘草提取物；活性成分；药理学；综述
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