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丹参酮 II-A对万古霉素所致肾小管上皮细胞 KIM-1及 TGF-茁1

表达的影响 *
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摘要 目的：研究丹参酮 II-A(TSII-A)对万古霉素(vancomycin，VAN)诱导的人肾近曲小管上皮细胞(HK-2)的存活、氧化应激水平和

肾损伤分子 1(KIM-1)及转化生长因子 -茁(TGF-茁1)表达的影响。方法：将体外培养的 HK-2细胞株接种于 6孔培养板，分为空白组、

模型组、阳性药物组和 TSII-A高、中、低剂量组。加入终浓度为 100 滋g·L-1万古霉素建立 VAN损伤 HK-2细胞模型，空白组、模型

组加入等体积的生理盐水，阳性药物组加入终浓度为 2.5 mg·L-1的氨磷汀溶液，TSII-A各剂量组分别予不同浓度的 TSII-A处理

48 h。进一步通过MTT法测定细胞存活率；裂解细胞取上清液，紫外分光光度法监测细胞内谷胱甘肽(GSH-PX)含量，黄嘌呤氧化

酶法测定超氧化物歧化酶(SOD)活性、硫代巴比妥酸(TBA)法测定丙二醛(MDA)含量、硝酸还原酶法测定一氧化氮（NO）活性；

ELISA法测定细胞上清液中 KIM-1、TGF-茁1的浓度；RT-PCR监测 KIM-1、TGF-茁1 mRNA表达。结果：与空白组比较，模型组的细

胞存活率、细胞悬液中的 SOD酶活性和 GSH-PX含量明显减低，细胞悬液中 MDA含量及 NO水平明显升高，上清液中 KIM-1

的浓度明显升高，KIM-1mRNA的相对表达量明显上调 (P<0.05)；TGF-茁1的浓度及其 mRNA的表达差异无统计学意义(P>0.05)；

与模型组比较，阳性组和 TSII-A高、中、低剂量组的细胞存活率、细胞悬液中的 SOD酶活性和 GSH-PX含量明显升高，细胞悬液

中MDA含量及 NO水平明显降低，上清液中 KIM-1的浓度明显降低，KIM-1mRNA的相对表达量明显下调(P<0.05)，且作用均有

浓度依赖性。TGF茁1的浓度及其 mRNA的表达差异无统计学意义(P>0.05)。结论：本研究结果显示 TSII-A以剂量依赖性方式减轻

VAN所致 HK-2细胞损伤，可能机与其减轻氧化应激有关。
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Effects of Tanshinon on the Expressions of KIM-1, TGF-茁1 in
Vancomycin-induced HK-2 Cells*

To investigate the effects of tanshinon on the expression of KIM-1, TGF-茁1 in vancomycin-induced HK-2

cells. HK-2 cells were randomly divided into six groups: normal saline (NS) group, model group, positive control group, high

dose group, middle dose group and low dose group of TSII-A, The model were duplicated with addition of VAN (100 滋g·L-1). The model

group, positive control group, high dose group, middle dose group and low dose group of TSII-A were treated by saline solutions, Ami-

fostine, panax notoginsenosides(100, 50, 25 mg·L-1). The cell viability was detected with MTT method, the content of MDA, NO and the

activity of SOD, GSH-PX were measured and cell structure was observed. The concentration of KIM-1, TGF-茁1 were measured by

ELISA, the expressions of KIM-1, TGF-茁1 mRNA were measured by RT-PCR. Compared with the model group, the cell viabili-

ty and activity of SOD, GSH-PX of TSII-A groups and positive control group were significantly increased (P<0.05); the content of MDA,

NO, KIM-1 were significantly decreased(P<0.05); the expression of KIM-1 mRNA were significantly decreased(P<0.05); the cell struc-

ture was significantly improved, there was no statistical difference (P>0.05) in the concentration of TGF-茁1 and the expression of

TGF-茁1 mRNA. TSII-A can promote the proliferation of HK-2 cells induced by VAN through relieving the oxidation

stress.
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*基金项目：广西医药卫生自筹经费计划课题（Z2016579）

作者简介：陈晓宇（1978-），男，副主任药师，药理学博士，主要从事抗感染药物临床应用，E-mail: chenxiaoyuue@163.com

（收稿日期：2017-11-01 接受日期：2017-11-23）

前言
万古霉素(vancomycin，VAN)是临床常用的抗菌药物，对革

兰阳性菌有强大的杀菌作用，是目前临床治疗耐甲氧西林金黄
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色葡萄球菌(MRSA)感染的重要药物[1-3]。肾毒性是 VAN的剂量

限制性毒性，但其机制尚不完全清楚，目前研究表明主要与直

接损伤[4]、氧化应激[5]、免疫炎症反应[6,7]和促肾间质纤维化[8,9]等

有关。丹参酮Ⅱ-A(tanshinon II-A，TSII-A)是唇形科植物丹参的

脂溶性主要有效成分之一，具有抗炎抑菌[10]、清除自由基与抗

氧化作用、保肝及改善肝功能、抗癌、改善血循环等广泛的药理

作用[11-14]。近期众多研究表明丹参酮Ⅱ-A对急性损伤大鼠肾小

管上皮细胞具有减轻病变和促进再生的作用，可明显改善其肾

功能[15]，抑制单侧输尿管梗阻性肾病小鼠和糖尿病大鼠肾间质

纤维化[16]。

本课题组前期研究证实 TSII-A能有效的减低 VAN所致

大鼠血清 Cys C、Scr、BUN水平，尿中 24 h 蛋白量和 NAG、

KIM-1 水平以及肾组织中 MDA、NO 水平，升高肾组织中

SOD、GSH-PX水平，并明显减轻肾脏的组织损伤，表明 TSII-A

能有效的改善 VAN所致大鼠体内氧化应激水平，进而发挥保

护作用[17]。本研究以人肾近曲小管上皮细胞为研究对象，探讨

了 TSII-A对 VAN所致人体肾小管上皮细胞的增殖、氧化应激

状态及 KIM-1、TGF-茁1表达的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂

丹参酮ⅡA注射液(上海第一生化药业有限公司，国药准

字 H31022558，2 mL:10 mg)；注射用万古霉素(浙江海正药业股

份有限公司，国药准字 H20084269，按万古霉素计：1.0 g(100万

单位))；胎牛血清 (Hyclone，USA，DQAO 194)、DMEM培养基

(Hyclone，USA，1177845)；丙二醛(MDA)检测试剂盒(自南京建

成生物工程研究所)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)检测试剂

盒 (自南京建成生物工程研究所，20140117)、超氧化物歧化酶

(SOD)检测试剂盒(自南京建成生物工程研究所，20131202)、一

氧化氮 (NO) 测定试剂盒 (自南京建成生物工程研究所，

20131231)；KIM-1ELISA检测试剂盒 (上海酶联生物科技有限

公司)、TGF-茁ELISA检测试剂盒 (上海酶联生物科技有限公

司)。PCR扩增引物(上海生工生物工程公司)；琼脂糖(Biowest)；

RT-PCR试剂盒(Takara，RR014A)。

1.2 仪器

WJ-808-Ⅲ型 CO2培养箱；BIO-RAD550 型酶联免疫测定

仪(BIO-RAD，USA)；721型分光光度计(上海精密仪器)；Syner-

gy2 酶标仪(BioTek)，Stepone RT-PCR 仪(ABI 公司)，Mini Pro-

tean 3 Cell电泳仪(Bio-Rad，USA)，AX-70型荧光显微镜(Oym-

pus, JAPAN)。

1.3 HK-2细胞株

本实验中所用人肾近曲小管上皮细胞即 HK-2冻存细胞

株购自中南大学湘雅中心实验室，HK-2细胞复苏后培养于由

10%胎牛血清 (FBS)，高糖 DMEM组成的培养基中置于 5%

CO2，37℃细胞培养箱，及时观察细胞生长状态，当细胞生长密

度达到 70%时使用 0.25%胰酶将培养皿中细胞消化下来进行

传代培养，两天进行一次换液，当细胞进入生长对数期，细胞密

度达到 70%时进行实验。

1.4 方法

1.4.1 实验分组及处理 HK-2 进入对数期后 0.25%胰酶消

化，细胞 600× g 5 min离心，10%FBS+DMEM培养基重悬至细

胞数约为 1× 106个 mL-1，接种于 96孔培养板。实验细胞分为

六组，每组设六个复孔：1)空白组：10%FBS+DMEM培养基培

养 48 h；2)模型组：10%FBS+DMEM+VAN(终浓度 100 滋g·L-1)

培养 48 h；3)阳性药物组：10%FBS+DMEM+VAN(终浓度 100

滋g·L-1)培养 24 h，加入 25 mg·L-1的氨磷汀注射液 20 滋L培养
24 h；4)TSII-A低剂量组：10%FBS+DMEM+VAN (终浓度 100

滋g·L-1) 培养 24 h后加入浓度为 25 滋g·mL-1的 1TSII-A20 滋L
培养 24 h。5)TSII-A中剂量组：10%FBS+DMEM+VAN(终浓度

100 滋g·L-1) 培养 24 h后加入浓度为 50 滋g·mL-1的 1TSII-A20

滋L培养 24 h。6)TSII-A高剂量组：10%FBS+DMEM+VAN(终浓

度 100 滋g·L-1) 培养 24 h后加入浓度为 100 滋g·mL-1的 1TSI-

I-A20 滋L培养 24 h。

1.4.2 MTT法测定细胞存活率 以上各组细胞处理结束后，

加入 20 滋L MTT，4 h后每孔加入二甲基亚砜(DMSO)10 滋L充
分摇晃震荡后，置于 Synergy2酶标仪下进行吸光度检测，设置

检测波长 490 nm，参比波长 630 nm，纪录各组吸光度值 A，存

活率 =(A实验组吸光度值 /A空白组吸光度值)× 100%。MTT

法测定细胞存活率实验每次均进行 2块板平行检测并进行 3

次实验重复。

1.4.3 细胞悬液中氧化应激指标的测定 在进行MTT法测定

细胞存活率的同时，取同样数量细胞加细胞裂解液 10 滋L作用
30 min后收集细胞并进行 3500 rpm离心 5 min，离心后取上清

液待用。按试剂盒说明书进行 SOD、GSH-PX、MDA、NO活性

及含量检测。同样实验每次平行监测 2块板，重复 3次。

1.4.4 ELISA 法测定细胞上清液中 KIM-1、TGF-茁1 的浓度
取 KIM-1标准品按说明书从 0.1 ng·mL-1倍比稀释 8份，取 50

滋L严格按照说明书进行 ELISA反应，反应中止后将酶标仪吸

收波长设置为 450 nm读取各孔的光密度值 (D) 绘制 D-KIM1

标准曲线。同样，取 TGF-茁1标准品(浓度依次为：80、40、20、10、

5、2.5 ng·L-1)50 滋L按说明书操作反应，反应终止 15分钟内，

450 nm波长测量各孔的吸光值(OD值)，结合 D-KIM1标准曲

线计算 KIM-1浓度。取六组细胞加细胞裂解液 10 滋L反应 30

min后离心机 3500 rpm离心 5 min，取上清液备用。按 KIM-1、

TGF-茁1 ELISA试剂盒说明书进行后续操作，测定每个样本的

OD值，并根据其直线回归方程计算对应的样品浓度。

1.4.5 RT-PCR测定细胞 KIM-1、TGF-茁1 mRNA表达 取细胞

悬液 20 mL离心(浓度尽可能大)倒掉培养基加入 Trizol(1 mL)

后低温匀浆后加入 200 滋L氯仿充分震荡，室温静置 5 min后

12000 rpm离心 15 min后将上层无色水相吸至新 RNA Free EP

管。每管加入 0.5 mL异丙醇充分混匀静置 30 min后 4℃12000

rpm离心 10 min吸弃上清保留沉淀加入 1 mL预冷的 75%的

乙醇，4℃7500 rpm离心 5 min，尽量将上清吸除干净倒置自然

风干。EP管底风干后加入 30 滋LDEPC水溶解 RNA置于-80℃

保存。采用 RT-PCR定量分析技术测定 KIM-1、TGF-茁1 mRNA

表达。上面得到的 RNA样品进行反转录后加板，内参对照均为

GAPDH。
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1.5 统计学处理

本实验中所有数据采用 SPSS 15.0软件进行数据处理，其

中计量数据采用(x± s)表示，多组间分析比较采用方差分析，进

一步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞存活率的影响

如表 2所示，模型组不同时点细胞存活率均显著低于空白

对照组，且细胞存活率随着 VAN作用时间的延长而显著降低

具(P<0.05)。此外，不同剂量 TSII-A处理的细胞存活率较模型

组均显著升高，且随着 TSII-A剂量的增加和时间的而延长而

升高(P<0.05)。

表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 Sequences of primers for RT-PCR

KIM-1 FORWARD 5'-CCCCGAGCTGAAGACAACAT-3'

KIM-1 REVERSE 5'-AGGCCTCTGGGACTCATTCT-3'

The KIM-1 PCR amplification parameters: 5 cycles at 95 s, 34 s at 60, and 40 cycles

TGF-茁1 FORWARD 5'-GGGGCAGTCAAGAGCAA-3'

TGF-茁1 REVERSE 5'-GAACCTTTCATATTTAGGTGGT-3'

The TGF-茁1 PCR amplification parameters: 94℃5 min, 94℃50s, 72℃30s, 35cycles

注：与空白组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP<0.05。

Note: Compared with the blank group, aP<0.05; compared with the model group, bP<0.05.

表 2 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞存活率的影响(x± s，n=6)

Table 2 Effect of TSII-A on the survival rate of HK-2cells induced by VAN(x± s, n=6)

Group
Survival rate(%)

24 h 48 h 72 h

Control 100 100 100

Model 66.24.45± 7.33a 61.97± 8.47a 55.31± 11.09a

Amifostine 78.31± 11.65ab 81.28± 9.75ab 83.68± 11.84ab

TSII-A(25) 74.21± 12.97ab 78.05± 13.66ab 80.16± 16.22ab

TSII-A (50) 79.95± 14.79ab 81.74± 8.54ab 83.98± 10.71ab

TSII-A (100) 82.86± 14.51ab 84.29± 11.05ab 85.59± 7.83ab

2.2 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞氧化应激水平的影响

模型组 HK-2细胞 SOD、GSH水平明显低于空白对照组，

而 MAD、NO含量显著低于空白对照组 (P<0.05)。不同剂量

TSII-A 处理组 SOD、GSH-Px 水平较模型组显著升高同时

MAD、NO含量明显降低，且随着 TSII-A 剂量的增加，SOD、

GSH-Px显著升高，MAD、NO变化模型降低(P<0.05)；TSII-A各

剂量组与阳性组之间及 TSII-A各剂量组之间以上指标差异均

无统计学意义，见表 3。

注：与空白组比较，aP＜0.05;与模型组比较，bP<0.05。

Note: Compared with the blank group, aP<0.05; compared with the model group, bP<0.05.

表 3 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞 SOD、GSH-PX、MAD、NO含量的影响(x± s，n=6)

Table 3 Effects of TSII-A on the SOD, GSH-PX, MAD and NO content in HK-2 cells induced by VAN(x± s, n=6)

Group SOD(U/mL) GSH-PX(U/mL) MAD(nmol/mL) NO(nmol/mL)

Control 66.34± 14.86 46.76± 10.69 8.47± 0.93 0.142± 0.032

Model 42.11± 16.37a 24.39± 7.46a 11.45± 3.82a 0.329± 0.156a

Amifostine 60.41± 12.78ab 39.58± 16.31ab 9.07± 3.51ab 0.194± 0.063ab

TSII-A(25) 53.47± 17.32ab 34.87± 7.39ab 9.88± 2.16ab 0.233± 0.082ab

TSII-A(50) 54.23± 14.39ab 36.85± 11.73ab 9.75± 4.066ab 0.217± 0.046ab

TSII-A(100) 56.43± 11.08ab 37.44± 5.98ab 9.31± 5.11ab 0.204± 0.102ab

2.3 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2 细胞细胞上清液中 KIM-1、

TGF-茁1含量的影响
模型组 HK-2细胞上清液 KIM-1含量显著高于空白对照

组(P<0.05)；不同剂量 TSII-A处理组细胞上清液 KIM-1含量均

较模型组显著降低，且随着 TSII-A浓度的增加而逐渐降低，即

TSII-A的作用具有明显的浓度效应(P<0.05)；而各组细胞上清

液 TGF-茁1含量比较差异均无统计学意义(P>0.05)，见表 4。
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2.4 TSII-A 对 VAN 诱导的 HK-2 细胞 KIM-1、TGF-茁1 mRNA

表达的影响

模型组 HK-2细胞 KIM-1 mRNA的表达显著高于空白对

照组(P<0.05)；不同剂量 TSII-A处理组细胞 KIM-1 mRNA的表

达均较模型组显著降低，且随着 TSII-A浓度的增加而逐渐降

低，即 TSII-A的作用具有明显的浓度效应(P<0.05)；而各组细

胞 KIM-1 mRNA的表达比较差异均无统计学意义(P>0.05)，见

表 5。

注：与空白组比较，aP＜0.05;与模型组比较，bP<0.05。

Note: Compared with the blank group, aP<0.05; compared with the model group, bP<0.05.

表 4 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞上清液 KIM-1、TGF-茁1含量的影响(x± s，n=6)

Table 4 Effects of TSII-A on the KIM-1 and TGF-茁1 content in HK-2 cells induced by VAN (x± s, n=6)

Group KIM-1 TGF-茁1

Control 0.77± 0.038 0.88± 0.054

Model 1.43± 0.93a 0.92± 0.144

Amifostine 1.04± 0.086ab 0.96± 0.178

TSII-A(25) 1.12± 0.034ab 0.81± 0.135

TSII-A(50) 0.98± 0.066ab 0.95± 0.201

TSII-A(100) 0.87± 0.071abc 0.87± 0.218

注：与空白组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP<0.05。

Note: Compared with the blank group, aP<0.05; compared with the model group, bP<0.05.

表 5 TSII-A对 VAN诱导的 HK-2细胞 KIM-1、TGF-茁1 mRNA表达的影响(x± s，n=6)

Table 5 Effect of TSII-A on the KIM-1, TGF-茁1 mRNA expressions in HK-2 cells induced by VAN (x± s, n=6)

Group KIM-1(滋g·L-1) TGF-茁1(ng·mL-1)

Control 0.16± 0.042 13.54± 3.45

Model 0.58± 0.016a 14.56± 7.37

Amifostine 0.36± 0.024ab 13.47± 6.01

TSII-A(25) 0.37± 0.033ab 13.66± 4.74

TSII-A (50) 0.31± 0.028ab 13.84± 6.25

TSII-A (100) 0.25± 0.052ab 13.79± 6.93

3 讨论

目前研究表明氧化应激是导致肾损伤的重要因素，细胞内

氧自由基超载引起 DNA损伤蛋白质合成及功能障碍，最终引

起严重炎性反应导致肾细胞损伤出现肾脏临床症状[18]。临床研

究显示剂量与疗程是影响 VAN肾损伤的关键因素，采取调整

给药剂量和检测血药浓度的方法可减少 VAN肾毒性[19,20]，但患

者个体差异较大，即便严格根据患者肌酐清除率控制药物剂量

和连续药物浓度检测也不能使所有患者获得收益[21]。安磷汀是

一种有机硫化磷酸化合物，其代谢过程中可产生带有巯基化学

产物具有极强抗氧化作用是临床上常用的肾损伤保护剂[22]。丹

参酮 II-A是中药丹参中提取的有效成分具有极强的清除氧自

由基的功能，有研究表明丹参酮 II-A在大鼠肾间质纤维化等疾

病模型中均有良好的治疗作用，但其中机制并未完全阐明。

本研究以人肾近曲小管上皮细胞为研究对象，探讨 TSII-A

对VAN损伤人体肾小管上皮细胞的增殖、氧化应激及 KIM-1、

TGF-茁1表达的影响，进一步确定 TSII-A对 VAN所致肾损伤

的保护作用。KIM-1是目前临床急性肾小管损伤早期标志之

一，KIM-1 是存在于肾脏近端小管上皮细胞的 I型跨膜糖蛋

白，在 AKI的肾小管上皮细胞中高表达，并呈时间依赖性，且

具有很高的敏感性和特异性。本研究结果显示不同剂量 TSII-A

可显著提高 VAN诱导的 HK-2细胞的存活率、降低其 KIM-1

表达，表明 TSII-A对 VAN所致 HK-2细胞损伤具有明显的保

护作用。转化生长因子 -茁(TGF-茁)为一种极强促肾间质纤维化
物质，临床常可反映细胞外基质代谢、胞内炎症反应程度即可

间接表明肾间质纤维化情况。而本研究结果提示不同剂量

TSII-A对 TGF-茁的表达并无明显影响，提示其对 VAN所致

HK-2细胞损伤与肾纤维化无关。目前大多数研究认为氧化应

激损伤是 VAN导致肾损伤的重要机制 [23]。本研究结果显示

TSII-A以剂量依赖性方式减轻 VAN所致 HK-2细胞的氧化应

激水平，这可能是其减轻 VAN所致肾损伤的重要原因之一。

综上所述，本研究结果显示 TSII-A以剂量依赖性方式减

轻 VAN所致 HK-2细胞损伤，可能机与其减轻氧化应激有关。
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