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鸡内金对足细胞屏障损伤的保护作用研究
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  [摘 要] 目的 探讨鸡内金提取物对阿霉素(ADR)诱导的足细胞屏障损伤的影响。方法 将 MPC-5
细胞分为对照组、模型组及鸡内金提取物的低、中、高剂量组,比较各组白细胞介素(IL)-1β、IL-6、IL-18、肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)
 

mRNA及ZO-1、Occludin、Nephrin、Podocin、Podocalyxin、α3β1蛋白表达水平,同时分析鸡

内金提取物对ADR诱导的 MPC-5细胞骨架重构的影响。结果 与对照组比较,模型组IL-1β、IL-6、IL-18、

TNF-
 

mRNA表达水平显著上调,差异有统计学意义(P<0.001)。与模型组比较,低、中、高剂量组IL-1β、IL-
6、IL-18、TNF-α

 

mRNA表达水平显著下降,差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,模型组ZO-1、Oc-
cludin、Nephrin、Podocin、Podocalyxin、α3β1蛋白表达水平显著下降,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型组

比较,低、中、高剂量组ZO-1、Occludin、Nephrin、Podocin、Podocalyxin、α3β1蛋白表达水平显著上升,差异有统

计学意义(P<0.05)。对照组足细胞骨架排列有序,呈平行束状贯穿整个细胞,而模型组足细胞骨架出现明显

排列紊乱及细胞膜边集化,细胞质中的肌动蛋白表达明显减少。给予鸡内金提取物干预后,低、中、高剂量组足

细胞骨架形态明显恢复,呈现平行束状肌动蛋白纤维。结论 鸡内金提取物可抑制ADR诱导的足细胞损伤炎

症因子表达,增强足细胞屏障功能,恢复细胞骨架形态,发挥足细胞屏障保护作用。
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[Abstract] Objective 

 

To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

endothelium
 

corneum
 

Gigeriae
 

Galli
 

extract
 

on
 

podo-
cyte

 

barrier
 

injury
 

induced
 

by
 

adriamycin(ADR).Methods MPC-5
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,mod-
el

 

group,and
 

low,medium,and
 

high-dose
 

groups
 

of
 

chicken
 

extract.The
 

levels
 

of
 

interleukin(IL)-1β,IL-6,IL-
18,tumor

 

necrosis
 

factor-α(TNF-α)
 

mRNA,ZO-1,Occludin,Nephrin,Podocin,Podocalyxin,and
 

α3β1
 

protein
 

expression
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups,and
 

the
 

effect
 

of
 

chicken
 

extract
 

on
 

ADR
 

induced
 

cytoskeleton
 

remodeling
 

in
 

MPC-5
 

cells
 

was
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,IL-18,TNF-α
 

mRNA
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

increased(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,IL-18,TNF-α
 

mRNA
 

in
 

the
 

low,middle
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ZO-1,Occludin,Nephrin,Podocin,Podocalyxin
 

and
 

α3β1
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
(P<0.05).Compared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ZO-1,Occludin,Nephrin,Podo-
cin,Podocalyxin

 

and
 

α3β1
 

in
 

the
 

low,middle
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

significantly
 

increased(P<0.05).In
 

the
 

control
 

group,the
 

podocyte
 

cytoskeleton
 

was
 

orderly
 

arranged
 

and
 

ran
 

through
 

the
 

whole
 

cell
 

in
 

parallel
 

bundles,while
 

in
 

the
 

model
 

group,the
 

podocyte
 

cytoskeleton
 

was
 

obviously
 

disordered
 

and
 

the
 

cell
 

membrane
 

was
 

margined,and
 

the
 

expression
 

of
 

actin
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

was
 

significantly
 

reduced.After
 

the
 

intervention
 

of
 

endothelium
 

corneum
 

Gigeriae
 

Galli
 

extract,the
 

podocyte
 

cytoskeleton
 

morphology
 

in
 

the
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

recovered
 

significantly,showing
 

parallel
 

fascicular
 

actin
 

fibers.Conclusion Endothelium
 

Corneum
 

Gigeriae
 

Galli
 

extract
 

can
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

podocyte
 

injury
 

induced
 

by
 

ADR,

enhance
 

the
 

podocyte
 

barrier
 

function,restore
 

the
 

cytoskeleton
 

morphology,and
 

play
 

a
 

protective
 

role
 

in
 

podo-
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cyte
 

barrier.
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words] Endothelium
 

Corneum
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Galli; Podocyte
 

injury; Inflammatory
 

factors; Cell
 

barrier

  足细胞的丢失和损伤是肾脏疾病的主要因素[1],
占全球肾衰竭病例的90%[2],其相关特异性蛋白的表

达及其自噬、凋亡等均在肾脏疾病的发生中发挥着重

要作用[3]。鸡内金是一种药食同源的中药材,具有涩

精止遗、敛疮生肌、化坚消石等功效[4],在肾脏疾病治

疗方面具有良好疗效[5-7],但其药效作用机制尚不明

确。本研究通过建立阿霉素(ADR)诱导的足细胞损

伤模型,初步探究了鸡内金提取物对足细胞屏障损伤

的影响,为鸡内金缓解肾脏疾病积累了理论依据和实

践基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要材料 小鼠永生系足细胞 MPC-5,在
37

 

℃、5%CO2、95%湿度的细胞培养箱中培养,由实

验室保存。

1.1.2 主要仪器与试剂 Milli-Q超纯水仪(美国

Millipore公司),超净工作台(江苏苏净集团安泰公

司),细胞培养箱、金属浴(美国Thermo
 

Scientific公

司),ChemiDoc
 

XRS+化学发光成像系统(美国Bio-
Rad公司),TS-2摇床(江苏海门其林贝尔公司)、酶标

仪(美国Bio-Tek公司),垂直电泳仪、全湿法电转膜

仪(美国Bio-Rad公司)。ADR(上海阿拉丁生化科技

股份有限公司),胎牛血清、RPMI-1640培养基、3-磷
酸甘油醛脱氢酶抗体(GAPDH)(美国Sigma公司),

0.25%胰蛋白酶(南凯基生物有限公司),磷酸酶抑制

剂(苏州新赛美生物技术有限公司),细胞裂解液、苯
甲基磺酰氟(南京碧云天科技有限公司),ZO-1抗体

(武汉爱博泰克公司),Occludin抗体(美国Protein-

tech公司),PODXL抗体、Nephrin抗体、α3β1抗体

(北京博奥森生物技术有限公司),蛋白 Marker(南京

诺唯赞公司)、聚偏氟乙烯(PVDF)膜(美国 Millipore
公司),电化学发光(ECL)显影液(美国Thermo

 

Sci-
entific公司)。

1.2 方法

1.2.1 鸡内金提取物的制备 取经干燥的鸡内金药

材,粉碎,过100目筛,以石油醚脱脂后,挥干有机溶

剂。取100
 

g鸡内金粉末样品,置于2
 

000
 

mL圆底烧

瓶中,10倍量水加热回流提取3次,每次1.5
 

h,合并

提取液减压浓缩后冻干得鸡内金提取物样品。

1.2.2 分组与处理 取状态良好、处于生长对数期

的 MPC-5细胞,将其分为对照组、模型组及鸡内金提

取物的低、中、高剂量组。对照组进行常规培养;模型

组加入终浓度为0.5
 

g/mL
 

ADR培养24
 

h;低、中、高
剂量组分别加入0.05、0.10、0.30

 

mg/mL含鸡内金

提取物的培养液预孵育2
 

h后,加入终浓度为0.5
 

g/

mL
 

ADR继续培养24
 

h。

1.2.3 检测细胞炎症因子转录水平 MPC5细胞给

药处理24
 

h后,从培养箱中取出,弃去上清液,磷酸盐

缓冲液(PBS)荡洗3次,采用Trizol试剂法提取细胞

总RNA,使用Nano微量分光度计测定样品RNA浓

度和纯度,并使用Oligo(dT)试剂盒将mRNA逆转录

为cDNA。采 用 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

(qPCR)检测 MPC-5细胞炎症因子白细胞介素(IL)-
1β、IL-6、IL-18、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)

 

mRNA表

达水平。目的基因引物序列见表1。

表1  目的基因引物序列

基因 种属 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

IL-6 小鼠 GGAGACGACGGAGAGTCTATT CCATTCCAAGAACTCCCCTCTTA

IL-1β 小鼠 TGGAAAAGCGGTTTGTCTTC TACCAGTTGGGGAACTCTGC

IL-18 小鼠 TCTGTGGTTCCATGCTTTC TTGAGGCGGCTTTCTTT

TNF-α 小鼠 GACCCTCACACTCAGATCAT TTGAAGAGAACCTGGGAGTA

1.2.4 检测细胞屏障相关蛋白表达水平 MPC-5细

胞给药处理24
 

h后,弃上清液,PBS荡洗3次后提取

总蛋白。收集各组细胞,分别加入RIPA裂解液,冰
上裂解30

 

min,每10分钟涡旋1次,离心取上清液,
采用二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒检测足细胞屏障相

关蛋 白 ZO-1、Occludin、Nephrin、Podocin、Podoca-
lyxin、31蛋白表达水平,加入5×上样缓冲液涡旋混

匀后,100
 

℃金属浴处理10
 

min,恢复至室温后放

于—20
 

℃保存。样品在10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白质,浓缩胶电压80
 

V,分离胶

电压110
 

V,电泳结束后通过湿转法转移到PVDF膜

上。将膜用5%脱脂奶粉封闭2
 

h,然后孵育一抗4
 

℃
过夜。用TBST洗3次,每次10

 

min,加入对应二抗,
室温孵育2

 

h,洗涤3次。加入ECL显色液使用凝胶
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成像系统进行显影。采用Image
 

Lab5.1软件进行蛋

白定量分析,以目的蛋白灰度值与内参蛋白(GAP-
DH)灰度值的比值表示目的蛋白的相对表达量。

1.2.5 细胞骨架染色 MPC-5细胞在共聚焦小皿给

药处理24
 

h后,从培养箱中取出,PBS荡洗2次后,

4%多聚甲醛固定10
 

min,0.1%TritonX-100透化10
 

min,异硫氰酸荧光素-鬼笔环肽(1∶200)染色1
 

h,

PBS洗3次,加入4',6-二脒基-2-苯基吲哚-抗荧光淬

灭封片液。采用激光共聚焦显微镜观察鸡内金提取

物对足细胞骨架形态的调控作用。

1.3 统计学处理 采用 Microsoft
 

Excel
 

2016软件

进行统计分析,采用Graphpad、Adobe
 

Illustrator9.5
软件作图。计量资料组间比较采用方差分析,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 鸡内金提取物对ADR诱导的 MPC-5细胞炎症

因子的影响 与对照组比较,模型组IL-1β、IL-6、IL-
18、TNF-α

 

mRNA表达水平显著上调,差异有统计学

意义(P<0.001)。与模型组比较,低、中、高剂量组

IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α
 

mRNA 表达水平显著下

降,差异有统计学意义(P<0.05)。见图1。

2.2 鸡内金提取物对ADR诱导的 MPC-5细胞屏障

相关蛋白表达水平的影响 与对照组比较,模型组

ZO-1、Occludin、Nephrin、Podocin、Podocalyxin、α3β1
蛋白表达水平显著下降,差异有统计学意义(P<
0.05)。与模型组比较,低、中、高剂量组ZO-1、Occlu-
din、Nephrin、Podocin、Podocalyxin、α3β1蛋白表达水平

显著上升,差异有统计学意义(P<0.05)。见图2。

注:与对照组比较,aP<0.001;与模型组比较,bP<0.001,cP<0.01,dP<0.05。

图1  对ADR诱导的 MPC-5细胞炎症因子的影响

  注:与对照组比较,aP<0.05,bP<0.01;与模型组比较,cP<0.05,dP<0.01,eP<0.001。

图2  对ADR诱导的 MPC-5细胞屏障相关蛋白表达水平的影响
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2.3 鸡内金提取物对ADR诱导的 MPC-5细胞骨架

重构的影响 对照组足细胞骨架排列有序,呈平行束状

贯穿整个细胞,而模型组足细胞骨架出现明显排列紊乱

及细胞膜边集化,细胞质中的肌动蛋白表达明显减少。
给予鸡内金提取物干预后,低、中、高剂量组足细胞骨架

形态明显恢复,呈现平行束状肌动蛋白纤维。见图3。

  注:绿色代表F-action,蓝色代表细胞核(630×)

图3  对ADR诱导的 MPC-5细胞骨架重构的影响

3 讨  论

  鸡内金具有健胃消食、涩精止遗、通淋化石等功

效,常用于食积不消、呕吐泻痢、小儿疳积、遗尿、遗
精、石淋涩痛和胆胀胁痛等症[8]。有研究发现,鸡内

金能降低肾结石的发生率、肾结石量和肾脏损伤程

度,改善肾脏功能,延缓疾病进展,提示鸡内金具有良

好的抗肾结石作用[9-10]。鸡内金与其他中药配伍使

用,可增强疗效,因此被广泛用于治疗肾结石的中药

方剂中。在泌尿系统的511首中药复方中,鸡内金的

使用次数达368次[11];在肾结石的153首中药复方

中,鸡内金的使用频次达59次[12]。以鸡内金为臣药

的排石冲剂可减轻肾结石大鼠肾小管上皮细胞氧化

应激损伤及改善紧密连接结构和功能,达到保护肾脏

和防治结石的目的[13]。临床上配伍乌药、鸡内金对药

能有效提高中医药治疗糖尿病肾病的疗效[14]。有研

究发现,鸡内金为最核心及配伍运用最多的药物之

一[15]。大剂量鸡内金治疗慢性肾脏病的临床研究发

现,肾衰竭基础方加鸡内金组的治疗率为26.92%,肾
衰竭基础方组的治疗率为14.29%[7],提示鸡内金有

较好的改善肾功能的作用。
足细胞损伤与肾脏疾病密切相关,减轻足细胞损

伤是预防或缓解肾脏疾病进展的有效途径。足细胞

是肾小球滤过屏障核心组成部分[16],其根据结构和功

能不同可划分为4个区域,分别是足突顶膜区、足突

间裂空隔膜区、与肾小球基底膜直接相连区及足细胞

骨架区。足细胞标记蛋白Podocalyxin是足细胞顶膜

区蛋白,该蛋白提供了一个阴离子电荷屏障,可调节

肾小球滤过功能,其正常表达能防止血浆蛋白等带负

电荷的大分子蛋白无限制地通过肾小球滤过膜[17]。
足突间裂孔隔膜区关键蛋白如 Nephrin、Podocin、

ZO-1等相互联系共同组成血浆蛋白滤过的最终屏

障,同时与足细胞骨架蛋白相互作用,从而增强屏障

的稳定性[18]。裂孔隔膜区损伤可导致肌动蛋白细胞

骨架重新排列,使高度复杂的肌动蛋白骨架结构简

化,导致足细胞屏障破坏[19]。与肾小球基底膜直接相

连区主要通过黏附分子如31整合素来实现,其可确

保足细胞与基底膜之间的紧密连接,维持肾小球滤过

功能的正常进行[20]。本研究结果显示,与模型组比

较,鸡内金提取物可上调 Nephrin、Podocin、Podoca-
lyxin、31蛋白表达水平,提示鸡内金提取物可修复裂

孔隔膜蛋白、足细胞顶膜蛋白及与肾小球基底膜直接

相连区域蛋白,减少足细胞损伤,发挥细胞屏障保护

作用。足细胞骨架区蛋白通过连接蛋白固定在纤维

状肌动蛋白(F-action)细胞骨架上,同时与顶膜区多

糖蛋白复合物、基底膜的整合素和裂孔膜蛋白相连,
形成了一个复杂的网络结构[7,21]。足细胞骨架影响足

细胞形态并调控足细胞的大部分生命活动,外界刺激

会引起足细胞骨架重构并损伤足细胞屏障功能[7]。
有研究表明,ADR及其他肾毒性药物会导致足细胞

的细胞骨架破坏和重排[22-23]。本研究结果显示,ADR
刺激足细胞后导致细胞骨架排列紊乱,且肌动蛋白表

达显著减少,而鸡内金提取物干预后的细胞骨架形态

明显恢复,提示鸡内金提取物可通过改善细胞骨架形

态来恢复足细胞屏障功能。
紧密连接蛋白是上皮细胞间或内皮细胞间紧密

连接处的蛋白复合体,其可连接相邻细胞,限制细胞

间物质的自由扩散[24]。紧密连接蛋白主要包括跨膜

蛋白和胞质附着蛋白2种,跨膜蛋白如Claudin、Oc-
cludin等直接参与细胞间的连接,形成紧密连接的核

心结构;而胞质附着蛋白如ZO-1、ZO-2和ZO-3等则

将跨膜蛋白与细胞骨架蛋白F-action连接起来,增强

了紧密连接的稳定性[25-26]。在糖尿病肾病、急性肾损

伤等疾病中,紧密连接蛋白表达水平异常可导致其结

构连接和功能调节作用受损,进而加重肾脏损伤[27]。
炎症反应与慢性肾脏病的进展密切相关,同时慢性肾

脏病也可引发和加剧炎症反应[28]。肾脏损伤时会释

放一系列炎症因子,如IL-6、IL-1β、TNF-α等[29-30]。
这些炎症因子会破坏足细胞间的紧密连接和裂孔膜

·8282· 现代医药卫生2025年12月第41卷第12期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,December
 

2025,Vol.41,No.12



的结构,进一步加剧足细胞的损伤和炎症反应,导致

足细胞屏障功能的丧失[31]。本研究结果显示,ADR
可诱导足细胞中IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α

 

mRNA表

达水平升高,通过鸡内金提取物干预后,足细胞中炎

症因子IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α
 

mRNA表达水平显

著降低,提示鸡内金提取物可抑制 ADR导致的足细

胞炎症反应,增强足细胞屏障功能。
本研究证实了鸡内金对足细胞屏障的保护作用,

其潜在的作用机制可能涉及以下几个方面:丝裂原活

化蛋白激酶(MAPK)-核转录因子-кB(NF-кB)和酪氨

酸蛋 白 激 酶2/信 号 转 导 和 转 录 激 活 子3(JAK2/

STAT3)信号通路与肾脏炎症密切相关,其中 MAPK
激活可导致下游NF-B的活化,易位进入细胞核诱导

炎症基因转录,调控炎症介质的表达[32];JAK2蛋白

被激活转变为p-JAK2,促使磷酸STAT3二聚化或异

二聚化,并易位到细胞核内,诱导炎症反应、氧化应

激[33]。足细胞屏障关键蛋白如 Nephrin、Podocin及

细胞骨架蛋白表达受 Wnt/β-连环蛋白[34]和磷脂酰肌

醇3激酶/蛋白激酶B[35]等信号通路的调控。鸡内金

是否通过这些通路发挥足细胞屏障保护作用,仍需要

进行深入研究。
综上所述,鸡内金提取物可抑制 ADR诱导的足

细胞损伤炎症因子表达,增强足细胞屏障功能,恢复

细胞骨架形态,发挥足细胞屏障保护作用。
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综上所述,儿童肾活检术后假性动脉瘤破裂出血

虽然少见,但可导致休克等严重后果,甚至危及生命。
当患儿肾活检术后出现肉眼血尿,应尽早明确病因并

治疗。对于肾活检术后假性动脉瘤形成的患儿,介入

栓塞是首选治疗方法。
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