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扶肾颗粒改善肠上皮细胞屏障损伤的作用机制研究 
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摘  要：目的  探讨扶肾颗粒对脂多糖（LPS）诱导的肠上皮（IEC-6）细胞屏障损伤的保护机制。方法  IEC-6 细胞分为对

照组、模型组、扶肾颗粒组、p38MAPK 抑制剂组，除对照组外，其余各组加入 1 μg/mL LPS，给药组分别加入 10%含药血

清、10 μmol/L p38MAPK 抑制剂（SB203580）。流式细胞仪检测细胞凋亡情况；Transwell 法检测细胞屏障通透性、跨膜电阻；

Real-time PCR 法检测细胞 ICAM-1、IL-1β mRNA 水平；免疫印迹检测胞质内细胞紧密连接蛋白 Occludin、ZO-1 和磷酸化

p38MAPK、DUSP1 蛋白表达的变化。结果  与对照组比较，模型组 IEC-6 细胞凋亡、炎症因子 ICAM-1 和 IL-1β 水平显著

增加（P＜0.01），紧密连接蛋白 Occludin、ZO-1 表达显著降低（P＜0.01），肠黏膜通透性显著增加（P＜0.05）。与模型组比

较，扶肾颗粒能明显抑制 IEC-6 细胞内炎症因子 ICAM-1、IL-1β mRNA 水平，降低肠黏膜屏障通透性（P＜0.05），上调 DUSP1、

Occludin、ZO-1 水平（P＜0.05、0.01），抑制 p38MAPK 表达（P＜0.01），与 p38MAPK 抑制剂作用一致。结论  扶肾颗粒

可能通过调控 DUSP1，抑制 p38MAPK 信号通路的激活，上调 Occludin 和 ZO-1，改善 IEC-6 细胞紧密连接，从而改善 LPS

引起的细胞屏障功能破坏。 
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Mechanism of Fushen Granule on improving intestinal epithelial barrier injury 
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Abstract: Objective  To investigate the protection mechanism of Fushen Granule on LPS-induced intestinal epithelial cell (IEC-6) 

barrier injury. Methods  IEC-6 were divided into control group, model group, Fushen granule group, and p38MAPK inhibitor 

group. In addition to the control group, 1 μg/mL LPS was added to the other groups, 10% drug-containing serum and 10 μmol/L 

SB203580 were respectively added to the administration group. The apoptosis of IEC-6 were detected by flow cytometry; The 

permeability and transmembrane resistance of IEC-6 barrier were detected by Transwell assay; The mRNA levels of ICAM-1 and 

IL-1β were assessed by Real-time PCR; The expressions of occludin, ZO-1, p38MAPK, and DUSP1 were detected by western 

blotting. Results  Compared with the control group, the apoptosis of IEC-6 were significantly increased in model group (P < 0.01), 

the levels of ICAM-1 and IL-1β were significantly increased (P < 0.01), the occludin and ZO-1 were significantly decreased (P < 

0.01), the intestinal permeability was significantly increased (P < 0.05), the mRNA levels of ICAM-1 and IL-1β in IEC-6 were 

significantly inhibited, the permeability of intestinal mucosal barrier was reduced (P < 0.05), the expressions of DUSP1, occludin 

and ZO-1were increased (P < 0.05, 0.01), the expression of p38MAPK was inhibited (P < 0.01), which showed a similar effect with 

p38MAPK inhibitor. Conclusion  Fushen Granule could regulate DUSP1 which inhibits the activation of p38MAPK signaling 

pathway, up-regulate Occludin and ZO-1, improve the tight junction of IEC-6, thereby improving the cell barrier function damage 

caused by LPS. 
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肠黏膜屏障在人体营养吸收及维持内环境稳态

中具有重要作用，肠隐窝上皮细胞（IEC-6）是肠黏

膜屏障主要的构成细胞。完整连续的肠黏膜屏障能

防御肠道细菌与毒素进入内环境，是获得性免疫系

统中重要的一部分[1]。尿毒症患者由于肾功能下降，

尿毒症毒素大量蓄积在肠道，形成微炎症环境，导

致肠道黏膜水肿、胃肠道动力不足、免疫力下降、

肠黏膜屏障受损，继而肠道功能紊乱。扶肾颗粒由

黄芪、鬼箭羽、当归、熟军、仙灵脾、丹参、陈皮、

半夏组成，具有健脾益肾、活血化浊之功效，为保

护肾功能、改善尿毒症胃肠道功能紊乱的经验复方，

临床上广泛应用于慢性肾衰竭治疗。研究证实，扶

肾颗粒具有调节免疫、减少糖基化产物、改善尿毒

症状态下的肠功能紊乱、改善肠道营养吸收等疗

效 [2-5]。扶肾颗粒对肠黏膜屏障的保护机制尚未阐

明，本研究基于课题组前期实验结果[4]，以脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）作用于 IEC-6 细胞，从

分子水平考察扶肾颗粒对肠黏膜上皮细胞完整性、

通透性的保护作用，以期为扶肾颗粒改善尿毒症肠

道功能紊乱提供理论依据。 

1  材料与仪器 

1.1  细胞 

IEC-6 细胞购于中国医学科学院基础医学研究

所基础医学细胞中心。 

1.2  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只，体质量（180±20）

g，购自北京华阜康生物科技公司，动物合格证号

SCXK（京）2014-0004。 

1.3  药品 

扶肾颗粒由天津中医药大学第一附属医院药剂

科提供。其组方药材黄芪、熟大黄（批号分别为

160101、151001，安国市光明饮片加工厂）；陈皮（批

号 15081906，安徽协和成药业饮片有限公司）；清

半夏（批号 G1510081，天津市中药饮片厂有限公

司）；淫羊藿、鬼箭羽（批号分别为 151102、150901，

安国圣山药业有限公司）；当归、丹参（批号分别为

150903、160101，安国美津中药材有限公司）。以上

中药饮片由天津中医药大学中药学院马琳教授鉴

定，均符合《中国药典》2015 年版标准。 

1.4  试剂 

RPMI 1640 培养基、胎牛血清、青链霉素双抗

（ Gibco 公司）； RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit、Western show 预染蛋白 Marker

（Thermo Scientific 公司）；Hot start fluo-PCR mix 

SYBR Green Ⅰ、引物（IL-1β、ICAM-1、GAPDH）、

高灵敏 ECL 发光试剂盒（上海生工生物技术有限责

任公司）；山羊抗小鼠 IgG-HRP 二抗（中杉金桥公

司）；β-actin 鼠抗人单克隆抗体、p38MAPK 兔单克

隆抗体、Occludin 兔单克隆抗体、DUSP1 羊抗单克

隆抗体、ZO-1兔抗单克隆抗体（Abcam公司）；0.25%

胰酶、PMSF、高效 RIPA 细胞蛋白提取裂解液、

ANNEXIN V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒（北京索莱宝

生物技术有限责任公司）；Transwell 小室（Corning

公司）；MTT 染液、p38MAPK 抑制剂 SB203580、

异 硫 氰 酸 荧 光 素 右 旋 糖 酐 （ fluorescein 

isothiocyanate-dextran，FD4），（Sigma 公司）。 

1.5  仪器 

9600 型 PCR 仪（ABI 公司）；BX51 型倒置荧

光显微镜及成像系统（Olympus 公司）；DG-Ⅲ型电

泳仪、Mini-protean tetra electrophoresis system、

ChemiDoc XRS 凝胶成像系统、Powerpac Basic 电泳

仪、CFX96 型荧光定量 PCR 仪（BIO-RAD 公司）；

Nanodrop 超微量核酸蛋白测定仪（Thermo 公司）；

Millicel-ERS 电阻仪（美国 Millipore 公司）。 

2  方法 

2.1  扶肾颗粒浓缩液制备 

扶肾颗粒按组方比例取黄芪 15 g、当归 10 g、

淫羊藿 15 g、陈皮 10 g、清半夏 15 g、熟大黄 10 g、

丹参 30 g、鬼箭羽 30 g，由天津中医药大学第一附

属医院中药房代煎，煎至含生药量 2.02 g/mL 的药

液 100 mL，滤过、消毒后无菌装瓶密封，置 4 ℃

冰箱保存备用。 

2.2  含药血清的提取 

将 SPF 级 SD 大鼠随机分为对照组、扶肾颗粒

组，每组 15 只。对照组 ig 蒸馏水，扶肾颗粒组 ig

浓缩液（0.1 g/mL），给药体积为 21 mL/kg，1 次/d，

连续 1 周。大鼠腹主动脉取血，4 000×g 离心 15 

min，吸取血清，于 56 ℃灭活 30 min，置−80 ℃保

存备用[6]。 

2.3  IEC-6 细胞的培养、分组 

IEC-6 细胞复苏，悬于含 10%胎牛血清的 RPMI 

1640 培养液，接种于 75 cm2 培养瓶，于 37 ℃、5% 

CO2 恒温培养箱中培养，当细胞融合度达到 80%时

传代。细胞分为对照组、模型组、扶肾颗粒组、

p38MAPK 抑制剂组。除对照组外，其余各组加入

LPS（1 μg/mL）；扶肾颗粒组在加入 LPS 前 60 min，
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将细胞培养液更换为 10%含药血清；p38MAPK 抑

制剂组在加 LPS 前 60 min，加入 SB203580（10 

μmol/L）孵育60 min后弃去。各组孵育24 h后，IEC-6

细胞用于凋亡检测、RNA 和总蛋白提取。 

2.4  IEC-6 细胞凋亡检测 

IEC-6 细胞以 PBS 洗涤 2 次，加入 500 μL 缓冲

液、5 μL 膜联蛋白 V-FITC、5 μL 碘化丙锭，流式

细胞仪进样检测。 

2.5  Real-time PCR 法检测 IEC-6 细胞 ICAM-1、

IL-1β mRNA 水平 

弃去培养液，加入 PBS 洗涤 2 次，加入 1 mL 

Trizol 试剂反复吹打，将 Trizol 裂解液转移至试管，

室温静置 5 min。加入 0.2 mL 氯仿涡漩 15 s，室温

静置 3 min，4 ℃ 12 000×g 离心 15 min，取上层

水相加入 0.5 mL 异丙醇，室温静置 10 min，4 ℃ 

12 000×g 离心 10 min。弃去上清，加入 1 mL 75%

乙醇涡旋，4 ℃ 7 500×g 离心 5 min，弃去上清，

于室温干燥。加入 20 μL RNase-free water 溶解，于

−80 ℃保存备用。按照 RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit 说明书进行反转录，将 cDNA 样品稀

释 10 倍作为模板，进行 Real-time PCR 检测，每个

循环于 72 ℃采集荧光，40 个循环后测定熔解曲线。

引物序列如下：IL-1β 上游为 5’-GCCAACAAGTGG 

TATTCTCCA-3’、下游为 5’-CCGTCTTTCATCACA 

CAGGAC-3’；ICAM-1 上游为 5’-TATGGACGCTC 

ACCTTTAGCA-3’、下游为 5’-CTCCCAGGCATTC 

TCTTTGA-3’；GAPDH 上游为 5’-CTGACTTCAA 

CAGCGACACC-3’、下游为 5’-GTGGTCCAGGG 

GTCTTACTC-3’。 

2.6  Transwell 法建立肠细胞屏障模型 

IEC-6细胞以 1×105/孔的密度接种于Transwell

小室内室，倒置小室于培养箱中培养 4 h，小室正置

于培养箱中培养 5 d，每 2 天更换 1 次培养液，形成

双层细胞模型。 

2.7  IEC-6 细胞屏障通透性检测 

IEC-6 细胞于 Transwell 小室中培养 48 h 后，通

过 Millipore Millicel-ERS 检测细胞跨膜电阻；加入

0.1 nmol/L FD4 检测细胞通透性，分别于 0、2、4、

8、10、12 h 吸取 Transwell 小室内室和下室培养液，

用荧光酶标仪检测 FD4 浓度，计算各组 IEC-6 细胞

对 FD4 的通透率，以时间为横坐标，细胞通透率为

纵坐标，绘制曲线图。 

细胞通透率＝(内室浓度－下室浓度)/时间 

2.8  免疫印迹法检测 IEC-6 细胞 Occludin、ZO-1、

磷酸化 p38MAPK、DUSP1 蛋白表达 

IEC-6 细胞以 PBS 洗涤 3 次，加入 200 μL 含

PMSF 的 RIPA 裂解液，30 min 后 12 000×g 离心

20 min，吸取上清液，用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度。

蛋白样本经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离后转膜，于 5%脱脂奶粉封闭 2.5 h，分别

滴加一抗、二抗孵育，加入 ECL 显影液曝光条带。

以 β-actin 作为内参，通过 Quantity One 软件分析。 

2.9  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件，各组数据以 x s 表

示。数据符合正态分布和方差齐性采用单因素方差

分析，不满足正态分布采用非参数检验。 

3  结果 

3.1  扶肾颗粒对 LPS 致肠上皮细胞凋亡的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，模型组 IEC-6 细

胞凋亡显著增加（P＜0.01）；与模型组比较， 

p38MAPK 抑制剂组、扶肾颗粒组 IEC-6 细胞凋亡

显著降低（P＜0.01）。 
 

               

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

# P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as belows 

图 1  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 1  Effect of Fushen Granule on apoptosis in IEC-6 cells ( x s , n = 9) 
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3.2  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞 ICAM-1、IL-1β 表达

的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，模型组 ICAM-1、

IL-1β mRNA 水平显著升高（P＜0.01），提示 LPS

介导的炎症反应促进 IEC-6 细胞黏附白细胞、炎症

细胞，使炎症因子穿透肠黏膜细胞屏障。与模型组

比较，p38MAPK 抑制剂组和扶肾颗粒组均可显著

抑制 ICAM-1、IL-1β mRNA 水平（P＜0.01），指示

扶肾颗粒可减轻 IEC-6 细胞炎症反应。 

     

图 2  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞 ICAM-1、IL-lβ mRNA 水平

的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 2  Effect of Fushen Granule on mRNA levels of ICAM-1 

and IL-1β in IEC-6 cells ( x s , n = 9) 

3.3  扶肾颗粒对LPS致 IEC-6细胞屏障损伤的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，模型组 IEC-6 细

胞 FD4 通透率显著增加（P＜0.05），跨膜电阻显著

降低（P＜0.05），提示 LPS 导致 IEC-6 细胞屏障受

损。与模型组比较，p38MAPK 抑制剂组和扶肾颗

粒组显著降低 FD4 通透率（P＜0.05），增加跨膜电

阻（P＜0.05），改善 LPS 导致的 IEC-6 细胞屏障损

伤情况。 

            
 

图 3  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞屏障通透率 (A) 与跨膜电阻

(B) 的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 3  Effect of Fushen Granule on cell barrier permeability 

(A) and transmembrane resistance (B) in IEC-6 cells   

( x s , n = 9) 

3.4  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞 Occludin、ZO-1 蛋白

表达的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组显著下调

Occludin、ZO-1 蛋白表达（P＜0.01）；与模型组比

较，p38MAPK 抑制剂组和扶肾颗粒组显著上调

Occludin、ZO-1 蛋白表达（P＜0.05）。 

                

 

图 4  扶肾颗粒对 IEC-6 细胞 Occludin (A)、ZO-1 (B) 蛋白

表达的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 4  Effect of Fushen Granule on expressions of 

Occludin(A) and ZO-1 (B) in IEC-6 cells ( x s , n = 9) 

3.5  扶肾颗粒对 IEC-6细胞胞质内p-p38MAPK和

DUSP1 蛋白表达的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，模型组显著上调

磷酸化 p38MAPK 蛋白表达（P＜0.01），显著下调

DUSP1 蛋白表达（P＜0.01）；与模型组比较，抑制

剂组和扶肾颗粒组磷酸化 p38MAPK 表达明显降低

（P＜0.01），DUSP1 蛋白表达显著升高（P＜0.01）。 

         

 

图 5  扶肾颗粒对 IEC-6细胞磷酸化 p38MAPK (A)、DUSP1 

(B) 蛋白表达的影响 ( x s , n = 9) 

Fig. 5  Effect of Fushen Granule on expressions of 

p-p38MAPK (A) and DUSP1 (B) in IEC-6 cells ( x s , n = 9) 

4  讨论 

肠道功能障碍是尿毒症临床常见并发症，尿毒

症毒素和代谢性酸中毒导致肠道微炎症、肠黏膜屏

障损伤、肠道功能障碍，患者出现营养不良、毒素

蓄积、肠道菌群紊乱等症状，进而发展为全身炎症

性反应，加重肾脏病。因此调节肠道功能紊乱是改

善尿毒症患者营养状态、提高患者生存质量的有效

途径。中医认为尿毒症属于脾肾亏虚、肾阳衰微之

“肾衰”，为肾病迁延日久而来，日久瘀血、浊毒蕴

结肠腑，导致肠腑不畅，治疗应以扶正驱邪为主。

课题组前期研究发现扶肾颗粒可改善肾衰、尿毒症

腹膜透析患者的生存质量和肠道功能，并网络药理 
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学预测出 IL-1β/p38MAPK 可能是扶肾颗粒的相关

作用靶点。因此，本研究以 LPS 刺激 IEC-6 细胞模

拟肠黏膜屏障功能损伤，进一步探索扶肾颗粒保护

肠黏膜屏障的作用机制。 

紧密连接是一种肠黏膜上皮细胞间特殊的结

构，由不同功能的蛋白质（如 Occludin、ZO-1 等）

组成并包绕在细胞腔侧端，受细胞因子高度调节并

影响肠黏膜屏障通透性[7]。紧密连接可有效阻止肠

腔内细菌、毒素、炎性介质等物质的旁细胞转运，

维持肠黏膜上皮屏障功能完整，并参与粒子、离子

的定向转运和蛋白转运。p38MAPK 是重要的丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶信号转导通路，在细胞分化、凋

亡、迁移、增殖中发挥重要作用。尿毒症微炎症环

境下，促炎介质、细胞因子激活 p38MAPK 信号通

路，增加肠黏膜上皮细胞通透性，导致肠黏膜屏障

功能破坏[8]。研究表明，多器官功能障碍综合征患

者中肠上皮细胞 p38MAPK 信号通路活化，上调

iNOS、NO 水平，并影响紧密连接蛋白的表达，从

而导致肠道屏障通透性增加[9]。因此，p38MAPK 通

路作为肠黏膜细胞内信号传导经典调控通路，对预

防和治疗尿毒症肠道功能紊乱有重要作用。 

ICAM-1 是介导黏附反应的重要黏附分子，在

稳定细胞间相互作用中起到重要作用[10]。IL-1β 是

参与组织破坏、水肿形成等的致炎因子之一[11]。结

果表明，LPS 可激活 p38MAPK 信号通路，抑制

Occludin、ZO-1 表达，增加 ICAM-1、IL-1β 水平，

增加肠屏障通透性并减弱跨膜电阻，造成肠黏膜屏

障功能损伤；扶肾颗粒可抑制 IEC-6 细胞 ICAM-1、

IL-1β 的表达，降低肠黏膜屏障的通透性，改善肠

黏膜屏障功能破坏，并与 p38MAPK 抑制剂作用一

致，指示扶肾颗粒肠黏膜屏障的保护作用与抑制

p38MAPK 信号通路活化，继而上调 Occludin、ZO-1

有关。 

综上，本研究初步探讨了扶肾颗粒治疗尿毒症

肠功能紊乱的作用机制，为扶肾颗粒临床应用提供

了一定的实验依据，其上游机制及药物作用靶点将

在后期研究中进行深入探讨。 
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