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牛磺酸和茵陈素对顺铂引起的原代培养肾小管上皮细胞内游离 Ca
2+
浓度变化的影响

周世文 ,刘世杰　　(第三军医大学附属新桥医院临床药理基地 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　研究牛磺酸 、茵陈素对顺铂引起的原代培养肾小管上皮细胞(PTC)内游离 Ca2+浓度变化的影响。方法　在体外

培养 PTC、顺铂与 PTC 共同保温 24 h ,牛磺酸 、茵陈素分别提前与 PTC 作用24 h , 然后再加入顺铂(26μmol·L-1)共同保温 24 h。采用

Fura-2 AM测细胞内游离 Ca2+浓度。结果　顺铂(13 , 26 , 52μmol· L-1)升高 PTC 细胞内游离Ca2+浓度 , 牛磺酸(1 , 10 g· L-1)和茵陈

素(4 , 8 mg·L-1),可拮抗顺铂导致的 PTC 细胞内游离 Ca2+浓度超载。结论　顺铂可引起原代培养肾小管上皮细胞内 Ca2+超载 , 牛

磺酸 、茵陈素能拮抗顺铂导致的细胞内 Ca2+超载 , 起到细胞保护作用。
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Effect of taurine and scoparoneon on cisplatin-induced cytosolic free [ Ca
2+
] i overload

in primary cultured rabbit proximal tubular cells
ZHOU Shi-Wen , LIU Shi-jie(Department of Clinical Pharmacology , Xinqiao Hospital , Thi rd Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study cisplatin-induced cytosolic free [ Ca2+] i overload in primary culture of proximal tubular cells(PTC), and the

preventing effect of taurine and scoparoneon in this event.Methods　 After proximal tubular cells(PTC)were isolated from New Zealand rabbits

and cultured , some of them were incubated with cisplatin(0 , 6.5 , 13 , 26 , 52μmol L)for 24 h to induce cytosolic free [ Ca2+] .And others were

cultured in the mediums with taurine or scoparoneon for 24 h , and then for another 24 h after cisplatin(26μmol L)addition.Cytosolic free [ Ca2+]

i overload was measured with Fura-2 AM.Results　① Cisplatin(13 , 26 , 52 μmol L)increased the concentration of Ca2+ in PTC;②Taurine(1 ,

10 g L)and scoparoneon(4 , 8 mg L)significantly decreased cisplatin-induced cytosolic free [ Ca2+] i overload respectively.Conclusion　Cisplatin

can induce cytosolic free [ Ca2+] i overload in PTC , which can be prevented by taurine and scoparoneon.
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　　顺铂在临床上广泛用于肿瘤的治疗 。长期应用顺
铂有明显的肾毒性 。病人血清肌酐和尿素氮明显升

高 ,并有明显的蛋白尿 ,严重的肾毒性限制了顺铂的应

用。因此 ,国内外学者作了大量的工作 ,研究顺铂的肾
损伤机制和寻找防治措施。目前 ,国内外多数的学者

认为顺铂主要损伤近曲小管细胞
[ 1]
, 在细胞内有多个

靶点 。如伤害线粒体 ,抑制 ATPase 活力
[ 2]
等 。有人发

现顺铂导致大鼠皮质 regucalcine(一种 Ca
2+
结合蛋白 ,

可缓冲细胞游离 Ca
2+
)mRNA表达下降 ,同时 ,皮质内

Ca
2+
浓度上升。因此 , 顺铂可能导致细胞内 Ca

2+
超

载 ,从而损伤肾脏
[ 3]
。牛磺酸可拮抗细胞内 Ca

2+
超

载 ,对 Ca
2+
超载引起的损伤如缺血再灌注损伤有保护

作用。茵陈素可减轻与顺铂有相似药理作用的 DNA

交联剂如环磷酰胺 、氮芥的毒副作用。因此 ,本实验的

目的是研究顺铂是否导致肾小管上皮细胞 Ca
2+
超载 ,

探讨牛磺酸 、茵陈素对顺铂导致的肾小管上皮细胞

Ca
2+
超载的药理作用。
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1　材料和方法

1.1　实验动物 、药物 、试剂和主要仪器
　　1 月龄的新西兰大白兔 , 雌雄不拘 , 体重(200±50)g , 由第
三军医大学实验动物中心提供。 顺铂(Cisplatin)系山东齐鲁制

药厂生产 ,牛磺酸(Taurine ,含量大于 90%)系南京制药厂生产 ,

茵陈素(Scoparoneon , 含量大于 90%)系四川中药研究所万尧德

老师惠赠。PRMI1640培养基购于美国 Gibco 公司 , β-甘油磷酸

钠购于瑞士Flank 公司 , 小牛血清购于华西医科大学 , Fura-2/

AM 购于美国 Sigma公司 , 巴比妥钠 ,硝酸钙 , 硫酸镁 、硫化胺 , 氯

化钙和硫酸镁及其它普通试剂 , 均为国产分析纯。 CO2孵箱美

国SHEL-LAB 公司出品 ,荧光光度计 540型为日本岛津公司出

品。

1.2　近端肾小管上皮细胞(PTC)分离和培养
　　参照田劲[ 4]方法 , 无菌条件下分离兔肾皮质 , 过 216、172、

108 μm 筛网 ,最后收获 172μm 和 108μm 筛网上的肾小管 , 镜检

肾小管纯度 90%以上 , 分装于 125 ml 培养瓶中 , 置 37 ℃, 5%

CO2中培养 ,培养基采用含 10%小牛血清的 PRMI1 640 培养基。

1.3　实验分组
　　取顺铂浓度 6.5 、13 、26、52 μmol·L-1与培养的原代肾小管

上皮细胞在 37 ℃, 5%CO2中培养 24 h ,以研究顺铂对培养的原

代肾小管上皮细胞 Ca2+浓度的影响。 药物保护组顺铂浓度为

26 μmol·L-1 ,培养的肾小管细胞提前与各保护药物牛磺酸组

84
第 24 卷第 1期

2002 年1 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.24 , No.1

Jan.2002

DOI :10.16016/j.1000-5404.2002.01.036



(0.1 、 1、 10 g·L-1), 茵陈素(0.4、 4、 8 mg·L-1)培养 24 h ,再加

入顺铂 26μmol·L-1 , 共同作用 24 h 后 ,倒弃培养基 , 测 Ca2+浓

度。

1.4　细胞内游离 Ca
2+
的测定

　　参考Zhenmin 等[5] 的方法进行。

1.5　统计学处理
　　实验数据用 x±s 表示 , 采用方差分析 , 进行组间比较 , 以

P<0.05为相差显著 , P <0.01 为相差非常显著。

2　结果

2.1　顺铂对培养的 PTC内游离 Ca
2+
的影响

　　顺铂浓度 6.5 μmol· L-1不影响细胞内游离 Ca2+浓度(P >

0.05),当但浓度上升至 13 μmol· L-1时 , 可显著升高 PTC 内游

离Ca2+浓度(P<0.01), 且随顺铂浓度增加 ,细胞内 Ca2+浓度

越高 ,有明显的剂量-效应关系 , 结果见表 1。

表 1　顺铂对 PTC游离 Ca2+浓度的影响(n=4 , x±s)

Tab 1　Effect of cisplatin on cytosolic free [ Ca2+] i in primary

cultured PTC(n=4,  x±s)

Cisplatin(μmoL·L-1) [ Ca2+] i(nmoL·L-1)
0 112±5

6.5 123±8

13 179±8＊＊

26 230±6＊＊

52 320±17＊＊

＊＊:P<0.01 vs Cisplatin 0μmol·L-1

2.2　牛磺酸 、茵陈素对顺铂引起培养的 PTC 内游离

Ca
2+
的影响

　　在药物保护组中 , 牛磺酸 0.1 g·L-1组细胞内 Ca2+浓度与

顺铂组相比 ,没有显著差异(P >0.05), 1 g·L-1和 10 g·L-1较顺

铂组显著下降(P <0.01);茵陈素 0.4 mg·L-1不影响细胞内

Ca2+(P>0.05), 但 4 mg ·L-1和 8 mg·L-1可明显降低细胞内

Ca2+(P <0.01),结果见表 2。

表 2　牛磺酸和茵陈素对顺铂引起PTC游离 Ca2+

超载的影响(n=4 , x±s)

Tab 2　Effect of taurine and scoparoneon on cisplatin-induced cytosolic

free [ Ca2+] i overload in PTC(n=4,  x±s)

Groups Drug concentration(L-1) [ Ca2+] i(nmol· L-1)
Contro l 0 112±5

Cisplatin 26μmol 230±6

Taurine 0.1 g 223±6

1 g 202±9＊＊

10 g 147±10＊＊

Scoparoneon 0.4 mg 226±9

4 mg 172± 6＊＊

8 mg 121±14＊＊

＊＊:P<0.01 vs cisplatin group

3　讨论

　　游离灌注肾脏 ,肾切片 ,悬浮肾小管也可用于研究

药物的毒副作用 ,但所需药物浓度高 ,且存活时间短。
细胞系如 LLC-PK1虽然存活时间长 ,所需药物浓度低 ,

但缺乏一些肾近端小管细胞的分化特征 ,相比之下 ,原

代细胞培养更能体现近端小管的不同分化特点 ,因此 ,

采用原代肾小管上皮细胞培养研究药物的肾细胞毒

性 ,使实验数据更具有说服力 。

　　肾细胞内游离 Ca
2+
浓度的上升 ,被认为是缺血和

毒性因素造成急性肾功能衰竭的原因之一
[ 6]
。我们实

验观察到 ,顺铂可导致 PTC 内 Ca
2+
浓度的超载 ,这可

能与顺铂的以下作用有关:①损害线粒体导致呼吸率

下降 ,细胞内 ATP 耗竭;②细胞膜 Ca
2+
-ATPase 和 Na

+

K
+
-ATPase活力下降 ,因而 ,细胞外排 Ca

2+
能力下降;

③线粒体重吸收 Ca
2+
的能力下降;④能抑制肾皮质细

胞钙结合蛋白(Regucallin)mRNA的转录 , Regucallin在

缓冲细胞内钙方面起着重要作用 。因此 ,顺铂因导致
细胞外排 Ca

2+
下降和细胞内缓冲 Ca

2+
的能力下降 ,造

成[ Ca
2+
] i上升 , 异常升高的[ Ca

2+
] i又加剧了这些过

程 ,形成恶性循环。

　　实验表明 ,牛磺酸和茵陈素可降低顺铂导致的
PTC内Ca

2+
超载 。牛磺酸可能作用于膜的磷脂双分子

层通过调节膜与 Ca
2+
的结合 , 控制细胞内 Ca

2+
浓

度
[ 7]
。杨忠等

[ 8]
研究发现 ,在体外培养的神经元中加

入牛磺酸 ,能明显降低神经细胞的死亡率 ,对神经细胞
有保护作用 。茵陈素可拮抗顺铂导致的细胞内游离

Ca
2+
浓度的升高 ,减轻 Ca

2+
超载对细胞的损伤 ,从而

保护顺铂引起的原代肾小管上皮细胞损伤。但是 ,关

于茵陈素拮抗细胞内 Ca
2+
超载机制还有待进一步研

究。牛磺酸和茵陈素对顺铂引起的肾小管上皮的细胞

Ca
2+
超载有明显的拮抗作用 ,这对保护细胞外源性毒

性损伤有重要的应用价值 。
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