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［摘 要］ 目的:探讨冬虫夏草菌丝体( Hirsutella sinensis mycelium，HSM) 提取物对顺铂( CDDP) 诱导的小鼠肾小管上
皮细胞( ＲTEC) 损伤的影响及可能的调控机制。方法:体外实验分 5 组: 正常对照组、顺铂诱导的损伤模型组及低、中、高剂量
的 HSM干预组。ＲTEC经 HSM预处理 2 h后加 CDDP刺激，24 h后收取细胞，分别采用 Annexin V /PI双染法检测细胞凋亡、
Ｒeal-time PCＲ检测凋亡相关基因、炎性因子及模式识别受体的相对表达量。体内实验分 3 组: 对照组、CDDP诱导的小鼠急性
肾损伤模型组及 HSM治疗组，分别取肾组织进行 HE染色及提取 ＲNA和相关基因 mＲNA水平的检测。结果: HSM预处理可
缓解 CDDP诱导的凋亡，促进抗凋亡基因 Bcl-2 的表达，并抑制 BAX与 Caspase-9; 同时降低 TNF-α和 TLＲ4 的表达。体内实验
则显示 HSM可有效缓解 CDDP 诱导的小鼠肾小管损伤。结论: HSM 可以降低 ＲTEC 凋亡、减轻炎症以改善 CDDP 诱导的
ＲTEC损伤。
［关键词］ 冬虫夏草菌丝体; 顺铂; 肾小管上皮细胞; 细胞凋亡

Effect of Hirsutella Sinensis Mycelium on Cis-dia minodichloroplatin-induced in-
jury of renal tubular epithelial cell
GONG Wei，LIU Dan，YUE Hui-Min，SONG Yu-Xian，HOU Ya-Yi. Nanjing Key Laboratory of Pediatrics，Nanjing
Children Hospital，Affiliated to Nanjing Medical University，Nanjing 210008，China

［Abstract］ Objective: To investigate the effects of Hirsutella Sinensis Mycelium ( HSM) on Cis-dia minodichloroplatin ( CD-
DP) -induced renal tubular epithelial cell ( ＲTEC) injury and its possible mechanism. Methods: ＲTEC was divided into five groups:
control group，CDDP-treated group and low，middle，high doses of HSM pre-treated groups. After pre-treated with HSM 2 h，ＲTEC was
then treated with CDDP for 24 h. Cell apoptosis was detected by Annexin V /PI double staining flow cytometry，and the mＲNA expres-
sions of apoptosis-related genes，inflammatory cytokine TNF-α and pattern recognition receptor TLＲ4 were detected by Ｒeal-time
PCＲ. Besides，for in vivo experiments，mice model of acute kidney injury ( AKI) was induced by i. p. injection with CDDP，and the
HSM was given by gavage once a day with a dose of 200 mg /kg. Ｒesults: HSM pre-treatment increased the mＲNA expression of Bcl-2
while inhibited the BAX and Caspase-9. Besides，HSM reduced the inflammatory factor TNF-α and pattern recognition receptor
TLＲ4. Furthermore，HSM-treated mice subjected to AKI showed reduced symptoms of tubule injury. Conclusion: HSM can alleviate the
ＲTEC injury induced by CDDP.
［Key words］ Hirsutella sinensis mycelium; Cis-dia minodichloroplatin; Ｒenal tubular epithelial cell; Apoptosis

顺铂( CDDP) 是临床化疗的常用药，用于多种
实体肿瘤的治疗且效果显著，然而，CDDP 的疗效受
肾毒性限制［1，2］。CDDP 经静脉注射后会在肾小管
富集，诱发近端小管上皮细胞( ＲTEC) 凋亡与炎症
反应，并进一步导致肾小管损伤［3，4］。因此，有效缓
解 CDDP肾毒性是提高化疗质量的重要措施。冬虫

夏草菌丝体( Hirsutella sinensis mycelium，HSM) 提取
物是从天然虫草中获取的人工发酵制品，以多糖为

主要活性物质［5］。研究指出 HSM 能显著提高免疫
力、抗疲劳与降血脂等功效，尤其对多种原因引发的
肾损伤具有良好的防护作用，但具体作用机制尚未

阐明［6，7］。本研究通过探讨 HSM 对顺铂诱导的
ＲTEC 损伤的影响及其可能的作用机制，为临床缓
解 CDDP肾毒性提供新思路。

1 材料与方法

1. 1 材料 鼠源 ＲTEC 购于齐式生物科技有限公
司，CDDP购自江苏恒瑞医药公司，HSM购自南京中
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科集团股份有限公司( 每 200 mg冬虫夏草菌丝体中
含虫草多糖 50 mg) ，DMEM/F12 培养基、胎牛血清、
胰蛋白酶( Gibco 公司) ，Annexin V /PI 双染凋亡试
剂盒( BD公司) ，SYBＲ Green PCＲ Master Mix ( Bio-
Ｒad公司) ，CCK-8 试剂盒( 日本同仁公司) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组 将传代培养的 ＲTEC分为以下 5
组: ( 1) 空白对照组: 正常 ＲTEC; ( 2 ) 模型组: 以 10
ng /ml CDDP处理 ＲTEC; ( 3) 低剂量干预组: 25 μg /
ml HSM+10 ng /ml CDDP 处理 ＲTEC; ( 4 ) 中剂量干
预组: 50 μg /ml HSM +10 ng /ml CDDP 处理 ＲTEC;
( 5) 高剂量干预组: 100 μg /ml HSM +10 ng /ml CD-
DP处理 ＲTEC。
1. 2. 2 细胞培养 将 ＲTEC 细胞置于含 10%胎牛
血清、100 U /ml 青霉素、100 μg /ml 链霉素的
DMEM/F12 培养液中，培养于 37℃、5% CO2 培养箱

中，培养至 80%以上后，用 0. 25%胰酶( 含 EDTA)
进行消化并传代培养。
1. 2. 3 CCK-8 检测细胞活力 将处于对数生长期
的 ＲTEC按照 5×104 个 /ml 的密度接种于 96 孔板，
每孔 100 μl 完全培养液。待细胞贴壁后，分别用
PBS或者不同浓度的 HSM ( 12. 5、25、50、100、200
μg /ml) 处理细胞。24 h 后，移除培养液，重新添加
含 10% CCK-8 的培养基至每孔中继续在培养箱孵
育 3 h后在酶标仪上 450 nm处检测吸光值( OD值)
并计算细胞活力。细胞活力= ( 处理组平均 OD值－空白孔 OD

值) / ( 对照组平均 OD值－空白孔 OD值) ×100%。

1. 2. 4 流式细胞术检测细胞凋亡 按照 Annexin V /
PI 双染凋亡试剂盒的说明书操作。将 ＲTEC 细胞按
照 2×105 个 /ml接种于 12 孔板，按照实验分组，分别
给予 25、50、100 μg /ml的HSM处理 2 h后，再添加 10
ng /ml CDDP处理 24 h。收取细胞，PBS 清洗 2 次后
用 binding buffer 重悬，分别添加 FITC-Annexin V 与
PI各 5 μl，避光孵育 5 min后上机检测。
1. 2. 5 Ｒeal-time PCＲ检测相关基因 mＲNA 水平的
表达 引物经 Primer 5 设计并由上海英骏公司合
成，引物序列见表 1。按照 Trizol试剂盒( Invitrogen)
说明书提取细胞总 ＲNA，取 1. 5 μg 总 ＲNA，按反转
录试剂盒的使用说明将其反转成 cDNA。使用 Sybr
Green PCＲ Master Mix 和 Applied Biosystems ( Fos-
ter，CA，USA) 进行实时定量 PCＲ 反应。以 GAPDH
作为内参，采用 2－ΔΔCt法计算基因的相对表达量。
1. 2. 6 顺铂诱导的小鼠急性肾损伤模型的构建及
HSM的体内干预 SPF 级雄性 C57BL /6 小鼠购于
南京大学模式动物所。实验分三组: 正常对照组，腹

腔注射 0. 9%的生理盐水 0. 2 ml; 模型组，腹腔注射
10 mg /kg 的顺铂-生理盐水溶液( 浓度为 1 g /L) ;
HSM治疗组，给以腹腔注射 10 mg /kg 顺铂-生理盐
水，同时每天灌胃给药 200 mg /kg。注射药物 72 h
后处死小鼠，留取肾脏组织，4%多聚甲醛固定，同时
部分组织液氮冻存备用。
1. 3 统计学分析 实验均重复三次，结果以 x±s 表
示，采用 Prism5 软件统计分析并作图，组间比较采
用 One-way ANOVA分析，P＜0. 05 为具有显著差异。

2 结果

2. 1 HSM对 ＲTEC的细胞活力的影响 HSM 浓度
分别为 12. 5、25、50、100 μg /ml 时，ＲTEC 的细胞活
力与对照组相比没有显著性差异，当 HSM 浓度为
200 μg /ml 时，细胞活力( % ) 降为 0. 85 ± 0. 14，差
异具有显著性( P＜0. 05) ，可见 HSM在≤ 100 μg /ml
的浓度范围内不影响细胞的正常活力，此后实验所

用浓度均在此范围内。见图 1。
2. 2 HSM缓解 CDDP 诱导的 ＲTEC 细胞凋亡 结
果显示，模型组细胞凋亡率( % ) 为 54. 27 ± 0. 38，而
高剂量 HSM处理组凋亡率( % ) 降为 44. 33 ± 2. 4，
可见 HSM 预处理可减少 ＲTEC 细胞的晚期凋亡。
同时，与模型组相比，低、中、高剂量 HSM 预处理组
Bcl-2 的 mＲNA表达上调，同时 BAX、Caspase-9 表达
降低，高剂量效果更为明显。见图 2。
2. 3 HSM抑制 CDDP 诱导的 ＲTEC 炎症反应 本
研究同时关注 HSM 对 ＲTEC 炎症反应的效果。结
果显示，CDDP 可促进 ＲTEC 产生 TNF-α 和 TLＲ4，
HSM预处理能剂量依赖地抑制 TNF-α 与 TLＲ4 的
表达，高剂量组具有显著性差异。见图 3。

表 1 引物序列表
Tab． 1 Table of PCＲ primer sequences

Genes Sequences 5'-3' Length

Bcl-2 F: ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC 120 bp

Ｒ: GGTATGCACCCAGAGTGATGC

BAX F: CCGGCGAATTGGAGATGAACT 229 bp

Ｒ: CCAGCCCATGATGGTTCTGAT

Caspase-9 F: TCAGGGGACATGCAGATATGG 196 bp

Ｒ: TTGGCAGTCAGGTCGTTCTTC

TNF-α F: CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 61 bp

Ｒ: GCTACGACGTGGGCTACAG

TLＲ4 F: CCTGATGACATTCCTTCT 255 bp

Ｒ: AGCCACCAGATTCTCTAA
GAPDH F: AACGACCCCTTCATTGAC 191 bp

Ｒ: TCCACGACATACTCAGCAC
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图 1 CCK-8 检测 HSM对 ＲTEC细胞活力的影响
Fig． 1 Effects of HSM on ＲTEC cell viability
Note: * . P＜0. 05 vs control.

图 2 HSM对 CDDP诱导的 ＲTEC 细胞凋亡及相关凋亡
基因表达的影响

Fig． 2 Effects of HSM on apoptosis and gene-associated
with apoptosis in CDDP-treated ＲTEC

Note: A. Apoptosis measured by Flow Cytometry; B-D. mＲNA expres-

sions of Bcl-2 ( B) ，BAX ( C) and Caspase-9 ( D ) . ＊＊. P＜

0. 01，＊＊＊. ＜0. 001 vs control; #. P＜0. 05，##. P＜0. 01，###． P＜

0. 001 vs CDDP-treated group.

图 3 HSM对 CDDP 作用下 ＲTEC 表达 TNF-α和 TLＲ4
的影响

Fig． 3 Effects of HSM on expressions of TNF-α and TLＲ4
induced by CDDP

Note: ＊＊＊. P＜0. 001 vs control; ##. P＜0. 01 vs CDDP-treated group.

图 4 HSM对 CDDP诱导的小鼠急性肾损伤的影响
Fig． 4 Effects of HSM on CDDP-induced acute kidney in-

jury
Note: A. Kidney sections were subjected to H＆E staining ( ×400 ) ; B-

C. mＲNA expressions of TLＲ4 ( B) and TNF-α in kidney tissue.

＊＊. P＜0. 01，＊＊＊. ＜0. 001 vs control; #. P＜0. 05，##. P＜0. 01

vs CDDP-treated group.

2. 4 HSM缓解顺铂诱导的小鼠急性肾损伤 通过
腹腔注射顺铂制备小鼠的急性肾损伤模型，可见肾

小管病变，表现为小管细胞肿胀，上皮细胞刷状边缘

缺失及管腔扩张，同时可见蛋白管型。而 HSM治疗
组肾脏小管病变明显改善。另外，TLＲ4 及炎性因子
TNF-α在治疗组小鼠肾脏中的表达较模型组显著降
低，提示 HSM能够缓解顺铂诱导的急性肾损伤。见
图 4。

3 讨论

CDDP是临床上应用最为广泛的抗肿瘤化疗药
物之一，常用于多种实体肿瘤的治疗且疗效显著，其

疗效与用药剂量成正比，然而增加药物剂量会导致

肾毒性，包括近端小管损伤、氧化应激、炎症和肾脏
血管损伤等。肾毒性并发症的临床发病率高达
30%，成为化疗用药的极大障碍，缓解 CDDP引发的
肾损伤，对提高化疗效果有着重要意义［8-11］。病理
研究表明，因肾小管上皮细胞 ＲTEC 具有的转运功
能，CDDP 经静脉注射后会在肾小管富集，诱发
ＲTEC损伤，主要表现为细胞凋亡进而坏死、线粒体
功能障碍、炎症反应等［4，12，13］。冬虫夏草是我国的
传统中药，已有动物实验表明人工发酵的冬虫夏草

菌丝体 HSM在肾脏疾病的治疗方面有疗效，但分子
机制尚未明确［14］。本研究针对 HSM 在 CDDP 诱导
的小管细胞损伤方面的影响进行了探讨。

CDDP诱导细胞凋亡伴随着一系列凋亡相关基
因的表达变化。Bcl-2 与 BAX 分别是 Bcl-2 家族中
抗凋亡与促凋亡蛋白中的核心因子，Bcl-2 /BAX 比
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例下降可促进多种细胞凋亡，其调控途径为通过

Bcl-2 家族蛋白活化，释放细胞色素 C、凋亡诱导因
子等，最终激活 Caspase 家族，启动凋亡级联反
应［15，16］。在本研究中，HSM 预处理组可明显缓解
CDDP诱导的晚期凋亡，在对基因水平的分析中发
现，HSM 可有效调节 Bcl-2 /BAX 之间的平衡，进而
抑制下游 Caspase-9 的表达，减少细胞死亡。
炎症是 ＲTEC损伤的重要方面，研究证实，CD-

DP诱导的急性肾损伤小鼠中 TNF-α 明显增多，并
且来源于 ＲTEC而非炎症细胞［17］。同时，作为免疫
样细胞，ＲTEC表达模式识别受体 TLＲ4，CDDP 可通
过 TLＲ4 加剧小管细胞损伤［18］。而 HSM 可以剂量
依赖的方式抑制 CDDP诱导的 ＲTEC表达 TNF-α和
TLＲ4，高剂量组具有显著差异，提示 HSM 具有抑炎
的效果。已有文献证实冬虫夏草菌丝体在改善慢性
肾脏病大鼠的微炎症反应方面具有优势，这与我们

的研究结果一致［19］。
为了进一步确认 HSM对小管损伤的影响，本研

究制备了顺铂诱导的小鼠急性肾损伤模型，在体内

观察 HSM对小管损伤的疗效。实验表明，HSM 可
以有效缓解顺铂诱导的小鼠肾脏小管细胞肿胀及管

腔扩张，减少上皮细胞刷状边缘缺失，减少蛋白管

型，提示 HSM对顺铂诱导的肾损伤具有潜在的治疗
效果。
本研究通过 CDDP 诱导的 ＲTEC 损伤模型，探

讨了人工发酵的冬虫夏草菌丝体 HSM 对肾小管细
胞损伤的影响，发现 HSM可有效缓解 CDDP诱导的
ＲTEC损伤，提示其对 CDDP 肾毒性以及肾脏病的
防治具有重要的研究价值。然而，本研究中 HSM在
不同剂量所表现出的效果差异及涉及的信号通路尚

未揭示，还需进一步深入研究以阐明 HSM 的作用
机制。
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