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文章亮点： 

1 在前期中药复方消可宁药用实验基础上，分别用不同浓度 20，40，80 µmol/L 的大黄酸和大黄素刺激高糖

培养的大鼠肾小球系膜细胞，比较大黄酸与大黄素对高糖培养的大鼠肾小球系膜细胞凋亡的影响程度。 
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2 由中药小复方为基础入手，探讨小复方中君药大黄中大黄酸、大黄素对糖尿病肾病相关作用机制，符合中

药发展思路的潮流，实验结果证明了低中高浓度的大黄酸、大黄素均可诱导肾小球系膜细胞凋亡，但大黄酸的药

效强于大黄素。 
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摘要 
背景：课题组前期实验证实中药复方消可宁能有效防治早期糖尿病肾病。 
目的：比较大黄酸与大黄素对高糖培养的大鼠肾小球系膜细胞凋亡的影响程度。 
方法：分别用不同浓度 20，40，80 µmol/L 的大黄酸和大黄素刺激高糖培养的肾小球系膜细胞，苏木精-伊红染

色观察凋亡细胞形态，DAPI 荧光染色观察细胞核凋亡情况，流式细胞仪观察细胞凋亡率。 
结果与结论：苏木精-伊红染色及 DAPI 染色结果显示大黄酸对髙糖培养的肾小球系膜细胞凋亡的影响程度强于

大黄素的影响程度。细胞凋亡率的对比显示大黄酸对髙糖培养的肾小球系膜细胞的早期凋亡率与晚期凋亡率均强

于大黄素。说明低中高浓度的大黄酸、大黄素均可诱导肾小球系膜细胞凋亡，但大黄酸的药效强于大黄素。 
 
Rhein and archen induce the apoptosis of mesangial cells in high glucose rats    
 
Guo Yu, Li Yan, Fang Hui, Yin Xiao-xing, Wei Qun-li (School of Pharmacy, Xuzhou Medical College, Xuzhou  
221000, Jiangsu Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Our previous study has already manifested that Chinese medicine Xiaokening can effectively 
prevent and treat the early diabetic nephropathy.  
OBJECTIVE: To compare the effect of rhein and archen on the apoptosis of mesangial cells of rats cultured with high 
glucose. 
METHODS: Mesangial cells were stimulated by different concentrations of rhein and archen (20, 40 and 80 µmol/L). 
Morphology of apoptotic cells was observed by hematoxylin-eosin staining. Karyon apoptosis was examined by 
fluorescence staining of DAPI. Cell apoptosis rate was detected by flow cytometry. 
RESULTS AND CONCLUSION: The outcome of hematoxylin-eosin staining and DAPI staining indicated that the 
effect of rhein was much stronger than that of archen on the apoptosis of mesangial cells in the rats cultured with high 
glucose. Comparison of the apoptosis rate also indicated that the rhein had a stronger effect on the earlier and the 
later stage apoptotic rate of mesangial cells than archen. Both rhein and archen with different concentrations can 
induce apoptosis of mesangial cells, but the effect of rhein is much stronger. 
 
Subject headings: organ transplantation; kidney transplantation; kidney glomerulus; diabetic nephropathies; 
apoptosis 
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0  引言  Introduction 
 

中药复方消可宁(制大黄、制附子、生黄芪)能有效防

治早期糖尿病肾病并获得国家专利(专利号：20041006 
4899X)[1-4]，实验证明其能够抑制高糖状态下肾小球系膜

细胞过度增殖[5]。为进一步探讨其可能的有效组分，实验

将分步研究三味药的在组方中的作用及机制，尤其是主药

大黄主要活性成分的药理学作用。关于大黄酸、大黄素的

报道甚多，但大黄酸、大黄素对髙糖状态下肾小球系膜凋

亡的影响并未见报道，也未见两者促凋亡的比较性研究。

故实验选择大黄酸、大黄素两个活性成分进行研究。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：随机对照、开放性实验。 
时间及地点：实验于2011年7月在徐州医学院新药

与临床应用重点实验室完成。 
材料：SD大鼠肾小球系膜细胞株(HBZY-1)购于武

汉博士德生物有限公司；大黄酸标准品（批号201003）、
大黄素标准品（批号201007）购于四川省维克奇生物科

技有限公司；DMEM培养基 (高糖 )(批号1290007，
1240031)、胎牛血(批号8104931)购于美国Invitrogen 
GIBCO公司；DAPI染色液(批号C1005)、苏木精-伊红

(HE)染色试剂盒(批号C0105)、Annexin V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒(批号C1062)购于碧云天生物技术研究

所；FACS calibur流式细胞分析仪购于美国Becton 
Dickinson公司。 

实验方法： 

大鼠肾小球系膜细胞的复苏及传代：取冻存于-80 ℃冰

箱中肾小球系膜细胞细胞株，于37 ℃水浴中迅速晃动，

水浴后离心，离心半径12.5 cm，1 000 r/min，离心3 min，
弃上层冻存液，加入含体积分数10%胎牛血清的DMEM
完全培养基移入细胞培养瓶于37 ℃培养箱中静置培

养。待细胞融合达80%以上后，加入2 mL 0.25%胰蛋白

酶消化液室温消化1 min，弃去胰蛋白酶，加2 mL 
DMEM完全培养基轻轻吹打使细胞完全脱壁，制成细胞

悬液，进行传代培养。 
形态学观察细胞凋亡情况

[6-8]
：于6孔培养板中接种对

数生长期细胞，细胞密度1.0×105/孔。将细胞分为低

糖组 (5.56 mmol/L DMEM) 、 高糖组 (25 mmol/L 
DMEM)、在高糖(25 mmol/L DMEM)基础上分别添加

20，40，80 µmol/L大黄酸和大黄素进行干预，观察时

间设置为24，48 h。达到时间点时将6孔板置于倒置显

微镜下观察细胞形态。用40 g/L多聚甲醛固定10 min，
进行苏木精-伊红染色，按试剂盒说明书操作，与显微

镜下观察细胞形态并拍照。 

DAPI荧光染色观察细胞核凋亡情况
[9-10]

：取对数生长期

细胞接种于6孔板中，细胞密度1.0×105/孔。将细胞分为

低糖组 (5.56 mmol/L DMEM)、高糖组 (25 mmol/L 
DMEM)、在高糖(25 mmol/L DMEM)基础上分别添加

20，40，80 µmol/L 大黄酸和大黄素的干预组，共8组
进行实验，观察时间设置为24，48 h。到达时间点用   
40 g/L多聚甲醛固定10 min，进行DAPI荧光染色，按试

剂盒说明书操作，360 nm荧光显微镜下观察并拍照。 
流式细胞分析仪检测细胞凋亡率

[11-13]
：取对数生长期细

胞制成悬液接种于新的细胞培养瓶中，细胞密度

5.0×106/瓶，24 h后换用无血清DMEM培养基，使细胞

生长同步于G0期，将细胞分为高糖对照组(25 mmol/L 
DMEM)、在高糖(25 mmol/L DMEM)基础上分别添加

20，40，80 µmol/L大黄酸和大黄素的干预组，共7组
进行实验，观察时间设置为24，48 h。到达时间点，胰

蛋白消化酶消化，收集细胞，按Annexin V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒说明书进行操作，应用流式细胞仪进行检

测，SPSS 16.0软件分析细胞凋亡率。 
主要观察指标：①不同浓度大黄酸、大黄素刺激后

肾小球系膜细胞凋亡形态。②不同浓度大黄酸、大黄素

刺激后肾小球系膜细胞细胞核凋亡形态的观察。③不同

浓度大黄酸、大黄素对肾小球系膜细胞凋亡率的影响。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 16.0统计软件

进行统计分析，实验数据采用x
_

±s表示，多个样本均数

的比较用方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果  Results 
 
2.1  倒置相差显微镜观察  24 h即可见细胞形态发生

改变，48 h细胞形态变化程度最明显，且与浓度成正相关，

药物浓度越高细胞形态改变越明显。其中大黄酸各浓度组

细胞形态变化程度强于大黄素各浓度组。倒置显微镜下观

察可见大黄酸作用于大鼠肾小球系膜细胞，20 µmol/L  
24 h细胞聚集成团、收缩明显，胞膜完整，部分细胞脱壁

悬浮，生长不良；48 h时细胞膜已不完整，大部分细胞已

脱壁悬浮。40 µmol/L 24 h细胞收缩较24 h明显，细胞脱

落数增加，生长不良；48 h视野内细胞数较24 h减少过半，

细胞聚缩成不规则团块。80 µmol/L 24 h细胞收缩较严重

但胞膜完整，大部分细胞悬浮，生长不良；48 h贴壁细胞

数极少，视野内细胞成零星状分布。 
2.2  苏木精-伊红染色结果  低糖组、高糖组细胞结构

清晰，胞浆内大量微丝样结构，核居中央，多成圆形或

椭圆形，核周胞质散布大量的细胞小颗粒，见图1。大

黄酸作用于大鼠肾小球系膜细胞，20 µmol/L组 24 h细
胞碎片增多，凋亡细胞产生，细胞皱缩，胞膜完整，细

胞核固化，密度增大，染色质凝聚，嗜碱性增强，细胞

核染成深蓝色；而大黄素20 µmol/L组24 h细胞形态没有
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明显变化。大黄酸20 µmol/L 48 h时细胞已皱缩成团细

胞核碎裂成多个颗粒，胞膜不完整，大黄素组明显好于

大黄酸组，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

大黄酸40，80 µmol/L作用于大鼠肾小球系膜细胞 
24 h，细胞严重变形；48 h时，视野内细胞数较24 h减
少更多，细胞皱缩成团，胞核破碎成多个颗粒，胞膜不

完整。大黄素 40 µmol/L 24 h时凋亡细胞产生，细胞皱

缩但胞膜完整；48 h时，细胞皱缩，细胞数减少，部分

细胞核碎裂成颗粒，胞质浓染。80 µmol/L 24 h，细胞皱

缩成团，细胞数减少，碎裂成颗粒的细胞核增多；48 h
时视野内已找不到完整细胞核。见图3，4。 
2.3  DAPI染色结果  细胞核的形态改变是鉴别细胞

凋亡的重要依据[14]。经DAPI染色后，荧光显微镜下观

察，低糖和高糖组细胞细胞核分布均匀，核较大，细

胞核和细胞质内可见浓染致密的颗粒块状荧光细胞

核，见图5。20 µmol/L大黄酸作用于细胞24 h时部分

细胞核染色质出现浓缩状态，较大黄素细胞核变化明

显；48 h部分细胞核染色质高度凝聚，核裂解为碎片，

而大黄素组细胞核只是大部分高度凝聚，未见细胞碎

片，见图6。大黄酸40 µmol/L 24 h时细胞核裂解为碎片，

完整细胞核较少，大黄素 40 µmol/L 24 h时较大黄酸组

细胞核状态要好；大黄酸40 µmol/L 48 h时完整细胞核

较少，大黄素相对较多，见图7。 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  

A：为大黄酸刺激 24 h，细胞

碎片增多，凋亡细胞产生，嗜

碱性增强，细胞核染成深蓝色 

B：为大黄素刺激 24 h，细胞

形态没有明显变化 

B：低糖培养 48 hA：低糖培养 24 h 

C：为大黄酸刺激 48 h，细胞

已皱缩成团细胞核碎裂成多个

颗粒，胞膜不完整 

D：为大黄素刺激 48 h，细胞

状态明显好于大黄酸组 

C：高糖培养 24 h D：高糖培养 48 h
图 2  大黄酸和大黄素 20 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后形态学观察(苏木精-伊红染色，×100)

Figure 2  Morphologic features of mesangial cells after treated 
with 20 µmol/L rhein and archen for 24 and 48 h  
(Hematoxylin-eosin staining, ×100) 

图 1  大鼠肾小球系膜细胞在低糖(5.56 mmol/L DMEM)和
高糖(25 mmol/L DMEM)培养后形态学观察(苏木精-

伊红染色，×100) 

Figure 1  Morphologic features of mesangial cells after 
cultured with low glucose (5.56 mmol/L DMEM) and 
high glucose (25 mmol/L DMEM) (Hematoxylin- 
eosin staining, ×100) 

注：细胞结构清晰，胞浆内大量微丝样结构，核居中央，核

周胞质散布大量的细胞小颗粒。 
 

  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
  
  

  
  
  

  
  
 
 
 

 
 
 
  
  
  

  
  

A：为大黄酸刺激 24 h，细胞

碎片增多，凋亡细胞产生，嗜

碱性增强，细胞核染成深蓝色

B：为大黄素刺激 24 h，凋亡细

胞产生，细胞皱缩但胞膜完整，

染色质凝聚，嗜碱性增强 

C：为大黄酸刺激 48 h，细胞

数较 24 h 减少更多，细胞皱缩

成团，胞核破碎成多个颗粒，

胞膜不完整 

D：为大黄素刺激 48 h，细胞

皱缩，细胞数减少，部分细胞

核碎裂成颗粒，胞质浓染 

图 3  大黄酸和大黄素 40 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后形态学观察(苏木精-伊红染色，×100)

Figure 3  Morphologic features of mesangial cells after treated 
with 40 µmol/L rhein and archen for 24 and 48 h   
(Hematoxylin-eosin staining, ×100) 
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A：为大黄酸刺激 24 h，细胞

严重皱缩成细长形，贴壁细胞

数明显减少，染成深蓝 

B：为大黄素刺激 24 h，细胞

皱缩成团，细胞数减少，碎裂

成颗粒的细胞核增多 

A：为大黄酸刺激 24 h，部分

细胞核染色质出现浓缩状态 

B：为大黄素刺激 24 h，细胞浓缩

状态不如大黄酸刺激 24 h 明显 

C：为大黄酸刺激 48 h，部分细胞

核染色质高度凝聚，部分细胞核裂

解为碎片 

D：为大黄素刺激 48 h，细胞核只

是大部分高度凝聚，未见细胞碎片，

状态明显好于大黄酸酸刺激 48 h
C：为大黄酸刺激 48 h，比 

40 µmol/L，48 h 时细胞减少

更多 

D：为大黄素刺激 48 h，视野

内已找不到完整细胞核 

图 6  大黄酸和大黄素 20 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后 DAPI 荧光染色观察(×200) 

Figure 6  DAPI fluorescence staining of mesangial cells after 
treated with 20 µmol/L rhein and archen for 24 and 
48 h (×200) 

图 4  大黄酸和大黄素 80 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后形态学观察(苏木精-伊红染色，×100)

Figure 4  Morphologic features of mesangial cells after treated
with 80 µmol/L rhein and archen for 24 and 48 h  
(Hematoxylin-eosin staining, ×100) 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

A：为大黄酸刺激 24 h，细胞核

裂解为碎片，完整细胞核较少

B：为大黄素刺激 24 h，细胞核染

色质高度凝聚边缘化，完整细胞核

减少，但较大黄酸刺激 24 h 状态

要好 

A：低糖培养 24 h B：低糖培养 48 h

C：高糖培养 24 h D：高糖培养 48 h

图 5  大鼠肾小球系膜细胞在低糖(5.56 mmol/L DMEM)和
高糖(25 mmol/L DMEM)培养后 DAPI 荧光染色观察

(×200) 

Figure 5  DAPI fluorescence staining of mesangial cells after 
cultured with low glucose (5.56 mmol/L DMEM) and 
high glucose (25 mmol/L DMEM) (×200) 

注：细胞细胞核分布均匀，核较大，细胞核和细胞质内可见浓

染致密的颗粒块状荧光细胞核 
 

C：为大黄酸刺激 48 h，完整细胞

核较少 

D：为大黄素刺激 48 h，完整细胞

核相对较多 

图 7  大黄酸和大黄素 40 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后 DAPI 荧光染色观察(×200) 

Figure 7  DAPI fluorescence staining of mesangial cells after 
treated with 40 µmol/L rhein and archen for 24 and 
48 h (×200) 
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大黄酸80 µmol/L 24 h基本上没有完整细胞核存

在，48 h时视野内很难找到完整细胞核，大黄素      
80 µmol/L 24 h时大部分细胞核裂解为碎片，产生凋亡

小体，48 h时在镜下很难找到完整细胞核，见图8。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
2.4  流式细胞仪分析仪检测细胞凋亡率结果  细胞周

期的紊乱与凋亡的诱导关系密切[6]。见表1，2。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

表 2  大黄酸，大黄素 20，40，80 µmol/L 干预 48 h 后诱导

SD 大鼠肾小球系膜细胞的凋亡率 

Table 2  Apoptotic rate of mesangial cells of Sprague-Dawley 
rats after treated with different concentrations (20, 40 
and 80 µmol/L) of rhein and archen for 48 h  (x

_

±s, %) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
3  讨论  Discussion 

 
已有研究表明大黄酸具有抗肿瘤、抗炎、抗菌及调

节肾功能等药理作用。其中大黄酸在糖尿病肾病的防治

中疗效显著。肾脏肥大以及肾小球系膜细胞的积聚是临

床糖尿病肾病的主要特征，其形成主要与促生长因子、

转化生长因子β1等因子的过度表达有关。其中转化生长

因子β1在肾脏肥大、肾小球系膜细胞增殖、肾小球硬化

以及肾间质纤维化发生发展起到重要作用[15-16]。在细胞

凋亡方面，大黄酸调控作用可能存在着多个调控点，

大黄酸可以下调bcl-2基因的表达，改变Bcl-2/Bax比
率，大黄酸通过下调c-myc基因的表达来抑制鼻咽癌细

胞ERK、P38MAPK的磷酸化以及NF-ĸB的活性从而诱

导肿瘤细胞的凋亡[17]。作者系列研究观察大黄酸对髙

糖培养的SD大鼠肾小球系膜细胞凋亡的影响，大黄酸

可促进髙糖培养的肾小球系膜细胞的凋亡，且与浓度

与时间成正相关[18]。 
大黄素药理活性主要包括抗肿瘤、抗炎、保护肝

细胞等[19]。大黄素在抑制肿瘤细胞增殖、诱导细胞凋

亡、影响细胞周期方面都有作用[20]。在肾脏方面研究

发现大黄素可以抑制肾小管上皮细胞、肾小球系膜细

胞和人肾成纤维细胞的增殖[21]，在诱导细胞凋亡方面

其可诱导狼疮性肾炎病人肾纤维细胞凋亡[22]。 魏建波

等[23]采用单侧输尿管梗阻法制备大鼠肾间质纤维化模

型，并以小、中和大剂量大黄素(25，50，80 mg/kg)
干预，结果显示大黄素能改善单侧输尿管梗阻法诱导

的大鼠肾间质纤维化，其机制可能通过抑制大鼠肾组

织转化生长因子βmRNA表达，发挥抗纤维化的作用。

组别 早期凋亡率 晚期凋亡率和坏死细胞 
 
高糖对照组 

 
0.13±0.06 

 
0.20±0.09 

大黄酸 20 µmol/L 0.35±0.02d 0.23±0.17 
大黄素 20 µmol/L 0.43±0.24ab 0.95±0.55 
大黄酸 40 µmol/L 1.83±1.32a 1.34±1.67d

大黄素 40 µmol/L 0.41±0.34 1.05±6.30 
大黄酸 80 µmol/L 0.55±0.38 4.76±2.43ab

大黄素 80 µmol/L 0.54±0.67 2.50±16.42a

图 8  大黄酸和大黄素 80 µmol/L 时刺激大鼠肾小球系膜细

胞 24，48 h 后 DAPI 荧光染色观察(×200) 

Figure 8  DAPI fluorescence staining of mesangial cells after 
treated with 80 µmol/L rhein and archen for 24 and 
48 h (×200) 

A：为大黄酸刺激 24 h，基本上

没有完整细胞核存在 

B：为大黄素刺激 24 h，细胞核染

色质高度凝聚边缘化大部分细胞核

裂解为碎片，产生凋亡小体 

与对照组比较，aP < 0.05；与 20 µmol/L组比较，bP < 0.05；与 40 µmol/L

组比较，cP < 0.05；与 80 µmol/L比较， dP < 0.05。 

注：随着大黄酸、大黄素浓度的增高，早、晚期细胞凋亡比例相应增加，

且大黄酸各浓度组凋亡率明显高于大黄素各浓度组。 

C：为大黄酸刺激 48 h，视野内很

难找到完整细胞核 

D：为大黄素刺激 48 h，很难找到

完整细胞核，细胞核染色质高度凝

聚，致密浓染 

表 1  大黄酸，大黄素 20，40，80 µmol/L 干预 24 h 后诱导

SD 大鼠肾小球系膜细胞的凋亡率 

Table 1  Apoptotic rate of mesangial cells of Sprague-Dawley 
rats after treated with different concentrations (20, 40 
and 80 µmol/L) of rhein and archen for 24 h  (x

_

±s, %) 
 

组别  早期凋亡率 晚期凋亡率和坏死细胞 
 
高糖对照组 

 
0.06±0.05 

 
0.09±0.02 

大黄酸 20 µmol/L 0.12±0.02   1.82±0.24acd

大黄素 20 µmol/L 0.03±0.01  0.43±0.24d

大黄酸 40 µmol/L 0.29±0.29   3.46±3.02bd

大黄素 40 µmol/L 0.16±0.07    3.22±0.25abd  
大黄酸 80 µmol/L  0.48±0.14a    5.43±1.05abc

大黄素 80 µmol/L 0.14±0.20    1.17±9.26abc

与对照组比较，aP < 0.05；与 20 µmol/L组比较，bP < 0.05；与 40 µmol/L

组比较，cP ﹤0.05；与 80 µmol/L比较，dP < 0.05。 

注：随着大黄酸、大黄素浓度的增高，早、晚期细胞凋亡率相应增加，且

大黄酸各浓度组凋亡率明显高于大黄素各浓度组。 
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李冬梅等[24]探讨了中药大黄素对肾间质纤维化模型大

鼠肾组织中基质金属蛋白酶组织抑制物1表达的影响，

应用大黄素干预梗阻侧肾脏的组织学变化和TIMP-1
在梗阻肾小管间质中表达情况，实验结果显示中药大

黄素可以通过抑制TIMP-1的表达来发挥其延缓肾间

质纤维化进程的作用，对肾脏有保护作用。 
实验应用大黄酸、大黄素干预对比实验表明：低中

高浓度的大黄酸、大黄素均可诱导大鼠肾小球系膜细胞

的凋亡，在凋亡的发生发展过程中，细胞形态学的变化

一目了然，大黄酸促凋亡作用明显强于大黄素。镜下可

见药物刺激下的细胞胞膜出现皱缩变小，随着浓度及时

间的增加，细胞碎片增多，胞膜不在完整。细胞核染色

质高度凝集固化，随着药物浓度的增加及时间的增加，

细胞核染色质高度凝聚边缘化，完整细胞核减少，细胞

核裂解为碎片，产生凋亡小体[25-26]。课题组在做组方内

配伍的实验中发现大黄酸与乌头碱水解产物配伍时形

成一种有活性的盐类，配伍组显示乌头碱水解产物对大

黄酸的药效具有增效作用，而这种药理活性的增强与此

盐有关。大黄素在其配伍方面并未发现优势。故本研究

后期将重点探讨大黄酸的药理活性，探讨其可能的促凋

亡分子机制，并用db/db小鼠进行复筛。 
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