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大网膜脂肪干细胞旁分泌 ＨＧＦ与加味补阳还五汤抑制
腹膜间皮细胞 ＥＭＴ相关性的体外研究

郑敏麟１，王亚楠２，范文江２，詹倩倩１，陈锋斌３

（１．福建中医药大学中西医结合学院，福建 福州 ３５０１２２；２．福建中医药大学中西医结合研究院，福建 福州 ３５０１２２；
３．福建医科大学附属第一医院，福建 福州 ３５０００５）

　　摘要：目的 通过体外研究，探讨加味补阳还五汤抑制的腹膜间皮细胞（ＰＭＣ）上皮－间充质转化（ＥＭＴ）防治术后腹
腔粘连（ＰＡＡ）的作用，是否主要通过促进大网膜脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）旁分泌肝细胞生长因子（ＨＧＦ）。方法 实验１明确
加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ作用，是该方对ＰＭＣ的直接作用，还是通过调控大网膜中的ＡＤＳＣｓ旁分泌的间接作
用：使用加味补阳还五汤与加味补阳还五汤培养ＡＤＳＣｓ后制取其条件培养基（以下称“中药培养基”）分别干预 ＥＭＴ模
型的ＰＭＣ，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＥＭＴ相关的蛋白 Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－Ｃａｄ）、α－平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）的表达水平。
实验２明确加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ作用，是否与大网膜中的ＡＤＳＣｓ旁分泌ＨＧＦ相关：用低表达ＨＧＦ的ＡＤ
ＳＣｓ条件培养基（以下称“低ＨＧＦ培养基”）、正常ＡＤＳＣｓ条件培养基（以下称“普通培养基”）、中药培养基等３种培养基
干预ＰＭＣ，并检测以下指标：（１）用ＥＬＩＳＡ法检测在干预ＰＭＣ之前和之后，３种培养基中ＨＧＦ的含量。（２）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
法、ｑＰＣＲ法、免疫荧光（ＩＦ）法检测干预后各组 ＰＭＣ的 ＥＭＴ相关蛋白表达水平，划痕实验检测各组 ＰＭＣ的迁移能力。
结果 实验１：加味补阳还五汤与中药培养基对 ＥＭＴ相关指标的影响。与模型组相比，加味补阳还五汤组上调 Ｅ－Ｃａｄ
的蛋白表达（Ｐ＜００５），下调 α－ＳＭＡ的蛋白表达（Ｐ＜００５）；中药培养基组显著上调了 Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达（Ｐ＜
００１），显著下调α－ＳＭＡ的蛋白表达（Ｐ＜００１）。与加味补阳还五汤组相比，中药培养基组上调 Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达
（Ｐ＜００５），显著下调 α－ＳＭＡ的蛋白表达（Ｐ＜００１）。实验２：（１）作用于ＰＭＣ前后，３种不同的培养基中ＨＧＦ含量的
比较：作用于ＰＭＣ前，相比于普通培养基，低ＨＧＦ培养基中含量显著降低（Ｐ＜００１），中药培养基中含量显著增加（Ｐ＜
００１）；作用于ＰＭＣ后，各培养基组含量均显著性下降。（２）ＥＭＴ相关蛋白表达情况：综合 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ、ｑＰＣＲ、ＩＦ结果，
与模型组相比，各培养基组均可升高 Ｅ－Ｃａｄ表达（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），降低 α－ＳＭＡ、ＶＩＭ表达（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１），各培养基组均可抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ，效果依次为中药培养基组 ＞普通培养基组 ＞低 ＨＧＦ培养基组。（３）发生
ＥＭＴ的细胞迁移能力变化情况：干预２４、４８ｈ后，与模型组相比，各组愈合率均有显著下降（Ｐ＜００１），各组培养基均可
降低ＥＭＴ模型的Ｒ的迁移能力，效果依次为中药培养基组＞普通培养基组＞低 ＨＧＦ培养基组。（４）ＥＭＴ相关蛋白表
达与ＨＧＦ含量相关性分析：Ｅ－Ｃａｄ蛋白表达量与 ＨＧＦ含量呈正相关性（Ｐ＜００５），α－ＳＭＡ、ＶＩＭ蛋白表达量与 ＨＧＦ
含量呈负相关性（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结论 加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的 ＥＭＴ防治ＰＡＡ的疗效可能是多靶点的，既
有对ＰＭＣ的直接作用，也有通过增强大网膜中的ＡＤＳＣｓ旁分泌ＨＧＦ的间接作用，而后者更为主要。
　　关键词：加味补阳还五汤；术后腹腔粘连；腹膜间皮细胞；脂肪间充质干细胞；肝细胞生长因子；上皮－间充质转化
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ｉｎｉｔｉａｌｌｙｃｌａｒｉｆｙｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｔａｒｇｅｔｏｆｔｈｉｓｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅａｂｄｏｍｉｎａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎ（ＰＡＡ）．ＭｅｔｈｏｄｓＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔ１ｃｌａｒｉｆｉｅｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＢＨＤｏｎｔｈｅＥＭＴｏｆＰＭＣｗａｓａｄｉｒｅｃｔｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｏｎＰＭＣｏｒａｎｉｎｄｉｒｅｃｔｅｆｆｅｃｔｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐａｒａｃｒｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓｉｎｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｏｍｅｎｔｕｍ．Ａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｉｎｇ
ＡＤＳＣｓｗｉｔｈＳＢＨＤ，ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ（ｈｅｒｅｉｎａｆｔｅｒｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓ“Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ”）ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｔｏｉｎ
ｔｅｒｖｅｎｅｉｎｔｈｅＰＭＣｏｆＥＭＴｍｏｄｅｌｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｅ－Ｃａｄ）ａｎｄα－ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α－ＳＭＡ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ２ｃｌａｒｉｆｉｅｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＢＨＤｏｎＥＭＴｏｆ
ＰＭＣｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＧＦｂｙＡＤＳＣｓｉｎｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｏｍｅｎｔｕｍ．ＴｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＰＭＣｕｓｅｄｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｍｅｄｉａ：
ｌｏｗＨＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＡＤＳＣｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ（ｈｅｒｅｉｎａｆｔｅｒｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓ“ｌｏｗＨＧＦｍｅｄｉｕｍ”），ｎｏｒｍａｌＡＤＳＣｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅ
ｄｉｕｍ（ｈｅｒｅｉｎａｆｔｅｒｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓ“ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ”）ａｎｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ．（１）ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨＧＦｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｍｅｄｉａｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｉｎＰＭＣ．（２）Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ，ｑＰＣＲａｎｄＩＦｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＰＭＣｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒ
ｖｅｎｔｉｏｎ，ａｎｄｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＭＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＲｅｓｕｌｔｓＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔ１：ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＢＨＤ
ａｎｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｏｎＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＳＢＨＤｇｒｏｕｐ
ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ－Ｃａｄ（Ｐ＜００５）ａｎｄｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα－ＳＭＡ（Ｐ＜００５）．
ＴｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ－Ｃａｄ（Ｐ＜００１）
ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα－ＳＭＡ（Ｐ＜００１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＢＨＤｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ－Ｃａｄ（Ｐ＜００５）ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα－ＳＭＡ（Ｐ＜００１）．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ２：⑴ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨＧＦｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉａｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｃｔｉｎｇｏｎＰＭＣ：ＢｅｆｏｒｅａｃｔｉｎｇｏｎＰＭＣ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｏｗＨＧＦｍｅｄｉｕｍ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜００１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００１）．ＡｆｔｅｒａｃｔｉｎｇｏｎＰＭＣ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．（２）ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ｑＰＣＲａｎｄＩＦ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅａ
ｂｌｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｅＥ－Ｃａｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆα－ＳＭＡａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎ（ＶＩＭ）（Ｐ＜
００５ｏｒＰ＜００１）．ＡｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅａｂｌｅｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅＥＭＴｏｆＰＭＣ，ｗｉｔｈｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆｅｆｆｅｃｔｂｅｉｎｇＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉ
ｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ＞ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ＞ｌｏｗＨＧＦｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．（３）ＣｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＭＴ：Ａｆ
ｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈ，ｔｈｅｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１）．ＥａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅＲｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＥＭＴｍｏｄｅｌ，ｗｉｔｈｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆｅｆｆｅｃｔｂｅ
ｉｎｇＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ＞ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ＞ｌｏｗＨＧＦｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．（４）Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＥＭＴ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＨＧＦｃｏｎｔｅｎｔ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥ－Ｃａｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨＧＦ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆα－ＳＭＡａｎｄＶＩＭｗｅｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨＧＦ
（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＳＢＨＤｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＥＭＴｏｆＰＭＣａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇＰＡＡｍａｙｂｅ
ｍｕｌｔｉ－ｔａｒｇｅｔ，ｗｉｔｈｂｏｔｈｄｉｒｅｃｔｅｆｆｅｃｔｓｏｎＰＭＣａｎｄｉｎｄｉｒｅｃｔｅｆｆｅｃｔｓｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｐａｒａｃｒｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＧＦｂｙＡＤＳＣｓｉｎｔｈｅ
ｇｒｅａｔｅｒｏｍｅｎｔｕｍ，ｗｉｔｈｔｈｅｌａｔｔｅｒｂｅｉｎｇｍｏｒｅｉｍｐｏｒｔａｎｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（加味补阳还五汤）；ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅａｂｄｏｍｉｎａｌａｄｈｅｓｉｏｎｓ（ＰＡＡ）；ｐｅｒｉ
ｔｏｎｅａｌｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＡＤＳＣｓ）；ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＨＧＦ）；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ（ＥＭＴ）

　　术后腹腔粘连（ＰＡＡ）是腹、盆部手术中常见的严重并发
症，可引发慢性顽固性腹痛、不孕症，并增加再次手术的难度；

其中很大的一部分可进展为粘连性肠梗阻，甚至危及生命［１］。

尽管目前在临床上已经有几种方法（如改进外科术式［２］、药物

防治［３－４］及腹腔内使用隔离物［２］等）用于防止粘连的形成，但

均因效果不够稳定，导致无法在临床中广泛应用。ＰＡＡ对患
者的生活质量和社会经济成本都造成了重大影响，防治 ＰＡＡ
是当今世界外科领域非常关注的前沿问题，也是目前亟须解决

的外科方面的世界难题［５－６］。

ＰＡＡ的具体发病机制现在仍不十分明确。最新的证据［７］

显示，手术中受损的腹膜间皮细胞（ＰＭＣ）引发的上皮 －间充
质转化（ＥＭＴ），是ＰＡＡ的关键发病因素。

研究表明，转化生长因子 －β１（ＴＧＦ－β１）是 ＥＭＴ的最主
要诱发因子，而脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）能通过旁分泌肝细胞生长
因子（ＨＧＦ）从而抑制ＥＭＴ［８］。

大网膜在控制腹腔炎症时有强大的作用，大网膜的脂肪库

中富含ＡＤＳＣｓ。然而，大网膜中的 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ功能的
异常，是否与ＰＡＡ发病密切相关，目前尚未得到深入研究和阐
明。本课题组在临床研究中观察到，ＰＡＡ患者通常表现为体
形消瘦、腹部脂肪较少，且未发现有腹部肥胖的病例出现 ＰＡＡ
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的情况。早期的动物研究表明［９］，自体大网膜脂肪细胞再培

养后注入腹腔，能有效预防 ＰＡＡ。本课题组推测，以上现象均
应该与其中的ＡＤＳＣｓ相关。

本课题组应用加味补阳还五汤（ＳＢＨＤ）在临床中治疗
ＰＡＡ，获得了较好的疗效；同时，在动物实验中发现，该方可以
抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ［１０－１２］。但尚不明确是否通过调控大网膜的
ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ实现。本研究拟通过两个序列的细胞实
验，对此进行探讨：① 实验１通过对比中药培养基（ＴＣＭ－ＡＤ
ＳＣ－ＣＭ），即加味补阳还五汤培养 ＡＤＳＣｓ后制取其条件培养
基（ＣＭ），与加味补阳还五汤对ＰＭＣ的ＥＭＴ影响，以确定该方
的上述疗效是该方对 ＰＭＣ的直接作用，还是通过大网膜 ＡＤ
ＳＣｓ的间接作用；② 实验２在实验１的结果上，进一步明确加
味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ作用，是否与大网膜中的 ＡＤ
ＳＣｓ旁分泌ＨＧＦ相关。
１　材料
１．１　细胞株

人脂肪间充质干细胞细胞株（简称 ＡＤＳＣｓ），购于海星生
物有限公司。人ＰＭＣ，采用 ＨＭｒＳＶ５细胞株，购于广州吉妮欧
生物有限公司。

１．２　实验药物
１．２．１　制备加味补阳还五汤浓缩液　中药购自福建中医药大
学附属第三人民医院，黄芪１００ｇ，红花１０ｇ，桃仁１５ｇ，赤芍１５
ｇ，当归１０ｇ，川芎１０ｇ，蒲黄１０ｇ，五灵脂１５ｇ，土鳖虫１０ｇ，地
龙干１０ｇ，炙甘草５ｇ等。参照参考文献［１３－１４］，制备采用水煎

醇沉法，制取含原生药２．０ｇ／ｍＬ的母液，经０．２２μｍ的滤膜进
行过滤除菌后，瓶子分装，保存在－２０℃冰箱中备用。用于干
预细胞时，以ＤＭＥＭ高糖培养基临时调配浓度为１０ｍｇ／ｍＬ生
药量再使用。

１．２．２　制备各种条件培养基　方法参照参考文献［１３，１５－１７］，分

别制备正常ＡＤＳＣｓ条件培养基（普通培养基，Ｎｏｒｍａｌ－ＡＤＳＣ－
ＣＭ）、加味补阳还五汤培养的条件培养基（中药培养基，ＴＣＭ－
ＡＤＳＣ－ＣＭ）、低表达 ＨＧＦ的条件培养基（低 ＨＧＦ培养基，
Ｌｏｗ－ＨＧＦ－ＡＤＳＣ－ＣＭ）；其中低 ＨＧＦ培养基使用 ＨＧＦ－
ＳｉＲＮＡ－６５２基因片段（基因片段由福州载基生物提供）转染
ＡＤＳＣｓ取得。实验时用含３％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ高糖培养基配制
成５０％体积分数。
１．３　实验试剂及仪器
１．３．１　实验试剂　Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－Ｃａｄ）抗体（１４４７２Ｓ）、
α－平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）抗体（ａｂ１２４９６４）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（ＶＩＭ）抗体（３Ｈ９Ｄ１）、ＨｕｍａｎＨＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒（ＥＫ１Ｈ０１－
９６）、ＤＭＥＭ高糖培养基（８１２１６４５）、成人脂肪间充质干细胞完
全培养基（ＡＤＨＸ－Ｇ１０１）、ＰＢＳ（ＳＨ３０２５６．０１Ｂ）、胎牛血清
（ＣＣＳ３００１００２）、胰蛋白酶（２５２０００７２２５）、青霉素 －链霉素
（ＳＶ３００１０）、ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ（ＳＡ０００１３－１）、ＨＲＰ－羊抗兔
ＩｇＧ（ＳＡ０００１３－２）、ＣｏｒａＬｉｔｅ４８８－羊抗兔 ＩｇＧ（ＳＡ０００１３－２）、
ＣｏｒａＬｉｔｅ４８８－羊抗鼠 ＩｇＧ（ＳＡ０００１３－１）、抗荧光淬灭封片液
（含ＤＡＰＩ）（Ｐ０１３１－５ｍＬ）、极超敏化学发光试剂盒（ＥＤ００１５－
Ｂ）、ＳｗｅＳｃｒｉｐｔＲＴＩＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｇ３３３０－５０）、
２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＮｏｎｅＲＯＸ）（Ｇ３３２０－０５）。

１．３．２　实验仪器　高压灭菌锅（ＬＭＱ．Ｃ８０Ｅ）、－８０℃超低温
冰箱（ｕｌＴ１３８６－５－Ｖ４１）、细胞培养箱（Ｃｙｔｏｐｅｒｍ２）、荧光倒置
显微镜（ＴＳ－１００Ｆ）、台式冷冻离心机（ＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ３Ｒ）、低速离
心机（ＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ３Ｒ）、微孔板酶标仪（Ｂｉｏ－ＴＥＫＥＬｘ８００）、小型
垂直电泳槽（ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ）、Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ小型转印槽转
膜仪（Ｔｒａｎｓ－ＢｌｏｔＳＤ）、基础电泳仪电源（ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ）、基
因扩增仪（Ａ３７０２８）、超高灵敏度化学发光成像系统（ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋）、荧光定量ＰＣＲ仪（ＣＦＸ９６ＴＭＯｐｔｉｃｓＭｏｄｕｌｅ）。
２　方法
２．１　实验１

加味补阳还五汤与中药培养基二者抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ疗
效比较。

２．１．１　实验分组和药物治疗　取第３代融合至７０％左右时
接种于６孔板中，每孔２×１０５个，每组３个复孔。细胞贴壁
后，更换无血清培养基，对细胞进行饥饿处理，１２ｈ后加入１０
ｎｇ／ｍＬ的ＴＧＦ－β１干预，４８ｈ后分别加入１０ｍｇ／ｍＬ的加味补
阳还五汤与５０％体积分数的中药培养基。分组如下：正常组：
３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ；模型组：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１；加味
补阳还五汤组：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１＋加味补阳还五
汤浓缩液；中药培养基组：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１＋中药
培养基。

２．１．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测Ｅ－Ｃａｄ、α－ＳＭＡ蛋白表达　按照试
剂盒说明书操作。

２．２　实验２
加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ作用，与大网膜 ＡＤＳＣｓ

旁分泌ＨＧＦ的相关性研究。
２．２．１　实验分组　（１）正常组：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ；（２）模型组：
３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１；（３）中药培养基组（即加味补阳
还五汤培养的 ＡＤＳＣｓ条件培养基组）：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋
ＴＧＦ－β１＋中药培养基；（４）普通培养基组（即正常 ＡＤＳＣｓ条
件培养基组）：３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１＋普通培养基；（５）
低ＨＧＦ培养基组（即低表达 ＨＧＦ的 ＡＤＳＣｓ条件培养基组）：
３％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ＋ＴＧＦ－β１＋低ＨＧＦ培养基。
２．２．２　模型构建和药物治疗　方法参照参考文献［１３］，当第３
代ＰＭＣ融合至７０％左右时，按每孔２×１０５个，每组３个复孔，
接种于６孔板中。当观察到细胞贴壁后，再更换为无血清培养
基；并在１２ｈ后，除正常组以外的其他４组均加入１０ｎｇ／ｍＬ的
ＴＧＦ－β１进行ＥＭＴ的造模；在４８ｈ后，中药培养基组、普通培
养基组和低 ＨＧＦ培养基组再分别加入相应的条件培养基
（５０％体积分数），继续培养２４ｈ。
２．２．３　指标检测　（１）ＥＬＩＳＡ法检测各组 ＣＭ在干预 ＰＭＣ
前、后的ＨＧＦ不同含量：操作方法按该试剂盒的说明书。

（２）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＰＭＣ的 Ｅ－Ｃａｄ、α－ＳＭＡ蛋白的表
达量：操作方法按该试剂盒的说明书。

（３）ｑＰＣＲ检测ＰＭＣ的α－ＳＭＡ的ｍＲＮＡ的表达量：操作
方法按该试剂盒的说明书，先分别提取各组ＰＭＣ的总ＲＮＡ，通
过逆转录取得ｃＤＮＡ，最后行 ｑＰＣＲ，引物序列见表１。结果分
析，ｍＲＮＡ的相对表达量 ＝２－ΔΔＣｔ，ΔΔＣｔ＝各组（Ｃｔ目的－Ｃｔ
内参）－对照组（Ｃｔ目的－Ｃｔ内参）。
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（４）免疫荧光（ＩＦ）法检测ＰＭＣ的 Ｅ－Ｃａｄ荧光相对强度：
操作方法按参考文献方法［１８－１９］，在荧光显微镜下观察，然后

拍照。

（５）划痕实验检测各组条件培养基干预ＰＭＣ的ＥＭＴ迁移
能力的变化：使用记号笔与直尺在６孔板背面中间１条直线，
取第３代融合至７０％左右的 ＰＭＣ接种于该６孔板中，每组３
个复孔，每孔２×１０５个。细胞融合至７０％左右时，除正常组以
外的组别均加入ＴＧＦ－β１（１０ｎｇ／ｍＬ），继续干预４８ｈ后，使用
直尺与２００μＬ枪头，垂直于事先划好的直线，力度均匀地每隔
０．５ｃｍ划１条直线。ＰＢＳ洗去散落的细胞后，分别加入含各组
ＣＭ。分别在０、２４、４８ｈ于显微镜下拍照记录，根据公式计算愈
合率，公式为：愈合率＝［（０ｈ划痕面积 －某一时间段划痕面
积）／０ｈ划痕面积］×１００％。

表１　引物序列

基因 引物

ＧＡＰＤＨ ５＇ＧＧＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＴＣ３＇
５＇ＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣＣＣ３＇

ＶＩＭ ５＇ＧＧＡＧＧＡＧＡＴＧＣＴＴＣＡＧＡＧＡＧＡＧ３＇
５＇ＧＧＡＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＴＣ３＇

α－ＳＭＡ ５＇ＣＡＡＴＧＴＣＣＴＡＴＣＡＧＧＧＧＧＣＡＣ３＇
５＇ＣＧＧＣＴＴＣＡＴＣＧＴＡＴＴＣＣＴＧＴＴ３＇

２．３　统计学方法
统计数据采用ＳＰＳＳ２６．０软件分析，并用 珋ｘ±ｓ表示，数据

符合正态性分布采用方差分析，数据方差齐两两比较采用ＬＳＤ
法，数据方差不齐两两比较采用 Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ法比较；数据
不符合正态性分布则采用多样本秩和检验；相关性分析采用皮

尔逊法；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３．１　实验１

加味补阳还五汤与中药培养基二者抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ的
疗效比较。

使用加味补阳还五汤、中药培养基分别对ＰＭＣ的ＥＭＴ模
型进行干预，应用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测 Ｅ－Ｃａｄ、α－ＳＭＡ蛋白
表达。结果如表２、图１所示：① 与正常组相比，模型组显著下
调Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达（Ｐ＜００１），显著上调 α－ＳＭＡ的蛋白
表达（Ｐ＜００１）。② 与模型组相比，加味补阳还五汤组上调
Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达（Ｐ＜００５），下调 α－ＳＭＡ的蛋白表达
（Ｐ＜００５）；中药培养基组显著上调了 Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达
（Ｐ＜００１），显著下调 α－ＳＭＡ的蛋白表达（Ｐ＜００１）。③ 与
加味补阳还五汤组相比，中药培养基组上调 Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表
达（Ｐ＜００５），显著下调 α－ＳＭＡ的蛋白表达（Ｐ＜００１）。
３．２　实验２

加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ作用，与大网膜 ＡＤＳＣｓ
旁分泌ＨＧＦ的相关性研究。
３．２．１　在干预 ＰＭＣ前后，ＥＬＩＳＡ法检测各组条件培养基中
ＨＧＦ含量　详见表３。干预ＰＭＣ前 ＨＧＦ的含量，与普通培养
基组比较，中药培养基组显著升高（Ｐ＜００１），低 ＨＧＦ培养基
组的显著降低（Ｐ＜００１）。与干预前相比，干预 ＰＭＣ后，ＨＧＦ
含量在各组的条件培养基中均显著性下降。

表２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＰＭＣ的Ｅ－Ｃａｄ和

α－ＳＭＡ的蛋白表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｅ－Ｃａｄ α－ＳＭＡ

正常组　　　　　 ４ １．３２±０．１８ ０．４７±０．０７
模型组　　　　　 ４ ０．６２±０．０９ １．４７±０．２２

加味补阳还五汤组 ４ ０．８７±０．１４＃ １．０６±０．１２＃

中药培养基组　　 ４ １．１７±０．２１＃＃▲ 　０．６８±０．０９＃＃▲▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与
模型组比较，Ｐ＜００１；▲与加味补阳还五汤组比较，Ｐ＜００５；▲▲与
加味补阳还五汤组比较，Ｐ＜００１。

注：１．正常组；２．模型组；３．加味补阳还五汤组；４．中药培养基组。
图１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＰＭＣ的Ｅ－Ｃａｄ

和α－ＳＭＡ的蛋白表达情况
表３　干预ＰＭＣ前后，各组条件培养基中ＨＧＦ含量变化（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体积分数／（％） 干预前／（ｐｇ／ｍＬ） 干预后／（ｐｇ／ｍＬ）

中药培养基组 ３ ５０ １１４７．７５±５．１５△△ ６４．２５±１．９６　
普通培养基组 ３ ５０ ７７９．９８±６．８５ ６３．１２±２．５９
低ＨＧＦ培养基组 ３ ５０ ４８９．６８±６．１２△△ ４０．０５±１．６８△△

　　注：△△与普通培养基组比较，Ｐ＜００１。

３．２．２　各组在相应的不同条件培养基干预后，ＰＭＣ的ＥＭＴ相
关蛋白表达情况　（１）Ｅ－Ｃａｄ表达情况。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果详
见表４、图２。各组Ｅ－Ｃａｄ蛋白的表达比较：相较于正常组，模
型组的水平显著下调（Ｐ＜００１）。相较于模型组，中药培养基
组的表达显著上调（Ｐ＜００１），普通培养基组的表达上调（Ｐ＜
００５），而低ＨＧＦ培养基组变化则无统计学意义。ＩＦ结果详见
表５、插页Ⅵ图３，各组Ｅ－Ｃａｄ相对荧光强度比较：相较于正常
组，模型组显著减少（Ｐ＜００１）。相较于模型组，各条件培养
基组均显著增强（Ｐ＜００１）。相较于普通培养基组，中药培
养基组显著增加（Ｐ＜００１），低ＨＧＦ培养基组显著减少（Ｐ＜
００１）。这表明，中药培养基组对提高 ＰＭＣ的 Ｅ－Ｃａｄ表达
效果优于普通培养基组，而低 ＨＧＦ培养基组的效果较为不
理想。

表４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＰＭＣ的Ｅ－Ｃａｄ和

α－ＳＭＡ的蛋白表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体积分数／（％） Ｅ－Ｃａｄ α－ＳＭＡ

正常组 ３ １．６５±０．０５ ０．３０±０．０５　
模型组 ３ ０．７３±０．１６ １．１４±０．１２

中药培养基组 ３ ５０ １．２８±０．１７＃＃ ０．４４±０．１１＃＃

普通培养基组 ３ ５０ １．０６±０．１９＃ ０．６１±０．１４＃＃

低ＨＧＦ培养基组 ３ ５０ ０．９３±０．１１ ０．８４±０．２４＃△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比

较，Ｐ＜００１；△与普通培养基组比较，Ｐ＜００５。

（２）α－ＳＭＡ表达情况。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果详见表４、图２。
各组α－ＳＭＡ蛋白表达的结果比较：相较于正常组，模型组显
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著增加（Ｐ＜００１）。相较于模型组，中药培养基组、普通培养
基组均显著下调（Ｐ＜００１），低 ＨＧＦ培养基组下调（Ｐ＜
００５）。相较于普通培养基组，低 ＨＧＦ培养基组上调（Ｐ＜
００５）。ｑＰＣＲ结果详见表６，各组α－ＳＭＡ的ｍＲＮＡ表达结果
比较如下：相较于正常组，模型组显著上调（Ｐ＜００１）。相较
于模型组，中药培养基组、普通培养基组均显著下调（Ｐ＜
００１），低ＨＧＦ培养基组下调（Ｐ＜００５）。相较于普通培养基
组，中药培养基组显著下调（Ｐ＜００１），低 ＨＧＦ培养基组显著
上调（Ｐ＜００１）。说明抑制 ＰＭＣα－ＳＭＡ表达的效果依次为
中药培养基组＞普通培养基组＞低ＨＧＦ培养基组。

　　注：１．正常组；２．模型组；３．中药培养基组；４．普通培养基
组；５．低ＨＧＦ培养基组。

图２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＰＭＣ的Ｅ－Ｃａｄ和

α－ＳＭＡ的蛋白表达情况

表５　ＩＦ法检测Ｅ－Ｃａｄ表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体积分数／（％） Ｅ－Ｃａｄ

正常组 ３ １．００±０．０３　
模型组 ３ ０．２２±０．０２

中药培养基组 ３ ５０ ０．７６±０．０４＃＃△△

普通培养基组 ３ ５０ ０．４５±０．０４＃＃

低ＨＧＦ培养基组 ３ ５０ ０．３３±０．０３＃＃△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；

△△与普通培养基组比较，Ｐ＜００１。

表６　ｑＰＣＲ法检测ＰＭＣ的α－ＳＭＡ与ＶＩＭ表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 体积分数／（％） α－ＳＭＡ

正常组 ３ １．００±０．００　
模型组 ３ ６．８５±０．２４

中药培养基组 ３ ５０ ３．０４±０．２５＃＃△△

普通培养基组 ３ ５０ ５．１７±０．１２＃＃

低ＨＧＦ培养基组 ３ ５０ ６．４６±０．１２＃△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与

模型组比较，Ｐ＜００１；△△与普通培养基组比较，Ｐ＜００１。

（３）Ｅ－Ｃａｄ、α－ＳＭＡ蛋白表达与 ＨＧＦ含量相关性分析。
通过皮尔逊相关性分析，结果详见表７。Ｅ－Ｃａｄ蛋白表达量
与ＨＧＦ含量之间的相关系数 ｒ为０．７３，说明它们之间呈正相
关性（Ｐ＜００５）。α－ＳＭＡ与 ＨＧＦ含量之间的相关系数 ｒ为
－１．００，说明它们之间呈负相关性（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），说明
各组ＣＭ抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ能力与其ＨＧＦ含量相关。
３．２．３　各组ＣＭ干预ＰＭＣ的ＥＭＴ迁移能力变化情况　应用
划痕实验检测各组ＣＭ对经ＴＧＦ－β１诱导的ＰＭＣ的迁移能力
的影响，结果如表８、插页Ⅶ图４所示。２４ｈ后，正常组划痕只
有轻微愈合，模型组的划痕约愈合了１／３，４８ｈ后，正常组划痕
稍有愈合，模型组的划痕约愈合了２／３，两个时间段３种上清

液组划痕均有愈合，愈合程度依次为中药培养基组＜普通培养
基组＜低ＨＧＦ培养基组。与模型组相比，各组愈合率均有显
著下降（Ｐ＜００１）；与普通培养基组相比，中药培养基组愈合
率下降（Ｐ＜００５），低 ＨＧＦ培养基组愈合率显著上升（Ｐ＜
００１）。各组ＣＭ均可降低ＥＭＴ模型的ＰＭＣ的迁移能力。
表７　ＰＭＣ的ＥＭＴ相关蛋白表达与各组ＣＭ中ＨＧＦ含量相关性分析

ＥＭＴ相关指标 相关性 ＨＧＦ含量

Ｅ－Ｃａｄ ｒ值 ０．７３
Ｐ值 ＜０．０５

α－ＳＭＡ ｒ值 －１．００
Ｐ值 ＜０．０１

　　表８　ＰＭＣ的划痕愈合率（迁移能力）变化情况（珋ｘ±ｓ） 单位：％

组别 ｎ ２４ｈ愈合率 ４８ｈ愈合率

正常组 ３ ５．６２±０．６１　 １０．４１±１．４６　
模型组 ３ ４６．１７±１．７１ ７１．９０±０．５６

中药培养基组 ３ １４．８０±１．８６＃＃△△ ３７．２５±１．６４＃＃△△

普通培养基组 ３ １８．１０±１．９０＃＃ ５８．７０±０．７４＃＃

低ＨＧＦ培养基组 ３ ２３．７０±０．７１＃＃△△ ６３．３１±０．５４＃＃△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；△△

与普通培养基组比较，Ｐ＜００１。

４　讨论
４．１　ＰＭＣ的ＥＭＴ与ＰＡＡ发病机制之间的关系
４．１．１　ＥＭＴ　ＥＭＴ是指在上皮细胞转化为间充质细胞的过
程，在此过程中，上皮细胞将失去极性，细胞间紧密连接和黏附

连接，获得游走迁移的能力［１７］。

（１）发生ＥＭＴ时上皮细胞的主要变化。①Ｅ－Ｃａｄ又名上
皮细胞钙黏素，是一种主要在上皮细胞表达、Ｃａ２＋依赖性的跨
膜糖蛋白，在介导上皮细胞间彼此连接有重要作用，通过黏附

连接，促进上皮细胞之间的黏附，抑制细胞的运动迁移。Ｅ－
Ｃａｄ是上皮细胞的重要标志分子［１８－１９］。②α－ＳＭＡ与ＶＩＭ一
起构成细胞骨架，发生ＥＭＴ时，转化中的上皮细胞肌动蛋白中
会表达和被掺入 α－ＳＭＡ，逐渐获得肌成纤维细胞的表型。
α－ＳＭＡ是肌成纤维细胞的标志分子［２０］。③迁移能力：上皮
细胞本身拥有顶端－基底极性，通过Ｅ－Ｃａｄ、紧密连接蛋白等
介导细胞间黏附、连接的蛋白和桥粒结合固定在基底膜上。在

经典的 ＴＧＦ－β１诱导的 Ｓｍａｄ信号途径中，下游转录因子
ＳＮＡＩＬ１被激活，上皮细胞结构的主要成分受到抑制，间充质状
态相关基因（如α－ＳＭＡ等）激活，立方状、扁平状的上皮细胞
顶端－基底极性丢失，细胞骨架重组（顶端收缩、形成肌动蛋
白应力纤维），细胞转化成具有前后极性的纺锤状的间充质细

胞，迁移能力增强［２１］。

在本实验中，与正常组相比，模型组 Ｅ－Ｃａｄ表达降低，
α－ＳＭＡ表达升高，划痕实验２４ｈ与４８ｈ后的愈合率均显著
上升，说明ＰＭＣ经历了ＥＭＴ，造模成功。

（２）ＴＧＦ－β１和 ＨＧＦ被认为是 ＡＤＳＣｓ调控 ＥＭＴ最重要
的一对细胞因子。①ＴＧＦ－β１特异性激活 Ｓｍａｄ信号通路，是
ＥＭＴ最主要的激发因子［５，１５－１６］。ＴＧＦ－β１与其Ⅰ型受体、Ⅱ
型受体结合后，启动下游的信号通路，从而抑制 Ｅ－Ｃａｄ等上
皮基因表达、刺激 α－ＳＭＡ等间充质基因表达，启动
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ＥＭＴ［２２－２４］。经历ＥＭＴ的上皮细胞失去极性和黏附连接，同时
获得间充质细胞表型和更强的迁移能力，这些变化还重塑了细

胞与邻近细胞以及基底膜和其他细胞外基质结构的接触［２５］。

本实验ＰＭＣ的ＥＭＴ模型组就是通过 ＴＧＦ－β１诱导制作的。

②ＨＧＦ可以抑制ＴＧＦ－β１激发 ＥＭＴ。最新的研究认为，ＨＧＦ
是一种有效的抗纤维化蛋白，具备多种生物活性，它可以降低

ＴＧＦ－β１受体的表达数量，从而降低细胞对 ＴＧＦ－β１的敏感
性，达到阻断ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ通路［２６－２９］，抑制促进细胞外基质

生成和纤维化的相关基因（如 ＴＧＦ－β１、肿瘤坏死因子、Ⅰ型
胶原、Ⅲ型胶原等）表达的作用，最终抑制细胞的 ＥＭＴ及其
后续的纤维化过程［３０－３２］。本实验结果发现，Ｅ－Ｃａｄ蛋白表
达量与ＨＧＦ含量之间呈正相关性，α－ＳＭＡ蛋白表达量与
ＨＧＦ含量之间呈负相关性，说明ＨＧＦ是抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ的
关键。

４．１．２　ＰＭＣ的ＥＭＴ与ＰＡＡ的发病机制之间的关系　腹膜是
覆盖在腹壁（壁层腹膜）及内脏器官（脏层腹膜）表面的一层浆

膜，其主要成分为ＰＭＣ，是单层、扁平状的上皮细胞。
由于ＰＭＣ通过松散的细胞间桥连接，腹膜极易受到创

伤［２］。手术对腹膜造成的损伤使 ＰＭＣ的完整性受损，基底膜
暴露，胶原蛋白、纤维蛋白、纤维连接蛋白等细胞外基质成分渗

出、沉积［６－７，３３］。之前的研究表明［３４］，当腹膜受到损伤后，

ＰＭＣ会发生ＥＭＴ，转化为成纤维细胞和肌成纤维细胞以应对
这种损伤。在ＥＭＴ过程中，新转化成的成纤维细胞和肌成纤
维细胞，将会合成大量的细胞外基质，细胞外基质过度沉积就

形成腹膜之间的粘连［７，２０，２４］。同时，失去了 ＰＭＣ被覆的腹膜
表面，更为ＰＡＡ提供了黏贴部位。
４．２　大网膜中的脂肪干细胞与ＰＭＣ的ＥＭＴ、ＰＡＡ的关系
４．２．１　ＡＤＳＣｓ　ＡＤＳＣｓ是从脂肪组织中提取的具有多向分化
能力的干细胞。它们在全身脂肪组织中广泛分布、数量庞

大［３５］（１ｇ脂肪组织含有ＡＤＳＣｓ为３．５×１０５～１×１０６个［３６］）。

大网膜具有控制炎症、保护腹腔内脏器的作用，是一个腹腔中

功能强大的器官。作为人体主要的脂肪库之一，大网膜中富含

ＡＤＳＣｓ。
４．２．２　ＡＤＳＣｓ旁分泌（ＴＧＦ－β１、ＨＧＦ）与 ＥＭＴ的关系　目前
研究发现［３７－４０］，ＡＤＳＣｓ能够通过合成并释放多种可溶性的、
具有生物活性的物质，用以调控其附近细胞的功能，以及调节

其生长和发育的进程。在体外培养 ＡＤＳＣｓ的条件培养基中，
可检测到包括ＴＧＦ－β１、ＨＧＦ、血管内皮生长因子、成纤维细胞
生长因子和角化细胞生长因子等在内的多种生长因子，在调节

细胞ＥＭＴ和组织的炎症、纤维化等多个环节发挥了非常重要
的作用。其中，ＴＧＦ－β１和 ＨＧＦ被认为是 ＡＤＳＣｓ调控 ＥＭＴ
最重要的一对细胞因子。

４．２．３　由于大网膜 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ不足、无法有效抑制
ＰＭＣ的ＥＭＴ，可能是导致ＰＡＡ发生的关键原因　腹腔内的大
网膜是连在胃的大弯侧和横结肠之间的四层腹膜结构，悬垂覆

盖于空肠和回肠的前面。大网膜对腹腔内器官的炎症有强大

的防御作用。作为人体主要的脂肪储存库之一，大网膜富含脂

肪组织和ＡＤＳＣｓ。
较早时有学者发现［９］，取出动物大网膜的脂肪细胞，经过

体外培养后再注入原动物的腹腔，可以有效预防 ＰＡＡ，考虑到
脂肪细胞中富含大量 ＡＤＳＣｓ，笔者认为应该是 ＡＤＳＣｓ而非单
纯的脂肪细胞，在其中起了关键作用。在临床中，笔者观察到，

ＰＡＡ患者普遍体形消瘦、腹部的脂肪含量较少，而基本少见腹
部肥胖的 ＰＡＡ患者；考虑到 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ对 ＥＭＴ的强
大抑制作用，以及ＰＭＣ的ＥＭＴ在 ＰＡＡ发病中充当关键角色，
因此推测该病可能与大网膜中 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ不足密切
相关。

通过对本实验相关性分析的结果可见，ＰＭＣ的 ＥＭＴ严重
程度与 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ量的高低之间呈正相关性。与
ＨＧＦ含量正常的普通培养基组相比，ＨＧＦ含量较低的低 ＨＧＦ
培养基组其ＰＭＣ的ＥＭＴ程度更加严重；说明大网膜中ＡＤＳＣｓ
旁分泌的低ＨＧＦ状态，更容易导致 ＰＭＣ的 ＥＭＴ，更易在腹腔
手术后患上ＰＡＡ。
４．３　加味补阳还五汤抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ的作用，及其作用的
途径和靶点初探

４．３．１　加味补阳还五汤防治 ＰＡＡ的由来　中医药在防治
ＰＡＡ方面有一定作用。大多数学者认为［４１－４２］，ＰＡＡ由瘀血留
滞，肠腑气机不利所致，属里实证；治法以理气导滞通腑，或行

气活血化瘀等泻实法为主，用药多以大承气汤、通腑泻热灌肠

合剂等。

ＰＡＡ因腹部手术引起，本课题组在临床研究中发现，患者
原本素体就元气不足，手术后元气更加损伤；中医认为，气是推

动血液运行的动力，“气行则血行”，气虚无力推动血行则血

瘀，瘀久入络，导致肠腑粘连，故发为 ＰＡＡ。其病机应为“本虚
标实”，以“元气虚”为本，以“血瘀入络”为标。故治法应为益

气活血通络，予以加味补阳还五汤。本课题组运用该方在临床

治疗和动物实验中都取得了较好的疗效；并且前期的动物实验

表明［７－９］，加味补阳还五汤能明显减轻术后的ＰＭＣ的ＥＭＴ、纤
维化和腹腔粘连。

４．３．２　加味补阳还五汤的组成和方解　加味补阳还五汤是在
传统名方“补阳还五汤”的基础上，加入了另一名方“失笑散”

（即蒲黄和五灵脂），以及土鳖虫、炙甘草而形成的方剂，全方

具有大补元气和活血通络止痛之功，非常切合 ＰＡＡ的病因病
机，故笔者在临床中用于治疗该病，效如桴鼓。

补阳还五汤，原本是用于治疗气虚血瘀引起的中风后遗症

的主要方剂，源自清代的名医王清任所著的《医林改错》一书。

原方中黄芪用至四两（笔者的临床用量为１００ｇ），可以大补术
后受损之元气，量大为君，为本方君药，补气以行血，主治 ＰＰＡ
气虚血瘀的主要病机；臣以红花、桃仁、赤芍、当归、川芎，以助

君药行气活血祛瘀；少佐地龙活血通络，加强全方活血祛瘀

之功。

加土鳖虫者，因虫类通络，故土鳖虫擅长逐瘀通络理伤，既

能与地龙干配伍以通络，又能调理因手术损伤的肠腑，并加强

全方活血祛瘀之功。
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加蒲黄、五灵脂者，二药即“失笑散”，为专治瘀血停滞之

腹痛，功效卓越的中医名方；《太平惠民和剂局方》说该方能

“治产后心腹痛欲死，百药不效，服此顿愈”；《医宗金鉴·删补

名医方论》认为该方“小腹结痛，迷闷欲绝……有推陈致新之

功，甘不伤脾，辛能散瘀，不觉诸证悉除，直可以一笑而置之

矣”；故此二药对 ＰＡＡ和由此引起的顽固性腹痛有奇效。更妙
的是，失笑散还可将补阳还五汤补气活血的作用专注于腹部，

起到“引药归经”的作用。

加炙甘草调和诸药，使“补阳还五汤”合“失笑散”两方合

为一方。全方共奏补气活血、通络理伤之功，治疗ＰＡＡ的功效
相得益彰。

４．３．３　关于补阳还五汤现代研究和加味补阳还五汤的前期研
究　多项研究结果指出，补阳还五汤能抑制ＥＭＴ和抗纤维化。
在ＥＭＴ和纤维化相关模型中，该方能够显著上调Ｅ－Ｃａｄ的表
达水平［４３］，下调α－ＳＭＡ［４４－４５］的表达水平，并且与 ＴＧＦ－β１／
Ｓｍａｄ［４６］等通路密切相关。

加味补阳还五汤是补阳还五汤的强化升级版本。本课题

组之前的动物实验也已经证实，该方能有效抑制 ＰＡＡ模型大
鼠的粘连部位的ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ通路的信号传递以及ＰＭＣ的
ＥＭＴ，在改善纤维化和粘连方面具有较显著的治疗作用，对预
防和治疗ＰＡＡ效果较好［１０－１２］。

４．３．４　实验１的研究结果表明，加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的
ＥＭＴ作用是多途径、多靶点的，主要是通过调控ＡＤＳＣｓ旁分泌
功能实现　本课题组的前期的动物实验表明［１０－１２］，加味补阳

还五汤可以通过抑制ＰＭＣ的 ＥＭＴ，从而防治 ＰＡＡ。目前的研
究显示，ＡＤＳＣｓ可通过其旁分泌抑制 ＥＭＴ［３１－３２］。那么，加味
补阳还五汤对ＰＭＣ的 ＥＭＴ的抑制，是该方对 ＰＭＣ的直接作
用，还是通过调控大网膜ＡＤＳＣｓ旁分泌的间接作用呢？

加味补阳还五汤极有可能是通过调控大网膜中的 ＡＤＳＣｓ
旁分泌，从而实现防治ＰＡＡ的作用。

在本实验１的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明：① 与模型组相比，
加味补阳还五汤组与中药培养基组均可下调 α－ＳＭＡ的蛋白
表达，上调 Ｅ－Ｃａｄ的蛋白表达，说明二者均可抑制 ＰＭＣ的
ＥＭＴ，说明了加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ的作用是多途
径、多靶点的；加味补阳还五汤既可以直接作用于 ＰＭＣ，抑制
其ＥＭＴ；也可通过调控 ＡＤＳＣｓ旁分泌，降低其中 ＴＧＦ－β１的
水平，提高ＨＧＦ的水平，从而抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ。②相比于加
味补阳还五汤组，中药培养基组的效果明显强于加味补阳还五

汤；说明加味补阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ的作用主要是通过
调控ＡＤＳＣｓ旁分泌功能实现的。
４．３．５　实验２的研究结果表明，加味补阳还五汤主要通过提
高大网膜 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ的水平，从而抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ
　在实验２中，相较于普通培养基组，中药培养基组中ＨＧＦ含
量明显增加，这表明加味补阳还五汤的疗效可能是通过调控

ＡＤＳＣｓ旁分泌功能，促进ＨＧＦ的分泌来实现的。
实验２发现，Ｅ－Ｃａｄ蛋白表达量与ＨＧＦ含量之间呈正相

关性，α－ＳＭＡ蛋白表达量与ＨＧＦ含量之间呈负相关性，说明

各组 ＡＤＳＣｓ的 ＣＭ抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ能力与其 ＨＧＦ含量
相关。

实验２还发现，中药培养基组的 ＣＭ中 ＨＧＦ含量显著升
高；并且ＰＭＣ表达Ｅ－Ｃａｄ上升，表达α－ＳＭＡ下降，迁移能力
降低，说明加味补阳还五汤能通过增强 ＡＤＳＣｓ旁分泌 ＨＧＦ的
作用，有效抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ。
４．４　小结

综上所述，并综合本课题组前期的动物实验的研究结果，

得出以下结论：（１）ＡＤＳＣｓ抑制 ＰＭＣ的 ＥＭＴ的作用与其旁分
泌ＨＧＦ的能力呈正相关。（２）ＰＡＡ的发生，可能与大网膜中
的ＡＤＳＣｓ旁分泌ＨＧＦ水平低下有关。（３）加味补阳还五汤抑
制ＰＭＣ的ＥＭＴ从而预防和治疗ＰＡＡ的作用是多途径、多靶点
的。加味补阳还五汤既可以直接作用于 ＰＭＣ，抑制其 ＥＭＴ；也
可通过调控大网膜内 ＡＤＳＣｓ、促进其旁分泌 ＨＧＦ，从而抑制
ＰＭＣ的ＥＭＴ，而后者的作用比前者强得多，因此后者是加味补
阳还五汤抑制ＰＭＣ的ＥＭＴ防治ＰＡＡ的主要靶标。
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大网膜ＡＤＳＣｓ旁分泌ＨＧＦ与加味补阳还五汤抑制
腹膜间皮细胞ＥＭＴ相关性的体外研究
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图３　ＩＦ法检测ＰＭＣ的Ｅ－Ｃａｄ相对荧光强度情况（×２００，标尺＝５０μｍ）
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图４　ＰＭＣ的划痕愈合率（迁移能力）变化情况（×４０，标尺＝１００μｍ）


