
rats were treated with adenine for 7 weeks，then intraperitoneally injected with STS ［0. 5 g /( kg·w)，Tid for 5
weeks］and killed at last． Blood was used to test serum SOD and MDA level and determine MGP and fetuin A
(FA) level． Ｒesults Compared with the normal control groups，the plasma SOD activity of uremic rats decreased
and the the MDA level increased． The difference was statistically significant (P ＜ 0. 05) ． The plasma SOD activity
of the STS treatment rats group decreased and the increase of MDA level was controlled to some extent． The differ-
ence was statistically significant (P ＜ 0. 05) ． The MGP and FA level of the uremic rats group decreased obviously．
The MGP and FA level of the STS treatment rats group increased． The difference between the STS treatment rats
group and the uremic rats group was statistically significant (P ＜ 0. 05) ． Conclusion STS can treat and ease the
vascular calcification of the uremic rats． STS can restrain vascular calcification by increasing the MGP and FA level
of the uremic rats． STS also has antioxidant activity，which can alleviate oxidative stress injury and improve the
function of vascular endothelium． This is probably one of the mechanisms that can prevent calcification．
Key words uremic rats;vascular calcification; thiosulfate;fetuin A

姜黄素对内质网应激诱导小鼠肝损伤的保护作用
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摘要 目的 探讨姜黄素对内质网应激(EＲS)诱导小鼠急
性肝损伤的保护作用。方法 建立衣霉素诱导 EＲS 的肝损
伤模型，测定肝损伤小鼠血清中谷丙转氨酶(ALT)、谷草转
氨酶(AST)水平、肝匀浆中还原型谷胱甘肽(GSH)、丙二醛
(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)含量及肝指数。实时荧光
定量 PCＲ法检测小鼠肝组织中葡萄糖调节蛋白 78(GＲP78 /
Bip)mＲNA表达及半定量免疫组化法检测肝组织 GＲP78 /
Bip蛋白水平，并行肝组织病理学检查。结果 姜黄素能降
低衣霉素诱导 EＲS肝损伤小鼠血清中 ALT、AST水平和肝组
织匀浆中 MDA含量;提高肝组织匀浆中 SOD、GSH 活性;同
时姜黄素能明显抑制肝组织中 GＲP78 /Bip mＲNA 和蛋白的
表达。HE染色结果显示姜黄素能明显改善模型组小鼠肝脏
组织病变范围与程度，使炎细胞浸润减少。结论 姜黄素可
能通过抗氧化作用对 EＲS 诱导的肝损伤小鼠发挥保护作
用。

关键词 姜黄素;内质网应激;肝损伤;衣霉素
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内质网应激(endoplasmic reticulum stress，EＲS)
是由各种原因导致内质网( endoplasmic reticulum，
EＲ)功能紊乱，钙稳态失衡，错误折叠或未折叠蛋白
质在 EＲ 腔内聚集的一种亚细胞器的病理状态。
EＲS发生时伴随脂质合成和促炎症反应［1］，是导致
脂肪肝、酒精肝、慢性肝炎等肝脏损伤疾病的重要原
因之一。姜黄素是从姜黄中提取出来的一种脂溶性
酚类色素，是姜黄中主要的活性成分。研究［2］证
明，姜黄素具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、清除自由基等
多方面的药理作用。对肝脏的相关研究［3］显示，姜
黄素可通过清除肝脏自由基、抑制肝脏炎症反应等
作用发挥抗肝脏损伤作用。该研究采用衣霉素诱导
小鼠 EＲS肝损伤模型，以 EＲS 标志蛋白、氧化应激
指标为对象，研究其在肝损伤中的变化并探讨姜黄

素的干预作用及其机制。

1 材料与方法

1． 1 药品与试剂 衣霉素(T062-10UG)购自美国
Sigma公司(批号:2013094);丙二醛(malondialde-
hyde，MDA)测试盒(批号:2013062)、超氧化物歧化
酶 ( superoxide dismutase， SOD ) 测 试盒 ( 批号:
2010064)、还原型谷胱甘肽 ( reduced glutathione，
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GSH)测试盒(批号:2013064)、考马斯亮蓝测定试
剂盒(批号:20130623)均购自南京建成试剂公司;
联苯双酯购自广州市星群药业有限公司(批号:

2013055);ＲT-PCＲ试剂盒购自美国 Promega 公司;
PCＲ引物由上海生工生物工程技术服务公司合成;
TＲI Ｒeagent试剂(批号 tr118)购自美国 MＲC 公司;
K1622 逆转录试剂盒(批号 20130205)、K0171 扩增
试剂盒(批号 20130205)购自立陶宛 Fermentas 公
司。
1． 2 实验动物 72 只雄性昆明种小鼠，普通级，18
～ 20 g，8 ～ 10 周龄，购于安徽医科大学实验动物中
心。实验前适应性喂养 1 周，自由饮食，温度 20 ～
25 ℃，湿度(50 ± 5)%，光照周期 12 h:12 h。
1． 3 动物模型制备及给药方案 72 只小鼠随机分
为 6 组，每组 12 只，分别为正常组、姜黄素组(75、
150、300 mg /kg)、模型组、联苯双酯组(150 mg /kg)。
用药方案:姜黄素组给予 3 种剂量的姜黄素灌胃，联
苯双酯组给予联苯双酯灌胃，1 次 /d，持续 12 d。末
次灌胃后 2 h，除正常组外，其余各组分别灌胃衣霉
素 1 mg /kg。禁食 16 h 后处死小鼠，排除死亡小鼠
每组分配 10 只小鼠，眼球摘除取血分离血清，剖杀
后取肝脏组织，置于 － 80 ℃保存备用。
1． 4 检测指标和方法
1． 4． 1 生化指标检测 取小鼠血清和肝组织匀浆，
测定血清谷丙转氨酶( alanine transaminase，ALT)、
谷草转氨酶( aspartate transaminase，AST)活性与肝
脏中谷胱甘肽(glutathione，GSH)、丙二醛(malondi-
aldehyde，MDA)、超氧化物歧化酶( superoxide dis-
mutase，SOD)含量，以上各指标测定操作步骤均按
照相关试剂盒说明书进行。
1． 4． 2 实时荧光定量 PCＲ 检测肝组织 GＲP78 /Bip
取 50 mg 肝组织，加入 1 ml TＲI Ｒeagent 试剂后，
用组织匀浆器进行匀浆;室温 20 ～ 25 ℃放置 5 min，
使核酸蛋白复合物完全分离，取上清液。加入 0. 2
ml 氯仿，剧烈振荡 15 s，室温放置 3 min;4 ℃离心
(12 000 r /min，15 min)，取上层水相，用异丙醇沉
淀水相中的 ＲNA。每使用 1 ml TＲI Ｒeagent 加入
0. 5 ml 异丙醇，室温放置 10 min;4 ℃离心 10 min，
分离白色沉淀即 mＲNA。加入 0. 1 ‰ DEPC 水溶解
总 ＲNA，用分光光度计在 260 nm 波长下测定样品
总 ＲNA的吸光度值，计算样品中总 ＲNA含量，所有
样品总 ＲNA均定量至 0. 5 μg /μl。用 1. 5 %琼脂糖
凝胶电泳总 ＲNA，观察总 ＲNA的完整性。用 Ｒevert
Aid First Strand cDNA Synthesis Kit对总 mＲNA进行

逆转录，合成 cDNA。取 0. 5 μl的 cDNA于 25 μl反
应体系中进行 PCＲ 扩增。以磷酸甘油醛脱氢酶基
因(GAPDH)作为 PCＲ扩增实验的内对照，用 Light-
cycler 480 软件(Ｒoche，version 1． 5． 0)按 2 － ΔΔCt法计

算 GＲP78 /GAPDH比值。上游引物序列为:5'-AAT-
GTCTTTGTTTGCCCACC-3'，下游引物序列:5'-TC-
CTATGTCGCCTTCACTCC-3'。
1． 4． 3 半定量免疫组化染色检测肝组织 GＲP78 /
Bip 取部分肝组织 10%甲醛固定，石蜡包埋 4 μm
切片，切片入 60 ℃温箱内，经脱蜡水化后，PBS 液
洗;切片上滴 A液 1 滴，孵育 10 min，PBS液洗;切片
滴 B液，10 min后吸去多余液体，不必冲洗;切片滴
1 滴第一抗体，37 ℃下孵育 20 min，PBS 液洗;切片
滴 C 液，室温下孵育 10 min，PBS 液洗;切片滴 D
液，室温下孵育 10 min，PBS 液洗;切片加 100 μl
DAB液显色，苏木精染淡核，封片。阳性结果在胞
质处显棕黄色颗粒。在 200 倍视野下，随机采集 20
个视野，每个视野计数 100 个细胞，根据细胞染色强
度和染色阳性细胞所占百分数进行半定量。根据阳
性细胞数所占的百分数计分: ＜ 5%为 0 分，5% ～
25%为 1 分，26% ～ 50%为 2 分，51% ～ 75%为 3
分，＞ 75%为 4 分［4］。阳性细胞染色强度计分:无着
色计 0 分，淡黄色计 1 分，棕黄色计 2 分，棕褐色计 3
分。根据两者相加所得的总分进行结果判定:0 分
为阴性( － )，1 ～ 2 分为弱阳性( + )，3 ～ 4 分为中度
阳性()，5 分以上为强阳性()。
1． 4． 4 病理组织学检查 取受试动物肝左叶相同
部位置于 10%甲醛固定，石蜡包埋，4 μm 切片，经
HE染色，采用光学显微镜观察组织病理变化并拍
照。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 13． 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差
分析。

2 结果

2． 1 姜黄素对 EＲS 肝损伤小鼠血清中 ALT、AST
的影响 与正常组比较，模型组小鼠血清中 ALT、
AST 水平明显升高(P ＜ 0. 01);姜黄素(150、300
mg /kg)能显著降低肝损伤小鼠血清中ALT和AST水
平(FALT =270. 69，FAST =83. 91，P ＜0. 01)，见表 1。
2． 2 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝指数的影响 各
组动物体重在给药前后差异均无统计学意义(P ＞
0． 05);与正常组比较，模型组小鼠肝重和肝指数明
显升高(P ＜ 0． 01);姜黄素(75、150、300 mg /kg)能
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降低肝损伤小鼠的肝重和肝指数( F肝重 = 5． 86，
F肝指数 = 68． 08;P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01)，见表 2。

表 1 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠血清中
ALT、AST的影响 (n = 10，珋x ± s)

组别 剂量(mg /kg) ALT(U /L) AST(U /L)
正常 － 182． 0 ± 11． 1 285． 6 ± 21． 4
模型 － 400． 4 ± 10． 2＊＊ 458． 1 ± 26． 5＊＊

联苯双酯 150 285． 8 ± 15． 3## 382． 6 ± 28． 7##

姜黄素 75 357． 2 ± 16． 8## 452． 9 ± 19． 0
150 264． 2 ± 23． 1## 356． 4 ± 30． 5##

300 189． 3 ± 20． 8## 305． 0 ± 21． 9##

与正常组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与模型组比较:#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

表 2 姜黄素对 EＲS肝损伤的小鼠肝指数的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
剂量

(mg /kg)
体重

(g)
肝重

(g)
肝指数

(% )
正常 － 31． 6 ± 1． 53 1． 30 ± 0． 22 4． 15 ± 0． 19
模型 － 30． 4 ± 4． 35 1． 87 ± 0． 23＊＊ 6． 11 ± 0． 26＊＊

联苯双酯 150 31． 1 ± 9． 35 1． 42 ± 0． 32## 4． 49 ± 0． 34##

姜黄素 75 27． 5 ± 3． 61 1． 58 ± 0． 18# 5． 80 ± 0． 20#

150 31． 4 ± 3． 93 1． 57 ± 0． 21# 5． 06 ± 0． 24##

300 30． 1 ± 2． 61 1． 42 ± 0． 35## 4． 68 ± 0． 45##

与正常组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与模型组比较:#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

2． 3 姜黄素对 EＲS 肝损伤小鼠肝匀浆中 GSH、
MDA、SOD的影响 与正常组比较，模型组小鼠肝
匀浆中 MDA水平显著提高，同时 GSH、SOD 水平显
著降低(P ＜ 0. 01)。姜黄素(75、150、300 mg /kg)能
降低肝损伤小鼠肝匀浆中 MDA 水平 ( FMDA =
114. 51，P ＜ 0. 01)，姜黄素(150、300 mg /kg)能提高
肝损伤小鼠肝匀浆中 GSH、SOD水平(FGSH = 10. 43，
FSOD = 5. 85;P ＜ 0． 05，P ＜ 0. 01)，见表 3。

表 3 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝匀浆

GSH、MDA、SOD的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
剂量

(mg /kg)

GSH

(μmol /g·Prot)

MDA

(nmol /mg·Prot)

SOD

(U /mg·Prot)
正常 － 19． 93 ± 2． 37 0． 35 ± 0． 14 124． 63 ± 18． 03
模型 － 10． 85 ± 2． 41＊＊ 1． 35 ± 0． 10＊＊ 68． 42 ± 28． 36＊＊

联苯双酯 150 15． 35 ± 2． 57# 0． 52 ± 0． 13## 104． 11 ± 25． 85#

姜黄素 75 12． 92 ± 4． 54 0． 82 ± 0． 11## 91． 67 ± 30． 02
150 15． 75 ± 4． 77# 0． 60 ± 0． 08## 107． 38 ± 14． 36#

300 19． 43 ± 3． 36## 0． 44 ± 0． 07## 120． 66 ± 38． 14##

与正常组比较:＊＊P ＜0． 01;与模型组比较:#P ＜0． 05，##P ＜0． 01

2． 4 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝组织中 GＲP78 /
Bip mＲNA 表达的影响 与正常组相比，模型组小
鼠肝组织中 GＲP78 /Bip mＲNA 的表达显著升高(P
＜ 0. 01);姜黄素(75、150、300 mg /kg)能明显降低

肝组织中 GＲP78 /Bipm ＲNA 的表达(P ＜ 0. 05)，见
图 1、2。

图 1 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝组织中
GＲP78 /Bip mＲNA表达的影响

1:正常组;2:模型组;3:姜黄素 75 mg /kg 组;4:姜黄素 150 mg /

kg组;5:姜黄素 300 mg /kg组;与正常组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与模型组

比较:#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

图 2 GＲP78 /Bip mＲNA实时荧光定量 PCＲ检测荧光图

2． 5 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝组织中 GＲP78 /
Bip蛋白表达的影响 正常组肝脏胞质内几乎无棕
黄色颗粒，染色反应为阴性。模型组图片中出现大
量棕黄色颗粒，颜色深、体积粗且密集;姜黄素(75
mg /kg)组棕黄色颗粒颜色变淡，但仍然保持棕黄
色，颗粒也较模型组变细且稀疏;姜黄素(150 、300
mg /kg)组胞质内棕黄色颗粒大幅减少，颗粒细且稀
疏，趋于正常组。半定量分析显示:与正常组相比，
模型组阳性率为 98%，肝组织 GＲP78 /Bip蛋白的表
达显著升高;姜黄素(75、150、300 mg /kg)能显著降
低肝组织中 GＲP78 /Bip蛋白的表达。见表 4、图 3。

·1361·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Nov;49(11)



表 4 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝组织中 GＲP78 /

Bip蛋白半定量结果的影响

组别
剂量

(mg /kg)
GＲP78 /Bip蛋白表达(n)

－ +  
阳性率

(% )
正常 － 20 2 0 0 2
模型 － 2 1 4 13 98
联苯双酯 150 12 2 2 4 40
姜黄素 75 3 4 4 9 85

150 11 2 3 4 45
300 18 1 1 0 10

图 3 姜黄素对 EＲS肝损伤小

鼠肝组织中 GＲP78 /Bip 蛋白

表达的影响 苏木精 × 200

A:正常组;B:模型组;C:姜黄

素 75 mg /kg组; D:姜黄素 150

mg /kg组;E:姜黄素 300 mg /kg

组

2． 5 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠病理组织学的影响
光镜下显示:正常肝细胞以中央静脉为中心呈放

射状排列，肝小叶结构完整，肝细胞大小正常，无变

性和坏死，间质无炎症细胞浸润。模型组小鼠肝组
织均出现明显病变，小叶内大多数肝细胞肿胀，细胞

质疏松化，有的呈气球样变，有些可见凋亡和坏死的

改变。姜黄素(75、150、300 mg /kg)可减轻肝细胞
病变范围与程度，炎细胞浸润减少，并且肝细胞病变

减轻程度随姜黄素用量增大而增强，见图 4。

3 讨论

衣霉素是一种天然的核苷抗生素，可通过抑制

蛋白糖基化途径中十四糖二磷酸长萜醇的生成，使

糖链加工受阻，形成脱糖蛋白，阻碍 EＲ 内新生蛋白
质糖基化修饰，介导细胞凋亡

［5］。国内外许多研
究
［6］
报道了使用衣霉素在神经系统、胰腺细胞、胃

癌细胞、脾脏细胞诱导 EＲS 体外细胞模型［7］。近年
来亦有报道

［8 － 9］
使用衣霉素体内给药诱导 EＲS 及

衣霉素能够导致肝脏损伤、肝细胞凋亡的研究，故本
研究以衣霉素灌胃给药诱导建立 EＲS肝损伤模型。

GＲP78 广泛存在于 EＲ 上，被认为是 EＲS 的标
志性蛋白。本研究结果显示，模型组小鼠肝小叶内
可见肝细胞肿胀，有些可见凋亡和坏死;作为肝细胞

损伤的“金标准”［10］的血清中 ALT和 AST水平明显
升高;同时模型组小鼠肝组织中 GＲP78 /Bip mＲNA
和蛋白水平明显升高。上述结果提示，由衣霉素诱
导的 EＲS肝损伤模型构建成功。姜黄素灌胃给药
后，可明显减轻肝脏炎症细胞浸润和坏死;显著降低

图 4 姜黄素对 EＲS肝损伤小鼠肝脏病理组织学的影响 HE ×200

A:正常组;B:模型组; C:姜黄素 75 mg /kg组;D:姜黄素 150 mg /kg组;E:姜黄素 300 mg /kg组;F:联苯双酯 150 mg /kg组
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肝损伤小鼠血清中 ALT和 AST水平;显著降低小鼠
肝组织中的 GＲP78 /Bip mＲNA 和蛋白水平。提示
姜黄素对衣霉素诱导 EＲS 肝损伤小鼠具有较好的
保护作用。

GSH和 SOD是体内的抗氧化剂和抗脂质过氧
化作用的酶性保护系统的主要成分，而 MDA 是脂
质过氧化终末产物

［11 － 12］。本研究结果显示，模型组
肝匀浆中 MDA明显升高，SOD、GSH含量明显减少。
姜黄素能显著降低肝匀浆中 MDA 水平，提高肝匀
浆中 SOD、GSH 含量水平。姜黄素有清除自由基的
作用，机制为其邻位的酚羟基可增加 DPPH 自由基
和三滤过氧自由基的反应，从而减少其产生。本研
究结果提示姜黄素对衣霉素诱导的 EＲS 肝损伤的
保护作用可能与增强机体清除自由基及抑制自由基

的反应，防止过度的脂质过氧化有关。
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Protective effect of curcumin on liver injury induced by
endoplasmic reticulum stress in mice

Ma Xiaolei1，2，Li Xiaoming3，Chu Fei3，et al
( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032;2Dept of Pharmacy，The Third People's
Hospital of Bengbu，Bengbu 233000;3Dept of Pharmacy，Bengbu Medical College，Bengbu 233000)

Abstract Objective To investigate the protective effect of curcumin on liver injury induced by endoplasmic retic-
ulum stress(EＲS) in mice．Methods The liver injury model with endoplasmic reticulum stress was induced by tu-
nicamycin． The levels of alanine transaminase (ALT) and aspartate transaminase (AST) in serum and reduced
glutathione(GSH)，malondialdehyde(MDA) and superoxide dismutase(SOD) in liver homogenate were determined
by colorimetry． The mＲNA and protein expression level of GＲP78 /Bip was detected by ＲT-PCＲ and immunohisto-
chemical staining． Ｒesults Curcumin could not only markedly decrease ALT，AST activities in plasma，MDA con-
tents in liver homogenates and GＲP78 /Bip mＲNA and protein expression level，but also evidently increase the ac-
tivity of SOD and GSH of liver homogenates in liver injury mice with endoplasmic reticulum stress． Liver histopatho-
logical examination showed curcumin evidently reduced inflammatory cell infiltrations and liver cell necrosis． Con-
clusion Curcumin has protective effect on liver injury with endoplasmic reticulum stress through antioxidant
effects．
Key words curcumin; endoplasmic reticulum stress; liver injury; tunicamycin
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