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摘要 目的 探讨白芍总苷( TGP) 对糖尿病肾脏组织中内

质网应激 ( EＲS) 的影响。方法 50 只大鼠随机分为对照

组、模型组和 TGP 给药组［50、100、200 mg / ( kg·d) 灌胃］。
用链脲佐菌素( STZ) 诱导大鼠制备糖尿病模型，8 周后留取

适量肾组 织 用 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 78
( GＲP78) 、磷酸化的蛋白激酶样内质网激酶 ( p-PEＲK) 及磷

酸化的真核细胞翻译起始因子 2α ( p-eIF2α) 蛋白的表达。
结果 各 TGP 给药组大鼠尿白蛋白排泄率( UAEＲ) 较模型

组明显减少( P ＜ 0. 01) ，模型组大鼠 UAEＲ 水平明显高于对

照组( P ＜ 0. 01) 。与对照组相比，模型组大鼠 p-PEＲK 在肾

小管 － 间质中的表达以及 GＲP78、p-eIF2α在肾小球、肾小管

－ 间质中的表达均显著增加 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组相比，

TGP 各给药组大鼠 GＲP78、p-PEＲK 在肾小管 － 间质中的表

达以及 p-eIF2α在肾小球、肾小管 － 间质中的表达明显降低

( P ＜ 0. 01) 。结论 糖尿病大鼠肾脏中 EＲS 反应明显，TGP

对糖尿病肾病大鼠的肾脏保护可能与抑制 EＲS 反应有关。
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近年来研究［1 － 2］表明炎症机制是糖尿病肾病

( diabetic nephropathy，DN) 发生、发展的主要机制之

一，而 内 质 网 应 激 ( endoplasmic reticulum stress，
EＲS) 反应可以引起一系列压力信号的传导，其中

包括氧化应激和炎症反应。在体外培养的实验［3］

中，有学者用不同浓度的晚期终末产物刺激鼠足细

胞，发现葡萄糖调节蛋白 78 ( glucose-regulated pro-
tein 78，GＲP78) 的表达增加，同时诱导 EＲS。在用

链脲佐菌素( streptozotocin，STZ) 建立大鼠 1 型糖尿

病模型的动物实验［4］中，显示模型组肾组织 GＲP78
和 CHOP /GADD153 表达升高，表明 EＲS 和 DN 相

互联系。白芍总苷( total glucosides of paeony，TGP)

是从中国传统中药芍药的干燥根中提取的混合物，

具有抗炎和抑制自身免疫反应的作用［5］。TGP 在

临床上已用于类风湿性关节炎患者改善病情; 在大

量人及动物实验［6 － 9］中，也表明其对系统性红斑狼

疮、强直性脊柱炎、变应性接触性皮炎及佐剂性关节

炎具有治疗作用，且无明显毒副作用。有研究［10］表

明 TGP 对 DN 有明显的保护作用，在此基础上，该实

验从 EＲS 通路观察 TGP 对 DN 大鼠的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 50 只 Munich-Wistar 大鼠( 购自

安徽医科大学实验动物中心) ，昆明种，普通级，180
～ 200 g。
1． 1． 2 主要试剂 STZ( 美国 Sigma 公司) ; 尿白蛋

白测定试剂盒( 法国 SPI 公司) ; 兔抗大鼠 GＲP78 多

克隆抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ; 兔抗大鼠磷酸化

的蛋白激酶样内质网激酶( protein kinase Ｒ-like EＲ
kinase，p-PEＲK) 多克隆抗体及兔抗大鼠磷酸化的真

核细胞翻译起始因子 2α ( eukaryotic initiation factor
2α，p-eIF2α ) 多 克 隆 抗 体 ( 美 国 Cell Signaling 公

司) ; 山羊血清、3% H2O2 去离子水、二氨基联苯胺

( DAB) 显色试剂盒、二步法免疫组化检测试剂盒

PV-9000( 北京中杉金桥生物技术公司) 。
1． 1． 3 干预药物 TGP 由安徽医科大学魏伟教授

惠赠。
1． 2 方法

1． 2． 1 饲养条件 实验前所有大鼠均在室温 ( 22
± 2) ℃、相对湿度 ( 55 ± 5 ) %、光照周期 12 ～ 12 h

的环境中适应饲养 1 周。实验期间保证所有大鼠饮

水、标准饮食充足，定时更换敷料，不予胰岛素治疗，

连续观察 8 周。
1． 2． 2 糖尿病大鼠分组和模型制备 大鼠适应饲

养 1 周后，被随机分为对照组( n = 10) 、模型组( n =
10) 和 TGP 给药组 ( n = 30 ) 。STZ 使用前用 0. 01
mmol /L 的无菌柠檬酸缓冲液配制为 6. 5 g /L，pH
4. 5，模型组和 TGP 给药组大鼠腹腔单次注射 STZ
( 65 mg /kg) ，对照组注射等量柠檬酸缓冲液。2 ～ 3
d 后用血糖仪经尾静脉采血测血糖，随机血糖≥
16. 7 mmol /L 者视为糖尿病大鼠，TGP 给药组再随
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机分为 3 组( n = 10) ，TGP 使用前溶于 1% 羧甲基纤

维素钠溶液中，每天按 50、100、200 mg /kg 灌胃给

药，对照组和模型组给予等量蒸馏水。
1． 2． 3 标本收集 实验 8 周末，用代谢笼收集所有

大鼠 24 h 尿液，记尿量，置于 － 80 ℃冰箱保存待测

尿白蛋白。称量大鼠体重，腹腔注射戊巴比妥麻醉

大鼠，行右颈总动脉插管取血，置于 － 20 ℃ 冰箱中

待测血糖。再通过右颈总动脉插管注入生理盐水反

复灌洗肾脏，去除包膜后称量肾重。
1． 2． 4 生化指标的检测 尿白蛋白含量使用酶联

免疫法测定，尿白蛋白含量与 24 h 尿量乘积即为

UAEＲ。血糖使用葡萄糖氧化酶法，用全自动生化

分析仪测定。
1． 2． 5 免疫组化测定 GＲP78、p-PEＲK 及 p-eIF2α
的表达 肾组织用 4% 多聚甲醛溶液固定，石蜡包

埋，制成 2 μm 厚经多聚赖氨酸处理的切片，采用 PV
两步法，石蜡切片烤片后常规脱蜡至水，微波热修复

抗原，3%H2O2 去离子水室温孵育以阻断内源性过

氧化物酶，PBS 冲洗，甩干后滴加山羊血清 37 ℃ 孵

育封 闭 非 特 异 性 抗 原，甩 去 山 羊 血 清，分 别 滴 加

GＲP78 一抗( 1 ∶ 1 000 ) ，p-PEＲK 一抗 ( 1 ∶ 100 ) 及

p-eIF2α 一抗( 1 ∶ 100 ) ，用 PBS 代替一抗作为阴性

对照，4 ℃过夜，PBS 冲洗，依次滴加聚合物辅助剂

和辣根酶标记山羊抗兔 /小鼠 IgG 多聚体 37 ℃ 孵

育，应用二氨基联苯胺 ( DAB) 显色，自来水充分冲

洗、复染、脱水、透明、封片，镜下观察，阳性细胞呈棕

黄色。
1． 2． 6 半定量分析 高倍镜视野( × 400 倍) 下每

张切片随机采集 5 个肾皮质区，使用 Image Pro Plus
6． 0 图像分析软件处理图像，用平均光密度 ( mean
optical density，MOD) 值判定结果。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行

分析，计量资料以 珋x ± s 表示，UAEＲ 为非正态分布

资料，采用对数转换后以几何均数 × / ÷ 耐受因子表

示。采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 各组一般情况及生化指标的变化 实验期间，

模型组及 TGP 给药组大鼠均出现体重减轻，多饮、
多尿、多食。实验 8 周末，TGP 不能阻止大鼠血糖增

高和体重减低。与对照组相比，模型组大鼠相对肾

重( 肾重 /体重) 明显增加 ( P ＜ 0. 05 ) ，血糖、UAEＲ
显著升高( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组相比，各 TGP 给药

组大鼠相对肾重有所下降，但差异无统计学意义; 各

TGP 给药组大鼠 UAEＲ 明显下降 ( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ，见表 1。

表 1 各组大鼠一般指标变化( n = 10，珋x ± s)

组别
剂量

［mg / ( kg·d) ］

血糖

( mmol /L)

肾重 /体重

( g /100 g 体重)

UAEＲa

( mg /24 h)

对照 － 6． 94 ± 1． 64 0． 30 ± 0． 04 0． 38 × / ÷ 1． 3
模型 － 31． 97 ± 4． 19＊＊ 0． 56 ± 0． 05* 1． 87 × / ÷ 1． 1＊＊

TGP 给药 50 30． 62 ± 4． 35 0． 52 ± 0． 02 1． 32 × / ÷ 1． 1#

100 32． 05 ± 4． 24 0． 50 ± 0． 06 1． 15 × / ÷ 1． 1#

200 27． 20 ± 4． 25 0． 50 ± 0． 04 0． 65 × / ÷ 1． 1##

P 值 ＜0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01
F 值 76． 10 33． 69 5． 41

与对照组比较: * P ＜0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01; a 表示为几何均数 × / ÷ 耐受因子

2． 2 各组 GＲP78 蛋白的表达 GＲP78 在对照组

远曲小管和集合管上皮细胞胞质中呈弱表达，在模

型组表达增强，主要在近曲小管胞质中，部分肾小球

细胞胞质也呈强阳性表达。与对照组相比，模型组

大鼠 GＲP78 蛋白在肾小球和肾小管 － 间质中表达

明显升高( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组相比，TGP 各组大

鼠 GＲP78 在肾小球中表达低于模型组，但差异无统

计学意义; 但在肾小管 － 间质中表达明显降低 ( P ＜
0. 01) 。见表 2，图 1A1 ～ E1。

表 2 各组大鼠肾组织免疫组化指标 GＲP78 变化 ( n = 10，珋x ± s)

组别
剂量

［mg / ( kg·d) ］

肾小球

( MOD)

肾小管 － 间质

( MOD)

对照 － 0． 001 81 ± 0． 001 06 0． 004 18 ± 0． 001 52
模型 － 0． 008 55 ± 0． 001 24＊＊ 0． 036 16 ± 0． 009 36＊＊

TGP 给药 50 0． 008 48 ± 0． 002 32 0． 020 53 ± 0． 007 08##

100 0． 007 77 ± 0． 001 54 0． 015 94 ± 0． 010 54##

200 0． 007 22 ± 0． 002 02 0． 013 16 ± 0． 005 64##

P 值 ＜0． 01 ＜ 0． 01
F 值 26． 72 24． 75

与对照组比较: ＊＊P ＜0. 01; 与模型组比较: ##P ＜0. 01

2． 3 各组 p-PEＲK 蛋白的表达 p-PEＲK 在对照组

大鼠肾小管上皮细胞内呈弱表达，肾小球内无表达。
与对照组相比，模型组大鼠 p-PEＲK 蛋白在肾小管上

皮细胞胞质中表达明显增强( P ＜ 0. 01) 。与模型组

相比，TGP 各组 p-PEＲK 蛋白在肾小管 － 间质中表达

明显降低 ( P ＜0. 01) 。见表 3，见图 1A2 ～ E2。
2． 4 各组 p-eIF2α 蛋白的表达 对照组 p-eIF2α
蛋白少量表达于肾小球与肾小管 － 间质。与对照组

相比，模型组大鼠 p-eIF2α 蛋白在肾小球及肾小管

－ 间质中表达均显著增加 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组

相比，TGP 各组 p-eIF2α 蛋白在肾小球及肾小管 －
间质中表达均明显降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。见表 4、图

1A3 ～ E3。
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图 1 各组肾组织中 GＲP78、p-PEＲK、p-eIF2α的表达 PV 二步法 × 400

1: GＲP78; 2: p-PEＲK; 3: p-eIF2α; A: 对照组; B: 模型组; C: TGP 50 mg / ( kg·d) 组; D: TGP 100 mg / ( kg·d) 组; E: TGP 200 mg / ( kg·d) 组

表 3 各组大鼠肾组织免疫组化指标 p-PEＲK 变化 ( n = 10，珋x ± s)

组别 剂量［mg / ( kg·d) ］ 肾小管 － 间质( MOD)

对照组 － 0． 001 71 ± 0． 000 63
模型组 － 0． 014 20 ± 0． 003 24＊＊

TGP 组 50 0． 006 96 ± 0． 000 98##

100 0． 004 16 ± 0． 001 06##

200 0． 003 80 ± 0． 001 16##

P 值 ＜ 0． 01
F 值 77． 88

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

表 4 各组大鼠肾组织免疫组化指标 p-eIF2α变化( n = 10，珋x ± s)

组别 剂量［mg / ( kg·d) ］ 肾小球( MOD) 肾小管 － 间质( MOD)

对照 － 0． 000 22 ± 0． 000 07 0． 002 7 ± 0． 001 7
模型 － 0． 006 12 ± 0． 002 33＊＊ 0． 075 0 ± 0． 007 4＊＊

TGP 给药 50 0． 001 88 ± 0． 000 93## 0． 063 9 ± 0． 007 5##

100 0． 000 89 ± 0． 000 25## 0． 059 4 ± 0． 007 0##

200 0． 000 47 ± 0． 000 14## 0． 032 4 ± 0． 006 8##

P 值 ＜0． 01 ＜ 0． 01
F 值 44． 63 296． 69

与对照组比较: ＊＊P ＜0. 01; 与模型组比较: ##P ＜0. 01

3 讨论

内质网稳态情况下，内质网膜上有 3 种 EＲS 元

件与内质网分子伴侣 GＲP78 结合，这些蛋白分别是

肌醇需求酶 1，蛋白激酶样内质网激酶 ( protein ki-
nase Ｒ-like EＲ kinase，PEＲK) 和活化转录因子 6。
EＲS 发生时，为使细胞适应应激，GＲP78 离开上述 3
种跨膜蛋白，触发未折叠蛋白反应( unfolded protein

response，UPＲ) ［11］。PEＲK 是一种丝氨酸 /苏氨酸

蛋白激酶，当未折叠蛋白及错误蛋白在内质网内腔

内积聚时，PEＲK 发生自身二聚化和磷酸化，继而使

eIF2α发生磷酸化，从而衰减大部分蛋白翻译，消除

不成熟蛋白，减轻内质网负荷［12］。
近年来越来越多的研究［13 － 14］显示 EＲS 与肾脏

疾病联系紧密。Lindenmeyer et al［15］以 DN 患者为

研究对象，行肾穿刺或组织检查，发现 DN 患者肾组

织中 UPＲ 相关基因 GＲP78 等的 mＲNA 较对照组患

者显著增高，且 EＲS 水平与 DN 的病变程度密切相

关。另一研究中，研究者用 STZ 处理的 9 个月和 22
个月年龄的小鼠，经过 4 个月的 DM 病程后，这些小

鼠出现蛋白尿，肌酐升高，肾小球硬化，肾小管炎症

浸 润 和 纤 维 化，同 时 糖 尿 病 组 小 鼠 肾 组 织 中

GＲP78、CHOP、p-PEＲK 和 p-eIF2α 表达增加，而在

22 个月的小鼠中表达更加明显［16］。
对肾组织中 EＲS 的抑制可能延缓 DN 的发展。

4-苯基丁酸是一种分子伴侣，研究者用 4 － 苯基丁

酸处理糖尿病大鼠，结果显示用药组 UAEＲ 较糖尿

病组显著降低，同时肾组织中 GＲP78 和 p-PEＲK 的

表达较糖尿病组明显降低，炎症因子及纤维化因子

也显著降低［17］。国内也有动物模型实验表明糖尿

病大鼠肾小管中 p-PEＲK 和 p-eIF2α 较正常组增多，

经血管紧张素转换酶抑制剂治疗可明显降低二者的

表达［18］。均提示中断 EＲS 反应在防治 DN 病程进
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展中具有重要的意义。
TGP 为毛茛科植物芍药的干燥根中提取的一组

糖苷类物质，对 T、B 淋巴细胞的增殖有双向调节作

用，具有抗炎、抗氧化和免疫调节的作用，对类风湿

性关节炎、系统性红斑狼疮及免疫性肝损害等疾病

有明确疗效。大量国内研究［6 － 9］证实 TGP 对控制

急慢性及免疫炎症性疾病有明显的作用，在对系膜

增生性肾小球肾炎( mesangial proliferative glomerulo-
nephritis，MsPGN) 大鼠的实验研究中，发现 TGP 可

以改善 MsPGN 大鼠肾小球系膜细胞增生和系膜基

质聚积，同时减轻蛋白尿和血肌酐、尿素氮，提示

TGP 可以部分逆转受损的肾小球病理改变［19］。该

课题组前期研究［20 － 22］显示 TGP 既可减少 ICAM-1、
IL-1 及 TNF-α，也可抑制氧化应激，从而推测 TGP
对糖尿病大鼠肾脏的保护反应与其抑制炎症免疫反

应及氧化应激有关。本实验中，TGP 给药可以显著

降低模型组大鼠 UAEＲ，明显减少肾组织中 EＲS 相

关蛋 白 GＲP78、p-PEＲK 和 p-eIF2α 的 表 达，提 示

TGP 有保护 DN 大鼠肾脏的作用，并且可能与抑制

DN 大鼠肾组织中的 UPＲ 反应，抑制 PEＲK-eIF2α
通路有关。提示 TGP 对 DN 肾脏的保护作用可能与

抑制 EＲS 反应有关，但因 EＲS 与炎症反应通过一系

列信号传导通路包括产生活性氧、内质网钙离子的

释放、核因子 κB 和有丝分裂原激活蛋白激酶等相

互关联［2］，其具体机制尚不明确，可在今后的研究

中得以阐述。
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Effect of total glucosides of paeony on endoplasmic reticulum stress
in the kidney from diabetic rats

Wu Xiaoxu，Zhang Chaoqun，Xu Kun，et al
( Dept of Nephrology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effect of total glucosides of paeony ( TGP) on endoplasmic reticulum stress in
the kidney from experimental diabetic rats． Methods Ｒats were randomly divided into three groups: control group，

model group and TGP treated groups． Diabetes rat model was induced with streptozotocin． In TGP group，TGP 50，

100，200 mg / ( kg·d) were orally administered once a day for 8 weeks． The expressions of GＲP78，p-PEＲK and p-
eIF2α were determined by immunostaining in the kidney． Ｒesults The urinary albumin excretion rate( UAEＲ) in
model group was significantly higher than that in TGP treatment group． Analysis of the immunostaining showed the
expression of GＲP78，p-PEＲK and p-eIF2α was significantly increased compared with control rats in the kidney．
TGP treatment with 50，100 and 200 mg / ( kg·d) could markedly reduce GＲP78 and p-PEＲK expression in the tu-
bulointerstitium，p-eIF2α expression in the glomeruli and tubulointerstitium． Conclusion The TGP protection of re-
nal tissue in diabetic rats may be associated with inhibition of endoplasmic reticulum stress．
Key words diabetic nephropathy; endoplasmic reticulum stress; total glucosides of paeony

阿法替尼和吉非替尼分别联合培美曲塞对
人肺腺癌细胞作用的研究

边 劲，王 琳，寻 琛，黄 伟

摘要 目的 探讨阿法替尼( BIBW2992) 和吉非替尼分别与

培美曲 塞 联 合 对 肺 腺 癌 细 胞 PC-9 ( 突 变 敏 感 型 ) 、H1975
( T790M 耐药型) 的增殖和凋亡的影响并阐述其可能机制。

方法 MTT 法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞凋亡及

细胞周期变化，Western blot 法检测不同浓度 BIBW2992 和吉

非替尼对细胞胸苷酸合成酶( TS) 表达水平的影响。结果

BIBW2992、吉非替尼以及培美曲塞单独作 用 后，PC-9 和

H1975 细胞均明显凋亡，同时细胞增殖受到不同程度抑制。
BIBW2992 与培美曲塞联合在 PC-9、H1975 细胞中对细胞的

增殖抑制 及 诱 导 凋 亡 作 用 较 单 药 组 均 有 明 显 提 高 ( P ＜
0. 05) ，而吉非替尼与培美曲塞联合仅在 PC-9 细胞中提高单

药对 细 胞 的 增 殖 抑 制 及 诱 导 凋 亡 作 用 ( P ＜ 0. 05 ) 。
BIBW2992 在 PC-9、H1975 细胞中均显著降低 TS 表达，而吉

非 替 尼 在 H1975 细 胞 中 无 显 著 抑 制 作 用。结 论

BIBW2992 可以克服 T790M 突变耐药，并且与培美曲塞联合
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对 PC-9、H1975 细胞呈协同增效作用; 吉非替尼与培美曲塞

联合仅对 PC-9 细胞具有协同增效作用，可能主要与下调 TS

表达作用有关。
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表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂 ( epider-
mal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors，
EGFＲ-TKIs) 的临床应用使晚期非小细胞肺癌的治

疗获得了突破性进展。吉非替尼、厄罗替尼在临床

上已经广泛应用，并且取得了很好的疗效，但是长期

治疗几乎所有患者均会产生耐药。研究［1 － 2］显示二

代双重不可逆性酪氨酸激酶抑制剂阿法替尼 ( afa-
tinib，BIBW2992) 能够克服肺癌治疗中的获得性耐

药。同时，目前关于 EGFＲ-TKIs 和化疗药物的联合

应 用 一 直 是 研 究 的 热 点。该 实 验 旨 在 探 讨

BIBW2992、吉非替尼分别与培美曲塞联合对吉非替

尼敏感和耐药型肺腺癌细胞的增殖抑制和诱导凋亡

作用，为临床寻找克服第 1 代 EGFＲ-TKIs 耐药制定

方案提供理论基础。
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