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葛根抑制高糖诱导巨噬细胞损伤与调控内质网应激
信号通路的关系探讨

容子玲，刘玉晖*，朱洪杨，李玉婷，刘荣华

（江西中医药大学 药学院，南昌 300004）

［摘要］ 目的：观察葛根含药血清对高糖诱导的重度内质网应激（ERS）模型中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、内质网应激信号

通路蛋白葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、活化转录因子 4（ATF4）、蛋白激酶 R 样内质网激酶（PERK）、真核翻译起始因子 2α

（eIF2α）的作用，观察葛根对高糖诱导巨噬细胞炎症损伤的影响，并探讨其可能的作用机制。方法：采用血清药理学方法，制备

空白血清和葛根含药血清，体外培养 RAW264.7 巨噬细胞，采过 62.5 mmol·L-1葡萄糖诱导巨噬细胞建立体外重度 ERS 模型，使

用不同体积分数的葛根含药血清及内质网应激抑制剂（4-PBA）干预细胞。通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测不同葡

萄糖浓度（22.5、23.5、25.0、27.5、32.5、47.5、72.5、122.5 mmol·L-1）及不同体积分数葛根含药血清（0%、2.5%、5%、7.5%、10%、

15%、20%）对 RAW264.7 巨噬细胞存活率的影响；在 CCK-8 法检测葡萄糖浓度对巨噬细胞存活率影响结果基础上采用蛋白免

疫印迹法（Western blot）检测不同葡萄糖浓度浓度（22.5、32.5、42.5、52.5、62.5、72.5 mmol·L-1）及不同时间段下（6、12、24、36、

48 h）ERS 的标志性蛋白 GRP78 的表达量，筛选出建立重度 ERS 模型最适造模浓度和时间，基于上述实验结果将细胞分为分

别将细胞分为空白组、62.5 mmol·L-1葡萄糖模型组、2 mmol·L-1 4-PBA 组、高、中、低（15%、10%、5%）葛根含药血清组开展后续

实验，通过酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测重度 ERS模型中 RAW264.7巨噬细胞上清液中 TNF-α的表达，Western blot检测重

度 ERS模型中相关通路蛋白表达情况。结果：CCK-8法检测发现，在葡萄糖浓度为 27.5 mmol·L-1刺激下巨噬细胞存活率达到最

高（P<0.01）、而在葡萄糖浓度 22.5~27.5 mmol·L-1 刺激下，巨噬细胞存活率随浓度增加而呈上升趋势，葡萄糖浓度在

25.0 mmol·L-1时差异有统计学意义（P<0.01），在葡萄糖浓度 37.5~122.5 mmol·L-1刺激下，则出现了下降趋势，葛根含药血清在

1%~15% 皆差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01），Western blot法检测不同葡萄糖浓度和不同时间段下的 GRP78 蛋白表达量发

现，在 24 h 时，GRP78 蛋白表达显著性最强（P<0.01），葡萄糖浓度为 62.5 mmol·L-1时，GRP78 蛋白表达量最强（P<0.01）；由此可

知葡萄糖浓度为 62.5 mmol·L-1可作为诱导重度 ERS模型的最适浓度。与空白组相比较，模型组中 TNF-α、GRP78、ATF4蛋白表

达水平，磷酸化（p）-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α明显升高（P<0.05，P<0.01），而与模型组比较，各给药组的 TNF-α、GRP78、ATF4

蛋白表达水平，p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α明显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：在体外实验结果表明，葛根在一定程度上可缓

解高糖诱导巨噬细胞所出现的炎症损伤及通过抑制 ERS信号通路中 GRP78、ATF4、PERK、eIF2α的表达，以此来恢复细胞稳态。
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necrosis factor-α（TNF-α），endoplasmic reticulum stress signaling pathway protein endoplasmic reticulum stress

protein glucose-regulated protein 78（GRP78），activated transcription factor 4（ATF4），protein kinase R-like

endoplasmic reticulum kinase （PERK）， and eukaryotic translation initiation factors （eIF2α） and on

inflammatory injury of macrophages induced by high glucose，and explore its possible mechanism. Method：：

The control serum and serum containing Puerariae Lobatae Radix were prepared by serum pharmacology. The

RAW264.7 macrophages were cultured in vitro，and 62.5 mmol·L-1 glucose was used to induce macrophages to

establish a model of severe endoplasmic reticulum（ER）stress（ERS）in vitro. Different volume fractions of

serum containing Puerariae Lobatae Radix and ERS inhibitor（4-PBA）were used to interfere with the cells.

Different glucose concentrations（22.5，23.5，25.0，27.5，32.5，47.5，72.5，122.5 mmol·L-1）and the effect of

different volume fractions of serum containing Puerariae Lobatae Radix（0%，2.5%，5%，7.5%，10%，15%，

20%）on the survival rate of RAW264.7 macrophages were detected by cell proliferation and cell counting kit-8

（CCK-8）assay. Based on the results of the effect of glucose concentrations on macrophage survival rate by CCK-8，

Western blot（WB）was used to determine the protein expression levels of GRP78，the signature protein of ERS，

by different concentrations of glucose（22.5，32.5，42.5，52.5，62.5，72.5 mmol·L-1）at different time periods

（6，12，24，36，48 h），and the optimal concentration and time for establishing the model of severe ERS were

screened out. Based on the above experimental results， the cells were divided into blank group，

62.5 mmol·L-1 glucose model group，2 mmol·L-1 4-PBA group，and high，medium，and low-dose（15%，10%，

5%）serum containing Puerariae Lobatae Radix groups for subsequent experiments. The expression of TNF-α in

the supernatant of RAW264.7 macrophages in the model of severe ERS was determined by enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA）. The expressions of related pathway proteins in the model of severe ERS were

determined by WB. Result：：The results of CCK-8 assay showed that the survival rate of macrophages reached

the highest under the stimulation of glucose concentration of 27.5 mmol·L-1（P<0.01），while the survival rate of

macrophages increased with the concentration increasing from 22.5 mmol·L-1 to 27.5 mmol·L-1. When the

glucose concentration was 25.0 mmol·L-1，there was a significant difference（P<0.01），and when the glucose

concentration was 37.5 mmol·L-1 to 122.5 mmol·L-1， there was a downward trend. The serum containing

Puerariae Lobatae Radix showed significant differences in the volume of 1% to 15%（P<0.05，P<0.01）. The

results of WB found that the GRP78 protein expression was the most significant at 24 h（P<0.01），and the

GRP78 protein expression was the most significant when the glucose concentration was 62.5 mmol·L-1（P<

0.01）. Therefore，62.5 mmol·L-1 of glucose was the optimal concentration to induce the model of severe ERS. As

compared with the blank group，the protein expression levels of TNF-α，GRP78，ATF4，phosphorylation（p）-

PERK/PERK，p-eIF2α/eIF2α in the model group were significantly increased（P<0.05，P<0.01），and as

compared with the model group，the protein expression levels of TNF- α，GRP78，ATF4，p-PERK/PERK，

p-eIF2α/eIF2α in each administration group were significantly decreased（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：The

results of in vitro experiments show that Puerariae Lobatae Radix can alleviate the inflammatory injury of

macrophages induced by high glucose to a certain extent and restore cell homeostasis by inhibiting the expression

of GRP78，ATF4，PERK，and eIF2α in the ERS signaling pathway.

［［Keywords］］ RAW264.7 macrophages； cellular damage； Puerariae Lobatae Radix； high glucose；

endoplasmic reticulum stress（ERS）

糖尿病是一种胰岛素分泌利用出现障碍，以慢

性高血糖为主要表现，可引起三大营养物质出现代

谢絮乱的慢性炎症疾病，会累及机体其他器官从而

诱发多种并发症［1-3］。其复杂的发病机制及低水平

的治愈率和控制率、高水平的患病率成为许多研究

人员们致力攻克的一个难点［4］。研究指出，内质网

应激（ERS）会引起内质网内未折叠蛋白、错误折叠

蛋白的堆积，使得内质网正常的工作程序出现紊

乱［5］，其中未折叠蛋白反应（UPR）引起的炎症是许

多慢性疾病的重要发病机制［6-8］，启动炎症信号使炎
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症反应一直处于激活状态会损害胰腺 β细胞并导致

胰岛素分泌不足，从而出现诱发糖尿病［9］。

葛根为豆科植物野葛的干燥根，是一种常见的

中药，含有异黄酮类、三萜类化合物、香豆素和葛根

苷类等活性成分［10］。研究表明，葛根具有解酒、降

血压、生津止渴、发表解肌、抗炎等作用［11-12］，但是对

于其是否可以通过调控 ERS 信号通路来改善高糖

引起的细胞损伤还尚未明确，本研究拟从体外实验

来探究葛根对高糖诱导巨噬细胞出现损伤的影响，

并从 ERS 的角度探讨其作用机制，为中医药防治相

关慢性炎症疾病提供不同研究思路。

1 材料

1.1 动物与细胞 SPF 级 SD 大鼠 30 只，体质量

（170±10）g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，合格证号 SCXK（湘）2016-0002。动物房相对湿

度 40%~70%，室温（25±1）℃，12 h 白天/昼夜循环，

动物自由进食饮水，实验动物使用经江西中医药大

学实验动物伦理委员会批准，伦理委员会批准号

JZLLSC20210075，RAW264.7 巨噬细胞购于北京鼎

国生物科技有限公司，产品编号 CS0064。

1.2 药物及试剂 胎牛血清（美国 Gibco 公司，批号

2138109RP）；肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）酶联免疫吸

附测定法（ELISA）检测试剂盒（南京建成生物工程

研究所，批号 H052-1-2）；DMEM 培养基、DMEM 无

糖培养基、磷酸盐缓冲液（PBS）溶液、二甲基亚砜

（DMSO）试剂（北京索莱宝科技有限公司，批号

20200925、20201106、2020903、1213C0336）；β -肌动

蛋白（β-actin）、真核翻译起始因子 2α（eIF2α）、磷酸

化（p）-eIF2α、活化转录因子 4（ATF4）、蛋白激酶 R

样内质网激酶（PERK）兔单克隆抗体（美国 CST 公

司 ，批 号 分 别 为 4970S-18、5324T-8、3398T-6、

11815S-5、3192S-11）；p-PERK 兔单克隆抗体（美国

ABclonal公司，批号 AP0886）；内质网应激信号通路

蛋白内质网应激蛋白葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）/

BIP 兔 单 克 隆 抗 体（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号

GR28872-2）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒

（日本 Dojndo 公司，批号 LF673）。
1.3 仪器 MCO-175 恒温保湿 CO2细胞培养箱（日

本 Sanyo公司）；041BR120387型电泳仪、721BR0915

1型伯乐凝胶成像系统（美国 Bio-Rad公司）；2K15型

台式高速冷冻离心机（美国 Thermo 公司）；H1650-W

型普通台式离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司）；Elx800型酶标仪（美国 Bio Tek公司）。

2 方法

2.1 细胞培养 RAW264.7 巨噬细胞培养于细胞培

养液（10% FBS+90% DMEM）并置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中过夜培养至细胞贴壁，取生长对数期细胞

开展后续实验。

2.2 含药血清的制备 根据中药血清药理学实验

方法［13-14］采集葛根含药血清。依据历代葛根临床用

量［15］及人与动物体表面积的换算比值［16］计算出大

鼠每日所需的给药剂量为 2.1 g·kg-1·d-1。将 30 只

SD 雄性大鼠适应性喂养 3 d 后，随机将大鼠分为正

常组及给药组，每组各 15 只，根据药理学灌胃期间，

实验组给予葛根水提物灌胃，正常组给予等体积生

理盐水，每天灌胃 1 次，连续 7 d。动物处死前，禁食

不禁水 12 h，末次给药后 2 h 进行麻醉，用一次性无

菌注射器从腹主动脉取血，收集血液于 15 mL 的无

菌离心管中，室温静置 30 min 后，4 ℃，3 500 r·min-1

离心 10 min（离心半径 95 mm），取上清液置于无菌

15 mL 离心管。56 ℃水浴灭活 30 min，在超净工作

台用一次性无菌注射器和 0.22 μm 的微孔滤膜过滤

除菌，分装后放-80 ℃冰箱保存备用。

2.3 实验分组给药 取对数生长期 RAW264.7 巨

噬细胞，经过消化吹打制作成细胞悬浮液后，根据

不同实验要求的细胞密度，随机将其分为 6 组，分组

给药情况如下：空白组（20% 空白血清+无糖基础培

养基）、模型组（20% 空白血清+无糖基础培养基+

62.5 mmol·L-1 葡萄糖）、葛根含药血清高剂量组

（15% 葛根含药血清+5% 空白血清+无糖基础培养

基+62.5 mmol·L-1葡萄糖）、葛根含药血清中剂量组

（10% 葛根含药血清+10% 空白血清+无糖基础培养

基+62.5 mmol·L-1葡萄糖）、葛根含药血清低剂量组

（5% 葛根含药血清+15% 空白血清+无糖基础培养

基+62.5 mmol·L-1 葡萄糖）、ERS 抑制剂（4-PBA）组
（20% 空白血清+无糖基础培养基+62.5 mmol·L-1葡

萄糖+2 mmol·L-1 4-PBA）。
2.4 CCK-8 法检测 RAW264.7 巨噬细胞细胞增殖

情况

2.4.1 检测巨噬细胞在含有不同浓度葡萄糖的培

养基中存活率情况 使用无糖（含有 10% FBS）的
完全培养基配制含不同葡萄糖浓度（22.5、23.5、

25.0、27.5、32.5、42.5、52.5、62.5、122.5 mmol·L-1）的
实验组后进行给药，其余步骤同 2.3.3 项。

2.4.2 检测巨噬细胞在不同体积分数的葛根含药

血清存活率 配制含不同体积分数的葛根含药血

清完全培养基，其葛根含药血清体积分数分别为
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0%、2.5%、5%、7.5%、10%、15%、20%（用空白血清补

充各梯度差异至总血清浓度为 20%）后进行给药，

其余步骤同 2.3.3 项。

2.4.3 CCK-8 实验步骤 取生长状态良好，密度约

80% 的巨噬细胞，收集细胞悬液，进行细胞计数，稀

释细胞密度为 1×105 个/mL，接种至在 96 孔板中，每

孔加入细胞悬液 100 μL，培养 12 h，随后按分组给

药干预 24 h 后，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，在培养

箱内孵育 1~2 h 后，立即使用酶标仪检测，在波长

450 nm 处测其吸光度 A。

2.5 ELISA 检测细胞上清液中 TNF-α的表达水平

收集各组细胞培养上清，根据相关因子细胞试剂

盒说明书，严格按照操作步骤进行处理，用酶标仪

在 450 nm 测定 A，记录结果。

2.6 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测

RAW264.7 巨噬细胞相关蛋白表达情况 按照分组

进行药物处理，处理结束后提取细胞总蛋白，以

BCA 法测定蛋白含量，制备蛋白样品。按照制胶配

方制备分离胶和浓缩胶，对蛋白样品进行 SDS-

PAGE 凝胶电泳、转膜、封闭，一抗（1∶1 000）4 ℃孵

育过夜，洗膜，二抗（1∶5 000）孵育 2 h，采用 Image J

软件对条带进行灰度值处理，实验重复 3 次，计算灰

度值平均值及标准差。

2.7 统计学方法 采用 SPSS 21.0 处理数据，数据

以 x̄± s 表示，进行正态性分析后，3 组以上数据使用

单因素方差分析，并用最小显著性差异法（LSD）进
行两两比较，以 P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 不同浓度葡萄糖溶液对 RAW264.7 存活率的

影响 以含有 22.5 mmol·L-1 葡萄糖的培养基培养

的 RAW264.7 为对照组。27.5 mmol·L-1葡萄糖作用

时，巨噬细胞存活率显著增强（P<0.01）。在 22.5~

27.5 mmol·L-1 葡萄糖刺激下，巨噬细胞的存活率逐

渐增大，呈一定的量效关系；在 37.5~122.5 mmol·L-1

葡萄糖刺激下，巨噬细胞存活率有下降的趋势。

122.5 mmol·L-1 组对比 22.5 mmol·L-1 组差异无统计

学意义。见表 1。

3.2 不同的体积分数葛根含药血清对 RAW264.7

存活率的影响 与空白血清组比较，在葛根 1%~

7.5% 含药血清刺激下，巨噬细胞活力值呈上升趋

势 ，且与空白血清组比较差异具有统计学意义

（P<0.05，P<0.01）。葛根 10%~20% 含药血清刺激

下，巨噬细胞活力值呈下降趋势，且 20% 含药血清

组与空白血清组比较差异无统计学意义。见表 2。

3.3 不同浓度葡萄糖对重度 ERS 模型中 GRP78 蛋

白 表 达 的 影 响 与 22.5 mmol·L-1 组 比 较 ，42.5、

52.5、62.5 mmol·L-1 组 GRP78 蛋白表达显著升高

（P<0.01）。实验中发现葡萄糖浓度在 42.5 mmol·L-1

时 可 刚 好 引 起 GRP78 升 高 ，葡 萄 糖 浓 度 在

62.5 mmol·L-1时引起 GRP78 表达最强，所以选取葡

萄糖浓度为 62.5 mmol·L-1 作为重度 ERS 的模型浓

度。见图 1、表 3。

3.4 不同作用时间对重度 ERS 模型中 GRP78 蛋白

表达的影响 在重度 ERS 模型的葡萄糖浓度用

62.5 mmol·L-1刺激下，24 h 时 GRP78 的蛋白表达量

显著升高（P<0.01），高于 12 h 时的 GRP78 蛋白表

达，因此选取 24 h 为重度 ERS 模型的造模时间。见

图 2、表 4。

3.5 葛根含药血清对重度 ERS 模型中 TNF-α表达

的影响 与空白组比较，模型组 TNF-α表达明显上

升（P<0.05）；与模型组比较，葛根高、中、低剂量组，

表 1 不同葡萄糖浓度对 RAW264.7存活率的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of different glucose concentrations on RAW264.7

survival（x̄± s，n=6）

组别

葡萄糖组

浓度/mmol·L-1

22.5

23.5

25.0

27.5

32.5

47.5

62.5

122.5

RAW264.7 存活率

1.00±0.01

1.05±0.09

1.31±0.052）

1.42±0.252）

1.30±0.302）

1.18±0.372）

1.24±0.242）

1.02±0.29

注：与 22.5 mmol·L-1组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3 同）

表 2 不同体积分数葛根含药血清对 RAW264.7 存活率的影响

（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of different volume fractions of kudzu containing

serum on RAW264.7 survival（x̄± s，n=6）

组别

空白血清组

FBS 组

葛根含药血清组

体积分数/%

1

2.5

5

7.5

10

15

20

RAW264.7 存活率

0.99±0.05

1.41±0.142）

1.16±0.072）

1.11±0.071）

1.15±0.132）

1.21±0.082）

1.17±0.072）

1.15±0.112）

1.01±0.08

注：与空白血清组比较 1）P<0.05，2）P<0.01
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4-PBA 组明显降低（P<0.05）。见表 5。

3.6 葛根含药血清对重度 ERS 模型中 ERS 相关通

路蛋白表达的影响 与空白组比较，重度 ERS 模型

组 GRP78、ATF4 蛋白表达均有明显升高（P<0.05），

p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α 明显升高（P<0.05）。
与模型组比较，葛根含药血清高、中、低剂量组降低

GRP78、ATF4 的蛋白表达水平（P<0.05，P<0.01）；葛
根 含 药 血 清 中 、低 剂 量 组 降 低 p-PERK/PERK、

p-eIF2α/eIF2α（P<0.05，P<0.01）；ERS 抑制剂 4-PBA

组 可 有 效 降 低 GRP78、ATF4 蛋 白 的 表 达 水 平

（P<0.01），显著降低 p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α

（P<0.01）。见图 3、表 6。

4 讨论

许多研究报道表明葡萄糖可诱导巨噬细胞出

现炎症，致细胞损伤［16-17］，也会下调蛋白质糖基化数

量，导致未折叠蛋白堆积，启动 ERS 信号［19］这对 2 型

糖尿病的发展起重要的促进影响。本课题前期进

行体内实验研究中通过高脂高糖饲料喂养 4 周及一

注 ：A. 22.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 组；B. 32.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 组；
C. 42.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 组 ；D. 52.5 mmol·L-1 葡 萄 糖 组 ；
E.62.5 mmol·L-1葡萄糖组；F.72.5 mmol·L-1葡萄糖组

图 1 不同浓度葡萄糖对重度 ERS模型中 GRP78蛋白表达的影响

Fig. 1 Effect of different concentrations of glucose on GRP78

protein expression in severe ERS models

表 4 不同作用时间对重度 ERS 模型中 GRP78 蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of different times on GRP78 protein expression in

severe ERS models（x̄± s，n=3）

组别

62.5 mmol·L-1葡萄糖组

作用时间/h

6

12

24

36

48

GRP78/β-actin

1.14±0.18

1.31±0.082）

1.54±0.082）

1.42±0.112）

1.10±0.26

注：与作用 6 h 比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 3 不同浓度葡萄糖对 ERS 模型中 GRP78 蛋白表达含量的影响

（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of different concentrations of glucose on GRP78

protein expression content in ERS model（x̄± s，n=3）

组别

葡萄糖组

浓度/mmol·L-1

22.5

32.5

42.5

52.5

62.5

72.5

GRP78/β-actin

0.95±0.13

1.06±0.18

1.18±0.092）

1.39±0.082）

1.41±0.172）

1.27±0.55

注：A. 作用 6 h；B. 作用 12 h；C. 作用 24 h；D. 作用 36 h；E. 作用

48 h

图 2 不同作用时间对重度 ERS模型中 GRP78蛋白表达的影响

Fig. 2 Effect of GRP78 protein expression in severe ERS models

at different times

表 5 葛根含药血清对重度 ERS 模型中 TNF-α表达的影响（x̄± s，

n=6）

Table 5 Effect of kudzu-containing serum on TNF-α expression

in severe ERS models（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

葛根高剂量组

葛根中剂量组

葛根低剂量组

4-PBA 组

体积分数/%

15

10

5

23）

TNF-α/μg·L-1

71.51±6.34

109.02±12.031）

82.78±6.782）

79.79±12.812）

63.85±17.412）

54.70±20.032）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；3）表示浓度

单位为 mmol·L-1

注：A. 空白组；B. 模型组；C.4-PBA 组；D. 葛根含药血清高剂量

组；E.葛根含药血清中剂量组；F.葛根含药血清低剂量组

图 3 各组 ERS相关通路蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of ERS-related pathway proteins

expression in each group
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次性腹腔注射链脲佐菌素（STZ）建立 2 型糖尿病

（T2DM）模型大鼠，实验结束后对大鼠中空腹血糖

（FBG）、血清糖化蛋白（GSP）、空腹胰岛素（FINS）、
胰 岛 素 抵 抗 指 数（HOMA-IR）、肿 瘤 坏 死 因 子 -α
（TNF-α）及 GRP78、ATF6 这几个指标进行检测，发

现在给药干预后上述指标与模型组相比均出现明

显降低，说明葛根具有降低血糖，降低机体炎症因

子 TNF-α的释放，改善内质网应激程度，进而起到

抑制机体 IR 的作用［20］，虽然在前期中证实了葛根在

心血管疾病中发挥的作用，但是对于他是否改善巨

噬细胞损伤及降低重度内质网应激还尚未进一步

进行探讨，因此本实验中将巨噬细胞暴露在葡萄糖

中，建立一个高糖环境使其类似于糖尿病动物或者

糖尿病患者的高糖状态，来探究葛根对高糖诱导巨

噬细胞出现损伤及对重度 ERS 的影响。

在探索合适的造模浓度、时间和筛选不同剂量

葛根含药血清对 RAW264.7 巨噬细胞活力产生的影

响时发现，葡萄糖浓度在 22.5~27.5 mmol·L-1 时，

RAW264.7 巨噬细胞存活率显著增强，而在 37.5~

122.5 mmol·L-1 其存活率出现便出现下降，推测原

因有可能其浓度过高抑制巨噬细胞增值生长；在葛

根含药血清的体积分数在 1%~7.5%，RAW264.7 巨

噬细胞存活率显著增强出现最高值，而葛根含药血

清的体积分数在 10%~20% 中 RAW264.7 巨噬细胞

活力呈下降趋势，说明葛根含有可促进细胞增殖的

成分但是浓度过高又可能会抑制细胞增殖生长，这

为后期使用 Western blot 方法探索出诱导巨噬细胞

出现重度内质网应激的葡萄糖浓度和时间铺垫一

定的实验基础。GRP78 是 ERS 的标志蛋白，其表达

含量与内质网应激程度是成正比［11］，利用 Western

blot 检测 GRP78 筛选诱导巨噬细胞出现重度 ERS

的最佳葡糖糖浓度和时间 ，发现葡萄糖浓度在

62.5 mmol·L-1、诱导时间达到 24 h 时，其 GRP78 蛋

白 表 达 含 量 最 高 ，因 此 选 择 葡 萄 糖 浓 度 在

62.5 mmol·L-1、诱导时间达 24 h 为本次实验研究造

模浓度和时间。

巨噬细胞是人体的免疫细胞，自身可分泌趋化

因子和细胞炎症因子［21］，过度表达 TNF-α、白细胞

介素 -17（IL-17）等炎症因子时可激活炎症反应，

TNF-α对胰岛素受体对胰岛素的感知起到干扰的影

响［22］，本次 ELISA 实验研究结果显示，与空白组比

较，重度 ERS 模型组中 TNF-α表达含量明显升高，

而与模型组比较，高、中、低剂量葛根含药血清组、

4-PBA 组的 TNF-α表达含量明显下降，此结果一方

面验证了 HG 可诱导巨噬细胞分泌过量的炎症因

子，另一方面也表明了葛根含药血清可降低由 HG

诱导巨噬细胞分泌过量炎症因子 TNF-α表达含量，

改善因炎症反应所致的细胞损伤。

PERK/eIF2α/ATF4 通路［23］是激活 ERS 的信号

通路之一，未受到任何刺激的时候，PERK 与 GRP78

结合处于一种稳定状态，受到外界刺激后，PERK 与

GRP78 分离后，转变为磷酸化 PERK 而被激活［24］，

PERK 发生二聚化和自身磷酸化有可激活 eIF2α使

其出现磷酸化［25］，从而抑制蛋白的翻译，减低内质

网应激程度，但可上调转录激活因子 ATF4 mRNA

的表达［26］，ATF4 长期表达会引起内质网源性转录

因子（CHOP）等因子的表达，诱发细胞凋亡［27］。本

次实验研究中发现，与空白组比较，重度 ERS 模型

组 GRP78、ATF4 蛋 白 表 达 水 平 均 显 著 性 升 高 ，

p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α显著升高，表明实验

中 HG 可激活 ERS，而与模型组比较，4-PBA 组、高、

中、低剂量葛根含药血清下调了 GRP78、ATF4 的表

达以及 p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α值，表明葛根

可抑制 PERK/eIF2α/ATF4 信号通路的激活，阻断内

质网相关蛋白 PERK、eIF2α、ATF4 蛋白的表达，以

此来达到下调 ERS 程度的目的。

综上所述，葛根可改善高糖诱导巨噬细胞时对

其造成的损伤，下调 ERS 信号通路相关蛋白表达。

表 6 葛根含药血清对重度 ERS模型中 ERS相关通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of kudzu-containing serum on ERS-related pathway protein expression content in severe ERS models（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

葛根高剂量组

葛根中剂量组

葛根低剂量组

4-PBA 组

体积分数/%

15

10

5

24）

GRP78/β-actin

0.50±0.01

0.70±0.091）

0.58±0.072）

0.48±0.093）

0.49±0.033）

0.50±0.133）

p-PERK/PERK

0.53±0.01

0.89±0.141）

0.66±0.15

0.55±0.092）

0.56±0.092）

0.39±0.053）

ATF4/β-actin

0.28±0.09

0.42±0.021）

0.24±0.053）

0.36±0.072）

0.33±0.012）

0.04±0.013）

p-eIF2α/eIf2α

0.58±0.03

0.98±0.031）

0.89±0.01

0.74±0.072）

0.61±0.043）

0.67±0.083）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；4）表示浓度单位为 mmol·L-1
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