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二氮嗦对低温保存后大鼠肾脏的 GRP78 和 CREB2

表达的影响
徐麟晗王双燕殷劲王妨妨施敏张晓明*

(浙江大学医学院人体解剖与细胞生物学系，杭州1310058)

摘要 为研究二氮嗓 (diazoxi巾， DE) 在大鼠肾脏低温保存的作用及其可能的机制 ， 48 只大

鼠随机分为对照组(单纯 Celsior 波冷保存) 、 实验组 (Celsior 液中含 20μmol/L DE)，两组均分别冷

保存 0、 24 、 48 h o 观察肾脏在低温条件下分别保存 0、 24 、 48 h后，肾组织丙二醒 (malonaldehyde，

MDA) 含量和超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase , SOD) 活性以及葡萄糖调节蛋白 78 (glucose 

regulated protein-78 , GRP78) 和环磷腺苦反应元件结合蛋白 2 (cyclic AMP response element binding 

protein-2, C阻B2) 表达的变化。 结果表明，与 Celsior 组相比， DE组的 MDA含量在 24h 、 48 h 这两

个时间段明显降低 (P<O .OI ， P<O.O日， SOD 的酶活性在 48 h 时间段里明显升高 (P<0.05) 。 免疫纽

化和 Western 印迹结果显示， 实验组中 GRP78 和 CREB2 在 24 h 、 48 h 这两个时间段表达都高于对

照纽(P<0.05) 。 结果表明含 DE 的 Celsior 液较单纯 Celsior 液对低温保存的离休大鼠肾脏有更好的

保护作用，其机制可能是启动内质网应激来保护肾脏功能。
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成功的器官保存是临床器官移植过程的先决条

件，它不仅能够减少移植器官缺血再灌注损伤现象的

发生， 而且能够提高器官移植的成功率 。 而影响缺

血再灌注损伤现象的因素有很多，其中内质网应激

(endoplasmic retieulum stress , ERS ) 被认为是引起上

述损伤的重要机制之一。

二氨嗦 (diazoxide ， DE) 是一种血管平滑肌细胞

膜 K+-ATP 通道开放剂和心肌细胞线粒体 K+-ATP 通

道开放剂，对离体心脏保存有着较好的保护作用 [11 。

国外最新研究表明 DE对肾脏的缺血-再灌注损伤也

有较好的保护作用 [21 。 并且己有研究证实 DE 能够

启动 内 质 网应激来提高膜岛 P 细胞的功能 [ 3 1 。

GRP78 (glucose regulated protein-78) 是内质网应激

的经典标志物[41 ， GRP78 是内质网伴侣蛋白 ， 未折叠

蛋白反应可使 GRP78 大量表达， 并与内质网中错误

折叠和未折叠蛋白结合，恢复蛋白质正确构象， 维持

内环境稳定， 因此， GRP78 在应激条件下对细胞起保

护作用 。 而 CREB2 (cyclic AMP response element 

binding protei时， 也称 ATF4 (acti vating transcri ption 

factor 衔， 是转录因ATF/CERB家族成员之一， 是内质

网应激通路中的信号转导蛋白，由 PERKlelF2α 通路

中磷酸化的 elF2α 激活[51 0 CREB2 激活后能够确保

蛋白质的生物合成，同时能够保护细胞免受氧化应激

的损伤 [ 61 。

本研究采用大鼠肾脏保存模型，观察在传统的多

器官Celsior保存液中添加DE对离体大鼠肾脏低温保

存效果的影响，探讨其在减轻大鼠肾脏低温保存损伤

中的可能机制 。

1 材料与方法

1.1 药品与溶液的配制

DE 为美国 Sigma 公司产品，超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase , SOD) 含量测试盒、 丙二醒

(malonaldehyde, MDA) 含量测试盒、 考马斯亮蓝蛋

白测定试剂盒均为南京建成生物工程研究所产品 。

兔抗大鼠 GRP78 、 CREB2 、 生物素标记的羊抗兔

IgG、抗生物素蛋白 - 辣根过氧化物酶复合物购自武

汉博士德生物有限公司 ， ECL 显色液购 自 Thermo 公

司 。 Celsior 液 (100 mmo l/L NaOH 、 15 mmol/L 

KCl 、 13 mmol/L 岛19C12 、 0.25 mmol/L CaC12 、 60

mmol/L Mannitor 、 80 mmol/L Lactobionate 、 30

mmol/L Histidine 、 20 mmol/L Glutamate, pH 7.4)用

于肾脏的保存， 渗透压 320 mOsm/L 。
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1.2 实验动物与分组

雄性 SD 大鼠 (230-250 g) 由浙江大学实验动物

中心提供。 根据保存液成分和保存时间的不同，随机

分为 6 组，每组 8 只。 (1) 0 h 对照组: 离体肾脏用

Celsior 液 (4
0

C) 灌注后直接放入液氮或甲醒中保存。

(2) 0 h实验组: 离体肾脏用含有20 阳nol/L DE的Celsior

液灌注后直接放入液氮或甲醒中保存 。 (3) 24 h 对

照组·离体肾脏于 Celsior 液(4 OC ) 中保存 24 h o (4) 

24h 实验组: 离体肾脏在含20μmol/L DE 的 Celsior液

中保存 24 h o (5)48h 对照组: 离体肾脏于 Celsior 液

(4
0

C)中保存 48 h o (6) 48 h 实验组: 离体肾脏在含 20

μmol/L DE 的 Celsior 液中保存 48 h 。

1.3 肾脏标本制备

各组大鼠均采用 1% 戊巴比妥铀 40 mg/kg 腹腔

注射麻醉。 充分暴露双侧肾脏，分离 、 结扎肾血管

水平以上的腹主动脉和肾血管水平以下近髓总动脉处

的腹主动脉及下腔静脉， 以阻断肾脏血供。 从肾血管

水平以下的腹主动脉插管，以 5 ml/min 的速度匀速推

入4
0

C Celsior液或含有20μmol/L DE 的 4
0

C Celsior 

液，直至由肾静脉流出液体变为清亮， 用 2-4
0

C 的上

述二种保存液分别保存 0 、 24 、 48 h 。 左肾用于

测酶， 右肾分别用于免疫组化和 Western 印迹 。

1.4 观察指标

1.4.1 肾组织 MDA和 SOD 含量的测定 将左肾

冷冻于 -80
0

C深低泪冰箱， 待实验完成后同批测定 。

测定时，先放在冰水混合物中进行解冻， 制成 10% 肾

组织匀浆，然后按照试剂盒说明分别采用黄嘿岭氧化

酶法测定 SOD 活性， 采用硫代巴比妥酸法测定 MDA

含量。

1.4 .2 免疫纽化检测 各组于保存结束后， 每组取

8 只右肾，沿肾脏纵轴切开 一半置于 4% 多聚甲醒

中固定后，用石蜡包埋， 剩余一半留作 Western 印迹

检测 。 石蜡切片脱腊和水化后用 PBS (pH7.4)冲洗

3 次， 每次 3 min; 每张切片加 3% 过氧化氢溶液。室

温下温育 10 min，以阻断内源性过氧化物酶 。 PBS

冲洗 3 次，每次 3 min 后每张加滴兔抗大鼠 GRP78 、

CREB2 多克隆抗体，室温下温育 60 min; PBS 冲洗 3

次，每次 5 min; 加入生物素标记的羊抗兔 IgG ， 室温

下温育 20 min 后用 PBS 洗 3 次，每次 3 min; 加入抗

生物素蛋白 - 辣根过氧化物酶复合物室温下温育 30

mm后用 DAB 呈色。 显色 3-10 rnin 后用苏木素复染，

常规梯度酒精脱水干燥，树胶封片; 每张切片随即取

1 个视野， 根据阳性细胞所占百分比作为细胞阳性指

· 研究论文 ·

数 (positive index , PI) 0 PI= 阳性细胞数 / 总细胞数，

并随机取 10 个阳性细胞， 并用图像分析系统 (Image

Tool) 测定阳性细胞的平均吸光度值 (A 值) 。 阴性

对照实验切片不加第一抗体温育，其它步骤相同 。

1.4.3 Westem 印迹检测 剩余肾脏用细胞与组织

全裂解液 (碧云天生物有限公司) 提取蛋白 ; Bradford 

方法测蛋白浓度，调节蛋白浓度一致，取等量蛋白样

品(30 mg), SDS-PAGE电泳分离蛋白，湿法将蛋白条带

转移至 PVDF膜上， 50 g/L 脱脂奶粉封闭 1 h, 1 : 250 

的兔抗鼠 GRP78 、 CREB 24 oC温育过夜; 1 : 2 000 

HRP 标记的羊抗兔 IgG 室温 1 h 0 ECL (Thermo 公

司 ) 试剂发光显影成像 。 光片于凝胶成像系统白光

下扫描，进行吸光度分析 (Image J)，用同一标本内参

进行校正， 并按公式相对值 = 目 的条带表达强度 /ß­

肌动蛋白表达强度计算出相对值。

1.5 统计学处理

各组资料以 mean土SD表示，并用 SigmSata 软件

包处理 。 组间差异采用单因素方差分析 (One-way

ANOVA) 。 统计学检验水准 α=0 . 05 (双侧) 。

2 结果

2.1 各组肾组织中 MDA 和 SOD 含量的变化

实验结果表明，在低温保存 24 h 、 48 h 后， DE 

组与Celsior组肾脏组织内MDA的含量均有显著性差

异 (P<O.OI ， P<0.05 ， 表 1) 。 同时，在低温保存 24 h 

后， DE 组肾脏组织内 SOD 的酶活性比 Celsior 组高，

但没有显著性差异，而7令保存48 h后 ， DE组与 Celsior

组 比较 ， 其肾脏组织 内 SOD 的酶活性明显高于

Celsior 组， 井有显著性差异 (P<0.05 ， 表 1) 。

2.2 免疫组化实验结果

2.2.1 GRP78 表达 阳性染色细胞呈棕黄色， 位

于胞浆， 细胞形态相对饱满， 呈圆形或椭圆形。各

组大鼠肾组织均存在一定数量阳性表达。 实验组在

24 h 、 48 h 这两个时间段中的 GRP78 表达高于对照

组， 具有显著性差异 (P<0.05 ， 表 2，图 1) 。

2.2.2 C阻B2表达 CREB2主要分布于细胞核，阳

性表达主要为细胞核着色 也有部分细胞质染色 。

各组大鼠肾组织均存在一定数量阳性表达， 但总体表

达量少于 GRP78 。 实验组在 24 h 、 48 h 这两个时

间段中的 CREB2 表达高于对照组，具有显著性差异

(P<0 . 05 ， 表 3 ， 图 2) 。 阴性对照实验切片不加第一

抗体温育， 其它步骤相同 ( 图 3) 。

2.3 Western 印迹检测结果
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Fig.l The expression of GRP78 detected by immunohistochemistry in rat's kidney at different times after hypothermic 

preservation 
A: Celsior 0 h group; B: DE 0 h group; C: Celsior 24 h group; 0 : Celsior 48 h group ; E: DE 24 h group; F: DE 48 h group 

Fig.2 The expression of CREB2 detected by immunohistochemistry in rat's kidney at different times after hypothermic 

preservation 

A: Celsior 0 h group; B: DE 0 h group; C: Celsior 24 h group; 0: Celsior 48 h group; E: DE 24 h group ; F: DE 48 h group. 

Fig.3 Immunohistochemistry of negative control in rat's kidney at different times after hypothermic preservation 

A: Celsior 0 h group; B: DE 0 h group; C: Celsior 24 h group; 0 : Celsior 48 h group; E: DE 24 h group ; F: DE 48 h group. 
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232 研究论文 ·

Table 1 The acti哟。f superoxide dismutase (SOD) and the Table 4 Comparison of the absorbance value of GRP78/~-

quantity of malonaldehyde (MDA) in rat's kidney at different actin and CREB2/~-actin in rat's kidney at different times 

times periods after hypothermic preservation after hypothermic preservation 

Groups n Celsior DE Groups n Celsior DE 

MDA (nmo l/mg) GRP78/ß-actin 

Oh 8 0.66土0 . 12 0.65 :1:0. 11 o h 8 0 . 04士0 . 03 0.07 :1:0.04 

24 h 8 1. 29主0.25 0.85土0 . 20 ** 24 h 8 0.35土0.03 0.64土 0.11 * 

48 h 8 1. 62 :1:0.26 1.3 3土0.20* 48 h 8 0.47土0 .01 0 . 78土0 . 18 $

SOD (U/mg) CREB2/ß-actin 

Oh 8 248 . 17土 36.22 270.91 士 22 . 81 o h 8 0.03士0 . 01 0 . 06士0.01

24 h 8 202.89土 30 . 09 212 .42 :1: 34.20 24 h 8 0.59士0 . 21 1. 03土0 . 16 *

48 h 8 18 1. 42土 17 . 35 208 .32 :1: 21 .44* 48 h 8 0.4 1 士0 . 04 0.86士0 . 1 9$

**P<O.OI vs Celsior 24 h group; *P<0.05 , vs Celsior 48 h group. *P<0.05 , vs Celsior 24 h group; sP<0.05 , vs Celsior 48 h group 

T able 2 Comparison of the number of GRP78 positive cells 

and the absorbance value in GRP78 positive cells in rat's 

kidney at different times after hypothermic preservation 

Groups n Celsior DE 

The rati o of 

positive cell s 

o h 8 0. 1 2土0.04 0.13主0.03

24 h 8 0.18土0 . 03 0.25土0 . 04 *

48 h 8 0.20士0 . 05 0 . 27土0.07 $

The absorbance 

value 

o h 8 129 . 38主 12 .4 3 136 . 79土 17. 33

24 h 8 119.90土 9.53 104.11 主 8.03 *

48 h 8 11 1. 56 :1: 4.77 95.98士 1 5 .4 5 $

*P<0 .05 , vs Celsior 24 h group; $P<0.05 , vs Celsior 48 h group. 

Table 3 Comparison of the number of CREB2 positive cells 

a nd the absorbance value in CREB2 positive cells in rat's 

kidney at different times after hypothermic preservation 

Groups n Celsior DE 

The ratio of 

positi ve cells 

o h 8 0.12土0.03 0 . 12土0.01

24 h 8 0.22土0 . 02 0.28土0 . 02 *

48 h 8 0 . 17主0.04 0.23土0.06$

The absorbance 

value 

Oh 8 1 3 8 . 31 土 5 .4 2 140 . 60土 8 . 39

24 h 8 118.63 土 7 .4 1 1 06.73土 8.85 *

48 h 8 125.63土 1 1. 41 112.87士6.1P

*P<0 .05 , vs Celsior 24 h group; $P<0.05 , vs Celsior 48 h group. 

2.3 .1 GRP78 表达 各组 GRP78 均有表达，其中

O h 两组中 GRP78 有微弱表达， 条带较弱， 无差异显

著 (P<0.05) 0 DE 组在 24 h 、 48 h 中有明显蛋白条

带表达， 与 Celsior 组相比， 具有差异显著 (P<0.05 ， 表

4，图 的 。

。-acttn

GRP78 

2 3 4 5 6 

。-ac t ll1

CREB2 

2 3 4 5 6 

Fig.4 The expression of GRP78 and CREB2 detected by 

Western blot in rat's kidney at different times after hypothermic 

preservation 

1: Celsior 0 h group; 2: DE 0 h group; 3: Celsior 24 h group ; 4: Celsior 

48 h group; 5: DE 24 h group ; 6: DE 48 h group . 

2.3.2 C阻B2表达 各组 C阻B2 均有表达，其中

O h 两组中 GRP78 蛋白有微弱表达， 条带较弱，无差

异显著 (P<0 . 05) 。 而在 24 h 、 48 h 这两个时间段

中， DE 组有明显蛋白条带表达，与 Celsior 组相比， 具

有差异显著 (P<0 . 05 ， 表 4 ， 图 的 。

3 讨论

20 世纪 50 年代以来，低温被公认为是器官保存

的有效措施， 其原因在于低温可以降低器官的代谢

率 。 若将低温和保存液结合起来就可以更好地防止

细胞水肿和酸中毒， 延长器官的保存时间 。 传统的

器官保存液有 Euro-Collins 液(EC 液)、 uw 液 、

Celsior 液 、 HTK 液等。 Celsior 液属类细胞外液， 最

初用于心脏和肺脏的保存， 因其具有粘滞性低，抗氧

化和抗水肿的特性，后尝试用于保存肾脏，尤其对那

些来自循环差或心跳停止的供体的肾脏更有价值 。

但是， 这些传统保存液对于减轻保存器官氧自由基损

伤并没有达到预想的效果[飞 相对于寻找新型保存

叫
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液，研究者们更热衷于在现有的保存液中加入各类药

物减少氧 自由基损伤， 提高器官保存的质量。

DE 是选择性线粒体 ATP敏感饵 (mitK-ATP) 通

道开放剂，开放 mitoK+-ATP 通道而产生心肌保护作

用，提示 mitoK+-ATP 通道可能在缺血预处理中发挥

重要作用，并发现开放 mitoK+-ATP 可促进氧自由基

的产生，认为预先给予 K+ 通道开放剂可起到缺血预

处理的作用 [8，9] 。 最近各种研究表明，线粒体 ATP 敏

感饵通道不仅对心肌组织有着明显的保护作用，而且

对包括肝脏、肾脏、内脏、脑等许多组织在灌注

损伤都具有显著的保护作用[川] 。 但是， DE 是否提高

GRP78 、 CREB2 的表达来减轻氧自 由基对组织细胞

带来的损伤，目前仍没有报道 。

而低氧 、 葡萄糖饥饿、自由基蓄积和钙失衡

等各种剌激都可能引起内质网功能障碍，导致内质网

应激，激活未折叠蛋 白反应，使蛋白折叠能力提高、

蛋 白合成抑制以适应应激 。

内质网分子伴侣 GRP78 (endoplasmic reticulum 

molecular chaperon GRP78)，又称为 Bip，其定位于内

质网，是内质网稳态的中心调节剂 。 现己证实，在

蛋白质的折叠、钙离子的平衡等方面扮演了多种重

要角色，除了维持蛋白质功能，以促进蛋白质的正确

折叠和装配[II]，还能够减轻过氧化损伤 。 有研究表

明 GRP78 在星形胶质细胞氧化应激反应中，能够抑

制活性氧族的增殖，保护细胞免受氧化损伤[l21; 同时，

GRP78 上有钙离子结合位点，是一种钙离子储存蛋

白， 当细胞内钙超载时它能够与过量的钙离子接合， 从

而减少细胞内游离钙离子浓度[13] ， GRP78 表达增高并

且可以阻止细胞表面前凝血酶原激酶活化，减少凝血酶

增殖，抑制潜在血栓形成，从而提高再灌注血流量[14] 。

而内质网信号通路包括 PERK/elF2α 通路、 IREl1

XBPl 通路及 ATF6 介导的通路 。 在非应激状态，位

于 ER 内的 BiP/GRP78 与 PERK、 IREl 和 ATF6 结合，

封闭了它们的信号 。 当非折叠蛋白在 ER 内聚集时，

BiP/GRP78 被释放出来并与非折叠蛋白结合，以便阻

止非折叠蛋白输出 ER。 蛋白游离出的 PERK形成二

聚体井 自身磷酸化，从而激活其下游的 elF2α，从而

上调 CREB2 的表达 。 作为一种调节基因， CREB2 一

方面能够反馈激活PERKlelF2α通路来短暂性的抑制

蛋白质的天然合成，另一方面可以通过提供游离的氨

基酸增加谷脱甘肤的生物合成来减轻氧化应激对细

胞的损伤 。

通过以上研究，我们发现在传统的 Celisor 液中

加入 20μmollL DE, GRP78 在 24 h 和 48 h 的表达量

升高，其中 48 h 表达最多 。 GRP78 表达升高一方面

激活内质网应激，提高CREB2 的表达，但是表达过多

的话，又能够反馈调节减低 CREBE2 的表达， 因此，

CRBE2 在 24 h 中达到表达最大值，随着 GRP78 的过

量表达， CREB2 也随着减低 。 同时， DE 不仅能提高

SOD 酶的活性，而且减低肾组织中 MDA 的产生， 这

也可能与 GRP78 、 CREB2 表达增加有关 。

综上所述， 本实验发现 DE 能够减轻脂质过氧化

反应，在器官保存中起到了有效的保护作用 。 这可

能与内质网激活， GRP78 、 CREB2 表达增加有关 。

但是， DE诱导GRP78和C阻B2表达上调的具体机制

还有待进一步研究 。
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Diazoxide Affeds the Expression of GRP78 and CREB2 in Rats' Kidneys 

after Hypotheric Perservation 

Lin-Hao Xu , Shuang-Yan 认Tang ， Jin Yin , Fan-Fan Wang , Min Shi , Xiao-Ming Zhang* 

(Department of Anatomy and Cell Biology, College of Medici肘， Zh乓jiang University, Hangzhou 310058, China) 

Abstract To investigate the protective effect of diazoxide (DE) on rat 's kidneys suffered from hypother-

mic preservation and the possible mechanisms. Forty-eight SD rats were randomly divided into six groups (n=8): 

control group (Celsior cardioplegic solution) with preservation 0 , 24 , 48 h , and experiment group (20μmol/L DE in 

the Celsior cardioplegia) with preservation 0 , 24, 48 h . The quantity of malonaldehyde (MDA) and the activity of 

superoxide dismutase (SOD) of the kidneys of each group were measured after 0 , 24 , 48 h , and we also observed 

the expressions of glucose regulated protein-78 (GRP78) and cyclic AMP response element binding protein-2 (CREB2) 

on rat kidney after hypothermic preservation by immunohistochemistry and Western blot at that times. Compared 

with the control group, the quantity of MDA was significantly lower in experiment group in 24 h and 48 h respec­

tively (P<O.Ol , P<O.O日， the activity of SOD was significantly higher in experiment group (48 h) (P<O.O日， and the 

expression of GRP78 and CREB2 were higher in experiment group in 24 h and 48 h respectively (P<0.05) . This 

study demonstrates that DE can reduce rat renal injury via up-regulation of GRP78 and CREB2. The effects of DE 

could initiate the endoplasmic reticulum stress to protect the kidney. 

Key Words diazoxide; kidney ; hypothermic preservation; glucose regulated protein-78 (GRP78); cyclic 

AMP response element binding protein-2 (CREB2) 
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