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内质网应激预处理对人正常肝细胞缺氧再复氧损伤的保护作用 *
郑志刚 吴 楠 周 倜 刘 栋 陈 勇△

(第四军医大学西京医院肝胆外科 陕西西安 710032)

摘要 目的：研究内质网应激预处理对人肝细胞缺氧复氧损伤的保护作用。方法：将培养的人肝细胞分为 4组：正常对照（C）组、细
胞缺氧复氧损伤（H/R）组、内质网应激（ER）组、内质网应激预处理（ERP+ H/R）组。收集各组细胞，以流式细胞仪检测细胞凋亡，
Western-bloting及 RT-PCR检测内质网应激特异蛋白 GRP78表达水平，并通过透射电镜观察各组细胞超微结构改变。结果：
ERP+ H/R组细胞凋亡率明显低于 H/R组（P<0.05），ER及 ERP+ H/R组 GRP78蛋白表达明显高于 H/R组（P<0.05）。结论：内质网
应激预处理对肝细胞缺氧复氧损伤具有明显的保护作用，内质网应激特异性蛋白 GRP78可能在肝细胞缺氧复氧损伤中作为一种
关键性的保护蛋白出现。
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Protective Effect of Endoplasmic Reticulum Stress Preconditioning
on the HL-7702 Cell Injuried by Hypoxia-Reoxygenation*

ZHENG Zhi-gang, WU Nan, ZHOU Ti, LIU Dong, CHEN Yong△

(Department of Hepatic Surgery, Xi-Jing Hospital, Fourth Military Medical University, Xi'an, 710032, China）
ABSTRACT Objective: To study the protective effects on the endoplasmic reticulum stress preconditioning on human hepatic cell

hypoxia-reoxygenation injury. Methods: Cultured human liver cells into four groups, namely normal control (C) group, hypoxia-reoxyge-
nation (H / R) group, endoplasmic reticulum stress (ER) group, endoplasmic reticulum stress preconditioning(ERP + H / R) group. The
cells were collected to detect apoptosis by flow cytometry, Western-bloting and RT-PCR detection of endoplasmic reticulum stress
protein GRP78-specific expression, and ultrastructural changes of cells were observed by transmission electron microscopy. Results: ERP
+ H / R cell apoptosis was significantly lower than H / R group (P <0.05), ER and ERP + H / R group GRP78 protein expression was
significantly higher than the H / R group (P <0.05). Conclusion: Endoplasmic reticulum stress preconditioning on hypoxia-reoxygenation
injury of liver cells has a significant protective effect. Endoplasmic reticulum stress-specific protein GRP78 is a key protective protein in
liver cells injured by hypoxia-reoxygenation.
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前言

内质网(endoplasmic reticulum，ER)是一种重要的真核细胞
器，是真核细胞中蛋白质翻译合成和细胞内钙离子的储存场

所，对细胞应激反应起调节作用。内质网对于环境的改变非常
敏感，缺氧、饥饿、钙离子平衡失调、自由基侵袭及药物等外界
刺激均可引起内质网生理功能发生紊乱，钙稳态失衡，错误折

叠或未折叠的蛋白质在内质网腔内聚集，这一系列的亚细胞器

的病理状态，称为内质网应激 (endoplasmic reticulum stress，
ERS) [1]，适度的内质网应激能够使未折叠蛋白质恢复正确构象

并能够进一步加工，是一种细胞自我保护的机制。严重或持续
的内质网应激则可能损伤内质网的功能，导致细胞凋亡。
肝细胞含有丰富的内质网，肝细胞缺氧复氧损伤损伤会引

起强烈的内质网应激，导致肝细胞的凋亡。衣霉素是目前最常
用的内质网应激诱导剂[2]，本研究拟通过小剂量衣霉素诱导肝

细胞产生保护性内质网应激反应，观察其对肝细胞缺氧复氧损

伤的保护作用，并通过观察内质网应激特异性蛋白 GRP78的
表达差异[3]，讨论其在肝细胞内质网应激中的作用，为预防肝细

胞缺氧复氧损伤提供依据。

1 材料与方法

1.1肝细胞的复苏和培养
人正常肝细胞株 HL-7702购于中国科学院细胞库。将冻存
的细胞株于 37℃迅速复温，2000×g离心 5min，弃去上清后，加
入含 15 %胎牛血清（杭州四季青）的 1640培养基混悬，按 5×
105的密度接种于培养瓶中，放入 37℃，5 % CO2、95 %空气、90
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%湿度的培养箱中。每 48 h时更换一次培养基。
1.2 实验方法
1.2.1 实验分组 将细胞分为 4组，每组 6瓶，细胞数约为 5×
106/瓶。①正常对照组(C组):正常培养基，培养条件不变。②内
质网应激组(ER组)：细胞正常培养 48 h后，弃去培养液，PBS

冲洗两遍后，加入终浓度为 0.2 μg/ml的含衣霉素培养液,继续
培养 24 h。③细胞缺氧复氧损伤组(H/R组):以 KHH缓冲液置
换含 15 %胎牛血清的 1640培养液，于低氧培养箱（37℃，2 %
O2、8 % CO2、90 % N2）培养 12 h，然后更换为正常培养基继续
培养 6 h。④内质网应激预处理组(ERP+ H/R组):将衣霉素诱导
内质网应激预处理后的细胞，用含 15 %胎牛血清的 1640培养
液继续培养 24 h后，以 HEPES液置换正常培养液，于低氧培
养箱（37℃，1 % CO2、9 % CO，90 % N2）培养 12 h，然后更换为
正常培养基继续培养 6 h。
1.2.2 细胞形态观察 收集细胞，离心，洗涤，按透射电镜要求制
片、染色，镜下观察各组细胞形态。
1.2.3 细胞凋亡的检测 培养好的细胞以 0.25 %胰酶消化
5min，加入培养基种植消化后，将细胞悬液移入离心管，1000×g

离心 5 min，弃上清，PBS清洗 2次（1000×g离心 5 min），收集
细胞，按 TAKARA细胞凋亡检测试剂盒说明操作，对细胞进行
染色。用流式细胞仪检测（Ex=488 nm，Em=530 nm）细胞凋亡情
况。
1.2.4 Western blot 收集细胞，提取蛋白，用 Bradford法测蛋白
浓度。取样本蛋白 100 μg，SDS-PAGE电泳分离蛋白，湿法转移
将蛋白条带转移至 PVDF膜上，50 g/L脱脂奶粉封闭后依次加
入一抗（羊 GRP78 抗体，体积比 1：500，GAPDH 体积比 1：
2000），二抗（磷酸酶标记的兔抗羊 IgG体积比 1：2000），5-溴
-4-氯 -3-吲哚磷酸盐 /氮蓝四唑（BCIP/NBT）显色，扫描后定
量分析。
1.2.5 RT-PCR测定 收集各组细胞后，提取总 RNA，逆转录后
行 PCR。PKC-α及 β-actin引物参照 Gen-Bank中 cDNA序列
用 Ptimer Premier5.0软件设计，PKC-α引物序列为：上游引物
序列 5'-TCTGGTTGGCGGATCTACTC-3'，下游引物序列 5'-T-
CTTTTGTCAGGGGTCGTTC-3'，扩增出 492 bp片段。β-actin

引物序列为：上游引物序列 5'-ATCTGGCACCACACCTCC-3'，
下游引物序列 5'AGGCAGGTCCAGCA-3'，扩增出 512 bp 片
段。PCR反应条件为：94℃预变性 5 min，94℃ 30 s，56℃ 20 s，
72℃ 30 s，共 35个循环。产物在琼脂糖凝胶中电泳检测，在 U-
VP凝胶成像系统下观察并记录结果。使用 bandleader 3.0凝胶
图像处理软件测灰度值，并以目的序列为内参的比值进行统计

学分析。
1.3 统计学处理
应用 SPSS10.0统计软件，实验结果以均数±标准差表示。

多组资料均数比较采用 One-way ANOVA检验，组间比较用
LSD't检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 电镜下肝细胞结构改变
正常肝细胞电镜下细胞质中充满线粒体和内质网（图

1A）；而 H/R组中基本看不到内质网的存在，线粒体水样变（图
1B）；ER组中线粒体和内质网正常存在于细胞质中（图 1C）；
ERP +H/R组明显看到内质网和深染的线粒体在细胞质中（图
1D）。ERP+H/R组与对照组 C组相比结构无明显差异；H/R组
与之相比内质网数量明显减少，线粒体密度深，糖原消失。ER
组细胞结构无明显差异。

图 1 电镜检查结果（3000×）

注：A正常对照组，B H/R组，C ER组，D ERP +H/R组
Fig.1 The electron micoscope photos of HL-7702 cells (3000×)

Note: A normal liver cells group, B H/R group，C ER group，
D ERP +H/R group

2.2 细胞凋亡率
ERP+H/R组的凋亡率明显低于单纯 H/R组（P<0.05），差

异有统计学意义。ER组凋亡率和对照组无明显差异(见图 2)。
2.3 RT-PCR
与对照组相比，H/R组的 GRP78 mRNA水平无明显变化

（P>0.05），而 ER组和 ERP +H/R组的 GRP78 mRNA水平显著
升高（P<0.05），但 ER组与 ERP +H/R组间比较无统计学差异
（P>0.05），见图 3。
2.4 Western blot

ER组和 ERP+H/R组中 GRP78蛋白均高表达，与对照组
比较差异有统计学意义（P<0.05）。提示内质网应激特异性蛋白
GRP78可能在肝细胞缺氧复氧损伤中作为一种关键性的保护
蛋白出现，见图 4。

3 讨论

内质网是细胞内重要的亚细胞结构，蛋白质在内质网内进

行修饰、折叠、组装，再进入高尔基进行进一步的加工后被分泌
到细胞胞质中。细胞如果受到缺血缺氧、葡萄糖 /营养素缺乏、
蛋白质糖基化抑制、二硫键形成障碍、蛋白质转运异常或 Ca2+

耗竭等刺激就会导致内质网内钙稳态失衡、蛋白质错误折叠并
聚集，引起内质网应激反应的发生。这些损伤性刺激统称为内
质网应激（ER stress）[5]。内质网应激可引起一系列细胞信号传
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导通路的活化，总称为未折叠蛋白反应（Unfolded Protein Resp-
onse，UPR）[6]。
当前对内质网应激的研究，主要集中在寻找调节内质网应

激相关通路活性的药物上，从而可以探寻出适度诱导内质网应

激的药物和合适的药物浓度与作用时间，以达到治疗相关疾病

和防止手术并发症的目的。目前已经发现了一些化合物可以用
作内质网应激调节剂如 4-丁酸苯酯能稳固蛋白质构象，促进
内质网折叠蛋白质能力，降低内质网应激导致的有害影响[7]；一

种高级聚糖化终产物抑制剂 TM2002能抑制内质网应激导致
的细胞凋亡，降低肾脏的缺血再灌注损伤[8]；已经发现一种新的

JNK抑制剂，能抑制 JNK通路———内质网应激诱导细胞凋亡
的关键信号通路；EIF2α去磷酸化抑制剂能缓解环孢素导致的
肾毒性作用[9]。
本研究用衣霉素在人正常肝细胞内诱导出内质网应激，并

应用于体外缺氧复氧损伤模型中，以模拟体内缺血再灌注的病

理过程。GRP78是一种定位于内质网的分子伴侣，在多类细胞
中广泛存在，可修复或降解内质网应激条件下错误折叠蛋白以

促进细胞存活，其表达上调是内质网应激的特异性敏感标志[4]。
我们的研究结果显示，内质网应激反应对肝细胞缺氧复氧损伤

具有一定的保护作用。在缺血复氧条件下，内质网应激可使肝
细胞的显微镜结构维持正常状态，且显著降低细胞凋亡率。通
过 PCR及Western blot检测，我们发现内质网应激可明显提高
缺血复氧条件下肝细胞内 GRP78基因的 mRNA和蛋白表达
水平，这可能是肝细胞内质网应激预防肝细胞缺氧复氧损伤的

分子机制之一。
缺血预处理的保护作用已经在心脏、肾脏、肝脏、脑等模型
中得到证实，其保护机制有很多，包括分子伴侣和抗氧化酶类

的表达[10]。基于内质网应激在局部缺血中的作用，我们推测缺
血预处理激活了未折叠蛋白反应，使细胞发生自我保护的变

化。这一推测已经在一些模型中得到体现。例如衣霉素预处理
的心肌细胞在缺氧条件下释放的乳酸脱氢酶较未处理心肌细

胞的低，提示预先诱导的内质网应激对心肌细胞产生某种保护

图 2 流式细胞术检测细胞凋亡结果

注：A对照组，B H/R组，C ER组，D ERP +H/R组，E检测结果直方图
Fig.2 The results of apoptosis detected by FCM

Note：A Control group, B H/R group, C ER group, D ERP +H/R group, E The statistics histogram of apoptosis rates

图 3 GRP78 mRNA的 RT-PCR检测结果
Fig.3 The level of GRP78 mRNA detected by RT-PCR

图 4 GRP78蛋白表达水平的检测结果

注：A对照组，B H/R组，C ER组，D ERP +H/R组
Fig.4 The concentration of GRP78 protein detected by Western blot

Note：A Control group, B H/R group, C ER group, D ERP +H/R group
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作用[11]，同样，内质网应激预处理能保护肾脏细胞对抗氧化损

伤[12-14]。在内质网应激条件下，细胞在自我保护和凋亡之间是如
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