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摘要 目的 探讨敲低中脑星型胶质细胞源性神经生长因

子( MANF) 对利福平( ＲFP) 诱导 HepG2 细胞损伤的影响及

机制。方法 慢病毒转染技术构建 MANF 敲低稳转细胞株

( MANF Y25 ) 及其对照细胞株 ( MANF Y07 ) 。实验分为 4

组: MANF Y07 + DMSO 组、MANF Y07 + ＲFP 组、MANF Y25
+ DMSO 组、MANF Y25 + ＲFP 组。给 予 HepG2 细 胞 100

μmol /L ＲFP 24 h 后，Western blot 和 qＲT-PCＲ 检测各组细胞

MANF 及未折叠蛋白反应( UPＲ) 相关基因葡萄糖调节蛋白

78( GＲP78) 、蛋白酶 Ｒ 样内质网激酶( PEＲK) 、真核翻译启

动因子 2α( eIF2α) 、活化转录因子 4( ATF4) 、CCAAT /增强子

结合蛋白( CHOP) 、Tribbles 同源蛋白 3 ( TＲIB3 ) 、肌醇需求

激酶 1( IＲE1) 、剪接型 X-盒结合蛋白 1 ( XBP1-S) 、非剪接型

X-盒结合蛋白 1 ( XBP1-U) 、活化转录因子 6 ( ATF6 ) 的蛋白

及基因表达水平; Annexin V-PE /7-AAD 双染法检测各组细

胞凋亡率; CCK-8 法检测各组细胞增殖变化; 试剂盒检测各

组细胞培养上清液中细胞损伤标志物谷丙转氨酶( ALT) 、谷
草转氨酶( AST) 、碱性磷酸酶( AKP) 、总胆红素( TBIL) 、间接

胆红素( IBIL) 相对含量变化。结果 在蛋白水平，ＲFP 激活

MANF、GＲP78、p-eIF2α、ATF4、ATF6 的蛋白表达; 在基因水

平，ＲFP 诱 导 HepG2 细 胞 MANF、GＲP78、PEＲK、eIF2α、
ATF4、CHOP、TＲIB3 的 基 因 表 达，并 且 MANF 敲 低 后

GＲP78、p-PEＲK、p-eIF2α、ATF4、ATF6 蛋白表达水平及上述

UPＲ 相关基 因 的 基 因 表 达 水 平 进 一 步 上 调 ( P ＜ 0. 05 ) ，

MANF 敲低后细胞凋亡率升高( P ＜ 0. 01 ) ，细胞增殖能力降

低( P ＜ 0. 01) ，细胞培养上清液中 ALT、AST、AKP、TBIL、IBIL

水平升高( P ＜ 0. 05) ，说明细胞损伤加重。结论 ＲFP 可激

活 UPＲ，敲低 MANF 后这种效应进一步加强，同时细胞损伤

加重，表明 MANF 可能通过调节 UＲP 而在 ＲFP 诱导 HepG2

细胞损伤中发挥保护作用。
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抗结核药物诱导肝脏产生适应性反应是药物性

肝损 伤 领 域 研 究 的 热 点。课 题 组 前 期 的 体 外 研

究［1］发 现 未 折 叠 蛋 白 反 应 ( unfolded protein re-
sponse，UPＲ) 中的 PEＲK 通路介导了利福平( rifam-
picin，ＲFP) 诱导的适应性反应，同时发现分泌型蛋

白中脑星型胶质细胞源性神经生长因子( mesence-
phalic astrocyte-derived neurotrophic factor，MANF) 的

表达也发生了改变。UPＲ 由 PEＲK、IＲE1 和 ATF6 3
条信号通路组成［2］。有研究［3 － 4］报道 UPＲ 3 条通

路的靶蛋白分子可以调节 MANF 的表达，过表达

ATF6 后 MANF 表达增加，XBP1 可以增加 MANF 的

表达。但是 MANF 对 UPＲ 3 条通路是否具有反馈

调节作用以使 UPＲ 维持在合适的强度未见文献报

道。该研究通过分子生物学技术敲低 HepG2 细胞

的 MANF 基因，观察敲低 MANF 对 ＲFP 诱导 HepG2
细胞损伤及 UPＲ 相关基因表达的影响，探讨其细胞

保护作用的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 携带 MANF 敲低序列的慢病毒以

及空白慢病毒购自和元生物技术( 上海) 股份有限

公司; DMEM 高糖细胞培养液购自美国 Hyclone 公

司; 胰酶消化酶、胎牛血清 购 自 美 国 Gibco 公 司;

PVDF 膜购自 Millipore 公司; 蛋白 Marker、ECL 显影

液购自 Thermo scientific 公司; MANF、非剪接型 X-
盒结合蛋白 1 ( non-spliced X-box binding protein 1-
U，XBP1-U) 抗体购自美国 Abcam 公司; 葡萄糖调

节蛋白 78( glucose-regulated protein 78，GＲP78 ) 、蛋
白酶 Ｒ 样内质网激酶( protein kinase Ｒ-like EＲ ki-
nase，PEＲK) 、p-PEＲK、真核翻译启动因子 2α ( eu-
karyotic translation initiation factor 2α，eIF2α ) 、p-
eIF2α、活化转录因子 4 ( activating transcription factor
4，ATF4) 、CCAAT /增强子结合蛋白( C /EBP-homol-
ogous protein，CHOP) 、Tribbles 同源蛋白 3 ( Tribbles
homolog 3，TＲIB3) 、肌醇需求激酶 1 ( inositol-requi-
ring enzyme 1，IＲE1 ) 、p-IＲE1、剪接型 X-盒结合蛋
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白 1 ( spliced X-box binding protein1-S，XBP1-S) 、活

化 转 录 因 子 6 ( activating transcription factor 6，

ATF6) 抗体 购 自 美 国 CST 公 司; TＲIzol 购 自 美 国

Thermo 公司; 逆转录试剂盒和 PCＲ 扩增试剂盒购自

日本 TaKaＲa 公 司; GＲP78、PEＲK、eIF2α、ATF4、
CHOP、TＲIB3、IＲE1、XBP1-S、XBP1-U、ATF6 引物购

自生 工 生 物 工 程 ( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司; ＲFP
( Ｒ3501) 、DMSO 购于美国 Sigma 公司; 谷丙转氨酶

( alanine aminotransferase，ALT) 、谷草转氨酶( aspar-
tate aminotransferase，AST ) 、碱 性 磷 酸 酶 ( alkaline
phosphatase，AKP) 、总胆红素( total bilirubin，TBIL)

测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 人间接

胆红素( indirect bilirubin，IBIL) ELISA 试剂盒购于

上海易利生物科技有限公司; 青霉素 /链霉素、BCA
蛋白测定试剂盒、GAPDH 抗体、二抗、CCK-8 试剂盒

购自上海碧云天公司; PE Annexin V 凋亡检测试剂

盒购自上海贝博生物公司; 细胞培养板购于美国

TrueLine 公司; 酶标仪购自美国 PE 公司( Enspire) ;

流式细胞仪购于美国贝克曼公司( CytoFLEX) 。
1． 2 细胞分组及其培养 HepG2 细胞购自中国科

学院上海分院细胞库; 利用慢病毒转染技术构建

MANF 敲低稳转细胞株( MANF Y25) 及其对照细胞

株( MANF Y07) ，实验分成 4 组: MANF Y07 + DMSO
组、MANF Y07 + ＲFP 组、MANF Y25 + DMSO 组、
MANF Y25 + ＲFP 组。用含 10% 胎牛血清、1% 青霉

素 /链霉素的 DMEM 高糖培养基培 养。在 含 5%
CO2、37 ℃的培养箱中培养，每天半量换液，取对数

生长期的细胞用于实验。细胞转染时采用不含血清

及双抗的 DMEM 高糖培养基培养。
1． 3 慢病毒构建及转染 将生长至对数生长期的

目的细胞胰酶消化后，以每孔 5 × 104 个细胞的密度

均匀铺在 12 孔板上，当细胞生长至汇合度 30% ～
40%时感染慢病毒，同时将培养基更换成不含血清

和双抗的 DMEM 高糖培养基，培养 8 ～ 12 h 后，更换

成含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基培养，48 ～
72 h 后用嘌呤霉素筛选阳性克隆细胞 2 周左右。
1． 4 Western blot 检测蛋白表达水平 将生长至

对数生长期的 MANF Y07、MANF Y25 细胞胰酶消

化后，以每孔 2. 0 × 105 个细胞的密度均匀接种在 6
孔板上，当细胞生长至汇合度达到 70% ～ 80% 时，

加入 100 μmol /L ＲFP 诱导 24 h，然后收集各组细

胞。用蛋白提取试剂盒提取蛋白，用 BCA 蛋白测定

试剂盒进行蛋白定量，上样后于 SDS-PAGE 凝胶上

进行电泳、分离，再转入 PVDF 膜上转膜，5% 脱脂奶

粉 TBST 溶 液 室 温 封 闭 1 h，再 分 别 加 入 GAPDH
( 1 ∶ 5 000 ) 、MANF、GＲP78、p-PEＲK、PEＲK、p-
eIF2α、eIF2α、ATF4、CHOP、TＲIB3、p-IＲE1、IＲE1、
XBP1-S、XBP1-U、ATF6 抗体( 1 ∶ 1 000 ) ，4 ℃ 孵育

过夜。次日 PVDF 膜恢复室温后用 TBST 洗膜 5 次，

每次 8 min，分别加入二抗( 1 ∶ 5 000 ) ，于室温下孵

育 1 h，再次用 TBST 洗膜 5 次，每次 8 min，最后加

ECL 显影液显影。GAPDH 作为内参，采用 Image J
软件分析结果。蛋白表达水平以与内参比值的平均

灰度表示。
1． 5 实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测 MANF
及 UPＲ 相关基因表达水平 收集 100 μmol /L ＲFP
处理后的各组细胞，用 TＲIzol 提取各组细胞中的总

ＲNA。根据逆转录试剂盒的操作说明将 ＲNA 逆转

录成 cDNA，逆转录条件: 37 ℃，15 min ( 逆转录反

应) ，85 ℃，5 s( 逆转录酶失活) ，4 ℃，然后用 PCＲ
扩增试剂盒扩增 PCＲ。扩增条件: 变性 95 ℃ 5 s，退

火 60 ℃ 30 s，延伸 60 ℃ 30 s，共 40 个循环。读取

每个反应的 Ct 值，以 2 － ΔΔCt 表示基因相对表达量。
所用 qＲT-PCＲ 引物序列见表 1。

表 1 qＲT-PCＲ 引物序列

引物名称 引物序列( 5'-3')
MANF F: TCACATTCTCACCAGCCACT

Ｒ: CAGGTCGATCTGCTTGTCATAC
GＲP78 F: GCACAGACGGGTCATTCCAC

Ｒ: TCCTATGTCGCCTTCACTCC
IＲE1 F: CCAGCACCAGCAGTTCCAGAAG

Ｒ: CCGTCCTGAGCCGTGTCTCC
XBP1-S F: GGCCTTGTAGTTGAGAACCAGGAG

Ｒ: GCCACTGGCCTCACTTCATTCC
XBP1-U F: TCCGCAGCACTCAGACTACGTG

Ｒ: CTCCAGGCTGGCAGGCTCTG
PEＲK F: GCCCACTTTCACCTTCAGAG

Ｒ: CTGGTTCTTTGGTTGCTTGG
eIF2α F: ACTGCACTCCTTCGACCTCCTG

Ｒ: AAGTAGTGTAAGGCTGCCACGTTG
ATF4 F: GTCCTGTCCTCCACTCCAGA

Ｒ: GGGTGTCTTCCTCCTTTATGC
CHOP F: TCTTCCTCCTCTTCCTCCTG

Ｒ: CACTCTTGACCCTGCTTCTC
TＲIB3 F: CGTGCTCTTCCGCCAGATG

Ｒ: CTCCAGCACCAGCTTCTTCCT
ATF6 F: GAGGCACAGGACACATCAGATGG

Ｒ: GCTGACAAGGAGGTGGAGGAATG
GAPDH F: CCACTCCTCCACCTTTG

Ｒ: CACCACCCTGTTGCTGT

1． 6 Annexin V-PE /7-AAD 双染法检测细胞凋亡

率 将生长至对数生长期的 MANF Y07、MANF Y25
细胞胰酶消化后，以每孔 2. 0 × 105 个细胞的密度均

匀接种在 6 孔板上，当细胞生长至汇合度达到 70%
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～ 80%时，加入 100 μmol /L ＲFP 诱导 24 h，然后收

集各组细胞。预冷的 PBS 洗涤细胞 2 次，结合缓冲

液重悬细胞，再加入 5 μl Annexin V-PE 和 7-AAD
避光孵育 15 min，最后加入 200 μl 结合缓冲液，1 h
内流式细胞仪检测。
1． 7 CCK-8 法检测细胞增殖 取对数生长期的

MANF Y07、MANF Y25 细 胞 胰 酶 消 化 后，以 每 孔

2. 5 × 103 个细胞的密度均匀接种在 96 孔板上，边

缘孔用无菌 PBS 填充。当细胞生长至汇合度达到

70% ～80%时，加入 100 μmol /L ＲFP 诱导 24 h 后，

每个孔中分别加入 10 μl CCK-8 溶液和 90 μl 的纯

DMEM 培养液，轻轻敲击培养板，使两者充分混匀，

于 37 ℃培养箱中避光孵育 1 ～ 4 h。使用酶标仪测

定 450 nm 波长处的吸光度( optical density，OD) 值。
1． 8 细胞培养上清液中细胞损伤标志物相对含量

检测 收集各组细胞培养上清液( 约 2 ml) ，以3 000
r /min 离心 10 min。立即测定上清液或储存在 － 80
℃冰箱以备用，注意避免反复冻融以及含有 ＲFP 的

样本注 意 避 光 保 存。分 别 根 据 ALT、AST、AKP、
TBIL、IBIL 检测试剂盒的操作说明，设定标准孔、样

品孔、对照孔和空白孔，将各组样品与试剂盒里的试

剂按照要求加到标准孔、样品孔、对照孔和空白孔

中，轻轻敲击 96 孔板，使之充分混匀，于 37 ℃ 培养

箱中避光孵育一定时间，最后根据各自所要求的波

长，用酶标仪测定各组细胞培养上清液所对应的吸

光度，根据计算公式或者标准曲线得出各组细胞损

伤标志物( ALT、AST、AKP、TBIL、IBIL) 的相对含量。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行统计

分析，实验数据均以 珋x ± s 表示。多组间比较采用单

因素方差分析。各组实验重复 3 次以上。P ＜ 0. 05
认为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MANF 在 HepG2 稳转细胞株中的表达及敲

低 MANF 对 GＲP78 表达的影响 MANF 基因敲低

效率通过 Western blot 和 qＲT-PCＲ 检测。与对照细

胞株( MANF Y07 ) 相比，在 MANF 敲低稳转细胞株

( MANF Y25) 中，MANF 蛋白表达减少了约 40% ( F
= 18. 44，P ＜ 0. 05) ，MANF 基因表达减少了约 90%

( F = 1 067. 41，P ＜ 0. 01) ，见 图1，表 明MANF敲 低

图 1 MANF 在 HepG2 稳转细胞株中的表达

A: 各组 MANF 蛋白表达水平; B: MANF 的扩增曲线; C: 各组 MANF 基因表达水平; 1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF Y07 + ＲFP 组; 3:

MANF Y25 + DMSO 组; 4: MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF Y07 + DMSO 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 MANF Y07 + ＲFP 组比较: △△ P ＜
0. 01
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图 2 敲低 MANF 对 GＲP78 表达的影响

A: 各组 GＲP78 蛋白表达水平; B: GＲP78 的扩增曲线; C: 各组 GＲP78 基因表达水平; 1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF Y07 + ＲFP 组; 3:

MANF Y25 + DMSO 组; 4: MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF Y07 + DMSO 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 MANF Y25 + ＲFP 组比较: ##P ＜ 0. 01;

与 MANF Y07 + ＲFP 组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

稳转细胞株构建成功。100 μmol /L ＲFP 给药 24 h
后可增加 MANF 的蛋白及基因表达( P ＜ 0. 01) 。本

研究首先观察了 ＲFP 处理的 HepG2 细胞中 GＲP78
蛋白及基因表达的变化。Western blot 和 qＲT-PCＲ
分析均表明，ＲFP 处理可上调 GＲP78 蛋白及基因的

表达( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，见图 2。MANF 敲低前后

对比 发 现，敲 低 后 GＲP78 蛋 白 ( F = 15. 12，P ＜
0. 05) 及基因( F = 359. 32，P ＜ 0. 01 ) 表达水平进一

步升 高，表 明 ＲFP 可 以 激 活 GＲP78，而 在 敲 低

MANF 后这种激活效应进一步加强。
2． 2 MANF 敲低对 HepG2 细胞 UPＲ 3 条信号通

路的影响

2． 2． 1 MANF 敲低对 HepG2 细胞 PEＲK – ATF4
– CHOP 信号通路的影响 用 ＲFP 处理 HepG2 细

胞 24 h 后，结果如图 3 所示，在 MANF 敲低前，ＲFP
可以诱导 p-eIF2α / eIF2α、ATF4 的蛋白表达 ( P ＜
0. 01) 以 及 PEＲK ( P ＜ 0. 05 ) 、eIF2α ( P ＜ 0. 01 ) 、
ATF4( P ＜ 0. 01 ) 、CHOP ( P ＜ 0. 05 ) 、TＲIB3 ( P ＜
0. 01) 基因表达，MANF 基因敲低后发现 p-PEＲK /

PEＲK( F = 349. 3，P ＜ 0. 01 ) 、p-eIF2α / eIF2α ( F =
626. 0，P ＜ 0. 01 ) 、ATF4 ( F = 87. 38，P ＜ 0. 01 ) 的蛋

白表 达 水 平 进 一 步 升 高，同 时 发 现 PEＲK ( F =
121. 50，P ＜ 0. 01 ) 、eIF2α ( F = 49. 02，P ＜ 0. 01 ) 、
ATF4( F = 48. 96，P ＜ 0. 01 ) 、CHOP( F = 92. 99，P ＜
0. 01) 、TＲIB3 ( F = 35. 14，P ＜ 0. 01 ) 的基因表达水

平也进一步升高。说明 ＲFP 可以激活 PEＲK-ATF4-
CHOP 信号通路，在敲低 MANF 后这种激活效应进

一步加强。
2． 2． 2 MANF 敲低对 HepG2 细胞 IＲE1-XBP1 信号

通路的影响 如图 4 所示，MANF 敲低前后对比发

现，MANF 敲低后 ＲFP 诱导 IＲE1 ( F = 56. 04，P ＜
0. 01) 、XBP1-S /XBP1-U ( F = 40. 38，P ＜ 0. 01 ) 基因

表达水平升高，表明 ＲFP 可以激活 IＲE1-XBP1 信号

通路，在敲低 MANF 后这种激活效应进一步加强。
2． 2． 3 MANF 敲低后对 ATF6 信号通路的影响

如图 5 所示，在 MANF 敲低前，ＲFP 诱导 ATF6 蛋白

的表达，MANF 基因敲低后发现 ATF6 的蛋白( F =
3 64. 7，P ＜ 0. 01) 和基因( F = 29. 90，P ＜ 0. 01) 表达
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图 3 MANF 敲低对 HepG2

细胞 PEＲK-ATF4-CHOP

信号通路的影响

A － E: 各组 PEＲK、eIF2α、ATF4、

CHOP、TＲIB3 蛋白和基因表达水平;

1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF

Y07 + ＲFP 组; 3: MANF Y25 + DMSO

组; 4: MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF

Y07 + DMSO 组 比 较: * P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0. 01; 与 MANF Y25 + ＲFP 组

比较: ## P ＜ 0. 01; 与 MANF Y07 +

ＲFP 组比较: △△P ＜ 0. 01

水平均进一步升高。说明 ＲFP 可以激活 ATF6 信号

通路，在敲低 MANF 后这种激活效应进一步加强。
2． 3 MANF 敲低后对 HepG2 细胞损伤的影响

Annexin V-PE /7-AAD 双 染 法 结 果 显 示: 与 MANF
Y07 + ＲFP 组( 11. 64 ± 0. 99 ) % 比较，MANF Y25 +
ＲFP 组 ( 16. 48 ± 1. 14 ) % 细 胞 凋 亡 率 升 高 ( F =
35. 80，P ＜ 0. 01 ) ，见图 6A; CCK-8 检测结果显示:

MANF Y25 + ＲFP 组 ( 1. 96 ± 0. 08 ) 细胞 OD 值较

MANF Y07 + ＲFP 组( 2. 29 ± 0. 04) 降低( F = 56. 59，

P ＜ 0. 01) ，见图 6B; 细胞培养上清液结果显示: 与

MANF Y07 + ＲFP 组 ［( 12. 87 ± 0. 85 ) 、( 4. 27 ±
0. 17) 、( 2. 08 ± 0. 02 ) 、( 11. 53 ± 0. 64 ) 、( 2. 77 ±
0. 53) U /L］比较，MANF Y25 + ＲFP 组 ［( 29. 81 ±
0. 85) 、( 6. 58 ± 0. 93 ) 、( 2. 43 ± 0. 05 ) 、( 15. 49 ±
0. 59) 、( 5. 97 ± 0. 53) U /L］细胞培养上清液中的细

胞损伤标志物 ALT( F = 27. 97，P ＜ 0. 01) 、AST( F =
14. 41，P ＜ 0. 05) 、AKP ( F = 46. 17，P ＜ 0. 01 ) 、TBIL
( F = 378. 58，P ＜ 0. 01) 、IBIL( F = 32. 71，P ＜ 0. 01 )

均升高，见 图 6C-6G。表 明 MANF 敲 低 后 加 重 了

ＲFP 诱导的 HepG2 细胞损伤。
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图 4 MANF 敲低对 HepG2 细胞 IＲE1-XBP1 信号通路的影响

A、B: 各组 IＲE1、XBP1-S、XBP1-U 蛋白和基因表达水平; 1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF Y07 + ＲFP 组; 3: MANF Y25 + DMSO 组; 4:

MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF Y07 + DMSO 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 MANF Y25 + ＲFP 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与 MANF Y07 + ＲFP 组比

较: △△P ＜ 0. 01

图 5 MANF 敲低后对 ATF6 蛋白和基因表达的影响

1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF Y07 + ＲFP 组; 3: MANF Y25 + DMSO 组; 4: MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF Y07 + DMSO 组比较: ＊＊P ＜

0. 01; 与 MANF Y25 + ＲFP 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01: 与 MANF Y07 + ＲFP 组比较: △△P ＜ 0. 01

3 讨论

当机体在毒性药物、感染、低氧、氧应激等条件

诱导下，内质网中未折叠或错误折叠的蛋白质聚集

导 致 内 质 网 应 激 ( endoplasmic reticulum stress，
EＲS) 。EＲS 可以触发适应性保护机制 － UPＲ，旨在

清除未折叠或错误折叠的蛋白质来恢复内质网平

衡。内质网伴侣蛋白 GＲP78，是内质网稳态的主要

调节因子，对于 EＲS 的启动非常重要［5］。在非应激

条件下，GＲP78 与跨膜应激传感器 PEＲK、IＲE1 和

ATF6 结合; 在应激条件下，错误折叠的蛋白质与这

些传感器竞争与 GＲP78 结合，释放 PEＲK、IＲE1 和

ATF6 应激传感器以激活 UPＲ［6］。随着 EＲS 时间的

延长，PEＲK 多 聚 化 并 激 活 eIF2α 磷 酸 化，促 进

ATF4 的翻译，从而激活包括 CHOP 和 TＲIB3 在内

的特异性 UPＲ 靶基因的转录诱导细胞凋亡［7 － 8］。

持续应激下，IＲE1 可以通过激活 c-jun 氨基末端激

酶( JNK) 通路和招募凋亡信号调节激酶( ASK1 ) 来

触发细胞凋亡［9］。ATF6 是 UPＲ 的关键调节因子，

既可以通过诱导 CHOP 的表达，驱动细胞凋亡机制;

也可以通过调节 EＲS 期间的蛋白质折叠能力促进

细胞存活［10 － 11］。本研究结果提示 ＲFP 可以激活

GＲP78 以及 PEＲK-ATF4-CHOP、IＲE1-XBP1、ATF6 3
条 UPＲ 信号通路，并且 MANF 敲低后，上述激活效

应进一步加强，同时细胞损伤加重。这说明 MANF
可能通过调节 UPＲ，恢复内质网稳态，来发挥细胞

保护作用。有文献［12］ 报道 MANF 可以通过抑 制

EＲS 的凋亡信号通路来介导细胞保护作用，本研究

结果与之一致。
MANF 是 EＲS 最敏感的基因［13］，具有独特的三

维结构，N 端 saposin 样结构域和 C 端 SAP ( SAF-
A /B，Acinus and PIAS，SAP ) 结 构 域 ，MANF的C末
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图 6 MANF 敲低后对 HepG2 细胞损伤的影响

A: MANF 敲低后对 HepG2 细胞凋亡的影响; B: MANF 敲低后对 HepG2 细胞增殖的影响; C － G: MANF 敲低后各组细胞培养上清液中细胞

损伤标志物 ALT、AST、AKP、TBIL、IBIL 的变化; H: 各组 HepG2 细胞凋亡的流式图; 1: MANF Y07 + DMSO 组; 2: MANF Y07 + ＲFP 组; 3: MANF

Y25 + DMSO 组; 4: MANF Y25 + ＲFP 组; 与 MANF Y07 + DMSO 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 MANF Y25 + ＲFP 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与

MANF Y07 + ＲFP 组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

端与 Ku70 的 SAP 结构域同源，Ku70 是促凋亡 Bax
蛋白的抑制剂，发挥抗细胞凋亡的作用，因此推测

MANF 的 SAP 结构域与其抗凋亡作用有关［14］。遇

到炎症和 EＲS 时，MANF 通过 C 端 SAP 结构域与核

因子-κB( NF-κB) p65 亚基的 DNA 结合结构域相互

作用而负调控 NF-κB 通路，从而起到抑制炎症反应

的作用。本次体外研究显示: ＲFP 可以诱导 MANF
的蛋白及基因表达; 敲低 MANF 后，HepG2 细胞凋

亡率升高，细胞增殖能力降低。此研究结果可以证

明 EＲS 增加了 MANF 的表达和分泌以及 MANF 在

ＲFP 诱导 HepG2 细胞损伤中发挥细胞保护作用，这

可能和 MANF 有抗细胞凋亡与抑制炎症反应作用
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有关。Yang et al［15］研究发现: MANF 基因缺失激活

了 ATF4 /CHOP 和 JNK /c-JUN /CHOP 信号通路，并

且加重了肝缺血再灌注诱导的肝损伤，本研究得出

的结论与之基本一致。
ALT、AST、AKP、TBIL、IBIL 是临床上反映肝功

能状态的重要指标，细胞培养上清液中 ALT、AST、
AKP、TBIL、IBIL 的含量与细胞损伤程度密切相关。
本研究观察到 ＲFP 可以诱导细胞培养上清液中细

胞损伤标志物 ALT、AST、AKP、TBIL、IBIL 水平升

高，并且 MANF 敲低后这些指标进一步升高，间接

说明敲低 MANF 加重了 ＲFP 对 HepG2 细胞的损伤。
与敲低 MANF 升高了 HepG2 细胞凋亡率及降低了

细胞增殖能力这些结果相结合，可以进一步说明

MANF 有细胞保护作用。
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The effects and mechanism of knockdown MANF on rifampicin
induced HepG2 cell injury

Dai Qiong，Zhang Weiping，Chen Gang，et al
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects and mechanism of knockdown mesencephalic astrocyte-derived
neurotrophic factor ( MANF) on rifampicin( ＲFP) induced HepG2 cell injury． Methods A MANF-knockdown sta-
ble cell line ( MANF Y25) and a control cell line ( MANF Y07) were constructed by lentivirus transfection． After
HepG2 cells were treated with 100 μmol /L ＲFP for 24 h，the experiment was divided into MANF Y07 + DMSO
group，MANF Y07 + ＲFP group，MANF Y25 + DMSO group and MANF Y25 + ＲFP group． Western blot and qＲT-
PCＲ were used to detect the protein and gene expression levels of MANF and unfolded protein response( UPＲ) -re-
lated genes such as glucose-regulated protein 78 ( GＲP78) ，protein kinase Ｒ-like EＲ kinase ( PEＲK) ，eukaryotic
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translation initiation factor 2α ( eIF2α ) ，activating transcription factor 4 ( ATF4 ) ，C /EBP-homologous protein
( CHOP) ，tribbles homolog 3 ( TＲIB3 ) ，inositol-requiring enzyme 1 ( IＲE1 ) ，spliced X-box binding protein1-S
( XBP1-S) ，non-spliced X-box binding protein 1-U ( XBP1-U) and activating transcription factor 6 ( ATF6) ; An-
nexin V-PE /7-AAD double staining was used to detect the apoptosis rate of cells in each group; The changes in the
cell proliferation ability were determined by the cell counting kit-8 assay; The relative contents of alanine amin-
otransferase ( ALT) ，aspartate aminotransferase ( AST) ，alkaline phosphatase ( AKP) ，total bilirubin ( TBIL) and
indirect bilirubin( IBIL) in the supernatant of cell culture were detected by kits． Ｒesults At the protein level，
ＲFP induced the protein expression of MANF，GＲP78，p-eIF2α，ATF4 and ATF6; at the gene level，ＲFP in-
duced the gene expression of MANF and UPＲ-related genes GＲP78，PEＲK，eIF2α，ATF4，CHOP and TＲIB3 in
HepG2 cells． After MANF knockdown，the protein expression levels of GＲP78，p-PEＲK，p-eIF2α，ATF4，ATF6
and the genes expression levels of UPＲ-related genes mentioned above were further up-regulated ( P ＜ 0. 05) ． Mo-
reover，it was also found that after MANF knockdown，the rate of apoptosis increased ( P ＜ 0. 01) ，the cell prolif-
eration ability decreased ( P ＜ 0. 01) ，and the levels of cell injury markers ALT，AST，AKP，TBIL and IBIL in the
supernatant of cell culture increased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ＲFP activates the UPＲ，which is further enhanced
by MANF knockdown，and cell injury is aggravated，indicating that MANF may play a protective role in ＲFP-in-
duced HepG2 cell injury by regulating the UPＲ．
Key words mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor; rifampicin; endoplasmic reticulum stress; cell
injury; mechanism
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芹菜素对人牙髓间充质细胞增殖和成骨分化的影响
汪芹芹1，徐 燕1，胡韶光1，刘珂珂1，桂双英2

摘要 目的 探讨芹菜素对人牙髓间充质细胞( hDPSCs) 增

殖与成骨分化的影响。方法 CCK-8 法检测不同浓度芹菜

素对 hDPSCs 增殖的影响; 碱性磷酸酶活性检测及碱性磷酸

酶染色( ALP) 和茜素红染色观察芹菜素对 hDPSCs 矿化能力

的影响; Ｒeal-time PCＲ 检测芹菜素影响下 hDPSCs 成骨向分

化相关基因表达情况。构建兔颅骨缺损模型( 4 个直径 8
mm 圆形缺损) ，分四组: 空白组、骨粉组、普通培养的 hDP-
SCs 复合骨粉组、含 5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复合骨

粉组。术后 4、8 周取标本行 Micro-CT 测量骨体积分数。结

果 CCK-8 检测显示 5 μmol /L 芹菜素对 hDPSCs 增殖影响

最优; 茜素红染色结果显示 5 μmol /L 芹菜素组钙结节的数

量明显增多，碱性磷酸酶活性显著提高( P ＜ 0. 001) ; PCＲ 结
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果显示 5 μmol /L 芹菜素组 ＲUNX2 和 OCN 表达上调。Mi-
cro-CT 显示在 4、8 周含 5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复

合骨粉组的新骨形成较普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组多，

空白组与骨粉组成骨效果不明显。结论 芹菜素能促进

hDPSCs 的增殖和成骨分化，为临床治疗牙周骨缺损提供新

思路。
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牙周炎是导致牙周组织缺损的重要因素之一，

随着再生医学和牙周组织工程的发展，以自体来源

的种子细胞复合生物材料植入牙周病损部位，修复

牙周缺损受到越来越多学者的关注［1 － 2］。但是，如

何获取大量种子细胞仍是一个难题。芹菜素( 4'，5，

7，-三羟基黄酮) 是一种黄酮类化合物，无毒且无致

突变性，还有抗炎、抗氧化、抗病毒活性及抗肿瘤等

药理作用［3］。许周媚 等［4］证实了芹菜素可显著促

进 MC3T3-E1 细胞成骨分化和矿化。人牙髓间充质
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