
∶ H7( EHEC O157 ∶ H7) with λＲed recombination system． Methods Kanamycin-resistant gene with two FＲT sites
and homologous regions which were cloned from EHEC O157 ∶ H7 by PCＲ were inserted into plasmid pUC19 to
construct a recombinant vector． z4832 was deleted with the recombination function of plasmid pKD46． The kanamy-
cin-resistant gene was deleted with the recombination function of plasmid pCP20． The gene deletion mutant was ob-
tained and identified by PCＲ and sequencing． Then the growth curve was determined and the change of survival rate
were checked in LB or M9 medium containing ofloxacin． Ｒesults The acetyltransferase gene z4832 defective mu-
tantof EHEC O157 ∶ H7 was successfully constructed． The growth curve of the mutant had no significant difference
with that of wild strain． The viability of deletion mutant increased in the culture with LB medium( P ＜ 0. 05) but re-
duced with M9 medium( P ＜ 0． 05) ． Conclusion The construction of z4832 defective mutant would be helpful for
study of the effect of z4832 on antibiotic tolerance and the mechanism by which acetyltransferase works．
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自噬在内质网应激诱导的肝星状细胞凋亡中的作用研究
汪应红1，王 欢1，左龙泉1，王亚飞2，黄 涛2，范宇哲2，李凡杰2，王旭东2，黄 艳1

摘要 目的 研究内质网应激诱导 HSC 凋亡的过程中自噬

的发生与否及其作用，为肝纤维化的逆转提供新的思路。方

法 采用血小板衍生生长因子( PDGF-BB) 诱导大鼠肝星状

细胞系 HSC-T6 活化模型，在此基础上，给予 EＲS 诱导剂毒

胡萝卜素( TG) 刺激 24 h，Western blot 法检测自噬相关蛋白

LC3B 的表达，MDC 染色法观察自噬小体的生成，观察 TG 对

HSC 自噬的影响，进一步采用 3-MA 阻断自噬，流式细胞术

检测各组细胞凋亡率，观察自噬在内质网应激诱导的肝星状

细胞凋亡中的作用。结果 TG 可以诱导 HSC 凋亡，伴随着

自噬的发生，用 3-MA 阻断自噬可以增强 TG 诱导的 HSC 凋

亡。结论 内质网应激诱导 HSC 凋亡的过程伴发自噬，阻

断自噬可以增强内质网应激诱导的 HSC 凋亡。
关键词 内质网应激; 自噬; 肝星状细胞; 肝纤维化; 凋亡
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肝纤维化是肝脏对各种慢性损伤的修复反应，

是受到各种致病因子的侵袭所致的慢性炎症性疾
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病，本 质 是 Collagen I 等 细 胞 外 基 质 ( extracellular
matrix，ECM) 相关主要成分的大量累积［1］。研究［2］

表明静止的肝星状细胞( hepatic stellate cell，HSC)

活化增殖、大量过度分泌 ECM 是导致肝纤维化发生

的主要原因。因此，促进活化的 HSC 发生凋亡是一

种有效的肝纤维化防治方法。内质网应激 ( endo-
plasmic reticulum stress，EＲS) 是内质网功能紊乱导

致的内质网未折叠和错误折叠蛋白的累积、细胞内

钙离子平衡失调［3 － 4］。内质网应激所诱导的细胞凋

亡是最近几年才被了解的一种新的凋亡途径，与经

典的线粒体和死亡受体介导的细胞凋亡明显不同。
目前已知由 EＲS 激活凋亡的路径有三条: ① 通过

PEＲK /eIF2α 路径激活 CHOP 基因的转录，下调抗

凋亡基 因 Bcl-2 的 表 达，促 进 细 胞 凋 亡; ② 通 过

IＲE1 激活 JNK 信号通路下调抗凋亡基因 Bcl-2 的

表达，激活线粒体凋亡级联反应、上调促凋亡基因

Bim;③ EＲS 特有的 Caspase-12 的激活，进一步激活

凋亡启动因子 Caspase-9 及凋亡执行因子 Caspase-
3［5］。EＲS 通过减少未折叠或错误折叠蛋白沉积，

激活促凋亡信号通路，被证实与许多疾病密切关

联［6］，前期研究［7］显示 EＲS 能够抑制活化的 HSC
分泌 α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth muscle actin，α-
SMA) 和 I 型胶原( Collagen Ⅰ，Col-Ⅰ) ，促进活化的

HSC 凋亡。自噬是一个细胞吞噬自身细胞质蛋白

或细胞器，使其进入囊泡，并与溶酶体融合后形成自

噬溶酶体的过程，通过自噬溶酶体降解其所包裹的
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内容物，从而实现细胞自身的代谢需求和某些细胞

器的更新［8］。自噬是广泛存在于真核细胞内的一

种自我保护机制，在调节细胞幸存、死亡的过程中扮

演着重要的角色。然而自噬相关基因如 ATG5、Bec-
lin1 等过度上调亦能引起细胞死亡［9］。内质网应激

可以诱导自噬［10 － 11］，该研究旨在探讨内质网应激诱

导 HSC 凋亡的过程中自噬的发生与否及其作用，为

肝纤维化的恢复、逆转提供新的研究方向。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 HSC-T6 细胞株购自中国科学院上

海细胞库，为永生化大鼠 HSC。
1． 2 主要材料与试剂 DMEM 培养液( 南京凯基

生物科技发展有限公司) ; 胎牛血清( 杭州四季青生

物工程材料有限公司) ; 重组小鼠血小板衍生生长

因子( PDGF-BB) ( 英国 PEPＲOTECH 公司) ; 毒胡萝

卜素( thapsigargin，TG) 、3-methyl adenine ( 3-MA) 、
MDC 染料、DMSO( 美国 Sigma 公司) ; 细胞组织裂解

液 ＲIPA、蛋白酶抑制剂 PMSF ( 上海碧云天公司) ;

山羊抗兔、山羊抗小鼠二抗 ( 北京中杉金桥生物技

术有限公司) 、α-SMA、Col-I、GＲP78、CHOP 、β-actin
一抗( 北京博奥森生物技术有限公司) ; LC3B 一抗

( 武汉伊莱特公司) ; Caspase-12 一抗 ( 美国 CST 公

司) ; Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒( 中国 BestBio
公司) 。
1． 3 主要仪器 NAPCO-6100 型细胞培养箱( 美国

SHELLAB 公司) ; SW-CJ-IF 型超净工作台 ( 江苏苏

净集团苏州安泰空气技术有限公司) ; Western blot
设备 ( 美国 Biorad 公司) ; Sigma3-16K 高速离心机

( 美国 Sigma 公司) ; 荧光倒置显微镜( 日本 Olympus
公司) ; FA2004 型电子天平 ( 上海精天天平厂) ; 4
℃、－ 20 ℃低温冰箱 ( 日本三洋公司) ; GSG2000Ⅱ
型凝胶成像系统( 珠海黑马公司) ; 流式细胞仪( 美

国贝克曼公司) 。
1． 4 方法

1． 4． 1 HSC-T6 细胞培养和传代 HSC-T6 细胞使

用含有 10%四季青胎牛血清及 100 IU /ml 青霉素和

100 mg /L 链霉素的低糖培养基( 1 000 mg /L) ，置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。当细胞生长融合达

到约 80%时，用 0. 25% 胰蛋白酶消化传代，或接种

于培养瓶、6 孔板。
1． 4． 2 Western blot 法检测 HSC 中 GＲP78、CHOP、
Caspase-12、LC3B、α-SMA 和 Col-I 蛋白表达 课题

组前期研究［6］选出最适 PDGF 浓度 ( 20 ng /ml) 和

TG 浓度( 1 μmol /L) 、3-MA 浓度( 5 mmol /L) 和作用

时间( 24 h) ，分为对照组、PDGF 组、PDGF + TG 组、
PDGF + TG +3-MA 组，同时给药刺激 24 h 后，收集

细胞蛋白检测 GＲP78、CHOP、Caspase-12、LC3B、α-
SMA 和 Col-I 的表达; 具体步骤如下: 收集各组细

胞，加蛋白裂解液( ＲIPA ∶ PMSF = 100 ∶ 1 配成) ，冰

上摇晃裂解，每隔 10 min 晃动下培养瓶或 6 孔板，

使裂解液充分铺满，裂解 30 min。吸取裂解液于

1. 5 ml EP 管中，4 ℃、12 000 r /min 离心 30 min，取

上清液。用定量仪对蛋白样品定量，调整各组蛋白

浓度一致，后加入 5 × SDS 蛋白上样缓冲液，100 ℃
加热 10 min 使蛋白变性。胶配好后，每孔上样 20
μl 总蛋白，进行 SDS － PAGE 电泳，采用湿转法将胶

上蛋白转至 PVDF 膜上，膜置于室温下用 5% 脱脂

奶粉( TBST 新鲜配制) 封闭 3 h，后用 TBST 清洗 3
遍，每遍 15 min，用待检测蛋白的一抗孵育，放于 4
℃冰箱过夜。次日，膜用 TBST 清洗后，用与一抗种

属相匹配的的二抗室温孵育 1 h，TBST 清洗 3 遍，每

遍 15 min，ECL 发光试剂盒显影，以 β-actin 为内参，

Image J 软件分析条带的灰度值。
1． 4． 3 MDC 染色法检测 HSC-T6 细胞自噬水平

细胞分组及处理同 1. 4. 2，染色前接种于含盖玻片

的 6 孔板内。处理时间完成后，弃培养基，用 1 ×
PBS 缓冲液轻轻洗涤细胞 3 遍，每遍 5 min，再往每

孔分别加入 1 ml 1 × PBS 缓冲液及 1 μl 配置好的

100 mmol /L MDC 储存液，形成 100 μmol /L 的 MDC
工作液，锡箔纸包裹 6 孔板，置于培养箱中避光孵育

30 min。最后吸干含 MDC 的 PBS 溶液，用干净的 1
× PBS 缓冲液洗涤细胞 2 遍，每遍 5 mim，然后将盖

玻片置于荧光显微镜下进行自噬小体的观察。
1． 4． 4 流式细胞术检测细胞凋亡率 细胞分组及

处理同 1. 4. 2，消化收集各组细胞，以 2 000 r /min 的

转速离心 5 min，弃去培养基，用冷的 PBS 溶液洗涤

细胞 2 次，用 400 μl 1 × Binding Buffer 悬浮 HSC-T6
细胞，浓度大致为 1 × 106 个 /ml，在细胞悬浮液中加

入 5 μl Annexin V-FITC，轻柔混匀后于 2 ～ 8 ℃条件

下避光孵育 15 min，后加入 10 μl PI 后轻轻混匀于 2
～ 8 ℃条件下避光孵育 5 min，处理完成后在 1 h 内

用流式细胞仪检测。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，组间均数比较采用方差分析。所

有检验为双侧检验。

2 结果

2． 1 TG 对 PDGF 活化的 HSC 内内质网应激相关
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蛋白表达的影响 Western blot 结果见图 1，GＲP78、
CHOP、c-Caspase-12 蛋白的表达 4 组总体比较差异

均有 统 计 学 意 义 ( F = 129. 483，P ＜ 0. 001; F =
95. 739，P ＜ 0. 001; F = 120. 624，P ＜ 0. 001 ) 。TG
能增 加 PDGF 活 化 的 HSC 内 GＲP78、CHOP、c-
Caspase-12 的表达，促进 HSC 凋亡，与 PDGF 组比较

差异具有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与 PDGF + TG 组

比较，3-MA 能减少 GＲP78 的表达，增强内质网应激

相关凋亡蛋白 CHOP、c-Caspase-12 的表达，差异具

有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。

图 1 Western blot 法检测 EＲS 相关蛋白的表达

A: 对照组; B: PDGF 组; C: PDGF + TG 组; D: PDGF + TG + 3-MA

组; 与 PDGF 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 PDGF + TG 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 2 HSC 自噬相关蛋白表达的变化 Western blot
结果见图 2，LC3B 的表达 4 组总体比较差异均有统

计学意义( F = 10. 148，P = 0. 004) 。TG 能显著增强

HSC 自噬的强度，与 PDGF 组比较，LC3BⅡ的表达

明显增多，差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 而 3-
MA 能阻断自噬，与 PDGF + TG 组比较，相应的蛋白

LC3BⅡ表 达 降 低，差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。
2． 3 α-SMA 和 Col-Ⅰ蛋白表达的变化 Western
blot 结果见图 3，α-SMA 和 Col-Ⅰ蛋白的表达 4 组总

体比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( F = 44. 889，P ＜
0. 001; F = 30. 223，P ＜ 0. 001) 。PDGF 能明显活化

HSC，PDGF 组 α-SMA 和 Col-Ⅰ蛋白的表达较对照

组增多，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; TG 能显

著降 低 HSC 内 α-SMA 和 Col-Ⅰ蛋 白 的 表 达，与

PDGF 组比较差异具有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; 而 3-

MA 能进一步抑制 α-SMA 和 Col-Ⅰ蛋白的表达，与

PDG + TGF 组比较差异具有统计学意义( P ＜0. 01) 。

图 2 Western blot 法检测自噬相关蛋白的表达

A: 对照组; B: PDGF 组; C: PDGF + TG 组; D: PDGF + TG + 3-MA

组; 与 PDGF 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 PDGF + TG 组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 Western blot 法检测 α-SMA 和 Col-Ⅰ的表达

A: 对照组; B: PDGF 组; C: PDGF + TG 组; D: PDGF + TG + 3-MA

组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 PDGF 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 PDGF

+ TG 组比较: △△P ＜ 0. 01

2． 4 MDC 染色观察 HSC 自噬小体的生成 MDC
染色结果见图 4，对照组和 PDGF 组荧光强度较弱，

表明自噬程度较低，而 PDGF + TG 组较 PDGF 组荧
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光强度较高且在细胞质可见明显聚集的荧光颗粒，

在加 3-MA 阻断自噬后，PDGF + TG + 3-MA 组荧光

强度减弱。以上结果提示: TG 可诱发 HSC 自噬，而

3-MA 能阻断 TG 诱发的 HSC 自噬。

图 4 荧光显微镜观察 MDC 染色后 HSC 中自噬泡分布情况 × 400

A: 对照组; B: PDGF 组; C: PDGF + TG 组; D: PDGF + TG + 3-

MA 组

2． 5 流式细胞术检测各组细胞凋亡率 流式细胞

术检测各组细胞的凋亡率见图 5，4 组凋亡率总体比

较差异均有统计学意义( F = 234. 251，P ＜ 0. 001 ) 。
对照组和 PDGF 组凋亡率较低，PDGF + TG 组凋亡

率较 PDGF 组明显升高，与 PDGF 组比较差异具有

统计学意义( P ＜ 0. 01) ，而 PDGF + TG + 3-MA 组凋

亡率较 PDGF + TG 组进一步升高，差异具有统计学

意义( P ＜ 0. 01) ，结果表明 TG 可以促进 HSC 凋亡，

而 3-MA 可增强 TG 诱导的 HSC 凋亡。

3 讨论

TG 是 Ca2 + -ATP 酶选择性抑制剂，通过激活内

质网 Ca2 + 通道促进 Ca2 + 进入细胞质，使细胞质内

Ca2 + 浓度持续升高而诱导 EＲS，TG 是一种诱导内质

网应激的特异性经典 工 具 药［12］。课 题 组 前 期 研

究［7］表明 TG 可以促进 HSC 凋亡，有利于肝纤维化

的逆转。本研究显示在 TG 诱导 HSC 凋亡的过程中

伴随着自噬的发生，可能通过 Ca2 + 激活钙调蛋白依

赖激酶-β，进而使 5'-磷酸腺苷激活蛋白激酶磷酸化

增多，从而抑制雷帕霉素靶蛋白的表达，最终导致自

噬上调［13］。具体机制有待于下一步实验证实。自

噬参与体内各种病理生理过程，对机体反应具有双

向调节作用［14］，就肝纤维化而言，自噬可以通过激

图 5 流式细胞术检测细胞凋亡率

A: 对照组; B: PDGF 组; C: PDGF + TG 组; D: PDGF + TG + 3-MA

组; 与 PDGF 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 PDGF + TG 组比较: ##P ＜ 0. 01

活肝星状细胞促进肝纤维化，通过保护肝细胞减少

细胞外基质的产生减轻肝纤维化，自噬可降解受损

的蛋白以及减少 DNA 的损伤等途径来保护细胞免

于发生凋亡［15］，本研究结果显示: 自噬对于在 EＲS
诱导的 HSC 凋亡过程中起着保护作用，自噬可以抑

制内质网应激诱导的 HSC 凋亡，EＲS 诱导的自噬可

减轻内质网膨胀，清除聚集过多的蛋白质，缓解内质

网遭受的强烈而持久的刺激，保护细胞，可以抑制毒

胡萝卜素或衣霉素引起的细胞死亡。3-MA 是自噬

的抑制剂，通过抑制Ⅲ型 PI3K，干扰自噬隔离膜的

形成，本研究结果表明，在内质网应激细胞模型基础

上用 3-MA 阻断自噬，内质网应激相关凋亡蛋 白

CHOP 和 Caspase-12 表达增多，HSC 活化增殖相关

蛋白 α-SMA、Col-Ⅰ表达减少，HSC 凋亡明显增强，

流式细胞术结果进一步证实了 3-MA 增强内质网应

激诱导的 HSC 凋亡。综上所述，本研究表明，自噬

可以抑制内质网应激诱导的 HSC 凋亡，在肝纤维化

恢复期，如果能通过阻断自噬而靶向诱导 HSC 凋
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亡，将能为抗肝纤维化提供新的靶点，为新药研发提

供新的思路。
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Ｒole of autophagy in hepatic stellate cell apoptosis
induced by endoplasmic reticulum stress

Wang Yinghong，Wang Huan，Zuo Longquan，et al
( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore whether autophagy occurs or not and its effect during endoplasmic rediculum
stress induced by TG，provides new train of thought for reversal of hepatic fibrosis． Methods Platelet-derived
growth factor ( PDGF-BB) was used to induce rat hepatic stellate cell ( HSC-T6) activation model，on this basis，
EＲS inducer poison carotene ( TG) was given to stimulate cells for 24 h． The autophagy related LC3B protein ex-
pression was detected by Western blot and the formation of autophagosome was detected by the MDC staining so as
to observe the effect of TG on HSC autophagy． The 3-MA was used to block autophagy，each cell apoptosis rate was
detected by flow cytometry，the role of autophagy in hepatic stellate cell apoptosis induced by endoplasmic reticu-
lum stress was observed． Ｒesults HSC apoptosis was induced by TG，accompanied by the occurrence of autoph-
agy，while 3-MA blocked autophagy and enhanced the HSC apoptosis induced by TG． Conclusion HSC apoptosis
can be induced by TG with the occurrence of autophagy． 3-MA can enhance the HSC apoptosis induced by endo-
plasmic reticulum stress．
Key words EＲS; autophagy; hepatic stellate cells; liver fibrosis; apoptosis
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