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摘要: 为探讨丙烯腈(acrylonitrileꎬACN)诱导的大鼠肝脏氧化损伤对内质网应激(endoplasmic reticulum stressꎬERS)信号通路的

影响ꎬ我们将 50 只 SPF 级成年雄性 SD 大鼠按体重随机分为 5 组ꎬ每组 10 只ꎮ 各组分别以 12.5、25.0、50.0 mgkg￣1 ACN 灌胃

染毒ꎬN￣乙酰半胱氨酸(N￣acetylcysteineꎬNAC)干预组先用 300.0 mgkg￣1 NAC 灌胃 30 min 后再灌 50.0 mgkg￣1 ACNꎬ对照组以

0.5 mL(100 g)￣1的玉米油灌胃ꎬ1 次天￣1ꎬ6 天周￣1ꎬ共计 13 周ꎮ 染毒结束后ꎬ检测肝脏组织氧化还原酶活力及丙二醛(malon￣
dialdehydeꎬMDA)含量ꎬGRP78、CHOP 及 caspase￣12 mRNA 及蛋白表达水平ꎮ 结果显示:低、中 ACN 组大鼠肝脏 GSH 含量显

著低于对照组(P<0.05)ꎻ低 ACN 组大鼠肝脏 GSH￣Px 活力、SOD 活力及 MDA 含量均显著高于对照组(P<0.05)ꎻ中、高 ACN 组

� 大鼠肝脏 CAT 活力明显低于对照组(P<0.05)ꎮ NAC 干预后可逆转 ACN 诱导的大鼠肝脏 GSH 含量、MDA 含量及 SOD 活力的

变化ꎮ RT￣PCR 结果显示ꎬ高 ACN 组大鼠肝脏 GRP78、CHOP、caspase￣12 mRNA 表达水平与对照组比较均升高(P<0.05)ꎮ NAC
干预后ꎬCHOP、caspase￣12 mRNA 表达水平与高 ACN 组比较均降低(P<0.05)ꎮ Western Blot 结果显示ꎬ高 ACN 组大鼠肝脏

� GRP78、CHOP、caspase￣12 蛋白表达水平与对照组比较均升高(P<0.05)ꎬNAC 干预后可逆转以上作用ꎮ 结果表明ꎬACN 慢性染

� 毒对大鼠肝脏的氧化损伤可激活 ERS 信号通路ꎬNAC 可减轻氧化损伤的程度而阻断 ERS 信号通路ꎬ这可能是 ACN 产生肝脏

毒性的机制之一ꎮ
关键词: 丙烯腈ꎻ肝ꎻ氧化损伤ꎻ内质网应激
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: In order to study the effects of acrylonitrile (ACN)￣induced oxidative damage on endoplasmic reticulum
stress (ERS) signaling pathways in rat liver, 50 healthy adult male SD rats were randomly divided into 5 groups, 10
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rats in each group, according to the body weight. The rats’ groups were treated with 0, 12.5, 25, 50.0 mgkg￣1

ACN via gavage, respectively. NAC group were treated by intragastric administration of 300.0 mgkg￣1 NAC after
30 min of reperfusion 50.0 mgkg￣1 ACN, 1 time per day, 6 days per week for 13 weeks. The levels of GSH and
MDA, the activity of SOD, GSH￣Px, CAT in liver tissue were measured by spectrophotometry method. The mRNA
and protein expressing levels of ERS￣related GRP78, CHOP and caspase￣12 were detected by RT￣PCR and West￣
ern Blot. The results showed that the levels of GSH in low and middle ACN group were significantly decreased
compared to control group. The activity of GSH￣Px and SOD, the levels of MDA in low dose group was signifi￣
cantly increased compared to control group. CAT activity in middle and high dose groups were significantly de￣
creased in comparison with the control group. Compared with high ACN group, GSH levels was significantly in￣
creased in NAC intervention group, and also MDA levels and SOD activity were significantly decreased. GRP78,
CHOP and caspase￣12 in high ACN group showed significant higher mRNA levels than that in the control group.
The expression of CHOP and caspase￣12 mRNA in NAC group were significantly lower than that in high ACN
group. Western Blot showed that the expression levels of GRP78, CHOP and caspase￣12 protein in high ACN
group were significantly higher than that in control group. The expression levels of GRP78, CHOP, and caspase￣12
protein in NAC group were lower than that in high ACN group. Our study indicated that exposure to ACN could
induce oxidative damage on rats’ liver, and then activate ERS signaling pathway. NAC could reduce the degree of
oxidative damage and antagonize the ERS signaling pathway. Further study is needed to find the mechanism of this
oxidative damage inducted by ACN on ERS signaling pathway.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: acrylonitrile; liver; oxidative damage; endoplasmic reticulum stress

　 　 丙烯腈(acrylonitrileꎬACN)是石化工业中合成腈

纶纤维等高分子材料的重要中间单体[1]ꎬ属于高毒

类有机氰化物ꎮ Abo￣Salem 等[2]用 50 mgkg￣1 ACN
对雄性 Wistar 大鼠染毒后ꎬ发现血清 AST、ALT、直
接胆红素、总胆红素升高ꎬ肝汇管区炎症、组织混乱ꎬ
肝细胞毗邻的汇管区出现气球样变ꎬ淋巴细胞浸润

及脂肪滴ꎬGuang 等[3] 对大鼠 ACN 灌胃染毒后ꎬ发
现大鼠肝脏组织 MDA 含量升高ꎬCAT 活性降低ꎬ
GSH 含量降低ꎻ金娜[4]对小鼠的研究也得到相似的

结果ꎬ提示 ACN 可通过扰乱机体的氧化平衡状态ꎬ
诱导实验动物肝组织损伤ꎮ 彗星实验发现 ACN 染

毒剂量与肝细胞 DNA 拖尾率存在剂量￣反应关系ꎬ
提示 ACN 可造成肝细胞 DNA 损伤[5]ꎮ

氧化应激是指因抗氧化机制受损引发的自由基

和活性氧与蛋白、脂质及核酸等体内高分子反应ꎬ致
使后者的结构功能出现损害的状态[6]ꎮ 内质网应激

(endoplasmic reticulum stressꎬERS)是指当外界毒物

或刺激引起内质网(endoplasmic reticulumꎬER)的内

环境发生改变ꎬ导致 ER 内未折叠蛋白或错误折叠

蛋白堆积ꎬER 为了应对其内环境的改变而发生的应

激反应ꎮ 最近几年的相关研究发现ꎬ大多数物质引

起的肝脏损伤与氧化应激有关[7￣8]ꎬ而氧化应激的产

物 ROSꎬ可通过氧化内质网膜ꎬ影响内质网膜上

Ca2+离子泵的功能ꎬ引起细胞内 Ca2+平衡紊乱ꎬ诱发

ERS 和细胞凋亡[9]ꎬ故氧化应激是 ERS 的敏感因

子ꎮ 体外实验研究发现 ERS 诱导剂毒胡萝卜素

(thapsigarginꎬTG)及布雷菲尔德菌素 A (blefeldans
AꎬBFA)诱导的海马神经元细胞凋亡与细胞内 ROS
的积累有关ꎬ且芹菜素(apigeninꎬAP)、N￣乙酰半胱氨

酸(N￣acetylcysteineꎬNAC)、GSH 等抗氧化剂可明显

通过抑制 ROS 的产生而降低 TG 及 BFA 引起的

ERSꎬ提示 TG 及 BFA 诱导海马神经元细胞 ERS 是

通过 ROS 的积累产生氧化应激所致ꎬAP 可通过抗

氧化的作用抑制 ERS 引起的细胞凋亡和 ERS 相关

蛋白的表达[10]ꎬ认为氧化应激可诱导 ERS 的产生ꎮ
当发生 ERS 时ꎬ细胞可依赖相应的信号转导调节机

制来应对 ERS 以保证细胞的正常功能ꎮ 但当应激

反应过强ꎬ机体无法完成损伤修复时ꎬ则启动相应的

凋亡通路诱导细胞凋亡的发生ꎮ NAC 是 L￣半胱氨

酸的乙酰化合物ꎬ可通过干扰自由基的生成和清除

已生成自由基来发挥抗氧化作用ꎬ增加机体应对氧

化应激的能力ꎮ
近年来的研究发现ꎬ许多肝脏疾病的发病机制

与 ERS 诱导的细胞凋亡相关[11]ꎬ而关于 ACN 引起

的肝损伤是否与 ERS 有关ꎬ目前尚未见报道ꎮ 故本

文以 ACN 对 SD 大鼠慢性染毒ꎬ同时设定 N￣乙酰半
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胱氨酸(NAC)干预组ꎬ探讨 ACN 慢性染毒引起大鼠

肝脏氧化损伤对 ERS 信号通路的影响ꎬ为 ACN 肝

脏毒性机制深入研究提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 实验动物及分组

SPF 级成年健康雄性 SD 大鼠 50 只ꎬ体重 250 ~
300 gꎬ由甘肃中医药大学医学实验动物中心提供

(动物合格证号:SCXK(甘)2011￣0001)ꎬ适应性饲养 1
周后ꎬ按照体重随机分为 5 组ꎬ每组 10 只ꎬ以 12.5、
25.0、50.0 mgkg￣1 ACN[12] 灌胃染毒ꎬNAC 组先用

300.0 mgkg￣1 NAC 灌胃 30 min 后再灌 50.0 mg
kg￣1 ACN[13]ꎬ以玉米油(0.5 mL(100 g)￣1)作为阴性对

照组ꎬ1 次每天、6 天每周ꎬ共计 13 周ꎮ 大鼠染毒期

间实验室温度(22±1)℃ꎬ湿度 50% ꎬ昼夜交替各 12
hꎬ自由饮水ꎬ普通饲料喂养ꎮ
１.２　 试剂

丙烯腈(分析纯ꎬ纯度>99% )购于天津四通化工

厂ꎬNAC 购买于美国 Amresco 公司ꎬGSH、GSH￣Px、
MDA、SOD、CAT 试剂盒购于南京建成生物工程研

究所ꎬBCA 蛋白定量试剂盒购于上海碧云天生物有

限公司ꎬGRP78 一抗(兔抗大鼠)、CHOP 一抗(小鼠抗

大鼠)、caspase￣12 一抗(兔抗大鼠)购于美国 SAB 公

司ꎬGAPDH 一抗(兔抗大鼠)购于美国 Abcam 公司ꎬ
β￣tubulin 一抗(兔抗大鼠)、HRP 标记的山羊抗兔二

抗、HPR 标记的山羊抗小鼠二抗购于 Elabscience 公

司ꎬ引物由上海生物工程有限公司设计合成ꎮ
１.３　 氧化还原相关酶的测定

染毒结束后ꎬ处死大鼠ꎮ 每组随机选取 6 只大

鼠ꎬ称取 100 ~ 200 mg 肝脏组织按重量(g):匀浆介质

(mL) =1:9 的比例充分研磨ꎬ低温离心(4 ℃ꎬ2 500 r
min￣1ꎬ10 min)后分装上清ꎬ按照试剂盒操作说明的

步骤完成氧化还原酶指标的测定ꎮ
１.４　 RT￣PCR 检测步骤

实验开始前将所需实验器材高压灭菌ꎬ采用 Tr￣
izol 法提取肝脏总 RNAꎬ0.1% DEPC 水溶解 RNA
后测定 RNA 浓度并定量至 500 ngμL￣1备用ꎮ 根据

20 μL RNA 反转录反应体系 (Total RNA 10 μLꎬ
RNase Free dH2 O 6 μLꎬ5 × PrimeScript RT Master
Mix Perfect Real Time 4 μL)条件ꎬ42 ℃反转录反应

60 min 后 70 ℃ 加热 5 min 终止反应ꎬ完成肝脏

RNA 反转录为 cDNAꎮ 采用实时荧光定量 PCR 检

测肝脏组织 GRP78、PERK、CHOP、caspase￣12、β￣ac￣
tin mRNA 表达水平(引物序列见表 1)ꎬPCR 反应体

系为 20 μLꎬ反应条件为 95 ℃预变性 2 minꎬ95 ℃变

性 10 sꎬ55 ℃退火 15 sꎬ40 个循环ꎮ 最后采用 Pfaffl
法分析 mRNA 的相对表达量[14]ꎮ
１.５　 Western Blot 检测步骤

提取肝脏组织蛋白进行定量与变性制备蛋白样

品ꎬ进行 SDS￣PAGE 凝胶电泳ꎬ电泳结束后将目的

蛋白转移至 PVDF 膜上ꎬ4 ℃、200 mA 转膜 75 min
后 220 mA 转膜 75 minꎮ 在 TBST 配制的 5% 脱脂

奶粉中封闭 3 hꎬ 4 ℃ 水平摇床过夜孵育一抗

(GRP78、CHOP、 caspase￣12、GAPDH、 β￣tubulin① 蛋

白一抗用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 稀释ꎬ稀释比例

分别为 1:500、1:1000、1:500、1:2000、1:1000)ꎬTBST
漂洗 5 次ꎬ每次 5 minꎬ室温水平摇床孵育二抗 2 h
后(山羊抗兔单克隆二抗稀释比例为 1:2000ꎬ山羊抗

小鼠单克隆二抗稀释比例为 1:4000ꎬ二抗均用 5%
TBST 稀释)ꎬ取出目的蛋白条带ꎬTBST 漂洗 5 次ꎬ
每次 5 minꎮ 将目的蛋白的 PVDF 膜放置在凝胶成

像曝光仪中滴加 ECL 发光液曝光ꎬ保存目的蛋白条

带ꎬ采用 Image J 图像分析软件进行蛋白条带灰度

值分析ꎬ目的蛋白相对表达量的计算公式为:

目的蛋白相对表达量=
目的蛋白条带灰度值
内参蛋白条带灰度值

１.６　 统计分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析ꎬ数据均采

用 x—±s 表示ꎬ组间各指标比较均采用单因素方差分

� 析ꎬ检验水准 α=0.05ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 ACN 染毒及 NAC 干预对大鼠肝脏抗氧化能

力及脂质过氧化的影响

单因素方差分析结果显示ꎬ低、中 ACN 组大鼠

肝脏 GSH 含量与对照组比较均降低 (P <0.05)ꎻ低
� ACN 组大鼠肝脏 GSH￣Px 活力与对照组比较升高

(P < 0.05)ꎮ 低、高 ACN 组大鼠肝脏 SOD 活力及

� MDA 含量与对照组比较均升高 (P<0.05)ꎮ 中、高
� ACN 组大鼠肝脏 CAT 活力与对照组比较均降低

(P<0.05)ꎮ NAC 干预后可逆转 ACN 诱导的大鼠

� 肝脏 GSH 含量、MDA 含量及 SOD 活力的改变ꎮ
结果见表 2ꎮ

① 由于实验中目的蛋白分子量与内参蛋白分

子量接近ꎬ选择一个内参蛋白无法区分ꎬ所以实验选

择 ＧＡＰＤＨ、β￣ｔｕｂｕｌｉｎ ２ 个内参蛋白ꎮ
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２.２　 ACN 染毒及 NAC 干预对大鼠肝脏 ERS 相关

基因表达水平的影响

RT￣PCR 结果显示ꎬ高 ACN 组大鼠肝脏 GRP78、
CHOP、caspase￣12 mRNA 表达水平与对照组比较均

升高(P<0.05)ꎻ低、中 ACN 组大鼠肝脏 GRP78、CHOP
� mRNA 表达水平与对照组比较均升高(P<0.05)ꎮ NAC
� 干预后ꎬ大鼠肝脏 CHOP、caspase￣12 mRNA 表达水平

与高 ACN 组比较均降低(P<0.05)ꎮ 结果见表 3ꎮ

表 １　 引物序列

Table 1　 Primer sequence

基因名称

Gene name

引物序列

Primer sequence

GRP78
Forward 5' ￣CGC GCT CGA TAC TGG CTG TGA CTA￣3'

Reverse 5' ￣TTC ATC TTG CCG GCG CTG TG￣3'

CHOP
Forward 5' ￣CCT GTC CTC AGA TGA AAT TGG￣3'

Reverse 5' ￣ACC ACT CTG TTT CCG TTT CCT￣3'

caspase￣12
Forward 5' ￣AAA GGG ATA GCC ACT GCT GAT￣3'

Reverse 5' ￣GAG AGC CAC TCT TGC CTA CCT￣3'

β￣actin
Forward 5' ￣AAC CCT AAG GCC AAC CGT GAA AAG￣3'

Reverse 5' ￣CGA CCA GAG GCA TAC AGG GAC AAC￣3'

表 ２　 丙烯腈(ＡＣＮ)染毒及 Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)干预对大鼠肝脏抗氧化能力及脂质过氧化的影响(x—±sꎬn =6)

Table 2　 Effects of acrylonitrile (ACN) on oxidative damage and lipid peroxidation and the intervention
in effects of N￣acetylcysteine (NAC) in rats liver (x—±sꎬn =6)

组别

Groups

GSH

/(μmolg￣1 prot)

GSH￣Px

/(Umg￣1 prot)

SOD

/(Umg￣1 prot)

CAT

/(Umg￣1 prot)

MDA

/(nmolmg￣1 prot)

对照组(Control) 44.13±1.83 422.38±24.13 688.13±20.43 43.01±2.86 0.37±0.01

低 ACN 组(12.5 mgkg￣1 ACN) 36.02±4.24* 510.69±45.99* 888.76±18.39* 39.24±0.50 0.56±0.08*

中 ACN 组(25.0 mgkg￣1 ACN) 34.13±5.79* 439.51±32.93 699.89±81.81 31.46±2.90* 0.42±0.08

高 ACN 组(50.0 mgkg￣1 ACN) 38.81±6.57 376.28±88.00 842.86±77.51* 30.09±7.30* 0.54±0.02*

NAC 组(300 mgkg￣1 NAC+50 mgkg￣1 ACN) 53.08±5.27# 412.27±41.16 654.19±58.12# 32.09±2.80 0.39±0.07#

F 6.932 4.553 13.605 9.724 5.460

P 0.006 0.011 0.000 0.000 0.014

注:与对照组比较ꎬ* P<0.05ꎬ与高 ACN 组比较ꎬ# P<0.05ꎮ
Note: compared with control,* P<0.05; compared with high ACN group, # P<0.05.

表 ３　 ＡＣＮ 染毒及 ＮＡＣ 干预对大鼠肝脏内质网应激(ＥＲＳ)相关基因表达水平的影响(x—±sꎬn =6)

Table 3　 Effect of ACN on expression of endoplasmic teticulum stress (ERS) related genes and the
intervention in effects of NAC in rats liver (x—±sꎬn =6)

组别(Groups) GRP78 CHOP caspase￣12

对照组(Control) 0.77±0.13 0.83±0.11 0.63±0.17

低 ACN 组(12.5 mgkg￣1 ACN) 1.07±0.19* 1.15±0.19* 0.72±0.21

中 ACN 组(25.0 mgkg￣1 ACN) 1.06±0.07* 1.12±0.15* 1.00±0.42

高 ACN 组(50.0 mgkg￣1 ACN) 1.13±0.25* 1.10±0.12* 1.22±0.19*

NAC 组(300 mgkg￣1 NAC＋50 mgkg￣1 ACN) 0.88±0.14 0.88±0.05# 0.78±0.07#

F 3.925 6.413 3 731

P 0.016 0.002 0.027

注:与对照组比较ꎬ* P<0.05ꎬ与高 ACN 组比较ꎬ# P<0.05ꎮ
Note: compared with control,* P<0.05; compared with high ACN group, # P<0.05.
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２.３　 ACN 染毒及 NAC 干预对大鼠肝脏 ERS 相关

蛋白表达水平的影响

Western Blot 结果显示ꎬ高 ACN 组大鼠肝脏

GRP78、CHOP、caspase￣12 蛋白表达水平与对照组

比较均升高ꎮ NAC 干预后ꎬ 大鼠肝脏 GRP78、
CHOP、caspase￣12 蛋白表达水平与高 ACN 染毒组

比较均降低ꎮ 结果见表 4ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
机体内由于细胞呼吸和能量代谢时刻发生着有

氧氧化ꎬ在细胞中产生活性氧(ROS)分子ꎬ如O￣
2和

OH等自由基ꎬ当细胞受到内外环境的刺激后ꎬ氧自

由基及其代谢产物在体内聚集导致氧化应激[15]ꎬ从
而破坏了机体的氧化与抗氧化系统之间的平衡ꎮ
GSH 是非酶自由基清除剂[16]ꎬ可与体内产生的各种

自由基缀合ꎬ维持体内氧化和抗氧化之间的平衡ꎬ本
研究中低、中 ACN 染毒组大鼠肝脏 GSH 含量降低ꎬ
可能是因为 ACN 与 GSH 缀合导致 GSH 的消耗ꎮ
高 ACN 染毒组 GSH 和对照组比较降低但差异无统

计学意义ꎬ这可能是过高的 ACN 对 GSH 的消耗ꎬ机
体会代偿性增加 GSHꎮ SOD 是生物体内重要的抗

氧化酶ꎬO￣
2可在 SOD 的催化作用下通过歧化反应

被转化为 H2 O2和 O2ꎬH2 O2通过 CAT、GSH 被转化

为 H2O 和 O2
[17]ꎬ于是有毒的O￣

2在 SOD 和 CAT 的

作用下生成了无毒的 H2 O 和 O2ꎬ清除了机体自由

基ꎬ将体内自由基控制在无害水平ꎬ对维持细胞内氧

化还原状况非常重要ꎮ 中、高 ACN 染毒组大鼠肝

脏 CAT 水平降低ꎬ降低了机体抗氧化能力ꎬ低 ACN
组大鼠肝脏 GSH￣Px 水平升高ꎬ低、高 ACN 组大鼠

肝脏 SOD 水平升高ꎬ这可能是因为 ACN 染毒后在

其代谢过程中产生了过多的自由基ꎬ机体为了维持

其本身的氧化￣抗氧化之间的平衡状态ꎬ代偿性增高

GSH￣Px 及 SOD 活力以及时清除机体多余的自由

基ꎬ避免损伤加重ꎮ MDA 是生物体内产生的自由

基作用于脂质后发生过氧化反应的终产物ꎬ是反映

机体脂质过氧化损伤最具代表性的指标[18]ꎮ 其含量

多少反映了机体细胞受自由基攻击程度的水平ꎬ染
毒后ꎬ低、高 ACN 组大鼠肝脏 MDA 含量与对照组

比较升高ꎬ提示 ACN 染毒后通过改变组织脂质过

氧化水平及抗氧化能力可引起机体的氧化损伤ꎮ
NAC 作为一种常用的抗氧化剂ꎬ可及时清除机体产

生的活性氧ꎬNAC 干预后增强了机体抵抗氧化损伤

的能力ꎬ减轻脂质过氧化水平ꎬ对 ACN 诱导的肝脏

氧化损伤发挥明显的保护作用ꎬ进一步验证了 ACN

图 １　 ＡＣＮ 染毒及 ＮＡＣ 干预对大鼠肝脏内质网应激相关蛋白表达水平的影响的免疫印记图

Fig. 1　 Western Blot analysis on effect of ACN on expression of ERS related proteins and the intervention
in effects of NAC in rats liver

表 ４　 ＡＣＮ 染毒及 ＮＡＣ 干预对大鼠肝脏 ＥＲＳ 相关蛋白表达水平的影响(x—±sꎬn =6)

Table 4　 Effect of ACN on expression of ERS related proteins and the intervention in
effects of NAC in rats liver (x—±s, n =6)

分组(Groups) GRP78 CHOP caspase￣12

对照组(Control) 0.47±0.08 0.76±0.06 0.75±0.08

高 ACN 组(50.0 mgkg￣1 ACN) 0.93±0.13* 1.05±0.10* 1.07±0.13*

NAC 组(300 mgkg￣1 NAC＋50 mgkg￣1 ACN) 0.60±0.20# 0.77±0.12# 0.86±0.16#

F 16.146 20.221 10.179

P 0.000 0.000 0.002

注:与对照组比较ꎬ* P<0.05ꎬ与高 ACN 组比较ꎬ# P<0.05ꎮ
Note: compared with control,* P<0.05; compared with high ACN group, # P<0.05.
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诱导的大鼠肝脏损伤是由氧化应激引起ꎮ
内质网是机体内蛋白质合成、折叠及运输场所ꎬ

也是细胞内 Ca2+储存的主要场所[19]ꎮ 在紫外线、缺
氧、营养物质缺乏、病毒、氧化应激、毒性物质等各类

理化因素存在的情况下可损伤内质网的功能从而诱

发 ERS[20]ꎮ 正常状态下ꎬ内质网中存在的分子伴侣

葡 萄 糖 调 节 蛋 白 78 ( glucose￣regulated proteinꎬ
GRP78)与内质网膜上的双链 RNA 样内质网激酶

(double￣stranded RNA like endoplasmic reticulum ki￣
naseꎬPERK)、活化转录因子 6(activating transcription
factor￣6ꎬATF6)和肌醇需要酶 1(inositol￣requiring en￣
zyme￣1ꎬIRE1)3 种跨膜蛋白相互结合而没有活性ꎬ
当 ERS 发生时ꎬ大量的未折叠蛋白或错误折叠蛋白

将会在内质网腔内聚集而扰乱内质网的正常功能ꎬ
此时 GRP78 将与 3 种跨膜蛋白发生解离ꎬ转而去结

合堆积的未折叠或错误折叠蛋白ꎬ起到协助蛋白折

叠的功能ꎬ降低 ERSꎬ因此 GRP78 已被广泛认为是

ERS 发生的标志性分子[21]ꎮ 同时ꎬ与 GRP78 解离的

3 种感受蛋白被暴露激活ꎬ通过 PERK、ATF6、IRE1
这 3 种途径启动 ERSꎮ ERS 作为细胞自我保护机

制ꎬ正常情况下参与机体应对外在刺激的多重信号

传导及基因网络调控ꎬ具有保护细胞维持其免受损伤

的作用ꎬ但当 ERS 过度时ꎬ可通过多种方式导致细胞

信号错误[22]ꎬ反而激活 ERS 相关的凋亡蛋白 CHOP
及 caspase￣12 等ꎬ导致细胞凋亡[23]ꎮ CHOP 是一种

ERS 特异性转录因子[24]ꎬ也是 ERS 介导细胞由抗凋

亡向促凋亡转化的重要信号分子[25]ꎮ ERS 过强时ꎬ可
通过 IRE￣1、PERK 和 ATF6 的活化促进 CHOP 的大

量表达ꎬ进而抑制抗凋亡蛋白 Bcl￣2 蛋白的表达ꎬ使细

胞对 ERS 的敏感性增加ꎬ促进凋亡[26]ꎻcaspase￣12 是

一类鼠源性的内质网膜结合蛋白ꎬ正常情况下ꎬ
caspase￣12 以无活性的酶原形式(procaspase￣12)存在ꎬ
当活化之后转变为有活性的 caspase￣12ꎬ可介导细胞

凋亡过程ꎬ其机制是活化后的 caspase￣12 进一步激活

ERS 分子 caspase￣9ꎬ活化后的 caspase￣9 有效切割和

活化下游的 caspase￣3ꎬ最终引起细胞凋亡ꎬ因此

caspase￣12 被认为是 ERS 介导凋亡路径的重要标志

物[27]ꎮ ERS 发生后ꎬGRP78 与复合物分离ꎬ转而去结

合堆积在内质网腔内的未折叠蛋白ꎬ从而使 caspase￣
12 暴露活化ꎬ启动细胞凋亡途径[28]ꎮ 本研究中ꎬACN
染毒后上调肝脏 GRP78 mRNA 及蛋白表达水平启动

ERSꎬ再通过上调 CHOP、caspase￣12 mRNA 及蛋白表

达水平启动了 ERS 相关凋亡通路ꎬ认为 ACN 引起的

大鼠肝脏氧化损伤可能是诱导肝脏 ERS 发生的原因

之一ꎮ NAC 干预后ꎬ可明显下调肝脏 GRP78、CHOP、
caspase￣12 mRNA 及蛋白表达水平而阻止 ERS 的发

生ꎬ进一步说明 ACN 引起的大鼠肝脏氧化损伤是引

起 ERS 发生的原因之一ꎮ
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