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摘要　 Ｗｉｌｓｏｎ 病是一种以肝损害为常见临床表现的常染色体隐性遗传铜代谢障碍性疾病，但铜蓄

积导致的肝细胞损害的具体分子机制尚不明确。 本研究拟采用硫酸铜模拟肝细胞铜负荷进行体外

实验，选用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法测试铜负荷肝细胞内蛋白激酶 Ｒ 样内质网激酶（ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃ｌｉｋｅ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ）及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白质的表达；并探究特异性 ｅＩＦ２α 磷酸化抑制剂

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞凋亡、胱天蛋白酶⁃３ 活性、Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＨＯＰ）ｍＲＮＡ 转录的影响。 选用流式细胞仪测试肝细胞凋亡率；比色法测试肝细胞内的

胱天蛋白酶⁃３ 活性；Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测肝细胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 转录水平。 本研究结果显示：
（１） 铜负荷显示出时间依赖性地增加肝细胞内 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白质表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 （２）相比较对照组，铜负荷培养肝细胞 ２４ ｈ 明显增加了肝细胞的凋亡率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），增强

了肝细胞内的胱天蛋白酶⁃３ 活性，促进肝细胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录，加入特异性 ｅＩＦ２α 磷酸化抑

制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 后可抑制上述过程。 （３）相比较对照组，铜负荷促进肝细胞 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白

质表达，加入特异性 ｅＩＦ２α 磷酸化抑制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 后，对铜负荷诱导的肝细胞 ＰＥＲＫ 蛋白质表达

无影响（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），但可显著抑制铜负荷诱导的肝细胞 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白质表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 本研究结

果提示，铜负荷可以诱发肝细胞内质网应激，铜负荷引起的肝细胞凋亡机制与激活内质网应激

ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α 信号通路密切相关， Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 具有干预该信号通路作用，能够抑制铜负荷后肝细胞

的凋亡。
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　 　 铜是一种重要的微量元素，且对细胞代谢不

可或缺。 一系列的细胞活动均需要铜的参与，包
括铜蓝蛋白合成，黑色素生成，细胞色素 Ｃ 氧化

等［１， ２］ 。 然而，过多的铜离子在体内的不断蓄积，
最终在体内对多种组织及多种器官的细胞都造成

损害。 目前，Ｗｉｌｓｏｎ 病被认为是由于 ＡＴＰ７Ｂ 基因

突变引起的一种常染色体隐性遗传性铜代谢障碍

性疾病，其特点是过多的铜在多种器官组织中的

蓄积，导致临床主要表现肝损害、神经精神症状、
角膜 Ｋ⁃Ｆ 环、肾组织病变、皮肤损害、骨代谢异常

等。 其中，以肝损害最为常见，是目前为数不多但

可干预并取得较好临床疗效的可治疗性遗传代谢

性疾病。 关于该病的基础研究已取得一定的进

展，ＡＴＰ７Ｂ 基因作为一种 Ｗｉｌｓｏｎ 病的致病基因已

经被克隆［３， ４］ 。 此基因的表达产物是 ＡＴＰ７Ｂ 蛋

白。 目前认为，此蛋白质是分布在肝细胞高尔基

体内质网处的负责铜转运的一种蛋白酶［５， ６］ 。
ＡＴＰ７Ｂ 蛋白具体准确定位仍然有一定争议，以及

它在肝和大脑的转运过量铜蓄积的功能机制尚未

完全阐明。
目前，尚无关于 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝细胞内质网应激导

致肝细胞凋亡的相关信号通路的研究报道。 但肝细

胞凋亡主要是通过外源性途径，即死亡受体途径、线
粒体途径、内质网应激途径这 ３ 种路径进行的；采用

免疫印迹法及免疫荧光显微镜研究 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者

肝细胞，发现过量铜蓄积引起肝细胞内质网应激及

肝细胞凋亡。 这些结果表明，内质网应激在 Ｗｉｌｓｏｎ
病肝细胞损害中发挥了关键性作用［７］。 而内质网

应激途径中最常见的细胞凋亡途径为 ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α
信号通路［８］。 为此推测，Ｗｉｌｓｏｎ 病患者的肝细胞凋

亡通过内质网应激 ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α 信号通路所介导。
本研究设计检测铜负荷对肝细胞内蛋白激酶 Ｒ 样

内质 网 激 酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ）蛋白及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白表达

的影响，并比较研究特异性 ｅＩＦ２α 磷酸化抑制剂对

铜负荷诱导的肝细胞的凋亡、肝细胞内胱天蛋白酶⁃
３ 的活性、 肝细胞内的 Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白 （ Ｃ ／ ＥＢＰ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＨＯＰ）ｍＲＮＡ 转录的影响，明确

铜负荷诱导的肝细胞凋亡是否通过内质网应激

ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α 信号通路所介导，并观察特异性的

ｅＩＦ２α 磷酸化的抑制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷肝细胞

凋亡的抑制作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞培养

选用高度分化的永久人肝细胞（ＯＵＭＳ２９） ［９］，
肝细胞培养在 １０％ 的胎牛血清与抗生素混合的杜

尔伯科改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ， ＤＭＥＭ）中，细胞保持在含 ５％ ＣＯ２ 及温度

在 ３７℃的培养箱中。

１９９
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１􀆰 ２　 材料

硫酸铜购自日本京都 Ｎａｃａｌａｉ Ｔｅｓｑｕｅ 公司。 硫

酸铜给药（３００ μｍｏｌ ／ Ｌ）０、１２、２４、４８ ｈ。 前期预实验

显示，硫酸铜给药 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 培养肝细胞 １２ ｈ，显
示有明显的肝细胞凋亡现象。 特异性的 ｅＩＦ２α 磷酸

化的抑制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 前期

预实验用不同浓度 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 预处理硫酸铜模拟铜

负荷肝细胞，观察发现 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 浓度在 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时可以明显抑制肝细胞的凋亡。
１􀆰 ３　 硫酸铜模拟铜负荷诱导肝细胞内 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃
ｅＩＦ２α蛋白表达

将培养肝细胞的 ９ 孔板细胞随机分为 ８ 组：
对照组，在不同时间阶段培养肝细胞（不加其他干

预手段，用 ＤＭＥＭ 培养肝细胞 ０、１２、２４、４８ ｈ）和硫

酸铜模拟铜负荷组，在不同时间段（在 ＤＭＥＭ 中加

用 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸铜，培养肝细胞 ０、１２、２４、４８
ｈ），选用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测肝细胞内 ＰＥＲＫ 蛋白

及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白的表达。 蛋白质电泳及转膜后，
５％ 脱脂奶粉封闭，加 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 一抗，β⁃肌
动蛋白为内参，４℃摇床培养过夜。 第 ２ ｄ，取缓冲

溶液并进行振摇和洗膜 ６ 次，每次 １５ ｍｉｎ。 鼠抗

兔二抗由封闭液按照 １∶ ２ ０００ 浓度进行相应稀释，
转膜蛋白质面侧向下，并在常温下孵育 １􀆰 ５ ｈ，然
后用 ＴＢＳＴ 振摇，并且进行洗膜 ６ 次，每次振摇洗

膜时间为 １５ ｍｉｎ。 选用辣根过氧化酶 ＨＲＰ⁃ＥＣＬ
发光法，选择图像分析软件 ＩＰＷＩＮ ７􀆰 ０，检测目标

蛋白质和 β⁃肌动蛋白的光密度，目标蛋白质与 β⁃
肌动蛋白的光密度的比值作为目标蛋白质半定量

的相对值，经过该软件分析系统进行相应的结果

数据分析。
１􀆰 ４ 　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞凋亡的

检测　
培养肝细胞分为 ４ 组： ① 对照组： 不加任何干

预因素，ＤＭＥＭ 培养液培养肝细胞 ２４ ｈ；② 铜负荷

组： 在培养肝细胞的 ＤＭＥＭ 培养液中，加入 ３００
μｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸铜模拟铜负荷组，培养肝细胞 ２４ ｈ；③
铜负荷 ＋ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 组： 在培养肝细胞的 ＤＭＥＭ 培

养液中加入 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 预处理肝细胞 １ ｈ
后，再加入 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸铜模拟铜负荷的肝细

胞， 在 ＤＭＥＭ 培 养 液 继 续 培 养 ２４ ｈ。 ④ 单 纯

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 组： 在培养肝细胞的 ＤＭＥＭ 培养液中，加
入 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 预处理肝细胞 １ ｈ 后，不加

其他干预因素继续培养 ２４ ｈ，用流式细胞仪检测肝

细胞的凋亡率。

１􀆰 ５　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷肝细胞胱天蛋白酶⁃３ 活

性的分析　
培养的肝细胞分为 ４ 组： ① 对照组；② 铜负荷

组； ③铜负荷 ＋ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 组；④单纯 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 组。
检测胱天蛋白酶⁃３ 活性的步骤，遵照胱天蛋白酶⁃３
活性测定试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）的说明书，按步骤

进行相应的操作，采用比色法测试肝细胞内的胱天

蛋白酶⁃３ 活性。
１􀆰 ６　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷肝细胞 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 表

达的检测　
培养的肝细胞同样分成 ４ 组。 应用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ

ＰＣＲ 方法检测肝细胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录水平。
按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒使用说明方法步

骤进行肝细胞总 ＲＮＡ 提取；按照赛诺菲公司逆转录

试剂盒的使用操作步骤将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，再
按照试剂盒提供的说明书操作规范步骤，检测

ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录水平。 ＰＥＲＫ 引物序列上游 ５′⁃
ＡＣＣＴＧＴＧＴＴＡＡＧＡＣＡＣＣ⁃３′， ５′⁃ＴＧＧＡＣＴＧＴＣＡＧＣＡ
ＴＣＧＡ⁃３′。
１􀆰 ７　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷肝细胞 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃ｅＩＦ２α
蛋白表达测定

１􀆰 ７􀆰 １　 肝细胞总蛋白质提取　 培养肝细胞同样分

为 ４ 组。 将每组肝细胞加入 ＲＩＰＡ 裂解液约 ０􀆰 ５ ｍＬ
至于冰上。 用超声匀浆器进行匀浆，以不产生泡沫

为准。 待裂解完成后，冰上放置 ０􀆰 ５ ｈ，再进行离心，
离心后取上清分别装于 ０􀆰 ２ ｍＬ 离心管中，放置于

－ ２０℃冰箱暂时保存备用。
１􀆰 ７􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测 ＰＥＲＫ 蛋白及 ｐ⁃ｅＩＦ２α
蛋白的表达　 按照 １􀆰 ３ 的方法及步骤进行，并用同

样的软件进行数据结果分析。
１􀆰 ８　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行相关数据的统计

分析。 同一份样本给予同步检测 ３ 次，然后取 ３ 次

的平均值。 连续型的变量资料选用“均数士标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）”进行统计学的描述。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计

学意义的差异，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示有显著统计学意义的

差异。

２　 结果

２􀆰 １　 硫酸铜呈时间依赖性地增加肝细胞 ＰＥＲＫ 及

ｐ⁃ｅＩＦ２α蛋白的表达

在 ＤＭＥＭ 中加用 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸铜，该培养

液培养肝细胞 ０、１２、２４、４８ ｈ。 结果显示，硫酸铜模

拟铜负荷后，肝细胞内 ＰＥＲＫ 及 ｐ⁃ｅＩＦ２α 在蛋白质

２９９
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水平表达的增加呈现时间依赖性趋势（ ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见 Ｆｉｇ． １。

Ｆｉｇ． １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃｕｐｒｉｃ ｓｕｌｆａｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ｅＩＦ２α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ 　 　 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｌｆａｔｅ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｏｒ ０， １２， ２４， ４８ ｈｏｕｒｓ．
（Ａ） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ｅＩＦ２α
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ； （ Ｂ） Ｇｒａｙ ｓｃａｌｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍａｇｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｈ ＰＥＲＫ ｇｒｏｕｐ． ＃ Ｐ ＜
０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｈ ｐ⁃ｅＩＦ２α ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞凋亡有明

显抑制作用

铜负荷显著增加肝细胞的凋亡，加入特异性的

抑制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 之后，肝细胞的凋亡率较铜负荷组

相比有显著性的下降，单纯使用 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 之后肝细

胞的凋亡率较对照组无明显变化。 见 Ｆｉｇ． ２。
２􀆰 ３　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞内胱天蛋

白酶⁃３ 活性有明显抑制作用

与对照组比较，铜负荷后可以显著增加肝细胞

内胱天蛋白酶⁃３ 的活性。 加入 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 后能显著

降低肝细胞内胱天蛋白酶⁃３ 的活性，单独给予

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 后肝细胞内胱天蛋白酶⁃３ 的活性无明显

变化。 见 Ｆｉｇ． ３。
２􀆰 ４　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞内 ＣＨＯＰ
ｍＲＮＡ 转录有明显抑制作用

与对照组相比较，铜负荷组可以显著增加肝细

胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录，Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 可以显著抑制

铜负荷后肝细胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录，单独给予

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ
ｏｖｅｒｌｏａｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ
Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｆ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｆｏｒ １ ｈｏｕｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ＋ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ２４ ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ． ∗∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｐｐｅｒ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｃｏｐｐｅｒ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　
Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｆ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ １ ｈｏｕｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ＋ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｉｖａｔｅ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ２４
ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；＃＃

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ｇｒｏｕｐ

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 后肝细胞内 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录无明显

变化。 见 Ｆｉｇ． ４。
２􀆰 ５　 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷诱导的肝细胞 ＰＥＲＫ 蛋

白表达无影响，对铜负荷诱导的肝细胞 ｐ⁃ｅＩＦ２α蛋

白表达有明显抑制作用

与对照组相比较，硫酸铜模拟铜负荷组可以显

３９９
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Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｎ ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｐｐｅｒ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　
Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｆ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ １ ｈｏｕｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ＋ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｉｖａｔｅ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ ２４ ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． ∗∗

Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ｇｒｏｕｐ

著增加肝细胞内 ＰＥＲＫ、 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白质的表达，
Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 对铜负荷后 ＰＥＲＫ 蛋白表达无影响，但可

以显著抑制铜负荷后肝细胞内 ｐ⁃ｅＩＦ２α 蛋白的表

达。 见 Ｆｉｇ． ５。

３　 讨论

肝损害是 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者最常见的临床表现之

一，并且铜蓄积是 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者肝损害最主要的原

因。 然而，铜蓄积导致的肝损害的确切分子机制尚

不清楚。 近年有研究显示，内质网应激与 Ｗｉｌｓｏｎ 病

的肝损害过程相关，过度的内质网应激最终激活了

肝细胞的凋亡信号通路；电镜观察显示，Ｗｉｌｓｏｎ 病患

者肝细胞内质网结构异常。 通过体外培养的铜负荷

肝细胞研究也显示，肝细胞存在明显的内质网应激。
体内及体外研究均显示，铜负荷肝细胞的损害与过

度的内质网应激密切相关；Ｗｉｌｓｏｎ 病患者肝细胞过

量铜的蓄积可以诱发肝细胞内质网应激，肝细胞通

过未折叠蛋白质应对肝细胞铜中毒。 如果铜中毒诱

因去除，未折叠蛋白质反应可以恢复肝细胞的内质

网稳态，肝细胞可不发生明显损害；如果铜中毒持续

存在，未折叠蛋白质反应不能恢复细胞的内质网稳

态，将激活凋亡信号通路，从而最终将引发肝细胞

凋亡［７］。
内质网是合成和折叠蛋白质的关键亚细胞器。

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＰＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ｅＩＦ２α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｏｐｐｅｒ ｏｖｅｒｌｏａｄ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　 　 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ
ｏｆ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ １ ｈｏｕｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ＋
Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ ｇｒｏｕｐ． Ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ
ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｉｖａｔｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ｅＩＦ２α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ２４ ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ． （Ａ） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃
ｅＩＦ２α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． （ Ｂ， Ｃ）． Ｇｒａｙ ｓｃａｌｅ
ｓｃａｎｎｉｎｇ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍａｇｅ
（Ａ）． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；＃＃ Ｐ ＜
０􀆰 ０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｐｐｅｒ ｇｒｏｕｐ

各种各样的生理和病理的干扰因素，均可影响内质

网腔对初步合成蛋白质的折叠加工，导致未折叠及

错误折叠蛋白质增多并发生集聚，此为内质网应激；
内质网应答各种因素导致的内质网应激，从而激活

了细胞内各种信号转导通路，称为未折叠蛋白质反

４９９
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应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＵＰＲ），如果这种反应

不能够帮助恢复细胞的内质网稳态，就启动细胞的

凋亡信号通路，最终可以导致细胞的凋亡［１０， １１］。 内

质网应激时，可通过激活三种应激感受器，从而激活

内质网应激的下游信号通路，而 ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＩＲＥ１
为目前明确的内质网应激感受器下游的 ３ 个分支，
可以积极恢复细胞的功能稳态，也可能诱导细胞的

凋亡［１２］。 未折叠蛋白质反应也是通过上述 ３ 种主

要类型的应激感受器 ＰＥＲＫ， ＡＴＦ６ 和 ＩＲＥ１ 介导

的。 这 ３ 条 ＵＰＲ 分支平行的作用，并且每条分支使

用特殊的信号转导机制去控制特殊转录因子的表

达，以及调制一系列 ＵＰＲ 下游反应的信号事件，使
其适应内质网应激［１３］。 ＰＥＲＫ 是一种可以阻止蛋

白质翻译的跨膜蛋白激酶，需要无活性的真核翻译

起始因子 ２α⁃亚基（ｅＩＦ２α）的丝氨酸磷酸化才能起

作用，丝氨酸磷酸化可以增加 ＡＴＦ４ 的翻译，而

ＡＴＦ４ 是上调包括 ＣＨＯＰ 的 ＵＰＲ 基因子集的转录因

子，ＣＨＯＰ 具备促细胞凋亡活动的作用，并且对内质

网应激促进细胞的凋亡发挥至关重要的作用［１４］。
相关 研 究 显 示， 特 异 性 ｅＩＦ２α 磷 酸 化 抑 制 剂

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ，可以显著抑制由于内质网过度应激诱发

的细胞凋亡。 因为它可以抑制 ｅＩＦ２α 的翻译起始活

性，从而全面降低细胞蛋白质合成。 此内质网应激

信号通路的调控是防止异种毒物引起细胞损伤的一

个重要途径［１５］。 据报道，内质网应激参与和介导脑

死亡大鼠的肝损伤和肝细胞凋亡，而 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 通过

干预 ＰＡＲＫ ／ ｅＩＦ２α 信号通路来实现对肝细胞的保护

作用，抑制肝细胞的凋亡［１６］。
本文的研究，用铜负荷培养高度分化的永久人

肝细胞（ＯＵＭＳ２９）作为 Ｗｉｌｓｏｎ 病肝细胞模型。 前期

预实验显示，铜给药 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １２ ｈ，显示适当

细胞毒作用。 而我们实验的确发现，在铜负荷 ３００
μｍｏｌ ／ Ｌ 时增加了 ＰＥＲＫ 的表达，呈时间依赖性，并
且硫酸铜模拟的铜负荷浓度达 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 以及持

续 ２４ ｈ 时，可以明显诱导 ＰＥＲＫ 蛋白表达、ｅＩＦ２α 的

磷酸化和 ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 的转录，硫酸铜模拟铜负荷

可以明显的激活肝细胞的 ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α 内质网应激

凋亡信号通路。 本文的研究显示，硫酸铜模拟的铜

负荷肝细胞模型后，导致肝细胞内质网应激凋亡信

号通路的激活，诱发了肝细胞发生明显的凋亡，提示

铜负荷是肝细胞内质网应激凋亡关键性的诱发因

素。 这与先前研究显示的铜负荷是诱导肝细胞功能

异常，以及凋亡的关键性因素的结果一致［７］。 铜负

荷的促肝细胞凋亡作用能被选择性的 ｅＩＦ２α 磷酸化

抑制剂 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 明显的抑制，证实本文的研究结果

为铜负荷诱导肝细胞的凋亡主要是通过 ＰＥＲＫ ／
ｅＩＦ２α 信号通路。 这些研究结果与 ＰＥＲＫ 调节内质

网应激的双向作用的概念是相符的。 肝细胞凋亡是

可能发生在 ｅＩＦ２α 的磷酸化水平，Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 可以避

免肝细胞的凋亡是最好的佐证。 本文的研究结果与

以前报道的有关该信号通路的结果也基本一致，均
显示出 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 具有保护细胞减轻缓解内质网遭

受应激而诱导的凋亡［１７， １８］。 有研究显示，４⁃苯基丁

酸（４⁃ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ４⁃ＰＢＡ）可以通过抑制内质

网应激，从而缓解因为长期高糖饮食饲养诱导的大

鼠肝细胞的内质网应激及氧化应激导致的肝损

害［１９］。 ４⁃ＰＢＡ 可抑制未折叠蛋白质反应及内质网

应激，从而起到保护神经元细胞以及抑制神经元细

胞的凋亡作用［２０］。 熊去氧胆酸 （ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ
ａｃｉｄ， ＵＤＣＡ），为另一种化学伴侣蛋白质，通过增加

谷胱甘肽和巯基蛋白质，从而保护肝细胞免受缺血

再灌注及氧化损伤［２１］。 上述研究均显示，细胞的保

护作用与改善内质网应激有关。 本文的结果与这些

研究的结果基本是一致的，只是具体的信号通路不

完全一致。 在这项研究中，仅仅探讨了铜负荷对

ＵＰＲ 的 ＰＥＲＫ 分支的调节作用。 未折叠蛋白质反

应的另外两个分支，即 ＡＴＦ６ 和 ＩＲＥ１ 分支，本文未

做检测。 引起我们关注的是，硫酸铜模拟铜负荷诱

导肝细胞的凋亡及肝细胞内胱天蛋白酶⁃３ 活性仅

被 Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ 抑制了 ６０％ ～ ７５％ 左右，提示铜负荷

介导的细胞凋亡除了通过 ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α 信号通路，
还有其他信号旁路的参与。 需要研究进一步证实

ＡＴＦ６ 和 ＩＲＥ１ 分支的内质网应激信号通路，在铜负

荷介导的细胞凋亡中所起作用的比例。 总之，这是

一项全新的关于 Ｗｉｌｓｏｎ 病模型体外细胞研究，显示

过量铜蓄积可以通过激活内质网应激 ＰＥＲＫ ／ ｅＩＦ２α
凋亡信号通路诱导肝细胞凋亡，这对铜负荷诱导的

肝细胞凋亡的分子生物学机制增加新的见解，为阐

明 Ｗｉｌｓｏｎ 病患者肝损害的机制研究提供重要思路，
为积极寻找 Ｗｉｌｓｏｎ 病的新的治疗药物提供依据。
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