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慢病毒介导人犘犈犚犓基因修饰对内质网应激介导凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　构建人蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲｌｉｋｅＥＲｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）慢病毒载体并包装慢病毒颗

粒（ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ），探讨成肌细胞Ｃ２Ｃ１２中犘犈犚犓基因慢病毒修饰对内质网应激介导凋亡的作用。方法　设计并合成人犘犈犚犓

基因的上、下游引物，采用ＰＣＲ方法从真核质粒ｐｃＤＮＡ３．ｌ（）ＰＥＲＫ中扩增目的基因。鉴定后与慢病毒载体ｐＷＰＴＧＦＰ进

行重组，再将重组慢病毒载体ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ与慢病毒包装质粒ｐＭＤ２Ｇ、ｐＳＰＡＸ２共转入２９３Ｔ细胞中，进一步包装形成

ＰＥＲＫ慢病毒（ＬＶＰＥＲＫ）；收集转染后４８ｈ的细胞上清，体外感染成肌细胞Ｃ２Ｃ１２，观察绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）感染效率，并应

用流式细胞仪（ＦＣＭ）检测内质网应激时重组慢病毒ＰＥＲＫ对Ｃ２Ｃ１２细胞增殖凋亡的影响，蛋白质印迹法检测凋亡相关基因

ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３与Ｃｈｏｐ蛋白的表达。结果　成功构建和包装了滴度为４．２×１０８ｅｆｕ／ｍＬ的ＰＥＲＫ重组慢病毒。ＦＣＭ检

测结果表明，ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ处理组Ｇ１ 期细胞比例为５４．３７％，低于ＴＭ 组（７７．９１％）和ＬＶＧＦＰ组（６６．４１％）；ＴＭ＋ＬＶ

ＰＥＲＫ处理组Ｓ期细胞比例为３１．３６％，高于ＴＭ 组（１２．１４％）和ＬＶＧＦＰ组（１６．９６％），各组差异均具有统计学意义（犘＜

０．０５）；此外，ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ处理组细胞凋亡率为２５．９１％，高于ＴＭ组（１１．７９％）和ＡｄＧＦＰ组（１１．２４％），各组差异具有统

计学意义（犘＜０．０５）。免疫印迹检测ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和Ｃｈｏｐ蛋白的表达与ＦＣＭ结果一致。结论　成功构建和包装ＬＶ

ＰＥＲＫ重组慢病毒颗粒，在内质网应激时，ＬＶＰＥＲＫ慢病毒可促进Ｃ２Ｃ１２细胞的增殖和凋亡。
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犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＰＥＲＫｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｗｉｔｈａｔｉｔｅｒｏｆ４．２×１０
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（３１．３６％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＴＭｇｒｏｕｐ（１２．１４％）ａｎｄＬＶＧＦＰ（１６．９６％，犘＜０．０５）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎ

ｔｈｅＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫｇｒｏｕｐ（２５．９１％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＴＭｇｒｏｕｐ（１１．７９％）ａｎｄＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ（１１．２４％，

犘＜０．０５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＣｈｏｐｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＦＣＭ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＷｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｐａｃｋａｇｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＰＥＲＫ．ＵｎｄｅｒＥＲｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，

ＬＶＰＥＲＫｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＰＥＲＫ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ｍｙｏｂｌａｓｔｓ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１１）：１１８３１１９０］

　　内质网是蛋白质折叠以及修饰、钙离子储存的

场所，蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ

ｌｉｋｅＥＲｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）是一种位于内质网膜上的Ⅰ

型跨膜蛋白，属于ｅＩＦ２α上游激酶家族，具有丝／苏

氨酸蛋白激酶的活性［１］。当内质网中聚集大量错误

折叠蛋白质时，会激活内质网应激（ＥＲｓｔｒｅｓｓ），这

时，ＰＥＲＫ作为内质网应激一个重要的信号分子，会

进一步被激活，通过磷酸化真核细胞起始因子２α

（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）抑制蛋白质

合成，同时通过活化转录活化因子４（ＡＴＦ４）上调Ｃ／

ＥＢＰ同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃｈｏｐ）

基因的表达，进而活化细胞凋亡途径的发生，参与细

胞的整合应激反应过程，参与各种代谢异常、组织损

伤等病理过程的发生、发展和转变［２］。

近年来，骨骼肌的损伤和修复日益引起研究人

员的关注，本实验成功构建和包装了人犘犈犚犓 基因

重组慢病毒颗粒，并观察其对小鼠成肌细胞Ｃ２Ｃ１２

在内质网应激状态时增殖及凋亡的影响，为进一步

研究人犘犈犚犓 基因在骨骼肌细胞中的生物学功能

奠定基础，也为研究骨骼肌损伤及修复的分子机制

提供一定的理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料　慢病毒表达载体ｐＷＰＴＧＦＰ、慢病毒

包装原件载体ｐＭＤ２Ｇ和ｐＳＰＡＸ２由第二军医大学

何志颖教授惠赠，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、Ｃ２Ｃ１２细胞株由

本实验室保存。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＳＹＢＲ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（ＴａＫａＲａ公司），犈狓狅Ⅲ外切核酸酶Ⅲ为ＴａＫａ

Ｒａ公司产品；犅犪犿ＨⅠ、犕犾狌Ⅰ内切酶、胶纯化、ＤＮＡ

回收试剂盒及合成引物为大连宝生物（ＴａＫａＲａ）公

司产品；质粒小量提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；

ＤＭＥＭ、胎牛血清购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；细胞培养皿购

自ＮＥＳＴ公司；ＥＣＬ发光试剂盒购自北京鼎国昌盛

生物技术有限公司；ＰＶＤＦ膜和 ＮＣ 膜购自美国

Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；βａｃｔｉｎ抗体、ＰＥＲＫ抗体、ＨＲＰ标记

山羊抗兔／山羊抗鼠抗体均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

ＲＩＰＡ蛋白裂解液购自北京鼎国昌盛生物技术有限

公司。

１．２　ＰＥＲＫ慢病毒载体的构建

１．２．１　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中人

犘犈犚犓 中ＣＤＳ区的基因序列，设计并合成犘犈犚犓

的扩增引物，ＳｅｎｓｅＰｒｉｍｅｒ：ｔｃｇｔｇａｃｇｃＧＧＡＴＣＣＡＴ

ＧＧＡＧＣＧＣＧＣＣＡＴＣＡＧＣ； Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ：

ａｇｃｇｃｔａｇｇａｃｇｃｇｔＡＴＴＧＣＴＴＧＧＣＡＡＡＧＧＧＣＴＡＴ

ＧＧ（下划线分别为犅犪犿ＨⅠ、犕犾狌Ⅰ酶切位点），以真

核表 达 载 体 ｐｃＤＮＡ３．１（）ＰＥＲＫ 为 模 板 扩 增

犘犈犚犓 基因，扩增犘犈犚犓 基因大小为３３４８ｂｐ。

１．２．２　目的基因的ＰＣＲ扩增以及含犘犈犚犓 基因

的重组慢病毒的构建　采用１００μＬＰＣＲ体系从真

核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（）ＰＥＲＫ中扩增犘犈犚犓 基

因：２×犜犪狇ＭａｓｔｅｒＭｉｘ５０μＬ、上游、下游引物各２．５

μＬ、模板５μＬ、灭菌双蒸水４０μＬ。反应条件：９４℃

预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６４℃退火３０ｓ，７２℃

延伸３ｍｉｎ４５ｓ，共３５个循环；最后７２℃再延伸

５ｍｉｎ。４℃保存。１％琼脂糖凝胶电泳观察ＰＣＲ结

果。用限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、犕犾狌Ⅰ双酶切慢病

毒载体ｐＷＰＴＧＦＰ，将上述纯化的ＰＣＲ产物和双酶

切慢病毒载体ｐＷＰＴＧＦＰ通过ＬＩＣ（ｌｉｇａｔｉｏｎｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｃｌｏｎｉｎｇ）连 接，构 建 载 体 ｐＷＰＴＧＦＰ

ＰＥＲＫ。连接产物转化ＤＨ５α感受态菌，３７℃摇床过

夜，质粒小量提取试剂盒提取质粒ＤＮＡ并酶切和

ＰＣＲ鉴定，测序鉴定。

１．３　慢病毒重组体的包装和靶细胞感染　转染前

１ｄ在２个６ｃｍ的培养皿中接种对数生长期的２９３Ｔ

细胞，次日将慢病毒载体ｐＷＰＴＧＦＰ和重组慢病毒载

体ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ分别与辅助包装质粒ｐＳＰＡＸ２、

ｐＭＤ２Ｇ混合，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００脂质体说明
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书分别将３种质粒充分混合分别转染入２９３Ｔ细胞

中，３种质粒各自加入１２．５μｇ、７μｇ和３．５μｇ
［３４］。５ｈ

后换新鲜的细胞培养液，４８ｈ、７２ｈ分别收集培养上

清，０．４５μｍ滤器过滤后－８０℃保存。

１．４　病毒滴度的检测　感染前１ｄ在２４孔板中接

种２９３Ｔ细胞，按照孔稀释法倍比稀释浓缩的病毒上

清，取２００μＬ加入细胞中，每个稀释倍数设置２个

复孔。孵箱过夜，第２天更换ＤＭＥＭ 完全培养液，

４８ｈ后荧光显微镜下观察绿色荧光数。１个发绿色

荧光的细胞为１个表达单位 （ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｍｉｎｇ

ｕｎｉｔｓ，ｅｆｕ），根据下面公式计算病毒滴度（ｅｆｕ／

ｍＬ）
［５６］和感染复数（ＭＯＩ）：病毒滴度 ＝发绿色荧光

的细胞数×病毒稀释倍数／０．２５，ＭＯＩ＝病毒滴

度×加入病毒体积／感染的细胞数。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＬＶＰＥＲＫ感染Ｃ２Ｃ１２细胞后

ｍＲＮＡ表达　收集６ｃｍ 的培养皿中长至９０％的

Ｃ２Ｃ１２细胞，作为空白对照Ａ组，感染慢病毒空对照

ＬＶＧＦＰ的 Ｃ２Ｃ１２细胞为Ｂ组，感染慢病毒 ＬＶ

ＰＥＲＫ的Ｃ２Ｃ１２细胞为Ｃ组。用ＴＲＩｚｏｌ提取其总

ＲＮＡ，再用ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＲｅａ

ｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒反转录成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增后１％琼

脂糖凝胶电泳观察结果。犘犈犚犓 的引物序列：上游：

５′ＡＧＣＡＣＴＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡＧＡＧＴＣＡＧ３′，

下游：５′ＧＣＴＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＴＴＧＧＡＣＴＧＴ

３′，产物大小为２６０ｂｐ；βａｃｔｉｎ的引物序列：上游：５′

ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣ３′，下游：

５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧ３′，产物大

小为５５０ｂｐ；ＲＴＰＣＲ 反应体系：２×犜犪狇 Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ５μＬ，上、下游引物各０．４μＬ，模板２μＬ，灭菌

双蒸水２．２μＬ；反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃

变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循

环；最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。１％琼脂糖

凝胶电泳观察结果。

１．６　蛋白质印迹检测ＬＶＰＥＲＫ在Ｃ２Ｃ１２细胞中

的表达　取６ｃｍ培养皿的９０％Ｃ２Ｃ１２细胞作为空

白对照Ａ组，感染慢病毒空对照ＬＶＧＦＰ的Ｃ２Ｃ１２

细胞为Ｂ组，感染慢病毒ＬＶＰＥＲＫ的Ｃ２Ｃ１２细胞

为Ｃ组。各组细胞分别经预冷的ＰＢＳ冲洗３次后，

加入２００μＬ的蛋白裂解液，用细胞刮缓缓刮下收集

至１．５ｍＬ的ＥＰ管中，放置冰上充分裂解４０ｍｉｎ，

１２０００×犵４℃离心１５ｍｉｎ。取上清至新的ＥＰ管

中，加入４×ＳＤＳ上样缓冲液，分装后至－８０℃保存。

３种蛋白各取２０μＬ于１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，

电转移至ＰＶＤＦ膜上１ｈ，５％的脱脂奶粉封闭１ｈ；

分别加入βａｃｔｉｎ鼠抗抗体（１∶１０００）和ＰＥＲＫ兔抗

抗体（１∶１０００），４℃过夜。次日吸取抗体液，分别

加入辣根过氧化物酶标记的二抗（羊抗鼠１∶５０００）

和二抗（羊抗兔１∶５０００），ＥＣＬ显影。

１．７　ＦＣＭ 检测ＰＥＲＫ重组慢病毒对Ｃ２Ｃ１２细胞

周期和凋亡的影响

１．７．１　细胞周期的检测　取对数期生长的Ｃ２Ｃ１２

细胞接种于６孔板，待细胞长至８０％时分别加入慢

病毒ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ和慢病毒ｐＷＰＴＧＦＰ，并

设立空白对照 ＮＣ组。每个实验设置２个复孔，重

复３次。一组实验样品不加衣霉素（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ，

ＴＭ），另外一组感染７２ｈ后加入４μｇ／ｍＬＴＭ处理

２４ｈ，收集各组细胞用１．５ｍＬ的７０％乙醇固定

２４ｈ，加入等体积的染料ＰＩ，４℃放置２０～３０ｍｉｎ后

尼龙膜过滤，ＦＣＭ 测定各组细胞周期情况。该检测

由重庆医科大学生命科学院完成。

１．７．２　细胞凋亡的检测　取对数生长期Ｃ２Ｃ１２细

胞接种于６孔板，待细胞长至８０％时分别加入慢病

毒ＬＶＰＥＲＫ和对照ＬＶＧＦＰ，并设立空白对照ＮＣ

组。每个实验设置２个复孔，重复３次。一组实验

样品不加ＴＭ，另外一组感染７２ｈ后加入４μｇ／ｍＬ

ＴＭ处理２４ｈ，收集各组细胞ＰＢＳ洗涤３次，加入等

体积ＰＢＳ，应用ＦＣＭＡｎｎｉｘｉｎＰＥ法检测细胞凋亡。

该检测由重庆医科大学生命科学院完成。

１．８　蛋白质印迹法检测 ＰＥＲＫ 重组慢病毒对

Ｃ２Ｃ１２细胞凋亡相关基因蛋白表达的影响　取对数

生长期的 Ｃ２Ｃ１２细胞接种于６孔板，待细胞长至

８０％时分别加入慢病毒 ＬＶＰＥＲＫ 和对照 ＬＶ

ＧＦＰ，并设立空白对照ＮＣ组。感染慢病毒７２ｈ后，

加入４μｇ／ｍＬＴＭ处理２４ｈ，提取各组细胞总蛋白，

蛋白质印迹法检测ＰＥＲＫ蛋白的表达及凋亡相关基

因ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和Ｃｈｏｐ蛋白的表达。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件对组

间差异进行方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　慢病毒表达载体的构建　以ｐｃＤＮＡ３．ｌ（）

ＰＥＲＫ为模板扩增目的基因犘犈犚犓，扩增目的基因
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大小为３３４８ｂｐ，与预期一致（图１Ａ）。目的基因

犘犈犚犓 与慢病毒载体狆犠犘犜犌犉犘分别以 犅犪犿Ｈ

Ⅰ、犕犾狌Ⅰ双酶切后纯化、连接，转化并提质粒后进行

酶切鉴定。由于犘犈犚犓 基因中含有犅犪犿ＨⅠ的酶

切位点，所以只需使用犅犪犿ＨⅠ单酶切鉴定即可，如

图１Ｂ所示，在１２１０ｂｐ和１１６０８ｂｐ处出现２条带，

对照质粒只出现１条带。结果表明慢病毒表达载体

ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ构建成功。

图１　犘犈犚犓基因犘犆犚以及慢病毒载体

狆犠犘犜犌犉犘犘犈犚犓酶切结果

犉犻犵１　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犘犈犚犓犵犲狀犲犪狀犱

犾犲狀狋犻狏犻狉狌狊狆犠犘犜犌犉犘犘犈犚犓狏犲犮狋狅狉犱犻犵犲狊狋犻狅狀

Ａ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犘犈犚犓 （Ｍ：ＤＬ１００００；１：ｐｃＤＮＡ３．ｌ（）

ＰＥＲＫ）；Ｂ：犅犪犿犎ⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ

（Ｍ：ＤＬ１００００；１：ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ；２：ｐＷＰＴＧＦＰ）

２．２　慢病毒的包装及对Ｃ２Ｃ１２细胞的感染　将慢

病 毒 表 达 载 体 ｐＷＰＴＧＦＰＰＥＲＫ 和 包 装 载 体

ｐＭＤ２Ｇ、ｐＳＰＡＸ２在２９３Ｔ细胞中共转４８ｈ后荧光显

微镜下观察，可见明显绿色荧光，细胞停止生长，说明

慢病毒包装成功（图２Ａ）。包装好的ＬＶＰＥＲＫ慢病

毒经０．４５μｍ滤器过滤后感染Ｃ２Ｃ１２细胞，７２ｈ后可

见明显绿色荧光，ＧＦＰ表达＞９０％（图２Ｂ）。

图２　慢病毒的包装以及对犆２犆１２细胞的感染

犉犻犵２　犔犲狀狋犻狏犻狉狌狊狆犪犮犽犪犵犻狀犵犪狀犱犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犆２犆１２犮犲犾犾狊

Ａ：Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｉｎｇｉｎ２９３Ｔｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓＬＶ

ＰＥＲＫｉｎｆｅｃｔｅｄＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓ

２．３　病毒滴度的检测　将慢病毒表达载体ｐＷＰＴ

ＧＦＰＰＥＲＫ和包装载体ｐＭＤ２Ｇ、ｐＳＰＡＸ２在２９３Ｔ

细胞中包装形成慢病毒，经倍比稀释法测定得到慢

病毒ＬＶＰＥＲＫ的滴度约为４．２×１０８ｅｆｕ／ｍＬ，可用

于后续实验。ＬＶＰＥＲＫ 慢病毒分别按 ＭＯＩ＝２０

（图３Ａ）、ＭＯＩ＝４０（图３Ｂ）、ＭＯＩ＝１００（图３Ｃ）的梯

度感染Ｃ２Ｃ１２细胞，７２ｈ后，当感染复数 ＭＯＩ为４０

时ＧＦＰ表达量达到８０％以上，ＭＯＩ为１００时ＧＦＰ

表达量反而降低，说明ＬＶＰＥＲＫ慢病毒对Ｃ２Ｃ１２

细胞的最佳感染复数是４０。

图３　犆２犆１２细胞中病毒滴度的检测

犉犻犵３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狏犻狉狌狊狋犻狋犲狉犻狀犆２犆１２犮犲犾犾狊

Ａ：ＭＯＩ＝２０；Ｂ：ＭＯＩ＝４０；Ｃ：ＭＯＩ＝１００

２．４　ＲＴＰＣＲ 和蛋白质印迹检测 Ｃ２Ｃ１２细胞中

ＰＥＲＫ的表达　ＲＴＰＣＲ结果（图４Ａ）显示，感染慢

病毒ＬＶＰＥＲＫ组在２６０ｂｐ处可见明显的特异性条

带，５５０ｂｐ处出现明亮的βａｃｔｉｎ条带；ＮＣ组和ＬＶ

ＧＦＰ对照组ＰＥＲＫ表达量很少。蛋白质印迹结果

（图４Ｂ）显示：Ｃ２Ｃ１２细胞感染慢病毒 ＬＶＰＥＲＫ

７２ｈ后，细胞中 ＰＥＲＫ 的表达明显高于 ＮＣ组及

ＬＶＧＦＰ对照组。

２．５　ＦＣＭ 检测ＰＥＲＫ重组慢病毒对Ｃ２Ｃ１２细胞

周期的影响　从图５中可以看出，在无ＴＭ 处理下，

各实验组的细胞周期均无明显变化；而在ＴＭ 诱导

内质网应激条件下，ＬＶＰＥＲＫ组Ｃ２Ｃ１２细胞Ｇ１ 期

（５４．３７％）比例低于ＴＭ 组、ＬＶＧＦＰ对照组（分别

为７７．９１％、６６．４１％，犘＜０．０５），ＬＶＰＥＲＫ 组

Ｃ２Ｃ１２细胞Ｓ期（３１．３６％）比例高于ＴＭ 组、ＬＶ

ＧＦＰ对照组（分别为１２．１４％、１６．９６％，犘＜０．０５）。

结果表明ＰＥＲＫ在内质网应激状态下能促进Ｃ２Ｃ１２

细胞增殖。

２．６　ＦＣＭ 检测ＰＥＲＫ重组慢病毒对Ｃ２Ｃ１２细胞

凋亡的影响　从图６可以看出，在无 ＴＭ 处理下，

Ｃ２Ｃ１２细胞凋亡率约为３．４４％；在 ＴＭ 处理下，感

染慢病毒ＬＶＰＥＲＫ组Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡率明显高

于无 ＴＭ 处理组、ＴＭ 组、ＴＭ＋ＬＶＧＦＰ组（犘＜

０．０５）。结果表明ＰＥＲＫ在内质网应激状态下能加

速Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡。
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图４　慢病毒犔犞犘犈犚犓在犆２犆１２细胞中的表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犔犞犘犈犚犓犻狀犆２犆１２犮犲犾犾狊

Ａ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犘犈犚犓ｍＲＮＡｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ（Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＮＣｇｒｏｕｐ；２：ＬＶＧＦＰｇｒｏｕｐ；３：ＬＶ

ＰＥＲＫｇｒｏｕｐ）；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（１：ＮＣｇｒｏｕｐ；２：

ＬＶＧＦＰｇｒｏｕｐ；３：ＬＶＰＥＲＫｇｒｏｕｐ）

图５　犉犆犕检测在衣霉素（犜犕）处理条件下慢病毒犔犞犘犈犚犓对犆２犆１２细胞周期的影响

犉犻犵５　犉犆犕犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犮犲犾犾犮狔犮犾犲犻狀犆２犆１２犮犲犾犾狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犔犞犘犈犚犓狑犻狋犺狅狉狑犻狋犺狅狌狋狋狌狀犻犮犪犿狔犮犻狀（犜犕）狋狉犲犪狋犿犲狀狋

犘＜０．０５ｖｓＴＭａｎｄＴＭ＋ＬＶＧＦＰｇｒｏｕｐｓ；狀＝３，珔狓±狊

图６　犉犆犕检测各组犆２犆１２细胞凋亡的结果

犉犻犵６　犉犆犕犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犲犻狀犆２犆１２犮犲犾犾狊狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犘＜０．０５；狀＝３，珔狓±狊
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２．７　内质网应激时 ＰＥＲＫ 蛋白的表达及 ＬＶ

ＰＥＲＫ对Ｃ２Ｃ１２细胞凋亡的影响　采用蛋白质印

迹法检测内质网应激状态下ＰＥＲＫ蛋白及凋亡相

关蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｃｈｏｐ的表达。结果（图

７）显示：与正常对照组相比，ＴＭ 处理Ｃ２Ｃ１２细胞

处于内质网应激状态时，细胞内源性ＰＥＲＫ表达有

轻微增加，而感染ＬＶＰＥＲＫ慢病毒后，与未感染组

相比，Ｃ２Ｃ１２中ＰＥＲＫ表达明显增加；ＬＶＰＥＲＫ感

染Ｃ２Ｃ１２细胞后，在内质网应激状态下，Ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ３与Ｃｈｏｐ蛋白的表达与 ＴＭ 组和 ＴＭ＋

ＬＶＧＦＰ对照组相比明显上升。结果说明 ＬＶ

ＰＥＲＫ在内质网应激状态下对Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡

有促进作用。

图７　蛋白质印迹检测犘犈犚犓及内质网应激介导凋亡相关蛋白的表达

犉犻犵７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犈犚犓犪狀犱犈犚狊狋狉犲狊狊犿犲犱犻犪狋犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＥＲＫｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｉｎＥＲｓｔｒｅｓｓ（１：ＮＣｇｒｏｕｐ；２：ＴＭｇｒｏｕｐ；３：ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫｇｒｏｕｐ）；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＥＲｓｔｒｅｓｓｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＣ２Ｃ１２（１：ＮＣｇｒｏｕｐ；２：ＴＭｇｒｏｕｐ；３：ＴＭ＋ＬＶＧＦＰｇｒｏｕｐ；４：ＴＭ＋

ＬＶＰＥＲＫｇｒｏｕｐ）．ＥＲ：Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；ＴＭ：Ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ

３　讨　论

内质网是细胞内重要的细胞器，是真核细胞蛋

白质修饰折叠和加工的主要场所，同时也是细胞储

存钙离子的场所，当上述过程受到各种因素影响时

就会导致未折叠蛋白或错误折叠蛋白在内质网腔内

聚积或打破细胞内钙稳态从而引起内质网应激［３］。

ＰＥＲＫ是内质网内Ⅰ型跨膜蛋白，具有丝／苏氨酸蛋

白激酶活性［６］，在内质网应激状态时ＰＥＲＫ通路被

激活。此时，ＰＥＲＫ 可以磷酸化真核起始因子２

（ｅＩＦ２α），进而抑制翻译起始复合物中ＧＤＰ和ＧＴＰ

的交换，导致蛋白质的合成和翻译受到抑制［７］。内

质网应激介导凋亡的过程中，一方面ＰＥＲＫ促使蛋

白质的合成暂时终止；另一方面随着内质网应激时

间的持续和加重，ＰＥＲＫ 活化激活转录因子 ４

（ＡＴＦ４）从而上调Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌ

ｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃｈｏｐ）的表达
［８９］，Ｃｈｏｐ进而抑制Ｂｃｌ

２的表达，最终导致Ｃａｓｐａｓｅ３执行细胞的凋亡。

众所周知，骨骼肌细胞大约占据了机体细胞干

质量的一半，大面积烧伤或烫伤后机体为了获取能

量，便开始进行蛋白质的高分解代谢［１０１２］，在骨骼肌

中这表现为显著的骨骼肌消耗，骨骼肌消耗是肌纤

维降解和肌细胞核数目减少综合导致的结果［１３１４］，

其机制主要包括骨骼肌纤维蛋白降解、肌细胞核凋

亡、解偶联蛋白增加等［１５］。近期研究发现烧伤后骨

骼肌细胞凋亡增加，凋亡执行分子Ｃａｓｐａｓｅ３的表

达及活性增加，使肌肉蛋白降解速率增加［１６１７］。同

时另一项研究显示大鼠烫伤后４ｄ、１４ｄ，烫伤大鼠

的胫骨前肌Ｃａｓｐａｓｅ１２活性表达较对照组明显升

高，大鼠烫伤后１、４、７、１４ｄ的胫骨前肌中Ｃｈｏｐ表

达均明显增高［１８］，这些结果表明凋亡是烧伤后骨骼

肌消耗的重要机制。研究认为骨骼肌细胞的凋亡不

仅是骨骼肌消耗的重要途径，也可能是重要的始动

因素［１９］，而内质网应激介导凋亡是非常重要的细胞

凋亡途径之一［２０］。大面积烧伤或烫伤主要影响肌

肉受损后的葡萄糖摄取、代谢和蛋白质代谢等［７８］。

严重烧伤后机体会出现显著的高分解代谢反应，蛋

白质分解速率远大于合成速率，在临床上表现为显

著的体质量减轻［９１０］。近年来，内质网应激作为烧

伤引起的骨骼肌消耗日益受到研究人员的关注。研

究显示在６０％ＴＢＳＡⅢ度烧伤的ＳＤ大鼠模型中，在

肝脏中检测到了ＰＥＲＫ、ＩＲＥＩ、ＡＴＦ６的表达均有不

同程度的增高［２１］。关于烧伤后骨骼肌细胞中内质

网应激的研究则相对较少。

在本实验中，我们运用慢病毒ＬＶＰＥＲＫ感染

成肌细胞Ｃ２Ｃ１２，并且运用ＴＭ 持续作用于Ｃ２Ｃ１２
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细胞，建立一个经典的内质网应激模型［２２］。通过流

式细胞术以及蛋白质印迹检测内质网应激介导凋亡

的凋亡通路中特征性分子Ｃｈｏｐ和Ｃａｓｐａｓｅ３，来探

讨ＥＲ相关基因犘犈犚犓 对Ｃ２Ｃ１２成肌细胞内质网

应激诱导的凋亡的影响。ＦＣＭ 结果显示，ＥＲ应激

持续状态下，ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ实验组Ｃ２Ｃ１２细胞的

增殖率高于 ＴＭ 对照组，ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ实验组

Ｃ２Ｃ１２细胞处于Ｓ期的比例高于ＴＭ对照组，Ｇ１ 期

的比例低于ＴＭ对照组，表明ＰＥＲＫ可在ＥＲ应激

持续状态下促进Ｃ２Ｃ１２从Ｇ１ 期进入Ｓ期，从而促

进细胞的增殖。ＦＣＭ凋亡结果显示，ＴＭ 组细胞凋

亡率明显高于 ＮＣ组，而 ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ实验组

Ｃ２Ｃ１２细胞凋亡率高于ＴＭ 对照组，说明内质网应

激持续时ＰＥＲＫ能促进Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡。蛋白

质印迹结果与ＦＣＭ 也是一致的，ＴＭ 组和 ＴＭ＋

ＬＶＧＦＰ组ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和Ｃｈｏｐ的表达明显

上调，而ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ实验组Ｃ２Ｃ１２细胞凋亡

率更高于ＴＭ对照组。结果表明ＰＥＲＫ在ＥＲ应激

状态下能加速Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡。蛋白质印迹结

果与ＦＣＭ也是一致的，表现为ＴＭ＋ＬＶＰＥＲＫ感

染后凋亡相关蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和Ｃｈｏｐ的表

达明显上调。

综上所述，本研究发现在内质网应激的状态下，

ＰＥＲＫ能够加速骨骼肌Ｃ２Ｃ１２细胞的凋亡，这是由

于当处于内质网应激时，ＰＥＲＫ活化并且激活了其

下游的凋亡通路。烧伤后内质网应激在骨骼肌消耗

的分子机制目前才刚开始被渐渐关注，而犘犈犚犓 作

为ＥＲＳ三大相关基因之一，在骨骼肌消耗中的作用

尚不明确。本实验在体外实验中发现在内质网应激

的状态下ＰＥＲＫ能够加速骨骼肌Ｃ２Ｃ１２细胞的凋

亡，然而在情况更为复杂的人体中，是否有相关表现

尚不明确。今后的相关研究将关注在动物烧伤模型

以及临床试验中ＰＥＲＫ是否有与体外实验相同的

作用，这将为揭开内质网应激在烧伤中的作用奠定

基础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

［参 考 文 献］

［１］　ＭａｅｄｌｅｒＫ，ＳｃｈｕｌｔｈｅｓｓＦＴ，ＢｉｅｌｍａｎＣ，ＢｅｒｎｅｙＴ，Ｂｏｎ

ｎｙＣ，ＰｒｅｎｔｋｉＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｌｅｐｔｉｎｉｎｄｕｃｅａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｂｅｔａｃｅｌｌｓａｎｄｉｍｐａｉｒｇｌｕｃｏｓｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ

ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ

ｋｉｎａｓｅｓ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００８，２２：１９０５１９１３．

［２］　范　威，潘翠萍，张懿敏，廖仕罛，魏　文，马　彪，等．

内质网应激对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞ＣＣＬ５表达的影响

［Ｊ］．肿瘤防治研究，２０１２，３９：３８５３８８．

［３］　龙晓兰，周　敏，石必枝，谢海龙，李宗海．Ｃｏｆｉｌｉｎ１慢

病毒载体的构建及其在 Ｈｕｈ７中的过表达［Ｊ］．中南医

学科学杂志，２０１２，４０：６５６９．

［４］　杜永亮，贾晓民，李海泉，赵　杰，王海清．ＩＧＦ１ＲｓｈＲ

ＮＡ重组慢病毒的构建及对肺癌 Ａ５４９细胞增殖的影

响［Ｊ］．山西医科大学学报，２０１３，４４：１０６１１０．

［５］　韩腾龙，王立峰，张　瞡，刘新平，药立波．ｐＷＰＴ

ＧＦＰ慢病毒载体的改构及鉴定［Ｊ］．现代生物医学进

展，２０１０，１０：４４７４４９．

［６］　武丽红，王金河，王　茜，贾懂懂，梁建琴．Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ｓｈＲＮＡ重组慢病毒的构建及对Ａ５４９细胞增殖的影响

［Ｊ］．中国肿瘤杂志，２０１１，１４：９０３９０７．

［７］　ＴｚｉｋａＡＡ，ＭｉｎｔｚｏｐｏｕｌｏｓＤ，ＭｉｎｄｒｉｎｏｓＭ，ＺｈａｎｇＪ，

ＲａｈｍｅＬＧ，ＴｏｍｐｋｉｎｓＲＧ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓｓｕｇ

ｇｅｓｔｓｔｈａｔｂｕｒｎｉｎｊｕｒｙｒｅｓｕｌｔｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２００９，

２４：３８７３９２．

［８］　ＰｒｉｃｅＪ，ＺａｉｄｉＡＫ，ＢｏｈｅｎｓｋｙＪ，ＳｒｉｎｉｖａｓＶ，ＳｈａｐｉｒｏＩ

Ｍ，ＡｌｉＨ．Ａｋｔ１ ｍｅｄｉａｔｅｓｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ

ｆｒｏｍｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｉｎｄｕｃｅｄｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ

Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１０，２２２：５０２５０８．

［９］　ＨｏｔａｍｉｓｌｉｇｉｌＧＳ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓａｎｄｔｈｅ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂａｓｉｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１０，

１４０：９００９１７．

［１０］ＥｉｚｉｒｉｋＤＬ，ＣａｒｄｏｚｏＡＫ，ＣｎｏｐＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｆｏｒｅｎｄｏ

ｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒ

Ｒｅｖ，２００８，２９：４２６１．

［１１］ＧａｕｇｌｉｔｚＧＧ，ＨａｌｄｅｒＳ，ＢｏｅｈｎｉｎｇＤＦ，ＫｕｌｐＧ Ａ，

ＨｅｒｎｄｏｎＤＮ，ＢａｒｒａｌＪＭ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｂｕｒｎｈｅｐａｔｉｃｉｎｓｕ

ｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

（ＥＲ）ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２０１０，３３：２９９３０５．

［１２］ＲａｙａｖａｒａｐｕＳ，ＣｏｌｅｙＷ，ＮａｇａｒａｊｕＫ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅ

ｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄｄｉｓ

ｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＲｈｅｕｍａｔｏｌＲｅｐ，２０１２，１４：２３８２４３．

［１３］ＪｅｓｃｈｋｅＭ Ｇ，ＢｏｅｈｎｉｎｇＤ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

ｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｏｓｔｔｒａｕｍａ：ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｔｏ

ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１２，１６：４３７４４４．

［１４］ＬｅｅＨＹ，ＫａｎｅｋｉＭ，ＡｎｄｒｅａｓＪ，ＴｏｍｐｋｉｎｓＲＧ，Ｍａｒｔｙｎ



·１１９０　 · 第二军医大学学报　２０１４年１１月，第３５卷

ＪＡ．Ｎｏｖｅｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｔａｒｇｅｔｅｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅａ

ｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｂｕｒｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅ

ｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｔｈｅｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｏｆｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，

２０１１，３６：５８０５８５．

［１５］ＣｈａｉＪ，ＷｕＹ，ＳｈｅｎｇＺ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｓｋｅｌｅ

ｔａｌｍｕｓｃｌｅｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓａｎｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｐｒｏｔｅｏ

ｌｙｔｉｃｐａｔｈｗａｙｉｎｂｕｒｎｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．Ｂｕｒｎｓ，２００２，２８：５２７

５３３．

［１６］ＹａｍａｍｏｔｏＫ，ＳａｔｏＴ，ＭａｔｓｕｉＴ，ＳａｔｏＭ，ＯｋａｄａＴ，Ｙｏ

ｓｈｉｄａＨ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍａｍｍａｌｉａｎ

ＥＲｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｏｒ

ｃｏｍｂｉｎｅｄａｃｔｉｏｎｏｆＡＴＦ６ａｌｐｈａａｎｄＸＢＰ１［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，

２００７，１３：３６５３７６．

［１７］ＨｏｌｌｉｅｎＪ，ＬｉｎＪＨ，ＬｉＨ，ＳｔｅｖｅｎｓＮ，ＷａｌｔｅｒＰ，Ｗｅｉｓｓ

ｍａｎＪＳ．ＲｅｇｕｌａｔｅｄＩｒｅ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｃａｙｏｆｍｅｓｓｅｎｇｅｒ

ＲＮＡｓｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００９，１８６：

３２３３３１．

［１８］ＷｕＴ，ＤｏｎｇＺ，ＧｅｎｇＪ，ＳｕｎＹ，ＬｉｕＧ，ＫａｎｇＷ，ｅｔａｌ．

ＶａｌｓａｒｔａｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔＥＲｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉ

ａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ狏犻犪 ＣＨＯＰ／Ｐｕｍａｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎ

ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍ

Ｓｃｉ，２０１１，４２：４９６５０２．

［１９］ＭｅｃｏｔｔＧＡ，ＡｌＭｏｕｓａｗｉＡＭ，ＧａｕｇｌｉｔｚＧＧ，Ｈｅｒｎｄｏｎ

ＤＮ，ＪｅｓｃｈｋｅＭＧ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａｉｎｂｕｒｎｅｄ

ｐａｔｉｅｎｔｓ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｂａｓｅｄｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２０１０，３３：５

１３．

［２０］ＨｕｍｍａｓｔｉＳ，ＨｏｔａｍｉｓｌｉｇｉｌＧＳ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

ｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｏｂｅｓｉｔｙａｎｄｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｃｉｒｃ

Ｒｅｓ，２０１０，１０７：５７９５９１．

［２１］ＪｅｓｃｈｋｅＭＧ，ＫｒａｆｔＲ，ＳｏｎｇＪ，ＧａｕｇｌｉｔｚＧＧ，ＣｏｘＲＡ，

ＢｒｏｏｋｓＮＣ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｈｅｐａｔｉｃｄａｍ

ａｇｅｐｏｓｔｂｕｒｎ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ，２０１１，１７（５６）：５１６５２２．

［２２］ＪｅｓｃｈｋｅＭＧ，ＦｉｎｎｅｒｔｙＣＣ，ＨｅｒｎｄｏｎＤＮ，ＳｏｎｇＪ，Ｂｏｅ

ｈｎｉｎｇＤ，ＴｏｍｐｋｉｎｓＲＧ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｉｎｊｕｒｙｉｓａｓｓｏｃｉａｔ

ｅｄｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａｎｄｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＡｎｎＳｕｒｇ，

２０１２，２５５：３７０３７８．

［２２］ＧｕｏＦ，ＬｉｎＥＡ，ＬｉｕＰ，ＬｉｎＪ，ＬｉｕＣ．ＸＢＰ１Ｕｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｔｈｅＸＢＰ１ＳｍｅｄｉａｔｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉＮＯＳｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｍｍａｌｉａｎＥＲｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｉｇ

ｎａｌ，２０１０，２２：１８１８１８２８．

［本文编辑］　孙　岩


