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Abstract
AIM: To observe the changes in calnexin and 
GRP78 expression in nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) induced with a high-fat, high-
sugar diet and to explore their role in hepatocyte 
apoptosis in rats with nonalcoholic fatty liver 
disease. 

METHODS: Twenty male SD rats were random-
ly divided into either a normal control group or 
an NAFLD group. The rats of the NAFLD group 
were given a high-fat, high-sugar diet for 12 wk 
to induce NAFLD, while the rats of normal con-
trol group were given an ordinary diet. Triglyc-
eride (TG), total cholesterol (TC), low-density li-
poprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL) 
and free fatty acids (FFA) were evaluated. Real-
time fluorescence quantitative PCR was applied 
to detect the mRNA expression of calnexin and 
GRP78 in liver tissues, and Western blot was ap-
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Calnexin及GRP78在大鼠非酒精性脂肪肝细胞凋亡中的
作用

胡晓霞, 王 艳, 王晋星一

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病是肝硬化和
肝癌的重要病因, 
近年来其发病率
不断上升, 在我国
它已成为仅次于
病毒性肝炎的常
见肝病. 目前非酒
精性脂肪性肝病
的发生机制尚未
完全阐明, 因此关
于其发病机制的
研究一直是肝病
研究的热点. 

plied to detect the protein expression of calnex-
in, GRP78, CHOP and p-JNK. Meanwhile, cell 
apoptosis in the liver was detected by TUNEL 
assay. 

RESULTS: Compared with the control group, 
serum levels of TG, TC, LDL and FFA signifi-
cantly increased in the NAFLD group (P < 0.05 
or P < 0.01), while the level of HDL was de-
creased (P < 0.01). Western blot analysis showed 
that the expression of calnexin, GRP78, CHOP 
and p-JNK proteins in the NAFLD group was 
significantly higher than that in the control 
group. Compared with the control group, the 
mRNA expression of calnexin and GRP78 was 
also increased in the NAFLD group (P < 0.05). 
TUNEL assay showed that the apoptosis of he-
patocytes in the NAFLD group was significantly 
elevated (P < 0.01). 

CONCLUSION: The up-regulation of calnexin 
and GRP78 may be involved in the pathogenesis 
of NAFLD.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目 的 :  观 察 大 鼠 在 非 酒 精 性 脂 肪 肝
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)形成
过程中肝细胞钙联蛋白(calnexin, CNX)及葡
萄糖调节蛋白78(glucose regulated protein 78,  
GRP78)的表达变化, 旨在探讨CNX及GRP78
在非酒精性脂肪肝发生发展中的作用.  

方法:♂S D大鼠20只 ,  随机分为正常组和
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■研发前沿
内质网应激是指
由于某种病因引
起内质网的生理
功 能 发 生 紊 乱 , 
从而导致大量错
误折叠或未折叠
的蛋白质在内质
网腔内聚集的一
种亚细胞器的病
理 过 程 .  近 年 来
关于内质网应激
信号通路在代谢
综合征中的研究
十 分 广 泛 ,  但 其
与非酒精性脂肪
性肝病发病机制
之间的关系鲜有
报道.

NAFLD组, 每组各10只. NAFLD组大鼠采用
高脂高糖饮食制备非酒精性脂肪肝动物模
型, 正常组大鼠则给予普通饲料喂养, 造模
时间为12 wk. 测定各组大鼠血清甘油三酯
(triglyceride, TG)、总胆固醇(total cholesterol, 
TC)、低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, 
LDL)、高密度脂蛋白(high-density lipoprotein, 
HDL)及游离脂肪酸(free fatty acids, FFA)的
含量 ;  采用实时荧光定量P C R检测肝组织
中CNX和GRP78 mRNA的表达变化; 采用
Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CCATT/增强子结合蛋白同源蛋白(CCATT/
enhancer-binding protein homology protein, 
CHOP)及磷酸化JNK(p-JNK)蛋白的表达变化; 
同时采用TUNEL法检测肝细胞凋亡情况.   

结果: 与正常组比较, NAFLD组大鼠血清中
TG、TC、LDL、FFA含量明显增高(P <0.05
或P <0.01) ,  而H D L则明显下降(P <0.01); 
Western blot结果显示NAFLD组大鼠肝组织中
CNX、GRP78、CHOP及p-JNK蛋白的表达显
著高于正常组大鼠; 实时荧光定量PCR结果显
示, 与正常组大鼠比较, NAFLD组大鼠肝脏中
CNX及GRP78 mRNA水平明显增高(P <0.05); 
同时, TUNEL法检测肝细胞凋亡发现NAFLD
组大鼠肝细胞凋亡数目较正常组大鼠显著增
加(P <0.01).  

结论: 钙联蛋白及GRP78表达上调可能参与了
非酒精性脂肪肝的发生发展过程.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 内质网应激参与了非酒精性脂肪性肝

病的发生发展过程, 其介导肝细胞损伤的机制

可能与内质网应激时凋亡信号通路中CHOP和

p-JNK的表达增加有关. 
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0  引言

随着人们饮食结构、生活方式的改变, 日常膳

食中以脂肪为代表的高热量食物所占比例明

显增加,  因此伴随与代谢异常密切相关的非酒

精性脂肪肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 

NAFLD)的发病率大幅上升, 已成为21世纪全球

重要的公共健康问题之一. NAFLD是一种与饮

酒无关、由多种病因引起的以肝细胞内脂质蓄

积过多为病理特征的疾病, 病情由轻到重包括

单纯性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎及脂肪性

肝硬化[1,2].  在我国, NAFLD是仅次于病毒性肝

炎的常见肝脏疾病, 但目前关于NAFLD的发病

机制尚未完全阐明. 近年来研究人员对内质网

应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)信号通

路在代谢综合征中的作用进行了大量研究[3,4], 
但ERS与NAFLD的相关研究鲜有报道. 钙联蛋

白(calnexin, CNX)及葡萄糖调节蛋白78(glucose 
regulated protein 78, GRP78) 均为内质网分子伴

侣, 在ERS时CNX及GRP78的表达上调, 以维持

内质网的稳定, 但如果ERS持续存在, 也可介导

细胞凋亡的发生, 从而导致组织的损伤[5,6]. 本研

究以非酒精性脂肪肝大鼠为对象, 观察在非酒

精性脂肪肝发生过程中CNX及GRP78的表达变

化, 并探讨他们在非酒精性脂肪肝发生发展中

的可能作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠购自贵阳医学院实

验动物中心[许可证号: SCXK-(黔)2002-0001]; 
兔抗大鼠多克隆CNX、GRP78、CCATT/增强

子结合蛋白同源蛋白(CCATT/enhancer-binding 
protein homology protein, CHOP)及p-JNK抗体

购自美国Santa Cruz公司; 甘氨酸、十二烷基

硫酸钠、丙烯酰胺、三羟甲基氨基甲烷、过

硫酸铵均购自北京鼎国昌盛生物技术有限公

司; PVDF膜及ECL化学发光试剂盒购自美国

Millipore公司; 逆转录试剂盒及SYBR Green
购自大连宝生物工程有限公司; 原位末端标记

法(TUNEL)检测试剂盒由碧云天试剂公司提

供; CNX、GRP78及内参β-actin引物委托上海

生工设计合成. 引物序列如下: CNX: 上游引物

5'-CCTCTGCCGCTGTCTCCACT-3'; 下游引物

5'-AAAGCACTTGAGGTCATTCT-3'. GRP78: 上
游引物5'-TGGAATCTTCACCTCAGAGTG-3'; 
下游引物5'-ATAT C C A A G G T G A A C A C A-
CAC-3'. β-actin: 上游引物5'-TCCTCCTGAGC-
GCAAGTACTCT-3'; 下游引物5'-GCTCAGTAA-
CAGTCCGCCTAGA-3'. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及动物模型复制: 健康♂SD大鼠

20只, 体质量160-180 g, 在恒温(25 ℃)、光照周
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■相关报道
有研究人员发现
用软脂酸钠诱导
体外培养的肝细
胞发生脂肪变性
的过程中存在内
质网应激反应, 且
内质网应激时可
通 过 上 调 C H O P
和p- JNK的表达
介导脂肪变性的
肝细胞发生凋亡.

期12-12 h环境中适应性饲养1 wk后进行实验. 
将实验动物随机分为2组: 正常对照组和非酒精

性脂肪肝组(NAFLD组), 每组各10只. NAFLD组

大鼠给予高脂高糖饲料(78%基础饲料, 15%猪

油, 5%蔗糖, 2%胆固醇)喂养, 造模时间为12 wk; 
正常对照组大鼠则给予普通饲料喂养. 造模结

束后股动脉放血处死大鼠, 留取血液及全部肝

脏组织,  肝组织保存于-80 ℃低温冰箱以备进行

Western blot及PCR检测; 血液1000 r/min离心15 
min后将血清分装置于-80 ℃低温冰箱保存.  
1.2.2 肝组织病理学检查: 新鲜肝组织于4%多聚

甲醛溶液中固定48 h后, 经石蜡包埋、切片及HE
染色后在显微镜下观察肝组织的病理学改变.  
1.2.3 血清生化指标检测: 血清甘油三酯(triglyc-
eride, TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)、低

密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)、高

密度脂蛋白(high-density lipoprotein, HDL)及游

离脂肪酸(free fatty acid, FFA)的含量采用日立

7170A全自动生化分析仪测定.  
1.2.4 实时荧光定量PCR检测肝组织中CNX和

GRP78 mRNA的表达: 按试剂盒说明书提取肝

组织总RNA, 逆转录合成cDNA; 以合成的cDNA
为模板进行实时荧光定量PCR检测, 反应体系为

25 μL: 2×SYBR GreenⅠ12.5 μL, 10 μmol/L上、

下游引物各1.0 μL, 反转录产物 2 μL, DEPC H2O
补足体积. 反应条件为50 ℃ 2 min, 95 ℃ 10 min, 

95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 最后两步重复40个循环. 
以每例标本组织的目的片段与内参β-actin的循

环值的比值作为该样本的基因表达的相对数值.  
1.2.5 Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白的表达情况: 按试剂盒说明

书提取肝组织总蛋白, 采用BCA法进行蛋白定

量, 蛋白样品(含80 μg总蛋白)经SDS-PAGE电泳

后, 采用半干电转移将蛋白质分子从聚丙烯酰

胺凝胶转移到PVDF膜上, 电转移结束后PVDF
膜置于封闭缓冲液中室温下封闭1 h. 封闭完成

后洗膜缓冲液洗膜3次, 然后将PVDF膜与一抗

稀释液(CNX、GRP78、CHOP稀释比例为1∶
1000, p-JNK稀释比例为1∶500)4 ℃封闭过夜. 
次日早上用洗膜缓冲液洗膜3次后, PVDF膜与

二抗稀释液(1∶3000)在室温下孵育1 h. 洗膜缓

冲液洗膜3次后加入化学发光试剂, 室温下与

PVDF膜孵育1 min, 然后在暗室中用Kodak胶片

进行放射自显影.  
1.2.6 TUNEL法检测肝组织中肝细胞凋亡情况: 
严格按照试剂盒说明书进行操作. 在显微镜下

观察凋亡的细胞, 以胞核被标记上绿色荧光的

细胞作为凋亡细胞, 并计算凋亡指数. 凋亡指数 
= (凋亡细胞数/细胞总数)×100%.  

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 用
SPSS13.0版进行组间方差分析. P <0.05为差异有

统计学意义.  

图  1  各组大鼠肝脏病理学变化. A: 正常对照组大鼠肝组织大体标本; B: NAFLD组大鼠肝组织大体标本; C: 正常对照组大

鼠肝组织HE染色(×400); D: NAFLD组大鼠肝组织HE染色(×400). NAFLD: 非酒精性脂肪肝.

A B C

D
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■创新盘点
本 次 研 究 发 现 , 
在非酒精性脂肪
性 肝 病 大 鼠 肝
组织中GRP78及
calnexin的表达增
加, 进一步证实了
在非酒精性脂肪
肝的发生过程中
有内质网应激的
参与, 且内质网应
激可能通过上调
CHOP和p-JNK的
表达介导脂肪变
性的肝细胞发生
凋亡, 导致肝组织
的损伤, 这可能是
非酒精性脂肪性
肝病重要的发病
机制之一.

2  结果

2.1 各组大鼠肝脏病理学变化 如图1所示, 正常

组大鼠肝脏外观为暗红色, 表面光滑; NAFLD组

大鼠肝脏体积较正常组大鼠有所增大, 且包膜

紧张, 肝脏颜色呈乳黄色, 触之有油腻感; 肝组

织切片经HE染色后在光学显微镜下观察发现, 
正常组大鼠肝细胞以中央静脉为中心呈放射状

排列, 肝细胞分界清晰, 大小较一致, 肝窦排列

规则, 汇管区清晰, 无炎症反应. NAFLD组大鼠

肝小叶结构明显紊乱, 肝细胞发生肿大, 胞质内

充满大量大小不等的圆形脂滴, 肝细胞发生明

显的空泡样变性, 呈中重度单纯性脂肪肝改变.  
2.2 各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA
浓度变化 与正常对照组大鼠比较, NAFLD组大

鼠血清TG、TC、LDL与FFA浓度均显著增加, 

而HDL水平则明显降低, 差异具有统计学意义. 
各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA结果

如表1.  
2.3 实时荧光定量P C R检测肝组织中C N X和

GRP78 mRNA表达变化 实时荧光定量PCR结果

显示, 与正常对照组比较, NAFLD组大鼠肝组

织中CNX及GRP78 mRNA表达明显增高, 差异

具有显著性(P <0.05). 各组大鼠肝组织中CNX及

GRP78 mRNA表达情况如表2.  
2.4 Western blot检测肝组织中CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白的表达情况 Western blot结
果显示, 正常肝组织内有少量CNX、GRP78、
CHOP及p-JNK蛋白表达,  而NAFLD组大鼠肝

组织中CNX、GRP78、CHOP及p-JNK的表达均

显著增加. 各组大鼠肝组织中CNX、GRP78、

     

表  1  各组大鼠血清TG、TC、LDL、HDL及FFA浓度 (mean±SD, n  = 10)

分组 TG(mmol/L) TC(mmol/L) LDL(mmol/L) HDL(mmol/L)    FFA(μmol/L) 

正常组 1.06±0.27 1.94±0.31 0.79±0.26 0.94±0.15   602.50±51.28

NAFLD组 2.65±0.11a 3.88±0.23a 2.53±0.63b 0.31±0.06b 1249.70±96.53a

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组. TG: 甘油三酯; TC: 总胆固醇; LDL: 低密度脂蛋白; HDL: 高密度脂

蛋白; FFA: 游离脂肪酸; NAFLD: 非酒精性脂肪性肝病.

     

表  2  各组大鼠肝组织中CNX、GRP78 mRNA表达及肝细胞凋亡结果(mean±SD, n  = 10)

分组 CNX mRNA GRP78 mRNA 凋亡指数(%)

正常组 163.50±23.6 152.37±35.20 2.57±0.59

NAFLD组 399.38±37.92a 316.85±49.62a 10.73±2.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组. CNX: 钙联蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78; NAFLD: 非酒精性脂肪

性肝病.

CNX 90 

β-actin 43 

CHOP 27 

43 β-actin

GRP78 78 

β-actin 43 

p-JNK 54 

43β-actin

图  2  Western blot显示各组大鼠肝组织中CNX、GRP78、CHOP及p-JNK的表达. CNX: 钙联蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78.

kDa kDa



2744               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

CHOP及p-JNK蛋白表达情况如图2.  
2.5 TUNEL法检测肝组织中肝细胞凋亡情况 
TUNEL法检测肝细胞凋亡结果显示, 与正常对

照组比较, NAFLD组大鼠肝组织中肝细胞凋亡

数目明显增多, 差异具有显著性(P <0.01). 各组

大鼠肝细胞凋亡情况如表2, 图3.  

3  讨论

肝脏是脂类代谢的重要场所, 大量研究表明高

脂血症是导致脂肪肝的主要原因之一.  NAFLD
患者临床上常存在着明显的脂质代谢紊乱, 提
示N A F L D与血脂异常存在着密切的关系 [7,8]. 
本实验采用高脂高糖饮食喂养大鼠, 12 wk后
NAFLD组大鼠发生了明显的脂质代谢紊乱及高

脂血症, 血清生化检查结果表明大鼠血清TG、

TC、LDL、FFA水平明显高于正常组, 而HDL
水平则较正常组显著降低. 同时, 肝组织病理学

检查也发现NAFLD组大鼠肝脏呈现单纯性脂肪

肝改变, 上述实验结果表明非酒精性脂肪肝大

鼠动物模型的复制是成功的.  
内质网是真核细胞内重要的亚细胞器, 具

有调节细胞内蛋白质合成后的折叠与聚集、细

胞的应激反应以及维持细胞内钙离子水平等功

能[9], 同时内质网也参与脂类的代谢过程. 内质

网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)是指

在多种生理或病理条件下细胞内质网钙稳态失

衡或蛋白质加工运输障碍、生理功能发生紊乱

的一种亚细胞器的病理过程[10]. CNX是内质网

中的Ⅰ型跨膜蛋白, 是一种重要的类凝集素分

子伴侣, 参与细胞内的许多重要生物学功能, 如
辅助新合成肽链的折叠、装配和转位等[11,12]. 关
于CNX与非酒精性脂肪性肝病的研究国内外鲜

有报道. GRP78同样是分布于内质网的分子伴

侣, 其主要作用与CNX类似, 也是协助蛋白质的

折叠, 装配和运输. 在ERS条件下, CNX和GRP78

的表达会显著增加, 故他们可以作为ERS的标志

蛋白[13]. 本次研究发现, 给予高脂高糖饮食诱导

NAFLD 12 wk后, 大鼠肝组织中CNX和GRP78
在蛋白及基因水平的表达显著增高 ,  说明在

NAFLD的发生发展过程中存在内质网应激反应. 
适当的ERS有利于细胞内环境稳态的恢复和维

持细胞存活, 是细胞启动的一种自我保护反应机

制, 但长期持续的ERS则可以损伤内质网的功能, 
此时细胞将启动内质网相关的凋亡程序[14]. ERS 
触发细胞凋亡的机制有以下几条途径: (1)活化

Caspase12; (2)JNK磷酸化; (3)转录产生CHOP增
多, 通过上述3条途径使肝细胞凋亡增加, 从而

导致肝细胞损伤[15]. 在本次研究中发现, 高脂高

糖饮食诱导大鼠NAFLD 12 wk后, 大鼠肝组织

中CHOP及p-JNK的表达显著高于正常组大鼠, 
这一结果与曹洁等[16]在软脂酸钠诱导的脂肪变

性肝细胞凋亡中的研究结果一致. 此外, 我们采

用TUNEL法检测发现NAFLD组大鼠肝细胞凋

亡较正常对照组显著增加, 提示在NAFLD的发

生发展过程中不仅发生了明显的ERS反应, 同时

还启动了ERS相关的凋亡程序. ERS发生时可能

通过上调CHOP和p-JNK的表达介导脂肪变性的

肝细胞发生凋亡, 从而导致肝组织的损伤, 这可

能是NAFLD发生的重要机制之一.  
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