
■背景资料
非 酒 精 性 脂 肪
肝(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)是一种无
过量饮酒史, 由过
多甘油三酯聚积
于肝细胞而导致
肝脏脂质代谢紊
乱为主要特点的
临床综合征. 在世
界范围内NAFLD
已被列为公共健
康的危险因素. 目
前关于NAFLD的
发生机制还不完
全清楚, 因此其发
病机制的研究一
直是肝病研究的
热点内容. 
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Abstract
AIM: To observe the change of the protein kinase 

R-like endoplasmic reticulum kinase/eukaryotic 
translation initiator factor-2α (PERK/eIF-2α) 
signaling pathway in nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) and to discuss the possible 
clinical significance. 

METHODS: Thirty Wistar rats were randomly 
and equally divided into two groups: a normal 
control group (group 1) and an NAFLD group 
(group 2). NAFLD was induced by feeding a 
high-fat, high-glucose diet for 16 wk, and group 
1 was given an ordinary diet at the same time. 
Serum levels of total cholesterol (TC), triglyeride 
(TG), low-density lipoprotein (LDL) and high-
density lipoprotein (HDL) were measured in 
all rats. The mRNA expression of PERK, eIF-2α, 
C/EBP homology protein (CHOP) and glucose 
regulated protein 78 kDa (GRP78) in the liver 
was detected by real-time PCR, while Western 
blot was used to detect the expression of 
p-PERK, p-eIF-2α, CHOP and GRP78 proteins. 
Cell apoptosis was tested by flow cytometry. 

RESULTS: Levels of TC, TG, and LDL in 
group 1 were significantly higher than those 
in group 2 (P < 0.05), but the level of HDL 
was significantly lower in group 1 (P < 0.05). 
Compared with group 1, the expression of 
p-PERK, p-eIF-2α, CHOP and GRP78 protein in 
group 2 was significantly increased (P < 0.05), 
and the expression of PERK, eIF-2α, CHOP and 
GRP78 mRNAs was also significantly elevated 
in group 2 (P < 0.05 or P < 0.01). Flow cytometry 
analysis suggested that apoptosis in group 2 was 
increased. 

CONCLUSION: The PERK/eIF-2α signaling 
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■研发前沿
近年来关于内质
网应激在NAFLD
中的作用研究十
分广泛 ,  但其介
导肝细胞损伤的
具体机制尚未完
全阐明. 

pathway is involved in the development and 
progression of NAFLD, which may cause 
endoplasmic reticulum stress and induce 
apoptosis. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 观察蛋白激酶R样内质网激酶/真核翻译
起始因子-2α(protein kinase R-like endoplasmic 
reticulum kinase/eukaryotic translation initator 
factor-2α, PERK/eIF-2α)信号通路在大鼠实
验性非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)中的变化并探讨该信号通路
在NAFLD中可能的作用. 

方法: 健康Wistar大鼠30只, 雌雄不限, 按照
随机数字表法分为正常对照组和NAFLD组, 
每组各15只. NAFLD组大鼠采用高脂高糖饮
食诱导NAFLD的发生, 而正常对照组大鼠则
给予普通饲料喂养, 时间总计为16 wk. 检测
血清中总胆固醇(total cholesterol, TC)、甘油
三酯(triglyceride, TG)、高密度脂蛋白(high-
density lipoprotein, HDL)和低密度脂蛋白(low-
density lipoprotein, LDL)的含量; 实时荧光
定量PCR技术检测肝脏中PERK、eIF-2α、
CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白(C/EBP 
homologous protein, CHOP)及葡萄糖调节蛋白
78(glucose regulated protein 78, GRP78)等指标
在mRNA水平的表达改变; 蛋白质免疫印迹
(Western blot)技术检测肝脏中磷酸化PERK(p-
PERK)、磷酸化eIF-2α(p-eIF-2α)、CHOP及
GRP78等指标在蛋白水平的改变; 同时采用
流式细胞仪检测细胞凋亡情况. 

结果: NAFLD组大鼠血清中TC、TG、LDL
含量较正常对照组明显增高(P <0.05), 而
HDL则明显低于正常对照组大鼠(P <0.05); 
P C R结果发现 ,  N A F L D组大鼠肝组织中

PERK、eIF-2α、CHOP及GRP78的mRNA
表达水平均较正常对照组大鼠显著升高
(P <0.05或P <0.01); 同时Western blot结果显
示NAFLD大鼠肝脏中p-PERK、p-eIF-2α、
CHOP及GRP78等指标的蛋白水平表达较正
常对照组大鼠明显增多(P <0.05); 此外, 流式
细胞仪检测发现NAFLD大鼠肝细胞凋亡较
正常对照组大鼠显著升高. 

结论: NAFLD的发生发展过程中可能有内
质网应激诱导细胞凋亡通路PERK/eIF-2α
的参与.

© 2015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: 近年来内质网应激信号通路介导

的细胞凋亡在非酒精性脂肪性肝病中的作用

逐渐引起了研究人员的关注 .  本文通过观察

蛋白激酶R样内质网激酶/真核翻译起始因子

-2α(protein kinase R-like endoplasmic reticulum 
kinase/eukaryotic translation initator factor-2α, 
PERK/eIF-2α)信号通路在非酒精性脂肪性肝病

发生过程中的变化, 初步证实高脂高糖饮食可

通过肝细胞内质网应激反应激活PERK/eIF-2α
信号通路诱导细胞凋亡, 从而介导肝细胞损伤

的发生.
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是指排除酒精引起的, 以弥漫性肝细

胞大泡性脂肪变为主要特征的临床综合征[1,2]. 
近年来, 由于人们生活水平的改善, 日常膳食中

以脂肪为代表的高热量食物摄取明显增加, 因
此NAFLD的发病率逐年上升, 在我国NAFLD
已经成为仅次于病毒性肝炎的常见肝脏疾病[3]. 
近年来内质网应激(endoplasmic reticulum stress, 
ERS)信号通路介导的细胞凋亡在NAFLD中

的作用逐渐进入了研究人员的视野[4,5], 但具

体的机制还不是十分清楚. 蛋白激酶R样内质
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■相关报道
有研究人员发现
在NAFLD的发生
过程中 ,  由于大
量游离脂肪酸在
肝细胞内聚集可
诱导肝细胞发生
脂质过氧化 ,  而
持续存在的脂质
过氧化反应可进
一步诱发内质网
应激并对细胞造
成损害. 

网激酶/真核翻译起始因子-2α(protein kinase 
R-like endoplasmic reticulum kinase/eukaryotic 
translation initator factor-2α, PERK/eIF-2α)信号

通路是除IRE1α-JNK及Caspase12信号途径外

ERS时诱导细胞凋亡的又一重要信号通路[6,7], 
当ERS过于强烈或持续存在时, 可激活PERK/
eIF-2α信号通路从而介导细胞凋亡的发生[8]. 本
研究通过观察PERK/eIF-2α信号通路在NAFLD
发生过程中的变化, 探讨该信号通路在NAFLD
发病机制中的可能作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级Wistar大鼠30只, 雌雄不

限, 体质量160-170 g(贵州医科大学实验动物

中心, 许可证号SCXK-黔2002-0001); ECL化学

发光试剂与PVDF膜购自美国Millipore公司; 
p-PERK、p-eIF-2α、GRP78、CHOP一抗购自

Bioworld公司; 荧光染料SYBR Green及逆转录

试剂购自大连宝生物公司; 流式检测试剂盒购

自南京碧云天公司; 三羟甲基氨基甲烷(Tris)、
十二烷基硫酸钠(SDS)、丙烯酰胺、甲叉双

丙烯酰胺、过硫酸铵、甘氨酸、吐温20购自

美国Sigma公司; 内参照β-actin、PERK、eIF-
2α、CHOP及GRP78引物由大连宝生物公司合

成(表1).
1.2 方法

1.2.1 建立NAFLD动物模型: 大鼠适应性喂养

1 wk后随机分为2组: 正常对照组和NAFLD组, 
每组各15只. 正常对照组大鼠给予普通饲料喂

养; NAFLD组大鼠采用含78%基础饲料、15%

猪油、5%蔗糖及2%胆固醇的高脂高糖饲料喂

养16 wk制备NAFLD动物模型, 所有大鼠均自

由饮用自来水. 16 wk末采用乙醚麻醉大鼠, 股
动脉放血处死全部实验动物, 采集血清及肝组

织标本. 
1.2.2 病理检查: 肝组织切片采用苏木素-伊红

(hematoxylin-eosin, HE)染色后在光学显微镜

下观察肝组织的病理学变化. 
1 .2.3  血清生化检测 :  血清总胆固醇( t o t a l 
cholesterol, TC)、甘油三酯(triglyceride, TG)、
高密度脂蛋白(high-density lipoprotein, HDL)
和低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)
含量采用Siemens全自动生化分析仪检测. 
1.2.4 Western blot检测: 取0.1 g肝组织匀浆后取

上清液, 考马斯亮蓝法测定上清液中总蛋白浓

度. 采用10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质, 
然后经转膜、封闭后分别加入p-PERK一抗(1
∶500)、p-eIF-2α一抗(1∶500)、CHOP一抗(1
∶1000)、GRP78一抗(1∶600)及β-actin一抗(1
∶1000), 在25 ℃室温孵育2 h. 洗膜3次后加入

二抗(1∶2000) 在25 ℃室温孵育1 h, 充分洗膜

4次后采用ECL化学发光显影, 凝胶成像系统

采集图像并进行分析, 采用目的蛋白的灰度

值/β-actin蛋白的灰度值代表目的蛋白的相对

表达水平.
1.2.5 实时荧光定量PCR检测: 取0.1 g肝组织

提取总RNA, 逆转录合成cDNA后进行实时荧

光定量PCR检测: cDNA模板2 μL, 10 μmol/L
上游引物1.0 μL, 10 μmol/L下游引物1.0 μL, 2
×SYBR Green I 12.5 μL, DEPC H2O补足总体

     引物名称                                   引物序列

β-actin 上游引物: 5'-TCCTCCTGAGCGCAAGTACTCT-3'

下游引物: 5'-GCTCAGTAACAGTCCGCCTAGA-3'

PERK 上游引物: 5'-ATCCCCCATGGAACGACCTG-3'

下游引物: 5'-ACCCGCCAGGGACAAAAATG-3'

eIF-2α 上游引物: 5'-CTGCCGCTGTCTCCACTCCT-3'

下游引物: 5'-GCACTTGAGGTCATTCTAAA-3'

GRP78 上游引物: 5'-TGGAATCTTCACCTCAGAGTG-3'

下游引物: 5'-ATATCCAAGGTGAACACACAC-3'

CHOP 上游引物: 5'-CCTCGCTCTCCAGATTCCA-3'

下游引物: 5'-CTCATTCTCCTGCTCCTTCTCC-3'

PERK: 蛋白激酶R样内质网激酶; eIF-2α: 真核翻译起始因子-2α; CHOP: CCAAT/增强子

结合蛋白同源蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78.

表  1  引物情况
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■创新盘点
本次研究进一步
证实了在高脂高
糖 饮 食 诱 导 的
NAFLD的发生过
程中存在肝细胞
内质网应激反应. 
内 质 网 应 激 时
PERK/eIF-2α信
号通路的激活可
促进肝细胞凋亡, 
从而介导肝组织
的损伤. 

积至25 μL. 反应条件为95 ℃ 30 s, 95 ℃ 5 s, 
60 ℃ 1 min, 最后两步重复40个循环. 采用目的

基因与β-act in基因循环值的比值代表该目的

基因的相对表达水平. 
1.2.6 细胞凋亡检测: 取新鲜大鼠肝脏组织各1 g, 
置于预冷的PBS中, 用剪刀剪碎, 多次PBS悬
浮、洗涤后400目滤网过滤, 得到悬浮肝细胞. 
取含10-50万细胞的细胞悬液, 1000 r/min离心5 min, 
弃上清, 加入195 μL结合液轻轻重悬细胞. 加
入5 μL Annexin V-FITC, 轻轻混匀; 再加入10 μL
碘化丙啶, 轻轻混匀. 室温避光孵育15 min后上

流式细胞仪进行检测. 
统计学处理 用SPSS17.0进行统计分析, 计

量资料采用mean±SD表示, 两两比较采用t检
验, P <0.05差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠血清中TC、TG、HDL、LDL浓度 
N A F L D组大鼠血清中T C、T G、L D L浓度

较正常组大鼠含量显著增加(3.95 mmol/L±
0.26 mmol/L vs  1.76 mmol/L±0.49 mmol/L、
4.08 mmol/L±0.51 mmol/L vs  1.54 mmol/L
±0.42 mmol/L、3.51 mmol/L±0.69 mmol/L 
vs  1.59 mmol/L±0.27 mmol/L, P <0.05), 而
NAFLD组大鼠血清中HDL浓度则较正常组

大鼠明显下降(0.25 mmol/L±0.03 mmol/L vs  

0.68 mmol/L±0.15 mmol/L, P <0.05).
2.2 大鼠肝脏组织形态学改变 正常组大鼠肝组

织经常规切片、HE染色后在400倍显微镜下

观察发现, 肝小叶结构完整, 肝细胞围绕中央

静脉呈放射状排列, 肝窦排列整齐, 汇管区结

构清晰, 未见肝细胞变性、坏死及炎症细胞的

浸润(图1A). NAFLD组大鼠肝组织切片在显微

镜下观察发现, 正常肝小叶结构遭到破坏, 肝
细胞肿大, 肝细胞胞浆内有大量圆形脂滴, 肝
细胞空泡样变性较为明显(图1B). 
2.3 肝脏中细胞凋亡检测 流式细胞仪检测大

鼠肝脏内细胞凋亡发现, 经高脂高糖饮食诱

导16 wk, NAFLD组大鼠肝组织中细胞凋亡率

较正常组明显增多(0.58%±0.13% vs  0.23%±

0.09%, P <0.05)(图2).
2.4 肝脏中p-P E R K、p-e I F-2α、C H O P及

GRP78蛋白表达 通过Western blot检测结果

可见, NAFLD组大鼠肝脏内p-PERK、p-eIF-
2α的表达与正常组大鼠的表达比较显著升

高(1.08±0.19 vs  0.32±0.11、1.15±0.32 vs  
0.24±0.09)(P <0.05), p-PERK的表达量约为

正常组的3倍, p-eIF-2α的表达量约为正常组

的5倍. 此外, NAFLD组大鼠肝脏内CHOP及
GRP78蛋白的表达也较正常组显著增加(0.83
±0.25 vs  0.37±0.14、3.51±0.95 vs  1.17±
0.37)(P <0.05), 其中CHOP的表达较正常组增

加2倍, GRP78蛋白的表达较正常组增加3倍左

右(图3).
2.5 肝脏中PERK、eIF-2α、CHOP及GRP78 
mRNA表达 PCR检测结果发现, 经高脂高糖饮

食诱导16 wk后, NAFLD组大鼠肝脏内PERK、

eIF-2α、CHOP及GRP78在基因水平的表达

较正常组大鼠明显升高(519.8±59.9 vs  217.4
±46.6、366.9±41.6 vs  173.5±19.2、208.3±
29.5 vs  96.7±20.9、657.3±129.6 vs  209.4±
65.1, P <0.05).

3  讨论

近年来由于人们饮食结构及生活方式的变化, 
NAFLD也随着高脂血症、Ⅱ型糖尿病等代谢

相关疾病的增加而越来越引起人们的重视. 在
发达国家NAFLD已成为一种威胁人类健康的

主要因素, 在发展中国家NAFLD的发病率也

呈逐年上升的趋势. NAFLD根据病变由轻到

重依次分为单纯性脂肪肝、非酒精性脂肪性

肝炎及脂肪性肝硬化, 其病理特征与酒精性脂

A

B

图  1  大鼠肝脏组织形态学改变(HE×400). A: 对照组; B: 

非酒精性脂肪肝组.
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■应用要点
内质网应激介导
的肝细胞凋亡可
能是导致NAFLD
的一个重要发病
机制 .  因此针对
内质网应激途径
来寻找新的药物
靶点治疗NAFLD
成为可能. 

肪肝相同, 但患者无长期过量饮酒史[9,10].
近年来ERS在代谢相关性疾病中的作用

引起了广泛的关注, 科研人员也对ERS信号通

路与NAFLD之间的关系进行了大量研究[11,12], 
但其具体作用机制尚未完全阐明. 内质网是生

物膜构成的互相连通的片层隙状或小管状系

统, 是合成蛋白质的场所[13,14]. 肝细胞中含有

丰富的内质网, 肝细胞的许多重要功能, 如脂

质的代谢、糖代谢、蛋白质合成、毒物及药

物代谢等均在内质网上进行[15,16]. 当内质网稳

态被打乱诸如错误折叠蛋白在内质网腔内大

量聚集、脂质合成紊乱时, 将通过相应的信号

通路引发细胞内一系列的反应, 称为ERS[17-19]. 
GRP78是分布于内质网的一种分子伴侣, 其
主要作用是协助蛋白质的正确折叠, 减少错

误折叠蛋白在内质网腔的大量聚集[20]. 发生

ERS时, GRP78在基因及蛋白水平的表达会显著

增加, 因此GRP78被公认为ERS的标志蛋白[21,22]. 
本次研究发现, 高脂高糖饮食喂养大鼠16 wk, 

大鼠肝脏内GRP78 mRNA及蛋白的表达均

显著增多, 说明高脂高糖饮食可诱发肝细胞

ERS. 
一定程度的ERS能增强对内质网腔内未

折叠或错误折叠蛋白的处理, 从而发挥细胞

保护作用; 但如果ERS过于强烈或持续时间

过久, 保护机制不能与损伤相抗衡, ERS就可

通过多条信号通路诱导细胞发生凋亡 [23 ,24]. 
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图  3  Western blot技术检测肝脏内p-PERK、p-eIF-
2α、CHOP及GRP78蛋白表达. A: Western blot检测; B: 蛋

白相对表达量. 1: 对照组; 2: NAFLD. p-PERK: 磷酸化

的蛋白激酶R样内质网激酶; p-eIF-2α: 磷酸化的真核翻

译起始因子-2α; CHOP: CCAAT/增强子结合蛋白同源

蛋白; GRP78: 葡萄糖调节蛋白78; NAFLD: 非酒精性脂
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图  2  流式细胞仪检测大鼠肝组织内细胞凋亡. A: 对照

组; B: 非酒精性脂肪肝组.
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■同行评价
内质网应激引起
的肝脏细胞凋亡
在NAFLD中研究
得不多 ,  有一定
新意. 

PERK/eIF-2α信号通路是ERS时除IRE1α- JNK
和Caspase12信号通路外诱导细胞凋亡的另

一重要信号通路. P E R K是e I F-2α上游蛋白

激酶家族, 他是位于内质网膜上的I型跨膜蛋

白, 主要转导ERS信号[25,26]. 无ERS时, PERK
与分子伴侣GRP78结合处于无活性状态; 发
生ERS时, PERK则与GRP78解离, 解离出来

的PERK通过自身磷酸化, 并进一步磷酸化下

游的eIF-2α, 从而转导ERS反应信号[27,28]. 例如

PERK/eIF-2α信号通路被激活后可进一步促进

CHOP的表达, 且PERK/elF2α是CHOP表达所

必需的[29]. CHOP又称生长停滞及DNA损伤诱

导基因, Prachasilchai等[30]发现敲除CHOP基因

小鼠能明显减轻ERS诱导的肾小管上皮细胞

凋亡; 此外, 杜锡潮等[31]也发现肝纤维化过程

中肝脏内CHOP基因及蛋白的表达均较正常

大鼠显著增加, 且与肝细胞凋亡增加有关, 因
此推测持续的ERS时PERK/eIF-2α信号通路的

激活可能通过诱导下游CHOP蛋白的表达来

促进细胞凋亡的发生. 本次研究发现, 高脂高

糖饮食喂养大鼠16 wk, 大鼠肝组织中PERK、

eIF-2α mRNA的表达显著高于正常组大鼠, 且
肝脏内p-PERK、p-eIF-2α的表达也显著增加, 
说明在NAFLD的发生过程中PERK/eIF-2α信
号通路被激活了. 进一步研究发现, NAFLD组

大鼠肝脏内CHOP在基因及蛋白水平的表达显

著升高, 且流式细胞仪检测发现肝细胞凋亡较

正常组大鼠显著增加. 因此我们推测高脂高糖

饮食可诱导肝细胞发生明显的ERS反应, ERS
时通过激活PERK/eIF-2α信号通路并促进下游

CHOP蛋白的表达从而启动ERS相关的凋亡程

序诱导肝细胞发生凋亡, 这可能是NAFLD重

要的发病机制之一. 
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