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■背景资料
内质网应激时通
过激活未折叠蛋
白反应以保护细
胞免受有害因素
的损伤 ,  恢复细
胞的功能 ;  但如
果损伤过于严重, 
或细胞内环境稳
定不能及时恢复, 
此时内质网应激
则诱导细胞凋亡
的发生. 因此, 内
质网应激可能与
很多肝脏疾病的
发生、发展密切
相关.
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Abstract
AIM: To observe the change of activity of 
Caspase12, a key signaling molecule in 
endoplasmic reticulum stress related apoptosis 
pathway, and to explore its role in the apoptosis 
of hepatocytes in rats with hepatic fibrosis.  

METHODS: Wistar rats were randomly 
divided into a 4 wk control group, an 8 wk 
control group, a 4 wk hepatic fibrosis group 
and an 8 wk hepatic fibrosis group. Rats of 
hepatic fibrosis groups received subcutaneous 
injections of 40% CCl4 twice a week at doses 
of 0.3 mL/100 g. Expression of GRP78, GRP94 
and Caspase12 genes in hepatic tissue was 
detected by RT-PCR. The expression of GRP78, 
GRP94, procaspase12 and activated Caspase12 
proteins was determined by Western blot. The 
apoptosis of hepatocytes was evaluated by 
TUNEL assay. 

RESULTS: Expression of GRP78, GRP94 and 
Caspase12 mRNAs in the 4 wk hepatic fibrosis 
group was significantly higher than that in 
the 4 wk control group. In the 8 wk hepatic 
fibrosis group, expression of GRP78, GRP94 and 
Caspase12 mRNAs was also elevated obviously. 
Western blot analysis revealed that expression 
of GRP78, GRP94, procaspase12 and activated 
Caspase12 proteins was increased obviously in 
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■研发前沿
关于内质网应激
介导肝细胞凋亡
的分子机制目前
仍 不 十 分 清 楚 , 
尤其是内质网应
激介导凋亡过程
中关键信号分子
Caspase12的活化
机制尚未完全阐
明. 因此, 深入研
究Caspase12活性
变化及其机制可
为进一步阐明肝
纤维化的发生机
制提供理论基础.

the liver in the 4 wk hepatic group. Compared 
with the 8 wk control group, expression of 
GRP78, GRP94, procaspase12 and activated 
Caspase12 proteins was elevated obviously 
in the 8 wk hepatic group. The apoptosis of 
hepatocytes in the 4 wk and 8 wk hepatic 
fibrosis groups was significantly higher than 
that in the control groups. 

CONCLUSION: Activation of Caspase12, a key 
signaling molecule in endoplasmic reticulum 
stress related apoptosis pathway, may mediate 
the apoptosis of hepatocytes in rats with hepatic 
fibrosis.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要

目的: 观察内质网应激凋亡通路中关键信号
分子Caspase12活性变化, 探讨其在肝纤维化
大鼠肝细胞凋亡中的可能作用. 

方法: 将Wistar大鼠随机分为正常4 wk组、正
常8 wk组、肝纤维化4 wk组和肝纤维化8 wk
组. 皮下注射40%CCl4花生油溶液诱导肝纤
维化形成, 剂量0.3 mL/100 g体质量, 2次/wk. 
肝组织中GRP78、GRP94及Caspase12基因
水平的表达通过实时荧光定量PCR技术测
定; GRP78、GRP94、Procaspase12及活性
Caspase12蛋白的表达采用蛋白质免疫印迹
法检测; 肝细胞凋亡通过TUNEL法测定. 

结 果 :  肝 纤 维 化 4  w k 组 大 鼠 肝 组 织 中
GRP78、GRP94及Caspase12 mRNA表达显
著高于正常4 wk组大鼠; 肝纤维化8 wk时, 肝
组织中GRP78、GRP94、Caspase12 mRNA
的表达较正常8 wk组显著增加. 通过Western 
b l o t对各指标蛋白水平的检测发现, 肝纤
维化4 wk时大鼠肝脏中GRP78、GRP94、
Procaspase12及活性Caspase12蛋白的表达较
正常4 wk组大鼠显著增加; 肝纤维化8 wk时, 
肝脏中GRP78、GRP94、Procaspase12、活

性Caspase12蛋白的表达仍保持在高水平, 但
与肝纤维化4 wk时比较无显著差异. 细胞凋亡
检测发现, 与正常组大鼠比较, 肝纤维化4 wk
及8 wk组大鼠肝细胞凋亡均明显升高. 

结论: 内质网应激凋亡通路中关键信号分子
Caspase12活化可能介导了肝纤维化大鼠肝
细胞凋亡的发生. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶12; 内质网应

激; 细胞凋亡; 肝纤维化

核心提示: 内质网应激诱导的凋亡是近年来新

发现的一种细胞凋亡途径. 本文通过观察内质

网应激凋亡通路中关键信号分子Caspase12的

活性变化, 证实CCl4诱导的肝纤维化过程中可

通过激活Caspase12诱导细胞凋亡的发生, 从而

促进肝细胞损伤及肝纤维化的发生.
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0  引言

肝细胞是肝脏内唯一的实质细胞, 近年来关于

肝细胞凋亡增加在肝纤维化发病机制中的作

用受到了国内外研究人员的广泛关注[1,2]. 大
量研究[3,4]证实肝细胞凋亡过度是肝纤维化、

肝硬化等病变形成的机制之一. 因此, 深入阐

明肝纤维化时肝细胞凋亡的分子机制对肝纤

维化及肝硬化的防治具有十分重要的意义. 目
前已知肝细胞凋亡可由死亡受体途径、线粒

体依赖的凋亡途径及内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ERS)等信号通路介导, 特别是

ERS诱导的细胞凋亡是近年来发现的一种新

的细胞凋亡途径[5-7], 而关于ERS介导肝细胞凋

亡的具体分子机制目前仍不十分清楚. 本研究

旨在通过观察大鼠肝纤维化形成过程中ERS
凋亡通路中关键信号分子Caspase12的活性变

化, 探讨其对肝细胞凋亡的影响. 

1 材料和方法

1.1 材料 清洁级♂Wistar大鼠由贵州医科大学实

验动物中心提供[许可证号: SCXK-(黔)2002-0001]; 
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■创新盘点
本文研究证实了
肝细胞在内质网
应激状态下可能
通过激活特异定
位于内质网外膜
上的促凋亡分子
Caspase12并进
一步激活下游的
Caspase3, 从而促
进肝细胞凋亡的
发生.

Caspase12多克隆抗体购自英国Abcam公司; 
GRP78及GRP94多克隆抗体由美国Santa cruz
公司提供; Bradford蛋白定量试剂盒购自北京

鼎国昌盛生物技术有限公司; 原位末端标记

法(TUNEL)检测试剂盒由武汉博士德公司提

供; 增强化学发光试剂盒和PVDF膜购自美国

Mill ipore公司; 吐温20、甘氨酸、三羟甲基

氨基甲烷、过硫酸铵、十二烷基硫酸钠由美

国Genview公司提供; 丙烯酰胺及甲叉双丙

烯酰胺购自美国Amresco公司; TRIzol由美国

Invitrogen公司提供; SYBR Green购自大连宝

生物工程有限公司; PCR逆转录试剂盒由加

拿大Fermentas公司提供; GRP78、GRP94、
Caspase12及内参引物购自上海捷瑞生物工程

有限公司, 引物序列如表1. 
1.2 方法

1.2.1 肝纤维化大鼠模型复制:  选取体质量

150-160 g的♂Wistar大鼠32只, 按照随机数字

表法分成正常4 wk、正常8 wk、肝纤维化4 wk
和肝纤维化8 wk组, 每组各8只大鼠. 参照本课

题组前期的实验方法复制肝纤维化模型, 具体

方法如下: 肝纤维化4 wk及8 wk组大鼠通过皮

下注射40%CCl4花生油溶液(剂量0.3 mL/100 g)诱
导肝纤维化形成, 2次/wk, 分别注射4 wk和8 wk; 
正常4 wk及8 wk组大鼠则通过皮下注射花生

油(剂量0.3 mL/100 g), 2次/wk, 注射时间同样

为4 wk和8 wk. 于实验第4周末和第8周末采用

乙醚麻醉后处死实验大鼠[8]. 
1.2.2 病理学检查: 取大鼠肝右叶组织浸泡于

40 g/L中性甲醛溶液中固定48 h, 随后将肝组

织进行石蜡包埋切片并进行Masson染色, 通过

光学显微镜观察肝组织病理形态学改变. 
1.2.3 GRP78、GRP94及Caspase12 mRNA检测: 
取100 mg肝组织, 加入1.0 mL TRIzol提取肝组

织总RNA. 采用Fermentas逆转录试剂盒将提

取的肝组织总RNA逆转录合成cDNA, 反应体

系配制及反应条件严格按照试剂盒说明书进

行操作. 随后用逆转录合成的cDNA为模板进

行实时荧光定量PCR检测, 在冰上配制PCR反
应体系(25 μL), PCR反应条件如下: 95 ℃ 30 s, 
95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 第2、3步重复40个循环. 
以β-actin为内参, 用2-△△Ct法[9]计算各组大鼠肝

组织中GRP78、GRP94及Caspase12 mRNA的

相对表达量. 
1.2.4 GRP78、GRP94及Caspase12蛋白表达检

测: 取200 mg肝组织, 加入1.0 mL细胞裂解液

于冰上充分匀浆后, 将匀浆液置于离心机中进

行离心(12000 r/min, 4 ℃, 15 min). 离心结束后

将上清液分装于0.5 mL Epp管中, 置于-80 ℃
低温冰箱保存, 并采用Bradford蛋白定量试剂

盒对上清液中的蛋白进行定量. 通过十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质, 随
后将聚丙烯酰胺凝胶中的蛋白质转移至PVDF
膜上. PVDF膜在封闭缓冲液中封闭1 h, 随后

与一抗稀释液(Caspase12稀释倍数为1∶1000, 
GRP78、GRP94稀释倍数为1∶500)4 ℃振摇

孵育过夜. 次日早上将PVDF膜取出, 用洗膜缓

冲液冲洗掉膜上多余的一抗, 随后将PVDF膜
与二抗稀释液(1∶2000)在室温下孵育1 h. 用
洗膜缓冲液冲洗掉膜上多余的二抗, 然后将

ECL化学发光试剂均匀的滴加在PVDF膜上进

行化学发光. 
1.2.5 肝细胞凋亡检测: 采用TUNEL法检测

肝细胞凋亡, 具体方法如下: 肝组织石蜡切片

经脱腊水化后用蛋白酶K 37 ℃消化10 min; 
滴加标记液37 ℃孵育2 h, 随后封闭液室温

封闭30 min; 封闭完后生物素化抗地高辛抗

体37 ℃孵育30 min; 滴加荧光素+过氧化物

     引物名称                            引物序列

Caspase12 上游引物 5'-GAAGGAATCTGTGGGGTGAA-3'

下游引物 5'-TCCCTTTGCTTGTGGGATACC-3'

GRP78 上游引物 5'-TGGAATCTTCACCTCAGAGTG-3'

下游引物 5'-ATATCCAAGGTGAACACACAC-3'

GRP94 上游引物 5'-ACTGTTGAGGAGCCCATGGAGG-3'

下游引物 5'-GCTGAAGAGTCTCGCGGGAAAC-3'

β-actin 上游引物 5'-GAGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'

下游引物 5'-CATCTGCTGGAAGGTGGACA-3'

表  1  Caspase12、GRP78、GRP94及β-actin引物序列
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■应用要点
内质网应激介导
的肝细胞凋亡增
加是肝纤维化的
重要发病机制之
一. 因此, 作为内
质 网 应 激 介 导
凋 亡 过 程 中 的
关 键 信 号 分 子 , 
Caspase12有望成
为抗纤维化治疗
的新靶点.

酶标记的链酶亲和素37 ℃孵育30 min, 随后用

0.01 mol/L Tris缓冲盐溶液洗片4次, 每次5 min. 
在荧光显微镜下进行观察, 每张切片随机抽

取5个高倍镜下视野, 以细胞核出现绿色荧光

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 计量资料采用mean±SD表

示, 使用SPSS14.0进行组间方差分析, 两两比

较采用LSD法, P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠肝脏病理学改变 大鼠肝脏病理学改变

如图1所示: 正常4、8 wk组大鼠肝小叶结构正

常, 除汇管区有少量被染成蓝色的胶原纤维外, 
其他部位未见胶原纤维增生; 肝纤维化4 wk组大

鼠肝组织内可见部分呈空泡样变的肝细胞, 肝
组织内胶原纤维含量较正常4 wk组显著增多; 
肝纤维化8 wk时, 大鼠肝细胞脂肪样变进一步

加重, 肝组织内可见大量被染成蓝色的胶原纤

维, 胶原纤维包绕、分割肝组织, 导致肝小叶

结构遭到破坏, 可见假小叶形成, 纤维化程度

较正常8 wk组显著加重. 
2.2 大鼠肝脏GRP78、GRP94及Caspase12 
mRNA水平 与正常4 wk组比较, 肝纤维化4 wk
组大鼠肝脏中GRP78、GRP94及Caspase12 
m R N A水平均显著升高 ,  差异具有显著性

(P <0.01) ;  肝纤维化8 w k时 ,  大鼠肝脏中

GRP78、GRP94及Caspase12 mRNA水平与正

常8 wk组相比均明显增高(P <0.01或P <0.05), 
但与肝纤维化4 wk组比较无显著差异(表2). 
2.3 肝脏中GRP78、GRP94、Procaspase12及

活性Caspase12蛋白水平 大鼠肝脏中GRP78、
GRP94、Procaspase12及活性Caspase12蛋白

水平如表3和图2所示: 与正常4 wk组比较, 肝

A B

C D

图  1  大鼠肝脏病理形态学变化(Masson×100). A: 正常4 wk组; B: 正常8 wk组; C: 肝纤维化4 wk组; D: 肝纤维化8 wk组.

GRP94

β-actin

1              2             3            4A

92

43

kDa

GRP78

β-actin

1              2             3            4B

78

43

kDa

Procaspase12

Cleaved 
Caspase12

β-actin

C 1              2             3            4

55

36

43

kDa

图  2  Western blot检测结果. A: GRP94检测结果; B: 

GRP78检测结果; C: Procaspase12及活性Caspase12蛋白水

平. 1: 正常4 wk组; 2: 正常8 wk组; 3: 肝纤维化4 wk组; 4: 

肝纤维化8 wk组.
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■同行评价
本文对肝纤维化
大鼠动物模型肝
组织中Caspase12
的变化及内质网
应激的相关分子
GRP78、GRP94
进行了初步的研
究 ,  并对肝细胞
凋亡的情况进行
了观察 ,  有一定
的创新性和科学
价值.

纤维化4 w k组大鼠肝脏中G R P78, G R P94, 
Procaspase12及活性Caspase12水平显著升高

(P <0.01或P <0.05); 肝纤维化8 wk时大鼠肝

脏中GRP78、GRP94、Procaspase12及活性

Caspase12的表达仍保持在高水平, 与正常8 wk
组相比差异具有显著性(P <0.01或P <0.05), 但
与肝纤维化4 wk组比较差异不具有显著性. 

2.4 肝细胞凋亡检测 肝纤维化4 wk组大鼠肝

细胞凋亡数目与正常4 w k组比较明显增多

(9.58±1.79 vs  1.67±0.23), 差异具有显著性

(P <0.01); 肝纤维化8 wk组大鼠肝细胞凋亡数

目与正常8 wk组比较也显著升高(11.35±3.62 
vs  1.92±0.45, P <0.01), 但与肝纤维化4 wk组比

较差异不具有显著性(图3). 

A B

C D

图  3  大鼠肝细胞凋亡(TUNEL×400). A: 正常4 wk组; B: 正常8 wk组; C: 肝纤维化4 wk组; D: 肝纤维化8 wk组.

     分组 GRP78 GRP94 Caspase12

正常4 wk组 93.97±34.73 115.30±32.04  52.32±17.25

正常8 wk组 82.94±26.58 126.94±41.25  76.45±23.67

肝纤维化4 wk组 173.63±28.60b  287.25±46.13b 163.67±27.95b

肝纤维化8 wk组 167.93±50.39d  302.16±60.51d 186.49±73.52c

bP<0.01 vs  正常4 wk组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常8 wk组.

表  2  大鼠肝脏中GRP78、GRP94及Caspase12 mRNA水平 (n  = 8, mean±SD)

     
分组 GRP78/β-actin GRP94/β-actin

Procaspase12/

β-actin

Cleaved Caspase12/

β-actin

正常4 wk组 0.72±0.06 1.04±0.15 0.63±0.13 0.07±0.01

正常8 wk组 0.92±0.23 1.03±0.09 0.69±0.17 0.09±0.02

肝纤维化4 wk组  1.88±0.20b  2.56±0.43a  1.21±0.06b  0.22±0.05b

肝纤维化8 wk组  2.27±0.22d  2.79±0.57c  1.20±0.18d  0.25±0.05d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常4 wk组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常8 wk组.

表  3  大鼠肝脏中GRP78、GRP94、Procaspase12及活性Caspase12水平 (n  = 8, mean±SD)
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肝细胞作为肝脏中最丰富的一种细胞, 在各种

急慢性肝脏疾病中常常会受到有害因素的影

响而发生损伤甚至是死亡. 目前所知的细胞死

亡方式主要有3种: 即细胞凋亡、细胞坏死和

自噬性死亡[10]. 研究[11,12]发现, 在多数病因所引

起的肝损伤中, 除肝细胞坏死外大多有肝细胞

凋亡的发生. 而且不论在急性还是慢性肝脏疾

病中, 肝细胞凋亡过程中产生的凋亡小体在被

吞噬的过程中可激活HSC, 活化的HSC进一步

增殖、分化, 并产生大量的细胞外基质, 从而

促进肝纤维化的发生、发展. 还有研究[13]发现

在小鼠肝损伤模型中, 如果抑制肝细胞凋亡就

可以逆转肝脏的炎症反应和肝纤维化. 因此, 
肝细胞凋亡可能是肝纤维化发展以及转归过

程中的一个重要环节, 而抑制肝细胞凋亡有望

成为治疗肝纤维化的新途径. 
内质网应激是近年来新发现的一条介导

细胞凋亡的信号通路[14,15]. 众所周知, 内质网

是细胞内一个膜包绕的细胞器, 其功能主要与

蛋白质的折叠、移位, 脂类、类固醇的合成

以及胞浆内Ca2+浓度的调节有关[16-18]. 肝细胞

的代谢功能非常活跃且拥有数量丰富的内质

网, 因此内质网功能的紊乱势必会对肝细胞

功能造成影响进而导致疾病的发生[19]. 本研究

通过皮下注射CCl4的方法复制肝纤维化动物

模型, 在此基础上, 采用RT-PCR、Western blot
等方法对肝脏中内质网应激标志蛋白GRP78
及GRP94在基因及蛋白水平的表达进行了检

测. 结果发现, 肝纤维化4 w k组大鼠肝脏中

GRP78、GRP94在基因及蛋白水平的表达已

较正常4 wk组大鼠显著增加; 肝纤维化8 wk
时, 大鼠肝脏中GRP78及GRP94基因及蛋白的

表达仍保持在高水平. 由于GRP78、GRP94可
作为ERS发生的标志性蛋白[20-22], 因此说明在

CCl4诱导的肝纤维化过程中的确存在肝细胞

ERS反应. 
ERS的程度及持续时间决定了应激细胞

的结局 ,  适度的E R S有利于细胞的存活 ,  但
当ERS过于严重或持续时间过长时, ERS则
诱导细胞凋亡的发生 [23-25]. 关于E R S启动细

胞凋亡的具体机制 ,  目前仍未完全阐明 ,  有
研究[26-28]认为是通过激活下游的凋亡信号分

子, 如Caspase12、CHOP及JNK等来实现的. 
Caspase12位于内质网的胞质面, 是ERS介导

凋亡的特异性蛋白. 研究表明缺乏Caspase12
的小鼠能抵抗ERS诱导的细胞凋亡, 而对死亡

受体或线粒体途径诱导的凋亡仍有反应, 说明

Caspase12信号通路可能是ERS介导凋亡的特

异通路之一[29,30]. 
正常情况下Caspase12以无活性的酶原形

式(Procaspase12)存在, 当后者活化转变为有活

性的Caspase12(Cleaved Caspase12)后可介导细

胞凋亡过程[31]. 活化的Caspase12可依次激活

其下游的Caspase9和Caspase3而诱导细胞凋亡

的发生[8]. 本次研究发现, 肝纤维化4 wk组大鼠

肝组织中Caspase12 mRNA的表达已开始增加; 
到肝纤维化8 wk时, 肝组织中Caspase12 mRNA
的表达进一步增高. 对肝组织中Procaspase12
及活性C a s p a s e12蛋白水平的检测发现, 肝
纤维化4 wk组大鼠肝组织中Procaspase12及
活性Caspase12的表达较正常4 wk组大鼠显

著增加; 到肝纤维化8 wk时, 大鼠肝组织中

Procaspase12及活性Caspase12蛋白的表达与

正常8 wk组比较显著增高, 但与肝纤维化4 wk
组比较无显著性差异. 上述结果提示肝纤维

化发生发展中肝组织内Caspase12基因及蛋白

的表达水平均显著增高, 且活化的Caspase12
的表达也是明显增高的, 说明在肝纤维化过

程中有Caspase12表达及活性的增加. 前期课

题组对Caspase12下游促凋亡分子Caspase3的
活性表达形式(Cleaved Caspase3)进行检测, 结
果发现肝纤维化4及8 wk组大鼠肝组织中活

性Caspase3的表达较正常组明显增多[32], 提示

Caspase12/Caspase3凋亡信号通路在肝纤维化

发生过程中有明显的激活. 进一步以TUNEL
法检测细胞凋亡发现, 肝纤维化4及8 wk组大

鼠肝细胞凋亡较正常组显著增加, 但肝纤维化

4及8 wk组之间肝细胞凋亡率无显著性差异. 
这些结果提示在肝纤维化发生发展过程中, 肝
组织中ERS介导的细胞凋亡通路是活化的. 因
此, 我们推测肝细胞在ERS状态下有可能通过

激活特异定位于内质网外膜上的促凋亡分子

Caspase12并进一步激活下游的Caspase3, 从而

促进肝细胞的凋亡. 但关于肝细胞内质网应激

时如何激活Caspase12的机制目前尚不清楚, 有
待进一步深入研究. 
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