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　　［摘要］　目的　探讨 ＰＡＣＳ２（ｐｈｏｓｐｈｏｆｕｒｉｎａｃｉｄｉｃｃｌｕｓｔｅｒｓｏｒｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２）及其所调控的葡糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＲＰ７８）和细胞凋亡标志蛋白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３在非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，
ＮＡＦＬＤ）中的表达变化及意义。方法　 应用软脂酸诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变建立非酒精性脂肪性肝病体外模型，并按０、４、
８、１２、２４ｈ时相点收获细胞，通过油红Ｏ（Ｏｉｌｒｅｄ）染色检测细胞脂肪变程度。同时应用高脂饮食喂 ＳＤ大鼠建立 ＮＡＦＬＤ
模型，并按时相点分为４、８、１２、１６、２０周组，以普通饮食喂养为对照组。通过ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡＣＳ２及内质网应
激标志蛋白ＧＲＰ７８和Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果　 软脂酸成功诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变性，应用高脂饮食喂养ＳＤ大鼠成
功建立ＮＡＦＬＤ大鼠模型。与对照组相比，ＰＡＣＳ２ｍＲＮＡ相对表达量在ＨｅｐＧ２细胞脂肪变模型早期（４、８ｈ）下降，脂肪变模
型晚期（１２、２４ｈ）升高；ＧＲＰ７８在８ｈ组开始上升后，２４ｈ组达到高峰（Ｐ＜０．０１）；Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达均在１２、２４ｈ组显
著上升（Ｐ＜０．０１）。在蛋白水平上，ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达与 ｍＲＮＡ水平表达基本一致（Ｐ＜００１）。
ＮＡＦＬＤ大鼠模型蛋白表达上，与对照组相比，ＰＡＣＳ２同样在早期（４、８周）下降，晚期（１６、２０周）上升（Ｐ＜００１）；ＧＲＰ７８
在表达在４周上调后，２０周达到高峰（Ｐ＜０．０１）。Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达均在晚期显著上升（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＰＡＣＳ２
早期的低表达可能参与了ＮＡＦＬＤ过程中的内质网应激，晚期升高可能与肝细胞凋亡所致的肝损伤密切相关。
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ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅｓ（４ａｎｄ８ｗｅｅｋｓ），ｂｕｔｔｈｅｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｌａｔｅｓｔａｇｅｓ（１６
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Ｃｈｅｎｄｆ１９８１＠１２６．ｃｏｍ

　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种常见的慢性肝脏疾病，并且与糖
尿病、肥胖等密切相关［１］，其发病机制较为复杂，主要

学说为“二次打击”理论。目前有研究认为内质网应

激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）是 ＮＡＦＬＤ发病
的主要机制之一，而葡糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａ
ｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）是 ＥＲＳ的标志蛋白［２］。启动

参与内质网应激的因素有很多，其机制并不明确。在

ＮＡＦＬＤ病程进程中，肝细胞会发生凋亡等病理生理过
程，其发生机制十分复杂。ＰＡＣＳ家族是多功能蛋白，
包括ＰＡＣＳ１、ＰＡＣＳ２等。它们分别参与了调节高尔
基体与内质网，内质网与线粒体之间的结构与功能。

其中ＰＡＣＳ２定位于内质网与线粒体相交处的内质网
膜上，ＰＡＣＳ２参与了细胞凋亡的过程、钙池功能的调
节，并与脂质代谢及转运有密切的关系［３］，但是，

ＰＡＣＳ２在ＮＡＦＬＤ过程中的表达及其作用并不明确。
因此，本研究应用软脂酸诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变建立
ＮＡＦＬＤ体外模型以及 ＮＡＦＬＤ大鼠模型，检测 ＰＡＣＳ２
和内质网应激标志蛋白 ＧＲＰ７８，细胞凋亡标志蛋白
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，探讨 ＰＡＣＳ２在非酒精性脂肪
性肝病中的表达变化及意义。

１　材料与方法

１．１　体外细胞实验
１．１．１　主要试剂和材料　　ａＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），软脂酸钠盐、二甲基噻唑二苯基四氮唑溴盐、
Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、油红（Ｏｉｌｒｅｄ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）、不含
脂肪酸的小牛血清白蛋白（ｆａｔｔｙａｃｉｄｆｒｅｅＢＳＡ，德国罗氏公司）、
荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）。兔抗 ＧＲＰ７８、ＰＡＣＳ２
多克隆抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司，兔抗 Ｂａｘ多克隆抗体（Ｓａｔａｎ
Ｇｒｕｚ公司），兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体购自（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公
司）。ＰＡＣＳ２引物合成于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＨｅｐＧ２细胞株购自
美国ＡＣＣ。
１．１．２　软脂酸的配制　　按照 ＧｏｍｅｚＬｅｃｈｏｎ等［４］的方法配

制软脂酸。

１．１．３　ＮＡＦＬＤ体外模型的构建　　将 ＨｅｐＧ２细胞培养于
６孔板中，当细胞汇合度达到８０％时，无血清培养基适应性培
养过夜［４－５］，加入诱导液（５００μｍｏｌ／Ｌ软脂酸，含１％ ＢＳＡ）诱
导细胞脂肪变，并在０、４、８、１２、２４ｈ进行收获［５］。

１．１．４　油红染色检测ＨｅｐＧ２细胞脂肪变情况　　用１００％的
异丙醇将油红 Ｏ稀释成５ｇ／Ｌ的终浓度，将已收获的 ＮＡＦＬＤ
模型细胞爬片，ＰＢＳ清洗，用油红Ｏ工作液避光染色１０ｍｉｎ，经
ＰＢＳ清洗后，加入苏木精１０ｍｉｎ，然后 ＰＢＳ清洗，封片后，显微
镜下成像观察［２］。

１．１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞模型 ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ
的表达变化　　严格按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）和 ＲＴ
ＰＣＲＫＩＴＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）说明书操作步骤完成细
胞总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成。荧光定量 ＰＣＲ采用 Ｍａｘｉｍａ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ／ＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）按说明书完成（Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司）。引物序列见表１。反应条件为９５℃１０ｍｉｎ１个
循环，９５℃ １５ｓ，６３℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环。仪器为
ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌｔｉｍｅＳｙｓｔｅｍＰＣＲ仪进行。

表１　ＰＣＲ引物序列

基因名称
ＧｅｎＢａｎｋ

登录号
引物序列（５′→３′）

扩增片段

长度（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿０１４３６４
上游：ＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ

下游：ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ
２１６

ＰＡＣＳ２ ＮＭ＿００１２４３１２７
上游：ＧＣＴＣＣＡＡＡＣＧＡＡＴＣＣＴＧＣＧ

下游：ＴＴＣＡＧＡＣＧＧＧＴＧＴＴＧＣＡＴＣＡＣ
２３６

ＧＲＰ７８ ＮＭ＿００４５６７
上游：ＡＴＣＡＣＧＣＣＧＴＣＣＴＡＴＧＴＣＧ

下游：ＣＧＴＣＡＡＡＧＡＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＧ
１２５

Ｂａｘ ＮＭ＿１３８７６３
上游：ＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣＧＡＧ

下游：ＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴＣ
１５５

Ｃａｓｐａｓｅ３ ＣＡＣ８８８６６
上游：ＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＡＣＴＧＡＣＧＡＴ

下游：ＴＴＴＣＡＧＣＡＴＧＧＣＧＣＡＡＡＧＴＧ
２１２

１．１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达　　裂解细胞采用细胞裂解液，采集蛋白，蛋白浓度检测运
用 ＢＣＡ（美国 ＰＩＥＲＣＥ公司）法，经 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ及 ＤＴＴ混匀
后煮沸５ｍｉｎ变性后储存在－２０℃冰箱。ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳
后，电转移至ＰＶＤＦ膜上，封闭（博士德５％封闭奶粉）４ｈ后，加
入抗体，抗体浓度分别是：兔抗 ＧＲＰ７８多克隆抗体（１∶３００，
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Ａｂｃａｍ），ＧＡＰＤＨ（１∶１０００，ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ＰＡＣＳ２
（１∶１００，Ａｂｃａｍ），Ｂａｘ（１∶１００，ＳａｔａｎＧｒｕｚ），Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１００，
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ）；孵育（一般过夜），加入辣根过氧化物酶标记的
羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２５００，中杉金桥）孵育２～４ｈ，运用化学发光
剂孵育３～５ｍｉｎ后显影（ＢｉｏＲａｄ蛋白化学发光仪）。图像分
析采用ＩｍａｇｅＬａｂ软件，将每个样本的积分光密度值与 ＧＡＰＤＨ
的积分光密度值相比，得出积分光密度的比值代表其蛋白含量。

１．２　大鼠ＮＡＦＬＤ模型实验
１．２．１　动物　　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４２只，ＳＰＦ级，４周龄，体质
量１８０～２１０ｇ，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心提供，批 ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５。清洁级实验动物观
察室为开放式，实行１２ｈ光暗循环，室温（２５±１）℃，噪音、换
气等条件控制在规定范围内，每天定时清洁动物房。

１．２．２　饲料　　高脂饲料配方：基础饲料８２．５％，猪油１０％，
胆固醇２％，蔗糖５％，胆盐０．５％。
１．２．３　模型建立与给药方法　　大鼠适应性基础饲料喂养
１周后，按随机数字表法分为２组：ＮＡＦＬＤ模型组（ｎ＝３６），给
予单纯高脂饲料喂养，分别于４、８、１２、１６、２０周每个时相点各
６只采集标本。对照组（ｎ＝６），给予基础饲料喂养，于模型组对
应时间点采集标本。

１．２．４　标本采集　　禁食１２ｈ，称质量后按体质量比例给予
适量速眠新麻醉，剪开腹腔，迅速取出肝脏，肝右距边缘５ｍｍ
处取１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ大小肝组织用于石蜡包埋、切片、ＨＥ
染色。余下肝脏及时放入液氮中储存，用于蛋白提取，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达　　提取组织蛋白，余步骤同１．１．６。

１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，多组比
较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　软脂酸诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变
　　油红Ｏ染色后显微镜下观察，脂滴为红色，而随着时间点
的延长，细胞细胞质内脂滴明显增多，并呈现逐渐增加趋势

（图１）。０ｈ脂变面积为（５．２６±０．４７），４ｈ为（４０．２３±３５６），
８ｈ为（１４６．７３±１２．５２），１２ｈ（３１４．４４±２３．６０），２４ｈ为（４０６．５５±
３４．８１），均较０ｈ明显升高（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：０ｈ；Ｂ：１２ｈ
图１　油红Ｏ染色检测不同时间软脂酸诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变

程度　（×４００）

２．２　高脂饮食建立ＮＡＦＬＤ大鼠模型
　　组织切片显示随着造模时间延长，ＮＡＦＬＤ大鼠肝逐渐出
现小叶界线不清，肝索排列紊乱，肝细胞体积增大，细胞质疏

松，细胞质内充满脂滴，并有程度不等的弥漫性肝细胞脂肪变

性，同时伴汇管区程度不等的炎细胞浸润（图２）。
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Ａ：对照组；Ｂ：４周组；Ｃ：１２周组；Ｄ：２０周组

图２　ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏组织病理学变化　（ＨＥ×４００）

２．３　ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３在ＮＡＦＬＤ过程
中的表达变化

　　在ｍＲＮＡ水平，以０ｈ的表达为１，ＰＡＣＳ２ｍＲＮＡ相对表
达量在细胞脂肪变模型早期（４、８ｈ）开始出现下降（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０．０５），而在后期（１２、２４ｈ）则有显著增加（Ｐ＜０．０１）；
ＧＲＰ７８的表达在１２、２４ｈ较０ｈ显著上调（Ｐ＜０．０１）；Ｂａｘ在
１２、２４ｈ上升，Ｃａｓｐａｓｅ３同样在１２、２４ｈ显著升高（Ｐ＜００１）。
见表 ２。在蛋白水平上，ＰＡＣＳ２在 ４ｈ较 ０ｈ显著下调
（Ｐ＜０．０１），１２、２４ｈ有上升（Ｐ＜０．０１），ＧＲＰ７８的表达在１２ｈ
较０ｈ显著上调（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ在２４ｈ显著上升（Ｐ＜０．０１），
Ｃａｓｐａｓｅ３在２４ｈ也有显著升高（Ｐ＜０．０１）。见图３、表３。在
ＮＡＦＬＤ大鼠模型中，ＰＡＣＳ２在８周较对照组下调（Ｐ＜０．０１），
在后期（１６、２０周）有显著上升（Ｐ＜０．０１），ＧＲＰ７８的表达在在
早期（４、８周）较对照组显著上调（Ｐ＜０．０１），之后持续升高，
Ｂａｘ在晚期（１６、２０周）较对照组显著上调（Ｐ＜０．０１），Ｃａｓｐａｓｅ３
在晚期（１６、２０周）也有显著升高（Ｐ＜０．０１）。见图４、表４。

表２　不同时间软脂酸诱导ＨｅｐＧ２脂肪变细胞中ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、

Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

诱导时间 ＰＡＣＳ２ ＧＲＰ７８ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３

０ｈ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

４ｈ ０．３５±０．０３ａ ０．７４±０．１３ １．７８±０．４３ １．５７±０．３５ａ

８ｈ ０．８０±０．１２ａ ２．５７±０．３３ａ ３．３８±０．８９ａ ３．４７±０．９６ａ

１２ｈ １．６５±０．２０ｂ ７．４６±０．７４ｂ ４．５８±１．３８ａ ５．１２±１．２７ｂ

２４ｈ ５．５４±０．９６ｂ ８．８７±１．２４ｂ ９．３４±１．５９ｂ ８．５７±１．７８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ比较
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１：０ｈ；２：４ｈ；３：８ｈ；４：１２ｈ；５：２４ｈ
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测软脂酸诱导ＨｅｐＧ２细胞不同时间后ＰＡＣＳ２、

ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达

表３　不同时间软脂酸诱导ＨｅｐＧ２脂肪变细胞中 ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

诱导时间 ＰＡＣＳ２ ＧＲＰ７８ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３
０ｈ ９．０６±０．４０ １０．２３±１．２１ １０．８４±１．０５ ８．５７±１．０２
４ｈ ３．６４±０．８５ｂ １１．８４±１．９０ １０．４６±０．９４ １０．３３±１．２１
８ｈ ７．０５±１．３６ ２５．９２±３．４２ｂ １２．５５±１．５７ １３．３５±１．４８ａ

１２ｈ １６．５９±１．５１ｂ ３６．７３±４．６３ｂ ２５．３８±１．４２ｂ ２６．２４±２．６７ｂ

２４ｈ ４４．４３±６．２０ｂ ４０．５５±４．７５ｂ ３３．５８±３．５４ｂ ３８．３６±３．６７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ比较
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１：对照组；２：４周；３：８周；４：１２周；５：１６周；６：２０周

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高脂饮食喂养ＳＤ大鼠不同时间后ＰＡＣＳ２、

ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达

表４　ＮＡＦＬＤ大鼠中ＰＡＣＳ２、ＧＲＰ７８、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３

蛋白的表达 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＡＣＳ２ ＧＲＰ７８ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３
对照组 ２２．３５±１．２４ １０．２３±１．２１ １１．５２±１．１２ ９．５４±１．２７
４周组 １８．５６±１．７８ １８．４５±１．９５ｂ １２．４６±１．３５ １０．３５±１．４５
８周组 ６．３４±０．６７ｂ ２０．３４±１．９７ｂ １５．８７±１．４４ａ １５．６４±１．８３ｂ

１２周组 １８．３４±１．４３ ３５．３５±２．６６ｂ ２０．３８±１．４２ｂ １９．１５±２．１３ｂ

１６周组 ３５．６７±２．４１ｂ ３７．５４±１．７８ｂ ２７．６８±１．４７ｂ ３０．４８±３．１５ｂ

２０周组 ５７．６８±４．３５ｂ ４１．６７±２．３４ｂ ３６．７８±２．７３ｂ ３５．３４±３．３２ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

３　讨论

　　内质网是细胞内重要的细胞器，并在脂类代谢过
程中起到重要作用。内质网稳态平衡是内质网保持其

结构和功能正常的重要前提条件，一旦这一平衡被打

破，就会发生内质网应激，从而影响细胞结构和功能。

文献［６－９］证实早期的内质网应激可以起到一定的
细胞保护作用，但如果内质网应激的持续存在，一系列

后续效应导致肝细胞凋亡从而发生肝细胞损伤。我们

希望找到一个同时参与了调节细胞脂肪变过程中的内

质网应激与细胞凋亡的分子，从而探讨ＮＡＦＬＤ过程中
内质网应激与细胞凋亡可能的调节通路。

　　ＰＡＣＳ家族是多功能蛋白，包括 ＰＡＣＳ１、ＰＡＣＳ２
等，分别参与了调节高尔基体与内质网，内质网与线粒

体之间的结构与功能。其中，ＰＡＣＳ２是内质网线粒体
相关膜（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｓ，ＭＡＭ）上重
要的分子伴侣。本实验发现在 ＮＡＦＬＤ大鼠模型
ＨｅｐＧ２细胞脂肪变模型中，ＰＡＣＳ２均表现为在肝细胞
脂肪变早期，其表达下降，与对照组相比差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１），而在脂肪变后期ＰＡＣＳ２的表达逐渐
上升，与对照组相比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
　　本课题组根据我们既往研究的方法制作体外
ＨｅｐＧ２肝细胞脂肪变模型及 ＮＡＦＬＤ大鼠［１０］，发现在

ＨｅｐＧ２的脂肪变模型和ＮＡＦＬＤ大鼠模型中ＧＲＰ７８逐
渐升高，提示在脂肪变发展的过程中，内质网应激存在

于肝细胞脂肪变的整个过程，其程度随脂肪变加重而

加重。可能是因为导致肝细胞脂肪变的诱因持续存

在，如高脂饮食，软脂酸等不断作用所致。这些结果与

既往研究［１１－１２］报道一致。

　　ＰＡＣＳ２蛋白是调节内质网与线粒体之间的稳态
的重要分子，ＰＡＣＳ２的缺乏会导致半胱天冬酶依赖的
ＢＡＰ３１裂解，还会使钙连接蛋白（Ｃａｌｎｅｘｉｎ）分布紊乱，
导致内质网钙离子超载，从而诱导内质网应激继而引

起ＵＰＲ［１３］。观察ＰＡＣＳ２与ＧＲＰ７８的变化规律发现，
ＮＡＦＬＤ中ＰＡＣＳ２的下降在时间上几乎与内质网应激
的同步发生，提示 ＰＡＣＳ２很可能参与了 ＮＡＦＬＤ的早
期内质网应激的发生［１４－１５］。这种变化可能是因为肝

细胞在多种损伤因素作用早期会通过 ＥＲＳ等适应性
变化方式发挥细胞保护作用。当损伤因素持续存在

时，则会引起肝细胞的一系列病理生理损害。

　　文献［１３］报道ＰＡＣＳ２的缺乏同样会导致脂肪酸
辅酶Ａ连接酶４（ｆａｔｔｙａｃｉｄＣｏＡｌｉｇａｓｅ４，ＦＡＣＬ４）与磷
脂酰丝氨酸合酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＳＳ１）同
线粒体相关膜（ＭＡＭ）结合的水平下降。而他们的结
合体是脂质合成以及内质网与线粒体磷脂运输的中心

环节。那么在肝细胞脂肪变过程中，ＰＡＣＳ２是否也通
过这条路径参与了ＮＡＦＬＤ的发生值得进一步研究。
　　本实验还观察到 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３在肝细胞脂肪变
后期表达上升（细胞模型 １２、２４ｈ，动物模型 １６、２０
周）。众所周知，Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ是细胞凋亡的标志物，
而Ｄａｕｇｈｅｒｉｔｙ等［１６］也发现在酒精性肝炎和非酒精性

肝病以及相关的肝纤维化中，均有明显的肝细胞凋亡

现象发生。文献［１３］证明，ＰＡＣＳ２可以通过调控
Ｃａｓｐａｓｅ家族导致细胞凋亡。而本研究也发现，在
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ＰＡＣＳ２上升的同时Ｃａｓｐａｓｅ３也有显著上升。可能是
在脂肪变发展过程中，以ＧＲＰ７８为标志物的内质网应
激持续存在，ＰＡＣＳ２表达升高，进而作用于Ｃａｓｐａｓｅ家
族诱发细胞凋亡，促进了ＮＡＦＬＤ的进展［１４－１５］。

　　综上所述，本研究发现在 ＮＡＦＬＤ过程中，ＰＡＣＳ２
早期的低表达很可能参与了内质网的应激的启动与持

续存在，而后期升高则可能与肝细胞脂肪变且与凋亡

发生有一定的关系。这些结果提示 ＰＡＣＳ２可能是在
ＮＡＦＬＤ过程中联系肝细胞内质网应激、脂肪变及凋亡
的关键点，值得深入研究。
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第５１届国际临床视觉电生理学会（ＩＳＣＥＶ）年会暨第１３届全国视觉生理大会征文

　　第５１届国际临床视觉电生理学会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙｏｆＶｉｓｉｏｎ，ＩＳＣＥＶ）年会暨
第１３届全国视觉生理大会将于２０１３年１０月在美丽的山城重庆召开。首先，第５１届国际临床视觉电生理学会
年会于２０１３年１０月１２日至１０月１７日在重庆喜来登大酒店召开，这是国际临床视觉电生理学会年会时隔２３
年后再次在中国举办，预计有来自世界数十个国家的代表参会，国内外顶尖眼科专家和视觉电生理学专家将进行

精彩的学术演讲。同时，第１３届全国视觉生理大会将于２０１３年１０月１１日至１０月１３日在重庆滨江皇冠假日
酒店召开，会议由中华医学会眼科学分会主办，第三军医大学西南医院全军眼科中心承办，是国内眼科学临床视

觉电生理学界的盛会，参会者可获国家级Ｉ类教育学分８分。
　　这次大会的交流形式有继续教育、专题演讲和自由论文。内容包括各种眼病的视功能检测、视觉科学研究进
展、视网膜变性疾病与干细胞治疗策略、基因诊断和治疗在眼科学的应用、视觉电生理基础研究及临床应用、视觉电

生理继续教育课程等。大会将邀请多位国内外著名的眼科学专家和视觉科学专家前来作专题讲座，将展示眼科学、

视觉科学和视觉电生理学的最新进展、最新技术及最新成果。同时还将开办精彩的继教课程，由国内外知名的视觉

电生理专家授课和指导操作，将为广大从事眼科学及视觉电生理学工作的专家和青年学者搭建一个不断创新的交

流平台和学习进步的良机。征文要求：投ＩＳＣＥＶ年会请通过网站ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｓｃｅｖ．ｏｒｇ／ｓｙｍｐｏｓｉａ／２０１３／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ
在线投稿，截稿日期２０１３年６月３０日。投全国视觉生理大会者请将８００字以内的中文摘要寄到ｖｐｃｈｉｎａ２０１３＠１６３．
ｃｏｍ，注明作者姓名、工作单位、通信地址、邮编、联系电话及Ｅｍａｉｌ，截稿日期２０１３年７月３１日。
　　大会秘书处：Ｅｍａｉｌ：ｖｐｃｈｉｎａ２０１３＠１６３．ｃｏｍ　　　　　电话：（０２３）６８７６５３８９　　　　　网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｓｃｅｖ２０１３．ｏｒｇ／
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