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下调钙网蛋白基因表达可促进肝星状细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨钙网蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＡＬＲ）基因下调对肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，
ＨＳＣ）凋亡及内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）通路的影响。方法　脂质体法将 ＣＡＬＲ的
小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染至ＨＳＣ中，２４ｈ后加入促纤维化因子ＴＧＦβ１继续作用２４ｈ，倒置显微镜下观
察细胞形态，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，激光共聚焦显微镜检测细胞内Ｃａ２＋水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定细胞
内ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平。结果　相较于对照组和阴性 ｓｉＲＮＡ组，ＣＡＬＲ
ｓｉＲＮＡ组细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｃａ２＋浓度、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平随
ＣＡＬＲ蛋白表达降低而升高（Ｐ＜０．０５）。在转染后向细胞中加入 ＴＧＦβ１，较 ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组而言，细胞
凋亡率明显降低，凋亡细胞数减少，Ｃａ２＋浓度降低，上述蛋白表达也出现了明显逆转。结论　干扰ＣＡＬＲ
基因表达可以促进ＨＳＣ凋亡，其机制可能与其引起细胞内Ｃａ２＋稳态失调，激活ＥＲＳ通路有关。
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　　肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是肝组织长期受
各种致病因素诱导与刺激所致的结缔组织异常增生，

肝内弥漫性细胞外基质过度沉淀的慢性病理结果［１］，

肝组织在反复炎性损伤与修复过程中，诱导并促进了

肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）的活化与增
殖、肝内细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的增生
与降解失衡，导致肝脏实质细胞数量减少和功能减

退［２］。ＨＦ若未得到有效控制与逆转，可能发展为肝
硬化、肝癌并出现各种严重并发症。ＨＳＣ是位于肝脏
Ｄｉｓｓｅ间隙的一种间质细胞，肝内 ＥＣＭ主要由活化的
ＨＳＣ产生，各种炎症、损伤因素可促进 ＨＳＣ的活化与
增殖，从而导致 ＨＦ的发生［３］。因此，抑制 ＨＳＣ的活
化与增殖，促进其凋亡是逆转ＨＦ的细胞学基础所在。
　　钙网蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＡＬＲ）是一种高度保守的
内质网Ｃａ２＋结合蛋白，主要定位于内质网，具有分子伴
侣活性、调节细胞内钙稳态以及细胞凋亡等多种生物

学功能［４］。研究显示，ＣＡＬＲ与多种肿瘤细胞有着密
切的联系，多项实验通过外源性影响 ＣＡＬＲ的表达来
抑制肿瘤细胞的生长，如敲除人膀胱癌细胞 Ｊ８２中的
ＣＡＬＲ能抑制细胞的增殖、迁移和黏附［５］。但 ＣＡＬＲ
在ＨＳＣ中的作用尚未发现被研究。因此该研究在细
胞水平上探讨沉默 ＣＡＬＲ是否引起 ＨＳＣ细胞发生相
关凋亡以及ＣＡＬＲ与促纤维化因子转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）的相互关系，
进一步阐明 ＣＡＬＲ抗 ＨＦ的相关机制，为 ＨＦ的逆转
提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　细胞株及主要试剂
　　人源性肝星状细胞株（ＬＸ２）购于上海美轩生物
科技有限公司；ＤＭＥＭ高糖培养基购于美国 ＢＩ公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＡＬＲ的 ｓｉＲＮＡ
干扰序列（ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ）及非特异性序列（ＮｃｓｉＲＮＡ）
由锐博公司设计并合成；转染试剂盒 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
（ｌｉｐ）２０００购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８
（ＣＣＫ８）试剂盒、反转录试剂盒、ＰＣＲ荧光定量试剂
盒购于北京庄盟国际生物基因科技有限公司；ＰＣＲ引
物由北京睿博兴科生物技术有限公司合成；兔抗大鼠

ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３一抗，兔抗 βａｃｔｉｎ
多克隆抗体，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔
ＩｇＧ，均购于美国Ａｒｉｇｏ公司。
１．２　细胞培养及转染
　　将存放于液氮中的人肝星状细胞复苏传代，于含
有１０％胎牛血清，１００μｇ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链
霉素的高糖培养基中进行常规培养，细胞孵育箱条件

为３７℃，５％ＣＯ２。选取形态规则良好的细胞，当其融
合度达到８０％，做转染及加药处理。用空白培养基分
别稀释Ｌｉｐ２０００和ｓｉＲＮＡ至所需浓度，室温静置５ｍｉｎ。
将稀释后的ｓｉＲＮＡ与Ｌｉｐ２０００按照１∶１混匀，室温静
置２０ｍｉｎ，使其形成稳定的ｓｉＲＮＡ脂质体混合物。随
后弃去细胞培养液，将上述混合物加入到转染组细

胞，６ｈ后更换为空白培养基。
１．３　细胞分组及处理
　　实验分为以下 ５组：对照组、阴性 ｓｉＲＮＡ组、
ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组、ＴＧＦβ１（５ｎｇ／ｍＬ）组和 ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ
＋ＴＧＦβ１（５ｎｇ／ｍＬ）组。ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组和 ＴＧＦβ１
（５ｎｇ／ｍＬ）组分别将 ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ转入细胞作用４８ｈ
及５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１作用 ２４ｈ，ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１
组将ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ转入细胞 ２４ｈ后加入 ５ｎｇ／ｍＬ的
ＴＧＦβ１继续作用 ２４ｈ后进行指标测量，阴性 ｓｉＲＮＡ
组及对照组分别将 ＮｃｓｉＲＮＡ及等量的空白培养基转
入细胞作用４８ｈ。
１．４　倒置显微镜观察细胞形态变化
　　将细胞培养瓶中生长至８０％的细胞，胰蛋白酶消
化成单个细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，调整细胞浓度
为２×１０６／ｍＬ接种至６孔板，转染及加药处理后更换
空白培养基，倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ）下观察细胞形态及
凋亡情况。

１．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡
　　取无菌玻片提前放入２４孔板内，各孔加入５００μＬ
细胞悬液，用以制备细胞爬片。转染结束后，ＰＢＳ洗３次，
加入４％多聚甲醛固定细胞，室温孵育３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ
洗１次。各孔滴加２０μｇ／ｍＬ的ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ１００μＬ，
使其覆盖爬片，室温孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次。配制
ＴＵＮＥＬ检测液，现用现配，避光操作及保存，按每孔体
积５０μＬ配制［５μＬＴｄＴＥｎｚｙｍｅ（１０×），４５μＬＴＲＩＴＣ
ｄＵＴＰＬａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ］加入各孔，周围孔加生理盐水以防
干燥，避光操作，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。将载
玻片放置于避光湿盒中并分组标记，于载玻片上滴

ＤＡＰＩ２０μＬ，爬片放于载玻片上，室温条件下复染５ｍｉｎ。
调定荧光显微镜，激发波长、发射波长分别为５４６ｎｍ、
５７０ｎｍ，取随机视野３个观察并拍照。凋亡率＝凋亡数
（红色标记数）／细胞总数（红、蓝色标记总数）×１００％。
１．６　激光共聚焦显微镜检测细胞内Ｃａ２＋浓度
　　将细胞以１０３～１０４／ｍＬ接种至共聚焦小皿中，每
孔２００μＬ，置于细胞培养箱中，各组处理完成后，ＰＢＳ
洗２次，避光条件下加入Ｆｌｕｏ３探针（ＫＰＬ），细胞培养
箱中放置４０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，加入２ｍＬ完全培养
基静置 ２０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＪａｐａｎ
Ｃｏ．，Ｌｔｄ．）下观察Ｃａ２＋荧光强度。ＦＶ１０ＡＳＷ４．２Ｖｉｅｗｅｒ
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软件分析各组细胞内Ｃａ２＋平均荧光强度。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
　　将细胞以２×１０６／ｍＬ接种至６孔板，向各处理组
细胞中加入２００μＬ细胞裂解液提取总蛋白。ＢＣＡ法
进行蛋白浓度测定，蛋白变性保存于－２０℃冰箱。
１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳制备试剂盒
（ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）用于测定 ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、
Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，经 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，将蛋白湿转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，一
抗４℃过夜：ＣＡＬＲ（１∶１０００；Ａｒｉｇｏ），ＧＲＰ７８（１∶１０００；
Ａｒｉｇｏ），ｃａｓｐａｓｅ１２（１∶１０００；Ａｒｉｇｏ）ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３
（１∶１０００；Ａｒｉｇｏ）。ＨＲＰ标记的二抗 ３７℃孵育 １ｈ，
ＥＣＬ发光显色，ＩｍａｇｅＪ软件对各条带灰度值进行分析，
计算每组各蛋白的相对表达量。

１．８　统计学分析
　　实验数据采用统计学软件 ＳＰＳＳ２０．０分析，结果
以 珋ｘ±ｓ表示，多组均数比较用单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两均数比较用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜
０．０５表明差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　各处理组细胞形态变化情况
　　倒置显微镜下不同处理组 ＬＸ２细胞形态改变如
图１所示。对照组（图１Ａ）细胞贴壁生长，紧密相连呈

星状梭形，形态规则。阴性 ｓｉＲＮＡ组（图 １Ｂ）细胞状
态同对照组，出现少许死亡细胞，ＴＧＦβ１组（图１Ｄ）细
胞间隙变宽，呈长梭形改变，向扁平状肌成纤维样细胞

转变。ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组（图１Ｃ）细胞明显缩短，体积变
小，空隙增大，细胞连接性变差，凋亡细胞显著增加。

ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组（图 １Ｅ）细胞也出现严重的
凋亡现象，但凋亡细胞较 ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组有所减少且
有部分细胞转变为长梭形。

２．２　各处理组细胞凋亡情况
　　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡结果如图 ２Ａ，对照组与
阴性ｓｉＲＮＡ组凋亡率组间差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；较
对照组和阴性ｓｉＲＮＡ组，ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组凋亡率明显升
高（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβ１组无显著性差异（Ｐ＞０．０５），
ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１ 组凋亡率明显低于 ＣＡＬＲ
ｓｉＲＮＡ组（Ｐ＜０．０５）。各组 ＨＳＣ细胞凋亡率间均有明
显差异（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。
２．３　各处理组细胞内Ｃａ２＋荧光强度变化
　　激光共聚焦显微镜扫描结果显示，ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ
组（图３Ｃ）Ｃａ２＋浓度高于对照组（图３Ａ）和阴性 ｓｉＲＮＡ
组（图３Ｂ），差异显著（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβ１组（图 ３Ｄ）
Ｃａ２＋浓度显著低于对照组，ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组
（图３Ｅ）Ｃａ２＋浓度介于ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组和 ＴＧＦβ１组之
间（Ｐ＜０．０５），对照组与阴性ｓｉＲＮＡ组间Ｃａ２＋浓度差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。各组间 Ｃａ２＋荧光强度均有
显著性差异（Ｐ＜０．０５，图３Ｆ）。
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Ａ：对照组；Ｂ：阴性ｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组；Ｄ：ＴＧＦβ１组；Ｅ：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组

图１　倒置显微镜观察细胞形态变化 （×２００）
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Ａ：对照组；Ｂ：阴性ｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组；Ｄ：ＴＧＦβ１组；Ｅ：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组；Ｆ：定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　１：对照
组；２：阴性ｓｉＲＮＡ组；３：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组；４：ＴＧＦβ１组；５：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与阴
性ｓｉＲＮＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦβ１组比较

图３　　各处理组细胞内Ｃａ２＋荧光强度变化
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：阴性 ｓｉＲＮＡ组；３：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组；４：ＴＧＦβ１组；５：ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组；Ｂ：定量
分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与阴性 ｓｉＲＮＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，
与ＴＧＦβ１组比较

图４　各处理组细胞ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

２．４　各处理组间 ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果（图 ４Ａ）显示：对照组和
阴性ｓｉＲＮＡ组比较无显著差异（Ｐ＞０．０５），与这两组比
较，ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组细胞ＣＡＬＲ蛋白表达明显减少（Ｐ＜
０．０５），ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著升
高（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβ１组 ＣＡＬＲ表达较对照组显著升
高（Ｐ＜０．０５），其余３种蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５），
ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ＋ＴＧＦβ１组 ＣＡＬＲ蛋白的表达量显著高

于ＣＡＬＲｓｉＲＮＡ组，ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３显著降
低（Ｐ＞０．０５）。各组间ＣＡＬＲ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ１２、Ｃａｓｐａｓｅ
３蛋白表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。

３　讨论

　　内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）所
诱导的细胞凋亡是近年来才被了解的一种新的凋亡途

径，可引起细胞内 Ｃａ２＋平衡紊乱，激活未折叠蛋白反
应、内质网超负荷反应和 Ｃａｓｐａｓｅ１２介导的凋亡通路
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等信号途径［６－７］。葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋＤ，ＧＲＰ７８）是位于内质网上重要的分子伴
侣，其表达的持续性升高是细胞发生 ＥＲＳ的重要特
征［８］。ＥＲＳ在 ＨＦ的发生发展中具有重要作用，文献
报道，ＥＲＳ能够降低激活的 ＨＳＣ分泌 α平滑肌肌动
蛋白（Ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）和Ⅰ型胶原
蛋白 （ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ），促进活化的 ＨＳＣ凋亡，从而抑制
ＨＦ的形成［９］。

　　含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）是一组存在于细
胞质中具有类似结构的蛋白酶，Ｃａｓｐａｓｅ家族在细胞凋
亡过程中发挥至关重要的作用。当内质网中的Ｃａ２＋稳
态被破坏时，Ｃａｓｐａｓｅ１２被激活，它可以进一步剪切
Ｃａｓｐａｓｅ３。Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中关键蛋白
酶［１０－１１］。细胞凋亡 ３个信号传导通路都能激活凋亡
执行者Ｃａｓｐａｓｅ３，它会水解各种各样的细胞成分使细
胞发生凋亡［１２］。

　　ＣＡＬＲ是位于内质网内腔的质量控制分子伴侣，
能够结合Ｃａ２＋以调节细胞内 Ｃａ２＋稳态，其参与许多信
号通路，包括细胞凋亡［１３］。近年研究发现，与人正常

肝细胞相比，ＣＡＬＲ在人肝癌细胞系中表达也明显上
调，同时 ＣＡＬＲ表达的下调可有效抑制肝癌细胞的生
长和侵袭，促进其凋亡［１４］。ＴＧＦβ１是目前已知最强
的促纤维化细胞因子之一，是激活静态 ＨＳＣ的最强因
子［１５］。目前被认为是重要的 ＨＦ始动因子之一，经常
在体外实验中被用来刺激 ＨＳＣ成为成纤维细胞［１６］。

ＣＡＬＲ是否与ＥＲＳ介导的细胞凋亡之间有关以及和促
纤维化因子 ＴＧＦβ１的关系，尚未发现被提及。在这
项研究中，我们发现以５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１刺激ＨＳＣ２４ｈ
后，细胞间隙增宽，呈长梭形改变，向扁平状肌成纤维

样细胞转变，同时，细胞增殖能力增强，提示 ＴＧＦβ１
可促进ＨＳＣ活化，与相关报道一致［１７］。

　　本研究结果显示，ｓｉＲＮＡ沉默ＣＡＬＲ后，细胞密度
和体积均变小，发生脱落、皱缩，细胞碎片增加，出现大

量凋亡细胞，凋亡率显著升高，提示ＣＡＬＲ的ｓｉＲＮＡ能
够明显促使ＨＳＣ发生凋亡。阴性 ｓｉＲＮＡ组也出现少
许凋亡细胞，可能是转染试剂 ｌｉｐ２０００的细胞毒性所
致，但影响不大。此外，ＨＳＣ中ＣＡＬＲ的减少能够引起
细胞内 Ｃａ２＋荧光强度增强，浓度升高。同时，ＣＡＬＲ
ｓｉＲＮＡ转染细胞后，ＥＲＳ指示剂ＧＲＰ７８和ＥＲＳ相关蛋
白Ｃａｓｐａｓｅｓ１２表达上调，并伴有凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３
上调。由此推断，Ｃａ２＋可能充当凋亡相关基因的中间
信使。ＣＡＬＲ为Ｃａ２＋结合蛋白，能够结合细胞内 Ｃａ２＋

以维持 Ｃａ２＋稳态和细胞正常生理功能，当 ＣＡＬＲ表达
减少，细胞质内游离 Ｃａ２＋增多，出现钙超载现象，激活

ＥＲＳ通路，引起细胞凋亡。我们之前的研究也发现，在
体外实验过程中，Ｃａ２＋浓度升高与细胞凋亡有关［１８］。

　　转染后在细胞中加入 ＴＧＦβ１，和单纯转染组细
胞相比，ＣＡＬＲ表达明显增加，凋亡细胞数减少，凋亡
率降低，Ｃａ２＋荧光强度减弱，ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅｓ１２、
Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显升高。提示在 ＨＳＣ中 ＴＧＦβ１能
够直接或间接促进 ＣＡＬＲ的表达，减轻 ｓｉＲＮＡ诱导的
细胞凋亡。有研究证实［１９］通过沉默人牙龈成纤维细

胞（Ｈｕｍａｎｇｉｎｇｉｖａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＧＦｓ）中 ＣＡＬＲ的表
达，ＨＧＦｓ中ＴＧＦβ１的表达量也有显著下降。ＣＡＬＲ
在 ＨＧＦｓ表达 ＴＧＦβ１的过程中，起重要作用。ＣＡＬＲ
的致纤维化作用，是近些年来国内外学者研究的热点。

国外学者ＰＲＡＫＯＵＲＡ［２０］用野生型小鼠和 ＣＡＬＲ部分
缺陷的杂合子小鼠做动物实验，研究在纤维化发展的

过程中，ＣＡＬＲ对ＴＧＦβ１的影响。结果发现，ＣＡＬＲ缺
陷，会导致可调节 ＴＧＦβ１活化的ＴＳＰ１表达受到抑制，
也会使 ＴＧＦβ１信号传导的中心介质———磷酸化的
Ｓｍａｄ３表达量降低，则可以推断出，ＣＡＬＲ可通过影响
ＴＳＰ１表达，来调节 ＴＳＰ１介导的 ＴＧＦβ１活化。由此
推断，ＣＡＬＲ在致纤维化过程中发挥重要作用，它可以
与ＴＧＦβ１相互作用，相互促进，在ＨＳＣ的纤维化进展
中发挥作用。

　　我们的发现证实了沉默 ＣＡＬＲ能够引起 ＨＳＣ凋
亡，可能的机制为 ＣＡＬＲ表达下调能够引起 ＨＳＣ内
Ｃａ２＋稳态失调，介导 ＥＲＳ，从而启动细胞 Ｃａｓｐａｓｅ凋亡
程序。同时，ＣＡＬＲ和 ＴＧＦβ１的表达能够相互影响，
提示ＣＡＬＲ可能在促纤维化过程中也有重要作用。
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ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｄｉａｇｎ
Ｐａｔｈｏｌ，２０１５，１０：１４９．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３００００１５０３８２１．

［１５］肖政华，邹艳，杨辉，等．扶肝化纤汤含药血清对 ＴＧＦ
β１诱导 ＨＳＣＴ６细胞增殖及 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路的
影响［Ｊ］．中医杂志，２０１９，６０（１９）：１６７３－１６７８．ＤＯＩ：
１０．１３２８８／ｊ．１１２１６６／ｒ．２０１９．１９．０１２．
ＸＩＡＯＺＨ，ＺＨＯＵＹ，ＹＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｒｕｍｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｆｕｇａｎｈｕａｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（扶肝化纤汤）ｏｎＴＧＦβ１
ｉｎｄｕｃｅｄＨＳＣＴ６ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄ，２０１９，６０（１９）：１６７３－
１６７８．ＤＯＩ：１０．１３２８８／ｊ．１１２１６６／ｒ．２０１９．１９．０１２．

［１６］ＧＯＮＧＹ，ＹＡＮＧＹ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮｒｆ２／ＡＲＥｓｍｅｄｉａｔｅｄａｎ
ｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ，ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｆｉｂｒｏｔｉｃＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙ：ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｈｅｐａｔｉｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ—Ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，２５６：１１７９０９．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｌｆｓ．２０２０．１１７９０９．

［１７］ＴＡＯＬ，ＷＵＬ，ＺＨＡＮＧＷ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγｉｎｈｉｂｉｔｓｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉＲ９４２ｉｎｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，２５３：１１７５７２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｌｆｓ．
２０２０．１１７５７２．

［１８］ＬＩＹＮ，ＹＡＮＹ，ＬＩＵＦ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｌｃｉｕｍＩｏｎｏｐｈｏｒｅ
Ａ２３１８７ｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｂｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌＬｅｔｔ，
２０１８，２３：１．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１１６５８０１７００６３ｚ．

［１９］樊宇，莫水学．机械压应力对人牙龈成纤维细胞表达钙网
蛋白的影响［Ｊ］．广西医科大学学报，２０１８，３５（３）：２９４－
２９７．ＤＯＩ：１０．１６１９０／ｊ．ＣＮＫＩ．４５１２１１／ｙ．２０１８．０３．００４．
ＦＡＮＹ，ＭＯＳＸ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｉｎｈｕｍａｎｇｉｎｇｉｖａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．Ｊ
ＧｕａｎｇｘｉＭｅｄＵｎｉｖ，２０１８，３５（３）：２９４－２９７．ＤＯＩ：１０．
１６１９０／ｊ．ＣＮＫＩ．４５１２１１／ｙ．２０１８．０３．００４．

［２０］ＰＲＡＫＯＵＲＡＮ，ＰＯＬＩＴＩＳＰＫ，ＩＨＡＲＡＹ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｆｉｂｒｏｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄ
ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ａｍ ＪＰａｔｈｏｌ，
２０１３，１８３（５）：１４７４－１４７８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ＡＪＰＡＴＨ．
２０１３．０７．０１４．

（收稿：２０２０１２０１；修回：２０２１０１０８）
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