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灯盏花乙素调控 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通路拮抗
AAPH 诱导的人主动脉内皮细胞损伤

赵芮琪, 鲍柳池, 单诗淇, 金 越
大连医科大学药学院,辽宁省大连市 116044

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨灯盏花乙素(Scu)调控蛋白激酶 R 样内质网激酶(PERK) -核因子 E2 相关因子 2(Nrf2) /
激活转录因子 4(ATF4) -C / EBP 同源蛋白(CHOP)通路拮抗 2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二盐酸盐(AAPH)诱导的

人主动脉内皮细胞(HAEC)损伤的具体机制。 [方法] 　 用 Scu 对 HAEC 进行预保护,再用 AAPH 诱导 HAEC 损

伤,探究 Scu 对 HAEC 损伤的具体分子机制。 将细胞分为对照组、AAPH 组、AAPH+Scu 低、中、高剂量组,测定细胞

中超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、谷胱甘肽-硫转移酶(GSH-ST)的含量,
荧光探针检测细胞内活性氧(ROS)含量,Annexin V-FITC / PI 法检测细胞凋亡率,RT-qPCR 检测细胞中 PERK、真核

起始因子 2α(eIF2α)mRNA 的表达,Western blot 测定细胞中葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)、p-PERK、PERK、eIF2α、
p-eIF2α、ATF4、CHOP、Nrf2、Bcl-2、Caspase-3 及 Caspase-12 蛋白的表达。 为了进一步探究 Scu 拮抗 HAEC 损伤的分

子机制,采用基因沉默技术抑制 HAEC 中 PERK 的表达。 将细胞分为五组,分别为对照组、AAPH+si-con 组、AAPH
+Scu+si-con 组、AAPH+si-PERK 组、AAPH+si-PERK+Scu 组,采用 RT-qPCR 检测 si-PERK 干扰后细胞中 PERK、
eIF2α mRNA 的表达,Western blot 测定 si-PERK 干扰后细胞中 PERK、p-eIF2α、eIF2α、ATF4、CHOP、Nrf2、Bcl-2、p53
正向调节因子(PUMA)、Caspase-3 及 Caspase-12 蛋白的表达。 [结果] 　 Scu 干预后细胞内 ROS 含量及细胞凋亡率

显著降低(P<0. 01)。 Scu 可下调 PERK、eIF2α mRNA 的表达,并下调 GRP78、p-PERK、p-eIF2α、ATF4、CHOP、
PUMA、Caspase-3、Caspase-12 以及上调 Nrf2、Bcl-2 蛋白的表达 (P < 0. 01)。 用 si-PERK 干扰后,细胞中 PERK、
p-eIF2α、ATF4、CHOP、Nrf2、Bcl-2、PUMA、Caspase-3、Caspase-12 蛋白的表达以及 PERK 和 eIF2α mRNA 的表达与未

干扰前有显著差异(P<0. 01),证明 Scu 发挥抗内质网应激及细胞凋亡与其调控 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通路密切

相关。 [结论] 　 Scu 通过调控 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通路抗内质网应激及细胞凋亡,从而有效减轻 AAPH 诱导

的 HAEC 损伤。
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基丙基咪)二盐酸盐
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Scutellarin antagonizes AAPH induced injury to human aortic endothelial cells by
regulating the PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP pathway
ZHAO Ruiqi, BAO Liuchi, SHAN Shiqi, JIN Yue
College of Pharmacy, Dalian Medical University, Dalian, Liaoning 116044, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the specific mechanism by which scutellarin (Scu) antagonizes the injury of human
aortic endothelial cells (HAEC) induced by 2,2-azobis(2-methylpropylimidate) dihydrochloride (AAPH) by regulating
the protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK)-nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) / ac-
tivating transcription factor 4 (ATF4)-C / EBP homology protein (CHOP) pathway. 　 　 Methods　 HAEC were pre-pro-
tected by Scu and then injured by AAPH to explore the molecular mechanism of Scu on HAEC injury. 　 The cells were di-
vided into control group, AAPH group, AAPH+Scu low, medium and high groups. 　 The contents of superoxide dismutase
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(SOD), malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione S-transferase (GSH-ST) in the cells
were measured. 　 The content of reactive oxygen species (ROS) in cells was detected by fluorescent probe, and the apop-
tosis rate was detected by Annexin V-FITC / PI method. 　 The mRNA expression of PERK and eIF2α in cells was detected
by RT-qPCR. 　 The protein expression of glucose regulated protein 78 (GRP78), PERK, p-PERK, eukaryotic initiation
factor 2α (eIF2α), p-eIF2α, ATF4, CHOP, Nrf2, Bcl-2, p53 up-regulated modulator of apoptosis (PUMA), Caspase-3
and Caspase-12 in cells was detected by Western blot. 　 In order to further study the molecular mechanism of Scu against
HAEC injury, gene silencing technology was used to inhibit the expression of PERK in HAEC. 　 The cells were divided in-
to five groups: control group, AAPH+si-con group, AAPH+Scu+si-con group, AAPH+si-PERK group, AAPH+si-PERK+
Scu group. 　 The mRNA expression of PERK and eIF2α in cells after si-PERK interference was detected by RT-qPCR. 　
The protein expression of PERK, p-eIF2α, eIF2α, ATF4, CHOP, Nrf2, Bcl-2, PUMA, Caspase-3 and Caspase-12 in
cells after si-PERK interference was detected by Western blot. 　 　 Results　 The content of ROS and the rate of apoptosis
were significantly reduced after Scu intervention (P<0. 01). 　 Scu could down-regulate the mRNA expression of PERK and
eIF2α, and down-regulate the protein expression of GRP78, p-PERK, p-eIF2α, ATF4, CHOP, PUMA, Caspase-3,
Caspase-12 and up-regulate the protein expression of Nrf2 and Bcl-2 (P<0. 01). 　 After interference with si-PERK, there
were significant differences in the protein expression of PERK, p-eIF2α, ATF4, CHOP, Nrf2, Bcl-2, PUMA, Caspase-3,
Caspase-12, as well as the mRNA expression of PERK and eIF2α in cells compared to before interference (P<0. 01). 　 It
is proved that Scu could anti-endoplasmic role in reticulum stress and apoptosis, which is closely associated with the regula-
tion of the PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP pathway. 　 　 Conclusion 　 Scu can effectively alleviate AAPH-induced injury to
HAEC by regulating PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP pathways to inhibit endoplasmic reticulum stress and cell apoptosis.
[KEY WORDS]　 scutellarin;　 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP pathway;　 human aortic endothelial cell;　 cell injury;
2,2-azobis(2-methylpropylimidate) dihydrochloride

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是以血管壁

炎症和粥样硬化斑块的形成为特征的复杂动脉疾

病。 世界卫生组织统计结果显示,As 已成为全球最

常见的死亡原因之一。 然而 As 的发病原因及病理

生理过程复杂,As 的发病机制至今仍无统一定

论[1-2]。 在 As 发病过程中,血管内皮细胞凋亡与细

胞内质网应激(endoplasmic reticulum stress,ERS)密
切相关[3-4]。 As 发病过程中的危险因素可以诱导内

皮细胞凋亡,而 As 斑块中大量表达 ERS 标志物,促
进细胞凋亡并最终导致 As 血栓形成[5]。 因此,通
过抑制 ERS 预防内皮细胞凋亡作为治疗 As 的一种

策略受到广泛关注,研究药物对血管内皮细胞的保

护作用也成为近年来的热点领域。
在哺乳动物细胞中,未折叠蛋白反应(unfolded

protein response,UPR)由三种跨膜蛋白控制:蛋白激

酶 R 样内质网激酶( protein kinase RNA-like endo-
plasmic reticulum kinase,PERK)、肌醇需要酶 1α(in-
ositol-requiring enzyme 1α,IRE1α)和激活转录因子

(activating transcription factor,ATF) [6]。 在生理条件

下,它们的结构域与内质网分子伴侣结合,保持无

活性状态[7]。 在 ERS 下,PERK 被激活并发生磷酸

化,进一步上调 Bcl-2 和 p53 正向调节因子(p53 up-
regulated modulator of apoptosis,PUMA)等凋亡相关

因子的表达[8-9]。 核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear

factor erythroid 2-related factor 2,Nrf2)是一种可调节

多种抗氧化及解毒基因的转录因子,也是 PERK 的

下游底物[10]。 在 UPR 和氧化应激期间,PERK 信号

传导激活 Nrf2,使 Nrf2 从其负调节因子 Kelch 样

ECH 相关蛋白 1 (Kelch-like ECH-associated protein
1,KEAP1)中解离,转移到细胞核中,与抗氧化反应

元件( antioxidant reaction element,ARE)结合,并诱

导一组Ⅱ期解毒酶的表达,发挥抗氧化、抗凋亡的

作用[11]。
黄酮类化合物具有抑菌、抗肿瘤、抗炎、抗氧化

等能力。 大量研究证实,很多黄酮类化合物可防治

心血管疾病[12]。 灯盏花乙素(scutellarin,Scu)是一

种从植物灯盏花中提取的黄酮类化合物,其结构式

为 4′,5,6-三羟基黄酮-7-葡萄糖醛酸甙,作为天然小

分子化合物,目前已制成注射剂,具有良好的临床

应用前景,是肿瘤、As、心脑缺血损伤、糖尿病微血

管病变、高尿酸血症、阿尔茨海默病等潜在的治疗

药物[13-14]。 本课题组发现,在 NALFD 小鼠模型中

Scu 可上调 Nrf2 从而发挥降脂、保肝及抗氧化作用,
Scu 对 As 有治疗效果,但是关于 Scu 抗 As 的机制

尚未明确[15-16]。 结合已有关于 Scu 的相关报道,推
测其具有较强的抗氧化活性,可以对抗 2,2-偶氮二

(2-甲基丙基咪)二盐酸盐[2,2-azobis(2-methylprop-
ylimidate) dihydrochloride,AAPH)]诱导的人主动脉
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内皮细胞(human aortic endothelial cell,HAEC)损伤

过程中的 ERS 及内皮细胞凋亡。 本研究旨在探讨

Scu 调控 PERK-Nrf2 / ATF4-C / EBP 同源蛋白 ( C /
EBP homology protein,CHOP)通路拮抗 AAPH 诱导

的 HAEC 损伤机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株

HAEC 购自生工生物工程(上海)股份有限公司。
1. 2　 实验试剂

AAPH(纯度≥97% )购自上海阿拉丁生化科技

有限公司;Scu(纯度≥98% )购自成都生物技术有

限公司;丙二醛(malondialdehyde,MDA)、超氧化物

歧化酶( superoxide dismutase,SOD)、谷胱甘肽过氧

化物酶(glutathione peroxidase,GSH-Px)、谷胱甘肽-
硫转移酶(glutathione S-transferase,GSH-ST)试剂盒

购自南京建成生物公司;PERK si-RNA 序列购自苏

州吉玛公司;Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒

购自碧云天生物技术有限公司;PERK、真核起始因

子 2α(eukaryotic initiation factor 2α,eIF2α)、CHOP、
Caspase-3、β-actin、Nrf2、PUMA 抗体购自武汉三鹰

生物技术有限公司;GRP78、ATF4、Bcl-2、Caspase-12
抗体购自沈阳万类生物技术有限公司;p-PERK 购

自英国 Abclonal 公司;p-eIF2α 抗体购自英国 Abcom
公司;DMEM 培养基、胎牛血清购自美国 Gibco 公

司;Lipofectamine3000 转染试剂购自美国 Invitrogen
公司。
1. 3　 实验仪器

UVP 凝胶成像系统;TS10 倒置显微镜;CF16RX
高速冷冻离心机;酶标仪;3366 型二氧化碳培养箱;
流式细胞仪;ABI 7500 型 real time PCR 仪;PCR 扩

增仪。
1. 4　 HAEC 的培养及分组

用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养 HAEC,当细胞

长满瓶底时,用 0. 25%胰蛋白酶(含 0. 02% EDTA)消
化、传代、冻存。 实验分组:对照组、AAPH 组(2 mmol / L
AAPH)、AAPH + Scu 低剂量组 (2 mmol / L AAPH +
50 μmol / L Scu)、AAPH+Scu 中剂量组 (2 mmol / L
AAPH+ 100 μmol / L Scu)、 AAPH + Scu 高剂量组

(2 mmol / L AAPH+200 μmol / L Scu),将细胞按照分

组给药后置于孵箱中培养 24 h。
1. 5 　 细胞中氧化相关酶 MDA、 SOD、GSH-Px 及

GSH-ST 含量检测

按照 1. 4 分组处理后,严格按照试剂盒说明书

操作步骤测定 MDA、SOD、GSH-Px、GSH-ST 的含量。
1. 6 　 流式细胞术检测细胞活性氧含量和细胞凋

亡率

按照 1. 4 分组处理后,用 PBS 清洗细胞 2 次,
胰蛋白酶消化细胞并离心,加入 10 mmol / L DCFH-
DA 置于孵箱 30 min,每隔 5 min 上下颠倒混匀,PBS
清洗 2 次后, 用荧光探针检测活性氧 ( reactive
oxygen species,ROS)含量。 并参照 Annexin V-FITC
试剂盒说明书,利用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1. 7　 RT-qPCR 检测细胞中 PERK、eIF2α mRNA 表达

用 Trizol 试剂提取总 RNA,根据说明书,使用

TransStart First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 试剂

盒进行操作,在 Applied Biosystem 仪上进行反转录

扩增与实时定量 PCR。 PERK 引物序列:上游 5′-
ATCCCCCATGGAACGACCTG-3′,下游 5′-ACTCTGT-
GCTCCCTGTCCTCCAT-3′;eIF2α 引物序列:上游 5′-
TATGGTTTTATGCCTGCCAAAG-3′,下游 5′-GTTTTT-
CACATCCCACACTTCC-3′;β-actin 引物序列:上游

5′-TCCTTCCTGGGCATGGAGT-3′,下游 5′-CAGGAG-
GAGCAATGATCTTGAT-3′。 以 2-ΔΔCt 法计算 PERK
和 eIF2α mRNA 相对表达量。
1. 8 　 Western blot 检测 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通

路相关蛋白表达

将细胞在 RIPA 裂解液中裂解,按照 BCA 法计

算出待测样品的蛋白浓度,加入 2×Loading buffer,放
入沸水中煮 5 min 使蛋白样品变性。 根据目的蛋白

分子量配制不同浓度分离胶,电泳、转膜、封闭,将
PVDF 膜放入一抗 [GRP78 (1 ∶ 1 000)、 p-PERK
(1 ∶ 1 000)、PERK(1 ∶ 500)、p-eIF2α(1 ∶ 1000)、
eIF2α(1 ∶ 5 000)、ATF4(1 ∶ 500)、CHOP(1 ∶ 500)、
Nrf2(1 ∶ 500)、Bcl-2(1 ∶ 500)、PUMA(1 ∶ 500)、
Caspase-3(1 ∶ 1 000)、Caspase-12 (1 ∶ 1 000)]中,
4 ℃孵育过夜。 次日放入对应的二抗(1 ∶ 3 000)
中,置于摇床上 2 h,最后用自动凝胶系统成像,ECL
试剂盒显色,使用 Image J 软件分析蛋白条带灰度

值,以 β-actin 的灰度值为内参,并对结果进行归一

化处理。
1. 9 　 沉默 PERK 后检测 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP
通路相关蛋白及 PERK、eIF2α mRNA 表达

在 6 孔板中接种 HAEC,细胞密度为 0. 5 ×105

个 / mL,置于 37 ℃、含 5%CO2 孵箱中培养。 24 h 后

取出 6 孔板使用 Lipofectamine3000 试剂将 si-PERK
转染入细胞后继续培养 24 h,次日给予药物干预并

进行后续实验。 采用 Western blot 检测细胞中各蛋

白的表达,RT-qPCR 测定细胞中 PERK、eIF2α mRNA
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表达。 细胞分组:对照组、AAPH(2 mmol / L) +si-con
组、AAPH(2 mmol / L) +Scu(200 μmol / L) +si-con 组、
AAPH(2 mmol / L)+si-PERK 组、AAPH(2 mmol / L)+si-
PERK+Scu(200 μmol / L)组。
1. 10　 统计学分析

使用 GraphPad Prism 软件进行统计分析。 计量

数据以 x±s 表示,采用单因素方差分析检验,P<0. 05
表示差异具有统计学意义。 所有实验中 n=3。

2　 结　 果

2. 1　 Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 MDA、SOD、GSH-
Px 及 GSH-ST 含量的影响

与对照组相比,AAPH 组 MDA 含量显著增高,
SOD、GSH-Px、GSH-ST 含量显著降低(P<0. 01);与
AAPH 组相比, Scu 干预后 MDA 含量显著降低,
SOD、GSH-Px、GSH-ST 含量显著升高(P <0. 05 或

P<0. 01),说明 Scu 具有较好的抗氧化能力(图 1)。

图 1. Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 MDA、SOD、GSH-Px、GSH-ST 含量的影响

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AAPH 组比较。

Figure 1. The effect of Scu on the content of MDA, SOD, GSH Px and GSH-ST in AAPH induced cells

2. 2　 Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 ROS 含量及细胞

凋亡率的影响

与对照组相比,AAPH 组 ROS 含量、细胞凋亡

率显著升高(P<0. 01);与 AAPH 组相比,Scu 干预

后 ROS 含量、细胞凋亡率显著降低(P<0. 01;图 2)。

图 2. 流式细胞仪检测细胞 ROS 含量及凋亡率

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AAPH 组比较。

Figure 2. The content of ROS and apoptosis rate measured by flow cytometry
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2. 3　 Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 PERK-Nrf2 / ATF4-
CHOP 通路相关蛋白表达的影响

与对照组相比,AAPH 组 GRP78、 p-PERK、 p-
eIF2α、ATF4 及 CHOP 蛋白的表达显著升高 (P <

0. 01),Nrf2 蛋白的表达轻微升高(P<0. 05);Scu 干

预后 GRP78、p-PERK、p-eIF2α、ATF4 及 CHOP 蛋白

的表达显著降低(均 P<0. 01),Nrf2 蛋白的表达显

著升高(P<0. 05 或 P<0. 01;图 3)。

图 3. Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 GRP78、p-PERK、p-eIF2α、ATF4、CHOP 及 Nrf2 蛋白表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 AAPH 组比较。

Figure 3. The effect of Scu on the protein expression of GRP78, p-PERK, p-eIF2α, ATF4,
CHOP and Nrf2 in AAPH induced cells

2. 4　 Scu 对 AAPH 诱导的细胞凋亡相关蛋白表达

的影响

与对照组相比,AAPH 组 Bcl-2 蛋白的表达显著

降低,PUMA、Caspase-3 及 Caspase-12 蛋白的表达显

著升高(P<0. 01);Scu 干预后 Bcl-2 蛋白的表达显

著升高,PUMA、Caspase-3 及 Caspase-12 蛋白的表达

显著降低(P<0. 01;图 4)。

图 4. Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 Bcl-2、PUMA、Caspase-3及 Caspase-12 蛋白表达的影响

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AAPH 组比较。

Figure 4. The effect of Scu on the protein expression of Bcl-2, PUMA, Caspase-3 and Caspase-12 in AAPH induced cells

2. 5　 沉默 PERK 后 Scu 对 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP
通路相关蛋白表达的影响

与 AAPH + si-con 组相比,沉默 PERK 或给予

Scu 后均可抑制 PERK、p-eIF2α、ATF4、CHOP、Nrf2、

PUMA、Caspase-3、Caspase-12 蛋白的表达,升高 Bcl-
2 蛋白的表达(P<0. 01);而用 Scu 处理 si-PERK 转

染的细胞后,Scu 对 PERK、p-eIF2α、ATF4、CHOP、
Nrf2、PUMA、Caspase-3、Caspase-12 蛋白表达的抑制
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作用以及对 Bcl-2 蛋白表达的升高作用明显减弱,
甚至消失。 进一步证明 Scu 是通过调控 PERK-

Nrf2 / ATF4-CHOP 通路发挥抗氧化、抗凋亡作用的

(P<0. 01;图 5)。

图 5. Scu 对 si-PERK 转染细胞后 PERK、p-eIF2α、eIF2α、Nrf2、ATF4、CHOP、PUMA、Bcl-2、
Caspase-3及 Caspase-12 蛋白表达的影响

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AAPH+si-Con 组比较。

Figure 5. The effect of Scu on the protein expression of PERK, p-eIF2α, eIF2α, Nrf2, ATF4, CHOP, PUMA,
Bcl-2, Caspase-3 and Caspase-12 after si-PERK transfected cells

2. 6　 Scu 对 AAPH 诱导的细胞中 PERK 和 eIF2α
mRNA 表达的影响

RT-qPCR 检测结果显示,与对照组相比,AAPH
组 PERK 和 eIF2α mRNA 的表达显著增高 ( P <
0. 01);与 AAPH 组相比,Scu 干预后 PERK 和 eIF2α
mRNA 的表达显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01)。 与

AAPH 组相比,沉默 PERK 或给予 Scu 后均可抑制

PERK 和 eIF2α mRNA 的表达(P<0. 01),而用 Scu
处理 si-PERK 转染的细胞后,Scu 对 PERK 和 eIF2α
mRNA 表达的抑制作用减弱甚至消失(图 6),进一

步证明 Scu 通过调控 PERK 拮抗 AAPH 诱导的

HAEC 损伤。

图 6. Scu 对细胞中 PERK 和 eIF2α mRNA 表达的影响

a 为 P<0. 01 与,对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 AAPH 组比较。

Figure 6. The effect of Scu on the mRNA expression of PERK and eIF2α in cells
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3　 讨　 论

As 是一种慢性炎症性疾病,伴有脂质负荷病变,
其诱因复杂,发病过程涉及多种类型细胞和细胞因

子,是心脏病、中风和脑血栓等疾病的潜在病理基

础[17]。 关于 As 的发病机制目前仍不是十分明确,但
大量证据表明,过量 ROS 产生引起的氧化应激在 As
的发病中具有重要作用。 氧化应激和 ERS 诱导的内

皮细胞损伤及凋亡与 As 的发生发展密切相关[18-19]。
内皮细胞凋亡可能导致内皮细胞失去调节脂质稳态、
免疫功能和炎症的能力,破坏内皮细胞的完整性和屏

障功能,促进脂质沉积,导致 As 的发生[20-21]。
内质网是真核生物中重要的细胞器,为蛋白质

的合成、折叠和组装提供了环境,并为钙的储存提

供场所[22]。 内质网稳态的破坏会导致未折叠或错

误折叠的蛋白质积累,从而引发内质网应激。 为了

恢复内质网稳态,机体会激活 UPR 的适应性信号级

联[23]。 然而,在持续的 ERS 状况下,UPR 可导致内

皮细胞凋亡[24]。
在正常的生理条件下,伴侣蛋白有助于新生蛋

白质的折叠,从而阻止蛋白质在内质网中的聚集。
GRP78,又称为免疫球蛋白重链结合蛋白,是一种重

要的伴侣蛋白,GRP78 的上调可以作为内质网压力

水平的判断指标[25-26]。 通常情况下,GRP78 与跨膜

传感器蛋白 PERK、ATF6 和 IRE1α 结合,使其处于

不活跃状态[27]。 然而,当机体受到氧化应激等诱发

因素刺激时,内质网腔内未折叠蛋白质越积越多,
以上三种跨膜蛋白从 GRP78 中分离出来,此时三种

跨膜蛋白就处于激活状态并启动 UPR,而腔内未折

叠蛋白则与 GRP78 结合[28]。
活化的 PERK 磷酸化下游底物 eIF2 的 α 亚

基[29]。 eIF2α 的磷酸化通过改变其 mRNA 内的阅

读框诱导 ATF4 的特异性翻译[30]。 ATF4 是一种转

录因子,可与启动子区结合,增强 CHOP mRNA 的表

达,提高蛋白质水平[31]。 CHOP 的增加导致抗凋亡

蛋白 Bcl-2 基因表达下调并破坏氧化还原稳态,导
致细胞凋亡[32]。

Nrf2 是 PERK 下游的重要细胞保护转录因子,
PERK 介导的 Nrf2 磷酸化导致 Nrf2 与胞质抑制蛋

白 KEAP1 解离[33-34]。 这种解离释放 Nrf2 以促进核

易位,进入细胞核后,Nrf2 就会结合抗启动子区的

ARE,在细胞抵御氧化应激中起着至关重要的

作用[35-36]。
Scu 具有多种药理活性,已被证明具有抗炎、抗

纤维化、免疫调节等功效[13]。 在临床上,Scu 可有

效治疗缺血性心脑血管疾病等[37]。 在前期实验中,

本课题组发现 Scu 能够上调 Nrf2 从而保护肝脏,结
合先前的报道,推测 Scu 可能调控 ERS 及细胞凋亡

信号通路中的重要靶蛋白,抑制细胞凋亡。
本研究采用 AAPH 诱导 HAEC 损伤进行造模,

并对氧化 /抗氧化相关因子如 SOD、GSH-Px、GSH-ST
和 MDA 进行了检测。 结果表明, Scu 能够降低

MDA 含量并升高 SOD、GSH-Px、GSH-ST 含量。 同

时,ROS 含量在经过 Scu 处理后也显著降低。 这些

结果证明,Scu 具有降血脂、抗氧化等作用。
为了研究 Scu 对抗 ERS 的分子机制,采用

Western blot 检测 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通路相关

蛋白的表达。 结果显示,Scu 能抑制 PERK 和 eIF2α
的磷酸化,下调 GRP78、ATF4、CHOP 以及促凋亡蛋

白 PUMA、 Caspase-3、 Caspase-12 的表达, 并上调

Nrf2 以及抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达。 另外,还采用

了 RT-qPCR 检测 PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 通路关

键分子 PERK 和 eIF2α mRNA 的表达。 结果显示,
Scu 能够显著下调 PERK 和 eIF2α mRNA 的表达。
此外,采用流式细胞术进一步证明了 Scu 能够抑制

细胞凋亡。 以上结果表明,Scu 可通过抑制 PERK-
Nrf2 / ATF4-CHOP 通路拮抗 AAPH 诱导的 HAEC
损伤。

为了进一步研究 Scu 调控 PERK-Nrf2 / ATF4-
CHOP 通路的具体机制,使用 RNA 干扰技术沉默关

键因子 PERK 并检测下游蛋白的变化。 结果发现,
在干扰关键因子 PERK 后,PERK、p-eIF2α、ATF4、
CHOP、PUMA、Caspase-3、Caspase-12 和 Bcl-2 蛋白

的表达及 mRNA 水平与未干扰前有显著差异,并且

Scu 对蛋白和 mRNA 的调节作用也与未干扰前有显

著差异。 这说明 Scu 对 HAEC 的保护作用与其调控

PERK-Nrf2 / ATF4-CHOP 信号传导途径密切相关。
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