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摘要　目的　探讨敲低过氧化物还原酶-６（ＰＲＤＸ６）在利福
平（ＲＦＰ）诱导人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）损伤及胆汁酸转运体适
应性表达中的作用。方法　将处于对数生长期的细胞均匀
接种于６孔板中，使用特异 ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ、ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ分
别转染 ＨｅｐＧ２细胞构建敲低组及对照组。给予细胞 １００

μｍｏｌ／ＬＲＦＰ诱导２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴ-ＰＣＲ检测各组
细胞 ＰＲＤＸ６、多药耐药蛋白１（ＭＤＲ１）、多药耐药相关蛋白
２、３、４（ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４）、Ｎａ＋／牛磺胆酸协同转运蛋白
（ＮＴＣＰ）的蛋白及基因表达水平；ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法
检测各组细胞凋亡率；ＣＣＫ-８法检测各组细胞增殖变化；试
剂盒检测各组细胞培养上清液中细胞损伤标志物丙氨酸氨

基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素
（ＴＢＩＬ）、直接胆红素（ＤＢＩＬ）、总胆汁酸（ＴＢＡ）相对含量变
化。结果　ＲＦＰ可诱导 ＨｅｐＧ２细胞 ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、
ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ及 ＰＲＤＸ６的蛋白和基因表达水平升高（Ｐ＜
０.０５），而敲低ＰＲＤＸ６后，ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ
的蛋白和基因表达水平均有不同程度的降低（Ｐ＜０.０５）。
此外，ＰＲＤＸ６敲低后ＨｅｐＧ２细胞凋亡率升高（Ｐ＜０.０５），细
胞增殖能力下降（Ｐ＜０.０５），细胞培养上清液中细胞损伤标
志物（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、ＴＢＡ）水平升高（Ｐ＜０.０５）。结
论　ＲＦＰ可增加 ＨｅｐＧ２细胞胆汁酸转运体及 ＰＲＤＸ６的蛋
白和基因表达量，敲低ＰＲＤＸ６并用 ＲＦＰ诱导后胆汁酸转运
体的蛋白及基因表达量降低，同时细胞损伤加重，表明

ＰＲＤＸ６在ＲＦＰ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞适应性反应中发挥保护
作用。

关键词　过氧化物还原酶-６；利福平；胆汁酸转运体；适应性
反应；细胞损伤；凋亡
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　　抗结核药是导致药物性肝损伤的常见药物，胆
汁淤积适应性反应是药物性肝损伤领域中的重要研

究方向。过氧化物还原酶-６（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ-６，ＰＲ-
ＤＸ６）具有过氧化物酶活性和磷脂酶 Ａ２酶活性，通
过减少Ｈ２Ｏ２和各种脂质过氧化物来保护细胞免受
氧化损伤［１］。此外，ＰＲＤＸ６是ＰＲＤＸ家族中唯一在
其基因启动子中具有转录因子核因子 Ｅ２相关因子
２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２-ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）结
合位点的成员［２］，而Ｎｒｆ２介导的适应性反应在药物
性肝损伤的发生过程中发挥重要的保护作用。有研

究［３］表明利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）可诱导胆盐输出
泵（ｂｉｌｅｓａｌｔｅｘｐｏｒｔｐｕｍｐ，ＢＳＥＰ）、多药耐药蛋白 １
（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＤＲ１）、多药耐药相关
蛋 白 ２（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ-ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，
ＭＲＰ２）、钠离子 －牛磺胆酸钠共转运多肽（Ｎａ＋／
ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴＣＰ）、有机
阴离子转运蛋白２（ｏｒｇａｎｉｃａｎｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
２，ＯＡＴＰ２）、有机溶质转运体（ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｕｔｅｔｒａｎｓ-
ｐｏｒｔｅｒβ，ＯＳＴβ）和Ｎｒｆ２的蛋白和基因表达适应性增
加，从而减轻 ＨｅｐＧ２细胞损伤。此外，ＰＲＤＸ６磷脂
酶Ａ２活性与Ｎｒｆ２之间的关系已在多项研究中得到
证实［４－５］。因此，在胆汁淤积时，ＰＲＤＸ６是否参与
胆汁酸转运体适应性表达的调节还需进一步研究。

该研究通过敲低 ＨｅｐＧ２细胞的 ＰＲＤＸ６基因，观察
敲低 ＰＲＤＸ６后对ＲＦＰ诱导ＨｅｐＧ２细胞损伤及胆汁
酸转运体表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＨｅｐＧ２细胞购自中科院上海分院
细胞库；ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ购自上海吉玛制药公司；
ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清购自以色列ＢＩ生物公
司；胰酶细胞消化液、双抗（青链霉素混合液）购自

上海碧云天生物公司；ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司；ＥＣＬ显影液购自苏州新赛美生物公司；蛋白
Ｍａｒｋｅｒ、ＴＲＩｚｏｌ购自美国 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＰＲＤＸ６、ＭＲＰ４购自美国 ＣＳＴ公司；ＭＲＰ３、ＮＴＣＰ购
自美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司；ＭＤＲ１购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎ-
ｔｅｃｈ公司；ＭＲＰ２购自美国 Ｎｏｖｕｓ抗体公司；β-肌动
蛋白（β-ａｃｔｉｎ）抗体及二抗（山羊抗小鼠、山羊抗
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兔）购自北京中杉金桥生物公司；ＰＣＲ逆转录及扩
增试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；实时荧光定量
ＰＣＲ引物均购自上海生物工程有限公司；ＲＦＰ、二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）购自北京索莱宝科技有限公司；丙
氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天
冬氨酸氨基转移酶 （ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＳＴ）、总胆红素（ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢＩＬ）、直接胆红素
（ｄｉｒｅｃｔｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＤＢＩＬ）、总胆汁酸（ｔｏｔａｌｂｉｌｅａｃｉｄ，
ＴＢＡ）试剂盒购于南京建成生物工程研究所；ＣＣＫ-８
试剂盒购自安徽白鲨生物技术有限公司；Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ-ＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博
生物公司；流式细胞仪（ＣｙｔｏＦＬＥＸ）购于美国贝克曼
公司；酶标仪（型号：ＭＱＸ２００）购自美国 Ｂｉｏ-Ｔｅｋ公
司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞分组及培养　使用特异 ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ
和ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ分别转染 ＨｅｐＧ２细胞构建敲减细
胞株和对照细胞株，再根据是否加 ＲＦＰ刺激，将实
验分为５组：空白对照组、阴性对照 ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋
ＤＭＳＯ组、ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组、ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋
ＤＭＳＯ组、ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组。ＨｅｐＧ２细胞用
含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素的ＤＭＥＭ高糖
培养基进行培养。细胞放置在３７℃含５％ＣＯ２的
培养箱中培养，每１２ｈ换液１次，取对数生长期的
细胞用于实验。

１．２．２　细胞转染　取对数生长期的细胞以每孔
２.０×１０５个细胞的密度均匀接种在６孔板上，当细
胞生长密度达 到 ５０％ ～６０％ 时，按 照 Ｌｉｐｏ-
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂说明书进行瞬时转染。转染采用
不含血清及双抗的 ＤＭＥＭ高糖培养基培养，培养６
～８ｈ后更换为含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养
基。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ）　收集各组
细胞，用ＴＲＩｚｏｌ提取各组细胞中的总 ＲＮＡ，分光光
度仪检测ＲＮＡ浓度及纯度，根据 ＴａＫａＲａ逆转录试
剂盒说明书将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，逆转录条件：
３７℃ １５ｍｉｎ、８５℃ ５ｓ、４℃。按照 ＰＣＲ扩增试剂
说明书配好反应体系，反应条件：９５℃５ｓ、６０℃３０
ｓ、６０℃ ３０ｓ，共４０个循环。每个样本设置３个复
孔，数据采用 ２－ΔΔＣＴ法进行统计处理，计算各组
ＰＲＤＸ６、ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ的相对
表达量。所用ｑＲＴ-ＰＣＲ引物序列见表 １。
１．２．４　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　收集６孔
板中各组细胞样本，加入混有２％蛋白酶抑制剂、

表１　ｑＲＴ-ＰＣＲ引物序列

引物名称 引物序列（５＇-３＇）
β-ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧＧ

Ｒ：ＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ
ＰＲＤＸ６ Ｆ：ＡＣＣＡＣＴＧＧＣＡＧＧＡＡＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧ

Ｒ：ＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＧＧＡＴＧＧＴＴＧＧ
ＭＲＰ２ Ｆ：ＧＡＣＡＡＣＣＴＣＡＴＴＣＡＧＡＣＧＡＣＣＡＴＣＣ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＣＣＧＣＡＣＴＣＴＡＴＡＡＴＣＴＴＣＣ
ＭＲＰ３ Ｆ：ＡＡＧＣＡＧＧＴＧＧＡＧＧＧＣＡＴＣＡＧＧ

Ｒ：ＧＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＴＧＧＡＧ
ＭＲＰ４ Ｆ：ＧＴＧＧＧＡＧＣＡＧＧＧＡＡＧＴＣＡＴＣ

Ｒ：ＧＡＧＴＴＣＣＣＧＡＧＡＡＣＡＣＣＣＡＧ
ＭＤＲ１ Ｆ：ＣＣＧＣＴＧＴＴＣＧＴＴＴＣＣＴＴＴＡＧ

Ｒ：ＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＧＣ
ＮＴＣＰ Ｆ：ＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＡＧＧＴＧＣＣＣＴＡ

Ｒ：ＴＧＴＧＧＣＣＧＴＴＴＧＧＡＴＴＴＧＡＧ

２％磷酸酶抑制剂、１％ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液裂解细
胞，将其置于冰上，摇床４０ｍｉｎ，于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液。加入上样ｂｕｆｆｅｒ后９９℃
煮１０ｍｉｎ，于ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶电泳分离总蛋白，再转
至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，再分别加
入ＰＲＤＸ６（１∶５０００）、ＭＲＰ２（１∶５００）、ＭＲＰ３（１
∶１５００）、ＭＲＰ４（１∶１０００）、ＭＤＲ１（１∶１０００）、
ＮＴＣＰ（１∶１５００）一抗抗体，４℃孵育过夜，用 ＴＢＳＴ
洗膜 ３次，１０ｍｉｎ／次，洗膜后分别加入二抗
（１∶５０００），于室温孵育１ｈ，再次ＴＢＳＴ洗膜３次，
１０ｍｉｎ／次，将 ＥＣＬ显影液均匀滴于 ＰＶＤＦ膜上蛋
白的位置进行显影，ＩｍａｇｅＪ图像软件分析各目的蛋
白的表达水平。

１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡　
将对数生长期的细胞以每孔２.０×１０５个细胞的密
度均匀接种在 ６孔板上，转染 ２４ｈ后给予 １００
μｍｏｌ／ＬＲＦＰ诱导２４ｈ。用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化
收集细胞沉淀，预冷 ＰＢＳ洗涤细胞２次，８００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃掉上清液，加入４００μｌＡｎｎｅｘｉｎ结合
液重悬细胞，再加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ染色液和
５μｌＰＩ混匀后在避光条件下孵育１５ｍｉｎ，用流式细
胞仪检测。

１．２．６　ＣＣＫ-８法检测细胞增殖　按照前述的分组，
将已转染好的细胞及未处理的对数生长期的细胞按

每１×１０４个细胞的密度均匀接种于９６孔板中，边
缘孔用无菌 ＰＢＳ填充。当细胞生长密度达到６０％
～７０％时，给予１００μｍｏｌ／ＬＲＦＰ诱导２４ｈ后每孔
分别加入 １０μｌＣＣＫ-８试剂和９０μｌＤＭＥＭ纯培养
基，于 ３７℃培养箱中避光孵育１～２ｈ后置于酶标
仪中检测 ４５０ｎｍ处吸光度值（ＯＤ４５０ｎｍ），各孔的
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ＯＤ４５０ｎｍ值代表每孔的增殖活性，实验重复３次。
１．２．７　测定细胞培养上清液中细胞损伤标志物的
含量　收集各组细胞培养上清液１ｍｌ，检测各组细
胞损伤标志物水平变化，如 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、
ＴＢＡ。根据检测试剂盒的操作说明，设定标准孔、样
品孔、对照孔和空白孔，按要求加入一定量的样本和

试剂，轻轻敲击９６孔板使之混匀，于３７℃ 培养箱
中避光孵育一定时间，按照各自所要求的检测波长，

用酶标仪测定吸光度值，根据计算公式或者标准曲

线计算出各组细胞损伤标志物的相对含量。

１．３　统计学处理　所有数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８.０软件进行统计学分析。数据均以 �ｘ±ｓ表
示，多组间比较使用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ
＜０.０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＦＰ对 ＰＲＤＸ６表达的影响及 ＰＲＤＸ６基因
敲低验证　为了解 ＲＦＰ诱导的肝损伤如何影响
ＰＲＤＸ６的表达，给予 １００μｍｏｌ／ＬＲＦＰ诱导 ＨｅｐＧ２
细胞２４ｈ，与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较，ｃｏｎｔｒｏｌ-
ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组 ＰＲＤＸ６的蛋白（Ｆ＝７１.２１，Ｐ＜
０.００１）及基因（Ｆ＝８９.１３，Ｐ＜０.００１）表达水平均
上升，结果表明 ＲＦＰ可诱导 ＨｅｐＧ２细胞 ＰＲＤＸ６蛋
白及基因表达上调。使用特异 ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ转染
ＨｅｐＧ２细胞敲低 ＰＲＤＸ６基因，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
和 ｑＲＴ-ＰＣＲ检测敲低效率，结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ-
ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较，ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组
ＰＲＤＸ６的基因表达水平降低约８０％（Ｆ＝８９.１３，Ｐ
＜０.００１），蛋白表达量降低约５０％（Ｆ＝７１.２１，Ｐ＜
０.０１），提示 ＨｅｐＧ２细胞中的 ＰＲＤＸ６基因敲低成
功。见图１。

２．２　敲低 ＰＲＤＸ６后对 ＲＦＰ诱导胆汁酸转运体表
达的影响　与 ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较，ｃｏｎ-
ｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组 ＭＲＰ２（Ｆ＝８６.８７，Ｐ＜０.０５）、
ＭＲＰ３（Ｆ＝４４.３２，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ４（Ｆ＝５５.５１，Ｐ
＜０.０５）、ＭＤＲ１（Ｆ＝８６.８８，Ｐ＜０.０５）、ＮＴＣＰ（Ｆ＝
１９.４７，Ｐ＜０.０５）基因表达水平均有不同程度的升
高，见图２Ｃ；ＭＲＰ２（Ｆ＝９３.０７，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ３（Ｆ
＝４５.５２，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ４（Ｆ＝１０６.８，Ｐ＜０.０５）、
ＭＤＲ１（Ｆ＝２６.７７，Ｐ＜０.０５）、ＮＴＣＰ（Ｆ＝１６９.１，Ｐ
＜０.０５）的蛋白表达量也有不同程度的升高，见图
２Ａ、２Ｂ。敲低ＰＲＤＸ６并给予１００μｍｏｌ／ＬＲＦＰ诱导
２４ｈ后，与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组相比，ＰＲＤＸ６-ｓｉＲ-
ＮＡ＋ＲＦＰ组ＭＲＰ２（Ｆ＝８６.８７，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ３（Ｆ
＝４４.３２，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ４（Ｆ＝５５.５１，Ｐ＜０.０５）、
ＭＤＲ１（Ｆ＝８６.８８，Ｐ＜０.０５）、ＮＴＣＰ（Ｆ＝１９.４７，Ｐ
＜０.０５）的基因表达水平均有不同程度的降低，并
且ＭＲＰ２（Ｆ＝９３.０７，Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ３（Ｆ＝４５.５２，
Ｐ＜０.０５）、ＭＲＰ４（Ｆ＝１０６.８，Ｐ＜０.０５）、ＭＤＲ１（Ｆ
＝２６.７７，Ｐ＜０.０５）、ＮＴＣＰ（Ｆ＝１６９.１，Ｐ＜０.０５）的
蛋白表达水平也有不同程度的降低，见图２。表明
ＰＲＤＸ６在ＲＦＰ诱导的ＨｅｐＧ２细胞损伤中可适应性
上调胆汁酸转运体的表达水平。

２．３　敲低ＰＲＤＸ６对ＲＦＰ诱导ＨｅｐＧ２细胞损伤的
影响　ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡结
果显示：与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组比较，ＰＲＤＸ６-ｓｉＲ-
ＮＡ＋ＲＦＰ组的凋亡率上升 （Ｆ＝１２５.７，Ｐ＜０.０５），
见图３Ａ；ＣＣＫ-８增殖实验结果显示：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ
＋ＲＦＰ组的 ＯＤ值较 ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组的 ＯＤ
值低（Ｆ＝３０.５１，Ｐ＜０.０１），ＨｅｐＧ２细胞的增殖能
力减弱，见图３Ｂ；细胞培养上清液检测结果显示：与
ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组上清液标志物ＡＬＴ、ＡＳＴ、

图１　ＰＲＤＸ６在ＨｅｐＧ２细胞中的表达及ＰＲＤＸ６敲低验证

Ａ：各组ＰＲＤＸ６蛋白表达水平；Ｂ：各组 ＰＲＤＸ６基因表达水平；ａ：空白对照组；ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组；ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；ｄ：

ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组；ｅ：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１；与 ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组

比较：＃＃＃Ｐ＜０.００１
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图２　敲低ＰＲＤＸ６对胆汁酸转运体表达的影响

Ａ：ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ蛋白条带；Ｂ、Ｃ：ＰＲＤＸ６敲低后胆汁酸转运体蛋白及基因表达水平；ａ：空白对照组；ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋

ＤＭＳＯ组；ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；ｄ：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组；ｅ：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；与 ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ

＜０.０１，***Ｐ＜０.００１；与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１

ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、ＴＢＡ比较，ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组细胞
培养上清液损伤标志物 ＡＬＴ（Ｆ＝３０７.３，Ｐ＜
０.００１）、ＡＳＴ（Ｆ＝２７８.２，Ｐ＜０.００１）、ＴＢＩＬ（Ｆ＝
１５５.５，Ｐ＜０.０１）、ＤＢＩＬ（Ｆ＝６７１.８，Ｐ＜０.０５）、
ＴＢＡ（Ｆ＝６４.４５，Ｐ＜０.００１）的水平均较高，见图３Ｃ
－３Ｇ。这些结果表明敲低 ＰＲＤＸ６后，ＲＦＰ诱导的
ＨｅｐＧ２细胞损伤进一步加重。

３　讨论

　　肝毒性是一线抗结核药物的重要副作用之一，
而抗结核药所致药物性肝损伤的确切机制尚不清

楚。研究［６－８］表明肝脏在发生胆汁淤积时通过增加

肝细胞基底外侧胆汁酸排泄和减少基底外侧胆汁酸

摄取被认为是胆汁淤积的适应性反应。有研究［９］

表明 ＰＲＤＸ６是 Ｎｒｆ２通路的抗氧化基因下游分子，
在调节活性氧稳态中发挥作用，轻至中等强度的氧

化应激会诱导Ｎｒｆ２和Ｎｒｆ２-ｐｒｄｘ６介导的细胞保护的
激活。此外，其他研究［１０］显示丹参酮Ⅱａ通过激活
Ｎｒｆ２调控ＢＳＥＰ／ＮＴＣＰ表达而预防ＲＦＰ诱导的肝损
伤。本研究在体外实验结果显示，ＲＦＰ可诱导
ＨｅｐＧ２细胞中ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ蛋
白及基因表达水平升高，通过上调胆汁酸转运体的

表达水平，减轻 ＲＦＰ诱导的肝细胞损伤，这一结果
与先前的研究［３，１１］结果一致。ＨｅｐＧ２细胞敲低

ＰＲＤＸ６基因后，ＭＲＰ２、ＭＲＰ３、ＭＲＰ４、ＭＤＲ１、ＮＴＣＰ
的表达水平较未敲低组下降，细胞损伤明显加重。

这表明ＰＲＤＸ６可能在ＲＦＰ诱导的ＨｅｐＧ２细胞损伤
中参与胆汁酸转运体表达的调控，并在胆汁淤积中

发挥适应性保护作用。推测 ＲＦＰ诱导机体应激时，
通过上调保护性分子 Ｎｒｆ２的表达，增加 ＰＲＤＸ６的
转录，进而增加胆汁酸转运体的表达，恢复胆汁酸代

谢的稳态，促进肝脏对损伤的适应。

ＰＲＤＸ６是广泛存在的过氧化物酶家族中的特
殊一员，参与细胞内和细胞间信号转导，抑制由多种

因素引起的细胞凋亡。有研究［１２］表明ＰＲＤＸ６在缺
血再灌注引起的氧化应激刺激时转运至线粒体中，

发挥对抗肝细胞损伤的作用。此外，Ｌóｐｅｚ-Ｇｒｕｅｓｏｅｔ
ａｌ［１３］在研究中发现ＨｅｐＧ２细胞的 ＰＲＤＸ６基因缺失
会导致细胞内的线粒体功能和完整性丧失，活性氧

增加，细胞数量和增殖减少。本研究结果显示敲低

ＰＲＤＸ６基因后，ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率升高，增殖能
力降低。这可能与 ＰＲＤＸ６有抗凋亡及抗氧化应激
的作用有关。

本研究表明，在 ＲＦＰ的作用下，肝细胞损伤标
志物（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、ＴＢＡ）的水平升高，在
临床上这些指标是反映肝功能状态的重要指标。敲

低ＰＲＤＸ６基因后，这些损伤标志物进一步升高。综
合以上结果，表明ＰＲＤＸ６在ＲＦＰ诱导的ＨｅｐＧ２细
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图３　ＰＲＤＸ６敲低后对ＨｅｐＧ２细胞损伤的影响

Ａ：ＰＲＤＸ６敲低后对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响；Ｂ：ＰＲＤＸ６敲低后对ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响；Ｃ－Ｇ：ＰＲＤＸ６敲低后各组细胞培养上清液中细

胞损伤标志物（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、ＴＢＡ）的变化水平；Ｈａ－Ｈｅ：各组ＨｅｐＧ２细胞凋亡流式图；ａ：空白对照组；ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组；ｃ：

ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；ｄ：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组；ｅ：ＰＲＤＸ６-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组；与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１；

与ｃｏｎｔｒｏｌ-ｓｉＲＮＡ＋ＲＦＰ组比较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１

胞适应性反应中发挥保护作用。本研究将有助于更

进一步认识 ＲＦＰ诱导胆汁淤积适应现象的分子机
制，为临床实践提供参考。
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