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摘要 目的 探讨中脑胶质细胞神经营养因子( MANF) 在

利福平( ＲFP) 诱导的人肝癌细胞( HepG2 ) 胆汁酸转运体的

适应性表达中的作用。方法 使用慢病毒稳转构建对照组

细胞株( Y07) 和敲减组细胞株( Y25) ，于对数生长期的 Y07
和 Y25 细胞中加入 ＲFP 200 μmol /L 处理 48 h。利用 qＲT-
PCＲ 和 Western blot 检测 MANF、胆盐输出泵( BSEP) 、多药

耐药相关蛋白 2 /3 /4( MＲP2、MＲP3、MＲP4) 、多药耐药蛋白 1
( MDＲ1) 、有机溶质转运体 a /β( OSTα /β) 、有机阴离子转运

蛋白( OATP2B1) 的蛋白和基因表达程度。检测增殖细胞核

抗原( PCNA) 、增殖细胞标志物 Ki67 蛋白和基因表达程度评

价各组细胞增殖水平变化; 检测 C /EBP 同源蛋白( CHOP) 、
天冬氨酸半胱氨酸特异性蛋白酶-3 ( Caspase-3 ) 蛋白和基因

表达程度变化评估各组细胞凋亡情况。用试剂盒检测各组

细胞培养液上清中的损伤标志物丙氨酸氨基转移酶( ALT) 、
天冬氨酸氨基转移酶( AST) 、碱性磷酸酶( ALP) 、总胆红素

( TBIL) 、直接胆红素( DBIL) 、总胆汁酸( TBA) 的水平。结果

在蛋白和基因水平，ＲFP 可诱导 HepG2 细胞的 MANF、
BSEP、MＲP2、MＲP3、MＲP4、MDＲ1、OSTα、OSTβ、OATP2B1 的

上升 ( P ＜ 0. 05 ) ，而 MANF 敲 减 后 BSEP、MＲP2、MＲP3、
MＲP4、MDＲ1、OSTα、OSTβ、OATP2B1 的蛋白和基因表达水

平均下降( P ＜ 0. 05 ) 。在 ＲFP 作用下，敲减 MANF 后 PC-
NA、Ki67 的蛋白表达相对较高，CHOP、Caspase-3 蛋白和基

因表达上升( P ＜ 0. 05 ) ，肝细胞损伤标志物水平上升( P ＜
0. 05) 。结论 ＲFP 可诱导 HepG2 细胞胆汁酸转运体的表

达上升( P ＜ 0. 05 ) ，而敲减 MANF 后的 HepG2 在 ＲFP 诱导

下胆汁酸转运体的表达会明显下降( P ＜ 0. 05) ，同时细胞损

伤加重，提示 MANF 在 ＲFP 诱导的适应性反应中起保护作

用。
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抗结核药物引起的药物性肝损伤是目前一个亟

待解决的临床问题，抗结核药物引起的肝适应性反

应是研究的一个热门方向，有研究［1］ 表明利福平
( rifampicin，ＲFP) 可诱导人肝癌细胞( human hepa-
toellular carcinomas，HepG2) 的胆盐输出泵( bile salt
export pump，BSEP) 、多药耐药蛋白 1 ( multidrug re-
sistance protein 1，MDＲ1) 、多药耐药相关蛋白( mul-
tidrug resistance-related protein，MＲP) 2、有机阴离子

转 运 蛋 白 2 ( organic anion transporting protein2，

OATP2) 、有机溶质转运体( organic solute transporter，
OST) β 在 蛋 白 和 基 因 水 平 表 达 上 调。另 有 研

究［2 － 3］表明 ＲFP 可诱导中脑胶质细胞神经营养因

子( mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic fac-
tor，MANF) 在蛋白和基因水平上调，而敲减 MANF
后这种表达上调相对减弱。但 MANF 是否在 ＲFP
诱导的肝适应性反应中对胆汁酸转运体( bile acid
transporter，BAT) 有调控作用，尚未见文献报道。此

次研究通过敲减 HepG2 细胞的 MANF 基因，观察敲

减 MANF 后 BAT 表达的变化，以及 ＲFP 对 HepG2
细胞增殖、凋亡和损伤的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 HepG2 细胞购自中科院上海分院

细胞库; 慢病毒( 携带敲减序列敲减组慢病毒及携

带 NC 序列空白组慢病毒) 购自和元生物技术( 上

海) 股份有限公司; 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) 、Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自上

海碧云天生物公司; PVDF 膜、ECL 显影液购自美国
Millipore 公司; 蛋白 Marker、TＲIzol 购自美国 Thermo
scientific 公司; MANF、OATP2B1、增殖细胞核抗原

( proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 抗体购自美

国 Abcam 公司; BSEP 抗体购自美国 Santa Cruz 公

司; MＲP2、MＲP3、OSTα、OSTβ 抗体购自美国 Novus
抗体公司; MDＲ1、MＲP4 抗体购自武汉 Proteintech
公司; 增殖细胞标志物 Ki67 抗体购自武汉 Abclonal
公司; C /EBP 同源蛋白( C /EBP homologous protein，
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CHOP) 、天冬氨酸半胱氨酸特异性蛋白酶-3 ( cystei-
nyl aspartate specific proteinase-3，Caspase-3 ) 抗体购

自美国 CST 抗体公司; 甘油醛-3-磷酸脱氢( glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase，GADPH) 、β-肌动

蛋白( beta-actin，β-actin) 抗体及二抗( 山羊抗小鼠、
山羊抗兔) 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; β-actin、
MANF、BSEP、MＲP2、MＲP3、MＲP4、MDＲ1、OSTα /β、
OATP2B1、PCNA、Ki67、CHOP、Caspase-3 引物购自

上海生工生物公司; ＲFP 购自北京索莱宝科技有限

公司; 二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide，DMSO) 购于美

国 Sigma 公 司; 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ( alanine amin-
otransferase，ALT) 、天冬氨酸氨基转移酶 ( aspartate
aminotransferase，AST ) 、碱性磷 酸 酶 ( alkaline phos-
phatase，ALP) 、总胆红素( total bilirubin，TBIL) 、直

接胆红 素 ( direct bilirubin，DBIL ) 、总 胆 汁 酸 ( total
bile acid，TBA) 试剂盒购于南京建成生物工程研究

所; qＲT-PCＲ 仪( 型号: 9700) 购自美国 ABI 公司; 电

泳仪( 型号: EPS-300 ) 、电泳槽( 型号: VE-186 ) 购自

上海天能公司; 酶标仪( 型号: MQX200 ) 购自美国

Bio-Tek 公司。
1． 2 慢病毒转染构建稳定表达株 HepG2 细胞用

完全 培 养 基 ( 含 10% 的 胎 牛 血 清 和 1% 双 抗 的

DMEM 高糖培养基) ，在培养箱( 37 ℃、5% CO2 ) 中

生长至对数期，将细胞接种在 24 孔板中，细胞数约

( 5 ～ 10 ) × 104 /孔，24 h 后细胞密度大约为 30% ～
40%，此时每孔加入 500 ml 含 5 μg /ml 聚凝胺、5 μl
携带 MANF 敲减序列的慢病毒或携带空白序列慢

病毒的 DMEM 培养基。12 ～ 20 h 后换完全培养基

( 含 10%的胎牛血清和 1%双抗的 DMEM 高糖培养

基) 培养。培养 48 ～ 72 h 后将加携带 MANF 敲减序

列的慢病毒和携带空白序列慢病毒的两组细胞换

液，并对应分组为 Y25 细胞和 Y07 细胞，并分别在

其新鲜培养液中加入嘌呤霉素 2 μg /ml，持续 2 周，

筛选出成功转染的稳转细胞株。即为敲减组 Y25
细胞株和对照组 Y07 细胞株。
1． 3 细胞分组和培养 细胞稳转株构建成功后，按

是否敲减 MANF 基因和培养液中是否加 ＲFP 刺激，

将细胞分为 Y07 + DMSO、Y07 + ＲFP、Y25 + DMSO、
Y25 + ＲFP 四组，用完全培养基( 含有 10%的胎牛血

清和 1%双抗的 DMEM 高糖培养基) ，在 37 ℃、5%
CO2 的培养箱中培养，每 12 h 换液 1 次，生长至对

数期后，按细胞数 3. 0 × 105 /孔接种在 6 孔板中，

24 h后细胞密度约 70% ～ 80%，给予 200 μmol /L

48 h ＲFP 处理细胞。
1． 4 实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测 MANF
及 BAT 在基因水平的变化 分别收集各组细胞，用
TＲIzol 提取各组细胞中的总 ＲNA。分别测 ＲNA 浓

度，用 DEPC 水将各组 ＲNA 浓度调成一致后用金属

浴 37 ℃、15 min( 逆转录反应) ，85 ℃、15 s( 逆转录

酶失活) ，然 后 用 qＲT-PCＲ 仪，通 过 变 性 ( 95 ℃、
5 s) 、退火( 60 ℃、30 s) 、延伸( 60 ℃、30 s) ，共 40 个

循环扩增 PCＲ。读取每个 Ct 值，应用 2 －△△Ct法计算

各组基因相对定量。各基因 qＲT-PCＲ 引物序列见

表 1。

表 1 qＲT-PCＲ 引物序列

基因名称 引物序列( 5'-3')

β-actin F: GCCAACACAGTGCTGTCTGG

Ｒ: CTCAGGAGGAGCAATGATCTTG

GADPH F: CCACTCCTCCACCTTTG

Ｒ: CACCACCCTGTTGCTGT

MANF F: TCACATTCTCACCAGCCACT

Ｒ: CAGGTCGATCTGCTTGTCATAC

BSEP F: AGCCACACAGACCAGGATGTTG

Ｒ: CAATGAACCGCCTCTCCTTTCC

MＲP2 F: GTTTGCCAGTTATCCGTGCCTTTG

Ｒ: GATGTCATCCTCACCAGCCAGTTC

MＲP3 F: CGCTTCACCACCTTCTACATCCAC

Ｒ: GCCTTGTGTCGTGCCGTCTG

MＲP4 F: TCACAGTGCTGTCTCGAAAATAG

Ｒ: GGATCCAAGAACTGATGAGTTAAT

MDＲ1 F: GCCATAGCTCGTGCCCTTGTTAG

Ｒ: CGTGCCATGCTCCTTGACTCTG

OSTα F: TCCCACAGCAGCCCAACTCC

Ｒ: ACCAAAGCAGCACAGCACAGAC

OSTβ F: AGCTGCTGGAAGAGATGCTTTGG

Ｒ: CTGTTGTGATCCTTGGCCTCATCC

OATP2B1 F: AGCTGCTGGAAGAGATGCTTTGG

Ｒ: AGGTTGGCGTAGGAGGCTGTG

PCNA F: GTCTGCAGATGTACCCCTTGTTGTAG

Ｒ: TCCTCGATCTTGGGAGCCAAGTAG

Ki67 F: ACGAGACGCCTGGTTACTATCA

Ｒ: CTGTTTTGCTGCATTCTGTGC

CHOP F: TCTTCCTCCTCTTCCTCCTG

Ｒ: CACTCTTGACCCTGCTTCTC

Caspase-3 F: CTCGGTCTGGTACAGATGTGCAT

Ｒ: GGTTAACCCGGGTAAGAATGTGCA

1． 5 Western blot 检测蛋白水平变化 将 6 孔板

的细胞用胰酶消化后离心，弃上清液，收集细胞沉淀

后用 PBS 缓冲液重悬后再次离心，弃上清液，加入

混有 2% 蛋 白 酶 抑 制 剂、2% 磷 酸 酶 抑 制 剂、1%
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PMSF 的 ＲIPA 裂解液，按 150 ～ 250 μl /孔的比例稀

释细胞，然后置于冰上，摇床 40 min，离心后收集上

清液，用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白定

量，于 SDS-PAGE 凝胶上电泳，结束后用 PVDF 膜上

转膜，5%脱脂牛奶室温封闭 2 ～ 4 h，用 TBST 洗膜 3
次，8 min /次，再分别加入 GAPDH( 1 ∶ 5 000)、MANF
( 1 ∶ 1 000)、BSEP ( 1 ∶ 1 000)、MＲP2 ( 1 ∶ 500)、MＲP3
( 1 ∶ 1 000)、MＲP4 ( 1 ∶ 5 000)、MDＲ1 ( 1 ∶ 500)、OSTα
( 1 ∶ 1 000)、OSTβ ( 1 ∶ 1 000)、OATP2B1 ( 1 ∶ 1 000)、
PCNA ( 1 ∶ 1 000)、Ki67 ( 1 ∶ 500)、CHOP ( 1 ∶ 1 000)、
Caspase-3 ( 1 ∶ 1 000) 一抗抗体，4 ℃ 孵育 16 ～ 18 h，

PVDF 膜复温后用 TBST 洗膜 5 次，8 min /次，洗膜后

分别加入二抗( 1 ∶ 5 000) ，于室温孵育 1 h，再次用

TBST 洗膜 5 次，8 min /次，洗膜结束后加 ECL 显影

液显影。以 GAPDH 作为内参，用 Image J 软件分析

结果。蛋白表达量以目的蛋白与内参比值的平均灰

度值来表示。
1． 6 细胞损伤标志物水平测定 检测收集的各组

细胞培养上清液( 约 1 ～ 2 ml) ，根据 ALT、AST 的试

剂盒说明书，制作标准曲线，得到函数公式，然后按

说明书设定测定孔和对照孔，按操作步骤分别加入

试剂，反应结束后，在波长 510 nm，用酶标仪测定吸

光度值，再用函数公式计算出结果。按照 ALP 试剂

盒说明书，设定空白孔、标准孔、测定孔，加入试剂于

37 ℃水浴孵育 30 min，加入显色剂后轻轻震荡混

匀，于波长 520 nm，用酶标仪测定吸光度值，根据说

明书中的计算公式计算出结果。根据 TBIL、DBIL
试剂盒说明书，设定空白孔、标准孔、测定孔，加入试

剂于 37 ℃、5% CO2 培养箱中避光孵育 5 min，波长

450 nm，用酶标仪测定吸光度值，根据说明书中的计

算公式计算出结果。根据 TBA 试剂盒说明书，设定

标准孔和测定孔，按说明书加入试剂于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中避光孵育 1. 5 min，然后在波长 405
nm，酶标仪检测吸光度，再用说明书中的计算公式

计算出结果。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 软件进行分析，

实验结果数据均以 �x ± s 表示。多组间的比较采用

单因素方差分析。每组实验均重复 3 次及以上。以

P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MANF 敲减的验证 与 Y07 + DMSO 组比较，

Y25 + DMSO 组 MANF 蛋白水平下降约 70% ( F =
59. 842，P ＜ 0. 001 ) ，基因水平表达下降约 90% ( F

= 872. 806，P ＜ 0. 001 ) 。与 Y07 + DMSO 组比较，

Y07 + ＲFP 组的 MANF 在蛋白水平( F = 59. 842，P
＜0. 001) 和基因水平( F = 872. 806，P ＜ 0. 001) 的表

达均有上升; 与 Y25 + DMSO 组比较，Y25 + ＲFP 组

的 MANF 在蛋白水平( F = 59. 842，P ＜ 0. 01) 表达上

升。提示 MANF 敲减稳转细胞株构建成功，并且

ＲFP 可诱导 Y07 和 Y25 细胞株的 MANF 表达上调。
见图 1。
2． 2 MANF 敲减对 BAT 的影响 与 Y07 + DMSO
组相比，加 200 μmol /L 的 ＲFP 刺激后，Y07 + ＲFP
组 BSEP ( F = 938. 833，P ＜ 0. 05 ) 、MＲP2 ( F =
401. 315，P ＜ 0. 001 ) 、MＲP3 ( F = 2 270. 160，P ＜
0. 001) 、MＲP4( F = 47. 927，P ＜ 0. 001 ) 、MDＲ1 ( F =
53. 215，P ＜ 0. 001) 、OSTα( F = 181. 078，P ＜ 0. 01 ) 、
OSTβ ( F = 193. 823，P ＜ 0. 001 ) 、OATP2B1 ( F =
20. 921，P ＜ 0. 001) 蛋白表达上调，见图 1B; BSEP( F
= 8712. 81，P ＜ 0. 001 ) 、MＲP2 ( F = 133. 113，P ＜
0. 001) 、MＲP3 ( F = 70. 16，P ＜ 0. 01 ) 、MＲP4 ( F =
109. 742，P ＜ 0. 001 ) 、MDＲ1 ( F = 30. 140，P ＜
0. 001) 、OSTα ( F = 90. 406，P ＜ 0. 001 ) 、OSTβ ( F =
49. 536，P ＜ 0. 001 ) 、OATP2B1 ( F = 46. 338，P ＜
0. 001) 在基因水平表达上调，见图 1C。与 Y25 +
DMSO 组相比，加 200 μmol /L 的 ＲFP 刺激后，Y25
+ ＲFP 组 MＲP2 ( F = 401. 315，P ＜ 0. 01 ) 、MＲP4 ( F
= 47. 927，P ＜ 0. 001 ) 、MDＲ1 ( F = 53. 215，P ＜
0. 001) 蛋白表达上调，见图 1B; BSEP( F = 8712. 81，

P ＜ 0. 001 ) 、MＲP2 ( F = 133. 113，P ＜ 0. 01 ) 、MＲP3
( F = 70. 16，P ＜ 0. 01 ) 、MＲP4 ( F = 109. 742，P ＜
0. 001) 、MDＲ1 ( F = 30. 140，P ＜ 0. 01 ) 、OSTα ( F =
90. 406，P ＜ 0. 001 ) 、OATP2B1 ( F = 46. 338，P ＜
0. 001) 在基因水平表达上调，见图 1C。与 Y07 +
ＲFP 组相比，Y25 + ＲFP 组 BSEP( F = 938. 833，P ＜
0. 001) 、MＲP2( F = 401. 315，P ＜ 0. 001) 、MＲP3( F =
2 270. 160，P ＜ 0. 001 ) 、MＲP4 ( F = 47. 927，P ＜
0. 05) 、MDＲ1 ( F = 53. 215，P ＜ 0. 01 ) 、OSTα ( F =
181. 078，P ＜ 0. 001 ) 、OSTβ ( F = 193. 823，P ＜
0. 001) 、OATP2B1( F = 20. 921，P ＜ 0. 05 ) 蛋白表达

下调，见 图 1B; BSEP ( F = 8 712. 81，P ＜ 0. 001 ) 、
MＲP2( F = 133. 113，P ＜ 0. 001 ) 、MＲP3 ( F = 70. 16，

P ＜ 0. 01 ) 、MＲP4 ( F = 109. 742，P ＜ 0. 001 ) 、MDＲ1
( F = 53. 215，P ＜ 0. 01 ) 、OSTα ( F = 90. 406，P ＜
0. 05) 、OSTβ ( F = 49. 536，P ＜ 0. 001 ) 、OATP2B1
( F = 46. 338，P ＜ 0. 01 ) 在基因水平表达下调，见图

1C。
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图 1 MANF 在 HepG2 细胞中特异性敲减的验证以及敲减 MANF 对 ＲFP 诱导的 BAT 表达的影响

A: MANF 及 BAT( BSEP、MＲP2、MＲP3、MＲP4、MDＲ1、OSTα、OSTβ、OATP2B1) 的蛋白条带; B、C: 在 MANF 敲减前后在基因水平和蛋白水平

表达量的变化; 1: Y07 + DMSO 组; 2: Y07 + ＲFP 组; 3: Y25 + DMSO 组; 4: Y25 + ＲFP 组; a: MANF; b: BSEP; c: MＲP2; d: MＲP3; e: MＲP4; f: MDＲ1;

g: OSTα; h: OSTβ; i: OATP2B1; 与 Y07 + DMSO 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01，＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与 Y25 + DMSO 组比较: ＆＆ P ＜ 0. 01，＆＆＆ P ＜

0. 001; 与 Y07 + ＲFP 组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01，△△△P ＜ 0. 001

2． 3 敲减 MANF 对 ＲFP 诱导 HepG2 细胞增殖、
细胞凋亡及损伤的影响 与 Y07 + DMSO 组相比，

加 200 μmol /L 的 ＲFP 刺激后，Y07 + ＲFP 组的 PC-
NA( F = 57. 646，P ＜ 0. 001 ) 、Ki67 ( F = 39. 544，P ＜
0. 001) 蛋 白 表 达 下 调，CHOP ( F = 43. 469，P ＜
0. 001) 、Caspase-3( F = 172. 745，P ＜ 0. 05) 蛋白表达

上调，见 图 2B; CHOP ( F = 219. 025，P ＜ 0. 001 ) 、
Caspase-3( F = 187. 376，P ＜ 0. 001) 在基因水平表达

上调，见 图 2C。与 Y25 + DMSO 组 相 比，加 200
μmol /L 的 ＲFP 刺激后，Y25 + ＲFP 组 PCNA ( F =
57. 646，P ＜ 0. 001) 、Ki67( F = 39. 544，P ＜ 0. 001) 蛋

白 表 达 下 调，CHOP ( F = 43. 469，P ＜ 0. 001 ) 、
Caspase-3( F = 172. 745，P ＜ 0. 001 ) 蛋白表达上调，

见图 2B; PCNA ( F = 6. 919，P ＜ 0. 01 ) 、Ki67 ( F =
6. 483，P ＜ 0. 01) 在基因水平表达下调，CHOP( F =
219. 025，P ＜ 0. 001 ) 、Caspase-3 ( F = 187. 376，P ＜
0. 001) 在基因水平表达上调，见图 2C。与 Y07 +
ＲFP 组相比，Y25 + ＲFP 组 PCNA ( F = 57. 646，P ＜
0. 001) 、Ki67 ( F = 39. 544，P ＜ 0. 01 ) 、CHOP ( F =
43. 469，P ＜ 0. 01 ) 、Caspase-3 ( F = 172. 745，P ＜
0. 001 ) 蛋 白 表 达 上 调，见 图 2B; CHOP ( F =

219. 025，P ＜ 0. 01 ) 、Caspase-3 ( F = 187. 376，P ＜
0. 001) 在基因水平表达上调，见图 2C。与 Y07 +
ＲFP 组 上 清 液 中 细 胞 损 伤 标 志 物 ALT ( 44. 37 ±
7. 42) U /L、AST ( 70. 88 ± 3. 88 ) U /L、ALP ( 3. 95 ±
0. 16) King Unit /gprot、TBIL( 48. 22 ± 8. 15) μmol /L、
DBIL( 22. 89 ± 0. 68 ) μmol /L、TBA ( 16. 03 ± 2. 72 )

μmol /L 相比; Y25 + ＲFP 组上清液中细胞损伤标志

物 ALT［( 70. 87 ± 0. 51 ) U /L］( F = 236. 078，P ＜
0. 001) 、AST［( 93. 89 ± 14. 55) U /L］( F = 88. 484，P
＜ 0. 01) 、ALP［( 4. 69 ± 0. 25) King Unit /gprot］( F =
101. 182，P ＜ 0. 01 ) 、TBIL［( 67. 71 ± 6. 79 ) μmol /L］

( F = 107. 173，P ＜ 0. 01 ) 、DBIL ［( 35. 72 ± 0. 64 )

μmol /L］( F = 30. 851，P ＜ 0. 01 ) 、TBA［( 23. 57 ±
3. 00) μmol /L］( F = 40. 551，P ＜ 0. 01 ) 水平增高。
见图 3A ～ F。说明 ＲFP 诱导 HepG2 细胞增殖能力

下降，凋亡增加，细胞损伤加重。敲减 MANF 后，

ＲFP 诱导 HepG2 细胞增殖下降的程度减弱，细胞凋

亡增强，细胞损伤加重。

3 讨论

肝细胞的适应性反应包括清除受损的细胞，改
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图 2 敲减 MANF 对 PCNA、Ki67、CHOP、Caspase-3 在 ＲFP 诱导的 HepG2 细胞中表达的影响

A: PCNA、Ki67、CHOP、Caspase-3 蛋白条带; B、C: MANF 敲减前后在蛋白水平和基因水平表达量的变化; 1: Y07 + DMSO 组; 2: Y07 + ＲFP

组; 3: Y25 + DMSO 组; 4: Y25 + ＲFP 组; a: PCNA; b: Ki67; c: CHOP; d: Caspase-3; 与 Y07 + DMSO 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 Y25 + DM-

SO 组比较: ＆＆P ＜ 0. 01，＆＆＆P ＜ 0. 001; 与 Y07 + ＲFP 组比较: △△P ＜ 0. 01，△△△P ＜ 0. 001

图 3 MANF 敲减对 ＲFP 诱导 HepG2 细胞损伤的影响

A ～ F: 细胞培养液上清液中的细胞损伤标志物 ALT、AST、ALP、TBIL、DBIL、TBA 的含量; 1: Y07 + DMSO; 2: Y07 + ＲFP; 3: Y25 + DMSO; 4:

Y25 + ＲFP; 与 Y07 + DMSO 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与 Y25 + DMSO 组比较: ＆＆＆ P ＜ 0. 001; 与 Y07 + ＲFP 组比较: △△ P ＜ 0. 01，
△△△P ＜ 0. 001

善微环境的“稳态”，调节细胞的基因表达和应激反

应，调节免疫耐受等［4］。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［5］。
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本研究体外实验结果显示，HepG2 细胞在 ＲFP 的刺

激下 BSEP、MＲP2、MＲP3、MＲP4、MDＲ1、OSTα /β、
OATP2B1 在蛋白和基因水平表达会上调。MＲP2、
MＲP3、MＲP4、OSTα /β、OATP2B1 主要分布在肝细

胞基侧膜，BSEP、MDＲ1 主要分布在肝细胞毛细胆

管侧膜，这些 BAT 的上调，有助于细胞胆汁酸的排

泄，避免胆汁淤积性肝损伤。可认为 HepG2 细胞在

ＲFP 的刺激下 BSEP、MＲP2、MＲP3、MＲP4、MDＲ1、
OSTα /β、OATP2B1 在蛋白和基因水平表达上调是

ＲFP 诱导肝细胞适应性反应的表现。HepG2 细胞

敲减 MANF 基因后，在 ＲFP 的作用下，肝细胞基侧

膜和毛细胆管侧膜的 BAT 的表达较未敲减组明显

下降，细 胞 损 伤 和 细 胞 凋 亡 也 会 明 显 加 重，提 示

MANF 参与 ＲFP 诱导的 HepG2 细胞 BAT 的适应性

反应，并发挥细胞保护作用。可能的机制是 ＲFP 作

用于 HepG2 细胞时，MANF 参与调控 BAT 的表达上

调，促进肝细胞对胆汁酸外排增加，在肝细胞适应性

反应中发挥保护作用。
目前发现多种核受体如法尼醇受体 ( FXＲ) 、肝

受体同 系 物-1 ( LＲH-1 ) 、小 分 子 异 源 二 聚 体 伴 侣

( SHP) 、肝 X 受体等，与胆汁酸代谢和 BAT 的表达

密切相 关，而 MANF 是 否 与 这 些 核 受 体 有 关 联，

MANF 是否充当上游信号分子，参与调控部分核受

体从而参与调控 BAT 的表达，因限于实验条件，暂

未能进一步探究。
研究［6 － 7］表明，在大鼠胆汁淤积性肝损伤模型

中，MＲP2、MＲP4、BSEP、阴离子交换蛋白 2 ( AE2) 表

达增加，钠离子 － 牛磺胆酸钠共转运多肽( NTCP)

表达减少。另有研究［8］表明，ＲFP 通过增加 MＲP4、
BSEP 的表达，减少 NTCP 的表达发挥细胞保护作

用。Guo et al［9］报道大鼠给予 ＲFP( 200 mg /kg) 连

续灌胃 14 d 后引起胆汁淤积性肝损伤，可能与 NT-
CP 和 BSEP 表达下降有关。ＲFP 减少 NTCP 表达在

胆汁淤积中发挥适应性保护作用，抑制 BSEP 则引

起胆汁淤积性肝损伤［10］。此外，研究［11］表明丹参

酮Ⅱa 通过激活核因子 E2 相关因子 2 ( Nrf2 ) 调控

BSEP /NTCP 表达而预防 ＲFP 诱导的肝损伤。以上

研究结果与本研究相符。
临床上肝损伤适应性反应表现为用药期间患者

转氨酶及胆红素升高而没有临床症状，继续用药后

增高的指标会恢复正常［12］。研究 ＲFP 引起的肝适

应性反应，有助于进一步探究抗结核药物引起的药

物性肝损伤的机制，同时有潜在的临床价值，如能在

临床上能精准识别适应性反应，对避免不必要的停

药而影响原发病的治疗具有重要意义。
本实验结果显示，相比于 Y07 + DMSO、Y25 +

DMSO 组，加 200 μmol /L 的 ＲFP 刺激后，Y07 + ＲFP
组、Y25 + ＲFP 组的 PCNA 和 Ki67 在蛋白水平表达

下降，然而 Y25 + ＲFP 组较 Y07 + ＲFP 组 PCNA 和

Ki67 蛋 白 水 平 相 对 较 高; 此 结 果 提 示 ＲFP 抑 制

HepG2 增 殖，可 能 与 ＲFP 的 细 胞 毒 性 有 关，而

MANF 对 HepG2 细 胞 增 殖 有 抑 制 作 用［13］，敲 减

MANF 后 ＲFP 对 HepG2 细胞增殖的抑制作用减弱。
Y07 + ＲFP 组较 Y07 + DMSO 组 CHOP 和 Caspase-3
表达增加，提示 ＲFP 会诱导肝细胞凋亡增 加; 而

Y25 + ＲFP 组较 Y07 + ＲFP 组的 CHOP、Caspase-3 表

达明显增加，提示敲减 MANF 后 ＲFP 诱导的肝细胞

凋亡会 进 一 步 加 重。肝 细 胞 损 伤 标 志 物 ( ALT、
AST、ALP、TBIL、DBIL、TBA) 的水平在 MANF 敲减

后明显增加，提示 MANF 敲减后 ＲFP 对 HepG2 细胞

的损伤加重。这些结果均支持 MANF 在 ＲFP 诱导

的肝适应性反应中发挥细胞保护性作用。
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Effects of knockdown of MANF on adaptive expression of bile acid
transporter in HepG2 cells induced by rifampicin

Cao Shiguo，Dai Qiong，Huang Mengxue，Qu Liufang，Xu Jianming，Zhang Weiping
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor ( MANF) on
the adaptive expression of bile acid transporter in human hepatoellular carcinomas ( HepG2) induced by rifampicin
( ＲFP) ． Methods The control group cell line ( Y07) and the knockdown group cell line ( Y25) were constructed
by lentiviral stable transfection technology． The Y07 and Y25 cells were treated with ＲFP of 200 μmol /L for 48 h，

and qＲT-PCＲ and Western blot were used to detect the protein and gene expression levels of MANF，bile salt ex-
port pump ( BSEP) ，multidrug resistance-related proteins 2 /3 /4 ( MＲP2，MＲP3，MＲP4 ) ，multidrug resistance
protein 1 ( MDＲ1) ，organic solute transporter a /β ( OSTα /β) ，organic anion transporter ( OATP2B1) ． The pro-
tein and gene expression levels of proliferating cell nuclear antigen ( PCNA) ，proliferating cell marker Ki67 were
used to evaluate the proliferation of cells in each group changes in levels． Changes in the protein and gene expres-
sion levels of C /EBP homologous protein( CHOP) and cysteinyl aspartate specific proteinase-3 ( Caspase-3 ) were
used to evaluate the apoptosis of cells in each group． The relative contents of alanine aminotransferase( ALT) ，aspar-
tate aminotransferase( AST) ，alkaline phosphatase ( ALP) ，total bilirubin ( TBIL) ，indirect bilirubin ( IBIL) and
total bile acid( TBA) in the supernatant of cell culture medium of each group were detected by kits． Ｒesults ＲFP
could induce the protein and gene expression of MANF，BSEP，MＲP2，MＲP3，MＲP4，MDＲ1，OSTα，OSTβ，

OATP2B1 in HepG2 cells ( P ＜ 0. 05 ) ，while the protein and gene expression levels of BSEP，MＲP2，MＲP3，

MＲP4，MDＲ1，OSTα、OSTβ、OATP2B1 decreased after MANF knockdown( P ＜ 0. 05) ． Moreover，under the ac-
tion of ＲFP，the protein expression of PCNA and Ki67 in the knockdown group was still higher． The protein and
gene levels of CHOP and Caspase-3 significantly increased after MANF knockdown( P ＜ 0. 05 ) ． The levels of the
hepatic cell injury markers in the cell supernatant increased significantly( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ＲFP can induce
the expression of bile acid transporter such as BSEP，MＲP2，MＲP3，MＲP4，MDＲ1，OSTα，OSTβ and OATP2B1
to increase in HepG2 cells( P ＜ 0. 05 ) ，but the expression of bile acid transporter of HepG2 after MANF knock-
down will significantly decrease under the induction of rifampicin( P ＜ 0. 05) ，and cell indury is aggravated，indica-
ting that MANF plays a protective role in ＲFP-induced adaptive responses by regulating the bile acid transporter．
Key words mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor; rifampicin; bile acid transporter; adaptive re-
sponse; cell proliferation; cell apoptosis; cell indury
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